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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Transportproteine und ihre pharmakologische Bedeutung

In der Pharmakotherapie ist die Konzentration eines Medikaments am Zielorgan von
entscheidender Bedeutung. Diese ist u.a. abhédngig von First-pass-Effekten,
Barrieremechanismen und Metabolisierungsvorgidngen im menschlichen Korper. Die
pharmakologische Relevanz von Transportproteinen besteht in ihrem Einfluss auf die
Absorption, Verteilung und Exkretion von Medikamenten entlang biologischer Membranen,
also deren Pharmakokinetik. Da nur lipophile Substanzen und niedermolekulare Stoffe die
Membran von Zellen mittels Diffusion zu durchdringen vermogen, bendtigen andere
Molekiile Transportproteine fiir die Uberwindung dieser Schutzbarriere. Damit sind letztere
entscheidend an der Arzneistoffkonzentration im Zielorgan beteiligt. Ferner spielen
transmembranire Transporter eine Rolle bei der Signaltransduktion zwischen den Zellen eines
Gewebes, indem sie endogene und exogene Botenstoffe transportieren. Auflerdem sind sie an
der Elimination von toxischen Substanzen beteiligt. Stoffwechselaktive Gewebe weisen
dementsprechend hohe Konzentrationen an solchen Transportproteinen auf, beispielsweise
Leberm, Darmlgo, Niere’®® und die Blut-Hirn-Schranke'*’. Aus diesem Grund stellen
Transportproteine einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir die Pharmakotherapie dar.

Unter den Transportproteinen gibt es zwei prominente Gruppen — die Solute-like carrier
(SLC) und die ATP-binding cassette transporter (ABC-Transporter).97’ 27 Wihrend die SLC-
Familie sowohl den Ein- wie auch den Auswirtstransport einer Vielzahl von Substanzen
bewerkstelligt, stellen eukaryotische ABC-Proteine meist primir aktive Effluxtransporter
dar,” eliminieren also beispielsweise Arzneistoffe aus den Zellen und konnen damit den
Therapieerfolg beeintrichtigen. Es konnte gezeigt werden, dass einige Mitglieder dieses Typs
an der Ausbildung von Mehrfachresistenzen gegen Zytostatika beteiligt sind.'*" ! Dieser als
multidrug resistance bezeichnete Prozess wurde erstmalig in den 1970er Jahren an einigen

123

Krebszelllinien beobachtet.” ™ Der erste identifizierte Vertreter mit dieser Eigenschaft war das

P-Glykoprotein (P-gp) oder auch MDR1/ABCB1.> 8 8 152263 gpiter konnten zahlreiche
weitere ausgemacht werden, darunter Mitglieder der ABCC-Familie.” ** 2%

Neben ihrer pharmakologischen Bedeutung spielen ABC-Proteine auch fiir einige
Krankheiten eine ursidchliche Rolle. So konnen Genmutationen bestimmter Proteine zu
klinisch relevanten Phinotypen fiihren. Bei Patienten mit einem Defekt des ABCC7-/CFTR-

Gens (Cycstic fibrosis transmembrane conductance regulator) liegt beispielsweise eine

Storung der cAMP-abhingigen Chloridionen-Sekretion und damit das Bild einer
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Mukoviszidose vor.*" *'* Die PHHI (Persistant hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy)
beruht auf einem Defekt des ABCCS, einem Sulfonylharnstoffrezeptor.” Auch zahlreiche
weitere Stoffwechselstorungen lassen sich auf ABC-Transporterdefekte zuriickfiihren,” *
wie das Dubin-Johnson-Syndrom, eine Form der Hyperbilirubindmie, welches durch eine loss

of function Mutation des MRP2 (ABCC2)-Gens, bedingt ist.'> '*°!

1.2. ATP-binding cassette transporter (ABC-Transporter)

ATP-binding cassette transporter bilden eine iiberaus umfangreiche Familie von Genen,
welche eine Vielzahl von Transmembranproteinen kodieren, die unter ATP-Hydrolyse ein
weites Substratspektrum gegen einen Konzentrationsgradienten iiber biologische Membranen
transportieren.48’ %% Diese Strukturen erweisen sich als hochgradig konserviert und lassen sich
in allen lebendigen Organismen, von den Pro- bis zu den Eukaryoten nachweisen. Wihrend
sie in Bakterien v.a. an der Aufnahme von essentiellen Verbindungen, wie Kohlenhydraten,
Metallionen, Vitaminen, beteiligt sind, ermdglichen sie in komplexeren Lebewesen zahlreiche
physiologische Vorginge, so beispielsweise die Bildung von Barrieren in der Plazenta, dem
Darm und der Blut-Hirn-Schranke oder die Exkretion bestimmter Substanzen aus der Leber
und in der Niere.”* ** 27> 242267 Dje erstmalige Beschreibung der ABC-Transporter erfolgte
im Zusammenhang mit der Resistenzbildung von Tumorzellen.™ '**™* Eine Einteilung wird in
sieben Untergruppen von ABCA bis ABCG (s. Tab. 1-1) vorgenommen, wobei Vertreter
einer Untergruppe in ihrer Aminosiduresequenz zu 60% homolog sind. Einige ABC-
Transporter beeinflussen wesentlich die Pharmakokinetik von Arzneistoffen und sind damit
an der Aufrechterhaltung protektiver Barrieren beteiligt. Auch die Freisetzung von endogenen
Transmittern gehort zum Funktionsspektrum dieser Transporterfamilie, insbesondere der C-

Untergruppe.
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Tab. 1-1 Subfamilien der ABC-Transporter (nach Couture42)

Familie Mitgliederanzahl Mitglieder
ABCI1 (Subfamilie A) 12 ABCA1-12
MDR/TAP (Subfamilie B) 11 ABCBI1-11
CFTR/MRP (Subfamilie C) 12 ABCCI1-12
ALD (Subfamilie D) 4 ABCD1-4
OABP (Subfamilie E) 1 ABCE1
GCN20 (Subfamilie F) 3 ABCF1-3
White (Subfamilie G) 5 ABCGI-5

Diese grofen, membrangebundenen Proteine sind weitgehend identisch aufgebaut. Ein
gemeinsames Merkmal stellt das Vorhandensein von mindestens einer ATP-
Bindungsdomine, auch Nukleotidbindungsdoméne (NBD), auf der zytoplasmatischen Seite
dar, welche — wie bei allen ATP-bindenden Proteinen — aus den Sequenzen Walker A und
Walker B aufgebaut ist. ABC-Proteine enthalten zusétzlich zwischen diesen beiden ein drittes
sog. C-Motiv.''" 1** MDR1, MRP4, MRP5 sowie MRP8 und MRP9 weisen zwei solcher
Bindungsstellen sowie zwei Transmembrandoménen mit je sechs Transmembranhelices auf
(s. Abb. 1.1). MRPI-3, 6 und 7 hingegen verfiigen zusitzlich iiber eine dritte
Transmembrandomaine, die die Membran fiinf Mal passiert.40’ 89.140. 247 Diese erscheint fiir den
Transportmechanismus jedoch nicht von Bedeutung zu sein.’ Die Halbtransporter BCRP
(ABCG2), ABCB2 und ABCB3 wiederum zeigen nur eine NBD und eine
Transmembrandomine und bilden funktionelle Dimere. Die Transmembrandoméinen
enthalten eine oder mehrere Substratbindungstaschen.*® *** *! Solange die NBDs frei sind,
liegen sie rdumlich getrennt voneinander vor. Sobald jedoch zwei ATP-Molekiile an die
intrazelluldr lokalisierten NBDs andocken, kommt es zu deren Dimerisierung.122 Durch die
folgende ATP-Hydrolyse édndert sich die Konformation der Transmembrandoménen und es

bildet sich ein Kanal, welcher Substrate aus der Zelle exportieren kann.>!
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MDR1 (ABCB1)
MRP4 (ABCC4)
MRP5 (ABCC5)
MRP8 (ABCC11)
MRP9 (ABCC12)

MRP1 (ABCC1)
MRP2 (ABCC2)
MRP3 (ABCC3)
MRP6 (ABCCS)
MRP7 (ABCC10)

BCRP (ABCG2)

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Transmembrantopologie von ABC-Transportern. (A) ABC-
Transporter wie MDRI1 und MRP4 besitzen zwei Transmembrandoménen mit jeweils sechs
Transmembranhelices und zwei ATP-Bindungsdominen. (B) MRP1, 2, 3 und 6 verfiigen zusétzlich
iber eine N-terminale Doméne aus fiinf transmembrandren Segmenten. (C) Die Kategorie der
Halbgansporter besteht aus einer NBD und einer Transmembrandoméne. (modifiziert nach Gottesman
et al.”™)

1.3. Multidrug resistance protein 4 (MRP4/ABCC4)

Bei den Multidrug resistance proteins (MRPs) handelt es sich um eine Subfamilie der ABC-
Transporter. Sie besitzen eine Schliisselfunktion fiir die Signaltransduktion und Abwehr
schidlicher Substanzen. Das Multidrug resistance protein 4 (MRP4), auch als ABCC4
bezeichnet, konnte 1998 kloniert werden.'*® Sein Gen befindet sich auf Chromosom 13g32.1,
besitzt 31 Exons und kodiert fiir das mit 1325 Aminosduren kleinste Protein der ABCC-
Familie.” '*® Zur ABCC-Familie, deren erster Vertreter MRP1 (ABCCI1) in den 1990er Jahren
entdeckt wurde,39 gehoren weitere 11 Membranproteine, 9 davon zédhlen ebenfalls zu den
Multidrug resistance Proteinen (MRP1-9 bzw. ABCC1-6 und ABCC 10-12).2" % 19253 Djege
sind zustéindig fiir den unidirektionalen Efflux von amphiphilen organischen Anionen aus der
Zelle. Unterschiede der einzelnen Transportproteine bestehen v.a. hinsichtlich ihres

Substratspektrums, Hemmverhaltens und ihrer Lokalisation im Gewebe.
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MRPs lassen sich anhand ihres Aufbaus aus Nukleotidbindungs- und Transmembrandoménen
wie bereits erwihnt in zwei Gruppen unterteilen, den 3-TMD/MRPI1-Typ und den 2-
TMD/MRP5-Typ. Diese unterscheiden sich dementsprechend auch hinsichtlich ihrer
Aufgaben. Alle MRPs beférdern amphiphile Anionen. Untersuchungen konnten zeigen, dass
MRP4 und MRP5 auBlerdem insbesondere fiir den Transport von zyklischen Nukleotiden —
cAMP und ¢cGMP — zustindig sind." 29 30. 116, 127, 142, 215 \Rp4 zeigt dabei eine hohere
Affinitdt zu cAMP als MRPS, welches v.a. cGMP befordert. Eine weitere Rolle spielt MRP4
bei der Resistenz gegen Nukleosid- und Nukleotidanaloga, darunter antivirale und -tumorale
Pharmaka, wie beispielsweise 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, Ganciclovir, sowie andere
Zytostatika, z.B. Methothrexat, Topotecan und Irinotecan, > 7> 150: 185, 211,215,224, 231, 274,275 7,1
ausgedehnten Substratspektrum von MRP4 gehoren ferner Gallensduren, Glutathion- und
Glucuronidkonjugate, Eicosanoide und Harnsiure, > 210- 216, 217, 218, 265 Taurocholat, eine
Gallensdure, welche physiologischerweise durch ABCB11 vom Lebergewebe in die Galle
abgegeben wird, kann so beispielsweise bei Cholestase — und damit ansteigender Expression
von MRP4 in den Hepatozyten — gluatathionabhingig von MRP4 iiber die basolaterale
Membran der Leberzellen in den Blutstrom eliminiert werden.”!” Unter den Eicosanoiden
konnte bis dato fiir die Prostaglandine El/zzlo und F,,, Thromboxan B2218 und Leukotrien B4
und C,;*'® ein Transport durch MRP4 nachgewiesen werden. Es liegt daher nahe, dass dieses
vielseitige  Transportprotein  eine  wichtige Rolle bei der Mediation von
Entziindungsreaktionen durch Freisetzung dieser Botenstoffe spielt.

MRPI1, MRP2 und MRP3 transportieren bevorzugt Konjugate lipophiler Substanzen mit
Glutathion, Sulfat und  Glucuronsdure  einschlieflich  konjugierter  Steroide,
Bilirubinglukuronide und Cysteinyl-Leukotriene wie LTC, als endogene Konjugate.gg’ Ho. 137
Die Familie der ABCC-Transporter konnte in zahlreichen Geweben nachgewiesen werden,
wobei v.a. MRP4 ein erstaunlich breites und innerhalb der Gruppe der Multidrug resistance

Proteine einmaliges Spektrum unterschiedlicher gewebsspezifischer Expressionen und

. ) .. . 148, 14 148, 21
Lokalisationen aufweist. So konnte es beispielsweise in Prostata-, 8 9Leber-, 8, 7Hoden-,

89, 136 183

Ovar—,148 Nieren—,148 Nebennieren—,29 Pankreas- und Hirngewebemg’ sowie 1in
Blutzellen, insbesondere = in  Thrombozyten,  nachgewiesen  werden. 20 Die
Membranlokalisation reicht von apikal im proximalen Anteil des Nierentubulussystems>®
und Hirnkapillarendothel]83 iiber basolateral in den tubuloazinidren Zellen der Prostata'49,
Hepatozyten®’ und Epithelien des Plexus choroideus'® bis hin zu intrazellulir in den &-

Granula der Thrombozyten.m Die Determinanten fiir diese unterschiedliche Lokalisation und
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Expression sind groBtenteils unbekannt, jedoch scheinen Bindeproteine, sog. Geriist- oder
Adaptorproteine, eine wichtige Rolle zu spielen.

Anhand der bisher gewonnenen Erkenntnisse bietet sich MRP4 daher als Ziel
pharmakologischer Therapien an. Einerseits ist es als Transporter zyklischer Nukleotide an
der Kontrolle der intrazelluldren Konzentration dieser wichtigen second messenger beteiligt.
Andererseits konnte es, wie unten ausgefiihrt, durch seine Rolle fiir den ADP-
Transportmechanismus in den Thrombozyten einen neuen Angriffspunkt fiir die

Beeinflussung der Thrombozytenaggregation darstellen.

1.3.1. MRP4 und Thrombozyten

Thrombozyten stellen diskoide Blutbestandteile dar, welche aus Megakaryozyten
hervorgehen und keinen Zellkern besitzen. Bei der Entwicklung von den hdmatopoetischen
Vorliuferzellen zu Megakaryozyten steigt die Expression von MRP4 kontinuierlich an.'®®
Thrombozyten sind neben der primédren Himostase und Gewihrung der GefiBwandintegritét
zustandig fiir die Aktivierung der Gerinnungskaskade und der Wundheilung.193 Eine
entscheidende Rolle kommt dabei dem Adenosin-5’-diphosphat (ADP) zu, welches von
aktivierten Thrombozyten freigesetzt wird und zu deren Aggregation fiihrt, indem es an
Rezeptoren anderer Blutplidttchen bindet und diese damit aktiviert.”® 7 Zur Speicherung
wichtiger Transmittersubstanzen verfiigen die Blutplittchen iiber o- und 6-Granula. Die o-
Granula, auch dense granula, enthalten niedermolekulare Substanzen — cGMP, Calcium,
Serotonin, ATP und ADP. In den a-Granula hingegen kommen v.a. Polypeptide, wie
Fibrinogen, Gerinnungsfaktoren und der von Willebrandt-Faktor (vWF), vor.>!?

Die Tatsache, dass MRP4 sehr stark in Thrombozyten und dort hauptsidchlich in den &-
Granula exprimiert ist, spricht fiir die Vermutung, dass es eine wichtige Rolle bei der
Speicherung von Mediatoren, insbesondere ADP, in den Blutpldttchen sowie deren
Freisetzung im Zuge der Degranulation spielt (s. Abb. 1.2). Zwar konnten auch andere
ABCC-Transportproteine, wie MRP1 und 3, in Thrombozyten detektiert werden, jedoch
lieBen diese sich nicht in den dichten Granula lokalisieren.'™ Einen weiteren Hinweis fiir den
Stellenwert von MRP4 lieferte die Tatsache, dass ein ATP-abhéngiger Transport von ADP an
isolierten Granula gemessen und durch die MRP4-Hemmstoffe MK571 sowie Dipyridamol

inhibiert werden konnte.'?’
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der moglichen MRP4-Funktion in Thrombozyten. Durch aktive
Transportmechanismen ist MRP4 wahrscheinlich an der Freisetzung und Speicherung von ADP in den
0-Granula beteiligt. Abhidngig von dem Aktivierungszustand der Thrombozyten befindet sich MRP4 in
der Plasmamembran oder der Membran der 5-Granula. (MTS microtubular system, DTS dense tubular
system, LAMP lysosome associated membrane protein) (modifiziert nach Jedlitschky et al.'*’)

Kommt es zu einer Storung der Speicherfihigkeit der 0-Granula, ist die
Thrombozytenaggregation gestort, was zu einer verldngerten Blutungszeit fiihrt. Diese
Pliattchenfunktionsstorungen werden auch als J-storage pool deficiencies (5-SPDs)
bezeichnet. Sie stellen eine heterogene Gruppe von Gendefekten dar, die entweder
syndromatisch oder nicht-syndromatisch, also nur auf die Thombozyten beschrinkt,
vorkommt.” Untersuchungen an Patienten konnten die Vermutung erhérten, dass MRP4 an
der Speicherfunktion der 8-Granula beteiligt ist.''” So wurde MRP4 in Blutplittchen von
Probanden mit einer klassischen 6-SPD, welche durch eine geringere Konzentration von
Adeninnukleotiden und Serotonin gekennzeichnet ist, hauptsidchlich in der Plasmamembran
statt in den o0-Granula detektiert. Dies konnte auf ein fehlerhaftes trafficking hindeuten, ein
Vorgang der u.a. durch bestimmte Bindeproteine gesteuert wird. Ferner wurden Patienten mit
einem 0-SPD-Phénotyp gefunden, bei welchem ein Defekt mit einer stark verminderten
thrombozytiren MRP4-Expression in den dichten Granula zu einem isoliert reduzierten ADP-
Gehalt fiihrte. Der Serotoningehalt erwies sich als unbeeintrichtigt (8-SPD[Phinotyp AN]).'"”
Im Gegensatz zu der klassischen 8-SPD und dem AN-Phénotyp, bei denen die -Granula zum
Teil noch nachweisbar sind, handelt es sich bei dem iiberaus seltenen autosomal-rezessiven
Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) um eine syndromatische 3-SPD mit einer Stérung nicht
nur der 5-Granula, sondern auch der Entwicklung der Melanosomen und Lysosomen.100 Das

HPS geht ebenfalls mit einer verminderten Expression und Fehllokalisation von MRP4
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einher.'*’ Insgesamt wurden Mutationen in acht Genloci bei Patienten mit einer vollstdndigen
8-Granuladefizienz identifiziert.*” Das klinische Spektrum der zahlreichen Formen von 8-
SPDs reicht von moderaten Blutungsereignissen iiber unterschiedlich stark ausgeprigte
Pigmentierungsstorungen (okulokutaner Albinismus) bis hin zu schwerwiegenden
Komplikationen, wie restriktiven Lungenerkrankungen, granulomatoser Colitis und Immun-

defizienz (Neutropenie), welche schon im frithen Lebensalter zum Tode fiihren,”” ' 113

1.4. Protein-Protein-Interaktionen

Als Determinanten fiir das trafficking von MRP4 riicken interagierende Proteine in den
Vordergrund der Aufmerksamkeit. Ein Einfluss auf die Lokalisation konnte bereits fiir
Mitglieder der Ezrin-Radixin-Moesin-Familie (ERM-Familie) sowie fiir das ERM-bindende
Phosphoprotein 50 (EBP50) nachgewiesen werden.'® ' Als Erkennungssequenz moglicher
Bindungspartner konnte mit Hilfe einer Computeranalyse (ELM [Eukaryotic linear motif
resource]-Server, http://elm-eu.org) in der MRP4-Struktur eine PDZ-Doméne (1322-ETAL-
1325) sowie eine mogliche Bindungsstelle fiir Adaptorproteinkomplexe ermittelt werden

(1257-EPYVLL-1262).

1.4.1. PDZ-Proteine
1.4.1.1. Die PDZ-Domine

PDZ-Motive sind Proteininteraktionsdoménen, die an kurze Peptide innerhalb anderer
Proteine binden. Diese Bindungsstellen finden sich oft C-terminal in einer Vielzahl von
Proteinen (ca. 400 im menschlichen Genom),“’ 19 50 auch bei MRP4. Durch PDZ-Doménen
gebildete Proteinkomplexe sind an der Signaliibertragung von Zellen und auch an der Bildung
bzw. dem Erhalt der Zellpolaritit beteiligt. Der Name leitet sich aus den Proteinen ab, in
denen diese Struktur erstmalig gefunden wurde — PSD95, ein Protein in Synapsen, Discs
large, ein septate junction Protein aus Drosophila und Zonula occludens-1, ein tight junction

37, 114, 201, 278 1. " - o N
Eine PDZ-Domine besteht aus ca. 90 Aminoséduren, weist eine globulire

Protein.
Gestalt auf und kommt hidufig als Tandem oder in Assoziation mit anderen
Interaktionsdoménen in Form von Multidominengeriistproteinen vor.'” Bei Proteinen,
welche PDZ-Interaktionsmotive enthalten, handelt es sich hdufig um Gerlistproteine, auch
scaffold Proteine genannt. Diese bilden die Grundlage fiir die Organisation von groBeren

Proteinkomplexen an subzelluldren Kompartimenten, wobei die PDZ-Dominen die direkte
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Wechselwirkung zwischen den Proteinen vermitteln. So konnen Geriistproteine ihre
Interaktionspartner zu funktionellen Komplexen zusammenfiihren und sind damit essentiell
fiir die Regulierung von transmembranirer Proteinaktivitdt und Signaltransduktionswegen,
indem sie Transporter und Enzyme an bestimmten Stellen konzentrieren und in unmittelbare
Nachbarschaft zu ihren Substraten oder regulierenden Proteinen bringen.

Fiir die spezifische Erkennung von und Interaktion mit C-terminalen Motiven der

. 44, 12
Partnerprotelne37’ 129

sind die letzte und drittletzte Aminosdure der Sequenz entscheidend.
Die Einteilung der PDZ-Interaktionsdoménen erfolgt in drei Klassen (Tab.1-2).'"” MRP4
besitzt ein PDZ1-Interaktionsmotiv in seinen letzten vier Aminosiduren (1322-ETAL-1325)
und weist damit Ahnlichkeiten zu Sequenzen in verwandten Membrantransportern wie CFTR
(ABCC7) und MRP2 (ABCC2) auf, welche beide in der apikalen Membran polarisierter
Zellen vorkommen'*' und deren PDZ-Dominen essentiell fiir die Interaktion mit EBP50

sind.*!

Tab. 1-2 PDZ-Bindemotivklassen (nach Hung109)

PDZ Konsensusbindungssequenz Ligand (Beispiel)
Klasse 1 X-S/T-X-D-COOH

Syntrophin E-S-L-V Na'-Kanal

PSD95 E-T-D-V K*-Kanal
NHERF D-S-S-L adrenerger Rezeptor
MRP4 E-T-A-L

CFTR D-T-R-L

MRP2 S-T-K-F

Klasse Il X-O-X-0-COOH

hCASK E-Y-Y-V Neurexin
Erythrocyte p55 E-F-Y-I Glycophorin C
Klasse Ill/andere

nNOS V-D-S-V

(X unspezifiziert, @ hydrophober Rest)
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1.4.1.2. Post synaptic density protein 95 (PSD95)

Zu den ersten Proteinen, in denen PDZ-Dominen gefunden wurden, gehort das Post synaptic
density protein 95 (PSD95), auch bekannt unter der Bezeichnung DL.G4 oder SAP90. Hierbei
handelt es sich um ein Gerlistprotein, welches v.a. in der postsynaptischen Membran
exzitatorischer, glutamaterger Neurone vorkommt. Diese zeichnen sich durch eine

264

elektronendichte Region (PSD, post synaptic density) aus,”’” welche zahlreiche

makromolekulare Signal- und Zytoskelettproteinkomplexe, v.a. solche mit PDZ-Doménen,

37, 74,129, 133, 239 PQNQ5 weist dabei von allen Proteinen eine der hochsten

enthalt.
Konzentrationen in der PSD auf.”® " 2 2% Seine Rolle fiir das Zentralnervensystem ist
vielseitig und besteht aus der Regulierung von Bildung, Funktion und Plastizitit
exzitatorischer Synapsen.

