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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die ABC-Transporter Superfamilie

Eine der grof3ten Transporterfamilie ist die ABC T{F-binding cassette-Transporter
Superfamilie PEAN et al.,, 200], die sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryc
vorkommen. In den Prokaryoten fungieren die Trargpsowohl als Importer als auch

Exporter, in den Eukaryoten nur als Exporter. Di€seteine transportieren eine grc
Vielfalt von Substraten wie z. B. Zucker, Aminosgnyr lonen, Peptide, eine grol3e Anzah
hydrophilen Komponenten und Metaboliten Uber ¢ und intrazellulare Memianen DEAN
et al., 200). ABC-Gene sind fur viele Prozesse in der Zelle essénkieitationen in diese
Genen bewirken einiggenetisc-bedingte Erkrankungen. Dazu gehdren zystische §éb
neurologische Erkrankungen, retinale DegenerationBefekte im Cholesterol- und
Gallensaurentransport und AnamiDEAN et al., 2001

Heute sind im mensdohen Genom 4¢(ABC-Gene charakterisiertDie Gene kdnnen i
sieben verschiedenen Subfamilien eingeteilt werdmsierend auf der Organisation
Doméanen und AmmosaurenhomologielDEAN et al., 200[L

Die ABC-TransporteSuperfamilie besteht aus einem integralen mechamoisich
gekoppelten Membranprot-Komplex, in denen die ATBindung und—Hydrolyse den
Substrattransport gegen einen zellularen Konzeomrsgiadienten bewirkt SMITH et al.,
2003.

Typische ABCTransporter besitzen zwei hydrophobe Transmembradden (TMD) au:
mehreren Transmembraielices und zwei hydrophile Nukleo-bindende Doméanen (NBD
die im Zytoplasma lokalisiert sindONES et al., 20QZAbb. 1).

Abb. 1. Schematische Darstellung eines AB-Transporters modifiziert nach DEAN, 2002
Lipiddoppelmembran (hellblau), TMD (dunkelbleund NBD (rot).
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Die NBD's bestehen aus einer Walker-A- und Walke®eé®juenz und ein hochkonserviertes
C-Motiv [JONES et al., 20Q2 Sie sind verantwortlich fur die ATP-Bindung umkilP-
Hydrolyse, wodurch der Substrattransport bewirkttJALTENBERG, 2004

Die Transmembrandoméanen bestehen aus 6 — 10 mephrarendea-Helices und
bestimmen die SubstratspezifitBxfAN, 2002

Des Weiteren ist die Substrat-bindende Seite in Gemsmembrandoménen, die in einer
flexiblen internen Offnung lokalisiert ist, ausresnd gro, um verschiedene Substrate
aufzunehmen4LTENBERG, 2004

Die Dimerisierung der NBD's, induziert durch ATPAaBunNg, ist ein Schllsselschritt fir die
Kopplung von ATP-Hydrolyse und Substrattransporrdb die Assoziation/Dissoziation der
NBD's wird die Translokation durch intrazellularedps kontrolliert ALTENBERG, 2004

1.2 Die MRP Multidrug resistance proteij-Familie

Die Entwicklung einer Arzneimittelresistenz ist figuein Hindernis in Bezug auf einer
effektiven Behandlung von Infektionen und malignérkrankungen. Viele verschiedene
Resistenzmechanismen wurden beschrieben. Zudemn habke ABC-Proteine wichtige
physiologische Funktionen und ein Ausfall diesehrfiidaher zu schwerwiegenden
Erkrankungen.COLE et al., 1998

Durch die Multi-Arzneimittel-Effluxtransporter sctrén sich die Zellen vor mehreren,
strukturell  verschiedenen hydrophoben ToxineWNEYFAKH, 200R Das erste
Transporterprotein, welches mit einer Arzneimitsistenz in Verbindung gebracht wurde,
war das 170 kDa P-Glykoprotein und wurde 1976 vahado und Ling beschrieben
[JULIANO et al., 197p

Die MRP's Multidrug resistance proteinggehoéren zur ABC-Transporter Superfamilie C.Sie
werden unterschiedlich in der Leber, den Nierem) d@arm, Gehirn und anderen Geweben
exprimiert. Diese Transporter sind auf der apikalew/oder basolateralen Membran von
Hepatozyten, Enterozyten, renal-proximalen Tubwdliea und Endothelzellen der Blut-Hirn-
Schranke lokalisiert{U et al., 200[

Die ABCC-Familie enthalt 13 MitgliederZHOU et al., 200B mit einem unterschiedlich
funktionalen Spektrum, das den lonentransportobeliflachenrezeptoren und den zelluléaren
Export von Metaboliten und Toxinen beinhaliegAN, 2002
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Vier davon werden nicht mit Medikamentenresistenneévierbindung gebracht:
- ABCC7 / CFTR(cystic fibrosis transmembrane conductance regu)abein cAMP-
regulierter Chloridionenkanal. Mutationen in denafigporter verursachen die zystische
Fibrose DEAN, 2002.
- ABCC8 / SUR1 und ABCC9 / SUR2 sind RezeptorenSutfonylharnstoffe, welche
die ATP-sensitive Untereinheit eines KaliumkanalsrmachenZHOU et al., 200B
- ABCC13 / MRP10 ist ein Pseudogen, welches furveirkirztes Protein kodiert, das
in fetalen menschlichen Lebern exprimiert wird. Eat eine hohe Ahnlichkeit mit
ABCC2 / MRP2 aber keine TransporteraktivitAHOU et al., 200B
Die anderen neun Mitglieder der ABCC-Familie sind:
ABCC1/ MRP1, ABCC2/ MRP2, ABCC3/ MRP3, ABCC4 R®4, ABCC5 / MRP5,
ABCC6 / MRP6, ABCC10 / MRP7, ABCC11 / MRP8 und ABCL/ MRP9 FHOU et
al., 2008.
MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 und MRP7 haben eine 5-Domstnektur mit drei
membranspannende und zwei Nukleotid-bindende Domakt&kP4, MRP5, MRP8 und
MRP9 haben die NpHterminale membranspannende Doméane von den ebeanmen
Transportern nicht und sie besitzen eine typiscib®mwhanen-ABC-StrukturHOQUE et al.,
20049.

1.3 Multidrug resistance protein 4 (MRP4/ABCCA4)

MRP4 ist ein Mitglied der ABCC-Subfamilie d&XTP-binding cassette transportergs
transportiert eine grol3e Vielfalt an endogenen x@dobiotischen organischen anionischen
Verbindungen aus der Zelle. Des Weiteren vermit#iRP4 den Transport von Molekilen,
die in das zellulare i§nalling involviert sind. Diese Molekile umfassen insbesyed
zyklische Nukleotide, Eicosanoide und konjugierter@de. Die einzigartige Struktur, die
Regulation und die Lokalisation des MRP4 in polarten Zellen stehen in Verbindung mit
einer Schlisselfunktion in Bezug auf den zellul&ehutz und den SignalwegeRUSSEL et
al., 2008.

MRP4 ist abhangig vom Zelltyp entweder in der batgvhlen (Prostata, Leber) oder apikalen
(Nieren, Kapillaren des Gehirns) Membran von pslarten Zellen lokalisiert. Des Weiteren
wird MRP4 auch in Thrombozyten, Erythrozyten, Asyten und dendritische Zellen
exprimiert KEPPLER 2010Q.

Das Gen, welches fur MRP4 kodiert, befindet sichdam langen Arm des Chromosoms 13.

Das MRP4 (ABCC4)-Gen enthalt 31 Exons, die fur 132%inoséuren kodiererRITTER et
3
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al., 2003. MRP4 hat u.a. ein PDZ-Bindungsmotiv, welchesctludie Aminosauren E
(Glutamat), T (Threonin), A (Alanin) und L (Leucialparakterisiert wird. Das Bindungsmotiv
ist eine Sequenz, welche die Membranexpression MiB®4 via Interaktion mit PDZ-
Adaptorproteinen reguliertAYASHI et al., 2012

Diverse biologische Aktivitaten werden durch dynsechie Interaktionen zwischen den PDZ-
Bindungsmotiven und ihren Bindungspartnern bestifyBE et al., 201D
Protein-Protein-Interaktionen kénnen die Funktiord WLokalisation der Transporter in der
Plasmamembran beeinfluss&ATO, 200T.

1.4 Rolle des MRP4 in Thrombozyten

Die Thrombozytenaggregation wird durch die Frewetg von Mediatoren wie ADP
realisiert. Diese Mediatoren sind in den Granula derombozyten gespeichert. Zu den
maogliche Transportproteinen, die die Akkumulati@r Mediatoren in den Granula bewirken,
gehort u.a. das MRP4EDLITSCHKY et al., 2004

Des Weiteren bewirken Transporter die Translokativon Mediatoren durch die
Plasmamembran wahrend der Aktivierung der Thromteozl) EDLITSCHKY et al., 20]2
Thrombozyten enthalten mindestens drei Typen isth@dZrer Granula, in denen die
Mediatoren gespeichert und konzentriert werden.eBbnet werden sie als-, 5- und
lysosomale Granula WHITE, 1994 Wahrend die a-Granula viele Polypeptide wie
Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor, Wachstumsfakiotend Proteaseinhibitoren beinhalten,
werden in de-Granula kleine Molekile wie ADP, ATP, SerotonirduRalzium gespeichert
[HOLMSEN, 1998 Lysosomale Granula enthalten hydrolytische Erzyrdie zirkulare
Thrombozytenaggregate beseitig¢viHITE, 1994

ADP spielt, neben den anderen Faktoren, eine wgeh®olle bei der Blutgerinnung. Denn
ADP bindet an den ADP-Rezeptor benachbarter Thraytba und aktiviert diese. Aufl3erdem
ist eine hohe Konzentration an ADP in deranula (> 0,6 mol/l) vorhanden. Das legt die
Beteiligung eines primaren aktiven Transporterpnat@ahe. Es konnte gezeigt werden, dass
das MRP4 aul3er in der Plasmamembran auch irb-d&manula der Thrombozyten verstarkt
vorhanden ist]JEDLITSCHKY et al., 2004

Die genaue intrazellulare Lokalisation von MRP4uhenden Thrombozyten ist dabei noch
nicht vollstandig geklart. Ko-Farbungen mit gramal& Markern deuten daraufhin, dass der
Transporter in ruhenden Thrombozyten vorrangigen embran deb-Granula lokalisiert
ist [JEDLITSCHKY et al.,, 2004 Sofern die Aktivierung der Thrombozyten erfolgtird
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MRP4 in die Plasmamembran durch granulédre Exozyosgebaut und kann hier zusatzl
zur Freisetzung von Mediatoren beitragJEDLITSCHKY et al., 2012
Die vorgeschlagenéokalisation des MRP4 sowohl in ruhenden als authaktivierten

Thrombozyten wird in Abb2 schematisch dargestellt.

