AUS DEM LEHRSTUHL FUR
MOLEKULARE UND ZELLULARE ANATOMIE
PROF. DR. RALPH WITZGALL
DER FAKULTAT FUR BIOLOGIE UND VORKLINISCHE MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

IN-VIVO NACHWEIS DER INTERAKTION ZWISCHEN
POLYCYSTIN-1 UND POLYCYSTIN-2

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Zahnmedizin

der
Fakultat fur Biologie und vorklinische Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Karl Eugen Metzger

2016






AUS DEM LEHRSTUHL FUR
MOLEKULARE UND ZELLULARE ANATOMIE
PROF. DR. RALPH WITZGALL
DER FAKULTAT FUR BIOLOGIE UND VORKLINISCHE MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

IN-VIVO NACHWEIS DER INTERAKTION ZWISCHEN
POLYCYSTIN-1 UND POLYCYSTIN-2

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Zahnmedizin

der
Fakultat fur Biologie und vorklinische Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Karl Eugen Metzger

2016



Dekan: Prof. Dr. Thomas Dresselhaus
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Ralph Witzgall

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Frank Schweda

Tag der mundlichen Prafung: 14.04.2016

Die vorliegende Arbeit wurde angeleitet von Herrn Prof. Dr. Ralph Witzgall und

Frau Dr. Karin Babinger im Zeitraum von Mai 2012 — November 2015.






Inhaltsverzeichnis |

1

Einleitung ...ccoeeeiiiii 1
1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen.............cccvvmmrrrriiniiiiinnnnnen, 1
T4 DIE NIBIE s 1
1.1.2 Das primare ZiliUM .......ooooiiiii e 2
1.2 Autosomal-dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung............... 4
1.2.1 Klinische Symptomatik und Pathogenese............ccccceeiiiiiiiiic, 4
1.2.2  GENEEIK ..o 6
1.2.3  POlYCYSHN-T s 7
1.2.4  POIYCYSHIN-2 ... s 9
1.2.5 Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2 .............cccccciiiiiininnnes 12
1.3 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation ...........ccceeiiiiiimimicciccciiniennns 14
1.4 Zielstellung.........ccooeiiiiiii 16
Material und Methoden............oeeeeerrr e 17
2.1 Chemikalien und Reagenzien...........ccccceiiiiiininnemnnennncssssse s 17
2.2 Verbrauchsmaterial und Kits..........ccccooummmmmmmmmmmereereereer e 18
2.3  Gerate und SOftWare ........ccccceiiiiiiiimi e ——————————————— 19
2.4 ANLIKOIPEN ... mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmnemnnennsennsrnnrnnnnnnnnnnnes 21
2.5 Desoxyribonukleotide ...........ccoioiiinmnmnnninneeeee 23
251 Plasmide. ... 23
2.5.2 OligonUKIEOLE. ......cciiiiiiiiiiiiiee e 23
2 T 4 A 2 - 25
2.6.1 Restriktionsendonukleasen ... 25
2.6.2 Nukleinsduren-modifizierende Enzyme...........ccccvviiiiiiiiiiiiii 25
20 P 4 - | - o 26
271 BaKerien ..o 26
2.7.2 SAUGEIZEIIEN ..o 26
2.8  Arbeit mit BaKterien .........ccccooiiiiieeee e 27
2.8.1 Messung der optischen Dichte ..o 28
2.8.2 Herstellung der elektrokompetenten Zellen............ccooooiiiiiiiiiiis 28
2.8.3 Transformation von E. coli mittels Elektroporation.............cccccceeiiiicinnnnnns 28
2.9 Arbeit mit SGugerzellen..........cccociimii i —————————— 30
2.9.1 Kultivierung von SAUGErzellen..........c.uveviiiiiiiiiieee e 30
2.9.2 PaSSAQIEIEIN ..o 30
2.9.3 Einfrieren und Auftauen............cccooiiiiiiii 31
2.9.4 Transfektion mit Poly-L-Ornithin............ooooiiiiii 32
2.9.5 Transfektion mit Polyethylenimin............cccccoiiiiiii 33

2.9.6 Zelllyse zur ProteiNng@WiNNUNG .....coooiiiiiiiiii e 33



Inhaltsverzeichnis |

2.9.7 ImmUNCYtOChEMIE ..o 34
2.9.8 Hamatoxylin-Eosin Farbung ........coooiiiiiiii 35
210 Arbeiten Mit DNA ... 36
2.10.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli (,kleiner Maf3stab“) ............... 36
2.10.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli (,mittlerer Maf3stab“)............. 37
2.10.3 Konzentrationsbestimmung von DNA im Spektrophotometer................. 37
2.10.4 Phenol-Chloroform-Extraktion ............coooiiiiiiiiiiii s 38
2.10.5 DNA-FAIUNG ... 38
2.10.6 Gelelektrophorese mit Agarose-Gelen ...........cccueeeeiiiiiiiiiiiiiiinie 38
2.10.7 Elution von DNA aus Agarose-Gelen .........ccoocuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeece e 39
2.10.8 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen ........................... 39
2.10.9 Polymerasekettenreaktion (PCR).........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 40
2.10.10 Dephosphorylierung von DNA mittels alkalischer Phosphatase ......... 41
0 K T I B T =1 {0 o 41
2.10.12  SeqUENZANAIYSE ......ceiiiiiiiiii et 42
211  Arbeiten mit Proteinen ... 42
2.11.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford............................. 42
2.11.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli ................cceeeee. 43
2.11.3 Immunodetektion von Proteinen mittels Western-Blot ............................ 46
3 ErgebniSSe ... 47
3.1 Etablierung der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation ................. 47
3.2 Klonierung der Plasmide ..........ccuumuimmmmmmmmmmmssmssssssssssssnn 50
3.2.1 Plasmid pVC210/PKD2,HA ... 51
3.2.2 Plasmid pUC-Trans/mPKd1,VN210.........coomiiiiiiiiiiiiiceee e, 52
3.2.3 Plasmid pVYN2T0-NT/CyStiN....cccoiiiiiiiiiiiieeeeeee e 53
3.3 Generierung einer stabilen LLC-PK;-Zelllinie ...........ccoovvririiieieeiieniennnienneen, 54
3.4 Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 im primaren Zilium.......... 57
3.5 Negativkontrolle mit VN210/cystin.........cccoocmmmmriiiiniiniiiine s 60
3.6 Negativkontrolle mit VN210/cofilin ........cccovvmmmrriiiiiiiiieinre e 62
L S 11 (B == oY T 64
4.1 Diskussion der verwendeten Methoden............cccemmmmmmmmmimimmemininnnnnnennnnnnn,. 65
4.1.1 Etablierung der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation................... 65
4.1.2 Generierung einer stabilen LLC-PK-Zelllinie.........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiens 67
4.2 Polycystin-1 interagiert mit Polycystin-2 im primaren Zilium renaler
L oY1= 7= | =Y 68
4.3 Negativkontrollen ...........cccooinieeeeeeee e 69

4.4  AUSDIICK.....ccc i 70



Inhaltsverzeichnis 1l

5 ZusammenfasSUNQ ... 7
6 AbKUrzungsverzeiChnis ... 73
7 Literaturverzeichnis.........ccociiiiiiiiniiiiisr 75
8 Lebenslauf........ e ————— 89
L2 TR D T T3 €S- T 1] 4 Ve 1= 0 90

10 Eidesstattliche Erklarung..........ccccomeeeiiiiiiiiiniiiiincccsseeesee e 91






Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

1.1.1 Die Niere

Die retroperitoneal paarig angelegten Nieren (lat. ren; gr. nephros) kommen in
der Fossa lumbalis zu liegen und sind von bohnenférmiger Gestalt, wobei der
konvexe Rand nach lateral und der konkave Rand nach medial zeigt. Hier findet
sich als Einziehung das Hilum renale, die Ein- und Austrittspforte aller zu- und
abfUhrenden Leitungsbahnen. Jede Niere besitzt eine GroRe von ca. 12x 3 x 6
cm (ca. 200 ml) und eine Masse von 120-200 g. Uber die Arteria renalis wird die
Niere mit sauerstoffreichem Blut versorgt, wahrend die Vena renalis sauerstoff-
armes Blut drainiert. Uber den Ureter ist die Niere mit der Harnblase verbunden.
Lymphe wird Uber ein zartes Lymphkapillarnetz gesammelt und am Hilum rena-
le Gber wenige Lymphgefal’e abgegeben. Nerval wird die Niere Uber sympathi-
sche postganglionare Fasern des Plexus coeliacus versorgt, die parasympathi-
sche Versorgung entstammt dem Nervus vagus. Die Niere wird von drei Kap-
seln umhdallt. Von innen nach aufen sind dies als dunne, aber feste Organkap-
sel die Capsula fibrosa, als Fettschicht die Capsula adiposa, welche die beiden
am cranialen Nierenpol gelegenen Nebennieren mit einschliel3t, wahrend all
dies von der Fascia renalis umschlossen wird. Makroskopisch kann man im
Schnittbild das Nierenparenchym in dufRere Nierenrinde (Cortex renalis) und
zum Hilum gerichtetes pyramidenformiges Nierenmark (Medulla renalis) unter-
scheiden. Die Spitzen der Nierenmarkspapillen munden in den Hohlraum der
Nierenkelche (Calix renalis), welche zusammen das Nierenbecken (Pelvis rena-
lis) bilden, aus welchem der Ureter hervorgeht (Schinke et al., 2009; Benning-
hoff et al., 2008)

Die Hauptaufgabe der Niere ist die Homoostase und Zusammensetzung der
Korperflissigkeiten in Bezug auf lonenkonzentration, pH-Wert, Osmolaritat und
Menge. Des Weiteren ist sie fur die Ausscheidung von Stoffwechselendproduk-

ten und korperfremden Stoffen zustéandig und spielt durch die Bildung von
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Renin, Erythropoetin und Calcitriol eine wichtige systemische Rolle als endo-
krines Organ (Schmidt et al., 2010; Hick et al., 2009).

Die mikroskopische Grundeinheit der Niere bildet das Nephron, von welchen je
Niere ca. eine Million vorhanden sind. Ein Nephron gliedert sich in ein 200 ym
grolRes Nierenkorperchen (Corpusculum renale) und daran anschlie3endes Nie-
renkanalchen (Tubulus renalis). Das Corpusculum renale besteht aus einem
Kapillarknauel, welches von der Bowman-Kapsel umgeben wird. Hierbei um-
schliel3t das viszerale Blatt das Kapillarknauel, das parietale Blatt grenzt das
Nierenkorperchen von der Umgebung ab. Zwischen beide Blatter der Bowman-
Kapsel wird als Ultrafiltrat des Blutes der proteinarme Primarharn abgegeben
(ca. 180l/d) und gelangt Uber den Harnpol des Glomerulus in seinen Tubulus
renalis. In diesem wird ein Groldteil des Filtrats selektiv rickresorbiert, aus-
scheidungspflichtige Stoffe werden sezerniert. Der Tubulus renalis mundet
schlieBlich in Sammelrohre, welche den Harn in die Calices renalis des Nieren-
beckens abgeben (Schmidt et al., 2010; Hick et al., 2009; Lullmann-Rauch,
2009; Benninghoff et al., 2008;)

1.1.2 Das primare Zilium

Als Zilien bezeichnet man schlanke apikale Zellfortsatze, die ein ,Skelett” aus
Mikrotubuli enthalten und von einer Membran umgeben sind, welche in die
Plasmamembran der Zelle Ubergeht. Grundsatzlich unterscheidet man primare
(nicht-motile) von sekundaren (motilen) Zilien. Sekundare Zilien zeichnen sich
durch neun ringférmig angeordnete periphere Mikrotubulipaare und ein zentra-
les Mikrotubulipaar aus (9x2 + 2 Struktur), wohingegen bei primaren Zilien das
zentrale Mikrotubulipaar fehlt (9x2 + 0 Struktur). Dartber hinaus fehlen pri-
maren Zilien die radialen Speichen und Proteine des Dynein-Apparates, welche
den sekundaren Zilien die Motilitdt ermdglichen. (Praetorius und Spring, 2004;
Wang und Dong, 2013). Die ziliaren Mikrotubuli bestehen aus a- und - Tubulin
und konnen vielfach posttranslational modifiziert werden (Konno et al., 2012).
Hierbei ist fur ziliares a-Tubulin unter anderem die Acetylierung typisch und wird
als Epitop in der Immuncytochemie zur Detektion von primaren Zilien verwendet

(Sloboda, 2009). Das Mikrotubuliskelett der primaren Zilien entwickelt sich aus
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den Zentriolen und kann in Kultur bis zu 30 um lang werden, in vivo betragt ihre
Lange jedoch ca. 2-3 ym (Wheatley und Bowser, 2000). Primare Zilien kommen
in Nieren von Saugetieren in der Bowman-Kapsel, proximalen und distalen Tu-
bulus sowie den Hauptzellen des Sammelrohrs vor. Bei Schaltzellen konnten
keine primaren Zilien detektiert werden (Webber und Lee, 1975).

Das Wachstum der Zilien erfolgt von der Mutterzentriole ausgehend an der
Spitze des Ziliums. Die hierfur bendtigten Proteine werden uber ein spezielles
intraflagellares Transportsystem (IFT) angeliefert (Praetorius und Spring, 2004).
Dieses Transportsystem hat sich als unentbehrlich fur die Ziliogenese erwiesen
und ist evolutionar von C. elegans bis hin zu Saugern stark konserviert (Wang
und Dong, 2013). Beim IFT handelt es sich um ein bidirektionales Transportsys-
tem aus anterogradem Transport zur Spitze des Axonemas und entsprechen-
dem retrograden Transport in Richtung Basalkorper. Bisher ist bekannt, dass
am IFT Uber 20 Proteine beteiligt sind, welche sich in die Komplexe A und B
aufteilen lassen (Wang und Dong, 2013). Treten an Genen, deren Translations-
produkte am IFT beteiligt sind, Mutationen auf, fuhrt dies zu schweren funktio-
nellen Defekten. So konnte gezeigt werden, dass Mutationen in IFT88, welches
Komplex B zuzurechnen ist, in Chlamydomonas die Ausbildung von Zilien ver-
hindert. IFT88 ist homolog zu Tg737, einem beim Menschen und der Maus vor-
kommenden Gen. Mause mit Mutationen in Tg737 sterben kurz nach der Ge-
burt an der polyzystischen Nierenerkrankung. Weiterhin konnten hier deutlich
kurzere Zilien gefunden werden als normalerweise (Pazour et al., 2000). Dies
lasst auf eine wichtige Rolle der primaren Zilien in der Physiologie der Niere
und der Pathogenese der polyzystischen Nierenerkrankung schlie3en (Pazour
et al., 2000; Praetorius und Spring, 2004). Die Arbeitsgruppe um Schwartz et al.
konnte 1997 die reversible Beugung primarer Zilien durch Scherkrafte infolge
eines physiologischen Flussigkeitsstromes an Nierenepithelzellen nachweisen
und damit die bereits existierende Hypothese einer mechanosensorischen
Funktion der Zilien bekraftigen. Ein Nachweis dieser Funktion konnte von Prae-
torius und Spring im Jahr 2001 erbracht werden, welche ein Ansteigen des int-
razellularen Ca**-Spiegels nach Beugen des priméren Ziliums an MDCK-Zellen
(Nierenepithelzellen des Hundes) beobachteten. Spater konnte gezeigt werden,
dass die beiden im primaren Zilium lokalisierten Proteine Polycystin-1 und Poly-

cystin-2 am Ca?*-Einstrom als Antwort auf einen physiologischen Fliissigkeits-
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strom beteiligt sind. Verlust oder Dysfunktionen der Proteine Polycystin-1 oder
Polycystin-2 fuhren zu einer eingeschrankten Signalweiterleitung. Dies lasst
darauf schlie3en, dass mechanische Stimuli zur normalen Morphogenese des
Gewebes aufgrund von Mutationen nicht korrekt verarbeitet werden und dies

zum Bild der polyzystischen Nierenerkrankung fuhrt (Nauli et al., 2003).

1.2 Autosomal-dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung

1.2.1 Klinische Symptomatik und Pathogenese

Die autosomal-dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD;
ICD-10: Q61) ist mit einer Inzidenz von 1:1000 eine der haufigsten monogenen
Erbkrankheiten Uberhaupt und manifestiert sich klinisch im Alter zwischen der
dritten und funften Lebensdekade. ADPKD wird haufig uber Mikro- und Makro-
hamaturie, Proteinurie, Polyurie (v.a. Nykturie), arterielle Hypertonie, rezidivie-
rende Zysteninfektionen oder mittels radiologischer Bildgebung (Nephromega-
lie) diagnostiziert. Diese Symptome treten meist weit vor einem Absinken der
glomerularen Filtrationsrate zu Tage. Oft erreichen die Nieren ein Volumen von
uber 1000 ml, bevor es zur eingeschrankten Nierenfunktion kommt. Das Stadi-
um der terminalen Niereninsuffizienz wird meist im Alter von 50 bis 60 Jahren
erreicht (Schermer und Benzing, 2010), die ADPKD stellt mit einem Anteil von
10% eine der Hauptursachen hierfur (Gallagher et al., 2002).

