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Analysen zur Rolle von Rab7 fir den mTOR-Signalweg in Podozyten

Zindorf, Freya Ricarda

Podozyten sind essentielle Zellen der renalen Filtrationsbarriere. Sie stellen sicher,
dass kein Eiweild Gber den Urin verloren geht. Neuere Untersuchungen machen
zunehmend deutlich, dass endolysosomale und autophagosomale Prozesse flr das
Uberleben der Podozyten wichtig sind. Das Protein Rab7 ist sowohl auf
endolysosomalen als auch auf Membranen autophagozytotischer Kompartimente
lokalisiert. Bisher unveréffentlichte Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Pavenstadt
zeigen, dass Mause, denen Rab7 in den Podozyten fehlt, eine starke Proteinurie
entwickeln und gravierende morphologische Veranderungen der Schlitzmembran-

Architektur aufweisen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit sich unterschiedliche Rab7-
Aktivitatslevel auf den fur Podozyten wichtigen mTOR-Signalweg auswirken. Der
mTOR-Signalweg reguliert Zellwachstum und —proliferation und kontrolliert
autophagozytotische Prozesse. Dariber hinaus ist bekannt, dass die mTOR-Kinase
an endolysosomale Membranen rekrutiert werden kann. Es wurden stabile Zelllinien
erstellt, in denen die Uberexpression einer dauerinaktiven oder einer daueraktiven
Mutante des Rab7-Proteins induziert werden konnte. Flr die daueraktive,
membrangebundene Rab7 Q67L-Mutante konnte eine verminderte Zellviabilitat und
gleichzeitig eine Stérung in der Reaktivierung und Rekrutierung von mTOR auf

lysosomale Kompartimente festgestellt werden.
Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass Rab7-Aktivitatslevel mTOR-Kinase abhangige
Funktionen beeinflussen. Daraus folgt, dass Fehlfunktionen von Rab7 bei der

Pathogenese chronischer Nierenerkrankungen ein wichtiger Kofaktor sein kénnen.
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1 Einleitung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD, engl.: chronic kidney disease) spielt eine
wichtige Rolle flr unsere immer alter werdende Gesellschaft. In Teilen von
Deutschland herrschen Pravalenzen von bis zu 17,3 % (Bruck et al. 2016). Trotzdem
gibt es in der Bevodlkerung nur ein geringes Bewusstsein fir die Erkrankung. Die CKD
kann zu gefahrlichen Folgen wie tédlichen kardiovaskularen Erkrankungen oder einem
akuten Nierenversagen fihren. Deshalb ist es von Bedeutung, den Ursachen dieser
,Stillen Epidemie“ (Stenvinkel 2010) tiefer auf den Grund zu gehen und das
Bewusstsein in der Bevolkerung zu starken.

Wenn die CKD so weit fortgeschritten ist, dass eine Nierenersatztherapie notwendig
ist, spricht man von einer End-Stage Renal Disease (ESRD). Ein Grolteil dieser ESRD
ist auf eine Schadigung der Glomerula zurickzufiihren, wobei die Podozyten hier oft
der primare Angriffspunkt sind (Wiggins 2007). Podozyten befinden sich beim
erwachsenen Menschen im postmitotischen Stadium und haben nicht mehr die
Fahigkeit sich zu teilen. Deshalb kdnnen geschadigte oder verlorene Podozyten nicht
ersetzt werden (Pavenstadt et al. 2003; Scott and Quaggin 2015). Sind zu viele
Podozyten geschadigt, verliert der Glomerulus seine Funktionsfahigkeit und die
gesamte Filtrationseinheit, das sog. Nephron, geht zugrunde. Bei Verlust vieler
Nephrone kommt es zu einer Abnahme der Nierenfunktion, die bis zu einer ESRD
fortschreiten kann. Nur durch Nierenersatztherapien wie z.B. der Dialyse kann ein
Mensch dann (berleben. Patienten mit diabetischer Nephropathie sind unter den
chronisch  Nierenerkrankten diejenigen, die am  haufigsten auf eine

Nierenersatztherapie angewiesen sind (Estacio und Schrier 2001; Godel et al. 2011).

1.1 Aufbau und Funktion der Niere

Die Niere ist aus einer Vielzahl einzelner Funktionseinheiten, den Nephronen,
aufgebaut. Ein Nephron besteht aus einem Glomerulus, dem proximalen Tubulus, der
Henle-Schleife, dem distalen Tubulus und dem Sammelrohr. Afferente, zufiihrende
Arteriolen leiten das zu filtrierende Blut in die Glomeruluskapillaren. Dort wird der
Primarharn gewonnen, in der Bowman’schen Kapsel gesammelt und dem
Tubulussystem zugeflhrt. Nicht filtrierte Blutbestandteile gelangen tber die efferenten
Arteriolen wieder in den Korperkreislauf. Fir den Korper nultzliche Stoffe (z.B.

Kochsalz, Zucker, Eiweil® und Wasser), die die renale Filtrationsbarriere Gberqueren,



werden im Tubulussystem rickresorbiert. Von den taglich produzierten 180 Litern
Primarharn werden letztendlich nur ca. 1,5 Liter Urin ausgeschieden (zu diesem Absatz
vgl. Behrends et al. 2012).

(A) Glomerulus (B) Gesund (C)Krank

Abbildung 1: Gesunde und kranke Podozytenstruktur

(A) Dargestellt ist ein Glomerulus. AA - afferente Arteriole, DT - distaler Tubulus, EE - efferente Arteriole,
M - Mesangialzellen, E - Endothelzellen, CL — Kapillarlumen (capillary lumen), CB — Zellkorper (cell body), FP —
FulRfortstatz (foot process), MP — major process, GBM — glomeruldre Basalmembran, BS - Bowman’'sche Kapsel
(Bowman’s space), PT - proximaler Tubulus. (B) und (C) zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen. Vom
Bowman’schen Raum aus betrachtet sieht man im gesunden Zustand einen Zellkérper (CB), der sich (iber grofiere
Fortsatze (MP) in die FuRfortsatze (FP) aufteilt, die der glomerularen Basalmembran aufliegen.
Transmissionselektronenmikroskopische Bilder zeigen die dreischichtige Filtrationsbarriere aus Schlitzmembran (SD),
glomerularer Basalmembran (GBM), und den Endothelzellen (E). Im kranken Zustand verandert sich die Morphologie
die FuRfortsatze enorm. Sie ziehen sich zurlick und bilden keine Schlitzmembran mehr aus. (Abbildungen aus Mundel

und Reiser 2010, mit Erlaubnis von Elsevier)

Die renale Filtrationsbarriere besteht aus drei Schichten. Das Blut passiert zunachst
das fenestrierte glomerulare Endothel, dann die glomerulare Basalmembran (GBM)
und schlieBlich die podozytare Schlitzmembran. Letztere ist fir die selektive
Permeabilitat des Filters von zentraler Bedeutung (Scott and Quaggin 2015).
Blutbestandteile und Proteine werden dadurch zuriickgehalten. Kdénnen Proteine,
insbesondere das Albumin des Serums, die Filtrationsbarriere passieren und werden

Uber den Urin ausgeschieden, spricht man von einer Proteinurie. Als Ursache fiir diese



Proteinurie wird der progressive Verlust von Podozyten angenommen. Auf molekularer
Ebene geht man hierfur von unterschiedlichen Pathomechanismen aus, die alleine
oder in Kombination auftreten koénnen. Da die Podozytenzellkbrper in der
Bowman’schen Kapsel im Primarharn schwimmen und nur die Fulifortsatze an der
GBM anhaften, besteht flir sie ein erhohtes Risiko lebend abzufallen, wenn
geschadigte oder fehlerhaft exprimierte Adhasionsproteine die Wechselwirkung
zwischen der GBM und dem Podozyten stéren (Kriz et al. 2013). Auch der
Podozytenzelltod (Apoptose) oder bereits eine gestérte Schlitzmembran- oder
Fulifortsatzarchitektur kann zu einer Schadigung der Filtrationsbarriere flhren
(Pavenstadt et al. 2003). Elektronenmikroskopisch kann man eine veranderte
Morphologie der Podozyten beobachten, gekennzeichnet durch eine Retraktion der
FuRfortsatze (Kriz et al. 2013). Die Retraktion der Fulfortsatze (foot process
effacement) ist das bisher wichtigste morphologische Merkmal fir eine
Podozytenschadigung. Da es fast immer mit einer Proteinurie Kkorreliert, gibt es
zahllose Versuche, die molekularen Ursachen fir diese Veranderungen zu
identifizieren. Im Mittelpunkt steht die Untersuchung von Regulatoren der Aktindynamik
(Greka und Mundel 2012).

Der progressive Verlust von Podozyten ist der haufigste Grund flr eine ESRD (Kriz et
al. 2013). AuRerdem konnte schon friher ein entscheidender Zusammenhang
zwischen der Starke der Proteinurie und dem Risiko der Krankheitsprogression bis zu
einer ESRD nachgewiesen werden (Zeeuw et al. 2004).

Uber ein detaillierteres Verstandnis der Mechanismen, die zum Podozyten- oder
Podozytenfunktionsverlust fihren, erhofft man sich, Zielstrukturen fir mogliche
Therapien aufzudecken. Bereits nachgewiesen ist die Rolle von Strukturproteinen fir
das Aufrechterhalten der podozytdren Schlitzmembran (Tryggvason et al. 2006).
Mittlerweile zeigen eine Reihe von Studien, dass auch endolysosomale und
autophagosomale Prozesse wichtig fir die Podozytenfunktion sind (Soda et al. 2012;
Bechtel et al. 2013; Tagawa et al. 2016). Stérungen dieser Prozesse kdnnten folglich

an der Entstehung oder Progression von Podozytopathien beteiligt sein.

1.2 Endolysosomale Prozesse sind uiberlebenswichtig fiir Podozyten

Da es sich bei Podozyten wie bei Neuronen um postmitotische Zellen handelt, ist die
Betrachtung neuronaler Krankheiten grundsatzlich von Interesse flr die Podozyten-
Forschung. Der Nachweis, dass endolysosomale und autophagolysosomale Prozesse
fur das Uberleben der Podozyten wichtig sind (Soda et al. 2012; Bechtel et al. 2013;



Tagawa et al. 2016), ist besonders interessant, da im Zusammenhang mit bestimmten
Formen der Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie Gene identifiziert wurden, die im
Zusammenhang mit lysosomalen und autophagolysosomalen Reifungsrozesen stehen.
Zu diesen Genen gehoéren z.B. MTMR2, MTMR13, DNM2, NDRG1, LITAF/SIMPLE
und auch das fur diese Arbeit wichtige Rab7 (Bucci et al. 2012). Fir das Rab7-Protein
wurden vier Mutationen identifiziert, die eine Rolle bei der Krankheitsentstehung der
Charcot-Marie-Tooth2B (CMT2B)-Neuropathie spielen (Zhang et al. 2013). Bedingt
durch eine fortschreitende Funktionsstérung der peripheren Nerven leiden Patienten an
Muskelschwache und Sensibilitdtsverlust in Handen und Beinen (Gentil und Cooper
2012). Fir die ermittelten Mutationen im Rab7-Protein konnte eine langsamere GTP-
Hydrolyse als im Wildtyp-Protein nachweisen werden, was mit einer zeitlich erhéhten
Rab7-Aktivitat auf endolysosomalen Membranen einhergehen kénnte (Spinosa et al.
2008; Cherry et al. 2013).

1.3 Das Rab7-Protein

Das Rab7-Protein gehort zur Familie der kleinen Rab-GTPasen (engl.: Ras-related in
brain), die bei intrazellularen Vesikel- und Membrantransportprozessen eine zentrale
Rolle spielen.

Es ist auf den Membranen von spaten Endosomen, Lysosomen und Autolysosomen
lokalisiert (Bucci et al. 2000) und spielt eine Schlusselrolle bei dem Reifungsprozess
vom frilhen zum spaten Endosom, indem es schrittweise das frihendosomale Rab5
ersetzt (Rink et al. 2005). AulRerdem reguliert Rab7 den Transport von Lysosomen in
Richtung des mikrotubuli-organsierenden Zentrums uUber den downstream Effektor
RILP (Jordens et al. 2001) und ist an retrograden Transportprozessen zwischen
Endosomen und Golgi Apparat beteiligt (Rojas et al. 2008). Uber Interaktionen mit
weiteren Effektoren (z.B. Rabring7 oder ORP1L) wirkt Rab7 in vielen weiteren
endosomalen Transportprozessen und anderen zelluldren Vorgédngen mit (Zhang et al.
2009), auf die hier nicht eingegangen wird.

Reguliert wird Rab7 Uber den sog. Rab-GTPase-Zyklus. Im Zytoplasma liegt GDP-
gebundenes Rab7 assoziiert an den l6slichen Faktor GDI (Guanine-Dissociation-
Inhibitor) vor. GDF (GDI-Displacementfactor) sorgt daflir, dass das prenylierte Rab7 an
die Plasmamembran rekrutiert und dort inseriert wird. An der Plasmamembran
aktivieren sog. GEFs (Guanine-Nucleotide-Exchange-Factor) die Rab-GTPasen, indem
sie den Austausch von GDP zu GTP katalysieren. Fur Rab7 ist bisher nur der sog.
HOPS-complex als GEF identifiziert worden (Zhang et al. 2009). Die GAPs



unterstitzen die eher schwache intrinsische GTPase-Aktivitdt (Hydrolyse von GTP zu
GDP) der Rab-Proteine. GDP-gebundenes Rab7, dissoziiert von der Membran und
gelangt wieder ins Zytosol (Zhang et al. 2009).