Aktivierung

Abb. 2: Schematische Darstellung depostulierten MRP4-Lokalisation (blau) in ruhenden und
aktivierten Thrombozyten (gelb, modifiziert nach JEDLITSCHKY et al., 201. In ruhenden
Thrombozyten ist MRP4 (blau) hauptsachlich in &-Granula (orange) lokalisiert und transport
die Mediatorerin das Innere der Granula. Sofern die Thrombozgtdiviert werde, verschmilzt die
Membran der Granula infolge der Exozytose mit deEsfamembran, wodurch das MRzum
Export vonde novosynthetisierten Mediatoren wie z.B. Thrombc in die Umgebuncbeitragt und
somit als EffluxTransporter fungiel

Die wahrscheinliche Expssion des MRP4 in dai-Granula legte auctlie Vermutung nahe
dass das MRP4 als ADPansporter fungieren kdonnte. Daraufhin wurde wsutent, ob ADF
ein Substrat fir den MRPermittelten ATI-abhangigen Transport in Thrombozytenvesil
ist. In der Arbeit vonJEDLITSCHKY et al., 20( konnte eine Zunahme vorPH]ADP in
Gegenwart von ATP in Thrombozy-Membranvesikeln und-Granula beobachtet werde
Die Vesikelassoziierte Radioaktivitdt war nach Zugabe von @inadat (=Inhibitor de
ATP-Hydrolyse) signifikant reduziert. Des Weiteren konnte eRexluktion ds [PHJADP-
Transports verzeichnet werden, wenn Dipyridamol und MK571 (Mi-Inhibitoren)
eingesetzt wurden. Diese Daten zeigen einen-abhangigen ADPansport und deute
stark auf eine Beteiligung des MRP4 FJEDLITSCHKY et al., 2004

Die Hypothese, dass das MRP4 in dpeicherung von ADP in den Thrombozyten involv
ist, wurdedurch Studien in Patienten mit einer partiellé-storage-poobeficiency” ¢-SPD)
unterstitzt. Diese Thrombozyten al3en ein ADHdefizit aber keinen Serotor-Mangel.
Basierend auf der Vermutg, dass MRP-an der ADP-Speicherungeteiligtist, konnte ein
Defekt der MRP4-okalisation und—-Expression fir derMangel des ADP’'s in de

thrombozytarens-Granula verantwortlich sei. Wobei der Gehalt an anderen Mediatc
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(z.B. Serotonin), fur die andere Transporter inievsind, bei diesen Thrombozyten normal
war [JEDLITSCHKY et al., 2012

0-SPD ist eine heterogene Gruppe von Plattchenfomgsitorungen, die entweder
syndromisch (assoziiert mit Abnormalitaten in amrdeZellen) oder nicht-syndromisch (nur
auf die Plattchen bezogen) sein konnen. Des Waitast die 3-SPD durch eine
Blutungsneigung in unterschiedlichem Ausmald charaert. Die Blutung kann mild bis
maldig verlangert ausgepragt selA[TTANEO et al., 2003

Das beste Beispiel fur eine syndromisékePD ist das Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) —
eine seltene Erkrankung, bei der die Entwicklung NEklanosomen, thrombozytarei
Granula und der Lysosomen beeintrachtig I$tERMANSKY & PUDLAK, 1959;
DELL ANGELICA et al., 1999

Aullerdem ist HPS eine autosomal rezessive Erkrapkdie durch ein Augen/Haut-
Albinismus charakterisiert ist. Im Laufe der Zemtwickeln einige HPS-Patienten eine
Pulmonalfibrose und granulomatdse Kolitis vermtitlimfolge einer Akkumulation von
abgebauten Materialien in den Lysosomen von Retéadothelzellen)ELL ' ANGELICA et
al., 1999.

Bei Patienten mit HPS konnte MRP4 nur in der Plaserabran der Thrombozyten detektiert
werden aufgrund eines Mangels &&Granula in den ThrombozytedEDLITSCHKY et al.,
2004.

Ein Grund fur die unterschiedliche Expression umdtdlisation kénnte eine Regulation des
MPR4 auf Transkriptions- und Translationsebene. deim weiterer Grund insbesondere fur
die unterschiedliche Lokalisation konnte aber aBcbtein-Protein-Interaktionen zwischen
dem MRP4 und mdglichen Adaptorproteinen sein. Deedditung der Interaktionen wird im

Rahmen der vorliegenden Dissertation naher bedghie

1.5 Proteininteraktionen

Proteininteraktionen sind in Sdaugetierzellen erdmgnd flur viele Prozesse. Viele
Interaktionen beinhalten die stabile Assoziationn vBroteinen innerhalb von Multi-
Untereinheitskomplexen sowie die vortibergehende oAason von regulatorischen
Proteinen [LERES et al., 20Q7Fiir die Interaktionen von Proteinen sind Bindsmgtive
essentiell, u.a. die PDZ-Bindungsmotive.

PDZ-Bindungsmotive sind Protein-Interaktionsdomaijnéie in einer Sequenz-spezifischen
Art und Weise an kurze C-terminale oder internetiBepbinden. Die Vielfalt der PDZ-

Bindungsspezifitditen kann durch eine variable Addolder Aminosduren in der
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Bindungsfurche der Doméne erklart werden. Sie komim&ufig in multiplen Kopien vor
oder sind mit anderen Protein-Bindungsmotiven agstzDes Weiteren sind PDZ-enthaltene
Proteine im Aufbau von supramolekularen Komplexemiviert. Die Organisation um PDZ-
basierte Faltung erlaubt eine stabile Lokalisatien interagierenden Proteine und verbessert
das Mal3 und die Genauigkeit der Signaltransduktioerhalb des KomplexeSHENG et
al., 2001.

Sie werden PDZ-Doménen genannt, da siepastsynaptic density proteing®?SDs), im
DrosophilaTumorsuppressorgetisks large(DIlg) und in Zell-Zell-Adh&sionsproteinen wie
Zonula Occludens-1 (ZO1) gefunden wurdE®ULEN et al., 1998

Die Lokalisation vom MRP4 ist abhangig vom Zelltypdem es exprimiert wird{OQUE et
al., 2008. Der C-Terminus des MRP4 besitzt eiansensus classRDZ-Interaktionsmotiv
(ETAL). Dieses Motiv ist dem vom MRP2 und CFTR é&bin) die beide spezifisch an der
apikalen Membran polarisierter Zellen lokalisiarics Die Oberflachenexpression des CFTR
wird durch das AdaptorproteifNa*/H* exchanger regulatory factor 1{NHERF1) (auch
Ezrin-Binding Protein 50EBP50 genannt) verbessert, in dem das Recylinthdendosomen
erhoht wird HOQUE et al., 200B

Die CFTR-EBP50-Interaktion erfordert die C-termasmaDTRL-Sequenz des CFTR und
bendtigt entweder das PDZ 1 oder PDZ 2 des EBPEOBIdung an das PDZ 1 besitzt eine
groRere Affinitat. Die Interaktion zwischen CFTR dueBP50 beeinflusst die Stabilitat
und/oder die Regulation der CFTR-Funktion in derlimdembran und stellt einen
Mechanismus zur Verfliigung, in dem CFTR die Aktivaaderer apikaler Membranproteine
beeinflusst BHORT et al., 1998

EBP50 ist ein Protein, das 2 PDZ-Doméanen enthd#sé&¥ Protein bindet an Ezrin nur im
aktivierten Zustand. Auf diese Weise wird es in iBegn rekrutiert, in denen Ezrin aktiv und
mit dem F-Aktin assoziiert ist. Das PDZ1-Motiv dEBP50 ist dem C-Terminus vom CFTR
ahnlich. Mutationen im CFTR, welche die Bindung &BP50 aufheben, resultieren in
Rezeptorrelokalisation von der apikalen in die bkstscale Membran in Epithelzellen der
Lunge BRETSCHER et al., 20pDas mit Ezrin verwandte Radixin interagiert ém C-
Terminus von MRP2. Radixin ist das dominante ERMF(ii=Radixin-Moesin)-Protein in der
Leber von Méausen und ist in den kanalikilaren Membn der Hepatozyten konzentriert.
MRP2 ist ebenfalls in den kanalikularen Membran@kalisiert und sekretiert u.a.
Bilirubinglucuronide in die Galle. In Radixin-defenten Mausen ist MRP2 in den
Membranen vermindert. Das deutet darauf hin, dasixit fur die Lokalisation des MRP2
in den kanalikularen Membranen der Hepatozyterr@eftich ist KIKUCHI et al., 2002.

7
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In den Arbeiten vorHOQUE et al., 2008, 200Ronnte gezeigt werden, dass das NHERF1
(EBP50) am C-Terminus des MRP4 bindet und die EBPgfression in HelLa-Zellen zu
einer vermehrt intrazellularen Lokalisation von MRighrt.

Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass die Lokalisates MRP4 in polarisierten Zellen in
Abhangigkeit von der EBP50-Expression unterscheddist. Es kann sowohl in der apikalen
Membran (wie in LLC-PK1-Zellen) als auch in der dlaseralen Membran (wie in MDCK-
Zellen) lokalisiert sein. Hoque et al. fihrten das eine hohere EBP50-Expression in den
LLC-PK1-Zellen zuriick HOQUE et al., 200p

Weitere Adaptorproteine, die Uber PDZ-Bindungsn®tinit anderen Proteinen interagieren,
sind zum Beispiel PSD95pg@stsynaptic density protein P5auch bekannt unter der
Bezeichnung DLG4disks large homolog)dbder SAP90gynapse-associated protein)athd
SNX27 orting nexin 2Y.

Die Sorting nexins(SNXs) sind eine heterogene Gruppe von zellultmadficking-Proteinen.
Ihre Fahigkeit Protein-Protein-Komplexe zu bildeleutet auf eine Rolle beim Membran-
trafficking und der Proteinsortierung hiWwORBY et al., 2002 Des Weiteren wird die
Familie der SNXs verteilt zwischen Membran und 2wlo gefunden. Zurzeit sind 29
Saugetier-SNXs identifiziert, wobei Uber die Fuohktider Mehrheit der Proteine wenig
bekannt ist CARLTON et al., 20Q5

Die Proteine der SNX-Superfamilie sind charaktertsdurch die Anwesenheit einer Phox-
homologen Domane (PX)HUESCHEN et al., 20]2 Die PX ist eine Phosphoinositid-
bindende Domaéane. Sie wurde als ein verbreitetesvivibestehend aus 120 Aminosauren,
identifiziert. PX-Doman-enthaltende Proteine sdbdie diverse Funktionen wie zellulares
signalingundtrafficking sowie Protein-Sortierung und Lipid-ModifikatioméVollert et al.,
2004. SNX27 ist das einzige SNX-Protein, das eine Hinéne enthaltHUESCHEN et
al., 2013.

