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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die menschliche Niere

1.1.1 Funktion und Bedeutung

Die menschliche Niere ist ein zentraler Regulator der Kdrperhomdostase: Wasser, lonen,
Glukose, Aminosduren und andere Stoffe werden selektiv filtriert und wieder zuriick
resorbiert, sowie Abfallstoffe ausgeschieden (Cagan 2011). Das Ziel ist dabei eine konstante
Elektrolytkonzentration, ein S&ure-Basen-Gleichgewicht und ein mdglichst optimales
intravasales VVolumen (Behrends et al. 2012). AuRBerdem synthetisiert die Niere als endokrines
Organ Erythropoietin, Vitamin Ds, Renin und Prostaglandine und ist damit an der
Erythropoese, dem Knochenstoffwechsel, der Blutdruckregulation und der Modulation der
Nierenperfusion beteiligt (Behrends et al. 2012).

Die funktionellen Einheiten der menschlichen Niere sind die Glomeruli, in denen das Blut
filtriert wird, und das Tubulussystem, in dem das entstandene Ultrafiltrat anschlielend
modifiziert wird. Ein Glomerulus enthalt etwa 30 anastomosierende Kapillarschlingen, denen
von auBen Podozyten anliegen. Zur mechanischen Stabilisierung dienen Mesangiumzellen
(Behrends et al. 2012). Die Filtration erfolgt nach MolekilgréRe und Ladung, sodass unter
physiologischen Bedingungen weder Blutzellen noch Proteine verloren gehen (Behrends et al.
2012; Ldllmann-Rauch 2003). Als MaR fur die Funktion der Niere dient die glomerulére
Filtrationsrate (GFR), die sowohl von der Zahl der filtrierenden Glomeruli als auch von den
Differenzen der hydrostatischen und onkotischen Driicke zwischen Kapillarlumen und dem

Innenraum des Glomerulus abhéngt (Behrends et al. 2012).

1.1.2 Die Filtrationsbarriere

Die groBen- und ladungsselektive Filtrationsbarriere setzt sich aus drei Komponenten
zusammen: dem Kapillarendothel, einer Basalmembran und einer aus Transmembran-
proteinen bestehenden Schlitzmembran. Letztere ist zwischen den FulRfortsatzen der
Podozyten verankert (Lullmann-Rauch 2003) (siehe Abbildung 1.1).

Das Kapillarendothel weist etwa 50-100nm grofRe Poren und an der lumenwaértigen
Plasmamembran eine anionische Glykokalyx auf (Lullmann-Rauch 2003).

Die Basalmembran wird von den Endothelzellen und den Podozyten gebildet. Sie setzt sich
aus der dem Endothel zugewandten Lamina rara interna, der Kollagen Typ IV und Laminin
enthaltenden Lamina densa und der den Podozyten zugewandten Lamina rara externa

zusammen. Die Endothelzellen und die Podozyten sind mittels Zelladhasionsproteinen an der



Lamina densa befestigt. Ebenfalls dort verankerte
Heparansulfat-Proteoglykane bedingen eine stark
negative Ladung der Basalmembran (Lillmann-
Rauch 2003).

Die Podozyten bilden ausgehend vom Zellkdrper
erste Fortsatze, deren Zytoskelett aus Mikrotubuli
und Intermediarfilamenten besteht. Die Aktin-
basierten sekundaren Fortsétze gehen von den
priméren ab, wachsen um die Blutkapillaren
herum und interagieren in der Ebene der
Basalmembran (Garg und Holzman 2012; Mandal
et al. 2004). Zwischen ihnen bildet sich die 35-
40nm breite Schlitzmembran aus. Diese besteht
vor allem aus Podocin und Nephrin (Barletta et
al. 2003; Weavers et al. 2009). Nephrin ist ein
Transmembranprotein,

dessen  extrazellulare

Domanen sich in der Mitte nach dem ReiR-
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Abbildung 1.1: Die Filtrationsbarriere
(verandert  nach Departement  de
Médecine, Division d'Histologie de
I'Université de Fribourg).

Die Filtrationsbarriere besteht aus drei Kom-
ponenten: dem Endothel, der Basalmembran
und der Schlitzmembran zwischen den
Podozytenfortsatzen (Lillmann-Rauch 2003).
BM= Basalmembran; E= Endothelzelle;
Gk= Glykokalix; Ld= Lamina densa; Lre=
Lamina rara externa; Lri= Lamina rara
interna; N= Nephrin; P=Podozytenfortsatz;

L . SM= Schlitzmembran
verschlussprinzip tberlappen, wahrend lateral

(Lallmann-Rauch 2003). Wichtig ist auBerdem das Nephrin-

ahnliche Protein NEPH1, das mit einer C-terminalen Domé&ne von Podocin interagiert (Sellin

Filtrationsporen entstehen

et al. 2003). Ohne Nephrin oder NEPHL1 ist die tertidre Fortsatz-Formation stark gestort
(Donoviel et al. 2001; Kestila und Jarvela 2003).

Schadigungen im Bereich der Filtrationsbarriere haben schwerwiegende Folgen. Das
kongenitale nephrotische Syndrom vom finnischen Typ fuhrt zum Beispiel zu Proteinurie und

spaterem Nierenversagen (Manski 2015).

1.2 Genomweite Assoziationsstudien zur Erforschung von
Nierenerkrankungen

Laut der Deutschen Gesellschaft flir Nephrologie erleiden in Deutschland jahrlich etwa 175
pro 100.000 Einwohner eine terminale Niereninsuffizienz (GFR <15ml/min/1,73m?) (DGfN
Das Nierenportal : Daten und Fakten zur Nephrologie; Herold 2016) . Haufigste Ursachen
dafiir sind die diabetische Nephropathie, primare und sekundare Glomerulonephritiden,
polyzystische Nierenerkrankungen, chronisch tubulo-interstitielle Erkrankungen und
vaskulare Nephropathien (Herold 2016). Neben Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes und

Nikotinabusus spielen auch genetische Faktoren eine Rolle bei Nierenerkrankungen (Herold
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2016; Hwang et al. 2014). Ein wichtiger Ansatz fur die Friiherkennung und Therapie ist daher
die Erforschung von Genen, bei denen Mutationen ursachlich fiir Nephropathien sein kénnen.
Mithilfe genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) wurden Gene identifiziert, welche die
Nierenfunktion beeinflussen kdnnten (Boger et al. 2011; Kottgen et al. 2009, 2010; Pattaro et
al. 2012; Reznichenko et al. 2012). GWAS untersuchen an verschiedenen Genloki die DNA-
Sequenz, um eine auffallige Haufigkeit einer Genverdnderung bei einem bestimmten
Phénotypen zu identifizieren (Lenk et al. 2014). Dabei werden Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) als Marker fur Gene genutzt (Hardy und Singleton 2009; Lenk et al.
2014; Manolio 2010). SNPs sind Varianten im Genom, die ge- und vererbt werden und
bezeichnen Stellen im Genom, an denen mindestens 1% der Menschen ein anderes Nukleotid
aufweisen (Lenk et al. 2014; Wikipedia 2017). Eine Assoziation zwischen einem SNP und
einem Phé&notypen, die sich durch Replikation bestétigen l&sst, konnte auf einen kausalen
Zusammenhang zwischen dem Genlokus bzw. dem Gen, in dem oder in dessen Nahe der SNP
zu finden ist, und dem Phéanotypen hindeuten.

GWAS erreichen als Methode zur Untersuchung des menschlichen Genoms eine immer
grolere Bedeutung und konnten eine Vielzahl an Krankheiten, zum Beispiel Diabetes,
Makuladegeneration und exfoliatives Glaukom, entziindliche Darmerkrankungen und
verschiedene Tumoren, mit Genloki assoziieren, wodurch neue Einblicke in die Pathologie,
aber auch Therapieansatze ermdglicht wurden (Hardy und Singleton 2009; Manolio 2010;
Manolio et al. 2008). Hilfreich war dabei das ,,International HapMap Project”, welches die
Erstellung einer genomweiten Datenbank mit Millionen von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) bewirkte (Frazer et al. 2007; International HapMap Consortium
2003, 2005).

Kottgen et al. (2010) fihrten eine Metaanalyse von GWAS-Daten von 67093 Menschen
europdischer Herkunft hinsichtlich der Nierenfunktion und chronischer Niereninsuffizienz
durch. Letztere wurde entsprechend der Leitlinie der National Kidney Foundation (Goolsby
2002) als eine glomerulére Filtrationsrate von weniger als 60ml/min/1,73m? definiert. Zur
Beurteilung der Nierenfunktion wurde die GFR mithilfe der Modification-of-Diet-in-Renal-
Disease-Formel (MDRD-Formel) anhand des Serumkreatinins und zur Elimination des
Einflusses der Kreatininproduktion und -sekretion auch anhand des Cystatin ¢ im Serum
abgeschatzt. Neben finf bekannten Genloki (Kottgen et al. 2009) konnten sie 23 neue
Genloki bzw. entsprechende Gene identifizieren, von denen sich bei der Replikation dreizehn
mit einer veranderten Nierenfunktion und sieben mit dem Kreatininmetabolismus assoziieren

lieRen. Die meisten der mit der Nierenfunktion assoziierten Gene konnten auch mit
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chronischer Niereninsuffizienz assoziiert werden. Dazu gehérten die Gene TFDP2, PRKAG2,
PIP5K1B, DACH1 und SLC7A9. In den Untersuchungen zeigten sich diese Zusammenhéange
unabhdangig von einer Erkrankung an Diabetes mellitus oder arteriellem Hypertonus, welche
die beiden wichtigsten Risikofaktoren fiir Nierenerkrankungen darstellen (Islam et al. 2009).
Pattaro et al. (2012) berlcksichtigten daher in ihrer Metaanalyse von GWAS-Daten von
130600 Menschen europdischer Herkunft neben Alter und Geschlecht auch das Vorliegen
eines Diabetes mellitus sowie einer arteriellen Hypertonie. Sie identifizierten sechs neue
Gene, die mit einer verédnderten glomeruldren Filtrationsrate assoziiert waren, darunter
MPPED?2. Der Knock-down dieses Gens in Zebrafischembryos flihrte zu einer veranderten
Genexpression von pax2a und nephrin, welche als Nieren- bzw. Podozytenmarker gelten
(Kramer-Zucker et al. 2005; The Company of Biologists Ltd 1998). Pattaro et al. (2012)
konnten damit einen Einfluss von MPPED2 auf die Podozytenentwicklung vermuten, ihre
Untersuchungen ergaben allerdings keine Auffalligkeiten bezlglich der Clearance von
fluoreszierenden Dextranen.

Anhand einer weiteren Metaanalyse von GWAS-Daten von 63153 Menschen europaischer
Herkunft stellten Boger et al. (2011) eine Assoziation zwischen einem SNP im Gen CUBN
und Albuminurie fest, welche sich vom Vorhandensein eines Diabetes mellitus unabhéngig
zeigte. Die Albuminausscheidung wurde dabei anhand des Albumin-Kreatinin-Quotienten im
Urin bestimmt. Da Albuminurie laut der National Kidney Foundation ein friihes Zeichen fir
eine Nierenerkrankung sei (Keane und Eknoyan 1999), lag eine Assoziation zwischen dem
identifizierten SNP und der glomeruléren Filtrationsrate oder einer chronischen Nieren-
insuffizienz nahe. Diese konnte jedoch nicht gefunden werden (Boger et al. 2011; Kottgen et
al. 2010; Reznichenko et al. 2012). Mittels einer GWAS von 1142 Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz sowie 1186 Nierenspendern konnten Reznichenko et al. (2012) aber
schlie3lich ein anderes SNP im CUBN-Gen mit terminaler Niereninsuffizienz assoziieren und
damit doch einen Zusammenhang zwischen CUBN und der Nierenfunktion herstellen.

Die GWAS von Boger et al. (2011), Kottgen et al. (2010), Pattaro et al. (2012) und
Reznichenko et al. (2012) identifizierten damit eine Reihe neuer Gene, die in der Pathogenese

von Nierenerkrankungen eine Rolle spielen konnten.

1.3 Der Drosophila-Nephrozyt zur Validierung von Kandidatengenen

In den in 1.2 beschriebenen Studien konnten insgesamt 25 Genloki mit einer veranderten
Nierenfunktion assoziiert werden, wobei GWAS zwar eine Korrelation zwischen Genlokus

und Phénotyp aufzeigen, aber keine Aussage Uber die Kausalitat dieser Assoziation zulassen.
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Um genauere Erkenntnisse tber den Einfluss der Gene auf die Nierenfunktion zu erlangen,
habe ich im Rahmen meiner Dissertation am Modell der Drosophila melanogaster die
Orthologe von sieben der Gene, die in den in 1.2 beschriebenen GWAS als mit der
Nierenfunktion zusammenhangend identifiziert wurden, hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Morphologie und die Funktion der Nephrozyten untersucht. Unter den gleichen Aspekten
habe ich mich zusétzlich mit der microRNA 210 (mir210) beschéaftigt, welche nach Studien
von Zaparty et al. am Lehrstuhl fir molekulare und zellulare Anatomie der Universitat
Regensburg unter Prof. Dr. Witzgall in den Glomeruli stark exprimiert wird.

Ich habe meine Untersuchungen an Garland-Nephrozyten von transgenen Drosophila-Larven
im dritten Larvenstadium durchgefiihrt. Die Entwicklungsstadien teilen sich nach den beiden
Hautungsvorgangen ein: Wahrend ihres Wachstums muss die Larve sich zweimal hauten, da
die Chitinhaut nur eine geringe Elastizitat aufweist (Becker 1978).

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen am Modell der Drosophila melanogaster kdnnen
Hinweise auf eine vergleichbare Bedeutung der humanen Orthologe fiir den Filtrationsapparat
der menschlichen Niere geben, da Nephrozyten aufgrund der Ahnlichkeiten hinsichtlich
Entwicklung, Struktur und Funktion als Aquivalent der Podozyten gelten (Weavers et al.
2009).

1.4 Der Nephrozyt

In Drosophila melanogaster bilden Nephro-
zyten zusammen mit den malpighischen
Gefallen eine funktionelle Einheit, die durch
Filtration der Hamolymphe fur die Aufrecht-
erhaltung der  Kdorperhomoostase — sorgt
(Berridge und Oschman 1969; Bradley 1989;
Cagan 2011; Harrison und Locke 1998; Kerkut
und Gilbert 1985; O'Donnell et al. 2003;
Weavers et al. 2009).

Wéhrend in Vertebraten die Glomeruli mit den
Podozyten an das tubulére System angeschlos-
sen sind, liegen die Nephrozyten in Droso-
phila einzeln, haufig aber mit Ausbildung von

Zellkontakten zu benachbarten Nephrozyten,
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) ) ) Abbildung 1.2: Anatomie der Larve von
in der Hamolymphe im Fliegenkdrper ohne Drosophila melanogaster (Mainx 1949).
Die MalpighigefaRe miinden in den Enddarm.
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Kontakt zu den malpighischen GefaRen, die funktionell als wichtigste Exkretionsorgane dem
menschlichen Tubulusystem entsprechen (Aggarwal und King 1967; Cagan 2011; Weavers et
al. 2009). Die blindgeschlossenen Endabschnitte der malpighischen GefaRe weisen ein
einschichtiges, stark gefaltetes Epithel auf. Durch dieses diffundiert die Himolymphe, welche
die Stoffwechselprodukte enthalt. Es wird der Primdrharn gebildet, welcher in die langen
Hauptstiicke gelangt. Dort werden noch verwertbare Stoffe und Wasser reabsorbiert und der
entstehende Sekundarharn wird an den Darm abgegeben (Dettner und Peters 2010) (siehe
Abbildung 1.2).

Durch das offene Kreislaufsystem =
in Drosophila bewegt sich die O TE -
Hamolymphe  frei  durch die -~ B3 K 7 \'. a Osophagus
Korperhohle und wird dabei an den t \ \\\ )/ / T
1 i \ /‘ e ‘\\
Nephrozyten gefiltert, wobei es \_\ | /}\l(’ 3 T
. . _ .1 f P et :

zwei verschiedene Nephrozyten L 4 ik hiiuhe
Populationen gibt: die Garland- \ . .

B e Ventrikel
Nephrozyten, die in Gruppen von \ ’
20-30 Nephrozyten in einer kranz- |

formigen Formation um den
.. . . Abbildung 1.3: Partielles Schema des Verdauungstraktes
Osophagus herum liegen (siehe Ab- mit Garland-Nephrozyten (veréandert nach Aggarwal und
bildung 1.3), und die perikardialen King 1967).
Nephrozyten, welche mit den das Herz umgebenden, myoepithelialen GefaRzellen assoziiert
sind (Aggarwal und King 1967; Crossley 1972; Mainx 1949; Wessing 1965).
Drosophila-Nephrozyten differenzieren sich, wie Podozyten auch, aus epithelialen
Vorléauferzellen mesodermalen Ursprungs (Campbell et al. 2003; Mandal et al. 2004). Der
Nephrozyt ist eine eiférmige Zelle mit einem Durchmesser von etwa 10-20pm. Er ist von
einer Basalmembran umgeben (Weavers et al. 2009) (siehe Abbildung 1.5).

Im EM-Bild lassen sich zwei Bereiche voneinander abgrenzen: das Zellinnere und eine
kortikale Randzone (siehe Abbildung 1.4).

Im Zellinneren befinden sich, wie in Abbildung 1.4 gut zu erkennen, meist zwei Nuklei, da
der Nephrozyt wahrscheinlich durch Verschmelzung zweier Vorléuferzellen entsteht, und die
Zellorganellen (Zhuang et al. 2009). Dazu gehéren das endoplasmatische Retikulum, der

Golgi-Apparat, Lysosomen, Mitochondrien, Peroxisomen und Vesikel (siehe Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Elektronenmikroskopisches Bild eines Nephrozyten.
ER= endoplasmatisches Retikulum; N= Nukleus (unterschiedlich angeschnitten);
kR= kortikale Randzone; Nu= Nukleolus; Vak= Vakuole; Ve= Vesikel

In der kortikalen Randzone entstehen durch die starke Einfaltung der Plasmamembran Kanéle

und Lakunen, deren Eingénge schmale Schlitze von etwa 30nm darstellen. Zwischen den

flankierenden Ful3fortsétzen,
welche denen der Podozyten
entsprechen, sind einzelne
oder doppelte Filamente
verspannt, die das Nephro-
zytendiaphragma bilden, das
Aquivalent  der  Schlitz-
membran (Burghardt et al.
2015; Weavers et al. 2009)
(siehe Abbildung 1.5).

Das Nephrozytendiaphragma Abbildung 1.5: Randzonen-Abschnitt eines Nephrozyten
. (Elektronenmikroskopisches Bild).
enthalt Orthologe der BM= Basalmembran; FF= FuRfortsitze; kR= kortikale Randzone;

Schlitzmembran-Proteine M= Mitochondrium; ND= Nephrozytendiaphragma
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Nephrin und NEPH1 (Weavers et al. 2009). Wahrend ein Nephrin-dhnliches Protein von den
Genen sticks and stones (sns) und hibris (hbs) kodiert wird, kodieren dumbfounded (duf,
kirre) und roughest (rst) fur ein NEPH1-Homolog. Es konnte analog zur Koexpression von
Nephrin und NEPH1 in Podozyten (Barletta et al. 2003) eine lebenslange Koexpression der
von sns und kirre kodierten Proteine in Nephrozyten nachgewiesen werden (Weavers et al.
2009). Das Fehlen eines Proteins flhrt zu Verlust, Reduktion oder Misslokation des anderen
(Weavers et al. 2009). Weavers et al. (2009) stellten bei Nephrozyten mit sns- oder Kirre-
Mutation fehlende Diaphragmata und in der Regel auch den Verlust der Lakunenstruktur fest
und schlussfolgerten daraus, dass die Diaphragmata moglicherweise die FulRfortsatze
stabilisieren kdnnten.

Das Diaphragma bildet zusammen mit der Basalmembran die grofRen- und ladungsselektive
Filtrationsbarriere des Nephrozyten fur die in der Himolymphe enthaltenen Stoffe (Harrison
und Locke 1998; Kerkut und Gilbert 1985; Weavers et al. 2009). Uber rezeptorvermittelte
Endozytose oder dhnliche Mechanismen gelangen die filtrierten Stoffe von dem
Lakunensystem in das Zellinnere, wo sie abgebaut (z.B. Proteine) oder lebenslang gespeichert
werden (z.B. Silbernitrat) (Cagan 2011; Vijayakrishnan et al. 2009; Weavers et al. 2009;
Zhang et al. 2013b; Zhuang et al. 2009). Die Randzone stellt damit den fur die
Nephrozytenfunktion wichtigen Bereich dar und ohne die charakeristische Struktur verlieren
Nephrozyten ihre Fahigkeit zur Filtration und Entgiftung. Die glatte Oberflache der mutierten
Nephrozyten gleicht dem Phanotyp von Podozyten ohne Nephrin und NEPH1, welcher zu
Proteinurie fuhrt (Donoviel et al. 2001; Patrakka et al. 2000).

Zhang et al. (2013a) konnten zeigen, dass die Rolle der Proteinreabsorption bei den
Drosophila-Nephrozyten vor allem in der Elimination von Toxinen aus der Hamolymphe
besteht und dass Defekte im Endozytose-System zu einer verringerten Uberlebensdauer der
Fliegen unter toxischen Bedingungen fiihrten. Nachdem die Ahnlichkeiten zwischen
Nephrozyten und Podozyten schon langer bekannt waren (Weavers et al. 2009), zogen Zhang
et al. (2013a) erstmals auch den Vergleich zu proximalen Tubuluszellen und deren
Proteinreabsorptionsfunktion. Den malpighischen Gefél3en sprachen sie dabei die Funktion
der Henle-Schleife und distalen Tubuli zu, welche vor allem in der Salzreabsorption und

Wasserresorption besteht.
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1.5. Genregulation

1.5.1 UAS/GALA4-System

Um die Bedeutung der sieben Kandidaten-Gene in den Garland-Nephrozyten zu untersuchen,
wurde deren Expression jeweils in einem Drosophila-Stamm herunterreguliert. Dies geschah
mittels RNA-Interferenz, einem Wirkmechanismus, der von interferierender RNA abhéngt.

Die Expression der interferierenden RNA in den Fliegen wurde in meinen Experimenten
mittels des UAS/GAL4-Systems erreicht. Dazu wurden zwei verschiedene Drosophila-

Stdmme miteinander gekreuzt (siehe Abbildung 1.6).

Der eine exprimierte den
GAL4-Treiberline UAS-Line

hefespezifischen  Trans-
kriptionsfaktor GAL4. Da Iy X

dieser unter der Kontrolle 7 @
N N

des Garland-Nephrozyten- \

spezifischen Promotors

V,é’b
sns::GAL4 steht, wurde [ [spez. Promotor [ | GALA | | [[uas | [zelgen] |
das Protein GALA4 aller- l
A . GAL4 Protein
dings auch nur in den
Garland-Nephrozyten GAL4/UAS-Line

synthetisiert.

