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Zusammenfassung 

Die diabetische Nephropathie (DN) gehört weltweit zu den führenden Ursachen für ein 

terminales Nierenversagen und stellt demzufolge finanziell und gesellschaftlich eine 

große Belastung dar. Bisherige Untersuchungen belegten eine Aktivitätsminderung 

des Hippo-Signalweges im Rahmen der DN und identifizierten FERM Domain Contai-

ning 3 (FRMD3) als ein Kandidatengen für die DN, welches für das Protein 4.1O ko-

diert. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Expression verschiedener 

Spleißvarianten des Proteins 4.1O die Aktivität des Hippo-Signalweges in Abhängig-

keit von Glukose beeinflusst. Außerdem wurde in vorherigen Untersuchungen der Ar-

beitsgruppe eine Interaktion des Proteins 4.1O mit Nephrin nachgewiesen. Deswegen 

wurde zusätzlich geprüft, ob alle vier Protein 4.1O-Varianten 207, 201, 204 und 202 

mit Nephrin interagieren und ob diese Interaktion durch Glukose beeinflusst wird. 

Für die Versuche zum Hippo-Signalweg wurden HEK293T-Zellen mit den Protein 

4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204, 202 oder einer 207-Mutante (207ΔFERMΔcc) 

transfiziert und bei low glucose (5,5 mM)-, high glucose (25 mM)-Bedingungen oder 

einer osmotischen Kontrolle mit Mannitol (5,5 mM Glukose + 19,5 mM Mannitol) kulti-

viert. Es wurden Ganzzelllysate hergestellt, die nach dem Western Blot in der Immun-

färbung gegen phosphoryliertes Yes-associated protein (YAP) an Serin 397 gefärbt 

wurden. Für die Versuche mit Nephrin exprimierten die HEK293T-Zellen den C-Termi-

nus von Nephrin und je eine der untersuchten Protein 4.1O-Spleißvarianten. Anschlie-

ßend wurden sie ebenfalls bei low glucose-, high glucose- und hyperosmolaren Bedin-

gungen kultiviert. Es wurden Co-Immunpräzipitationen durchgeführt, die Protein 4.1O-

Spleißvarianten nach dem Western Blot mit einem nachweisenden Antikörper gefärbt 

und schließlich Densitometrien für die statistische Auswertung durchgeführt.  

Es konnte eine signifikante Steigerung der YAP-Phosphorylierung unter Expression 

von Protein 4.1O-207, -201 und der 207-Mutante bei den high glucose-Bedingungen 

nachgewiesen werden. Die Expression der Varianten 204 und 202 zeigte dagegen 

keinen Glukose-abhängigen Einfluss auf die YAP-Phosphorylierung. Da nur 207 und 

201 über die vollständige C-terminale Domäne verfügen, spielt diese Domäne hierbei 

vermutlich eine entscheidende Rolle. Im Allgemeinen legen diese Ergebnisse eine pro-

tektive Funktion der 4.1O-Varianten 207 und 201 im Kontext der pathologischen Pro-

zesse der DN nahe, da ihre Expression die Aktivität des bei der DN normalerweise 

aktivitätsgeminderten Hippo-Signalweges steigert. 

Mithilfe der Co-Immunpräzipitationen konnte zwar für alle vier 4.1O-Varianten eine In-

teraktion mit dem C-Terminus von Nephrin nachgewiesen werden, ein Glukoseeinfluss 

auf diese Interaktion zeigte sich jedoch nicht.   
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Abstract 

Diabetic nephropathy (DN) is a leading cause of kidney failure worldwide and, conse-

quently, leads to a financial and social burden. Previous work has shown that Hippo 

signaling is decreased in DN. Moreover, FERM Domain Containing 3  (FRMD3) en-

coding protein 4.1O has been identified as a candidate gene for DN. Therefore, this 

work aimed to examine how the expression of different protein 4.1O splice variants 

influences Hippo signaling in a glucose-dependent manner. As previous experiments 

have shown that protein 4.1O interacts with nephrin, other experiments of this work 

addressed the question whether all of the protein 4.1O splice variants 207, 201, 204 

and 202 interact with nephrin and if this interaction is influenced in a glucose-depend-

ent manner. 

HEK293T cells were transfected with the protein 4.1O splice variants 207, 201, 204, 

202 or a 207 mutant and cultivated in low glucose (5.5 mM), high glucose (25 mM) 

concentrations or an osmotic control (5.5 mM glucose and 19,5 mM mannitol). After 

cell lysis, western blot was performed for Yes-associated protein phosphorylated at 

serine 397 (phospho-YAP S397) and actin. To investigate the interaction between 

nephrin and the protein 4.1O splice variants and a possible modulation by glucose, 

HEK293T cells coexpressed nephrin c-terminus and protein 4.1O 207, 201, 204 or 

202. These cells were cultivated in low glucose, high glucose or mannitol. After cell 

lysis, co-immunoprecipitations were performed and, after western blot, protein 4.1O 

variants were detected with an appropriate antibody.  

The experiments showed an increase of Hippo signaling under high glucose conditions 

if protein 4.1O 207, 201 or the 207 mutant, but not 204 and 202, are expressed. As 

207 und 201 have the complete c-terminal domain, but not 204 und 202, this domain 

may play a vital role in controlling Hippo signaling under high glucose conditions. Be-

cause of the increase in Hippo signaling due to the expression of 207 and 201, these 

protein 4.1O variants seem to have a protective function in DN. Nevertheless, further 

investigations are needed to identify the underlying pathomechanism for glucose-de-

pendent regulation of the Hippo pathway by different splice variants of protein 4.1O, 

helping to understand its molecular function in DN.   

The investigations of nephrin-4.1O splice variant-interactions and a possible influence 

by glucose revealed that protein 4.1O 207, 201, 204 and 202 interact with nephrin. 

However, a modulation of this interaction by different glucose conditions could not be 

detected.  
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1 Einleitung 

1.1 Diabetische Nephropathie 

1.1.1 Epidemiologie der diabetischen Nephropathie 

Die diabetische Nephropathie (DN) ist eine häufige mikrovaskuläre Komplikation des 

Diabetes mellitus. Ihre Prävalenz liegt bei Typ-1- und Typ-2-Diabetikern bei bis zu 

40 % (1–3) und wird nach aktuellen Prognosen mit der steigenden Prävalenz des Di-

abetes mellitus weltweit zunehmen (2, 4–6).  

Ferner kann sie mit erheblichen gesundheitlichen Folgen einhergehen. Sie ist weltweit 

die führende Ursache für Nierenversagen (2, 3, 7). So ist in Deutschland bei jedem 

dritten Patienten mit Nierenersatztherapie das Nierenversagen auf einen Diabetes 

mellitus zurückzuführen (8). Zudem sind die weltweiten Todesfälle durch eine Diabe-

tes-bedingte chronische Nierenkrankheit (Chronic Kidney Disease [CKD]) im letzten 

Jahrzehnt bei Typ-1- und Typ-2-Diabetikern gestiegen (9). 

Für das deutsche Gesundheitssystem stellt die diabetische Nephropathie eine große 

finanzielle Belastung dar. Bereits die Grunderkrankung Diabetes mellitus verursacht 

hohe Kosten für das deutsche Gesundheitssystem (10–12) und ein Großteil der Kos-

ten resultiert aus der Behandlung der diabetischen Langzeitkomplikationen (12–14), 

zu denen kardiovaskuläre und renale Erkrankungen zählen (15, 16). Nichols et al. (17) 

konnten belegen, dass Patienten mit klinischen Zeichen einer DN (Mikro- oder Makro-

albuminurie) signifikant höhere Gesamtkosten verursachen als Diabetiker mit Normo-

albuminurie.  

 

1.1.2 Klinische und histologische Merkmale der diabetischen Nephropathie 

Wie Lin et al. (18) darlegten, äußert sich die DN als klinisches Syndrom, das mit einer 

persistierenden Albuminurie, einem erhöhten arteriellen Blutdruck, einer reduzierten 

glomerulären Filtrationsrate (GFR) und einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Er-

eignisse und damit assoziierter Mortalität einhergeht. Das klinisch charakteristischste 

Merkmal ist die Albuminurie. Die DN entwickelt sich grob von einer glomerulären Hy-

perfiltration, über eine Mikroalbuminurie (Albuminausscheidung 30-300 mg/d) und spä-

ter Makroalbuminurie (Albuminausscheidung >300 mg/d) zu einer Abnahme der GFR. 

Dieser stadienhafte Verlauf ist nach neuen Erkenntnissen jedoch insbesondere bei 

Typ-2-Diabetikern nicht zwingend zu beobachten.  

Die Diabeteserkrankung allein ist bereits ein Risikofaktor für die Entwicklung eines 

Nierenversagens (19). Eine zusätzlich vorliegende Mikro- oder Makroalbuminurie (wie 
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bei der DN) erhöhen das Risiko für die Entwicklung eines Nierenversagens (20, 21) 

sowie für kardiovaskuläre Ereignisse und kardiovaskulär bedingten Tod (22, 23) und 

steigern somit die allgemeine Mortalitätsrate (23, 24). Zudem weisen Diabetiker mit 

Albuminurie eine stärkere Abnahme der GFR als Diabetiker ohne Albuminurie auf (20). 

Auch eine niedrigere GFR erhöht das Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse unabhän-

gig von einer eventuellen zusätzlichen Albuminurie (22). 

Histopathologisch lässt sich die DN auf Empfehlung der Renal Pathology Society ent-

sprechend der glomerulären Läsionen in vier Stadien einteilen (25): Zunächst kommt 

es zu einer Verdickung der glomerulären Basalmembran (GBM). Daran schließt sich 

eine zunächst milde (Abb. 1B), dann schwere mesangiale Expansion (Abb. 1C) an. 

Schließlich entwickeln die Patienten eine noduläre Sklerose (Kimmelstiel-Wilson) 

(Abb. 1D) und im Endstadium eine fortgeschrittene diabetische Glomerulosklerose 

durch eine exzessive Akkumulation von Proteinen der extrazellulären Matrix im me-

sangialen Raum (Abb. 1D–F). Neben den glomerulären Veränderungen sind ebenfalls 

eine Verdickung der tubulären Basalmembran, eine tubuläre Atrophie, eine interstitielle 

Fibrose und entzündliche Infiltrate mit T-Lymphozyten und Makrophagen im Intersti-

tium möglich (25). 
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1.1.3 Möglichkeiten der medikamentösen Therapie der diabetischen Nephropa-

thie 

Aufgrund der in Abschnitt 1.1.1 genannten gesundheitlichen und volkswirtschaftlichen 

Belastungen, die durch die DN verursacht werden, ist eine effektive Vorbeugung und 

Therapie dieser Erkrankung von großer Bedeutung. In den letzten Jahren wurden mit 

den Substanzgruppen der Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2)-Inhibitoren und 

Glucagon-like peptide-1-Rezeptoragonisten (GLP-1-RA) medikamentöse Therapie-

möglichkeiten gefunden, die ursprünglich in der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 

zur Senkung des Blutzuckers eingesetzt wurden (26). Nach neuen Erkenntnissen be-

sitzen sie darüber hinaus kardio- und renoprotektive Effekte und werden daher bereits 

von der American Diabetes Association (ADA) (27) und der European Association for 

the Study of Diabetes (EASD) (28) für die Therapie von Hochrisikopatienten mit Typ-

2-Diabetes empfohlen. In großen randomisierten klinischen Studien konnte gezeigt 

Abb. 1: Darstellung der histologischen Veränderungen bei der diabetischen Glomerulo-
pathie 

(A) Normaler Glomerulus  
(B) Diffuse mesangiale Expansion mit Proliferation der Mesangialzellen 
(C) Prominente mesangiale Expansion mit nodulären Formationen und Mesangiolyse 
(D) Akkumulation von mesangialer Matrix mit Bildung von Kimmelstiel-Wilson-Läsionen 
(E) Dilatation der Kapillaren mit Bildung von Mikroaneurysmata und subintimaler 

Hyalineinlagerung (plasmatische Insudation) 
(F) Umgebauter Glomerulus  
A–D und F wurden mittels Periodsäure-Schiff-Färbung (PAS-Färbung) gefärbt, E mit der 
Färbung nach Jones. Originalvergrößerung, ×400.  
 
Veröffentlicht mit der Erlaubnis von Alicic, Rooney et al. 2017 (1), Copyright © 2017 by the 
American Society of Nephrology. 
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werden, dass die SGLT2-Inhibitoren Empa-, Dapa- und Canagliflozin nicht nur kardi-

ovaskulär protektiv wirkten, sondern auch das Risiko für die Entwicklung eines Nieren-

versagens und der Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie senkten sowie die Pro-

gression einer vorhandenen Albuminurie und die Abnahme der GFR verhinderten (29–

33). Eine Meta-Analyse von acht kardiovaskulären Endpunktstudien der GLP-1-RA wie 

Semaglutide und Liraglutide zeigte ganz ähnliche Effekte der GLP-1-RA (34).  

Welche zugrundeliegenden Mechanismen zu den erwähnten positiven Effekten der 

SGLT2-Inhibitoren und GLP-1-RA führen, sind noch nicht abschließend geklärt oder 

bekannt. Unter anderem wird die positive Wirkung auf die Nieren durch eine Reduktion 

der glomerulären Hyperfiltration erklärt, die bei den beiden Substanzgruppen wahr-

scheinlich durch einen jeweils anderen Mechanismus über das tubuloglomeruläre 

Feedback vermittelt wird (35, 36). Wie Kawanami et al. (37) ausgehend von Tierexpe-

rimenten in ihrer Übersichtsarbeit 2017 darlegten, weisen die SGLT2-Inhibitoren zahl-

reiche verschiedene Angriffspunkte auf und hemmen zum Beispiel die Expression 

renaler Wachstumsfaktoren, Advanced Glycated End Products (AGE) und renaler Fib-

rosemarker wie Connective Tissue Growth Factor (CTGF), Fibronektin und Transfor-

ming Growth Factor β1 (TGF-β1). Des Weiteren scheinen sie die renale Fibrose, Glo-

merulosklerose und mesangiale Expansion zu verringern. Auch für die GLP-1-RA 

wurde ein Einfluss auf Inflammation, oxidativen Stress, den AGE-Signalweg, Apoptose 

und Fibrose beschrieben (38, 39).  

Wie die beiden Substanzgruppen im Menschen wirken und ihre vielseitigen positiven 

Effekte hervorrufen, bedarf noch weiterer Forschung. 

Eine weitere Substanzgruppe, die aktuell Eingang in die Therapie der DN findet, sind 

die nicht-steroidalen Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten (MRA) (40, 41). Analog 

zu den steroidalen MRA Spironolacton und Eplerenon zielen die nicht-steroidalen MRA 

darauf ab, die Auswirkungen eines überaktiven Renin-Angiotensin-Aldosteron-Sys-

tems (RAAS) zu unterbinden (40, 42). Damit sind unter anderem antiinflammatorische 

und antifibrotische sowie kardio- und renoprotektive Wirkungen einschließlich der Re-

duktion einer vorhandenen Proteinurie assoziiert (40, 42, 43). Zudem wurde mit der 

Entwicklung der nicht-steroidalen MRA das Ziel verfolgt, die unerwünschten Wirkun-

gen der steroidalen MRA, insbesondere das Risiko einer Hyperkaliämie, aber auch 

unerwünschte Sexualhormonrezeptor-vermittelte Nebenwirkungen zu vermeiden (40, 

44).  

Der einzige bisher von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) (45) 

und der European Medicines Agency (EMA) (46) zugelassene Wirkstoff ist Finerenon. 
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In dem Konsensbericht der ADA und der Kidney Disease Improving Global Outcomes 

(KDIGO) von 2022 wird der Einsatz von Finerenon bei Patienten mit Typ-2-Diabetes, 

einer eGFR von ≥ 25 ml/min/1,73 m2 und einer Albumin-Kreatinin-Ratio im Urin von 

≥ 30 mg/g trotz einer maximal tolerierten Dosis eines RAAS-Inhibitors empfohlen (47). 

Studien zu Finerenon im Kontext der DN bei Typ-2-Diabetikern zeigten, dass Fine-

renon das Risiko für die Progression einer CKD und das Risiko für kardiovaskuläre 

Ereignisse nachweislich senkt (48, 49). Aufgrund der kurzen Zulassungsdauer existie-

ren bisher noch keine Langzeitdaten. Ferner muss in fortlaufenden Studien gezeigt 

werden, ob die gleichzeitige Anwendung von Finerenon, RAAS-Inhibitoren und 

SGLT2-Inhibitoren zu einer zusätzlichen Reduktion des Progressionsrisikos einer CKD 

führt (40).  

Mit zunehmenden Erkenntnissen über die Pathophysiologie der DN und mit der Iden-

tifizierung neuer Signalwege als mögliches Angriffsziel ergeben sich neue Möglichkei-

ten zur Behandlung der DN und Verlangsamung ihrer Progression. Aus diesem Grund 

widmet sich diese Arbeit den zugrundeliegenden Mechanismen auf molekularer 

Ebene, um daraus zukünftig neue Therapieansätze ableiten zu können. 

 

1.2 Der glomeruläre Filter  

1.2.1 Aufbau des glomerulären Filters 

Der glomeruläre Filter in der Niere ist der Ort der glomerulären Filtration bzw. Bildung 

des Primärharns. Die Integrität seiner Komponenten ist essenziell für seine lebens-

wichtige Aufgabe, die abnormale Filtration von Plasmaproteinen zu verhindern. Er be-

steht von der Blut- zur Harnseite aus drei Schichten:  

1. dem fenestrierten Endothel der glomerulären Kapillaren 

2. der glomerulären Basalmembran  und 

3. den podozytären Fußfortsätzen (50, 51). 

Durch diesen dreischichtigen Aufbau entsteht ein größen- und ladungsselektiver Filter, 

den nicht alle Blutbestandteile frei passieren können (50, 52). Zum einen stellt das 

fenestrierte glomeruläre Endothel ein mechanisches Hindernis für Makromoleküle, ins-

besondere für negativ geladene Makromoleküle, dar (53), da die Fenestrae mit einem 

Durchmesser von 50-100 Nanometer (nm) (50) die Filtration größerer Blutbestandteile 

verhindern. Zum anderen werden die glomerulären Endothelzellen von einer negativ 
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geladenen Glykokalyx bedeckt, die stark glykosylierte Glykoproteine und von den En-

dothelzellen exprimierte Heparansulfat-Glykosaminoglykan-Ketten enthält (54).  

Die endotheliale Zellmembran einschließlich ihrer Glykokalyx und die angrenzende 

GBM bilden zusammen die primäre Filterstruktur für große anionische Proteine wie 

Ferritin (52) und tragen dadurch zur Größen- und Ladungsselektivität des glomerulä-

ren Filters bei. Die GBM ist dreischichtig und besteht aus der subendothelialen Lamina 

rara interna, der zentralen Lamina densa und der subepithelialen Lamina rara externa 

(55). Die Permeabilitätseigenschaften der GBM werden durch die sich hauptsächlich 

in den Laminae rarae lokalisierte negative Ladung bestimmt, die durch den dortigen 

hohen Anteil an Heparansulfat zustande kommt (55).  

Die Podozyten bilden die dritte und äußere Schicht des glomerulären Filters. Sie sind 

hochdifferenzierte Zellen mit einem in den Harnraum der Bowman-Kapsel hineinra-

genden Zellkörper und an der Basis liegenden Primärfortsätzen, die den glomerulären 

Kapillaren aufliegen und wiederum kleinere sog. Fußfortsätze ausbilden (56). Das Zy-

toskelett ihres Zellkörpers und ihrer Primärfortsätze besteht aus Mikrotubuli und Inter-

mediärfilamenten (56), während die Fußfortsätze Schlingen von Mikrofilament-Bün-

deln aus Myosin, filamentösem Aktin (F-Aktin) und α-Aktinin enthalten (56–58). Vor 

allem das Zytoskelett in den Fußfortsätzen ist besonders und erfüllt eine wichtige Auf-

gabe für die Podozyten, da es ihre strukturelle Integrität garantiert, indem es zur Er-

haltung stabiler Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte der Podozyten beiträgt (56).  

Podozyten bilden nicht nur Zellkontakte untereinander, sondern stehen auch über 

α3β1-Integrine mit den Komponenten der darunterliegenden Basalmembran in Verbin-

dung (56, 59, 60). Zellexperimente legen nahe, dass eine Störung oder pathologische 

Veränderung dieser Integrine zu einer gestörten Adhäsion der Podozyten und damit 

strukturellen Integrität des Glomerulums führt und die normale Funktion des glome-

rulären Filters beeinträchtigen kann (61). Intrazellulär interagieren Integrine mit ver-

schiedenen Ankerproteinen wie α-Aktinin, die entweder direkt oder über die Bindung 

anderer Ankerproteine Integrine mit Aktinfilamenten verknüpfen (62, 63). 

Podozyten sind an einer Vielzahl von glomerulären Erkrankungen beteiligt (64). Insbe-

sondere die morphologische Veränderung und Ablösung ihrer Fußfortsätze von der 

GBM wurde häufig mit der Entwicklung einer Proteinurie assoziiert (65). In diversen 

proteinurischen Glomerulopathien kommt es zum sog. Effacement der podozytären 

Fußfortsätze, welches mit einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts einhergeht, die 
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zu einer Fusion der Filtrationsschlitze und Veränderung der Erscheinung der Fußforts-

ätze von schmalen, interdigitierenden Strukturen hin zu plumpen, breiteren und abge-

flachten Fortsätzen führt (65–68). 

Aufgrund ihrer Komplexität und Bedeutung für diese Arbeit ist der glomerulären 

Schlitzmembran ein eigenes Unterkapitel gewidmet. 

 

1.2.2 Die glomeruläre Schlitzmembran 

Die podozytären Fußfortsätze benachbarter Podozyten verzweigen sich ineinander 

(50, 56) und begrenzen auf diese Weise die zwischen ihnen liegenden 30-40 nm wei-

ten Filtrationsschlitze (69, 70). Diese Filtrationsschlitze werden durch die sog. glome-

ruläre Schlitzmembran überbrückt (56, 69). Die glomeruläre Schlitzmembran bildet 

eine reißverschlussartige Struktur mit einem zentral gelegenen kontinuierlichen Fila-

ment, von dem aus regelmäßige Querbrücken zu der Zellmembran der gegenüberlie-

genden podozytären Fußfortsätze ziehen (50, 56, 69, 70). Sie stellt möglicherweise 

einen feineren Filter als das glomeruläre Endothel und die glomeruläre Basalmembran 

dar und könnte dadurch einen bedeutenden Beitrag zur Größenselektivität des glome-

rulären Filters leisten (71, 72). Auf molekularer Ebene bildet sie einen dynamischen 

Multiproteinkomplex, der sich während der Podozytendifferenzierung und der patholo-

gischen Prozesse, die zum podozytären Effacement führen, verändert (65, 67, 68, 73). 

Die Schlüsselkomponente der glomerulären Schlitzmembran ist das Protein Nephrin 

(70, 74), auf das wegen seiner Bedeutung für die durchgeführten Versuche dieser Ar-

beit im folgenden Abschnitt detailliert eingegangen wird. Weitere Schlitzmembranpro-

teine sind das integrale Membranprotein Podocin (75, 76), Neph1 (77), Neph2 (78), 

das CD2-assoziierte Protein (CD2AP) (79) und Zonula occludens-1 (ZO-1) (80). Der 

Aufbau der glomerulären Schlitzmembran mit den genannten Schlitzmembranprotei-

nen ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Schlitzmembranproteine erfüllen für die Integrität 

der glomerulären Schlitzmembran unterschiedliche Funktionen. Podocin und CD2AP 

interagieren im Zytoplasma mit der intrazellulären Domäne von Nephrin (79, 81) und 

fördern die Lokalisation von Nephrin in spezialisierten Membrandomänen, den sog. 

lipid rafts (82, 83). Darüber hinaus dienen ZO-1, CD2AP und Catenine als Adaptermo-

leküle zwischen den transmembranen Schlitzmembranmolekülen Nephrin und P-Cad-

herin und den Aktinfilamenten (Abb. 2) (56, 73). Auf diese Weise ist das podozytäre 

Zytoskelett im Bereich der Seiten der Fußfortsätze mit dem Schlitzmembrankomplex 

verknüpft (56, 73). Allgemein sind die Schlitzmembranproteine für die Funktion der 
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glomerulären Schlitzmembran essenziell und ihr Fehlen oder ihr Defekt hat eine mas-

sive Proteinurie (73) und bzw. oder ein frühzeitiges Versterben in entsprechenden Tier-

experimenten zur Folge (77, 81). 

 

 
Die Aktinbündel werden von α-Aktinin-4-Molekülen begleitet. P-Cadherin ist gleichermaßen 
ein Transmembranprotein im Bereich der glomerulären Schlitzmembran (73). 
 
Veröffentlicht mit der Erlaubnis von Tryggvason et al. 2006 (73), Copyright Massachusetts 
Medical Society. 

 

Abb. 2: Komponenten des Proteinkomplexes der glomerulären Schlitzmembran 

Nephrinmoleküle gegenüberliegender Fußfortsätze interagieren in der Mitte des Filtrations-
schlitzes miteinander und bilden eine zentrale Dichte mit Poren zu beiden Seiten.  
In den Filtrationsschlitzen interagiert Nephrin ebenfalls mit Neph1 und Neph2 sowie FAT1 
und FAT2. Nephrin- und Neph-Moleküle interagieren intrazellulär mit Podocin und dem CD2-
assoziierten Protein (CD2AP) und stellen dadurch vermutlich eine Verbindung zu Zonula 
occludens-1 (ZO-1) und den Aktinbündeln her.  
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1.2.3 Das Schlitzmembranprotein Nephrin 

Da in den Versuchen dieser Arbeit die Interaktion von Nephrin mit den Protein 4.1O-

Spleißvarianten untersucht wurde, soll im Folgenden näher auf das Schlitzmembran-

protein Nephrin eingegangen werden. 