SNX27 wurde urspringlich im Neokortex der Ratte aatwicklungsregulierendes
psychostimulierendes Gen identifiziert. Es integatgilber die PDZ-Doméne und reguliert die
intrazellulare Sortierung. Dennoch ist die Funktiates SNX27 nicht vollstandig
charakterisiert, da der Sortierungsprozess, derchdUBNX27 beeinflusst wird, vom
Targetprotein abhéngt. Die PDZ-Doméne des SNX2ihthef sich im N-terminalen Bereich.
In HAYASHI et al., 201%urde die Assoziation des SNX27 mit der intradalen Sortierung
des MRP4 und damit die Regulierung der Zellobeniexpression und der
Transportfunktion des MRP4 in HEK293-Zellen naheteusucht. Die Arbeitsgruppe um
HAYASHI et alkonnte SNX27 als Bindungspartner von MRP4 idezigfen.
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Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe (Dissertdflarie-Luise Kromrey, ,Die Funktion
des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: Béagleg von Adaptorproteinen®)
ergaben auRerdem Hinweise auf eine moégliche Inieraknit dem PDZ-Protein PSD95,
sowie mit dem Hitzeschockproteinen wie HSP90.

Die postsynaptic densityPSD) ist ein komplexes Netzwerk bestehend ausshnéter-
Rezeptoren, Verankerungsproteinen und Zytosketatriéeen KOULEN et al., 1998

PSD95 ist ein insbesonders neuronal-exprimiertes-Pidtein, welches mit Rezeptoren und
Zytoskeletelementen in den Synapsen assoziierivisibei die Funktion ungewiss isEL-
HUSSEINI et al., 20q0Das PSD95 enthalt N-terminal drei hdchst homel&ggionen von
~90 Aminosauren (PDZ-DomanenKQULEN et al., 1998 Auch fur PSD95 wurden
verschiedene Interaktionen mittels PDZ-Domane bésdobn (RIE et al., 1997, KORNAU et
al., 1995.

Das humane DLG4/PSD95 ist das vierte identifiziehiegmane Protein, welches eine
signifikante Ahnlichkeit zunDrosophilaTumorsuppressor Dlg zeigt. Diese Proteine bilden
die DLG-Subfamilie der Membran-assoziierten Guatiliaase-Protein-Familie. Aul3erdem
wird DLG4/PSD95 in einer Vielzahl von nicht-neurteraGeweben exprimierS[TATHAKIS
et al., 1997. Die Lokalisation des DLG4/PSD95-Gens liegt ime¥ Region, die mit
verschiedenen neurologischen Erkrankungen assozii¢6 TATHAKIS et al., 1999

Proteine, die nicht Uber PDZ-Bindungsmotive intezegn, sind zum Beispiel Hitzeschock-
Proteine, wie das HSP9Bdat shock protein 9@nd Adaptorprotein (AP)-Komplexe.
Molekulare Chaperone sind ein funktionell defiresrt Set an Proteinen, die die
Strukturformation der Proteinm vivo unterstitzen. Ohne bestimmte Schutzmechanismen,
wie die Bindung von freiwerdenden Polypeptidketieinch molekulare Chaperone, wiirde die
zellulare Proteinsynthese zur Fehlfaltung und Aggtien fihren WEGELE et al., 2004
HSP9O0 ist ein ATP-abhangiges Chaperon, welchegiirFdltung und Aktivierung von einer
unbekannten Anzahl von Substrat-Proteinen invdivetr AuRerdem ist es essentiell in allen
Eukaryoten vorhandemRJCHTER et al., 2001

HSP9O0 ist ein flexibles Dimer. Jedes Monomer emntdédéi Domanen: die N-Domane, die
durch eine lange Verknipfungssequenz mit der M-Dwméerbunden ist. Des Weiteren liegt
eine C-terminale Dimerisierungsdomédne vor. Die Nylaoe besitzt eine tiefe ATP-
Bindungstasche, in der ATP in einer ungewodhnlictkknggkten Weise gebunden wird
[WANDINGER et al., 2008

Die Adaptor-Protein-Komplexe sind zytosolische Hetetramere, die das Sortieren der

Membranproteine vermitteln. Sie sind an der Bilduog Clathrin-umhullten Vesikeln durch
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die Rekrutierung des Faltungsproteins Clathrin imeot. Des Weiteren spielen sie eine
entscheidende Rolle bei der Substratselektion dda$ Erkennen des Sortierungssignals
innerhalb des zytoplasmatischen Endes von integitdieEmbranproteinen. AuRerdem werden
gewebespezifische Sortierungsvorgange, wie die l&t@sale Sortierung in polarisierten
Epithelzellen und die Biogenese von spezialisie@eganellen, einschlie3lich Melanosomen
und synaptischen Vesikeln, durch die Mitglieder A&-Komplexe reguliert NAKATSU et
al., 2003.

Im Saugetier gibt es sechs Mitglieder der AP-Komygtamilie. AP1A, AP2, AP3A und AP4
werden ubiquitar exprimiert. Die anderen zwei Méder, AP5 und AP6, sind zellspezifische
Isoformen des AP1A und AP3A: das Epithelium-spszlie AP1B und das Neuronen-
beschréankte AP3B. Des Weiteren besitzen die AP-KHexepvier Untereinheiten: eine kleine
(c1-04), eine mittlere (u1-pu4) und zwei grofie ¢, & odere und f1-p4) Untereinheiten.
Dieser Aufbau formt eine Struktur, in der zwei Batzdomanen durch eine flexible
Gelenkregion mit dem Kern verbunden sind. Die grtidgereinheit ist in drei Domanen
unterteilt: die N-terminale Domane, welche mit deundo-Untereinheit den Kern bildet, die
Gelenkregion und den C-terminalen Fortsatz. Eirregdaf3en Untereinheiten,(y, 6 odere)

ist in der Bindung der Targetmembran mit einbegnffDie anderen grof3en Untereinheiten
rekrutieren durch eine Clathrin-bindende Sequenath@h, welche als Clathrin-Box
bezeichnet wird. Diese besitzt die Consensus-SequexhD/E, wobei¢ ein umfangreicher
hydrophober Rest ist und in der Gelenkregion lidgje p-Untereinheiten besitzen zwei
Doméanen. Das N-terminale Drittel ist ein Teil deeris und das restliche C-terminale
Zweidrittel bestimmt die Substratselektion durcheldies Erkennen des YdodMotiv - eines
der haufigsten Sortierungssignale in der zytoslbéacDomane von Transmembranproteinen.
Die o-Untereinheiten sind ebenso ein Teil des Kernsasird angenommen, dass sie in der
Stabilisierung des Komplexes involviert sif@HNO, 2006.

AP1A reguliert den vesikularen Transport von Sudistt zwischen dem Trans-Golgi-
Netzwerk und den Endosomen. Dabei ist die Richtiggy Transports noch unklar. AP1B ist
in der polarisierten Sortierung von Substratmolekizur basolateralen Plasmamembran in
Epithelzellen involviert. AP2 vermittelt die Fornat der Clathrin-umhillten Vesikel von der
Plasmamembran fir die Endozytose, die fur die Fusid frihen Endosomen bestimmt sind.
Aul3erdem dient es als Substratrezeptor, um sel€kéirsmembranproteine zu sortieren.

Fur AP3A wird angenommen, dass es Substrate vomsi@algi-Netzwerk und/oder friihen
Endosomen zu spaten Endosomen, multivesikularemefo, Lysosomen und Lysosom-

verwandten Organellen transportiert. AP3B ist in Beogenese von synaptischen Vesikeln
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von Endosomen involviert. Allerdings ist es voraugse in neuronale Prozesse in primaren
Neuronenkulturen konzentrierOHNO, 2006. In DELL ANGELICA et al., 199%onnten
zwei HPS-Patienten mit einer Mutation in dpBA-Untereinheit des AP3-Komplexes
identifiziert werden. Die Fibroblasten der Patienteeisen einen drastisch reduzierten AP3-
Spiegel wegen eines erweiterten Abbaus des muti@@& auf. Der AP3-Mangel resultiert in
einer verstarkten Oberflachenexpression der lysaskamMembranproteinen CD63, LAMP1
und LAMP2 aber nicht der nicht-lysosomalen ProteinBie Ergebnisse von
DELL ANGELICA et al.,, 1999egen nahe, dass das AP3 in der Protein-Sortieang
Lysosomen und Lysosom-verwandten Organellen fuhgied sie liefern ein Beispiel fir eine
humane Erkrankung, bei der ein verandettafficking von integralen Membranproteinen
durch eine Mutation in einer Komponente der Sartigsmaschinerie bedingt ist. Wie oben
[1.4] bereits erwdhnt, wurde auch eine verdndedkalisation von MRP4 bei einem HPS-
Patienten beobachtet. Daher wurde AP3 in dieseeifais moglicher Interaktionspartner von
MRP4 in Thrombozyten insbesondere in Betracht geaog

AP4 vermittelt den Transport von einigen Proteinemm Trans-Golgi-Netzwerk zu den
Lysosomen und ist eventuell am basolateralen Tmahspom low-density-lipoprotein

Rezeptor in polarisierten Epithelienzellen betéfl@HNO, 2006.

1.6 Zielsetzung

Gegenstand dieser Dissertation sollten die Untarsugen zu Protein-Interaktionen von
thrombozytdren Transportproteinen sein. Aufgrund gienannten Rolle des MRP4 in den
Thrombozyten und den beschriebenen Erkrankunge®PD und HPS), bei denen eine
veranderte MRP4-Lokalisation und —Expression atftrsollten MRP4-interagierenden
Proteinen identifiziert und ihr Einfluss auf die MB-Lokalisation untersucht werden. In
unterschiedlichen Publikationen wurde anhand deP#RMRP2 und CFTR beschrieben,
dass interagierende Proteine bei der Lokalisatierschiedener Transporter eine wichtige
Rolle spielen. Des Weiteren sind Bindungsmotive,e wzum Beispiel das PDZ-
Bindungsmotiv, fur die Interaktion zwischen Trandpo und Adaptorprotein essentiell.
Aufgrund dessen wurde zunachst ein Glutatt@ofransferase (GST)-Fusionsprotein mit
einer C-terminalen Sequenz des MRP4 einschlielflefm PDZ-Bindungsmotiv generiert.
Anschlie3end wurden verschiedene mdgliche Bindusgser von MRP4 mittelpull-down
Versuch und massenspektrometrischer Analyse idmatif Des Weiteren erfolgte die
Detektion der Ko-Lokalisation der identifiziertend&ptorproteine mit dem MRP4 in den

Thrombozyten. Im Anschluss dessen wurde untersti@éhtyelche interagierenden Proteine
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das PDZ-Bindungsmotiv essentiell ist und wie sioh ldokalisation des MRP4 verandert,
sofern ein knock-down der Adaptorproteine durchgefuhrt wird. Dafir wurdene
megakaryoblastische Leukamiezelllinie verwendet. l&tzten Abschnitt der vorliegenden
Arbeit wurde nach Adaptorprotein-Uberexpressionhmoals verdeutlicht, dass sowohl das
Vorhandensein der Interaktionsproteine als auchBilagungsmotiv (fur einige Proteine) fur
die Lokalisation des MRP4 von entscheidender Beotgusind.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Laborgeréate

Gerat/Hilfsmittel

Agaroseelektrophoresekammern
Biophotometer

Brutschrank (Bakterien)