Phanotypisch zeigt sich eine progrediente Akkumulation von Zysten im Nieren-
parenchym, eine Anhaufung im Bereich der Sammelrohre und proximalen Nie-
rentubuli ist bekannt (Heggo et al., 1966; Verrani und Silva, 1988; Gallagher et
al., 2002). Die Zysten entwickeln sich aus einigen wenigen kortikalen und
medullaren Tubuli. Durch eine erhohte Proliferationsrate der Nierentubu-
lusepithelzellen vergrofiert sich der Durchmesser einzelner Tubuli initial auf ca.
100 pm. Im histologischen Querschnitt kann eine Verdopplung der umlaufenden
Epithelzellen auf Uber 12 Stuck beobachtet werden (Madsen und Brenner,
1994; Gallagher, 2006; Grantham et al., 2011). Das Zystenlumen bleibt mit Pri-

marharn und transepithelial sezernierter Flussigkeit geflllt (Grantham, 1993).
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Solange Zystenlumen und Nierentubulus in Verbindung stehen, kann der Pri-
marharn weiter stromabwarts flieRen. Es verandern sich Elektrolytgehalt und
pH-Wert, welche nun eher dem Urin im Bereich der Sammelrohre entsprechen
(Gardner, 1969; Huseman et al., 1980). Abbildung 1 zeigt eine solche initiale
Zyste.

normale Tubuluszellen

interstitieller Monozyt benachbarter, partiell
\ 7 kollabierter
\ Tubulus

fibrosiertes
verdickte interstitielles
Basalmembran Gewebe

Abbildung 1: Initiale Zyste mit Hyperproliferation des Nierentubulusepithels. Modifiziert nach
Grantham et al, 2011

Da die Sekretion von Chlorid in das Zystenlumen hinein grof3er ist als die Re-
sorption der Solute, wachsen die Zysten durch den Flussigkeitseinstrom konti-
nuierlich (Sullivan et al, 1998). Durch Hyperproliferation der Nierentubu-
lusepithelzellen und Hypersekretion in das Zystenlumen kommt es zur mecha-
nischen Kompression des umliegenden Nierenparenchyms (Grantham et al.,
1987, 2011). Expandierende Zysten verdrangen Blut- und Lymphgefalle sowie
Tubuli und unterbrechen deren Stromung. In Abbildung 1 ist ein benachbarter,
partiell kollabierter Tubulus gezeigt. Die Apoptose, Atrophie und Fibrose des
noch funktionierenden Nierenparenchyms wird durch Freisetzung von Zytoki-

nen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren durch die Zysten geférdert (Gran-



Einleitung 6

tham et al., 2011). Die sich ausbreitende Obstruktion der Nephrone fluhrt, zu-
sammen mit den interstitiellen inflammatorischen und fibrosierenden Prozes-
sen, zur weitgehenden Zerstdérung des verbliebenen Parenchyms und zum
Funktionsverlust der Niere. Trotz des progredienten Verlustes von gesundem
Nierenparenchym sinkt die glomerulare Filtrationsrate aufgrund von Kompensa-
tionsmechanismen nicht erkrankter Abschnitte erst im spateren Krankheitsver-
lauf stark ab (Grantham et al., 2011). Die Expansion der Zysten geht mit einer
enormen Zunahme des Nierenvolumens und -gewichts einher, welches auf bis
zu 4 kg je Niere ansteigen kann (Martinez und Grantham, 1995)

Bei Patienten mit ADPKD sind stets beide Nieren betroffen, haufig ist eine Zys-
tenbildung in anderen Organen (Leber, Pankreas) zu beobachten. Weitere
extrarenale Manifestationen wie Mitralklappenprolaps und —insuffizienz, Aorten-
klappenanomalien sowie intrakranielle Aneurysmen sind seltener (Martinez und
Grantham, 1995; Gallagher et al., 2002; Pirson, 2010; Schermer und Benzing,
2010).

Symptomatisch kann mittels verschiedener Dialyseverfahren (durch Brescio-
Ciminofistel, Demerskatheter, Peritonealdialyse etc.) therapiert werden, kausal

bleibt zur Heilung lediglich die allogene Nierentransplantation.

1.2.2 Genetik

Genetisch gesehen ist die ADPKD eine monogenetische Erkrankung, bei wel-
cher die Mutation in einem der beteiligten Gene zum entsprechenden Phanotyp
fuhrt. Mutationen des Gens PKD1 [,Polycystic Kidney Disease®], welches flr
das Protein Polycystin-1 kodiert, zeichnen fur 85% der Falle verantwortlich. Der
Uberwiegende Anteil der restlichen Falle wird durch Mutationen im Gen PKD2,
kodierend fur das Protein Polycystin-2, ausgelost. Des weiteren wird die Exis-
tenz eines dritten Genlokus vermutet (Sutters, 2006), da bei einigen Patienten
keine Mutationen in PKD1 und PKDZ2 nachgewiesen werden konnten. Eine er-
neute Analyse der Betroffenen unterstutzt diese Hypothese jedoch nicht (Paul
et al., 2013). Obwohl Patienten mit Mutationen in einem der beiden bekannten
Genloci ahnliche Phanotypen zeigen, ist der Krankheitsverlauf aufgrund von

Mutationen im Gen PKD2 meist milder und die Zeit bis zum terminalen Nieren-
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versagen der Patienten etwa 16 Jahre langer (53 bzw. 69 Jahre) (Veldhuisen et
al., 1997; Hateboer et al., 1999). Dies ist auf ein fruheres Auftreten und eine
erhohte Anzahl an Zysten, jedoch nicht auf eine erhdhte Wachstumsgeschwin-
digkeit der Zysten im Fall von Mutationen des Gens PKD1 zuruckzufuhren (Har-
ris et al., 2006).

Obwohl ADPKD autosomal-dominant vererbt wird, ist es auf zellularer Ebene
rezessiv. Da sich die Nieren normal entwickeln, lange Zeit vollig normal funktio-
nieren und sich in nur 5% der Nephrone Zysten bilden, wurde eine sogenannte
,second hit“- Hypothese formuliert. So muss es, damit es zum Funktionsverlust
des entsprechenden Proteins kommt, neben der Keimbahnmutation zu einer
zweiten, somatischen Mutation des entsprechenden Allels kommen. Folgt man
dieser Hypothese, wird klar, dass jede Zyste fur sich auf der Grundlage einer
somatischen Mutation entsteht. Dies erklart unter anderem auch die langsame
Progression der Krankheit Uber Jahrzehnte hinweg (Qian et al., 1996; Brasier
und Henske, 1997; Qian und Germino, 1997; Chapin und Caplan, 2010). Die
,second hit“- Hypothese konnte fur PKD1 an menschlichen Zystennieren (Qian
et al., 1996; Brasier und Henske, 1997) und fur PKD2 zuerst am Tiermodell (Wu
et al., 1998) und spater an Humanmaterial bekraftigt werden (Koptides et al.,
1999).

1.2.3 Polycystin-1

Das in ADPKD Typ 1 mutierte Gen PKD1 kodiert fur das Protein Polycystin-1
und ist auf Chromosom 16p13.3 lokalisiert (European Polycystic Kidney Dise-
ase Consortium, 1994). Das PKD1 Gen umfaldt 46 Exone, welche einen Be-
reich von ungefahr 52 kbp genomischer Sequenz umfassen und in eine ca. 14
kb lange mRNA transkribiert werden (Gallagher et al., 2002; Bastos und Onu-
chic, 2011). PKD1 wird aul3er in den Epithelzellen der Nierentubuli auch in einer
Vielzahl anderer Gewebe, darunter Herz, Leber, Knochen und endokrinen DrU-
sen, exprimiert (Ward et al., 1996; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997; Mar-
kowitz et al., 1999; Peters et al., 1999; Chapin und Caplan, 2010). Die Synthese
des Proteins ist in embryonalem Nierengewebe am hochsten und nimmt ab der

20. bis 24. Schwangerschaftswoche deutlich ab. In adultem Nierengewebe ist



Einleitung 8

Polycystin-1 in geringen Mengen zu detektieren, hier vor allem im Bereich der
distalen Tubuli und Sammelrohre (Chauvet et al., 2002; Yoder et al., 2002). Auf
zellularer Ebene kann Polycystin-1 vorwiegend im primaren Zilium und der late-
ralen Domane der Plasmamembran gefunden werden (Yoder et al., 2002; Nauli
et al., 2003; Chapin und Caplan, 2010).

Polycystin-1 ist ein 4302 Aminosauren grof3es, mehrfach glykosyliertes, elf
Transmembranhelices umfassendes Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 460 kDa. Wahrend das N-terminale Ende von Polycystin-1 nach extrazellu-
lar orientiert ist, befindet sich der C-Terminus intrazellular (Nims et al., 2003).
Am dber 3000 Aminosauren langen, extrazellularen N-Terminus finden sich
zwei Cystin-flankierte, Leucin-reiche Wiederholungen, eine low-density-
lipoprotein (LDL-A)-Domaéane, eine C-Typ-Lektin ahnliche Domane sowie 16
Wiederholungen von Immunglobulin-dhnlichen PKD-Domanen (Wilson, 2004).
Ein Uber 1000 Aminosauren langes, extrazellulares REJ (receptor for egg jelly)
Modul Iasst eine mogliche Rolle im Kalziumtransport vermuten. Bisher ist je-
doch wenig uber Struktur oder Funktion dieses Moduls bekannt (Xu et al.,
2013). C-terminal finden sich mehrere Phosphorylierungsstellen und eine Pro-
lin-reiche Domane, welche als Protein-Protein-Interaktionsstelle von Bedeutung
sein soll (Wilson, 2004). Ebenso beinhaltet der C-Terminus eine coiled-coil Do-
mane (AS 4193 bis 4248), welche entscheidend beim Membrantransport und
der Interaktion mit Polycystin-2 beteiligt ist. Diese Interaktion konnte 1997 un-
abhangig voneinander von Qian et al. und Tsiokas et al. in vitro gezeigt werden.
Von Parnell et al. konnte 1998 eine 74 AS lange G-Protein aktivierende Doma-
ne ausgemacht werden, eine Funktion als G-Protein gekoppelten Rezeptor wird
daher diskutiert.

Aufgrund der komplexen Struktur scheint Polycystin-1 eine Rolle als Oberfla-
chenmechanorezeptor sowohl bei Zell-Zell- als auch bei Zell-Matrix-
Interaktionen zu spielen. Hierbei werden grundsatzlich extrazellulare mechani-
sche Stimuli in eine intrazellulare Reaktion umgewandelt. Bei Polycystin-1
konnte der extrazellulare Teil gewisse Stimuli aufnehmen und diese mittels des
intrazellularen Anteils und einer moglichen Interaktion mit Polycystin-2 weiterlei-
ten (Dalagiorgou et al., 2010). Weiterhin aktiviert Polycystin-1 einen G-Protein
gekoppelten Signalweg uber die direkte Bindung an ein heterotrimeres G-

Protein, wodurch eine Modulation von spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen und
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GIRK K*-Kanalen (ber die By-Untereinheiten des G-Proteins erfolgt (Parnell et
al., 1998, Zhou 2009). Ob diese Aktivierung des Signalweges durch Polycystin-
1 jedoch auch unter physiologischen Bedingungen in vivo anzutreffen ist, ist
derzeit ungeklart (Zhou, 2009). Weiterhin ahneln die letzten sechs Transmemb-
ranhelices TRP-Kanalen und Doménen von Na* und Ca®* Kanalen. Eine alleini-
ge Expression von PKD1 zeigt jedoch keine messbare Kanalaktivitat, was da-
rauf schlieen lasst, dass Polycystin-1 alleine keinen lonenkanal darstellt (Ha-
naoka et al., 2000).

In Verbindung zur ADPKD sind bisher eine Vielzahl an unterschiedlichen Muta-
tionen in PKD1 beschrieben, welche zur Pathogenese der ADPKD fuhren kon-
nen (Gallagher et al., 2002). So fuhrt beispielsweise eine Keimbahnmutation
nach Aminosaure 4226 zum Stopp der Translation in jenem Bereich, welcher
die coiled-coil Domane von Polycystin-1 enthalt und an der Interaktion mit Poly-
cystin-2 entscheidend beteiligt ist (Peral et al., 1996; Qian et al., 1997).

1.2.4 Polycystin-2

Naturlicherweise auftretende Mutationen in PKD2, welche den C-Terminus von
Polycystin-2 betreffen, fuhren zum klinischen Bild der ADPKD (Mochizuki et al.,
1996). Das mutierte Gen PKD?2 ist auf Chromosom 44q21-q23 lokalisiert und
kodiert fur das Protein Polycystin-2 (Kimberling et al., 1993). Es umfasst ca.
68 kbp genomischer DNA, ist auf 15 Exone verteilt (Mochizuki et al., 1996) und
wird in eine 2,1 kb lange mRNA transkribiert (NCBI Referenzsequenz:
XR_244632.1). PKD2 wird in fast allen embryonalen und adulten Geweben ex-
primiert, vor allem jedoch in Niere, Ovar, Hoden, Darm und embryonalem Lun-
gengewebe. Eine Ausnahme bilden hier Leukozyten, in ihnen konnte eine Ex-
pression von PKDZ2 nicht nachgewiesen werden (Mochizuki et al., 1996). Das
Protein Polycystin-2 ist 968 Aminosauren lang und besitzt 6 Transmembranhe-
lices, wobei die zweite und vierte Schleife ebenso wie der N- und C-Terminus
intrazellular zu liegen kommen (Mochizuki et al., 1996; Hoffmeister, 2008). Po-
lycystin-2 konnte 1999 von Cai et al. als 110 kDa groRes, mehrfach glykosylier-
tes Protein beschrieben werden. C-terminal der letzten Transmembranhelix ge-

legen befindet sich eine funktionell Uberaus wichtige Region mit einer EF-Hand-
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Domane, einer fur Protein-Protein-Wechselwirkungen wichtigen coiled-coil-
Domane sowie ein ER-Retentionssignal (Mochizuki et al., 1996; Cai et al.,
1999; Celi¢ et al., 2008). Die Helix-Loop-Helix-Struktur der EF-Hand-Domane
bindet Ca®*-lonen und I6st damit Konformationsénderungen des Proteins aus,
was eine Rolle in der Signalweiterleitung von verdnderten Ca?*-Konzentrationen
spielt (Mochizuki et al., 1996; Gifford et al., 2007). Aufgrund ahnlicher Topologie
sowie bekannter Sequenzhomologie mit TRP-Kanalen wird Polycystin-2 diesen
zugerechnet (Tsiokas et al., 1999). TRP-Kanale (transient receptor potential)
besitzen eine fur Kationen wenig selektive Porenregion im Bereich zwischen
der funften und sechsten Transmembranhelix sowie typischerweise intrazellular
gelegene N- und C-Termini (Clapham et al., 2001). Ebenso besitzt Polycystin-2
Sequenzhomologien mit Polycystin-1 und mit spannungsabhéngigen Ca®" und
Na*-Kanalen (Mochizuki et al., 1996). Polycystin-2 fungiert als Ca®* regulierter,
nicht-selektiver Kationenkanal, welcher aufgrund der Steigerung der lokalen
Ca?*-Konzentration Ca*-lonen aus intrazelluliren Speichern freisetzt
(Gonzalez-Perrett et al., 2001, Vassilev et al., 2001, Koulen et al., 2002). Hier-
bei wird die Ca®* durchléssige Pore von der Schleife zwischen den Transmemb-
ranheliecs funf und sechs unter Mitwirkung der dritten Transmembranhelix ge-
bildet (Clapham et al., 2001; Koulen et al., 2002).

Schleife 1 Schleife 5 i EF-Hand

Schleife 3

/)

ER-Lumen [l ER-Retentionssignal

Motiv fur

gﬁ 0 Plasmamembran Zilienlokalisation
Schleife 2 Y¢ publizierte Phospho-
Zytoplasma rylierungsstellen

Schleife 4

| Coiled-coil-Domane

C

Abbildung 2: Topologie-Modell von Polycystin-2, nach Hoffmeister (2008).

Bisher konnten mehrere Signalmotive identifiziert werden, welchen eine wichti-
ge Rolle beim Exportprozess zukommt. So findet sich C-terminal eine 34 Ami-

nosauren lange Sequenz, die fur die Lokalisation des Proteins am endoplasma-
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tischen Retikulum zustandig ist (Cai et al., 1999). Die Arbeitsgruppe um Geng
et al. konnte 2006 ein stark konserviertes, sogenanntes RVxP-Motiv in den ers-
ten 15 Aminosauren nachweisen, welches fur die Zilienlokalisation bendtigt
wird. Wann dieses jedoch in den Transport eingreift, ist ungeklart (Hoffmeister
et al., 2011). Ein weiteres Exportmotiv, zustandig fur die Lokalisation von Poly-
cystin-2 in der somatischen Plasmamembran, wurde spater auf die Aminosau-
ren 572-577 eingegrenzt (Hoffmeister et al., 2011).

Der Groldteil von Polycystin-2 findet sich im endoplasmatischen Retikulum und
cis-Golgi-Netzwerk, wo es eine entscheidende Rolle in der Freisetzung von
Ca**-lonen spielt (Cai et al., 1999; Koulen et al, 2002, Hoffmeister et al., 2011).
Der intrazellulare Transport vom endoplasmatischen Retikulum zur ziliaren
Plasmamembran wurde durch Hoffmeister und Babinger 2011 beschrieben.
Hierbei postuliert die Arbeitsgruppe, dass der Grolteil des Polycystin-2 Proteins
in Abhangigkeit von COP-Il das ER verlasst und anschlielend vom cis-Golgi-
Netzwerk mittels der 34 Aminosauren umfassenden C-terminalen Sequenz
wieder zuruckgeschickt wird. Ein wesentlich kleinerer Anteil aber wird vom cis-
Golgi-Netzwerk direkt, ohne Umweg uber die somatische Plasmamembran,
zum primaren Zilium umgelenkt und dort Rab8a-abhangig integriert. Die Anwe-
senheit von Polycystin-2 in der somatischen Plasmamembran wird kontrovers
diskutiert. Am Lehrstuhl fur Molekulare und Zellulare Anatomie der Universitat
Regensburg wird davon ausgegangen, dass Polycystin-2 unter pathophysiolo-
gischen Bedingungen mittels des KLFKFI-Motiv das Golgi-Netzwerk passieren
und die somatische Plasmamembran erreichen kann.

Im primaren Zilium ist Polycystin-2 mit Polycystin-1 kolokalisiert (Yoder et al.,
2002) und scheint Teil eines gemeinsamen Signalweges zu sein (siehe 1.2.5).
Neben den genannten Interaktionen tritt Polycystin-2 mit einer Reihe weiterer
Proteine in Wechselwirkung, diese sind der Tabelle 1 zu entnehmen. Da die
Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2 jedoch im Fokus dieser Ar-

beit steht, soll im Folgenden darauf naher eingegangen werden.
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Bindungspartner | Bindungsposition in Polycystin-2 | Quelle
a-Aktinin AS 1-215 (N-Terminus) und AS Li et al., 2005b
821- 878 (C-Terminus)

1d2 AS 741-968 Li et al., 2005a

CD2AP AS 836-968 Lehtonen et al., 2000

Hax-1 Schleifenregion 5 Gallagher et al., 2000

IP3R AS 680-872 Li et al., 2005¢c

KIF3B AS 1-215 (N-Terminus) und AS Wu et al., 2006

682- 968 (C-Terminus)

KIF3A AS 872-927 Li et al, 2006

TRPC1 TM-Bereich 2-5 und AS 822-895 | Tsiokas et al., 1999

Tropomyosin-1 | AS 821-878 Li et al., 2003a

Troponin | AS 872-927 Li et al. 2003b

mDia1 AS 851-969 Rundle et al., 2004

PACS-1 und AS 741-871: saurer Cluster des Kottgen et al., 2005

PACS-2 ER- Retentionssignals

PIGEA-14 AS 833-923 Hidaka et al., 2004

Polycystin-1 AS 687-968 bzw. 742-968 Qian et al., 1997;
Tsiokas et al., 1997

Polycystin-2 AS 687-968 bzw. 742-871 .Qian et al., 1997;
Tsiokas et al., 1997;
Gallagher et al., 2006

Tabelle 1: Ubersicht der Bindungspartner von Polycystin-2, nach Hoffmeister (2008).