Nephrin wird in der Niere ausschließlich im Bereich der glomerulären Schlitzmembra-

nen an den podozytären Fußfortsätzen exprimiert (84). Es wird durch das Gen Ne-

phrotic syndrome type 1 (NPHS1) auf Chromosom 19q13.1 kodiert. Mutationen des 

NPHS1-Gens führen zum kongenitalen nephrotischen Syndrom vom Finnischen-Typ, 

das mit einer massiven Proteinurie im Neugeborenenalter einhergeht (85). Wie aus 

Untersuchungen von Nierenbiopsaten von NPHS1-Patienten und Nephrin-Knockout-

Mäusen hervorgeht, kommt Nephrin eine wichtige Rolle für die Bildung und normale 

Konfiguration der Filtrationsschlitze und glomerulären Schlitzmembranen zu, da bei 

Fehlen oder einer Mutation von Nephrin die glomerulären Schlitzmembranen fehlten 

und sich engere Filtrationsschlitze als die normalerweise 30-40 nm breiten zeigten 

(70).  

Wie in Abbildung 3 dargestellt, ist Nephrin ein Transmembranprotein der Immunoglo-

bulin-Superfamilie und besitzt eine extrazelluläre Domäne mit acht Immunoglobulin G 

(IgG)-artigen Motiven und einem Fibronektin Typ III-artigen Motiv, eine transmemb-

rane Domäne und eine zytosolische Carboxy (C)-terminale Domäne (73, 85).  

 

Veröffentlicht mit der Erlaubnis von Tryggvason et al. 2006 (73), Copyright 
Massachusetts Medical Society. 

 

Die extrazellulären Immunglobulin (Ig)-Domänen bilden durch die Interaktion mit den 

Ig-Domänen von Nephrin-Molekülen benachbarter Fußfortsätze und den Ig-Domänen 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Proteinstruktur des  
Schlitzmembranproteins Nephrin 

Nephrin ist an der Zellmembran der podozytären Fußfortsätze lokalisiert. Es 
besitzt eine kurze Carboxy (C)-terminale intrazelluläre Domäne, eine 
Transmembrandomäne (TM) und eine Amino (N)-terminale extrazelluläre 
Domäne mit einem proximalen Fibronektin Typ III-artigen Motiv (FN) und acht 
IgG-artigen Motiven, die in den Filtrationsschlitz hineinragen. 
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von Neph1-Molekülen das strukturelle Grundgerüst der glomerulären Schlitzmembran 

(56, 74, 86, 87).  

Intrazellulär interagiert Nephrin mit der C-terminalen Domäne von Podocin (82) und 

mit CD2AP (79). Diese Protein-Interaktionen sind insbesondere für das Signaling von 

Nephrin relevant, da Podocin durch die Rekrutierung von Nephrin zu den lipid rafts 

sein Signaling erleichtert (82). Denn Nephrin übt nicht nur eine wichtige strukturelle 

Funktion für die glomeruläre Schlitzmembran aus (70, 74), sondern ist darüber hinaus 

an verschiedenen Signalwegen beteiligt (82, 88, 89).  

Huber et al. (89) demonstrierten, dass Nephrin zum Beispiel den Phosphoinositid-3-

Kinase (PI3K)-AKT-Signalweg aktivieren kann, der unter anderem in die Phosphory-

lierung des pro-apoptotischen Proteins Bad (Bcl-2-associated death promoter) mün-

det, welches dadurch gehemmt wird. Diese Nephrin-vermittelte Aktivierung der Pro-

teinkinase B/AKT wird durch Podocin und CD2AP verstärkt. Demnach kann Nephrin 

mit der Unterstützung von Podocin und CD2AP einen überlebensfördernden Signal-

weg aktivieren, der die Detachment-induzierte Apoptose von Podozyten verhindern 

kann. Dies unterstützt die These, dass auch Nephrins intrazelluläre Domäne einen 

entscheidenden Beitrag zur Erhaltung der funktionellen Integrität der Podozyten leis-

tet.  

Als potenzielles Signalmolekül besitzt Nephrin an seiner intrazellulären Domäne neun 

Tyrosinreste, an denen es phosphoryliert und dadurch als Bindungsstelle für Src Ho-

mology 2-Domänen enthaltende Proteine dienen kann (88). Insbesondere die Tyrosin-

reste Y1176, Y1193 und Y1210 stellen solche mögliche Bindungsstellen dar (89). Die 

Tyrosinreste von Nephrin scheinen durch Kinasen der Src-Familie (90), den Protein-

Tyrosinkinasen Fyn und Yes, phosphoryliert zu werden (88). Hierbei scheint vor allem 

die Proteinkinase Fyn für die Nephrin-Phosphorylierung wichtig zu sein (88, 90). Die 

Tyrosinphosphorylierung von Nephrin kann durch Clustering, also Clusterbildung, von 

Nephrin an der Zellmembran induziert werden (90, 91). Dieses Clustering von Nephrin 

führt des Weiteren zur Rekrutierung der Non-catalytic region of tyrosine kinase (Nck)-

Adapterproteine zu Nephrin und wenn Nephrin an seinen Tyrosinresten phosphoryliert 

ist, können Nck1 und Nck2 über ihre Src Homology 2-Domäne mit Nephrin interagieren 

(91, 92). Diese Nck-vermittelte Nephrin-Phosphorylierung scheint mit der Aktivierung 

von Nephrin-vermittelten Signalwegen wie dem PI3K-AKT-Signalweg einherzugehen 

(93). Über die Interaktion mit den Nck-Adapterproteinen kann Nephrin nicht nur Sig-

nalwege aktivieren, sondern steht auch mit dem Aktin-Zytoskelett der podozytären 

Fußfortsätze in Verbindung (92). Durch die Nephrin-Clustering-vermittelte Rekrutie-

rung von Nck kann die Polymerisation von Aktin induziert werden (91, 92).  
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Diese Tatsachen sprechen dafür, dass Nephrin neben seiner strukturellen Funktion 

auch zur Dynamik der glomerulären Schlitzmembran beiträgt, indem es zwischen der 

Schlitzmembran und dem podozytären Aktin-Zytoskelett vermittelt (94) und die Dyna-

mik des Zytoskeletts in Abhängigkeit von seiner Phosphorylierung reguliert (91). 

 

1.2.4 Das Mesangium 

Neben den Strukturen, die sich am Aufbau des glomerulären Filters beteiligen, stellt 

das Mesangium die zweite große Komponente des Glomerulums dar. Es befindet sich 

zwischen den glomerulären Kapillarschlingen und besteht aus verschiedenen Zellty-

pen, die in einer extrazellulären Matrix eingebettet sind (95, 96). Das gesamte Mesan-

gium dient der Aufrechterhaltung der Struktur des glomerulären Kapillarknäuels und 

hilft, die Kapillaren offenzuhalten und die Filtrationsrate zu regulieren (97, 98). Bei den 

Zellen des Mesangiums handelt es sich hauptsächlich um Mesangiumzellen (95), die 

bedingt durch den Aufbau ihres Zytoskeletts (99) kontrahieren und dadurch Zug auf 

die GBM und die Glomerulumkapillaren ausüben können (97, 98). Darüber hinaus bil-

den sie unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine und Matrixkomponenten, sodass 

sie in ihrer eigenen Matrix eingebettet sind (100). Ähnlich wie die Podozyten sind sie 

an der Pathogenese vieler glomerulärer Erkrankungen beteiligt (101, 102). Dabei 

scheinen sie meistens aktiviert zu werden und zu Myofibroblasten-ähnlichen Zellen zu 

transformieren (96, 103, 104). Dieses Phänomen zeigt sich auch in der diabetischen 

Nephropathie und kommt als mesangiale Expansion zum Ausdruck (102, 105), auf die 

in den Abschnitten 1.1.2 und 1.3.3 näher eingegangen wird. 

 

1.3 Der Hippo-Signalweg  

1.3.1 Funktion des Hippo-Signalweges 

Den Kern des Hippo-Signalweges bildet eine hochkonservierte Kinasenkaskade, die 

erstmalig in Drosophila melanogaster beschrieben und untersucht wurde (106–108). 

Diese Kinasenkaskade reguliert die Expression von Genen, die in die Zellproliferation, 

Zelldifferenzierung und Zellüberleben involviert sind (106, 108, 109). Diese Regulation 

erfolgt über die Kinasen Large tumor supressor kinase 1/2 (LATS1/2) (siehe Abschnitt 

1.3.2) (110, 111), die durch die Phosphorylierung der transkriptionellen Ko-Aktivatoren 

Yes-associated protein (YAP) (112, 113) und dem transkriptionellen Ko-Aktivator mit 

PDZ-bindendem Motiv (TAZ) (114) die Genexpression inhibieren.  

Da der Signalweg insbesondere bei der Regulation der Zellproliferation eine Rolle 
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spielt (106, 109), ist seine Funktion besonders im Kontext der Tumorgenese interes-

sant, er ist jedoch auch an weiteren biologischen Prozessen beteiligt. Dazu gehören 

unter anderem das Organwachstum (115, 116), die Vermehrung von Stammzellen und 

Entscheidung über das Zellschicksal (117) sowie die Zelldifferenzierung während der 

Organentwicklung (118–120). Darüber hinaus spielt er nicht nur bei verschiedenen Tu-

morerkrankungen eine Rolle, sondern ist auch an der Pathogenese verschiedener Kar-

diomyopathien (121, 122) und der Leber- (123) und Lungenfibrose (124) beteiligt. 

Schließlich steht der Hippo-Signalweg in engem Zusammenhang mit verschiedenen 

Nierenerkrankungen. Dazu zählen Nierenzellkarzinome (125, 126), zystische Nie-

renerkrankungen (127), die Nierenfibrose (128) und die diabetische Nephropathie 

(129, 130).    

 

1.3.2 Akteure des Hippo-Signalweges 

Zum Kern des Hippo-Signalweges in Säugetieren gehören die folgenden Proteine: die 

Kinasen Mammalian sterile 20-like kinases 1/2 (MST1/2) (106, 108, 109), LATS1 und 

LATS2 (110, 111), das Salvador family WW domain containing protein 1 (SAV1) (131, 

132), die Adapterproteine Mps One Binder 1 A/B (MOB1A/B) (107, 133) und die tran-

skriptionellen Ko-Aktivatoren YAP (134) und TAZ (114).  

Der Hippo-Signalweg ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Am Anfang des Sig-

nalweges stehen die Kinasen MST1 und MST2, die mit dem Regulatorprotein SAV1 

interagieren (106, 108). MST1/2 phosphorylieren und aktivieren den Komplex aus den 

Kinasen LATS1/2 (108, 135) und den Regulatorproteinen MOB1A/B (133). Die Kina-

sen MST1/2 werden wiederum ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert. Sie können 

einerseits durch andere Kinasen (136), andererseits durch sich selbst über eine intrin-

sische Homodimer-Bildung phosphoryliert werden (137). Diese Autophosphorylierung 

von MST1/2 wird durch die Interaktion mit SAV1 verstärkt (131). 

MOB1A/B fungieren wie SAV1 als Adapterproteine und fördern den Hippo-Signalweg, 

indem sie die intrinsische Kinaseaktivität von LATS1/2 an YAP/TAZ steigern (107, 

133).  

Der aktivierte Komplex aus LATS1/2 und MOB1A/B kann schließlich die transkriptio-

nellen Ko-Aktivatoren YAP und TAZ phosphorylieren und dadurch inaktivieren (107, 

114, 134). YAP und TAZ sind die zentralen Effektoren des Hippo-Signalweges (114, 

134). Wenn der Hippo-Signalweg aktiviert ist bzw. seine Kinasen LATS1/2 aktiv sind, 

wird die Funktion von YAP/TAZ durch ihre Retention im Zytoplasma und bzw. oder ihre 
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Degradation inhibiert (113, 138). Weil in den Versuchen dieser Arbeit die YAP-Phos-

phorylierung als Messgröße verwendet wurde, werden im Folgenden die Inaktivie-

rungsmechanismen von YAP durch die LATS-Kinasen noch einmal genauer erläutert. 

 

 

Im phosphorylierten Zustand werden YAP/TAZ entweder im Zytoplasma zurückgehalten oder 
proteasomal degradiert. Sind die Kinasen des Hippo-Signalweges nicht aktiv, können 
YAP/TAZ im Zellkern mit den TEA-Domänen-Transkriptionsfaktoren 1-4 (TEAD1-4) interagie-
ren und die Expression ihrer Zielgene fördern, die mit Zellproliferation, -überleben, -migration 
und Organwachstum einhergehen (139). 
 
In Anlehnung an Piccolo, Dupont et al. 2014 (139), S. 1291. 
 

 

YAP besitzt fünf HXRXXS-Motive (S61, S109, S127, S164 und S381), die als Phos-

phorylierungsstellen für die Kinasen LATS1/2 dienen (138). Von diesen Phosphorylie-

rungsstellen sind Ser127 und Ser381 am intensivsten untersucht und scheinen für die 

Inaktivierung von YAP die größte Rolle zu spielen (138). Untersuchungen legten nahe, 

dass die Phosphorylierung von YAP am Serin 127 zur Bildung einer 14-3-3-Bindungs-

stelle und dadurch zur zytoplasmatischen Retention von YAP führte (113).  

Abb. 4: Schematische Darstellung des Hippo-Signalweges mit seinen Hauptakteuren 

Die Kinasen MST1 und MST2 (Mammalian sterile 20-like kinases 1/2) interagieren mit dem 
Regulatorprotein SAV1 (Salvador family WW domain containing protein 1), das ihre Aktivie-
rung per Auto-Phosphorylierung fördert. Die aktiven MST1/2 phosphorylieren und aktivieren 
darauf den Komplex aus den Kinasen LATS1/2 (Large tumor supressor kinase 1/2) und den 
Regulatorproteinen MOB1A/B (Mps One Binder 1 A/B). Dieser aktivierte Komplex kann dann 
die transkriptionellen Ko-Aktivatoren YAP (Yes-associated protein) und TAZ (transkriptioneller 
Ko-Aktivator mit PDZ-bindendem Motiv) phosphorylieren und dadurch inaktivieren. 
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Den Forschungsergebnissen von Zhao et al. (138) zufolge schien die Phosphorylie-

rung von YAP am Serin 381 hingegen an der Regulation der Proteinstabilität von YAP 

beteiligt zu sein und zu einer Instabilität von YAP zu führen. Die In-vitro-Versuche zeig-

ten, dass die Phosphorylierung an Ser381 YAP für die Phosphorylierung durch die 

Caseinkinasen 1 δ/ε (CK1δ/ε) vorbereitet und somit einen sequentiellen Phosphorylie-

rungsprozess anstößt, der zur Aktivierung eines Phosphodegrons führen kann. Durch 

die Phosphorylierung durch die CK1δ/ε wird die Interaktion von YAP mit dem β-trans-

ducin repeats-containing protein (β-TRCP) gesteigert und damit einhergehend die 

Ubiquitinierung und schließlich proteasomale Degradation von YAP gefördert (138).  

Folglich sind YAP/TAZ wiederum aktiv, wenn der Hippo-Signalweg inaktiv ist bzw. 

seine Kinasen LATS1/2 inaktiv sind (113, 134). Dann können YAP/TAZ im Zellkern mit 

Transkriptionsfaktoren wie den TEA-Domänen-Transkriptionsfaktoren 1-4 (TEAD1-4) 

interagieren und die Expression ihrer Zielgene fördern, die mit Zellproliferation, -mig-

ration und Hemmung von Apoptose einhergehen (140, 141).  

Der Hippo-Signalweg und seine Kinasen sowie Effektorproteine können durch ver-

schiedenste vorgeschaltete Signalwege bzw. Signalmoleküle in ihrer Aktivität beein-

flusst werden, zum Beispiel durch Zellpolarität (142, 143), Adherens Junctions (144, 

145), das Zytoskelett und mechanische Kräfte (146, 147), Liganden von G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (148) und manche Stresssignale (149, 150). Dies ist sowohl 

für die Rolle des Hippo-Signalweges bei der diabetischen Nephropathie als auch für 

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit relevant.  

 

1.3.3 Der Hippo-Signalweg bei der diabetischen Nephropathie 

Der Hippo-Signalweg scheint an der Pathogenese der diabetischen Nephropathie be-

teiligt zu sein. Verschiedene Forschungsgruppen konnten zeigen, dass unter diabeti-

schen bzw. high glucose (HG)-Bedingungen der Hippo-Signalweg inaktiviert und 

dadurch die YAP-Aktivität gesteigert ist (129, 130, 151). Im Einzelnen wurde nachge-

wiesen, dass HG-Bedingungen bei kultivierten Mesangiumzellen zu einer Abnahme 

der YAP-Phosphorylierung, zur nukleären Translokation von YAP und zu einer gestei-

gerten YAP-TEAD-Interaktion führten (130). Auch für LLCPK-C14-Zellen (Renal Pro-

ximal Tubular Cells [RPTC]-artige Zelllinie), die bei HG-Bedingungen kultiviert wurden, 

und für renale proximale Tubuluszellen von diabetischen Mäusen wurde eine gestei-

gerte Proteinexpression von YAP beschrieben (129). Ebenso konnte eine hochregu-

lierte YAP-Expression und nukleäre Translokation von YAP in RPTC von humanen 

Diabetesnieren gezeigt werden (151). 
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Mit der HG- bzw. Diabetes-induzierten Hochregulation der YAP-Aktivität konnten eine 

gesteigerte Expression der YAP-Zielgene CTGF und Amphiregulin (AREG) (129), eine 

Hochregulation von Kollagen Typ I und α-smooth muscle actin (als molekularer Marker 

für Myofibroblasten) (151), eine tubulointerstitielle Fibrose (151), eine Akkumulation 

von extrazellulärer Matrix und die Proliferation von Mesangiumzellen (130) assoziiert 

werden. Demnach scheint der Hippo-Signalweg in zwei bedeutsame histopathologi-

schen Kennzeichen der DN involviert zu sein, der tubulointerstitiellen Fibrose und me-

sangialen Expansion.  

Die gesteigerte YAP-Expression im Rahmen der DN scheint darüber hinaus Auswir-

kungen auf klinische Parameter zu haben. Die Beobachtungsstudie von Ma et al. (152) 

konnte eine Assoziation zwischen der gesteigerten YAP-Expression und einem gestei-

gerten systolischen Blutdruck, erhöhtem Harnstoff-Stickstoff im Blut und erhöhtem Se-

rum-Kreatinin sowie der Progression des DN-Stadiums nachweisen.  

Wie die HG- oder diabetischen Bedingungen zu der Steigerung der YAP-Aktivität füh-

ren, ist noch nicht abschließend geklärt, aber bisherige Untersuchungen legten nahe, 

dass der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-Phosphoinositd-3-Kinase (PI3K)-

AKT- (129, 130) und der RhoA-GTPase (RhoA)-Rho-associated protein kinase 

(ROCK)-Signalweg (151, 153–155) beteiligt sein könnten.  

Die PI3K kann durch Wachstumsfaktor-Rezeptoren aktiviert werden, spielt unter an-

derem für die Zellteilung eine kritische Rolle und ist an der Aktin-Polymerisation betei-

ligt (156). Zahlreiche verschiedene Effektormoleküle sind ihr nachgeschaltet, darunter 

die Proteinkinase B bzw. die Serin-Threonin-Kinase AKT (156). Die Aktivität der AKT 

fördert Zellüberleben, -proliferation und -wachstum (157). Qian et al. (130) konnten 

zeigen, dass der PI3K-AKT-Signalweg in glomerulären Mesangiumzellen von diabeti-

schen Mäusen aktiviert ist und zur Inaktivierung des Hippo-Signalweges führte, indem 

die Aktivität der Kinase MST1 gehemmt wurde. Auch Chen und Harris (129) konnten 

nachweisen, dass die Aktivierung des EGFR-PI3K-AKT-CREB (cAMP response ele-

ment-binding protein)-Signalweges die Genexpression und nukleäre Translokation 

von YAP sowie seine Interaktion mit TEAD in LLCPK-C14-Zellen vermittelte und eine 

Inhibition des EGFR oder der AKT die HG-induzierte YAP-Expression abschwächte. 

Dass sich dieser Zusammenhang auch in den Folgen der gesteigerten YAP-Aktivität 

wiederspiegelte, zeigte sich in der Hemmung der Proliferation der RPTC-artigen Zell-

linie und Abnahme der CTGF- und AREG-Expression nach Silencing der EGFR- oder 

YAP-Genexpression.  

Der zweite Signalweg, der nach bisherigen Untersuchungen an der unter HG-Bedin-
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gungen gesteigerten YAP-Aktivität beteiligt war, ist der RhoA-ROCK-Signalweg. Ver-

schiedene Forschungsgruppen beschrieben sowohl eine gesteigerte Aktivität der Gu-

anosintriphosphatase (GTPase) RhoA in kultivierten humanen RPTC (151) oder Me-

sangiumzellen von Ratten (153) unter HG-Bedingungen, eine gesteigerte RhoA-Akti-

vität in der Nierenrinde von diabetischen Ratten (154) als auch eine damit verbundene 

Steigerung der Aktivität der nachgeschalteten ROCK (153, 155).  

In welchem Zusammenhang der RhoA-ROCK-Signalweg und die unter HG-Bedingun-

gen gesteigerte YAP-Aktivität stehen, wurde mithilfe von Inhibitionsversuchen unter-

sucht. Dabei führte eine Vorbehandlung von humanen RPTC mit einem ROCK-Inhi-

bitor oder Silencing von RhoA mit einer small interfering RNA zur Inhibition der HG-

induzierten Hochregulation der YAP- und CTGF-Expression und nukleären Transloka-

tion von YAP (151). Andere Untersuchungen zu den Folgen einer selektiven ROCK-

Inhibition zeigten einen positiven Einfluss auf weitere Eigenschaften der DN. Zum ei-

nen verringerte eine selektive ROCK-Inhibition eine bestehende Albuminurie (154, 

155) sowie Proteinurie (153) und führte zur Erhaltung der Kreatinin-Clearance in dia-

betischen Ratten (158). Zum anderen verhinderte sie die glomeruläre Akkumulation 

von Kollagen Typ IV in diabetischen Mäusen (155), die Expression von TGF-β (154, 

159), die glomeruläre Hochregulation von Fibronektin (153, 158) und eine glomeruläre 

Sklerose (153, 158) wie auch eine tubulointerstitielle Fibrose (158).  

Diese Effekte der ROCK-Inhibition könnten unter anderem mit der Wirkung des RhoA-

ROCK-Signalweges auf die YAP-Aktivität zusammenhängen, da die ROCK-Inhibition 

eine glomeruläre Sklerose und tubulointerstitielle Fibrose verhindert und für YAP ein 

klarer Einfluss auf die interstitielle Fibrose bzw. Fibrogenese (130, 151) und Prolifera-

tion von Mesangiumzellen beschrieben wurde (130). 

 

1.4 FRMD3 – Protein 4.1O 

1.4.1 Die Proteinfamilie 4.1 

Das Protein 4.1O ist das neueste Mitglied der Proteinfamilie 4.1 (160), zu der auch die 

Proteine 4.1R (161), 4.1G (162), 4.1N (163) und 4.1B (164) gehören. Das Protein 4.1 

bzw. 4.1R (4.1R) wurde erstmalig in humanen Erythrozyten entdeckt und stellt den 

Prototypen dieser Proteinfamilie dar (165). Es ist für die mechanischen Eigenschaften 

der erythrozytären Zellmembran und vor allem für die Membranstabilität wichtig (166), 

da es die Interaktion zwischen Spektrin und Aktin vermittelt (167). Hereditäre Defekte 

des Proteins 4.1R verursachen ein bekanntes hämatologisches Krankheitsbild, die 
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hereditäre Elliptozytose, die zu einer hämolytischen Anämie führt (168). Die nachfol-

gend entdeckten 4.1 Proteine sind nach dem Gewebe benannt, in dem sie erstmalig 

beschrieben wurden: 4.1R (red blood cell type), 4.1G (general type), 4.1B (brain type), 

4.1N (neuron type) und 4.1O (ovary type) (160, 165). Nach aktuellem Kenntnisstand 

werden sie jedoch relativ ubiquitär exprimiert und fungieren als Adapterproteine zwi-

schen der Zellmembran und dem Zytoskelett und können an Spektrin-Aktin-Filamente 

und zahlreiche Transmembranproteine binden (165). Sie sind meist in der Nähe von 

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten lokalisiert und scheinen daher an der Zelladhäsion 

und Gewebeorganisation beteiligt zu sein (165). Besonders für die 4.1 Proteine und 

relevant für die vorliegende Dissertation ist, dass alle 4.1 Proteine über diverse Isofor-

men bzw. Spleißvarianten verfügen, die durch alternatives Spleißen der jeweiligen 

Transkripte erzeugt werden und zum Teil entwicklungs- und gewebespezifisch sind 

(169–172). 

