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ZUSAMMENFASSUNG
Der Einfluss von Vac14 auf die Vakuolisierung von Podozyten
Krause, Carolin

Vacl4 ist zusammen mit der Lipidkinase Fabl und der Lipidphosphatase Figd Teil eines
Proteinkomplexes, der eine zentrale Rolle in der Regulation der Phosphatidylinositol-
Phosphate PI(3)P und PI(3,5)P, spielt. Diese koordinieren u.a. endolysosomale und
autophagozytdre Trafficking-Prozesse sowie die Ansduerung von Lysosomen. Eine Storung in
der Bildung dieses Komplexes fihrt zur Akkumulation zytoplasmatischer Vakuolen, welche z.B.
in geschadigten Podozyten mit retrahierten FuRfortsdatzen beobachtet werden konnten und
deshalb zum Verstandnis von vielen Nierenerkrankungen von besonderem Interesse sind.

Sowohl Deletionen der Komponenten des Vacl4-Proteinkomplexes, als auch die
Uberexpression von Vacl4 fiihrt zur Bildung dieser Vakuolen, wihrend eine alleinige
Verminderung der Vacl4-Expression keine Vakuolisierung der Zellen bewirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in zwei verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden, dass eine
reduzierte Vacl4-Expression allerdings zu einer erhdhten Anfalligkeit von Podozyten
gegeniber Milieudanderungen fihren kann.

Daflir wurden zwei stabile Podozytenzelllinien, eine mit konstitutiv verminderter Vacl4-
Expression sowie eine mit induzierbarem Vacl4-Knockdown, mit der schwachen Base
Ammoniumchlorid stimuliert. Die Podozyten mit reduziertem Vacl4-Level zeigten friiher, mehr
und groRRere Vakuolen als Podozyten mit endogen unveranderter Vacl4-Expression.

Diese Beobachtungen unterstiitzen die Annahme, dass der Vacl4-Proteinkomplex essenziell
fiir die Homoostase des endolysosomalen Systems ist und eine Storung der Zusammensetzung
des Komplexes gravierende Auswirkungen auf die Funktionsfahigkeit von Podozyten hat.

Tag der miindlichen Prifung: 16.03.2016
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1. Einleitung

1.1 Bau und Funktionsweise der Niere

Die Niere ist ein lebenswichtiges Organ, dem vielfdltige Aufgaben zukommen. Bei einer
Durchblutung mit 20% des Herz-Zeit-Volumens stellt sie das am besten durchblutete Organ in
Relation zu ihrer Masse dar, dabei betrdgt ihre tagliche Filterleistung bis zu 180 Liter
Primarharn. Durch ihre Eigenschaft als Filter ist sie verantwortlich fiir die Regulierung des
Wasser- und Elektrolythaushalts und damit des Blutdrucks. In der Niere wird das Enzym Renin
produziert, welches Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) seine
vasokonstriktorische Wirkung ausiibt und durch die Engstellung der GefdRe eine zweite
Moglichkeit zur Beeinflussung des Blutdrucks darstellt. Eine dritte Moglichkeit der Regulation

findet sich in der Innervation der Nierenarterien durch den Sympathikus (1).

Durch die Niere wird das Blut von harnpflichtigen Substanzen wie Harnsaure oder Kreatinin
gereinigt. Wichtige groRere Blutbestandteile wie Albumin kann sie dank ihres selektiven Filters
zurickhalten, wahrend kleinere Molekiile, z.B. Aminosduren oder Glukose, zwar filtriert,
jedoch Uber aktive Prozesse im Tubulussystem riickresorbiert werden. Die Niere fungiert
auBerdem als Hormonproduzent: Erythropoetin stimuliert die Erythropoese im Knochenmark,
wahrend Calcitriol, der aktive Metabolit des Vitamin D, Einfluss auf Knochenumbauprozesse

nimmt (1).

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, bestehend aus dem Glomerulus,
auch Malpighi- oder Nierenkérperchen genannt, und dem Schleifenapparat, in dem
Rickresorptions-, Sekretions- und Konzentrationsprozesse stattfinden. Jede Niere enthalt ca.

eine Million Nephrone, die in ihrer Gesamtheit den selektiven Filter der Niere darstellen (1).

1.2 Der Glomerulus

Die Glomeruli sind in der Nierenrinde lokalisiert und fiir die Filtration des Primarharns
zustandig. Ein Glomerulus besteht aus einem Knauel aus Kapillarschlingen, das in die sog.
Bowman-Kapsel hineingestiilpt ist. Das Blut tritt Gber das Vas afferens in das Kapillarknauel
ein; hier wird der Primarharn passiv durch den Blutdruck in den Kapillaren filtriert,

anschlieRend tritt das Blut liber das Vas efferens wieder aus (1).



Abb. 1: Ubersicht iiber einen Glomerulus. In den Kapillarschlingen (C) wird der Primarharn aus dem
Blut filtriert; Proteine und andere Makromolekiile werden durch die glomeruldre Filtrationsbarriere,
bestehend aus dem fenestrierten Kapillarendothel (E, rot), der glomerularen Basalmembran (grin) und
der von Podozyten (P) ausgebildeten Schlitzmembran (blau), in den Arteriolen zuriickgehalten.
BC = Bowman Kapsel, M = Mesangium. Nach Quaggin und Kreidberg (2)

Die glomerulare Filtrationsbarriere besteht aus drei Schichten: Durch das fenestrierte Endothel
der Kapillaren werden zelluldire Bestandteile des Blutes zuriickgehalten, die darunter
aufliegende Basalmembran stellt als negativ geladene Schicht eine Anionenbarriere dar,
wahrend die Podozyten, das viszerale Blatt der Bowman-Kapsel, durch ihre auBerordentlich
starke Verzahnung nur schmale Spaltrdume lassen und Molekile mit einer GroRe lber 70kDa

retinieren (1).

Ist dieser permselektive Filter geschadigt, entsteht eine Proteinurie. Hierbei kénnen Proteine
wie Albumin den Filter passieren und werden dann Uber den Urin ausgeschieden. Es werden
verschiedene Ausprdagungen von Proteinurien unterschieden. Bei einer Mikroalbuminurie
werden bis zu 300 mg/d Protein ausgeschieden, sie gilt als friihes Zeichen einer diabetischen
Nierenerkrankung. Eine isolierte asymptomatische Proteinurie wird durch eine
EiweiBausscheidung von bis zu 3 g/d definiert und kann durch entziindliche Prozesse
hervorgerufen werden (3), wahrend die symptomatische Proteinurie (mehr als 3 g/d
Proteinausscheidung) zum nephrotischen Syndrom fiihrt, welches auRerdem durch Odeme,
Hyperlipiddmie und Hypalbuminamie charakterisiert ist (4). Bei bis zu 80% aller Patienten mit

nephrotischem Syndrom findet sich eine Schadigung der Podozyten (5).



1.3 Podozyten und Schlitzmembran

Podozyten sind hochdifferenzierte Zellen, die der glomeruldaren Basalmembran von aullen
innerhalb der Bowman-Kapsel aufsitzen und einen wichtigen Teil der Filtrationsbarriere
darstellen (s. Abb. 2). Da sie dhnlich wie Neuronen postmitotische Zellen sind, ist eine
ausgepragte Adaptations- und Regenerationsfahigkeit fir sie von besonderer Bedeutung (6).
Vom Zellkdrper gehen primare mikrotubulireiche Fortsatze ab, die sich weiter zu aktinreichen,
kontraktilen Fullfortsdtzen verzweigen und mit den Fortsatzen benachbarter Podozyten ein
dichtes, interdigitierendes Netzwerk bilden (7). Die FuRfortsitze bilden die sog.
Schlitzmembran aus, die aufgrund ihrer 40 nm schmalen Schlitze zwar wasserdurchlassig, fur

groRere Proteine aber nicht permeabel ist (9).

Abb. 2: Darstellung von
Podozyten und der
Schlitzmembran (A)
Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines Podozyten.
Die Podozyten umgeben die
Kapillarschlingen auf der
apikalen, dem Primdrharn
zugewandten Seite. Die stark
verzweigten FuRfortsatze
bilden die Schlitzmembran
aus.

CB= Zellkérper, MP= primare
Fortsatze, FP= FuRfortsatze
Nach Greka und Mundel (7)
(B) Darstellung der
podozytiren  FuBfortsitze
(FP) und der die
Zwischenrdume
liberspannende
Schlitzmembran (SM).

Nach Pavenstadt, Kriz und
Kretzler (8)




Die Schlitzmembran stellt einen einzigartigen, nur zwischen Podozyten vorkommenden Zell-
Zell-Kontakt dar, iber den die Podozyten miteinander kommunizieren kénnen und besitzt
sowohl Eigenschaften von adherens junctions als auch von tight junctions (10). Das von der
Schlitzmembran exprimierte Nephrin ist eng mit dem Aktin-Zytoskelett der Fulifortsatze
verbunden und besitzt eine zentrale Bedeutung fir deren Plastizitat (7). Weitere Proteine, die
fur die Funktion der Schlitzmembran essenziell sind, sind die Cadherine FAT1 und FAT2 sowie
die Transmembranproteine Nephl-3, die (iber Nephrin mit dem podozytiren Zytoskelett
kommunizieren, und Podocin, welches ebenfalls mit Nephrin interagiert und seine Funktion

sicherstellt (11,12,13).

1.4 Podozytopathien

Bei den meisten glomeruldaren Erkrankungen liegt eine Schadigung oder der Verlust von
Podozyten vor (14). Hierbei spielen sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren eine
Rolle. Bei den sehr seltenen hereditiaren Podozytopathien finden sich Mutationen in Genen,
die fur Schlitzmembranproteine kodieren, welche das Aktin-Zytoskelett der Fulifortsatze
aufbauen oder modulieren (15). So wurde beim kongenitalen nephrotischen Syndrom des
finnischen Typs eine Mutation des NPHS1 Gens, welches fiir das Schlitzmembranprotein
Nephrin kodiert, identifiziert (16). Dennoch ist fir den Uberwiegenden Teil der

Podozytopathien bisher nur sehr wenig liber die Entstehung bekannt.

Ein wesentliches Merkmal geschadigter Podozyten ist das sog. foot process effacement. Man
versteht hierunter ein Zuriickziehen der sekundadren FuRfortsdtze als Reaktion auf Stress,
wodurch die Maschen der Filtrationsbarriere dilatieren und somit Makromolekiile filtriert
werden kdnnen (17). Interessanterweise gibt es ein weiteres zelluldres Schadigungsmerkmal,
das bisher weniger Beachtung gefunden hat: In vielen geschadigten Podozyten sind groRe
intrazellulare Vakuolen zu beobachten, welche auf einen fehlerhaften Membran- und
Vesikeltransport hindeuten (18). In der Tat konnte in Neuronen bereits gezeigt werden, dass
diese Vakuolen nicht nur Begleiterscheinung, sondern ursachlich fiir Erkrankungen sein
konnen, wie beim Charcot-Marie-Tooth (CMT)-Syndrom (19). Das CMT-Syndrom ist eine
neurologische Erkrankung, bei der eine progrediente Denervation der Muskulatur auftritt. Eine
Verdickung der Mpyelinscheiden fiihrt zu einer Schadigung der Neurone und letztlich zur

Atrophie der betroffenen Muskeln (20). Bei einigen Patienten ist auBerdem eine



Nierenbeteiligung in Form einer Nephritis zu beobachten (21,22). Weiterhin wurde gezeigt,
dass das CMT-Syndrom mit einer hereditdaren Form der fokal segmentalen Glomerulosklerose
(FSGS) vergesellschaftet sein kann, wobei beiden Erkrankungen eine Mutation des Aktin-

regulierenden INF2 zugrunde liegt (23).