Brutschrank BBD6220 (Zelllinien)
Chambered Borosilicate Coverglass System
Chemi Doc XRS

Deckglaser 24 x 24 mm

Feinwaage AX124

Filterpapier

Gel Logic 200 Imaging System
Heizblock Grant QBT
Hybridisierungsofen Compact Line OV4
Hybridisierungsréhre

Inkubator (Bakterien)

Klvette UVette 220 - 1600 nm
Magnetrihrgerat MR 3001
Magnetrihrgerat VarioMag Maxi
Mikroskope:

Axiovert 25

LSM780

Mikrotiterplatten 96-well
Mikrotiterplattenlesegerat Infinite M200
MULTIWELL ™ 6 Well-Platten
Nitrozellulose Transfer Membran Whatnfan
PCR CyclerGeneAmp® PCR System 9700
T100™Thermalcycler

pH-Meter pH526

Rotator Stuart SB3

Schittler (RockingPlatform)
SDS-PAGE Elektrophoresekammer
Spektrophotometer Nano Drod 000
Sterilwerkbank Herasafe

Stromversorgungsgerat Standard Power Pack P25

SuperFrost Plus Objekttrager
Ultraschall Sonoplus

Vortexer
Waagen:
AX623

Explorer

Firma

Biozym, Hessischrlorf
Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
Heraéumstruments, Hanau

LAB-Tek
BioRad, Minchen
R. Langenbrinck, Emmaegtin
Sartorius, Gottingen
Whatman GmbH, Dassel
©Eastman Kodak Company
Grant Instruments, Cambeglgre England
Biomé&tr&ottingen
BiomeftaGéttingen
Edmund Buhler GmbH, Hegen
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach
Thermo Fisher Stifam Schwerte

Zeiss, Jena

Thermo Fisher SciemtjfSchwerte
Tecanalsheim
BD Falcon Heidelberg
Whatman GmbH, Dassel
Applied Biasyst Darmstadt
BioRad, Miinchen
WTW, Weilheim
Bibby Scientific Limiteda8ordshire, UK
BiomeftaGéttingen
Biom@n@ottingen
Peqglab, Erlangen
Herausstruments, Hanau
Bifineottingen
R. Langenbrinck, Emmendingen
BANDELIN electronic - GmbH@b. KG,
Berlin
VWR International GmbH, Darmstadt

Sartorius, Gottingen
Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz
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Wasserbad Typ bA
Zellkulturflaschen (75 cf)
Zellschaber

Zentrifugen:

CT15REHimac

Heraeus Fresco21

Heraeus Multifuge X3R
Heraeus Pico21

OptimaTM TL Ultrazentrifuge

2.1.2 Chemikalien und Substanzen
Hersteller

AppliChem GmbH, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Julabo, Seelbach
BD Falcon'’, Heidelberg
BD Falcon Heidelberg

VWR International GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, &ctewv
Thermo Fisher Scientiichwerte
Thermo Fisher Scientific, Scteve
Beckman, Minchen

Chemikalie

CHAPS#£85sN,0;S)
Silbernitrat (AgNQ)

Aqua ad injattab

Agarose NEEO Ultra @aal
Albumin Fraktion V
Ammoniumpersulfat (APS)

4’ ,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Dinatriumhydrogenphosphat (M&PO,)
Glycerol

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure
Kaliumdihydrogenphosphat (KROy)
Kanamycin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Mgg|
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MggO
Natriumcarbonat (N&£Os)
Natriumdodecylsuflat (SDS)
Paraformaldehyd

Rotiphorese® Gel (37; 5:1)
Saccharose

37 % Salzsaure

TRIS Ultra Qualitat

Trishydrochlorid (TRIS/HCI)

Trypton
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Dako North America Inc., Carpinteria, USA

GE Healthcare, Miinchen

GIBCO®, Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Merck, Darmstadt

Milbona, Bergisch-Gladbach
New England Biolabs, Frankfurt/M.

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Promega GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

SERVA, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Dakadilescent Mounting Medium

Glutathion-Sepharose 4B
L-Glutamin (200 mM)
Medium DMEM High Glucose (4,5 d/l,
without L-Glutamine)
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Trypsin/EDTA (1x)

Fetales Kalberser({iGS)
Opti-MEM

Dynabeads® M-280 shedprabbit IgG
Dynabeads® Protein G
FITC Streptavidin
Lipofectamin® 2000
Lipofectamin® RNAiMax

Ethanol
Methanol
Natriumcitrat-Dihydrat (gHsNaO;)

Essigsaureliio,)
Lysozym

Milchpulver
Restriktionsendkleasen, -puffer

DPBS
Medium RPMI 1640 (without L-Glutamine)

IPTG (Isoprofyb-thiogalactopyranosid)
DNAsel

Coomassie Brillant Blue G 250
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triton X-100

Adenosintagbhat (ATP)
Agar Select
Aluminiumsulfat-hydrat (AD;,Ss)
Ampicillin
Aprotinin
3-Mercaptoethanol
Borsaure
Bromphenolblau
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Calciumchlorid (CaG)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
37 % Formaldehyd

Glukose

Kaliumchlorid (KCI)

Leupeptin

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdeoxycholat @gHsNaQ,)
Natriumthiosulfat-Pentahydrat (}$05)
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorséaure

Ponceau S

Saponin

Tween®-20

Thermo Fisher Scientific, Schwerte BicinchoniAid Solution (BCA)

ECL2 Western Blotting Substrate
EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin

2.1.3 Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung
Antikorperverdinnungs- Saponin 1 % (w/v)
Losung FCS 10 % (v/v)
Ammoniumpersulfat (10 %) Ammoniumpersulfat 19
A.dest. ad 10 ml
Aprotinin Aprotinin 0,3 mM
A.dest. 1ml
Blockierlésung (Immunfluoreszenz)  Saponin 1 Y%viw/
FCS 20 % (v/v)
Blockierlésung (Western Blot) FCS 20 % (v/v)
Milchpulver 5 % (viv)

Coomassie-Farbung

Farbelbsung CoomassieBrillant Blue G250 0,02:\8%)(
Aluminiumsulfat-hydrat 5 % (W/v)
Ethanol 10 % (v/v)
Phosphorséaure 2 % (wiv)

Entfarbeldsung Ethanol 10 % (v/v)
Phosphorsaure 2 % (Wiv)
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Ethidiumbromidlésung

Homogenisationspuffer (pH 7,0)

LB-Medium (10x)

Leupeptin

Lysispuffer

Paraformaldehyd (4 %)
pH 7,2

PBS (10x)
pH7,4

PBS/CM pH 7,4

PMSF

Material und Methoden

Ethidumbromid
A.dest.

KCI
NacCl
MgSQ
GHsNasO7
Glukose
HEPES
ATP
BSA
A.dest.

Trypton
Hefeextrakt
NacCl
A.dest.

Leupeptin
A.dest.

Tris/HCI pH 7,6
NacCl

Glycerin

CHAPS
Natriumdeoxycholat
EDTA

Paraformaldehyd
A.dest.

NacCl
KCI
NaHPO,
KH,POy
A.dest.

NacCl
KCI
KH,POy
CaC}
MgCh

PMSF
A.dest.
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10 mg
ad1ml

0,74 g
0,146 g
0,049 ¢
0,353 ¢
0,18¢
0,59¢
0,275¢
0,359
ad 100 ml

100 g
5049

100 g
ad 11

1mM
4 ml

100 mM
150 mM
10 % (v/v)
1 % (w/v)

0,25 % (w/v)

1mM

29
ad 50 ml

80¢g
29
144 ¢
2449
ad 11

138 mM
2,7mM
1,5mM
0,1mM
1mM

0,1 M
10 ml



Saccharosestopper (10x)

Sammelgelpuffer pH 6,8

Saponinlésung

SDS (10 %)

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

(Tankpuffer)

SDS-Probenpuffer (4x)

(,Laemmli*)

Silberfarbung
Fixierung

Waschlésungen

Sensitivierung

Silberfarbung

Entwicklung

Stripping-Puffer pH 6,8

TBE (10x)

Material und Methoden

0,5 M EDTA
Saccharose
Bromphenolblau
A.dest.

Tris-HCI
A.dest.

Saponin

SDS
A.dest.

Tris
Glycin

SDS
A.dest.

1 M Tris pH 6,8
SDS
Glycerin
Bromphenolblau
3-Mercaptoethanol
A.dest.

Methanol

Essigsaure
Ethanol

Glycin
N&,05
Silbernitrat

37 % Formaldehyd
NaCO,

NaS,0;

37 % Formaldehyd

Tris
SDS
A.dest.

Tris
EDTA
Borséaure
A.dest.

18

4 ml
25¢9
25 mg

ad 10 mi

789
ad 100 ml

5 % (w/v)

lg
10 ml

60g
288 ¢
209
ad 2 |

3,125 ml
1g
5mi
5mg
2,5ml
ad 12,5 ml

50 % (v/v)
12 % (viv)
50 % (v/v)
1% (w/v)
0,02 % (wi/v)
0,2 % (w/v)
0,0375 % (Vv/v)
6 % (wW/iv)
0,005 % (w/v)
0,025 % (v/v)

15,142 g
409
ad 2 |

121 g
7,79
53,49
11



TBS (10x)
pH 7,5

TBST

Transferpuffer (10x)
(Towbin)

Trenngelpuffer pH 8,8

Waschpuffer

Material und Methoden

Tris
NaCl
A.dest.

10x TBS
Tween-20
A.dest.

Tris
Glycin
A.dest.

Tris
A.dest.

NacCl
Albuminlésung
EDTA

2.1.4 Kommerziell erhaltliche Reaktionskits

Verwendung

Aufreinigung von PCR-Produkten

cDNA-Synthese

DNA-Fragment-Isolation

Klonierung

Mutagenese

Plasmidisolation

Proteinbestimmung

Western Blot Detektion

Reaktionskit

Nucleo®Spin Gel &€R
Clean up

High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

Nucleo®Spin Plasmid

48,4 g
169,6 g
21

200 ml
800 pl
ad 2 |

60,6 g
288 ¢
21

4559
ad 250 ml

0,9 % (wiv)

22 % (Wiv)
59

Bezugsquelle

Macherey-Nagel, Diren

Applied Biowms,
Darmstadt

MaaheNagel, Diren

CloneJET™ PCR Cloning Kit Fermentais,Leon-Rot

QuickChange Il Site-Directed AgilEathnologies,

Mutagenesis Kit

NucleoSpin® Plasmid

Bdblingen

Machereg@&laDiren

Pierce® BCA Protein Assay  TleRisher Scientific

Pierce® ECL 2 Western

BlottingSubstrate

19

Schwerte

ritee Fisher Scientific,
Schwerte
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2.1.5 GroRenstandards

DNA-GroRRenstandards

Als DNA-Gr6Renstandards fur die Agarosegelelektaspbe wurde der 1 kb DNA- (Peglab,
Erlangen) und der 100 bp DNA-Gr6Renstandard (Pegldangen) verwendet.