Alle paralogen 4.1 Proteine besitzen drei gemeinsame hochkonservierte funktionelle 

Domänen: eine Four-point-one (4.1), Ezrin, Radixin, Moesin (FERM)-Domäne, eine 

Spektrin-Aktin-Bindungsdomäne (SAB) und eine für diese Proteingruppe einzigartige 

C-terminale Domäne (CTD) (165, 172, 173). Amino (N)-terminal der FERM-Domäne 

befindet sich ein variabel gespleißtes Kopfstück (U1-Region), das sich bei den ver-

schiedenen Isoformen der 4.1 Proteine unterscheidet, dessen funktionelle Bedeutung 

bei den anderen 4.1 Proteinen allerdings noch nicht ausreichend geklärt ist (165). Die 

30 kDa schwere FERM-Domäne besteht aus drei unabhängig voneinander gefalteten 

Lappen, die mit Ligandenbindungsaktivitäten assoziiert sind (165, 172). Sie schafft die 

Voraussetzung für die Interaktion zwischen Membranproteinen, Phospholipiden und 

Adapterproteinen mit dem Zytoskelett (172, 174). C-terminal der FERM-Domäne liegt 

die sog. FERM adjacent (FA)-Domäne (175). Diese hat im Falle des Proteins 4.1R ein 

Molekulargewicht von 16 kDa und enthält verschiedene Serinreste, die durch die Pro-

teinkinasen A und C phosphoryliert werden können. Diese Phosphorylierungen beein-

flussen die Aktivität der angrenzenden FERM-Domäne und SAB (175).  

Auch über die C-terminale Domäne können die 4.1 Proteine mit verschiedenen Memb-

ran- und zytoplasmatischen Proteinen interagieren. Die C-terminale Domäne des 4.1R 

kann beispielsweise an eine Untereinheit des eukaryotischen Initiationsfaktors 3 und 

das Nuclear Mitotic Apparatus Protein binden und dadurch kann 4.1R möglicherweise 

die Translationsmaschinerie mit dem Zytoskelett verknüpfen und zum komplexen Me-

chanismus der Zellteilung beitragen (176, 177). Darüber hinaus vermittelt die CTD von 

4.1R die Interaktion mit Zonula occludens-2, Zonula occludens-1 und Occludin und 

ermöglicht dadurch die Mitwirkung an der Regulation von Tight Junctions (TJ), indem 
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es TJ-Proteine mit dem Zytoskelett verknüpft (178).  

Zwischen der FERM- und C-terminalen Domäne befindet sich die 8-10 Kilodalton 

(kDa) schwere SAB (165, 173) bzw. Aktin-Bindungsdomäne beim Protein 4.1O (siehe 

Abb. 5). Sie vermittelt die Assoziation von Spektrin und F-Aktin (167, 179) und ist daher 

in Erythrozyten maßgeblich an der Membranstabilität beteiligt (166–168). 

In der Niere weisen die 4.1 Proteine 4.1R, 4.1B und 4.1N trotz ihrer strukturellen Ho-

mologien unterschiedliche Expressionsmuster auf, d. h. sie werden nur in bestimmten 

Segmenten des Nephrons exprimiert. Nach Meinung von Ramez et al. (180) unter-

stütze dies die Ansicht, dass die 4.1 Proteine verschiedene Aufgaben für die Struktur 

und Funktion der Niere haben. 

 

1.4.2 Das Protein 4.1O 

Das Protein 4.1O wird durch das Gen FERM Domain Containing 3 (FRMD3) kodiert, 

welches sich auf Chromosom 9q21.32 befindet (181). Es existieren sieben verschie-

dene Isoformen bzw. Spleißvarianten des Proteins 4.1O (182, 183), auf die aufgrund 

ihrer Relevanz für die vorliegende Arbeit im nächsten Abschnitt genauer eingegangen 

wird. Die von Ni et al. (160) beschriebene Variante besteht aus 2312 Basenpaaren; 

das kodierte Protein umfasst 553 Aminosäuren. Zunächst wurde die Expression des 

Proteins 4.1O nur für die Ovarien von Erwachsenen sowie den fetalen Skelettmuskel, 

Thymus und das Gehirn beschrieben (160), es konnte aber auch in der Niere in den 

Mesangiumzellen, den proximalen Tubuluszellen (184) und in den Podozyten (185) 

nachgewiesen werden.  

Aus den Versuchen von Kramer-Zucker et al. (186) an sich entwickelnden Podozyten 

von Zebrafischen lassen sich wichtige Funktionen des Proteins 4.1O für die Entwick-

lung der Podozyten ableiten. Das Fehlen bzw. die homozygote Mutation des 4.1O-

Homologs im Zebrafisch, das FERM-Domänen enthaltende Genprodukt von mosaic 

eyes (moe), führte zur Entstehung von apikalen „mikrovillären“ Projektionen an den 

Podozyten (186), wie sie in frühen Stadien der fokal-segmentalen Glomerulosklerose 

und anderen glomerulären Schädigungen vorkommen (56) und auch bei der Ausschal-

tung von Nephrin und Podocin zu beobachten waren (186). Ferner fehlten die Schlitz-

membranen zwischen den Fußfortsätzen im Bereich der GBM bei gleichzeitig anzu-

treffenden Schlitzmembran-artigen Strukturen im Bereich der in die Bowman-Kapsel 

ragenden Podozytenfortsätze und es zeigte sich eine gesteigerte glomeruläre Filtration 

von hochmolekularen Substanzen. Dies spricht für eine wichtige Funktion des moe 
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Genprodukts für die physiologische Morphologie der Podozyten einschließlich der Bil-

dung und Erhaltung der glomerulären Schlitzmembranen und der einwandfreien Filt-

rationsdiskriminierung im Zebrafisch (186).  

Des Weiteren konnten in der eigenen Arbeitsgruppe bereits einige Interaktionen des 

Proteins 4.1O in der Niere nachgewiesen werden. In Co-Immunpräzipitationsversu-

chen mit Human Embryonic Kidney (HEK) 293T-Zellen zeigte sich eine Interaktion der 

bereits erwähnten 553 Aminosäuren langen Isoform des 4.1O mit dem zytoplasmati-

schen Anteil von Nephrin, mit dem Glomerular epithelial protein 1 (GLEPP1) (187, 188) 

und Neph1 (187). Zudem scheint die Interaktion von 4.1O und podozytären Proteinen 

phosphorylierungsabhängig zu sein, da das Protein 4.1O bevorzugt an phosphorylier-

tes Nephrin bindet und umgekehrt (189). Das Protein 4.1O könnte in diesem Zusam-

menhang außerdem an der dynamischen Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt 

sein und Signale aus der Zellperipherie von Nephrin an das Aktin-Zytoskelett weiter-

leiten (189). Dies bedarf jedoch noch weiterer Forschung. Eine Bindung des 4.1O an 

G-Aktin (187) sowie eine Co-Lokalisation von 4.1O und F-Aktin auf zellulärer Ebene 

(189) wurde bereits nachgewiesen.   

Ferner wurde in Anwesenheit von 4.1O die Interaktion von Nephrin und Nck2 (187) 

und die Phosphorylierung von Nephrin an den Tyrosinresten Y1217 und Y1176/1193 

gehemmt (187, 188). Welche Auswirkungen eine mögliche Konkurrenz von 4.1O und 

Nck2 um die Bindungsstellen an Nephrin hat und wie sich diese in vivo ausgestaltet, 

erfordert weitere Untersuchungen (188).  

 

1.4.3 Spleißvarianten des Proteins 4.1O 

Wie bei dem Protein 4.1R (169, 170) und den drei anderen 4.1 Proteinen (162–164, 

180) werden auch die Transkripte des Proteins 4.1O alternativ gespleißt (182, 183). 

Von den sieben bekannten Spleißvarianten des Proteins 4.1O (182, 183) wurden in 

der vorliegenden Dissertation die Varianten 4.1O-201, -207, -204 und -202 sowie eine 

weitere Variante von 4.1O-207 ohne FERM- und ohne Coiled-coil-Domäne verwendet. 

Sie sind in der Abbildung 5 mit ihren funktionellen Domänen veranschaulichend dar-

gestellt. Die Variante 4.1O-201 ist unter den bekannten 4.1O-Isoformen die längste 

Form mit vierzehn Exons und 597 Aminosäuren, da sie sowohl über ein N-terminales 

Kopfstück (U1-Region) als auch über eine vollständige C-terminale Domäne verfügt 

(182, 183, 190, 191). Die Variante 4.1O-207 mit 553 Aminosäuren ist diejenige, die 

von Ni et al. (160) erstmalig beschrieben wurde und nach den Erkenntnissen aus Vor-

arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe höhere Expressionslevel als 4.1O-201 in humanen 
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Podozyten und HEK293T-Zellen aufweist. Die Varianten 4.1O-204 und -202 sind in 

der humanen Niere weniger verbreitet. 4.1O-204 ist C-terminal gegenüber der längs-

ten Isoform 4.1O-201 verkürzt, besitzt jedoch im Gegensatz zu 4.1O-207 eine N-ter-

minale U1-Region. 4.1O-202 ist mit 213 Aminosäuren die kürzeste Variante, sie besitzt 

keine FERM-Domäne und eine verkürzte C-terminale Domäne (181, 190, 191).   

 

Die Abbildung wurde auf der Grundlage von einer von Herrn Prof. Dr. med. Lorenz Sellin 
erstellten Abbildung sowie den Informationen der Internetseiten http://smart.embl-heidelberg.de 
(192), www.ensembl.org (182, 183) und www.uniprot.org (190, 191) erstellt. 
 
 
 

1.4.4 FRMD3 als Kandidatengen der diabetischen Nephropathie 

Für die medizinische Betreuung von Diabetikern und Prävention von diabetischen Fol-

geerkrankungen sowie Identifikation von gefährdeten Patienten ist relevant, dass nicht 

alle Diabetiker im Verlauf ihrer Erkrankung eine diabetische Nephropathie (DN) entwi-

ckeln (6, 7). Die DN scheint zudem sowohl familiär gehäuft (193, 194) als auch in be-

stimmten ethnischen Gruppen bevorzugt aufzutreten (7). Daher lag der Fokus ver-

schiedener Forschergruppen auf der Identifikation möglicher Gene, die hierbei eine 

Rolle spielen und für die Entwicklung einer DN prädisponieren. Mittlerweile wurde in 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der Protein 4.1O-Spleißvarianten 
201, 204, 207, 202 und einer 207-Mutante 

Die vier Protein 4.1O (4.1O)-Spleißvarianten 201, 204, 207 und 202 teilen den Aufbau der 
anderen Proteine der 4.1 Proteinfamilie, der durch drei konservierte Domänen 
gekennzeichnet ist: die FERM-, Aktin-Bindungs- (ABD) und Carboxy (C)-terminale Domäne 
(CTD). N-terminal befindet sich die FERM-Domäne, welche eine intrinsische B4.1-Domäne 
besitzt. Daran schließt sich C-terminal die FA-Domäne an. Die Aktin-Bindungsdomäne liegt 
in der Mitte von den drei konservierten Domänen. C-terminal liegt die C-terminale Domäne. 
Die 4.1O-Varianten 201, 204 und 202 besitzen N-terminal von der FERM-Domäne eine 
U1-Region, deren Funktion noch unbekannt ist. 4.1O-204, -202 und die 207-Mutante 
(207ΔFERMΔcc) haben keine bzw. eine verkürzte CTD. Bei der 207-Mutante 207ΔFERMΔcc 
fehlt die U1-Region sowie die FERM-, FA- und Coiled-coil (CC)-Domäne der CTD. 
Rechts ist die Anzahl der Aminosäuren (amino acids [AA]) angegeben. 
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verschiedenen Genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) eine Reihe von Single Nu-

cleotide Polymorphisms (SNPs) und unterschiedlichen Genen identifiziert, die mit der 

DN assoziiert sind (195). Eine der ersten Untersuchungen dieser Art zur DN war die 

GWAS der Genetics of Kidneys in Diabetes (GoKinD) Studienkohorte, in der insbe-

sondere ein SNP detektiert wurde, der in dieser Untersuchung die stärkste DN-Asso-

ziation bei einem hauptsächlich weißen Kollektiv von Typ-1-Diabetikern zeigte (184). 

Dieser SNP befand sich auf Chromosom 9 nahe des 5‘-Endes des FRMD3-Gens, das 

für das Protein 4.1O kodiert (184). Diese Assoziation konnte auch für Typ-2-Diabetiker 

(196) sowie Afroamerikaner mit einem T2D-bedingten Nierenversagen (197) bestätigt 

werden. Allerdings zeigte sich diese Assoziation in einer Studienpopulation von japa-

nischen Typ-2-Diabetikern nicht (198), was auf Unterschiede in DN-assoziierten Ge-

nen zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen hinweisen könnte. 

Eine Assoziation stellt zunächst nur einen statistischen Zusammenhang dar und er-

laubt keine Aussagen über die Mechanismen, die dieser Assoziation zugrunde liegen. 

Daher ging die Gruppe um Martini (199) der Frage nach, wie ein nicht-kodierender 

SNP im Bereich der Promotorregion des FRMD3-Gens einen Einfluss auf den Phäno-

typ der DN haben könnte. Auf der Basis ihrer Untersuchungen zu FRMD3 ko-expri-

mierten Transkripten schlugen sie ein mögliches Modell vor, nach dem dieser SNP die 

Transkriptionsregulation beeinflussen könnte. Sie wiesen nach, dass besagter SNP 

zur Bildung eines potenziellen Transkriptionsfaktorbindungssystems führen könnte, 

das die transkriptionelle Koregulation von Mitgliedern des Bone Morphogenetic Pa-

thway (BMP)-Signalweges und FRMD3 bedingt. Diese Koregulation führte im Kontext 

der DN zu einer Inhibition der Expression von BMP-Mitgliedern und FRMD3. Daher 

schlussfolgerten Martini et al. (199), dass die durch den SNP hervorgerufene Bin-

dungsstelle wahrscheinlich in einem repressiven Promotormodul lokalisiert ist, dieser 

SNP die notwendigen Bindungsstellen für das BMP-Modul herstellt und den BMP-Sig-

nalweg und FRMD3 gleichermaßen unterdrückt. Ferner zeigten sie, dass die Repres-

sion von FRMD3 und BMP mit einer gesteigerten Albuminurie und fraktionellen Me-

sangiumfläche assoziiert war. Aus diesem Grund und infolge der von anderen For-

schungsgruppen beschriebenen protektiven Wirkung des BMP-Signalwegs wurde 

dem FRMD3-Gen im Kontext der DN eine protektive Funktion zugeschrieben. Darüber 

hinaus zeigten Martini et al. (199) eine Abnahme der glomerulären Transkriptionslevel 

von FRMD3 mit dem Fortschreiten der DN von einer normalen GFR bis zum CKD-

Stadium 3 bei Pima-Indianern mit Typ-2-Diabetes. Dies könnte als Verlust der protek-

tiven Funktion von FRMD3 in fortgeschrittenen DN-Stadien gewertet werden.  
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Gleichermaßen scheint die FRMD3-Expression auf mRNA-Ebene in DN-Mausmodel-

len im Vergleich zu nicht-diabetischen Mausnieren verringert zu sein (200).  

Allerdings zeigten bisher nicht veröffentlichte Untersuchungen der eigenen Arbeits-

gruppe das Gegenteil. In immunhistochemischen Färbungen von Glomeruli diabeti-

scher Patienten mit höheren CKD-Stadien (CKD 3b bis CKD 5) konnte eine Steigerung 

der Protein 4.1O-Färbung in Podozyten beobachtet werden (Färbungen von Herrn 

Prof. Dr. med. Thorsten Wiech aus Hamburg). 

Weitere bisher unveröffentlichte Versuche der eigenen Arbeitsgruppe ergaben ferner 

einen deutlichen Anstieg der Protein 4.1O mRNA in HEK293T-Zellen, die unter high 

glucose-Bedingungen mit 25 mM Glukose als Surrogat für diabetische Bedingungen 

kultiviert wurden. 

Aufgrund dieser widersprüchlichen Datenlage und der weiterhin unklaren Funktion des 

FRMD3-Gens bzw. des Proteins 4.1O für die DN wurde in dieser Arbeit der Einfluss 

von Glukose auf das Protein 4.1O und seine Spleißvarianten näher untersucht.  

 

1.5 Ziele der Arbeit 

Wie bereits dargelegt wurde, ist die diabetische Nephropathie (DN) eine schwerwie-

gende Nierenerkrankung, die viele Diabetiker betrifft, ihr kardiovaskuläres Risiko er-

höht und in einem terminalen Nierenversagen enden kann (1, 2, 4, 5, 7, 9, 18, 22). Ein 

bei der DN veränderter Signalweg ist der Hippo-Signalweg, der nach Datenlage der 

aktuellen Literatur zu den histopathologischen DN-Kennzeichen der mesangialen Ex-

pansion (130) und interstitiellen Fibrose (151) beiträgt. Darüber hinaus wurden auf-

grund der bekannten genetischen Prädisposition für die Entwicklung einer DN genom-

weite Assoziationsstudien durchgeführt, in denen unter anderem das FRMD3-Gen 

eine starke DN-Assoziation zeigte (184). Da das Protein 4.1O, das durch das FRMD3-

Gen kodiert wird (181), erst 2003 erstmalig beschrieben (160) und seine Expression 

in der Niere noch später festgestellt wurde (184, 185), sind seine Funktionen in der 

Niere noch weitgehend unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, zu klären, 

welche Rolle das Protein 4.1O in der Niere spielt und welchen Einfluss Glukose auf 

die Funktion des Proteins 4.1O hat. 

Hierzu wird exemplarisch einerseits der Einfluss der Expression der 4.1O-Spleißvari-

anten 207, 201, 204, 202 und einer 207-Mutante ohne FERM- und ohne Coiled-coil-

Domäne auf den Hippo-Signalweg in Abhängigkeit von Glukose untersucht. Anderer-
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seits wird die Interaktion dieser Spleißvarianten mit Nephrin als zentrales Schlitz-

membranprotein und der Einfluss von Glukose auf diese Interaktion geprüft. 

Dabei sollen die folgenden Fragen beantwortet werden: 

1. Beeinflusst die Expression der 4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204, 202 

oder der genannten 207-Mutante die Phosphorylierung und damit Inaktivie-

rung des Yes-associated protein in Abhängigkeit von Glukose? 

2. Interagieren die 4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204 und 202 mit dem zyto-

plasmatischen Anteil von Nephrin und wird diese Interaktion durch unter-

schiedliche Glukosebedingungen beeinflusst? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellkultur 

Tabelle 1: Zellkultur 

Material Hersteller 

D-Mannitol ICN Biomedicals, Inc., Kalifornien, Verei-
nigte Staaten 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) mit 3,7 g/l NaHCO3, 4,5 g/l Glu-
cose, L-Glutamin, Na-Pyruvate, very low 
endotoxin 

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach (Bay-
ern), Deutschland 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) mit 3,7 g/l NaHCO3, 1 g/l Glu-
cose, L-Glutamin, Na-Pyruvate, very low 
endotoxin 

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland  

DMEM 1 g/l Glucose mit FBS + D-Man-
nitol: 

0,177 g D-Mannitol in 50 ml DMEM 1 g/l 
Glucose mit 10 % FBS (5,5 mM Glucose 
und 19,5 mM D-Mannitol) 

DPBS (Dulbecco’s Balanced Salt Solu-
tion) 
w/o Ca++ w/o Mg++, sterile filtered 

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland 

HEK (Human Embryonic Kidney) 293T 
Zellen 

 

FBS Superior (Fetal Bovine Serum) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

HEPES ≥ 99,5 % (titration) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Trypsin / EDTA 
0,05 % / 0.02 % in PBS w/o Ca++, w/o 
Mg ++, sterile filtered 

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland 

 

2.1.2 Transfektion 

Tabelle 2: Transfektion 

Material Hersteller 

0,25 M Calciumchlorid-Dihydrat p.a. 
(CaCl2) 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

di-Natrimhydrogenphosphat wasserfrei 
(Na2HPO4)  

Merck, Darmstadt, Deutschland 

HEPES ≥ 99,5 % (titration) 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 
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Material Hersteller 

 

2x HEBS pH 7,05, sterifiltriert 49,9 mM HEPES; 280,6 mM NaCl; 
1,48 mM Na2HPO4 wasserfrei 

 

2.1.3 Zellernte 

2.1.3.1 Ganzzelllysate und Co-Immunpräzipitationen 

Tabelle 3: Ganzzelllysate und Co-Immunpräzipitationen 

Material Hersteller 

2-Propanol, 100 % VWR International S.A.S, Fontenaysous 
Bois, Frankreich 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland 

cOmplete Mini (Protease inhibitor cock-
tail tablets) 

Roche Diagnostics GmbH, Basel, 
Schweiz  

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Glycerin ROTIPURAN® ≥ 99,5 %, p.a., 
wasserfrei 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Potassium chloride (KCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 
pro analysi 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid ≥99,5 %, p.a., ACS, ISO 
(NaCl) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Di-Natriumhydrogenphosphat-Hep-
tahydrat (NaH2PO4) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumorthovanadat ≥ 90 % (titration) 
(Na3VO4) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim Deutschland 

Protein G (= GammaBindTM Plus Sepha-
rose in 20 % Ethanol) 

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upp-
sala, Schweden 

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) 
10 ng/ml in 100 % Isopropanol 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland  

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), pure Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 20 % Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 

Tris-HCl Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim Deutschland 

Triton X-100, 100 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 
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Material Hersteller 

Tween® 20 (Polysorbat) Merck, Darmstadt, Deutschland 

10x PBS: pH 7,4 mit 5 M NaOH (vorher pH 6,65); 
1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 43 mM 
Na2HPO4 x 7 H2O; 15 mM KH2PO4 

1x PBS: 136,89 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 4,28 mM 
NaH2PO4; 1,46 mM KH2PO4 

PMSF-Stocklösung: 10 mM PMSF in 100 % 2-Propanol 

2x Lysispuffer: 40 mM Tris-HCl pH 7,5; 2 mM EDTA 
pH 8,0; 300 mM KCl 

1 % Triton X-100 Lysispuffer 20 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 % Triton 
X-100; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA 
pH 8,0; 1 mM Na3VO4; Proteaseinhibito-
ren (1 Tablette cOmplete Mini); 
4,4 μl PMSF-Stocklösung pro Milliliter 
Lysispuffer direkt vor Verwendung hinzu-
fügen 

Reduzierender Proteinpuffer nach 
Lämmli (2x Lämmli): 

0,1 M Tris-HCl pH 6,8; 4 % SDS; 20 % 
Glycerin; 2 % Bromphenolblau 

2x Lämmli mit DTT 0,09 M Tris-HCl pH 6,8; 3,6 % SDS; 
18 % Glycerin; 1,8 % Bromphenolblau; 
0,1 M DTT (Lagerung bei -20 °C) 

 

2.1.3.2 SDS-Gelelektrophorese 

Tabelle 4: SDS-Gelelektrophorese 

Material Hersteller 

2-Propanol, 100,0 % VWR International, Pennsylvania, Verei-
nigte Staaten 

Ammoniumpersulfat, 10 % Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 

Color Protein Standard Broad Range New England BioLabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland 

Glycin ≥ 99 %, Blotting-Grade Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Rotiphorese Gel® 30 (30 % Ac-
rylamid/Bisacrylamid im Mischungsver-
hältnis 37,5:1) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), pure Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 

SDS 20 % Sodium Dodecyl Sulfate, pure Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland 

Temed ≥ 98,5 % p.a. für die Elektropho-
rese 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 
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Material Hersteller 

Tris Pufferan (= Tris Base) ≥ 99,9 % p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Trizma® hydrochloride (= Tris-HCl), 
≥ 99.0 % (titration) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

10x Laufpuffer für SDS-PAGE: 239 mM Tris Base; 1,92 M Glycin; 
34,7 mM SDS 

Puffer A pH 8,8 (Trenngelpuffer): 360 mM Tris-HCl; 1140 mM Tris Base; 
14 mM SDS 

Puffer B pH 6,9 (Sammelgelpuffer): 484 mM Tris-HCl; 16 mM Tris Base; 
14 mM SDS 

 

Polyacrylamidgel-Zusammensetzung:   

Trenngel (10 %) für 2 Gele: 3 ml Rotiphorese, 1,5 ml ddH2O; 4,5 ml Trenngel-
puffer; 90 μl 10 % APS; 15 μl Temed 

 

Sammelgel (10 %) für 2 Gele: 0,535 ml Rotiphorese; 1,135 ml ddH2O; 1,665 ml 
Sammelgelpuffer; 40 μl 10 % APS; 5 μl Temed 

 

 

2.1.3.3 Western Blot 

Tabelle 5: Western Blot 

Material Hersteller 

BSA Protease Free - lyophilized SEQENS In Vitro Diagnostic, Limoges, 
Frankreich 

Glycin ≥ 99 %, Blotting-Grade 

 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Methanol 100,0 % VWR International, Pennsylvania, Verei-
nigte Staaten 

Nitrocellulose Blotting Membrane 
0,45 μm 

GE Healthcare Life Science (= seit 31. 
März 2020 Cytiva), Amersham, Vereinig-
tes Königreich 

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

 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

WhatmanTM Gel Blot Paper GE Healthcare Life Sciences, Amer-
sham, Vereinigtes Königreich 

BSA in Proteinwaschpuffer: 5 % BSA in 1x Proteinwaschpuffer 
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Material Hersteller 

25x Proteinwaschpuffer: 3,23 M NaCl; 0,323 M Tris Base pH 7,5; 
3,23 % Tween 20  

1x Proteinwaschpuffer: 130 mM NaCl; 13 mM Tris Base pH 7,5; 
0,13 % Tween 20 

1x Transferpuffer: 2,4 M Glycin p.A.; 310 mM Tris Base; 
20 % Methanol p.A. 