Bislang sind bei CMT-Patienten Mutationen in ca. 20 verschiedenen Zielgenen identifiziert
worden, die insbesondere fir das endolysosomale System essenziell sind, u.a. im FIG4 Gen bei
der CMT Variante 4J (24). In Hefezellen ist die Phosphatase Fig4 Teil eines Proteinkomplexes,
der fur die Regulation von Phosphatidylinositol-Phosphaten (PIPs) verantwortlich ist. Die
anderen Komponenten dieses Komplexes sind die Kinase Fabl und Vac14 (25). Analog zu Fab1l
existiert in eukaryoten Zellen die Kinase PIKfyve. Aus einer Deletion von Figd resultieren
dhnliche Veranderungen wie bei einem Funktionsverlust von Vacl4. Diese fihren zu einer
Stérung autophagozytarer Prozesse und zur Akkumulation zytoplasmatischer Vakuolen in den
Zellen (26,27), die mit einer Zellschadigung einhergehen und in Mausen Neurodegeneration

verursachen (28,29).

1.5 Der Vacl14-Proteinkomplex

Vacl4 ist ein Protein, welches groRtenteils aus HEAT repeats (huntingtin, elongation factor 3,
PR65/A, TOR) besteht und das Gerust fir den Proteinkomplex bildet (30). In Hefezellen
befindet sich der Vacl4-Proteinkomplex an der Vakuolenmembran, welche in Saugetierzellen
dem Lysosom entspricht und dementsprechend an endosomalen und lysosomalen
Membranen lokalisiert ist (31,32). Vacl4, sowie das in Hefezellen vorkommende und mit
Vacl4 interagierende Vac7, fungieren als Aktivatoren von Fabl, welches als Kinase die
Umwandlung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI(3)P) zu Phosphatidylinositol-3,5-
Bisphosphat (PI(3,5)P,) katalysiert. Inhibitor dieser enzymatischen Reaktion ist das ebenfalls
mit Vacl4 interagierende Atgl8, ein Protein, das aulerdem fiir die Autophagozytose wichtig
ist (25). Fabl steuert aulerdem die Synthese von PI(5)P aus PI(3,5)P, (28). Figd auf der
anderen Seite katalysiert als Phosphatase die Dephosphorylierung von PI(3,5)P, zurlick zu

PI(3)P (31,33).
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Abb. 3: Der Vacl4-Proteinkomplex in der Hefezelle. Vac14 bildet das Grundgerist fiir den Komplex,
bestehend aus Fabl, Figd und Vacl4, der die Synthese und den Abbau von PI(3,5)P, reguliert. Atgl8
kann durch die Interaktion mit Vac14 inhibitorisch, Vac7 aktivierend auf Fab1 wirken. Nach Michell und
Dove (35)

Vacl4 ist abgesehen von seiner Funktion als Aktivator essenziell fiir die stabile Lokalisation der
anderen Komplexkomponenten an den jeweiligen Membranen (24). Es konnte auferdem
gezeigt werden, dass Vacl4 mit sich selbst interagiert und seine intrazelluldren Funktionen als

Dimer ausfuhrt, wiahrend eine monomere Variante funktionsuntiichtig bleibt (30).

Da der Proteinkomplex sowohl die Synthese als auch den Abbau von PI(3,5)P, engmaschig
steuert, resultiert eine Deletion von Vacl4 oder Fabl in einer Abnahme des Lipids.
Interessanterweise geht auch der Verlust der Phosphatase Figd mit einer
Konzentrationsabnahme von PI(3,5)P, einher, da Fig4 die Interaktion zwischen Vac14 und Fab1l
stabilisiert und trotz seiner entgegengesetzten Phosphatase-Funktion als Aktivator der Kinase
Fabl fungiert (33). Auch homozygote ingls (infantile gliosis) Mause, die eine L156R-Mutation
des Vacl4-Gens aufweisen, wodurch Vacl4 nicht mehr an PIKfyve binden kann, zeigen

erniedrigte PI(3,5)P,-Level (25).
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Abb. 4: Funktionen des Vac14-Proteinkomplexes. Vac14 fligt sich mit der Kinase Fab1/PIKfyve und der
Phosphatase Fig4/Sac3 zu einem Komplex zusammen, der fir die Regulation von Phosphatidylinositol-
Phosphaten (PIPs), insbesondere PI(3)P und PI(3,5)P,, verantwortlich ist. Beide Phospholipide sind an
endosomalen und autophagosomalen Prozessen beteiligt. PIKfyve kontrolliert aullerdem die Synthese
von PI(5)P (28). Vacl4 dient als PIKfyve Aktivator; der Verlust eines der beiden Proteine resultiert in
dhnlich erniedrigten PI(3,5)P, Level. Eine Deletion von Fig4 fiihrt trotz seiner Phosphataseaktivitat
ebenfalls zu erniedrigten Konzentration von PI(3,5)P, (33). Ist dieser Komplex funktionsuntichtig,
entstehen wie beim Charcot-Marie-Tooth-Syndrom Vakuolen in den Zellen (27).

1.6 Phosphatidylinositol-Phosphate (PIPs)

An der Entstehung von Vakuolen sind, wie bereits erwahnt, Storungen des Membran- und
Vesikeltransportes maligeblich beteiligt. Die Regulation solcher Prozesse obliegt den
Phosphatidylinositol-Phosphaten, was vermuten ldsst, dass eine fehlgesteuerte

Lipidhomoostase zur Vakuolisierung der Zellen fiihren kénnte.

In der Zelle findet sich PI(3)P an friihen Endosomen. Hier rekrutiert es verschiedene Proteine,
um Trafficking-Prozesse zu koordinieren (34). PI(3,5)P; ist hauptsachlich an spaten Endosomen
bzw. Endolysosomen lokalisiert. Von allen Phosphatidylinositol-Phosphaten kommt es zwar in
der niedrigsten Konzentration vor, kann jedoch am dynamischsten auf Veranderungen in der
Zelle, v.a. auf hyperosmotischen Stress, reagieren (35). PI(3,5)P, ist an vielen Prozessen
beteiligt, u.a. der Ansdauerung von Endolysosomen, Autophagozytose oder der Kontrolle von
Vesikel-, Membran- und lonentransport (36). Letzteres geschieht beispielsweise durch die
Regulation von Calcium. Intrazelluldres PI(3,5)P, bindet und aktiviert den Ca®*-permeablen
lonenkanal TRPML,, der auf endolysosomalen Membranen lokalisiert ist, wodurch die Fusion
von Lysosomen und anderen Kompartimenten sowie weitere Membrantransportprozesse
getriggert werden (37,39). In Neuronen ist Calcium hauptverantwortlich fur die synaptische

Vesikelfusion (38).



In Hefezellen geht eine Erniedrigung der PI(3,5)P, mit einer VergréRerung der Hefevakuole
einher. In Saugetierzellen, in denen das endolysosomale System funktionell der Hefevakuole
entspricht, resultiert eine PI(3,5)P,-Defizienz in einer Bildung von grolRen, intrazelluldren

Vesikeln (27).

Die Bildung dieser Vakuolen erfolgt durch mangelhafte Prozessierung und gestorte Fusion oder
Bildung von endosomalen und lysosomalen Membranen und Vesikeln (40). Sie enthalten
LAMP2 auf der Oberflache, einen Marker fiir spate Endosomen oder multivesicular bodies
(MVB), sowie das Protein LC3-1l, welches sich bei einer Fusionsblockade von Autophagosomen
und Lysosomen anreichert und einen Marker fiir autophagozytiare Membranen darstellt
(25,41). Ein Knockout des PI(3,5)P, Effektors Atgl8/Svplp, der fiur das Membranrecycling

verantwortlich ist, verursacht dhnliche intrazelluldre Veranderungen (42).

Eine wichtige Funktion von PI(3,5)P, ist die Ansduerung von Endolysosomen und Golgi Apparat.
Dies geschieht in der Zelle durch die H*-lonenpumpe V-ATPase, welche auBerdem Fusions- und
Fissionsprozesse der Hefevakuole reguliert (43). PI(3,5)P, stabilisiert die Interaktion der beiden
ATPase-Domdnen Vo und Vi und gewadhrleistet damit die Aktivitdit der lonenpumpe. Eine
Deletion von PIKfyve, einhergehend mit einer PI(3,5)P,-Erniedrigung, resultiert in einer

mangelhaften Ansduerung der zytoplasmatischen Vakuolen (44,45).

Trotz vieler neuer Erkenntnisse in den letzten Jahren bleiben der genaue Mechanismus der
Entstehung von Vakuolen sowie die Auswirkungen auf die Zelle und den gesamten Organismus
unverstanden. Bei vielen podozytdren Erkrankungen, wie der FSGS oder der membrandsen
Glomerulonephritis, wurde eine Vakuolisierung der Zellen, dhnlich dem CMT-Syndrom,
beobachtet (46,47). Fraglich ist, inwieweit die Vakuolen Begleiterscheinung der Erkrankungen

sind oder vielmehr ursachlich fiir die pathologischen Phanotypen.



1.7 Zielstellung

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Deletion einer der Vacl4-Komplex-Komponenten,
die ektope Uberexpression der PIKfyve-bindungsdefizienten L156R Vac14-Mutante als auch die
Uberexpression von Wildtyp Vac14 zur Akkumulation zytoplasmatischer Vakuolen fiihren (48).
HEK293 Zellen mit einer lediglich reduzierten Vacl4-Expression entwickeln keine Vakuolen.
Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass trotz stark eingeschrankter Vacl4-Expression, und damit
verminderter PIKfyve-Aktivitat, die basale PI(3,5)P,-Produktion nur geringfligig (um 30%)
reduziert ist. Auf Milieudnderungen reagieren die Vacl4-defizienten Zellen jedoch sensibler als

Kontrollzellen und bilden Vakuolen aus (49).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine reduzierte Vacl4-Expression in
humanen Podozyten ebenso einen Einfluss auf die Anfalligkeit der Zellen gegeniber
Milieuanderungen hat. Hierzu sollten zwei verschiedene Zelllinien eingesetzt werden, um eine
hohere Validitat der Ergebnisse zu erzielen: eine stabile Zelllinie mit einer konstant reduzierten
Expression von Vacl4d sowie eine weitere Zelllinie mit konstitutiver, durch die Zugabe von
Doxyzyklin induzierter Vacl4-Defizienz. Diese Podozyten sollten mit Ammoniumchlorid
stimuliert werden, einer schwachen Base, die als NH; in Lysosomen transportiert und dort
protoniert wird, woraufhin NH;* das Zellkompartiment nicht mehr verlassen kann. Durch
dieses lonentrapping wird mit nachfolgendem Wasserinflux die Bildung von intrazelluldren

Vakuolen induziert (50,51).