Protein-GroRenstandard

Als Protein-Grol3enstandard fur die SDS-PAGE wureldPdestained Molecular Weight Marké26,6
- 180kDa (Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen) verwendet.

2.1.6 Oligonukleotide

Die aufgefuhrten Oligonukleotide wurden von demfarEurofins MWG Operon, Ebersberg

synthetisiert und lyophilisiert geliefert. Mit A.sgle erfolgte die Konzentrationseinstellung auf

100 pmol/ul. Uber die Primer eingebrachten Restrigschnittstellen sind blau markiert und

zusatzlich eingebaute Basen sind rot markiert.

PCR-Primer

Aflll-for
Aflll-rev
Aflll-rev-I|
for-Mutation
rev-Mutation
Nexin-for-1
Nexin-for-4
Nexin-revl
Nexin-rev-4
Nexin-Sacl-rev
Nexin-Xhol-for
Pvul

Sac
Sacll-101-for

Sequenzier-Primer

Nexin-Test-for
Nexin-Test-rev
S-Tag_pET-for
Test-ATG-rev
T7-Term-rev

Sequenz (5°-37)

ACTTTCTTAAGGTTTTACTTGCTTTAAA
ATTTACGCCTTAAGATACATTGATGAG
GCTTAAGTCACAGTGCTGTCTCGAAAA
CCAATGGACAGCCCTCGACCAAACTATTTTCGAGACAGCACTG
CAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTAGGTCGAGGGCTGTCCATTGG
GCTCGCAAGTGGCGGACGAG
TCATGCAGGAATTCCTATCAGAATCCG
GGCTCACATGAGATAATCAGTCTCTAAC
TCTGATAGGAATTCCTGCATGATGTCAC
ACTGAGCTCCTGCAGAACACCCTCTCG
TCCTCGAGAGATGGCGGACGAGGAC
CAGTCACTGEGATCCCCTGCAGTGGTC
ACCGCGAECCAAGATGCTGCCCGTG
CCCCGCGACAAGATGCTGCC

Sequenz (5°-3)

GCATTTGAATGGGATGAGATGCA
CTTGACGATGCGCACGACCCGCG
CGAACGCCAGCACATGGACA
CTTGTTAAAGAAGGCTTCTGTGCGTC
GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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2.1.7 Oligoribonukleotide (siRNA -small interferring RNA)

Die siRNA PSD95 und AP3B1, fur démock-downder Adaptorprotein PSD95 bzw. APS3,
wurden von der Firma Life Technologies GmbH, Daadstbezogen. Fur deknock-down

des Adaptorproteins SNX27 wurde eine siRNA selbsteit und durch die Firma Eurofins
MWG Operon, Ebersberg synthetisiert. Von der FirBenta Cruz Biotechnology, Inc.,

Heidelberg wurde die Control siRNA bezogen.

siRNA Sequenz (5°-37) Spezies
Stealth siRNAP3B1 GCUUCACUAGUGAAGAUGAUCUGGU Human
SNX27 GGUUGGCAUGGACAGUACGtt

Stealth sSiRNASD95 GGCGAGGACGGUGAAGGCAUCUUCA Human

Control siRNA

2.1.8 Ribonukleinsaure (RNA)

Die RNA wurde von der Firma BioChain Institute, Infewark, USA bezogen. Sie stammt

vom Frontalhirn eines gesunden, 29 Jahrigen Mannes.

2.1.9 Enzyme

Enzym Bezugsquelle

Antarctic Phosphatase New England Biolabs (NEB), Frankfui.
DNAsel Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Lysozym Merck, Darmstadt

Phusion®DNA-Polymerase  New England Biolabs (NEB), FrankaurM.
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (NEB)nkfurt a. M.
T4-DNA-Ligase Promega GmbH, Mannheim

2.1.10 Vektoren

Vektor Bezugsquelle

pCl-neo Promega, Mannheim

PET-41b(+) Merck, Darmstadt

pECFP-C1 Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

PEYFP-N1 Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

pECFP-YFP Institut fur Pharmakologie, Prof. Fraism Wien, Osterreich
pJET1.2/blunt Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.11 Bakterienstamme

Bezeichnung

»SoloPack® Gold Supercompetent Cells"
Stratagene, Heidelberg

Material und Methoden

E.coli BL21(DE3) Competent Cells

Merck, Darmstadt

XL1-Blue Supercompetent Cells
Agilent Technologie, Boblingen

2.1.12 Antibiotika

Antibiotikum

Ampicillin
Kanamycin

2.1.13 Primarantikorper

Antikorper

Anti-AP3
Anti-AP3B1

Anti-AP-180
Anti-GAPDH
Anti-GST
Anti-HSP90
Anti-LAMP2
Anti-NHERF-1
Anti-PSD95
Anti-PSD95
Anti-PSD95
Anti-MRP4 (SNG)

Anti-SNX27

Genotyp

T¢tncrA)183A(mcrCB-hsdSMR-myt73 endAl
SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl laite [F" proAB
laclZAM15Tn10 (Tet) Amy Canj]

‘dmpThsdS(rs mg’) gal dcm(DE3)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[BfoABlaclgZAM15 Tn10 (Tef)]

Konzentration Stammldsung

100 mg/ml
50 mg/ml
Spezies Bezugsquelle
Ziege Abcam, Cambridge, United Kingdom
Kaninchen Proteintech Europe, Marstbe United
Kingdom
Maus Santa Cruz Biotechnology, Jiteidelberg
Maus Meridian Life Science, Inc., Mehis, USA
Ziege GE Healthcare, Miinchen
Maus BD Biosciences, Heidelberg
Maus Santa Cruz Biotechnology, Indegidelberg
Maus Santa Cruz Biotechnology,.)riteidelberg
Maus Abcam, Cambridge, United Kingdo
Ziege Santa Cruz Biotechnology, Ikteidelberg
Ziege Abcam, Cambridge, United Kiagd
Kaninchen Deutsches Krebsforsgsazentrum,
Heidelberg
Maus Abcam, Cambridge, United Kingdo
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2.1.14 Sekundarantikorper

Antikdrper Konjugat Spezies Bezugsquelle
Anti-Kaninchen IgG Alexa Flu6488 Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Kaninchen 1gG Alexa Flu6568 Esel Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Kaninchen IgG Alexa Flu6668 Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Maus 1gG Alexa Fludt48s Huhn Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Maus 1gG Alexa Fludt568 Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Maus IgG Alexa Fludt647 Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Ziege 1gG Alexa Fludte47 Huhn Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Kaninchen IgG HRP Ziege BioRad, Minchen
Anti-Maus IgG HRP Ziege BioRad, Minchen
Anti-Ziege HRP Pferd Vector Laboratories, |nc.

Kalifornien, USA

2.1.15 Zelllinien
HEK293 (Human embryonic kidney 293 cells)

Die Zelllinie wurde von der ZellbankDeutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH*, Braunschweig bezogen. Dabei handelt es sich ura parmanent
transformierte Zelllinie. Erstmals wurden humanémg@re embryonale Nierenzellen mit
DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5 durch Frankh@na im Jahre 1977 transformiert
[GRAHAM et al., 1977 Dabei wurden 4344 bp des viralen Genoms in ddsy der
Nierenzelle eingebauSHAW et al., 20J2 Da embryonale Nieren ein heterogener Mix aus
verschiedenen Zelltypen sind, ist nicht bekannt/chem Zelltyp die HEK293-Zellen
entsprechenhittp://hek293.conl/ HEK293 Zellen sind keine typischen Nierenzellaber
aufgrund des Expressionsmusters wird ein neurondtsprung vermutetJHAW et al.,
2003. Sie bilden einen adharenten Monolayer aus, tassieh gut kultivieren und

transfizieren.

HeLaHenrietta Lacks)

Die Zelllinie wurde von der ZellbankDeutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH?{ Braunschweig bezogen. Sie ist die erste permagiténie, die durch
Georg Otte Gey initilert wurde. HelLa-Zellen sinditBplzellen eines Zervixkarzinoms, die
Henrietta Lacks im Jahre 1951 entnommen wurd@NES et al., 1971Die Zelllinie ist die
am weitesten verbreitete menschliche Zellliniedigr biologische Forschungg ANDRY et al.,
2013.
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MO7e(megakaryoblastische Leukamiezellen)

Die Zelllinie wurde durch Dr. Joachim Boos (Abteity fir padiatrische Onkologie,
Universitdt Munster) bereitgestellt. MO7e ist ei@gtokin-abhangige Subzelllinie der
myeloischen Leukamiezelllinie MODEVERMANN et al., 2009

Humane Thrombozyten

Humanes Thrombozytenkonzentrat wurde von der Abigil ,Transfusionsmedizin“ des
Instituts fir Immunologie und Transfusionsmedizivniversitdtsmedizin, Greifswald zur
Verfigung gestellt.

Fur die Gewinnung von Plattchen-reichem Plasma jAFBPdie Immunfluoreszenz wurde
Blut von freiwilligen Probanden in Citratrohrchenteommen und bei 5000 rpm flr 45 sec
zentrifugiert. (Votum der Ethikkommission der Unisgdatsmedizin Greifswald vom
28.02.2012 - Reg.-Nr. BB 20/12)

MDCKII (Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells)

Die Zelllinie wurde von der AG Alfred Schinkel (ThBletherlands Cancer Institute,
Amsterdam, NL) zur Verflgung gestellt.Es handelthsum renale Epithelzellen eines
gesunden, weiblichen Cocker Spaniels, die 1958 ¥dh Madin und N.B. Darby isoliert
wurden [GAUSH et al., 1966 In Kultur wachsen die Zellen in einem adharenmolayer
[CEREIJIDO et al., 1980und sie bilden distinkte apikale und basolateidEmbranen aus
und zeigen somit ein polarisiertes Wachst&RANDLI et al., 1989

2.1.16 Medien

Zelllinie Mediumbestandteile

HelLa, MDCKII Kulturmedium DMEM 500 ml

und HEK293 (4,5 g Glukosell)
FCS 10 % (v/v)
L-Glutamin 1 % (viv)
NEAS 1% (viv)

MO7e Kulturmedium RPMI 500 ml
FCS 10 % (v/v)
L-Glutamin 1 % (viv)
NEAS 1% (viv)
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR — polymerats&in reaction)

Der theoretische Prozess wurde durch Keppel e1%1 dargestellt. Erst 14 Jahre spater
wurde der komplette PCR-Prozess durch Kary Mullssdbrieben und experimentell
angewendetNIULLIS, 1987; LORENZ, 20]2

Die PCR wurde verwendet, um einen spezifischen DWehnittin vitro zu amplifizieren.
Dabei werden Oligonukleotide (Primer) benétigt, die den beiden Strangen des zu
amplifizierenden Abschnitts hybridisieren. Umso Rgd die Spezifitdt der Primer ist, desto
groRer ist die Effektivitat der PCR. Dabei wird @gnthese am 3'-Ende des Primers initiiert
und in 5°-Richtung fortgefahreMULLIS, 1987. Die wiederholte Verdopplung des DNA-
Stranges erfolgt durch eine hitzestabile DNA-Polsese. Im Rahmen der Dissertation wurde
die Phusioff DNA-Polymerase eingesetzt. Diese thermostabilgrRelase aus einef coli-
Stamm generiert langeemplateanmit einer hohen Genauigkeit. Sie besitzt eine & DNA-
Polymerase-Aktivitat und eine 3'->5" ExonucleasdpAtéit (proofreadingAktivitat). Dabei
umfasst ein PCR-Zyklus folgende Schritte: Am Anfasight die Denaturierung des DNA-
Doppelstranges, so dass die Primer im nachstentiSetir dem Einzelstrang hybridisieren
kénnen Annealing. Darauf folgt dieElongation des gewiinschten DNA-Abschnitts. Die
hybridisierten Primer werden dabei durch die DNAyRwrase und den hinzugefigten
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) verlangert uhsl Bolge dessen wird der DNA-
Einzelstrang erneut zu einem Doppelstrang synikdtiDie Wiederholung des genannten
Zyklus fuhrt zu einem exponentiellen Anstieg derwgeschten DNA-Sequenz. Die
Bedingungen fiur dagnnealingund dieElongationsind von der verwendeten Polymerase

und den Primern abhangig.