Bei dem 723 AS grof3en Protein, kodiert auf Chromosom 17p13.1,246 handelt es sich um ein
Mitglied der PSD95-Familie. Zu dieser gehoren drei weitere Vertreter — PSD93 (Chapsyn-
110), SAP97 und SAP102. Allen gemeinsam ist der Aufbau aus mehreren
Proteininteraktionsdoménen. PSD95 enthélt vom N-Terminus ausgehend drei PDZ-, eine Src
homolgy 3 (SH3-) sowie eine Guanylate kinase-like (GK-) Doméne (s. Abb. 1.3), weshalb es,
wie die anderen Mitglieder, zur sog. MAGUK-Familie (Membrane-associated guanylate
kinase) gehort.”” '* Die PDZ1-Motive interagieren mit vielen Membran- und Signalproteinen
und regulieren dabei deren Lokalisation in der Synapse sowie ihre Funktion. Die SH3- und
GK-Domiinen sind ebenfalls an Proteininteraktionen beteiligt.'* Die SH3-Domine kann
dabei auch eine Verbindung mit dem GK-Motiv eingehen, was im Falle einer
intramolekularen Interaktion zur strukturellen Stabilitéit,164’ 240 bei einer intermolekularen zu
einer End-zu-End-Multimerisation von PSD95 beitragen soll.'® *** Selbstassoziation ist ein
hiufig vorkommendes Merkmal von PDZ-Proteinen und kann im Falle von PSD95 auch im
Sinne einer Kopf-zu-Kopf-Multimerisation am N-terminalen Ende stattfinden.”® '*” Wihrend
die GK-Region in Hefe auch an der Proteinphosphorylierung beteiligt ist, ist sie bei den
MAGUKs katalytisch inaktiv.'®

Durch alternatives Splicen entsteht aulerdem, wie auch bei PSD93 und SAP97, eine -
Variante von PSD95, welche eine L27-Domiine besitzt.”> '** Diese Domiine ist beteiligt an
der Multimerisation des Proteins sowie der Regulation der exzitatorischen synaptischen

Aktivitit. 7" 2%
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PSD95 a

PSD95B == L27 ™

Abb. 1.3: Struktureller Aufbau von PSD95. Dargestellt sind die Proteininteraktionsdominen PDZ,
SH3 und GK. Alternatives Splicen der N-terminalen Region ergibt die -Variante des Proteins mit
einer L27-Domaéne. (modifiziert nach Han et al.%)

Die multiplen Funktionen von PSD95 zusammenfassend ldsst sich konstatieren, dass dieses
Protein eine  Schliisselposition bei der Modulierung der Clusterung von
Neurotransmitterrezeptoren, Adhésionsmolekiilen, Ionenkanilen, Zytoskelettelementen und
Signalmolekiilen an der postsynaptischen Membran einnimmt und au8erdem die Aktivitidt von
Membranproteinen durch Beeinflussung von Endozytose, Lokalisation, Aufbau und
Kanalleitfahigkeit reguliert.

Durch seine Anreicherung in der PSD befindet es sich in einer idealen Position, um
extrasynaptische Adhidsion mit zytoplasmatischer Proteinorganisation zu verbinden,” dient
also dem Proteintrafficking. So interagiert es mit Membranproteinen und reguliert deren
Lokalisation, indem es ihre laterale Diffusion und Internalisation verhindert und damit zur
Stabilisation und Rekrutierung an der Synapse fiihrt.> 205221

PSDOS5 steuert ferner die Eigenschaften von Membranproteinen. Als Bindungspartner sind
NMDA-Typ Glutamat-'** und AMPA-Rezeptoren sowie ein K*-Kanal bekannt. So ist es z.B.

zustdndig fiir das gating, also die Aktivitit und Signaltransduktion, von NMDA—Rezeptoren15 !

181 . ..
81 wihrend es

und die Leitungsfihigkeit des Kir2.3 Kanals, eines inward rectifier K'-Kanals,
bei den AMPA-Rezeptoren v.a. die Insertion und Retention, also Lokalisation und
Clusterbildung, bestimmt.®?

Uber eine Erhchung der synaptischen Konzentration und Leitungseigenschaften von AMPA -
Rezeptoren iibt PSD95 auch Einfluss auf die Plastizitit von Neuronen aus.” " Als Mediator
dient hierbei Stargazin, ein Mitglied der TARP-Familie (Transmembrane AMPA receptor

regulatory protein), unter Bildung eines PSD95-Stargazin-AMPA-Komplexes,*® 27 46-3% 182

SchlieBlich interagiert PSD95 mit einer Vielzahl von neuronalen Signalmolekiilen,74’ 129, 239
wie der nNOS (neuronal nitric oxide synthase) und kalirin-7, einem Guaninnukleotid-
Austauscherfaktor fiir Racl, welcher die Morphologie der Synapse beeinflusst.'”” Auf
indirektem Weg iiber andere Geriistproteine und Adaptoren ist PSD95 zusitzlich mit weiteren

Signalmolekiilen assoziiert. Es scheint daher wahrscheinlich, dass PSD95 an
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transsynaptischen Signalwegen beteiligt ist, indem es die Lokalisation wichtiger Mediatoren

determiniert und diese dadurch in unmittelbare Nachbarschaft zueinander bringt.

1.4.1.3. ERM-bindendes Phosphoprotein 50 (EBP50)

Das Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)-bindende Phosphoprotein 50 (EBP50) ist ein weiteres
bekanntes PDZ-Protein. Fiir dieses auch unter der Bezeichnung NHERF1 (Na'/H ' -exchanger
regulatory factor 1) firmierende Molekiil®” wurde bereits eine Interaktion mit der PDZ-
Doméne von MRP4 postuliert.104’ 195 EBP50 besteht aus 358 AS und wird insbesondere in der
apikalen Membran polarisierter Epithelien, z.B. in der Niere, Plazenta und Leber,
exprimiert.”” *’° Der polarisierte Aufbau von Epithelien stellt eine wichtige Eigenschaft
hoherer Lebensformen dar, da hierdurch zielgerichtete Transport-, Absorptions- und
Sekretionsvorginge ermoglicht werden. Er wird durch das Zytoskelett bewerkstelligt,
insbesondere Aktin spielt bei der Strukturierung der Plasmamembran eine entscheidende
Rolle. Die Zerstorung dieser Polaritét gilt als einer der ersten Schritte bei der Entstehung von
Neoplasien.'”” Die Funktion von EBP50 besteht insbesondere in der Koordination der
Aktivitdt von Transportern, Enzymen und Rezeptoren, ein Vorgang, der liber spezifische
Proteininteraktionen stattfindet.*” '"* *' So wurde postuliert, dass es durch die Bindung
spezifischer Membranproteine an die Plasmamembran deren Eintritt in den endozytotischen
Kreislauf verhindert."®

Strukturell verfiigt EBP50 iiber zwei PDZ-Dominen, mit denen es viele Membran- und
Zytoskelettproteine binden kann,'® 2 2%

Moesin (ERM)-Bindungsstelle,67’ 298 welche mit der Four-point one ERM (FERM)-Doméne

und eine C-terminale, 11 AS grofle Ezrin-Radixin-

von Ezrin und Moesin interagiert. EBP50 dient dabei als Adaptormolekiil — so liegt es z.B.
hdufig als Ezrin-EBP50-Komplex in Kolokalisation mit Aktin und Ezrin in den apikalen
Mikrovilli vor — und erfiillt damit eine wichtige Funktion fiir die Stabilisierung der aktiven

171, 207 Eln Fehlen fuhrt Zur

Form und Rekrutierung von ERM-Proteinen an apikaler Stelle.
Desorganisation von Mikrovilli, Zerstorung des terminalen Aktinnetzes und zu einer erhohten
Anzahl von Becherzellen.

Neben der Interaktion mit MRP4 ist es ferner beteiligt an der Regulation des Na'/H'-
Austauschers NHE3 durch die cAMP-abhiingige Proteinkinase A (PKA), indem es die PKA
iiber Ezrin mit NHE3 verbindet.””” AuBerdem bindet EBP50 an CFTR™ "> **! — damit
steigert es dessen Zelloberflichenexpression durch Erhohung des recyclings™® —, und MRP2.

Die Funktion bei letzterem ist noch nicht geklirt.
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Im Zusammenhang mit MRP4 konnte gezeigt werden, dass EBP50 in nicht polarisierten
Zellen zu einer Internalisierung des Transporters fithrt. Seine Herunterregulierung mit Hilfe
einer siRNA hingegen fiihrt zu einer Erhohung der Expression und Funktion von MRP4 in der
Plasmamembran von HeLa-Zellen.'™ In polarisierten Zellen fithrt EBP50 zu einer apikalen
Lokalisation von MRP4.'® So wurde ermittelt, dass in der Nierenzelllinie LLC-PK1, die
physiologischerweise eine hohe Expression von EBP50 aufweist, MRP4 wie auch im
proximalen Tubulus der Niere apikal vorkommt. In MDCKI-Zellen hingegen, welche EBP50
nur in niedriger Konzentration enthalten, befindet sich der ABC-Transporter wie im distalen
Tubulus basolateral. Nach der ektopen Zugabe von EBP50 lédsst sich MRP4 auch hier apikal
detektieren. Das ERM-bindende Phosphoprotein 50 ist demnach entscheidend fiir die
Lokalisation und das trafficking des Transportproteins verantwortlich. Es scheint, dass es hier

105

v.a. fiir die apikale Expression wichtig ist,” =~ Determinanten fiir das basolaterale trafficking

konnten jedoch bis jetzt noch nicht gefunden werden.

1.4.2. Ezrin-Radixin-Moesin-Familie

Ezrin, Radixin und Moesin bilden die ERM-Familie, eine Untergruppe der Bande 4.1-
Familie.”* ERM-Proteine sind an der Regulation der Zytoskelett-Plasmamembran-Interaktion
v.a. in polarisierten Zellen beteiligt. Indem sie integrale Membranproteine mit F-

e . 19, 20, 161, 261
Aktinfilamenten verbinden, ?

tragen sie zur Organisation und Funktion von
kortikalen Strukturen bei und stellen damit eine wichtige Komponente der Signaltransduktion
und der Wachstumskontrolle dar. Weiterhin scheint die EBP5S0-ERM-F-Aktin-Interaktion fiir
das Rezeptorrecycling notwendig zu sein,'® sodass ERM-Proteine damit auch am sorting von
Membranproteinen beteiligt sind. Merlin (Moesin, ezrin, radixin-like protein), das Produkt
von NF2 (Neurofibromatosis 2 tumor-suppressor protein), weist dhnliche Sequenzen und
Funktionen zu den ERM-Proteinen auf und gehort zur selben Familie, jedoch fehlt dem
Molekiil die F-Aktinbindungsstelle. 19

Ihr Aufbau gliedert sich in drei Teile — eine N-terminale sog. FERM-Domine, ein hoch
konserviertes Homolog zur Doméne von Erythrozytenbande 4.1, eine C-terminale Domine
sowie eine dazwischen liegende a-helikale Struktur’® 7> 8 144 196262 (jper die FERM-
Domine interagieren diese Bindeproteine direkt oder indirekt tiber Adaptoren mit zahlreichen

Membranproteinen. Zu den direkten Interaktionspartnern gehoren u.a. CD43, CD44 und

[-CAM-]-3 %% 9% 234 235, 260.283 7505 wichtige Liganden, welche als Adaptoren fungieren, sind



Einleitung 14

EBP50 und E3KARP (NHE3 kinase A regulatory protein).*®” ** Der C-Terminus enthilt die
F-Aktinbindungsstelle.

Ezrin liegt auf Chromosom 6" und kodiert fiir ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht
von 80 kDa. Es kommt in aktinhaltigen Oberflichenstrukturen einer Vielzahl von Zellen,
besonders prominent in den Mikrovilli der Darmzotten, vor.!” Moesin, lokalisiert auf dem X-

277 \eist eine zu 74% mit Ezrin identische Struktur auf.'** Obwohl viele

0, 226

Chromosom,
kultivierte Zellen alle drei ERM-Proteine exprimieren,’ zeigen Gewebe ein
differenzierteres Expressionsmuster. So wurde Ezrin v.a. in apikalen Kompartimenten von
Epithelien nachgewiesen, wohingegen Moesin im Endothel und den hdmatopoetischen Zellen

10, 178, 233
vorkommt.

Dabei ist bisher unklar, ob Ezrin an der Bildung der Polaritit beteiligt ist
und wie es polarisiert wird.

ERM-Proteine liegen in zwei unterschiedlichen Konformationen vor. In der inaktiven Form
bindet die N-terminale an die C-terminale Domine in einer intra- oder intermolekularen Art,
sodass es zur Ausbildung von Homo- bzw. Heterodimeren und damit Maskierung der
Bindungsstellen kommt.”® 7 Diese Sequenzen werden daher auch als C- bzw. N-ERMAD
bezeichnet (C-/N-ERM-association-domain). Die Aktivierung erfolgt durch die Spaltung der

Bindung mittels Phosphorylierung einer der beiden Regionen oder die Interaktion mit

Phosphatidylinositol (PIP,)." %% 16317

1.4.3. Adaptorproteinkomplexe

Proteine, welche fiir die Plasmamembran oder intrazelluldre Organellen bestimmt sind,
werden nach ihrer Synthese erst in die Membranen des endoplasmatischen Retikulums (ER)
eingebaut, unterliegen dort der posttranslationalen Modifikation und Faltung und werden
schlieBlich in Vesikeln zu ihren Zielstrukturen transportiert.102 Dieser Vorgang wird auch als
sorting bezeichnet. Viele Krankheiten konnen auf Mutationen integraler Membranproteine
zuriickgefiihrt werden, die, indem sie zu Fehlfaltung und Retention im ER mit anschlieBender
Degradation der Membranproteine fiihren, verhindern, dass letztere den Ort ihrer Bestimmung
erreichen."!

Bei Adaptorproteinkomplexen handelt es sich um heterotetramere Proteinkomplexe, welche
fir die Zusammensetzung der Vesikelhiille und die Auswahl der mit den Vesikeln
transportierten Molekiile von entscheidender Bedeutung sind.”® '®* '*" Dies erfolgt durch die
Interaktion mit spezifischen Sortingsignalen von Membranproteinen, wie Transportern und

Rezeptoren, sowie der Vermittlung von Membranspezifitit fiir Coatproteine wie



Einleitung 15

beispielsweise Clathrin."* ® Uber die Steuerung von vesikuldren Transportwegen sind
Adaptorproteinkomplexe somit entscheidend an der Aufrechterhaltung der zelluldren
Homoostase beteiligt.]5 Zur Zeit sind fiinf verschiedene Adaptorproteine, AP1-5, bekannt.
AP1 befindet sich an Vesikeln, die im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gebildet werden und mit
Endosomen in Verbindung stehen, wihrend AP2 am Aufbau der Clathrinhiille im Zuge der
Endozytose an der Plasmamembran beteiligt ist,!3% 146 136 Doy Adaptorproteinkomplex 4 ist
ebenfalls mit dem TGN assoziiert und fiir das sorting von Proteinen zur basolateralen
Membran polarisierter Zellen zustindig.”*> AP5 soll eine Rolle in spiten Endosomen spielen.’
AP3 vermittelt, abhiingig vom Zelltyp, den Proteintransport vom Trans-Golgi-Netzwerk zu
lysosomalen Kompartimenten und anderen Speichergranula.ss’ 45 Es besteht aus den vier
Untereinheiten 63, B3A, u3 und 63.5% 3 2% Klinische Relevanz erlangte die Beobachtung,
dass eine Mutation in der B3 A-Untereinheit von AP3 (kodiert durch das AP3B1-Gen) eine der
Ursachen fiir das Hermansky-Pudlak Syndrom darstellt.”> '® Eine gestorte Interaktion von
AP3 mit MRP4 konnte eine mogliche Ursache die beschriebene Fehllokalisation von MRP4
in den Blutplittchen eines HPS- sowie anderer Patienten mit J&storage pool deficiencies

sein.m’ 120

1.4.4. Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (Hsp) zdhlen zu den sogenannten Chaperonen. Diese werden fiir die
korrekte Faltung und Aufrechterhaltung der Sekundirstruktur anderer Proteine bendtigt und
bei Stress hochreguliert.lgo’ 27

Hsp90.

Von medizinischer Bedeutung sind insbesondere Hsp70 und

Das Hitzeschockprotein 90 stellt 1-2% des 16slichen Zellproteins und damit eines der
hdufigsten Proteine dar und ist ubiquitir vorhanden. Es ist ein globulédres Protein, welches
hauptsichlich in Form von Dimeren zytosolisch exprimiert wird, und ist essentiell fiir die
Lebensfihigkeit von Zellen. Sein Aufbau gliedert sich in drei Dominen — eine N-terminale
ATPase, welche mit ihrer Hydrolyse fiir die Substratbindung entscheidend ist, eine
Mitteldomine sowie eine C-terminale Dimerisierungsdomé’me.204 Zur Hsp90-Familie gehoren
neben Hsp90o Hsp90B, welche beide im Zytoplasma vorkommen, Grp94 im
endoplasmatischen Retikulum und Trap-1 in den Mitochondrien.* B6;206, 250

Hsp90 ist fiir die Faltung und Aktivierung vieler Proteine verantwortlich, die Bestandteil von

Signaltransduktionswegen der Zellproliferation, Apoptose und Regulation des Zellzykluses

sind."”  ?  Dazu zihlen Steroidhormonrezeptoren,  Transkriptionsfaktoren  und
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Proteinkinasen.”” Ferner ist Hsp90 beteiligt an der Tumorsuppression, dem intrazelluliren
Transport — u.a. fiir den Transport eines Glukokorticoidrezeptors in den Zellkern —, der
Proteinstabilisierung und verhindert auerdem die Aggregation von Proteinen.'® *'* 2 Die
Aktivitdt von Hsp90 wird dabei durch die Bindung an Co-Chaperone wie Hsp70 reguliert,
indem Multichaperonkomplexe entstehen.'”" *** Komplexe von Hsp90 kommen auch in

801 wo sie eine Rolle fiir die Plittchenstruktur und Funktion zu

humanen Thrombozyten vor,
spielen scheinen. So konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von Hsp90 die
Thrombozytenaggregation verhindert und zur Zerstérung von Membranen fiihrt.**

Zu den Inhibitoren von Hsp90 zidhlen neben synthetischen Substanzen die natiirlich
vorkommenden Pilzderivate Geldanamycin und Radicicol®* (Abb. 1.4). Diese besitzen eine

hohe Affinitit zur N-terminalen ATP-Bindungstasche.232’ 236

Geldanamycin ist ein
Ansamycinantibiotikum aus Streptomyces hygroscopicus,52 welches Antitumoraktivitit
aufweist. Der Wirkmechanismus besteht in der kompetitiven Besetzung der Bindungsstelle
von ATP, wobei es eine 500-fach hohere Affinitit als ATP besitzt. Die Substrate konnen ihre
aktive Konformation nicht einnehmen und werden iiber Proteasomen abgebaut.167 Das
Makrolacton Radicicol wird ebenfalls aus Pilzen gewonnen (Monosporium bonorden).” % Die

Inhibition von Hsp90 fiihrt zu Wachstumsarrest und Zelluntergang durch die unterbleibende

Stabilisierung von Wachstumsfaktoren und Signalmolekiilen.

OCONH,

Abb. 1.4: Chemische Struktur der Hsp90-Inhibitoren Geldanamycin (A) und Radicicol (B). (X OMe)
(modifiziert nach Taldone et al.”?)
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1.5. Zielstellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit sollte es sein, Grundlagen und Faktoren fiir die innerhalb der ABC-
Transporterfamilie einmalig vielféltige subzelluldre Lokalisation von MRP4 zu finden. Da die
Lokalisation von Membranproteinen u.a. durch die Wechselwirkung mit Proteinen beeinflusst
wird, stand die Identifizierung moglicher Bindungspartner von MRP4 mit Hilfe von
Bindungs- und Kolokalisationsstudien im Vordergrund.

Die Expression moglicher Interaktionspartner, wie PDZ- und Adaptorproteine sollte dabei
zunidchst mittels Western Blot-Analyse in verschiedenen Zelllinien untersucht werden.
Weiterhin sollte zur Identifizierung von Proteinen, welche insbesondere an die C-terminale
PDZ-Sequenz von MRP4 binden, eine Affinitdtschromatographie Anwendung finden. Mit
einem an eine Sepharosematrix gekoppelten, diese PDZ-Domine enthaltenden Peptid wurde
hierbei eine Isolierung entsprechender Proteine angestrebt. Die Interaktionspartner sollten
anschlieend mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens sowie der Fliissigkeitschromatographie-
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie molekular identifiziert werden.

Darauffolgend sollten die ermittelten Interaktionsproteine in ihrer Lokalisation beziiglich
MRP4 unter Verwendung der Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. Der Einfluss
der Bindeproteine auf die Lokalisation und Funktion von MRP4 sollte schlieBlich unter
Einsatz spezifischer Hemmstoffe bzw. eines siRNA-knock-downs in Zellmodellen ebenfalls
mittels Immunfluoreszenz sowie funktioneller Transportstudien untersucht werden.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnten sich Hinweise auf die molekularen Ursachen
seltener Thrombozytenfunktionsstorungen, den o-storage pool deficiencies, ergeben. So ist es
vorstellbar, dass Mutationen in Bindungsproteinen von MRP4 an dessen Fehllokalisation
beteiligt sind. Desweiteren konnte die Arbeit zur Klidrung des Stellenwertes von MRP4 fiir die

Thrombozytenaggregation beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1.  Chemikalien und Reagenzien

2-Mercaptoethanol

2-Propanol

10x FastDigest® Buffer

10x RT Buffer

Adenosine 5’-monophosphat
Adenosine 5’-triphosphate disodium salt
Agar Select

Agarose NEEO Ultra
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

Aqua ad injectabilia

Borsiure

Bovines Serumalbumin (BSA)

Brillant Blau G250

Bromphenolblau (3°, 3”7, 5°, 5’- Tetra-
bromphenolsulfonephthalein)

CASY®ton
Chloroform (Trichlormethan)

Creatine Phosphokinase,
Type I: From Rabbit Muscle

Cystein Sulfolink-Siule
(2 mg Peptid an 1 ml Sdulenmatrix)

D(+)-Saccharose

Dako Fluorescent Mounting Medium
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTP-Mix (10 mM)

Dulbecco’s PBS

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Foster City, USA
Sigma Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

innovatis AG, Reutlingen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

Peptide Speciality Laboratories GmbH,
Heidelberg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Dako North America Inc., Carpinteria, USA
MERCK KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
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Essigsidure Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fetales Kilberserum (FCS)

Fluorescein Isothiocyanate Streptavidin
Formaldehyd (37%-i1ge Losung)

G153 Developer A, B

G354 Rapid Fixer

G-418 Sulfat

Glutamax
Glycerin
Glycin

Guanosin-3’, 5’-cyclic phosphat,
ammonium salt

Hefeextrakt
HEPES
Hygromycin B

Kaliumcarbonat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kontroll-siRNA

L-Glutamine (200 mM)
Leupeptin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Medium DMEM High Glucose (4,5 g/1)
(without L-Glutamine)

Medium MEM with Earle’s Salts
(without L-Glutamine)

Medium RPMI 1640 (with L-Glutamine)
Methanol

MgCl; Solution (25 mM)

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
GIBCO® Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

GIBCO® Invitrogen GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

MERCK KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

Kriiger GmbH & Co. KG, Bergisch Gladbach

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Niederlande

Applied Biosystems, Foster City, USA
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MRP4-SNG Sulfolink-Saule
(2 mg Peptid an 1 ml Sdulenmatrix)

N-Octyl-B-D-Glucopyranosid
Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumthiocyanat

Natronlauge

Nicht-essenzielle Aminosiuren (NEAS)

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Phosphocreatine di(tris) salt

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Ponceau S Solution

Protein A-Agarose Immunoprecipitation
PSD-95 siRNA (Stealth siRNA)
Qualitat-DNA-Loadingbuffer (6x)

Radicicol
(from Diheterospora chlamydosporia)

Random Hexamers

Rotiphorese® Gel 30
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

Rotiszint® eco plus (LSC-Universalcocktail)
Saponin (from Quillaja bark)
Sepharose® 6B (in 20% Ethanol)
Silbernitrat

siRNA Dilution Buffer

siRNA Transfection Medium

siRNA Transfection Reagent
Sucrose

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris-hydrochlorid

TRIS Ultra Qualitit

Triton® X-100
(Octylphenolpolyethylenglycolether)

Peptide Speciality Laboratories GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
MERCK KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
MERCK KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
GIBCO® Invitrogen GmbH, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Life Technologies GmbH, Darmstadt
peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

Applied Biosystems, Foster City, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Fluka Chemie AG, Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg



Material und Methoden

21

Trypsin EDTA (1x)

Trypton
TWEEN® 20

2.1.2. Antikorper

2.1.2.1. Primére Antikorper

AP-3 mouse monoclonal IgG

EBP50

Ezrin/Radixin/Moesin Rabbit mAb

Goat pAb to PSD95

mAb to MRP4 (M4I-10)

Monoclonal Antibody to NHERF1/EBP50
Mouse mAb to PSD95

Purified Mouse Anti-Hsp90

Rabbit anti-MRP4 (SNG)

Mouse anti-GpllIb/IlIa (GiS)

2.1.2.2. Sekundidre Antikorper

Alexa Fluor® 488 chicken anti-rabbit IgG
Alexa Fluor® 488 chicken anti-goat IgG
Alexa Fluor® 568 donkey anti-goat IgG
Alexa Fluor® 568 goat anti-mouse IgG
Alexa Fluor® 568 rabbit anti-mouse IgG
Alexa Fluor® 568 donkey anti-rabbit IgG
Alexa Fluor® 647 chicken anti-goat IgG

Blotting Grade Affinity Purified Goat
Anti-Mouse IgG -HRP Conjugate

Blotting Grade Affinity Purified Goat
Anti-Rabbit IgG -HRP Conjugate

Chicken anti-rat [gG-HRP conjugated
Peroxidase labelled anti-goat IgG

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
US Biological, Swampscott, USA

Epitomics, Inc., Burlingame, USA

abcam, Cambridge, USA

Alexis® Biochemicals, San Diego, USA
Exbio, Prag, Tschechien

abcam, Cambridge, USA

BD Biosciences, Heidelberg

DKFZ, Heidelberg (zur Verfiigung gestellt von
Prof. D. Keppler)

Justus-Liebig-Universitdt, Gieflen (zur
Verfiigung gestellt von Dr. S. Santoso)

Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
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2.1.3. Enzyme, Primer und RNA

2.1.3.1. Enzyme

FastDigest® BglII

MultiScribe™ Reverse Transcriptase
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
RNase Inhibitor

T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase, recombinant

2.1.3.2. Primer

PSD95-forl
PSD95-rev1
PSDO95-for2
PSDO95-rev2

2.1.3.3. RNA

RNA (humanes Frontalhirn)

2.1.4. Kits und Standards

Amersham™ ECL Plus Western Blotting
Detection System

BCA™ Protein Assay Kit
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

NucleoSpin® Extract I
NuceloSpin® Plasmid

peqGOLD 100 bp DNA-Ladder
(100-1000 bp)

peqGOLD 1 kb DNA-Ladder
(250-10000 bp)

peqGOLD RNA Pure™

5’-GGGTCACCCCTGCCTCATCG-3’
5’-TTGCAGAAGGCGGCAGCATT-3’
5’-CTGGCTTGGCCTGGACTCGC-3’
5’-GTGGGGGCATGTGGAAGGCA-3’