Im anderen Stamm befand

sich vor einem Zielgen die

Upstream Activating Se-

quenz (UAS). Das Zielgen [ spez. Promotor| | G'IM L]
kodierte in meinem Ver- @ |

o ) GAL4 Protein = —
such fur die interferierende [ Tuas [zelgen] |

RNA, die jeweils spezi- Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau eines UAS/GAL4-

fisch fir eins der Gene Systems (Wikipedia 2015). o
Die GALA4-Treiberlinie wird mit der UAS-Linie gekreuzt, sodass
war, die untersucht werden das durch die UAS regulierte Gen der jeweiligen interferierenden

RNA exprimiert wird.
sollten.

In den Garland-Nephrozyten der Nachkommen der ersten Generation band nun das Protein
GAL4 spezifisch an die UAS, wodurch das downstream gelegene Zielgen aktiviert wurde.
Dadurch wurde in mehreren Schritten die interferierende RNA gebildet, die die Expression

eines Gens herunterregulierte.
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1.5.2 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen Regulation der
Genexpression. Es ist ein von interferierender RNA vermittelter Mechanismus mit dem Ziel,
die Umsetzung einer genetischen Information zu verhindern. Dies wird durch die Blockade
oder den spezifischen Abbau von mRNA (messenger RNA) erreicht. Bei veranderten
Umsténden, die verdnderte Expressionsmuster von endogenen Genen bewirken oder
erfordern, kann  die  Silencing-Maschinerie  durch  Expression  neuer  und
Konzentrationsverdiinnung bzw. Entfernung alter interferierender RNA dementsprechend
angepasst werden (Carthew und Sontheimer 2009).

Interferierende RNAs sind doppelstrangige (ds), kurze RNA-Molekule mit einer Ladnge von
20-30bp: vor allem miRNAs (microRNAs) und siRNAs (small interfering RNAS) in den
Korper-, und piRNAs (piwi-interacting RNAs) in den Keimzellen (Carthew und Sontheimer
2009; Kim 2006). Fir fast alle Drosophila-Gene sind bereits Stdmme erhaltlich, welche unter
dem UAS-Promoter induzierbar RNA-Interferenz Sequenzen exprimieren.

miRNAS

MiRNAs regulieren die Genexpression auf der posttranskriptionellen Ebene Uber
verschiedene Mechanismen, zum Beispiel die RNA-Interferenz (Ambros 2003; Bartel 2004;
He und Hannon 2004; Lai 2003). Etwa 30-50% aller humanen mRNAs werden so beeinflusst,
wobei eine miRNA Hunderte von Genen regulieren kann (Carthew und Sontheimer 2009;
Huntzinger und lzaurralde 2011; Krol et al. 2010; Roéther und Meister 2011). MiRNAs haben
eine Wirkung auf die Entwicklung, Differenzierung, Proliferation, Apoptose und die Funktion
von Zellen, sodass Dysregulationen der miRNA-Expression zu schwerwiegenden
Fehlentwicklungen im Organismus fiihren kénnen (Rother und Meister 2011). Entsprechend
korrelieren die miRNA-Expressions-Profile h&ufig mit dem Krankheitsstatus und kénnen
daher als neue Biomarker flir die Diagnose genutzt werden (Farazi et al. 2013; Nana-Sinkam
und Croce 2010).

MicroRNAs sind durch die genomische DNA kodiert und die Transkription der miRNA-
kodierenden Genbereiche erfolgt im Zellkern durch die RNA-Polymerase Il (Cai et al. 2004;
Lee et al. 2004). Es entsteht ein RNA-Einzelstrang, der sich wegen einer groRen Zahl
palindromischer Abschnitte zu einer charakteristischen Sekundarstruktur faltet: Die so
entstandene pri-miRNA (primare miRNA) besteht aus einem doppelstrangigen Stamm aus
etwa 33 Basenpaaren (bp), einem terminalen Loop und zwei flankierenden, unstrukturierten,

einzelstrangigen Segmenten (Denli et al. 2004; Gregory et al. 2004; Han et al. 2004;
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Landthaler et al. 2004; Lee et al. 2003; Liu et al. 2008). Sie ist 5°capped, gespliced und
polyadenyliert (Rother und Meister 2011).

Als nédchstes wird die Stem-Loop-Struktur von einem Mikroprozessor-Komplex
herausgeschnitten, sodass die etwa 70-Nukleotid-lange, haarnadelférmige (,hairpin-like®)
pre-miRNA (Vorlaufer-miRNA) entsteht.

Neben dem klassischen Mikroprozessor-abhéngigen gibt es auch noch einen alternativen
Weg, bei dem eine bestimmte Unterklasse der pre-miRNAs entsteht: die Mirtrons (pre-
mirRNA/Introns). Dabei werden durch Splicen der pri-miRNA Introns frei, die die
strukturellen Kennzeichen der pre-miRNA aufweisen und entsprechend weiter prozessiert
werden (Berezikov et al. 2007; Liu et al. 2008; Okamura et al. 2007; Ruby et al. 2007).

Die pre-miRNA wird in tierischen Zellen von Exportin5 in Anwesenheit von Ran-GTP (Ras-
related nuclear protein) als Kofaktor Uber Kernporen der Kernmembran aktiv in das
Zytoplasma transportiert.

Im Zytoplasma entsteht
dann, wie in Abbildung | dsRNA
pre-miHNA
1.7 dargestellt, durch
Entfernung des termi- h Dicer
. Y
nalen Loops durch die miRMNA duplex siRNA duplex
A 5. P | 5P
die etwa 22bp-lange, \\‘x !/
reife miRNA-Duplex Ago
(Bartel 2004; Bernstein ‘
et al. 2001). Dicer sind musiAAs
. v
eine  Klasse groRer GENE SILENCING
RNAselll-Enzyme Abbildung 1.7: Prozessierung der pre-miRNA (Liu et al. 2008).
. Aus der pre-miRNA (bzw. dsRNA) entstent durch Dicer die
(Carthew und Sonthei- miRNA-Duplex (bzw. siRNA-Duplex) und anschlielend der
mer 2009). RNA-induzierte Silencing Komplex (RISC).

Waéhrend der Mensch nur ein Dicer-Gen besitzt und die Dicer-Endonuklease im Komplex mit
dem HIV transactivating response RNA-binding Protein (TRBP) und dem Ago2-Protein
daher fir die Synthese sowohl von miRNA als auch siRNA verantwortlich ist, exprimiert
Drosophila zwei verschiedene Dicer (MacRae et al. 2008). Fir das Schneiden der pre-
miRNA ist Dicerl in Interaktion mit dem dsRBD (doppelstrangige-RNA-Bindedomane)-
Protein Loquacious zustédndig. Dicer 2 ist an der siRNA-Bildung beteiligt (Carthew und
Sontheimer 2009; Rother und Meister 2011; Tomari und Zamore 2005).



1. Einleitung

SIRNA

SiRNAs sind 21-23bp lang und haben wie miRNA jeweils zwei 3"-endstandig Uberstehende
Nukleotide (Rother und Meister 2011). Sie sind allerdings beziiglich ihrer Enden viel
heterogener als miRNA (Carthew und Sontheimer 2009). Sie werden aus einem langen,
perfekt gepaarten dsRNA-Molekil gebildet, welches die menschliche Dicer-Endonuklease
bzw. Dicer2 in Drosophila in Interaktion mit dem dsRBD-Protein R2D2 (exogene siRNA)
oder einer alternativen Form von Loquacious (endogene siRNA) spaltet (siehe Abbildung 1.7)
(Hartig et al. 2009; Liu et al. 2003; Mello und Conte 2004; Miyoshi et al. 2010; Tomari et al.
2004; Tomari und Zamore 2005; Zhou et al. 2009). AuBerdem kann SiRNA auch aus
transposablen Elementen, heterochromatischen Regionen, konvergenten mRNA-Transkripten
und hairpin-RNAs entstehen (Czech et al. 2008; Ghildiyal et al. 2008; Kawamura et al. 2008;
Okamura et al. 2008). SIRNAs konnen entweder in der Zelle synthetisiert (endogene siRNA)
oder von aullerhalb in die Zelle eingeleitet werden (exogene siRNA) (Carthew und
Sontheimer 2009; Golden et al. 2008; Réther und Meister 2011). Da die meisten siRNAs vor
allem auf den Lokus wirken, aus dem sie entstehen, sind an der RNA-Interferenz des eigenen
Genoms vor allem die endogenen siRNAs beteiligt, wahrend exogene siRNAs hauptséchlich
der Verteidigung gegen Viren dienen (Haasnoot et al. 2007; Sontheimer und Carthew 2005;
Carthew und Sontheimer 2009).

Ablauf der RNA-Interferenz

Bildung des RISC

Grundlage der RNA-Interferenz ist die im Zytosol stattfindende ,,RISC Assembly*, die
Bildung eines RNA-induzierten Silencing Komplexes (RISC), der aus RNA und Proteinen
besteht (Carthew und Sontheimer 2009; Eulalio et al. 2007; Meister und Tuschl 2004; Tomari
und Zamore 2005). Die genauen Komponenten variieren je nach interferierender RNA und

RNA-Interferenzweg, sowie auch nach Spezie.

Bei dem Proteinanteil handelt

" Mg eI
es sich hauptsachlich um Ago- S PAZ
: : : S5 -
Proteine. Diese sind etwa , @ L
~ ot

95kDa schwer und gehoren der
Argonauten-Superfamilie an
(Carthew und Sontheimer 2009;
Liu et al. 2008), deren Mit-

-
L1 PIWI

. L . Abbildung 1.8: Schemata der Doménenabfolge und Struktur
glieder, wie in Abbildung 1.8 der Ago-Proteine (Carthew und Sontheimer 2009).
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dargestellt, durch vier Doménen charakterisiert werden: die PAZ-, die PIWI-, die N- und die
Mittel-Domane (Ma et al. 2005; Parker et al. 2004, 2005; Song et al. 2004; Yuan et al. 2005).
Die PAZ-Domane besitzt eine RNA-3"-Terminus-Bindeaktivitat, wodurch der RNA-Strang
im RISC gebunden wird (Carthew und Sontheimer 2009; Parker et al. 2005; Song et al.
2004).

Abbildung 1.9 stellt die Genese des

Stable end Loose end
RISCs dar: Nachdem die SiRNA- \
Duplexe generiert wurden, S LI g SiANA duplex
interagieren sie mit einem RISC 3202 Der-2
loading Komplex (RLC), dessen Kern ) \\

in Drosophila von Dicer2 und dem & E "
p-5'
dsRBD-Protein R2D2 gebildet wird

(Liu et al. 2003; Tomari et al. 2004; $
Tomari und Zamore 2005). Das \
Dicer2-R2D2-Heterodimer ladt die Ii |
SsiRNA-Duplex auf das Ago2-Protein S HOm—— &

(Forstemann et al. 2007; Tomari et al. 59,./D;adanon
2007). MIRNA-Duplexe, die statt '\
weitreichender Komplementaritat dmAgo2

Core Drosophila

typischerweise viele Fehlpaarungen . RISC
aufweisen, haben nur eine geringe Abbildung 1.9: Enstehung des RNA-induzierten
e Silencing Komplexes (Liu et al. 2008).
Affinitat zu R2D2 (Forstemann et al. Durch Interaktion mit dem RISC-loading Komplex
2007; Tomari et al. 2007). Man nimmt wird die Duplex auf ein Ago-Protein geladen,
' entwunden und die beiden Strdnge werden
an, dass sie direkt von Dicerl auf das voneinander getrennt. Der Fihrungsstrang bildet

) ) zusammen mit dem Ago-Protein den RISC.
Agol-Protein  Ubertragen  werden

(Carthew und Sontheimer 2009). Die miRNA- bzw. siRNA-Duplex bildet zusammen mit dem
jeweiligen Ago-Protein den pre-RISC (Vorlaufer-RISC).

Nun wird die miRNA- bzw. siRNA-Duplex entwunden, die beiden Strdnge voneinander
getrennt (Carthew und Sontheimer 2009) und nach der thermodynamischen Asymmetrie-
Regel ein Fihrungsstrang selektiert, welcher mit dem Ago-Protein den RISC bildet (Kim
2005; Liu et al. 2008; Matranga et al. 2005; Miyoshi et al. 2005; Rand et al. 2005; Tomari
und Zamore 2005).
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Funktion des RISC

Nach Bildung des RISC bindet die miRNA bzw. siRNA spezifisch eine komplementére
MRNA (Carthew und Sontheimer 2009). MiRNAs binden ihre mRNA meist unter Ausbildung
vieler Fehlpaarungen und Wolbungen, wohingegen SIRNA/mMRNA-Doppelstrange in der
Regel perfekt gepaart sind (Carthew und Sontheimer 2009). Der Grad der Komplementaritét
zwischen RISC und der Ziel-mRNA ist entscheidend dafur, auf welchem Weg es zum
Silencing der mRNA kommt (Carthew und Sontheimer 2009; Liu et al. 2008).

Bei perfekter Basenpaarung, die wie beschrieben fast ausschliellich bei siRNA auftritt,
kommt es zum endonukleolytischen Abbau durch Ago2 (siehe Abbildung 1.10), durch den ein
5"Monophosphat-terminales und ein 3"Hydroxyl-terminales Fragment entstehen, die von dem
RISC dissoziieren und von Exonukleasen abgebaut werden (Elbashir et al. 2001; Hutvagner
und Zamore 2002; Liu et al. 2004; Martinez und Tuschl 2004; Orban und lzaurralde 2005;
Schwarz et al. 2004).

Ago2

5 TMEpppG — I M *F  AAAA-3  mRNA Target

5— "MGpppG OH-3' 5-P AAAA-T
Decapped and degraded by Degraded by 5'-exonucleases
E'-exonucleases & 3-exonucleases & J-exonucleases

Abbildung 1.10: Abbau der mRNA nach Bindung durch den RISC (Liu et al. 2008).
Bei perfekter Basenpaarung zwischen mRNA und dem RISC wird die mRNA zundchst
endonukleolytisch durch Ago2 und anschlieRend von Exonukleasen abgebaut.

Da Fehlpaarungen im oder in der N&he des Doppelstrang-Zentrums einen
endonukleolytischen Abbau verhindern, tritt bei RISCs, die miRNA enthalten, ein anderer
Repressionsweg auf: die Inhibition der Translation vor allem zum Zeitpunkt der Initiation
(Ambros 2004; Carthew und Sontheimer 2009; Filipowicz et al. 2005; Gebauer und Hentze
2004; Richter und Sonenberg 2005). Die Initiation beginnt mit der Bindung des
eukaryotischen Initiationsfaktors (elF) 4E an das 5 terminale 7"Methyl-Guanosin-Cap (m7G)
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der mRNA. Ein weiterer eukaryotischer Initiationsfaktor, elF4G, interagiert nun einerseits mit
elF4E und andererseits mit dem polyA-bindenden Protein (PABP) am polyadenylierten Ende.
Dies fiuhrt zur Bildung einer zirkularisierten mRNA, was die Translationseffizienz verbessert
und regulatorischen Sequenzen innerhalb der 3'UTR (untranslatierte Region) erlaubt, die
Translationsinitiation zu beeinflussen. Nach Assoziation der 40S- und der 60S-
Ribosomuntereinheit am AUG-Codon startet die Proteinsynthese (Carthew und Sontheimer
2009; Richter und Sonenberg 2005). Die genauen Details, bei welchem Schritt der RISC
ansetzt, sind noch unklar. Es gibt verschiedene mdogliche Mechanismen, die in Abbildung
1.11 dargestellt sind:

Ribosomes

C Translation /

S AAAA b gy <6 )
T e AAAA ¢ <

Compete for cap binding \ / Promote degradation

% ST, AAAA
. / \
9 2 @
) el )
.‘:")
8 ey e
& A e
Compete for elF6/60S bt ";-'-/ ot Ribosome dropoff

Block circularization

Abbildung 1.11: Gen-Silencing durch den RISC (Carthew und Sontheimer 2009).

Der RISC verhindert die Translation der gebundenen mRNA durch Besetzen der Cap-bindenden Doméne
(oben links), Verhinderung der Zusammensetzung (unten links) oder friihzeitige Dissoziation eines Ribosoms
(unten rechts), Verhinderung der Zirkularisierung der mRNA (unten Mitte) und Forderung des Abbaus der
mRNA (oben rechts).

1. Die Mitteldomane der Ago-Proteine hat Sequenzéhnlichkeiten zur Cap-bindenden Domane
von elF4E. Statt der zwei wesentlichen Tryptophanreste besitzen sie zwei Phenylalaninreste,
mit denen der RISC statt elF4E an das m7G-Cap binden kann und so die
Translationsinitiation verhindert (Kiriakidou et al. 2007).

2. Das menschliche Ago2-Protein interagiert mit elF6 und der 60S-ribosomalen Untereinheit
und verhindert die Entstehung eines Ribosoms an der mRNA (Chendrimada et al. 2007).
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3. Das Agol-Protein des RISCs kann an das Aminoende von GW182 binden (Behm-Ansmant
et al. 2006). GW182-Proteine fordern die Deadenylierung der mRNA, wodurch diese sich
nicht zu einer kreisférmigen Struktur formen kann, sodass sie instabiler und schneller
abgebaut wird (Carthew und Sontheimer 2009; Djuranovic et al. 2011; Eulalio et al. 2008;
Huntzinger und lzaurralde 2011; lzaurralde 2014).

4. Eine weitere Moglichkeit ist die Hemmung der Elongation durch eine RISC-induzierte
frihzeitige Dissoziation der Ribosomen von der mRNA (Petersen et al. 2006). Die genauen
Details sind noch nicht bekannt.

5. Letztendlich kénnen mRNAs nach Bindung des RISC als Folge von Deadenylierung,
Decapping und exonukleolytischem Verdau schneller abgebaut werden (Behm-Ansmant et al.
2006; Giraldez et al. 2006; Wu et al. 2006b). Es ist noch unklar, warum manche mRNAs
abgebaut werden und andere nicht. Anzahl, Typ und Position der Fehlpaarungen zwischen
miRNA und mRNA konnten dabei laut Aleman et al. (2007) eine wichtige Rolle spielen.

Neben der beschriebenen

.. Recruitment and H3K9 methylation

posttranskriptionellen
. . . Chp1 RITS

Silencing-Wege gibt es auch poi '

noch die Wirkung der SIRNA

Transkriptionsinhibition.

o 9 @ 909
Diese wird durch den RITS- - \

Chp1
29971 Tae3

=) CLRC

transkriptioneller ~ Silencing- o {

Komplex) vermittelt, der

Komplex (RNA-induzierter

eine Variante des RISC SIANA — l =
darstellt und siRNA enthalt =5
(Lippman und Martienssen Abbildung 1.12: Rekrutierung und H3K9-Methylierung (Cell
Press 2012).
2004; Verdel et al. 2004). Er In Schizosaccharomyces pombe besteht der RITS-Komplex aus
. ] SiRNA und den Proteinen Agol, tas3 und Chpl (Verdel et al. 2004).
bewirkt, dass das Chromatin Die Assoziation des RITS fiihrt zur Methylierung von Histon 3 an

Lysin durch den Clr4-Methyltransferase-Komplex (CIrC). Dadurch

€ine kompaktere Form wird die Heterochromatinform stabilisiert und so die Transkription

annimmt und dann nicht verhindert (Ishida et al. 2012; Lippman und Martienssen 2004;
Volpe et al. 2002). AuRerdem wird der RNA-Polymerase-Komplex
mehr fir die Transkription (RDRC) aktiviert, welcher die Potenz der RNA-Interferenz steigert,
indem er sekunddre siRNAs regeneriert, sodass die Repression
zuganglich ist (Lippman und verstarkt wird und langer erhalten bleibt (Carthew und Sontheimer

) ) 2009; Sugiyama et al. 2005).
Martienssen 2004) (siehe i )

Abbildung 1.12).
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1.6 Die Kandidatengene

1.6.1 AMPKy

Das Protein-kodierende Gen AMPKy entspricht dem Gen SNF4A4y und ist das Ortholog der
Drosophila melanogaster des menschlichen Gens PRKAG2 (FlyBase Gene Report:
Dmel\SNF4AyY).

AMPKy ist auf dem Fihrungsstrang des rechten Arms von Chromosom 3 von Stelle
21140,739 bis 21214,269 lokalisiert (siehe Abbildung 1.13) (FlyBase Gene Report:
Dmel\SNF4AyY).

3R
21140k 21150k 21160k 21170k 21180k 21180k 21200k 21210k
Gene Span
meigo CGLOGZ2d Shmpd CGhg62
== | < =
SNFdAgamma
[
CGEE10
=g

Abbildung 1.13: Lokalisation von AMPKy (FlyBase Gene Report: Dmel\SNF4Ay; FlyBase Web
Development Group).

AMPKy kodiert fir die y-Untereinheit der Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase
(AMPK). Diese ist ein heterotrimerer Komplex, bestehend aus einer katalytischen a-
Untereinheit und den zwei regulatorischen Untereinheiten f und y (Riek et al. 2008).
Menschen weisen zwei a-, zwei B- und drei y-Isoformen auf, wahrend bei Drosophila jede
Untereinheit von nur einem Gen kodiert wird (Birk und Wojtaszewski 2006; Pan und Hardie
2002). Die Koexpression der drei Untereinheiten ist essentiell fir die Bildung und Funktion
der Proteinkinase (Dyck et al. 1996; Woods et al. 1996).

Die AMPK wird ihrem Namen entsprechend durch hohe Adenosinmonophosphat(AMP)-
Level in der Zelle aktiviert (Stein et al. 2000; Hawley et al. 1995, 1996). Situationen, in
denen die Adenosintriphosphat(ATP)-Produktion verhindert ist, wie Hypoxie oder Ischamie,
Hitzeschock, metabolische Vergiftung oder Glukosedeprivation, sowie Prozesse, die den
ATP-Verbrauch beschleunigen, zum Beispiel die Muskelarbeit, fiihren daher zu einer
erhohten Aktivitat der AMPK (Corton et al. 1994; Marsin et al. 2000; Salt et al. 1998;
Winder und Hardie 1996). Fur die Aktivierung der Kinasefunktion ist die Struktur der AMPK
entscheidend (Moffat und Harper 2010). Die y-Untereinheit weist vier Cystathion-f-
sheet(CBS)-Sequenzen auf (Townley und Shapiro 2007; Xiao et al. 2007). CBS-Domanen
zeigen eine Helix-Loop-Strang-Struktur, bei der in einer hydrophoben Tasche Nukleotide

gebunden werden kénnen (Townley und Shapiro 2007; Xiao et al. 2007). Die vier CBS-
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Domanen von AMPKy unterscheiden sich in ihrem Bindungsverhalten. CBS1 und CBS3
koénnen sowohl AMP als auch ATP binden (Xiao et al. 2007), wahrend CBS4 nur AMP
binden kann und damit als Energiesensor fungiert (Townley und Shapiro 2007; Xiao et al.
2007). Der CBS2-Doméne fehlt ein Asparaginsédure-Rest (Townley und Shapiro 2007),
weshalb sie kein Nukleotid binden kann. Stattdessen wurde von Scott et al. (2007) eine
Pseudosubstrat-Sequenz (PS) gefunden, welche in Abwesenheit von AMP mit der Substrat-
Binde-Domine der a-Untereinheit assoziiert und damit deren Aktivitdt unterdrickt. Die
Bindung von AMP fiihrt zu einer Konformationsianderung der y-Untereinheit, welche die
CBS2-Doméne deformiert, dabei den Kontakt zwischen der PS und der aktiven Seite der a-
Untereinheit und somit die Inhibition beendet (Scott et al. 2007). ATP antagonisiert den
Effekt von AMP durch kompetitive Hemmung (Corton et al. 1995; Scott et al. 2004).