1.2.5 Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2

Da Mutationen sowohl in PKD1 als auch in PKD2 zur Pathogenese der ADPKD
mit ahnlichen Phanotypen fuhren (vgl. 1.2.2.), erscheint es sinnvoll, von einer
gemeinsamen Signalkaskade oder einem heteromeren Proteinkomplex auszu-
gehen, durch welchen die Proteine direkt in Interaktion treten (Arnaout, 2001).
Storungen fuhren hierbei offenbar zu einer veranderten Signalweiterleitung vom

primaren Zilium mit entsprechend veranderter Epithelentwicklung und —funktion.
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Bisher konnten Polycystin-1 und Polycystin-2 in primaren Zilien renaler Epithe-
lien nachgewiesen werden (Yoder et al., 2002; Zhou et al., 2009). Weiterhin
wurde unabhangig voneinander in Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen gezeigt, dass
beide Proteine zur Bildung von Heterodimeren mittels ihrer coiled-coil Domanen
der zytoplasmatischen C-Termini in der Lage sind (Tsiokas et al., 1997, Qian et
al., 1997). An CHO (Chinese hamster ovary) - Zellen konnte der Nachweis ei-
ner Kanalaktivitat des Heterodimers erbracht werden. So fuhrte die Co-
Expression von PKD1 und PKDZ2 zu einer messbaren, 20-fach starkeren Ka-
nalaktivitat im Vergleich zur Kontrolle (Hanaoka et al., 2000). Dabei erreicht das
Polycystin-like Protein (PCL), ein dem Polycystin-2 zu 50% identisches und zu
71% ahnliches Protein, bei alleiniger Expression in Xenopus Oozyten ahnliche
Werte fur die Durchlassigkeit von Kationen (Chen et al., 1999; Hanaoka et al.,
2000). Dies lasst darauf schliel3en, dass im Polycystin-Komplex die durchlassi-
ge Pore von Polycystin-2 gebildet wird (Hanaoka et al., 2000). Weiter konnte
nachgewiesen werden, dass der durch die Interaktion entstandene Kanal unse-
lektiv gegeniiber Kationen ist, wobei er gegeniiber Ca?*-lonen eine bis zu
sechsfach héhere Permeabilitdt im Vergleich zu einwertigen Kationen wie Na*
oder Cs’-lonen zeigt (Hanaoka et al., 2000). Darlber hinaus scheint die Interak-
tion der beiden Proteine Polycystin-2 zu stabilisieren und die Kanalaktivitat zu
erhohen (Xu et al., 2003).

Neben der Bildung eines lonenkanals durch den Polycystin-Komplex wird eine
Rolle als G-Protein-gekoppelter Rezeptor diskutiert, wobei Polycystin-1 als
Oberflachenrezeptor fungieren und die Aktivitat des Komplexes von Polycystin-
2 reguliert werden soll (Delmas et al., 2002; Delmas et al., 2004). Ebenso wird
dem Proteinkomplex eine Rolle in der Regulation des Zellwachstums Uber eine
Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges zugeschrieben, welche den Einfluss
von Mutationen in einem der beiden Proteine auf das Zellwachstum erklart
(Bhunia et al., 2002).

Durch Yoder und Mitarbeiter konnte 2002 gezeigt werden, dass die an der Ent-
stehung von ADPKD beteiligten Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 mit Po-
laris und Cystin, beide unmittelbar an der autosomal-rezessiven polyzystischen
Nierenerkrankung beteiligt, im primaren Zilium kolokalisiert sind. Dies lasst

vermuten, dass dieses Zellkompartiment generell eine wichtige Rolle in physio-
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logischen Funktionen renaler Epithelien und der Pathogenese dieser Erkran-

kungsgruppe spielt.

1.3 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

Die Interaktion von Proteinen spielt in der Ausfuhrung und Koordination biologi-
scher Prozesse eine entscheidende Rolle. Proteininteraktionen in lebenden Zel-
len zu beobachten ist deshalb von gro3er Bedeutung, da die Interaktion selbst
grundsatzlich von der Anwesenheit weiterer Proteine und externer Stimuli ab-
hangig ist. So kdnnen beispielsweise Einblicke in die subzellulare Lokalisation
der Interaktion gewonnen werden (Kerppola, 2008; Kerppola 2009). Deshalb
wird zur Untersuchung der Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 auf
eine Methode zuruckgegriffen, welche die direkte Beobachtung der Proteinin-
teraktion in Zellen ermdoglicht. Die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation
ermoglicht die Beobachtung solcher Interaktionen und basiert auf der Komple-
mentation zweier nicht fluoreszierender Fragmente eines fluoreszierenden Pro-
teins, wenn diese mittels der Interaktion zweier weiterer Proteine in enge raum-
liche Nahe gebracht werden (Kerppola, 2008; Kerppola 2009). Abbildung 3

zeigt dies schematisch.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der BiFC. Zwei nicht fluoreszierende Fragmente des
gelb-fluoreszierenden Proteins (YN+YC) werden mit potentiellen Interaktionspartnern (A+B)
fusioniert. Findet die Interaktion von A und B statt, bildet sich der fluoreszierende Komplex.

Nach Kerppola (2008)



Einleitung 15

Neben der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation stehen noch andere
Methoden, z.B. Uber die Nutzung des Forster-Resonanzenergietransfers (Fors-
ter, 1948), zur Untersuchung von Proteininteraktionen zur Verfigung. Nachteilig
ist hierbei die geringe Sensitivitat, da nur ein Bruchteil der Interaktionspartner
eine Emission zeigen (Kerppola, 2008). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass
Anderungen der Interaktion sofort detektiert werden kénnen (Majoul et al, 2002;
Kerppola, 2009). Da im Rahmen dieser Arbeit eine zeitliche Auflosung jedoch
nicht von Bedeutung ist und die BiFC aufgrund starker Fluoreszenz eine direkte
Beobachtung ohne das Einbringen exogener chromogener und fluorogener
Substrate erlaubt (Kerppola, 2008), wird in dieser Arbeit die bimolekulare Fluo-
reszenzkomplementation als geeignete Methodik zur Untersuchung der subzel-
luldren Lokalisation der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 verwendet. Als
fluoreszierendes Protein wird eine verbesserte Variante des gelb-
fluoreszierenden Proteins verwendet. Diese im Folgenden ,Venus® genannte
Mutante bietet eine hdhere Stabilitat, starkere Fluoreszenz und ist weniger sen-
sitiv gegenuber pH-Wert und Cl-lonen-Konzentration als andere bisher bekann-
te Proteine (Nagai et al., 2002, Shyu et al., 2006).
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1.4 Zielstellung

Mutationen in PKD1 oder PKD2 fuhren zur autosomal-dominant vererbten po-
lyzystischen Nierenerkrankung. Bisher konnten die Genprodukte sowohl von
PKD1 als auch von PKDZ2 im primaren Zilium lokalisiert werden (Yoder et al.,
2002). Die fur den C-Terminus von Polycystin-1 publizierte Interaktion mit dem
C-Terminus von Polycystin-2 (Qian et al., 1997; Tsiokas et al., 1997; Hidaka et
al., 2004) konnte durch Arbeiten von Bosk (2007) und Hoffmeister (2008) mit-
tels Quarzmikrowaagemessungen bestatigt werden. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion der beiden Proteine vollstandig reversibel zu sein
scheint (Hoffmeister, 2008). Hierbei lasst die Starke der Interaktion beider Pro-
teine auf eine physiologische Relevanz dieser Interaktion schliefen (Hoffmeis-
ter, 2008). Um nun die Lokalisation der Interaktion auf zellularer Ebene in vivo
zu ergrunden, bedarf es weiterer Experimente. Hierfur erscheint die bimolekula-
re Fluoreszenzkomplementation aufgrund der hohen Sensitivitat auf3erst hilf-
reich. Da diese Methode am Lehrstuhl fur Molekulare und Zellulare Anatomie
der Universitat Regensburg bisher keine Verwendung findet, ist zunachst deren
Etablierung an der hier verwendeten Zelllinie angezeigt.

Im Verlauf kann dann als Ziel dieser Arbeit der Nachweis der Lokalisation der
Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 in vivo formuliert werden.

Hierzu werden zuerst geeignete Plasmide kloniert, welche sowohl fur eines der
beiden Proteine als auch jeweils fur ein Fragment eines fluoreszierenden Pro-
teins kodieren. Die erzeugten Plasmide werden nun mittels dauerhafter und
transienter Transfektion in Nierentubulusepithelzellen (LLC-PK4) eingebracht
und exprimiert. Nach erfolgter Expression der Plasmide erfolgt die Fixierung der

Zellen mit anschlielender Immuncytochemie, Mikroskopie und Dokumentation.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Agar Roth, Karlsruhe, D.
Ampicillin Roth, Karlsruhe, D.
APS Sigma, St. Louis, USA
Bis-Benzimide H33258 Sigma, St. Louis, USA
BSA Roth, Karlsruhe, D.
DMEM high Glucose Sigma, St. Louis, USA
DMSO Sigma, St.Louis, USA
EDTA Roth, Karlsruhe, D.
Essigsaure Merck, Darmstadt, D.
Ethanol Sigma, St.Louis, USA
Ethidiumbromid Sigma, St. Louis, USA
FCS PAN Biotech, Aidenbach,D.
Glycerin Roth, Karlsruhe, D.
HCI Roth, Karlsruhe, D.
Kanamycin Sigma, St. Louis, USA
KOAc Merck, Darmstadt, D.
LB-Medium Roth, Karlsruhe, D.
Methanol Merck, Darmstadt, D.
Na2HPO4x2H,0 Merck, Darmstadt, D.
Na2HPO4xH,0 Merck, Darmstadt, D.
NaCl VWR, Darmstadt, D.
NaOH Merck, Darmstadt, D.

Natriumacetat

Paraformaldehyd
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
Poly-L-Ornithin

Sigma, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt, D.
Roth, Karlsruhe, D.
Sigma, St. Louis, USA

Polyethylenimin
Puromycin PAA Lab., Pasching, O.
RotiQuant Roth, Karlsruhe, D.

SDS Applichem, Gatersleben, D.

Polysc. Inc., Warrington, USA
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Tris
Triton-X-100
Trypsin

Tween

2.2 Verbrauchsmaterial und Kits

Deckglaschen, Glas, 12 mm
Deckglaschen, Glas, 22 mm
Deckglaschen, Glas, 24 x 60 mm
Dialyseplattchen
Gel-Extraktionskit fur Agarosegele
Genedet Plasmid Miniprep Kit
Glaspipetten

Glaspipetten 10 ml

Glaspipetten 2 mi

Glaspipetten 20 ml

Glaspipetten 5 ml

Handschuhe, Latex

Kryovial-Cups

Klvetten fur Elektroporator, Plastik
E. coli PulserCuvette, Tmm
Klvetten, Plastik, 1 ml
Mikrotiterplatte, Plastik, 24-Napf
Mikrotiterplatte, Plastik, 6-Napf
Neubauer-Zahlkammer mit Deckglas
Objekttrager, Glas, 76 x 26 mm

PCR-Cups
Petrischalen, Plastik, 10 cm
Petrischalen, Plastik, 6 cm

Pipettenspitzen, Plastik

Sigma, St.Louis, USA
Serva, Heidelberg, D.
PAA Lab., Pasching, O.
Roth, Karlsruhe, D.

VWR, Darmstadt, D.

VWR, Darmstadt, D.

Roth, Karlsruhe, D.

Millipore GmbH, Eschborn, D.
VWR, Darmstadt, D.
Fermentas, St. Leon-Rot, D.
VWR, Darmstadt, D.

Brandt, Wertheim, D.
Brandt, Wertheim, D.
Brandt, Wertheim, D.
Brandt, Wertheim, D.
Kimberley-Clark, Irving, USA
Sarstedt, Numbrecht, D.

BioRad, Hercules, USA
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Brand, Wertheim, D.

R. Langenbrinck,
Emmendingen, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
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Pipettenspitzen, Plastik, mit Filter
Plasmid Plus Midi Kit

Immobilon-P Transfermembran
PVDF-Membran, 0,45 ym Porengrolde
Reaktionscups 1,5 ml
Reaktionscups 2 ml

Reaktionsgefaly, 15 ml
Reaktionsgefaly, 50 ml

Serologische Pipetten, Plastik, 10 ml
Serologische Pipetten, Plastik, 25 ml
Serologische Pipetten, Plastik, 5 ml
Sterilfilter, 0,22 ym
Zellkulturflaschen, Plastik, 25 cm?
Zellkulturflaschen, Plastik, 75 cm?

Zellschaber

2.3 Gerate und Software

Agarose-Gelelektrophorese Dokumentation-

system ,,Gel Max*
Agarose-Gelelektrophorese Midisystem
.Easy cast”
Agarose-Gelelektrophorese Minisystem
Horizon 58

Autoklav Tuttnauer 5050ELV
Brutschrank APT.lineTM CB

Drehrad fur Eppendorf-Cups
Eismaschine AF-10

Elektroporator GenePulserXCell
Gelkammer Mini-PROTEAN TetraCell
Heizblock MR 3001

Heizblock Thermomixer 5436

Inkubationsschrank Kelvitron t

Sarstedt, Numbrecht, D.
Qiagen, Venlo, NL.

Millipore, Billerica, USA
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
VWR, Darmstadt, D.

Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.
Sarstedt, Numbrecht, D.

Intas, Gottingen, D.

OWL, Waltham, USA

Gibco, Darmstadt, D.
Tuttnauer, Breda, NL.
Binder, Tuttlingen, D.
Werkstatt Univ. Regensburg
Scotsman, Vernon Hills, USA
BioRad, Hercules, USA
BioRad, Hercules, USA
Heidolph, Schwabach, D.
Eppendorf, Hamburg, D.

Heraeus, Hanau, D.
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Inkubationsschuttler Unitron Infors, Einsbach, D.
Mikropipette LABMate 100 - 1000 pl LABMATE, Hertfordshire, UK.
Mikropipette LABMate 2 - 20 pl LABMATE, Hertfordshire, UK.
Mikropipette LABMate 20 - 200 pl LABMATE, Hertfordshire, UK.
Mikropipette PIPETMAN 0,2 - 2 pl Gilson, Middleton, USA
Mikroskop Eclipse TS 100 Nikon, Tokio, J.

PCR-Cycler Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg, D.
pH-Meter , 766 Calimatic” Knick, Berlin, D.
Quarzklvette QS 1.000 Hellma, Millheim, D.
Schuttler fur SDS-Gele und Membranen Oehmen, Essen, D.

SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophorese-System

Mini Protean® Il Electrophoresis Cell BioRad, Hercules, USA
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System

SE 600 Series Electrophoresis Unit Hoefer, Holliston, USA
Spannungsgeber Standard Power Pack P25 Biometra, Goéttingen, D.
Spektrometer U2000 Hitachi, Chiyoda, J.
Thermostat “Polystat cc1” Huber, Offenburg, D.
Transferzelle TransBlot SD BioRad, Hercules, USA
Vortex VF2 Janke + Kunkel, Staufen, D.
Waage BL1500S Sartorius, Gottingen, D.

Wasseraufbereitungsanlage Seralpur pro 90 CN Seral, Celle, D.
Zellkulturarbeitsbank Lamin Air HA 2448 GS Heraeus, Hanau, D.
Zentrifuge CT15RE HIMAC, Ontario, Canada
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Electron, Minchen,D.

Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus, Hanau, D.
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2.4 Antikorper

Tabelle 2 zeigt die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Primarantikor-

per.
Name anti-GFP Verwendung: IC
Epitop Grunfluoreszierendes Protein (GFP)
Spezies Kaninchen, polyklonal
Verdinnung | 1:300
Hersteller Molecular Probes
Name anti-HA Verwendung: IC,WB
Epitop Hamagglutinin (Aminosauren 98-106)
Spezies Kaninchen, polykonal
Verdinnung | 1:200
Hersteller Molecular Probes
Name anti-acetyliertes Tubulin Verwendung: IC
Epitop Acetyliertes Tubulin
Spezies Maus, monoklonal
Verdinnung | 1:600
Hersteller Sigma
Name anti-HA Verwendung: IC
Epitop Hamagglutinin
Spezies Maus, monoklonal
Verdinnung | 1:50
Hersteller Santa Cruz Biotech

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikérper.
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Die Tabelle 3 zeigt die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Sekun-

darantikorper.

Name anti-Rabbit DyLight 405 Verwendung: IC

Epitop Erkennung von IgG des Kaninchens

Spezies Esel, polyklonal Verdinnung 1:600

Hersteller Rockland

Name anti-Mouse DyLight 405 Verwendung: IC

Epitop Erkennung von IgG der Maus

Spezies Esel, polyklonal Verdinnung 1:600

Hersteller Rockland

Name anti-Rabbit Alexa 488 Verwendung: IC

Epitop Erkennung der schweren Ketten von IgG sowie den leichten
Ketten der anderen Immunglobuline des Kaninchens

Spezies Ziege, polyklonal Verdinnung 1:600

Hersteller Invitrogen

Name anti-Mouse Alexa 633 Verwendung: IC

Epitop Erkennung der schweren Ketten von IgG sowie den leichten
Ketten der anderen Immunglobuline der Maus

Spezies Ziege, polyklonal Verdinnung 1:600

Hersteller Invitrogen

Name anti-Rabbit Alexa 633 Verwendung: IC

Epitop Erkennung der schweren Ketten von IgG sowie den leichten
Ketten der anderen Immunglobuline des Kaninchens

Spezies Ziege, polyklonal Verdinnung 1:600

Hersteller Invitrogen

Name anti-Rabbit HRP Verwendung: WB

Epitop Erkennung von IgG des Kaninchens

Spezies Ziege, polyklonal Verdinnung 1:15000

Hersteller Sigma

Tabelle 3: Ubersicht (iber die verwendeten Sekundarantikdrper
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2.5 Desoxyribonukleotide

2.5.1 Plasmide

Tabelle 4 zeigt die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Plasmide.