PCR-Reaktionsansatz

Komponente Volumen je 50 ul Ansatz
dNTP’s (10mM) 1ul

GC-Puffer (5x) 10 pl
Phusion®DNA-Polymerase (2U/ul) 1l

forward-Primer (100pmol/pl) 1ul

reversePrimer (100 pmol/ul) 1ul

Templatg50 — 200 ng) Variabel

A.dest. ad 50 ul
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Temperaturprofil der PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 98 °C 4 min 1x
Denaturierung 98 °C 1 min

Annealing abhangig vom Primer 30 sek 30 x
Elongation 72 °C 15 - 30 sec/kb

finale Elongation 72 °C 5—-10 min 1x

2.2.1.2 Auftrennung und Reinigung von DNA durch Agasegele

Die Gelelektrophorese ist ein Elektrophorese-Vadahbei dem ein Gel als Tragermedium
benutzt wird. Lange Faden aus Agarosepolymerenemezd einem Gel vernetzt. Je hoher die
Agarose konzentriert ist, desto kleiner sind diereRp die sich in dem Gel befinden
[www.chemie.de/lexikon/Agarose-Gelelektrophoresé.htm

Die Trennung wird durch die im Gel vorhandenen R@eeicht, die wie ein Sieb wirken und
deren GroRRe die Wanderungsgeschwindigkeit der DN#étitmmen. Da die DNA negativ
geladen ist, wandert sie nach Anlegen einer Spanimarelektrischen Feld stets zur Anode.
Die Wanderungsgeschwindigkeit ist von der Lange dexdKonfirmation der DNA abhangig.
Kurze DNA-Fragmente wandern schneller als lange.Kbirzesten DNA-Strange wandern im
Gel am schnellsten in Richtung Anode. Als Refer&isst man einen Marker aus DNA-
Molekilen mitlaufen, deren Lange bekannt ist. DNragimente sind nativ nicht sichtbar und
werden deshalb mit Etbr angefarbttp://flexikon.doccheck.com/de/Gelelektrophofese
Dabei besteht die Mdglichkeit, bereits in die gesclzene Agarose etwas Etbr zuzugeben
oder das Gel nach beendeter Elektrophorese inrgfgidresepuffer mit Etbr zu farben.

Das Etbr interkaliert zwischen die Basen der Nuidaure. Nach Anregung mit UV-Licht
(254, 302 oder 366 nm) erscheint der Etbr-Nukleins&omplex als Fluoreszenzemission
im sichtbaren Bereich als rot-orange leuchtendedBABENTECHNISCHE METHODEN, 5.
Auflage, Monika Jansohn, Sophie Rothhamel, Spektrum

Die emittierte Strahlung wird durch eine Kamera gefiangen und kann als
Schwarzweil3fotografie wiedergegeben werden.

Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TBE verwendetd@m ebenfalls die Agarose gel6st und
erhitzt wurde. Des Weiteren wurden die Proben vemdAuftragen mit einem 10x
Saccharosestopper versehen, der die Dichte erhithtsomit die Proben in die Geltasche
sinken l&sst.

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten wurden diesprechenden Banden unter dem UV-

Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel audgaten und in ein 1,5-ml-
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ReaktionsgefaR uberfiihrt. Die Extraktion erfolgtié dem Nucleo Spifi Extrakt Il Kit der
Firma Macherey Nagel nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.3 Restriktion

Sie erfolgt mithilfe der Restriktionsenzyme. Didsakteriellen Enzyme sind Nukleasen, die
die DNA an spezifische Stellen schneiden. Dabeitapasie die Phosphodiesterbindung
hydrolytisch beider Strange in einem DNA-Molekuhterschieden werden die Enzyme nach
ihrer Erkennungssequenz, ihrer Spaltstelle undmhdgsprungsorganismus. Die Restriktion
wurde genutzt, um einen bestimmten DNA-Abschnits @&nem Vektor zu isolieren und

anschlie3end in einem anderen zu klonieren. Degaftg erfolgte Uber gleiche Schnittstellen.
Waren in dem zu klonierenden DNA-Abschnitt die préshenden Schnittstellen nicht

vorhanden, so wurden sie mittels PCR in die gewitesSequenz eingebaut. Ob die
Schnittstellen in der amplifizierten Sequenz vodemwaren, wurde untersucht, in dem der
Abschnitt mit dem pJET1.2/blunt ligiert wurde. Ahie3end erfolgte ein Testverdau. Konnte
die entsprechende Bande im Gel detektiert werdemgdevdiese Bande aus dem Gel eluiert
und in den Vektor tber die Schnittstellen kloniemjt dem die folgenden Versuche

durchgefuhrt werden sollten.

Restriktionsansatz fur die Klonierung der verschigeh Fusionsproteine

Komponente Volumen je 40 ul Ansatz
Plasmid-DNA (500 — 1000 ng) Variabel

Puffer (10x) 4 ul

BSA (10x) 4 ul

Restriktionsenzym (10U/pl) 1ul

A.dest. ad 40 pl

Ansatz fur den Testverdau nach der erfolgreichamig¢rung

Komponente Volumen je 20 ul Ansatz
Plasmid-DNA (500 — 1000 ng) Variabel

Puffer (10x) 2 ul

BSA (10x) 2 ul

Restriktionsenzym (5U/ul) 0,5 ul

A.dest. ad 20 pl
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2.2.1.4 5 -Dephosphorylierung des Vektors

Die Dephosphorylierung des Vektors erfolgt nach dérndau, um am 5°-Ende des Vektors
die Phosphatreste zu entfernen. Somit wird die sHajhtion verhindert. Das Fragment
hingegen besitzt noch beide Phosphatreste undda@nit mit dem Vektor ligiert werden. Fur
die Dephosphorylierung wurde der gesamte Restriktierdau mit dem entsprechenden
Antarctic® Phosphatase Puffer (10x) im Verhaltnis 1:10 undJits der Antarctic®
Phosphatase (5000 U/ml) fir 30 min bei 37°C inkubie

2.2.1.5 Ligation

Unter der Ligation wird das Verknupfen der 5 -Phep und 3 -Hydroxy-Enden des Zucker-
Phosphat-Gertistes von DNA-Molekilen unter Ausbigduwon Phosphodiesterbindungen
verstanden. Das dafur verwendete Enzym wird alsDWN#-Ligase bezeichnet. Im

Ligationsansatz war der zu klonierenden DNA-Abstthsiets im Uberschuss vorhanden
(Verhaltnis Vektor:Insert 1:8), da die Konzentrago nach Eluierung aus dem Gel stets

geringer war als die Konzentration des Vektors.

Ansatz fur die Ligation

Komponente Volumen je 10 pl Ansatz
Insert (8facher Uberschuss) Variabel

Vektor (10 — 40 ng) Variabel

T4-Puffer (10x) 1ul

T4-DNA-Ligase (1U/ul) 1ul

A.dest. ad 10 ul

Die Ligationsansatze wurden tber Nacht bei 4 °C amddarauffolgenden Tag noch fir 2

Stunden bei RT inkubiert und anschlieRend trangftm

Ansatz fur die Ligation mit dem Vektor pJET1.2/blun

Komponente Volumen je 10 ul Ansatz
Insert (20 — 50 ng) Variabel

Vektor (50 ng) 1yl

Puffer (2x) 5 ul

T4-DNA-Ligase (5U/ul) 1ul

A.dest. ad 10 pl

Die Ligation erfolgte bei RT flr 30 min.
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2.2.1.6 Transformation

Mithilfe der Transformation besteht die Moglichkeiremd-DNA in eine Bakterienzellen
einzubringen. Dabei werden Bakterien verwendet,sdi&erdndert wurden, dass sie Fremd-
DNA mit einer hohen Effizienz aufnehmen (kompetedtdlen). Fir die Transformation
klonierter Plasmid-DNA wurden digSoloPack® Gold Supercompetent Cellserwendet.
Sollte im Anschluss der Transformation die Protepmession durchgeftihrt werden, kam es
zur Verwendung deE.coliBL21(DE3) Competent CelldDie XL1-Blue Supercompetent Cells
wurden fur die Transformation der mutierten PlasbiA verwendet. Von depSoloPack®
Gold Supercompetent Cellsind denk.coli BL21(DE3) Competent Cellsvurden 25 ul und
von den XL1Blue Supercompetent CeNgurden 50 pl fur die Transformation eingesetzt.
Sollte ein rekombinantes Plasmid retransformientder, so reichte 1 pul der Plasmid-DNA
aus. Fur die Transformation der Ligationsansatzedeu5 pl eingesetzt. Vom PCR/Verdau-
Ansatz nach der Mutagenese wurden 2 ul verwendetBBkterien und die Plasmid-DNA
wurden gemischt und fir 20 min auf Eis inkubiemsahliel3end wurden die Zellen fir 1 min
einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Es folgtee ébkihlung auf Eis fur 2 min und
daraufhin die Zugabe von 970 ul LB-Medium. Zur Regration wurden die Zellen fir 90
min bei 37°C im Brutschittler inkubiert. Von den amsformationsansatzen fir die
Proteinexpression wurden 10 pl auf Kanamycin-haltihO pg/ml) LB-Agarplatten
ausplattiert. Nach der Retransformation wurden BQrpl auf LB-Agarplatten mit dem
jeweiligen Antibiotikum ausplattiert und von den g&tzen mit den Ligationen wurden 100 —
200 pl bendotigt. Alle Platten wurden tber Nacht ®2i°C inkubiert. Durch die Antibiotika-
Selektion konnen nur die Bakterien wachsen, diedam Plasmid das Resistenzgen erhalten
haben.