Die AMPK reagiert dadurch sehr sensibel auf Anderungen des AMP/ATP-Verhéltnisses und
bewirkt dann ber verschiedene Ansatzpunkte eine Anpassung der Stoffwechselprozesse an
das Energieniveau der Zelle. Bei ATP-Mangel und damit hohem AMP-Level werden katabole
Stoffwechselwege aktiviert, wahrend anabole Prozesse inhibiert werden (Moffat und Harper

2010).
(PD

Fir den Fettstoffwechsel
B-Oxidation ‘ Pi

ACC —» ACC

bedeutet das eine
vermehrte
und eine  verringerte
Fettsduresynthese. Wie in
Abbildung 1.14 dar-
gestellt, inhibiert die
AMPK durch Phosphory-
lierung die Acetyl-CoA-

Carboxylase (ACC) und

/
Acetyl-CoA +’l Malonyl-CoA

i

Acyl-CoA

f Oxidation

Abbildung 1.14: Modell fir den Effekt der AMPK auf die

damit die Synthese von
Malonyl-Coenzym A
(CoA) (Kahn et al. 2005).

Oxidation der Fettsauren (verédndert nach Kahn et al. 2005).

Die phosphorylierte AMPK hemmt ber Phosphorylierung der ACC
die Malonyl-CoA-Synthese. Dadurch kdnnen vermehrt Fettsduren in
das Mitochondrium transportiert und dort oxidiert werden.

Zudem konnten Lee et al. (2006) zeigen, dass die Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase zu einer erhdhten Expression von PPARa und PGC1 fiihrt und Campbell et al.
(2002) beschrieben, dass dies geringere Level an Malonyl-CoA bewirke. Da dieses das
Substrat der de-novo-Synthese und Elongation von Fettsduren ist, kann beides dann nicht

mehr stattfinden. AuBerdem hemmt Malonyl-CoA die Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1
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(CPT1) (Kahn et al. 2005), welche fir den Transfer von primdren zytosolischen Fettsauren in
die Mitochondrien, den Ort der f-Oxidation, benétigt wird. Letztere kann also bei niedrigen
Malonyl-CoA-Leveln verstérkt ablaufen.
Des Weiteren steigert die AMPK

die Glykolyse (Marsin et al. 2000). i

Glukoneogenese
Durch Aktivierung der Phospho- Fractose 26 Fraciom 6
bisphosphat phosphat

fruktokinase 2 (PFK2) entsteht phosphat
vermehrt  Fruktose-2,6-bisphos- ‘%) @K

F16-
phat, welches die Phosphofrukto- Bisphos-

Fructose 6

phatase
kinase 1 (PFK1), ein Schlussel- .

.ructose 1.6- Fructose 1,6-
enzym der Glykolyse, aktiviert. h's"t:“phat bisphosphat
Gleichzeitig inhibiert es die 2 Pyruvate E. Jaspard (2011)
Fruktose-1,6-Bisphosphatase  (F- Abbildung 1.15: Regulation der Glykolyse (verandert nach

Ri Jaspard 2015).
1,6-Bisphosphatase) und hemmt Fruktose-2,6-bisphosphat aktiviert die PFK1, ein Schllssel-

damit die Glukoneogenese (siehe enzym der Glykolyse,_ L_md inhibiert die Fruktose-1,6-
Bisphosphatase und damit die Glukoneogenese.

Abbildung 1.15).

Aullerdem zeigten Studien von Hayashi et al. (2000), dass die Aktivitat der AMPK stark mit

der Glukoseaufnahme in Muskelzellen von Ratten korrelierte und Russell et al. (1999) und

Franch et al. (1999) nehmen an, dass die AMPK die Kontraktions-induzierte Steigerung der

Glukoseaufnahme vermittelt. In Studien von Mu et al. (2001) wurde allerdings beschrieben,

dass die Glukoseaufnahme und Translokation von GLUT4 an die Zelloberflache bei

Muskelzellmutanten, bei denen die AMPK inhibiert war, nur zum Teil verhindert wurde,

woraus sie schlussfolgerten, dass wahrscheinlich auch andere Mechanismen an der

Regulation der Glukoseaufnahme beteiligt sind.

Experimente von Halse et al. (2003) zeigten einen Abfall der Gykogensynthase-Aktivitét bei

steigender Aktivitdt der AMPK, was auf eine Inhibition der Glykogensynthase durch die

AMPK schlieRen l&sst. Ob dies durch direkte Phosphorylierung geschieht, bleibt allerdings

noch unklar.

Uber die negative Regulation von Transkriptionsfaktoren inhibiert die AMPK laut Hardie und

Carling (1997) aullerdem noch weitere ATP-verbrauchende Prozesse wie die Cholesterol-

synthese.

Die AMPK spielt also eine Schlisselrolle in der Regulation der zellularen

Energiehomdostase. Ein Funktionsverlust fuhrt zu einer allgemeinen Unféhigkeit
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der Zellen, wahrend erndhrungsbedingten Stresssituationen Energie umzuverteilen und
Aktivitaten anzupassen (Johnson et al. 2010).

Da bei diesen Umstellungsprozessen auch Hormone eine wichtige Rolle spielen, ist es nicht
uberraschend, dass diese beiden Systeme zusammenhéngen. Die Arbeitsgruppe Braco et al.
(2012) beschaftigte sich mit der Sekretion von AKH (Adipokinetischem Hormon), dem
Aquivalent der Drosophila zu menschlichem Glukagon und stellten eine Korrelation zur
Aktivitat der AMPK fest. Die Untersuchungen ergaben dabei, dass die Aktivierung der
AMPK eine Veranderung der Zellerregbarkeit durch erhohte Kalziumlevel in der Zelle
bewirkt. Braco et al. (2012) spekulierten daraufhin, dass die AMPK K*atp-Kandle moduliert.
Kalzium kdnnte dann Uber spannungsgesteuerte lonenkandle in die Zelle gelangen und dazu
fuhren, dass Vesikel, die AKH enthalten, mit der Zellmembran fusionieren und das Hormon
ausschutten, welches eine Energiemobilisation und steigende Zuckerkonzentrationen in der
Hamolymphe bewirkt. Auch in menschlichen Pankreaszellen wird die AMPK bendtigt, um
die flr die Glukagonausschiittung bendétigten hohen Kalziumlevel zu generieren.

Ein letztes wichtiges Substrat der AMPK ist

YAMP-ATP — 3 [:*PH_FT_K:I — [ATSC

Tuberin (TSC2), welches phosphoryliert ratio

zusammen mit Hamartin (TSC1) den J_
dimeren  tuberdsen  Sklerose-Komplex bt GTE
(TSC) bildet. Dieser inhibiert Rheb, eine - L
Guanosin-Triphosphatase (GTPase) der G—'_

Ras-Familie, welche mTOR (mammalian

. . .. . Abbildung 1.16: Einfluss der AMPK auf mTOR
target of Rapamycin) direkt aktiviert (siehe (veréndert nach Lieberthal und Levine 2009).

Abbildung 1.16) (Hay und Sonenberg 2004; :?]Lr‘lzg?ert"'(;?g:ﬁ“gKiirchRmh%g_Tpase Uber TSC
Inoki et al. 2003; Reiter et al. 2005).

mTor ist Bestandteil von zwei verschiedenen Komplexen, mTORC1, welcher das
Gerustprotein Raptor enthdlt, und mTORC2, welcher das Gerustprotein Rictor enthalt (Jacinto
et al. 2004; Kim et al. 2002; Sarbassov et al. 2004). Wahrend mTORC2 Einfluss auf die
Zellpolaritat und das Zytoskelett hat, fordert mTORCL1 die Zellproliferation durch Stimulation
der mRNA-Translation und Synthese der Proteine, die fur eine Zunahme der Zellgré3e und
den Durchlauf der GO- und G1-Phase des Zellzyklus bendtigt werden (Sarbassov et al. 2004;
Wullschleger et al. 2006; Kim et al. 2002). Durch die Aktivierung der AMPK wird also durch

die Inhibition von mTOR das Zellwachstum wéhrend Energiemangel unterdrickt.
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Aullerdem ist mTOR durch
den Einfluss auf die Zell-

I +mTOR ”
masse und Zellproliferation
auch an der Pathogenese von / \
Nierenerkrankungen beteiligt _] ‘
(siehe  Abbildung 1.17). ¢ ¢ ,L

Lieberthal und Levine (2009)

Glomerulire Lymphozyvien- Fibroblasten-

haben gezeigt, dass mTOR Hypertrophie proliferation  proliferation
einen groRRen Einfluss auf die
Proteinurie
Regeneration des Nierenge- +
; _ tubulire 3 proinflammatorische und
webes nach akutem Nieren "Zellaktivierung" profibrotische Zyvtokine
versagen hat. Andererseits ¢ ¢

spielt mTOR bei der Hyper- .
. . EMT
trophie der glomerulédren !

Zellen, einer ersten Struktur- / \ /

) . . tubuls
verénderung bei chronischen vﬂhﬂﬂrl e interstitielle
Nierenerkrankungen eine Atrophie o
zentrale Rolle (Lee et al. \ /
2007; Chen et al. 2005). Die
Verlust von GFR
glomeruléare  Hypertrophie
kann zu einer Verletzung der Abbildung 1.17: Effekte von mTOR (verandert nach Lieberthal
) und Levine 2009).
Podozyten und damit zu Gesteigerte Aktivitat von mTOR fordert interstitielle Entziindungen
] ] und die epithelial-mesenchymale Transition (EMT), was zu
einem Funktionsverlust der interstitieller Fibrose und Stérungen des Tubulussystems und
. .. dadurch zu einer Verschlechterug der glomeruldren Filtrationsrate
Niere  fuhren  (Hostetter (GFR) fihrt.

1995, 2003). Zusatzlich

haben Studien von Bonegio et al. (2005) gezeigt, dass die Inhibition von mTOR bei
chronischen Nierenerkrankungen die interstitielle Entziindung, Fibrose und den
Funktionsverlust verringert. Dies kdnnte darauf zuriickzufhren sein, dass mTOR auch die
Proliferation und klonale Expansion von Lymphozyten férdert (Fingar und Blenis 2004; Hay
und Sonenberg 2004). AuBerdem stimuliert es die Proliferation von Fibroblasten und deren
Kollagensynthese, sowie die Expression von profibrotischen Zytokinen wie TGFB1 und des
konnektiven Gewebe-Wachstumsfaktors (Brenneisen et al. 2000; Lloberas et al. 2006; Lock
et al. 2007; Shegogue und Trojanowska 2004; Sakaguchi et al. 2006; Yang et al. 2007).
Aullerdem beeinflusst mTOR die epithelial-mesenchymale Transition (EMT), bei der
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Tubuluszellen eine phé&notypische Verédnderung zu Fibroblasten durchlaufen und dann durch
die Basalmembran in das Interstitium wandern (Eddy und Neilson 2006; Harris und Neilson
2006; Lamouille und Derynck 2007; Liu 2004; Pon et al. 2008).

Bei der diabetischen Nephropathie bewirkt mTOR neben den beschriebenen Charakteristika
chronischer Nierenerkrankungen eine Steigerung der Synthese von Matrixproteinen, was zu
einer Verdickung der Basalmembran und Anlagerung von mesangialer Matrix flhrt (Kasinath
et al. 2006; Mariappan et al. 2007; Sataranatarajan et al. 2007).

Doch die Verdnderungen der Niere durch mTOR gehen sogar noch dartiber hinaus. mTOR
scheint einen Anteil an der Pathogenese von polizystischen Nieren (Shillingford et al. 2006;
Tao et al. 2005) und von Nierenzellkarzinomen zu haben (Brugarolas et al. 2003; Kenerson et
al. 2002; Kondo et al. 2001), wobei der therapeutische Effekt der mTOR-Inhibition vor allem
auf die Hemmung des Zellwachstums und der Zellproliferation abzielt.

Da durch die Herunterregulation des AMPKy-Genes keine funktionsfahige AMPK gebildet
werden kann, und damit die Inhibition von mTOR wegféllt, wéren pathologische

Veranderungen an den Nephrozyten der Drosophila sehr realistisch.

1.6.2 CG9413

Das Protein-kodierende Gen CG9413 ist das Ortholog der Drosophila melanogaster des
menschlichen Gens SLC7A9 (FlyBase Gene Report: Dmel\CG9413).

CG9413 ist auf dem Folgestrang des X-Chromosoms von Stelle 14584,733 bis 14602,580
lokalisiert (siehe Abbildung 1.18) (FlyBase Gene Report: Dmel\CG9413).

14580k, 14590k, 14600k, 14610k,
Gene Span
CGldd1d MetA
C=
mRpE25
4
nmdun—06
L+
CE9415
<

Abbildung 1.18: Lokalisation von CG9413 (FlyBase Web Development Group).

SLC7A9 kodiert fir den Aminoséaurentransporter b®" (b®"AT) (Calonge et al. 1994,
Feliubadalo et al. 1999; Pras et al. 1994), welcher ein nicht glykosyliertes Membranprotein
mit mutmallich zwolf Transmembrandomanen darstellt. Zusammen mit dem Typ-11-Mem-

bran-Glykoprotein rBAT, mit dem es uber eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten
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verbunden ist, bildet es
einen heterodimeren
Aminosdurentransporter
(siehe Abbildung 1.19)
(Chillaron et al. 2001,
Pfeiffer et al. 1998;
Verrey et al. 1999;
Wagner et al. 2001).

Dieser ist hauptsachlich

AuBere Membran

Plasma-
membran

Innere Membran
in der apikalen Bursten-

. N
saummembran von Epi- bo*AT
. rBAT
thelzellen der Nieren-
tubuli und des Diinn- Abbildung 1.19: Modell der heterodimere Prasentation von b°* und
o rBAT (veréndert nach Palacin 1994).
darms lokalisiert und rBAT weist einen intrazellularen Aminoterminus, eine transmembrane
) ) Sequenz, sowie eine groRe extrazellulare Doméane auf und ist ber eine
vermittelt den Natrium- Disulfidbriicke mit dem wahrscheinlich aus zwélf Transmembran-

) o
unabhangigen, hoch- domanen bestehenden b®* verbunden.

affinen Transport von Cystin und dibasischen Aminosduren in die Zelle im Austausch gegen
neutrale Aminoséuren (Chillaron et al. 1996; Furriols et al. 1993). Die Antriebskraft fir die
Reabsorption von L-Cystin wird zum einen elektrophysiologisch durch das negative
Membranpotential, zum anderen durch die intrazellulare Reduktion zu L-Cystein generiert,
welches Uber den basolateralen L-Typ-Aminosduren-Transporter 2 (LAT2) die Zelle verlésst
(Chillaron et al. 1996; Silbernagl 1988). Die dibasischen Aminosduren gelangen an der
basolateralen Seite Uber das y+LAT1-Transportsystem aus der Zelle heraus (Pfeiffer et al.
1999). Die Substratspezifitit des b®*AT/rBAT-Heterodimers wird durch die leichte
Untereinheit, den b®*AT, bestimmt, welche auch den eigentlichen Transporter darstellt. Die
schwere Untereinheit (rBAT) hat vermutlich eine Trafficking-Funktion des Heterodimers zur
apikalen Membran (Nakamura et al. 1999).

Laut Fernandez et al. (2002) nimmt, wie in Abbildung 1.20 dargestellt, die Expression des
b>*AT/rBAT-Heterodimers im Verlauf des proximalen Nierentubulus ab, was dem
Expressionsgradienten von b®*AT entspricht. Bei rBAT verhdlt es sich genau
entgegengesetzt, was zu der Annahme fihrte, dass rBAT noch mit mindestens einer anderen
leichten Untereinheit zu einem Komplex assoziiert. Diese ist bislang allerdings unbekannt und
das Heterodimer scheint auch nicht Cystin zu transportieren, da ein Defekt von rBAT,

welcher die Funktion beider Heterodimere betrifft, die Reabsorption von Cystin nicht stérker



1. Einleitung

vermindert als ein Defekt von b®*AT , der

. Verlauf des proximalen Tubulus
die Komplexe aus rBAT und der unbe-

kannten Untereinheit nicht beeintrachtigt
(Crawhall et al. 1967; Font et al. 2001, PR AT
Expression

Frimpter et al. 1962).

Die Cystin-Reabsorption in der Niere findet

_ rBAT
Expression

zu >90% in den frihen Teilen des
proximalen Tubulus statt (Volkl und
Silbernagl 1982; Silbernagl 1988), wobei das
b*AT/rBAT-Heterodimer das wichtigste

System darstellt (Fernandez et al. 2002). Ein ‘BAT-X

i i i L i Expression
zweites ist Natrium-abhangig und hat eine /
X=unbzkannt=
geringere Affinitat zu Cystein, transportiert YBAT-HS*AT Untesmabint
. . Expression
aber keine anderen Aminosauren (Fernandez
et al. 2002). Es ist noch weitgehend Abbildung 1.20: Expressionsgradienten von b°*
und rBAT (verandert nach Fernandez et al.

unerforscht. Defekte, die das hochaffine 2002).

bo*AT/rBAT-Transportsystem betreffen,

fihren zur Cystinurie (Font et al. 2001). Die Cystinurie ist eine autosomal-rezessiv vererbte
Krankheit, die sich durch eine urindre Hyperexkretion von Cystin und kationischen
Aminosduren auszeichnet (Levy 1973). Da die Loslichkeit von Cystin sehr gering ist, kommt
es zu rezidivierender Nierensteinbildung, die zu Obstruktion, Infektionen und letztendlich zur
renalen Insuffizienz fihren kann (Palacin et al. 2001). Anhand der Konzentrationen von
Cystin und dibasischen Aminoséuren im Urin bei heterozygoten Tragern, wird die Cystinurie
in Typ-1 und nicht-Typ-1 unterschieden. Bei der Typ-I-Cystinurie sind die Konzentrationen
nicht erhoht, bei der nicht-Typ-I1-Cystinurie dagegen schon (Goodyer et al. 1998). Die
Variationsbreite hierbei ist so groR, dass eine dominante Vererbung mit variabler Penetranz
vermutet wurde (Eggermann et al. 2000). Die beiden Typen sind auf Mutationen in
unterschiedlichen Genen zuriickzufiihren. Wahrend die Typ-1-Cystinurie durch Mutationen
im Gen SLC3A1 verursacht wird (Calonge et al. 1995), welches flr rBAT kodiert, fiihren
Mutationen im Gen SLC7A9 zur nicht-Typ-I-Cystinurie (Feliubadalo et al. 1999). Auch
Mischformen (Typ-I/nicht-Typ-I) sind moglich (Goodyer et al. 1998).

Assimos et al. (2002) verglichen Patienten mit durch Zystinurie bedingten Nierensteinen und
Patienten mit Kalziumoxalatsteinen beziuglich des Serumkreatinins und konnten dabei

pathologisch erhéhte Werte bei signifikant mehr Patienten mit Zystinurie feststellen, denen
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damit ein groleres Risiko fir einen Nierenfunktionsverlust zugeschrieben wurde. Dies erklart,
warum Menschen mit einer Mutation im Gen SLC7A9 in der Studie von Kdéttgen et al. (2010)
durch eine verdnderte GFR aufgefallen sind und es ist von groRem Interesse, die Wirkungen
des Gens am Modell der Drosophila néher zu untersuchen.

In Studien von Reynolds et al. (2009) konnte allerdings in Drosophila nur eine einzige
schwere Untereinheit von heterodimeren Aminosaurentransportern identifiziert werden und
diese entsprach nicht dem menschlichen rBAT, sodass fraglich ist, ob Drosophila ein
Ortholog zu dem b®*AT/rBAT-Heterodimer aufweist.

AuBerdem ist das entsprechende Drosophila-Gen CG9413 nicht nur das Ortholog des
menschlichen Gens SLC7A9, sondern auch noch anderer Gene, welche fur weitere leichte

Untereinheiten von verschiedenen Aminoséurentransportern kodieren:

Menschliches Gen Produkt

SLC7A5 Leichte Kette des Aminosdurentransporter des L-Systems
SLC7A6 Leichte Kette des Aminosdurentransporter des y+L-Systems
SLC7A7 Leichte Kette des Aminosdurentransporter des y+L-Systems
SLC7A9 Leichte Kette des Aminosaurentransporter des b®*-Systems
SLC7A10 Leichte Kette des Transporters des ASC-Systems flr neutrale

Aminosauren

SLC7A11 Leichte Kette des Transporters des xc™-Systems fur anionische
Aminoséuren

Tabelle 1: Orthologe von CG9413 (FlyBase Gene Report: Dmel\CG9413).

Aminosduretransporter des xc-Systems vermitteln einen Natrium-abh&ngigen Austausch
zwischen extrazelluldarem Cystin und intrazellularem Glutamat und haben damit eine wichtige
Funktion fiir die Glutathion-Synthese bei oxidativem Stress (Bannai et al. 1984; Bannai und
Ishii 1982; Christensen 1990; Shih et al. 2006). AuBerdem beeinflussen sie den
extrazellularen Glutamatspiegel, welcher Auswirkungen auf die Sensibilitdt wvon
Glutamatrezeptoren an der postsynaptischen Membran hat (Augustin et al. 2007).
Aminosduretransporter des L-Systems sind an der Natrium-unabhéngigen Aufnahme von
Leucin und anderen hydrophoben Aminosauren beteiligt (Verrey 2003). Da der Transport von
Aminosauren in die Zellen essentiell fir das Wachstum und Uberleben von Zellen ist
(Reynolds et al. 2009), kann also die Herunterregulation von CG9413 in den Nephrozyten
weitreichende Folgen haben, die tber entsprechende Auswirkungen des menschlichen Gens
SLC7A9 hinausgehen.



1. Einleitung

1.6.3 CG16717

Das Protein-kodierende Gen CG16717 ist das Ortholog der Drosophila melanogaster des
menschlichen Gens MPPED?2 (FlyBase Gene Report: Dmel\CG16717).

CG16717 ist auf dem Fuhrungsstrang des linken Arms des Chromosoms 3 von Stelle
9679,201 bis 9681,060 lokalisiert (Abbildung 1.21) (FlyBase Gene Report: Dmel\CG16717).

L
] " " " " " " " " " ] " " " " " " " " " 1
BTk SEE0k, 9E30K
Gene 3Span
fry alphaTubs?C
] —=

CG1e717  CGE7AT7
 — <

CG16719
C=

Abbildung 1.21: Lokalisation von CG16717 (FlyBase Web Development Group).

CG16717 kodiert fur ein Protein, das eine Calcineurin-dhnliche Phosphoesterase- und eine
Metall-abhéngige Phosphatase-Aktivitat aufweist. Die Substrate werden also in reversibler
Reaktion hydrolytisch gespalten. Es ist noch nicht bekannt, in welchen biologischen
Prozessen das Protein mitwirkt.