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Applied Biosystems, Foster City, USA
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Applied Biosystems, Foster City, USA
Promega GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Eurofins MWG Operon, Ebersberg
Eurofins MWG Operon, Ebersberg
Eurofins MWG Operon, Ebersberg
Eurofins MWG Operon, Ebersberg

BioChain Institute, Inc., Newark, USA

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Bonn
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Applied Biosystems, Foster City, USA

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.KG, Diiren
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.KG, Diiren
peqgLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
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Protein Marker VI prestained
PS SDS Molekular Weight marker

TaqMan® Gene Expression Master Mix

2.1.5. Vektoren und Bakterien

Fermentas CloneJET™ PCR Cloning Kit
QIAGEN® PCR Cloning Kit
SoloPack® Gold competent Cells

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim
Applied Biosystems, Foster City, USA

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
QIAGEN GmbH, Hilden

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen

humane embryonale Nierenzelllinie European Collection of Cell Cultures

(ECACC), Salisbury, UK

American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, USA

Piet Borst, The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, Niederlande

Dr. Joachim Boost, Universitdt Miinster,
Abteilung fiir Pdadiatrische Onkologie

Alfred Schinkel, The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, Niederlande

2.1.6. Zelllinien

HEK?293

HelLa humane Zervixkarzinomzelllinie
LLC-PK1 Schweinenierenkarzinomzellen
LLC-PK1- Schweinenierenkarzinomzellen
MRP4 (transfiziert)

M-07e AML-Zelllinie

MDCKII Hundenierenkarzinomzellen
MDCKII- Hundenierenkarzinomzellen
MRP4 (transfiziert)

2.1.7. Laborgerite und Verbrauchsmaterialien

7900HT Fast Real-Time PCR System
Blotkammer Mini-PROTEAN® 3 Cell
Brutschrinke

BE 200

Heraeus® BB 6220 CO, Incubator

Heraeus® BBD 6220 CO, Incubator

Centricon® Centrifugal Filter Devices

Applied Biosystems, Foster City, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
Millipore Corporation, Bedford, USA
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Chemie Doc™ XRS Universal Hood II
Chronos Biosafe Stickstofftank
Cryo.s™ Einfrierr6hrchen

Deckgliser (24x24 mm)

Dounce Tissue Grinder
(Dounce-Potter Glas tight/loose)

Einfrierbox

Elekro-Potter S Homogenizer

Elektrophoresekammer BM 100
Feinwaage R 200D

Filterpapier

Heizblock QBT2

Icematic F80C

Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Lyophyllisator VR-maxi
Magnetriihrgerdt MR 3001

Metallhalogenidlampe HXP 120 C

MicroAmp® Fast Optical 96-Well
Reaction Plate

Mikroskope
Axiovert 25
Konfokales Mikroskop LSM 780

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Messer Griesheim GmbH, Griesheim
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

R. Langenbrinck, Emmendingen

Wheaton Science Products, Millville, USA

VWRTM, Hamburg

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sartorius AG, Gottingen
Whatman GmbH, Dassel

Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK
Castel MAC SpA, Castelfranco Veneto, Italien

Carestream Health, Inc., Rochester, USA
Heto-Holten A/S, Allerod, Déiinemark

Heidolph Instruments GmbH Co. KG,
Schwabach

Leistungselektronik Jena GmbH, Jena
Applied Biosystems, Foster City, USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Fluoreszenzmikroskop AxioObserver.D1 Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Mikrotiterplattenlesegerit infinite® M200
Multifiltrationseinheit

NEOJECT® 27G Kaniile
Nitrocellulosefilter

PCR Cycler Gene Amp® PCR System 9700
pH Meter pH 526

Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane
Rontgenfilm
Rontgenfilmkassette

Roth-Messflaschen, Typ Vial LDPE

Tecan Austria GmbH, Grodig, Osterreich
Millipore Corporation, Bedford, USA
Dispomed Witt oHG, Gelnhausen
Millipore GmbH, Schwalbach

Applied Biosystems, Foster City, USA

Wissenschaftlich-Technische Werkstdtten
GmbH, Weilheim

Whatman GmbH, Dassel

AGFA Crones 5, Mortsel, Belgien

Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe



Material und Methoden

25

Sauger

Schiittler
Compact Line OV4
neoLab Rotator 2-1175
Polymax 1040

Rocking Platform WT15

SDS-PAGE Elektrophoresekammer
Minigel-Twin

Sonopuls HD 60

Spektrophotometer Nano Drop® ND-1000
Spritzen
Sterilbéanke

HERAsafe HS 12

HERAsafe HS 18

Stromversorgungsgerit
Standard Power Pack P25

SuperFrost® Plus Objekttriager
Thermomixer 5436
Vakuumpumpe

Vortexer Reax top

Waage Explorer
Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter
Wasserbéder

GfL 1083

Julabo 5A

Zellkulturflaschen BD Falcon™
(25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Zellkulturplatte BD Falcon™
(6-well, 96-well)

Zellkulturschale BD Falcon™
Zellschaber steril

Zellzihlgerit CASY® 1 Model TT
Zentrifugen

CT15 RE Kiihlzentrifuge

neoLab, Heidelberg

Biometra, Gottingen
neoLab, Heidelberg

Heidolph Instruments GmbH Co. KG,
Schwabach

Biometra, Gottingen

Bioemtra, Gottingen

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Becton Dickinson, Heidelberg

Heraeus Instruments, Hanau
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Biometra, Gottingen

R. Langenbrinck, Emmendingen
eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

Heidolph Instruments GmbH Co. KG,
Schwabach

Ohaus Europe GmbH, Ndinikon, Schweiz
LKB-Wallac, Turku, Finnland

Gesellschafft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Becton Dickinson Labware, Heidelberg

Becton Dickinson Labware, Heidelberg

Becton Dickinson Labware, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Schdirfe System GmbH, Reutlingen

VWR by Hitachi Koki Co., Ltd., Tokio, Japan
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Desaspeed LC-1K DESAGA GmbH, Heidelberg

Galaxy Mini Centrifuge VWR™ [nternational GmbH, Darmstadt
Heraeus® Megafuge® 1.0R Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA
Heraeus® Multifuge® 3S-R Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA
Optima™ Ultracentrifuge TL-100 Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Ultrazentrifuge L7-65 Beckmann Coulter GmbH, Krefeld

2.1.8. Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
AK-Verdiinnung IF Saponinldsung (5%) 2 ml
FCS 1 ml
PBS (1x) ad 10 ml
Aprotinin-Stammldsung Aprotinin 0,3 mM
A. dest. ad 1 ml
Blockierlosung I Western Blot Magermilchpulver 5¢g
FCS 2,5ml
TBST ad 50 ml
Blockierlosung II Western Blot FCS 2,5 ml
TBST ad 50 ml
Blockierlosung IF Saponinldsung (5%) 10 ml
FCS 10 ml
PBS (1x) ad 50 ml
Blotting-Puffer Towbin (10x) 100 ml
Methanol 200 ml
A. dest. ad 1L
Coomassie-Losung Methanol 50 ml
CCD-Stocklosung 200 ml
Fixierlosung fiir Coomassie Ethanol 20 ml
Essigsidure Sml

A. dest. ad 50 ml
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HEPES-Puffer HEPES 1,18 g
pH 7.4 A. dest. ad 900 ml
Homogenisationspuffer KCl 74¢
pH 7,0 NaCl 1,46 g
MgSOy4 0,49 ¢
Na-Citrat 353 ¢
Glukose 1.8¢g
HEPES 59¢g
ATP 2775¢g
BSA 35¢g
A. dest. ad1L
hypotoner Puffer Na,HPO, x 2 H,0O 26,7 mg
pH 7,4 EDTA 11,4 mg
A. dest. ad 300 ml
Laemmli-Puffer (4x) Tris (1 M, pH 6,8) 3,125 ml
(Probenpuffer fiir SDS-PAGE) SDS lg
Glycerin (100%) 505¢g
Bromphenolblau 5 mg
B-Mercaptoethanol 2,5 ml
A. dest. ad 12,5 ml
LB-Medium (10x) Trypton 100 g
Hefeextrakt 50g
NaCl 100 g
A. dest. ad 1L
Leupeptin-Stammldsung Leupeptin 1 mM
A. dest. ad 4 ml
Lysepuffer (10x) Tris-HCl 78,8 mg
EDTA 29,2 mg
Octylglucosid 500 mg
A. dest. ad 10 ml
PBS (10x) NaCl 80 g
pH 7.4 KCl 2¢g
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Na,HPO, x 2H,0 144 ¢
KH,POy4 24¢g
A. dest. ad1 L
PBS/CM (1x) NaCl 8¢g
pH 7,4 KCl 200 mg
KH,PO4 200 mg
CaCl, 11 mg
MgCl, 94,3 mg
A. dest. ad1 L
PMSF-Stammldsung PMSF 0,1 M
A. dest. ad 10 ml
Saccharose-Stopper (10x) 0,5 M EDTA 4 ml
Saccharose 25¢g
Bromphenolblau 25 mg
A. dest. ad 10 ml
Sammelgelpuffer Tris-HCI 6g
(0,5 M Tris-HCI-Losung), pH 6,8 A. dest. ad 100 ml
Saponinlosung (5%) Saponin S5¢g
PBS (1x) ad 100 ml
Stripping-Puffer Tris-Ultra 757 ¢g
pH 6,8 SDS 20¢g
A. dest. ad1 L
Sucrose-HEPES-Puffer Sacchrarose 19¢g
HEPES-Puffer 50 ml
Tankpuffer (10x) Tris-Ultra 60 g
(SDS-PAGE Laufpuffer) Glycin 288 g
SDS 20¢g
A. dest. ad2 L
TBE-Puffer (10x) Tris-Ultra 121¢g
EDTA 1,7¢g
Borsdure 534¢g
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A. dest. ad1 L
TBS-Puffer (10x) NaCl 80¢g
pH 7.4 KCl 2g
Tris-HCl 30g
A. dest. adl1 L
TBST-Puffer TBS (10x) 200 ml
TWEEN 20 0,8 ml
A. dest. ad2 L
Towbin-Puffer (10x) Tris-Ultra 60,6 g
Glycin 288 g
A. dest. ad2 L
Trenngelpuffer Tris-Ultra 455 ¢
(1,5 M Tris-HCI-Losung), pH 8,8  A. dest. ad 250 ml
Tris-Sucrose Tris-Ultra 121 ¢g
pH 7.4 Sucrose 85,6 g
A. dest. ad1 L
2.1.9. Zellkulturmedien
Bezeichnung Zusammensetzung
DMEM (Glucose 4,5 g/l) DMEM 500 ml
FCS 10% (v/v)
Glutamax 1% (v/v)
P/S 1% (v/v)
NEAS 1% (v/v)
MEM with Earle’s Salts MEM 500 ml
FCS 10% (v/v)
Glutamax 1% (v/v)
P/S 1% (v/v)
NEAS 1% (v/v)
RPMI 1640 RPMI 500 ml
FCS 10% (v/v)
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2.2. Methoden
2.2.1. Humane Blutproben

Das verwendete Thrombozytenkonzentrat wurde mit freundlicher Unterstiitzung durch die
Abteilung Transfusionsmedizin des Instituts fiir Immunologie und Transfusionsmedizin der
Universitidt Greifswald zur Verfligung gestellt. Zur Gewinnung von pléttchenreichem Plasma
fir die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurde Blut von freiwilligen Probanden in
Citratrohrchen entnommen und bei 5000 rpm fiir 45 sek zentrifugiert. Hierfiir lag ein Votum
der Ethikkommission der Universititsmedizin Greifswald vom 28.02.2012 (Reg.-Nr. BB
20/12) vor.

2.2.2.  Zellkultur

Fiir die Untersuchungen des ABCC-Proteins MRP4 wurden neben LLC-PK1- und MDCKII-
Zelllinien — beide finden hédufig Verwendung bei der Untersuchung von Transport-
vorgingen — M-07e-, HEK293- und HeLa-Zellen kultiviert. Fiir die MDCKII- und LLC-PK1-
Zellen wurde bei den durchgefiihrten Versuchen als Medium DMEM verwendet, fiir die
M-07e-Zellen RPMI. Die Kultivierung von HEK293- und HeLa-Zellen erfolgte unter
Verwendung des Mediums MEM.

Bei LLC-PK1-Zellen handelt es sich um Schweinenierenzellen des proximalen
Tubulussystems. MDCKII-Zellen (Madin Darby canine kidney) werden aus den Epithelien
des Nierengewebes von Hunden gewonnen und weisen unter Kulturbedingungen ein
adhidrentes, polarisiertes Wachstumsverhalten mit Ausbildung einer apikalen und
basolateralen Membran auf. In den durchgefiihrten Experimenten wurden sowohl die nativen
MDCKII-Zellen als auch im Institut fiir Pharmakologie der Universitit Greifswald im
Vorhinein mit humanem MRP4 transfizierte Zellen (MDCKII-MRP4) eingesetzt.

Die humane megakaryoblastische Leukidmiezelllinie M-07e verfiigt iiber Oberflichenmarker,
die sowohl fiir myeloide Progenitorzellen als auch Megakaryozyten charakteristisch sind. Im
Zuge einer thrombopoietininduzierten Differenzierung wurde durch Oevermann et al."*® ein
Anstieg der MRP4-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene beschrieben.

Bei der Zelllinie HEK293 (Human embryonic kidney) handelt es sich um das Produkt der
Transformation einer humanen embryonalen Nierenzelllinie mit einem etwa 4,5 kb groflen

DNA-Fragment des menschlichen Adenovirus 5. Diese zeichnet sich durch einfache
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Transfektions- und Kulturbedingungen mit Bildung eines adhirenten Monolayers aus und
wird daher in der zellbiologischen Forschung vielfach verwendet.”*®

Auch HeLa-Zellen, eine humane Epithelzelllinie aus dem Zervixkarzinom der Patientin
Henrietta Lacks — im Johns Hopkins Hospital, USA, anonymisiert unter Helena Lane, was der
Zelllinie ihren Namen gab —, sind in der Forschung ein hédufig genutztes Studienobjekt. In

Kultur bildet diese Zelllinie einen einschichtigen Zellrasen aus. 143

2.2.2.1. Kultivierung von Zellen

Bei der Zellkultivierung wurden sterile Bedingungen durch Arbeiten an einer Sterilwerkbank
eingehalten. Vor Gebrauch wurden Kulturmedien sowie Losungen in einem Wasserbad auf
37°C erwirmt.

Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur von
37°C und in einer wasserdampfgesittigten 5%-igen CO,-Atmosphire kultiviert. Alle
Siugetierzelllinien wurden in sterilen 75 cm?-Zellkulturflaschen mit 25 ml Medium gehalten,
wobei ein Mediumwechsel alle drei Tage durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe eines inversen
Mikroskops erfolgte regelmiBig eine Einschitzung der Zelldichte und Uberpriifung
eventueller Kontaminationen. Nach der Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden die
Zellen passagiert. Dazu wurde zunichst das alte Medium entfernt und die Zellen mit 10 ml
PBS gewaschen. Zur Ablosung der adhédrenten Zellen erfolgten nach Zugabe von 3 ml
Trypsin/EDTA-LOsung eine 5-miniitige Inkubation bei 37°C und ein leichtes Schlagen gegen
die Zellkulturflasche. EDTA besitzt eine hohe Affinitit fiir zweifach positiv geladene
Kationen wie Ca®*. Daher kann es durch den Entzug von Ca** in die Protein-Matrix-
Wechselwirkung der Zellen eingreifen und fiihrt zu deren Vereinzelung. Zusitzlich werden
durch das proteolytische Enzym Trypsin extrazelluldre Proteine gespalten. Anschliefend
wurden die Zellen in 7 ml frisches Medium aufgenommen. Durch das darin enthaltene FCS
wird Trypsin inaktiviert und die zellschidigende Wirkung der Trypsin/EDTA-LOsung
beendet. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren wurden die abgelosten Zellen
suspendiert und vereinzelt. Darauffolgend wurde ein Aliquot zur Bestimmung der Zellzahl
abgenommen. In Abhédngigkeit von der Zelldichte wurden unterschiedliche Volumina der
Suspension in neue Kulturflaschen tiberfiihrt.

Zur Durchfiilhrung immunhistochemischer Untersuchungen wurden Zellen nach
Trypsinierung in 6-well-Zellkulturplatten ausgesidt. Jede Kavitit wurde zuvor mit einem

sterilen Deckgldschen versehen und enthielt 2 ml Medium.
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2.2.2.2. Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 ul Zellsuspension nach Trypsinierung in 10 ml
CASY®ton, eine schwach elektrolytische Losung, aufgenommen und mit Hilfe des Gerits
CASY®One untersucht. Die Ergebnisse ermdglichen danach die Aussdung von Zellen einer
bestimmten Konzentration. Das Zytometer transportiert dabei die Losung durch eine
Kapillare definierten Durchmessers mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit in die
Messpore. Uber zwei Platinelektroden wird an der Kapillare eine Spannung angelegt und ein
spezifischer Widerstand erzeugt. Zellen, welche die Kapillare passieren, verdringen abhéngig
von ihrem Durchmesser eine definierte Menge an Elektrolytlosung und fithren dadurch zu
einer Erhohung des Widerstandes. So kann entsprechend der unterschiedlichen Volumina das
gesamte Zellspektrum von Zelltriimmern, vitalen und toten Einzelzellen und Zellaggregaten

erfasst werden.

2.2.2.3. Kryokonservierung von Zellen

Die Kryokonservierung dient der lingeren Aufbewahrung von Zelllinien. Durch die Lagerung
in fliissigem Stickstoff bei -196°C wird der Ablauf von metabolischen Stoffwechselvorgingen
verhindert. Bei der Durchfiihrung der Kryokonservierung wurden die trypsinierten Zellen
zundchst bei 1200 U/min fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und anschlieBend
abhingig von der Zellzahl in Einfriermedium resuspendiert, indem pro ml Einfriermedium
1-3 x 10° Zellen aufgenommen wurden. Das Einfriermedium enthilt 90% FCS und 10% des
Kryoprotektivums DMSO, welches die Bildung von Eiskristallen in den Zellen verhindert.
Anschlieend wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension in Kryorohrchen tiberfiihrt und in einer
mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox iiber 24 h auf -80°C heruntergekiihlt. Durch das
Isopropanol wird ein langsamer Temperaturabfall (1°C/min) gewihrleistet. Danach wurden
die Kryorohrchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

Fiir die Rekultivierung wurden die kryokonservierten Zellen in einem Wasserbad von 37°C
schnell unter Schiitteln aufgetaut, resuspendiert und in eine 25 cm’-Zellkulturflasche mit
10 ml Medium iiberfiihrt. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 24 h, um Reste des DMSO aus

dem Kulturmedium zu entfernen.
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2.2.2.4. Zusatz von Inhibitoren

Um den Einfluss von Hsp90 als mogliches Adaptorprotein auf die Lokalisation von MRP4 zu
untersuchen, wurden LLC-PKI1- und MDCKII-MRP4-Zellen mit dem Hsp90-Inhibitor
Radicicol inkubiert. Hierfiir wurden zunichst Zellen in 75 cm’-Zellkulturflaschen ausgesit.
Nach Erreichen einer fast vollstandigen Konfluenz wurde Radicicol in unterschiedlichen
Konzentrationen zum Medium gegeben. Die besten Ergebnisse zeigten sich bei Verwendung
von 10 uM fiir LLC-PK1-Zellen bzw. 5 uM fiir MDCKII-Zellen, sodass fiir die folgenden
Versuche diese Konzentrationen eingesetzt wurden. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet
und die MRP4-Expression mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens ausgewertet. Zur
Untersuchung der Lokalisation wurden Zellen in 6-well-Zellkulturplatten ausgesidt und
Radicicol wie oben zugesetzt. Die Inkubationszeit betrug bei beiden Zelllinien 24 h.
Anschlieend erfolgten eine indirekte Immunfluoreszenzfirbung und die Auswertung am

Mikroskop.

2.2.3. Proteinanalytische Methoden
2.2.3.1. Isolierung von Gesamtmembranfraktionen und Homogenat aus kultivierten Zellen

Zum Nachweis von Membranproteinen im Western Blot musste aus dem Gesamtprotein die
Membranfraktion isoliert werden. Hierfiir wurde nach der Zellernte die Zellsuspension in ein
15 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und bei 1200 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Anschlieend
wurde der Uberstand entfernt, das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Das so gewaschene Zellpellet wurde darauthin in 1 ml 5 mM Tris/HCI (pH 7.4)
aufgenommen und mit den Proteaseinhibitoren PMSF, Leupeptin und Aprotinin (Verdiinnung
der Stammlosung je 1:1000) versetzt. Bei allen folgenden Schritten wurden die Proben auf Eis
gekiihlt gehalten. Der Zellaufschluss erfolgte durch drei Einfrier-Auftau-Zyklen in fliissigem
Stickstoff bei -196°C und einem auf 37°C erwarmten Wasserbad. Um die Membranfraktion
von den zytosolischen Proteinen zu trennen, wurde das entstandene Homogenat in einer
Ultrazentrifuge bei 100 000 x g fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Der die zytosolischen
Proteine enthaltende Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 100 ul 5 mM Tris/HCI
(pH 7.4) resuspendiert. Danach wurde durch kurze Ultraschallbehandlung (3 x fiir ca. 2 sek)
die Probe homogenisiert und storende DNA-Prizipitate fragmentiert. Die gewonnenen
Gesamtmembranfraktionen wurden in Aliquots bei -20°C gelagert. Sollte lediglich

Homogenat fiir nachfolgende Versuche hergestellt werden, wurde auf den
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Zentrifugationsschritt verzichtet und die Ultraschallbehandlung wie beschrieben direkt nach

dem Zellaufschluss durchgefiihrt.

2.2.3.2. Herstellung eines Zelllysats

Fir die Versuche zur Bindung moglicher Interaktionspartner an eine Sdulenmatrix wurde
Zellhomogenat lysiert, sodass das Zytoskelett entfernt werden konnte. Hierfiir wurden das
Konzentrat aus Thrombozyten bzw. die resuspendierten Zellpellets von LLC-PK1- und HeLa-
Zellen in einem Verhiltnis von 10:1 mit 10x Lysepuffer versetzt, die Proteaseinhibitoren
Aprotinin, Leupeptin und PMSF in einer Verdiinnung von 1:1000 zugegeben und 40 min auf
Eis gelagert, wobei alle 10 min eine Durchmischung erfolgte. Danach wurde eine
Zentrifugation bei 100 000 x g fiir 30 min durchgefiihrt. Der entstandene Uberstand wurde
1:10 in PBS verdiinnt und zur Inkubation mit der Sdulenmatrix verwendet. Das Pellet, in
welchem sich vorwiegend unldsliches Zytoskelett befand, wurde in Tris/HCI resuspendiert
und als Kontrolle fiir die sich an das Sdulenverfahren anschlieBende Western Blot-Analyse
aufgehoben. Von beiden Losungen erfolgte vor weiterer Verwendung eine

Proteinbestimmung.

2.2.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Membranfraktionen und der Membranvesikel
erfolgte mit Hilfe der BCA-Methode.””® Bei dieser Methode werden die zu bestimmenden
Proteinproben mit einer Kupfer(Il)-haltigen Losung versetzt. Durch die in alkalischer Losung
befindlichen Proteine werden die Kupfer(Il)-Ionen zu Kupfer(I)-lonen reduziert, welche nun
mit Bicinchoninsdure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden, dessen Intensitéit
photometrisch bei einer Wellenlidnge von 560 nm gemessen werden kann.

Zur Durchfithrung der Messung wurden je 10 pl der Proteinproben, meist nach Verdiinnung
mit Aqua dest., in Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte gegeben und mit jeweils
200 ul Féarbereagenz versetzt, welche sich aus 4%-iger Kupfer(Il)-Sulfat-Losung und 1%-iger
Bicinchoninsidure in einem Verhiltnis von 1:50 zusammensetzt. Gleichzeitig wurde zur
Quantifizierung des Proteingehaltes eine Eichreihe mit 0, 200, 400, 600, 800 und 1000 pg/ml
BSA mitgefiihrt. Alle Proben wurden 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend die
Farbintensitit durch ein Mikrotiterplattenlesegerdt gemessen. Die Bestimmung des

Proteingehaltes mit Hilfe der Eichkurve erfolgte durch lineare Regressionsanalyse.
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2.2.3.4. Western Blot

Das Western Blot-Verfahren ermoglicht den Nachweis von bestimmten Proteinen, indem
nach der Auftrennung eines Proteingemisches entsprechend den molaren Massen der
einzelnen Bestandteile durch die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese und der
Ubertragung des entstandenen Proteinmusters auf eine Nitrozellulosemembran diese mit

spezifischen Antikorpern immunologisch dargestellt werden.””