2.2.1.7 Isolation und Charakterisierung von Plasmi2NA

Nach erfolgreicher Transformation wurden von derardatten einzelnen Kolonien gepickt.
Diese wurden Uuber Nacht in 3 ml LB/Kanamycin bzw. nd LB/Ampicillin (die
Antibiotikakonzentrationen lagen bei 50 pg/ml) B&0 rpm/min und 37 °C inkubiert. Am
darauffolgenden Tag erfolgte die Plasmid-DNA-Isiofatmit dem NucleBSpin Plasmid Kit.
Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit A.dest usthem Volumen von 50 pl. Nach der
Konzentrationsbestimmung wurde eine Restriktionlgaeadurchgefiihrt, um positive Klone

zu identifizieren, die dann mittels Sequenzierurggtev analysiert wurden.
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Die Ausbeute wird durch photometrische Messungistdrerten Plasmid-DNA bei 260 nm
ermittelt. Zur Uberprifung der Reinheit wird ein gdsptionsspektrum zwischen 220 nm und
320 nm aufgenommen. Das Verhaltnis der Absorptienibei 260 nm und 280 nm ist ein
Mal3 fur die Reinheit. Eine weitgehend proteinfriiekleinsaurelésung weist demnach ein
Verhaltnis von 1,8 — 2,0 auf.

Die Sequenzierungen der verschieden klonierten [H¢4uenzen erfolgte durch die Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg). Dafir wurden 10§ DNA in 15 pl A.dest.
aufgenommen. Primer, die fir die Sequenzierung eedet werden mussten und nicht von
MWG angeboten wurden, mussten dem Ansatz noch aggeferden (2 pul Primer mit einer

Konzentration von 10 pmol/ul).

2.2.1.8 PCR-Mutagenese

Die Mutagenese wurde mitte@@uickChange Il site-directed mutagenesisvah der Firma
Agilent Technologies durchgefuhrt. Mithilfe des Kikébnnen Punktmutationen in bekannte
Gene eingebaut werden. Dafir wurden im Vorfelimer erstellt, die komplementéar zum
Templatewaren und die ausgetauschte Base enthielten, s idaTemplatewahrend der
PCR vor dem PDZ-Bindungsmotiv ein Stoppcodon eiagéelwvurde. AlsTemplatediente der
Vektor pET-41b(+) mit dem C-Terminus des MRP4. kiher DNA-PolymerasePfuUltra
high-fidelity), denPrimern und demTemplatewurde dann eine PCR mit wenigen Zyklen
durchgefuhrt. Durch die Verlangerung derimer wahrend der PCR wurde das mutierte
Templategeneriert. Im Anschluss dessen erfolgte die Reétn mit der Endonukleadepnl.
Das Enzym erkennt nur methylierte und hemimethididdNA, aber keine unmethylierte
DNA. Da das neu synthetisief@mplateunmethyliert vorliegt, ist es somit vor dem Verdau
geschutzt. Dafir wurde der PCR-Ansatz mit Dphl (10 U/ul) versetzt und fir 1 h bei 37°C
im Wasserbad gespalten. AnschlieRend wurden 2 glRBaktionsansatzes in XIBlue
Supercompetent Celtsansformiert und auf Kanamycin-haltige LB-Agata ausplattiert.
Nach Isolation der Plasmid-DNA wurde diese mitt8squenzierung auf den Einbau der

gewdulnschten Mutation hin untersucht.
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Reaktionsansatz fur die PCR-Mutagenese

Komponente Volumen je 50 pl Ansatz
Puffer (10x) 5l

dNTP’s (10mM) 1ul

forward-Primer (100 pmol/ul) Variabel

reversePrimer (100 pmol/ul) Variabel

PfuUltra high-fidelityDNA Polymerase (2,5 U/ul) | 1 pl

Templatg20 — 50 ng) Variabel

A.dest. ad 50 pul

Temperaturprofil fir die PCR-Mutagenese

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 30 sek 1x
Denaturierung 95 °C 30 sek

Annealing abhangig vom Primer 1 min 18x
Elongation 68 °C 5 min

2.2.1.9 cDNA-Synthese

Diese Methode wird verwendet, um aus RibonukleirsagRNA) komplementare
Desoxyribonukleinsdurecémplementary Desoxyribonucleic acid, cDNAI synthetisieren.
Mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RNA-algige DNA-Polymerase) kann aus der
RNA die cDNA hergestellt werden. Des Weiteren wiiddie Synthese als Primer Random-
Hexamere verwendet. Dabei handelt es sich um setbBig zusammengesetzte Nukleotide.
Die cDNA-Synthese wurde angewendet, um aus einemi@rzielle erhaltenen RNA von
menschlichem Frontalhirn (siehe 2.1.8) cDNA zu Bgtisieren, um anschlieRend mittels
PCR die kodierende Sequenz des SNX27 zu erhalten.

Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese

Komponente Volumen je 20 pl Ansatz
RT-Puffer (10x) 2,1

MgCl (25 mM) 4,5

dNTP's (10mM) 4,1

Random-Hexamere (50uM) 1,0

RNAse-Inhibitor (20U/ul) 0,4
Reverse-Transkriptase (50U/ul) 0,5

Templatg700 ng) 0,2

A.dest ad 20 pul
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Temperaturprofil fir die cDNAynthes

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Annealing 25 °C 10 min 1x
cDNA-Synthese 37 °C 120 min 1x
Inaktivierung 85 °C 5 min 1x

2.2.1.10 Herstellungler Plasmidkonstrukt
2.2.1.10.1 Generierung des Fusionsproteins -MRP4

Fur die Klonierung des Fusionsproteins (-MRP4 wurde zum einen der Vektor p-41b(+)

verwendet, der die genetische Information der G&Mat. Zum anderen wurden 400 bp v
C-Terminus des MRP4 (3635 |- 4100 bp) aus der MRRZBNA in dem Vektor pC-neo
mittels Restriktionsenzyme herausgeschnitten. Fér Lanearisierung des Vektors und ¢
Herausschneiden des 400 RRP4-Fragments aus dem Vektor p@do wurden die Enzyrmr
BamHI und Xhol verwendet. AnschlieRend erfolgte die Dephosphamytig des Vektol

pPET-41b(+) Beide Proben wurden in einem Agal-Gel aufgetrennt und die Vektorban
bei 5900 bp und das Fragment bei 400 bp markiexthMlem Herausschneiden der Gelsti
wurden die Fragmente aus dem Gel aufgereinigt ignett, so daseine Mterminale Fusion
mit der GST erfolgtelm Anschluss dessen wurde die TransformationRladmidpraparatio
angewendet, um positive Klone zunachst Uber Résimgspaltung BamHI/Xho) und

anschlieBend mittels Sequenzierung (PrinS-Tag_pET-for/T7-Termev) zu identifizieren.
Fur die Interaktionsstudien wurden di-terminalen 400 bp des MRP4 gewahlt, da sic
dem Bereich sowohl die PBIbteraktionssequenz als auch ein moégliches Bindenfiat die

Adaptorprotein-Kbmplexe wie AP3 befinde

J 400bp-MRP4

PET-411{+}
5929bp

Abb. 3: Schematische Darstellung des Fusionsproteins G-MRP4 nach der Klonierung mit
dem Vektor pET-41b(+): Das 400b-Fragment des MPR4 (gelb) wurde mit dem Vektor -41b(+)
kloniert, so dass sich Mrminal die genetische Information der GST (halldlund (-terminal die
Bindungsmotive fiir die Interaktionsstudien befan
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2.2.1.10.2 Generierung des Fusionsproteins GST-M#tiné¢ PDZ-Bindungsmotiv

Zunachst wurde mithilfe des Templates pET-41(+)-BpEMRP4 und den Primerfor-
Mutation und rev-Mutatioreine PCR durchgefiihrt, so dass im neu synthetsiefemplate
vor dem PDZ-Bindungsmotiv die SequeAA (Stoppcodon) eingebaut wurde. Das
Ausgangstemplate wurde im Anschluss an die PCRhdiss EnzynDpnl abgebaut, so dass
allein das mutierte Fusionsprotein transformiertdeu Im Anschluss wurden erneut Kolonien
gepickt und die Plasmidpréaparation durchgefihrt dén EnzymerBamHI/Xholwurde die
Plasmid-DNA verdaut, um zu Uberprifen, ob das 40MBRP4-Fragment noch vorhanden
ist. Positive Klone wurden dann mit dem Prim&r-Term-rev sequenziert. War das

Stoppcodon vorhanden, wurde mit der Plasmid-DNAsetmnteraktionsstudien durchgefihrt.

2.2.1.10.3 Generierung des Fusionsproteins SNX27HE

Fur die Generierung des Fusionsproteins SNX27-pEYFP Folgenden SNX27-YFP
genannt)musste zunédchst die SNX27-kodierende Seqkiemiert werden. Daflr wurde
kommerzielle RNA aus humanem Gehirn [2.1.8] in cDMAgeschrieben. Anschliel3end
wurde mit der PrimerkombinatioNexin-for-1/Nexin-rev-4ind Nexin-for-4/ Nexin-revkine
PCR durchgefuhrt, so dass zwei Fragmente vom SNXR7ca. 800 bp entstanden. Die
Fragmente wurden getrennt mit dem Vel3ET1.2/bluntigiert. Nach der Transformation
und Plasmidpraparation erfolgte der Testverdau. @slere Fragment wurde mit den
EnzymenXhol und EcoRIl und das hintere Fragment mit den Enzynt&oRI und Ncol
geschnittenXhol schneidet im Vektor vor denultiple cloning siteEcoRIlim Fragment und
Ncol hinter der multiple cloning site Durch die Wahl der Enzyme und der sich
anschlielBenden Sequenzierung konnte untersuchemeath die Fragmente erfolgreich mit
dem Vektor ligiert wurden und in der erforderlichBichtung vorhanden waren. Um die
beiden Fragmente ipJET1.2/blunzusammenzufigen, wurde der Vektor mit dem vorderen
Fragment mit den EnzymettcoRI und Ncol linearisiert und das hintere Fragment
herausgeschnitten. Der Vektor musste nach dem Wardeh dephosphoryliert werden. Die
Restriktionsansatze wurden erneut durch die Gdlelgkorese aufgetrennt, um dann die
Fragmente aus dem Gel zu eluieren und anschlieBerdjieren und transformieren. Die
Sequenzierung zeigte, dass nun eine vollstandigg23Mequenz ipJET1.2/bluntvorlag.
Fir die Klonierung in den Vektor pEYFP-N1folgte @ RCR mit derPrimern Nexin-Xhol-
for/Nexin-Sacl-rev Durch denforward-Primer wurde ein¢hol-Schnittstelle eingeflgt und

mithilfe desreversePrimers, der sich Uber d&actSchnittstelle (1578 bp) befand, wurden
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noch 2 zusatzliche Basen eingebaut, damit der &besexl des SNX27in frame vor die
EYFP-Sequenkloniert werden konnte. Denn im pEY-N1 befindet sich das YF hinter der
multiple cloning site.Nach der PCR wurde die gesamte SN-Sequenz erneuin
derpJET1.2/blunt ligiert, um im Verdau dber die Schnittstelleidie Sequenz
herauszuschneidewahrend der Klonierung wurde festgestellt, daspEYFF-N1 die Xhol
und SactSchnittstellen zu dicht beieinander lagen. Deshallde statt deXhol-Schnittstelle
die Bglll-Schnittstelle gewahlt und die SNX-kodierende Segenz Uber die Schnittstells
Bglll undSaclin denVektor pEYFF-N1 kloniert. Die PrimeNexin-Tesfor und Nexin-Test-
rewvurden fir die Sequenzierung verwendet. AnhandSéguenz war zu erkennen, dass
zusatzlichen Basen im Bereich vorhanden waren und sich die E-Sequenzin

frameanschloss.