Das humane Metallophosphoesterase-Domane enthaltende Protein 2 (MPPED2) gehort der
Familie der Metallophosphoesterasen an. Diese enthalten eine Phosphoprotein-Phosphatase-
ahnliche Faltung, welche zwei Metallionen an der aktiven Seite bindet. Andere strukturelle
Eigenschaften unterscheiden die Mitglieder in ihrer Substratspezifitat, Katalysationsrate und
bezlglich ihrer Interaktionen mit anderen Molekilen (Hierro et al. 2007; Keppetipola und
Shuman 2007, 2008).

Die MPPED2 kann der Klasse Il der Metallophosphodiesterasen in Saugern zugeordnet
werden (Schwartz und Ota 1997; Tyagi et al. 2009). Diese katalysieren die Hydrolyse
zyklischer Nukleotide zu 5"-AMP und 5"-GMP (Richter 2002). Bei der MPPED2 wurde dabei
eine negative Rickkopplung beschrieben (Dermol et al. 2011): An der aktiven Seite kann die
MPPED2 5°-AMP oder 5"GMP binden. Da dadurch die Phosphodiesterase-Aktivitat inhibiert
wird, hangt die Aktivitdt von der intrazellularen AMP-Konzentration und damit dem
Energiestatus der Zelle ab. Bei ATP-Mangel ist die AMP-Konzentration hoch und die
Enzymaktivitdt der MPPED2 damit verringert, bei einem hohen Energiestatus sinkt die AMP-
Konzentration und die MPPED2-Aktivitat steigt. Durch den charakteristischen Austausch
eines Histidins durch ein Glycin innerhalb der aktiven Seite der MPPDE2 ist ihre
enzymatische Aktivitét allerdings im Vergleich zu anderen Phosphodiesterasen trotzdem sehr
gering (Podobnik et al. 2009; Shenoy et al. 2005, 2007; Tyagi et al. 2009). Dermol et al.
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(2011) nehmen daher an,

Metallophosphoesterase-Faltung als Geriist oder Adapter fur Protein-Protein-Interaktionen zu

dass die Hauptfunktion darin besteht, die spezielle
nutzen. Sie vermuten weiter, dass die hydrophoben Regionen an der Oberflache der MPPED2
Protein-Protein- oder auch Protein-Lipid-Bindungen und damit auch die Bildung von
Komplexen mit anderen zelluldaren Komponenten ermdglichen.

Trotzdem ist die Metallo-

M-Phase :
Mitose RNA- und

phosphodiesterase-Funktion
Frotain-Synthese

nicht zu unterschatzen, die Zeliteitung

Zellwachstum

vor allem im Zusammen- G1-Phase
IG2-Phase -
hang mit dem Zellzyklus
. . Vorbaeraitung v
(siehe  Abbildung 1.22) der Mitose ’ Go-Phase|
steht. Sie ist nach Studien o keine
Zell-
von Liguori et al. (2012) fur teilung
die antiproliferative Wir- s
S.Phase ; Restriktionspunkt
kung von MPPED2 ver- N Reiiation \%%\ 4/

antwortlich. Wahrend Phos-
phodiesterasen der Klasse |

Histon-Synthese

Centrosom-Bidung

und I
fordern,
MPPED?2 dieses und indu-

ziert die Apoptose (Liguori et al. 2012). In Neuroblastomzellen fiihrte die Uberexpression von

das Zellwachstum — appiigung 1.22: Zellzyklus (GoPixPic).

Eine Zelle durchlauft unter der Kontrolle verschiedenster Proteine

hemmt die :
nacheinander G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus.

MPPED2 zu einem signifikanten Anstieg der Go/Gi- und einem Abfall der S-Phasen-
Zellpopulation (Liguori et al. 2012). Dabei zeigten sich verringerte Konzentrationen von
Zyklin D1 und gesteigerte Konzentrationen von p21, einem Protein der Cip/Kip-Familie,
welche CDK (Zyklin abhéngige Kinasen)/Zyklin-Komplexe negativ reguliert. Diese sind fr
den Durchlauf des Zellzyklus (siehe Abbildung 1.22) essentiell.

Gleichzeitig fiihrte eine gesteigerte Caspasenaktivitat zu einer erhOhten Apoptoserate. Bei
Mausen mit einer Uberexpression von MPPED2 in Neuroblastomzellen zeigte sich
dementsprechend ein weniger aggressiver Phanotyp und auch beim humanen Neuroblastom
MPPED2-Konzentration und der

Tumorprogression festgestellt werden (Liguori et al. 2012). Je héher das Tumorstadium, desto

konnte eine negative Korrelation zwischen der

weniger wurde MPPED2 exprimiert. Auch die Rezidivrate war bei Patienten mit geringen
MPPED2-Leveln sehr viel hoher als bei Patienten mit hoheren MPPED2-Leveln (Liguori et
al. 2012).
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MPPED?2 wird nicht nur in Neuroblastomzellen exprimiert, sondern konnte auch in Zelllinien
des Medulloblastoms, Mamma- und Zervixkarzinoms nachgewiesen werden (Barnes et al.
1981; Kanda et al. 1983; Ross et al. 1983).

Aullerdem wurde eine hohe Expression in fetalem Hirngewebe festgestellt (Schwartz et al.
1994, 1995) und MPPED?2 scheint eine Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung des
Nervensystems zu spielen (Liguori et al. 2012; Schwartz et al. 1995). Patienten mit einem
WAGR-Syndrom haben eine Deletion der Region des Chromosoms 11, in dem auch das
MPPED2-Gen liegt (Schwartz et al. 1994). Der Symptomkomplex beinhaltet den
Wilmstumor (Nephroblastom), eine Aniridie, urogenitale Anomalien und mentale
Retardierung, wobei letztere auf das fehlende MPPED2-Gen zuriickgefiihrt werden konnte.
Auch wahrend der embryonalen Entwicklung von Herz und Niere wurde eine erhohte
Expression von MPPED2 gezeigt (Liguori et al. 2012), sodass es durchaus denkbar ist, dass
die Herunterregulation von CG16717 in den Nephrozyten von Drosophila Veranderungen

bewirkt.

1.6.4 CG32702

Das Protein-kodierende Gen CG32702 ist das Ortholog der Drosophila melanogaster vom
menschlichen Gen CUBN (FlyBase Gene Report: Dmel\Cubn).

CG32702 ist auf dem Folgestrang des X-Chromosoms von Stelle 9558,665 bis 9571,308
lokalisiert (siehe Abbildung 1.23) (FlyBase Gene Report: Dmel\Cubn).

k4
—t—
9350k 9560k 9570k 9550k,
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Abbildung 1.23: Lokalisation von CG32702 (FlyBase Web Development Group).

CG32702 und CUBN kodieren fiir das 460kDa schwere Membranprotein Cubilin. Es enthalt
viele Bindedoménen fur verschiedene Liganden, darunter Albumin, Apolipoprotein Al
(ApoAl), Haptoglobin, Transferrin, der intrinsische Faktor-Vitamin Bi>-Komplex (VitBi2-1F)
und das Vitamin D-Bindeprotein (siehe Abbildung 1.24) (Nielsen et al. 2012).

Da Cubilin als peripheres Membranprotein weder transmembrane noch intrazellulare
Segmente enthdlt und keine Endozytose der Liganden vermitteln kann, bildet es Komplexe

mit Transmembranproteinen. Amnionless (AMN) bindet an die EGF-Domanen (epidermaler-
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Wachstums-Faktor-Domanen), fihrt Cubilin zur Zellmembran, verankert es dort und bildet
den Amnionless/Cubilin-Rezeptorkomplex Cubam (siehe Abbildung 1.24) (Coudroy et al.
2005; Fyfe et al. 2004; Tanner et al. 2003). Cubam wird im epithelialen Biirstensaum von
Dinndarm- und proximalen Tubuluszellen exprimiert und Ubt Rezeptor-vermittelte
Endozytose Uber Clathrin-beschichtete Vertiefungen der Plasmamembran (Clathrin-coated
pits) aus (Pedersen et al. 2010). Die Kombination aus einer intestinalen Malabsorption von
Vitamin Bi, die oftmals in einer megaloblastischen An&mie resultiert, und leichter
Proteinurie charakterisiert das Imerslund-Grasbeck-Syndrom, das auf Mutationen im CUBN-
oder AMN-Gen zurtickzufuhren ist (Aminoff et al. 1999; Grasbeck et al. 1960; Imerslund
1960; Imerslund und Bjornstad 1963; Tanner et al. 2003).

Wie in Abbildung 1.24
dargestellt, bildet Cubilin
in der apikalen Membran
von proximalen Tubulus-
zellen  zusétzlich  mit
Megalin einen Komplex,
bei dem Megalin fir die
Internalisierung von Cu-
bilin und seinen Ligan-
den, sowie seinen eigenen
Liganden, wozu Apolipo-
protein E (Apo E),
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die losliche Form des
Folatrezeptors (Folrl) und Abbildung 1.24: Modell von Cubilin und Megalin (Waes et al. 2008).
) Cubilin und Megalin bilden einen Komplex in der apikalen Membran.
das morphogene sonic- Dieser kann verschiedene Liganden binden und in die Zelle aufnehmen.

hedgehog-Protein (Shh)

gehoren, verantwortlich ist (Christensen und Nielsen 2007; Pescarmona). Das
zytoplasmatische Ende von Megalin bindet das Adapterprotein Dab2 und dieses rekrutiert das
Protein Myo6. Das Rezeptor-assoziierte Protein (RAP) bindet sowohl Cubilin als auch
Megalin.
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Laut Birn et al. (2000), Christensen et al. (2009), Kozyraki et al. (1999) und Nielsen und
Christensen (2010) ist die vom Cubilin/Megalin-Rezeptor vermittelte Endozytose der einzige
Mechanismus der Reabsorption von glomerulér filtrierten Proteinen. Mutationen von Cubilin
fihren daher zu Proteinurie und Albuminurie (Grasbeck 2006) und letztere wird von Meguid
El Nahas und Bello (2005) als Risikofaktor fir fortschreitenden Nierenfunktionsverlust
beschrieben. Nach Studien von Erkan et al. (2005) induziert Albuminurie in Zellen des
proximalen Tubulus und distalem Nephron die Apoptose und laut Gross et al. (2011) und Lee
und Han (2008) in proximalen Tubulusepithelzellen die Produktion von proinflam-
matorischen Zytokinen und dem profibrotischen transformierenden Wachstumsfaktor
(TGFB), was eine mogliche Erklarung fir diese Einschatzung darstellt. Reznichenko et al.
(2012) Uberlegten nun, dass Variationen im CUBN-Lokus mit fortschreitendem
Nierenfunktionsverlust und schlie3lich dem Endstadium des Nierenversagens assoziiert sein
kénnten und konnten dies in ihren Studien belegen (siehe 1.2).

Studien von Aseem et al. (2014) zeigten, dass die verringerte Reabsorption von Albumin und
ApoAl im proximalen Tubulus zu signifikant niedrigeren Leveln von Albumin und ApoAl
und damit auch HDL-Partikeln im Blut flhrten. Es gibt klinische Hinweise darauf, dass
niedrige Albumin- und HDL-Cholesterin-Blutwerte invers mit dem Risiko fiir koronare
Herzerkrankungen korrellieren (Arnlov et al. 2005; Assmann et al. 1996; Gordon et al. 1977;
Hillege et al. 2002; Kuller et al. 1991; Linsel-Nitschke und Tall 2005; Sharrett et al. 2001,
Smink et al. 2012). Da glomeruldre Albuminurie h&ufig mit systemischen Krankheiten
einhergeht, wahrend tubulare Albuminurie oft aus einer lokalen Pathologie resultiert,
vermuten McMahon et al. (2014), dass tubuldre Albuminurie das Risiko fir koronare
Herzerkrankungen in einem geringeren Ausmal als die glomeruldre Albuminurie erhéhen
konnte. Diese Hypothese bleibt aber noch zu bestatigen.

Kirzlich konnten Zhang et al. (2013a) zeigen, dass die Drosophila-Orthologe des
menschlichen Cubilin und Amnionless in Nephrozyten exprimiert werden und dort als
Korezeptoren fir Proteinaufnahme fungieren. Nachdem dies der Rolle in der proximalen
Tubuluszelle entspricht, schlussfolgerten sie, dass der Nephrozyt Filtration und
Proteinreabsorption kombiniert und damit sowohl die Funktion der Podozyten als auch der
proximalen Tubuluszelle ausiibt. Die Methodik dieser Studie &hnelt meinen Untersuchungen
sehr stark, sodass es interessant sein wird, zu sehen, ob meine Ergebnisse mit denen von

Zhang et al. (2013a) Ubereinstimmen.
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1.6.5 Dachshund

Das Protein-kodierende Gen Dachshund ist das Ortholog der Drosophila melanogaster vom
menschlichen Gen DACHL1 (FlyBase Gene Report: Dmel\dac).

Dachshund ist auf dem Folgestrang des linken Arms des Chromosoms 2 von Stelle 16466,512
bis 16485,998 lokalisiert (siehe Abbildung 1.25) (FlyBase Gene Report: Dmel\dac).
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Abbildung 1.25: Lokalisation von Dachshund (FlyBase Web Development Group).

Das Gen Dachshund ist nach dem Phanotyp benannt, der bei einer Mutation in diesem Gen
auftritt. Die Beine von mutanten Fliegen sind im Vergleich zu wildtypischen Fliegen und im
Verhaltnis zur Korperlange extrem kurz (Interactive Fly, Drosophila 2013). Dies liegt an einer
gestorten Morphogenese wahrend des Larven- und frihen Puppenstadiums (Mardon et al.
1994).

Auch fir die Entwicklung neuronaler Strukturen ist Dachshund wichtig. Eine Nullmutation in
den embryonischen Pilzkdrpern, den Zentren flr olfaktorisches assoziatives Lernen und
elementaren kognitiven Funktionen im Gehirn von Drosophila, resultiert in unterbrochenen
oder abberanten Axonen (Kurusu et al. 2000). Bei fehlender Funktion des vom Gen kodierten
Proteins Dachshund ist zudem die regelrechte Bewegung der morphogenetischen Furche
gestort. Diese besteht aus Zellen, die die Genexpression beeinflussen und die neurale
Diffenzierung der Zellen im sich entwickelnden Auge initiieren. Dachshund-mutierte Zellen
verbleiben also in einem undifferenzierten Status (Mardon et al. 1994). Auferdem ist
Dachshund ein Suppressor der Ellipse-Mutation des epidermalen Wachstumsfaktors (Egfr)
(Mardon et al. 1994). Diese verhindert ein normales Anordnen und Differenzieren der
Photorezeptorzellen im Auge.

Als Mitglied des retinalen Determinations-Gen-Netzwerks (RDGN), welches die
Zellschicksale fur verschiedene Gewebe determiniert, ist Dachshund jedoch nicht nur an der
Entwicklung des Auges beteiligt, sondern beeinflusst auch die von vielen anderen Organen,
einschlieBlich dem Ohr und der Niere (Li et al. 2003).

Der Einfluss von Dachshund auf die Differenzierung und das Wachstum von Zellen erhielt

hinsichtlich Tumorerkrankungen eine neue Bedeutung und es zeigte sich, dass die Expression
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von DACHL in verschiedenen Tumorarten invers mit dem Tumorgrad und dem TNM-Staging
korreliert (Chu et al. 2014), sowie dass DACH1 das Wachstum und die Metastasierung der
Tumoren verhindert (Wu et al. 2011) und damit die Prognose fur die Patienten verbessert
(Wu et al. 2006a). Dabei spielen verschiedene Signaltransduktionswege eine Rolle.

Studien von Chen et al. (2013) an Mammakarzinomzellen zeigten, dass DACHL an das
Tumorsupressorprotein p53 bindet, wobei die NAD-abhangige Deacetylase SIRT1 durch
Deacetylierung von p53 die Assoziationsrate der beiden im Nukleus kolokalisierten Proteine
erhoht. DACH1 verstéarkt die Wirkung von p53, die in Abbildung 1.26 dargestellt ist. Sie
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Abbildung 1.26: Effekte von p53 (Jacob et al. 2009).

che den Ubergang der Sowohl tiber die Beeinflussung verschiedener Proteine, als auch direkt
. bewirkt p53 die Apoptose und verhindert den Progress der Zelle im
Zelle von der G1- in Ze“Zykmg PoP :
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zyklus vermitteln. P53 beeinflusst auch die Expression vieler weiterer Gene, darunter die
proapoptotischen Proteine BAX, PUMA, NOXA und PIG3, deren Expression wiederum
zusétzlich von DACHL induziert werden (Wu et al. 2003).

Ein weiterer Wirkmechanismus von Dachshund ist die Inhibition des Wnt-Signalweges,
welcher in Abbildung 1.27 dargestellt ist. Er reguliert die Zellproliferation, Migration und
Apoptose. Im inaktivierten Zustand liegt das Schliisselprotein B-Catenin durch einen
inhibitorischen Komplex aus der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3p), der Casein-Kinase
la, dem Adenomatose-Polyposis-coli-Protein (APC) und Axin besteht, mehrfach
phosphoryliert vor. Dadurch wird es ubiquitiert und schliellich im Proteasom abgebaut,
sodass der zytosolische Spiegel von B-Catenin gering ist. Bindet das Signalprotein Wnt an den
G-Protein-gekoppelten Rezeptor der Frizzled-Familie und seinen Co-Rezeptor LRP, wird die

GSK 3p inhibiert, sodass das B-Catenin unphosphoryliert vorliegt und in den Nukleus
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transloziert wird. Hier ET— JE——
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Nach Bindung von Wnt an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor der Frizzled-
Zielgene  verhindert Familie und seinen Co-Rezeptor LRP liegt B-Catenin unphosphoryliert vor und

. ermdglicht die Transkription des Zielgens.
haben (Peifer und Po-

lakis 2000; Saito-Diaz et al. 2013; Wodarz und Nusse 1998).

Studien von Alvarado et al. (2011) lieBen vermuten, dass die hochregulierte Proliferation der
basaloiden Zellen in oralen epithelialen Dysplasien durch eine erhéhte Aktivitdt des Wnt-
Signalweges verursacht wird und in Studien von Ravindran und Devaraj (2012) an Patienten
mit oralen Karzinomen ging eine UbermaRige Aktivierung des Wnt-Signalweges mit einer
Tumorprogression einher und die nukledre Akkumulation von B-Catenin korrelierte mit einem
kiirzeren Uberleben der Patienten. Auf die Rolle von DACH1 dabei wird in Studien von Yan
et al. (2013) und von Paluszczak et al. (2014) eingegangen. Erstere beschrieben eine
Methylierung der Promotorregion von DACHL1 in kolorektalen Karzinomen, welche mit
spaten Tumorstadien, schlechter Differenzierung und Lymphknotenmetastasen Kkorrelierte,
und Paluszczak et al. (2014) konnten diese epigenetische Ausschaltung von DACH1 auch in
oralen Plattenepithelkarzinomen finden.

Studien von Wu et al. (2014b) und Zhu et al. (2013) bestatigten den tumorsuppressiven Effekt
von DACH1 und begriindeten ihn mit der Aktivierung des TGFB-Signalwegs. Dieser
beeinflusst verschiedene biologische Prozesse wie die Zellproliferation, Differenzierung,
Migration und Apoptose. Bei Aktivierung werden, wie in Abbildung 1.28 dargestellt, die
Proteine Smad2 und Smad3 vermehrt phosphoryliert und bilden mit Smad4 einen Komplex,
der in den Nukleus transloziert und dort die Transkription verschiedener Gene reguliert (Shi

und Massague 2003), darunter die des Tumorsuppressorproteins p21 und des Zyklin-
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abhéangigen Kinase-Inhibitors (p21Cipl), deren vermehrte Expression zum Zellzyklusarrest in
Phase G1 fiihrt (Chen et al. 2002; Matsuzaki 2012; Pardali et al. 2005; Seoane 2006).
Auflerdem bindet der Smad-Komplex an den wachstumsfordernden Transkriptionsfaktor c-
Myc und inhibiert diesen, wodurch dessen hemmende Wirkung auf die Differenzierung von
Zellen aufgehoben wird (Shachaf et al. 2004). Wu et al. (2014b) und Zhu et al. (2013) stellten
bei DACH1-Expression in dsophagealen Plattenepithelkarzinomzellen bzw. hepatozelluléaren
Tumorzellen eine vermehrte Phosphorylierung von Smad3 fest. Wu et al. (2003) berichteten
allerdings von einer iiber die Bindung von Smad4 erreichten Inhibition des TGFB-Signalwegs
durch DACH1 in Mammakarzinomzellen. Es wurde aber wiederum von Wu et al. (2008,
2006a) auch beim Mammakarzinom eine tumorsupressive und Metastasen inhibierende
Wirkung von DACHL1 beschrieben. Dies lasst sich moglicherweise auf die paradoxe Rolle des
TGFP zuriickfiihren. Wihrend es in frithen Tumorstadien das Wachstum unterdriickt, fordert
es in spaten Stadien die Invasion des Tumors (Azuma et al. 2005; Leivonen et al. 2006;
Leivonen und Kahari 2007; Massague et al. 2000; Zu et al. 2012).
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Abbildung 1.28: Smad-abhangiger Signalweg aktiviert durch TGFp (verindert nach Biology Medicine
PowerPoint Presentations, Templates, Images, Diagrams, Slides 2011).

Bei Aktivierung des TGFB-Rezeptors durch TGFB phosphoryliert dieser Smad2/3, welche darauthin mit
Smad4 assoziieren, in den Nukleus translozieren und dort iber regulatorische Proteine die Transkription vieler
Gene beeinflusst.
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Ein weiteres Zielgen von DACHL1, was den Zellzyklus beeinflusst, ist das fur Zyklin D1 (Chu
et al. 2014). Dieses inhibiert das Retinoblastomprotein (Rb-Protein) (siehe 1.6.6) und hebt
dadurch dessen hemmende Wirkung auf die DNA-Synthese auf. Zyklin D1 fordert also den
Ubergang der Zelle von der Gi- in die S-Phase und die Unterdriickung der Transkription
durch DACHL1 resultiert in einem Zellzyklusarrest. Nach Studien von Hedberg et al. (1999)
exprimieren etwa 75% aller Nierenzellkarzinome Zyklin D1 in hoherem Male als gesundes
Nierengewebe.

Im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen ist auch die epitheliale-mesenchymale Transition
von Bedeutung (Wu et al. 2014a). Bei diesem physiologischerweise in der Embryonal-
entwicklung stattfindenden Prozess l6sen Epithelzellen ihre Zellkontakte auf und exprimieren
weniger Adhadsionsmolekille wie E-Cadherin. Sie verlieren damit ihre epithelialen
Eigenschaften und ermdglichen eine Zellmigration. Der onkogene Faktor Y -Box-bindendes
Protein 1 (YB-1) induziert die epitheliale-mesenchymale Transition durch Regulation der
Transkription von Zyklin A, Topoisomerase lla und anderen Proteinen, die die Migration und
zellulére Invasion fordern (Jurchott et al. 2003; Shibao et al. 1999; Wu et al. 2014a). Wu et
al. (2014a) konnten zeigen, dass DACHL in Mammakarzinomzellen sowohl die nukleére
Transkription von YB-1-induzierten Genen, als auch durch direkte Bindung an
zytoplasmatisches YB-1 dessen Translationsaktivitat unterdriickt. SNAIL, Twist, ZEB2/Sipl
und andere Aktivatoren der epithelialen-mesenchymalen Transition werden damit nicht
synthetisiert und die Tumorinvasion inhibiert. Entsprechend korreliert ein erhéhtes Level an
YB-1 mit der Aggressivitat des Tumors (Evdokimova et al. 2009).