2.2.3.4.1. Diskontinuierliche SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach der MolekiilgroBe wurde eine denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)'*' durchgefiihrt. Da die
einzelnen Proteine, bedingt durch ihre unterschiedliche Aminosduresequenz, unterschiedliche
Ladungen besitzen, wiirde dadurch ihre Wanderung im elektrischen Feld beeintrachtigt
werden. Durch die Anlagerung anionischer Natriumdodecylsulfat-Molekiile (SDS) an die
Proteine bilden sich jedoch negativ geladene Komplexe mit einem konstanten Ladungs-
Masse-Verhiltnis aus, sodass die Ladungsunterschiede der Proteine ausgeglichen und ihre
dreidimensionale Struktur aufgeldst wird. Zusitzlich werden Sekundir- und Tertidrstrukturen
durch das B-Mercaptoethanol des Laemmli-Puffers, welches zur Losung der Disulfidbriicken
fiihrt, und das Erhitzen der Proben vor dem Auftragen auf das Gel zerstort. Nach erfolgter
Denaturierung liegen so langgestreckte, negativ geladene SDS-Proteinkomplexe vor, welche
im elektrischen Feld zur Anode wandern und dabei unabhédngig von der
Aminosdurezusammensetzung und dem isoelektrischen Punkt nur entsprechend ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die pordose Polyacrylamidmatrix des Geles fungiert
hierbei als Molekularsieb. Entscheidend fiir die Eigenschaften des Geles wie PorengroBe,
Elastizitit und Dichte ist dessen Gehalt an Acrylamid und Bisacrylamid, welche die Linge
bzw. den Vernetzungsgrad der entstehenden Polyacrylamidketten bestimmen. Die
Polymerisation beider Substanzen wird durch die Zugabe von Ammoniumperoxidisulfat
(APS) initiiert, Tetramethylethylendiamin (TEMED) dient als Katalysator. Die endgiiltige
Zusammensetzung des Geles wird durch die zu untersuchenden Proteine bestimmt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden 7,5%-ige Trenngele und 4%-ige Sammelgele verwendet, wie in

Tab. 2-1 dargestellt.
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Tab. 2-1 Gelzusammensetzung SDS-PAGE

Komponente Trenngel (7,5%) Sammelgel (4% )
Aqua dest. 3,6 ml 3 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 1,9 ml 650 pl

Tris pH 6,8 (Sammelgelpuffer) - 1,23 ml

Tris pH 8,8 (Trenngelpuffer) 1,9 ml -

10% SDS 75 pul 50 ul

10% APS 75 ul 50 ul

TEMED 7,5 ul Sul

Im Sammelgel, welches groflere Poren besitzt, erfolgt eine Vortrennung und Konzentrierung
der Proteine. Dieser Effekt beruht darauf, dass der fiir das Sammelgel verwendete Puffer
Chloridionen enthilt, der Elektrophoresepuffer hingegen Glycinionen. Die elektrophoretische
Wanderungsgeschwindigkeit der Chloridionen ist groBer als die der Proteine. Da die
Glycinionen als Zwitterionen vorliegen, besitzen sie eine geringere Mobilitdt. Durch die
Potenzialdifferenz entstehen im Feldstirkegradienten zwischen diesen Ionen hoher und
niedriger Mobilitit Proteinstapel entsprechend ihrer Geschwindigkeit. Treten die Proteine ins
Trenngel iiber, werden sie durch den Siebeffekt der kleineren Poren verlangsamt und es
erfolgt eine Auftrennung der Proteinstapel nach dem Molekulargewicht der einzelnen
Komponenten und damit eine Schirfung der Proteinbanden. Durch das Mitfithren eines
Proteinmarkers ldsst sich die Groe der aufgetrennten Banden bestimmen.

Um den Gelen die entsprechende Form zu geben, wurden 2 Glasplatten, welche einen
Abstand von 1,5 mm aufwiesen und iiber einen Silikongummistreifen abgedichtet wurden,
benutzt. Das Trenngel wurde bis auf dreiviertel der Hohe aufgefiillt und zur Schaffung einer
ebenen Oberfliche sowie Ermoglichung des Luftabschlusses mit Isopropanol iiberschichtet.
Nach Beendigung der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel bis zur
vollstindigen Hohe der Glasplatten hinzugefiigt und ein Kunststoffkamm zur Bildung von
Taschen luftblasenfrei eingesetzt. Nach erfolgter Polymerisation des Sammelgeles wurden der
Kunststoffkamm und der Dichtungsgummi entfernt und anschlieend die Glasplatten mit dem
Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt. Diese enthielt 1x Tankpuffer.

Die Proben wurden je nach Konzentration in 5 mM Tris/HCl (pH 7,4) aufgenommen, sodass
sich eine definierte Proteinmenge — i1.d.R. 30 bzw. 50 ug — in einem Volumen von 22,5 pl
befand. Danach wurden 7,5 ul 4x Laemmli-Puffer hinzugegeben. Zur Denaturierung wurden

die Proben 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend 20 ul mit einer Mikroliterspritze in die
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Geltaschen gegeben. Vom Marker wurden, ebenfalls nach Inkubation, 5 pl in die Taschen
gefiillt.

Bis zum FEintritt der Proteinproben in das Trenngel wurde eine konstante Spannung von
100 V, anschlieBend 140 V verwendet. Diese Spannung wurde bis zum Auslaufen der

Lauffront aus dem Gel etwa 1,5 h beibehalten.

2.2.3.4.2. Transfer auf eine Nitrozellulosemembran

Der Transfer aufgetrennter Proteine auf eine Trigermembran wird als Western Blot
bezeichnet. Die Ubertragung der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosemembran bewirkt deren Fixierung und Immobilisierung und ist Voraussetzung

1.%% im Nassblot-

fiir eine spdtere Immundetektion. Hierbei fand die Methode von Towbin et a
Verfahren Anwendung. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes senkrecht zu der
urspriinglichen Laufrichtung wandern die Proteine in Richtung Anode aus dem Gel auf die
Membran. Fiir den Sandwichblot wurden sechs Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran
mit einer Porengrofle von 0,2 um auf die Groe des Polyacrylamidgeles zurechtgeschnitten
und danach im eiskalten Blotting-Puffer dquilibriert. Durch den Zusatz von 20% Methanol
zum Transferpuffer (Towbin-Puffer) wird die Proteinbindungskapazitit der Membran erhoht.
SchlieBlich wurde der Sandwichblot luftblasenfrei wie in Abb. 2.1 gezeigt zusammengesetzt,
in die Blotapparatur eingespannt und fiir 2 h in eiskaltem, methanolhaltigem Blotting-Puffer
unter stindiger Eiskiihlung einer Stromstirke von 370 mA ausgesetzt, sodass der
Proteintransfer vonstatten gehen konnte. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran fiir
15 min mit 0,2%-iger Ponceau-S-Firbung gefirbt. Dies dient einerseits der Uberpriifung der
Transferqualitét, andererseits werden durch die in der Losung enthaltene Trichloressigsdure

die Proteine auf der Membran fixiert. Die unspezifische, reversible Proteinfirbung wurde

anschlieBend durch mehrmaliges Waschen mit Aqua dest. entfernt.
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Anode Kathode

|— Gel

Nitrocellulosemembran Puffer

Filterpapier

Schwamm

Lochplatte

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines Western Blots. (modifiziert nach Towbin et al.”®)

2.2.3.4.3. Immundetektion von Proteinen

Durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion konnten im Folgenden die spezifischen Proteine
detektiert werden. Hierbei fungierte das Protein als Antigen, an welches ein Primérantikorper
bindet. Dieser wiederum wurde anschlieBend durch einen enzymkonjugierten
Sekundirantikorper nachgewiesen. Da der gegen das Antigen gerichtete Primérantikorper erst
durch einen markierten zweiten Antikorper nachgewiesen wird, handelt es sich um ein
indirektes Verfahren zum Proteinnachweis.

Vor Beginn der Immundetektion wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer
Antikorperbindungsstellen fiir 2 h in Blockierlosung geschiittelt. Danach fand die Inkubation
mit dem primdren Antikorper in TBST/0,1% BSA iiber Nacht bei 4°C unter leichtem
Schwenken statt. Nach der Entfernung des primidren Antikorpers wurde die Membran drei
Mal fiir 10 min mit TBST von ungebundenem Antikorper befreit und anschlieBend fiir 2 h bei
Raumtemperatur mit dem Sekundérantikorper in TBST inkubiert. Die Immundetektion konnte

schlieBlich nach abermaligem Waschen in TBST durchgefiihrt werden. Durch die Kopplung
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des sekundédren Antikorpers an die Meerrettichperoxidase (HRP) erfolgt nach 5-miniitiger
Inkubation der Membran mit dem HRP-Substrat ECL Plus Western Blotting Reagenz unter
Lichtausschluss dessen enzymatische Umsetzung. Die durch Oxidation des enthaltenen
Luminols entstehende Chemilumineszenz kann durch Auflegen eines Rontgenfilms bzw. im
Chemie Doc™ XRS sichtbar gemacht werden und visualisiert dadurch das Zielprotein.

Verwendete Antikorper und ihre Verdiinnungen in TBST zeigt Tab. 2-2.

Tab. 2-2 Antikorperverdiinnung — Immundetektion

Primérantikorper Konzentration | Sekundirantikorper | Konzentration
(in 0,1% BSA/TBST) (in 0,1% BSA/TBST)
AP3 1:500 anti-mouse 1:2000
EBP50 (US Biological) |1:500 anti-rabbit 1:2000
NHERF/EBP50 (Exbio) |1:500 anti-mouse 1:2000
ERM 1:500 anti-rabbit 1:2000
Hsp90 1:5000 anti-mouse 1:2000
M,1-10 (anti-MRP4) 1:500 anti-rat 1:2000
PSD95 1:500 anti-goat 1:2000

Es ist moglich, mit Hilfe des strippings Antikorper von der Nitrocellulosemembran zu
entfernen und diese nachfolgend wieder zu verwenden. Dafiir wurde die Membran 30 min bei
52°C mit 50 ml Stripping-Puffer und 350 pl B-Mercaptoethanol unter Rotation in einem
Glasrohr inkubiert. Der Puffer enthélt u.a. SDS, welches die Antikorper denaturiert. Das [3-
Mercaptoethanol ~ dient der  Auflosung der  Disulfidbriicken  zwischen  den
Antikorperuntereinheiten. Danach erfolgte ein mehrmaliges Waschen der Membran mit
TBST, bis das B-Mercaptoethanol nicht mehr wahrgenommen werden konnte. Nachdem die
Membran 2 h mit der Blockierlosung geschiittelt wurde, konnte ein neuer Primérantikorper

hinzugegeben werden.

2.2.3.5. Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung dient der Sichtbarmachung von Proteinen in einem
Polyacrylamidgel. Bei  Coomassie-Brilliant-Blue  handelt es sich um einen
Triphenylmethanfarbstoff, welcher sich an die basischen Seitenketten von Aminoséduren

anlagert und Proteine so unspezifisch anfiarbt. Nach Auftrennung der Proteine erfolgt ihre
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Fixierung im Gel in einer methanol- und essigsdurehaltigen Losung fiir 1,5 h. Das saure
Milieu wird benotigt, damit der Farbstoff an die Proteine binden kann. Danach wird das
Polyacrylamidgel zwei Mal fiir jeweils 10 min mit Aqua dest. gewaschen und iiber Nacht mit
Coomassie geschiittelt. AbschlieBend wird das eingefarbte Gel zum Entfernen iiberschiissiger
Farbe zwei Mal 15 min mit 20% Methanol und zwei Mal 1 h mit Aqua dest. gewaschen und

zur Lagerung in eine Folie eingeschweif3t.

2.2.3.6. Indirekte Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfirbung dient der subzelluldren Lokalisation und Visualisierung von
Proteinen. Auch hier handelt es sich um ein indirektes Nachweisverfahren, bei dem ein
Primérantikorper an die zelluldre Zielstruktur, das Antigen, bindet und folgend durch einen
mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundirantikorper detektiert wird. Durch Licht
bestimmter Wellenldnge eines monochromatischen Lasers wird das Fluorochrom angeregt.
Das dabei emittierte Licht wird durch eine Kamera bzw. ein Okular aufgefangen und dadurch
die Lokalisation des Zielproteins visualisiert.

Die verwendeten Zellen wurden fiir die Immunfluoreszenzfirbung auf Deckglidschen ausgesit
und in 6-well-Platten kultiviert. Nach Erreichen einer fast vollstindigen Konfluenz wurde das
Medium abgesaugt und die adhdrenten Zellen drei Mal mit PBS gewaschen. Die Fixierung
erfolgte durch 30-miniitige Inkubation in 1%-igem Paraformaldehyd in PBS bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Zellen mit je 1 ml 1%-iger Saponinlosung in PBS
pro Well fiir 30 min bei Raumtemperatur permeabilisiert, um den Zugang des priméren
Antikorpers zu den Zielstrukturen zu ermoglichen. Zur Absittigung unspezifischer
Bindungsstellen wurde eine Blockierlosung mit Saponin und FCS fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur hinzugegeben. Nachdem die Blockierlosung entfernt worden war, erfolgte
die Antikorperinkubation mit einem Gesamtvolumen des verdiinnten Primérantikorpers von
40 pl in einer feuchten Kammer iiber Nacht bei 4°C. Die einzelnen Verdiinnungen wurden
mit Hilfe einer FCS- und saponinhaltigen PBS-Losung durchgefiihrt und sind in Tab. 2-3
angegeben. Im Falle einer Markierung mit nur einem Primérantikorper wurden 40 pl der
entsprechenden Antikorperverdiinnung aufgetropft. Erfolgte eine Doppelmarkierung zur
Darstellung einer Kofdrbung, so wurden von den beiden verwendeten Antikorpern je 20 pl
einer doppelt konzentrierten Verdiinnung auf die Zellen pipettiert, sodass ihre Konzentration
in dem Gesamtvolumen von 40 ul wieder den Werten einer Einfachmarkierung entsprach.

AnschlieBend erfolgte die Entfernung nicht gebundener Antikdrpermolekiile durch
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dreimaliges Waschen mit PBS und einmaliges Waschen mit der zuvor gebrauchten
Blockierlosung. Im néchsten Schritt wurden die Zellen mit entsprechend verdiinnten,
fluoreszenzmarkierten Sekundirantikdrpern 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Wie zuvor bei den Primédrantikorpern wurde auch hier ein Gesamtvolumen von 40 ul
eingesetzt und die Verdiinnung je nach Einfach- oder Doppelmarkierung angepasst. Nachdem
die Deckglischen erneut drei Mal gewaschen wurden, erfolgte ihre Uberfiihrung auf einen
Objekttrager und Einbettung mit DAKO Fluorescent Mounting Medium. Die Objekttriger
wurden abschlieBend iiber Nacht bei 4°C getrocknet und konnten dann mittels eines

Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden.

Tab. 2-3 Antikorperverdiinnung — Immunfluoreszenz

Primirantikorper- | Konzentration im |Sekundérantikorper Konzentration im
zielstruktur Gesamtvolumen Gesamtvolumen
(in 10% FCS/1% (in 10% FCS/1%
Saponin/PBS) Saponin/PBS)
Gpllb/Il1a 1:50 Alexa Fluor 568 goat anti- | 1:50
mouse I1gG
Hsp90 1:100 Alexa Fluor 568 goat anti- | 1:50
mouse IgG
PSD95 1:100 Alexa Fluor 488 chicken | 1:200

anti-goat IgG
bzw.

Alexa Fluor 568 donkey |1:50
anti-goat IgG

bzw.

Alexa Fluor 647 chicken |1:50
anti-goat IgG

SNG 1:100 Alexa Fluor 488 chicken |1:200
anti-rabbit IgG

bzw.

Alexa Fluor 568 donkey | 1:50
anti-rabbit IgG

2.2.3.7. Immunprizipitation

Die Immunprizipitation dient der Isolation eines bestimmten Antigens aus einer Losung
mittels eines Antikorpers.”® Die gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe fallen ab einer

bestimmten Konzentration aus und konnen beispielsweise iiber Protein A-Beads prizipitiert
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werden. Dabei handelt es sich um ein Protein, welches der Zellwand von Staphylococcus
aureus entstammt und mit hoher Spezifitit an den Fc-Teil von Immunglobulinen bindet.
Kugeln aus Sepharose (beads) werden mit diesem Protein A beschichtet und sind so in der
Lage, die Antikorper zu binden. Nach der Aufreinigung wird der Immunkomplex wieder von

der Sepharose gelést.198

Da es sich bei den Antigenen um Proteine handelt, konnen diese im
Anschluss mittels Western Blot nachgewiesen werden.

Bei der Durchfithrung der Immunprizipitation wurde Thrombozytenkonzentrat verwendet,
welches zu Beginn lysiert wurde. Dafiir wurden 100 pl des Konzentrats mit 1 ml 1x
Lysepuffer, welcher Proteaseinhibitoren im Verhiltnis 1:1000 enthielt, versetzt und 40 min
auf Eis gestellt. Alle 10 min wurde das Gemisch geschiittelt. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 100 000 x g fiir 30 min. Der Uberstand wurde abgenommen und fiir die
Immunprézipitation verwendet, das Pellet diente als Kontrolle im Western Blot.

500 ul des gewonnenen Uberstandes wurden daraufhin 2 pl eines Antikorpers gegen das
gesuchte Protein zugegeben und tiber Nacht bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Anschliefend
wurde Protein A-Sepharose hinzugefiigt (1:10) und der Ansatz 4 h bei 4°C geschiittelt. Nach
einer dreiminiitigen Zentrifugation bei 1000 x g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen —
auch dieser lieferte eine Kontrolle fiir den Western Blot — und das Pellet drei Mal mit
Lysepuffer gewaschen. Zentrifugation und Waschschritte dienen der Isolierung der
Immunkomplexe von unspezifischen Proteinen. Das Pellet wurde schlieflich in Laemmli-
Puffer (1:1 verdiinnt) aufgenommen und 5 min bei 95°C inkubiert. Um die Immunkomplexe
von der Sepharose zu trennen folgte eine abschlieBende Zentrifugation bei 1000 x g fiir 3 min.

Der gebildete Uberstand wurde eingefroren und dann fiir eine SDS-PAGE verwendet.

2.2.3.8. Affinititschromatographie

Um mogliche Bindungspartner von MRP4 zu isolieren, wurde ein kurzes Peptid aus 15
Aminosduren der C-terminalen Transportersequenz, welches das bekannte PDZ-
Interaktionsmotiv enthilt, per Auftragssynthese hergestellt und an eine Matrix aus Sepharose
gekoppelt (s. Abb. 2.2). Auf diese Sidule wurden nach zweimaliger Spiilung mit 1 ml PBS
Homogenat und Lysat von Thrombozyten sowie LLC-PK1-Homogenat im Batch-Verfahren
gegeben. Dafiir wurde die Sepharosematrix aus ihrer Séulenhiille entfernt, in ein Falcon-
Rohrchen tiberfiihrt und iiber Nacht mit einer Losung des entsprechenden Homogenats bzw.
Lysats in PBS in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (1:1000) unter andauernder Rotation

inkubiert. Zundchst wurde eine Zusammensetzung aus 200 pl der entsprechenden
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Stammlosungen mit einer Konzentration von jeweils ca. 40 ug/ul und 2 ml PBS verwendet.
Die verwendeten Verdiinnungen der Proteinlosungen wurden im Folgenden sukzessive von
1:10 auf 1:1 erhoht, da die Konzentrationen der eluierten Proteine gering ausfielen.
AnschlieBend wurde die Matrix in die Sdule zuriickgefiihrt und drei Mal mit 1 ml PBS
gespiilt. Zur Eluierung der gebundenen Interaktionspartner wurden in 8 folgenden Schritten
jeweils 500 ul einer 100 mM Glycinlosung (pH 2,8) zur Sdulenmatrix gegeben, sodass eine
Denaturierung der Proteine erfolgte. Die durchgetropfte Losung wurde dann in je 50 ul 1 M
Tris Ultra (pH 8) in einem Eppendorfgefil aufgefangen und die Proteine so wieder
renaturiert. Abschlieend erfolgte die Bestimmung der gewonnenen Proteinmenge mit Hilfe

eines Photometers bei 280 nm.

()

MRP4 C-Terminus

Adaptorprotein

Abb. 2.2: Funktionsprinzip der Affinititschromatographie. Kopplung eines 15 AS groBen Peptids der
C-terminalen MRP4-Sequenz an eine Sepharosematrix. Mogliche Bindungspartner von MRP4 binden
nach Inkubation an die im Peptid enthaltene PDZ-Domine und kdnnen anschlieBend eluiert werden.

Zur Regeneration der Sdule durchliefen nacheinander 10 ml eines 10 mM Phosphatpuffers
(pH 6,8), 20 ml einer 1 M NaCl-Losung in PBS und 20 ml PBS unter Zusatz von 0,05% Na-
Azid die Sdulenmatrix.

Nach Eluierung der moglichen Bindungspartner wurde zur Erhohung der
Proteinkonzentration eine Einengung mittels Gefriertrocknung durchgefiihrt. Dabei wurden
die Proben zunichst bei Normaldruck in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Anschliefend
erfolgte die Sublimation des in der Probe enthaltenen Wassers — der direkte Ubergang von der
gefrorenen in die dampfformige Phase — im Lyophylisator durch Anlage eines Vakuums unter
Rotation. Die Proteinmenge wurde danach wiederum mittels Photometer bei 280 nm

bestimmt.
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2.2.3.9. Massenspektrometrie

Zur  ldentifizierung  unbekannter  Bindeproteine  sollte  die  Methode  der
Fliissigkeitschromatographie-Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie ~ (LC-ESI-MS/
MS) Anwendung finden. Hierbei konnte auf eine Kooperation mit dem Institut fiir Genetik
und funktionelle Genomforschung der Universitit Greifswald (Dr. Elke Hammer,
Arbeitsgruppe Prof. Volker) zuriickgegriffen werden. Zunichst erfolgte die Auftrennung der
Proteine mit Hilfe der SDS-PAGE. Interessierende Banden wurden anschlieend
ausgeschnitten und mit Trypsin im Gel verdaut, eluiert und mittels Massenspektrometrie
molekular charakterisiert. Diese ermittelt den sog. peptide mass fingerprint aus der
einzigartigen Mischung der Spaltpeptide, welcher mit einer Proteindatenbank verglichen

wird.”?

2.2.4. Molekularbiologische Methoden
2.2.4.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Um das Transkript von PSD95 in himatopoetischen Zellen nachzuweisen, wurde die Gesamt-
RNA aus M-07e-Zellen isoliert. Nach der Zellernte wurde dafiir die Zellsuspension in ein
15 ml Falcon-R&hrchen iiberfiihrt, bei 1200 U/min fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Das Zellpellet wurde anschlieBend mit 250 ul pegGOLD RNA Pure 2 min lysiert und
das Lysat in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt. Nach Hinzufiigen von 50 pl Chloroform
und kurzem Schwenken folgte eine zehnminiitige Inkubation bei Raumtemperatur. Zur
Abtrennung der RNA wurde das Material darauthin bei 12000 x g und 4°C 5 min
zentrifugiert. Die dabei gebildete obere Phase, welche die RNA enthilt, wurde in ein neues
Eppendorf-Gefal iiberfiihrt, mit 125 pl Isopropanol versetzt und erneut inkubiert sowie
zentrifugiert. Das Isopropanol wurde danach vorsichtig entfernt und das RNA-haltige
Zellpellet zweimal mit 350 pl 75%-igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Zum Schluss
erfolgte die Trocknung des Pellets unter der Sterilbank fiir ca. 30 min. Das Pellet wurde in
60 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen und 30 min auf Eis stehen gelassen. Die RNA-

Konzentration konnte anschlieend mit dem Nanodrop bestimmt werden.
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2.2.4.2. Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration wurde ein Photometer (Nanodrop)
verwendet. Hierbei wird die Absorption elektromagnetischer Strahlung einer Wellenléinge von
260 nm durch das aromatische Ringsystem der Basenbestandteile der Nukleinsduren ermittelt,
indem die Extinktion gemessen wird. Gleichzeitig wird zudem die Reinheit der Probe durch
die Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm (Axeo2s0) bzw. 230 nm (Az60/230)
angegeben. Ersterer zeigt eine mogliche Verunreinigung durch Proteine an, deren
Absorptionsmaximum 280 nm betrdgt. Der Sollwert liegt zwischen 1,8 und 2,0, eine
Verringerung weist auf Verunreinigungen hin. Der Quotient Axeon3o gibt bei Abfall des
Normalwertes von >2,0 eine Kontamination mit Peptiden und Kohlenhydraten an.'™ ?7° Das

Volumen der eingesetzten Probe betrug pro Messung 1 pl.

2.2.4.3. Reverse Transkription

Aus der isolierten RNA kann das Vorliegen einer bestimmten mRNA mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion detektiert werden. Dazu ist zuerst jedoch das Umschreiben der
RNA in komplementire DNA (cDNA) notig, weil die anschlieBend verwendeten
Polymerasen DNA-abhingig sind. Die Reverse Transkription wurde mit Hilfe des High
Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kits durchgefiihrt. Als Primer dienten Random
Hexamere, also Oligonukleotide, die verschiedene Basenkombinationen enthalten und sich
somit unspezifisch an den RNA-Strang anlagern konnen. Dadurch entstehen neben mRNA
auch rRNA und tRNA, sodass eine Normalisierung der Ergebnisse der im weiteren Prozedere
auch durchgefiihrten Real-Time PCR auf 18S rRNA moglich ist.

Die einzelnen Schritte der Reversen Transkription fanden im PCR-Cycler statt, der
Reaktionsansatz ist in Tab. 2-4 dargestellt. Wihrend der Initiation (s. Tab. 2-5) kommt es zur
Anlagerung der Primer an die RNA. FEine RNA-abhingige DNA-Polymerase sorgt
anschlieend durch den Anbau von Desoxynukleotiden fiir eine Verlingerung der Primer und
die Generierung der cDNA. Die Inaktivierung des Enzyms beendet die Reaktion. Die

gebildete cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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Tab. 2-4 Reaktionsansatz Reverse Transkription

Komponente Volumen pro Ansatz (20 ul) | Endkonzentration
10x RT Puffer 2,0 ul Ix

MgCl, (25 mM) 4,4 ul 5,5 mM
dNTP-Mix (2,5 mM) 4,0 ul 500 uM

Random Hexamere (50 uM) 1,0 ul 2,5 uM
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 0,4 ul 0,4 U/ul

Reverse Transkriptase (50 U/ul) | 0,5 ul 1,25 U/ul

RNA variabel 25 ng/ul

Aqua ad injectabilia ad 20 ul -

Tab. 2-5 Temperaturprofil Reverse Transkription

Schritt Temperatur |Zeit
Initiation 25°C 10 min.
Reverse Transkription 48°C 30 min.
Inaktivierung der Transkriptase |95°C S min.