Die beiden Podozytenzelllinien sollten in zwei unabhangigen Versuchen fiir 24 Stunden mit
Ammoniumchlorid stimuliert werden, wobei das Vakuolisierungsverhalten von Zellen mit und
ohne reduzierter Vacl4-Expression zu analysieren war. Hierbei sollten insbesondere der
zeitliche Verlauf der Vakuolisierung, der Gesamtanteil an vakuolisierten Zellen sowie GréRe

und Anzahl der intrazellularen Vakuolen beriicksichtigt werden.



2. Material

2.1 Gerate

Gerat Typbezeichnung Hersteller

Autoklav Varioklav H+P Labortechnik GmbH
Brutschranke Bakterien,

Hefen B5050 Heraeus

Brutschranke Zellkultur Heracell 240 Heraeus
Elektrophoresekammern

(Agarosegel) Model B1 Peqglab Biotechnologie GmbH

Elektrophoresekammern

Novex X-cell Sure Lock™
Mini-

(SDS-PAGE) Cell Invitrogen
Optimax X-Ray Film
Entwickler Processor PROTEC Medizintechnik

Geldokumentationssysteme

Lumi-lmager F1
Fluor Chem® FC2

Roche Diagnostics
Cell Biosciences

Observer Z1, Apotome,
HXP120,

Mikroskop Axiocam MRm Zeiss AG

PCR-Gerat GeneAmp® PCRSystem 2700 | Applied Biosystems
pH-Meter Consort C864 Consort bvba

Photometer Smart Spec™ BioRad

Riihr- / Heizplatte Combimag RCT IKA® Werke GmbH & Co. KG
Scanner HP Scanjet 5530 Hewlett-Packard GmbH

Schiittelinkubator Bakterien,
Hefen

Certomat® IS

B. Braun Melsungen AG

Spannungsquellen

Power Pac HC™

BioRad

Thermostat

Thermomixer comfort

Eppendorf

Tischzentrifuge

Profuge™ 10K

Agilent Technologies Inc.

UV-Tisch (Transilluminator) IL-200-M H. Saur Laborbedarf
Vortexer VortexGenie2 Scientific Industries, Inc.N.Y.
Scout™Pro
Waagen Explorer®Pro Ohaus
GFL Gesellschaft fur
Wasserbad Schittelwasserbad 1083 Labortechnik mbH

SG Wasseraufbereitung und

Wasserdestillator Ultra Clear Regenerierstation GmbH
Western-Blot-Apparatur Semidry Transfercell BioRad

Mikro 200 R Hettich

Allegra™ X-22R Beckman

Multifuge 3S-R Heraeus
Zentrifugen Megafuge 1.0R Heraeus
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2.2 Aligemeine Chemikalien

Substanz Hersteller
Blue/Orange 6 x Loading Dye Solution Promega
PAGE Ruler™Plus Prestained Protein Ladder Fermentas
2-Propanol Roth

1 kb DNA ladder Promega
100 bp DNA ladder Promega
Agarose Roth
Ammoniumchlorid Sigma
Bromphenolblau BioRad
Calciumchlorid Sigma
Coumaridinsaure Sigma
Crystal Clear Mounting Medium Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dithio-1,4-threitol (DTT) Sigma
Doxyzyklin Sigma
Essigsdure Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid AppliChem
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Omnilab
Glutathion Sepharose Amersham Biosciences
fetal calf serum (FCS) Biochrom
Glycerin (Glycerol) Roth
Kaliumdihydrogenphosphat

(KH,PO,4 x 2 H,0) Aldrich

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate

Thermo Scientific

Lumi-Light Plus Western Blotting Substrate Roche
Lumi-Light Western Blotting Substrate Roche
Methanol Methanol

N, N, N, N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

N, N, N, N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

Natriumchlorid

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (NaH,PO,
2 H,0)

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (NaH,
2 H,0)

Natriumorthovanadat (NasVO,)

Natriumorthovanadat (NasVO,)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

PEG 4000 PEG 4000
Paraformaldehyd (PFA) Paraformaldehyd (PFA)
Parafin Parafin

Ponceau S Lésung

Ponceau S Lésung

Precision Plus Protein Dual Colour Standard

Precision Plus Protein Dual Colour Standard

Salzsdure (HCl) 37 %

Salzsdure (HCl) 37 %
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2.3 Losungen und Puffer

Losung

Zusammensetzung / Hersteller

10x PBS

0,038 M NaH,PO,
0,162 M NaH,PO,
1,5 M NaCl

ad H,0

pH 7,4

1 M Ammoniumchloridldsung

NH4Cl Stammldsung in 1x PBS

1 M Tris/HCI

121.14 g Tris

ad 11 H,0

pH-Werteinstellung mit konz. HCI
pH 6,8-8,8

2x HEBS

1,5 mM Na,HPO4 x H,0
10 mM KCI

12 mM Glukose

50 mM HEPES

280 mM NaCl

ad Hzo

pH 7.05

bei -20°C lagern

IP-Puffer Stammlésung

1 % Triton X-100

15 mM EDTA

20 mM Tris/HCl pH 7.4
25 mM NacCl

50 mM NaF

Ad H,0

IP-Puffer Gebrauchslésung

IP-Puffer Stammldsung
0.25 mM PMSF (in Ethanol)
5 mM NazVO,

Laemmli-Probenpuffer (2x)

125 mM Tris/HCl pH 6.8

0.2 % (w/v) Bromphenolblau
5% (v/v) B-ME

10 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

in H,0

Lagerung bei -20°C

Lysis Puffer

1 % (v/v) Triton X-100
1 mM EDTA

50 mM Tris

100 mM NaCl

pH 7,4

0,2 % (w/v) Ponceau S
3 % Essigsaure

Ponceau S-Lésung ad H,0

0,05 % (w/v) SDS
Protein-Laufpuffer (1x) 25 mM Tris
(1x Running buffer) 0,2 M Glycin
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ad Hzo

Stripping Puffer

1 gSDS

15 g Glycin

10 ml Tween 20
ad 11 H,0

pH 2,2

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer

1 mM EDTA-Na,-Salz
40 mM Tris-HCI

40 mM Essigsaure
ad Hzo

pH 8,2

TBS

50 mM Tris
150 mM NaCl
ad 800 ml H,0
pH 7,5

TBS-T
(Tris Buffered Saline + Tween)

0.05 % Tween 20
10mM TrispH 7.4
150 mM NaCl

ad 11 H,0

Transfer-Puffer (1x)

25 mM Tris (1M Stammldsung pH 8,3)
192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

ad H,O
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2.4 Laborbedarf und Kits

Bezeichnung Hersteller

4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Invitrogen
Bakterien Kulturrohrchen Sarstedt

BCA™ Protein Assay Kit Biorad
Blottingpapier Schleicher & Schiill
Deckglaschen Diagonal

DMEM Invitrogen
ECL-Filme FUJIFILM Super RX
Fetal Bovine Serum (FCS) Biochrom
Flexi-Strip Schaber BiWweX

Glasperlen Roth

Handschuhe Hartmann AG
HEPES-Puffer PAA Laboratories
Kaniilen Becton Dickinson
Lumi-nght/Lumi-LightPLUS Roche Diagnostics
Objekttrager VWR

Page Ruler™ Plus Prestained Protein ladder

Thermo Scientifics

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging

PBS, 1x, steril

PAA Laboratories

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories

Petrischalen fiir die Mikrobiologie

Greiner

Pipettenspitzen

Sarstedt

Plastikwaren fiir die Zellkultur

Becton Dickinson

Ponceau S Lésung

Sigma-Aldrich Chemie

ReaktionsgefaRe

Eppendorf, Roth

Sterilfilter

Millipore

Zentrifugenrohrchen

Zentrifugenréhrchen BD Falcon

2.5 Kulturmedien

2.5.1 Medien zur Kultivierung eukaryoter Zellen

Die Kultivierung von AB8 (immortalisierte humane Podozytenzellen) erfolgte in RPMI 1640

Medium + 10% FCS + 0,8% supplements +1% Penicillin/Streptomycin
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2.6 Organismen

2.6.1 Eukaryotische Zellkulturen

Stamm Beschreibung Referenz Medium Kulturbedingungn

AB 8 Immortalisierte Saleem RPMI 1640 Proliferation: 33°C,
humane Podozyten; 2002 10% FCS 5% CO2
Proliferation: 33°C (53) 0,8% supplements | Ausdifferenzierung:
Ausdifferenzierung: 1% Penicillin/ 37°C, 5% CO2 fur 10-
37°C Streptomycin 14d

2.7 Antikorper

Antikorper Spezies Hersteller

Vac 14 rabbit Sigma

GAPDH rabbit Cell Signaling

B-Tubulin mouse Sigma

RFP mouse Clontech

2.8 Primer

Primer Sequenz (5‘ 2> 3Y)

M13 fwd | GTAAAACGACGGCCAG

M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC

sh5 fwd gatccGCAACAAGTTTGACCTGGTGATTCAAGAGATCACCAGGTCAAACTTGTTGCTTTITT
ACGCGTg

sh5 rev aattcACGCGTAAAAAAGCAACAAGTTTGACCTGGTGATCTCTTGAATCACCAGGTCAAAC
TTGTTGCg

sh6 fwd gatccGACATTAACCTGCTGGATTACTTCAAGAGAGTAATCCAGCAGGTTAATGTCTTTTTT
ACGCGTg

sh6 rev aattcACGCGTAAAAAAGACATTAACCTGCTGGATTACTCTCTTGAAGTAATCCAGCAGGT
TAATGTCg

miRNA 97mer_sh1:

sh gegen | tgctgttgacagtgagcgccecttcaactcccaccatgaattagtgaagecacagatgtaattcatggtgggagttgaa

Vacl4g ggatgcctactgectegga
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3. Methoden

3.1 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger im Zentrallabor des
UKM. Die erhaltene Basensequenz wird mit Chromas geoffnet, bearbeitet und anschlielRend

mit verschiedenen Datenbanken verglichen und analysiert.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellkulturen erfolgt in o.g. Medien, welche dreimal
wochentlich erneuert werden.

Hat sich ein konfluenter Zellrasen gebildet, so konnen die Zellen durch Passagieren auf neue
Schalen verteilt werden. Zum AblGsen von der Schale werden die Zellen (mit Ausnahme der
HEK293 Zellen) einmal mit 1xPBS gewaschen, anschlieRend mit 1 ml 10x Trypsin/EDTA-L6sung
versetzt und fiir 5 min im Brutschrank inkubiert. Es folgt die Resuspension in Medium und die

Uberfiihrung der gewiinschten Konzentration auf neue Schalen.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Zunachst erfolgt die Loslosung der Zellen von der Schale analog dem Passagieren. Nach
Resuspension werden die Zellen bei 1000 xg fir 5 min abzentrifugiert, anschliefend in 1 ml
Medium mit 10% DMSO resuspendiert und in einem Kryorohrchen bei -20 °C Uber Nacht
eingefroren. Das Rohrchen wird einige Stunden bei -80 °C gelagert und kann anschlieRend in
flissigen Stickstoff Gberflhrt werden.