Iwai et al. (2010) beschrieb auch einen Einfluss von B-Catenin auf die Zelladhdsion und
Morphologie durch Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP7). lhre Funktion
besteht im Abbau von extrazelluldrer Matrix durch Degradation von Makromolekilen wie
Casein, Gelatine Typ I, I, IV und V, sowie Fibronektin und Proteoglykanen (Yokoyama et al.
2008). Da DACHI1 wie oben beschrieben das Level an -Catenin im Zytoplasma verringert,
unterdriickt es auch die Aktivitat der MMP?7.

DACHL1 spielt aber nicht nur in der Pathogenese von Tumorerkrankungen eine Rolle, sondern
ist laut Jain et al. (2007) und Vats et al. (2003) auch an der Entstehung von Nierendysplasien
beteiligt. Wie eingangs erwédhnt, hat DACH1 einen Einfluss auf die Entwicklung
verschiedener Gewebe, darunter der Niere. Als Bestandteil des EYA-SIX-DACH-Netzwerks
von Entwicklungsgenen reguliert DACH1 die Zelldifferenzierung wéhrend der Nephrogenese
(Ikeda et al. 2002; Li et al. 2003; Popov et al. 2010). Nachdem gezeigt werden konnte, dass
Mutationen von BMP4, einem Mitglied der TGFp-Familie, mit der Entstehung von renaler
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Hypodysplasie assoziiert sind (Weber et al. 2008), und Mutationen in DACH1 eine verstarkte
Suppression des TGFpB-Signalweges verursachen, nehmen Schild et al. (2013) an, dass
Mutationen in beiden Genen synergistisch zu dem Phénotypen der renalen Hypodysplasie
fihren.

Insgesamt hat der Transkriptionsfaktor DACH1 also ein breites Wirkungsspektrum, laut Chu
et al. (2014) variieren die Zielgene sogar gewebeabhéngig (Watanabe et al. 2011; Wu et al.
2008), und es waére nicht tberraschend, wenn die Herunterregulation von Dachshund in den
Nephrozyten der Drosophila morphologische und dadurch auch funktionelle VVeranderungen

bewirken wiirde.

1.6.6 DP Transkriptionsfaktor

Das Protein-kodierende Gen DP Transkriptionsfaktor ist das Ortholog der Drosophila
melanogaster des menschlichen Gens TFDP2 (FlyBase Gene Report: Dmel\Dp).

DP Transkriptionsfaktor ist auf dem Flhrungsstrang des rechten Arms von Chromosom 2 von
Stelle 13222,433 bis 13228,202 lokalisiert (siehe Abbildung 1.29) (FlyBase Gene Report:
Dmel\Dp).
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Abbildung 1.29: Lokalisation von DP Transkriptionsfaktor (FlyBase Web Development Group).

Die Gene DP Transkriptionsfaktor und TFDP2 kodieren flr den Transkriptionsfaktor DP bzw
DP2, welcher mit Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie Heterodimere bildet (Bandara et al.
1993; Helin et al. 1993b; Krek et al. 1993). Die priméare Dimerisations-Domane der humanen
Proteine besteht dabei aus einem sich wiederholenden Motiv von sieben hydrophoben
Aminoséauren (Helin et al. 1993b).

Die DP/E2F-Heterodimere binden sequenzspezifisch DNA und haben durch die Regulation
der Transkription von Genen des Zellzyklus eine groRe Wirkung auf die Zellproliferation und
Apoptose (Dynlacht et al. 1994; Nevins 1992; Slansky und Farnham 1996). Viele Gene, deren
Produkte in der S-Phase des Zellzyklus bendtigt werden, weisen in ihrer Promotorregion
mindestens eine DP/E2F-bindende Domane auf. Dazu gehoéren die Gene, die fiir die DNA-
Polymerase a, die Thymidinkinase, die Ribonuklein-Reduktase, die Dihydrofolat-Reduktase,
das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA), Zyklin A, Zyklin E und Cdc2, c-Myc und c-
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Myb kodieren (Blake und Azizkhan 1989; Dalton 1992; Hiebert et al. 1989; Lam und Watson
1993; Means et al. 1992; North et al. 1999; Slansky et al. 1993; Thalmeier et al. 1989;
Yamaguchi et al. 1995, 1997). Ohne die Transkription dieser Gene verbleibt die Zelle in der
Gi-Phase des Zellzyklus (Dynlacht et al. 1994; Nevins 1992).

Sowohl DP als auch E2F-Transkriptionsfaktoren weisen eine DNA-Bindedoméne auf.
Experimente von Dynlacht et al. (1994) haben allerdings gezeigt, dass die Assoziation der
beiden Proteine fur die DNA-Bindung und die Funktion von essentieller Bedeutung ist.
Wéhrend E2F allein nicht fahig ist, DNA zu binden, zeigt DP zwar eine geringe Affinitat, die
Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA hat aber keine Auswirkungen auf die
Transkription. Nach Dimerisation weist auch E2F eine DNA-Affinitat auf und die von DP ist
deutlich gesteigert.

Drosophila melanogaster weist nur eine Form des Transkriptionsfaktors DP und zwei
verschiedene E2F-Proteine, E2F und E2F2, auf (Dynlacht et al. 1994; Hao et al. 1995;
Sawado et al. 1998). In Sdugern wurden dagegen die Transkriptionsfaktoren DP1 und DP2,
sowie acht Mitglieder der E2F-Familie entdeckt (Bandara et al. 1993; Helin et al. 1993b;
Hijmans et al. 1995; Trimarchi et al. 1998; Vairo et al. 1995; Weijts et al. 2012). Das
menschliche Gen TFDP2 kodiert fur DP2. Die beiden DP-Proteine sind zu 70% homolog und
konnen jeweils mit sechs der acht E2F-Proteine funktionelle Heterodimere bilden (Wu et al.
1995).

Diese lassen sich aufgrund ihrer Struktur, Funktion und Affinitdt zu den regulatorischen
Proteinen der Pocket-Protein-Familie, die aus dem Retinoblastom-Protein (Rb), p107 (Rb-
ahnliches Protein 1) und p130 (Rb-&hnliches Protein 2) besteht, in vier Gruppen einteilen
(Sawado et al. 1998; Weijts et al. 2012). Heterodimere von DP-Proteinen und E2F1, E2F2
oder E2F1 aktivieren die Transkription von S-Phase-Genen und induzieren damit die DNA-
Replikation (DeGregori et al. 1997; Lukas et al. 1996). DP/E2F6-Heterodimere konkurrieren
mit DP/E2F1, DP/E2F2 und DP/E2F3 um die E2F-Bindedomdanen der Promotorsequenzen
der S-Phase-Gene und unterdriicken damit ihre Transkription (Trimarchi et al. 1998).
Waéhrend die Transkriptionsfaktoren der ersten Gruppe von dem Rb-Protein reguliert werden,
weist E2F6 keine Bindungsdomanen fur regulatorische Proteine auf (Trimarchi et al. 1998).
E2F4- und E2F5-Dimere interagieren mit den Proteinen p107 und p130 und werden vor allem
von in der Go-Phase ruhenden Zellen exprimiert (Hijmans et al. 1995; Vairo et al. 1995).
Komplexe mit p130 wirken dort wahrscheinlich als transkriptionelle Repressoren (Hijmans et
al. 1995; Johnson 1995; Vairo et al. 1995). E2F7 und E2F8 wirken nach Studien von Weijts

et al. (2012) unabh&ngig von DP-Proteinen auf die Formation von Blutgefaen. Ouseph et al.
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(2012) konnten in Trophoblastentellen von Mé&usen eine Bedeutung der beiden Faktoren fir
die Entwichlung des Fetus nachweisen, welche Prozesse dabei allerdings reguliert werden, ist
noch unbekannt.

Das E2F-Protein von Drosophila melanogaster zeigt als Heterodimer mit dem DP-Protein
eine aktivierende Wirkung auf die Transkription von Genen, deren Produkte fir die DNA-
Replikation wichtig sind (Duronio et al. 1995, 1998; Duronio und O'Farrell 1994; Royzman et
al. 1997), und entspricht daher der ersten Gruppe der S&uger-E2F-Proteine (Sawado et al.
1998). Nach Ergebnissen von Sawado et al. (1998) verringert das Heterodimer DP/E2F2
dagegen nach Bindung an die DNA die Promotoraktivitat. Beide weisen Bindedomaénen fiir
Rbf-Proteine (Retinoblastom-Familien-Proteine) auf, den Orthologen der Drosophila fiir die
Pocket-Proteine Rb, p107 und p130 (Du et al. 1996; Dynlacht et al. 1994; Sawado et al.
1998). E2F bindet dabei an das Rbfl-Protein (Du et al. 1996; Ran et al. 2013; FlyBase Gene
Report: Dmel\E2f1; FlyBase Gene Report: Dmel\Rbf), E2F2 kann sowohl an das Rbfl- als
auch an das Rbf2-Protein binden (E2f2 - Transcription factor E2F2 - Drosophila melanogaster
(Fruit fly); FlyBase Gene Report: Dmel\E2f2).

Das Retinoblastom(Rb)-Protein ist das Produkt eines Tumorsupressorgens. Es ist in vielen
menschlichen Tumoren mutiert (Murphree und Benedict 1984). Durch Bindung an ein
Transkriptions-aktivierendes DP/E2F-Heterodimer wird dieses gehemmt. Dabei scheint die
DNA-Affinitdt des Heterodimers unbeeinflusst zu sein, aber die Aktivierung der
Transkription bleibt aus (Hamel et al. 1992; Helin et al. 1993a; Hiebert et al. 1992; Zamanian
und La Thangue 1992). Die Zelle kann daher den Zellzyklus nicht weiter durchlaufen, sie

verbleibt in der Gi-Phase.

Zu dem Zeitpunkt, wenn eine Zelle
in die S-Phase des Zellzyklus
ubergehen soll, wird Rb von Zyklin-

abhdngigen Kinasen (CDKs) und Transcription
Zyklinen  phosphoryliert  (siehe | ,
Viral gene or

Abbildung 1.30) (Bartkova et al.
2003; Das et al. 2005; Korenjak und
Brehm 2005; Munger und Howley

S-phase gene

2002). Dabei wird eine erste
Phosyphorylierung  von  einem
Komplex bestehend aus Zyklin D,
CDK4 und CDK®6 durchgefihrt, die

Abbildung 1.30: Aktivierung der Transkription
viraler oder S-Phase-Gene durch E2F/DP (verandert
nach Frisch und Mymryk 2002).

Das virale Protein E1A kann das Rb-Protein binden und
damit die Inhibition der Transkription der von E2F/DP-
regulierten Gene aufheben.
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zweite von einem Komplex aus Zyklin E und CDK2 (Munger und Howley 2002). Wie in
Abbildung 1.30 dargestellt, dissoziiert das Rb-Protein in der phosphorylierten Form von dem
DP/E2F-Heterodimer ab und dieses kann dann die Transkription der S-Phase-Gene aktivieren
(Chellappan et al. 1991; Hamel et al. 1992; Helin et al. 1992).

Die Wirkung lasst sich leicht auf die Interaktion zwischen dem Rbf1-Protein und DP/E2F von
Drosophila melanogaster Ubertragen: Die Bindung des Rbfl-Proteins an das Heterodimer
hemmt dieses und damit die Transkription der S-Phase-Gene.

Auch wahrend einer viralen Infektion ist die Interaktion zwischen Rb-Protein und DP/E2F
entscheidend. Wie in Abbildung 1.30 dargestellt, kann das virale Protein E1A das Rb-Protein
binden und damit die Transkription der DP/E2F-abhdngigen Gene aktivieren
(Bagchi et al. 1990; Bandara und La Thangue 1991; Berk 1986; Chellappan et al. 1992;
Nevins et al. 1988).

Nach Studien von Kwon et al. (2001) an Drosophila bewirkt das Heterodimer DP/E2F
aullerdem eine Aktivierung der Promotorsequenz des Gens D-raf, dem Ortholog des
menschlichen Protoonkogens c-raf-1. Dieses kodiert fir die Serin/Threonin-Kinase Raf-1,
welche eine Komponente der Mitogen-aktivierten Proteinkinase(MAPK)-Kaskade, einem
weit verbreiteten intrazellularen Signaltransduktionsweg, ist und zudem verschiedene
extrazelluldrere Signale vermittelt, welche die Zellproliferation, Differenzierung und
Apoptose regulieren (Crews und Erikson 1993; Davis 1993; Morrison et al. 1989; Rapp 1991,
Roberts 1992). Es ist gezeigt worden, dass bei Sdugern die Aktivierung von Raf-1 durch
Wachstumsfaktoren mittels der MAPK-Kaskade die Transkription von Zyklin D1 steigert.
Dieses bildet Komplexe mit Cdk4, welche durch Phosphorylierung das RDb-Protein
inaktivieren, das einen Inhibitor von E2F darstellt (Cheng et al. 1998; Kwon et al. 2001;
Ladha et al. 1998; Lavoie et al. 1996). Dadurch wird die Transkription der DP/E2F-
abhangigen Gene gestartet. Kwon et al. (2001) tbertrugen dies auf Drosophila und da laut
ihrer Untersuchungen neben S-Phase-Genen auch D-raf zu den DP/E2F-Zielgenen gehort,
schlussfolgerten sie, dass eine durch Wachstumsfaktoren stimulierte Transkription von D-raf
eine sich selbst verstarkende Wirkung hat und der Zelle eine schnelle und kontinuierliche
Proliferation ermdglicht.

Zusatzlich zur Regulation des Zellzyklus und der dadurch bedingten Kontrolle von Prolife-
ration und Apoptose, hat das Heterodimer DP/E2F auch noch einen direkten Einfluss auf die
Induktion der Apoptose. E2F1 reguliert bei Saugern die Transkription der Apoptosegene
Apafl, Caspase 7, Caspase 3, p73 und p192RF (Aslanian et al. 2004; Irwin et al. 2000; Mller
et al. 2001; Pediconi et al. 2003) und bei Drosophila melanogaster stehen die Schliisselgene
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der Apoptose hid und rpr (Hay und Guo 2006; Steller 2008) unter der Kontrolle von DP/E2F
(Davidson und Duronio 2012; Moon et al. 2005; Tanaka-Matakatsu et al. 2009). In Studien
von Ambrus et al. (2013) zeigten sich DP-mutierte Zellen resistent gegeniiber Bestrahlungs-
induzierter Apoptose. Bei DNA-Schaden blieb allerdings die Transkription der Apoptose-
Gene auch in DP-mutierten Fliegen erhalten. Es konnte stattdessen ein Zusammenhang zu
Mitochondrien-Dysfunktionen festgestellt werden. Mitochondrien-assoziierte Gene werden
ebenfalls von DP/E2F reguliert und die DP-Mutationen fiihrten zu einer abnormalen Form der
Mitochondrien, sowie einer Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials und einer
geringeren ATP-Synthese, wobei sich die Phénotypen in Fliegen und S&ugern &hnelten. Die
Auspragung der Mitochondrien-Defekte korrelierte negativ mit dem MaR der Bestrahlungs-
induzierten Apoptose (Ambrus et al. 2013). Dies konnte damit zusammenhangen, dass laut
Studien von Abdelwahid et al. (2007), Goyal et al. (2007) und Sandu et al. (2010) die
Apoptose-Proteine von Drosophila in den Mitochondrien lokalisiert sind.

Der Transkriptionsfaktor DP weist damit als Dimerisationspartner von E2F zahlreiche
Funktionen auf. Da DP1 und DP2 in Nieren von Saugern nachgewiesen wurden (Wu et al.
1995), ist es interessant zu untersuchen, ob und welche Effekte in den Nephrozyten der
Drosophila melanogaster auftreten.

1.6.7 PIP5K59B

Das Protein-kodierende Gen PIP5K59B ist das Ortholog der Drosophila melanogaster des
menschlichen Gens PIP5K1B (FlyBase Gene Report: Dmel\PIP5K59B).

PIP5K59B ist auf dem Fihrungsstrang des rechten Arms des Chromosoms 2 von Stelle
22874,769 bis 22881,436 lokalisiert (siehe Abbildung 1.31) (FlyBase Gene Report:
Dmel\PIP5K59B).
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Abbildung 1.31: Lokalisation von PIP5K59B (FlyBase Web Development Group).

PIP5K59B und PIP5K1B kodieren flr die Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase (PIP5K).
PIP5Ks kommen in der Zelle an verschiedenen Stellen vor (Loijens et al. 1996): in der
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Plasmamembran (Carpenter und Cantley 1990; Jenkins et al. 1994; Ling et al. 1989; Smith
und Chang 1989; Urumow und Wieland 1990), assoziiert mit dem Zytoskelett (Grondin et al.
1991; Payrastre et al. 1991), am Endoplasmatischen Retikulum (Helms et al. 1991), im Kern
(Divecha et al. 1993a, 1993b; Payrastre et al. 1992) und auch im Zytosol (Jenkins et al. 1994;
Ling et al. 1989; Moritz et al. 1993).

Sie katalysieren die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4-Phosphat (P1(4)P) zu
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) (siehe Abbildung 1.32), welchem verschiedenste
Wirkungen zugeschrieben werden (Loijens et al. 1996). PIP, beeinflusst die Funktion von
zahlreichen Enzymen einschliel3lich vieler Aktin-bindender Proteine (Janmey 1994), bindet
die Pleckstrien-Homologie-Domane von Signalproteinen (Harlan et al. 1994) und scheint in
den Kreislauf der sekretorischen Vesikel involviert zu sein (Eberhard et al. 1990; Hay et al.
1995; Liscovitch und Cantley 1995). Durch die Herunterregulation der PIP5K koénnte ein
Mangel an PIP, bzw. ein Ungleichgewicht der verschiedenen Phosphoinositide, den
phosphorylierten Formen von Phosphatidylinositol (P1), entstehen und damit die
Zellhomdostase stark beeintrachtigt werden. AuBerdem sind Auswirkungen auf die

Zellentwicklung denkbar.

Ptdins

Abbildung 1.32: Phosphoinositide (verandert nach Krahn und Wodarz 2012).
Die PIP5K Kkatalysiert die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4-Phosphat (P1(4)P) zu
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2).
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Phosphoinositide, die phosphorylierten Formen von Phosphatidylinositol (PI), sind in der
Zelle an verschiedenen Lokalisationen zu finden: im Kern, im Cytoplasma, in der
Plasmamembran und auch an Stellen, wo Vesikel mit der Plasmamembran fusionieren
(Loijens et al. 1996). Die verschiedenen Phosphoinositide treten dabei an verschiedenen
Lokalisationen unterschiedlich h&ufig auf. Wé&hrend endosomale Membranen reich an
Phosphatidlinositol-3-Phosphat sind, weisen die des Golgi-Apparats und die Plasmamembran
vermehrt Phosphatidylinositol-4-Phosphat auf (Krahn und Wodarz 2012) und PIP; ist vor
allem in der Plasmamembran lokalisiert (Tran et al. 1993).

Die Plasmamembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht. Phosphoinositide sind als polare
Kopfgruppe von Glycerophospholipiden, einer groRen Klasse der Phospholipide, Bestandteil
der Plasmamembran (Krahn und Wodarz 2012). In einer polarisierten Epithelzelle von
Saugetieren kommt PIP2 vor allem auf der apikalen, Phosphatidyl-3,4,5-triphosphat (PIPs3)
hauptséchlich auf der basolateralen Seite vor (Martin-Belmonte et al. 2007). Die Rekrutierung
jeweils verschiedener Proteine tragt dazu bei, dass die Plasmamembran bezuglich ihrer
Zusammensetzung grof’e Unterschiede zwischen der apikalen und der basolateralen Seite
aufweist (Krahn und Wodarz 2012). Diese Polaritét ist fur die Funktion der Zelle oftmals
entscheidend (Krahn und Wodarz 2012). Bei einer Zelle des proximalen Nierentubulus zum
Beispiel hangt von der Lokalisation der Kandle ab, ob ein Stoff abgegeben oder
aufgenommen wird, was letztendlich die Homoostase des Korpers bestimmt.

Auch wahrend der Differenzierung von Podozyten spielt Polaritdt eine groRe Rolle. Die
kuboiden Vorlauferzellen sind zunéchst tUber apikale Zellkontakte verbunden, in deren Néhe
sich der PAR-Komplex lokalisieren lasst, welcher aus den Proteinen Par3 und Par6, sowie der
atypischen Proteinkinase C (aPKC) besteht (Simons et al. 2009). Die aPKC spaltet PIP> zu
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) (Loijens et al. 1996), die beide als
Botenstoffe in den folgenden Entwicklungsschritten eine Rolle spielen kénnten.

Der PAR-Komplex wandert mit den Proteinen des apikalen Zellkontaktes zur basolateralen
Seite und rekrutiert Schlitzmembran-Proteine. Zusammen initiieren diese beiden
Komponenten die Ausbildung der Ful3fortsatze (Simons et al. 2009).

Der PAR-Komplex interagiert dabei mit den kleinen GTPasen Rac, Rho und Cdc42, um die
Organisation von Membranen und dem Mikrotubuli- und Aktin-Skelett zu modulieren
(Bryant und Mostov 2008; Iden und Collard 2008; Li und Gundersen 2008; Mellman und
Nelson 2008). Die korrekte Lokalisation von Cdc42 an der apikalen Plasmamembran ist

abhangig von dem Protein Annexin2, was wiederum von PIP2 rekrutiert wird. Misslokationen
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verursachen Defekte beztglich der Zellform, was sich darauf zuriickfuhren lasst, dass Cdc42
ein Regulator der Aktin-Polymerisation ist (Krahn und Wodarz 2012).

Damit sind zwei Ansatze fur den Einfluss der PIP5Ks auf die Entwicklung der Podozyten
denkbar: Das Produkt der von ihr katalysierten Reaktion, PIP2, hat wie beschrieben zum einen
eine Bedeutung bei der Lokalisation von Cdc42, zum anderen als Substrat der aPCK.
Zumindest die Relevanz der aPKC konnte experimentell schon dargestellt werden: Méause
ohne die fiir Podozyten spezifische Isoform aPKC A/t wiesen Defekte in der Morphologie der
Podozyten auf, die zu Proteinurie und Glomerulosklerose fuhrten (Hirose et al. 2009; Huber
et al. 2009).

Nephrozyten der Drosophila weisen mit der von kuboidalen Vorlauferzellen ausgehenden
Formation einer FuRfortsatzstruktur mit Diaphragmata Ahnlichkeiten zu der Entwicklung von
Podozyten auf. Daher ist es gut moglich, dass sich die an Podozyten gewonnenen
Erkenntnisse auf Nephrozyten U(bertragen und sich Auswirkungen der verminderten
Expression von PIP5K darstellen lassen. Drosophila melanogaster weist allerdings drei
verschiedene PIP5Ks auf, sodass die Manipulation eines Gens, das fur nur eine PIP5K

kodiert, auch weniger grof3e Auswirkungen zeigen konnte.