2.2.4.4. Polymerasekettenreaktion

Die  Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der  Amplifizierung  spezifischer
Nukleotidsequenzen. Diese von Kary B. Mullis'”® entwickelte Methode enthilt drei sich
zyklisch wiederholende Schritte: Denaturierung, Anlagerung von Oligonukleotiden (Primer)
und Elongation des DNA-Segments. Alle Schritte werden nach Herstellung des
Reaktionsansatzes in einem PCR-Cycler durchgefiihrt.

Die hohe Temperatur von 90-95°C wihrend der Denaturierung dient der Trennung des DNA-
Doppelstrangs in Einzelstrange. Danach konnen sich die Primer an ihre komplementéren
Sequenzen im DNA-Strang anlagern (annealing) und damit den Bereich der Amplifikation
markieren. Je nach Art der gewihlten Primer kann die Temperatur dieses Schrittes von 40 bis
60°C variieren. Mit Hilfe einer DNA-Polymerase werden die Primer anschliefend an ihren
3’-Enden durch den Anbau von Desoxynukleotiden verldngert. Am Ende des Zyklus liegt
erneut eine doppelstriangige DNA vor. Die wiederholte Abfolge der Schritte fiihrt so zu einer
exponentiellen Vervielfiltigung der gewiinschten Nukleotidsequenz.1 t

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion konnte die aus Thrombozyten und M-07e-Zellen

gewonnene cDNA amplifiziert und auf das Vorhandensein von Genen bestimmter Proteine
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untersucht werden. Dabei diente eine anschlieBend durchgefiihrte Agarosegelelektrophorese
der Detektion der PCR-Produkte. Aus der Vielzahl an moglichen DNA-Polymerasen wurden
im Rahmen dieser Arbeit die Tag DNA Polymerase und die Phusion DNA Polymerase
verwendet. Bei der Tag Polymerase handelt es sich um ein thermostabiles Enzym mit 5°-3’-
Polymerase- und -Exonukleaseaktivitit, jedoch besitzt sie keine fiir das proof reading
essentielle 3’-5’-Exonukleaseaktivitit. Die aus einem E. coli-Stamm generierte Phusion
Polymerase ist ebenfalls thermostabil, verfiigt iiber eine 5’-3’-Polymeraseaktivitdt und liefert
eine ca. 50-fach geringere Fehlerrate (4,4 x 107) im Vergleich zur Tag Polymerase, da sie
iiber ihre 3’-5’-Exonukleaseaktivitit zum proof reading befihigt ist. AuBerdem entsteht im
Unterschied zur Taq Polymerase bei der PCR mit der Phusion ein Amplifikat mit glatten
Enden. Fiir die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Polymerasekettenreaktionen wurden des
Weiteren zwei Primer verwendet (s. Tab. 2-10), welche unterschiedlich grof3e
Sequenzabschnitte von PSD95 amplifizierten. Primerpaar 1 generierte ein Fragment von 336
bp, Primerpaar 2 von 561 bp. Die Zusammensetzung der Reaktionsansitze und
Temperaturverldaufe sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. Hierbei wurde fiir das
erste Primerpaar eine Annealingtemperatur von 58°C eingestellt, fiir das zweite eine
Temperatur von 63°C. Nach Abschluss der Vervielfiltigung wurden die Proben bei 4°C
aufbewabhrt.

Tab. 2-6 Reaktionsansatz PCR — Taq Polymerase

Komponente Volumen pro Ansatz (50 ul) | Endkonzentration
10x Puffer Sul Ix

dNTP-Mix (10 mM) I ul 0,2 mM

MgCl, (25 mM) 3ul 1,5 mM

Primer for (20 uM) 1l 0,4 uM

Primer rev (20 uM) 1l 0,4 uM

DNA (50-200 ng) variabel 1-4 ng/ul

Taq Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 1 U/Reaktion
Aqua ad injectabilia ad 50 pl -
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Tab. 2-7 Temperaturprofil PCR — Taq Polymerase

Schritt Temperatur | Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 3 min 1
Denaturierung 94°C I min

Annealing 58/63°C 30 sek 30
Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 5 min 1

Tab. 2-8 Reaktionsansatz PCR — Phusion Polymerase

Komponente Volumen pro Ansatz (50 ul) Endkonzentration
5x GC-Puffer 10 ul 1x

dNTP-Mix (10 mM) 1 ul 0,2 mM

Primer for (20 uM) 1 ul 0,4 uM

Primer rev (20 uM) 1 ul 0,4 uM

DNA (50-200 ng) variabel 1-4 ng/ul

Phusion Polymerase (2 U/ul) | 1 ul 2 U/Reaktion
Aqua ad injectabilia ad 50 ul -

Tab. 2-9 Temperaturprofil PCR — Phusion Polymerase

Schritt Temperatur | Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 98°C 4 min 1

Denaturierung 98°C 1 min

Annealing 58/63°C 30 sek 40

Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 3 min 1

Tab. 2-10 Primer — PCR

Primer Sequenz DNA-Segmentgrofie
PSDO95-forl 5’-GGGTCACCCCTGCCTCATCG-3’ } 336 bp
PSDO95-rev1 5’-TTGCAGAAGGCGGCAGCATT-3’

PSDO95-for2 5’-CTGGCTTGGCCTGGACTCGC-3’

PSDO95-rev2 5’-GTGGGGGCATGTGGAAGGCA-3’ } 561 bp
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2.2.4.5. Nukleinsdure-Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient sowohl der Analyse als auch der Isolierung von
Nukleinsduren. Bei Agarose handelt es sich um ein Polysaccharid, welches je nach
Konzentration im Gel unterschiedlich grof3e Poren bildet. Nukleinsduren liegen bei neutralem
pH-Wert durch die hohe Anzahl ihrer Phosphatgruppen in polyanionischer Form vor,
wandern im elektrischen Feld also zur Anode. Je hoher der Agaroseanteil im Gel, desto
niedriger die PorengréBe, sodass hohermolekulare DNA-Fragmente nicht so schnell wie
niedrigmolekulare = wandern. DNA-Bruchstiicke konnen so entsprechend ihrem
Molekulargewicht in Banden aufgetrennt und identifiziert werden. Zum Analysieren der
Banden werden diese mittels Ethidiumbromid, einem DNA-interkalierenden Molekiil, das
durch Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert, sichtbar gemacht. Die Lichtintensitit ist dabei
proportional zu der Nukleinsdureldnge und -konzentration und kann mit Hilfe einer Kamera
detektiert werden.

Um die gewonnenen PCR-Produkte zu identifizieren, wurde ein 1,5%-iges Agarosegel in 1x
TBE mit 0,035 ng/ml Ethidiumbromid verwendet. Durch Erwédrmen wurde das Gel verfliissigt
und anschliefend in eine Form gegeben, wobei ein Kunststoffkamm zur Bildung von Taschen
eingesetzt wurde. Nach Aushédrtung wurde der Kamm entfernt und die Vorrichtung in eine
Elektrophoresekammer gelegt, welche 1x TBE-Puffer enthielt. Im Folgenden wurden 10 pl
der PCR mit 2 pl Saccharosestopper, welches der Erhohung der Dichte und damit dem
Absinken der Probe dient, in die Taschen gegeben und eine Spannung von 120 V angelegt.

Als Grolenmarker wurden 10 ml eines 100 bp Langenstandards mitgefiihrt.

2.2.4.6. Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ermoglicht die Quantifizierung von Zielsequenzen. Hierbei fand das

TaqMan®—Prinzip Anwendung.158

Wihrend der Polymerasekettenreaktion erfolgt die
Hybridisierung einer fluoreszenzmarkierten Sonde an die eingesetzte cDNA zwischen den
beiden Primern. Dabei handelt es sich um ein sequenzspezifisches Oligonukleotid mit einem
Reporterfluoreszenzfarbstoff an seinem 5’-Terminus (FAM) und einem sog. Quencher am 3’-
Ende (NFQ). Normalerweise emittiert der Reporterfarbstoff nach Anregung der Sonde mit
Hilfe eines Lasers ein Fluoreszenzsignal. Befindet sich jedoch der Quencher in unmittelbarer
Nihe zum Reporterfarbstoff sorgt er dafiir, dass ein Fluoreszenzenergietransfer (FRET) des

Farbstoffs auf den Quencher stattfindet und damit kein entsprechendes Signal gemessen

werden kann.® Die Schritte der Denaturierung, Primeranlagerung und Elongation laufen wie
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bei der klassischen Polymerasekettenreaktion ab. Sobald die RT-PCR jedoch in die
Elongationsphase tritt, hydrolysiert die Tag Polymerase mit ihrer 5’-3’-Exonukleaseaktivitit
die Sonde, die rdumliche Verbindung von Quencher und Reporterfarbstoff wird aufgehoben
und letzterer kann ein Fluoreszenzsignal definierter Wellenldnge abgeben. Dieses ist
proportional zur Menge der synthetisierten DNA.

Die Darstellung erfolgt mit Hilfe eines Amplification Plot, der die Fluoreszenzemission gegen
die Anzahl der Zyklen abbildet. Wihrend der ersten Messungen ist das Signal allerdings
aufgrund der geringen Menge an Ausgangs-DNA nur gering und wird als Hintergrundsignal
bezeichnet. Danach erfolgt ein exponentieller Anstieg. Aus der Hintergrundaktivitdt werden
der Schwellenwert (threshold), welcher ungefihr dem 10-fachen des Hintergrundsignals
entspricht, sowie der Zyklus, bei dem dieser erreicht wird (cycle of threshold oder Cr),
ermittelt, welche zur weiteren Auswertung herangezogen werden konnen. Je nach Hohe der
Anzahl der Startkopien des gewihlten DNA-Fragments wird der Cr-Wert frither oder spiter
erreicht.

Um moglichen Abweichungen durch PipettierunregelmiBigkeiten oder Verunreinigungen und
damit einer Verfilschung der Ergebnisse vorzubeugen, erfolgte zusitzlich die Messung eines
Referenzgens. Dafiir bieten sich sog. house-keeping Gene, wie z.B. GAPDH oder 18S rRNA,
an, da sie in der Zelle konstitutiv exprimiert und nicht bzw. nur geringfiigig reguliert werden.
Auf die gemessene Expression eines solchen Gens werden die Ergebnisse fiir das Zielgen
anschliefend normiert und so Schlussfolgerungen auf die Regulation des eigentlichen
Zielgens gezogen.

Der entscheidende Vorteil dieser speziellen PCR-Methode gegeniiber der konventionellen
besteht in der endpunktunabhingigen Messung. Die elektrophoretische Auftrennung des
Amplifikationsproduktes ist nicht notig, da die PCR und der Nachweis von deren Produkten
gleichzeitig in einem Reaktionsgefil} vonstatten gehen.

Im Zuge dieser Arbeit diente die Real-Time PCR dem Nachweis der PSD95-Expression in
M-07e-Zellen. Dafiir wurde das Fast Real-Time PCR System 7900 HT nach Standardprotokoll
durchgefiihrt, Tab. 2-11 zeigt den Temperaturverlauf. Im Unterschied zur normalen PCR
finden bei dieser Variante genspezifische Primer-Sonden-Gemische statt forward und reverse
Primern sowie der TagMan® Gene Expression Master Mix Anwendung. Letzterer enthilt alle
erforderlichen Substanzen bis auf cDNA und Primer.

Die Proben wurden als Doppelbestimmungen auf 96-well-Platten pipettiert und als
Negativkontrolle eine Wasserprobe zum Ausschluss von Verunreinigungen mitgefiihrt. Bei

dieser sog. no template control wird anstelle der cDNA Aqua ad injectabilia im Ansatz
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verwendet. Als Referenzgen diente 18S rRNA, fiir welches eine kommerzielle Sonden-

Primer-Kombination vorlag.

Tab. 2-11 Temperaturprofil RT-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Vorinkubation 50°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 15 sek

Annealing 60°C 1 min 45
Elongation 60°C 1 min

2.2.4.77. Klonierung von DNA-Fragmenten

Bei der Klonierung werden bestimmte DNA-Abschnitte unter Verwendung von
Restriktionsendonukleasen in einen Plasmidvektor integriert und in kompetente Bakterien
transfiziert, welche dieses Plasmid-Insert-Konstrukt anschlieBend vermehren. Plasmide
stellen dabei zirkuldre, doppelstringige DNA-Molekiile mit der Fihigkeit zur autonomen
Vermehrung dar.”* Sie bestehen aus einem Replikationsstart (origin of replication), einem
Selektionsgen und einer Klonierungsstelle (multiple cloning site). Das Selektionsgen, haufig
ist das Vorkommen einer Ampicillinresistenz, dient der Unterscheidung von Empfingerzellen

mit Vektor von solchen ohne.

2.2.4.7.1. Isolation und Ligation von DNA-Fragmenten

Um ein gewiinschtes DNA-Fragment aus dem Gel zu isolieren, wurden auf ein 1,5%-iges
Agarosegel, welchem kein Ethidiumbromid zugesetzt war, 40 ul des PCR-Produkts in 4 ul
Saccharosestopper und 10 pul des Markers gegeben und das Gel bei 120 V 1,5 h laufen
gelassen. Anschliefend wurde mit einem Skalpell ein Gelstreifen, welcher den gesamten
Marker und einen kleinen Teil der Probe enthielt, ausgeschnitten und fiir 20 min in 50 ml 1x
TBE mit 5 pl Ethidiumbromid inkubiert. Die mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemachte
Bande wurde darauthin aus dem restlichen Gel ausgeschnitten und nach Protokoll mit dem
NucleoSpin® Extract I Kit gereinigt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des
Nanodrops.

Das isolierte DNA-Fragment wurde nach der Aufreinigung unter Verwendung der 74 DNA-
Ligase in einen Vektor ligiert. Als Vektor fir PSD95 diente pJET, der verwendete
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Reaktionsansatz ist in Tab. 2-12 wiedergegeben. Um die DNA-Fragmente in den Vektor
einzufiigen, musste eine Entfernung von DNA-Uberhingen nicht durchgefiihrt werden, da
durch die Verwendung des Enzyms Phusion bei der zuvor durchgefiihrten PCR die Insert-
DNA iiber glatte Enden verfiigt. Nach Herstellung des Ansatzes wurde dieser 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend konnte die Transformation in kompetente Bakterien

erfolgen.

Tab. 2-12 Reaktionsansatz Ligation mit Vektor pJET

Komponente Volumen pro Ansatz (10 pl) Menge
2x Reaction Buffer Sul Ix
Vektor pJET 1 ul 50 ng
Insert-DNA variabel 20-50 ng
T4 Ligase 1 ul 5U
Aqua dest. ad 10 pl -

2.2.4.7.2. Transformation kompetenter Bakterien

Nach der Ligation wurde das Vektor-Insert-Konstrukt zur Vermehrung des DNA-Fragments
in superkompetente E. coli-Bakterien transformiert. Die verwendeten Bakterien verfiigen iiber
eine Tetracyclin- und Chloramphenicolresistenz. AnschlieBend wurden die Bakterien auf
ampicillinhaltigen Ndhrboden geziichtet. Da der Vektor ein Ampicillinresistenzgen enthilt, ist
so sichergestellt, dass sich nur solche Bakterien vermehren, welche das Plasmid
aufgenommen haben.

Zunéchst wurden 25 pl der superkompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 5 ul
der Ligation wurde der Ansatz fiir weitere 20 min gekiihlt und anschlieBend 45 sek bei 42°C
inkubiert. Der Ansatz wurde darauthin wieder 2 min auf Eis gestellt und danach mit 970 pl
LB-Medium versetzt sowie fiir 1,5 h bei 150 U/min und 37°C geschiittelt. Zum Schluss
wurden 50 ul bzw. 100 pl der Transformation auf ampicillinhaltige Agarplatten (1:2000)
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die auf den Agarplatten gewachsenen Kolonien wurden einzeln gepickt und in 3 ml LB-
Medium, welches Ampicillin (1:1000) enthielt, gegeben. Nach einer Inkubation bei
250 U/min und 37°C fiir 12-16 h folgte die Gewinnung der Plasmid-DNA mit Hilfe des

NuceloSpin® Plasmid Kits sowie die Bestimmung der Konzentration durch den Nanodrop.
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Im Anschluss wurde eine Restriktionsanalyse zur Priifung der erfolgreichen Ligation des

Inserts in das Plasmid durchgefiihrt.

2.2.4.7.3. Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen spalten doppelstringige DNA zielgerichtet durch Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Klonierung des Inserts in das
Plasmid wird der Plasmidvektor an seiner multiple cloning site (MCS) ertffnet. Bei einem
Kontrollverdau werden die Enzyme so gewihlt, dass sie im Vektor einmal vor und einmal
hinter dem Insert schneiden. Somit entstehen nach der Reaktion ein Fragment von der Grof3e
des Inserts und ein Fragment, welches den Rest des Vektors enthilt. AnschlieBend wird eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt, deren Banden durch ihre Anzahl und Grof3e erkennen
lassen, welche isolierten Plasmide das Insert enthalten.

Fiir den Vektor pJET wurde das Restriktionsenzym Bglll verwendet (Tab. 2-13). Zur
Herstellung des Ansatzes wurde der vom Hersteller gelieferte Puffer 20 min im Wasserbad
bei 37°C inkubiert. Die Zusammensetzung des Ansatzes zeigt Tab. 2-14. Nach Durchfiihrung
und Analyse der Gelelektrophorese wurden daraufhin diejenigen Plasmide mit DNA-Insert

sequenziert, um die genaue Basenfolge zu ermitteln.

Tab. 2-13 Restriktionsendonukleasen

Enzym Ursprung Erkennungssequenz mit Schnittstelle
Bglll Bacillus globigii 5-...A 1 GATCT...-3’
3’-.. TCTAG I A...-5°

Tab. 2-14 Reaktionsansatz Restriktionsverdau

Komponente Volumen pro Ansatz (20 pl) Menge

10x Fast Digest Buffer | 2 ul 1x

10x BSA 2ul 1x
Restriktionsenzym 0,5 ul 50U
Plasmid-DNA variabel 500-1000 ng
Aqua ad injectabilia ad 20 pl -
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2.2.4.74. Sequenzierung

Die Basenfolge von DNA-Fragmenten wurde durch die Firma Eurofins MWG Operons
mittels Sequenzierung ermittelt. Die dafiir eingesetzten Primer zeigt Tab. 2-15, der

Sequenzierungsansatz ist in Tab. 2-16 dargestellt.

Tab. 2-15 Primer — Sequenzierung

Primer Sequenz
pJET 1.2-for 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3°
pJET 1.2-rev 5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

Tab. 2-16 Sequenzierungsansatz

Komponente Menge
DNA 1,5 ug
Primer 30 pmol
Aqua dest. ad 15 ul

2.2.4.8. siRNA-knock-down

Um den Einfluss von PSD95 auf die MRP4-Lokalisation zu untersuchen, wurde das
Verfahren der RNA-Interferenz angewendet. Dabei handelt es sich um eine Methode zum
knock-down der Genexpression durch Degradation der mRNA. SiRNAs sind kurze
doppelstringige DNA-Stiicke mit einer Linge von 19-21 Nukleotiden und beidseitigen 3°-
Uberhingen. Durch Basenpaarbindung an den komplementiren mRNA-Strang kommt es zur
Spaltung und die sequenzspezifische Degradation der mRNA fiihrt zur Ruhigstellung des
Gens.

Zunichst wurde die PSD95-siRNA (s. Tab. 2-17) in RNase freiem Wasser auf eine
Konzentration von 10 uM gelost. Fiir die Transfektion wurden M-07e-Zellen in 6-well-Platten
ausgesit. Sollte im Anschluss eine Immunfluoreszenz durchgefiihrt werden, fand die
Kultivierung auf Deckglédschen statt, bis eine 60-80%-ige Konfluenz erreicht war. Im Falle
einer folgenden Western Blot-Analyse wurden keine Deckgldschen eingesetzt. Laut
Transfektionsprotokoll erfolgte die Herstellung einer Losung A aus 100 pul Opti-MEM
Medium und 7,5 pl Transfektionsreagenz (Lipofectamine®RNAIMAX) und einer Losung B
aus 100 ul Opti-MEM mit 7,5 pl 10 uM (75 pmol) siRNA bzw. Kontroll-siRNA pro well.
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Dabei enthilt die Kontroll-siRNA eine Sequenz, welche nicht zur mRNA-Degradation fiihrt.
AnschlieBend wurden die Ansidtze A und B gemischt, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend auf die Zellen, zu welchen 1,8 ml frisches Medium gegeben wurde,
pipettiert. Der knock-down erfolgte fiir 24 h bei 37°C. Schlielich wurden die Zellen fiir
Immunfluoreszenz- respektive Western Blot-Analysen prépariert.

Die Darstellung im Western Blot erfolgte unter Auftragung von 15 pg Protein und
Verwendung eines spezifischen Anti-PSD95-Antikorpers.

Fiir die Darstellung des Einflusses des PSD95-knock-downs auf die Lokalisation von MRP4
wurde auf das Verfahren der Biotinylierung mit anschlieBender Immunfluoreszenz
zuriickgegriffen. Hierbei werden Zelloberflachenproteine durch Behandlung mit Sulfo-NHS-
SS-Biotin spezifisch markiert. Biotin weist eine hohe Affinitdt zu Streptavidin auf, sodass mit
Hilfe streptavidingekoppelter Farbstoffe biotinylierte Proteine in der Immunfluoreszenz
detektiert werden konnen.” Nach der Transfektion wurden M-07e-Zellen ein Mal mit 1 ml
PBS/CM gewaschen. Anschlielend erfolgten eine einstiindige Inkubation mit Sulfo-NHS-SS-
Biotin (1 ml/mg) bei 4°C und ein dreimaliges Waschen mit einer Losung aus 1 ml PBS/CM
und 100 mM Glycin sowie die 20-miniitige Inkubation mit dieser Losung bei 4°C. Daraufhin
folgten weitere drei Waschvorgidnge mit PBS/CM und die Fixierung der Zellen mit 1%-igem
Paraformaldehyd fiir 30 min bei Raumtemperatur. Die Blockierung fand nach dreimaliger
Waschung mit PBS unter Verwendung der standardmifigen Blockierlosung 4 h bei
Raumtemperatur statt. Die biotinylierten Oberflachenproteine wurden schlielich mit FITC-
markiertem Streptavidin bei 37°C fiir 30 min gefédrbt. Die Antikdrperinkubation erfolgte unter
Verwendung von 20 ul der Primérantikorper gegen MRP4 und PSD95 in einer feuchten
Kammer iiber Nacht bei 4°C. Zur Entfernung nicht gebundener Primérantikorper wurden eine
dreimalige Waschung mit PBS, eine einmalige Waschung mit der Blockierlosung und
anschliefend die einstiindige Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpern

bei Raumtemperatur im Dunkeln durchgefiihrt (s. Tab. 2-3).'%

Tab. 2-17 siRNA-Sequenz

siRNA | Sequenz
PSD95-siRNA ‘ 5’-GGCGAGGACGGUGAAGGCAUCUUCA-3’
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2.2.5. Funktionelle Untersuchungen
2.2.5.1. Priparation von Membranvesikeln

Zur Untersuchung des Einflusses moglicher Bindeproteine auf die Transportfunktion von
MRP4 wurden Membranvesikel aus Thrombozytenkonzentrat hergestellt. Diese
Thrombozytenvesikel enthalten sowohl Komponenten der Plasmamembran als auch
intrazelluldrer Strukturen, also Granulabestandteile. Bei der Herstellung werden die
Thrombozytenmembranen fragmentiert und darauthin so zusammengefiigt, dass Vesikel
entstehen. Da diese Zusammenfiigung der Membranfragmente zufillig erfolgt, ist die
Orientierung der interessierenden Transportproteine nicht einheitlich: Einige Proteine
transportieren Substrate von aulen in die Vesikel, andere von innen nach auflen. Da bei den
folgenden Transportversuchen das vesikelassoziierte Substrat bestimmt wird, sind nur erstere
von Bedeutung.

Die Priiparation der Thrombozytenvesikel erfolgte wie durch Jedlitschky et al.'* beschrieben.
Dabei wurde zunidchst Thrombozytenkonzentrat 20 min bei 120 x g ohne Bremse
zentrifugiert, um eventuell vorhandene Erythrozyten zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation von je 40 ml des Konzentrats bei 4000 rpm und 4°C fiir 10 min. Die
entstandenen Pellets wurden in 4 ml Waschpuffer resuspendiert, vereinigt und mit
Waschpuffer auf 30 ml aufgefiillt, um dann erneut 10 min zentrifugiert zu werden. Zum
Aufschluss der Thrombozyten wurde das Pellet daraufhin in 1 ml Homogenisationspuffer
aufgenommen, drei Mal abwechselnd in fliissigem Stickstoff bei -196°C eingefroren und in
einem auf 37°C erwidrmten Wasserbad aufgetaut. Um die membrangebundenen Proteine vor
proteolytischem Abbau zu schiitzen, wurden die Proteaseinhibitoren Aprotinin, Leupeptin und
PMSF in den Verdiinnungen 1:1000 zugesetzt. Anschlieend erfolgten die Zugabe von 9 ml
Tris-Sucrose (mit Proteaseinhibitoren) und die Homogenisierung durch 20 strokes mit Hilfe
des Dounce Potters (loose) per Hand. Nach einer 30-miniitigen Zentrifugation bei
100 000 x g und 4°C wurde das gebildete Pellet erneut in 10 ml Tris-Sucrose aufgenommen
und homogenisiert (30 strokes mit dem Dounce Potter (tight)) sowie zentrifugiert. Das
endgiiltige Pellet mit der Membranfraktion wurde zum Schluss nach der Resuspendierung in 2
ml Tris-Sucrose mit Hilfe eines Mini-Dounce Potters homogenisiert. Die Ausbildung von
Vesikeln wurde durch das 20-malige Aufziehen der Suspension mit einer 27G-Nadel erreicht.
Nachdem die Membranvesikel aliquotiert wurden, wurden sie in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -196°C aufbewahrt.
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2.2.5.2. Vesikeltransportassay

Bei dem Vesikeltransportassay handelt es sich um eine Methode zur Untersuchung der
Interaktion bestimmter Substanzen mit Membrantransportern. Hierbei werden Vesikel aus
Zellmembranen verwendet, welche teilweise inside-out Strukturen gebildet haben, also ABC-
Transporter in einer Orientierung enthalten, die Substrate von auflen in den intravesikulidren
Raum transportieren. Bei Verwendung von Substraten mit geringer Membranpermeabilitit
kommt es zu einer Akkumulation in den Vesikeln. Zur Bestimmung dieser intravesikulidren
Substratmenge werden radioaktiv markierte Substanzen verwendet. Die Vesikel werden iiber
Nitrozellulosefilter definierter PorengroBe filtriert und gewaschen. Im Folgenden wird nach
Solubilisierung der Filter die Radioaktivitit des akkumulierten Substrats bestimmt.'”® Somit
konnen die ATP-abhingige Aufnahme eines Substrats und damit die Transporteraktivitit
sowie der Einfluss moglicher Interaktionspartner des Transportproteins untersucht werden (s.
Abb. 2.3).