Bezeichnung Herkunft

pUC-trans/PKD1,HA Aus Institutsbestand

Venus-Vektoren K. Mizuno, Tohoku Universitat Sendai, Japan
pJOE J. Altenbuchner, Uni Stuttgart
pcDNA/PKD2,HA Aus Institutsbestand

pUHD10-3/cystin Aus Institutsbestand

Tabelle 4: Ubersicht {iber die Herkunft der verwendeten Plasmide

2.5.2 Oligonukleotide

Tabelle 5 zeigt die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Oligonukleoti-
de.
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Bezeichnung

Sequenz (5’2 3’)

Verwendung

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung

Sp6 TATTTAGGTGACACTATAG Sequenzierung

pkd2 HA_Xbal ATTATCTAGAAGCGTAATCTG PCR
GAACATCGTATG

Nhel pkd2 TTGCCGTACCTGACTTAGCC PCR

PKD1 uni CAGTGGACCCGTTTCGTGCGC PCR

PKD1 Xbal TCGTCTCTAGAAGTCGTGCTG PCR
CTGGGGTGGAC

PKD1 5’ rev TGGGAGACGTCTAGCGCTGTG PCR

PKD1 Bglll rev CCCGTTGCCAGGGAAGATCTC PCR

EcoRI PKD1 GCGCTGCCCTGAATTCGCCGCCC | PCR

EcoRI PKD1_2 CCCTGAATTCGCCGCCCGCCG PCR
CGCCC

EcoRI PKD1_3 GCGCTGCCCTGAATTCGCCG PCR
CCCGC

VN210 rev (Notl) GCGGCCGCTCAGTCTTTGCTCA PCR
GGGC

Sacll pkd2 (1/30) | CCGCGGCCATCAGCGCGCCC PCR

R28A GGGTCC

VN210 uni (Mlul) AAACGCGTATGGTGAGCAAGG PCR
GCG

VN210 rev (Pmel) | AGTTTAAACTCAGTCTTTGCTCA PCR
GGGC

Cystin (Xhol) uni CTCGAGATGGGCAGCGGCAGCAG | PCR

Cystin (Agel) rev ACCGGTAAGCGGCAGTACTCCC PCR
GCTC

Cystin (Xhol) uni CTCGAGATGGGCAGCGGCAGCAG | PCR

Cystin (Agel) rev ACCGGTAAGCGGCAGTACTCCCG | PCR

CTC

Tabelle 5: Im Rahmen dieser Dissertation verwendete Oligonukleotide
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2.6 Enzyme

Zu den jeweiligen Enzymen wurden stets die dazugehdrigen 10-fach kon-
zentrierten Puffer und Reaktionszusatze verwendet, die von den entsprechen-

den Firmen fur das jeweilige Produkt empfohlen wurden.

2.6.1 Restriktionsendonukleasen

Aflll 20 U/l NEB Inc., Ipswich, USA
Asel 10 U/l NEB Inc., Ipswich, USA
BamHI 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Bglll 10 U/l NEB Inc., Ipswich, USA
Eco1471 20 U/ul Fermentas, St.Leon-Rot, D.
EcoRI 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Hpal 5 U/ul NEB Inc., Ipswich, USA
Ndel 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Nhel-HF 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Notl-HF 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Smal 20 U/l Fermentas, St.Leon-Rot, D.
Spel 10 U/l NEB Inc., Ipswich, USA
Xbal 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA
Xhol 20 U/pul NEB Inc., Ipswich, USA

2.6.2 Nukleinsauren-modifizierende Enzyme

T4 DNA-Ligase 400 U/ul NEB Inc., Ipswich, USA
Antarctic Phosphatase 5 U/ul NEB Inc., Ipswich, USA
Phusion DNA-Polymerase 2 U/ul NEB Inc., Ipswich, USA

RNAse A 100 U/mg Applichem, Gatersleben, D.
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2.7 Zellen

2.7.1 Bakterien

Der in Tabelle 6 angezeigte Bakterienstamm wurde im Rahmen dieser Disserta-

tion zur Transformation und Amplifikation von DNA verwendet.

Name Selektion | Bezeichnung Herkunft
ElektroMax | keine Elektrokompetente  Escherichia | Invitrogen
DH10B colivom Stamm DH10B

Tabelle 6: Bakterienstamm DH10B

2.7.2 Saugerzellen

Die in Tabelle 7 angezeigte Zelllinie wurde im Rahmen dieser Dissertation fur

transiente oder stabile Transfektion mit den unter 2.5.1 aufgefuhrten Plasmiden

verwendet.
Name Selektion | Bezeichnung Herkunft
LLC-PK; | keine Nierentubulusepithelzellen Joseph V. Bonventre,

des Schweins HMS, Boston, USA

Tabelle 7: Saugerzellinie LLC-PK;




Material und Methoden 27

Abbildung 4: LLC-PK; -Zellen in 20-facher VergroRerung und Hamatoxylin-Eosin Farbung

2.8 Arbeit mit Bakterien

Wahrend der Arbeit mit Bakterien wird auf sterile Kautelen geachtet. Verwende-
te Materialien werden autoklaviert, respektive mittels eines 0,22 ym Filters ste-
rilfiltriert. Die Anzucht von Bakterien erfolgt Gber Nacht bei 37°C und 250 U/min
im Inkubationsschuttler ausgehend von einer Glyzerin Stammkultur bezie-
hungsweise von auf LB-Agarplatten gewachsenen Kolonien. Das hierfur ver-
wendete Kulturmedium enthalt das fur den jeweiligen Bakterienstamm notwen-
dige Antibiotikum in entsprechenden Konzentrationen. Zur Transformationsse-
lektion werden LB-Amp-Agarplatten sowie LB-Kana-Agarplatten verwendet.

Agarplatten werden in temperaturkonstanten Brutschranken bei 37°C bebrutet.

Lésung Zusammensetzung

LB-Medium 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt,
10 g NaCl ad 1000 ml A. bidest.; autoklaviert

Kanamycin 25 mg/ml; sterilfiltriert; Endkonz. 30 pg/ml

Ampicillin 50 mg/ml; sterilfiltriert; Endkonz. 500 pg/ml

Tabelle 8: Zusammensetzung der Lésungen fiir die Aufzucht von Bakterien.
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2.8.1 Messung der optischen Dichte

Fir die Messung der optischen Dichte (OD) von Bakterienkulturen wird 1 ml der
entsprechenden Kultur in eine Plastikklvette Uberfuhrt und im Spektralphoto-
meter bei 600 nm vermessen. Werden Absorptionswerte Uber 1,0 erreicht, er-
folgt eine Verdinnung der Proben mit entsprechendem Medium und die erneute
Ermittlung der optischen Dichte. Als Referenzwert dient das jeweilige Kulturme-
dium. Eine ODggo von 1,0 entspricht einer Kulturdichte von 8x10® E. coli Bakte-

rien pro ml Nahrmedium.

2.8.2 Herstellung der elektrokompetenten Zellen

Von einer 50 ml Ubernachtkultur der entsprechenden Bakterien werden 500 ml
des LB-Mediums auf eine optische Dichte von 0,1 beimpft und bei 30°C bis zu
einer optischen Dichte von 0,6 bebrutet. Jeweils 50 ml der Lésung werden ali-
quotiert und 30 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation bei 1.500 g und 4°C flr
10 min werden die Pellets mit je 50 ml eiskaltem Aqua bidest. gewaschen und
15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation werden die Pellets mit
20 ml eiskaltem Aqua bidest. gewaschen und jeweils zwei Pellets zusammen-
gefasst und fur 15 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation werden die Pellets
in 10 ml Aqua bidest. zusammengefasst und fur 15 min auf Eis gestellt, erneut
zentrifugiert und in 1 ml 90% Aqua bidest.-10% Glyzerin Losung resuspendiert.
Die 40 pl Aliquots dieser Losung werden bei -80°C gelagert.

2.8.3 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Zur Elektroporation von E. coli werden 20 pl eines Ligationsansatzes fur 45 min
auf Dialyseplattchen gegen Aqua bidest. bei Raumtemperatur dialysiert. Die
elektrokompetenten Zellen werden auf Eis aufgetaut und die Transformations-
kuvetten auf Eis gekuhlt. Am Elektroporator wird das entsprechende Programm

vorgewahlt (E. coli, 2 mm, 2,5 kV). Zu den Zellen werden 7 ul der dialysierten
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DNA gegeben und die DNA-Zell-Suspension in die Kuvette pipettiert. Durch
leichtes Klopfen gegen die Kivette werden eventuelle Luftblasen entfernt, die
Klvette in den Elektroporator gestellt und der Puls gestartet. Nun wird 1 ml des
vorgehaltenen LB-Mediums zugegeben und die Zellen in ein Mikroreaktionsge-
faly uberfuhrt. Nach 40 min Inkubation bei 37°C werden die Zellen fur 20 s bei
10.000 g zentrifugiert und 900 pl des Uberstandes verworfen. Das Pellet wird
resuspendiert und auf die entsprechenden LB-Agar-Platten mit Antibiotikum

ausgestrichen. Diese werden Uber Nacht bei 37°C bebritet.
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2.9 Arbeit mit Saugerzellen

2.9.1 Kultivierung von Saugerzellen

LLC-PK4 wachsen adharent und werden im Inkubator bei einer Temperatur von
37°C und einer CO; Begasung von 5% kultiviert. Die Arbeit an dieser Zelllinie
wird in sterilem Umfeld an daflr geeigneten Arbeitsbanken durchgefihrt, wobei
vor und nach Arbeitsbeginn alle verwendeten Hilfsmittel mit 70%igem Ethanol
behandelt oder abgeflammt werden. Pro 25 cm? Flasche wird stets 5 ml Medi-
um verwendet. Werden abweichende Flaschen benutzt, so errechnet sich die
Menge an verwendetem Medium aus den jeweiligen Grolenverhaltnissen der
Grundflachen. LLC-PK; werden etwa alle drei Tage 1:10 gesplittet. Als Medium
wird DMEM mit einer Endkonzentration von 10% FCS (siehe Tabelle 9) ver-

wendet.

Substanz Konzentration und Lagerung
DMEM 4,5 g Glucose/Liter verdunnt mit 10% FCS, Lagerung bei 4°C
Fetales Kalberserum (FCS) | unverdinnt; -20°C in 50 ml Aliquots

Puromycin 1 ug/ml Medium, sterilfiltriert; -20°C

Tabelle 9: Arten, Konzentration und Lagerung der in der Zellkultur benutzten Substanzen

2.9.2 Passagieren

Zunachst wird das Medium von den Zellen abgesaugt. Anschliel3end werden
die Zellen mit PBS (siehe Tabelle 10) zweifach gewaschen, um fur das Trypsin
storende Proteinreste zu entfernen. Hierbei wird pro 25 cm? Zellkulturflasche
jeweils 5 ml PBS verwendet. Nach Absaugen des PBS wird 1 ml der Trypsin-
EDTA-L6sung auf die Zellen gegeben. Danach werden die Zellkulturgefale bis
zum vollstandigen Ablosen der Zellen vom GefalRboden bei 37°C inkubiert.

Durch Zugabe von 4 ml Medium wird der Lysevorgang gestoppt und anschlie-
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Rend werden die Zellen vorsichtig resuspendiert. Nun konnen die Zellen in ent-
sprechender Menge neu ausgesit werden, wobei je 25 cm? Zellkulturflasche

5 ml Medium verwendet werden.

Lésung Herkunft
Einfach konzentriertes PBS 80 mM NayHPO4x2H,0
20 mM NazHPO4xH20
100 mM NaCl
Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH, Colbe
DMEM 4,5 g Glucose/Liter verdunnt mit 10% FCS, Lagerung bei 4°C

Tabelle 10: Bei der Passage der Zellen verwendete Substanzen

2.9.3 Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren der Zellen wird eine konfluent gewachsene 75 cm? Zellkulturfla-
sche wie unter Kapitel 2.9.2 beschrieben trypsiniert. Nach Zentrifugieren bei
Raumtemperatur und 900 U/min fur 5 min wird das Zellpellet in 90%iger
FCS/10%iger DMSO-Lésung resuspendiert, wobei fiir eine 75 c¢cm? Flasche
7,5 ml verwendet werden. Pro Kryovial werden ca. 1,5 ml Zellsuspension ver-
wendet. Zunachst werden die Kryovial-Cups bei -80°C eingefroren, um ein
langsames und zellschonendes Absinken der Temperatur zu gewahrleisten.
Nach ein bis zwei Wochen werden die Kryovial-Cups in flissigem Stickstoff
kryokonserviert.

Zum Auftauen der Zellen werden die Kryovial-Cups aus den Gefrierschranken
respektive den Stickstofftanks genommen und einige Minuten auf Eis gestellt,
um die Zellen zu schonen. Anschlieend werden auf die noch gefrorenen Zellen
einige Tropfen des entsprechenden kalten Mediums gegeben, die Zellen vor-
sichtig resuspendiert und in insgesamt 15 ml Medium aufgenommen. Nun wer-
den die Zellen 5 min bei 900 U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das entstandene Zellpellet wird sodann in 5 ml Medium aufgenommen und in

eine 25 cm? Zellkulturflasche Uberfiihrt.
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2.9.4 Transfektion mit Poly-L-Ornithin

Grundsatzlich kann zwischen transienter und stabiler Transfektion unterschie-
den werden. Wahrend bei der stabilen Form das transfizierte Plasmid mittels
Selektionsmarkern stabil in das Empfangergenom integriert wird und somit eine
standige Expression dieser DNAs erfolgt, ist bei der transienten Vorgehenswei-
se nur eine vorubergehende Proteinsynthese maglich.

Fir die transiente Transfektion mittels Poly-L-Ornithin werden zunachst Zellen
in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesat, sodass diese am Folgetag visuell kon-
trolliert eine Konfluenz zwischen 60 und 70% erreichen. Bei erreichter Zelldichte
wird das Medium durch eine Losung bestehend aus 3 ml Medium, 3 ul Poly-L-
Ornithin und 8 pg Plasmid-DNA ersetzt. Anschlieliend werden die Zellen fur
sechs Stunden bei 37°C inkubiert und die Transfektionslosung abgesaugt. Nun
wird eine 30%ige DMSO-70%ige Medium-Losung fur 210 s auf die Zellen ge-
geben, abgesaugt und zweimalig mit PBS gewaschen, bevor die Zellen erneut
mit entsprechendem Medium versorgt werden. Weitere 24 h spater werden die
transfizierten Zellen auf Deckglaschen ausgesat, sodass sie am Folgetag kon-
fluent sind (Methode nach Dong et al.,, 1993). Soll das transfizierte Plasmid
stabil in das Empfangergenom integriert werden, so werden 0,8 ug des Selekti-
onsplasmids pWE3 hinzugefugt, welches eine Puromycinresistenz vermittelt.
Anstatt die Zellen nun jedoch auf Deckglaschen auszusaen, werden diese in
10 cm groRe Zellkulturschalen verbracht und nach 48 h mit der Selektion Uber
Puromycin begonnen, welches im Medium eine Endkonzentration von 1 pug/ml
besitzt. Hierbei wird das Medium taglich gewechselt. Sobald einzelne Zellkolo-
nien zu erkennen sind, werden diese mittels einer Pipettenspitze von der Unter-
lage abgekratzt, aufgesaugt und in eine 24-Loch-Platte verbracht. Nun erfolgt
die weitere Kultivierung in puromycinhaltigem Medium.

Wird Zelllysat fur einen Western-Blot (siehe Kapitel 2.11.3) bendtigt, so werden
die Zellen nach zwei Tagen lysiert, um eine maximale Proteinmenge gewinnen
zu konnen. Sollen jedoch priméare Zilien untersucht werden, wird mit der Fixie-
rung und Immuncytochemie drei bis vier Tage gewartet. Tabelle 11 gibt einen
Uberblick tiber die bei der transienten Transfektion mit Poly-L-Ornithin verwen-

deten Losungen.
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Lésung Herkunft und Verwendung
Poly-L-Ornithin-Losung 10 mg/ml in Aqua bidest.; sterilfiltriert
DMEM-Medium mit Zusatzen Siehe Kapitel 2.9.1

Einfaches PBS Siehe Kapitel 2.9.2

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Tabelle 11: Lésungen zur transienten Transfektion mittels Poly-L-Ornithin

2.9.5 Transfektion mit Polyethylenimin

Fir die transiente Transfektion mittels Polyethylenimin (PEI) werden zunachst
Zellen in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesit, sodass diese am Folgetag visuell
kontrolliert eine Konfluenz zwischen 60 und 70% erreichen. Nun werden 170 pl
DMEM mit 7,5 ug Plasmid-DNA und 30 pl PEI fur 10 s auf dem Vortexschuttler
gut durchmischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wird das Medi-
um von den Zellen abgesaugt, durch die DMEM/DNA/PEI-L6sung ersetzt und
20 min auf den Zellen belassen. Anschlie3end wird das Medium abgesaugt und
durch DMEM/10%FCS ersetzt. Nach 24 h Inkubation bei 37°C werden die Zel-
len in 6-Loch-Platten mit 22 mm grol3e Deckglasern uberfuhrt, sodass diese am
Folgetag konfluent gewachsen sind. Sollen die Zellen spater einer Immuncyto-
chemie zur Untersuchung primarer Zilien unterzogen werden, so erfolgt die Fi-
xierung mittels 4%iger PFA-L6sung nach drei bis vier Tagen, um eine moglichst

hohe Differenzierungsrate und somit Ziliendichte zu garantieren.

2.9.6 Zelllyse zur Proteingewinnung

Fur Western-Blot Analysen ist Zelllysat aus einer 70-100% konfluent gewach-
senen, 6 cm grol3en Zellkulturschale ausreichend. Hierfir werden die Zellen

zweifach mit PBS gewaschen und anschlieffend in 1 ml PBS mit einem hierfur
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geeigneten Zellschaber abgekratzt und aufgenommen. Nun erfolgt die Zentrifu-
gation bei 1.500 g fir 5 min bei Raumtemperatur. Nach Verwerfen des Uber-
standes wird das Pellet in 50 pl 1% TritonX-100-PBS-Losung resuspendiert und
fur 5 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 16.000 g fur 5 min
und 4°C wird der Uberstand in ein neues MikroreaktionsgefaR Uberfihrt und

entweder weiteren Analysemethoden zugefuhrt oder bei -80°C eingefroren.