A
N GDP
1)\' Endolysosomale Reifung ‘ D

\ e/
Rab und Autophagozytose O

— GTP
frihes Rab7
Endosom

Lysosom

Autophagosom Amphisom Autolysosom

Abbildung 2: Endolysomale Reifung und Rab-GTPase-Zyklus

(A) Endozytotisch aufgenommenes, extrazellulares Material wird Uber Vesikel aufgenommen. Diese reifen uber frihe
und spate Endosomen zu Lysosomen. Zelleigenes Material wird in Autophagosomen gesammelt. Aus der Fusion mit
spaten Endosomen entstehen Amphisomen, die wiederum mit Lysosomen verschmelzen und Autolysosomen bilden
(modifiziert nach Hansen and Johansen 2011). (B) Rab-GTPase-Zyklus: Inaktives, GDP-gebundenes Rab7 liegt
assoziiert an einen I6slichen Faktor (GDI/-Guanine-Dissociation-Inhibitor) im Zytosol vor. Guanosin-Nucleotide-
Exchange-Factors (GEFs) katalysieren den Austausch von GDP zu GTP. GTP-gebundes Rab7 wird Uber Prenylierung
an die Membran von spaten Endosomen, Lysosomen oder Autolysosomen rekrutiert. GTPase-Activating-Proteins

(GAPs) hydrolysieren GTP zu GDP und inaktivieren das Rab7 bis ein neuer Zyklus beginnt.

1.4 Die Aktivierung der mTOR-Kinase findet auf lysosomalen Kompartimenten
statt

Die mTOR-Kinase (engl.: mechanistic target of Rapamycin) ist ein zentraler Regulator
von Zellwachstum und -proliferation. Wenn ausreichend Nahrung vorhanden ist,
bewirkt die mTOR-Kinase Uber Phosphorylierung von downstream targets, wie z.B. der
p70S6-Kinase, eine Aktivierung der Proteinbiosynthese und des Zellwachstums. Bei
Nahrungsmangel wird die mTOR-Kinase inhibiert und gleichzeitig die Autophagozytose
aktiviert. Autophagozytose bedeutet, dass die Zelle eigene Proteinkomplexe und
Organellen lysosomal degradiert, um ihre Proteinsynthese und Energieproduktion
aufrecht zu erhalten (Laplante und Sabatini 2009).

MTOR besteht aus zwei Komplexen. Der mTORC1-Komplex wird Gber Aminosauren,
Sauerstoff, Energie und Wachstumsfaktoren aktiviert. Er steigert die Translation von

mMRNA und die Biogenese von Ribosomen (Robida-Stubbs et al. 2012; Chua und Tang



2015). Der mTORC2-Komplex wird Uber Wachstumssignale und Interaktionen mit den
Ribosomen aktiviert und spielt eine wichtige Rolle bei der Reorganisation des
Aktinzytoskeletts (Jacinto et al. 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass endolysosomale Strukturen wichtig fir die Aktivierung
der mTOR-Kinase sind. Der mTORC1-Komplex wird zur Aktivierung auf
endolysosomale Strukturen rekrutiert (Sancak et al. 2008). Man geht davon aus, dass
die v-ATPase lysosomale Aminosauren erkennt und mTORC1 Uber den Ragulator-
Komplex an die Membran rekrutiert (Zoncu et al. 2011). Dort kommt mTORCA1
vermutlich mit seinem Aktivator Rheb in Kontakt und sorgt Uber Phosphorylierung

seiner downstream targets fur Zellwachstum und -proliferation (Yadav et al. 2013).
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Hinweise in der Literatur deuten darauf hin, dass Stérungen im Ubergang vom friihen
zum spaten Endosom die Aktivierung von mTORCH1 inhibieren (Flinn et al. 2010; Li et

al. 2010). Beide Gruppen konnten zeigen, dass die Uberexpression einer daueraktiven



Variante vom frithendosomalen Marker Rab5 die Aktivierung von mTORC1 verhindert.
Der fir die weitere Reifung wichtige Rab5/Rab7-Ubergang wird in diesem Fall gestort.
Li et al. wiesen dariber hinaus nach, dass ausschliel3dlich membrangebundenes Rab5
mTORC1 beeinflusst (Li et al. 2010).

1.5 mTOR spielt eine wichtige Rolle im Podozyten

Dysregulationen des mTOR-Signalwegs kénnen podozytare Schadigungen und die
Entstehung von Nierenerkrankungen bewirken. Es wurde gezeigt, dass ein Podozyten-
spezifischer knockout von mTOR zu Bildung grofRRer Vakuolen und Stérungen in der
Reformation von Lysosomen fihrt (Cina et al. 2012). Auch der knockout von Raptor,
einer wichtigen regulatorischen Komponente der mTOR Kinase im mTORC1-Komplex,
ruft in den Mausen eine Proteinurie und progressive Glomerulosklerose hervor. Diese
Effekte der pathologischen Podozytenfunktion werden durch den zusatzlichen
knockout von Rictor, einer weiteren regulatorischen Komponente der mTOR-Kinase im
sog. mMTORC2-Komplex, verstarkt (Godel et al. 2011). AuBerdem spielt mTOR durch
seine Regulation der Autophagozytose, welche flr postmitotische Zellen wie
Podozyten von besonderer Bedeutung ist, eine wichtige Rolle. Wenn mTOR aktiv ist,
wird die Autophagozytose negativ reguliert. Es wird vermutet, dass eine zu starke
negative Regulierung der Autophagozytose zu Podozytenschadigung und progressiven
glomerularen Krankheiten wie z.B. der diabetischen Nephropathie fihrt (Weide und
Huber 2011). Speziell fir Podozyten wird sogar das Vorhandensein zellularer
Strukturen diskutiert, die erméglichen, dass katabole und anabole Vorgénge parallel
ablaufen kdnnen. Diese Strukturen werden als TASCC-Komplex (engl.: TOR-

autophagy spatial coupling compartment) bezeichnet (Narita et al. 2011).

1.6 Zielsetzung

Bisher unverdéffentlichte Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Pavenstadt zeigen, dass
Mause, denen Rab7 in den Podozyten fehlt, eine starke Proteinurie entwickeln und
gravierende morphologische Veranderungen der Schlitzmembran-Architektur
aufweisen. Diese in vivo Daten sind ein klarer Hinweis dafir, dass endolysosomale-
und damit Rab7-abhangige Transportprozesse fir Nierenerkrankungen maogliche
Pathogenitatsfaktoren darstellen kénnten.

In dieser Arbeit sollte versucht werden, die zugrundeliegenden Mechanismen des

Rab7-Phanotyps in Zellkultur-Modellen (in vitro) genauer zu analysieren. Hierflr sollten



stabile Zelllinien etabliert werden, die mehr auf die verschiedenen Rab7-Aktivitatslevel
und nicht auf den kompletten Verlust von Rab7 abzielen. Anhand dieser Zelllinien sollte
anschlieBend geklart werden, wie sich Veranderungen der Rab7-Aktivitat auf den fir

Podozyten wichtigen mTOR-Signalweg auswirken.



2 Materialien

2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Bezeichnung
Analysegerat von
Chemilumineszenz-
Signalen

Typ
Lumi-Imager F1

FluorChem® FC2

Hersteller

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,
Mannheim

Cell Biosciences, Inc.,
Santa Clara, USA

Autoklav

Varioklav

H+P Labortechnik
GmbH,
Oberschleissheim

Brutschrank

B5050

Heraeus, Hanau

Bunsenbrenner

Lotmeister 3000

CFH Lét-und
Gasgerate GmbH,
Offenau

Eismaschine

Ziegra ZBE 70-35

Ziegra Eismaschinen
Isernhagen,
Deutschland

Elektrophorese-Apparatur
(fur Agarosegele)

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Elektrophorese-Apparatur
(fiir SDS-PAGE)

Mini-PROTEAN Tetra Cell
for Mini precast gels

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Filmentwickler

Optimax X-ray Film
Processor

PROTEC GmbH & Co.
KG, Oberstenfeld

HXP120,
Axiocam MRm

Inkubations- Certomat® IS B. Braun Melsungen
Schiittelschrank AG, Melsungen
Magnetriihrer Combimag RCT IKA® Werke GmbH &
Co. KG, Staufen
Mikroskop Observer Z1, Apotome, Zeiss AG, Jena

Mikrotiterplatten-Reader

Infinite® M200

Tecan Trading AG,
Mannedorf

PCR-Cycler GeneAmp® PCR System Applied Biosystems,
2700 Carlsbad, USA
Mastercycler gradient Eppendorf AG,
Hamburg
Photometer Smart Spec™ Bio-Rad Laboratories

GmbH, Minchen

Reinstwassersystem

Ultra Clear

SG
Wasseraufbereitung
und
Regenerierstation
GmbH, Barsbuttel

Sicherheitswerkbank fur
Zellkultur

HERAsafe

BIOWIZARD Silver Line

Heraeus, Hanau

Kojair Tech oy, Vilpulla,
Finnland




Stromversorgung (fiir
Western Blot und
Elektrophoresen)

Power Pac HC™

Standard Power Pack 25

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen
Biometra GmbH,
Goéttingen

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf AG,
Hamburg

Tischzentrifuge

Profuge™ 10K

Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, USA

UV Transilluminator

IL-200-M

H. Saur Laborbedarf,
Reutlingen

Vortexer VortexGenie2 Scientific Industries,

Inc. New York, USA

Waagen Scout™ Pro Ohaus, New Jersey,
Explorer® Pro USA

Wasserbad Schuttelwasserbad 1083 GFL Gesellschaft fur

Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Western Blot Apparatur

Semidry Transfercell

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Allegra™ X-22R

Multifuge 3S-R
Megafuge 1.0R

Zellkultur-Incubator Heracell 240 Heraeus, Hanau
MCO-20AIC Sanyo Electric Co.,
Ltd., Japan
Zentrifugen Mikro 200 R Hettich GmbH &

Co.KG, Tuttlingen
Beckman Coulter
GmbH, Krefeld
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

2.2 Laborbedarf

Tabelle 2: Laborbedarf

Name Hersteller

Promega GmbH, Mannheim

1 kb DNA Marker

6 x Blue Orange Loading Dye Lésung

Promega GmbH, Mannheim

Cryordhrchen

Nunc A/S, Roskilde, DK

4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Deckglaschen

Diagonal GmbH & Co. KG, Munster

DMEM Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt
EBSS Medium Biochrom AG, Berlin

ECL-X-Ray Filme

Fuji Foto Film GmbH, Dusseldorf
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Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

Handschuhe (Latex/Nitril)

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Kalberserum mit Eisenzusatz (Cs/Fe)

Cell Concepts GmbH, Umkirch

Kaniilen, 0,4 mm Microlance™ 3

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Kiivetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Lumi-Light/Lumi-LightPLUS

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Mikrotiterplatten, Greiner 96 Well
polysterene

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Mikrotiterplatten, Thermo
Scientific™ WeiRe 96-Well-Platten

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Objekttrager

VWR International GmbH, Darmstadt

Page Ruler™ Plus Prestained Protein
Marker

Thermo Scientific Inc., Waltham, USA

Parafilm Pechiney Plastic Packaging Chicago,
USA
PBS, 1x, steril PAA Laboratories GmbH, Coélbe

PCR-Reaktionsgefalle

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Polyvenyldifluorid (PVDF)-Immobilon
Membran (0,45 pm)

Millipore GmbH, Schwalbach

ReaktionsgefaRe (Safe lock) 0,5-2,0 mL

Eppendorf, Carl Roth GmbH &
Co.KG, Karlsruhe

Rohrchen fiir Bakterienkulturen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

RPMI Medium

Biochrom AG, Berlin

Schalen fiir Bakterienkulturen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Schalen/Flaschen fiir Zellkultur

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Skalpelle

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
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Spritzen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Sterilfilter (0,45 pm) Millipore GmbH, Schwalbach

Stripetten Corning B.V. Life Sciences,

Amsterdam, NL

Trypsin EDTA (10x)
Western Blot Papier

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Whatman Schleicher & Schiill GmbH,
Dassen

Zentrifugationsréhrchen (15 mL, 50 mL) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

2.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie Hersteller, Standort

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Ammoniumchloride (NH4CI)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Bafilomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen
Ampicillin AppliChem GmbH, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Doxycyclin hyclate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Ethidiumbromid (10mg/mL)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Glycerin (Glycerol)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Hepes

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Kalziumchlorid (CaCly)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Muanchen

Kanamycinsulfat

AppliChem GmbH, Darmstadt

LB-Medium

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Methanol

Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen
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Mowiol 4-88

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Natriumlaurylsulfat (SDS)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA) 4%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Muanchen

Polybrene

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Puromycin Dihydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Rinderalbumin (Bovine serum albumin,
BSA)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Rotiphorese Gel 30

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Triton® X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

2.4 L 6sungen, Medien und Puffer

Tabelle 4: Losungen, Medien und Puffer

Name Inhalt

LB Agarplatten

- mit Ampicillin
- mit Kanamycin

LB-Medium
20 g/L Agar,
- Verwendung von LB-Amp
- Verwendung von LB-Kan

LB Medium

- mit Ampicillin
- mit Kanamycin

20 g/L LB-Broth

ad H,O

- 1 mL/L Amp
- 350 pL/L Kan

10x CutSmart® New England Bio Labs

0,05M CH3CO2K
0,02M C4H11NO3
0,01M C4H6MgO4
100pg/ml BSA
pH 7.9 bei 25°C

HEBS Puffer (2x)