Fiir das Auftauen werden die Kryoréhrchen zunachst im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut
und anschlieRend bei 1000 xg fur 5 min abzentrifugiert. Es folgt ein Waschschritt mit 10ml PBS
und erneute Zentrifugation, bis die Zellen schlielich, in 10 ml Medium resuspendiert, auf

Kulturschalen ausgesat werden kénnen.

3.2.3 Transfektion von Zellkulturen
Transfektion bezeichnet analog zur Transformation bei Bakterien die Aufnahme freier DNA in
eukaryotische Zellen. Bei der hier durchgefiihrten Ca,PO, Methode miissen die Zellen 50-70%

konfluent sein.
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Zu 10 pg DNA werden 250 pl 2xHEBS Puffer zugefiigt, gut vermischt und anschlieBend mit 250
pl CaCl, Stammldsung versetzt, welche unter vortexen trépfchenweise hinzugegeben wird. Es
folgt 20 min Inkubationszeit, in der ein Mediumwechsel der Zellen vollzogen wird.

Der Ansatz wird langsam unter Schwenken der Schale auf die Zellen gegeben und fiir 8 h
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit bildet die DNA (negativ geladen) einen Komplex mit
Ca,P0, (positiv geladen), welcher von den Zellen aufgenommen werden kann.

Es erfolgt ein weiterer Mediumwechsel und nachfolgende Kultivierung von 24 h im

Brutschrank. Hiernach kann ein Zelllysat hergestellt werden.

3.2.4 Herstellung von Zelllysat

Nach Absaugen des Mediums werden die Zellen mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und nach
dessen Entfernen schrdg auf Eis gestellt, sodass PBS-Reste abgesaugt werden kdnnen. Die
Zellen werden mit 350-500ul Lysispuffer versetzt, welcher einen Proteaseinhibitor zur
Vermeidung von Proteinabbau enthilt. Die Zellen werden mit einem Schaber von der Schale
gekratzt, in ein auf Eis stehendes Eppi Gberfihrt und mittels einer s.c. Spritze durch Aufziehen
homogenisiert. Es folgt eine zehnminitige Inkubation auf Eis mit anschlieBender Zentrifugation
fiir 30 min bei 4°C und >14000xg. Der Uberstand wird in ein neues Eppi Uberfithrt und bei -

20°C eingefroren.

3.2.5 Stimulation eukaryotischer Zellen

Zur Analyse der Wirkung von Ammoniumchlorid (NH4Cl) auf Vac14-Knockdown AB8 Zellen
(short hairpin Konstrukte 5-8) wird dem Medium der AB8 Zellen 50 mM bzw 100 mM
Ammoniumchloridldsung zugesetzt und daraufhin die Induzierbarkeit von Vakuolen in der
Zelle untersucht. Flr jeden Zelltyp (WT, sh5, sh6) wurden 10 Sichtfelder mit dem 20er Objektiv
des Mikroskops festgehalten und ausgewertet, was einer Zellzahl von mindestens 150 Zellen
entspricht.

Zur Quantifizierung von moglichen Unterschieden im Vakuolisierungsverhalten wurde
zunachst eine prozentuale Bestimmung der vakuolisierten Zellen von allen Zellen je Sichtfeld
durchgefihrt, wobei eine Vakuole fir die Zelle ausreichend war, um als ,vakuolisiert”
eingestuft zu werden. Fir die Analyse der GrolRenverteilung der Vakuolen wurde jede Zelle
anhand des Durchmessers ihrer groRten Vakuole drei Kategorien zugeordnet, wobei eine
Vakuole pro Zelle ausreichend fiir die Einordnung in die entsprechend héhere Kategorie war

(1. <3um, 2. 3-5um, 3. >5um Durchmesser).
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3.2.6 Das p-INDUCER-Zellsystem

Das von der Arbeitsgruppe Westbrook (Houston, Texas, USA) bereitgestellte pINDUCER-System
ermoglicht es, selektiv eine Uberexpression von Proteinen oder eine Inaktivierung von
Zielgenen in Abhangigkeit von Doxyzyklin zu induzieren. Es handelt sich um eine
Weiterentwicklung lentiviraler Systeme (52). Soll ein Protein runterreguliert werden, so wird
Uber einen konstitutiv aktiven Ubiquitin Promotor (Ubc) ein Puromycin-Resistenz-Gen simultan
mit dem Tetrazyklinaktivator (rTA3) exprimiert. rTA3 bindet in Abh&dngigkeit von Doxyzyklin an
ein TRE2 Element, wodurch short hairpin RNA zusammen mit dem Reportergen RFP (red
fluorescence protein) von der Polymerase Il abgelesen wird. Dadurch kann die Effizienz des

Knockdowns visuell unmittelbar nachverfolgt werden (52).

Es wurden jeweils drei Ansdtze mit und ohne Doxyzyklinzugabe erstellt und fir fanf Tage
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit 150uM Ammoniumchlorid. Fir die
Analyse wurden fiir jedes der sechs Wells 10 Sichtfelder mit dem 20er Objektiv des Mikroskops
festgehalten und ausgewertet. Auf diese Weise wurden pro Ansatz mindestens 115 Zellen fiir

die statistischen Auswertungen bericksichtigt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen GréRe. Hierzu
werden ein Trenngel und ein Sammelgel nach folgenden Mengenangaben hergestellt:

(Angaben in ml)

Komponenten Sammelgel 5% | Trenngel 10 % | Trenngel 12 %
H,0 2.1 3,2 2,6

30 % Acryamidmix 0.5 2,7 3,2

1.0 M Tris pH 6.8 0.38 - -

1.5 M Tris pH 8.8 - 2,0 2,0

10 % SDS 0.03 0,08 0,08

10 % APS 0.03 0,08 0,08

TEMED 0.003 0,005 0,003
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Das in eine Gelkassette eingefiillte Trenngel wird mit Isopropanol (berschichtet, bis es
vollstandig auspolymerisiert ist. Nach Entfernung des Isopropanols wird das Sammelgel Gber
das Trenngel gegeben und ein Kamm wird zur Taschenbildung eingesetzt. Die zu trennenden
Proteine werden mit 4x Lammli Puffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C gekocht, um eine
Denaturierung zu erreichen, sodass die Proteine in ihrer Sekundarstruktur vorliegen.

Die Gelkassette wird in der Gelkammer angebracht, welche mit 1X Proteinlaufpuffer befiillt
wird. Die Proben werden zusammen mit einem MolekilgréRenmarker in die Taschen des Gels

pipettiert und die Elektrophorese lauft bei 100V im Sammel- und 200V im Trenngel.

3.3.2 Western Blot

Western Blot bezeichnet den Transfer von Proteinen von einem Gel auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran. Bei dem hier verwandten semi-dry Verfahren werden
die Proteine wegen ihrer Ladung transferiert. Zuvor wird die PVDF-Membran fiir eine Minute
in Methanol aktiviert und 4 Whatman-Filterpapiere werden in Transferpuffer getrankt. Gel und
Membran werden zwischen den Filterpapieren platziert, mit der Membran in Richtung der
positiven Elektrode. Nach 2h bei einer Stromstirke von 1,5mA/cm? ist der Proteintransfer
beendet und die Membran kann zur Inkubation verschiedener Antikérper mit einem Skalpell
geschnitten werden.

Es folgt das Blocken der Membran mit 5% Trockenmilchpulver in TBS-T fiir eine Stunde, damit
keine freien Proteinbindungsstellen mehr vorhanden sind.

AnschlieBend wird die Membran 3x 10 Minuten mit TBS-T gewaschen, hiernach kann sie mit
dem ersten Antikdrper behandelt werden. Die Antikdrper sind mit 5% Trockenmilchpulver in
TBS-T verdiinnt. Nach einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgt ein weiterer
Waschschritt. Der Peroxidase-gekoppelte zweite Antikdrper inkubiert mindestens eine halbe
Stunde bei RT, es folgt abermals ein Waschschritt, an den sich die Behandlung mit einem
Peroxidasereagenz anschlieft. Das durch die Peroxidasereaktion freigewordene Licht wird
mittels eines Rontgenfilms detektiert und die Proteinbanden werden durch Entwicklung des

Films sichtbar gemacht.

3.4 Statistische Analysen

Fiir kategoriale GroRen wurden der Chi-Quadrat-Test bzw. bei n=<50 Fishers-Exakter-Test

angewandt. Quantitative Grofen wurden mit dem t-Test oder t-Test flir verbundene
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Stichproben ausgewertet, bei begriindeter Normalverteilungsannahme. Ohne die Annahme
einer Normalverteilung wurden nicht-parametrische Tests wie der Wilcoxon-Test fir
verbundene bzw. der Mann-Whitney-Test flr nicht-verbundene Werte eingesetzt. Ergebnisse
mit p-Werten von <0,05 wurden als signifikant gewertet. Die statistische Auswertung erfolgte

mit dem Programm GraphPad Prism.
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4. Ergebnisse

4.1 Stimulation von Podozyten mit Vacl4-Knockdown mit

Ammoniumchlorid

Wie bereits erwdhnt, ist Vacld essenziell fir das Gleichgewicht zwischen den
Phosphatidylinositol-Phosphaten PI(3)P und PI(3,5)P,. Storungen dieser Balance kdnnen
sowohl in vitro als auch in vivo zur Bildung grofRer intrazelluldrer Vakuolen fihren, so
hervorgerufen durch den Verlust von Vacl4 selbst oder eines seiner Interaktionspartner
PIKfyve und Figd. Ebenso fiilhren mutierte, PIKfyve-bindungsdefiziente Vacl4-Proteine in der

ingls Maus zu erniedrigten PI(3,5)P,-Spiegeln und damit einhergehend zu Vakuolen (25).

In vorangegangen Arbeiten aus unserem Labor konnte gezeigt werden, dass nicht nur der
Verlust, sondern auch die Uberexpression von Vacl4 zu einer Bildung intrazellularer Vakuolen
fihrt, ahnlich den Vakuolen, die durch Deletion des Vac14-Gens hervorgerufen werden (48).
Vermutlich lasst sich die Bildung der durch Beeinflussung des Vacl4-Komplexes
hervorgerufenen Vakuolen auf eine Storung endolysosomaler Reifungsprozesse zuriickfiihren,
da sie mit einer intrazelluldaren Akkumulation von typischen endolysosomalen (z.B. Lamp2,

Rab7) und Autophagozytose-assoziierten Markerproteinen (wie p62 und LC3) einhergeht (48).