2.9.7 Immuncytochemie

Zunachst werden die konfluent auf Deckglaschen gewachsenen Zellen fur min-
destens 20 Minuten bei Raumtemperatur mittels der 4%igen PFA-L6sung fixiert
und anschlieBend dreimalig mit PBS gewaschen. Erfolgt die Farbung am
nachsten Tag, so werden die Zellen bei 4°C in PBS gelagert. Zur Permeabilisie-
rung der Zellmembran werden die Zellen fur 45 Minuten bei Raumtemperatur in
der TritonX-100-BSA-L6sung inkubiert. Danach erfolgt ein Waschschritt mit
PBS und die Inkubation mit dem Primarantikorper fur zwei Stunden. Dieser wird
entsprechend den herstellerspezifischen Angaben in BSA-PBS-Losung ver-
dunnt. Doppelfarbungen werden zeitgleich ausgefuhrt. Nach einfachem Wa-
schen in Hochsalz-PBS-Ldsung und dreifachem Waschen in PBS wird mit dem
ebenfalls in BSA-PBS-Losung verdunnten Sekundarantikorper fur eine Stunde
inkubiert. Auch hier erfolgen Doppelfarbungen zeitgleich. Anschliefend folgt
dreifaches Waschen in PBS. Wird eine DAPI-Kernfarbung durchgefuhrt, so wird
das Bis-Benzimid aus der Stammlosung mittels Aqua bidest. auf 1:500 ver-
dunnt, mit dieser Losung werden die Deckglaschen fur eine Minute im Dunkeln
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS erfolgt das Eindeckeln in
Glycerin-PBS-L6sung, wobei die Deckglaschen mit ihrer Unterseite auf einen
mit einem Tropfen der Glycerin-PBS-L6sung benetzten Objekttrager gelegt und
mit 200 ul der Losung uberschichtet wurden. Dann erfolgte das luftblasenfreie
Auflegen eines Deckglases auf den Objekttrager. Diese werden in dafur vorge-
sehenen Mappen bei 4°C gelagert.

Im Rahmen der Immuncytochemie werden die im Kapitel 2.4 beschriebenen
Primar- und Sekundarantikorper verwendet. Tabelle 12 zeigt die fur die Im-

muncytochemie verwendeten Puffer und Losungen.
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Name der L6sung Zusammensetzung
Einfach konzen- 80 mM NayHPO4 x 2H20
triertes (1x) PBS 20 mM NaxHPO4 x H20
100 mM NaCl
Hochsalz-PBS 1x PBS
350 mM NaCl
BSA-PBS 1x PBS
2% BSA
TritonX-100-PBS 1x PBS
2% BSA
0,25% TritonX-100
Hoechst 25 mg Hoechst 33258 ad 5 ml Aqua bidest.
Glycerin-PBS 1x PBS
40% Glycerin
PFA 4 g Paraformaldehyd in 100 ml 1x PBS

Tabelle 12: Herstellung und Konzentration der zur Immuncytochemie verwendeten Substan-
zen.

2.9.8 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur Ubersichtsfarbung der Nierentubulusepithelzellen dienen als Farbstoffe Eo-
sin G, ein saurer Xanthenfarbstoff, der acidophile Strukturen (z.B. Zellplasma-
proteine) rot farbt, und Hamatoxylin, ein naturlicher Farbstoff aus dem Blau-
holzbaum, der basophile Zellbestandteile (z.B. DNA, rER) blau farbt.

Die auf Deckglaschen konfluent gewachsenen Nierentubulusepithelzellen (in
diesem Fall LLC-PK;-Zellen) werden nach Fixation mittels 4%iger Paraformal-
dehydlésung dreifach mit PBS gewaschen und fur 3 min in Mayers Hamalaun
gelegt. Nach grundlichem Abspulen mit flieBendem Leitungswasser erfolgt die
einminutige Farbung mit Eosin G 0,5%, welches ebenso unter flieRendem Lei-
tungswasser abgespult wird. Anschliel3end erfolgt das Eintauchen in aufstei-
gende Alkoholbader (70%ig fur 3 s; 80%ig fur 3 s; 96%ig fur 60 s; zweifach
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100%ig fur 120 s) und ein zweimaliges Abschlussbad in Xylol fur je 3 min. Die
fertigen Farbungen werden eingedeckelt und in entsprechenden Mappen bis

zur Mikroskopie gelagert.

2.10 Arbeiten mit DNA

2.10.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli (,,kleiner MalRstab*)

Fir die Praparation von Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken werden 5 ml
LB-Medium mit Bakterien aus Glyzerin-Kulturen oder aus Plattenkolonien ange-
impft und Uber Nacht bei 37°C und 250 U/min inkubiert. AnschlieRend wird die
Kultur in ein 1,5 ml Reaktionsgefald bei 13.000 U/min und Raumtemperatur
zentrifugiert und das Pellet in 200 pl Puffer A und 5 yl RNAse A resuspendiert.
Nach Zugabe von 400 pl Puffer B wird die Probe durch Invertieren gemischt
und exakt 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun werden 300 ul Puffer C
zugegeben und nach erneutem Invertieren die Probe fur 10 min auf Eis gestellt.
Nach zehnminditiger Zentrifugation bei 15.000 g und 4°C wird der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefall gegeben, mit 500 pl eiskaltem Isopropanol gemischt
und bei -20°C fur 20 min inkubiert. Erneut wird die Probe bei 15.000 g und 4°C
fur 15 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun wird das Pellet mit
500 pl 70% Ethanol gewaschen und 2 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgesaugt und das Pellet 45 min bei Raumtemperatur getrock-
net. AnschlieRend wird es in 50 yl 5mM Tris pH 8,0 geldst. Tabelle 13 zeigt die

Zusammensetzung der angewendeten Pufferlosungen.
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Pufferlosung Zusammensetzung
A 50 mM Glukose

10 mM EDTA pH8,0
25 mM Tris/HCI pH8,0

Die Pufferlosung A wurde vor Anwendung sterilfiltriert.

B 200 mM NaOH
1% SDS
C 3M KAcetat

Die Pufferlosung C wurde vor Anwendung autoklaviert.

Tabelle 13: Zusammensetzung der Pufferlésungen zur analytischen Plasmidpraparation

2.10.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli (,,mittlerer MaRstab*)

Die Praparation von Plasmid-DNA zur Gewinnung grof3erer Mengen DNA aus
Escherichia coli erfolgt mittels des Plasmid Plus Midi Kits von Qiagen nach der
beiliegenden Anleitung. Hierfur werden Bakterien aus Glyzerin-Kulturen oder
aus Plattenkolonien Uber Nacht bei 37°C und 250 U/min in 50 ml des entspre-

chenden Mediums kultiviert.

2.10.3 Konzentrationsbestimmung von DNA im Spektrophotometer

Zur photometrischen DNA-Konzentrationsbestimmung wird die zu untersuchen-
de DNA-L6sung mit Aqua bidest. 1:20 verdinnt und in eine schwarze Quarz-
kUvette uberfuhrt. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Klvette frei von Luft-
blasen ist und sich im Strahlengang keine Verunreinigungen befinden. An-
schlieend wird die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Als
Leerwert dient Aqua bidest. Eine Absorption von 1 entspricht dabei einer Kon-

zentration von 50 pg/ul doppelstrangiger DNA (Methode nach Chargaff, 1955).
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2.10.4 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA wird der Losung die gleiche Menge
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol [50% (v/v) Phenol/50% (v/v) Chloroform/1%
Isoamylalkohol] zugegeben und gemischt. Bei DNA-Molekulen kleiner 10 kbp
erfolgt dies auf dem Vortexschuttler, bei DNA-Molekule zwischen 10 kbp und 30
kbp durch leichtes Schutteln per Hand, und bei DNA-Molekulen groRer 30 kbp
auf dem Drehrad. Nun erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 g und Raum-
temperatur fir 1 min. Die wassrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefal}
uberfuhrt. Die Zentrifugation wird mit der gleichen Menge Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol wiederholt, falls keine saubere Schichttrennung
erfolgt ist. AnschlieBend wird der Zentrifugationsschritt mit der identischen
Menge Chloroform wiederholt und die DNA aus der wassrigen Phase mit zwei-
facher Menge Ethanol gefallt (vgl. 2.10.5).

2.10.5 DNA-Fallung

Nach Vermessung des zu fallenden Volumens mit der Pipette wird der DNA-
Lésung 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und die dreifache Menge Ethanol zu-
gesetzt, diese fur 15 min bei -20°C inkubiert und bei 4°C und 15.000 g fur 15
min zentrifugiert. Nach Zugabe von 0,5 ml 70% Ethanol und 2 min Zentrifugati-

on wird das Pellet getrocknet und in Aqua bidest. aufgenommen.

2.10.6 Gelelektrophorese mit Agarose-Gelen

Die Gelelektrophorese mit Agarose-Gelen dient der Auftrennung von DNA-
Fragmenten. Eine Abschatzung der DNA-Konzentration in der Probe ist im Ver-
gleich zu einem aufgebrachten Marker moglich. Je nach Fragestellung kommen
Gele mit Agarosekonzentrationen von 0,8 - 2,0% (w/v) zum Einsatz. Hierbei
wird die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer unter Aufkochen gelost,

nach kurzem Abkuhlen mit Ethidiumbromid versetzt und durchmischt. Anschlie-
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Rend wird die Gellésung in die Gelkammer gegossen und das Gel bei Raum-
temperatur bis zur Aushartung abgekuhlt. Zur Durchfuhrung der Elektrophorese
wird die bendtigte Menge TAE-Puffer in die Kammer eingegossen und die Gele
beladen. Je nach Gelkammertyp werden herstellerspezifisch 130 V bzw. 150 V
Spannung angelegt. Nach erfolgter Auftrennung werden die mittels Ethidium-
bromid angefarbten DNA-Fragmente unter einem UV-Leuchtschirm sichtbar
gemacht und fotografiert. Zur Bestimmung von Groflde und Konzentration wird
ein geeigneter Marker verwendet. Die DNA-Fragmente kdnnen mittels Skalpell
ausgeschnitten und zur weiteren Verwendung der Elution unterzogen werden.

Tabelle 14 zeigt die Zusammensetzung der hierfur verwendeten Losungen.

Lésung Zusammensetzung

50x TAE 2 M Tris; 0,1 mM EDTA pH 8,0
1x TAE 1:50 Verdunnung aus 50x TAE
Ethidiumbromid 1 mg/mlin A. bidest.
Molekulargewichtsstandard | 2-log DNA ladder von NEB

Tabelle 14: Zusammensetzung der Losungen zur Gelelektophorese von Agarosegelen

2.10.7 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Die Elution von DNA aus Agarose-Gelen erfolgt mit Hilfe des E.Z.N.A. Gel Ex-
traktion-Kit von Omega nach den herstellerspezifischen Angaben der beiliegen-

den Anleitung.

2.10.8 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Zur enzymatischen Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen werden
pro ug DNA mindestens 2 U Enzym verwendet und mit den jeweiligen Puffern

und Reaktionszusatzen mittels A. bidest auf das gewunschte Reaktionsvolumen
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verdunnt. Hierbei werden standardmafig 20 pyl Endvolumen gewahlt. Die Ver-
daureaktion erfolgt gemal® den herstellerspezifischen Temperaturangaben fur
90 min bei analytischen Verdaureaktionen respektive 180 min bei praparativen
Verdaureaktionen. Sind die Reaktionsansatze zweier Enzyme miteinander ver-
einbar, so wird der sog. ,Doppelverdau® zeitgleich ausgefuhrt. Ist dies nicht der

Fall, erfolgen die Verdaureaktionen hintereinander.

2.10.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Abschnitten zur spateren Klonierung erfolgt im
Rahmen dieser Arbeit stets mit Hilfe der Phusion-Polymerase von NEB, wobei
die jeweiligen Annealing-Temperaturen primerspezifisch gewahlt werden. Ta-

belle 15 zeigt die fur die PCR bendtigten Losungen.

Losung Volumen
Template-DNA 5 ng je 50 pl Ansatz
0,5 uM Forward Primer 1 ul

0,5 uM Reverse Primer 1 ul

12,5 mM dNTPs 1l

5x Phusion HF-Puffer 10 pl
Phusion-Polymerase 2 U/ul 0,5 ul

Aqua bidest. ad 50 pl

Tabelle 15: Zur PCR verwendete Losungen

I. | Vordenaturierung 30 s bei 98°C
[I. | Denaturierung 15 s bei 98°C
Annealing (primerspezifisch) 10 s bei 71°C 35x wiederholt
Elongation (templatespezifisch) 20 s bei 72°C
[ll. | Abschluss 7 min bei 72°C
V. | Kihlung « bei 4°C

Tabelle 16: Schema zur Durchfiihrung einer PCR
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Beim Zusammenfuhren der einzelnen Komponenten wird auf stetige Kihlung
auf Eis geachtet, die Polymerase selbst wird als letztes hinzugeflgt. Die Reak-
tion selbst erfolgt nach in Tabelle 16 dargestelltem Schema.

Zur Uberpriifung der PCR-Reaktion wird der Reaktionsansatz einer Agarose-
Gelelektrophorese unterzogen. Bei entsprechender Bandengrof3e und Banden-
intensitat erfolgt die Gelextraktion (vgl. 2.10.07). Das gereinigte PCR-Produkt
wird in einen mit EcoRV verdauten pJOE-Vektor kloniert, mittels elektrischer
Transformation in E. coli eingebracht und auf LB-Amp-Agarplatten respektive
LB-Amp/X-gal/IPTG-Agarplatten ausgebracht. Positive Klone werden weiter
kultiviert, deren Plasmid-DNA extrahiert und durch geeignete Restriktionsver-
daureaktionen auf Richtigkeit Uberpruft. Anschlie3end folgt die Sequenzierung
im Auftragslabor. Hierzu werden die im Plasmid bindenden Oligonukleotide T7

und Sp6 verwendet.

2.10.10 Dephosphorylierung von DNA mittels alkalischer
Phosphatase

Um eine Religation von praparativ verdauter Vektor-DNA zu verhindern, kann
diese mit dem Enzym Antarctic Phosphatase dephosphoryliert werden. Hierzu
wird im Anschluss an den letzten Restriktionsverdau 1 pl Antarctic Phosphatase
zu 1-5 pg DNA gegeben, wobei auf die Kompatibilitat der Puffer geachtet wer-
den muss. Nach 15 min Inkubation bei 37°C erfolgt die Inaktivierung des En-
zyms bei 70°C fur 5 min. Im Anschluss wird die DNA mittels einer praparativen

Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.

2.10.11 Ligation

Die Ligationsreaktion wird in einem Volumen von 20 yl durchgefuhrt. Zur Ligati-
on von Fragmenten mit Uberhangenden Enden sollte das molare Verhaltnis von
Vektor- zu Insert-Menge ca. 1:5 betragen. Die DNA-Fragmente werden hierzu

in entsprechenden Mengenverhaltnissen zusammengefasst und mit 1 pl T4-



Material und Methoden 42

Ligase und 2 ul T4-Ligasepuffer in einem Endvolumen von 10 ul vermischt. Die
Ligationsreaktion wird uber Nacht im Kuhlraum in einem auf 15-17°C temperier-
ten Wasserbad inkubiert. AnschlieBend erfolgt die elektrische Transformation
der DNA in E. coli.

2.10.12 Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse wird als Auftragssequenzierung uUber die Firma
Seqglab in Gottingen durchgefuhrt. Die hierfur bendtigten Oligonukleotide und
Plasmide werden nach Angaben der Firma Seqlab in geeigneten Volumina zu-

sammengefasst.

2.11 Arbeiten mit Proteinen

2.11.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)
beruht auf der Interaktion von Coomassie BrilliantBlue G250 mit hydrophoben,
nicht-polaren und kationischen Seitenketten von Proteinen, insbesondere mit
der Aminosaure Arginin (Bradford, 1976). Die hierfur verwendeten Losungen

und Puffer werden in Tabelle 17 aufgefuhrt.

Losung Konzentration
BSA-Eichlosungen 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5 pg/pl
RotiQuant 1:5 Verdinnung

Aqua bidest. autoklaviert

Tabelle 17: Lésungen zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford et al. (1976)
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Zur Erstellung der Eichkurve werden je 10 pl der BSA-Eichldsungen mit je 1 ml
der verdunnten RotiQuant-Losung vereint und gut durchmischt. Ebenso wird mit
den zu vermessenden Proteinproben verfahren. Nach zehn Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur werden alle Proben bei 450 nm und 590 nm am Spektral-
photometer vermessen, wobei gegen Aqua bidest. geeicht wird. Nach Bildung
des Quotienten aus beiden Messwerten einer Probe (Asgo/A4s0) wird die Mess-
kurve erstellt. Dabei wird der bei der BSA-freien Probe ermittelte Quotient von
den anderen Werten subtrahiert (korrigierter Quotient). Nach Division der Pro-
teinmengen der BSA-Eichlosungen durch den korrigierten Quotienten erfolgt die
Bildung des Mittelwertes. Um die Konzentrationen der vermessenen Proben in
Mg/ul zu erhalten, werden deren korrigierte Quotienten mit dem Mittelwert der
BSA-Standardkurve multipliziert und anschlieRend durch das Probenvolumen
dividiert.