50 mM HEPES

280 mM NaCl

10 mM KCI

1,5 mM Na2HPO4x H20
12 mM Glucose

ad H,0, pH 7.05

IF Antikorper Lésung

98 % (v/v) IF Waschpuffer
2 % (v/v) normal goat serum (NGS)
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IF Block Lésung

90 % (v/v) IF Waschpuffer
10 % (v/v) normal goat serum (NGS)

IF Permeabilisierungs-Lésung

10 % (v/v) 10 x PBS
0,2 % (v/v) Triton X-100
ad H,O

IF Wasch Losung

0,2 % Gelantine (w/v)
ad IF Permeabilisierungs-Lésung

SDS-Probenpuffer

20 % (v/v) Glycerin

125 mM Tris-HCI pH 6,8

10 % (w/v) SDS

0,2 % (w/v) Bromphenol-Blau
5 % R-Mercaptoethanol

ad H,O

Laufpuffer (SDS-PAGE)

25 mM Tris

0,05 % (w/v) SDS
0,2 M Glycin

ad H,O

Lysis-Puffer

50 mM Hepes (1M)
150 mM NaCl

1.5 mM MgCI2

1 mM EGTA

10 % (v/v) Glycerin

1 % (v/v) Triton X-100
ad H,O

10x PBS

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

ad H,0

pH 7,4

Mild Stripping-Puffer

15 g Glycin

19 SDS

10 mL Tween 20

pH einstellen auf 2,2
ad 11 mit H,0

TAE-Puffer

40 mM Tris-HCI

1 mM EDTA-Na2 Salz
40 mM Essigsaure
Ad H,0, pH 8,2

TBS

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

TBST

10 mM Tris-HCI (Stammldsung 1 M,
pH 7,4)

150 mM NaCl

0,05 % (v/v) Tween 20

ad 11 mit H,0

Transfer-Puffer

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

20 % (v/v) Methanol

ad H,0
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Tris/HCI (1M)

121.14 g Tris
ad 11 mit H,0
pH 7,4 (HCI)

2.5 Enzyme
Tabelle 5: Enzyme

Name Hersteller

Big Dye ® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Gateway® LR Clonase® Enzym Mix

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Proteinase K

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Pac | New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M.

Asc | New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M.

Pst | New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a.M.

Hind 1l New England Biolabs GmbH,

Frankfurt a.M.

T4 DNA Ligase und Buffer

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

AccuprimeTM Pfx DNA Polymerase

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt

2.6 Primer

Tabelle 6: Primer
Primer Sequenz (5°-3°)
M13 forward gtaaaacgacggccag
M13 reverse caggaaacagctatgac

2.7 Plasmide und Vektoren
Tabelle 7: Plasmide und Vektoren
Name

pPINDUCER21-Puromycin
(#967)

Beschreibung; Resistenz
Doxycyclin induzierbarer
lentiviraler
Genexpressionsvektor mit
Puromycin-Resistenzgen;
Ampicillin Resistenz

Hersteller

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

PENTR™ EGFP-Rab9
S21N_del_Ascl-
beh.insert (#963)

pENTR™;
Kanamycin Resistenz

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

Rab7 T22N Homo
sapiens
(#1216)

Dauerinaktive Form von
Rab7, markiert mit pRFP C2

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Muinster




Rab7 Q68L Homo
sapiens
(#1217)

Daueraktive Form von Rab7,
markiert mit pRFP C2

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Muinster

PENTR ™/D-TOPO®
Rab7 EGFP T22N

Entry-Vektor mit Rab7 in
dauerinaktiver Form fur
Gateway® Klonierungen

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

(selbst erstellt)

PENTR ™/D-TOPO®
Rab7 EGFP Q68L

Entry-Vektor mit Rab7 in
daueraktiver Form fur
Gateway® Klonierungen

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

(selbst erstellt)

pIND21-Puro-ApoL2-FL
(#1210)

pINDUCER Plasmid als
Vergleich im diagnostischen
Verdau von Rab7
pINDUCER Plasmiden

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

pIND21-Puro-Rab7_T22N
(#1272)

pINDUCER Plasmid zur
Herstellung einer stabilen
Zelllinie mit induzierbar
dauerinaktiver Form von
Rab7

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

(selbst erstellt)

pIND21-Puro-Rab7_Q67L
(#1273)

pINDUCER Plasmid zur
Herstellung einer stabilen
Zelllinie mit induzierbar
daueraktiver Form von Rab7

AG Pavenstadt,
Universitatsklinikum
Munster

(selbst erstellt)

Transduktion

psPAXx2 Kodiert flr Virusverpackung AG Pavenstadt,
(#89) der DNA, Einsatz bei der Universitatsklinikum
lentiviralen Transduktion Manster
pMD2-VSVG Kodiert fur die Virushille, AG Pavenstadt,
(#92) Einsatz bei der lentiviralen Universitatsklinikum

MduUnster

2.8 Primare Antikorper

Tabelle 8: Primére Antikorper

Zielprotein Hersteller Herstellungsmodell  Verdunnung
Aktin Sigma Kaninchen 1:2000 (WB)
Cathepsin D Santa Cruz Ziege 1:500 (WB)
Lamp2 Santa Cruz Maus 1:500 (WB)
1:100 (IF)
LC3 Novus biologicals  Kaninchen 1:4000 (WB)
1:200 (IF)
Rab7 abcam Maus 1:1000 (WB)
Phospho-p70 S6  Cell Signaling Kaninchen 1:1000 (WB)
Kinase Technology
Phospho-S6 Cell Signaling Kaninchen 1:1000 (WB)
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Ribosomal Technology

Protein

(Ser 235/236)

Phospho-S6 Cell Signaling Kaninchen 1:1000 (WB)
Ribosomal Technology

Protein

(Ser 240/244)

2.9 Sekundare Antikorper

Tabelle 9: Sekundéare Antikorper

Antikérper Hersteller Herstellungs- Verdunn-
modell ung

HRP-konjugiertes anti-Maus Jackson Ziege 1:2000
IgG Immunoresearch

Laboratories, Inc.,

England
HRP-konjugiertes anti- Jackson Ziege 1:2000
Kaninchen IgG Immunoresearch

Laboratories, Inc.,

England
HRP-konjugiertes anti-Ziege Jackson Esel 1:2000
IgG Immunoresearch

Laboratories, Inc.,

England
Alexa Fluor® 647-konjugiertes Invitrogen Life Ziege 1:1000
anti-Maus IgG Technologies

GmbH, Darmstadt
Alexa Fluor® 647-konjugiertes Invitrogen Life Ziege 1:1000
anti-Kaninchen IgG Technologies

GmbH, Darmstadt
Alexa Fluor® 594-konjugiertes Invitrogen Life Ziege 1:1000
anti-Maus IgG Technologies

GmbH, Darmstadt
Alexa Fluor® 594-konjugiertes Invitrogen Life Ziege 1:1000
anti-Kaninchen IgG Technologies

GmbH, Darmstadt

2.10 Bakterien
Tabelle 10: Bakterien

Spezies Genotyp Hersteller
DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen Life
®80dlacZAM15AlacX74endA1recA1deoR Technologies GmbH,

A(ara,leu)7697araD139galUgalKnupGrpsLA Darmstadt

17



2.11 Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 11: Eukaryotische Zelllinien

Zellinie Beschreibung Bedingungen Herkunft
HEK 293T Humane embryonale 37 °C, 5 % CO2 AG Pavenstadt,
Nierenzelllinie Universitatsklinikum
Manster
ABS8 Humane 33°C,5% CO2 AG Pavenstadt,
Podozytenzelllinie Universitatsklinikum
Manster
ABS8 Humane 37 °C,5% CO2 AG Pavenstadt,
Podozytenzelllinie Universitatsklinikum
(ausdifferenzierend) Manster

2.12 Kommerzielle Kits

Tabelle 12: Kommerzielle Kits

Bezeichnung Hersteller
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Invitrogen Life Technologies GmbH,
Maxiprep Kit Darmstadt

RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay Promega GmbH, Mannheim

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research Corporation, Irvine,
USA

Zyppi™ Plasmid Miniprep Kit Zymo Research Corporation, Irvine,
USA

2. 13 Software
Tabelle 13: Software

Programmname Hersteller

Axiovision 4.8 Carl Zeiss Imaging Solutions
GmbH® 2006-2009

BLAST (Basic Local Alignment Search NCBI (National Center for

Tool) Biotechnology Information)

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

CHROMAS Lite Version 2.01 Conor McCarthy© 1998-2005

CorelDRAW Graphics Suite X6 Corel Corporation© 2012

GraphPad Prism 5 GraphPad Software© 2010

Image J MacBiophotonics Facility© 1993-
2006

Microsoft Office 2007 Microsoft Cooperation© 2007

PubMed (U.S. National Library of NCBI

Medicine/

National Institutes of Health)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed




3 Methoden

3.1 Methoden der Mikrobiologie

3.1.1 Transformation von Bakterien

Transformation ist die Aufnahme freier DNA in Bakterien. Dies ist nutzlich, wenn man
z.B. einen Ligationsansatz vervielfaltigen will. In dieser Arbeit wird in E.coli (DH10B)
Stamme transformiert, die durch Behandlung mit CaCl, kompetent gemacht wurden.
Ein Aliquot der Bakterien (ca. 100 yL) wird auf Eis aufgetaut und mit dem zu
transformierenden Plasmid vermischt. Nach einer 30-minltigen Inkubation auf Eis wird
die Suspension einem einmindtigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt und
anschlieBend weitere funf Minuten auf Eis inkubiert. Es werden 200 uL LB-Medium
hinzugefiigt. Dieser Ansatz wird eine Stunde bei 37 °C in einem Bakterienschittler bei
700 UpM inkubiert und anschlieBend auf einer antibiotikahaltigen Agarplatte
ausplattiert. Uber Nacht werden die Platten bei 37 °C bebriitet.

3.1.2 Plasmid-DNA Isolierung

Um DNA-Plasmide zu isolieren, werden Kolonien von einer LB-Agar-Platte gepickt und
in flussiges LB-Medium gegeben. Durch Zugabe von Antibiotika in das LB-Medium
werden Plasmide mit bekannter Resistenz selektioniert. Die Ansatze werden
anschlieBend Uber Nacht bei 37 °C und 200 UpM inkubiert. Bei besonders grof3en
Plasmiden, wie z.B. dem pINDUCER21 (3.5), wird eine niedrigere Temperatur von
30 °C gewahlt, um durch langsameres Wachstum die Fehlerrate bei der Replikation zu
vermindern.

Mithilfe des Zyppi™ Plasmid Miniprep Kit werden aus der Bakteriensuspension die
Plasmide isoliert. Zur Gewinnung groRerer Mengen an DNA wird das PureLink™
HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit genutzt. Beide Kits werden nach Angaben des

Herstellers durchgeflhrt.

3.2 Methoden der Molekularbiologie

3.2.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren
Die DNA-Konzentration einer Probe ist zur Weiterverarbeitung von isolierten DNA-
Plasmiden oft von Bedeutung. Anhand der Absorption bei 260 nm Wellenlédnge wird die

Konzentration mit einem Photometer bestimmt.
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Die zusatzliche Ermittlung des Verhaltnisses der Absorption bei 260 nm und 280 nm
lasst Aussagen Uber die Reinheit der Probe zu. Bei maximaler Reinheit von DNA
betragt das Verhaltnis 1,8. Niedrigere Werten deuten auf eine Verunreinigung der

Probe mit Proteinen hin.

3.2.2 Klonierung von DNA

Ziel der Klonierung ist die identische Vervielfaltigung von DNA-Molekilen. Es erfolgt
ein Transfer von einem Genfragment in einen Vektor. Dazu werden das gewunschte
Genfragment und der Vektor, in den es integriert werden soll, zunachst mit
Restriktionsenzymen geschnitten. Hierbei entstehen komplementare Enden in
Genfragment und Zielvektor, die miteinander hybridisieren. Anschlief3end erfolgt eine

kovalente Verknipfung der Enden, katalysiert durch das Enzym Ligase.

3.2.2.1 Restriktionsenzymverdau der DNA

Zur Restriktion der Vektoren werden 8,5 yL DNA mit 1 uyL Enzym und 2 pL des
passenden Puffers zusammengegeben und auf ein Gesamtvolumen von 20 yL mit H,O
aufgeflllt. Der Puffer wird nach Angaben des Herstellers der Enzyme gewahlt. Die
Ansatze werden zwei bis drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch anschlieRendes
Auftragen auf ein Agarosegel wird die GroRe der entstandenen DNA-Fragmente
Uberpruft.

Neben der Klonierung kommt der Restriktionsenzymverdau auch diagnostisch zur

Uberpriifung der aufgearbeiteten DNA zum Einsatz.

3.2.2.2 Agarosegelelektropherese

Die restringierten Plasmide werden in einer Agarosegelelektropherese aufgetrennt.
Aufgrund der negativ geladenen Zuckerketten wandert die DNA nach Anlegen einer
elektrischen Spannung von 80-100 Volt in Richtung der Anode. Je nach Grdélke des
DNA-Fragments wahlt man die Agarosekonzentration. Bei héherer Agarosemenge wird
das Netzwerk dichter, sodass groRere Genfragmente starker zurlickgehalten werden
als kleinere. In dieser Arbeit werden ab einer aufzutrennenden Fragmentgrof3e von ca.
500 Basenpaaren zweiprozentige Agarosegele eingesetzt.