Podozyten mit lediglich reduzierter Vacl4-Expression zeigen phanotypisch keine Vakuolen. Um
zu Uberpriifen, ob sie wie HEK293 Zellen dennoch sensibler auf Anderungen ihres Milieus
reagieren (49), wurden sie mit Ammoniumchlorid stimuliert. Ammoniumchlorid (NH4CI) ist
eine schwache Base, die als NHsz in Lysosomen transportiert und dort protoniert wird,
woraufhin NH,* das Zellkompartiment nicht mehr verlassen kann. Durch dieses lonentrapping
wird mit resultierendem Wasserinflux die Bildung von intrazelluldaren Vakuolen induziert

(50,51).

Im nachfolgenden Versuch wurden Podozyten stabil mit verschiedener Vacl4-short hairpin
RNA (sh) im pSIREN-RetroQ-Vektor (pQCXIP) transduziert, wodurch eine reduzierte Expression
von Vacl4 erreicht werden sollte. Dieser Knockdown wurde proteinbiochemisch
nachgewiesen. Die short hairpin Sequenz sh6 erzeugt eine um 78% verringerte Expression von

Vac14, wahrend die RNA von sh5 keine Reduktion der Vac14-Expression bewirkt (s. Abb. 5).
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Abb. 5: Nachweis des Knockdowns von Vacl4 bei sh6. (A) Der Western Blot zeigt eine deutlich
reduzierte Expression von Vac14 bei sh6. (B) Die Expression von Vacl4 ist bei shé um 78% reduziert.

Im weiteren Verlauf wurden folgende stabile Zelllinien generiert: Wildtyp Podozyten (WT),
eine short hairpin Variante ohne Vacl4-Knockdown (sh5) und Podozyten, in denen Vacl4
defizient ist (sh6). Die stabilen Zellen wurden fir 24 Stunden mit NH;Cl mit einer
Endkonzentration von 50uM behandelt. Dabei wurden die intrazellularen Veranderungen nach

einer, nach vier und nach 24 Stunden kontrolliert.

Hierbei zeigte sich nach einer Stunde eine geringe und nach vier Stunden eine deutliche
Vakuolisierung in allen drei Zelllinien. Nach 24 Stunden konnte eine weitgehende Regeneration
der WT- und sh5-Zellen beobachtet werden, wahrend die Vacl4-defizienten Podozyten die
starkste Vakuolisierung im Vergleich zu allen vorigen Zeitpunkten aufwiesen. Der gleiche
Versuch wurde auch mit einer NH4Cl-Konzentration von 100uM durchgefiihrt, wobei alle drei
Zelllinien nach kurzer Zeit sehr stark vakuolisiert waren, sodass Unterschiede nicht zu
differenzieren waren (Daten hier nicht gezeigt). Um eine Unterscheidung hinsichtlich des
Vakuolisierungs- und Regenerationsverhaltens zu ermoglichen, wurde deshalb im weiteren
Verlauf mit einer fiir diesen Versuchsansatz optimalen NH4Cl-Konzentration von 50uM
gearbeitet. Des Weiteren waren nach vier Stunden die geringsten Unterschiede in
Vakuolenzahl und -gréRe zu verzeichnen, sodass im Folgenden nur Analysen nach einer und

nach 24 Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid dargestellt sind.
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Abb. 6: Mikroskopie von Podozyten nach der Stimulation mit Ammoniumchlorid. (A,C,E): Podozyten
mit unverdnderter Vacl4-Expression (WT) nach 1, 4 und 24 Stunden nach Zugabe von 50puM
Ammoniumchlorid. Nach der ersten Stunde zeigen sich wenige, nach vier Stunden viele Vakuolen,
wdahrend nach 24 Stunden nur noch vereinzelt Vakuolen auffindbar sind. (B,D,F): Podozyten mit Vac14-
Knockdown (sh6) nach 1, 4 und 24 Stunden nach Zugabe von Ammoniumchlorid. Nach einer Stunde
sind ebenfalls wenige, vereinzelte Vakuolen in den Zellen vorhanden, nach vier Stunden ist eine
deutliche Akkumulation von Vakuolen zu beobachten. Nach 24 Stunden sind die Zellen massiv
vakuolisiert.

Um die in Abb. 6 dargestellten Effekte von Ammoniumchlorid auf Podozyten mit
unterschiedlicher Vacl4-Expression quantifizieren zu koénnen, wurden fir jede der drei
Zelllinien und beide Zeitpunkte (1h, 24h) mindestens 150 Zellen herangezogen und der Anteil

an vakuolisierten Zellen ermittelt.

Es zeigt sich, dass der Anteil an vakuolisierten Zellen bei den sh6-Podozyten gegeniliber den
Wildtyp- bzw. sh5-Zellen sowohl nach einer, als auch nach 24 Stunden deutlich erhdht ist.
Wahrend der vakuolisierte Anteil bei den Vacl4-defizienten Zellen nach 24 Stunden den
hochsten Wert erreicht, ist der Anteil der vakuolisierten sh5-Podozyten relativ konstant, die

WT-Zellen sind nach 24 Stunden sogar weniger vakuolisiert.
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Somit entwickeln Podozyten mit reduzierter Vacl4-Expression mehr Vakuolen in kirzerer Zeit

durch die Einwirkung von Ammoniumchlorid und kénnen sich nicht regenerieren.

Tab. 1: Anteil an vakuolisierten Zellen.

Nach einer Stunde und nach 24 Stunden Inkubationszeit mit 50uM NH4Cl wird in allen drei Zelllinien
(WT, sh5 und Vacl4-defiziente sh6-Podozyten) der Anteil an vakuolisierten Zellen in Prozent aller
untersuchten Zellen bestimmt. Der p-Wert gibt die Signifikanz des gefundenen Ergebnisses wieder,
wobei ein p<0,05 als signifikant, p-Werte 20,5 als nicht signifikant (n.s.) erachtet werden (Chi-Quadrat-
Test).

WT sh5 sh6 P
(sh6 zu WT)
1h 63,4% 65.0% 80,1% 0,0009
24h 46,4% 67,5% 88,8% <0,0001

Um herauszufinden, ob es auRerdem Unterschiede in der GrofRe der Vakuolen gibt, wurden sie
vermessen und die Podozyten entsprechend in Zellen mit kleinen (<3um), mittelgroBen (3-

5um) und groBen Vakuolen (>5um) eingeteilt.

Nach einer Stunde Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid kann zundchst ein in allen drei
Zelllinien dhnliches Verteilungsmuster hinsichtlich der VakuolengroRe festgestellt werden; die
Vakuolen sind grofStenteils klein, wobei sh6 einen grolReren Anteil an mittelgroBen Vakuolen
aufweist (s. Abb. 7 B und Tab. 2). Nach 24 Stunden hat der Hauptanteil der Kontroll- und sh5-
Podozyten noch immer kleine Vakuolen, wobei der relative Anteil an mittelgroRen Vakuolen in
beiden Zelllinien gestiegen ist. Bei den Podozyten mit sh6 hat sich die Verteilung innerhalb der
Kategorien erheblich verandert; lediglich ein Viertel der Zellen haben kleine Vakuolen,
wahrend fast die Halfte mittelgrole und ein knappes Drittel aller Zellen groRe Vakuolen

aufweist (s. Abb. 7 C und Tab.3).

Somit bilden Podozyten mit reduzierter Vacl4-Expression schneller groRere Vakuolen aus.
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Tab. 2: VakuolengroBe nach einer und nach 24 Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid.

Die Podozyten der drei stabilen Zelllinien wurden mit 50uM NH4Cl stimuliert. Nach einer und nach 24
Stunden erfolgte die Einteilung aller vakuolisierten Podozyten in Zellen mit kleinen, mittelgroRen und
groBen Vakuolen (<3um, 3-5um, >5um). Der p-Wert gibt die Signifikanz des gefundenen Ergebnisses
wieder, wobei ein p<0,05 als signifikant, p-Werte >0,5 als nicht signifikant (n.s.) erachtet werden (Chi-
Quadrat-Test).

WT sh5 shé P
(sh6 zu WT)
Vakuolen 1h 24 h 1h 24 h 1h 24h 1h 24 h
kleine (<3um) 85,1% 76,5% 84,5% 61,9% 75,2% 24,8% n.s. n.s.

mittelgroBe (3-5um) 14,5% 17,6% 13,6% 26,5% 22,4% 44,4% n.s. <0,0001

groBe (>5pum) 00,8% 05,9% 01,8% 11,6% 02,4% 30,7% <0,05 <0,0001

In einem letzten Schritt wurde die durchschnittliche Anzahl an Vakuolen mit einem
Durchmesser von Gber 5um pro Zelle in allen Zellen mit groBen Vakuolen bestimmt, um den
Einfluss von Ammoniumchlorid auf Zellen mit normaler und reduzierter Vacl4-Expression
weiter differenzieren zu kénnen. Hierbei zeigt sich, dass nach einer Stunde im Schnitt 1-2
Vakuolen dieser GroRe in allen drei Zelltypen aufzufinden sind. Bei den Wildtypzellen und sh5
ist die Anzahl auch nach 24 Stunden nicht wesentlich verdndert, wahrend bei sh6 im
Durchschnitt 5,5 Vakuolen pro Zelle von Gber5um im Durchmesser aufzufinden sind (s. Abb. 7

D).

Demnach ist nach 24 Stunden die durchschnittliche Anzahl an groBen Vakuolen in Podozyten
mit erniedrigtem Vacl4-Level gegeniiber den Kontrollzelllinien (WT und sh5) signifikant

erhoht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Podozyten mit reduzierter Vacl4-Expression zu jedem
Zeitpunkt mehr Vakuolen zeigen als die beiden Kontrollzelllinien WT und sh5. Der relative
Anteil an vakuolisierten Zellen nimmt bei sh6é mit der Stimulationszeit mit Ammoniumchlorid
weiter zu, wahrend bei den Kontrollzellen eine Reduktion (WT) bzw. ein gleichbleibendes Level
(sh5) zu beobachten ist. AuBRerdem konnte gezeigt werden, dass die Vakuolen von shé6-
Podozyten groéBer sind und nach 24 Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid mehr

dieser groRen Vakuolen in den Zellen aufzufinden sind.
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Abb. 7: Auswertung der mit Ammoniumchlorid stimulierten Podozyten. (A) Relativer Anteil an
vakuolisierten Zellen nach einer und nach 24 Stunden nach Zugabe von Ammoniumchlorid. (B)
Einteilung der vakuolisierten Podozyten in Zellen mit kleinen, mittelgroBen und groRen Vakuolen
(<3um, 3-5um, >5um im Durchmesser) nach einer Stunde Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid. (C)
Einteilung der vakuolisierten Podozyten in Zellen mit kleinen, mittelgroBen und groRen Vakuolen
(<3um, 3-5um, >5um im Durchmesser) nach 24 Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid. (D)
Durchschnittliche Anzahl an Vakuolen mit einem Durchmesser von Uber 5um in allen Zellen mit
Vakuolen dieser GroRe. Chi-Quadrat-Test ***: p<0,001; *: p<0,05; n.s. p=0,05