2.11.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli

Die SDS-Page dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem spezifischen
Molekulargewicht. Im Rahmen dieser Arbeit werden SDS-Polyacrylamid-Gele
mit Konzentrationen von 6-12% verwendet. Tabelle 18 zeigt die bei der SDS-
Page verwendeten Substanzen, Tabelle 19 die fur jeweils 10 ml Gelvolumen

bendtigte Zusammensetzung der Trenngele und des Sammelgels.
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Substanz

Zusammensetzung

Acrylamid - Bisacrylamid-

30% Acrylamid

Losung 0,8% Bisacrylamid (w/w)
Firma Serva
4x Lower Tris 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4% SDS
4x Upper Tris 0,625 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% SDS
TEMED N, N, N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Firma Serva
APS 10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in H,O

5x SDS-Probenpuffer

625 mM Tris pH 6,8

50% Glyzerin

12,5% SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau
12,5% B-Mercaptoethanol

10x Laufpuffer

0,25 M Tris
1,9 M Glycin
1% SDS

Molekulargewichtsstandard

175 kDa MBP-B-Galaktosidase

83 kDa MBP-Paramyosin

62 kDa Glutamat-Dehydrogenase
47,5 kDa Aldolase

32,5 kDa Triosephosphat-lsomerase
25 kDa B-Lactoglobulin A

16,5 kDa Lysozym

6,5 kDa Aprotinin

Tabelle 18: Losungen zur Durchfihrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Gele
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Je 10 ml 6% 8% 10% 12% Je 3 ml Sammelgel
Gelvolumen

Aqua bidest. 53ml [46ml [40ml [3,3ml |1,3ml
Acrylamid- 20ml [ 27ml [ 3,3ml [40ml |0,5ml
Lésung

1,5 M Tris 25ml [25ml [25ml [25ml |-
(pH8,8)

0,625% Tris - - - - 0,6 ml
(pH 6,8)

10% SDS 01ml {[0,Aml |0, 1ml [O1ml |-
0,5% SDS - - - - 0,6 mi
APS 01ml [0,Aml [0, 1ml [0 Aml |15l
TEMED 8 ul 6 pl 4 ul 4 ul 3 ul

Tabelle 19: Zusammensetzung der Trenngele verschiedener Konzentrationen und des Sam-
melgels zur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Beim Giel3en des Gels wird auf saubere und entfettete Glasplatten, Spacer und
Probenkdmme geachtet. Die Trenngelldsung wird luftblasenfrei in die Vorrich-
tung gegossen und mit Isopropanol tberschichtet. Nach 60 Minuten Polymeri-
sation wird das Isopropanol abgenommen, das Sammelgel ebenso luftblasen-
frei Uberschichtet und abschlieRend der Kamm eingesteckt. Weitere 60 Minuten
spater ist das Gel gebrauchsfertig und kann bei 4°C bis zu einer Woche feucht
gelagert werden. Vor Auftragen der Proben auf das Gel werden diese mittels
des 5x-SDS-Probenpuffers auf eine Endkonzentration von 1xSDS gebracht und
fur 5 Minuten bei 100°C denaturiert. Als Marker wird der Prestained Protein
Marker Broad Range von NEB verwendet, wobei fur den grolReren Geltyp je-
weils 15 pl und fur den kleineren Geltyp jeweils 8 pl eingesetzt werden. Die
Elektrophorese fur den Geltyp der Grolde 14 cm x 12 cm x 1,5 mm erfolgte bei
450 V und 10°C. Fur den kleinen Geltyp (8 cm x 4 cm x 1 mm) wurden 120 V
und Raumtemperatur gewahlt. Als Laufpuffer diente der 1:10 verdinnte 10x
Laufpuffer. Die Abschatzung der Proteingrof3en erfolgte Uber den Abgleich mit

dem aufgetragenen Marker.
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2.11.3 Immunodetektion von Proteinen mittels Western-Blot

Beim Western-Blot erfolgt der Transfer von Proteinen aus einem SDS-Gel auf
eine PVDF-Membran.

Vor Zusammenbau der Transfereinheit wird die PVDF-Membran fur 60 Sekun-
den in Methanol benetzt und das Whatman-Papier in Transferpuffer getrankt.
Der Aufbau erfolgt nun von der Anode in Richtung Kathode in folgender Weise:
Schaumstoffpolster, drei Lagen Whatman-Papier, PVDF-Membran, Trenngel,
drei Lagen Whatman-Papier, Schaumstoffpolster. Eventuell entstandene Luft-
blasen zwischen Gel und Membran werden mittels eines Glasstabes entfernt.
Anschlief3end erfolgt der Einbau in die mit Transferpuffer gefullte Vorrichtung.
Der Transfer der Proteine auf die Membran selbst erfolgt bei 1 A und 10°C un-
ter standiger Umwalzung des Transferpuffers mittels Ruhrfisch. Die Membran
wird nach erfolgreichem Transfer uber Nacht bei 4°C in Blocking-Puffer aufbe-
wahrt und anschlie®end dreifach fur jeweils 10 min in PBS-Tween (0,5%) unter
leichtem Schutteln inkubiert. Unterdessen wird der primare Antikdrper mit Blo-
cking-Puffer 1:1.000 verdunnt und fur 120 min bei Raumtemperatur im Schattler
mit der Membran inkubiert. Nach dreifachem Waschen mit PBS-Tween (0,5%)
erfolgt die Inkubation mit dem 1:15.000 in Blocking-Puffer verdinnten sekunda-
ren Antikorper fur 60 min bei Raumtemperatur. Abschlieend erfolgt ein dreifa-
cher Waschschritt mit PBS-Tween (0,5%). Zur Detektion wird das ECL Western
Blotting Analysis System verwendet. Dazu wird nach Anleitung des Herstellers
zu gleichen Teilen Losung 1 mit Losung 2 vermischt und gleichmaldig auf der
Membran verteilt. Nach 60 s wird die Losung abgekippt und die Lumineszenz

dokumentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation

Bisher wurde die Methode der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation mit
dem Venus-System (Ohashi et al., 2012) weder an den zur Verfugung stehen-
den LLC-PK;-Zellen erprobt noch wurde diese im Labor des Lehrstuhls fur Mo-
lekulare und Zellulare Anatomie der Universitat Regensburg verwendet. Daher
war zunéchst die Uberpriifung der Funktionalitdt des Systems und die Ermitt-
lung geeigneter Parameter zur Transfektion der Ausgangsplasmide h-3-
actin/’VC210 und VN210/cofilin-wt in die verwendete Zelllinie (LLC-PK;) ndétig.
Hierzu wurden beide Plasmide gleichzeitig jeweils mit Polyethylenimin und Po-
ly-L-Ornithin transfiziert. Fur die transiente Transfektion mittels Polyethylenimin
wurden zunachst Zellen in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesit, so dass diese
am Folgetag, visuell kontrolliert, eine Konfluenz zwischen 60 und 70% erreich-
ten. Anschlief3end wurden 170 pl DMEM mit 7,5 pug Plasmid-DNA und 30 ul PEI
fur 10 s auf dem Vortexschuttler gut durchmischt und 20 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Nun wurde das Medium von den Zellen abgesaugt, durch die
DMEM/DNA/PEI-L6sung ersetzt, 20 min auf den Zellen belassen, anschliel3end
abgesaugt und durch DMEM/10% FCS ersetzt. Nach 24 h Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen in 6-Loch-Platten mit 22 mm Deckglaser Uberfuhrt, sodass
diese am Folgetag konfluent gewachsen waren.

Fir die transiente Transfektion mittels Poly-L-Ornithin wurden zunéachst Zellen
in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesat, sodass diese am Folgetag visuell kon-
trolliert eine Konfluenz zwischen 60 und 70% erreichten. Bei erreichter Zelldich-
te wurde das Medium durch eine Losung bestehend aus 3 ml Medium, 3 pl
Poly-L-Ornithin und 8 pg Plasmid-DNA ersetzt. AnschlieRend wurden die Zellen
fur sechs Stunden bei 37°C inkubiert und die Transfektionslosung abgesaugt.
Nun wurde eine 30%ige DMSO-70%ige Medium-Losung fur 210 s auf die Zel-
len gegeben, abgesaugt und zweimalig mit PBS gewaschen, bevor die Zellen
erneut mit entsprechendem Medium versorgt wurden. Weitere 24 h spater wur-
den die transfizierten Zellen auf Deckglaschen ausgesat, so dass sie am Folge-

tag konfluent gewachsen waren.
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Nach 72 h Expression wurden die Zellen mittels PFA fixiert und der entspre-
chenden Immuncytochemie unterzogen. Sollte nur jeweils ein Plasmid expri-
miert werden, wurde mit der Expressionsdauer in beiden Systemen auf 48 h
zuruckgegangen. Unter diesen Bedingungen liel3 sich in beiden Systemen
mikroskopisch eine vergleichbare Komplementation mit entsprechend ahnlicher
Transfektionseffizienz beobachten. Wahrend der Hauptversuche wurde auf den
Polyethylenimin-Ansatz zurtckgegriffen, da bei diesem eine geringere Menge
an DNA ben0tigt wird.

Dargestellt ist die starke Komplementation beider Venusfragmente (Abbildung
5) durch transiente Transfektion von LLC-PKi-Zellen mit PEI und den Plasmi-
den h-B-actin/VC210 und VN210/cofilin-wt nach 72 Stunden Expression. Als
Kontrolle wurden LLC-PK;-Zellen nur mit VN210/cofilin-wt transfiziert, da hierfur
ein geeigneter Anti-GFP-Antikorper zur Verfugung steht, welcher das Venus-
Fragment VN210 aufgrund hoher AS-ldentitat erkennt, nicht aber das Fragment
VC210. Eine Immuncytochemie mit einem gegen h-B-actin/VC210 gerichteten
Primarantikorper war nicht moglich, da das vorhandene Plasmid keine Sequenz
fur eine entsprechende Epitopmarkierung aufwies. Eine Farbung mittels Anti-
Aktin-Primarantikorper war aufgrund des intrazellular ubiquitar vorkommenden
Aktins ebenfalls nicht zielfUhrend. Bei alleiniger Expression von VN210/cofilin-
wt konnte im entsprechenden Kanal kein Signal beobachtet werden (Abbildung
6).
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Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopie von mit h-B-actin/VC210 und VN210/cofilin-wt
transient transfizierten LLC-PK;-Zellen. Immuncytochemie (a) und Fluoreszenzkomple-
mentation (b). Mit h-B-actin/VC210 und VN210/cofilin-wt transient transfizierte LLC-PK;-Zellen
72 Stunden nach der Transfektion mit PFA fixiert. (a) Gegen das GFP-Epitop von VN210/cofilin-
wt gerichteter Primarantikbrper sowie Alexa 488-gekoppelter anti-Rabbit IgG Sekundarantikor-
per, (b) Venus-Fluoreszenzkomplementation bei Co-Expression der beiden Plasmide, darge-
stellt bei 545 nm Wellenlange. MaRstabsbalken = 5 ym.

Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopie von mit VN210/cofilin-wt transient transfizierten
LLC-PK;-Zellen. Immuncytochemie (a) und Fluoreszenzkomplementation (b). Mit
VN210/cofilin-wt transient transfizierte LLC-PK;-Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit
PFA fixiert. (a) Nachweis der Expression von VN210/cofilin-wt mittels Anti-GFP-
Primarantikdrper sowie Alexa 488-gekoppelter anti-Rabbit IgG Sekundarantikérper. Eine Venus-
Fluoreszenzkomplementation bei 545 nm ist bei alleiniger Expression von VN210/cofilin-wt nicht
detektierbar (b). Mal3stabsbalken = 5 ym.
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3.2 Kilonierung der Plasmide

Nach erfolgreicher Etablierung des Systems in der verwendeten LLC-PKj-
Zelllinie wurde mit der Klonierung der Plasmide zur Untersuchung der Lokalisa-
tion der Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 begonnen, da der
Nachweis der Interaktion in vivo als ein wesentliches Ziel dieser Arbeit formu-
liert wurde.

Zur Klonierung eigener Konstrukte standen die unter 2.5.1 genannten Plasmide
zur Verfugung. Um nun die Interaktion der beiden Proteine Polycystin-1 und
Polycystin-2 mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation untersuchen zu
konnen, war es entscheidend, dass beide Fragmente des fluoreszierenden Pro-
teins im gleichen Zellkompartiment zu liegen kommen. Da Polycystin-2 intrazel-
lulare N- und C-Termini besitzt, musste das Expressionskonstrukt von Polycys-
tin-1 mit C-terminal gelegenem Venusfragment versehen werden, damit diese
Voraussetzung erfullt werden konnte. Um die methodenseitig notwendige enge
raumliche Nahe der Venusfragmente sicherzustellen, wurde das zweite Frag-
ment bei Polycystin-2 C-terminal angefugt, da hier die postulierte Interaktions-
stelle mit Polycystin-1 in Form der coiled-coil-Domane liegen soll (Cai et al.,
1999).

Die verwendeten Venusfragmente VN210 (AS 1-210) und VC210 (AS 210-238)
besitzen deutlich unterschiedliche Proteingro3en (210 AS vs. 28 AS). Dies war
insofern von Vorteil, da zu grol3e Proteinfragmente, wie sie beispielsweise bei
der Untersuchung der Interaktion mittels des Forster-Resonanzenergietransfers
(FRET) notig gewesen waren, das Trafficking von Polycystin-2 ins Zilium storen
konnen (Pers. Mitteilung Dr. K. Babinger). Um die Einflusse der Fragmente auf
das Trafficking so gering wie moglich zu halten, wurde daher das kleinere der
beiden Venusfragmente (VC210) an das C-terminale Ende von Polycystin-2
angefugt. Als Negativkontrolle wurde das vorhandene Konstrukt VN210/cofilin-
wt verwendet, da Cofilin bei Uberexpression ubiquitar in der Zelle zu finden ist
und eine mogliche raumliche Nahe zu Polycystin-2 wahrscheinlich zu sein
scheint. Bisher wurden keine Interaktionen der beiden Proteine beschrieben.
Daruber hinaus wurde eine zweite Negativkontrolle mit Cystin als sinnvoll er-
achtet, da dieses ebenso wie Polycystin-2 im primaren Zilium lokalisiert werden

konnte (Yoder et al., 2002), jedoch nicht mit Polycystin-2 interagiert.
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3.2.1 Plasmid pVC210/PKD2,HA

Als Ausgangsplasmide dienten h-B-actin/’VC210 und pcDNA3/PKD2,HA (Insti-
tutsbestand). Zunachst wurde die PKD2,HA-Sequenz durch PCR mit Hilfe ent-
sprechender Primer (pkd2 HA_ Xbal und Nhel_pkd2; vgl. 2.5.3) mit Schnittstel-
len fur die Restriktionsendonukleasen Nhel und Xbal versehen und amplifiziert.
Anschlief3end fand die Klonierung in einen linearisierten pJOE-Vektor statt. Er-
folgte die Ligation des pJOE-Vektors hierbei ohne Insert, wird die Replikation
des Plasmids durch die Ausbildung eines Hairpins verhindert. Hierdurch erzielt
man potentiell mehr Klone mit der Gewissheit einer gelungenen Insertion, wel-
che nun einem entsprechenden Restriktionsverdau oder einer Sequenzierung
unterzogen werden konnen.

Die fur h-B-actin codierende Sequenz wurde durch einen Restriktionsverdau mit
den Restriktionsendonukleasen Nhel und Xbal ausgeschnitten und durch die
PKD2-Sequenz ersetzt, sodass die fur VC210 kodierende Sequenz 3’ von

PKD2 und dem Hamagglutinin-Tag zu liegen kam (Abbildung 7).

7000
— M

= CMV enhanCe,_

~ NeoR/Kanp ™.

pVC210/PKD2, HA
7065 bp

VC210 HA

Abbildung 7: Genkarte des pVC210/PKD2,HA Plasmids.
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3.2.2 Plasmid pUC-Trans/mPkd1,VN210

Zur Klonierung des Plasmids pUC-Trans/mPkd1,VN210 wurden die Ausgangs-
plasmide pUC-Trans/mPkd1,HA und pVN210-N1 verwendet. Zunachst wurde
mittels PCR (Primer VN210uni Miul und VN210 rev Pmel, vgl. 2.5.3) die fur
VN210 kodierende Sequenz mit Schnittstellen fur die Restriktionsendonuklea-
sen Mlul und Pmel versehen und amplifiziert, um anschlieend in den pJOE-
Vektor eingefugt zu werden. Es wurden beide Plasmide mit Mlul und Pmel
zweizeitig verdaut. Bei der Ligation dient die fir VN210 codierende Sequenz als
Insert und wurde 3’ der PKD1-Sequenz in pUC-Trans/Pkd1,HA eingeflugt.

CMV promoter
[ |T7 promoter

SP6 promoter

pUC-Trans/mPkd1,VN210

17,736 bp

Abbildung 8: Genkarte des pUC-Trans/mPkd1,VN210 Plasmids



Ergebnisse 53

3.2.3 Plasmid pVN210-N1/Cystin

Als Ausgangsvektoren dienten pVN210-N1 (Hergestellt von Dr. Babinger) und
pUHD-Cystin. Analog der Klonierung des Plasmids pVC210/PKD2,HA wurde
mittels PCR [Cystin (Xhol) uni und Cystin (Agel) rev, vgl. 2.5.3] die fur Cystin
kodierende Sequenz mit Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Xhol
und Agel versehen, amplifiziert und in den linearisierten pJOE-Vektor eingefugt.
AnschlieBend wurden die Vektoren pJOE/Cystin und pVN210-N1 mit den
Restriktionsendonukleasen Xho!/ und Agel verdaut und die fur Cystin kodieren-
de Sequenz als Insert 5" der fur VN210 kodierenden Sequenz in pVN210-N1

eingefugt.

‘CMV enhancer

PVN210-N1/Cystin

Abbildung 9: Genkarte des pVN210-N1/Cystin Plasmids.
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3.3 Generierung einer stabilen LLC-PK-Zelllinie

Um die Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 in vivo mittels der
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation darzustellen, war es notig, die bei-
den Plasmide pUC-Trans/mPkd1,VN210 und pVC210/PKD2,HA zeitgleich in
derselben Zelle zu exprimieren. Der Versuch, beide Plasmide in einem Ansatz
zeitgleich mittels transienter Transfektion in den LLC-PKj-Zellen zu exprimie-
ren, fuhrte in nicht gezeigten Versuchsansatzen zu einer geringen Anzahl an
doppelt transfizierten Zellen. Hierbei stellte sich besonders das Auffinden der
entsprechenden Zellen als schwierig heraus, da in der Grof3zahl der Falle nur
jeweils eines der beiden Proteine von den Zellen synthetisiert wurde. Daruber
hinaus war als weiteres Kriterium fur den Nachweis der Interaktion im primaren
Zilium die Ausbildung dieses Zellkompartiments entscheidend. Da jedoch nicht
alle Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung die Ausbildung von Zilien zeigten, ver-
ringerte sich die Anzahl jener Zellen, welche sowohl die beiden Plasmide
pUC-Trans/mPkd1,VN210 und pVC210/PKD2,HA exprimierten als auch prima-
re Zilien bildeten. Um nun ein zuverlassigeres Modell zur Darstellung der Inter-
aktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 in vivo zu erhalten, wurde ei-
ne stabile Zelllinie generiert.