Dem flussigen Gel wird Ethidiumbromid hinzugefugt, welches die DNA mit UV-Licht
sichtbar macht. Eine parallel aufgetragene, 1 kB DNA-ladder ermdoglicht die

Bestimmung der Grof3e der einzelnen DNA-Fragmente.
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3.2.2.3 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die fluoreszierenden DNA-Banden werden mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel
geschnitten. Dabei ist darauf zu achten, dass die DNA nur méglichst kurz dem UV-
Licht ausgesetzt wird, um Mutationen zu vermeiden. Anschlielend werden die DNA-
Fragmente mit dem Zymoclean™ DNA recovery set nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Die aufgereinigte DNA kann dann z.B. fiur eine Ligation eingesetzt

werden.

3.2.2.4 Ligation von DNA

Unter der Ligation von DNA versteht man die Verknipfung freier DNA-Enden unter
Bildung einer Phosphodiesterbindung. Katalysiert wird diese Reaktion durch das
Enzym Ligase. Mithilfe dieser Methode wird ein Inserat in den gewtnschten Vektor
integriert. Hierbei ist zu beachten, dass Inserat und Vektor in einem molaren Verhaltnis
von 3:1 vorliegen sollten. In dieser Arbeit werden die T4-Ligase und der T4-Ligase-
Puffer von Thermo Scientific™ verwandt. Der Ansatz wird eine Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert.

3.2.3 Gateway® -Klonierungen

Eine weitere Mdglichkeit zur Klonierung ist der Transfer von DNA-Abschnitten mit dem
Gateway®-System von Invitrogen™. Mittels eines Enzymmixes wird das zu
transferierende Gen aus dem entry-Vektor (PENTR™) geschnitten
(Exzisionasefunktion) und anschlie®Bend in den Akzeptorvektor integriert
(Integrasefunktion). Die Erkennung lauft Uber sog. attL-sites im entry-Klon und
attR-sites im Zielvektor. In dieser Arbeit wird das Gateway™-System zur Herstellung
der pINDUCER21-Konstrukte verwendet.

Zur Durchfuhrung der Klonierung werden jeweils 150 ng des entry- und destination
Vektors zusammengegeben und mit TE-Puffer (pH 8,0) auf 4 uL aufgeflllt. Zu der
Probe wird 1 pL LR-Clonase™-Il-enzyme mix gegeben. Es folgt eine Inkubationphase
von vier Stunden bei 25 °C, die durch die Zugabe von 0,5 uL Proteinase K gestoppt
wird. Daraufhin wird die Reaktion weitere zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. Das

Konstrukt wird anschlieRend in E.coli transformiert (3.1.1).

3.2.4 Sequenzierung
Die Sequenz aufgereinigter Plasmide wird mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger

bestimmt. Fir die Sequenzierung werden 150 ng Plasmid-DNA, 1 yL Sequenzier-
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Primer, 2 yL BigDye-Puffer (5x) und 1 yL BigDye 3.1 Mix zusammenpipettiert und mit
H,0 auf ein Gesamtvolumen von 10 pL aufgefillt. In einem Thermocycler wird

anschliefend eine PCR mit folgenden Zyklen durchgefuhrt:

Tabelle 14: PCR Zyklus

Temperatur Zeit Wiederholung
95 °C 2 min 1x

95°C 15 sec 30x

50 °C 15 sec 30x

60 °C 4 min 30x

Nach Beendigung der PCR wird jeweils 10 yL H,O zu den Proben hinzugeflgt. Zur
Analyse werden die Proben in das Zentrallabor des Universitatsklinikums Munster

gebracht.

3.3 Methoden der Zellkultur

3.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien
In dieser Arbeit werden HEK 293T- und AB8-Zelllinien genutzt, die unter folgenden

Bedingungen kultiviert werden:

Tabelle 15: Kultivierungsbedingungen der Zelllinien

Zellinie Bedingungen Medium
HEK 293T 37 °C, 5 % CO, DMEM

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
AB8 humane Podozyten 33 °C, 5 % CO, RPMI 1640
(proliferierend) 10 % FCS
AB8 humane Podozyten 37 °C, 5 % CO, 1 % Penicillin/Streptomycin
(differenzierend) 1 % Supplement

Die Zelllinien werden in Schalen mit 10 cm Durchmesser bis zu einer Konfluenz von
80-90 % gehalten. Alle zwei bis drei Tage wird das Medium ausgetauscht, um den

Zellen ausreichend Nahrstoffe zur Verfugung zu stellen.
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Zur Subkultivierung der Zellen werden die humanen Podozytenzellinien zundchst mit
700 pL Trypsin von der Oberflache gelést. Die Zugabe von 9 mL Medium stoppt die
Reaktion des Trypsins. AnschlieRend wird in der Regel ein Drittel der Zellsuspension in
eine neue Kulturschale Uberflhrt. Die HEK 293T-Zellen zeigen eine deutlich geringere
Oberflachenadhéarenz, sodass sie lediglich durch Auf- und Abpipettieren von der
Schale gel6st werden. Hier wird ca. ein Zehntel der Zellsuspension in eine neue

Kulturschale Uberfihrt.

3.3.2 Transiente Transfektion

Als transiente Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in
eukaryotische Zellen. Im Gegensatz zur Erstellung stabiler Zelllinien wird die DNA bei
dieser Methode nicht fest in das Genom integriert. Die Auswirkungen der transienten
Uberexpression der eingeschleusten Proteine oder Mutanten konnen in
Immunprazipitat- oder Western Blot-Untersuchungen analysiert werden.

Die transiente Transfektion erfolgt mittels Calciumphosphat-Prazipitation. Dazu werden
die Zellen in 10 cm(@)-Schalen bis zu einer Konfluenz von 50-70 % kultiviert. 10 ug der
gewtlinschten Plasmid-DNA werden mit 500 yL Calciumchlorid zusammengegeben und
vermischt. Unter permanentem Schitteln (Vortexer) tropfelt man anschlieend 500 uL
HEBS-Puffer (2x) hinzu. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird die
Mischung auf die Zellen gegeben. Das Transfektionsmedium bleibt sechs bis acht
Stunden auf den Zellen, dann wird es durch normales Wachstumsmedium ersetzt.

Nach weiteren 16—40 Stunden werden die Zellen aufgearbeitet.

3.3.3 Generierung von stabilen Zelllinien

In dieser Arbeit wird die lentivirale Transduktion genutzt, um stabile, induzierbare
Zelllinien herzustellen. Zum einen soll die aktive, membran-assoziierte Form von Rab7
hochreguliert werden und zum anderen die inaktive, zytoplasmatisch-lokalisierte Form.
Dazu werden die zu transduzierenden DNA-Konstrukte pINDUCER21-Rab7 T22N und
pINDUCER21-Rab7 Q67L zusammen mit Plasmiden flr Virusproduktion durch
Calciumphosphat Prazipitation in HEK 293T-Zellen eingebracht. Die HEK-Zellen
werden am Vortag in T75 Kulturflaschen Uberfihrt und so gespalten, dass sie am
Folgetag eine Konfluenz von 50-70 % aufweisen. Am Morgen des Folgetags werden
jeweils 10 ug der pINDUCER21-Plasmide mit 6,5 ug psPAx2 (kodiert fir die
Virusverpackung der DNA) und 3,5 ug pMD2-VSVG (kodiert fur die Virushille)
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zusammengegeben und transient in die HEK 293T-Zellen transfiziert (3.3.2). Das
genetische Material zur Erstellung des Virus ist aus Sicherheitsgrinden auf zwei
unterschiedliche Plasmide aufgeteilt und wichtige Informationen wurden entfernt,
sodass sich das Virus in den Zielzellen nicht repliziert.

Sind sowohl die zu Ubermittelnde DNA-Sequenz, als auch alle fiir die Virusproduktion
notigen genetischen Informationen in der Zelle vorhanden, wird das Virus produziert
und in das Medium sekretiert.

Nach 72 Stunden bei 37 °C wird der virushaltige Uberstand abgenommen und durch
einen 0,45 um Filter filtriert. Zum Filtrat werden zur Steigerung der Infektionsrate
0,8 uL/mL Polybrene hinzugefiigt. Das virushaltige Medium wird im Verhaltnis 1:1 mit
frischem Medium kombiniert und auf die Zielzellen gegeben (AB8 und HEK 293T). Die
Reste des Virusmediums werden sicher verpackt und bei 4 °C im Kihlschrank
gelagert. Die Zielzellen werden bei 37 °C (HEK 293T) bzw. 33 °C (AB8) Uber 24
Stunden mit dem virushaltigen Medium inkubiert. Danach beginnt die erste
Regenerationsphase. Es erfolgt eine Waschung mit PBS und das virushaltige Medium
wird durch normales ersetzt. Nach der 24-stiindigen Regenerationsphase erfolgt ein
zweiter Infektionszyklus nach dem bereits beschriebenen Schema.

Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgt unter Zugabe von 4 ug/mL Puromycin fir
HEK 293T-Zellen und 2 pg/mL fir AB8-Zellen. Dariber werden die pINDUCER21-
Zellen mit der Puromycin-Resistenzkassette selektioniert. Als Kontrolle werden
zusatzlich nicht transduzierte Zellen der beiden Zelllinien kultiviert, die unter Zugabe
von Puromycin absterben. Nach zweimaligem Transfer der Zellen in neue
Kulturschalen sind diese auf die niedrigere Sicherheitsstufe S1 herabgesetzt und

kédnnen mit Doxycyclin induziert werden (3.5).

3.3.4 Herstellung von Zelllysaten

Die Herstellung von Zelllysaten dient der spateren Untersuchung von Proteinen in
Western Blots oder Immunprazipitaten. Hierfir werden die Zellen in 6-well Schalen
kultiviert. Nach Absaugen des Nahrmediums werden die Zellen mit 1 mL PBS-
Puffer (10x) gewaschen. Der Puffer wird einige Male Uber die Zellen geschwenkt und
im Anschluss direkt wieder entfernt. Je nach Dichte werden die Zellen nun mit
200-600 yL SDS-Probenpuffer (1x) versehen und fir eine Stunde bei 100 UpM
geschuttelt. AnschlieRend werden die Zellen durch mehrmaliges aufziehen in die

Pipettenspitze vereinzelt und in 1,5mL Eppendorf Gefalle Uberfihrt. Die
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Zellsuspension wird finf Minuten im Ultraschall gebadet und anschlieend bei -20 °C
bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Vor dem Auftragen in das SDS-Gel werden die Proben flunf Minuten bei 95 °C gekocht.
Dadurch destabilisiert die Zellmembran und die Wasserstoffbrickenbindungen werden
aufgebrochen, sodass die Proteine in Primarstruktur vorliegen. Das im Probenpuffer
enthaltende SDS ummantelt die Aminosaureketten, sodass die Aminosauren eine
einheitliche negative Ladung aufweisen, die ungeféhr proportional zur GroRe der
Proteine ist. Die Proteine in den Proben kénnen mit der SDS-PAGE (3.4.1) aufgetrennt

werden.

3.3.5 Einfrieren von Zellen

Um transduzierte Zelllinien langerfristig zu lagern und um im Falle von
Kontaminationen Uber eine Reserve zu verfiigen, werden Zellen eingefroren.

Bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % werden die Zellen auf 10 cm(d)-Schalen
kultiviert. AnschlieRend werden sie in frischem Medium aufgenommen und funf
Minuten bei 1000 UpM zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird mit PBS gewaschen
und erneut funf Minuten zentrifugiert. Nun werden die Zellen mit Gefriermedium (10 %
DMSO) vermischt und in Kryoréhrchen uberfiinrt. Uber Nacht werden die Réhrchen
zunachst bei -20 °C gelagert, dann sechs Stunden bei -80 °C und letztendlich bis zur

weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.3.6 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Anzahl lebender Zellen kann mit dem RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay
kontinuierlich Gber bis zu 72 Stunden bestimmt werden. Dazu werden die zu
untersuchenden Zellen in Neubauer Zahlkammern ausgezahlt und soweit verdlinnt bis
sich 5.000-50.000 Zellen in 100 yL befinden. Diese werden auf 96 well Platten mit
weilem Boden ausgesat. In einer Konzentration von 1:500 werden das
Luciferase-Enzym und Luciferase-Prosubstrat in aufgewarmtes Medium gegeben und
je 100 pL auf die Zellen gegeben. Lebende Zellen reduzieren das Prosubstrat zu einem
Substrat, dass von dem Luciferase-Enzym zu Lumineszenzsignalen verarbeitet wird.

Die Signale werden zu definierten Zeitpunkten am Tecan-Gerat gemessen.

25



3.4 Methoden der Proteinbiochemie

3.4.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinlysaten (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) trennt Proteine
ihrer Lange nach auf. Damit werden aus Zellkulturen gewonnene Lysate (3.3.4) auf das
Vorhandensein von Proteinen untersucht und deren Konzentration bestimmt.

Die diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophrese besteht aus einem Sammelgel
(5%) und einem Trenngel (8-15%), die wie in der Tabelle 16 dargestellt
zusammengesetzt werden.