 

2.1.3.4 Immunfärbung – Antikörper  

Tabelle 6: Primärantikörper 

Antikörper Hersteller Verdünnung 

alpha-Tubulin (DM1A) Mouse 
mAb 

Cell Signaling Technology, Dan-
vers, Massachusetts, Vereinigte 
Staaten 

1:1000 

ECL Anti-human IgG Horserad-
ish Peroxidase-linked whole an-
tibody (from sheep) 

Cytiva, Vereinigte Staaten 1:500 

 

Monoclonal Anti-β-Actin anti-
body produced in mouse 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland 

1:15.000 

Monoclonal ANTI-FLAG M2 An-
tibody 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland 

1:400 

P-YAP (S397) (D1E7Y) Rabbit 
mAb 

Cell Signaling Technology, Dan-
vers, Massachusetts, Vereinigte 
Staaten 

1:1000 

 

Tabelle 7: Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller Verdünnung 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Anti-
body  

Cell Signaling Technology, Dan-
vers, Massachusetts, Vereinigte 
Staaten 

1:1000 

Polyclonal Goat Anti-Mouse Im-
munoglobulins/HRP 

Agilent Dako, Santa Clara, Ver-
einigte Staaten 

1:10.000 

 

  



 
 

29 
 

2.1.3.5 Chemilumineszenz 

Tabelle 8: Chemilumineszenz 

Material Hersteller 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

FluorChem FC2 Chemilumineszenz Im-
ager   

Alpha Innotech Corp., Kalifornien, Verei-
nigte Staaten 

Luminol   Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz 

Luminol, 250 mM in DMSO 440 mg Luminol in 10 ml DMSO gelöst 

p-Coumaric acid  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

p-Coumaric acid, 90 mM in DMSO 150 mg p-Coumaric acid in 10 ml DMSO 
gelöst, 88 µl Aliquots bei -20 °C gelagert 

Trizma® hydrochloride (= Tris-HCl), 
≥ 99.0 % (titration) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

ECL Lösung A (20 ml): 100 mM Tris-HCl pH 8,5; 0,396 mM p-
Coumarinsäure; 2,5 mM Luminol; Aqua 
dest. 

ECL Lösung B (20 ml): 100 mM Tris-HCl pH 8,5; 12 μl 30 % 
H2O2; Aqua dest.  

 

2.1.4 Plasmide 

2.1.4.1 Auflistung der verwendeten Plasmide 

cdm8 

cdm.sIg 

cdm.sIg.nephrin.cyt (zytoplasmatischer Teil von Nephrin, AS 1086-1242) 

F.4.1O 201 (FLAG-markierte/FLAG-tagged 4.1O-Variante 201) 

F.4.1O 202 

F.4.1O 204 

F.4.1O 207 

F.4.1O 207ΔFERMΔcc (4.1O-207 ohne Coiled-coil-Domäne 1330-1410 Basenpaare 

[bp] und ohne FERM-Domäne 1-817 bp) 

F.Nck1 
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2.1.4.2 Transformation und Amplifikation 

Tabelle 9: Transformation und Amplifikation 

Material Hersteller 

Ampicillin Na-salt research grade Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland 

E. coli MC1061 mit oder ohne P3 Plas-
mid 

 

LB Broth with agar (Lennox), Powder mi-
crobial growth medium  

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Tetracyclin Hydrochloride Minimum 
95 % (TLC) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Ampicillin-Stammlösung: 10 mg Ampicillin/1 ml ddH2O 

Tetracyclin-Stammlösung: 1 mg Tetracyclin/0,5 ml ddH2O + 0,5 ml 
Ethanol 

LB-Agarplatten: 8,75 g LB Broth with agar (Lennox) auf 

250 ml ddH2O mit 150 l 5 M NaOH au-
toklavieren, im Wasserbad auf ca. 60 °C 
herunterkühlen. Anschließend Zugabe 
von Antibiotika entsprechend der Resis-
tenzen im Verhältnis: Tetracyclin 
1 mg/ml; Ampicillin 10 mg/ml 

 

2.1.4.3 Mini- und Maxi-Kulturen und Maxi-Präparation 

Tabelle 10: Mini- und Maxi-Kulturen und Maxi-Präparation 

Material Hersteller 

Ethanol, gradient grade for liquid chro-
matography LiChrosolv® 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

LB Broth Base (Lennox L Broth Base) Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

Qiagen® Plasmid Purification Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

LB Broth Base-Medium mit Ampicil-
lin/Tetracyclin: 

LB Broth Base-Medium (autoklaviert) mit 
Ampicillin 25 μg/ml und Tetracyclin 
7,5 μg/ml 

 

2.1.4.4 DNA-Restriktion und Agarose-Gelelektrophorese 

Tabelle 11: DNA-Restriktion und Agarose-Gelelektrophorese 

Material Hersteller 

100 bp DNA-Ladder New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland 
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Material Hersteller 

Agarose NEEO Ultra Qualität Roti®ga-
rose, für DNA/RNA Elektrophorese 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Electrophoresis Power Supply – EPS 
300 

Amersham Pharmacia Biotech Inc., Up-
psala, Schweden 

Essigsäure 100 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethidium Bromidlösung 0,025 % i. d. 
Tropfflasche, wässrige Lösung, 
250 μg/ml  

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethylenediaminetetetraacetic acid diso-
dium salt dihydrate (EDTA) pH 8,0 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Ficoll® 400 Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schwe-
den 

Lambda DNA-BstE II Digest, 500 μg/ml New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland  

NEBuffer 3.1 New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland 

Orange G Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

Restriktionsenzyme New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland 

Water for HPLC VWR International, Radnor, Pennsylva-
nia, Vereinigte Staaten 

1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer: 0,04 M Tris Base, 0,02 M Essigsäure, 
0,5 M EDTA pH 8,0 

5x TAE Ladepuffer Orange G: 0,25 % Orange G, 15 % Ficoll 400, 15 % 
Glycerin 

50x TAE-Puffer: 2 M Tris Base; 0,05 M EDTA; 0,95 M Es-
sigsäure 100 %; 0,6 M Aqua dest.  

1 % Agarosegel (100 ml): 1 g Agarose auf 100 ml 1x TAE, 4 Trop-
fen Ethidium Bromidlösung 0,025 % 

 

2.1.5 Geräte 

Tabelle 12: Geräte 

Verwendung Gerät Hersteller 

Stromgerät für die Agarose-
Gelelektrophorese 

Electrophoresis Power 
Supply – EPS 300 

Pharmacia Biotech (jetzt 
Cytiva, Marlborough, 
Massachusetts, Verei-
nigte Staaten) 
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Verwendung Gerät Hersteller 

Zentrifuge für 1,5 ml Eppis Eppendorf Centrifuge 
5417 R 

Eppendorf AG, Ham-
burg, Deutschland 

Zentrifuge für 15 ml Tubes 
und Maxi-Präparation 

Eppendorf Centrifuge 
5910 R 

Eppendorf AG, Ham-
burg, Deutschland 

Kochen der Ganzzelllysate, 
Lysate und Co-IPs 

Eppendorf Thermomixer 
comfort 

Eppendorf AG, Ham-
burg, Deutschland 

Imager für Chemilumines-
zenz 

FluorChem FC2 Alpha Innotech Corp., 
San Leandro, Kalifor-
nien, Vereinigte Staaten  

Shaken der WB-Membranen 
während Inkubation im Anti-
körper bei Raumtemperatur 

IKA® HS 260 control Ho-
rizontalschüttler  

IKA®-Werke GmbH & 
Co. KG, Staufen, 
Deutschland  

Inkubationsschüttler für 
Mini- und Maxi-Kulturen 

Infors HT Multitron  Infors AG, Bottmingen, 
Schweiz 

Stromgerät für SDS-PAGE 
und Western Blot 

PowerPacTM Universal Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Hercules, Kalifor-
nien, Vereinigte Staaten 

Shaken der WB-Membranen 
bei Inkubation im Antikörper 
über Nacht bei 4 °C 

Rocking Platform VWR International, 
Radnor, Pennsylvania, 
Vereinigte Staaten 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Kultivierung der HEK293T-Zellen 

Für die Versuche der vorliegenden Promotionsarbeit wurden Zellen der Zelllinie 

HEK293T verwendet. Diese wurden in 10 Zentimeter (cm)-Schalen mit ungefähr 

10 Milliliter (ml) DMEM (Dulbeccos modified Eagles medium) mit 4,5 Gramm (g) Glu-

kose pro Liter und 10 Prozent (%) Fetalem Rinderserum (FBS) bei 37 Grad Celcius 

(°C) kultiviert. Die HEK293T-Zellen wurden alle 48 Stunden passagiert, wenn ihre Kon-

fluenz bei 70-80 % lag (201). Das bedeutet, das alte, verbrauchte Medium wurde mit-

tels einer Absaugvakuumpumpe entfernt und die Zellkultur wurde mit 5 ml Dulbecco’s 

Balanced Salt Solution (DPBS) pro Schale gewaschen. Anschließend wurde das 

DPBS ebenfalls abgesaugt und 1 ml auf 37°C vorgewärmtes Trypsin mittig auf die 

Zellen pipettiert. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei 37 °C im Brutschrank waren 

die HEK-Zellen vom Schalenboden abgelöst, konnten mit frischem Medium versetzt 

und auf neue Zellschalen mit bereits vorgelegtem Medium passagiert werden. Die 
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HEK-Zellen wurden jeweils in dem Verhältnis passagiert, so dass sie nach 48 Stunden 

wieder zu 70-80 % konfluent waren.  

 

2.2.1.2 Aussaat der Zellen für die Transfektion 

Am Abend vor der Transfektion wurden die HEK293T-Zellen für die Versuche dieser 

Promotionsarbeit in 10 cm-Schalen in DMEM mit 1 g/L Glukose und 10 % FBS ausge-

sät. Dabei wurde wie bei der im Abschnitt „Kultivierung der HEK293T-Zellen“ beschrie-

benen Passagierung vorgegangen. Die Zellen wurden in dem Verhältnis passagiert, 

dass sie am nächsten Morgen möglichst einzeln zu liegen kamen, um eine gute Trans-

fektion zu gewährleisten. Dies wurde unmittelbar vor der Transfektion mittels Mikro-

skop überprüft. 

 

2.2.1.3 Transfektion 

Für die Transfektion der HEK293T-Zellen wurde die Calcium-Phosphat-Methode an-

gewendet. Dafür wurde die zuvor festgelegte μg-Menge des zu transfizierenden Des-

oxyribonukleinsäure (DNA)-Plasmids in 1,5 ml Eppis vorgelegt. Es wurden jeweils 

500 Mikroliter (μl) 0,25 Molar (M) Calciumchlorid (CaCl2) hinzugegeben und anschlie-

ßend je 500 μl 2x HEBS tröpfchenweise und unter Vortexen zum CaCl2-DNA-Gemisch 

pipettiert. Dann konnte die DNA zu den Zellen gegeben werden. Dazu wurden die 

1000 μl des hergestellten DNA-Gemisches entweder tröpfchenweise oder unter 

Schräghalten der Zellschale auf das Zellmedium pipettiert und die Zellen mit der DNA 

für mindestens sechs Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um eine adäquate 

Transfektion sicherzustellen. Nach 6-8 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchge-

führt, indem das alte DNA-enthaltende Medium entfernt und 10 ml neues Medium zu 

den Zellen gegeben wurde.  

Der Mediumwechsel für die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgeführten Ver-

suche erfolgte mit drei unterschiedlichen Medien, um den Einfluss von Glukose bei 

den jeweiligen Versuchen zu untersuchen. Zur Beendung der Transfektion wurde je 

einer Schale DMEM mit 10 % FBS und 5,5 mM Glukose (low glucose-Bedingungen), 

25 mM Glukose (high glucose-Bedingungen) oder 5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-

Mannitol (osmotische Kontrolle) zugegeben. Durch die unterschiedlichen Glukosekon-

zentrationen sollten normoglykämische (5,5 mM Glukose) und moderat hyperglykämi-

sche (25 mM Glukose) Bedingungen simuliert werden. Das Medium mit D-Mannitol 

diente dem Nachweis eines möglichen osmotischen Einflusses.  



 
 

34 
 

Am nächsten Tag wurden die transfizierten Zellen mittels verschiedener Techniken 

geerntet.  

 

2.2.2 Zellernte 

2.2.2.1 Ganzzelllysate (GZL) 

Im Rahmen der Transfektion wurde in Bakterien vervielfältigte DNA in die Zellen ein-

gebracht, die daraufhin die durch diese DNA kodierten Proteine exprimierten. Bei der 

Zellernte werden die Zellen lysiert, um diese Proteine zu isolieren und weiter untersu-

chen zu können. Für die Untersuchung des Glukose-abhängigen Einfluss der Expres-

sion der 4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204, 202 und einer 207-Mutante auf die Phos-

phorylierung des Yes-assoziierten Proteins (YAP) wurden Ganzzelllysate hergestellt. 

Dafür wurden je drei Zellschalen mit 7,5 Mikrogramm (μg) des Plasmids cdm8 und 

F.207, F.201, F.204, F.202 oder F.207ΔFERMΔcc wie oben beschrieben transfiziert. 

Der Mediumwechsel erfolgte dann so, dass die Zellkulturen, die mit demselben Plas-

mid transfiziert wurden, in den drei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen kultiviert 

wurden.  

Vor der Zellernte wurden die Zellen mikroskopiert, um den Erfolg der Transfektion zu 

beurteilen. Als erstes wurde das Medium mittels Vakuumpumpe abgesaugt und die 

Zellkultur mit 5 ml 4 °C kalter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Da-

rauf wurde der Inhalt einer Zellschale in ein 15 ml Tube überführt. Diese 15 ml Tubes 

wurden auf Eis gehalten, um jegliche Enzymaktivität zu unterbinden. Es folgte eine 

fünfminütige Zentrifugation der gereinigten Zellen bei 483 × g und 4 °C, um die trans-

fizierten Zellen von Mediumresten und PBS zu trennen. Anschließend wurden die ent-

standenen Zellpellets in den 15 ml Tubes betrachtet und die Menge des benötigten 

2x Laemmli und Dithiothreitol (DTT) für die Lyse abgeschätzt. Der flüssige Überstand 

wurden entfernt und verworfen, sodass nur die Zellpellets in den 15 ml Röhrchen ver-

blieben. Im nächsten Schritt wurde die abgeschätzte Menge 2x Laemmli + DTT auf die 

Zellpellets pipettiert und die Pellets vorsichtig suspendiert. Dieses Gemisch wurde in 

ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Wurden alle Proben auf diese Weise 

behandelt, wurden sie fünf Minuten bei 95 °C im vorgeheizten Eppendorf-Thermocyc-

ler gekocht.  

Bevor das wie in Abschnitt 2.1.3 hergestellte 10 % SDS-Gel mit den Proben beladen 

wurde, wurden sie für drei Minuten bei 20817 × g und 4 °C zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation wurden die Proben erneut für ungefähr eine Minute auf 95 °C erhitzt, 

sodass die heißen Proben in die Geltaschen pipettiert werden konnten. Die Konsistenz 
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der geladenen Probe sollte flüssig sein und sich leicht pipettieren lassen, damit man 

die gewünschten Proteine und keine anderen Bestandteile pipettiert. 

 

2.2.2.2 Co-Immunpräzipitation (Co-IP) 

Zur Untersuchung der Interaktion des zytoplasmatischen Anteils von Nephrin und den 

Protein 4.O-Spleißvarianten 207, 201, 204 und 202 wurden Co-Immunpräzipitationen 

durchgeführt. Dafür wurden jeweils sechs Schalen mit HEK293T-Zellen mit 7 μg 

sIg.Nephrin.cyt und 5 μg der 4.1O-Spleißvariante 207, 201, 204 oder 202 und zwei 

Zellschalen mit 7 μg sIg.Nephrin.cyt und 5 μg F.NCK1 (F = FLAG-Tag) als Negativ-

kontrolle wie oben beschrieben transfiziert. Von den Zellschalen mit der 4.1O-Spleiß-

variante wurden nach dem Mediumwechsel je zwei bei den gleichen Glukosebedin-

gungen (5,5 mM, 25 mM Glukose oder 5,5 mM Glukose + 19,5 mM D-Mannitol) wie 

oben beschrieben kultiviert.   

Am Folgetag wurden die transfizierten Zellen mit 5 ml 4 °C kalter PBS gewaschen. Der 

Inhalt von je zwei Zellschalen, die mit derselben DNA transfiziert und nach der Trans-

fektion bei derselben Glukosekonzentration (5,5 mM, 25 mM Glukose oder 5,5 mM 

Glukose und 19,5 mM Mannitol) kultiviert wurden, wurde in ein 15 ml Tube überführt. 

Diese 15 ml Tubes wurden auf Eis gehalten, um jegliche Enzymaktivität zu unterbin-

den. Es folgte eine fünfminütige Zentrifugation der gereinigten Zellen bei 483 × g und 

4 °C zur Trennung der Zellen von Mediumresten und PBS. Der flüssige Überstand 

wurde abgenommen und verworfen, sodass nur die Zellpellets in den 15 ml Röhrchen 

verblieben. Im nächsten Schritt wurden je nach Pelletgröße 200-400 μl des vorberei-

teten Lysispuffers 1 % Triton X-100 (siehe Material) nach Zugabe von 4,4 μl PMSF/ml 

Lysispuffer zum Pellet gegeben. Das Pellet wurde darin suspendiert und dieses Ge-

misch in ein 1,5 ml Eppi überführt. Dann wurden die Zellen für 30 Minuten im Eppi-

Shaker bei 4 °C lysiert. Nach der Lyse wurden Zellmembranen, Zellkerne und -orga-

nellen sowie zytosolische Proteine durch eine mindestens 15-minütige Zentrifugation 

bei 4 °C und 20817 × g voneinander getrennt. Anschließend wurde das Lysat bzw. die 

lösliche Phase in ein leeres 1,5 ml-Eppi überführt, das für die Co-Immunpräzipitation 

vorgesehen war. Bevor der Inhalt entsprechend weiter behandelt wurde, wurden 10 % 

hiervon mittels Pipette abgenommen und in ein leeres Eppi pipettiert, das mit dem 

gleichen Volumen 2x Laemmli und DTT versetzt und für fünf Minuten bei 95 °C gekocht 

wurde.  
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In das IP-Eppi wurden 30 μl mit Protein G beschichtete Beads hinzugefügt. Die mit 

den Beads versetzten Lysate wurden mindestens eine Stunde bei 4 °C und unter stän-

digem „Shaken“ inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die IP-Proben drei Mi-

nuten lang bei 4 °C und 956 × g zentrifugiert. Anschließend wurden die Proben dreimal 

mit 800 μl des einprozentigen Triton X-100 Lysispuffers und Zugabe von 4,4 μl 

PMSF/ml Lysispuffer gewaschen. Die dritte Zentrifugation erfolgte nur eine Minute lang 

bei 17949 × g. Dann wurde der komplette Überstand mit der Pipette entfernt. Es wur-

den 30 μl 2x Laemmli + DTT hinzugefügt und mit dem Pellet durch Beklopfen der 

1,5 ml Eppis vermischt. Schließlich wurden diese Proben für fünf Minuten bei 95 °C 

gekocht und anschließend auf Eis gestellt. Durch die Zugabe der denaturierend wir-

kenden Substanzen 2x Laemmli und DTT wurden die Proteine von den mit Protein G 

beschichteten Beads gelöst. 

Vor der Beladung des SDS-Gels mit den Proben wurden diese unmittelbar vorher eine 

Minute bei 20817 × g zentrifugiert, um nur die lösliche Phase auf das Gel zu laden.  

  

2.2.2.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  

Die im Rahmen der Zellernte hergestellten Proben wurden mithilfe der SDS-PAGE 

nach ihrer Größe und elektrischen Ladung aufgetrennt. Es handelte sich hier um ein 

diskontinuierliches System, da die Gelmatrix aus zwei verschiedenen Anteilen besteht: 

einem Trenngel und einem darauf liegenden Sammelgel. Für die für diese Promoti-

onsarbeit durchgeführten Versuche wurden zehnprozentige Gele mit einer Dicke von 

75 Millimeter (mm) hergestellt. Zuerst erfolgte die Herstellung des Trenngels. Dafür 

wurden die Zutaten des Trenngels (s. Material) nacheinander in ein 50 ml Falcon ge-

geben. Zum Schluss wurden das 10 % APS und Temed hinzugefügt und alle Zutaten 

gut vermischt. Das Trenngel wurde zügig zwischen die beiden vorher in die Gießsta-

tion eingespannten Glasplatten gegossen, sodass es ungefähr drei Viertel des Rau-

mes zwischen den Glasplatten einnahm. Direkt im Anschluss wurde reines Isopropa-

nol auf das Trenngel gegeben, um es zu begradigen und etwaige Luftblasen zu ent-

fernen. Nach der Polymerisation des Gels wurde das Isopropanol vollständig vom 

Trenngel entfernt. Nun wurde das Sammelgel in derselben Vorgehensweise wie das 

Trenngel erzeugt (s. Material) und auf das Trenngel gegossen. Dabei wurden circa 

2-3 ml bis zum oberen Rand der dünnen Glasplatte freigelassen. Sofort wurde der Gel-

Kamm zur Bildung der Geltaschen in das Sammelgel eingesetzt.  

Die SDS-PAGE-Gele konnten unter feuchten Bedingungen luftdicht verpackt bei 4 °C 
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aufbewahrt werden. Vor ihrer Benutzung wurden die Gele einschließlich der umliegen-

den Glasplatten aus ihrem Rahmen geklemmt und Kamm und mögliche Gelreste unter 

Zuhilfenahme eines feuchten Tuchs beseitigt. Die Gele in den Glasplatten wurden in 

den Gelelektrophorese-Einsatz eingespannt und in der Gelelektrophorese-Kammer 

platziert. Dann wurde die Kammer mit dem 1x Laufpuffer (s. Material) bis zur Markie-

rung aufgefüllt. Neben den eigentlichen Proben wurden 7 μl eines Proteinmarkers als 

Größenreferenz mitgeladen. In die restlichen Geltaschen wurden je 15 μl einer Probe 

pipettiert. Nach Beladen der Geltaschen wurde die Elektrophorese mit einer Sammel-

gelphase von 30 Minuten bei 70 Volt (V) und einer anschließenden Trenngelphase von 

90 Minuten bei 20 Milliampere (mA) pro Gel gestartet.  

 

2.2.2.4 Western Blot  

Beim Western Blot wurden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf 

eine Nitrocellulose (NC)-Membran übertragen. Sie wurden bei den hier durchgeführten 

Versuchen anschließend immunologisch im Rahmen einer Enzym-Substrat-Umset-

zung durch die Aktivität der horseraddish peroxidase nachgewiesen. Als Vorbereitung 

für den Western Blot wurde der Transferpuffer entsprechend der Zutaten im Material 

(s. Abschnitt 2.1.3) angesetzt. Nach der Gelelektrophorese wurden die Sodiumdode-

cylsulfat-Polyacrylamid-(SDS-)Gele von den Glasplatten getrennt und in eine mit 

Transferpuffer gefüllte Schale gelegt. Auch die Schaumstoffschwämme, das Filterpa-

pier und die NC-Membran wurden zur Befeuchtung in Schalen mit Transferpuffer ge-

legt. Anschließend folgte der Zusammenbau des Western Blot-Sandwiches: Auf die 

Kathoden-Seite des geöffneten Plastiksandwiches wurden nacheinander ein nasser 

Western Blot-Schwamm, ein Filterpapier und das SDS-Polyacrylamidgel gelegt. Das 

Gel wurde dann mit dem Transferpuffer übergossen, sodass es vollständig von einem 

Flüssigkeitsfilm bedeckt war. Sofort wurde die NC-Membran unter Vermeidung von 

Luftblasen auf das Gel aufgelegt bzw. abgerollt, sodass das Gels vollständig von der 

Membran bedeckt wurde. Auf die NC-Membran wurde dann ein weiteres Filterpapier 

und ein zweiter Western Blot-Schwamm gelegt. Das Sandwich konnte nun zugeklappt 

und verschlossen werden. Das fertige Western Blot-Sandwich wurde dann in den Wes-

tern Blot-Einsatz in die Blot-Kammer geschoben, dahinter ein Eisblock zur Kühlung 

gesetzt und die Kammer vollständig mit Transferpuffer gefüllt. Der Western Blot er-

folgte bei 200 mA für 60 bis 70 Minuten (je nach Versuch). 
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2.2.2.5 Immunfärbung 

Um die auf die NC-Membran übertragenen Proteine sichtbar zu machen, wurde für die 

Versuche dieser Promotionsarbeit das Verfahren der Chemilumineszenz angewendet.  

Zunächst wurde die NC-Membran nach dem Blotting in 5 %igem Rinderserumalbumin 

(Bovine Serum Albumin, BSA) für mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur oder 

über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln inkubiert, um die unspezifischen Bin-

dungsstellen auf der Membran möglichst vollständig abzusättigen. Darauf folgte die 

ebenfalls mindestens einstündige Inkubation im Primärantikörper bei Raumtemperatur 

oder über Nacht bei 4 °C. Die Antikörper wurden im in Abschnitt 2.1.4 angegebenen 

Verdünnungsverhältnis mit der entsprechenden Menge 1x Proteinwaschpuffer ange-

setzt. Nach der Inkubationszeit wurde die Membran dreimal für fünf Minuten in 1x Pro-

teinwaschpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen. An-

schließend erfolgte die mindestens einstündige Inkubation der Membran im spezies-

spezifischen Sekundärantikörper bei Raumtemperatur und ein erneuter Waschvor-

gang in 1x Proteinwaschpuffer.  

Für die Ganzzelllysate wurde als Primärantikörper der P-YAP (Ser397) (D1E7Y) Rab-

bit mAb und als Sekundärantikörper der Anti-rabbit IgG HRP-linked Antibody der Firma 

Cell Signaling Technology verwendet. Der Phospho-YAP (Ser397) Rabbit mAb bindet 

an endogenes YAP, das an Serin 397 phosphoryliert ist, welches dem Serin 381 der 

zweiten YAP-Isoform entspricht (siehe Abschnitt 1.3.2) (202). 

Bei den Co-Immunpräzipitationen dienten der Monoclonal ANTI-FLAG M2 Antibody 

als Primärantikörper und der Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP als 

Sekundärantikörper.  