1.7 MicroRNA 210

Zusatzlich zu den Protein-kodierenden Genen, die in den GWAS aufféllig wurden, werde ich
mich mit der microRNA 210 (mir210) beschaftigen, da diese laut Zaparty et al. am Lehrstuhl
fir molekulare und zellulare Anatomie in Regensburg unter Prof. Dr. Witzgall in der
Méuseniere sehr stark exprimiert wird.

Dazu wurde ein Uberexpressions-Konstrukt von mir210 in die Drosophila-Embryonen
injiziert und die Fliegen nach dem UAS-GALA4-System gekreuzt, was eine vermehrte
Expression von mir210 zur Folge hatte.

Das erhohte Expressionslevel von mir210 resultiert in einer verstarkten Wirkung auf die
Expression ihrer Zielgene. Diese sind noch lange nicht vollstandig erforscht, es sind aber
schon verschiedene Wirkungen von mir210 publiziert worden.

Mir210 ist mit Hypoxie assoziiert, sauerstoffarme Bedingungen fiihren in allen Geweben zu
einem verstarkten Vorkommen von mir210 (lvan et al. 2008). Dies ist durch die positive
Regulation durch den Hypoxie-induzierten Faktor HIF-1a bedingt (Wang et al. 2014). Dieser
ist, wie in Abbildung 1.33 dargestellt, unter normoxischen Bedingungen an zwei bestimmten
Prolin-Resten hydroxyliert und kann deshalb von dem Hippel-Lindau-E3-Ligase-Komplex

gebunden werden, was zur Ubiquitinierung und proteosomalen Degradation von HIF-1a fuhrt
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(Jaakkola et al. 2001; Maxwell et al. 1999). Hypoxische Bedingungen verhindern die
Hydroxylierung und damit den Abbau von HIF-1a. Es akkumuliert und transloziert in den
Nukleus, wo es mit HIF-1B dimerisiert und Hypoxie-ansprechende Elemente (HRES)
innerhalb der Promotorregion von Zielgenen bindet und transkriptionelle Koaktivatoren wie
p300/CREB-bindendes Protein (CBP) rekrutiert (siehe Abbildung 1.33). Dadurch wird ein
spezifisches  Genexpressionsmuster — aktiviert, welches die Zelle an mangelnde

Sauerstoffversorgung anpasst (siehe Abbildung 1.33) (Wiesener et al. 2001).

a Mormoxie

Proteolytische
Degradation

Mucleus

S NSo<

Angiogenese Proteclyse
Erythropoiase PH-Regulation
Apoptose : 4 Glucosemetabolismus

Zellproliferation und Uberleben

Abbildung 1.33: Regulation von HIF-1e (veridndert nach Carroll und Ashcroft 2005).

Wahrend HIF-loo unter normoxischen Bedingungen ubiquitiert und abgebaut wird, aktiviert es bei
Sauerstoffmangel Gene, die den Organismus an die hypoxische Situation anpassen.

VHL (von-Hippel-Lindau) entspricht dem Hippel-Lindau-E3-Ligase-Komplex; Ub = Ubiquitin

Es beinhaltet zum Beispiel die Aktivierung des Erythropoetin-Gens und verursacht den
metabolischen Shift von aerober mitochondrialer oxidativer Phosphorylation zu anaerober
Glykolyse (Semenza 2007). Dafir werden die meisten glykolytischen Enzyme wie
Laktatdehydrogenase A (LDH A) induziert, die Pyruvatdehydrogenase, welche die oxidative
Decarboxylierung vermittelt, wird durch Aktivierung der Pyruvatdehydrogenasekinase (PDK)
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inhibiert und die mitochondriale Bio-
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Abbildung 1.34: Einfluss von HIF-1a auf die mito-
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. 2013).
Glykolyse aber deutlich schlechter HIF-1o hemmt iiber verschiedene Zwischenschritte die

. itochondriale Al .
als die des Stoffwechsels unter mitochondriale Atmung

aeroben Bedingungen. Der ATP-Bedarf der Zelle konnte daher nur unzureichend gedeckt
werden (Magenta et al. 2013). Zu den Zielgenen von mir210 gehéren ISCU 1 und 2, welche
fir die Eisen-Schwefel-Kluster-Versammlungsenzyme 1 und 2 kodieren (Chan et al. 2009;
Fasanaro et al. 2009). Eisen-Schwefel-Kluster sind Bestandteil verschiedener Zitratzyklus-
komponenten und Elektronen-Transport-Ketten-Komplexe (Ye und Rouault 2010). Da
mir210 auch den Transferrinrezeptor 1 reguliert (Yoshioka et al. 2012), ist sie in der Lage, die
Entstehung von Eisen-Schwefel-Klustern zu unterdriicken ohne dass eine toxisch hohe
intrazellulare Eisenkonzentration entsteht (Chen et al. 2010). Mir210 hemmt aullerdem die
Expression der Ferrochelatase (FECH) (Qiao et al. 2013), welche das letzte Enzym in der
H&m-Biosynthese ist, und COX10 (Chen et al. 2010), das fur die Cytochrom-C-Oxidase
kodiert. Sowohl die Cytochrom-C-Oxidase als auch Ham sind ebenfalls Bestandteil
verschiedener Atmungskettenkomplexe. Der Succinat-Dehydrogenase-Komplex ist sowohl
Bestandteil des Zitratzyklus als auch der Elektronentransportkette und Kkatalysiert die
Reaktion von Succinat zu Fumarat. Da die mRNA an ihrer Untereinheit D (SDHD) von
mir210 gebunden wird (Puissegur et al. 2011), akkumuliert bei deren Expression Succinat,
was wiederum die HIFla-inhibierende HIFa-Prolyl-Hydroxylase (PHD) hemmt (Selak et al.
2005). Gleichzeitig wird diese allerdings durch mir210 aktiviert, da die die PHD inhibierende
Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-Ahnliche 1 (GPDL1) ebenfalls von mir210 reguliert
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wird (Fasanaro et al. 2009). Welcher Effekt Uberwiegt ist nicht beschrieben. Magenta et al.
(2013) hielten aber fest, dass der durch HIFla kodierte HIFla und mir210 sich demnach
sowohl vorwarts als auch riickwaérts regulieren.

Diesen Zusammenhang beschrieben auch Wang et al. (2014). Sie stellten fest, dass HIF1a
nach der Aktivierung von T-Zellen direkt an die Promotorregion von mir210 bindet und
dieses daraufhin stark exprimiert wird. Mit dem Anstieg von mir210 sinken allerdings die
HIF1a-Spiegel. Weitere Forschungen zeigten, dass HIFla eine mir210-Binde-Sequenz
aufweist und die negative Rickkoppelung durch direkte Bindung von mir210 an die mRNA
erfolgt.

Des Weiteren inhibiert HIFla durch die Induktion der glykolytischen Enzyme die
Differenzierung von Tn17-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Dang et al. 2011; Shi et al.
2011). Tul7-Zellen sind zum einen fur die Immunantwort bei bakteriellen und Pilzinfektionen
im Darm und in der Lunge verantwortlich (Korn et al. 2009), zum anderen erhalten sie aber
auch Autoimmunpathologien wie Kollagen-induzierte Arthritis, Autoimmunenzephalopathie
und entzlindliche Darmerkrankungen aufrecht (Fife et al. 2009; Weaver et al. 2007; Wu et al.
2009). Bei Méausen mit entziindlichen Darmerkrankungen konnten durch Uberexpression von
mir210 die Mukosainfiltration mit Leukozyten und der Gewichtsverlust der Mé&use reduziert
werden (Wang et al. 2014). Mir210 spielt also durch die Regulation von HIF1 a eine wichtige
Rolle beziiglich Immunpathologien. Die Expression von mir210 bleibt dabei immer von den
Sauerstoffverhaltnissen beeinflusst. In Zellen, die aus einem hypoxischen Gewebe stammen,
konnten viel hohere mir210-Spiegel nachgewiesen werden als in Zellen, in denen
normoxische Bedingungen vorherrschen (Wang et al. 2014).

Analog dazu wurde mir210 vermehrt in Kardiozyten nach einem Herzinfarkt gefunden (Li et
al. 2011). Neben den beschriebenen Anpassungen an hypoxische Bedingungen induziert sie
nach Studien von Puissegur et al. (2011) angiogenctische Faktoren wie Interleukin la,
Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Leptin. AuBerdem supprimiert sie die Expression des
Angiogenese-Inhibitors Ephrin A3 (Efna3) und der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1b (Ptplb),
welche Uber die Phosphorylierung apoptotischer Proteine wie Caspase 3 und Caspase 8 an der
Induktion der Apoptose beteiligt ist (Ho et al. 2010). Mir21 bewirkt also eine erneute
Vaskularisierung und verhindert den Untergang weiteren Herzgewebes.

In Studien von Qiu et al. (2013, 2014) wurde die Verhinderung der Apoptose durch mir210
als neuroprotektiver Effekt gegenuber Oxygen-Glukose-Deprivation in Phdochromozytom-
zellen von Ratten untersucht. Die Versuche zeigten entsprechend der bisherigen

Erlduterungen einen erhohten Spiegel an mir210 nach vierstiindiger Oxygen-Glukose-
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Deprivation gegenuber Zellen unter normoxischen Bedingungen. Mir210-Suppression bei
hypoxischen Bedingungen erhohte die Apoptoserate. In dem Zusammenhang wurde auch
festgestellt, dass in Zellen mit berexprimierter mir210 die Level der proapoptotischen
Proteine Bax, Caspase 3 und Caspase 9 erhoht waren und dass das antiapoptotische Protein
Bcl2 dagegen vermindert vorkam. Sie stellten daher die Hypothese auf, dass mir210 das
Absterben der Neurone bei hypoxisch-ischamischer Enzephalopathie verhindern oder
wenigstens verringern konnte.

Auch Tumoren verursachen zum Teil hypoxische Verhiltnisse. In Zellen eines
Plattenepithelkarzinoms des Osophagus wurde eine verstirkte Expression von mir210
nachgewiesen. Sie unterdriickte hier die Proliferation der Tumorzellen durch Bindung an die
3’untranslatierte Region der mRNA der Proteinkinase PLK1 (Polo-like Kinase 1), was deren
Inhibition zur Folge hat (Li et al. 2014).

Die PLK1 ist eine Serin-Threonin-Proteinkinase in S&ugern, &hnelt funktionell stark der
Kinase Polo von Drosophila und bt viele Effekte auf den Zellzyklus aus. Diese wurden von
Zhou et al. (2008) in Adenokarzinomzellen der Lunge untersucht. Es zeigte sich, dass
signifikant weniger Zellen mit inhibierter PLK1-Expression in der S-Phase des Zellzyklus zu
finden waren und stattdessen am Ubergang von der G2- zur M-Phase verblieben und teilweise
apoptotisch reagierten. Grund hierfiir ist die Bedeutung der PLK1 fur die DNA-Synthese
wahrend der S-Phase (Li et al. 1996) und den Eintritt der Zelle in die Mitosephase und den
regelrechten Ablauf dieser. Die PLK1 phosphoryliert die CDC25C-Phosphatase, fordert damit
ihre nukleédre Lokalisation und steigert ihre Aktivitat. Diese besteht darin, die an Zyklin B
gebundene Zyklin-abhangige Kinase 2 (CDK2) durch Dephosphorylierung zu aktivieren und
damit die Mitose zu initiieren (Roshak et al. 2000; Toyoshima-Morimoto et al. 2002; van
Vugt et al. 2001).

Wahrend der Mitose wird die PLK1 dann fur die Reifung des Zentrosoms, die bipolare
Spindelformation, Regulation des Anaphase-fordernden Komplexes und die Ausfuhrung der
Zytokinese bendtigt (Doxsey 1998; Liu und Erikson 2002; Lane und Nigg 1996).

In Zellen mit einem hohen mitotischen Index ist die Aktivitat der PLK1 daher sehr stark
erhoht und bei Tumoren mit einer Progression assoziiert (Golsteyn et al. 1994; Holtrich et al.
1994; Smith et al. 1997).

Dies wird dadurch unterstiitzt, dass die PLK1 auch die Stabilitdt des Tumorsuppressorproteins
p53 verringert (Mao et al. 2001). P53 erhéht die Expression von p21, welches sowohl den
Cyclin D/CDK4/6-Komplex als auch den Cyclin E/CDK2-Komplex und damit die
Freisetzung des Transkriptionsfaktor E2F hemmt, welcher den Zellzyklus weiterfuhren
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wurde. Gleichzeitig werden von p53 DNA-Reparaturmechanismen aktiviert. Der auf diese
Weise erreichte Schutz einer Zelle vor fehlerhafter Replikation und ungehemmtem Wachstum
wird also durch die PLK1 geschwécht.

Eine Verhinderung der Tumorproliferation durch Inhibition der PLK1 wurde neben den
Studien von Li et al. (2014) auch bei Versuchen von Liu und Erikson (2003) und Spankuch-
Schmitt et al. (2002) bei Zervixkarzinom-, Mammakarzinom- und kolorektalen Adenom-
zellen beobachtet. Tumorpatienten mit hohen Leveln an PLK1 haben daher eine schlechtere
Prognose als solche mit einem niedrigeren Leveln (Cogswell et al. 2000).

Wéhrend dies also eine Tumor-suppressive Wirkung von mir210 impliziert, wurden von
Valera et al. (2011) erhohte Level an mir210 in héhergradigen Tumoren und bei Befall von
Lymphknoten beschrieben. Auch klarzellige Nierenzellkarzinome zeigten in Studien von
Valera et al. (2011) eine besonders hohe Expression von mir210 wenn sie mit Tumoren nicht-
klarer Zellhistologie verglichen wurden und es wurde mir210 und anderen miRNAs eine
zentrale Rolle in der Pathogenese zugeschrieben.

Aufgrund der beschriebenen vielfaltigen Wirkungen von mir210 und der verstarkten
Expression in Mausenieren ist es interessant zu sehen, ob die Uberexpression von mir210

auch in den Nephrozyten morphologische oder funktionelle VVeranderungen hervorruft.
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2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien und L6sungen

2. Material und Methoden

Name

Inhaltsstoffe

Verwendung

Aceton

Sigma-Aldrich Aceton

Entwésserung, Mikrowelle

Agarose (low melt)

PBS;
1% NuSieve low melt agarose

Einbettungsmedium

Cacodylat-Puffer 0,1M

H20;
21,4g Natriumcacodylat-Trihydrat

Waschpuffer, Mikrowelle

DAPI

PBS (1x);
25ug/ml DAPIL (4',6-Diamidin-2-
phenylindol)

Féarbungsldsung

Epon

239 Glycerolether,;

15,49 DDSA (Dodecenyl Succinic
Anhydrid);

10,29 MNA (Methyl nadic
Anhydrid);

0,779 DMP (2,4,6-
Tris(dimethylaminomethyl)phenol)

Einbettungsmedium

Glutardialdehyd

Cacodylat-Puffer 0,1M;
2% Glutardialdehyd

Fixationslosung

HL3.1Saline

0,07 mol/l NacCl,

0,005 mol/l KCI,

0,0015 mol/I CaClz x 2 H20;
0,004 mol/l MgCl; x 6 H20;
0,01 mol/l NaHCOs;

0,005 mol/l Trehalose;

0,115 mol/l Sucrose;

0,005 mol/l HEPES (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure)

pH 7,1

Prépariermedium
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4.8g Mowiol 4-88;

) 129 Glycerol; ) _

Mowiol Einbettungsmedium

36ml PBS

pH 7,4
0,4% Osmiumtetroxid | 2ml 2% OsOq; Kontrastierung,
(CsOa4) 8ml Cacodylat-Puffer 0,1M Mikrowelle

1,37 mol/l NacCl;

Waschpuffer Stammldsung

10x PBS 0,027 mol/l KClI,

(Phosphat-Puffer-Losung) | 0,1 mol/l NazHPOg;
0,018 mol/l KH2PO4

(Arbeitslosung zehnfach

mit H.O verdiinnt)

PBS (1x); -
PFA Fixationslosung
4% PFA (Paraformaldehyd)
_ Chloroform; _ )
Pioloform Gridbeschichtung fir TEM

1,5% Polyvinylbutyral

H.0;

Uranylacetat
2% Uranylacetat

Nachkontrastierung

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Ldsungen.

2.1.2 Gerate und Software
Geréte
Automatische Mikrowelle Leica EM AMW

Pyramitom Bromma 11800
e Ultramikrotom Leica EM UC7

e Transmissionselektronenmikroskop Zeiss TEM 902

e Fluoreszenzbinokular Leica MZ 10F
e Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss LSM 710

Software
e SYSPROG Image SP (Betriebsprogramm TEM)

e Adobe Photoshop CS5 (Bildbearbeitungsprogramm)

e Zeiss ZEN 2011 (Betriebsprogramm LSM)
e Image J (Auswertung der Fluoreszenz-Werte)
e Microsoft Word 2010 (Schreibprogramm)

e Microsoft Excel 2010 (Tabellenkalkulationsprogramm)

e Microsoft Paint (Bildbearbeitungsprogramm)
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e Swiss Academic Software Citavi (Literaturverwaltungsprogramm)

2.1.3 Fliegenstamme

Fur die Herunterregulation der Kandidatengene und die Uberexpression der mir210 wurden
transgene Fliegen mit einer Upstream-Activating-Sequenz (UAS) vor dem Zielgen mit
transgenen Fliegen gekreuzt, welche kontrolliert durch den fur Garland-Nephrozyten
spezifischen Promotor sns::GAL4 in den Nephrozyten den Transkriptionsfaktor GAL4
exprimieren (siehe 1.5.1). Diese Treiberlinie wurde vom Institut fir Anatomie und
Zellbiologie des ,,Stowers Institut for Medical Research* in Kansas City, Missouri, zur
Verfligung gestellt. Die anderen Fliegen stammen von dem Vienna Drosophila Resource
Center (VRDR) oder dem National Institute of Genetics (NIG-FLY). Der Genotyp, bei dem
das Zielgen fir die microRNA 210 kodierte, wurde im Institut flr molekulare und zellulére

Anatomie der Universitat Regensburg selbst hergestellt.

Genotyp Chromosom | Stammnummer Kategorie
Sns::GAL4 2 Stowers Institut Treiberlinie
UAS::SNFAy RNAIi 2 17299R-1 (NIG-FLY) RNAI
UAS::CG9413 RNAI 3 45178 (VRDR) RNAI
UAS::CG16717 RNAI 2 105831 (VRDR) RNAI
UAS::CG32702 RNAI 3 14613, 14614 (VRDR) RNAI
UAS::Dachshund 2 106040 (VRDR) RNAI
UAS::Dp RNAI 2 12722 (VRDR) RNAI
UAS::PIP5K59B RNAI 3 47027 (VRDR) RNAI
UAS::mir210 2 Universitat Regensburg RNAI

Tabelle 3: Verwendete Fliegenstamme.

2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchung der Morphologie

Um die Morphologie der Nephrozyten beurteilen zu koénnen, wurden Nephrozyten-

Gewebeproben fir elektronenmikroskopische Untersuchungen vorbereitet. Dazu waren

mehrere Arbeitsschritte erforderlich.

Préparation

Zur Praparation der Garland-Nephrozyten wurden Drosophila-Larven im dritten Larven-

stadium herangezogen. Die Larven wurden ab dem ersten Larvenstadium auf konstant 29°C
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gehalten. Zum bestmdglichen Erhalt der Nephrozyten wurde die Praparation in kalter HL3.1
Saline durchgefiihrt, wobei der Ventrikel mit den Blindschlauchen und dem Proventrikel
zusammen mit dem Osophagus und den darum liegenden Nephrozyten vom restlichen Darm
abgetrennt wurde. Dieses Gewebestiick wurde anschliefend in 2% Glutardialdehyd in PBS

(Phosphat Buffer Solution) eine Stunde lang auf einem Schuttler fixiert.

Einbettung
Danach sollten die Nephrozyten in Epoxidharzblocke (Eponblécke) eingebettet werden.

Dazu wurde zundchst 1% low-melt-Agarose (in PBS) im Wasserbad auf 37-40°C erwérmt.
Das sezierte Gewebestlick wurde in ca. 15ul flissiger Agarose aufgenommen und auf einen
kalten Metallblock getropft. Durch Kiihlung hartete die Agarose aus.

Die Agarose-Tropfen mit den Nephrozyten wurden dann mithilfe der Automatischen
Mikrowelle in Eponbldcke eingebettet. Dazu wurden die Agarosetropfen in den Plastiksieben
des Gerdéts platziert und durchliefen dann die unten aufgelisteten Schritte des Programms

,,Dro-nephroc-fast 1*“. Die Gefd3e mussten vorher entsprechend des Protokolls beftillt werden.

Gefal3 | Arbeits- | Zeit Max. Reagenz Modus Max. Leis-
schritt (hh:mm:ss) | Temp. (°C) tung (W)
1 1 00:02:30 37 0.1M Cacodylat (pH 7.3) | kontinuierlich 25
2 00:00:10 20 kontinuierlich 0
| 2 1 00:02:30 37 0.1M Cacodylat (pH 7.3) | kontinuierlich 25
2 00:00:10 20 kontinuierlich 0
| 3 1 00:05:20 37 0.1M Cacodylat (pH 7.3) | kontinuierlich 25
2 00:00:10 20 kontinuierlich 0
3 00:00:10 20 kontinuierlich 25
0,
4 1 00:02:00 37 8:1‘@%223&)/'% pulsierend 15
2 00:02:00 37 kontinuierlich 0
3 00:02:00 37 steigend 15
4 00:02:00 37 pulsierend 20
5 00:02:00 37 kontinuierlich 0
6 00:02:00 37 pulsierend 15
5 1 00:05:40 37 Aceton 50% kontinuierlich 10
6 1 00:05:40 37 Aceton 70% kontinuierlich 10
7 1 00:05:40 37 Aceton 95% kontinuierlich 10
8 1 00:05:00 37 Aceton abs. kontinuierlich 10
9 1 00:05:30 37 Aceton abs. kontinuierlich 20
10 |1 00:10:00 |37 Epon 3:1 (7,5 ml Aceton | inierlich | 20
+2,5 ml Epon)
11 |1 00:15:00 |37 'épg]rl‘ e Epon | Kontinuierlich |20
12 |1 00:20:00 |37 Epon 1:3 (2,5 ml Aceton |, injierlich | 20
+7,5 ml Epon)
13 1 00:10:00 40 Epon kontinuierlich 10
14 1 00:30:00 50 Epon kontinuierlich 12

Tabelle 4: Automatische Mikrowelle, Programm ,,Dro-nephroc-fast 1%
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Cacodylat, auch Dimethylarsinsdure, ist eine metallorganische Verbindung des Arsens und
mit der verwendeten 0,1M Cacodylat-Pufferlésung wurde das Fixans ausgewaschen.
Osmiumtetraoxid diente zur Kontrastierung flr das Transmissionselektronenmikroskop.

Als néchstes erfolgte eine Dehydratation, wobei das Wasser durch Aceton ersetzt wurde.
Dieses wurde wiederum schlie3lich in den nachfolgenden Schritten vom Epon verdrangt.