Hierbei wurde das Plasmid pVC210/PKD2,HA dauerhaft in eine LLC-PKj-
Zelllinie integriert. Nun exprimierten primar alle Zellen der stabilen Zelllinie das
Plasmid pVC210/PKD2,HA. Mittels transienter Transfektion sollte nun in einem
zweiten Schritt das zweite Plasmid pUCtrans/mPkd1,VN210 eingebracht wer-
den. So konnte der Fokus bei der Suche nach den gewlnschten Zellen auf jene
Zellen gelegt werden, in welchen mittels Immuncytochemie der Nachweis des
Polycystin-1-Konstruktes gelungen war. Um dies zu erreichen, wurde
pVC210/PKD2,HA zusammen mit einem fur eine Puromycinresistenz codieren-
den Plasmides im Verhaltnis 10:1 (w/w) mit Poly-L-Ornithin in LLC-PK;-Zellen
transfiziert. Nach zwei Wochen Selektion unter Puromycin (1 pg/ml Medium)
wurden einzelne Kolonien ausgewahlt und herangezogen. Nach erfolgter Un-
tersuchung der Zelllinien mittels Western-Blot und Immuncytochemie auf die
positive Expression des Plasmids pVC210/PKD2,HA wurde diejenige Zelllinie
ausgewahlt, bei welcher im Gegensatz zu den anderen, ebenso stabil trans-
fizierten LLC-PK4-pVC210/PKD2,HA-Zelllinien als Besonderheit eine regelhafte
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Ausbildung von primaren Zilien zu erkennen war. Diese Fahigkeit der Zilienbil-
dung ist aufgrund der nachgewiesenen Co-Lokalisation (Yoder et al., 2002) und
der postulierten Bildung eines Heterodimers (Tsiokas et al., 1997, Qian et al.,
1997) der beiden Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 im primaren Zilium
von herausragender Bedeutung, da die Interaktion von Polycystin-1 und Poly-
cystin-2 in diesem Zellkompartiment nun erstmals in-vivo nachgewiesen werden
sollte.

Nach Auftrennung der Proteinfraktion des Zelllysates der stabil transfizierten
Zelllinien durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Transfer auf
eine PVDF-Membran (vgl. Kapitel 2.11.2 und 2.11.3) konnte durch semiquanti-
tative Analyse mittels Anti-HA Primarantikdrper und HRP-konjugiertem anti-
Rabbit IgG Sekundarantikorper fur eine ausgewahlte Zelllinie (#61) eine starke-
re Expression des transfizierten Plasmids nachgewiesen werden.

In Abbildung 10 ist die ausgewahlte Zelllinie nach erfolgter Immuncytochemie
mit gegen das HA-Epitop und gegen acetyliertes Tubulin gerichteten Primaran-
tikdrpern dargestellt. Zu erkennen ist die positive Expression des klonierten
pVC210/PKD2,HA-Plasmids in (a) sowie die regelmallige Ausbildung von pri-
maren Zilien in (b), welche mittels des gegen anti-acetyliertes Tubulin gerichte-

ten Antikorpers dargestellt werden konnten.
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Abbildung 10: Immuncytochemie von mit pVC210/PKD2,HA stabil transfizierten LLC-PKj;-
Zellen. Nachweis der Expression von pVC210/PKD2,HA mittels Anti-HA-Primarantikdérper und
Dylight 405-konjugiertem anti-Rabbit IgG Sekundarantikorper. Darstellung priméarer Zilien mittels
anti-acetyliertem Tubulin-Primarantikdrper und Alexa 633-konjugiertem anti-Mouse IgG Sekun-
darantikérper. a) Nachweis der Expression von pVC210/PKD2,HA in mehreren Zellkérpern und
einem zentral fokussierten potentiellen primaren Zilium. b) In der gegen acetyliertes Tubulin
gerichteten Farbung sind mehrere Zellen und einige priméare Zilien erkennbar. c) In der Projekti-
on zeigt sich die eindeutige Ubereinstimmung des in a) zu sehenden potentiellen primaren Zili-
ums mit dem durch die Farbung gegen acetyliertes Tubulin identifizierten primaren Zilium in b).
MaRstabsbalken = 10 ym.
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Abbildung 11: Western-Blot-Analyse von mit pVC210/PKD2,HA stabil transfizierten LLC-
PK;-Zelllinien. Abgebildet ist beispielhaft die semiquantitative Analyse mittels Anti-HA-
Primarantikérper. Die Bandendetektion erfolgte mittels HRP-konjugiertem anti-Rabbit 1gG Se-
kundarantikorper. Aufgetragen sind die stabil transfizierten Zelllinien Nr. 43, 47, 50, 56, 57, 59,
60, 61 und 62. Deutlich zu sehen ist die bei gleicher applizierter Proteinmenge starkere Bande
bei den Zelllinien Nr. 43, 50 und 61. Da sich lichtmikroskopisch fiir die Zelllinie Nr. 61 ein haufi-
geres Auftreten von primaren Zilien zeigte, wurde zum Nachweis der Interaktion der beiden
Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 im priméaren Zilium diese Zelllinie verwendet.

3.4 Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 im primaren Zilium

Die autosomal-dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung ist eine mo-
nogenetische Erkrankung. Aufgrund ahnlicher Phanotypen bei Mutationen in
den betroffenen Genen PKD1 und PKD2 wird derzeit von einer gemeinsamen
Signalkaskade bzw. einem heteromeren Proteinkomplex ausgegangen, wobei
Storungen hierbei offenbar zu einer veranderten Signalweiterleitung mit ent-
sprechend veranderter Epithelentwicklung und —funktion fuhren (Arnaout,
2001). Die Bildung von Heterodimeren beider Proteine in Hefe-Zwei-Hybrid-
Systemen ist von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen worden (Tsio-
kas et al., 1997; Qian et al., 1997). Der Interaktionsbereich selbst wird von Tsi-
okas et al. (1997) bei Polycystin-2 auf die AS 742-968 eingegrenzt. Qian et al.
(1997) beschreiben fur Polycystin-1 den Minimalbereich einer Coiled-coil-
Domane, welcher fur die Wechselwirkung mit Polycystin-2 ausreichend sein soll
und sich auf die AS 4214-4248 erstreckt.

Aufgrund von Sequenzhomologien mit TRP-Kanalen wird Polycystin-2 diesen
zugeordnet und ist als nicht-selektiver Kationenkanal durchléssig fiir Ca**-lonen
(Gonzalez-Perrett et al., 2001; Koulen et al., 2002). Die Rolle der Ca**-lonen ist
hierbei aber nicht vollkommen verstanden (Casuscelli et al., 2009). Es ist je-

doch bekannt, dass die Ca®*-lonenkonzentration die Durchldssigkeit von Poly-
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cystin-2 reguliert (Cai et al. 2004). Eine weitere Regulation der Kanalaktivitat
findet durch Polycystin-1 statt, so steigert die gleichzeitige Expression von Po-
lycystin-1 und Polycystin-2 die Kanalaktivitat um das 20-fache (Hanaoka et al.,
2000). Veranderungen der Ca?*-Durchlassigkeit von Polycystin-2 werden bei
der ADPKD beobachtet, wobei insbesondere der Zusammenbruch der Leitfa-
higkeit fir Ca**-lonen eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung der Erkrankung
spielt. So ist die Mutation Q4224P in Polycystin-1 identifiziert, welche ADPKD
beim Menschen auslost (Badenas et al., 1999). Untersuchungen der aquivalen-
ten Mutation bei Mausen (Q4215P) zeigen, dass diese Mutation die Interaktion
der beiden Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 aulRer Kraft setzt. Ebenso
kann gezeigt werden, dass die Uberexpression des C-terminalen Teils von Po-
lycystin-1 die Leitfahigkeit des Polycystin-1-Polycystin-2-Komplexes verandert,
wohingegen bei Polycystin-1-Mutanten, welche keine Interaktion mit Polycystin-
2 eingehen, keine Anderung der Leitfahigkeit detektiert werden kann (Casuscelli
et al., 2009).

Da die beiden Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 besonders in primaren
Zilien von renalen Epithelzellen des proximalen Tubulus und Sammelrohr co-
lokalisiert sind (Yoder et al., 2002) und darUber hinaus die Bildung von Hete-
rodimeren gezeigt werden konnte (Tsiokas et al., 1997; Qian et al., 1997), soll-
te nun mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation der Nachweis der
Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 im primaren Zilium gelingen. Zur
Darstellung der Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2 wurde das
Plasmid pUC-Trans/mPkd1,VN210 mittels transienter Transfektion in die mit
pVC210/PKD2,HA stabil transfizierte LLC-PK;-Zelllinie (siehe Kapitel 3.3) ein-
gebracht. In der gegen das HA-Epitop gerichteten Farbung (Abbildung 12a)
sind exemplarisch mehrere pVC210/PKD2,HA-positive Zellen sichtbar. In der
Bildmitte zeigt sich beispielhaft ein einzelnes primares Zilium einer Zelle mit
deutlicher Akkumulation des Proteinproduktes von pVC210/PKD2,HA. Der
Nachweis der Expression des Polycystin-1-Konstruktes konnte mittels Anti-
GFP-Antikorper erbracht werden (c). Auch hier zeigte sich eine Akkumulation
im primaren Zilium. In (b) ist die Venus-Fluoreszenzkomplementation der bei-
den Proteine gezeigt, welche sich ausschliel3lich auf den Bereich des primaren

Ziliums erstreckt.
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Abbildung 12: Nachweis der Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 im priméaren
Zilium von LLC-PK;-Zellen. Imnmuncytochemie (a und c) und Fluoreszenzkomplementati-
on (b). Die mit pVC210/PKD2,HA stabil transfizierte LLC-PK;-Zelllinie wurde transient mit pUC-
Trans/mPkd1,VN210 transfiziert und 48 Stunden spater mit PFA fixiert. Nachweis der Expressi-
on von pVC210/PKD2,HA mittels anti-HA-Primarantikérper und Dylight 405-konjugiertem anti-
Mouse IgG Sekundarantikérper. Nachweis der Expression von pUC-Trans/mPkd1,VN210 mit-
tels anti-GFP-Primarantikdrper und Alexa 633-konjugiertem anti-Rabbit IgG Sekundarantikor-
per. a) Zu sehen sind mehrere pVC210/PKD2,HA-positive LLC-PK;-Zellkérper mit zentral fo-
kussiertem primaren Zilium in der gegen das HA-Epitop gerichteten Farbung. b) Venus-
Fluoreszenzsignal beruhend auf der Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 im
fokussierten primaren Zilium. c) Gegen VN210 gerichteter Antikbrper zum Nachweis der Ex-
pression des Polycystin-1-Konstruktes. Der Messbalken entspricht jeweils 5 ym.
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3.5 Negativkontrolle mit VN210/cystin

Bei einer Mauslinie mit kongenitalen, polyzystischen Nieren (cpk), die der Erfor-
schung der autosomal-rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung dient,
konnte Cys7 als das verantwortliche Gen, welches zur Pathogenese der Er-
krankung fuhrt, ausgemacht werden. Cys7 wird in Niere und Leber exprimiert
und kodiert fur das Protein Cystin, welches bei dieser Mauslinie einen Funkti-
onsverlust erfahrt. Cystin selbst wird als 145 AS langes, hydrophiles Protein
beschrieben, das im primaren Zilium lokalisiert wurde (Hou et al., 2002; Tao et
al., 2009). Fur den Transport in das primare Zilium ist sowohl eine N-terminale
Myristylierung als auch ein AXEGG-Transportmotiv notwendig (Tao et al.,
2009). Weiter konnte an mCCD-Zellen die Co-Lokalisation von Cystin mit den
an der Pathogenese der ADPKD beteiligten Proteinen Polycystin-1 und Poly-
cystin-2 nachgewiesen werden (Yoder et al., 2002). Mit der vorliegenden Nega-
tivkontrolle sollt nachgewiesen werden, dass ohne Interaktion zweier Proteine
bei dennoch enger raumlicher Nahe im primaren Zilium der LLC-PK;-Zellen
keine Komplementation der Venus-Fragmente detektierbar ist.

Hierzu wurde das Plasmid VN210/cystin transient in die stabil transfizierten
pVC210/PKD2,HA-Zellen eingebracht. Die Fixation der Zellen mittels PFA-
Losung erfolgte nach 48 Stunden. Zu sehen ist beispielhaft ein primares Zilium
in der gegen das HA-Epitop des Polycystin-2-Konstruktes gerichteten Farbung
(a). Im Kanal zur Beobachtung der Komplementation ist kein entsprechendes
Signal detektierbar (b). Der Nachweis von VN210/cystin mittels Anti-GFP-

Antikorper zeigt deutlich das Vorkommen im eingestellten primaren Zilium (c).
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Abbildung 13: Negativkontrolle mit gleichzeitiger Expression von VN210/cystin und
pVC210/PKD2,HA in LLC-PK;-Zellen. Die mit pVC210/PKD2,HA stabil transfizierte LLC-PK1-
Zelllinie wurde transient mit VN210/cystin transfiziert und 48 Stunden spater mit PFA fixiert.
Nachweis der Expression von pVC210/PKD2,HA mittels anti-HA-Primarantikérper und Dylight
405-gekoppeltem anti-Mouse 1gG Sekundarantikérper. Nachweis der Expression von
VN210/cystin mittels anti-GFP-Primarantikérper und Alexa 633-gekoppeltem anti-Rabbit IgG
Sekundarantikérper. a) Zu sehen sind mehrere pVC210/PKD2,HA-positive LLC-PK1-Zellkérper
mit primarem Zilium in der gegen das HA-Epitop gerichteten Farbung. b) Im Kanal fir die Ve-
nus-Fluoreszenzkomplementation ist kein Signal detektierbar. c) Gegen VN210/cystin gerichte-
ter Antikdrper zum Nachweis der Expression des VN210/cystin-Konstruktes. Der Messbalken
entspricht 5 ym
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3.6 Negativkontrolle mit VN210/cofilin

Eine weitere potentielle Negativkontrolle stellt die zeitgleiche Expression der
Plasmide VN210/cofilin und pVC210/PKD2,HA dar, da Cofilin als Aktinbindepro-
tein ubiquitar in der Zelle vorhanden ist und bisher keine Interaktion zwischen
Cofilin und Polycystin-2 publiziert wurde. Hierzu wurde das Plasmid
VN210/cofilin transient in die stabile Zelllinie eingebracht. Die Fixation der Zel-
len mittels PFA-L6sung erfolgte nach 48 Stunden. In der gegen das HA-Epitop
des Polycystin-2-Konstruktes gerichteten Farbung zeigen sich beispielhaft meh-
rere Zellen positiv fur pVC210/PKD2,HA (a). Einige dieser Zellen sind ebenso
positiv fur VN210/cofilin (c). Weiter zeigt sich eine starke Komplementationsre-
aktion im entsprechenden Kanal (b). Hierbei ist die gleichmafige Verteilung der
Intensitat im Zytoplasma zu beobachten, wohingegen im Zellkern aller drei Zel-
len eine deutlich starkere Fluoreszenz detektierbar ist, obwohl sich die entspre-

chenden Proteine in der Immuncytochemie schwacher prasentieren.
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Abbildung 14: Gleichzeitige Expression von VN210/cofilin und pVC210/PKD2,HA in LLC-
PK,-Zellen. Die mit pVC210/PKD2,HA stabil transfizierte LLC-PK1-Zelllinie wurde transient mit
VN210/cofilin transfiziert und 48 Stunden spater mit PFA fixiert. Nachweis der Expression von
pVC210/PKD2,HA mittels anti-HA-Primarantikorper und Dylight 405-gekoppeltem anti-Mouse
IgG Sekundarantikdrper. Nachweis der Expression von VN210/cofilin mittels anti-GFP-
Primarantikdrper und Alexa 633-gekoppeltem anti-Rabbit IgG Sekundarantikérper. a) Zu sehen
sind mehrere pVC210/PKD2,HA-positive LLC-PK1-Zellkérper in der gegen das HA-Epitop ge-
richteten Farbung. b) detektiertes Signal aufgrund einer positiven Fluoreszenzkomplementation
der beiden Venus-Fragmente c) Gegen VN210/cofilin gerichteter Antikérper zum Nachweis der
Expression des VN210/cofilin-Konstruktes. Der Messbalken entspricht 10um
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4 Diskussion

Bei der autosomal-dominant vererbten polyzystischen Nierenerkrankung kommt
es durch die Ausbildung von multiplen renalen Zysten langfristig zur terminalen
Niereninsuffizienz. Mit einem Anteil von 10% stellt die ADPKD eine der Haupt-
ursachen hierfur dar (Gallagher et al., 2002). Da bisher symptomatisch lediglich
mittels verschiedener Dialyseverfahren therapiert werden kann und als kausale
Therapie allein die allogene Nierentransplantation verbleibt, ist fur das Ver-
standnis der Erkrankung und die Entwicklung neuer Therapieansatze die Auf-
klarung der pathophysiologischen Prozesse auf molekularer Ebene von ent-
scheidender Bedeutung.

Die ADPKD ist eine monogenetische Erkrankung, welche durch Mutationen in
einem der zwei beteiligten Gene ausgelost wird. PKD1 ist hierbei fur ca. 85%
der Falle verantwortlich und kodiert fur Polycystin-1, ein Transmembranprotein,
welches vorwiegend im primaren Zilium und der lateralen Domane der Plas-
mamembran gefunden werden kann. Aufgrund der komplexen Struktur scheint
Polycystin-1 eine Rolle als Oberflachenmechanorezeptor sowohl bei Zell-Zell-
als auch bei Zell-Matrix-Interaktionen zu spielen. Mutationen im Gen PKDZ2 fuh-
ren ebenso zur Manifestation der Erkrankung mit ahnlichen Symptomen. PKD2
kodiert fur Polycystin-2, ein Protein mit sechs Transmembranhelices und Loka-
lisation im endoplasmatischen Retikulum, cis-Golgi-Netzwerk und primaren Zili-
um. Aufgrund ahnlicher Phanotypen bei Mutationen in den betroffenen Genen
wird derzeit von einer gemeinsamen Signalkaskade bzw. einem heteromeren
Proteinkomplex ausgegangen, wobei Storungen hierbei offenbar zu einer ver-
anderten Signalweiterleitung mit entsprechend veranderter Epithelentwicklung
und —funktion fuhren (Arnaout, 2001). Die Bildung von Heterodimeren beider
Proteine in Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen ist von verschiedenen Arbeitsgruppen
nachgewiesen worden (Tsiokas et al., 1997; Qian et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Methode der bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation am Lehrstuhl fir Molekulare und Zellulare Ana-
tomie der Universitat Regensburg etabliert, zum anderen erfolgte damit der
Nachweis der Lokalisation der Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Poly-

cystin-2 in vivo.
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4.1 Diskussion der verwendeten Methoden

4.1.1 Etablierung der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation

Da Protein-Protein-Interaktionen in Zellen grundsatzlich von der Gesamtzahl
aller in der Zelle vorkommenden Proteine und den lokalen Gegebenheiten,
bspw. des pH-Wertes, aber auch von externen Stimuli, welche in intrazellularen
Signalkaskaden weitergeleitet werden, abhangig sind, konnte auf den Nachweis
dieser Interaktionen in vivo im Hinblick auf das Verstandnis der komplexen
Funktionsweise der Signalverarbeitung nicht verzichtet werden. Daruber hinaus
war der Nachweis der subzellularen Lokalisation der Interaktion ebenso ent-
scheidend, um die Ergebnisse in den Gesamtzusammenhang einzuordnen.
Hierbei standen grundsatzlich der nach Forster benannte Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) und die bimolekulare Fluoreszenzkomple-
mentation zur Verfugung, um Protein-Protein-Interaktionen in vivo nachweisen
zu konnen.