Die hier verwendeten Sekundärantikörper waren an das Enzym Meerrettich-Peroxi-

dase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt, das für die folgende Nachweisreaktion 

benötigt wurde. Die Nachweisreaktion erfolgte über ein Elektrochemilumines-

zenz (ECL)-System, das Luminol enthält. Zur Sichtbarmachung der auf der NC-Memb-

ran gebundenen Immunkomplexe aus Primär- und HRP-gekoppeltem Sekundäranti-

körper wurden Lösung A und Lösung B des ECL-Systems 1:1 in einem 5 ml- Reakti-

onsgefäß miteinander vermischt. Die immunologisch gefärbte NC-Membran wurde auf 

der dafür vorgesehenen Plastikschale platziert und mit 1-1,5 ml der ECL-Mischung 

vollständig bedeckt. Durch die Vermischung der beiden ECL-Lösungen wurde die 

HRP-katalysierte Reaktion in Gang gesetzt: Die Meerrettich-Peroxidase katalysierte 

die Oxidation von Luminol zu einem kurzlebigen, energiereichen Peroxid unter Umset-

zung von Wasserstoffperoxid. Dieses Peroxid zerfiel in ein 3-Aminophthalat-Dianon 
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und die dabei freiwerdende Energie resultierte in der Anregung einer der beiden ent-

stehenden Carbonylbindungen (203). Das bei dieser enzymatisch-katalysierten Reak-

tion emittierte Licht wurde von dem Phosphorimager FluorChem FC2 detektiert und 

aufgezeichnet. Die so detektierten Proteinbanden konnten anschließend densitomet-

risch ausgewertet werden.   

 

2.2.2.6 Auswertung 

Die mit dem Imager detektierten Proteinbanden der Ganzzelllysate wurden mit dem 

Computerprogramm AlphaView SA densitometrisch ausgewertet. Die Densitometrien 

der Co-Immunpräzipitationsversuche wurden mit dem Programm Fiji/ImageJ Version 

1.53c durchgeführt.  

Für die statistische Auswertung der Ergebnisse der GZL-Versuche wurden zunächst 

jeweils alle gemessenen Werte der P-YAP-Banden und der Aktin- bzw. Tubulin-Ban-

den derselben Glukosekonzentration gemittelt. Danach wurden die Einzelwerte jeweils 

auf diese berechneten Mittelwerte bezogen und dann das Verhältnis von P-YAP zu 

β-Aktin gebildet, um die gemessenen Dichtewerte der AK-markierten Banden mitei-

nander vergleichen zu können. Gleichermaßen wurden bei den Co-IP-Versuchen zu-

erst die Werte der IPs und der Lysate gemittelt, die Einzelwerte auf die Mittelwerte 

bezogen und die auf diese Weise berechneten Werte zueinander in Beziehung ge-

setzt. Dies hatte in gleicher Weise zum Ziel, die Intensität der Banden miteinander 

vergleichen zu können.  

Sowohl bei den GZL als auch bei den Co-IPs wurden die so erhaltenen Werte an-

schließend auf die low glucose-Bedingungen (5,5 mM Glukose) normiert. Die normier-

ten Werte wurden für die Bestimmung einer statistischen Signifikanz zwischen den bei 

unterschiedlichen Glukosebedingungen kultivierten HEK293T-Zellen, die dasselbe 

Protein exprimierten, verwendet. Signifikante Unterschiede mit einem Signifikanzni-

veau von P für α mit 0,05 wurden mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) und 

anschließendem Kruskal-Wallis-Test für multiple Vergleiche überprüft. Für die statisti-

schen Berechnungen und die Anfertigung der graphischen Darstellungen wurde die 

GraphPad-Software Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, Vereinigte 

Staaten) verwendet.   
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2.2.3 Plasmide 

2.2.3.1 Transformation und Amplifikation 

Zur Vervielfältigung der in den Versuchen dieser Promotionsarbeit verwendeten DNA-

Plasmide müssen diese zunächst transformiert werden. Dafür wurde die zu amplifizie-

rende DNA zunächst vorverdünnt. Da 100 (Nanogramm (ng) DNA transformiert wer-

den sollten, wurde die DNA mit High Performance Liquid Chromatography (HPLC)-

Wasser so verdünnt, dass ein Mikroliter 100 ng DNA enthielt und dementsprechend 

immer ein Mikroliter pipettiert werden konnte. Dann wurde ein Mikroliter mit 100 ng 

DNA in ein 1,5 ml Eppi-Reaktionsgefäß gegeben. Anschließend wurden 25 μl E-

scherichia coli (E. coli) MC1061 mit P3 für Ampicillin/Tetracyclin-resistente Plasmide 

hinzugefügt. Dieses Gemisch wurde für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Darauf folgte eine 

fünfminütige Inkubation bei 37 °C im Wärmeblock. Nun konnten die transformierten 

E. coli auf den passenden Agarplatten (s. Material) entsprechend des Plasmids bzw. 

der Antibiotikaresistenz mit einem Drigalskispatel ausgestrichen werden. Für die in 

dieser Promotionsarbeit verwendeten Plasmide waren dies Agarplatten mit Ampicil-

lin-/Tetrazyklin-Resistenz. Nach dem Ausstreichen ließ man die Platten 5-10 Minuten 

an der Luft trocknen. Schließlich wurden die auf diese Weise behandelten Agarplatten 

für 12-20 Stunden im 37 °C-Schrank inkubiert. Eine erfolgreiche Transformation zeigte 

sich durch die Vermehrung der E. coli zu zahlreichen einzelnen Kolonien. 

 

2.2.3.2 Mini-Kulturen 

Zur Herstellung von Mini-Kulturen wurden zunächst 3 ml Luria Bertani (LB)-Medium 

(s. Material) mit 25 μg Ampicillin/ml und 7,5 μg Tetrazyklin/ml in ein 15 ml Tube gege-

ben. Eine Kolonie von der zuvor mit den transformierten E. coli bestrichenen Agarplatte 

wurde mithilfe einer Pipettenspitze hinzugefügt und diese Mischung wurde mindestens 

acht Stunden bei 37 °C, ständiger Umdrehung von 220 Umdrehungen/min und nicht 

ganz zugedrehtem Röhrchen-Deckel inkubiert. Die Trübung des Mediums zeigte eine 

erfolgreiche Vermehrung der E. coli an. 

 

2.2.3.3 Maxi-Kulturen 

Für die Maxi-Kulturen wurden 200 ml autoklaviertes LB-Medium mit 25 μg Ampicillin/ml 

und 7,5 μg Tetrazyklin/ml und 200 μl der zugehörigen Mini-Kultur in sterilisierte 500 ml 

Kolben gegeben. Diese wurden mit Alufolie verschlossen und für mindestens 12 Stun-

den bei 37 °C und 220 Umdrehungen pro Minute inkubiert.  
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2.2.3.4 Maxi-Präparation 

Bei der Maxi-Präparation wurde die in den E. coli vervielfältigte DNA aus den Bakterien 

isoliert. Dafür wurde das Genopure Plasmid Maxi Kit von Roche verwendet und die 

Maxi-Präparation wurde entsprechend der Hersteller-Anleitung „2. How to Use this 

Product – High-Copy-Number Plasmids“ (siehe Anhang) durchgeführt. Nachdem das 

DNA-Pellet, wie in der Anleitung angegeben, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und 

der Überstand verworfen wurde, wurde die Plasmid-DNA in dem Falcon-Röhrchen für 

mindestens zehn Minuten lufttrocknen lassen. Danach wurde die DNA je nach Pellet-

Größe vorsichtig in 100-300 (250) μl HPLC-Wasser über Nacht gelöst.   

 

2.2.3.5 DNA-Verdau 

Nach der Präparation der in den E. coli amplifizierten DNA wurde eine Restriktions-

analyse durchgeführt, um zu überprüfen, ob die richtige bzw. gewünschte DNA ver-

vielfältigt wurde. Dazu wurde zunächst die Konzentration der gewonnen DNA mithilfe 

eines Eppendorf Photometers gemessen. Dafür wurde die aus den Bakterien isolierte 

DNA mit HPLC-Wasser im Verhältnis 1:70 verdünnt, d.h. 1 μl Plasmid-DNA und 69 μl 

HPLC-Wasser wurden in eine Photometer-Küvette gegeben und vermischt. Bevor die 

Konzentrationen der Proben gemessen wurden, wurde das Photometer mit einer 

Küvette mit 70 μl HPLC-Wasser geeicht. Anschließend konnten die Konzentrationen 

der Plasmid-DNA gemessen werden. 

Diese Information wurde benötigt, um die Proben für den DNA-Verdau herzustellen, 

da hier das richtige Verhältnis von DNA-Menge und Volumen des Restriktionsenzyms 

oder Restriktionsenzyme wichtig ist, damit die DNA-Restriktion suffizient ablaufen 

kann. Für den DNA-Verdau wurden Proben von insgesamt 20 µl angesetzt und 1-1,5 g 

DNA verwendet. Diese wurde in ein 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert, in 

dem zuvor HPLC-Wasser vorgelegt wurde. Die Menge des HPLC-Wassers richtete 

sich nach der Differenz der DNA-Menge und der übrigen Reagenzien, um ein Gesamt-

volumen von 20 µl zu erreichen. In die 0,5 ml Eppis wurden darüber hinaus 2 µl des 

Restriktionsenzym-Puffers mit maximaler Enzymaktivität und je 1 µl des Restriktions-

enzyms oder der Restriktionsenzyme gegeben. Im Anschluss wurden die so zusam-

mengesetzten Proben für mindestens ein bis anderthalb Stunden bei 37 °C im Wär-

meblock inkubiert.  

In der Zwischenzeit wurde das Agarose-Gel für die anschließende Restriktionsanalyse 

hergestellt. Wenn nur vier vervielfältigte DNA-Plasmide analysiert werden sollten, wur-
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den nur 50 ml Agarose-Gel hergestellt. Für 50 ml eines 1,5 %igen Agarose-Gels wur-

den 0,75 g Agarose abgewogen und in eine 250 ml Glasflasche gegeben. Dann wur-

den 50 ml 1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer hinzugefügt. Dieses Gemisch wurde für 

2-3 Minuten in der Mikrowelle bei maximaler Watt-Zahl erhitzt. Zwischendurch wurde 

es händisch durch kreisförmiges Schwenken vermischt. Ziel war, eine flockenfreie, 

klare Flüssigkeit zu erhalten. Wurde dies erreicht, ließ man den Flascheninhalt für 

1-2 Minuten abkühlen und fügte zwei Tropfen Ethidiumbromid hinzu (4 Trop-

fen/100 ml). Durch Schwenken der Flasche wurde der komplette Flascheninhalt gut 

vermischt. Nun wurde das Gel in die vorbereitete und mit einem Gel-Kamm versehene 

Gel-Gießstation gegossen. Die Polymerisation des Agarose-Gels dauerte ungefähr 

20 Minuten.  

Nach Ende der DNA-Restriktion wurden die Proben mit 5 µl Orange G versetzt und gut 

vermischt. Das auspolymerisierte Agarose-Gel wurde in der Gel-Kammer platziert und 

der Kamm entfernt. Dann wurde die Kammer mit 1x TAE-Puffer gefüllt, sodass das 

Gel vollständig bedeckt war. Es folgte die Beladung der Geltaschen mit 7 µl des 100 

Basenpaare (bp)-Markers, gefolgt von 12 µl der DNA-Proben. In die letzte Geltasche 

wurden 20 µl des Lambda-Markers gegeben. Die Gel-Kammer wurde mit dem Deckel 

verschlossen und für 40 Minuten unter eine Stromspannung von 85 V gesetzt. War die 

Agarose-Gelelektrophorese beendet, wurde das Ergebnis mithilfe des FluorChem F2 

Imagers fotografisch festgehalten und die durch die Restriktionsenzyme entstandenen 

DNA-Fragmente entsprechend der Anzahl ihrer Basenpaare beurteilt. Wenn diese 

DNA-Fragmente die richtige Länge des Inserts und Vektors aufwiesen, ist die ge-

wünschte DNA amplifiziert worden und sie konnte nun in 1,5 ml Eppis bei 4 °C gelagert 

werden.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Der Einfluss der Expression der Protein 4.1O-Spleißvarianten auf die YAP-

Phosphorylierung bei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 

3.1.1 Die Expression von 4.1O-207 führt zur Glukose-abhängigen Steigerung 

der YAP-Phosphorylierung  

Wegen der oben beschriebenen Beteiligung des Hippo-Signalweges an der Pathoge-

nese der diabetischen Nephropathie (DN) und der möglichen Bedeutung des Proteins 

4.1O für die Integrität der glomerulären Schlitzmembran wurde der Einfluss der Ex-

pression eines der häufigsten 4.1O-Transkripte des renalen Kortex, 4.1O-207, auf die 

YAP-Phosphorylierung untersucht. Um dabei den Einfluss von Glukose zu ermitteln, 

wurde der Effekt auf die YAP-Phosphorylierung bei low glucose (5,5 mM Glukose)-, 

high glucose (25 mM Glukose)- und hyperosmolaren Bedingungen als osmotische 

Kontrolle (5,5 mM Glukose + 19,5 mM D-Mannitol) verglichen. Dafür wurden wie in 

Abschnitt 2.2.2 beschrieben Ganzzelllysate hergestellt, die anschließend in der Sodi-

umdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und per 

Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen wurden. Dann wurde eine 

Färbung gegen am Serin 397 phosphoryliertes Yes-associated protein (P-YAP 

Ser397), β-Aktin als housekeeping-Protein und gegen FLAG zum Nachweis des mit 

dem FLAG-Tag markierten 4.1O-207 durchgeführt (Abb. 6A). Wie in Abb. 6B darge-

stellt ist, zeigte sich eine signifikante Steigerung (p ≤ 0,05) der YAP-Phosphorylierung 

unter Expression von 4.1O-207 bei den high glucose (HG)-Bedingungen im Vergleich 

zu den low glucose-Bedingungen. Die hyperosmolaren Bedingungen hatten hingegen 

keinen Einfluss auf die YAP-Phosphorylierung im Vergleich zu den low glucose-Bedin-

gungen.  

Bei der Kontrolle zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der YAP-Phosphorylie-

rung zwischen den low glucose- und den HG-Bedingungen. Allerdings ließ sich ein 

signifikante Steigerung der YAP-Phosphorylierung (p ≤ 0,05) beim Vergleich der HG- 

mit den hyperosmolaren Kultivierungsbedingungen verzeichnen. 

Insgesamt wurden fünf unabhängige Versuche für die statistische Analyse verwendet. 
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3.1.2 Der Einfluss von unterschiedlichen Glukosekonzentrationen auf die YAP-

Phosphorylierung unter Expression von 4.1O-201 

Wegen der zuvor beschriebenen Ergebnisse bei der 4.1O-Variante 207 wurde vermu-

tet, dass auch die Expression von 4.1O-201 einen Glukose-abhängigen Einfluss auf 

die YAP-Phosphorylierung haben könnte. Daher wurden HEK293T-Zellen mit der 

4.1O-Variante 201 transfiziert, anschließend bei low glucose-, high glucose- und hy-

perosmolaren Bedingungen kultiviert und Ganzzelllysate (s. Abschnitt 2.2.2) angefer-

tigt. Diese wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, im Western Blot auf eine Nitrocellu-

lose-Membran übertragen und gegen P-YAP Ser397, β-Aktin als Ladekontrolle und 

FLAG zum Nachweis von 4.1O-201 gefärbt (Abb. 7A). Es konnte gezeigt werden, dass 

unter Expression von 4.1O-201 die YAP-Phosphorylierung bei den HG-Bedingungen 

signifikant (p ≤ 0,01) gegenüber den low glucose-Bedingungen gesteigert wurde (Abb. 

7B). Die hyperosmolaren Bedingungen hatten wiederum keinen signifikanten Effekt 

Abb. 6: 4.1O-207 steigert die Phosphorylierung des Yes-associated protein (YAP) unter high 
glucose-Bedingungen in HEK293T-Zellen 

HEK293T-Zellen exprimierten den Vektor ohne Insert (cdm8) als Kontrolle (control) oder die Pro-
tein 4.1O-Spleißvariante 207 (207). Sie wurden nach der Transfektion entweder bei low glucose- 
(5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen (5,5 mM Glu-
kose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Von diesen Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt, die mit-
tels SDS-PAGE (Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennt wurden. 
(A) Diese Lysate wurden in der Immunfärbung gegen phosphoryliertes YAP am Serinrest 397 (P-YAP 
Ser397) und β-Aktin als Gegenfärbung gefärbt. Zum Nachweis des mit dem FLAG-tag markierten 207 
wurde zusätzlich eine Färbung gegen FLAG durchgeführt. Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben. 
(B) Zur Ermittlung der Menge des phosphorylierten Anteils von YAP wurde eine Densitometrie der P-
YAP-Banden und der Aktin-Banden vorgenommen. Danach wurden die beiden Werte zueinander ins 
Verhältnis gesetzt. Dargestellt ist die statistische Analyse von fünf unabhängigen Versuchen. Es zeigte 
sich eine signifikant höhere YAP-Phosphorylierung unter high glucose-Bedingungen (normiert auf low 
glucose-Bedingungen, n = 5 pro Datenpunkt, ns = p > 0,05; * = p ≤ 0,05, berechnet mit dem Kruskal-
Wallis-Test). Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean 
[SEM]) dar.  
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verglichen mit den low glucose-Bedingungen (Abb.7B). 

Die Kontrollen zeigten beim Vergleich der HG-Bedingungen mit den low glucose- wie 

auch mit den hyperosmolaren Bedingungen eine signifikante Steigerung (p ≤ 0,05) der 

YAP-Phosphorylierung unter den HG-Bedingungen.    

Bei diesen Versuchen wurden acht unabhängige Versuche für die statistischen Analy-

sen verwendet.  
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3.1.3 Der Einfluss der Expression von 4.1O-204 auf die YAP-Phosphorylierung 

in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration 

Da sowohl für die Expression der 4.1O-Variante 207 als auch für 4.1O-201 ein Glu-

kose-abhängiger Effekt auf die YAP-Phosphorylierung verzeichnet werden konnte, 

wurde nun untersucht, ob auch 4.1O-204 die YAP-Phosphorylierung in Abhängigkeit 

Abb. 7: Unter Expression von 4.1O-201 wurde die YAP-Phosphorylierung in HEK293T-Zellen bei 
den high glucose-Bedingungen signifikant gesteigert. 

Die HEK293T-Zellen exprimierten den leeren Vektor (cdm8) als Kontrolle (control) oder die Protein 4.1O-
Spleißvariante 201 (201). Nach der Transfektion wurden sie bei low glucose- (5,5 mM Glukose), high 
glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen mit Mannitol (5,5 mM Glukose und 
19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Von diesen Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt, die mittels Gelelekt-
rophorese aufgetrennt wurden. 
(A) Diese Lysate wurden in der Immunfärbung gegen phosphoryliertes YAP am Serinrest 397 (P-YAP 
Ser397) und β-Aktin als Gegenfärbung gefärbt. Zum Nachweis des mit dem FLAG-Tag markierten 201 
wurde zusätzlich eine Färbung gegen FLAG durchgeführt. Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben. 
(B) Die Menge des phosphorylierten Anteils von YAP wurde durch eine Densitometrie der P-YAP-Banden 
bestimmt, die Aktin-Banden dienten als Referenz des Proteingehalts der Zellen. Danach werden die bei-
den Werte zueinander ins Verhältnis gesetzt. Abgebildet ist das Ergebnis der statistischen Analyse von 
acht unabhängigen Versuchen (normiert auf low glucose-Bedingungen, n = 8 pro Datenpunkt, ns = p > 
0,05; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01, berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test). Es zeigte sich eine signifikante 
Steigerung der YAP-Phosphorylierung unter high glucose-Bedingungen. Die Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. 
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von Glukose beeinflusst. Hierzu wurden HEK293T-Zellen mit dem leeren Vektor 

(cdm8) als Negativkontrolle oder 4.1O-204 transfiziert. Es wurden Ganzzelllysate her-

gestellt, die mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot auf eine NC-Membran 

übertragen wurden. Die Membranen wurden anschließend gegen phosphoryliertes 

YAP, β-Aktin und FLAG zum Nachweis des 4.1O-204 gefärbt (Abb. 8A). Die statisti-

sche Analyse von sieben unabhängigen Versuchen mit Vergleich der YAP-Phospho-

rylierung bei den low glucose-, high glucose- und hyperosmolaren Bedingungen ergab 

keinen Glukose-abhängigen Effekt der Expression von 4.1O-204 auf die YAP-Phos-

phorylierung (Abb. 8B). Auch bei den Kontrollen konnte kein Unterschied der YAP-

Phosphorylierung unter den unterschiedlichen Glukosebedingungen nachgewiesen 

werden.  

 

A 
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Abb. 8: Die Expression von 4.1O-204 hatte keinen Glukose-abhängigen Einfluss auf die YAP-
Phosphorylierung in HEK293T-Zellen. 

HEK293T-Zellen exprimierten den Vektor ohne Insert (cdm8) als Negativkontrolle (control) oder die Pro-
tein 4.1O-Spleißvariante 204 (204). Sie wurden nach der Transfektion entweder bei low glucose- 
(5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen mit Mannitol 
(5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Von diesen Zellen wurden Ganzzelllysate herge-
stellt, die mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wurden.  
(A) Diese Lysate wurden in der Immunfärbung gegen phosphoryliertes YAP am Serinrest 397 (P-YAP 
Ser397) und β-Aktin als Ladekontrolle gefärbt. Die zusätzliche Färbung gegen FLAG diente dem Nach-
weis des mit dem FLAG-Tag markierten 204. Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) angegeben. 
(B) Um die Menge des phosphorylierten Anteils von YAP zu ermitteln, wurden Densitometrie der P-YAP-
Banden und der Aktin-Banden durchgeführt. Anschließend wurden die beiden Werte zueinander ins 
Verhältnis gesetzt. Dargestellt ist das Ergebnis der statistischen Analyse von sieben unabhängigen Ver-
suchen (normiert auf low glucose-Bedingungen, n = 7 pro Datenpunkt, keine Beschriftung = nicht signi-
fikant = p > 0,05; berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test). Der Standardfehler des Mittelwertes wird 
durch die Fehlerbalken dargestellt. Es zeigte sich keine Veränderung der YAP-Phosphorylierung bei 
den verschiedenen Kultivierungsmedien. 
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3.1.4 Der Effekt der Expression von 4.1O-202 auf die YAP-Phosphorylierung bei 

verschiedenen Glukosekonzentrationen 

Nachdem gezeigt wurde, dass die 4.1O-Varianten 207 und 201 einen Glukose-abhän-

gigen Einfluss auf die YAP-Phosphorylierung zu haben scheinen, jedoch nicht 

4.1O-204, stellte sich die Frage, welchen Effekt die Expression von 4.1O-202 auf die 

YAP-Phosphorylierung in Abhängigkeit von Glukose hat. Wie in Abschnitt 1.4.3 darge-

legt wurde, unterscheidet sich die Variante 202 von den vier für diese Promotionsarbeit 

verwendeten 4.1O-Spleißvarianten am stärksten von den anderen, da sie weder über 

eine U1-Region noch über eine FERM-Domäne oder vollständige C-terminale Domäne 

verfügt. Auch hierzu wurden Ganzzelllysate von HEK293T-Zellen hergestellt, die den 

leeren Vektor als Kontrolle oder 4.1O-202 exprimierten. Die Ganzzelllysate wurden 

mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran 

übertragen. Im Anschluss wurde gegen P-YAP Ser397, α-Tubulin als Haushaltsprotein 

und FLAG zum Nachweis des 4.1O-202 gefärbt (Abb. 9A). Die Banden wurden densi-

tometrisch ausgewertet und die Daten von sechs unabhängigen Versuchen wurden für 

die statistische Analyse verwendet. Wie bei 4.1O-204 zeigte sich auch unter der Ex-

pression von 4.1O-202 keine Veränderung der YAP-Phosphorylierung bei den ver-

schiedenen Glukosekonzentrationen (Abb. 9B). Gleiches gilt für die im Rahmen dieser 

Versuchsreihe angelegten Kontrollen mit dem leeren Vektor. 
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3.1.5 Die Expression der 207-Mutante steigert die YAP-Phosphorylierung bei 

high glucose- und hyperosmolaren Bedingungen 

In den bisherigen Versuchen wurde gezeigt, dass zwei der verwendeten 4.1O-Spleiß-

varianten einen Glukose-abhängigen Einfluss auf die YAP-Phosphorylierung zu haben 

scheinen, die zwei anderen allerdings nicht. Um diesem Phänomen näher auf den 

Grund zu gehen und Vermutungen über dabei involvierte Domänen der 4.1O-Spleiß-

varianten anstellen zu können, wurde nun der Einfluss einer bekannten Mutante der 

4.1O-Variante 207 auf die YAP-Phosphorylierung bei unterschiedlichen Glukosekon-

zentrationen untersucht. Dieser 207-Mutante fehlt im Vergleich zu 4.1O-207 die 

Coiled-coil-Domäne (1330-1410 Basenpaare [bp]) und die FERM-Domäne (1-817 bp). 

Entsprechend der vorherigen Versuche wurden HEK293T-Zellen mit dem leeren Vek-

tor als Negativkontrolle oder der 207-Mutante transfiziert und danach bei low glucose-, 

Abb. 9: Unter Expression von 4.1O-202 zeigt sich keine Veränderung der YAP-Phosphorylierung 
bei verschiedenen Glukosekonzentrationen in HEK293T-Zellen.   