Das Ergebnis dieses Durchlaufs waren kleine Plattchen aus Epon und Agarose, die die
Nephrozyten enthielten. Sie wurden nun in einem Férmchen platziert und dieses mit frischem
Epon aufgefullt. Die Férmchen wurden gestapelt und erneut in die Mikrowelle gegeben.

Durch das Programm ,,Poly Epon* polymerisierte das Epon aus.

Gefal3 | Arbeits- | Zeit (s) | Max. Reagenz | Pause | Modus Max.

schritt Temp. (°C) Leistung (W)
1 1 300 63 Epon Keine | steigend 30

2 300 75 Keine |steigend 30

3 900 83 Keine |steigend 30

4 6300 83 Keine | kontinuierlich 30

Tabelle 5: Automatische Mikrowelle, Programm ,,Poly Epon.

Schneiden:
Die Eponblocke wurden mit dem Pyramitom auf eine optimale Form zur Herstellung von
Ultradinnschnitten (50-70nm Dicke) vorbereitet. Diese Schnitte wurden mithilfe eines

Ultramikrotoms hergestellt und jeweils auf einem Pioloform-Grid fixiert.

Nachkontrastierung:

Fir einen optimalen Kontrast im Transmissionenelektronenmikroskop wurden die Schnitte
mit 2% Uranylacetat in Wasser 20-30min im Dunkeln nachkontrastiert. Danach wurden die

Grids fiinf- bis sechsmal mit Bidest gewaschen und vollstdndig getrocknet.

Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

AnschlieBend wurden die Schnitte im Zeiss TEM 902 betrachtet und die Nephrozyten
konnten hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilt werden.

2.2.2 Untersuchung der Funktion

Um festzustellen, inwiefern die Funktionalitdt der Garland-Nephrozyten durch die
Ausschaltung der Kandidatengene beeintrachtigt ist, sollte die Filtrationsfahigkeit bzw.
-aktivitdt bestimmt werden. Diese lie} sich Uber einen Fluoreszenz-Assay quantifizieren,
indem der relative Gehalt an filtriertem GFP (grun fluoreszierendes Protein) in den
Nephrozyten bestimmt wurde.
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Bei den in diesem Experiment untersuchten Larven musste demnach nicht nur das Zielgen
uber das UAS/GAL4-System ausgeschaltet sein, sondern sie mussten auch GFP in die
Hamolymphe sezernieren. Uber das Konstrukt Ubi::ANP-GFP-GFP wurde in den Larven eine
ubiquitdre Produktion und Ausschittung von GFP in die H&molymphe erreicht.

Es wurden dann Fliegen nach folgendem Schema gekreuzt:

sns::GAL4, ANP-GFP-GFP X UAS::Kandidatengen-RNAI
CyO UAS::Kandidatengen-RNAI

,,CyO* steht fiir ,,Curly of Oyster und ist ein Balancer des Chromosoms 2. Dieser verhinder-
te, dass die Transgene sns::GAL4 und ANP-GFP-GFP, deren Sequenzen ebenfalls auf

Chromosom 2 lagen, durch Rekombination mit dem Schwesterchromosom verloren gingen.
Das Gen, das die Kandidatengen-RNAIi kodierte, lag hinter der UAS-Sequenz. Dieser
Fliegenstamm war homozygot.

Die erste Generation der Nachkommen wies demnach im Verhaltnis 1:1 folgende Genotypen

auf;

sns::GAL4, ANP-GFP-GFP ; Kandidatengen-RNAI
+ +

oder

CyO ; Kandidatengen-RNAi: ,
+ +

wobei ,,+ fiir das wildtypische Allel des jeweiligen Chromosoms steht.

Die Larven der zwei verschiedenen Genotypen wurden mithilfe eines Fluoreszenz-Binokulars
unterschieden. Nur die GFP-produzierenden Larven konnten fur diesen Versuch verwendet
werden.

Die Garland-Nephrozyten der GFP-positiven Larven wurden dann in HL3.1 Saline
entnommen und flr eine Stunde in frischem 4% PFA (Paraformaldehyd) in PBS fixiert.
Danach erfolgten mehrere Waschgéange: Zunéchst lieR man fur 20min DAPI (4',6-Diamidin-
2-phenylindol, Arbeitskonzentration 25ug/ml) in PBS einwirken. Dann wurde dreimal 15min
lang mit PBS gewaschen.

Zuletzt wurden die Praparate auf einen Objekttrager Gbertragen und in Mowiol eingebettet.
Nach dem Trocknen (liber Nacht) wurde die GFP-Intensitat der Nephrozyten mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop gemessen und mithilfe des Programms ,Image J
ausgewertet.

Die GFP-Intensitat der Nephrozyten der untersuchten Genotypen wurde mit der von

wildtypischen Nephrozyten verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologie

3.1.1 Wildtyp

Das elektronenmikroskopische Bild eines wildtypischen Drosophila-Nephrozyten wurde
bereits in der Einleitung beschrieben (siene 1.4). Der in Abbildung 1.4 und 1.5 dargestellte
Nephrozyt ist wie die Nephrozyten der transgenen Larven entsprechend der in 2.2.1

beschriebenen Methodik untersucht worden.

3.1.2 AMPKy

Die Nephrozyten der Dro-
sophila-Larven, bei denen
das Gen AMPKy herunter-
reguliert worden war, waren
mit einem Quer- und Langs-

durchmesser von etwa 20um

x 30pum im Vergleich zu den
Nephrozyten anderer Geno-
typen leicht vergrofert und

wiesen nur eine sehr schmale

Randzone mit Lakunen- Abbildung 3.1a: Nephrozyt des Genotyps AMPKy im Uberblick.
. MaRstabsbalken entspricht 10000nm.
struktur auf. Die Fuffort- In der VergroRerung ist sichtbar, dass das endoplasmatische

Retikulum stark ausgebildet ist.

satze und Dlaphragmata, ER= Endoplasmatisches Retikulum; N= Nukleus

sowie die Basalmembran

waren allerdings gut SR e
ausgebildet (siehe Abbil- | ND  BM
dung 3.1b). Hinsichtlich der |/ N\ X/
Zellorganellen fiel auf, dass ¢

die untersuchten Zellen Uber
ein  stark  ausgebildetes
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endoplasmatisches  Retiku- ; e S B s . :
lum verfiigten (sieche Ab- Abbildung 3.1b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps AMPKy.

) Malstabsbalken entspricht 500nm.
bildung 3.1a). In der schmalen Randzone sind die Nephrozytendiaphragmata

und die Basalmembran deutlich zu erkennen.
BM= Basalmembran; ND= Nephrozytendiaphragma
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3.1.3 CGY413

Die Nephrozyten der Dro-
sophila-Larven, bei denen
das Gen CG9413 herunter-
reguliert worden war, zeigten

hinsichtlich der Morpholgie

keine Veranderungen. Dem
Wildtyp entsprechend war
der Randbereich, wie in
Abbildung 3.2b zu sehen,
komplex entwickelt und wies
Lakunen, Ful3fortsatze, Dia-
phragmata und eine Basal-
membran auf. Das Zyto-
plasma enthielt regelrecht
erscheinende Zellorganellen
(siehe Abbildung 3.2a).

Abbildung 3.2a: Nephrozyt des Genotyps CG9413 im Uberblick.
Mafstabsbalken entspricht 5000nm.

Der Nephrozyt ist regelrecht geformt und weist keine Auffallig-
keiten auf.

N= Nukleus

| 6 S X ; } % -
W e ~ At 3
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Abbildung 3.2b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps CG9413.
Mal3stabsbalken entspricht 500nm.

Die Randzone weist Lakunen, Fulfortsitze, Nephrozytendia-
phragmata und eine Basalmembran auf.

N= Nephrozytendiaphragma



3.1.4 CGle717

Die Nephrozyten der Dro-
sophila-Larven, bei denen
das Gen CG16717 herunter-
reguliert worden war, wiesen
keine morphologischen Be-
sonderheiten auf. Wie in
Abbildung 3.3b zu sehen,
war im Randbereich die La-
kunenstruktur gut ausgebil-
det und es lieRen sich die
FuRfortsatze, Diaphragmata
und die  Basalmembran
deutlich erkennen. Auch die
Zellorganellen waren regel-
recht  entwickelt  (siehe

Abbildung 3.3a).

3. Ergebnisse

Abbildung 3.3a: Nephrozyt des Genotyps CG16717 im Uberblick.
Malstabsbalken entspricht 2500nm.

Der Nephrozyt ist regelrecht geformt und weist keine Auffallig-
keiten auf.

N= Nukleus

Abbildung 3.3b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps CG16717.
MafRstabsbalken entspricht 500nm.

Die Randzone weist Lakunen, FuRfortsatze, Nephrozytendiaphragma-
ta und eine Basalmembran auf.

BM= Basalmembran; L= Lakune; ND= Nephrozytendiaphragma



3.1.5 CG32702
Die Nephrozyten der Dro-

sophila-Larven, bei denen
das Gen CG32702 herunter-
reguliert worden war, waren
regelrecht geformt, wiesen
allerdings, wie in den
Abbildungen 3.4a und b zu
sehen, in der Kontaktzone zu
anderen Nephrozyten stark
verzweigte Randbereiche
auf. Es lieen sich keine
Diaphragmata erkennen und
der Abstand zwischen den

FuRfortsatzen war zum Teil

3. Ergebnisse

4

Abbildung 3.4a: Nephrozyt des Genotyps CG32702 im Uberblick.
MafRstabsbalken entspricht 5000nm.
N= Nukleus

vergroRert (siehe Abbildung 3.4c). Eine Basalmembran war aber entwickelt und auch das
Zellinnere glich dem Wildtyp (siehe Abbildung 3.4c).

Abbildung 3.4b: Kontaktzone zweier Nephro- Abbildung 3.4c: Nephrozyten-Randzone des Geno-

zyten des Genotyps CG32702.
Malstabsbalken entspricht 2500nm.

typs CG32702.
Malstabsbalken entspricht 500nm.

Der Nephrozyt weist eine stark verzweigte Es sind keine Diaphragmata, aber eine Basalmembran
Kontaktzone zum benachbarten Nephrozyten auf. vorhanden.
BM= Basalmembran; L= Lakune; N= Nukleus BM= Basalmembran; L= Lakune



3.1.6 Dachshund
Die Nephrozyten der Dro-

sophila-Larven, bei denen
das Gen Dachshund herun-
terreguliert worden  war,
wiesen einen deformierten
Phénotypen  auf  (siehe
Abbildung 3.5a). Im Gegen-
satz zum Wildtypen waren
die Zellen nicht rundlich,
sondern unregelmaBig ge-
formt und nicht glatt
berandet. Die Lakunen-
struktur des Randbereiches
mit Fulfortsatzen, Diaphrag-
mata und der Basalmembran
war allerdings erhalten (siehe
Abbildung 3.5b). Das Zell-
innere mit den Zellorga-
nellen wies keine Besonder-

heiten auf.

blick.
MafRstabsbalken entspricht 20000nm.

Abbildung 3.5a: Nephrozyt des Genotyps Dachshund im Uber-

3. Ergebnisse

Die Nephrozyten sind unregelméBig geformt und nicht glatt

berandet.

Abbildung  3.5b:  Nephrozyten-Randzone
Dachshund.

Mal3stabsbalken entspricht 500nm.
Die Randzone weist Lakunen, FuRfortsatze, Nephrozytendiaphrag-
mata und eine Basalmembran auf.
BM= Basalmembran; ND= Nephrozytendiaphragma

Genotyps



3.1.7 DP Transkriptionsfaktor

Die Nephrozyten der Dro-
sophila-Larven, bei denen
das Gen DP Transkriptions-
faktor herunterreguliert wor-
den war, wiesen, wie in
Abbildung 3.6a zu sehen,
einen welligen Umriss und
eine unregelmalige Rand-
zone auf. Der periphere
Bereich mit Lakunenstruktur,
FuRfortsatzen und Diaphrag-
mata war  streckenweise
verbreitert und erstreckte
sich zum Teil bis zur
Zellmitte (siehe Abbildung
3.6a), an anderen Stellen war
die komplexe Struktur gar
nicht  ausgebildet  (siehe
Abbildung 3.6b). Die
Basalmembran und  die
Zellorganellen waren regel-

recht entwickelt.

3. Ergebnisse

Abbildung 3.6a: Nephrozyt des Genotyps DP Trans-
kriptionsfaktor im Uberblick.

Mal3stabsbalken entspricht 2500nm.

Der Nephrozyt hat einen welligen Umriss. Die Randzone mit
Lakunenstruktur ist zum Teil stark verbreitert (z.B. oben), an an-
deren Stellen ist dagegen keine Randzone erkennbar (z.B. unten).
L= Lakune; N= Nukleus

Bereich
ohne ND

Abbildung 3.6b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps DP
Transkriptionsfaktor.

MafRstabsbalken entspricht 500nm.

Die Randzone weist stellenweise Lakunen, FuRRfortsatze, Nephro-
zytendiaphragmata und eine Basalmembran auf, an anderen Stellen
ist die komplexe Struktur der Randzone dafiir gar nicht ausgebildet.
L= Lakune; ND= Nephrozytendiaphragma



3.1.8 PIP5K59B

Die Nephrozyten der Dro-
sophila-Larven, bei denen
das Gen PIP5K59B herunter-
reguliert worden war, stellten
sich als rundliche Zellen dar
(siehe Abbildung 3.7a). Wie
der Wildtyp wiesen sie einen
komplexen Randbereich mit
FuRfortsatzen, Diaphragmata
und einer Basalmembran auf
Abbildung  3.7b).
Auch die Zellorganellen

waren regelrecht entwickelt,

(siehe

allerdings fielen im Zell-
helle,

Bereiche auf, die schwarze

inneren rundliche

Fragmente enthielten (siehe
Abbildung  3.7a).

stellten mdoglicherweise Ve-

Diese

sikel mit aus der H&mo-
lymphe eliminierten Stoffen
dar. Sie waren zum Teil nur
unscharf begrenzt, was auf
ein  Artefakt  hinweisen

kdnnte.

3. Ergebnisse
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Abbildung 3.7a: Nephrozyt des Genotyps PIP5K59B im
Uberblick.

MafRstabsbalken entspricht 2500nm.

Der Nephrozyt ist regelrecht geformt. Er weist im Elektronen-
mikroskop helle, zum Teil nicht klar begrenzte Bereiche auf.

N= Nukleus; Ve= Vesikel

.
Abbildung 3.7b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps
PIP5K59B.
MafRstabbalken entspricht 500nm.
Die Randzone weist Lakunen, FuBfortsdtze, Nephrozyten-
diaphragmata und eine Basalmembran auf.
BM= Basalmembran; ND= Nephrozytendiaphragma



3.1.9 MicroRNA 210

Die Nephrozyten der Droso-
phila-Larven, bei denen
mir210 berexprimiert wor-
den war, waren regelrecht
geformt und wiesen gut
entwickelte FuRfortsatze,
Diaphragmata und  eine
Basalmembran auf (siehe
Abbildung 3.8b). Hinsicht-
lich der Zellorganellen war
eine groRe Zahl an Vesikeln
zu verzeichnen (siehe Ab-
bildung 3.8a).

waren vermehrt schwarze,

AuRerdem

runde Strukturen zu
erkennen, die allerdings
Uberreste  der Nachkon-

trastierung  gewesen  sein

kdnnten.

3. Ergebnisse

Abbildung 3.8a: Nephrozyt des Genotyps mir210 im Uberblick.
MafRstabsbalken entspricht 5000nm.

Der Nephrozyt weist eine Vielzahl an Vesikeln und schwarzen
runden Strukturen auf.

N= Nukleus

ND BM

A

Abbildung 3.8b: Nephrozyten-Randzone des Genotyps mir210.
Mal3stabsbalken entspricht 1000nm.

Die Randzone weist Lakunen, Ful¥fortsatze,
diaphragmata und eine Basalmembran auf.

BM= Basalmembran; ND= Nephrozytendiaphragma

Nephrozyten-
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3.2 Ergebnisse der Funktionsanalyse

Die GFP-Intensitéat der entsprechend
der in 2.2.2 beschriebenen Arbeits-
schritte préparierten Nephrozyten
wurde mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop gemessen. Die
Abbildungen 3.9 und 3.10 zeigen die
Darstellungsweise des konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskops. Dabei
gibt es zwei verschiedene Kanéle:
Im DAPI-Kanal (Abbildung 3.9)
sind die Zellkerne der Nephrozyten
stark cyanoblau gefarbt, aul3erdem
lassen sich die Umrisse der
Nephrozyten gut erkennen. Auch der
Proventrikulus ist sichtbar. Im GFP-
Kanal wird dagegen die GFP-
Intensitat der Nephrozyten dar-
gestellt. Mithilfe des Programms
,Image J wurden im DAPI-Kanal
(Abbildung 3.9) die einzelnen
Nephrozyten umrandet, dann
erfolgte die Umschaltung auf den
GFP-Kanal (Abbildung 3.10) und in
dieser Einstellung wurden die
Fluoreszenz  des  Flacheninhalts
sowie die Flachengrofle analysiert.
Die durchschnittlichen auf die
Flache bezogenen Fluoreszenzwerte
der Nephrozyten der jeweiligen
Genotypen sind in Tabelle 6a
dargestellt.

Neph
Neph Neph

Neph Neph  Neph

Neph

Neph Neph

Abbildung 3.9: Darstellung der Nephrozyten mithilfe
eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops im DAPI-
Kanal.

Neph= Nephrozyt; P= Proventrikulus

Abbildung 2.10: Darstellung der Nephrozyten mithilfe
eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops im GFP-
Kanal.

Neph= Nephrozyt



Ctcf-Mittelwert SD SEM ctef (%) SD (%)

aller Larven/Flache
Wildtyp 2059 409 183 100% 20%
AMPKy 1605 1779 536 78% 86%
AMPKy 3285 1185 530 160% 58%
hohe
AMPKy 205 181 74 10% 9%
tiefe
CG9413 482 219 78 23% 11%
CG16717 767 283 85 30% 14%
CG32702 -41 52 14 -2% 3%
Dac 339 221 74 16% 11%
DP 187 148 49 9% 7%
PIP5K59B 327 226 72 16% 11%
mir210 1452 614 275 71% 30%
Tabelle 6a: Ergebnisse der Funktionsanalyse.

SEM(%) 1,96*SEM | Konfidenzintervall N p-Werte
Wildtyp 9% 17% 83% 117% 5
AMPKy 26% 51% 27% 129% 11 0,07
AMPKy 26% 50% 109% 210% 5 9*10°
hohe
AMPKy 4% 7% 3% 17% 6 7*%10*
tiefe
CG9413 4% 7% 16% 31% 9 1*10*
CG16717 | 4% 8% 22% 38% 12 1*10*
CG32702 | 1% 1% -3% -1% 15 1*107
Dac 4% 7% 9% 24% 9 7*10°
DP 2% 5% 4% 14% 9 4*10°
PIP5K59B | 3% 7% 9% 23% 10 3*10°
mir210 13% 26% 44% 97% 5 0,08
Tabelle 6b: Ergebnisse der Funktionsanalyse.
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Abbildung 3.11: Ergebnisse der Funktionsanalyse als Diagramm.

Das Diagramm stellt die durchschnittliche Filtration im Vergleich zum Wildtyp dar (100%). AulRerdem sind die
95%-Konfidenzintervalle eingezeichnet.

*= signifikant (p<0,05); **= nicht signifikant (p>0,05)

Die Nephrozyten der Larven, bei denen CG9413, CG16717, CG32702, Dachshund, DP
Transkripstionsfaktor bzw. PIP5K59B herunterreguliert worden waren, zeigten signifikant
(p<0,05) abweichende Filtrationsraten (siehe Abbildung 3.10).

Die Werte der Larven, bei denen das Gen AMPKy herunterreguliert worden war, wichen auch
nach mehrfacher Durchfiihrung des Experiments stark voneinander ab. Etwa die Halfte der
Larven wies sehr niedrige, die andere Halfte sehr hohe Filtrationsraten auf, wobei der
Mittelwert dieser hohen Werte sogar den des Wildtyps Ubersteigt. Wahrend der Mittelwert
aller Larven, bei denen AMPKy herunterreguliert worden war, dadurch keine signifikante
Differenz zum wildtypischen Mittelwert aufwies, waren die Mittelwerte der hohen und tiefen
Filtrationsraten getrennt betrachtet jeweils signifikant abweichend (siehe Abbildung 3.11).
Die unterschiedlichen Werte sind méglicherweise ein Resultat biologischer Varianz und ich
werde in der Diskussion genauer darauf eingehen, wie sie interpretiert werden kdnnten.

Die Uberexpression von mir210 fihrte in meinen Untersuchungen zu keiner signifikanten
Abweichung der Filtrationsrate (siehe Abbildung 3.11).
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AuRerdem fallt bei Betrachtung der Ergebnistabelle der negative Mittelwert des Genotyps auf,
bei dem CG32702 herunterreguliert worden war. Dies lasst sich mdglicherweise dadurch
erklaren, dass bei der Fluoreszenzmessung die Eigenfluoreszenz des Proventrikels als
Referenz diente und also dessen Fluoreszenzwert von dem der Nephrozyten subtrahiert
wurde. Durch Herunterregulation von CG32702 scheint die Filtrationsfédhigkeit der

Nephrozyten so stark eingeschréankt zu sein, dass der Referenzwert groRRer ist, als der der
Nephrozyten.
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Wie in 3.1 beschrieben konnten nach Herunterregulation der Kandidatengene und der
Uberexpression von mir210 in den Nephrozyten verschiedene Phanotypen beobachtet werden.
Dabei wurde neben der Morphologie die Filtrationsrate als Merkmal fur die Funktion beurteilt
und die Ergebnisse sollen nun mit den bisherigen Erkenntnissen tber die Gene bzw. die
microRNA in einen Zusammenhang gestellt werden. Mithilfe der Literatur sollen mogliche
Erklarungen fiir die beobachteten Verédnderungen gefunden und diskutiert werden.

Es liegt nahe, zu vermuten, dass eine Funktionseinschrankung durch morphologische
Pathologien der Filtrationsbarriere, also der Basalmembran, der Ful3fortsdtze mit den
Diaphragmata und der Lakunenstruktur, verursacht wird. Doch obwohl eine signifikante
Minderung der Filtrationsrate bei allen Genotypen zu verzeichnen war, wiesen nur die
Nephrozyten von Larven, bei denen AMPKy, CG32702 oder DP Transkriptionsfaktor
herunterreguliert worden waren, morphologische Veranderungen der fir die Filtration
wichtigen kortikalen Randzone auf.