Das pH-neutrale Sammelgel kann von den Proteinen leicht durchwandert werden. Es
sorgt daflr, dass die Proteine konzentriert werden, bevor sie in das basische,
engmaschigere Trenngel eintreten. Dort erfolgt die eigentliche Auftrennung nach der
GroRe der Proteine. Das Sammelgel passieren die Proben bei 150 Volt, dann wird der
Strom auf 200 Volt fir die Passage des Trenngels heraufgesetzt. Sobald die ersten
Proben das Trenngel verlassen, wird der Vorgang beendet. Als Marker werden 3 pL

des Page Ruler™-Protein-Marker aufgetragen.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Polyacrylamidelektropherese-Gele

Reagenz Sammelgel 5 % Trenngel 10 %
Volumina [mL] (2 ml) Volumina [mL] (8 ml)

dH.O 1,4 3,2

Acrylamid 0,33 2,7

Rotiphorese® 30 %

1,5 M Tris pH 8,8 - 2,0

1 M Tris pH 6,8 0,25 -

SDS 0,02 0,08

APS 0,02 0,08

TEMED 0,002 0,003

3.4.2 Western Blot

Die Western Blot-Analyse ermoglicht die immunologische Detektion der Proteine, die
zuvor mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophrese aufgetrennt wurden.

In dieser Arbeit wird das semidry-Verfahren angewandt. Dazu wird eine

PVDF-Membran eine Minute in Methanol aktiviert und vier Lagen Whatman-Filterpapier
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in Transferpuffer getrankt. Ausgehend von der Anode der Blotkammer schichtet man
zwei Lagen Filterpapier, die PVDF-Membran, das Acrylamidgel und weitere zwei
Lagen Filterpapier Ubereinander. AnschlieRend werden Luftblasen, die sich eventuell
zwischen den Schichten befinden, ausgestrichen. Nach dem Verschluss der
Blotkammer, beginnt der 90-minutige Proteintransfer mit Anlegen einer Spannung, die
auf einen Stromfluss von 1-1.2 mA/cm? Gel begrenzt ist, was 72 mA pro Membran
entspricht. Die negativ geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld vom Gel in
Richtung der Membran, in der sie durch hydrophobe Wechselwirkungen immobilisiert
werden. Ist der Transfer beendet, wird die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur
und 80 UpM in Blocklésung geblockt. Diese setzt sich je nach Antikérper aus TBS-T
Puffer mit 5 % Milchpulver oder 5 % BSA zusammen und soll unspezifische Bindungen
an die PVDF-Membran verhindern.

Die Membran wird je nach Grélie der Proteine, die detektiert werden sollen, in Streifen
geschnitten. Diese werden bei Raumtemperatur Uber Nacht oder bei 37 °C fur zwei
Stunden mit dem ersten Antikdrper behandelt, der in Blocklésung verdinnt wird. Im
Anschluss an die Inkubation mit dem primaren Antikérper, werden die Membranstreifen
jeweils drei Mal fur funf Minuten mit TBS-T bei 80 UpM gewaschen. Es folgt die
Zugabe des Sekundarantikdrpers, der in Blocklésung verdinnt fir eine Stunde bei
Raumtemperatur und 80 UpM auf die Membranstreifen gegeben wird. Die drei
Waschschritte werden wiederholt. Zum Abschluss werden die Streifen mit Lumi-Lighte
oder Lumi-LightepLus nach Angaben des Herstellers behandelt, woraufhin die
Lumineszenz durch Exposition mit einem Rdntgenfilm oder unter Verwendung eines
Lumineszenzimagers sichtbar gemacht wird.

Soll die Membran erneut zur Immunodetektion mit anderen Antikérpern eingesetzt
werden, kénnen die alten Antikérper durch ,strippen” von der Membran entfernt
werden. Dazu werden sie 30 Minuten bei 37 °C in mild stripping-Puffer inkubiert und
anschlieRend funf Minuten mit TBS-T gewaschen. Die Membran kann danach wieder

geblockt und mit neuen Antikérpern inkubiert werden.

3.4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Durch  die  Betrachtung immunologisch  gefarbter Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop kann die Lokalisation von Proteinen untersucht werden. Ahnlich
wie beim Western Blot werden die Zellen zunachst mit spezifischen Primarantikérpern
markiert, an die wiederum Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikérper binden. Darliber
hinaus kann man die Expression rekombinanter Proteine mit Eigenfluoreszenz wie z.B.

eGFP unter dem Fluoreszenzmikroskop detektieren.
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Die zu untersuchenden Zellen werden bis zu einer Konfluenz von 80 % auf
Deckglaschen kultiviert, mit PBS gewaschen und anschlieend 20 Minuten bei RT mit
4 %-igen Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Das PFA wird durch dreimal 5-minutiges
Waschen mit PBS wieder entfernt. Die Zugabe von NH4CI [50 mM] fir 10 Minuten
stoppt die Fixierung. Nach dreimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen mit
TritonX-100 (0,2 % in 1x PBS) 5 Minuten permeabilisiert. Es folgen drei weitere
Waschschritte bevor die Zellen 20 Minuten in Blockierldsung inkubiert werden, um
reaktive Oberflachen zu blockieren. AnschlieRend werden die Zellen fur mindestens 60
Minuten (alternativ Uber Nacht in einer feuchten Kammer) mit dem Primarantikdrper
inkubiert. Nach drei 5-minlitigen Waschgangen in PBS erfolgt die Inkubation mit dem
Sekundarantikérper (Verdinnung 1:1000) und dem Kernfarbungsmarker DAPI
(Verdinnung 1:5000). Die Zellen werden ein letztes Mal in PBS gewaschen (3x 5
Minuten) und die Deckglaschen in Aqua bidest gebadet. Im Anschluss wird 10 pyL
Mowiol auf den Objekttrager gegeben und das Deckglaschen vorsichtig mit den Zellen
nach unten aufgelegt.

Nachdem das Mowiol ausgehartet ist (Uber Nacht bei 4 °C oder 10 Minuten bei 37 °C),
kénnen die immunologisch gefarbten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

betrachtet werden.

3.5 Das pINDUCER21-Puro-System

Zu Herstellung von stabilen Zelllinien mit induzierbaren Rab7-Aktivitatslevels wird das
pINDUCER21-Puro-System eingesetzt. Dieses ermoglicht in einer Zellpopulation die
einheitliche Expression einer zu untersuchende cDNA durch Doxyzyklin-Stimulation
(Meerbrey et al. 2011). In der Arbeitsgruppe von Prof. Pavenstadt wurde der
pINDUCER21(ORF-EG)-Vektor von Meerbrey et al. modifiziert, indem anstelle von
eGFP eine Puromycin-Resistenzkassette eingesetzt wurde (Abb. 4) (Schulze et al.
2014).

Vermittelt durch eine IRES (interne ribosomale Eintrittsstelle) wird die Puromycin-
Kassette von dem konstitutiv exprimierenden EF1-a Promotor reguliert. Dieser ist
gleichzeitig fir die Expression des Transaktivators rtTA3 (reverse tetracycline
transactivator 3) zustandig. Der Transaktivator rtTA3 spielt eine wichtige Rolle fur die
induzierbare Expression der eingebrachten cDNA. Zusammen mit Doxycyclin als
Koaktivator stimuliert er den Promotor TRE2 (tetracyclin responsive element 2), der der

Genkassette mit der cDNA vorgeschaltet ist und sie somit aktiviert. Folglich kann Uber
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Doxycyclin-Gabe die Genexpression kontrolliert werden. Dies ermdglicht Effekte
zwischen stimulierten und nicht stimulierten Zellen derselben Zelllinie zu vergleichen.

In dieser Arbeit werden das pINDUCER-Rab7 T22N- und
pINDUCER-Rab7Q67L-Plasmid durch lentivirale Transduktion stabil in HEK 293T-
Zellen und AB8-Zellen (humane Podozyten) integriert. Die Puromycin-

Resistenzkassette selektioniert die erfolgreich transduzierten Zellen.

+ Doxyzyklin &

‘//_\ HTA3  + -."_'_ﬁé;sistenz-(i-éﬁ_’
) . e ——
rtTA3
o kontinuierliche Expression

A T Gl  Rab7 (T22N/Q67L) ' attR2 -- HTA3 IRES| Puro = 3'LTR
|—».— Rab7 (T22N / Q67L)

induzierbare Expression

Abbildung 4: Der pINDUCER21-Puro-Vektor

Schematische Darstellung der funktionellen Einheiten des in der AG Pavenstadt geanderten pINDUCER21-Puro-
Vektors, der Doxyzyklin-abhangig die Expression eingebrachter cDNA (in dieser Arbeit von Rab7-Mutanten) ermdglicht.
attR1/2 = recombination sites fir Gateway Klonierungen; EF1-a = elongation factor 1 alpha; GFP = green fluorescent
protein; IRES = interne ribosomale Eintrittsstelle; LTR = long terminal repeats; Puro = Puromycin-Resistenz Kassette;
ntTA3 = reverse tetracycline transactivator 3; TRE2 = Tetracyclin response element 2, Promoter; Ubc = Ubiquitin ¢

Promotor (Abbildung geandert nach Meerbrey et al. 2011)
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung von Zelllinien zur induzierbaren Verschiebung der Rab7-Aktivitat
Um die Bedeutung des Aktivitatslevels von Rab7 zu untersuchen, wurden Zelllinien
erstellt, in denen die Uberexpression von einer daueraktiven- oder dauerinaktiven
Mutante von Rab7 induziert werden kann. Die Rab7 T22N-Mutante kann nur noch
GDP binden und liegt damit permanent in der inaktiven Konformation vor. Die
Rab7 Q67L-Mutante hingegen ist GTPase-defizient und damit nicht mehr in der Lage,
GTP zu GDP zu hydrolysieren. Diese Mutante ist damit daueraktiv.

Mit Hilfe des pINDUCER21-Puro-Systems (3.5) wurden Zelllinien generiert, die die
Doxyzyklin-abhangige Expression von eGFP-Rab7 T22N bzw. Q67L ermdglichen.

Die AB8-Zellen stellen das derzeit beste humane Zellsystem flr eine podozytare
Umgebung dar. Die HEK293T-Zellen wurden als zellbiologisch etablierte
Standardzellen zur Kontrolle ebenfalls transduziert. Uber die Gabe von Doxyzyklin

wurde die Uberexpression der zu untersuchenden Rab7-Mutanten induziert.

4.1.1 Herstellung von pINDUCER-Expressionsvektoren

Um Zelllinien zu generieren, die eine induzierbare Expression von eGFP markiertem
Rab7 T22N bzw. Rab7 Q67L zulassen, mussten zunachst pINDUCER21-Puro-
Rab7 T22N und pINDUCER21-Puro-Rab7 Q67L Expressionsvektoren hergestellt
werden. Dazu wurden die in der AG Pavenstadt bereits vorhandenen cDNA Konstrukte
der Mutanten in ein pENTR-eGFP-Plasmid kloniert.

Das pENTR-Plasmid ist ein entry-Vektor des Gateway®-Klonierungssystems (3.2.3).
Es ermdglicht, die pENTR-eGFP-Rab7 Plasmide in den Zielvektor,
pINDUCER21-Puro, zu Ubertragen. Darlber lasst sich spater in den Zellkulturen die
Genexpression Uber die Gabe von Doxyzyklin regulieren. Aus dem in der AG
Pavenstadt vorhandenen pENTR-eGFP-Rab9 Plasmid wurde das Rab9 cDNA insert
mit Ascl/Pacl ausgeschnitten und durch die Rab7-Mutanten ersetzt. Die pENTR-Rab7
Plasmide wurden in E.coli DH10B amplifiziert (3.1.1) und anschlieRend mittels
Restriktionsenzymverdau analysiert (3.2.2.1).

Die Abbildung 5 zeigt den Verdau der Plasmide mit Ascl und Pstl. Die Pstl-Schnittstelle
ist spezifisch fir das Rab7, wodurch ein Verbleib des Rab9 aus dem urspringlichen
pENTR-Plasmid ausgeschlossen werden konnte. Die entstandenen DNA-Banden aller
Klone passten zu den Langen der Genfragmente 624 bp (Rab7) und ca. 3300 bp

(PENTR). Um sicher zu gehen, dass auch die Basenreihenfolge korrekt ist, wurden
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beide Vektoren anschlieBend sequenziert. Die Sequenzierungen bestatigten die

gewlnschten Mutationen und wiesen auch keine unerwiinschten Mutationen auf.

Rab7 T22N Rab7 Q67L

M 1 2 M 3 4
bp

6000

—
3300 bp pENTR
TR L L ke

1000 o —

750 S P <71 624bp Rab7
500

250

Abbilduna 5: Restriktionsverdau des pENTR-eGFP Rab7 T22N und pENTR eGFP Rab7 Q67L
Dargestellt ist die agarosegel-elektropheretische Auftrennung von zwei Kolonien mit je 20 yl Restriktionsverdau von
Ascl und Pstl geschnittenen pENTR-eGFP_Rab7 Plasmide. In der Spalte M sind jeweils 5 pyl 1 kB DNA GréRenstandard

aufgetragen.