HEK293T-Zellen wurden mit dem leeren Vektor (cdm8) als Negativontrolle (control) oder der Protein 
4.1O-Spleißvariante 202 (202) transfiziert. Nach der Transfektion wurden sie entweder bei low glucose- 
(5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen mit Mannitol 
(5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Von diesen Zellen wurden Ganzzelllysate herge-
stellt. 
(A) Diese Lysate wurden in der Immunfärbung gegen phosphoryliertes YAP am Serinrest 397 (P-YAP 
Ser397) und α-Tubulin als Ladekontrolle gefärbt. Zum Nachweis des mit dem FLAG-Tag markierten 
202 wurde zusätzlich eine Färbung gegen FLAG durchgeführt. Die in der FLAG-Färbung zu beobach-
tenden Doppelbanden wurden als Resultat einer posttranslationalen Modifikation interpretiert. Die mo-
lekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) angegeben. 
(B) Zur Ermittlung der Menge des phosphorylierten Anteils von YAP wurde zunächst eine Densitometrie 
der P-YAP-Banden und der Tubulin-Banden vorgenommen. Danach wurden die beiden Werte zueinan-
der ins Verhältnis gesetzt. Abgebildet ist das Ergebnis der statistischen Analyse von sechs unabhängi-
gen Versuchen (normiert auf low glucose-Bedingungen, n = 6 pro Datenpunkt; ns = p > 0,05; keine 
Beschriftung = ns = p > 0,05, berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test). Die Fehlerbalken markieren den 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Es zeigte sich keine Veränderung der YAP-Phosphorylierung 
bei den unterschiedlichen Glukosebedingungen. 
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high glucose- und hyperosmolaren Bedingungen kultiviert. Ganzzelllysate wurden her-

gestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western Blot auf eine NC-Membran 

übertragen. In der Immunfärbung wurde gegen phosphoryliertes YAP an Serin 397, 

β-Aktin und FLAG gefärbt (Abb. 10A). Insgesamt wurden die Densitometriedaten von 

sechs unabhängigen Versuchen für die statistische Analyse verwendet. Wie aus der 

Abb. 10B hervorgeht, kam es unter Expression der 207-Mutante zu einer statistisch 

signifikanten Steigerung (p < 0,05) der YAP-Phosphorylierung sowohl bei den high 

glucose-Bedingungen als auch bei den hyperosmolaren Bedingungen. Die Auswer-

tung der Kontrollen ergab keine signifikanten Unterschiede der YAP-Phosphorylierung 

bei den unterschiedlichen Glukosebedingungen. 
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Abb. 10: Unter Expression der 207-Mutante wurde die YAP-Phosphorylierung unter high glu-
cose-Bedingungen und hyperosmolaren Bedingungen gesteigert. 

HEK293T-Zellen exprimierten den Vektor ohne Insert (cdm8) als Kontrolle (control) oder eine Mutante 
von Protein 4.1O-207 (207 mutant) ohne Coiled coil-Domäne (Basenpaare 1330-1410) und ohne 
FERM-Domäne (Basenpaare 553-816). Sie wurden nach der Transfektion entweder bei low glucose- 
(5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen (5,5 mM Glu-
kose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Von diesen Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt, die 
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wurden. 
(A) Diese Lysate wurden in der Immunfärbung gegen phosphoryliertes YAP am Serinrest 397 (P-YAP 
Ser397) und β-Aktin als Gegenfärbung gefärbt. Zum Nachweis der mit dem FLAG-Tag markierten 207-
Mutante wurde zusätzlich eine Färbung gegen FLAG durchgeführt. Die molekulare Masse ist in Kilo-
dalton (kDa) angegeben. 
(B) Zur Ermittlung der Menge des phosphorylierten Anteils von YAP wurde zunächst eine Densitomet-
rie der P-YAP-Banden und der Aktin-Banden vorgenommen. Danach wurden die beiden Werte zuei-
nander ins Verhältnis gesetzt. Es zeigte sich eine signifikant höhere YAP-Phosphorylierung sowohl 
unter high glucose- als auch unter hyperosmolaren Bedingungen (normiert auf low glucose-Bedingun-
gen, n = 6 pro Datenpunkt, ns = p > 0,05; * = p ≤ 0,05, berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test). Die 
Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwertes dar. 
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3.2 Die 4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204 und 202 interagieren mit Nephrin 

3.2.1 Protein 4.1O-207 interagiert mit dem Schlitzmembranprotein Nephrin 

Wie in Abschnitt 1.4.1 erläutert wurde, fungieren die Proteine der 4.1 Proteinfamilie als 

Adapterproteine zwischen Membranrezeptoren und dem Aktin-Zytoskelett. Um zu klä-

ren, ob dies auch für das Protein 4.1O bzw. seine Spleißvarianten im Bereich der Niere 

zutrifft, wurde exemplarisch untersucht, ob die 4.1O-Spleißvarianten mit der zytoplas-

matischen Domäne des Schlitzmembranproteins Nephrin interagieren. Zusätzlich 

wurde in Anlehnung an die diabetische Nephropathie geprüft, ob diese Interaktion 

durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst wird. Dazu wurden Co-Im-

munpräzipitationen durchgeführt. HEK293T-Zellen wurden mit 4.1O-207 und dem Car-

boxy-Terminus (C-Terminus) von Nephrin oder mit Nck1 und dem Nephrin C-Terminus 

(AS 1086-1242) als Negativkontrolle transfiziert. Nach der Transfektion wurden die 

Zellen bei low glucose- (5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyper-

osmolaren Bedingungen (5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) weiterkultiviert. 

Von diesen Zellen wurden Lysate hergestellt und diese wurden mit Protein G präzipi-

tiert, um die Protein-Protein-Interaktion nachzuweisen. Die gebundenen Proteinkom-

plexe sowie die Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western Blot 

auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Zum Nachweis der Lysate und Co-Im-

munpräzipitationen (Co-IP) wurden sie gegen FLAG gefärbt, da sowohl 4.1O-207 als 

auch Nck1 mit dem FLAG-Tag markiert wurden (Abb. 11A). Anschließend folgte eine 

Densitometrie der Banden mithilfe des Programms ImageJ. Die erhobenen Werte der 

Co-IP-Proben wurden mit denen der Lysate der gleichen Kulturbedingungen in Bezie-

hung gesetzt und dieses Ergebnis mit der Negativkontrolle verglichen. Auf diese Weise 

konnte gezeigt werden, dass 4.1O-207 mit dem zytoplasmatischen Anteil von Nephrin 

interagiert (Abb. 11B). Unterschiedliche Glukosekonzentrationen bei der Kultivierung 

der HEK293T-Zellen hatten keinen signifikanten Einfluss auf diese Interaktion (Ergeb-

nis nicht dargestellt).  
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3.2.2 4.1O-201 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin 

Da nachgewiesen wurde, dass 4.1O-207 mit dem zytoplasmatischen Anteil von Neph-

rin interagiert, wurde die Hypothese aufgestellt, dass auch 4.1O-201 mit Nephrin inter-

agieren könnte. Dazu wurden Co-Immunpräzipitationen mit HEK293T-Zellen durchge-

führt. Diese wurden mit dem C-Terminus von Nephrin (AS 1086-1242) und 4.1O-201 

oder Nck1 als Negativkontrolle transfiziert und zur Untersuchung des möglichen Ein-

flusses von Glukose bei low glucose-, high glucose- und hyperosmolaren Bedingungen 

kultiviert. Sie wurden wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben weiterbehandelt. Die Lysate 

und Co-IP-Proben wurden gegen FLAG gefärbt, um 4.1O-201 und Nck1 nachzuweisen 

(Abb. 12A). Nach der Durchführung von Densitometrien konnten die erhobenen Werte 

Abb. 11: 4.1O-207 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin. Diese Interaktion wird nicht 
durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst. 

Die HEK293T-Zellen exprimierten entweder FLAG-markiertes Protein 4.1O-207 (F.207) oder Nck1 
(F.Nck1) als Negativkontrolle (control) mit dem C-Terminus von Nephrin (Ig.nephrin). Die mit 4.1O-207 
und dem C-Terminus von Nephrin (Aminosäuren 1086-1242) transfizierten Zellen wurden entweder 
bei low glucose- (5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen 
(5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Das Kulturmedium der Negativkontrolle enthielt 
25 mM Glukose. Nach Zelllyse wurden die Proben mit Protein G präzipitiert.  
(A) In der Immunfärbung wurden die Proteinpräzipitate (P protein G = Pulldown mit Protein G) und 
Lysate (lysate) gegen FLAG gefärbt (F = FLAG-Tag). Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben. 
(B) Zur Ermittlung der Interaktion von Nephrin C-Terminus und 4.1O-207 bei unterschiedlichen Gluko-
sebedingungen wurden fünf unabhängige Versuche densitometrisch ausgewertet und die arithmeti-
schen Mittelwerte für die statistische Analyse verwendet. Dargestellt ist das Ergebnis als Verhältnis der 
Signalintensität der IP (Immunpräzipitation) zur Signalintensität der Lysate (Ratio FLAG-Färbung IP/Ly-
sate) mit dem Standardfehler des Mittelwertes als Fehlerbalken (normiert auf low glucose; n = 5 pro 
Datenpunkt; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01, berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test). Es zeigte sich eine 
statistisch signifikante Interaktion von 4.1O-207 und dem Nephrin C-Terminus im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle (control). Zudem konnte kein statistisch signifikanter Einfluss der unterschiedlichen Gluko-
sekonzentrationen auf diese Interaktion nachgewiesen werden (hier nicht dargestellt). 
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der Immunpräzipitationen (IP) mit den Werten der Lysate ins Verhältnis gesetzt wer-

den. Für die statistischen Berechnungen wurden zehn unabhängige Versuche verwen-

det. Hierbei konnte gezeigt werden, dass auch 4.1O-201 mit dem C-Terminus von 

Nephrin interagiert (Abb. 12B), unabhängig von unterschiedlichen Glukosekonzentra-

tionen des Kulturmediums (nicht dargestellt).   

 

A 

 

B  
 

  
 

 

Abb. 12: 4.1O-201 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin in HEK293T-Zellen. Diese Inter-
aktion wird nicht durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst. 

Die HEK293T-Zellen exprimierten die Protein 4.1O-Spleißvariante 201 (F.201) mit dem C-Terminus von 
Nephrin (Ig.nephrin) oder Nck1 (F.Nck1) mit dem C-Terminus von Nephrin als Negativkontrolle (control). 
Die mit 201 und Nephrin (Aminosäuren 1086-1242) transfizierten Zellen wurden entweder bei low glu-
cose- (5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen (5,5 mM 
Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Das Kulturmedium der Negativkontrolle enthielt 25 mM 
Glukose. Nach der Lyse der Zellen wurden die Proben mit Protein G präzipitiert.  
(A) In der Immunfärbung wurden die Proteinpräzipitate (P protein G = Pulldown mit Protein G) und 
Lysate (lysate) gegen FLAG gefärbt (F = FLAG-Tag). Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben. 
(B) Zur Beurteilung der Interaktion von 4.1O-201 mit Nephrin wurde bei allen Proteinbanden eine Den-
sitometrie durchgeführt, die Signalintensitäten der Immunpräzipitationen auf die der Lysate bezogen 
und die arithmetischen Mittelwerte für die statistische Analyse verwendet. Dargestellt ist das Ergebnis 
der statistischen Analyse von zehn unabhängigen Versuchen mit dem Standardfehler des Mittelwertes 
als Fehlerbalken (normiert auf low glucose; n = 10 pro Datenpunkt; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01, berechnet 
mit dem Kruskal-Wallis-Test). Es zeigte sich eine statistisch signifikante Interaktion von 4.1O-201 und 
dem Nephrin C-Terminus im Vergleich zur Negativkontrolle (control). 
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3.2.3 4.1O-204 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin 

Nachdem eine Interaktion von 4.1O-207 und -201 mit Nephrin nachgewiesen wurde, 

stellte sich die Frage, ob auch 4.1O-204 mit der zytoplasmatischen Domäne von Neph-

rin interagiert und ob diese Interaktion durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen 

beeinflusst wird, weil 4.1O-204 gegenüber 207 und 201 eine kürzere CTD besitzt. Da-

für wurden HEK293T-Zellen einerseits mit 204 und Nephrin C-Terminus (AS 1086-

1242), andererseits mit Nck1 und Nephrin C-Terminus als Negativkontrolle transfiziert. 

Um einen möglichen Einfluss von Glukose zu untersuchen, wurden sie nach der Trans-

fektion bei low glucose-, high glucose- oder hyperosmolaren Bedingungen mit Mannitol 

inkubiert. Diese Zellen wurden im nächsten Schritt lysiert und dann mit Protein G prä-

zipitiert, um die Protein-Protein-Interaktion nachzuweisen. Zum Nachweis von 

4.1O-204 und Nck1 wurde in der Immunfärbung gegen FLAG gefärbt. Die mit dem 

Programm ImageJ durchgeführten Densitometrien der Co-IP-Proben und Lysate wur-

den miteinander ins Verhältnis gesetzt und die Ergebnisse mit den Werten der Nega-

tivkontrolle mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests verglichen. Bei den statistischen Berech-

nungen wurden sieben Versuche ausgewertet. Es zeigte sich eine statistisch signifi-

kante, wenn auch schwache Interaktion (Abb.13A) zwischen 4.1O-204 und dem C-Ter-

minus von Nephrin im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 13B). 
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3.2.4 4.1O-202 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin 

Für die 4.1O-Varianten 207, 201 und 204 konnte eine Interaktion mit der zytoplasma-

tischen Domäne von Nephrin nachgewiesen werden. Weil sich die Variante 4.1O-202 

am stärksten von den vier in den Versuchen dieser Arbeit verwendeten 4.1O-Spleiß-

varianten unterscheidet, sollte nun untersucht werden, ob auch 4.1O-202 mit dem 

C-Terminus von Nephrin (AS 1086-1242) interagiert. Wie bei den anderen 4.1O-Vari-

anten wurde auch hier der Einfluss von Glukose untersucht. HEK293T-Zellen mit 

4.1O-202 und dem Nephrin C-Terminus oder mit Nck1 und dem Nephrin C-Terminus 

als Negativkontrolle transfiziert. Anschließend wurden sie wie bei low glucose-, high 

glucose- oder hyperosmolaren Bedingungen mit Mannitol kultiviert. Wie bei den drei 

Abb. 13: 4.1O-204 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin in HEK293T-Zellen. Diese Inter-
aktion wird nicht durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst. 

Die HEK293T-Zellen exprimierten die Protein 4.1O-Spleißvariante 204 (F.204) mit dem C-Terminus 
von Nephrin (Ig.nephrin) oder FLAG-markiertes Nck1 (F.Nck1) mit dem C-Terminus von Nephrin als 
Negativkontrolle (control). Die mit 4.1O-204 und Nephrin (Aminosäuren 1086-1242) transfizierten Zel-
len wurden entweder bei low glucose- (5,5 mM Glukose), high glucose- (25 mM Glukose) oder hyper-
osmolaren Bedingungen (5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Mannitol) kultiviert. Das Kulturmedium der 
Negativkontrolle enthielt 25 mM Glukose. Nach der Zelllyse wurden die Proben mit Protein G präzipi-
tiert.  
(A) In der Immunfärbung wurden die Proteinpräzipitate (P protein G = Pulldown mit Protein G) und 
Lysate (lysate) gegen FLAG gefärbt (F = FLAG-Tag). Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben. 
(B) Zur Bestimmung der Interaktion von des C-Terminus von Nephrin und 4.1O-204 bei unterschiedli-
chen Glukosebedingungen wurden alle Proteinbanden densitometrisch ausgewertet und die arithmeti-
schen Mittelwerte für die statistische Analyse verwendet. Dargestellt ist das Ergebnis der statistischen 
Analyse von sieben unabhängigen Versuchen mit dem Standardfehler des Mittelwertes als Fehlerbal-
ken (normiert auf low glucose; n = 7 pro Datenpunkt; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01, berechnet mit dem 
Kruskal-Wallis-Test). Es wurde eine statistisch signifikante Interaktion von 204 und dem Nephrin C-Ter-
minus im Vergleich zur Negativkontrolle (control) nachgewiesen. 
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anderen 4.1O-Varianten wurden Co-Immunpräzipitationen durchgeführt und in der Im-

munfärbung gegen FLAG gefärbt (Abb.14A). Es wurden insgesamt sieben unabhän-

gige Versuche für die statistische Analyse verwendet. Die Ergebnisse dieser Analyse 

ergaben, dass 4.1O-202 mit dem C-Terminus von Nephrin im Vergleich zur Negativ-

kontrolle interagiert (Abb. 14B). Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede 

dieser Interaktion bei unterschiedlichen Glukosebedingungen festgestellt werden (hier 

nicht dargestellt).   

 

A  
 

B  

 

  

Abb. 14: 4.1O-202 interagiert mit dem C-Terminus von Nephrin in HEK293T-Zellen. Diese Inter-
aktion wird nicht durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst. 

Die HEK293T-Zellen exprimierten entweder FLAG-markiertes Protein 4.1O-202 (F.202) oder Nck1 
(F.Nck1) als Negativkontrolle mit dem C-Terminus von Nephrin (Ig.nephrin). Die mit 202 und Nephrin 
(Aminosäuren 1086-1242) transfizierten Zellen wurden entweder bei low glucose- (5,5 mM Glukose), 
high glucose- (25 mM Glukose) oder hyperosmolaren Bedingungen (5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-
Mannitol) kultiviert. Das Kulturmedium der Negativkontrolle enthielt 25 mM Glukose. Nach der Zelllyse 
wurden die Proben mit Protein G präzipitiert.  
(A) In der Immunfärbung wurden die Proteinpräzipitate (P protein G = Pulldown mit Protein G) und 
Lysate (lysate) gegen FLAG gefärbt (F = FLAG-Tag). Die molekulare Masse ist in Kilodalton (kDa) 
angegeben.  
(B) Um die Interaktion von 4.1O-202 und dem C-Terminus von Nephrin nachzuweisen, wurde für alle 
Proteinbanden eine Densitometrie durchgeführt und die arithmetischen Mittelwerte der gemessenen 
Daten für die statistische Analyse verwendet. Dargestellt ist das Ergebnis der statistischen Analyse 
von acht unabhängigen Versuchen mit dem Standardfehler des Mittelwertes als Fehlerbalken (normiert 
auf low glucose; n = 8 pro Datenpunkt; * = p ≤ 0,05; *** = p ≤ 0,001, berechnet mit dem Kruskal-Wallis-
Test). Es zeigte sich eine statistisch signifikante Interaktion von 4.1O-202 und dem Nephrin C-Termi-
nus im Vergleich zur Negativkontrolle (control). 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche konnten eine Modulation des 

Hippo-Signalweges durch das Protein 4.1O bzw. seine Spleißvarianten in Abhängig-

keit von Glukose nachweisen. Es wurde gezeigt, dass die Expression der beiden Pro-

tein 4.1O-Varianten 207 und 201 den Hippo-Signalweg Glukose-abhängig beeinflus-

sen. Ihre Expression führte bei high glucose (HG)-Bedingungen (25 mM Glukose) kul-

tivierten HEK293T-Zellen zu einer statistisch signifikanten Steigerung der Phosphory-

lierung des Yes-associated protein (YAP). Bei den 4.1O-Varianten 204 und 202 hin-

gegen war kein Effekt auf die YAP-Phosphorylierung in Abhängigkeit von Glukose zu 

beobachten. Unter der Expression einer 207-Mutante (4.1O-207 ohne Coiled-coil-Do-

mäne und ohne FERM [Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin]-Domäne) kam es in-

teressanterweise zu einer Steigerung der YAP-Phosphorylierung sowohl bei den HG- 

als auch bei den hyperosmolaren Bedingungen (5,5 mM Glukose und 19,5 mM D-Man-

nitol).  

Mittels Co-Immunpräzipitationsversuchen konnte für die vier 4.1O-Varianten 207, 201, 

204 und 202 eine Interaktion mit der zytoplasmatischen Domäne des Schlitzmembran-

proteins Nephrin nachgewiesen werden. Verschiedene Glukosekonzentrationen hat-

ten bei allen vier 4.1O-Spleißvarianten keinen Einfluss auf diese Interaktion im Sinne 

einer Abschwächung oder Steigerung bei HG- oder hyperosmolaren Bedingungen. 

 

4.2 Diskussion der Methodik und Ergebnisse der Versuche zum Hippo-Signal-

weg 

4.2.1 Diskussion der Methodik der Versuche zum Hippo-Signalweg 

Hintergrund der Versuche zum Hippo-Signalweg war die Beobachtung, dass in Unter-

suchungen an Mäusen und Patienten mit einer diabetischen Nephropathie (DN) die 

YAP-Aktivität und -Expression gesteigert waren (130, 151). Dies war mit einem un-

günstigen Einfluss auf klinische Parameter wie den systolischen Blutdruck, das Serum-

Kreatinin und die Progression des DN-Stadiums (152) sowie den histomorphologi-

schen Kennzeichen der mesangialen Expansion und interstitiellen Fibrose assoziiert 

(130, 151). Auch wurde eine vermehrte Expression der YAP-Zielgene Connective 

Tissue Growth Factor (CTGF) und Amphiregulin (AREG) unter HG- oder diabetischen 

Bedingungen beschrieben (129, 204–206). Diese scheinen an der mesangialen Ex-

pansion und interstitiellen Fibrose im Rahmen der DN beteiligt zu sein (130, 151). 
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Demnach scheint, der Hippo-Signalweg bzw. einer seiner zentralen Effektoren YAP 

zur Pathogenese und eventuell zur Progression der DN beizutragen. Wie genau der 

Hippo-Signalweg im Kontext der DN reguliert wird und es zu einer gesteigerten YAP-

Aktivität kommt, ist noch nicht abschließend geklärt. Bisher konnte eine Verknüpfung 

zum EGFR-PI3K-AKT- (129, 130, 151) und RhoA-ROCK-Signalweg (151, 153–155) 

hergestellt werden, wie in Abschnitt 1.3.3 ausführlich beschrieben wurde. 

Demgegenüber wurden dem Protein 4.1O bzw. dem FRMD3-Gen ebenfalls Eigen-

schaften als Tumorsuppressorgen sowie als Kandidatengen für die DN zugeschrieben. 

Daher wurde in den Versuchen dieser Arbeit gezielt untersucht, ob die Expression der 

Protein 4.1O-Varianten einen Glukose-abhängigen Effekt auf die YAP-Phosphorylie-

rung und damit dessen Inaktivierung hat. 

Um diese Frage zu beantworten, wurden HEK293T-Zellen mit Protein 

4.1O-207, -201, -204, -202 oder einer 207-Mutante ohne FERM- und ohne Coiled-coil-

Domäne transfiziert und Ganzzelllysate hergestellt. Diese wurden mittels SDS-Polyac-

rylamidgelelektrophorese aufgetrennt und nach dem Western Blot (WB) wurde in der 

Immunfärbung gegen P-YAP Ser397 (am Serinrest 397 phosphoryliertes YAP) gefärbt.  

Die Wahl des Antikörpers, der spezifisch an Serin 397 phosphoryliertes YAP bindet, 

ist deshalb günstig, weil dieser Serinrest spezifisch von den Kinasen LATS1/2 des 

Hippo-Signalweges phosphoryliert wird (138, 202). Daraus kann gefolgert werden, 

dass eine durch die Densitometrien nachgewiesene Steigerung der YAP-Phosphory-

lierung an diesem Serinrest spezifisch in den Kontext des Hippo-Signalweges einge-

ordnet und als Aktivität der Kinasen LATS1/2 gewertet werden kann. Einflüsse durch 

andere Kinasen, die andere Motive oder Aminosäurereste von YAP phosphorylieren 

oder anderweitig modifizieren (207, 208), können somit weitgehend als Ursache der 

YAP-Phosphorylierung an Ser397 ausgeschlossen werden. 

Ein weiterer Vorteil des gewählten Ansatzes ist die Gegenüberstellung der YAP-Phos-

phorylierung unter Expression der Protein 4.1O-Varianten bei low glucose (5,5 mM 

Glukose)- , high glucose (25 mM Glukose)- und hyperosmolaren (5,5 mM Glukose und 

19,5 mM D-Mannitol) Bedingungen. Dadurch wird nicht nur die Auswirkung von Glu-

kose allein geprüft, sondern auch, ob ein Glukose-abhängiger Effekt durch den Unter-

schied in der Osmolarität bedingt sein kann.  

Zuletzt stellt der Nachweis phosphorylierter Proteine durch spezifische Antikörper an 

WB-Membranen eine bewährte Methode dar. Diese wurde bereits von anderen For-

schungsgruppen zum Nachweis der Phosphorylierung bzw. Inaktivierung von YAP als 
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Methode gewählt (113, 138). Zusätzlich erlauben die im Anschluss an die Antikörper-

färbung durchgeführten Densitometrien eine quantitative und statistische Auswertung 

der Proteinphosphorylierung.  

Interessanterweise zeigte sich bei Transfektion des Leervektors für die Versuchsan-

sätze mit den Protein 4.1O-Varianten 207 (Abb. 6), 201 (Abb. 7), 202 (Abb. 9) und der 

207-Mutante (Abb. 10) ein Anstieg der YAP-Phosphorylierung unter HG-Bedingungen. 

Für 4.1O-202 und die 207-Mutante war dies nicht, bei 4.1O-207 und -201 jedoch sta-

tistisch signifikant unterschiedlich (Abb. 6B und 7B).  

Eine Erklärung könnte sein, dass der vermeintliche Einfluss des leeren Vektors auf die 

YAP-Phosphorylierung bei den HG-Bedingungen auf eine erhöhte Zellzahl zurückzu-

führen war. Verschiedene Forschungsgruppen zeigten, dass die Phosphorylierung von 

YAP durch die Zelldichte von Zellkulturen beeinflusst wird. Je höher die Zelldichte war, 

desto höher war die YAP-Phosphorylierung (113, 209). Allerdings fanden Zhao et al. 