Die AMPKy-mutierten Nephrozyten waren groRer als die wildtypischen, wahrend der
Randbereich mit Lakunenstruktur allerdings verschmalert war. Da die AMP-aktivierte
Proteinkinase, wie in 1.6.1 beschrieben, tUber Inhibition von mTOR einen negativen Einfluss
auf die Zellproliferation hat (Lieberthal und Levine 2009), war zu erwarten, dass die
Herunterregulation von AMPKy in den Nephrozyten zu einem verstarkten Wachstum flhrt.
Dieses konnte die Differenzierung der Lakunenstruktur beeintrdchtigt und damit die
Endozytose der filtrierten Stoffe eingeschréankt haben. Diese Theorie deckt sich mit den
Studien von Hostetter (1995, 2003), die ergaben, dass eine glomeruldre Hypertrophie, bei der
laut Chen et al. (2005) und Lee et al. (2007) mTOR eine Rolle spielt, zu einer Beschadigung
der Podozyten und einem Funktionsverlust der Nieren filhren kann. Bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung fiel zudem ein Reichtum an Endoplasmatischem
Retikulum auf, der auf eine verstarkte Proteinbiosynthese hindeutete. Dies liel3e sich dadurch
erklaren, dass die Herunterregulation der AMPK die Hemmung anaboler Stoffwechselwege
aufhebt (Moffat und Harper 2010), was in 1.6.1 genauer erklart wurde. Wie im Ergebnisteil
beschrieben ergab sich bei der Funktionstestung neben den niedrigen Messwerten auch noch
eine nicht zu vernachléssigende Anzahl sehr hoher Messwerte flir AMPKy-mutierte
Nephrozyten, was sich mdoglicherweise mit biologischer Variabilitdat begrinden l&sst.
Vielleicht gibt es eine grenzwertige Menge an AMPK, bei der die Nephrozyten zwar an

Volumen zunehmen wund eine verringerte Lakunenstruktur aufweisen, aber noch
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funktionsfahig sind und durch ihre Grélle mehr GFP akkumulieren konnen als die
wildtypischen Nephrozyten. Bei einer grofReren Probenzahl ware dann auch denkbar, dass bei
der morphologischen Untersuchung Unterschiede zwischen den Nephrozyten aufgefallen
waren.

Das Gen CG32702 kodiert fur das periphere Membranprotein Cubilin, welches nach Studien
von Zhang et al. (2013a) in Nephrozyten exprimiert wird und an der Endozytose von
verschiedenen Proteinen beteiligt ist (siehe 1.6.4), sodass eine Minderung der Filtrationsrate
als Folge der Herunterregulation von CG32702 logisch erscheint. Die genmanipulierten
Nephrozyten wiesen aber auch keine Diaphragmata auf, was einen zusatzlichen Einfluss des
Gens auf die Zellentwicklung impliziert und neben der verminderten Expression von Cubilin
einen zweiten Mechanismus darstellt, Uber den CG32702 die Filtrationsrate verringern
konnte. Die Ergebnisse der Untersuchungen von Zhang et al. (2013a), die meinen
Experimenten stark ahnelten, stimmen dabei mit meinen Beobachtungen tberein. Auch sie
verzeichneten eine verringerte Filtrationsrate bei Testungen mit GFP und die fehlende
Ausbildung von Diaphragmata. Uber welche Signalwege CG32702 allerdings die
morphologische Entwicklung beeinflusst, bleibt noch zu erforschen. Bislang gibt es in der
Literatur keine Ansatze fur mdgliche Erklarungen. Festzuhalten ist auflerdem, dass die
untersuchten Nephrozyten trotz fehlender Diaphragmata Ful3fortsdtze aufwiesen. Dies
widerspricht den in der Einleitung erwahnten Beobachtungen von Weavers et al. (2009), dass
den Nephrozyten mit Mutationen von sns oder kirre, den Orthologen der humanen
Schlitzmembranproteine, neben den Diaphragmata auch die von den FuBfortsdtzen gebildete
Lakunenstruktur fehlte, und ihrer daraus abgeleiteten Hypothese, dass die Diaphragmata
wahrscheinlich die Fullfortsétze stabilisieren.

Bei den Nephrozyten, bei denen Transkriptionsfaktor DP herunterreguliert worden war, war
der Randbereich nicht tberall differenziert, dafiir reichte er an manchen Stellen bis in das
Zellinnere hinein. Diese abnorme Differenzierung konnte der Grund fur die verringerte
Filtrationsrate gewesen sein und auf einer Dysregulation des DP-Zielgenes D-raf beruhen,
welches durch Vermittlung extrazellulérerer Signale die Zellproliferation, Differenzierung
und Apoptose beeinflusst (Crews und Erikson 1993; Davis 1993; Morrison et al. 1989; Rapp
1991; Roberts 1992). Naturlich kdnnen aber auch ganz andere, noch nicht als Zielgen des
Transkriptionsfaktors DP identifizierte Gene flr die Veranderung in der Morphologie und
Funktion der untersuchten Nephrozyten verantwortlich gewesen sein.

Drei weitere Genotypen wiesen ebenfalls morphologische Veranderungen auf, die allerdings

nicht die fur die Filtration wichtige Randzone betrafen. Die Basalmembran, die FuRfortsatze
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mit Diaphragmata und die Lakunenstruktur waren regelrecht ausgebildet. Eine Kausalitét
zwischen den Auffalligkeiten in der Morphologie der Nephrozyten und der Funktions-
einschrankung ist daher zunéchst einmal nicht ersichtlich.

Der Phanotyp der Nephrozyten, bei denen das Gen Dachsund herunterreguliert worden war,
war durch eine Deformation der gesamten Zelle charakterisiert. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass die Expression des humanen Orthologs von Dachshund bei vielen Tumorarten
invers mit dem Tumorgrad und dem TNM-Staging korreliert (Chu et al. 2014; Wu et al.
2011) und auch an der Entstehung von Nierendysplasien beteiligt sein soll (Jain et al. 2007;
Vats et al. 2003). Dies lasst sich durch den Einfluss auf verschiedene Signaltrans-
duktionswege begriinden, die das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung beeinflussen
(siehe 1.6.5). Daraus lasst sich fir mich aber noch keine Erklarung fur den beobachteten
Verlust der rundlichen Form des Nephrozyten ableiten. Dies deutet eher auf einen Defekt
beziglich des Zytoskeletts hin und nachdem Dachshund Interaktionen mit so vielen
verschiedenen Proteinen aufweist (siehe 1.6.5), halte ich es fur durchaus mdglich, dass es
uber einen noch nicht bekannten Weg auch das Zytoskelett beeinflusst.

Die Nephrozyten, bei denen PIP5K59B herunterreguliert worden war, wiesen im Zellinneren
zahl-reiche, groRe, helle Bereiche auf — vermutlich Vesikel, die aus der Hamolymphe
eliminierte Stoffe enthalten haben kénnten. Das Substrat der Phosphatidylinositol-4-phosphat-
5-kinase (PIP5K), Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PI1(4)P), das bei Herunterregulation der
PIP5K vermehrt anfallen msste, ist vor allem in der Membran des Golgi-Apparats zu finden
und nachdem dieser fur die Bildung sekretorischer Vesikel verantwortlich ist, kénnte hier ein
Zusammenhang bestehen. Dann wirde der Inhalt der Vesikel allerdings nicht aus filtrierten
Stoffen, sondern aus in der Zelle synthetisierten Proteinen bestehen. Obwohl Phospho-
inositide, zu denen sowohl das Substrat, als auch das Produkt der PIP5K gehéren, eine
wichtige Rolle bei der Polaritdit und wahrscheinlich auch bei der Entwicklung der
Nephrozytenfortsdtze spielen (siehe 1.6.7), lieBen sich in diesem Bereich keine morpholo-
gischen Verénderungen feststellen. Dies kdnnte wie schon in 1.6.7 vermutet, an den zwei
weiteren PIP5Ks in Drosophila liegen, die die Herunterregulation der von PIP5K59B
kodierten PIP5K mdglicherweise kompensieren konnten. Da die Funktion der Nephrozyten
aber dennoch eingeschrankt war, war die angenommene Kompensation moglicherweise nicht
vollstdndig ausreichend. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), das Produkt der PIP5K,
ist, wie in 1.6.7 beschrieben, Bestandteil vor allem der apikalen Membran von polarisierten
Epithelzellen in Sdugern (Martin-Belmonte et al. 2007). Durch Rekrutierung bestimmter

Proteine hat es einen grof3en Einfluss auf die weitere Zusammensetzung der Plasmamembran
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(Krahn und Wodarz 2012). Nimmt man an, dass PIP, ebenfalls in der Plasmamembran von
Nephrozyten exprimiert wird und hier eine analoge Funktion wie in der apikalen Membran
von Epithelzellen in Sdugern ausiibt, konnte die Herunterregulation von PIP5K59B bewirkt
haben, dass die Plasmamembran der Nephrozyten weniger PIP, enthielt, was zu einer
fehlenden oder fehlerhaften Lokalisation von flr die Filtration wichtigen Rezeptoren oder
Kanilen gefiihrt haben konnte. Diese Uberlegung bleibt aber zu verifizieren.

Die microRNA 210 hat ein breites Wirkungspektrum, das neben Anpassung an hypoxische
Verhaltnisse und Inhibition von T-Zellen vermittelter Immunantworten auch die Hemmung
des Zellzyklus und damit Tumorprotektion einschlielt (siehe 1.7). Fir die stark vermehrte
Vesikelbildung, die in den Nephrozyten mit berexprimierter mir210 zu beobachten war,
finde ich anhand der Literatur allerdings keine schliissige Erklarung. Die physiologische
Morphologie der kortikalen Randzone mit Podozytenfortsatzen, Nephrozytendiaphragmata
und einer Basalmembran ist die Grundlage fur die in der Funktionsanalyse festgestellte nicht
signifikant abweichende Filtrationsrate. Es lieBen sich damit keine Hinweise fiir einen
maoglichen Einfluss von mir210 auf die Nierenfunktion finden.

Die zwei letzten Genotypen wiesen morphologisch unauffallige Nephrozyten auf. Das
jeweilige elektronenmikroskopische Bild deutete nicht auf eine fehlerhafte Zellentwicklung
hin oder zeigte strukturelle Besonderheiten, die Folge eines funktionellen Defekts sein
kénnten. Trotzdem war bei beiden Genotypen die Filtrationsrate signifikant verringert.

Die Funktionseinschrankungen der Nephrozyten, bei denen CG9413 herunterreguliert worden
war, konnte darauf zuruckzufihren sein, dass das vom Gen kodierte Protein direkt an der
Filtration beteiligt ist. SLC7A9, das humane Ortholog von CG9413, kodiert fiir den
Aminosauren-transporter b°*, der den Transport von Cystin und dibasischen Aminoséuren in
die Zelle vermittelt (siehe 1.6.2). Da CG9413 in Drosophila wie in 1.6.2 beschrieben auch
noch fur weitere Aminosauretransporter kodiert, ist es nicht tberraschend, dass durch die
Herunterregulation dieses Gens auch die Filtration von GFP beeinflusst wurde. Die
Auswirkung l&sst sich aber nicht allein auf das in der Studie von Kottgen et al. (2010) mit der
verminderten GFR assoziierte Gen SLC7A9 zurlickfiihren. Diese Assoziation l4sst sich meiner
Meinung nach am besten mit den Ergebnissen der Studie von Assimos et al. (2002)
begrunden, die einen Zusammenhang zwischen durch Zystinurie bedingten Nierensteinen und
pathologisch erhéhten Kreatininwerten fanden.

Das von CG16717 kodierte Protein gehort der Familie der Metallophosphoesterasen an.
Wihrend das humane Ortholog, das Metallophosphoesterase-Domane enthaltende Protein 2
(MPPED?2), laut Studien von Liguori et al. (2012) hemmend auf das Zellwachstum wirkt, gibt
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es diesbeziglich in Drosophila bislang keine Untersuchungen und meine Beobachtungen
ergaben auch keine verminderte Zellgrofe. Liguori et al. (2012) beschrieben aulerdem eine
erhohte Expression von MPPED2 wahrend der embryonalen Entwicklung der Niere, ich
konnte allerdings nach Herunterregulation von CG16717 in den Nephrozyten keine
morphologischen Auffalligkeiten feststellen. Da zum jetzigen Zeitpunkt keine weiteren
Funktionen der von CG16717 bzw. MPPED2 kodierten Metallophosphoesterase bekannt
sind, lasst sich fur die eingeschrankte Filtrationsleistung aktuell keine Erklarung finden. Die
Erforschung dieses Enzyms ist aber noch langst nicht abgeschlossen.

Insgesamt sind die Ergebnisse meiner Literaturrecherche gut mit denen meiner
Laboruntersuchungen vereinbar und es lieBen sich einige schllssige Hypothesen zur
Erklarung der phanotypischen Veranderungen finden.

Bei all meinen Beobachtungen ist allerdings zu bericksichtigen, dass Experimente mit
lebenden Organismen immer einer biologischen Variabilitat unterliegen. AuBerdem ist noch
nicht untersucht worden, ob die Nephrozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb des
dritten Larvenstadiums variieren und festgestellte Abweichungen teilweise darauf
zuriickzufiihren sein kénnten. Um die Aussagekraft meiner Ergebnisse zu erhohen, hatte ich
daher eine grofiere Zahl Nephrozyten und mehrere Linien der RNAi-Konstrukte untersuchen
konnen.

Hinsichtlich der Studien von Koéttgen et al. (2010), Pattaro et al. (2012) und Reznichenko et
al. (2012) ist letztendlich festzuhalten, dass in meinen Untersuchungen die Herunterregulation
der Kandidatengene die Filtrationsrate in den Nephrozyten der Drosophila-Larven in
signifikantem Ausmaf verringerte und dies die Annahme bestarkt, dass die menschlichen
Orthologe die Funktion der Niere beeintrdchtigen. Weitere Forschungen koénnten daher darauf
abzielen, herauszufinden, ob Mutationen der verschiedenen Gene mit bestimmten
Nierenerkrankungen assoziiert sind, was wiederum zur Entwicklung entsprechender
Therapien beitragen konnte.

Da beispielsweise die AMP-aktivierte Proteinkinase den mTOR-Signalweg beeinflusst und
dieser eine Rolle bei chronischen Nierenerkrankungen (Chen et al. 2005; Lee et al. 2007) und
bei der diabetischen Nephropathie (Kasinath et al. 2006; Mariappan et al. 2007,
Sataranatarajan et al. 2007) spielt, ware es interessant zu untersuchen, ob ein Zusammenhang
zu der Expression von AMPKy bzw. PRKAG2 besteht.

Studien von Grasbeck (2006) zeigten, dass Defekte von Cubilin zu Proteinurie und
Albuminurie flhren, sodass Mutationen im Gen CG32702 bzw. CUBN friihzeitig darauf

hinweisen konnten. Bei der Cystinurie, die autosomal rezessiv vererbt und durch ein
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fehlerhaftes b®*AT/rBAT-Transportsystem verursacht wird, konnte man ber eine
Genanalyse der Eltern sogar das Risiko der Kinder bestimmen oder ausschlief3en.

Eine ursachliche Therapie von Gendefekten ist in der Regel schwierig, bei Assoziation von
Pathologien mit Mutationen in einem der Kandidatengene, konnte jedoch an anderen Stellen
des Wirkungsmechanismus angesetzt werden, sofern dieser dann erfolgreich erforscht worden
ist. Im Gegensatz dazu hatte mir210 selbst als Ziel fur therapeutische MalRnahmen dienen
konnen. Dies wurde hinsichtlich von Erkrankungen, die nicht zwingend die Niere betreffen,
schon thematisiert. Wang et al. (2014) halten dies fiir die Behandlung von Autoimmun-
erkrankungen fiir realistisch und Magenta et al. (2013) mutmalen, dass die Hochregulation
der Expression von mir210 die Zellen vor oxidativem Stress schiitzen kénnten. Fiir Qiu et al.
(2014) stellt die Herunterregulation von mir210 eine potentielle neue Therapiemdglichkeit
von neonataler ischdmischen Hypoxie dar. Die Weiterverfolgung und Verifizierung dieser
Theorien konnte neue Erkenntnisse fur die Erkennung und Behandlung der mit mir210
assoziierten Pathologien ergeben. Dafr, dass diese auch die Nierenfunktion betreffen, konnte
ich in meinen Untersuchen allerdings keine Hinweise finden.

Die von mir untersuchten Kandidatengene wirken nicht nur auf den Nephrozyten und damit
wahrscheinlich auf die Niere des Menschen, sondern in der Literatur werden Einflusse auf
verschiedenste Zellen und Mechanismen im gesamten Organismus beschrieben. Deshalb
konnte die Erforschung der Gene im Zusammenhang mit Pathologien anderer Organe
interessant sein. Beispielsweise war die Rolle von DACH1 in der Pathogenese von
Tumorerkrankungen schon Gegenstand zahlreicher Studien (Chen et al. 2013; Chu et al.
2014; Wu et al. 2006a, 2011; Zhu et al. 2013) und es scheint nach neusten Erkenntnissen von
Powe et al. (2014) sogar als Biomarker fur Brustkrebs vom Luminal-A-Typ fungieren zu
kénnen. Da die Gene AMPKy bzw. PRKAG2, CG16717 bzw. MPPED2, DP
Transkriptionsfaktor bzw. TFDP2 und die microRNA 210 ebenfalls auf den Zellzyklus
einwirken, konnten sie moglicherweise eine &hnliche Bedeutung haben. Die Expression von
MPPED2 und mir210 in Tumorzellen wurde schon untersucht. Die Menge von MPPED?2
korrelierte negativ mit der Progression von Neuroblastomen (Liguori et al. 2012) und es
konnte auch in Zelllinien des Medulloblastoms, Mamma- und Zervixkarzinoms nachgewiesen
werden (Barnes et al. 1981; Kanda et al. 1983; Ross et al. 1983). Von Valera et al. (2011)
wurden erhohte Level an mir210 in hohergradigen Tumoren festgestellt. Die genauen
Wirkmechanismen sind allerdings noch unklar, weitere Forschungen kénnten jedoch Ansatze

fiir die Friherkennung oder Therapie ergeben.
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Um am Ende aber noch einmal auf die Ausgangsfragestellung nach der Auswirkung von
Genmutationen bzw. Varianten auf die Niere zurickzukommen, lasst sich schlieBlich
zusammenfassend sagen, dass ich im Rahmen meiner Dissertation Hinweise auf
Zusammenhdange zwischen den Kandidatengenen und der Nierenfunktion, sowie zum Teil
auch der Entwicklung von Nierenzellen finden konnte. Meine Funktionsanalyse untersitzt die
Ergebnisse der GWAS von Kottgen et al. (2010) und Pattaro et al. (2012) bezlglich der
verringerten glomeruléren Filtrationsrate von PRKAG2, SLC7A9, MPPED2, DACH1, TFDP2
und PIP5K1B sowie die von Reznichenko et al. (2012) gefundene Assoziation von CUBN mit
einer terminalen Niereninsuffizienz und mithilfe meiner Untersuchungen der Morphologie der
genmanipulierten Drosophila-Nephrozyten konnte ich mdgliche Erklarungsansatze dafir
finden. Mir210 zeigte dagegen in meinen Untersuchungen keinen signifikanten Einfluss auf
die Morphologie der fir die Filtration wichtigen kortikalen Randzone oder die
Nephrozytenfunktion.

Die Genforschung im Bereich der Nierenerkrankungen bietet zahlreiche Mdglichkeiten und
ich hoffe, dass sie dazu beitragen kann, diese in nachster Zukunft besser erkennen und

behandeln zu kdnnen.
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Im Zuge dieser Arbeit wurden die in GWAS mit einer veranderten GFR assoziierten Gene
AMPKy, CG9413, CG16717,CG32702, Dachshund, DP Transkriptionsfaktor und PIP5K59B,
sowie die microRNA 210 (mir210) hinsichtlich ihres Einflusses auf die Morphologie und
Funktion der Filtrationsbarriere der Niere untersucht. Dies geschah am Modell der Drosophila
melanogaster, deren Nephrozyten beziiglich Entwicklung, Morphologie und Funktion stark
den menschlichen Podozyten dhneln (Weavers et al. 2009).

Mithilfe des UAS/GAL4-Systems wurden die Expression der Kandidatengene in den
Garland-Nephrozyten von Drosophila melanogaster herunterreguliert und mir210 Uber-
exprimiert. Die Morphologie der Garland-Nephrozyten von Larven des dritten
Larvenstadiums konnte nach entsprechender Préparation mithilfe des Transmissions-
elektronenmikroskops gut beurteilt werden. Da die Randzone der Nephrozyten fir die
Filtration und damit Funktion entscheidend ist (Weavers et al. 2009), wurde dieser Bereich
genauer auf morphologische Verdnderungen hin untersucht. Es fanden sich dort allerdings nur
bei drei Genotypen Auffélligkeiten, ndmlich bei den Larven, bei denen 4AMPKy, CG32702
oder DP Transkriptionsfaktor herunterreguliert worden waren. Trotzdem zeigten bei der
Funktionsanalyse, bei der die Filtrationsfahigkeit anhand eines Fluoreszenz-Assays mit GFP
quantifiziert wurde, alle Larven, bei denen eins der Kandidatengene herunterreguliert worden
war, im Vergleich zum Wildtyp signifikant (p<0,05) verminderte Werte. Die Uberexpression
von mir210 fihrte allerdings zu keiner signifikant verénderten Filtrationsrate.

Insgesamt konnten meine Untersuchungen einen Einfluss der Kandidatengene auf die
Funktion und teilweise auch auf die Morphologie der Nephrozyten zeigen und damit die
Ergebnisse der GWAS von Kottgen et al. (2010), Pattaro et al. (2012) und Reznichenko et al.
(2012) unterstiitzen, die bei der Untersuchung der Genome von 67093, 130600, 63153 bzw.
2328 Menschen européischer Herkunft Assoziationen zwischen Varianten der humanen
Orthologe der Kandidatengene und der Nierenfunktion feststellten. Fir einen Zusammenhang
zwischen mir210 und der Nierenfunktion konnte ich in meinen Untersuchungen keinen
Hinweis finden, da weder die Morphologie der fir die Filtration wichtigen kortikalen
Randzone noch die Nephrozytenfunktion beeintréchtigt waren.

In weiterfiihrenden Studien kdnnten diese Kandidatengene hinsichtlich ihrer Funktion bei der
Etablierung des Filtrationsapparates in Drosophila-Nephrozyten zellbiologisch néher unter-
sucht werden. Somit stellen Drosophila-Nephrozyten ein einfaches und schnelles Werkzeug
dar, um die Funktion konservierter Gene fir die Filtrationsbarriere zu analyiseren und mog-

liche Kandidatengene zu validieren.
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RDRC RNA-abhangigen RNA-Polymerase-Komplex

RISC RNA-induzierten Silencing Komplex
RITS-Komplex  RNA-induzierter transkriptioneller Silencing-Komplex
RLC RISC loading Komplex

RNA Ribonukleinsdure

RNAI Interferierende RNA

rst Roughest

S Sedimentationskoeffizient

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler des Mittelwerts

shh sonic-hedgehog-Protein

SIRNA small interfering RNA

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl.: single nucleotid polymorphism)
sns sticks and stones

SS einzelstrangig

TE transposables Element

TEM Transmissions-Elektronen-Mikroskop

TGF B profibrotischer transformierender Wachstumsfaktor 3
TNF Tumornekrosefaktor

TRBP HIV transactivating response RNA-binding Protein
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UAS Upstream Activating Sequenz
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Ve Vesikel
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YB-1 Y-Box-bindendes Protein 1
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