Die fir eGFP-Rab7 T22N bzw. Rab7 Q67L kodierenden cDNA inserts der
pPENTR-eGFP-Rab7-Plasmide wurden daraufhin mit Hilfe des
Gateway® LR Clonase™ Il enzyme mix in den pINDUCER21-Puromycin Vektor
Uberfuhrt- und durch Transformation in E.coli und anschliefiende Kultivierung vermehrt.
Die Uberpriifung der entsprechenden pINDUCER-Vektoren erfolgte mittels
Restriktionsenzymverdau mit Hindlll und Ascl/Pacl. Bei dem Verdau mit Hindlll
entstehen sieben Fragmente mit der Lange von 5092 bp, 3397 bp, 1055 bp, 819 bp,
556 bp, 577 bp und 397 bp, wobei die beiden Fragmente bei 556 bp und 577 bp in
einer Bande zusammen erscheinen. Im Verdau mit Ascl/Pacl wird das Rab7 aus dem
Plasmid geschnitten. Man erwartet eine Bande bei ca.11000bp fir das
pINDUCER21-Konstrukt und eine bei 624 bp flir die Rab7-Mutanten. Die
Restriktionsansatze zeigen, dass die eGFP-Rab7-inserts jeweils korrekt in das
pINDUCER21-Expressionsplasmid tberfuhrt wurden (Abb. 6).
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Abbildung 6: Restriktionsverdau des pINDUCER21-eGFP-Rab7 T22N und pINDUCER21-eGFP-Rab7 Q67L
Dargestellt ist die agarosegelelektropheretische Auftrennung der pINDUCER21-Konstrukte mit je 20 pl
Restriktionsverdau. Links wurde mit Hindlll geschnitten, rechts mit Ascl und Pacl. In der Spalte M sind jeweils 5 pl 1 kB
DNA GroRRenstandard aufgetragen. Bei der unspezifischen Bande handelt es sich vermutlich um nicht verdaute
Plasmide.

4.1.2 Erstellung stabiler Zelllinien
Die generierten pINDUCER21-Konstrukte wurden mittels lentiviraler Transduktion in
HEK 293T- und AB8-Zellen eingebracht (3.3.3). Die Selektion der erfolgreich

transduzierten Zellen erfolgte Uber kontinuierliche Puromycingabe.

A B
Rab7 T22N Rab7 Q67L HEK 293T Rab7 T22N HEK 293T Rab7 Q67L
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Abbildung 7: Die induzierte Uberexpression von Rab7-Mutanten filhrt zu unterschiedlicher intrazellulirer
Lokalisation

(A) Dargestellt sind Western Blot-Analysen aller vier Zelllinien (Rab7 T22N und Q67L jeweils in HEK 293T und AB8
Zellen). Es wurden jeweils 5 pL der HEK- und 14 pL der AB8-Zelllysate aufgetragen. Der Rab7-Antikorper erkennt bei
54 kDa das eGFP-Rab7 Fusionsprotein und bei 23 kDa endogenes Rab7. (B) Mikroskop Bilder der HEK-Zelllinien.

Gezeigt ist eine Uberlagerung von eGFP (griin)- und Durchlichtaufnahmen (grau).
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Nach Abschluss der Selektion und 24-stiindiger Stimulation mit Doxyzyklin wurden die
Zelllinien mit Western Blot-Analysen und unter dem Mikroskop untersucht. Im Western
Blot waren sowohl in HEK 293T- als auch in AB8-Zellen eGFP-Rab7 Banden
nachweisbar. Unter dem Mikroskop zeigten die Rab7 T22N exprimierenden Zelllinien
eher diffuse eGFP Signale im gesamten Zytosol, wahrend die Signale in den
Rab7 Q67L exprimierenden Zelllinien vor allem auf rundliche Strukturen begrenzt sind.
Dies deutet darauf hin, dass Rab7 T22N und Rab7 Q67L unterschiedlich innerhalb der

Zelle verteilt sind.

4.2 Daueraktives Rab7 Q67L vermindert die Zellviabilitat

Bei der Kultivierung der stabilen Zelllinien fiel auf, dass Zellen, die die daueraktive
Mutante Rab7 Q67L exprimieren, langsamer wachsen. Um zu analysieren, ob
Rab7 Q67L einen proliferationshemmenden oder zytotoxischen Effekt auf die Zellen
hat, wurden Zellviabilitdtsassays durchgefuhrt (3.3.6).

Hierbei wuchsen sowohl die Rab7 Q67L als auch die Rab7 T22N Zellen bei
Doxyzyklin-Zugabe langsamer als die Zellen in den nicht-induzierten Kontrollansatzen.
Die genaue Auswertung der Messungen zeigte jedoch, dass der beobachtete Trend

lediglich in den Rab7 Q67L exprimierenden Zellen signifikant ist.
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Abbildung 8: Daueraktives Rab7 Q67L vermindert die Zellviabilitat

Dargestellt sind die Messwerte der Luciferase Intensitat fir Rab7 T22N und Q67L. Auf der x-Achse sind die
Messzeitpunkte ab Zugabe von Doxyzyklin und des Luciferase-Substrates angegeben. Der linke Balken stellt jeweils
die Kontrolle dar. Es wurden Triplikate untersucht. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (SD) dar.
*p<0,05 **p<0,01

Zusammenfassend bestatigt das Assay die im Vorfeld gemachte Beobachtung, dass

die Uberexpression von Rab7 Q67L zu einer deutlichen Abnahme der Zellproliferation
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fuhrt. Dies weist auf einen zytotoxischen oder wachstumsinhibierenden Effekt der

daueraktiven Rab7-Mutante hin.

4.3 Einfluss der Rab7-Mutanten auf den mTOR-Signhalweg

Da bekannt ist, dass die mTOR-Kinase eine wichtige Rolle fir den Podozyten spielt
(1.5) und auf Rab7-positiven Kompartimenten aktiviert wird (1.4), lag die Vermutung
nahe, dass sich unterschiedliche Rab7-Aktivitatslevel auf den mTOR-Signalweg im
Podozyten auswirken. Da die Detektion der mTOR-Kinase eher anspruchsvoll ist,
wurden phosphorylierte Formen ihrer downstream targets als Anzeigewerte genutzt.
Starke Signale der phosphorylierten Form des Protein S6 bedeuten, dass die mTOR-
Kinase aktiv ist, wahrend schwachere Signale auf eine verringerte Aktivitat hindeuten.
Sowohl fur Rab7 T22N als auch fur Rab7 Q67L wurden keine Unterschiede der
endogenen pS6 Expression nachgewiesen (Abb. 9).

Die Ergebnisse deuten somit an, dass der mTOR-Signalweg nicht von

unterschiedlichen Rab7-Aktivitatslevel beeinflusst wird.

HEK 293T ABS8
Rab7 T22N Rab7 Q67L Rab7 T22N Rab7 Q67L
Dox + - + - + - + -
(Ser235/38)

Abbildung 9: Die basale Aktivitit der mTOR-Kinase wird durch die Rab7-Mutanten nicht beeinflusst
Dargestellt sind die Ergebnisse von Western Blot-Analysen mit priméren Antikorpern fir das mTOR downstream target
phospho-S6 ribosomales Protein (Phosphorylierungsstelle am Serin 235/36) und Aktin als Ladungskontrolle. Die Zellen

wurden Uber 48 Stunden mit Doxyzyklin induziert.

Da die mTOR-Kinase Aktivitat nicht durch die Uberexpression von Rab7 GDP oder -
GTP verandert wurde, stellte sich die Frage, ob mTOR in Podozyten eher bei der durch
mTOR-Reaktivierung ausgelosten Reformierung von Lysosomen eine Rolle spielt
(Cina et al. 2012). Um den Zeitpunkt der Reaktivierung zu untersuchen, wurde die
mMmTOR-Kinase durch Hungern der Zellen in EBSS-Medium (serumfrei) zunachst

inaktiviert. Durch ein anschlieBendes refeeding mit normalem Medium sollte die
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mTOR-Kinase reaktiviert werden. Fehlende Aktivitdt der mTOR-Kinase nach dem
refeeding spricht fur eine gestdrte Reaktivierung.

Die Versuche wurden an den AB8 Rab7 T22N und -Rab7 Q67L-Zelllinien durchgefuhrt.
Zusatzlich wurde eine AB8-Zelllinien eingesetzt, in der das Gesamtlevel von Rab7
durch Doxyzyklin-Gabe herabgesetzt werden konnte (knockdown). Alle Zelllinien
wurden zundchst vier Stunden in EBSS-Medium gehungert. AnschlieRend wurde
jeweils ein Aliquot der Zellen fir zehn Minuten mit Standardmedium (DMEM plus
10%FCS) kultiviert (refeed).

Wie erwartet wurde unter Hungerbedingungen kaum mTOR-Aktivitat festgestellt. Da
Hungern ein starker Induktor von Autophagozytoseprozessen ist, geht die Aktivitat von
MTOR bei Hungern zurtck. Fir die Rab7 T22N Uberexprimierenden Zellen wurde
gezeigt, dass sie genauso gut wie die jeweiligen Kontrollen auf das refeeding
ansprechen. Auch die mit Doxyzyklin induzierten Rab7-knockdown-Zellen wiesen
ahnliche Expressionslevel der mTOR downstream targets nach dem refeeding auf wie
nicht induzierte Kontrollzellen. Die GTPase-defiziente Mutante Rab7 Q67L zeigte im
Vergleich zur nicht induzierten Kontrolle jedoch keine Reaktivierung vom mTOR-
Signalweg (Abb. 10).
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Abbildung 10: Die daueraktive Rab7 Q67L-Mutante stort die mTOR-Reaktivierung nach Hungern

(A) Dargestellt ist das Ergebnis der Western Blot-Analysen von Lysaten aus proliferierenden, 33 °C AB8-Zellen. Die
Zellen wurden vier Stunden in EBSS (Earle's Balanced Salt Solution) Medium gehungert. Das refeeding erfolgte tber
10 Minuten mit normalem AB8-Medium. Die Lysate wurden Western Blot-Analysen zugefiihrt. Primare Antikérper
gegen mTOR downstream targets pp70 S6K und das ribosomalen Protein pS6, gegen den Autophagozytose Marker
LC3 und gegen Aktin als Ladungskontrolle wurden eingesetzt. Die Zellen wurden lber 48 Stunden mit Doxyzyklin
induziert. (B) Eine induzierbare Rab7-knockdown-Zelllinie wurde wie in (A) beschrieben behandelt. Der Rab7-
Antikdrper wurde eingesetzt, um den knockdown zu bestatigen. Die Induktion mit Doxyzyklin erfolgte Uber sieben

Tage.
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Neben den mTOR downstream targets pp70 S6K und pS6 wurden auch die
Expressionslevel des Autophagozytosemarkers LC3 analysiert. Hier fielen in den
knockdown und Rab7 T22N-Zellen keine Unterschiede zwischen induzierten und nicht
induzierten Zellen auf. Passend zu der inhibierten mTOR-Reaktivierung, konnte in
Rab7 Q67L  Uberexprimierenden Zellen eine vermehrte Expression des
Autophagozytosemarkers LC3 Il nachgewiesen werden (siehe unten, 4.4).

Insgesamt kann man die Schlussfolgerung ziehen, dass eine verminderte Rab7-
Expression oder eine dauerinaktive Rab7 Variante keinen Einfluss auf die
Reaktivierung von mTOR haben, wahrend die daueraktive Rab7-Mutante die mTOR-
Reaktivierung zu  verhindern  scheint und zu erhéhten Level des

Autophagozytosemarkers LC3 fihrt.

Nachdem der Western Blot einen inhibierenden Einfluss von Rab7 Q67L auf die
Reaktivierung von mTOR gezeigt hatte, wurde vermutet, dass auch in
Immunfluoreszenzfarbungen ein Effekt von Rab7 Q67L auf die intrazellulare mTOR-
Lokalisation zu sehen sein kdnnte.

Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden die Zellen nach dem gleichen Schema wie
oben beschrieben (siehe Abb. 9) behandelt, fixiert und dann mit primaren Antikdrpern
gegen mTOR und Lamp2 als lysosomalen Marker inkubiert.

Die Aufnahmen zeigten, dass mTOR unter Hungerbedingungen diffus im Zytosol
verteilt ist. Nach dem refeeding kolokalisierte mTOR in der dauerinaktiven Rab7 T22N
Mutante mit Lamp2-positiven Strukturen. In den Rab7 Q67L exprimierenden Zellen
hingegen blieben die mTOR-Signale eher diffus und lieRen sich nur vereinzelt auf
Lamp2-positiven Strukturen nachweisen. Auch in nicht gehungerten Rab7 Q67L-
Kontrollzellen wurde eine geringere Kolokalisation von Lamp2 und mTOR als in den
Rab7 T22N-Zellen festgestellt (Abb. 11).

Die Immunfluoreszenzfarbungen deuten daher insgesamt an, dass Rab7 Q67L die

Rekrutierung von mTOR auf Lamp2-positive Strukturen vermindert.
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Abbildung 11: Die daueraktive Rab7 Q67L Mutante vermindert die mTOR Rekrutierung auf Lamp2-positive
Strukturen

Dargestellt sind Immunfluoreszenzanalysen von Zellen, die wie in Abbildung 10 behandelt wurden. Die Zellen
wurden fixiert und mit primaren Antikérpern gegen mTOR und Lamp2 gefarbt. Die Induktion mit Doxyzyklin erfolgte

Uber 48 Stunden.

4.4 Die daueraktive Rab7 Q67L-Mutante fiihrt zu einer Akkumulation von LC3 Il
und unreifer von Cathepsin D

Da mTOR neben Zellwachstum und -proliferation auch die Autophagozytose reguliert,
wurden Western Blot-Analysen mit primaren Antikérpern gegen den Autophagozytose
Marker LC3 und Cathepsin D durchgeflnhrt.