4.2 Vacl4-Knockdown im pINDUCER-Zellsystem

Die in 4.1 dargestellten Ergebnisse sollten in einem unabhdngigen Ansatz bestatigt werden.
Dazu wurde ein induzierbares System eingesetzt, in dem in Podozyten {iber die Gabe von
Doxyzyklin eine verringerte Expression von Vac14 erzeugt werden kann (vgl. Abb. 8 A). Analog
zu 4.1 wurden in diesem neuen, induzierbaren Zellsystem ebenfalls Podozyten mit
Ammoniumchlorid stimuliert, um Unterschiede im Vakuolisierungsverhalten in Abhangigkeit
vom Vacl4-Expressionslevel nachzuweisen. Auch hier wurde untersucht, ob es Unterschiede in

der zeitlichen Entwicklung, sowie in Anzahl und GrofRRe der Vakuolen gibt.
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Zunachst wurde der Vacl4-Knockdown der shRNA 1 proteinbiochemisch und visuell mithilfe
des RFP bestatigt. Abb. 8 D-F zeigt Podozyten, deren Medium kein Doxyzyklin hinzugefiigt
wurde. Hier ist unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop keine Rotfarbung, also keine RFP
Expression, zu beobachten. Abb. 8 G-I zeigt die seit flinf Tagen mit Doxyzyklin stimulierten
Zellen, welche RFP exprimieren und dadurch rot angefarbt erscheinen. Der Western Blot
bestatigt diese Beobachtung: Nur in den mit Doxyzyklin stimulierten Podozyten ist eine
Expression von RFP (dsRed) nachzuweisen (s. Abb. 8 B). Hier ist Vac14 im Vergleich zu den

unstimulierten Podozyten um durchschnittlich 52% runterreguliert (s. Abb. 8 C).
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Abb. 8: Bestatigung des Vacl4-Knockdowns im pINDUCER Systems. (A) Funktionsweise des pINDUCER
Systems. Mithilfe des pINDUCER Systems lassen sich Proteine gezielt Uberexprimieren oder
runterregulieren. Fir den selektiven Vacl4-Knockdown werden ber den konstitutiv aktiven Ubiquitin
Promoter (Ubc), gesteuert lber eine internal ribosomal entry site, IRES, das Puromycin-Resistenz-Gen
zusammen mit einer Weiterentwicklung des Tetrazyklinaktivators (rtTA3) exprimiert. In Abhangigkeit
von Doxyzyklin bindet rtTA3 an ein TRE2 Element, wodurch die Vacl4 shRNA gemeinsam mit dem
Reportergen RFP (red fluorescence protein) abgelesen und exprimiert wird. Dieses ermoglicht die
visuelle Uberpriifung des Knockdowns. Nach Meerbrey et al. (52). (B) Proteinbiochemische Bestitigung
des Knockdowns. Vacl4 ist in den mit Doxyzyklin stimulierten Podozyten schwacher exprimiert. dsRed
ist nur in Podozyten mit Vacl4-Knockdown durch Doxyzyklin nachweisbar. (C) Quantifizierung des
Knockdowns. Vacl4 ist in den mit Doxyzyklin behandelten Podozyten um durchschnittlich 52%
runterreguliert. (D-F) Immunfluoreszenzmikroskopische Bestadtigung des Knockdowns. Wird dem
Medium kein Doxyzyklin zugefiigt, so exprimieren die Podozyten kein RFP und das Vacl4-Level bleibt
unbeeinflusst. (G-1) Nachdem die Podozyten fiinf Tage mit Doxyzyklin stimuliert wurden, ist eine hohe
Expression des Reporterproteins RFP zu beobachten. Gleichzeitig ist Vacl4 in diesen Zellen
runterreguliert. *: p<0,05
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Die Podozyten wurden in jeweils drei Ansdtzen mit und ohne Doxyzyklin fir finf Tage
kultiviert, um einen Knockdown durch Doxyzyklin zu gewahrleisten. Wie im ersten Experiment
(4.1) 16st die reduzierte Vacl4-Expression allein keine Vakuolisierung aus, da in keinem Well
eine Vakuolisierung ohne die Zugabe von Ammoniumchlorid zu beobachten war (vgl. Abb. 8 E

und H).

Im Anschluss wurden die Podozyten mit und ohne Knockdown mit Ammoniumchlorid
stimuliert, wobei NH4Cl erneut flir 24 Stunden auf den Zellen belassen wurde. In Anlehnung an
4.1 musste auch hier zunachst eine optimale Konzentration von Ammoniumchlorid ermittelt
werden. Es zeigte sich, dass eine Konzentration von 150uM die groRten Differenzen
hinsichtlich des Vakuolisierungsverhaltens erzeugte (Daten hier nicht gezeigt). Nach einer,
nach vier und nach 24 Stunden wurden die Zellen mikroskopiert, um den Verlauf der

Veranderungen in den Zellen zeitlich nachverfolgen zu kénnen (s. Tab. 3 fiir totale Zahlen).

Um zunichst einen Uberblick iiber die Auswirkung von Ammoniumchlorid auf die Podozyten
zu erhalten, wurde der Anteil an vakuolisierten Zellen von allen Zellenermittelt. Die Podozyten
mit reduzierter Vacl4-Expression zeigen zu allen drei Zeitpunkten mehr vakuolisierte Zellen als
jene mit endogen unverandertem Vacl4-Level. Hierbei ist der deutlichste Unterschied nach
einer Stunde zu erkennen; Uber einen Zeitraum von 24 Stunden gleichen sich die Anteile an

vakuolisierten Zellen an (s. Abb. 9).

Podozyten, in denen Vacl4 runterreguliert ist, vakuolisieren demnach schneller und mehr als
ihre Pendants mit endogenem Vacl4-Level. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen
des ersten Experiments (4.1), bei dem ebenfalls die Podozyten mit reduzierter Vacl4-

Expression schneller und mehr Vakuolen bilden.
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Tab. 3: Ergebnisse des Ammoniumchloridversuchs im pINDUCER-System.

Zu drei Zeitpunkten (1h, 4h, 24h nach Zugabe von 150uM NH4Cl) wurden in jeweils drei Ansatzen fur
Podozyten ohne und mit Vacl4-Knockdown (minus bzw. plus Dox) folgende Parameter ausgewertet: die
gesamte Zellzahl (n), der Anteil an vakuolisierten Zellen (absolut und in Prozent der Gesamtzellzahl), und
zusatzlich nach 24h die VakuolengrofRe in Podozyten mit der Einteilung in kleine, mittelgrofRe und grolle
Vakuolen (<3pum, 3-5um, >5um).

Inkubationszeit von Zellzahl davon vakuolisiert kleine Vakuolen  mittelgroRRe groBBe Vakuolen
NH4Cl (1501M) und gesamt Vakuolen
Dox (n) abs. %
1h minus Dox 115 61 58,1 - - -
160 71 44,4
155 92 59,4
gesamt 430 224 54,0
1h plus Dox 238 148 62,2 - - -
213 136 63,8
157 114 72,6
gesamt 608 408 66,2
4h minus Dox 187 129 69,0 - - -
162 110 67,9
185 131 70,8
gesamt 534 370 69,2
4h plus Dox 263 208 78,4 - - -
199 156 71,3
143 102 79,1
gesamt 605 466 76,3
24h minus Dox 164 161 98,8 92 57 12
188 179 95,2 128 45 6
201 195 97,0 120 62 13
gesamt 553 535 97,0 340 164 31
24h plus Dox 170 170 100 91 73 6
169 163 96,4 55 86 22
140 138 98,6 30 87 21
gesamt 479 471 98,3 176 246 49
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Abb. 9: Bestimmung des Anteils von vakuolisierten Zellen. Nach einer Stunde zeigen 52.3% der
Podozyten ohne und 66.2% mit Vacl4-Knockdown intrazelluldre Vakuolen. Die Differenz wird mit der
Zeit geringer: nach vier Stunden sind 69,2% bzw. 76,3% vakuolisiert, nach 24 Stunden 97% und 98,3% (je
angegeben fiir Podozyten ohne bzw. mit Doxyzyklin). Chi-Quadrat-Test ***: p<0,001; **: p<0,01; n.s.:
p=0,05

Um herauszufinden, ob es nicht nur Unterschiede im Anteil der vakuolisierten Zellen, sondern
auch hinsichtlich der VakuolengréBe gibt, wurden die Vakuolen vermessen. Hierbei wurden
nur die Zellen mit einer NH4Cl Stimulation von 24 Stunden analysiert, da die Vakuolen der
Zellen nach einer und nach vier Stunden (iberwiegend klein waren und keine Unterscheidung
moglich machten. Jede Zelle wurde analog zu 4.1 drei Kategorien zugeordnet: Podozyten mit
kleinen, mittelgroRen und groBen Vakuolen (mit einem Durchmesser von 1. <3um, 2. 3-5um

und 3.>5um).

Es zeigte sich, dass Podozyten mit endogen unveranderter Vacl4-Expression nach 24 Stunden
Inkubationszeit mit NH4Cl signifikant mehr kleine Vakuolen als Podozyten mit reduzierter
Expression bilden. Die Podozyten mit Vac14-Knockdown wiederrum entwickeln fast doppelt so
viele mittelgrofle und groRe Vakuolen. Demnach haben Vacl4-defiziente Podozyten grofiere

Vakuolen (s. Abb. 10 A).

Weiterhin wurde die durchschnittliche Anzahl an mittelgroRen und groRen Vakuolen in einer
Zelle ermittelt. In den Podozyten ohne Doxyzyklin-Stimulus sind im Schnitt 1,6 mittelgroRe und
1,4 groRe Vakuolen aufzufinden. Podozyten mit Vacl4-Knockdown weisen durchschnittlich 2,3
mittelgrofRe und 1,3 groRe Vakuolen auf. Die Vacl4-defizienten Zellen zeigen also geringfligig
weniger grolRe Vakuolen von liber 5um im Durchmesser, aber wesentlich mehr mittelgroRe

Vakuolen mit einem Durchmesser von 3-5um (s. Abb. 10 B).
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Abb. 10: Statistische Auswertung von VakuolengroBe und Anzahl (mittel)groRer Vakuolen. (A)
Einteilung der vakuolisierten Zellen in Zellen mit kleinen, mittelgroBen und grofen Vakuolen (1.
<3um 2. 3-5um, 3. >5um im Durchmesser) nach 24 Stunden Stimulation mit NH4CI. (B) Bestimmung der
durchschnittlichen Anzahl an (mittel)groBen Vakuolen in den Zellen mit Vakuolen diesen
Durchmessers. Chi-Quadrat-Test bzw. t-Test ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05; n.s.: p=0,05

In einem letzten Schritt wurde die Anzahl an Vakuolen innerhalb jeder Zelle zu allen drei
Zeitpunkten bestimmt. Hierzu wurde jede Zelle anhand ihrer Vakuolenanzahl einer von vier
Kategorien zugeordnet: 1. keine Vakuolen, 2. wenige (1-4) Vakuolen, 3. viele (5-9) oder 4. sehr

viele (210) Vakuolen in einer Zelle.

Tab. 4: Vakuolenanzahl nach einer, vier und 24 Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid.