(138) bei hoher Zelldichte zwar eine erhöhte YAP-Phosphorylierung an Serin 127, aber 

eine verringerte YAP-Phosphorylierung an Serin 381. Wie in den Methoden (Abschnitt 

2.2.2) bereits erläutert wurde, entspricht der Serinrest 381 dem Serinrest 397 der ers-

ten YAP-Isoform (202), dessen Phosphorylierung in den durchgeführten Versuchen 

mittels Antikörperfärbung nachgewiesen wurde. Vor der Zellernte wurde keine Zellzäh-

lung durchgeführt, bei Zellaussaat wurde die gleiche Zellzahl verwendet. Die mit dem 

leeren Vektor transfizierten und unter HG-Bedingungen kultivierten Zellschalen wiesen 

vor der Zellernte jedoch eine höhere Dichte als die mit der Protein 4.1O-Variante trans-

fizierten Zellschalen auf. Dies ließe sich durch die Tatsache erklären, dass alle ver-

wendeten 4.1O-Varianten in unterschiedlichem Maße den regulierten Zelltod der 

HEK293T-Zellen induzieren (210) und daher die Zelldichte der mit der 4.1O-Variante 

transfizierten Zellkultur nach der Transfektion gegenüber der mit dem leeren Vektor 

(cdm8) transfizierten Zellkultur reduzierten.  

Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die unter HG-Bedingungen gesteigerte YAP-

Phosphorylierung bei den Kontrollen ist, dass die YAP-Phosphorylierung eine sehr 

sensible Messgröße ist. Sie wird nicht nur durch die Zelldichte einer Zellkultur, sondern 

beispielsweise auch durch zellulären Energiestress (150) und Serumentzug (148) so-

wie durch metabolische Einflüsse (211) und osmotischen Stress beeinflusst (149, 

212). Daher ist es schwierig, den isolierten Einfluss einer bestimmten Einwirkung auf 

die YAP-Phosphorylierung nachzuweisen, wenn andere beeinflussende Faktoren 

nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden können. Umso wichtiger ist es zu über-

prüfen, ob die erzielten Ergebnisse in anderen Zelllinien oder Organismen sowie unter 

verschiedenen Bedingungen repliziert werden können.  
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Bei nachfolgenden Versuchen könnten zum Beispiel stabil transduzierte, induzierbare 

Zelllinien verwendet werden, um die Zelldichte-abhängige YAP-Phosphorylierung als 

mögliche Ursache für den nachgewiesenen Effekt bei den Kontrollen zu minimieren. 

Wie in Abschnitt 1.3.2 dargestellt, besteht der Hippo-Signalweg aus einer Reihe von 

verschiedenen Proteinen, wobei YAP einer der beiden zentralen Effektoren dieses Sig-

nalweges ist. In den durchgeführten Versuchen wurde allein der Effekt der Genexpres-

sion der Protein 4.1O-Spleißvarianten auf die YAP-Phosphorylierung in Abhängigkeit 

von Glukose und der Osmolarität untersucht. Daher könnte man hinterfragen, ob die 

Untersuchung einer einzigen Komponente des Hippo-Signalweges ausreicht, um weit-

reichendere Schlussfolgerungen zu ziehen, ob die verwendeten 4.1O-Spleißvarianten 

den gesamten Signalweg beeinflussen. Aufgrund dessen könnten in folgenden Versu-

chen weitere Komponenten des Hippo-Signalweges und deren Modulation durch das 

Protein 4.1O untersucht werden.   

Um den Einfluss der Protein 4.1O-Varianten auf den Hippo-Signalweg in Abhängigkeit 

von Glukose zu untersuchen, wurde ein Ansatz gewählt, bei dem die HEK293T-Zellen 

nach der Transfektion in drei unterschiedlichen Medien kultiviert wurden (siehe Ab-

schnitt 2.2.1). Die low glucose-Bedingungen wurden als Äquivalent für normoglykämi-

sche Bedingungen gewählt, wobei 5 mM Glukose 90 mg/dl entsprechen. Die HG-Be-

dingungen mit 25 mM Glukose entsprechen dabei einer Hyperglykämie mit einem Blut-

zucker von 450 mg/dl. Die hyperosmolaren Bedingungen sollten einen möglichen Glu-

kose-Effekt, der auf der höheren Osmolarität beruht, detektieren. Um mögliche Rück-

schlüsse zwischen dem Hippo-Signalweg und dem Protein 4.1O im Rahmen der dia-

betischen Nephropathie zu ziehen, eignet sich dieser Versuchsaufbau nur begrenzt, 

da hierbei lediglich ein Aspekt der DN untersucht wird. Die DN ist jedoch nicht nur 

durch die mit Diabetes einhergehende Hyperglykämie geprägt. Sie ist darüber hinaus 

mit einer erhöhten Aktivität inflammatorischer Prozesse (1), einem gestörten Lipidstoff-

wechsel (213) und im Anfangsstadium mit einer glomerulären Hyperfiltration infolge 

eines erhöhten hydrostatischen Drucks in den Glomerulumkapillaren (1, 18) vergesell-

schaftet. Bei der Interpretation der Ergebnisse und daraus gezogenen Schlussfolge-

rungen in Bezug auf die bei der DN vorherrschenden Bedingungen sollte dies in jedem 

Fall berücksichtigt werden.  

Des Weiteren wurde der Einfluss der Expression der genannten 4.1O-Varianten auf 

die YAP-Phosphorylierung in Abhängigkeit von Glukose in den dargelegten Experi-

menten nur in HEK293T-Zellen untersucht. Daher muss geprüft werden, ob die glei-

chen Ergebnisse auch in anderen Zelllinien, in ganzen Organen und im Tiermodell 
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gezeigt werden können. Die Übertragung der Ergebnisse bzw. ihre Überprüfung im 

menschlichen Organismus ist nicht möglich, da die Expression einer bestimmten 

Spleißvariante nicht simuliert werden kann.  

Wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, ist Serin 381 bzw. 397 nicht der einzige Serinrest, 

der durch die LATS-Kinasen phosphoryliert wird. Deshalb wäre es interessant zu un-

tersuchen, ob die Expression von 4.1O-207, -201 oder der 207-Mutante den gleichen 

Glukose-abhängigen Effekt auf die YAP-Phosphorylierung an Serin 127 hat oder die 

4.1O-Varianten eventuell spezifisch die YAP-Phosphorylierung an Serin 381 bzw. 397 

in Abhängigkeit von Glukose fördern. Dies könnte Gegenstand zukünftiger Forschung 

zur Klärung des zugrundeliegenden Mechanismus der Steigerung der YAP-Phospho-

rylierung unter Expression von Protein 4.1O-Spleißvarianten sein.  

 

4.2.2 Diskussion der Ergebnisse zum Hippo-Signalweg 

Verschiedene Forschungsgruppen beschrieben unter HG- bzw. diabetischen Bedin-

gungen eine gesteigerte Aktivität eines der beiden zentralen Effektorproteine des 

Hippo-Signalweges, dem Yes-associated protein (YAP), und damit einhergehend eine 

gesteigerte Expression seiner Zielgene (129, 130, 151). In den im Rahmen dieser Ar-

beit durchgeführten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die Expression der 

Protein 4.1O-Varianten 207 und 201 unter HG-Bedingungen zu einer gesteigerten 

YAP-Phosphorylierung an Serin 397 führte. Laut den erzielten Ergebnissen würden 

4.1O-207 und -201 unter HG-Bedingungen und damit potenziell im Kontext der DN 

den Mechanismen, die zu einer gesteigerten YAP-Aktivität führen, entgegenwirken. 

Die YAP-Phosphorylierung an Serin 397 geht mit einer Inaktivierung von YAP einher 

(138, 202) und die Expression der YAP-Zielgene würde dementsprechend durch 

4.1O-207 und -201 unter HG-Bedingungen verringert werden. Das heißt, die beiden 

4.1O-Varianten könnten in diesem Zusammenhang eine protektive Funktion ausüben, 

da mit einer gesteigerten YAP-Aktivität negative Folgen wie eine gesteigerte mesan-

giale Expansion und tubulointerstitielle Fibrose assoziiert wurden (130, 151). 

Dies passt zu der Beobachtung von Martini et al. (199), dass eine verminderte Genex-

pression des FRMD3-Gens bei Typ-2-Diabetikern mit einer Steigerung einer vorhan-

denen Albuminurie und der mesangialen Fläche assoziiert wurde und damit negative 

Konsequenzen zur Folge hatte.  

Während in den Untersuchungen von Martini et al. (199) eine verringerte Genexpres-

sion des FRMD3-Gens in höheren DN-Stadien nachgewiesen wurde, zeigte die eigene 

Arbeitsgruppe in Versuchen mit Proteinfärbungen hingegen eine gesteigerte FRMD3-
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Expression unabhängig vom CKD-Stadium.  

Die unterschiedlichen Ergebnisse der Forschungsgruppe um Martini und der eigenen 

Arbeitsgruppe könnten darin begründet sein, dass Martini et al. (199) die Expression 

von FRMD3 auf mRNA-Ebene untersuchten, während die eigene Arbeitsgruppe mit-

tels Proteinfärbungen die letztendliche Proteinexpression detektiert hat. Bereits Buffon 

et al. (185) beschrieben eine negative Korrelation zwischen der Protein- und der Gen-

expression des FRMD3-Gens und folgerten, dass die Expression des FRMD3-Gens 

auf mRNA-Ebene nicht zwangsläufig der Proteinexpression entspricht und dieses Phä-

nomen möglicherweise durch bestimmte Regulationsmechanismen auf Translationse-

bene bedingt sein kann. Dies könnte zu der scheinbar widersprüchlichen Datenlage 

führen, dass die FRMD3-Expression bei der DN auf mRNA-Ebene reduziert und auf 

Proteinebene gesteigert ist.  

Weiterhin sollte hierbei berücksichtigt werden, dass bei den Versuchen der eigenen 

Arbeitsgruppe nur eine kleine Stichprobengröße mit n = 3 vorlag, wohingegen bei Mar-

tini et al. (199) 22 Personen mit normaler eGFR und 7 Personen im CKD-Stadium 3 

verglichen wurden. Untersuchungen mit größeren Stichproben wären demnach sinn-

voll, um die erbrachten Daten zu bestätigen.  

Während die Proteinfärbungen der eigenen Arbeitsgruppe an Glomeruli im CKD-Sta-

dium 3b bis 5 durchgeführt wurden, wurden Personen in den CKD-Stadien 4 und 5 bei 

Martini et al. (199) nicht berücksichtigt. Aus diesem Grund wären künftige Untersu-

chungen hilfreich, die sich nochmals mit der Proteinexpression des FRMD3-Gens in 

unterschiedlichen CKD-Stadien als auch mit der FRMD3-Expression auf mRNA-Ebene 

in den CKD-Stadien 4 und 5 befassen.   

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse passen ferner dazu, dass Veränderungen 

in der Promotorregion und im Bereich der 5‘-untranslatierten Region des FRMD3-Gens 

für eine DN prädisponieren und das Protein 4.1O als FRMD3-Genprodukt für die Ent-

wicklung einer DN eine Rolle zu spielen scheint (184). Eine gesteigerte FRMD3-Ex-

pression bei der DN könnte in diesem Sinne als Kompensationsmechanismus zu wer-

ten sein, wenn 4.1O-207 und -201 die YAP-Aktivität verringern. Jedoch reicht dies nicht 

aus, um die Klinik und damit insbesondere die Albuminurie zu verbessern, da im Rah-

men der diabetes- oder HG-bedingten Aktivierung des Hippo-Signalweges zumindest 

nach aktueller Datenlage hauptsächlich die tubulointerstitielle Fibrose und die mesan-

giale Expansion adressiert werden (130, 151). Eine Unterdrückung dieser histologi-

schen Phänomene könnte allenfalls die Progression zum Nierenversagen verhindern 

oder verzögern. Diese Hypothese wird durch die Daten von Pezzolesi et al. (196) ge-
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stützt, die eine statistisch signifikante Assoziation zwischen einem Einzelnukleotid-Po-

lymorphismus innerhalb des FRMD3-Gens und dem Risiko einer ausgeprägten Mikro-

albuminurie, Proteinurie und eines Nierenversagens bei Diabetikern darlegen. Wäh-

rend Pezzolesi et al. (196) eine besondere Bedeutung des FRMD3-Gens für die frühen 

DN-Stadien schlussfolgern, legen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse 

auch einen möglichen Einfluss auf fortgeschrittene DN-Stadien nahe, der über den 

Hippo-Signalweg vermittelt werden könnte. 

Demzufolge sind die erzeugten Ergebnisse bedeutsam, weil eine weitere funktionelle 

Verknüpfung des Proteins 4.1O und der DN bei bekannter genetischer Prädisposition 

durch Veränderungen im FRMD3-Gen hergestellt werden konnte. Dies unterstreicht 

die Bedeutung des FRMD3-Genprodukts für die Pathogenese der DN. 

Bisher gibt es keine veröffentlichten Daten zu einem möglichen Zusammenhang zwi-

schen dem Hippo-Signalweg und dem Protein 4.1O und seinen Spleißvarianten im 

Kontext der DN. Allerdings belegen zahlreiche Studien sowohl in Drosophila melano-

gaster als auch im Menschen einen Einfluss von anderen FERM-Domänen-enthalten-

den Proteinen auf die Aktivität der Kinasen des Hippo-Signalweges (113, 142, 214). 

Eines dieser Proteine ist Merlin, das durch das Neurofibromatosis-Type-2-Gen kodiert 

wird (215). Es besteht aus einer konservierten N-terminalen FERM-Domäne, einer 

zentralen α-helikalen Region und einem C-terminalen Ende (215). Untersuchungen 

zeigen, dass Merlin über verschiedene Mechanismen die Aktivität des Hippo-Signal-

weges beeinflussen kann (142, 214, 216). Dies hält mögliche Erklärungsansätze für 

den Einfluss von 4.1O-207 und -201 auf die YAP-Phosphorylierung bereit. Im Bereich 

von Zell-Zell-Kontakten kann Merlin die Assemblierung der zugehörigen Proteinge-

rüste fördern, die eine Aktivierung von LATS und Phosphorylierung von YAP erlauben 

(142, 143, 216, 217). Ferner kann Merlin in Drosophila und Säugetierzellen direkt an 

LATS binden und es an die Zellmembran rekrutieren, wo LATS synergistisch durch 

den MST/SAV1-Kinasekomplex aktiviert wird (216). Schließlich interagiert in Droso-

phila das Merlin-Ortholog Mer über seine N-terminale Hälfte mit dem FERM-Bindungs-

motiv des Regulatorproteins Sav und führt zur Phosphorylierung von Sav (142). Dar-

über könnte ebenfalls eine Aktivierung der Hippo-Kinasenkaskade vermittelt werden.  

Eine weitere Parallele zwischen Merlin und dem Protein 4.1O ist, dass nicht nur Merlin 

als Tumorsuppressor gilt (218–221), sondern wahrscheinlich auch das FRMD3-Gen-

produkt als Tumorsuppressor für Tumorerkrankungen wie nicht-kleinzellige Bronchial-

karzinome (210), Mammakarzinome (222) und Prostatakarzinome (223) fungiert. 
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Analog zu Merlin könnten die Protein 4.1O-Varianten ähnliche Mechanismen wie Mer-

lin nutzen, um die Aktivität des Hippo-Signalweges und damit die YAP-Phosphorylie-

rung zu steigern. Da das Protein 4.1O wie Merlin zur 4.1 Superproteinfamilie gehört 

und es daher über eine FERM-Domäne verfügt (160, 192, 224), könnten seine Spleiß-

varianten wie Merlin über die FERM-Domäne mit dem Regulatorprotein SAV1 intera-

gieren. Außerdem sind die 4.1O-Varianten aller Wahrscheinlichkeit nach wie Merlin 

(142, 225) im Bereich der Zellmembran lokalisiert, da sie wie die anderen 4.1 Proteine 

als Adapterproteine zwischen Membranrezeptoren und dem Zytoskelett vermitteln 

(187, 189). Diese Lokalisation legen ebenfalls bisher unveröffentlichte Daten der eige-

nen Arbeitsgruppe von Frau Dr. med. Eva Königshausen nahe.   

Allerdings kann damit nicht erklärt werden, wieso die 4.1O-Varianten 204 und 202 nicht 

den gleichen Glukose-abhängigen Einfluss wie 4.1O-207 und -201 auf die YAP-Phos-

phorylierung haben. Es ist jedoch plausibel, dass die verschiedenen 4.1O-Varianten 

unterschiedliche Funktionen haben, da dies auch für die anderen 4.1 Proteine und 

deren Isoformen beschrieben wurde. Die Transkripte der 4.1 Proteine werden alterna-

tiv gespleißt (163, 164, 169, 170, 180). Dies impliziert unter anderem ein zell- und 

gewebespezifisches Expressionsmuster der verschiedenen Isoformen des jeweiligen 

4.1 Proteins und kann zudem mit einer Funktionsänderung einhergehen (226–230). 

Dazu passt, dass sich 4.1O-204 und -202 in ihrer C-terminalen Domäne (CTD) von 

den Varianten 207 und 201 unterscheiden (siehe Abb. 5). Während 207 und 201 über 

eine „vollständige“ CTD verfügen, ist die CTD von 204 und 202 dagegen verkürzt. 

Demzufolge könnte die CTD bei der Glukose-abhängigen Beeinflussung des Hippo-

Signalweges durch die 4.1O-Varianten 207 und 201 eine entscheidende Rolle spielen. 

Dafür spricht, dass die CTD für die 4.1 Proteine spezifisch und daher vermutlich wichtig 

ist (226).  

Es muss jedoch geklärt werden, wie die CTD konkret an der Glukose-abhängigen Stei-

gerung der YAP-Phosphorylierung durch 4.1O-207 und -201 beteiligt sein könnte. Die 

CTD ist bei den anderen 4.1 Proteinen häufig mit der Bindung von Membranrezeptoren 

assoziiert (227, 229–232). Insbesondere das Protein 4.1N interagiert über seine CTD 

mit diversen Membranrezeptoren wie D2- und D3-Dopaminrezeptoren (232), dem α7-

Acetylcholinrezeptor (231), der GluR1-Untereinheit des AMPA-Rezeptors (233) und 

dem Typ-1-Inositol-(1,4,5)-Triphosphat-Rezeptor (227, 234). Über diese Interaktion 

fördert es die Oberflächenexpression, eine bestimmte Lokalisation dieser Rezeptoren 

oder deren Verknüpfung mit dem (Aktin-)Zytoskelett und trägt damit zur normalen Zell-

funktion, Signaltransduktion und Membranstabilität der jeweiligen Zelltypen bei (227, 

231, 232, 234, 235). Zudem können die 4.1 Proteine über ihre CTD auch die den 
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Membranrezeptoren nachgeschalteten Signalwege bzw. die Funktionen der interagie-

renden Rezeptoren beeinflussen (229, 236–238). Ebenso können sie die Assemblie-

rung bestimmter Signaltransduktionskomplexe im Bereich der Zellmembran fördern, 

die wiederum für die nachfolgende Signaltransduktion wichtig ist (230, 237, 239). Be-

sonders diese Funktion könnte im Kontext des Hippo-Signalweges bedeutsam sein, 

da das Zusammenbringen bzw. die Interaktion der beteiligten Kinasen und Regulator-

proteine für die Aktivität des Signalweges wichtig ist. Demnach wäre es möglich, dass 

4.1O-207 und -201 über ihre CTD die Interaktion der beteiligten Proteine fördern und 

auf diese Weise die Aktivität des Hippo-Signalweges steigern.  

Eine andere Möglichkeit ist, dass 4.1O-207 und -201 den Hippo-Signalweg über die 

Interaktion mit bestimmten Membranrezeptoren beeinflussen. Wie bereits erwähnt, 

scheint der EGFR-PI3K-AKT-Signalweg unter diabetischen Bedingungen aktiviert zu 

sein, die Aktivität des Hippo-Signalweges durch Inhibition seiner Kinasen zu hemmen 

und damit die YAP-Aktivität mit den damit verbundenen Folgen zu steigern (129, 130). 

Die 4.1O-Varianten 207 und 201 könnten über ihre CTD beispielsweise mit dem 

membrangebundenen EGFR interagieren und darüber den EGFR-PI3K-AKT-Signal-

weg hemmen oder zumindest dessen Aktivierung stören. Die Datenlage zu den ande-

ren 4.1 Proteinen in Zusammenhang mit dem EGFR-PI3K-AKT-Signalweg ist zwar 

spärlich, aber für das Protein 4.1B ist eine Interaktion mit dem EGFR im Kontext von 

Tumorerkrankungen beschrieben (240). Diese trägt im Falle des Proteins 4.1B zu des-

sen tumorsupprimierenden Funktion bei (240). Zum einen führt die Bindung des Pro-

teins 4.1B zur einer Hemmung der Dimerisierung und Autophosphorylierung des 

EGFR, zum anderen scheint die Expression des Proteins 4.1B die Expression des 

EGFR zu reduzieren (240). Womöglich existieren ähnliche Phänomene zwischen dem 

EGFR und den 4.1O-Varianten 207 und 201. 

Den möglichen Zusammenhang zwischen 4.1O-207 und -201 und dem EGFR-PI3K-

AKT-Signalweg unter HG-Bedingungen könnte man untersuchen, indem man den Ex-

pressionseinfluss der Protein 4.1O-Varianten auf die Stimulation des EGFR durch EGF 

in Abhängigkeit von Glukose bestimmt und anschließend die YAP-Phosphorylierung 

quantifiziert. Entsprechend der aufgestellten Vermutungen wäre eine Glukose-abhän-

gige Hemmung des Signalweges und damit eine Reduktion der EGFR-Stimulation un-

ter Expression der 4.1O-Varianten zu erwarten, die zugleich mit einer Erhöhung der 

YAP-Phosphorylierung einhergeht.  

Über eine CTD-vermittelte Interaktion mit dem EGFR könnten 4.1O-207 und -201 auch 

mit dem RhoA-ROCK-Signalweg in Verbindung stehen und darüber Einfluss auf den 

Hippo-Signalweg nehmen. Unter HG- bzw. diabetischen Bedingungen ist die Aktivität 
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von RhoA (151, 153, 154) und ROCK (153, 155) gesteigert und mit einer erhöhten 

YAP- und CTGF-Expression assoziiert (151). Inhibitionsversuche belegen außerdem 

einen direkten Zusammenhang zwischen der gesteigerten RhoA- und ROCK-Aktivität 

und der gesteigerten YAP-Aktivität, da eine Hemmung von RhoA oder ROCK zu einer 

Inhibition der HG-bedingten Hochregulation der YAP- und CTGF-Expression und nuk-

leären Translokation von YAP führt (151). Weiterhin legen die Forschungsergebnisse 

von Chen et al. (151) nahe, dass die gesteigerte YAP-Aktivität unter HG-Bedingungen 

durch eine wechselseitige Interaktion zwischen den EGFR-PI3K-AKT- und RhoA-

ROCK-Signalwegen bedingt sein könnte. Sie lassen schlussfolgern, dass der RhoA-

ROCK-Signalweg unter HG-Bedingungen durch einen EGFR-abhängigen Signalweg 

aktiviert wird und RhoA und ROCK daraufhin die AKT-Phosphorylierung vermitteln. 

Ferner scheint die Aktivierung des RhoA-ROCK-Signalweges essenziell für die Ver-

mittlung der nukleären Translokation von YAP sowie für die Induktion der AKT- und 

YAP-Genexpression durch die EGFR-Aktivierung in Säugetierzellen zu sein (151). 

Möglicherweise können 4.1O-207 und -201 über ihre CTD diesen Mechanismus unter 

HG-Bedingungen unterbinden und dadurch die YAP-Phosphorylierung und damit des-

sen Inaktivierung begünstigen. 

Unabhängig vom EGFR-PI3K-AKT-Signalweg könnten der RhoA-ROCK-Signalweg 

und die Protein 4.1O-Varianten über das Aktin-Zytoskelett in Verbindung stehen. Wäh-

rend der RhoA-ROCK-Signalweg in der Bildung von Aktin-Stressfasern resultiert (241, 

242), interagieren die 4.1 Proteine über ihre Spektrin-Aktin-Bindungsdomäne mit Aktin 

(167, 179) und verknüpfen Membranrezeptoren mit dem Zytoskelett (165).  

Darüber hinaus gibt es derzeit keine veröffentlichten Daten zu einer direkten Interak-

tion der 4.1 Proteine und dem RhoA-ROCK-Signalweg. Allerdings ist interessant, dass 

die Rho-GTPase für ihre Aktivierung im Bereich der Zellmembran lokalisiert sein muss 

(241) und auch die 4.1 Proteine (165) sowie das Protein 4.1O dort lokalisiert sind (un-

veröffentlichte Daten von Frau Dr. med. Eva Königshausen). Untersuchungen zeigten, 

dass HG-Bedingungen zu einer Zunahme des membrangebundenen und damit biolo-

gisch aktiven Anteils der Rho-GTPase führen (243). Eventuell könnten die 4.1O-Vari-

anten 207 und 201 die Membranbindung der Rho-GTPase stören, dadurch deren Ak-

tivität reduzieren und infolgedessen die YAP-Aktivität verringern. Es gilt zu prüfen, ob 

die genannten 4.1O-Varianten tatsächlich die Aktivität des RhoA-ROCK-Signalweges 

beeinflussen und ob in der Folge darüber die Beeinflussung des Hippo-Signalweges 

unter HG-Bedingungen vermittelt werden könnte. Mittels RhoA-Aktivierungsassays 

von ko-transfizierten HEK293T-Zellen könnte überprüft werden, ob die Expression von 
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4.1O-207 oder -201 den Anteil der GTP-gebundenen RhoA in Abhängigkeit von Glu-

kose beeinflusst. Zusätzlich könnte man den Expressionseinfluss der 4.1O-Varianten 

auf die ROCK-Aktivität messen. Dazu könnte zum Beispiel in Ko-Transfektionsversu-

chen der Anteil der spezifisch durch die ROCK phosphorylierten Myosin-Phosphatase 

Target Subunit 1 (MYPT1) an Threonin 853 unter Expression der jeweiligen 4.1O-Va-

riante bestimmt und dieser dann zur gesamten MYPT1-Menge in Relation gesetzt wer-

den.  