Es wurde eine Akkumulation von LC3 1l und Vorformen von Cathepsin D in den
Rab7 Q67L exprimierenden Zellen festgestellt. Der Effekt war sowohl in den
HEK 293T- als auch in den AB8-Zellen erkennbar (Abb. 12).
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Das deutet darauf hin, dass die Uberexpression von Rab7 Q67L mit einer gestdrten
Reifung oder Ansduerung endolysosomaler Strukturen verbunden sein kbénnte, da die

Prozessierung von Cathepsin D (von pre in mature) einen niedrigen pH-Wert erfordert.
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Abbildung 12: Die daueraktive Rab7 Q67L-Mutante fiihrt zu einer

Akkumulation von LC3 Il und Vorformen von Cathepsin D

LC3 I/ Actin ratio

(A) Lysate aus den stabilen Zelllinien wurden in Western Blot-Analysen untersucht.

Verwendet wurden primare Antikdrper gegen Aktin, Cathepsin D und LC3. Die

Zellen wurden Uber 48 Stunden mit Doxyzyklin behandelt. (B) Die Dichte der
Western Blot-Balken wurde mit ImagedJ bestimmt. Die Fehlerbalken reprasentieren
die SD. *p<0,05, **p<0,01

4.5 Einfluss der Rab7-Mutanten auf mTOR in ausdifferenzierten AB8-Zellen

Da es sich bei den humanen Podozyten in vivo um postmitotische Zellen handelt, fir
die insbesondere in Bezug auf mTOR- und Autophagozytose-Aktivitat Unterschiede zu
proliferierenden Zellen beschrieben sind (Narita et al. 2011), wurden die Effekte von
Rab7 Q67L auf mTOR auch in ausdifferenzierten Zellen untersucht. Die bisher in
dieser Arbeit untersuchten 33 °C Zellen teilen sich und sind ein Modell fir
proliferierende Zellen. Der shift von 33 °C auf 37 °C bewirkt, dass die Zellen sich
zunachst viel langsamer teilen und nach etwa 10-14 Tage nicht mehr proliferieren. Der
Vergleich zwischen bei 33 °C und 37 °C kultivierten Zellen ist deshalb ein Ansatz, um
mdgliche Unterschiede zwischen postmitotischen und proliferierenden Podozyten
herauszuarbeiten.

Damit Lysate von proliferierenden und ausdifferenzierten AB8-Zellen verglichen
werden konnten, wurden die AB8-Zellen tUber 12 Tage bei 37 °C kultiviert. Zunachst
wurde eine Expressionskontrolle durchgeflhrt, um zu Uberprifen, ob auch in den nicht
proliferierenden Zellen eGFP-Rab7 T22N bzw. Q67L nachweisbar ist. Die
Uberexpression der eGFP-gekoppelten Rab7-Mutanten konnte auch fiir die

ausdifferenzierten Zellen bestatigt werden (Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Uberexpression der Rab7-Mutanten
funktioniert auch in ausdifferenzierten AB8-Zellen
Dargestellt sind Western Blot-Analysen der
AB8 Zelllysate, die bei 37 °C kultiviert wurden. Es wurden
jeweils 14 yL der Lysate aufgetragen. Der Rab7-
Antikorper erkennt bei 54 kDa das eGFP-Rab7 und bei
23 kDa endogenes Rab7. Die Doxyzyklininduktion
erfolgte Uber 48 Stunden.

AnschlieBend wurden Lysate von 33 °C und 37 °C ABS8-Zellen nebeneinander

aufgetragen, um die Expressionslevel der mTOR downstream targets pp70 und pS6

und dem Autophagozytosemarker LC3-ll zu untersuchen. Um die Lysate vergleichen

zu kénnen, wurden die Signale densitometrisch ausgewertet und auf die endogene

Aktinexpression normiert.
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Abbildung 14: Ausdifferenzierte AB8-Zellen exprimieren signifikant mehr LC3-ll als proliferierende AB8-Zellen
Lysate von 33 °C und 37 °C AB8 Zellen wurden Western Blot-Analysen mit primaren Antikérpern gegen pp70, pS6,
LC3 und Aktin zugefihrt. Die Dichte der Western Blot-Banden wurde mit ImagedJ bestimmt. Die Fehlerbalken stellen

die SD dar. *** p < 0,005

Unterschiede im Niveau der basalen mTOR-Aktivitat und Autophagozytose sind sehr

spannend, da postmitotische Zellen deutlich starker auf das Recycling eigener
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Zellorganellen und Proteinkomplexe angewiesen sind als schnell wachsende Zellen. In
postmitotischen Zellen findet deshalb oft deutlich mehr Autophagozytose statt (Weide
und Huber 2011).

Auch in den in dieser Arbeit genutzten humanen Podozytenzelllinien konnten
signifikant hdhere Expressionslevel des Autophagozytosemarkers LC3-1l in den
ausdifferenzierten Zellen im Vergleich zu den proliferierenden Zellen nachgewiesen
werden. Die Expressionslevel der mTOR downstream targets pp70 und pS6 waren in
den proliferierenden Zellen etwas hoéher. Die Unterschiede waren jedoch nicht
statistisch signifikant (Abb. 14).

Die bereits mit proliferierenden Zellen durchgefiihrten Hungerversuche wurden mit den
ausdifferenzierten AB8-Zellen wiederholt. Wie bereits fir die proliferierenden Zellen
beschrieben, lief sich auch hier eine Stérung in der Reaktivierung von mTOR nach

Hungern bei Uberexpression von Rab7 Q67L nachweisen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Rab7 Q67L stort die Reaktivierung von mTOR nach Hungern in ausdifferenzierten Podozyten

Dargestellt ist das Ergebnis der Western Blot-Analysen von Lysaten aus ausdifferenzierten, 37 °C AB8-Zellen. Die
Zellen wurden vier Stunden in EBSS (Earle's-Balanced-Salt-Solution) Medium gehungert. Das refeeding erfolgte tiber
10 Minuten mit normalem AB8 Medium. Die Lysate wurden Western Blot-Analysen zugefihrt. Primare Antikdrper
gegen mTOR downstream targets pp70 S6K und das ribosomalen Protein pS6, gegen den Autophagozytose Marker
LC3 und gegen Aktin als Ladungskontrolle wurden eingesetzt. Die Zellen wurden Uber 48 Stunden mit Doxyzyklin

induziert.

Auch in den Immunfluoreszenzanalysen war die Kolokalisation von mTOR und dem
lysosomalen Marker Lamp2 in den Rab7 Q67L Uberexprimierenden Zellen nach

refeeding vermindert (Abb. 16).
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Insgesamt konnten die Effekte, die bereits in den proliferierenden Zellen beobachtet
wurden, in den ausdifferenzierten AB8-Zellen bestatigt werden. Die mTOR
Reaktivierung und Rekrutierung auf Lamp2-positive Strukturen wird nach Hungern
durch die Uberexpression von Rab7 Q67L auch in ausdifferenzierten AB8-Zellen

inhibiert bzw. vermindert.
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Abbildung 16: Die daueraktive Rab7 Q67L-Mutante vermindert die mTOR-Rekrutierung auf Lamp2-positive
Strukturen in ausdifferenzierten AB8-Zellen

Dargestellt sind Immunfluoreszenzanalysen von 37° C AB8-Zellen, die wie in Abbildung 10 behandelt wurden. Die
Zellen wurden fixiert und mit primaren Antikérpern gegen mTOR und Lamp2 gefarbt. Die Induktion mit Doxyzyklin

erfolgte Uber 48 Stunden.

41



5 Diskussion

5.1 Herstellung stabiler Zelllinien zur Uberexpression von daueraktivem- und
dauerinaktivem Rab7

Die pINDUCER21-Konstrukte beider Rab7-Mutanten wurden in dieser Arbeit
erfolgreich in HEK 293T- und humane Podozytenzellen (AB8) transduziert. Das
induzierbare System bringt einige Vorteile. So kénnen die Zellen im gewlnschten
Umfang kultiviert werden und die Expression der Mutanten erst zum passenden
Zeitpunkt durch die Zugabe von Doxyzyklin stimuliert werden. Nicht-induzierte Zellen
kénnen als Kontrolle genutzt werden. Dadurch, dass die Kontrollzellen zuvor gleich
behandelt wurden, hat der Vergleich der nicht-induzierten mit den induzierten Zellen
eine hohe Aussagekraft. Festgestellte Unterschiede sind mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf die Uberexpression der Rab7-Mutanten zuriickzufihren. Bei der Interpretation der
Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass es weiterhin eine endogene Rab7-
Expression gibt, die schwachere Effekte Uberdeckt oder sogar wieder aufheben kann.
Durch die Uberexpression der GTPase-defizienten- und dauerinaktiven Mutante
werden zwei gegensatzliche Rab7-Aktivitdtszustdnde untersucht, ohne die Expression
des gesamten Proteins zu vermindern. Alternativ liele sich die Verschiebung der
Aktivitatslevel nur Uber GTPase-Inhibitoren untersuchen, die allerdings viele off-target
Effekte aufweisen. Fir Rab7 ist als Inhibitor zum Beispiel das CID 1067700 bekannt
(Agola et al. 2012), das aber vor allem bei hdheren Konzentrationen auch andere

kleine GTPasen inhibieren kann.

Die erstellten Zelllinien wurden zuerst getestet. Im Western Blot bestatigte die
Detektion einer zusatzlichen Bande bei 54 kDa in den induzierten Zellen, dass
eGFP-Rab7-Fusionsproteine exprimiert werden. Das endogene Rab7 wird bei 23 kDa
detektiert. Zuséatzlich stutzten die Immunfluoreszenz Aufnahmen den Erfolg der
Transduktion. Hier waren die eGFP-Signale des daueraktiven Rab7 auf rundlichen
Strukturen, vermutlich Lysosomen, lokalisiert, wahrend die Signale des dauerinaktiven
Rab7 diffus im Zytosol verteilt waren. Wie bereits in der Einleitung (1.3) dargestellt, ist
dies die Lokalisation, die man flr diese Rab7-Mutanten erwarten wirde. Auch fir
ausdifferenzierte AB8-Zellen wurde die Funktionalitdt des erstellten induzierbaren

Zellsystems nachgewiesen.

Die Untersuchung von Zelllinien, die unterschiedliche Rab7-Aktivitatslevel stabil

exprimieren, ist fir die Podozytenforschung sehr interessant, da bereits mehrfach
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gezeigt wurde, dass endolysosomale Prozesse fir den Podozyten Uberlebenswichtig
sind (Soda et al. 2012; Bechtel et al. 2013; Tagawa et al. 2016). Bisher
unveroffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Pavenstadt stitzen diese
Befunde, da sie zeigen, dass ein Rab7-knockout in murinen Podozyten zu einer
starken Proteinurie fuhrt.

Interessanterweise sind Mutationen innerhalb der kodierenden Region des
menschlichen RAB7-Gens bereits im Zusammenhang mit humanen Charcot-Marie-
Tooth-Erkrankungen (CMT2B-Neuropathie) identifiziert worden (Zhang et al. 2013). Da
Neuronen ahnlich wie Podozyten postmitotische Zellen sind, ist die Betrachtung
neuronaler Krankheiten grundsatzlich von Relevanz fir die Podozytenforschung. In der
Tat wurde kurzlich gezeigt, dass Mutationen im INF2-Gen, das ursprunglich fur CMT-
Neupathien identifiziert wurde, auch bei bestimmten Formen podozytarer
Erkrankungen eine grof3e Rolle spielen (Caridi et al. 2014).

Fir die CMT2B-Neuropathie wurden Rab7-Mutationen identifiziert, die eine
langsamere GTP-Hydrolyse als das Wildtyp-Protein aufweisen (Spinosa et al. 2008;
Cherry et al. 2013), was in Richtung der in dieser Arbeit untersuchten Rab7 Q67L-
Mutation geht. Der genaue Krankheitsmechanismus jedoch ist nicht geklart und
Bestandteil aktueller Forschung. Gentil und Cooper postulieren, dass Uber einen Gain
of Function Mechanismus der downstream Regulator RILP (Rab-interacting lysosomal
protein) von den mutierten Rab7-Proteinen gebunden wird. Die daraus resultierende
mangelnde Verfigbarkeit von RILP fir andere Funktionen, wie z.B. den endosomalen
Transport, fihre zu den Symptomen (Gentil und Cooper 2012). Cherry et al. halten
hingegen einen Loss of Function Mechanismus flr ursachlich (Cherry et al. 2013). Sie
konnten zeigen, dass die Mutanten nur noch 10-50 % ihrer Funktionalitat im Vergleich
zum nicht mutierten Rab7-Protein behalten. Durch Uberexpression der Mutanten

konnten sie den Neuropathie-ahnlichen Phanotyp komplett aufheben (rescue).

5.2 Die Rab7 Q67L uiberexprimierenden Zellen haben eine geringere Zellviabilitat
FUr die Rab7 Q67L-Mutante, die ahnlich wie die CMT2B-Mutanten eine verminderte
GTP-Hydrolyse aufweist, zeigte das durchgefilhrte Zellviabilitidtsassay eine signifikant
geringere Zellviabilitat im Vergleich zur nicht induzierten Kontrolle. Im Einklang mit den
in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen ist in der Literatur bereits beschrieben, dass
die Uberexpression von Rab7 Q67L Apoptose induziert (Romero et al. 2009).