Zu den drei Zeitpunkten (1, 4 und 24 Stunden nach Zugabe von 150uM NH,Cl) wurde die Anzahl an
Vakuolen pro Zelle in den verschiedenen Podozytenlinien (ohne und mit Vac14-Knockdown) bestimmt.
Dabei wurde in vier Kategorien unterschieden: 1. Keine Vakuolen, 2. 1-4 Vakuolen pro Zelle (wenige
Vakuolen, 3. 5-9 Vakuolen pro Zelle (viele Vakuolen), und Kategorie 4: 10 oder mehr Vakuolen pro Zelle
(sehr viele Vakuolen).

Vakuolen 1 Stunde 4 Stunden 24 Stunden
pro Zelle - Dox + Dox - Dox + Dox - Dox + Dox
0 47,7% 33,8% 30,8% 23,7% 3,0% 1,7%
1-4 40,1% 44,6% 42,0% 37,2% 29,8% 13,7%
5-9 10,5% 14,9% 18,2% 21,0% 37,2% 36,0%
210 1,7% 6,7% 9,1% 18,1% 30,0% 48,7%
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Nach einer Stunde Inkubationszeit mit NH4Cl zeigen sich signifikant mehr Podozyten mit
unveranderter Vacl4-Expression ohne Vakuolen als Podozyten mit Knockdown (s. Abb. 11 A).
Unter allen vakuolisierten Zellen hat die Mehrheit beider Ansatze nur wenige Vakuolen. Sehr

viele Vakuolen lassen sich in den Podozyten mit Vacl4-Knockdown wesentlich haufiger finden.

Beide Ansatze reagieren also nach einer Stunde auf die Zugabe von Ammoniumchlorid mit der
Bildung intrazelluldarer Vakuolen; die Zellen mit reduzierter Vacl4-Expression weisen dabei

mehr Vakuolen je Zelle auf (vgl. Tab. 4, 2. Spalte bzw. Abb. 11 A).

Nach insgesamt vier Stunden sind in Podozyten beider Vacl4-Level im Vergleich zu einer
Stunde wesentlich mehr Vakuolen zu finden, wobei auch hier die Vacl4-defizienten Podozyten
starker vakuolisiert sind. So zeigen doppelt so viele Podozyten mit reduzierter Expression von
Vac14 sehr viele Vakuolen. Fast ein Drittel der Zellen ohne Doxyzyklin hat gar keine Vakuolen,
wahrend weniger als ein Viertel der mit Doxyzyklin stimulierten Podozyten keine

Vakuolisierung aufweist.

Nach vier Stunden hat der Anteil an vakuolisierten Podozyten folglich in beiden Ansatzen
zugenommen, wobei die Zellen mit Vacl4-Knockdown vermehrt sehr viele Vakuolen bilden

(vgl. Tab. 4, 3. Spalte bzw. Abb. 11 B).

Nach 24 Stunden sind fast alle Podozyten beider Vacl4-Level vakuolisiert. Die Mehrheit der
Zellen hat nun viele oder sehr viele Vakuolen ausgebildet, wobei die Podozyten mit reduzierter
Vacl4- Expression signifikant haufiger sehr stark vakuolisiert sind als jene mit unverandertem
Vacl4-Level. Die Podozyten ohne Doxyzyklin-Stimulation wiederrum weisen mehr als doppelt

so viele Zellen mit wenigen Vakuolen auf (vgl. Tab. 4, 4. Spalte bzw. Abb.11 C).

Im zeitlichen Verlauf zeigt sich, dass Podozyten beider Vacl4-Expressionslevel umso mehr
Vakuolen entwickeln, je langer sie mit Ammoniumchlorid behandelt werden. Die Podozyten
mit einer reduzierten Expression von Vacl4d sind dabei stets starker vakuolisiert als die

Kontrollzellen.
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Abb. 11: Statistische Auswertung der Vakuolenanzahl je Zelle zu drei Zeitpunkten. (A) Einteilung aller
Podozyten in vier Kategorien anhand der Vakuolenanzahl je Zelle nach einer Stunde Inkubationszeit mit
Ammoniumchlorid. (B) Einteilung aller Podozyten in vier Kategorien anhand der Vakuolenanzahl je Zelle,
4 Stunden nach der Zugabe von Ammoniumchlorid. (C) Einteilung aller Podozyten in vier Kategorien
anhand der Vakuolenanzahl je Zelle, 24 Stunden nach der Zugabe von Ammoniumchlorid. Chi-Quadrat-
Test ***: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05; n.s.: p=0,05

In diesem Versuch der 24-stiindigen Stimulation von Podozyten mit und ohne Vacl4-
Knockdown mit Ammoniumchlorid konnte beobachtet werden, dass beide Zelltypen
zunehmend Vakuolen entwickeln. Die Podozyten mit reduzierter Vacl4-Expression zeigen
schneller Vakuolen; nach einer Stunde Inkubationszeit mit NH4Cl ist die Differenz zwischen
beiden Zelltypen am grofiten, nach 24 Stunden sind vergleichbare Anteile an vakuolisierten

Zellen zu finden.

Des Weiteren entwickeln Vacl4-defiziente Podozyten signifikant groRere Vakuolen nach 24
Stunden Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid. Die durchschnittliche Anzahl an mittelgroRen
Vakuolen in einer Zelle ist bei den Podozyten mit Vacl4-Knockdown ebenfalls erhoht. Kein
wesentlicher Unterschied ist bei der durchschnittlichen Anzahl an Vakuolen mit einem
Durchmesser von mehr als 5um festzustellen. Betrachtet man die Anzahl an Vakuolen in einer
Zelle, so findet sich eine starkere Vakuolisierung in den Podozyten mit herabgesetzter Vacl4-
Expression. Hier werden die Differenzen mit der Zeit deutlicher. Nach vier Stunden

Inkubationszeit mit Ammoniumchlorid zeigen sich fast doppelt so viele Zellen mit Vacl4-

33



Knockdown mit mindestens 10 Vakuolen pro Zelle. Dieser Unterschied verdeutlicht sich nach
24 Stunden: Mit fast der Halfte aller Zellen haben signifikant mehr Podozyten mit reduzierter
Vacl4-Expression sehr viele Vakuolen gebildet, wahrend mehr als doppelt so viele Zellen ohne

Knockdown nur wenige Vakuolen pro Zelle zeigen (vgl. Tab. 4).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Vacl4-defiziente Podozyten friher, mehr und groRere

Vakuolen entwickeln.
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5. Diskussion

Wie eingangs erwahnt, flihrt die vollstandige Deletion von Fig4 oder Vacl4 in Mausmodellen
aufgrund einer massiven Vakuolisierung zu einer ausgepragten Degeneration des neuronalen
Systems (28,33). Ebenso zeigen ingls Mause, bei denen Vacl4 durch eine L156R-Mutation
PIKfyve nicht mehr binden kann, Vakuolen und Neurodegeneration (25). Diesen Modellen ist
gemein, dass die Mause aufgrund der neurologischen Defizite nach wenigen Wochen
versterben, weshalb die Auswirkung der Deletionen oder Mutationen auf Podozyten in vivo
nur begrenzt analysiert werden kann (27). Da Podozyten verschiedene Eigenschaften mit
Neuronen teilen und bei einigen Nierenerkrankungen ebenfalls Vakuolen in Podozyten
gefunden werden konnten, ist die Vakuolisierung zum Verstandnis der Genese bestimmter
Nierenerkrankungen von besonderem Interesse (18,53). Auch konnte mit dem INF2 Gen ein
Targetgen sowohl flir das neurologische CMT-Syndrom als auch fiir die renale FSGS identifiziert

werden (23).

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit in vitro untersucht, ob modifizierte Vac14-
Expressionslevel die Anfalligkeit fur eine Vakuolisierung von Podozyten erhdhen. Hierfir
wurde eine fir zellbiologische Fragestellungen etablierte humane Podozytenzelllinie (ABS8-
Zellen) eingesetzt, in der die endogene Vacl4-Expression ({ber zwei verschiedene
Knockdownsysteme herunterreguliert wurde (54). Da die Podozyten mit herkdmmlichen
transienten Expressionssystemen aullerst schwer genetisch zu modifizieren sind, wurden fir

beide Systeme stabile Zelllinien generiert.

Das pQCXIP-System hat den Vorteil eines stabilen Knockdowns durch die konstitutive
Expression von short hairpin RNA, was allerdings eine zweite Zelllinie als Kontrolle erforderlich

macht.

Im pINDUCER-Zellsystem kann der Knockdown tber modifizierte mikro RNA (miRNA) durch die
Zugabe von Doxyzyklin induziert werden. Dies hat den Vorteil, dass die Kontrollzelllinie
derselben Population entstammt. Zusatzlich wird das Markerprotein RFP exprimiert, wodurch

eine visuelle Bestatigung des Knockdowns moglich ist.

In beiden Ansatzen konnte die Expression von Vacl4 signifikant reduziert werden. Diese
Reduktion fiihrte jedoch in keinem der Ansatze per se zu einer Vakuolisierung der Zellen. Um

zu Uberpriifen, ob die verringerte Vacl4-Expression dennoch zu einer erhohten Anfilligkeit
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gegeniber Stress mit der Folge der Bildung von Vakuolen flihrt, wurden beide Ansatze fir 24
Stunden mit Ammoniumchlorid behandelt und die Dynamik der Vakuolisierung analysiert.
Hierdurch konnte in den Ansatzen sowohl in den jeweiligen Kontrollzellen mit endogen
unveranderter Vacl4-Expression als auch in den Vacl4-defizienten Podozyten eine

Vakuolisierung durch die Zugabe von NH4Cl beobachtet werden.

Interessanterweise entwickelten die Podozyten mit reduzierter Vacl4-Expression hierbei in
beiden Zellsystemen schneller, gréBere und mehr Vakuolen im Vergleich zu den zugehorigen

Kontrollzellen.

Im pQCXIP-Zellsystem war die Expression von Vacl4 um bis zu 78% reduziert. Hier war eine
NH4Cl-Konzentration von 50uM ausreichend, um Vakuolen zu induzieren. Der Anteil an
vakuolisierten Podozyten mit konstitutiv verringerter Vac14-Expression (sh6) war zu jeder Zeit
hoher als jener der Kontrollzellen und stieg im Verlauf des Versuchs weiter an, wahrend in den
Kontrollzellen keine weitere Zunahme an vakuolisierten Zellen (sh5) bzw. sogar eine
Regeneration der Zellen (WT) mit einem Riickgang der Vakuolen beobachtet werden konnte.
Nach 24 Stunden zeigten die Vacl4-defizienten Podozyten aulRerdem wesentlich groRRere und

signifikant mehr dieser groBen Vakuolen als die Kontrollzellen.

Im pINDUCER-Zellsystem musste eine hohere Konzentration von Ammoniumchlorid (150uM)
gewahlt werden, um Vakuolen zu induzieren. Hier war die Vacl4-Expression nach der Zugabe
von Doxyzyklin um durchschnittlich 52% reduziert. Auch in diesem zweiten Zellsystem waren
stets mehr Vacl4-defiziente Podozyten vakuolisiert als die Kontrollzellen ohne
Doxyzyklinstimulus. Hierbei waren die Podozyten mit verringerter Vacl4-Expression wesentlich
schneller vakuolisiert, die Differenz verringerte sich im Verlauf des Versuches. Die Vakuolen
waren ebenfalls groRer, wenn die Podozyten eine erniedrigte Vacl4-Expression aufwiesen,
obwohl der Unterschied nicht so deutlich wie im anderen Ansatz war. Aus diesem Grund
wurde hier in einem letzten Schritt die Anzahl an Vakuolen in jeder Zelle bestimmt, wobei die

Vacl4-defizienten Podozyten signifikant mehr Vakuolen je Zelle zeigten.