Um die Frage zu klären, ob bei der Glukose-abhängigen Steigerung der YAP-Phos-

phorylierung die CTD tatsächlich die entscheidende Rolle spielt, ist zunächst die Be-

trachtung der Versuchsreihe zur Expression der 207-Mutante ohne FERM- und Coiled-

coil-Domäne der CTD hilfreich (Abb. 10). Aus den Versuchen kann abgeleitet werden, 

dass die Coiled-coil-Domäne der CTD nicht relevant zu sein scheint, da unter Expres-

sion der 207-Mutante eine Glukose-abhängige Steigerung der YAP-Phosphorylierung 

beobachtet wurde. Interessanterweise zeigte sich hier sowohl bei den high glucose- 

als auch bei den hyperosmolaren Bedingungen eine Zunahme der YAP-Phosphorylie-

rung. Dies deutet auf einen Glukose-Effekt hin, der auf der glukosebedingt gesteiger-

ten Osmolarität beruht. Da die 207-Mutante über keine FERM-Domäne verfügt, kann 

außerdem von einem Mechanismus ausgegangen werden, der von der FERM-Do-

mäne unabhängig ist. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass bei der Glukose-abhän-

gigen Beeinflussung des Hippo-Signalweges vermutlich der C-terminal der Coiled-coil-

Domäne liegende Anteil der CTD ausschlaggebend ist. Zur weiteren Klärung dieser 

Frage wären gleichartige Versuche mit verschiedenen Trunkierungen von 4.1O-207 

und -201 hilfreich. Diese könnten auch dazu beitragen, die hierbei relevante Amino-

säuresequenz bzw. den entsprechenden Domänenabschnitt zu identifizieren. 

Zusammenfassend führte die Expression von 4.1O-207, -201 oder der 207-Mutante 

zu einer gesteigerten YAP-Phosphorylierung unter HG-Bedingungen. Daher könnten 

diese Protein 4.1O-Varianten im Rahmen der DN eine protektive Funktion ausüben, 

indem sie die pathologisch gesteigerte YAP-Aktivität und die damit einhergehende me-

sangiale Expansion und tubulointerstitielle Fibrose reduzieren. Dass nur die 4.1O-Va-

rianten 207 und 201 diesen Effekt auf die YAP-Phosphorylierung haben, könnte daran 

liegen, dass nur sie über eine vollständige CTD verfügen. Diese könnte eine Interak-

tion mit Membranrezeptoren vermitteln und möglicherweise eine Verbindung zum 

EGFR-PI3K-AKT- oder RhoA-ROCK-Signalweg herstellen, deren Aktivität unter dia-

betischen Bedingungen ebenfalls gesteigert ist (129, 130, 151, 153). Die durchgeführ-

ten Versuche unterstützen in jedem Fall den beobachteten Zusammenhang zwischen 
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dem FRMD3-Genprodukt und der Entwicklung einer DN (184, 185, 199). Es bleibt zu 

untersuchen, wie genau der Hippo-Signalweg und auch die anderen beiden Signal-

wege dabei involviert sind. 

 

4.3 Diskussion der Methodik und Ergebnisse der Co-Immunpräzipitationsver-

suche mit Nephrin 

4.3.1 Diskussion der Methodik der Co-Immunpräzipitationsversuche mit Neph-

rin 

Die Funktionen der Spleißvarianten des Proteins 4.1O in der Niere sowie ihre Rolle bei 

der DN sind noch weitgehend ungeklärt. Da Kramer-Zucker et al. (186) zeigen konn-

ten, dass das Protein 4.1O wahrscheinlich eine wichtige Rolle für die Integrität der 

glomerulären Schlitzmembran spielt, wurde untersucht, ob die in der Niere exprimier-

ten Protein 4.1O-Spleißvarianten 207, 201, 204 und 202 mit dem zentralen Schlitz-

membranprotein Nephrin interagieren.  

Die Bedeutung von Nephrin für die glomeruläre Schlitzmembran zeigt sich eindrücklich 

bei Patienten mit Mutationen im NPHS1-Gen, welche eine starke Proteinurie, verän-

derte Filtrationsschlitze und fehlende Schlitzmembranen aufweisen (70, 85). Zudem 

übt Nephrin im Bereich der glomerulären Schlitzmembran nicht nur eine wichtige struk-

turelle Funktion aus, sondern fungiert auch als Signalmolekül, das mit Podocin und 

CD2AP im Bereich der lipid rafts lokalisiert ist und von dort Signalwege aktivieren kann 

(89, 92, 93).  

Basierend auf der zuvor beschriebenen Rolle des Proteins 4.1O als Kandidatengen für 

die Entwicklung einer DN wurde zudem geprüft, ob unterschiedliche Glukosekonzent-

rationen die Interaktion zwischen Nephrin und den Protein 4.1O-Varianten beeinflus-

sen. Dies ist außerdem interessant, weil auch Nephrin bei der DN eine Rolle zu spielen 

scheint. Diverse Untersuchungen zeigen, dass die Oberflächenexpression von Neph-

rin durch diabetische oder HG-Bedingungen beeinflusst wird (244–246). Allerdings 

sind die Daten hierzu widersprüchlich. Die einen beschreiben gesteigerte mRNA-Level 

von Nephrin bei einem gleichzeitigen Funktionsverlust der glomerulären Filtrationsbar-

riere in diabetischen Ratten und Mäusen (244), die anderen eine Reduktion der Gen- 

und Proteinexpression von Nephrin (245). Auch in Menschen mit Diabetes scheint die 

Genexpression von Nephrin verringert zu sein und konnte mit dem Ausmaß der Pro-

teinurie assoziiert werden (246). Weitere Versuche legen einen Einfluss der Protein-

kinase C α nahe, die die Endozytose und damit die Oberflächenexpression von Neph-

rin beeinflusst (247). Ferner scheinen HG-Bedingungen die Stabilität von Nephrin zu 
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reduzieren (248). Dies könnte durch eine HG-vermittelte Deacetylierung von Nephrin 

durch die Histon-Deacetylase 4 bedingt sein, die in der Folge die Ubiquitinierung und 

Degradation von Nephrin begünstigt (249). All diese Daten suggerieren, dass Nephrin 

in gewisser Hinsicht durch diabetische Bedingungen beeinflusst wird und durch Verlust 

an der entstehenden Albuminurie bei der DN beteiligt ist. Daher ist es umso wichtiger 

zu untersuchen, ob weitere Veränderungen bezüglich Nephrin und seiner Interaktio-

nen unter diabetischen bzw. HG-Bedingungen nachgewiesen werden können.  

Um zu untersuchen, ob die Protein 4.1O-Spleißvarianten mit Nephrin interagieren und 

ob diese Interaktion durch unterschiedliche Glukosekonzentrationen beeinflusst wird, 

wurden Co-Immunpräzipitationsversuche durchgeführt. Diese stellen eine bewährte 

Methode dar und wurden schon von vielen anderen Arbeitsgruppen zum Nachweis 

von Protein-Protein-Interaktionen verwendet (250–252).  

Mithilfe des gewählten Versuchsaufbaus (s. Abschnitt 2.2.1 und Abschnitt 2.2.2) 

konnte für alle untersuchten 4.1O-Varianten eine Interaktion mit dem C-Terminus von 

Nephrin nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch kein statistisch signifikanter Ein-

fluss durch die unterschiedlichen Glukosebedingungen.  

In den Versuchen wurde bewusst die Interaktion zwischen den 4.1O-Varianten und 

dem C-Terminus von Nephrin untersucht, da in Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe 

bereits eine Interaktion von 4.1O-207 und dem Nephrin C-Terminus nachgewiesen 

werden konnte (187–189). Außerdem hat der Nephrin C-Terminus eine vergleichbare 

Lokalisation im Bereich der Zellmembran wie Glycophorin C oder das Zelladhäsions-

molekül CD44, die bekanntermaßen mit dem Protein 4.1R in Erythrozyten interagieren 

(253, 254). Weiterhin ist der C-Terminus von Nephrin der intrazellulär liegende Anteil 

(73) und somit am ehesten relevant, wenn eine mögliche Interaktion mit den ebenfalls 

intrazellulär gelegenen 4.1O-Varianten untersucht werden soll. 

Eine interessante Beobachtung ist die unterschiedlich hohe Interaktionsstärke zwi-

schen den Protein 4.1O-Varianten und dem Nephrin C-Terminus. Wenn man die Ab-

bildungen der Western Blots (Abb. 11A, 12A, 13A, 14A) vergleicht, fällt auf, dass die 

Interaktion zwischen 4.1O-207 und Nephrin am stärksten zu sein scheint. Da man dies 

anhand mehrerer voneinander unabhängiger Versuchsreihen nicht sicher beurteilen 

oder beweisen kann, wären Versuche hilfreich, bei denen alle vier 4.1O-Varianten in 

einem Versuch jeweils in Kombination mit dem Nephrin C-Terminus exprimiert werden. 

In einem derartigen Versuchsaufbau könnte anschließend mittels Densitometrien und 

statistischen Analysen die Interaktion der verschiedenen 4.1O-Varianten mit Nephrin 

verglichen werden.  



 
 

69 
 

Wie bei den Versuchen zum Hippo-Signalweg können auch die Ergebnisse zum Nach-

weis einer Interaktion mit Nephrin nur unzureichend auf die komplexe Erkrankung der 

diabetischen Nephropathie übertragen werden. Denn auch bei diesen Versuchen 

wurde mit der Verwendung von HG-Bedingungen nur ein Aspekt der DN berücksich-

tigt. Die DN kennzeichnet sich daneben durch weitere metabolische Veränderungen 

wie eine gesteigerte Entzündungsaktivität (1) oder eine häufig bestehende Dyslipidä-

mie (213). Dies führt zu einer eingeschränkten Interpretationsfähigkeit der Ergebnisse 

im Sinne einer Beeinflussung der Nephrin-4.1O-Spleißvarianten-Interaktion bei DN-

Bedingungen. Dennoch stellt dieser Ansatz ein verbreitetes Vorgehen zur Imitation von 

diabetischen Bedingungen dar und wurde auch von diversen anderen Arbeitsgruppen 

zu diesem Zweck gewählt (129, 151, 247, 255).  

Bisher steht kein adäquates In-vitro-Modell des glomerulären Filters zur Verfügung, 

das sämtliche Eigenschaften des glomerulären Filters aufweist. Lediglich isolierte Glo-

meruli aus z.B. Mäusen könnten auf eine Interaktion von Protein 4.1O und Nephrin 

untersucht werden. Bisher existieren jedoch keine Spleißvarianten-spezifischen Anti-

körper, sodass nur Experimente an transgenen Tieren weiterführen würden.  

Podozytenzelllinien weisen zudem in vitro keine ausreichende Expression von Nephrin 

auf (79, 256), sodass das Modell der HEK293T-Zellen gewählt wurde. 

 

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse der Co-Immunpräzipitationsversuche mit 

Nephrin 

In den dargestellten Versuchen (siehe Abb. 11-14) konnte eine Interaktion zwischen 

dem C-terminalen, zytoplasmatischen Anteil von Nephrin und den Protein 4.1O-Vari-

anten 207, 201, 204 und 202 nachgewiesen werden. Dies bestätigt die Daten der ei-

genen Arbeitsgruppe, die eine Interaktion zwischen dem zytoplasmatischen Anteil von 

Nephrin und den AS 506-553 von 4.1O-207 belegen (187–189). Nun konnte auch für 

die 4.1O-Varianten 201, 204 und 202 eine Interaktion mit Nephrin gezeigt werden.  

Dieses Ergebnis ist mit der Tatsache vereinbar, dass die weiteren Mitglieder der 

4.1 Proteinfamilie bekanntlich mit Membranstrukturen assoziiert und meist in der Nähe 

von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten lokalisiert sind (164, 165, 178, 257). Es kann 

daher als wahrscheinlich angesehen werden, dass dies auch auf die Spleißvarianten 

des Proteins 4.1O zutrifft, da nun eine Interaktion mit Nephrin nachgewiesen wurde 

und Nephrin ebenfalls an diesen Lokalisationen zu finden ist (84, 258). Um die tatsäch-
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liche subzelluläre Lokalisation der Protein 4.1O-Varianten zu bestimmen, könnten Ver-

suche mit transienter Transfektion von COS-7-Zellen  und anschließender Immunfluo-

reszenzfärbung durchgeführt werden.  

Auch weil 4.1 Proteine als Adapterproteine zwischen Membranrezeptoren und dem 

Zytoskelett gelten (165), überrascht es nicht, dass eine Interaktion zwischen Nephrin 

und den 4.1O-Varianten nachgewiesen werden konnte. Über Nephrin ist bekannt, dass 

es über verschiedene Adapterproteine wie Nck1 und Nck2 (91, 92) oder CD2AP (79, 

94) mit dem Aktin-Zytoskelett interagiert und sogar dessen Reorganisation beeinflus-

sen kann (92). Aufgrund der beschriebenen Funktionen der anderen Mitglieder der 4.1 

Proteinfamilie erscheint es daher plausibel, dass das Protein 4.1O bzw. seine Spleiß-

varianten sich in die Reihe dieser Adapterproteine einreihen können.   

Die erzielten Ergebnisse passen außerdem dazu, dass die 4.1 Proteine als zytoske-

lettale Proteine gelten, die die Form und Integrität verschiedener Zelltypen erhalten 

(166, 168, 239, 257). So könnten die Spleißvarianten des Proteins 4.1O über die In-

teraktion mit Nephrin die gleiche Funktion in Nierenzellen erfüllen. Denn auch für 

Nephrin ist beschrieben, dass es für die Integrität von Podozyten wichtig ist (70, 186).   

Dies steht ferner mit den Beobachtungen von Kramer-Zucker et al. (186) in Einklang, 

dass die Expression des FRMD3-Orthologs im Zebrafisch für die regelrechte Bildung 

der Schlitzmembran-Zellkontakte erforderlich ist. Das Fehlen oder die homozygote 

Mutation des FRMD3-Orthologs geht mit fehlenden Schlitzmembranen und einer er-

höhten Durchlässigkeit der glomerulären Filtrationsbarriere einher. Möglicherweise 

könnte hierbei die Interaktion mit Nephrin als zentrales Schlitzmembranprotein eine 

entscheidende Rolle spielen. Sowohl die Abwesenheit von Nephrin als auch die des 

FRMD3-Orthologs führt im Zebrafisch zum Verlust der glomerulären Filtrationsdiskri-

minierung und zur aberranten Passage hochmolekularer Substanzen durch den glo-

merulären Filter (186). Dabei stellt sich die Frage, ob an dieser Stelle die Nephrin-

FRMD3-Ortholog-Interaktion von besonderer Relevanz ist. Dazu wäre es interessant, 

zu erfahren, wie sich der Phänotyp gestaltet, wenn Nephrin und das FRMD3-Ortholog 

gleichzeitig defizient sind. Dies könnte im Rahmen von Doppelt-KO-Versuchen an 

Zebrafischlarven untersucht werden. Dabei sollten der resultierende Phänotyp sowie 

das Ausmaß der glomerulären Filtration hochmolekularer Substanzen evaluiert wer-

den. Darüber hinaus könnten nachfolgend Rescue-Versuche durchgeführt werden mit 

der Frage, ob eine regelrechte Nephrin- oder FRMD3-Ortholog-Expression allein aus-

reicht, um den Phänotyp zu retten bzw. abzuschwächen.  
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Ein wichtiges, zu klärendes Thema bleibt, welche Funktion der Interaktion zwischen 

Nephrin und den Protein 4.1O-Varianten zukommt. Weiterhin ist zu klären, inwieweit 

die 4.1O-Varianten in vivo mit Nephrin interagieren und ob sie zum Beispiel um die 

Interaktion mit Nephrin konkurrieren. Zu diesem Zweck wären Untersuchungen sinn-

voll, die dem Expressionseinfluss einer 4.1O-Variante auf die Interaktion zwischen 

Nephrin und einer jeweils anderen 4.1O-Variante nachgehen.  

In diesem Zusammenhang sollte ebenfalls untersucht werden, ob die vier 4.1O-Spleiß-

varianten alle dieselbe Funktion hinsichtlich der Interaktion mit Nephrin ausüben oder 

ob ihre Defizienz die gleichen Folgen für den Phänotyp hat. Dazu müsste man eruie-

ren, ob das FRMD3-Ortholog im Zebrafisch gleichartige Varianten wie die Spleißvari-

anten des humanen Proteins 4.1O besitzt oder es einen anderen Organismus mit ver-

gleichbaren Varianten gibt, der experimentell leicht zugänglich ist. 

Hinsichtlich möglicher Funktionen beziehungsweise der Ausgestaltung der Nephrin-

4.1O-Varianten-Interaktion in vivo sind bestimmte Erkenntnisse über die anderen 

4.1 Proteine interessant. Nach aktuellem Kenntnisstand sind diese an der Bildung von 

ternären Komplexen mit einer Membran-assoziierten Guanylatkinase (MAGUK) und 

einem Transmembranprotein beteiligt. Im Detail wurde gezeigt, dass das Protein 4.1R 

nicht nur mit Glycophorin C und der MAGUK p55 einen Komplex in Erythrozyten bildet 

(259, 260), sondern auch mit Syndecan-2 und der Calcium/Calmodulin-abhängigen 

Serin-Proteinkinase (CASK) einen Komplex bilden kann (261). Zudem scheinen die an 

dieser Komplexbildung beteiligten Domänen der Protein 4.1R-Bindungspartner hoch-

konserviert zu sein (173, 261). Zusätzlich wurde die CASK als Teil des Multiprotein-

komplexes um Nephrin identifiziert (262), sodass auch hierüber eine mögliche Verbin-

dung zwischen Nephrin und dem Protein 4.1O bestehen könnte. Dazu müsste in nach-

folgenden Versuchen geklärt werden, ob das Protein 4.1O wie 4.1R mit der CASK 

interagiert und ob tatsächlich ein Zusammenhang mit der Nephrin-Interaktion besteht. 

Eine direkte Interaktion zwischen dem Protein 4.1O bzw. seinen Spleißvarianten und 

der CASK in Kombination mit Nephrin könnte in einem Pulldown-Assay mit rekombi-

nanten Proteinen nachgewiesen werden. 

Da für alle vier verwendeten 4.1O-Spleißvarianten eine Interaktion mit dem Nephrin 

C-Terminus nachgewiesen werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass diese Interak-

tion über eine Domäne vermittelt wird, die bei allen vier Varianten vorhanden ist. In 

Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe wurden unter Verwendung verschiedener Trun-

kierungen von 4.1O-207 die Aminosäuren 506-553 als die mit dem Nephrin C-Termi-

nus interagierenden Aminosäuren ermittelt (187). Dieser Aminosäurebereich befindet 
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sich zwar C-terminal und damit dort, wo sich die vier 4.1O-Varianten teilweise vonei-

nander unterscheiden, aber alle vier besitzen den definierten AS-Abschnitt (190, 191). 

Demnach haben gemäß der Aminosäuresequenz alle vier Spleißvarianten die Voraus-

setzung mit Nephrin zu interagieren. Untersuchungen zu den anderen Mitgliedern der 

4.1 Proteinfamilie belegen außerdem, dass diese ebenfalls über ihre CTD mit unter-

schiedlichen Membranrezeptoren und Proteinen interagieren (176, 178, 229, 231, 232, 

239). Daher erscheint es schlüssig, dass bei allen vier 4.1O-Varianten die CTD die 

vermittelnde Domäne bei der Interaktion mit Nephrin ist. In weiteren Versuchen sollte 

geprüft werden, ob sich dies bestätigen lässt oder ob möglicherweise weitere Domä-

nen oder Aminosäureabschnitte der anderen 4.1O-Varianten an der Interaktion mit 

Nephrin beteiligt sind. Dazu würden sich erneut Versuche mit Trunkierungen der 

4.1O-Varianten 201, 204 und 202 anbieten.   

Um der Frage nach der Funktion des Proteins 4.1O und seiner Spleißvarianten im 

Rahmen der diabetischen Nephropathie nachzugehen, wurde in dem gewählten Ver-

suchsaufbau der Einfluss von Glukose auf die Interaktion von Nephrin und den 4.1O-

Varianten untersucht. In den durchgeführten Co-Immunpräzipitationen konnte kein 

statistisch signifikanter Einfluss der unterschiedlichen Glukosekonzentrationen auf die 

Interaktion festgestellt werden. Dieses Ergebnis legt die Schlussfolgerung nahe, dass 

die Interaktion von Nephrin und den Protein 4.1O-Spleißvarianten bei der Entwicklung 

einer Proteinurie bei der DN womöglich keine entscheidende Rolle spielt.  

Allerdings ist zu beachten, dass verschiedene Forschungsgruppen einen Einfluss von 

diabetischen bzw. HG-Bedingungen auf die Expression von Nephrin beobachten konn-

ten. Unter diabetischen bzw. HG-Bedingungen wurde eine Abnahme der Nephrin-Ex-

pression auf mRNA- sowie Proteinebene beschrieben (245, 246, 263). Außerdem 

scheinen diabetische bzw. HG-Bedingungen zu einer Reduktion der Oberflächenex-

pression von Nephrin zu führen (255, 263). Ob eine durch HG-Bedingungen verur-

sachte Veränderung der Nephrin-Expression Auswirkungen auf die Interaktion mit den 

4.1O-Varianten hat, wurde in den Versuchen dieser Arbeit nicht untersucht. Dies sollte 

in künftigen Versuchen geklärt werden. Problematisch ist dabei, dass die Nephrin-Ex-

pression unter diabetischen Bedingungen in den erwähnten Forschungsarbeiten ent-

weder im Maus- bzw. Rattenmodell oder an Nierenbiopsaten von Menschen unter-

sucht wurde. Das Mausmodell ist für die Untersuchung der 4.1O-Varianten jedoch un-

zulänglich, da Mäuse nicht die gleichen 4.1O-Varianten wie Menschen aufweisen (182, 

183, 264). Ist ein geeigneter Modellorganismus gefunden, sollte zunächst die Nephrin-



 
 

73 
 

Expression unter HG-Bedingungen untersucht werden. Anschließend könnte die Inter-

aktion zwischen Nephrin und der jeweiligen 4.1O-Variante in Abhängigkeit von der 

Nephrin-Expression überprüft werden.  

Darüber hinaus schließen die genannten Ergebnisse nicht aus, dass die Interaktion 

zwischen Nephrin und den Protein 4.1O-Varianten nicht für andere Glomerulopathien 

als die DN relevant ist und dort zur Pathogenese beiträgt. Deshalb ist der Nachweis 

dieser Interaktionen trotz des fehlenden Nachweises eines Glukoseeinflusses relevant 

und kann Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen in Bezug auf andere nephroti-

sche Nierenerkrankungen sein. 

Weiterhin sollte nicht außer Acht gelassen werden, dass die Protein 4.1O-Varianten 

im Bereich der glomerulären Schlitzmembran weitere Funktionen erfüllen und Interak-

tionen aufweisen können, die bei der DN verändert und an der Pathogenese der DN 

beteiligt sein könnten. Wie in Abschnitt 1.2.2 dargelegt wurde, gibt es neben Nephrin 

eine Reihe weiterer Proteine, die für die regelrechte Funktion der glomerulären Schlitz-

membran wichtig sind. Für das Protein 4.1R wurde zum Beispiel eine Interaktion mit 

Tight Junction-Proteinen wie Zonula occludens-1 beschrieben (178), welches auch an 

der glomerulären Schlitzmembran zu finden ist (80). Für das Protein 4.1O konnte be-

reits eine Interaktion mit den Schlitzmembranproteinen Neph1 (187) und GLEPP1 

(187, 188) nachgewiesen werden. Daher sollte Ziel künftiger Untersuchungen sein, 

weitere Interaktionen zwischen dem Protein 4.1O bzw. seinen Spleißvarianten und an-

deren Proteinen der glomerulären Schlitzmembran zu detektieren. Im Anschluss kann 

der Frage nachgegangen werden, ob diese Interaktionen zur Pathogenese glomerulä-

rer Erkrankungen beitragen. Diese Untersuchungen könnten außerdem dabei helfen, 

zu eruieren, ob die vier 4.1O-Varianten möglicherweise unterschiedliche Funktionen 

in der Niere und an der glomerulären Schlitzmembran ausüben. Neue Interaktions-

nachweise könnten gleichermaßen mittels Co-Immunpräzipitationsversuchen erbracht 

werden.   

Abschließend konnte in den Co-Immunpräzipitationsversuchen dieser Arbeit festge-

stellt werden, dass die Protein 4.1O-Varianten 207, 201, 204 und 202 mit dem C-Ter-

minus des Schlitzmembranproteins Nephrin interagieren. Künftige Versuche sollten 

klären, welchem Zweck diese Interaktion dient. Außerdem ist unklar, wie sich diese 

Interaktion in vivo gestaltet und ob eine bestimmte 4.1O-Variante hierbei die Hauptrolle 

spielt. Ein Glukoseeinfluss auf diese Interaktion konnte in den Versuchen dieser Arbeit 

vorläufig ausgeschlossen werden. Da die DN jedoch durch mehr Aspekte als nur eine 
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Hyperglykämie gekennzeichnet ist, ist eine Veränderung der nachgewiesenen Interak-

tion im Rahmen der DN nicht vollständig auszuschließen. Die Bedeutung der Interak-

tion für andere nephrotische Glomerulopathien ist ebenfalls ein potenzielles Thema für 

zukünftige Forschungsarbeiten.  
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