Zur Durchfiihrung der Methode wurden Thrombozytenvesikel und als Substrat
tritiummarkiertes cGMP verwendet. Als erstes wurden Kontrollversuche zur Darstellung der
Funktionalitit der Vesikel durchgefiihrt, wobei ein Vergleich der Transportaktivitdt bei
Zugabe von ATP bzw. AMP erfolgte. Bei AMP handelt es sich um ein nicht hydrolysierbares
Substrat, mit dem die unspezifische Bindung an den Transporter ermittelt und damit aus den
Betrachtungen eliminiert werden kann. AnschlieBend wurde der Einfluss von Hsp90 als
moglicher Bindungspartner von MRP4 auf die Transporterleistung untersucht. Hierfiir wurde
der Hsp90-Inhibitor Radicicol eingesetzt.

Zur Herstellung der Membranverdiinnung wurden die Vesikel auf Eis aufgetaut und so in
Tris-Sucrose aufgenommen, dass jeder Ansatz 50 pg Thrombozytenvesikel enthielt. Der
Aktivitatsansatz setzte sich aus Creatinkinase, ATP bzw. AMP und dem radioaktiv markierten
Substrat in Tris-Sucrose zusammen. Die eingesetzten Mengen pro Ansatz sowie die
Endkonzentrationen zeigt Tab. 2-18. Bei jedem Ansatz wurden 20 pl Aktivitdtsansatz zu
55 ul Membranverdiinnung gegeben, sodass das Gesamtvolumen pro Ansatz 75 ul betrug.
Die Versuche unter Zugabe von Radicicol erfolgten unter Verwendung von 20 pl
Aktivitdtsansatz, 47,5 ul Membranverdiinnung und 7,5 ul Radicicol, die Endkonzentration der

Vesikel blieb jedoch gleich.
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ATP oder AMP

radioaktiv markiertes
Substrat

Bestimmung des vesikel-
assoziierten Substrats

schnelle Filtration
durch Membran

Abb. 2.3: Funktionsprinzip des Vesikeltransportassays. Tritiummarkiertes cGMP wird ATP-abhingig
durch MRP4 in inside-out Thrombozytenvesikel transportiert. Nach Filtration iiber Nitrozellulosefilter
und Solubilisierung erfolgt die Bestimmung der intravesikuldren Substratmenge anhand von
Radioaktivitdtsmessungen.

Da Transportvorginge neben der ATP- auch eine Temperaturabhiingigkeit aufweisen, wurden
vor Beginn des Versuches die Membranverdiinnung und der Aktivitdtsansatz fiir 1 min bei
37°C auf einem Heizblock erwidrmt. Zum Start des Experiments wurden 20 pl des
Aktivitdtsansatzes zu der Membranverdiinnung gegeben, geschiittelt und bei 37°C inkubiert.
Die Inkubation erfolgte bei den Kontrollversuchen fiir 1, 10 und 20 min. Bei den Versuchen
mit Radicicol wurde eine Inkubationszeit von 10 min gewihlt. Zum Beenden der Inkubation
wurden drei Mal 20 ul des jeweiligen Ansatzes zu je 1 ml eiskalter Tris-Sucrose gegeben. Die
abgestoppte Probe wurde anschlieend auf einen Nitrozellulosefilter pipettiert, unter Vakuum
filtriert und zur Entfernung iiberschiissigen Puffers und iiberschiissiger Aktivitit wurde der
Filter mit 5 ml Tris-Sucrose gewaschen. Vor Aufbringen der Probe erfolgte eine

Aquilibrierung der Filtermembran mit dem gleichen Puffer. Die Filter wurden daraufhin in
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Szintillationsrohrchen iiberfiihrt, mit 7 ml Fliissigszintillator versetzt und durch 30-miniitiges
Schiitteln gelost. Die Szintillationsfliissigkeit enthélt zwei Szintillatoren. Der erste Szintillator
wandelt absorbierte Energie in UV-Licht um, der zweite absorbiert diese und gibt Licht im
sichtbaren Bereich ab. Die Radioaktivitit wurde schlieBlich mit Hilfe des Liquid Scintillation

Counters ermittelt.

Tab. 2-18 Reaktionsansatz Vesikeltransportassay

Komponente Menge pro Ansatz (75 ul) Endkonzentration

Thrombozytenvesikel 50 ug -

[*H]-cGMP 150 pmol (1,2 uCi) 2 uM
Creatinkinase 7,5 ul 100 pg/ml
ATP bzw. AMP 7,0 ul 4 mM

Creatinphosphat - 10 uM
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3. Ergebnisse

Zur Klirung der unterschiedlichen Lokalisation von MRP4 in verschiedenen Geweben sollte
die Wechselwirkung des Transportproteins mit Bindungspartnern untersucht werden. Die
Identifizierung  moglicher Interaktionsproteine erfolgte unter Verwendung von
Bindungsstudien mit anschlieBender Western Blot-Analyse und Fliissigkeitschromatographie-
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) sowie Kolokalisations-
farbungen in der Immunfluoreszenz. Um den Einfluss der identifizierten potentiellen Partner
auf die Lokalisation und Funktion von MRP4 zu untersuchen, wurden Transportassays,
Immunfluoreszenzfirbungen sowie Western Blot-Analysen nach Zusatz von spezifischen

Inhibitoren oder nach siRNA-knock-down durchgefiihrt.

3.1. Nachweis moglicher Bindungspartner des Transportproteins MRP4

3.1.1. Expression von Bindungsproteinen in Thrombozyten und MRP4-
exprimierenden Zelllinien

Hinweise auf eine Interaktion von MRP4 mit EBP50 und Mitgliedern der Ezrin-Radixin-
Moesin-Familie ergaben sich bereits aus Untersuchungen von Hoque et al..!% 1% Bezug
auf die Lokalisation von MRP4 in den 8-Granula der Thrombozyten erschien aulerdem AP3
als Kandidat interessant.

Zur Darstellung der Proteinexpression dieser Kandidatenproteine wurden zunidchst Western
Blot-Analysen mit den MRP4-transfizierten Zelllinien LLC-PK1 und MDCKII sowie mit den
endogen MRP4-exprimierenden Hela-, HEK293- und M-07e-Zellen und ferner mit
Thrombozytenhomogenat durchgefiihrt. Dabei konnten Banden bei 50 kDa, 77 kDa und
180 kDa entsprechend den Molekulargewichten von EBP50, Moesin bzw. AP3 in allen
aufgetragenen Proben nachgewiesen werden. Die Detektion von MRP4 erfolgte mit Hilfe des

Antikorpers M41-10 bei einem Molekulargewicht von etwa 180 kDa (s. Abb. 3.1).
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MRP4 = — 180 kDa
EBP50 - Ty — 50 kDa
Moesin — s S — 77 kDa
AP3 — 180 kDa

Abb. 3.1: Nachweis von MRP4 und moglichen Bindungspartnern im Western Blot-Verfahren.
Expression von endogenem EBP50 (50 kDa), Moesin (77 kDa) und AP3 (180 kDa) in HEK293-,
HelLa-, M-07e-, MDCKII-, LLC-PK1-Zellen und Thrombozytenhomogenat. Die Darstellung der
MRP4-Expression (180 kDa) erfolgte unter Verwendung des Anti-MRP4-AK M,41-10. (Aufgetragene
Proteinmenge je 50 pug pro Tasche.)

3.1.2. Immunprizipitation von EBP50

Das Vorhandensein des moglichen MRP4-Interaktionspartners EBP50 sollte des Weiteren mit
Hilfe von Immunprézipitationsanalysen verifiziert werden. Hierfir wurden zunéchst
Thrombozytenkonzentrat lysiert, der Uberstand mit den entsprechenden Antikrpern inkubiert
und die dabei gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe iiber Protein A-Beads prizipitiert.
AbschlieBend erfolgte der Nachweis im Western Blot-Verfahren, als Kontrolle dienten zum
einen das nach der Lyse zuriickgebliebene Pellet, zum anderen der durch Zentrifugation
gebildete Uberstand nach Inkubation mit Protein A-Sepharose.

Unter Verwendung eines Anti-EBP50-AK konnte eine starke Bande in der
Immunprizipitatfraktion bei 50 kDa nachgewiesen werden. Im Uberstand sowie im Pellet

lieBen sich hingegen keine entsprechenden Signale detektieren.

3.1.3. Identifizierung moglicher Bindungspartner mittels Affinitiitschromatographie

Als mogliche Erkennungssequenzen von Bindungsproteinen waren ein C-terminales PDZ1-
Interaktionsmotiv (1322-ETAL-1325) sowie ein mogliches Adaptorproteinbindungsmotiv
(1257-EPYVLL-1262) in MRP4 aus Voruntersuchungen bekannt. Fiir die Isolierung

moglicher Bindungspartner, welche an das PDZ-Motiv binden, wurde nun ein kurzes Peptid



Ergebnisse 62

aus 15 Aminosduren der C-terminalen Sequenz mittels Auftragssynthese chemisch
synthetisiert und an eine Sepharosematrix gekoppelt. Die so hergestellte Affinitdtsmatrix
wurde im Batch-Verfahren mit Thrombozytenkonzentrat inkubiert. AnschlieBend erfolgten
die FEluierung der gebundenen Interaktionspartner und, da die Konzentrationen der
gewonnenen Proteinlosungen gering waren, eine Einengung mittels Lyophylisation. Mittels
spezifischer Antikorper konnten Banden in den Homogenat- und Eluatfraktionen an den
jeweiligen Stellen der Molekulargewichte von EBP50 und Moesin nachgewiesen werden. Die

Ergebnisse sind in Abb. 3.2 dargestellt.
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Abb. 3.2: Nachweis moglicher Bindungspartner von MRP4 in Thrombozytenhomogenat und -lysat
mittels Affinitdtschromatographie. Thrombozytenkonzentrat bzw. -lysat wurden mit der an eine
Sepharosematrix gekoppelten C-terminalen MRP4-Sequenz inkubiert. Aufgetragen sind das
Thrombozytenhomogenat (50 pg) und Eluat nach Sduleninkubation ohne vorherige Lyse (20 pg),
sowie als Kontrollen der Lysatiiberstand (50 upg), das nach der Lyse abzentrifugierte,
Zytoskelettbestandteile enthaltene Pellet (50 pg) und das Eluat nach Lysierung (20 pug). Der Nachweis
von EBP50 (50 kDa) und Moesin (77 kDa) erfolgte mittels spezifischer AK im Western Blot-
Verfahren.

Nachfolgende Versuche unter Verwendung von Homogenat aus LLC-PK1-Zellen konnten

entsprechende Signale lediglich fiir EBP50 detektieren (Abb. 3.3).

EBP50 g § [ 50kDa

Abb. 3.3: EBP50-Signal in der Affinitdtschromatographie mit LLC-PK1-Zellen. Inkubation von LLC-
PK1-Zellen mit der C-terminalen MRP4-Sequenz im Séulenverfahren und anschlieBende
Immundetektion von EBP50 im gewonnen Eluat und Homogenat mittels Western Blot. (Aufgetragene
Proteinmenge je 5 pg fiir Eluat, 20 pg fiir Homogenat.)
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Im Anschluss erfolgte die Affinititschromatographie unter Verwendung eines
Thrombozytenlysats. Hierfiir wurde das Homogenat zusitzlich unter Verwendung eines
Lysepuffers aufgeschlossen und unter Zentrifugation das Zytoskelett entfernt. FEine
Prizipitation von unloslichen Zytoskelettbestandteilen auf der Sdule sollte dadurch
ausgeschlossen werden. Der entstandene Uberstand wurde zur Inkubation mit der
Sdulenmatrix verwendet. Als Kontrolle diente das zuriickgebliebene Pellet, welches
unlosliche Bestandteile des Zytoskeletts enthielt. Auch unter diesem Versuchsaufbau konnten

EBP50 sowie Moesin im Eluat nachgewiesen werden (s. Abb. 3.2).

3.1.4. Detektion eines 95 kDa-Proteins im Thrombozyteneluat

Der zu erwartende Nachweis des Bindeproteins EBP50 in den unterschiedlichen Zellreihen
sowie in der Affinititschromatographie bei 50 kDa erfolgte mit Hilfe des Antikorpers
Monoclonal Antibody to NHERFI/EBP50 der Firma Exbio. Bemerkenswerter Weise ergab
die Inkubation von Thrombozytenkonzentrat mit einem differierenden AntikGrper gegen
EBP50 der Firma US Biological eine Bande bei 95 kDa in Thrombozyten. Dieses Ergebnis
konnte mehrfach reproduziert werden. Ebenso konnten Signale auf entsprechender
MolekiilgroBe nach Anwendung des Sidulenverfahrens im Thrombozyteneluat und -lysat
nachgewiesen werden (s. Abb. 3.4).

Auch die Immunpriézipitation lieferte in den aufgetragenen Fraktionen wie in den als
Kontrolle dienenden Uberstand und Pellet 95 kDa groe Banden.

Dies legt die Vermutung nahe, dass der Antikorper mit einem verwandten PDZ-Protein in
diesem Molekularbereich eine Kreuzreaktion eingeht. Hierfiir erschien das Post synaptic

density protein 95 (PSD95) als ein moglicher Kandidat.
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Abb. 3.4: Nachweis einer 95 kDa-Bande in Thrombozyten und in der Affinititschromatographie mit
Thrombozytenhomogenat und -lysat. Nach Inkubation von Thrombozytenhomogenat mit dem MRP4-
PDZ-Interaktionsmotiv im Sédulenverfahren zeigte sich ein Signal bei 95 kDa im Western Blot nach
Anwendung des Anti-EBP50-AK (US Biological) im Homogenat und Eluat. Die Inkubation mit
Thrombozytenlysatiiberstand ergab ein entsprechendes Signal im gewonnenen Eluat sowie in den
Kontrollen Lysatiiberstand und dem nach Lyse und Zentrifugation zuriickgebliebenen Pellet.
(Aufgetragene Proteinmengen je 20 ug fiir die Eluate, je 50 pg fiir Konzentrat, Homogenat,
Lysatiiberstand und Lysatpellet.)

3.1.5. Nachweis von PSD95 als Bindungspartner von MRP4
3.1.5.1. Nachweis von PSD95 auf Proteinebene

PSDO9S5 ist ein Protein, welches vermehrt in der post synaptic density Region von Neuronen
exprimiert wird und dort an der Kontrolle der Struktur und Zusammensetzung von Synapsen
beteiligt ist."” 2?7 Bis jetzt erstreckten sich Untersuchungen sowie Literaturangaben zu
PSD95 hauptsidchlich auf neuronale Strukturen. Aufgrund bestimmter struktureller
Ahnlichkeiten von Neuronen und Thrombozyten lag die Vermutung nahe, dass PSD95 auch
fir die Funktion von Blutplittchen eine Rolle spielen konnte. In Einklang mit diesen
Uberlegungen konnte in einem Western Blot PSD95 als Bande bei 95 kDa in
Thrombozytenhomogenat und M-07e-Zellen mit einem PSD95-spezifischen Antikorper
nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle diente hierbei Homogenat aus dem Gehirn von
Miusen. Ebenso liel} sich ein entsprechendes Signal sowohl in der Homogenat- als auch der

Eluatfraktion der Affinititschromatographie detektieren (s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Nachweis von PSD95 im Western Blot-Verfahren. (A) Expression von endogenem PSD95
(95 kDa) in Thrombozyten und M-07e-Zellen. Als Positivkontrolle diente Homogenat aus
Miusegehirn. (Aufgetragene Proteinmenge je 50 pg pro Tasche.) (B) AuBerdem wurde
Thrombozytenhomogenat bzw. -lysat mit dem an eine Sepharosematrix gekoppelten MRP4-C-
Terminus inkubiert. Aufgetragen sind das Thrombozytenhomogenat (50 pg) und FEluat nach
Séauleninkubation ohne vorherige Lyse (20 ug), sowie als Kontrollen der Lysatiiberstand (50 pg), das
nach der Lyse abzentrifugierte, Zytoskelettbestandteile enthaltene Pellet (50 pg) und das Eluat nach
Lysierung (20 pg). Der Nachweis von PSD95 erfolgte mittels spezifischem AK im Western Blot-
Verfahren.

3.1.5.2. Nachweis von PSD95 auf mRNA-Ebene

Zum weiteren Beweis der Expression von PSD95 in Thrombozyten wurde ein 336 bp gro3es
Fragment der PSD95-mRNA mittels PCR amplifiziert (s. Abb. 3.6). Weiterhin konnte dieses
Fragment der PSD95-mRNA in M-07e-Zellen nachgewiesen und die fiir PSD95 spezifische
Sequenz bestitigt werden.

Nach Isolation der Gesamt-RNA aus M-07e-Zellen wurde diese in cDNA umgeschrieben.
Anschliefend konnte in einem ersten Versuch unter Verwendung einer Real-Time PCR nach
dem TagMan®-Prinzip ein PSD95 spezifisches Signal detektiert werden. Dabei wurde fiir
PSD95 ein mittlerer Cr-Wert + Standardabweichung von 28,5 + 1,0 ermittelt. Der
Vergleichswert von MRP4 ergab 26,7 £ 1,2. Dies deutete auf eine Expression des PSD95-
Gens in den megakaryoblastischen Vorlduferzellen der Thrombozyten hin.

Ein endgiiltiger Nachweis der PSD95-mRNA erfolgte durch Amplifizierung einer
Teilsequenz und anschlieBender Sequenzierung des erhaltenen PCR-Produkts. Hierfiir wurden
mittels einfacher PCR spezifische Fragmente aus cDNA von gereinigten Thrombozyten184
und M-07e-Zellen amplifiziert, in einen Vektor subkloniert und sequenziert. Es wurden zwei
verschiedene Primerpaare eingesetzt, welche Sequenzabschnitte unterschiedlicher Grofe
amplifizierten — ein Fragment von 336 bp und ein weiteres mit 561 bp. Unter Verwendung der

Taq Polymerase konnte das 336 bp-Fragment in Thrombozyten amplifiziert werden. Aus der
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cDNA der M-07e-Zellen konnten mit Hilfe der Polymerase Phusion High-Fidelity beide
Fragmente amplifiziert werden. Die entsprechenden PCR-Produkte zeigt Abbildung 3.6.
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Abb. 3.6: Amplifikation von PSD95-cDNA-Fragmenten mittels PCR aus Thrombozyten und M-07e-
Zellen. (A) Unter Verwendung der Tag Polymerase wurde das erwartete 336 bp-Fragment des PSD95-
Transkripts aus umgeschriecbener RNA von gereinigten Thrombozyten amplifiziert. Eine
Amplifikation aus Gehirnproben war nicht erfolgreich. (B) Darstellung der Amplifikation von zwei
PSD95-cDNA-Fragmenten (Primerpaare 1 und 2) aus M-07e-Zellen unter Verwendung der Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase. Die Banden bei 336 bp respektive 561 bp entsprechen den erwarteten
Fragmenten. (Als Groenmarker wurde ein 100 bp Léngenstandard mitgefiihrt.)

Als ndchstes wurden, nach Isolation und Reinigung aus dem 1,5%-igen Agarosegel, die
amplifizierten DNA-Fragmente in den Vektor pJET integriert. Damit konnten kompetente E.
coli-Bakterien transfiziert und danach ein Kontrollverdau zur Uberpriifung der erfolgreichen
Ligation des Inserts in das Plasmid durchgefiihrt werden. Zum Herausschneiden der PSD95-
Fragmente diente fiir pJET die Restriktionsendonuklease Bglll. Die daraufhin durchgefiihrte
Gelelektrophorese ergab die erwarteten Banden in Hohe der entsprechenden Grofen der
PSD95-Inserts. Zum Schluss erfolgte die kommerzielle Ermittlung der Basenfolge der
Fragmente in den Donorplasmiden. Die Sequenzierung der beiden Fragmente aus M-07e-
Zellen ergab fiir beide Primerpaare eine Ubereinstimmung mit der publizierten PSD95-

cDNA-Sequenz (GenBank: U83192.1).

3.1.6. Identifizierung der Bindungsproteine durch LC-ESI-MS/MS

Um die isolierten, mittels Western Blot detektierten eventuellen Interaktionspartner zu

verifizieren und unbekannte Bindeproteine zu identifizieren, wurde das Verfahren der
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Fliissigkeitschromatographie-Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie ~ (LC-ESI-MS/
MS) in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Genetik und Funktionelle Genomforschung der
Universitdt Greifswald (Arbeitsgruppe Prof. Volker) angewandt. Hierfiir wurden zunéchst
LLC-PK1-Zellen, Thrombozytenhomogenat und das Eluat aus der MRP4-Séule auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen, die Proteine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel
darauthin mit Coomassie gefirbt (Abb. 3.7). Die spezifischen Banden des Eluats wurden

anschlieend ausgeschnitten und mittels LC-ESI-MS/MS analysiert.

180 kDa
116 kDa

90 kDa

58 kDa
48,5 kDa

Abb. 3.7: Coomassie-Gel. Exemplarische Darstellung eines Coomassie-Gels fiir die LC-ESI-MS/MS.
Aufgetragen sind LLC-PK1-Zellen, Thrombozytenhomogenat (je 20 pg) sowie das Eluat nach
Anwendung des MRP4-Sidulenverfahrens (10 pg).

Aus der Analyse ging hervor, dass neben den Gertlistproteinen Aktin und Myosin Hsp90, ein
Hitzeschockprotein, im Eluat stark angereichert war. Die Funktion dieser Gruppe von
Proteinen liegt in der Faltung, Aktivierung und Stabilisierung vieler Proteine, aulerdem
spielen sie eine Rolle bei der Signaltransduktion. In einer darauthin durchgefiihrten Western
Blot-Analyse unter wie zuvor angewandten Bedingungen wurde mit Hilfe eines
monoklonalen Antikorpers gegen Hsp90 eine Bande bei 90 kDa sowohl im
Thrombozytenhomogenat als auch im Eluat und Lysat sowie in megakaryoblastischen M-07e-
und mit MRP4 transfizierten LLC-PK1-Zellen nachgewiesen (s. Abb. 3.8), sodass Hsp90 als
moglicher Interaktionspartner von MRP4 in Frage kommt und weitere Untersuchungen hierzu

durchgefiihrt wurden.
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Abb. 3.8: Nachweis von Hsp90 in LLC-PK1-, M-07e-Zellen und im FEluat der
Affinitidtschromatographie. (A) Detektion einer Bande bei 90 kDa nach Auftragung von je 50 ug
Protein aus LLC-PK1-Zellen und M-07e-Homogenat. (B) Des Weiteren erfolgte der Nachweis von
Hsp90 nach Inkubation von Thrombozytenhomogenat bzw. -lysat mit dem C-Terminus von MRP4
mittels eines spezifischen AK im Western Blot-Verfahren. Aufgetragen sind das
Thrombozytenhomogenat (50 pg) und Eluat nach Sduleninkubation ohne vorherige Lyse (20 pg),
sowie als Kontrollen der Lysatiiberstand (50 pg), das nach der Lyse abzentrifugierte,
Zytoskelettbestandteile enthaltene Pellet (50 pg) und das Eluat nach Lysierung (20 pg).

3.2. Untersuchungen zur Lokalisation von MRP4 und moglichen
Bindungspartnern

Zur Untersuchung der Lokalisation von MRP4 und den identifizierten mdglichen
Bindungspartnern dienten im Rahmen dieser Doktorarbeit Kofdarbungen mit Hilfe der
indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie. Dabei wurden der polyklonale Antikérper SNG,
welcher gegen das carboxyterminale Ende von MRP4 gerichtet ist, sowie monoklonale

Antikorper gegen Hsp90 und PSD95 verwendet.

3.2.1. Kolokalisationsstudien in Thrombozyten und M-07e-Zellen

Zunichst wurden Thrombozyten mittels Kofdarbungen von MRP4 und Hsp90 respektive
PSD95 untersucht. Als Kontrolle diente Gi5, ein Antikorper gegen GpllIb/Illa und damit ein
Marker fiir die Plasmamembran der Thrombozyten (s. Abb. 3.9). Als Rezeptor fiir Fibrinogen
und vWF ist das Glykoprotein fiir die Pldttchenaggregation von Bedeutung und kommt in

hoher Konzentration auf deren Oberfliche vor.
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Abb. 3.9: Kolokalisationsstudien in Thrombozyten — MRP4 und GplIb/Illa, Hsp90 bzw. PSD95. (A,
D, G) Dopppelfirbung von Thrombozyten mit dem Anti-MRP4-AK SNG (griin) und einem
monoklonalen AK gegen Hsp90 (E) bzw. PSD95 (E) (rot). Als Kontrollmarker fiir die
Blutplittchenmembran diente der Anti-GplIb/Illa-AK Gi5 (B). (C, F) Das Uberlagerungsbild zeigt
eine partielle Kolokalisation von MRP4 mit Hsp90 und PSD95 hauptsichlich in intrazelluldren
Strukturen.