Die Ergebnisse in beiden Zellsystemen deuten darauf hin, dass das Expressionslevel von Vacl4
die Anfilligkeit der Podozyten gegeniiber Milieudnderungen beeinflusst. Diese Uberlegung
deckt sich mit den Ergebnissen von Shisheva et al. (49), die gezeigt haben, dass HEK293-Zellen
mit einem Vacl4-Knockdown ebenfalls empfindlicher auf schwache Basen wie

Ammoniumchlorid reagieren und Vakuolen ausbilden. Hier konnte festgestellt werden, dass
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eine gravierende Reduktion der Vacl4-Expression zu einer vergleichsweise geringen Reduktion
der PI(3,5)P,-Level fiihrt, die eine mogliche Ursache fiir den zunachst unauffalligen Phanotyp

der Zellen darstellt.

Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass nicht nur das Vacl4-Level von Bedeutung fir die
Genese von Vakuolen ist, sondern auch die regelrechte Synthese von PI(3,5)P, sowie andere

Proteine, deren Funktionen tber den Vac14-Komplex und PI(3,5)P, reguliert werden.

5.1 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien

In diesem Zusammenhang ist die H*-lonenpumpe V-ATPase von besonderem Interesse, die u.a.
fiir die Ansduerung der Endolysosomen zustandig ist. So konnte bereits, wie eingangs erwahnt,
von Li et al. (43) gezeigt werden, dass PI(3,5)P, die Interaktion der beiden Doméanen (Vo und V,)
stabilisiert und die Funktion der ATPase sicherstellt. Eine Deletion von Figd oder Vac14, mit der
daraus resultierenden Depletion von PI(3,5)P,, bewirkt damit eine verminderte Aktivitdt der
H*-lonenpumpe und zeigt sich in mangelhaft angesauerten Vakuolen. Zudem konnten Schulze
et al. zeigen, dass Vacl4 mit der Vi-Untereinheit der V-ATPase direkt interagiert (48). In
Zukunft ware daher eine genauere Analyse der Interaktion zwischen der V-ATPase und Vacl4

bzw. PI(3,5)P; im Hinblick auf die Vakuolenentstehung und -morphologie von Bedeutung.

Oshima et al. (55) konnten bereits zeigen, dass der V-ATPase fir die Morphologie und
Integritdat der Podoyzten eine groRe Bedeutung zukommt. Der Knockout des Prorenin-
Rezeptors flhrt in Mausmodellen in wenigen Wochen zu letalem, massiv proteinurischem
Nierenversagen. Die Podozyten zeigen foot process effacement und eine verringerte
Expression von Schlitzmembranproteinen. Ursachlich hierfiir ist unter anderem eine
mangelhafte Expression der V-ATPase Untereinheit Vo, was zu Stérungen des intrazellularen

Vesikeltransports und mangelhaft angesduerten Vakuolen fiihrt.

Interessanterweise konnte aullerdem gezeigt werden, dass verschiedene Amine, z.B. das
Lokalanasthetikum Lidocain, das Antiarrhythmikum Procainamid oder das Antimalariamittel
Chloroquin, die wie Ammoniumchlorid als schwache Basen fungieren, ebenfalls Vakuolen
induzieren und in diesen Vakuolen akkumulieren. Die Vakuolisierung kann durch die Zugabe
des V-ATPase-Inhibitors Bafilomycin A1 gehemmt werden. Somit ist ein Angriffspunkt dieser

Medikamente in der Zelle ebenfalls die H*-lonenpumpe V-ATPase (56,57). Viele dieser
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Medikamente werden renal eliminiert, wodurch insbesondere die Niere den Einfliissen der
Medikamente ausgesetzt ist (58). Fraglich ist, ob der Durchsatz solcher Medikamente die
Funktionen der Podozyten oder anderer Zellpopulationen in der Niere beeintrachtigt. Ein
genaueres Verstandnis Uber die Bedeutung der V-ATPase fir die Vakuolisierung konnte

moglicherweise auch die Kenntnisse liber bestimmte Nierenerkrankungen erweitern.

Das Vacl4-Expressionslevel war im ersten Ansatz auf weniger als ein Viertel reduziert (vgl. 4.1),
wahrend fast die Halfte des endogenen Vacl4-Levels im zweiten Ansatz erreicht wurde (vgl.
4.2). Die Ergebnisse der Podozyten mit einem stabilen Vacl4-Knockdown waren trotz
geringerer NH,Cl-Konzentrationen ausgepragter als die der induzierbaren Podozyten. Die Hohe
des verbliebenen Expressionslevels von Vacl4 kénnte demnach zusatzlich zur ohnehin durch

den Knockdown erhdhten Anfalligkeit gegeniiber Milieudnderungen beitragen.

5.2 Offene Fragen fiir zukiinftige Untersuchungen

Interessant ware in diesem Zusammenhang die Generierung weiterer Zelllinien mit
verschiedenen Vacl4-Expressionslevel, um Aufschluss dariiber zu erlangen, wie verschiedene
Expressionslevel welche Veranderungen der Zellmorphologie bewirken. So kénnte erarbeitet
werden, ab welcher Reduktion es liberhaupt zu einer Vakuolisierung der Zellen kommt und um
wieviel die Vacl4-Expression vermindert werden muss, um denselben Phanotyp wie bei einer
Deletion von Vacl4 zu erhalten (also eine Vakuolisierung ohne die Zugabe von

Ammoniumchlorid oder dhnlichen Substanzen).

In diesem Rahmen ware aullerdem wichtig zu untersuchen, inwieweit die PI(3,5)P,-
Konzentration eine Rolle in der durch Ammoniumchlorid induzierten Vakuolisierung von
Vacl4-defizienten Podozyten spielt, um eine direkte Kausalitdt herzustellen oder andere,
bislang unbekannte Faktoren zu identifizieren. Diese Uberlegungen schlieBen die Analyse von
Expressionsanderungen der Komponenten des Vacl4-Komplexes, v.a. PIKfyve und Figd, mit
ein. So ist bereits bekannt, dass Vac14 /- Mause ebenfalls ein erniedrigtes Level von Fig4
aufweisen (59). Fraglich ist, ob auch eine Vacl14-Defizienz zu einer verringerten Expression der

Komplexpartner fihrt oder ob es eine Stérung in der Zusammenlagerung des Komplexes gibt.

Der Vacl4-Komplex ist, wie bereits erwahnt, Gber seine Regulation des PI(3,5)P,-Levels fir

endolysosomale und Autophagozytose-assoziierte Reifungsprozesse essenziell (36,40). Durch
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die Deletion oder Inaktivierung eines der Komplexkomponenten kann das Gleichgewicht der
Phosphatidylinositol-Phosphate nicht aufrechterhalten werden. So konnte gezeigt werden,
dass eine Deletion der 3-Kinase Vacuolar protein sorting 34 (mVps34) in Podozyten nicht nur
zu einem Substratmangel der 5-Kinase PIKfyve fiihrt, sondern auch irreversibel ihre Funktion
hemmt (60). Damit einher gehen Stérungen der lysosomalen und autophagozytdren
Trafficking-Prozesse mit Vakuolisierung, was in Mausmodellen in wenigen Wochen zu

Proteinurie, foot process effacement und letztlich zu letaler Glomerulosklerose fihrt (61,62).

Kirzlich ist die Bedeutung von Figd im Rahmen einer lysosomalen Speichererkrankung
diskutiert worden. Eine Deletion der Phosphatase resultiert, wie bereits erwdhnt, in der
neurologischen Erkrankung Charcot-Marie-Tooth Syndrom 4J. Neue Erkenntnisse zeigen, dass
auBerdem groRe Mengen an Lipiden und Proteinen in Lysosomen von Gliazellen und
Motoneuronen aufgrund gestorter Trafficking-Prozesse gespeichert werden (63). Ein moglicher
Grund hierfir kdnnte eine mangelnde Aktivierung der TRPML;-Calciumkanale sein, wodurch
Fissionsvorgange inhibiert werden konnten (64). Interessant ware in diesem Rahmen eine
genauere Analyse der zellularen Vorgange, die zu der lysosomalen Speicherstorung fiihren

sowie der Auswirkung einer solchen Stérung der Lysosomen auf Podozyten.

Bei Nierenerkrankungen wie der Fokal Segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) konnten
ebenfalls grolRe intrazelluldre Vakuolen in Podozyten beobachtet werden (65). Hier ist es
sicherlich von groRem Interesse, tiefergehende Studien in Podozyten durchzufiihren, um diese
Vakuolen zu klassifizieren und eventuelle Verbindungen zum Vacl4-Proteinkomplex

aufzudecken.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in zwei unabhdngigen Systemen gezeigt werden, dass ein
Knockdown von Vacl14 in Podozyten zwar keine Vakuolen induziert, jedoch zu einer erhéhten
Anfalligkeit fiir Vakuolisierung unter Stress fiihrt. Dies zeigt sich in der Behandlung mit einer
schwachen Base wie Ammoniumchlorid, wodurch die Vacl4-defizienten Zellen friiher

auftretende, mehr und groRere Vakuolen entwickeln als die jeweiligen Kontrollen.

Es konnten bereits einige Mechanismen gefunden werden, die bei einer Stérung der
Homodbostase des Vacl4-Komplexes zu einer intrazellularen Vakuolisierung flihren. So ist die
Funktion der H*-lonenpumpe V-ATPase direkt abhdngig von der Stabilisierung der
Untereinheiten durch PI(3,5)P,, dem Substrat des Vac14-Komplexes. AuBerdem konnte gezeigt

werden, dass sie fur die Ansduerung der Kompartimente essenziell ist. Kommt es zu einem
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Funktionsverlust durch die Deletion oder Mutation eines der Komplexkomponenten Vacl4,
Figd oder PIKfyve, so akkumulieren mangelhaft angesduerte Vakuolen in der Zelle, die auf eine
Stérung der endolysosomalen und autophagozytaren Trafficking-Prozesse zuriickzufiihren sind.
Wird die Expression einer der Untereinheiten inhibiert, wie durch die Deletion des
Proreninrezeptors, so entwickeln Mause nach kurzer Zeit ein letales Nierenversagen mit foot
process effacement der Podozyten. Auch eine Deletion der 3-Kinase mVps34 fihrt zur

Vakuolisierung und in Mausen in wenigen Wochen zu Nierenversagen mit letalem Ausgang.

Weitere Studien werden nétig sein, um einen tieferen Einblick in die zelluldren Vorgédnge zu
erhalten und damit das Verstandnis der Genese von Nierenerkrankungen sowie von moglichen

Therapieoptionen zu erweitern.
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