Zusammengenommen stitzen diese Daten die Hypothese, dass eine Fehlregulation

der Rab7-Aktivitat das Uberleben von Zellen negativ beeinflusst. Besonders bei
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postmitotischen Zellen wie den Podozyten, die nach ihrem Absterben vermutlich nicht
ersetzt werden (Pavenstadt et al. 2003), kdnnte dies wichtig sein. Mdglicherweise
fuhren demnach neben dem vollstandigen Verlust von Rab7 (vgl. noch nicht
veroffentlichte Daten der Rab7-knockout Maus aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Pavenstadt, 1.6) auch ein verandertes Rab7-Aktivitdtslevel Uber eine erhdhte
Zelltoxizitdt zu vermehrtem Podozytenverlust. Daraus kénnte ein maoglicher Einfluss
der Rab7-Aktivitatslevel auf die Pathogenese oder Progression von chronischen
Nierenerkrankungen resultieren.

Die genauen molekularen Mechanismen, die zu der erhdhten Zelltoxizitat fluhren,
bleiben jedoch zu klaren. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Untersuchung der
mTOR-Kinase gelegt, da sie bekanntermalen eine wichtige Rolle fiir das Uberleben
von Podozyten spielt (Goédel et al. 2011; Narita et al. 2011; Cina et al. 2012).
Aullerdem wird die mTOR-Kinase auf endolysosmalen Kompartimenten aktiviert
(Sancak et al. 2008), was wiederum eine Verbindung zu dem fir endo- und

autophagolysosomale Transportprozesse wichtigen Rab7 herstellt.

5.3 Rab7 Q67L beeinflusst die mTOR-Reaktivierung nach Hungern

In den ersten Analysen zum Einfluss der Rab7-Mutanten auf die mTOR-Kinase konnte
zunachst keine Regulierung der basalen mTOR-Aktivitat festgestellt werden. Erst durch
zeitweises Hungern und anschlieRendes refeeding wiesen die Rab7 Q67L
Uberexprimierenden Zellen einen Unterschied in der mTOR-Reaktivierung im Vergleich
zur Kontrolle auf. Vermutlich wurden die Zellen durch die Kultivierung in
Standardmedium so gut mit Nahrstoffen versorgt, dass der mTOR-Aktivitatsstatus
keinen groflen Schwankungen unterlag. Erst durch den Wechsel zwischen Hungern
und ausreichendem Nahrungsangebot konnte ein Unterschied herausgearbeitet
werden. Der Wechsel zwischen nahrstoffreichen- und a&rmeren Milieus ist in vivo
vermutlich die Regel, sodass die hier gefundenen Unterschiede auch in vivo von
Bedeutung sein kdnnten.

Die daueraktive Rab7-Mutante scheint erst in die mTOR-Aktivierung einzugreifen,
wenn die mTOR-Kinase durch Hungern von den Lysosomen dissoziiert ist.
Mdoglicherweise spielt in Podozyten also eher die Reaktivierung von mTOR eine Rolle,
die zur autophagolysosomalen Reformierung und damit zur Komplettierung des

Autophagozytose-Zyklus fuhrt (Cina et al. 2012).
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Untersuchungen zum Einfluss von Rab7 auf den mTOR-Signalweg existieren bereits in
friheren Studien (Flinn et al. 2010; Li et al. 2010). Beide Studien haben sich
hauptsachlich mit dem frihendosomalen Rab5 beschaftigt, aber auch einzelne
Ergebnisse zu anderen Rab Proteinen gezeigt. Einig waren sich die Gruppen in der
Tatsache, dass daueraktives Rab5 die Aktivierung der mTOR-Kinase inhibiert. Die
Aussagen uber den Einfluss von daueraktivem Rab7 gehen jedoch auseinander.

Li et al. konnten durch Uberexpression der daueraktiven Rab7-Mutante und Co-
Transfektion des mTOR downstream targets pS6K eine Inhibition der mTOR-Aktivitat
bereits ohne vorgeschaltete Hungersituation nachweisen. Flinn et al. postulieren
hingegen, dass die Uberexpression von Rab7 Q67L oder Rab7 T22N zu keiner
gestorten mTOR-Aktivierung fihrt. Diese Gruppe untersuchte den Einfluss einer
Insulinstimulation. Es ist bekannt, dass mTOR durch eine aminosaureabhangige- und
Uber eine insulinabhangige Kaskade (auch TSC/Rheb Achse) aktiviert wird (Laplante
und Sabatini 2009). Fur die Rekrutierung der mTOR-Kinase ist die
aminosaureabhangige Kaskade zustandig (Sancak et al. 2008). Man weil3, dass sie
unabhangig von der anderen Aktivierungskaskade ist, die durch Wachstumsfaktoren
wie Insulin, Sauerstoff und den Energiestatus reguliert wird. Die insulinabhangige
Kaskade spielt bei der Aktivierung von Rheb eine Rolle. Die genaue Lokalisation von
endogenem Rheb ist bisher nicht bekannt, man vermutet aber, dass es sich auf
endolysosomalen Strukturen befindet (Sancak et al. 2010). Wenn die mTOR-Kinase
nicht auf die Lysosomen rekrutiert wird, da nur eine Stimulation mit Insulin und nicht mit
Aminosauren erfolgte, kann Rheb nicht mit mTORC1 in Kontakt treten. Dies erklart
mdglicherweise die abweichenden Ergebnisse.

In dieser Arbeit konnte durch Hungern und anschlieRende Aminosaurestimulation ein
inhibierender Effekt der daueraktiven Rab7 Q67L-Mutante auf mTOR-Aktivitat
festgestellt werden. AulRerdem zeigt diese Arbeit zum ersten Mal, dass dieser Effekt in

postmitotischen Podozytenzellen nachweisbar ist.

In den Immunfluoreszenzen bewirkte Rab7 Q67L eine verminderte Rekrutierung von
MTOR auf lysosomale Strukturen. Da mTOR auf lysosomalen Strukturen aktiviert wird,
stitzt diese Beobachtung die Ergebnisse aus dem Western Blot, die zeigen, dass
Rab7 Q67L die mTOR-Reaktivierung nach Hungern inhibiert. Es ist also davon
auszugehen, dass Rab7 entweder die lysosomale Membran verlassen oder GTP

hydrolysiert werden muss, damit mTOR aktiviert werden kann. In zukunftigen Arbeiten
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ware es interessant zu untersuchen, inwieweit die Rab7-GAPs oder ein Rab7/Rab9-

switch fir die mTOR-Aktivierung notwendig sind.

5.4 Die daueraktive Rab7 Q67L-Mutante fiihrt zu gesteigerter Autophagozytose
und lysosomalen Reifungsstérungen

Da die aktive mTOR-Kinase Autophagozytose unterdriickt, war die Beobachtung
erhohter Level des Autophagozytosemarkers LC3-Il passend zu der zuvor
festgestellten verminderten mTOR-Aktivitat. Ahnliche Beobachtungen machten bereits
Toyofuku et al. bei der Untersuchung von Mausen, in denen ahnlich wie bei der
Rab7 Q67L-Mutante eine geringere Rab7-GTPase-Aktivitdt vorhanden war. Diese
Mause zeigten eine Akkumulation von LC3-Il nach Hungern. Durch den Hungerreiz
wird die Autophagozytose stimuliert und es wird mehr LC3 gebildet. Die Gruppe
vermutet, dass die konjugierte Form des LC3, das LC3-ll, akkumuliert, da die
lysosomale Degradation wahrend der Autophagozytose durch reduzierte GTPase-
Aktivitat nicht mehr ausreichend stattfindet. Die Effekte konnten Toyofuku et al. durch
eine Rab7-GAP-Mutante mit erhdhter GTPase-Aktivitat teilweise wieder aufheben
(rescue) (Toyofuku et al. 2015).

Cathepsin D ist eine lysosomale Protease. Sie wird zunachst als prepro-Vorstufe
exprimiert und anschliefend in den Lysosomen aktiviert. Mit der Aktivierung geht eine
Abspaltung des Propeptids einher. Die in dieser Arbeit festgestellte Akkumulation der
Vorstufen vom  Cathepsin D  spricht fur eine fehlgesteuerte  Reifung
spatendolysosomaler- in lysosomale Kompartimente. Toyofuku et al. vermuten, dass
durch die fehlende Rab7-GTPase-Aktivitdt die Endosom-Lysosom Fusion nicht mehr
stattfindet. Das kénnte zu einer fehlenden Ansduerung der Rab7-positiven
Kompartimente flhren.

Die fehlende Ansauerung wiederum konnte die gestdérte mTOR-Reaktivierung erklaren.
Wenn der pH-Wert in den Lysosomen zu weit ansteigt, werden Proteine nicht mehr zu
Aminosauren degradiert. Da Zoncu et al. gezeigt haben, dass die mTOR-Kinase tUber
einen v-ATPase-abhangigen Mechanismus lysosomale Aminosduren erkennt und
dadurch aktiviert wird, kdnnte man vermuten, dass in Rab7 Q67L Uberexprimierenden
Zellen ein erhdhter pH-Wert zu verminderter Proteindegradation und folglich gestorter
mTOR-Reaktivierung fuhrt.

Stransky und Forgac machten zudem die Beobachtung, dass bei Neutralisation der
lysosomalen Kompartimente durch Gabe des v-ATPase Inhibitors Chloroquine das

mTOR-signaling zundchst aufrechterhalten wurde, nach einer Hungerperiode jedoch
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keine mTOR-Reaktivierung stattfand (Stransky und Forgac 2015). In dieser Arbeit
wurde auch flr die Rab7 Q67L Uberexprimierenden Zellen festgestellt, dass sie erst
nach einer Hungerperiode Einfluss auf den mTOR-Signalweg austben. Diese
Ergebnisse bestarken die Vermutung, dass eine Uberexpression der daueraktiven

Rab7-Mutante zu einer Erhdhung des lysosomalen pH-Werts fuhren kénnte.

5.5 Rab7 Q67L fiihrt zu einer verminderten mTOR-Kinase Aktivierung nach
Hungern

Die Untersuchung des Einflusses der Rab7-Mutanten auf mTOR in ausdifferenzierten
AB8-Zellen ist insofern interessant, als dass fur humane Podozyten, bei denen es sich
in vivo um postmitotische Zellen handelt, Unterschiede in Bezug auf mTOR und
Autophagozytose im Vergleich zu proliferierenden Zellen beschrieben sind. Narita et al.
beschreiben Kompartimente, in denen anabole und katabole Vorgange parallel
ablaufen kdénnen (Narita et al. 2011). Diese Strukturen bezeichnen sie als TASCC-
Komplex (engl.: TOR-autophagy spatial coupling compartment). Aulderdem ist bekannt,
dass postmitotische Zellen starker auf Regenerationsprozesse angewiesen sind und
deshalb in diesen Zellen auch sehr viel mehr Autophagozytose stattfindet (Weide und
Huber 2011). Dies konnte auch fur die humane Podozytenzelllinie, die in dieser Arbeit
genutzt wurde, bestatigt werden (Abb. 14). Moglicherweise hat die vermehrte
Autophagozytose zur Folge, dass mTOR in postmitotischen Zellen eine abgewandelte
Funktion als z.B. in Tumorzellen hat, in denen es vor allem die Proliferation kontrolliert.
Man kann vermuten, dass mTOR im Podozyten besonders fir die stetige Neubildung
von autophagosomalen- und lysosomalen Kompartimenten wichtig ist.

Abgesehen von dem erhéhten Basallevel an Autophagozytose wurden keine
Unterschiede zu den zuvor an proliferierenden Zellen gewonnenen Ergebnissen
festgestellt. Dies bedeutet, dass auch in ausdifferenzierten AB8 Zellen die
Uberexpression der daueraktiven Rab7-Mutante die mTOR-Reaktivierung nach
Hungern inhibiert.

Da bereits bekannt ist, dass mTOR eine wichtige Rolle fiir den Podozyten spielt und
dass eine Podozyten-Dysfunktion die Entstehung und Progression chronischer
Nierenerkrankungen bewirken kénnen (Gddel et al. 2011; Cina et al. 2012), kann man
vermuten, dass die verminderte Rab7-GTPase-Aktivitdt im Prozess der
Krankheitsentstehung eine Rolle spielt. In weiteren Studien wére es interessant zu
klaren, ob Rab7-GAPs (engl.: GTPase-Activating-Proteins) mit erhdhter GTPase-

Aktivitdt oder andere Agenzien, die die endogene Rab7-GTPase-Aktivitat stimulieren,
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ein therapeutischer Ansatzpunkt flr die Therapie von chronischen Nierenerkrankungen

darstellen konnen.

5.6 Ausblick

Um eine detailliertere Kenntnis Uber die Ursachen des viabilititsmindernden Effekts
der Rab7 Q67L-Mutante im Podozyten zu erlangen, ware zunachst die Untersuchung
des lysosomalen pH-Werts der mutierten Zellen von Interesse. Zeigte sich dort
tatsachlich eine verminderte Ansduerung, kénnte dies die defekte mTOR-Reaktivierung
erklaren. Neutralisierte Lysosomen waren namlich nicht in der Lage, endozytotisch
oder autophagosomal aufgenommene Proteine zu Aminosduren zu degradieren. Die
aminosauresensitive Rekrutierung der mTOR-Kinase, die Uber die v-ATPase vermittelt
wird (Zoncu et al. 2011), wirde vermindert oder Gberhaupt nicht mehr stattfinden.
Neben der pH-Wert Messungen ware es interessant den Einfluss der daueraktiven und
dauerinaktiven Rab7-Mutationen auf weitere fir den Podozyten wichtige Signalwege,
wie z.B. den Hippo- oder den MAPK/ERK-Signalweg zu untersuchen. Mdglicherweise
sind auch Veradnderungen in diesen Signalwegen fur die verminderte Zellviabilitdt der

Rab7-Mutanten von Bedeutung.
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