Wie bereits aus Voruntersuchungen bekannt,'*’ zeigte sich das Signal fiir MRP4 als griine
Fluoreszenz hauptsichlich in intrazelluldren Strukturen und in geringem Male in der
Plasmamembran (Abb. 3.9 A, D, G). Gleiche Ergebnisse lagen bei der Farbung von Hsp90
und PSD95 (rotes Signal) vor (Abb. 3.9 E und H). Die in der Abbildung dargestellten
Doppelfiarbungen ergaben somit eine zumindest partielle Kolokalisation sowohl von MRP4
und Hsp90 als auch von MRP4 und PSD?95.

Eine darauthin durchgefiihrte Doppelfirbung von SNG und Hsp90 in den thrombozytiren
Vorlauferzellen M-07e zeigte ebenfalls teilweise eine gemeinsame Lokalisation dieser beiden

Proteine.
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3.2.2. Kolokalisationsstudien in MRP4-transfizierten LLC-PK1- und MDCKII-Zellen

In den Immumfluoreszenzbildern der Abb. 3.10 ist die Kofarbung von MRP4 und Hsp90 in
LLC-PK1- und MDCKII-Zellen dargestellt. Bei den Zellen handelt es sich um Nierenzellen,
welche MRP4 basal in ihrer Plasmamembran exprimieren. Dementsprechend ergab sich in der
Immunfluoreszenz ein starkes MRP4-Signal (griin) in der Ndhe der Plasmamembran. Ferner
konnte Hsp90 (rot) an gleicher Stelle nachgewiesen werden, sodass sich auch bei diesen
Zelltypen eine partielle Kolokalisation von MRP4 mit seinem eventuellen Bindungspartner

nachweisen lief3.

LLC-PKI| 1o LLC-PK1

MDCKII

Abb. 3.10: Kolokalisationsstudien in LLC-PK1- und MDCKII-Zellen — MRP4 und Hsp90.
Dopppelfirbung mit dem Anti-MRP4-AK SNG (griin) und einem monoklonalen AK gegen Hsp90
(rot) in LLC-PK1-Zellen (A-C) bzw. MDCKII-Zellen (D-F). Die Proteine sind jeweils hauptsichlich
an der Plasmamembran kolokalisiert.

3.3. Regulation von MRP4 durch mogliche Bindungspartner

Nachdem mittels Western Blot und Kofirbung in der Immunfluoreszenz mehrere mogliche
Interaktionspartner identifiziert werden konnten, sollte mit Hilfe von spezifischen
Hemmstoffen bzw. eines siRNA-knock-downs deren Einfluss auf die Lokalisation und

Funktion des ABC-Transporters untersucht werden.
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3.3.1. Untersuchung des Einflusses von Hsp90 auf das Transportprotein MRP4

Mit Radicicol stand fiir Hsp90 ein erprobter Inhibitor zur Verfiigung.”* Dieser bindet an die
ATP-Bindungsdomine des Hitzeschockproteins und blockiert so dessen Konformations-
dnderung. Fiir die folgenden Versuche wurden LLC-PK1- und MDCKII-Zellen fiir eine Dauer
von 24 h mit 10 pM bzw. 5 uM Radicicol behandelt. Die Inkubation der Kontrollen erfolgte

mit der entsprechenden Menge des Losungsmittels.

3.3.1.1. Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Proteinexpression

Der Nachweis einer Verdnderung der Proteinexpression von MRP4 durch Hsp90 erfolgte
mittels Western Blot nach 24-stiindiger Inkubation von LLC-PK1- und MDCKII-Zellen mit
Radicicol und anschlieBender Generierung von Zellpellets. Eine Inkubation mit dem Anti-
MRP4-Serum zeigte, wie in Abb. 3.11 dargestellt, eine im Vergleich zu den Kontrollen fiir
beide Zelllinien schwichere Bande bei ca. 180 kDa — dem Molekulargewicht des
glykosylierten MRP4 — nach Behandlung mit dem Hemmstoff. Die densitometrische
Auswertung ergab bei den MDCKII-Zellen eine Reduktion der MRP4-Bande auf 36 + 3% der

Kontrolle (Mittelwert + Standardabweichung, n = 3).
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Abb. 3.11: Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Expression in LLC-PK1- und MDCKII-Zellen. Nach
24-stiindiger Inkubation von LLC-PK1-Zellen (A) bzw. MDCKII-Zellen (B) mit dem Hsp90-Inhibitor
Radicicol (10 uM bzw. 5 uM) erfolgte die Darstellung der MRP4-Proteinexpression im Western Blot.
Es zeigte sich eine schwichere Bande bei 180 kDa nach Zugabe des Hemmstoffs (+Rad.) im
Vergleich zu den Losungsmittelkontrollen mit der entsprechenden Konzentration an Ethanol.
(Aufgetragene Proteinmengen je 50 pug.)
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3.3.1.2. Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Lokalisation

Um zu ermitteln, ob die Hemmung von Hsp90 Auswirkungen auf die Lokalisation von MRP4
hat, wurden erneut Kofiarbungen beider Proteine in LLC-PK1- sowie MDCKII-Zellen und die
anschlieBende Auswertung mittels Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Wie in den Abbildungen
3.12 A-C und 3.13 A-C dargestellt, ergab sich nach 24-stiindiger Behandlung beider
Zelllinien mit Radicicol eine Akkumulation von MRP4 (griin) und Hsp90 (rot) in
intrazelluliren Kompartimenten. Die Plasmamembran ist nur undeutlich gefirbt und im
Zytoplasma zeigen sich vesikulire Signale. Damit liegt eine Anderung der Lokalisation durch
den Hsp90-Inhibitor im Vergleich zu Kontrollaufnahmen unter Verwendung von Ethanol als
Losungsmittelkontrolle vor, in denen Signale beider Proteine in der Plasmamembran
detektiert wurden (Abb. 3.12 D-F und 3.13 D-F). Dies legt die Vermutung nahe, dass die

Interaktion mit Hsp90 an der Lokalisation von MRP4 und damit an der Transporterfunktion

beteiligt ist.

Abb. 3.12: Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Lokalisation in LLC-PKI-Zellen. (A-C)
Detektion eines MRP4-Immunfluoreszenzsignals in LLC-PK1-Zellen (SNG-AK, griin) und
eines Hsp90-Signals (rot) in intrazelluldren Strukturen nach Inkubation mit 10 pM
Radicicollosung iiber 24 h. (D-F) In den Kontrollen sind beide Proteine an der
Plasmamembran kolokalisiert.
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Abb. 3.13: Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Lokalisation in MDCKII-Zellen. (A-C) Doppelfirbung
von MDCKII-Zellen mit dem Anti-MRP-AK SNG (griin) und eines monoklonalen AK gegen Hsp90
(rot). Nach 24-stiindiger Behandlung mit 5 uM Radicicollosung lassen sich beide Proteine in
intrazelluldren Strukturen nachweisen. (D-F) Die Kontrollen zeigen eine Kolokalisation in der
Plasmamembran.

3.3.1.3. Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Transportfunktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Hsp90 Einfluss sowohl auf die Proteinexpression als
auch Lokalisation von MRP4 nimmt, sollte im Folgenden untersucht werden, inwiefern es
dessen Transportfunktion beeinflusst. Hierfiir wurden inside-out Membranvesikel aus
Thrombozytenkonzentrat hergestellt. Zum Nachweis der Proteinexpression in der
Vesikelmembran wurde eine Western Blot-Analyse durchgefithrt. Diese zeigte
erwartungsgemal eine starke Bande bei 180 kDa.

Die MRP4-Transportfunktion wurde anhand der ATP-abhédngigen Aufnahme von
trittummarkiertem ¢cGMP ([’H]-cGMP) in isolierte Thrombozytenvesikel untersucht.'”
Hierbei wurden diese inside-out Strukturen mit [3H]-cGMP in Anwesenheit von ATP
respektive als Kontrolle fiir die unspezifische Bindung AMP (als nicht hydrolysierbares
Substrat) inkubiert. Die vesikelassoziierte Radioaktivitidt konnte im Folgenden nach Filtration
durch Nitrozellulosefilter mit Hilfe des Liquid Scintillation Counters bestimmt werden.

Nach der Durchfithrung von Kontrollversuchen zur Darstellung der Vesikelfunktionalitit —
dabei ergab sich wie zu erwarten bei Zugabe von ATP eine deutlich stirkere Akkumulation

von [*H]-cGMP als unter AMP — wurde eine mogliche Alterierung der MRP4-Funktion durch

Hsp90 anschlieBend durch Zugabe eines Hsp90-Inhibitors untersucht. Hierfiir wurden die
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Vesikel fiir 45 min bei 37°C mit 10 uM Radicicollosung inkubiert und die intravesikulidre
Radioaktivitit nach 10 min gemessen. Abb. 3.14 stellt die [*H]-cGMP-Aufnahme von
unbehandelten Vesikeln und nach Radicicolgabe jeweils mit AMP bzw. ATP dar. Es zeigte
sich eine im Vergleich zu AMP hohere Substrataufnahme unter ATP-Einsatz. Bei Zugabe von
Radicicol reduzierte sich die Transportrate deutlich um ca. 46%. Die AMP-Kontrollwerte

zeigten hingegen unter gleichbleibenden Versuchsbedingungen keine signifikanten

Veridnderungen.
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Abb. 3.14: Hemmung der MRP4-Transportfunktion durch Radicicol. Aufnahme von [*H]-cGMP in
Thrombozytenmembranvesikel in Kontrollen unter Verwendung von AMP (weifle Sdulen) und unter
ATP-Zugabe (blaue Sédulen) mit und ohne Hsp90-Hemmstoff. Im Falle der Hemmung wurden die
Vesikel mit 10 uM Radicicol 45 min bei 37°C inkubiert (schraffiert). Die Messung der
vesikelassoziierten Radioaktivitét erfolgte nach 10 min (Mittelwert = SD, n = 6).

3.3.2. Untersuchung des Einflusses von PSD95 auf das Transportprotein MRP4
3.3.2.1. Einfluss von PSD95 auf die MRP4-Lokalisation

Im Gegensatz zu Hsp90 stand fiir PSD95 kein pharmakologischer Inhibitor zur Verfiigung,
sodass zur Evaluierung seines Einflusses auf MRP4 ein knock-down mittels RNA-Interferenz
durchgefiihrt wurde. Dabei sollte eine spezifische siRNA die PSD95-Expression verringern,
indem sie eine Degradation der mRNA bedingt. Der Effektivitidtsnachweis dieser Methode
wurde im Anschluss mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens kontrolliert. Als Referenzprotein

diente GAPDH. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus konnte bei der densitometrischen
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Auswertung des Western Blots eine Verringerung der PSD95-Expression auf ca. 50% der

Kontroll-siRNA-Probe ermittelt werden (Abb. 3.15 A).
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Abb. 3.15: Veridnderung der MRP4-Lokalisation nach PSD95-knock-down. (A) Darstellung der
Proteinexpression von PSD95 in M-07e-Zellen nach Transfektion mit einer spezifischen siRNA im
Western Blot-Verfahren. Als Kontrolle dienten Ansitze ohne siRNA (untransfiziert) und mit einer
Kontroll-siRNA (Co siRNA). (Aufgetragene Proteinmengen je 15 pg.) (B) Darstellung der
Lokalisation von MRP4 (SNG, rot) und PSD95 (blau), sowie Anfirbung der biotinylierten
Plasmamembran (FITC-Streptavidin, griin).

Die Auswirkung des PSD95-knock-downs auf die MRP4-Lokalisation wurde anschlieBend
durch die indirekte Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Dabei wurden M-07e-Zellen
zunichst zur Markierung der Plasmamembran biotinyliert und daraufthin mit Antikdrpern
gegen MRP4, PSD95 sowie FITC-markiertem Streptavidin, welches an Biotin bindet,
inkubiert. Wie in Abb. 3.15 B dargestellt, liel sich MRP4 in den Kontrollzellen iiberwiegend
intrazellulidr und partiell an gleicher Stelle wie PSD95 lokalisieren (lila Fiarbung), wihrend
nach dem knock-down MRP4 deutlich stirker in der Plasmamembran, erkennbar an der
Kolokalisation mit Biotin (gelbe Fluoreszenz), detektiert werden konnte. Somit ist auch eine
Beteiligung des Proteins PSD95 an der Regulation der Lokalisation von MRP4

wahrscheinlich. PSD95 scheint eine Umverteilung nach intrazelluldr zu begiinstigen.
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4. Diskussion

Transportproteine stellen einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir die Pharmakotherapie
dar. Sie sind entscheidend an der Ausbildung physiologischer Barrieren und der Exkretion
zahlreicher Substanzen beteiligt und konnen zur Ausbildung von Mehrfachresistenzen
gegeniiber  Arzneimitteln  fiihren sowie deren  Pharmakokinetik  beeinflussen.”*®
Arzneimittelinteraktionen an  Transportern sind daher seit Jahren Bestandteil
pharmakologischer Forschung. Im weiteren konnen Transporter auch eine physiologische
Funktion im Zuge der Signaltransduktion einnehmen, indem sie an der Speicherung sowie
Freisetzung von Signalmolekiilen beteiligt sind.''**"

Insbesondere der Effluxtransporter MRP4 besitzt unter den ABC-Proteinen eine
Sonderstellung, da er {iiber eine sehr umfangreiche Substratdiversitit verfiigt und in
zahlreichen Geweben in unterschiedlichen Lokalisationen vorkommt. So transportiert er
neben endogenen Substanzen, wie zyklischen Nukleotiden, konjugierten Steroiden und
Eicosanoiden, auch exogene, wie antivirale und -tumorale Pharmaka, darunter 6-
Mercaptopurin, Methotrexat und Thioguanin.”® ** '*"- 2> Die subzellulire Lokalisation kann
gewebsspezifisch sowohl apikal als auch basolateral in der Plasmamembran oder sogar, wie

120, 148, 217 .
0, 148, wobei

beispielsweise in Thrombozyten, intrazelluldr in Vesikeln und Granula sein,
die Determinanten fiir dieses Verhalten noch weitgehend unbekannt sind. Auch die
physiologische Funktion und Bedeutung von MRP4 im Organismus ist noch nicht
ausreichend geklirt.

Von einigem Interesse ist dabei der Einfluss von MRP4 auf die Funktion der Thrombozyten.
Die Arbeiten von Jedlitschky et al. weisen in vitro und in vivo auf eine entscheidende Rolle
fiir den ADP-Transport in die 5-Granula hin, Strukturen, die fiir die Speichereigenschaften
und das Aggregationsverhalten dieser Blutbestandteile essentiell sind."® So gelang die
Messung eines energieabhidngigen Transports von ADP in 3-Granula, welcher durch MRP4-
Inhibitoren und -Substrate gehemmt werden konnte.'*

Durch die Identifikation méglicher Interaktionspartner von MRP4 sollten mit dieser Arbeit
Grundlagen und Faktoren fiir dessen unterschiedliche Lokalisation untersucht werden. Im
Vordergrund standen dabei Bindungs- und Kolokalisationsstudien. AuBerdem sollte die
Auswirkung ermittelter Bindungspartner auf die Transporterfunktion und -lokalisation durch
Einsatz spezifischer Hemmstoffe sowie mittels siRNA-knock-down genauer analysiert

werden.
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4.1. Identifikation moglicher Interaktionspartner

Das trafficking von Proteinen innerhalb von Zellen ist ein entscheidender Faktor fiir deren
spitere Lokalisation. Dieses wird u.a. durch die Interaktion mit sog. Adaptormolekiilen
gesteuert, die damit auch Einfluss auf zelluldre Funktionen nehmen. Es schien daher sinnvoll,
solche Proteine zu identifizieren, die an MRP4 binden, um Einsicht in die auergewhnlichen
Fihigkeiten dieses Transportproteins zu erhalten. In der Struktur von MRP4 waren bereits im
Vorfeld zwei mogliche Interaktionsmotive ermittelt worden — eine PDZ1-Domine (1322-
ETAL-1325) sowie eine mogliche Bindungsstelle fiir Adaptorproteinkomplexe (1257-
EPYVLL-1262), welche sich am bzw. nahe des C-terminalen Proteinabschnittes befinden.
Aus diesem Grund erschienen solche Proteine als potenzielle Bindungspartner besonders
geeignet, welche ebenfalls iiber PDZ-Doménen verfiigen oder Komponenten von
Adaptorproteinkomplexen darstellen.

Zunichst konnten im Western Blot-Verfahren EBP50, Moesin und AP3 in LLC-PKI1-,
MDCKII-, HeLa-, HEK293- und M-07e-Zellen sowie in Thrombozyten nachgewiesen
werden. Hoque et al. konnten fiir EBP50 bereits einen Einfluss auf die Lokalisation von

MRP4 in polarisierten und nicht polarisierten Zellen detektieren, ' '%°

was mit Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit einhergeht. Zur Identifizierung weiterer potentieller
Interaktionspartner wurde eine Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Dafiir wurde ein
Peptid, welches der C-terminalen Sequenz von MRP4 mit dem PDZ-Bindemotiv entsprach,
an eine Sepharosematrix gekoppelt und diese dann mit Thrombozytenlysat inkubiert. Im
gewonnenen Eluat konnten EBP50 und Moesin mittels Western Blot nachgewiesen werden,
ein Umstand, der fiir eine spezifische Interaktion dieser Proteine mit dem C-Terminus des

Transportermolekiils spricht.

4.1.1.  Post synaptic density protein 95 (PSD9S)

Im Laufe der Untersuchungen zum Nachweis von EBP50 mittels Immunoblot ergaben sich
Hinweise auf bisher unbekannte Interaktionspartner. Ein Anti-EBP50-Antikorper erkannte
sowohl im Thrombozytenhomogenat als auch im Sé&uleneluat ein Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 95 kDa. Dieser Befund lieB das Vorhandensein eines mit EBP50
verwandten PDZ-Proteins dieser Grofle vermuten. Als Kandidat wurde PSD95 in Betracht
gezogen, ein Protein, welches in der postsynaptischen Densitédt exzitatorischer Neurone stark
exprimiert wird und an der Struktur und Reifung von Synapsen beteiligt ist. 197.227 7 war wurde

seine Expression bisher vorwiegend in neuronalem Gewebe beschriebenen, jedoch existieren
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trotz der unterschiedlichen ontogenetischen Herkunft viele funktionelle und strukturelle

118 . .
sodass ein Vorkommen in

Ahnlichkeiten zwischen Neuronen und Thrombozyten,
Blutpléttchen nicht unwahrscheinlich ist. Mit Hilfe von PSD95-spezifischen Antikorpern
gelang es im Zuge dieser Arbeit tatsidchlich, PSD95 sowohl im Thrombozytenhomogenat als
auch im FEluat der Affinititschromatographie und des Weiteren in den megakaryoblastischen
M-07e-Zellen nachzuweisen. PSD95 konnte also neben seiner essentiellen Funktion fiir das
zentrale Nervensystem auch fiir die Blutpléttchen eine wichtige Rolle spielen.

Um die Ergebnisse fiir PSD95 zu erhidrten, wurde versucht, dessen Expression in
Thrombozyten und hdmatopoetischen Vorldauferzellen auch auf mRNA-Ebene zu zeigen. Im
Zuge dessen gelang mittels einfacher PCR und Real-Time PCR nach dem TaqMan®—Prinzip
die Amplifikation von zwei spezifischen Fragmenten aus cDNA von Thrombozyten und
M-07e-Zellen. Diese wurden anschlieBend sequenziert und wiesen eine mit der PSD95-
Sequenz der Datenbank (GenBank: U83192.1) iibereinstimmende Basenfolge auf. Damit
konnte erstmals die Expression dieses scaffolding Proteins in Zellen der myeloischen Reihe
gezeigt werden.

PSD95 ist fiir das Zentralnervensystem von entscheidender Bedeutung, indem es an der
Clusterung von Neurotransmitterrezeptoren und Signalmolekiilen an der postsynaptischen
Membran sowie am Proteintrafficking beteiligt ist. In letzter Zeit wurde eine Vielzahl an
synaptischen Adhidsionsmolekiilen mit direkter Interaktion mit PSD95 entdeckt, darunter
Neuroligine,”*> NGLs (Netrin-G ligand),"”' SALMs (Synaptic adhesion-like molecule),”*® und
ADAM?22 (A disintegrin and metalloprotease),” was seine Rolle als Organisator synaptischer
Adhiision und Plastizitit unterstreicht.* Solche Adhisionsmolekiile sind iiber ihre
extrazellulire Domine an der transsynaptischen Adhision, iiber ihre zytoplasmatische
Domine an der Vernetzung und Organisation von Multiproteinkomplexen beteiligt.”> PSD95
konnte zu einer Multimerisierung solcher Adhisionsproteine fithren, indem es selber
multimerisiert oder selbige in unmittelbare Nédhe zueinander bringt. Untersuchungen zeigten,
dass durch die Rekrutierung dieser wichtigen Adhisionsproteine, insbesondere der
Neuroligine, die Reifung und Plastizitit von exzitatorischen Synapsen moduliert
wird, 2% %202 227. 245 pe195 kinnte also eine Rolle bei der Regulierung des Verhiltnisses
zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen durch seine Bindung an Neuroligin
und damit der Veridnderung von dessen Lokalisation und Funktion spielen.43’ 47,82, 153, 154
PSDO5 selbst wird iiber die neuronale Aktivitit sowie Palmitoylierung und Phosphorylierung
gesteuert.”* Seine Expression ist schon frith nachweisbar und nimmt im Laufe der postnatalen

Entwicklung zu.”" 5 Eg unterliegt einem stidndigen cycling in und aus den
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Synapsen.® "% 19218 Rigr die Funktionalitit ist wahrscheinlich die Multimerbildung von
besonderer Bedeutung, wobei es insbesondere zur Entstehung von Homomultimeren durch
Interaktion der N-terminalen Regionen kommt.'”® Eine Palmitoylierung der zwei N-
terminalen Cysteinreste ermdglicht neben der Bildung von Proteinmultimeren jedoch auch die
Assoziation mit  postsynaptischen Membranen und  das Clustern ~ von

38, 45, 63, 257

Zelloberflachenrezeptoren und Ionenkanilen und ist weiterhin beteiligt an der

Rekrutierung und Entfernung von PSD95 in der Synapse.64 Die Phosphorylierung durch CdkS5
(Cyclin-dependent kinase) inhibiert die Multimerisation.'”

Untersuchungen deuten auf eine Beteiligung von PSD95 in vivo an Lernprozessen,
Gedichtnisbildung, der Ausbildung kortikaler Kreisldufe und dem Antwortverhalten bei
Drogenexposition hin. Anhand dieser vielfiltigen Eigenschaften ist es nicht verwunderlich,
dass Defekte mit der Entstehung von mentaler Retardierung und Sucht in Verbindung
gebracht werden.”” **! Hierbei scheint die Imbalance zwischen Exzitation und Inhibition
neuronaler Strukturen eine Rolle zu spielen. So wird ein Zusammenhang mit dem Fragilen X-
Syndrom,'”* %% 2¢ Autismus, *** **° Epilepsie®®* und Schizophrenie88 vermutet.

Nachdem PSD95 im Zuge dieser Arbeit in Thrombozyten nachgewiesen werden konnte, stellt
sich die Frage nach dessen Funktion innerhalb dieser Strukturen. Eine Mdoglichkeit konnte in
der Regulation des NO/cGMP-Signalweges liegen, welcher eine entscheidende Rolle in der
vaskuldren Regulation und Neurotransmission spielt. Wie Russwurm et al.*** zeigen konnten,
wird die a,f;-Isoform der NO-sensitiven Guanylatcyclase, welche hauptsidchlich im Gehirn
exprimiert wird,166 durch Interaktion der o,-Untereinheit mit dem PSD95-PDZ-Motiv in die
Nihe von membranstindigen NO-bildenden Synthasen gebracht. So wird dem Enzym die
Reaktion auf lokal erhohte Stickstoffmonoxidkonzentrationen ermdéglicht. Guanylatcyclasen
bilden aus Guaninosin-5’-triphosphat (GTP) zyklisches Guaninosin-3°, 5’-monophosphat
(cGMP) — ein wichtiges intrazellulidres Signalmolekiil, welches an der Relaxation glatter
Muskelzellen, der Neurotransmission und Thrombozytenaggregation beteiligt ist. Da
aulerdem gezeigt werden konnte, dass PSD95 iiber seine PDZ-Doménen mit einem GrofBteil
der Komponenten der NO/cGMP-Kaskade interagiert — darunter der NMDA-Rezeptor'>’
sowie die neuronale NO-Synthase (nNOS)16 — wird so ein enger Kontakt untereinander und
damit eine effiziente Signalgebung ermdglicht. Zwar wurde dies erst in Bezug auf neuronal
vorkommende Molekiile untersucht, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass PSD95 auch in
den Blutplittchen eine dhnliche Funktion ausiibt. Auch MRP4 konnte als cGMP-Transporter

tiber PSDOS5 in dieses Signalnetzwerk eingebunden sein.
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Ferner konnte das Post synaptic density protein 95 eine Rolle fiir die Calciumhomoostase der
Thrombozyten spielen. Calciumionen sind an der Formveridnderung und Degranulation der
Blutplittchen beteiligt und ein Faktor der plasmatischen Gerinnungskaskade. Des Weiteren
stellen intrazellulire Calciumionen einen ubiquitdr vorhandenen second messenger dar,
welcher fiir die normale Zellfunktion von entscheidender Bedeutung ist. Veridnderungen in
der Ca’*-Konzentration sind an einer Vielzahl zellulirer Ereignisse, wie der
Neurotransmission, Gentransskription oder dem Zelluntergang, beteiligt. Die intrazelluldre
Calciumionenkonzentration wird dabei durch intrinsische Speicher sowie plasmamembran-
standige lonenkanile, wie der Ca*"-ATPase (PMCA) und dem Na'/Ca*"-Austauscher,
gesteuert. Uber die Bildung Transporter und Rezeptoren enthaltender, makromolekularer
Komplexe und Traffickingmechanismen kénnen zelluldre Doménen geschaffen und damit der
Calciumsignalweg gesteuert werden. Dies erfolgt iiber molekulare Gerlistproteine, welche
beispielsweise PDZ-Dominen enthalten. Die Interaktion zwischen der PMCA und den PDZ-
Motiven wurde zuerst in Thrombozyten beschrieben.”’ Unter dem Einfluss von Thrombin
kommt es zu einer Verlagerung der Ca**-ATPase zu den Filopodien. Hier fiihrt diese zu
einem Efflux von Calciumionen und dementsprechend niedriger intrazellulédrer
Calciumkonzentration, wodurch die Pldttchenaggregation beeinflusst wird. Innerhalb der
Blutplittchen erfolgt die Speicherung von Calciumionen durch die 8-Granula, welche im
Zuge der Plittchenaktivierung degranulieren und neben Ca®" ADP und Serotinin freisetzen.
Mit PSD95 konnte nun ein PDZ-Protein in den Blutplédttchen nachgewiesen werden, welches
fir die Regulierung der Calciumionenspiegel innerhalb der Thrombozyten und in ihrer

Umgebung eine wichtige Rolle einnehmen konnte.