FRET beruht auf einem physikalischen Prozess der Energielbertragung, bei
welchem die Energie eines Donor-Molekuls strahlungsfrei auf einen Akzeptor
Ubertragen wird (Forster, 1948). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht auf die
von Forster beschriebene Methode zurlckgegriffen, da ein Anbringen des Do-
nor- oder Akzeptormolekuls an den C-Terminus von Polycystin-2 den Transport
an die vermutete Interaktionsstelle verhindern wurde (Pers. Mitteilung Dr. Karin
Babinger). Eine N-terminale Verbindung der fur den FRET notwendigen Mole-
kile mit den beiden Proteinen wiederum liegt aul3erhalb der Moglichkeiten der
Methode, da hierfir Donor- und Akzeptormolekul auf einen Abstand von weni-
ger als 10 nm angenahert werden mussen. Dies ist aufgrund der Proteingrof3en
und der jeweils C-terminal gelegenen Interaktionsstellen von Polycystin-1 und
Polycystin-2 nicht zu erreichen. Weiterhin sind zur Darstellung von Interaktionen
mit dieser Methode hdhere Proteinkonzentrationen erforderlich, um den Ener-
gietransfer beobachten zu konnen, als dies bspw. bei der bimolekularen Fluo-
reszenzkomplementation notig ist. Jedoch kann mittels des FRET die Darstel-

lung der Interaktion in Echtzeit erreicht werden (Kerppola, 2008).
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Eine weitere Moglichkeit, Protein-Protein-Interaktionen in vivo darzustellen, bie-
tet die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation. Diese Methode ermdglicht
das direkte Beobachten der subzellularen Lokalisation einer spezifischen Pro-
tein-Protein-Interaktion. Sie basiert auf der Komplementation zweier nicht fluo-
reszierender Fragmente eines fluoreszierenden Proteins, wenn diese mittels
der Interaktion zweier weiterer Proteine in enge raumliche Nahe gebracht wer-
den. Vorteilhaft ist hierbei die starke intrinsische Fluoreszenz der gebildeten
Komplexe, welche den Nachweis selbst bei geringen Konzentrationen der In-
teraktionspartner ermaoglicht. Eine Beobachtung der Komplexbildung und Kom-
plexdissoziation in Echtzeit ist mit dieser Methode jedoch nicht realisierbar, da
die Fragmente des fluoreszierenden Proteins irreversibel binden (Hu et al.,
2002). In Bezug auf die Plasmamembran konnten fruhere Untersuchungen zei-
gen, dass der Nachweis von Interaktionen integraler Membranproteine trotz
deren besonderen topologischen Grenzen moglich ist (de Virgilio et al., 2004;
Lopez-Gimenez et al., 2007).

Bevor mit dem Nachweis der Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2
begonnen wurde, musste das von Ohashi et al. 2012 beschriebene Verfahren
zum Nachweis der Aktin-Cofilin Interaktion mittels bimolekularer Fluoreszenz-
komplementation auf die verwendeten LLC-PK;-Zellen und die am Lehrstuhl
vorhandenen Transfektionsreagenzien angewandt und auf korrekte Funktion
Uberpruft werden. Hierbei wurde auf die von Ohashi VN210 (AS 1-210) bzw.
VC210 (AS 211-238) genannten Venus-Fragmente zurickgegriffen, da diese
bei alleiniger Expression keine Selbstassemblierung und keine nachweisbare
Fluoreszenz zeigten. Dies war von Bedeutung, da falsch-positive Ergebnisse
durch die Komplementation der beiden Fragmente ohne Interaktion der zu un-
tersuchenden Proteine nicht winschenswert sind. Weiterhin war die von Ohashi
publizierte Eigenschaft des Fragmentpaares wichtig, bei alleiniger Expression
eines Venus-Fragmentes im Zellsystem keine Fluoreszenz zu verursachen. Die
Ergebnisse von Ohashi et al. zeigen, dass das h-B-actin/VC210 und
VN210/cofilin-wt Paar eine gute Moglichkeit darstellt, mittels bimolekularer Fluo-
reszenzkomplementation die spezifische Interaktion der beiden Proteine Aktin
und Cofilin in lebenden Zellen nachzuweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden
nun die publizierten Eigenschaften des Venus-Fragmentpaares auf die verwen-

deten LLC-PK;-Zellen mit den zur Verflugung stehenden Transfektionsreagen-
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zien Ubertragen. Hierbei gelang es, die fur HeLa und COS-7 Zellen publizierte
starke Fluoreszenz auch mit LLC-PK4-Zellen zu erreichen (siehe Abbildung 5).

Bei alleiniger Expression eines Plasmides war jeweils keine entsprechende
Fluoreszenz nachweisbar. Dies liel® den Schluss zu, dass auch im vorliegenden
Zellsystem der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe der bimole-

kularen Fluoreszenzkomplementation moglich ist.

4.1.2 Generierung einer stabilen LLC-PK;-Zelllinie

Um die Protein-Protein-Interaktion zwischen Polycystin-1 und Polycystin-2 mit-
tels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation nachzuweisen, wurde eine
stabile LLC-PK;-Zelllinie generiert, welche pVC210/PKD2,HA konstitutiv expri-
miert. Hierzu wurden LLC-PK;-Zellen mit pVC210/PKD2,HA und einem fur eine
Puromycinresistenz kodierenden Plasmid transfiziert. Nach Selektion unter
Puromycin wurden entsprechende Klone ausgewahlt (vgl. 3.3). Hierbei bestand
der Vorteil der stabilen Zelllinie darin, dass die Plasmid-DNA bei bestehendem
Selektionsdruck langfristig in den transfizierten Zellen verbleibt, da sie in deren
Genom integriert wird. Hierdurch wurde die Variabilitat verringert, da bei tran-
sienter Transfektion zwangslaufig Schwankungen innerhalb des Expressions-
systems zustande kommen (Hollon und Yoshimura, 1989). Die Verwendung
stabiler Zelllinien sorgte fur reproduzierbare Untersuchungen und ermdglichte
es, Negativkontrollen im direkten Vergleich durchzufihren. Auf3erdem konnen
im Verlauf weitere Interaktionen von Polycystin-2 mit anderen Proteinen mittels
derselben Methode dargestellt werden.

In der Immuncytochemie (Abbildung 10) konnte gezeigt werden, dass in den
stabilen Linien das Genprodukt von pVC210/PKD2,HA produziert wurde. Wei-
terhin war die regelhafte Ausbildung von Epitop-positiven Zilien in einer der Li-
nien zu beobachten. Der Transport des Proteins ins Zilium war aufgrund der
nachgewiesenen Co-Lokalisation (Yoder et al., 2002) und der postulierten Bil-
dung eines Heterodimers (Tsiokas et al., 1997, Qian et al., 1997) der beiden
Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 im primaren Zilium von herausragender
Bedeutung, da die Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 in diesem Zell-

kompartiment nun erstmals in vivo nachgewiesen wurde.
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4.2 Polycystin-1 interagiert mit Polycystin-2 im primaren Zilium renaler
Epithelzellen

Aufgrund ahnlicher Symptomatik bei Mutationen in den Genen PKD1 und PKD2
wird derzeit von einem heteromeren Proteinkomplex oder einer gemeinsamen
Signalkaskade ausgegangen, an welcher die beiden Proteine Polycystin-1 und
Polycystin-2 in Interaktion treten. Storungen fuhren hierbei offenbar zu einer
veranderten Signalweiterleitung mit nachfolgend veranderter Epitheldifferenzie-
rung (Arnaout, 2001). Die Bildung von Heterodimeren durch Polycystin-1und
Polycystin-2 konnte unabhangig von zwei Arbeitsgruppen gezeigt werden (Tsi-
okas et al., 1997; Qian et al., 1997). Ebenso wurde die Co-Lokalisation der bei-
den Proteine im primaren Zilium nachgewiesen (Yoder et al., 2002). Funktionell
wird davon ausgegangen, dass Polycystin-2 als nicht-selektiver Kationenkanal
eine Rolle im Ca**-Signaling spielt. Hierbei gelten die genauen pathophysiologi-
schen Auswirkungen noch als weitgehend nicht erforscht (Casuscelli et al.,
2009). Bei gleichzeitiger Expression der beiden Proteine Polycystin-1 und Poly-
cystin-2 kann jedoch eine deutlich hdhere Durchlassigkeit von Polycystin-2 fur
Ca**-lonen gemessen werden (Hanaoka et al., 2000). Es wird davon ausge-
gangen, dass Polycystin-1 als Mechanorezeptor fungiert, welcher externe Sti-
muli, bspw. die Stromungsgeschwindigkeit des Primarharns, detektiert und mit-
tels Protein-Protein-Interaktion intrazellulare Signalkaskaden aktiviert (Dalagior-
gou et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion der beiden Proteine Polycystin-1
und Polycystin-2 im primaren Zilium von Nierentubulusepithelzellen nachgewie-
sen. Hierzu wurde mit der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation eine
etablierte Methode verwendet, mit welcher in der Vergangenheit bereits andere
Protein-Protein-Interaktionen gezeigt werden konnten. In Bezug auf die Plas-
mamembran zeigten frGhere Untersuchungen, dass der Nachweis von Interak-
tionen integraler Membranproteine trotz deren besonderen topologischen Gren-
zen mit dieser Methode moglich ist (de Virgilio et al., 2004; Lopez-Gimenez et
al., 2007). Zum Nachweis der Interaktion von Polycystin-1 und Polycystin-2 im
primaren Zilium wurden beide Proteine C-terminal mit jeweils einem Venus-
Fragment fusioniert. Nach erfolgter Transfektion und Expression der Plasmide
wurde zum Nachweis der Co-Lokalisation der beiden Proteine eine Immuncyto-

chemie durchgefuhrt. Es zeigte sich hier deutlich das Vorkommen von Polycys-
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tin-1 und Polycystin-2 in primaren Zilien. Dieses Ergebnis stimmt mit den von
Yoder et al. 2002 publizierten Ergebnissen uberein. Ebenso deutlich erkennbar
ist das Venus-Fluoreszenzsignal im entsprechenden Kanal. Da fur die Detektion
der Fluoreszenz die Interaktion der beiden Proteine notig ist, kann hierbei vom
Nachweis der Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2 ausgegan-
gen werden. Weiterhin kann durch den Nachweis der Komplexbildung der bei-
den Proteine davon ausgegangen werden, dass Polycystin-1 und Polycystin-2
Bestandteil der bereits vermuteten gemeinsamen Signalkaskade sein mussen.
Dies liefert wichtige Informationen zum Verstandnis der Funktion der beiden
Proteine bzw. des gebildeten Komplexes. Weiter entscheidend ist die Lokalisa-
tion der Interaktion im primaren Zilium der verwendeten Nierentubulusepithel-
zelllinie LLC-PK;. Dies unterstiutzt die These der Einordnung der ADPKD als

,Ciliopathie“, welche bisher als Konsens diverser Arbeitsgruppen getragen wird.

4.3 Negativkontrollen

Durch die Konstruktion entsprechender Negativkontrollen konnte eine Sponta-
nassemblierung der beiden Venus-Fragmente aufgrund enger raumlicher Nahe
im primaren Zilium ohne Interaktion der zu untersuchenden Proteine ausge-
schlossen werden. Hierzu wurde die vorhandene stabile Zelllinie, welche das
Plasmid pVC210/PKD2,HA konstitutiv exprimiert, mit VN210/cystin transient
transfiziert. Cystin ist im primaren Zilium mit Polycystin-1 und Polycystin-2 co-
lokalisiert (Yoder et al., 2002) und bisher ist keine Interaktion zwischen Polycys-
tin-2 und Cystin publiziert. Auch mit dem dargestellten Versuchsaufbau konnte
kein Fluoreszenzsignal detektiert werden. Dies spricht zum einen dafur, dass
die beiden Proteine Polycystin-2 und Cystin nicht miteinander interagieren, zum
anderen zeigen diese Ergebnisse, dass die enge raumliche Nahe im primaren
Zilium nicht fur eine Spontanassemblierung des verwendeten Venus-
Fragmentpaares ausreicht.

Zunachst als Negativkontrolle gedacht, zeigte die Transfektion der stabilen Zell-
linie mit VN210/cofilin ein Fluoreszenzsignal sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern. Die Arbeitsgruppe um Gallagher publizierte 2000 eine Interaktion von
Polycystin-2 mit HAX-1. HAX-1 wiederum ist mit dem F-Aktin-Bindeprotein
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Cortaktin assoziiert, welches die Verbindung zum Aktin-Zytoskelett der Zelle
herstellt. Bertcksichtigt man die Interaktion zwischen Aktin und Cofilin, so kann
dies eine Erklarung fur die detektierbare Komplementation der Venus-
Fragmente in der vermeintlichen Kontrolle darstellen. Um den Gesamtzusam-
menhang jedoch aufzuklaren, sind weitere Untersuchungen noétig. Beispielswei-
se konnte eine mogliche direkte Interaktion zwischen Polycystin-2 und Cofilin
mittels eines Hefe-Zwei-Hybridsystems naher untersucht werden. Hierzu kdnnte
Polycystin-2 als Bait-Protein und Cofilin als Prey-Protein konstruiert werden.
Ebenso konnte Cofilin als Bait-Protein gegen Proteine einer cDNA-Datenbank
untersucht werden, die bisher nicht als Interaktionspartner bekannt sind und die
positive Fluoreszenzkomplementation zwischen VN210/cofilin und
pVC210/PKD2,HA erklaren kdnnen.

4.4 Ausblick

Da nun die Methode der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation am Lehr-
stuhl fur Molekulare und Zellulare Anatomie der Fakultat fur Biologie und Vorkli-
nische Medizin der Universitat Regensburg etabliert ist, kdnnen hiermit grund-
satzlich weitere Protein-Protein-Interaktionen im verwendeten Zellsystem nach-
gewiesen werden. Besonders im Fokus stehen hierbei sicherlich Interaktions-
partner und -orte von Polycystin-2, um die physiologischen Regelkreise, an
welchen Polycystin-2 beteiligt ist, aufzuklaren und das Krankheitsbild der auto-
somal-dominant vererbten polyzystischen Nierenerkrankung besser zu verste-
hen.

Daruber hinaus kann im speziellen die Zusammensetzung des Proteinkomple-
xes, an welchem Polycystin-2 und Cofilin miteinander in Wechselwirkung treten,
im Zentrum zukunftiger Bemuhungen stehen.

Weiter ist die Generierung einer weiteren stabilen Linie denkbar, bei welcher
das VC210-Fragment N-terminal mit Polycystin-2 fusioniert wird, um entspre-
chende Interaktionsstellen mit Molekullen des ziliaren Transportsystems IFT zu

untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die autosomal-dominant vererbte polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD;
ICD-10: Q61) ist mit einer Inzidenz von 1:1.000 eine der haufigsten monogenen
Erbkrankheiten. Sie ist charakterisiert durch eine progrediente Akkumulation
von Zysten im Nierenparenchym, eine Anhaufung im Bereich der Sammelrohre
und proximalen Nierentubuli ist bekannt (Heggo et al., 1966; Verrani und Silva,
1988; Gallagher et al., 2002). Bei Patienten mit ADPKD sind stets beide Nieren
betroffen. Symptomatisch kann mittels Dialyseverfahren therapiert werden,
kausal bleibt zur Heilung lediglich die allogene Nierentransplantation. Die
ADPKD ist eine monogenetische Erkrankung, welche durch Mutationen in min-
destens zwei Genen ausgelost wird. Durch Mutationen in PKD1 oder PKD2
kommt es zur Ausbildung des Krankheitsbildes mit ahnlichen Symptomen. Der-
zeit wird von einer gemeinsamen Signalkaskade bzw. einem heteromeren Pro-
teinkomplex ausgegangen, wobei Storungen hierbei offenbar zu einer verander-
ten Signalweiterleitung mit entsprechend veranderter Epithelentwicklung und —
funktion fuhren (Arnaout, 2001).

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, die Methode der bimolekularen Fluores-
zenzkomplementation am Lehrstuhl fur Molekulare und Zellulare Anatomie der
Universitat Regensburg zu etablieren, zum anderen sollte damit der Nachweis
der Lokalisation der Interaktion der Proteine Polycystin-1 und Polycystin-2

in vivo erfolgen. Im einzelnen konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

1) Die Methode der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation ist mit dem
von Ohashi et al. 2012 beschriebenen Venus-Fragmentpaar auch in der

zur Verfugung stehenden LLC-PK;-Zelllinie verwendbar.

2) Es konnte eine stabile Zelllinie etabliert werden, welche
pVC210/PKD2,HA konstitutiv exprimiert. Diese steht dem Lehrstuhl fur
Molekulare und Zellulare Anatomie fur weitere Interaktionsstudien zur

Verfugung.

3) Polycystin-1 interagiert mit Polycystin-2 im primaren Zilium renaler
Epithelzellen. Dies bestatigt die Vermutung eines Proteinkomplexes, an

welchem beide Proteine in Wechselwirkung treten und kann eine
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Erklarung fur das Auftreten ahnlicher Symptome bei Mutationen in PKD1
und PKDZ2 sein.

4) Ein interessanter Seitenaspekt der vorliegenden Arbeit ist, dass Polycys-
tin-2 mit Cofilin, einem Aktin-Bindeprotein, in Interaktion zu treten
scheint. Die Untersuchung dieser Interaktion kann durchaus im Zentrum

kunftiger Forschung stehen.
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