4.1.2. Hitzeschockprotein 90 (Hsp90)

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde als weiterer bisher unbekannter potentieller
Bindungspartner das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) mittels massenspektrometrischer
Versuchsanordnung identifiziert. Dieses ist als Mitglied der Gruppe der Hitzeschockproteine
fiir die Faltung und Aktivierung von zahlreichen Proteinen zustindig. Auch hier konnte
nachfolgend das Protein durch Western Blot-Analyse in Thrombozyten, Séduleneluat und
verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden. Hsp90 steht in neuester Zeit im Fokus der
pharmakologischen Forschung und Therapie aufgrund seiner wichtigen Funktion fiir die
Tumorentstehung. Hierbei fiihrt es zur Aufrechterhaltung der malignen Transformation und

erhoht das Uberlebens- und Wachstumspotential von Krebszellen.* %% '8 Dag



Diskussion 81

Interaktionsspektrum umfasst dementsprechend auch viele onkogene Proteine, wie z.B. p53,
Ber-Abl oder Her2.'” ' %0 Dy Hsp90 Wachstumsfaktorrezeptoren und Signalmolekiile
stabilisiert, fiihrt dessen Inhibition zu Wachstumsarrest und Zelluntergang. Dies stellt einen
moglichen Ansatzpunkt der Antitumortherapie dar, insbesondere da Hsp90-Inhibitoren, wie
beispielsweise das Ansamycinantibiotikum Geldanamycin oder das Makrolacton Radicicol,
selektiv auf Krebszelllinien zu wirken scheinen.” *’* Diese Beobachtung wird darauf

15160 ynd zum

zuriickgefiihrt, dass Hsp90 in Tumorzellen zum einen iiberexprimiert ist
anderen v.a. aktiv als Multichaperonkomplex vorliegt, wihrend es in normalen Zellen in
latenter Form zu finden ist.'”® Die Inhibitoren akkumulieren daher insbesondere in
Tumorzellen.

Es bleibt anzumerken, dass eine Limitation der verwendeten Chromatographiemethode
sicherlich darin besteht, dass die Konformation des sdulengekoppelten Peptids nicht der des
nativen MRP4-C-Terminus entsprechen muss, wodurch die Bindung anderer Proteine
beeinflusst wird. Insbesondere konnte die Bindung des Hitzeschockproteins darauf
zuriickzufiihren sein, dass das Peptid aufgrund seiner Fehlfaltung erkannt wird. Aus diesem
Grund sollte eine Interaktion mit MRP4 in intakten Zellen wie auch ein Einfluss der
potentiellen Bindungspartner auf die Transporterlokalisation und -funktion unter Anwendung

weiterer Methoden untersucht werden. Dabei wurden schwerpunktmifBig die beiden neu

identifizierten Partner PSD95 und Hsp90 betrachtet.

4.2. Kolokalisationsstudien

Nachdem mehrere potentielle Bindeproteine identifiziert werden konnten, sollte es im
Folgenden um die Darstellung ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle, auch im Vergleich zu
MRP4, gehen. Dafiir wurden Kofirbungen mit spezifischen Antikdrpern vorgenommen und
anschliefend mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops evaluiert. Ein gemeinsames Vorkommen
von EBP50 und MRP4 in der Plasmamembran von HEK293T-Zellen wurde bereits von
Hoque et al. beschrieben.'” Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden,
dass auch fiir Hsp90 und MRP4 bzw. PSD95 und MRP4 eine partielle Kolokalisation in der
megakaryoblastischen Zelllinie M-07e und in Thrombozyten besteht. MRP4 war hier, wie

118120 insbesondere in intrazelluliren

nach Vorarbeiten von Jedlitschky et al. zu erwarten war,
Strukturen angereichert. Auch in MRP4-transfizierten LLC-PK1- und MDCKII-Zellen, beides
Zelllinien aus Nierenepithelgeweben, ergab sich ein gemeinsames Signal von Hsp90 und

MRP4, hier iiberwiegend an der Zytoplasmamembran. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
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beide Proteine ebenfalls in intakten Zellen mit dem vollstandigen MRP4-Transporter in seiner
nativen Konformation interagieren konnen, auch wenn eine Kolokalisation noch keinen

eindeutigen Beweis fiir eine Interaktion darstellt.

4.3. Einfluss von Hsp90 auf die MRP4-Lokalisation und -Funktion

Im Folgenden sollte der Einfluss der Interaktionspartner auf die intrazellulire MRP4-
Verteilung eingehender betrachtet werden. Wie aus den Arbeiten von Hoque et al. bekannt,
fiihrt EBPSO/NHERF1 zu einer Internalisierung des Transportproteins in nicht polarisierten
Zellen sowie zu einer apikalen Lokalisation in polarisierten Nierenepithelzellen.'” ' Eine
Herunterregulierung des Bindeproteins hingegen bewirkte in ersteren Zelllinien eine
verstidrkte Expression in der Plasmamembran.'® Die Zugabe zu MDCKI-Zellen wiederum —
diese enthalten nur wenig endogenes EBP50 und weisen im Einklang damit MRP4
groBtenteils basolateral auf — lieB MRP4 vermehrt an apikaler Position hervortreten.'®’

Fiir das ermittelte Bindeprotein Hsp90 stand mit Radicicol ein erprobter Hemmstoff zur
Verfiigung.25 ? Das Makrolacton vermittelt seine Wirkung, wie von Schulte et al. gezeigt, liber

eine Bindung an die ATP-Bindungstasche des Hitzeschockproteins.232

Nach der 24-stiindigen
Inkubation von LLC-PK1- und MDCKII-Zellen mit dem Inhibitor zeigte sich zum einen eine
Verminderung des MRP4-Proteins im Western Blot, zum anderen konnten in der
Immunfluoreszenzmikroskopie MRP4 und Hsp90 nur noch in intrazelluldren Strukturen,
moglicherweise dem Endoplasmatischen Retikulum, nachgewiesen werden. An der
Plasmamembran waren beide Signale, im Gegensatz zu den Befunden ohne Hemmstoff, kaum
noch detektierbar. Die dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hsp90 fiir die korrekte
Prozessierung und den Weitertransport von MRP4 zur Plasmamembran notwendig ist.

Da die Vermutung nahe lag, dass Hsp90 auch fiir die Stabilitdt und Funktion von MRP4 in
der Membran eine Rolle spielen konnte, sollte im Weiteren dessen Einfluss auf die MRP4-
Transportfunktion ermittelt werden. Hierfiir boten sich Transportversuche mittels
Membranvesikeln aus Thrombozyten an. Dabei erfolgt ein ATP-abhédngiger Transport von
MRP4-Substraten in die Fraktion der inside-out Vesikel aus der Plasmamembran sowie in
intakte Granula, die natiirlicherweise eine inside-out Konfiguration der Transporter
aufweisen. Die in die Vesikel unter ATP-Verbrauch transportierten, radioaktiv markierten
Substrate lassen sich quantitativ messen, der Unterschied zwischen der Aufnahme in An-
bzw. Abwesenheit von ATP entspricht dann dem energieabhingigen Transport. Der Vorteil

dieser Art von Vesikeln besteht darin, dass Storungsprozesse mit Einfluss auf den
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Transportvorgang intakter Zellen, wie z.B. intrazellulire Metabolisierungen, ausgeschlossen
werden konnen.

Als Standardsubstrat wurde [’H]-cGMP verwendet, fiir welches bereits ein ATP- und
zeitabhiingiger Transport in Thrombozytenvesikeln gezeigt wurde.'*

Dass zyklische Nukleotide zum Substratspektrum von MRP4 gehdren, war durch die Arbeiten
von Chen et al. bekannt.* Eine 45-miniitige Vorinkubation mit dem Hsp90-Inhibitor
Radicicol” in 10 uM Konzentration bewirkte eine signifikante Verringerung der
intravesikuldren  Substratakkumulation im Vergleich zu Kontrollversuchen ohne
Inhibitoreinsatz. Allerdings bleibt anzumerken, dass eine direkte Interaktion zwischen
Radicicol und MRP4 als Ursache dieser Hemmung nicht vollig ausgeschlossen werden kann,
da der Inhibitor an die ATP-Bindungsstelle von Hsp90 bindet und fiir die Transportfunktion
von MRP4 ebenfalls eine ATP-Bindung notwendig ist. Bisher ist jedoch keine direkte
Hemmung von ABC-Transportern oder anderen ATPasen durch Radicicol oder
Geldanamycin beschrieben worden, sodass ein Hsp90-vermittelter Effekt eher wahrscheinlich
ist.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchungen und des
Vesikeltransportassays fiir eine Beeinflussung der Lokalisation und Funktionalitdt von MRP4
durch das Hitzeschockprotein Hsp90. In Vorarbeiten von Suttitanamongkol et al. wurde
bereits postuliert, dass das Hitzeschockprotein eine Rolle fiir die Plattchenstruktur und
-funktion spielen konnte, da eine Hemmung desselben zu einer Verhinderung der
Thrombozytenaggregation und zur Zerstorung von Membranen fiihrte.”* Die
Zusammenlagerung der Blutplidttchen wiederum wird insbesondere durch ADP vermittelt. In
Vorarbeiten durch Jedlitschky et al. konnte gezeigt werden, dass MRP4 eine wichtige Rolle
fir den Transport dieses Transmitters in die J&-Granula der Thrombozyten spielt. In
Kombination mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegt es daher nahe zu vermuten,
dass Hsp90 iiber eine Verdnderung der Lokalisation und Funktion von MRP4 auch auf den
ADP-Transport und andere Thrombozytenfunktionen Einfluss nimmit.

Hsp90 scheint weiterhin eine wichtige Funktion bei der Tumorentstehung zu spielen, indem
es zur Aufrechterhaltung der malignen Transformation und Erhohung des Uberlebens- und
Wachstumspotentials von Krebszellen fiihr, > 100 180 Hsp90-Inhibitoren, die in der
Antitumortherapie Anwendung finden, konnten auch in Hinblick auf die Wechselwirkung mit
MRP4 therapeutisch von Nutzen sein. MRP4 mit seinem breiten Substratspektrum
transportiert auch antivirale und -tumorale Arzneimittel und ist damit an der Ausbildung von

. e o030, 127, 215, 231, 274, 275 1 . o
Mehrfachresistenzen beteiligt. Eine Beeinflussung der Lokalisation und
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Funktion des Transportproteins durch Hemmstoffe von Hsp90 konnte demnach zum Erfolg

einer zytostatischen Therapie beitragen.

4.4. Einfluss von PSD95 auf die MRP4-Lokalisation

Da fiir PSD95 bisher kein etablierter Hemmstoff wie im Falle von Hsp90 zur Verfiigung
stand, wurde als alternative Methode ein gezielter PSD95-knock-down mittels siRNA und
eine anschlieBende Kofirbung — wie es bereits in der Arbeit von Hoque et al. fiir EBP50

104
angewandt wurde'”

— durchgefiihrt. Hierbei macht man sich das Prinzip der RNA-Interferenz
zunutze, welches durch sequenzspezifische Bindung einer siRNA an den komplementiren
mRNA-Strang zur Degradation derselben fiihrt. Der Einfluss von PSD95 auf die MRP4-
Lokalisation wurde in M-07e-Zellen untersucht, in welchen das Transportprotein
normalerweise iiberwiegend intrazellulir vorkommt. Um den Anteil an MRP4 in der
Plasmamembran beurteilen zu konnen, wurden die Zelloberfldchenproteine biotinyliert und
anschlieBend mit Hilfe von FITC-markiertem Avidin zusammen mit MRP4 fiir die
Immunfluoreszenz gefarbt. Dabei liel sich nach Transfektion mit der PSD95-siRNA eine
deutliche Zunahme der MRP4-Lokalisation in der Plasmamembran anhand der Uberlagerung
mit dem Biotinsignal detektieren. Im Umkehrschluss folgt daraus, dass die PSD95-Expression
eine intrazellulidre Lokalisation von MRP4 begiinstigt. Ferner sind die Ergebnisse ein weiterer
Hinweis dafiir, dass PSD95 tatsdchlich spezifisch mit MRP4 interagiert. Diese Befunde
befinden sich im Einklang mit Untersuchungen von Hoque et al.'% 19 ynq Hayashi et al.,”
welche zeigen konnten, dass das ERM-binding phosphorotein 50 (EBP50) bzw. Sorting nexin
27 (SNX27) ebenfalls zu einer Internalisierung von MRP4 fiihren. Bei diesen beiden
Proteinen handelt es sich, wie bei PSD95, um Mitglieder der PDZ-Protein-Familie, sodass ein
gemeinsamer Mechanismus, der zu der Internalisierung des MRP4-Transportproteins fiihrt,
naheliegt. Im Fall von EBP50 konnte eine entscheidende Rolle fiir die Lokalisation und das
trafficking von MRP4 bereits nachgewiesen werden. So vermittelt es in nicht polarisierten
Zellen eine Relokalisation des ABC-Transporters in das Zellinnere'® und ist in polarisierten
Zellen an dessen apikaler Expression beteiligt.'” Sorting nexin 27 wird ubiquitir exprimiert
und ist ein Mitglied der SNX-Familie, welche am intrazelluldren sorting und trafficking
beteiligt ist.*” Jedoch verfligt es als einziges liber eine PDZ-Domine.'** 2 SNX27-knock-
down-Versuche mittels siRNA in HEK293-Zellen ergaben eine erhohte MRP4-Expression an
der Plasmamembran und eine vermehrte Effluxaktivitit des Transporters — Ergebnisse, die

1.95

Hayashi et al.” auf eine Inhibition der MRP4-Internalisierung durch PDZ-PDZ-Interaktionen
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zuriickfiihren. Es wird vermutet, dass SNX27 nahe der Plasmamembran an MRP4 bindet, zu
dessen Endozytose fiihrt und somit negativen Einfluss auf die Zelloberflichenexpression und
Transportfunktion des ABC-Proteins nimmt. Auf das recycling von MRP4 zur
Plasmamembran scheint SNX27 allerdings keinen Einfluss auszuiiben. Der genaue
Mechanismus der Internalisierung von MRP4 durch die Adapterproteine PSD95, EBP50 und
SNX27 ist zur Zeit noch nicht hinreichend gekldrt. Fir NHERF1/EBP50 wurde ein
chlathrinvermittelter Endozytosevorgang fiir den Chemokinrezeptor CCRS beschrieben.”"” '®
Dabei erhoht NHERF1 die Rekrutierung von Arrestin-2 an CCRS. Im Folgenden wird iiber
weitere Interaktionen mit Adaptorproteinkomplex 2 (AP2) und Clathrin die Internalisierung
der Zielstruktur erleichtert. Moglicherweise wirken PSD95 und SNX27 als Adaptorproteine
ebenfalls iiber die Rekrutierung von Membranproteinen mit PDZ-Dominen an sog. clathrin-
coated pits, also mit Clathrin besetzte Einbuchtungen der Zelloberfliche, aus denen im

Rahmen der rezeptorvermittelten Endozytose Vesikel in das Zellinnere abgeschniirt werden.

Die Kldrung dieser Frage bietet Raum fiir weitergehende Forschungen.

4.5. Ausblick

Determinanten fiir die Regulation der vielféltigen Eigenschaften des Transportproteins MRP4
sind noch weitgehend unbekannt. So ist es vorstellbar, dass Mutationen in Bindungsproteinen
von MRP4 an dessen Fehllokalisation beteiligt sind. Dies konnte ein Hinweis auf die
molekularen Ursachen seltener Thrombozytenfunktionsstorungen, den o&-storage pool

deficiencies, sein, bei denen es zu einer Fehllokalisation von MRP4 kommt.'"’

Perspektivisch
kann als néchster Schritt zur Kldarung der molekularen Mechanismen der &-SPDs die
Untersuchung von Patiententhrombozyten auf Veridnderungen in den ermittelten
Interaktionspartnern, beispielsweise mittels Immunfluoreszenz oder Bindungsstudien,
erfolgen.

Um weitere Einblicke in die Funktion des MRP4-Transporters und moglicher Bindeproteine
in vivo zu erhalten, wiren auch Experimente mit knock-out Miusen erwigenswert, in denen
die Gene einzelner potentieller Bindeproteine ausgeschaltet werden. Als problematisch
konnten sich hier jedoch mogliche Speziesunterschiede erweisen.

Ebenfalls Potenzial zur Kldrung liegt im Vorkommen einer erstaunlichen Vielzahl von
humanen genetischen MRP4-Varianten. Saito et al. identifizierten 230 single nucleotide

polymorphisms (SNPs).”? Zur Funktion der Polymorphismen existieren erst wenige

Ergebnisse. In den vergangenen Jahren wurde in mehreren Studien jedoch der
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Zusammenhang mit dem Therapieerfolg und der Pharmakokinetik von Nukleosid- und
Nukleotidanaloga erforscht.” > ?** Ob sich Unterschiede in der Sequenz auch auf die MRP4-
Lokalisation auswirken, ist noch nicht weiter bekannt. Eventuell konnten an dieser Stelle
Untersuchungen zum Bindungsverhalten der identifizierten Interaktionspartner weitere
interessante Befunde ergeben.

Weiterhin stellt sich die Frage, inwiefern die ermittelten Interaktionspartner Bindungen mit
spezifischen Sequenzen, wie dem PDZ-Motiv, von MRP4 eingehen. Um dieses niher zu
untersuchen, konnte, so das entsprechende Bindungsmotiv identifiziert wurde, eine sog. site-
directed mutagenesis desselben durchgefiihrt werden. Dabei konnte iiber eine PCR mit einem
mutagenen Primer ein mutiertes MRP4 ohne PDZ-Domine hergestellt werden. Eine Bindung
der moglichen PDZ-Adaptorproteine sollte dann nicht mehr beobachtet werden.

Die Beeinflussung der Funktionalitit von MRP4 ist auBerdem von pharmakologischem
Interesse. Anhand der bisher gewonnen Erkenntnisse bietet sich das Transportprotein als
Therapieziel an, da es einerseits als Transporter zyklischer Nukleotide an der Kontrolle der

24, 118, 215 13-
8 Ein

intrazelluldren Konzentration dieser wichtigen second messenger beteiligt ist.
Eingriff in die homdoostatischen Mechanismen der Signaltransduktion konnte bei zahlreichen
Krankheiten einen Ansatz der Behandlung ermoglichen. Andererseits konnte es durch seine
Rolle fiir den ADP-Transportmechanismus in den Thrombozyten einen neuen Angriffspunkt
fiir die Beeinflussung der Thrombozytenaggregation darstellen.''® '* Interessant in diesem
Zusammenhang ist der Nachweis einer Beeinflussung der Thrombozytenaggregation durch
Hsp90>* und der in der vorliegenden Arbeit beschriebene Befund, dass Hsp90 die MRP4-
Lokalisation und -Funktion beeinflusst. Ebenso wiren weitere Untersuchungen zum Einfluss

von Hsp90-Inhibitoren auf die Ausbildung MRP4-vermittelter Mehrfachresistenzen im Zuge

von Antitumortherapien ein moglicherweise auf diesem Gebiet weiterfithrendes Vorhaben.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Transportprotein Multidrug resistance protein 4
(MRP4/ABCC4) in Bezug auf Protein-Protein-Wechselwirkungen genauer zu untersuchen.
MRP4 ist als Mitglied der ABC-Transporterfamilie nicht nur an dem Transport zahlreicher
Pharmaka, wie beispielsweise antiviraler und zytostatischer Substanzen, sondern auch an
Signaltransduktionsprozessen, z.B. dem Transport von Eicosanoiden und zyklischen
Nukleotiden beteiligt. MRP4 weist auBerdem innerhalb der ABCC-Gruppe ein einmaliges
Expression-, Lokalisations- und Substratspektrum auf. MRP4 wurde neben Prostata, Niere,
Gehirn und Leber auch in Blutplédttchen nachgewiesen und kann zelltypabhingig sowohl
apikal oder basolateral als auch intrazelluldr lokalisiert sein. Insbesondere das Vorkommen in
den 8-Granula der Thrombozyten ist bemerkenswert, da die Speicherung und Freisetzung von
Ubertriigersubstanzen wie ADP auf die Thrombozytenfunktion entscheidenden Einfluss
haben. Anderungen der zelltypischen MRP4-Lokalisation, die beispielsweise bei Patienten
mit o-storage pool Defekt beobachtet wurden, kdnnen zu einem Verlust der spezifischen
Transporterfunktion fithren. Da die Lokalisation von Membranproteinen u.a. durch die
Wechselwirkung mit Proteinen gesteuert wird, stand die Identifikation moglicher
Interaktionspartner von MRP4 mit Hilfe von Bindungs- und Kolokalisationsstudien im
Vordergrund dieser Arbeit.

Es schien sehr wahrscheinlich, dass Adaptormolekiile iiber eine Wechselwirkung mit MRP4
an dessen frafficking innerhalb der Zellen beteiligt sind und damit Einfluss auf dessen
Lokalisation und konsekutiv auch auf die Funktion nehmen. Als mogliche Motive zur
Vermittlung solcher Proteinbindungen liegen im MRP4-Molekiil ein PDZ-Motiv sowie eine
mogliche Bindungsstelle fiir Adaptorprotein (AP)-Komplexe vor. Zur Ermittlung solcher
potentiellen Partner wurde eine Affinitdtschromatographie durchgefiihrt. Dafiir erfolgte die
Kopplung eines Peptids, welches der C-terminalen Sequenz von MRP4 mit dem PDZ-
Bindemotiv entsprach, an eine Sepharosematrix und eine anschlieBende Inkubation mit
Thrombozytenlysat. Mittels Western Blot-Verfahren und Fliissigkeitschromatographie-
Massenspektrometrie konnten im gewonnenen Eluat das ERM-bindende Phosphoprotein 50
(EBP50/NHERF1), Moesin, sowie das Post synaptic density protein 95 (PSD95) und das
Hitzeschockprotein Hsp90 als mogliche Bindungspartner identifiziert werden. Wihrend eine
Wechselwirkung von MRP4 mit EBP50 iiber seine PDZ-Domine bereits postuliert worden
war, konnten insbesondere PSD95 und Hsp90 erstmalig als mogliche Interaktionspartner von
MRP4 ermittelt werden. Da PSD95 bisher vorwiegend in neuronalen Zellen beschrieben

wurde, wurde das Vorkommen dieses Proteins in Thrombozyten und der
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megakaryoblastischen  Leukédmiezelllinie M-07e auf RNA-Ebene untersucht und
nachgewiesen. Damit konnte erstmals die Expression dieses scaffolding Proteins in Zellen der
myeloischen Reihe gezeigt werden.

Im Anschluss daran wurden Kofirbungen von MRP4 wund den identifizierten
Bindungspartnern durchgefiihrt. Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie lieferte das
Ergebnis einer zumindest partiellen Kolokalisation des Transporters mit Hsp90 — in
Thrombozyten und M-07e-Zellen in intrazelluldren Strukturen, in den Nierenepithelzellen
LLC-PK1 und MDCKII in der Plasmamembran. Auch eine Kolokalisation von MRP4 mit
PSD95 konnte in M-07e-Zellen und Thrombozyten beobachtet werden.

Untersuchungen mit dem Hsp90-Hemmstoff Radicicol ergaben des Weiteren zum einen eine
sichtbare Verringerung der MRP4-Expression im Western Blot nach der Inkubation, zum
anderen auch eine Anderung der Lokalisation von Hsp90 und MRP4 in den verwendeten
Nierenzelllinien nach intrazelluldr. Ferner konnten funktionelle Transportversuche unter
Verwendung von inside-out Thrombozytenmembranvesikeln einen Abfall der Aufnahme des
radioaktiv markierten MRP4-Substrats cGMP in die Vesikel nach Behandlung mit Radicicol
zeigen. Um den Einfluss von PSD95 auf die MRP4-Lokalisation zu untersuchen, wurde ein
spezifischer knock-down von PSDO95 mittels siRNA in M-07e-Zellen durchgefiihrt. Im
Anschluss ergab sich in der Immunfluoreszenzmikroskopie eine deutliche Zunahme der
MRP4-Lokalisation in der Plasmamembran.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit EBP50, Moesin, PSD95 und Hsp90 als
mogliche Bindungspartner von MRP4 in Thrombozyten identifiziert werden. Es ist denkbar,
dass Hsp90 als Hitzeschockprotein moglicherweise zu der Prozessierung und Stabilisierung
von MRP4 beitrdgt. Die Interaktion mit PSD95 hingegen scheint die Internalisierung des
Transportproteins zu begiinstigen. Die gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Protein-Protein-Interaktionen die Lokalisation und Funktion von MRP4 entscheidend

beeinflussen.
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