PEYFP-N1
4700 bp

diA

Abb. 4. Schematische Darstellung des Fusionsproteins SN*-YFP nach der Klonierung mit
dem Vektor pEYFP-N1: Das SNX27 (hellblau) wurde mit dem Vektor pEM-N1 kloniert, so dass
sich Cterminal die genetische Information des YFP (geit) N-terminal das Bindungsmotiv fur d
Interaktionsstudien befanden.

2.2.1.10.4 Geneerung des FusionsproteipECFP-MRP4

Fur die Generierung des FusionsproteqpECFP-MRP4im Folgenden CF-MRP4 genannt)
wurde mit den Primerrsaclt101-for undAflll-rev-leine PCR durchgefiihrt, wodurch ¢
gesamte MRP4 amplifiziert wurde. Deseiterenwurden durch die PrimSacll- und Aflll -
Schnittstell@a an den Endenc MRP4-Sequenzingefiigt. Als Template diente f-neo-
MRP4. Das PCHerodukt wurde im Gel aufgetrennt und die Bandechei4200 bp aus de
Gel eluiert und anschliel3end npJET1.2/bluntligiert. Der Testverdau mSacll und Aflll
und die Sequenzierung ergaben, dde MRP4-Sequenz erfolgreiah den Vekto kloniert
werden konnte. Im Anschludessen wurde die MRP3equenz Uber diese Schnittsteller
den pECFP-C1 umklonierDie korrekteSequenz wurde mit deArimern Sacll-101-found

Aflll-rev-I Uberprift. Jedoch befand sich (MRP4-Sequenz nochicht in framezu der N-
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terminal gelegenen ECFRequenz. Dafuwurde mittels PCR und den PrimeSacll und
Pvul im 5°Bereich eine zuséatzliche Base eingebaut, so dassLeéserastein framezur
ECFP-Sequenz liegt undas entsprechen 700 bp-MRP4Fragment impECFP-MRP4

Konstrukt ausgetauscht wu. Der Einbau der zusatzlichen Base wurde durch Sedgremg
Uberpruft. Da bei densaclt und Aflll-Verdaudas Polyadenylierungssignal aus dem Ve
geschnitten worden war, musste dieses zudem wapagefugt werderMit den PrimelAflll-
for und Aflll-rev und dem TemplatepECFP-C1 wurde das Polyadenylierungssigl
amplifiziert und in die Aflll-Schnittstelle des pECFP-MRR&nstrukts klonier Die
abschlieBende Sequenzierung mit dem PrimAflll-for  zeigte, dass de

Polyadenylierungssignal ebenfalls erfolgre¢ eingefligt werden konnte.

T7 Promotor ¢

/ z
E:]
pECFP-C1 2
4700 bp
\ /
\\ //
iy ,/
\\\ e /
\\\\ /////

Abb. 5: Schematische Darstdung des Fusionsproteins CFRMRP4 nach der Klonierung mit
dem Vektor pECFP-C1: Das MRP4 (gelb) wurde mit dem Vektor pE(-C1 kloniert, so dass sic
N-terminal die genetische Information des CFP (hallb) und -terminal die Bindungsmotive fur d
Interaktionsstudien befanden.

2.2.1.10.5Generierung des FusionsproteipECFP-MRP4(-PD2Z)

Mithilfe des QuickChange Il Si- Directed Mutagenesis Kits der Firma Agilent Teclogi¢s
kénnen unter Verwendung von zum Template kompleament Primern, die eir
ausgetausth Base enthalten, mittels P gezielt Punktmutationen in ein Gen eingert
werden. Die hierbei ausgetauschte Base flihrte zanlvak eines Stoppcodons direkt vor d
PDZ-Bindungsmotiv, sodass die Translation der -Domane im MRP-Protein
unterbunden wurde. Das Template wurde durch denFp-MRP4-Vektor (2.2.1.10.4)
gestellt, velcher die gesamte Sequenz (ABCC4Gens enthaltund durch Verwendun
spezifischer Primer sowie einer DI-Polymerase wurde die mutierte Version der M-
Sequenz generierDurch anschlieRende Restriktion mit der RestrilgedonukleasDpnl
fur eine Stude bei 37 °C wurde sichergestellt, dass durch dierithiung und Spaltung (he-
)methylierter DNA nur das neu generierte Templathaken blieb, welches dur
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unmethylierte DNA charakterisiert ist. Schlie3liwhirden 5ul des Reaktionsansatzes in 4t
E. coli SoloPack®Gold Supercompetent C transformiertund auf Ampicillir-haltigen
Platten ausgestrichen. Nach Isolation der Pla-DNA wurde die mutierte DNA Uberprii

indem sie sequenziert wurde.

T7-Promotor »

PLCFP-C1
4700 bp
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Abb. 6: Schematische Darstellung desFusionsproteins CFP-MRP4{PDZ) nach PCR-
Mutagenese:Als Template diente das zuvor klonierte -MRP4. Mithilfe spezieller Primer wurc
vor dem PDZBindungsmotiv des MRP4 (gelb) ein Stoppcodon eiagé

2.2.2 Proteinchemische Methode

2.2.2.1 Expressiomes Fusionsproteins in E.coBL21

Nachdem der G-erminus des MRP4 mit dem Vektor p-41b(+)kloniert wurde, erfolgte di

Proteinexpression des Fusionsproteins, bestehemdGhuathio-S-Transferase (GST) ur
MRP4-C-Terminus, und der GST in deE.coli-Stamm BL21 (DE3). Das Gleiche wurde |
dem mutierten Fusionsprotein durchgefihrt. Der geauBakterienstamm ist Prote-

defizient und eignet sich daher fir eine maximatprEssion der Proteine. Der Leervek
pPET-41b(+) enthalt die genetische Infortion der GST und diente als Kontrolle. f-

41b(+)-400bpMRP4 enthalt die genetische Information des Fugimieins GS-MRP4.

pPET-41b(+)-400bp-MRP4RDZ) enthalt den -Terminus des MRP4 n einem vor dem
PDZ-Bindungsmotiv eingebauten Stoppcodon. Daflr wen pET41k(+), pET-41b(+)-
400bp-MRP4 und pET-41#8)-400bp-MRP4(-PDZ) in di€.coli BL21 (DE3) transformiert
eine UN-Kultur in 5 ml LBKanamycin (50 pg/ml) angeimpft und bei 37 °C mi02pm im
Schuttler inkubiert. 4 ml der Vorkwur wurden dann in 40 ml frisché&anamycir-haltiges (50
pag/ml) LB-Medium tberfihrt. Bei 250 rpm und 37 °C wurde dmische Dichte eingestel
Nach Erreichen der Qfgp von ~ 0,8 wurde IPTGEndkonzentrationl mM) hinzugegebe
und bei 250 rpm und 30 °C die Expression der Fne induziert. Die Proteinexpressi

erfolgte 5 Stunden. Anschliel3end wurden die Bagasuispension bei 3800 g, 10 min ur
36



Material und Methoden

°C pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml 1x PBS msgmndiert. Sollte nach der
Proteinexpression mittels Western Blot untersuchitden, ob die GST und Fusionsproteine
exprimiert wurden, erfolgte die Ultraschallbehamdju fur 3x 10 sek der
Bakteriensuspensionen.  AnschlieBend wurden von  d&akterienlysaten die
Proteinkonzentrationen bestimmt. Von den ProbendaitGST wurden 10 pg und mit den

Fusionsproteinen 50 pg aufgetragen.

2.2.2.2 Aufreinigung der Bakteriensuspensionen el Glutathion-Sepharose (GSH) und

GST-pull-down-Experiment

Um aus dem Gesamtproteingehalt der Bakterien did 88wn. die Fusionsproteine zu
bekommen, erfolgte die Aufreinigung mittels GSH-Bmpse. Fur den Aufschluss der
Bakterien wurden die 1 ml Bakteriensuspensionenl@iftl Lysozym (100 mg/ml) und je 2
(I Proteaseinhibitoren-Konzentrat (PMSF, Leupepiiprotinin) versetzt. Danach wurde 3 x
5 sek Ultraschall angewendet, wobei die Zellensstetf Eis gekuhlt wurden. Dann wurde
noch 10 uDNAsel(10 mg/ml) hinzugefiigt und anschliel3end die Badwet5 min bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert. Fur den weiteren Aufschiréslgte noch eine Inkubation mit 50 pl
20 %igem Triton X-100 fur 30 min bei RT und auf dé&whiittler. Danach wurden die
Zelltrammer durch Zentrifugation bei 12000 g un8Gifir 10 min entfernt. Die Uberstande
wurden dann fur 4 Stunden bei 4 °C und rotierendd®d pul GSH-Sepharose inkubiert. Um
ungebundene Proteine zu entfernen, wurde die Seghdiir 5 min bei 2000 rpm und 4 °C
sedimentiert. AnschlieBend wurde 3 x mit 500 pl PB& mit 500 pl 100 mM NacCl und
dann nochmals 3 x mit 500 ul PBS gewaschen.
Die gewaschene Sepharose mit der gebundenen G8TGE-MRP4, dem GST-MRP4(-
PDZ) bzw. die GSH-Sepharose, welche ebenfalls alstidlle diente, wurden im weiteren
Schritt mit Thrombozytenlysat inkubiert, um zu ustehen, welche Adaptorproteine am C-
Terminus des MRP4 binden bzw. um zu demonstriedass das PDZ-Bindungsmotiv
essentiell fr die Interaktion zwischen einigen pidaproteinen und Transporter ist. Daflr
wurden 4 mg Protein des Thrombozytenlysats mit RB8 Proteaseinhibitoren in einem
Volumen von 100 pul pipettiert, anschlieBend bei®@fm und 4 °C fur 3 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dann (ber Nacht, rotierend heid4 °C mit den an der Sepharose
gebundenen Proteine inkubiert. Nach der Inkubatamde 4 x mit 1 ml PBS +
Proteaseinhibitoren gewaschen und am Ende die Pmidedem entsprechenden Volumen 5
mM Tris/HCI pH 7,4 versetzt, so dass die gewunsémeahl an Gelen fir den Western Blot
beladen werden konnte. Das Prinzip ped-downExperiments ist in Abb. 7 dargestellt.
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Adaptor-

protein

Abb. 7: Schematische Darstellung depull-down-Experiments: Nach der Proteinexpression wurde
mittels GSH-Sepharose das Fusionsprotein GST-MR®Adie GST aus dem Gesamtproteingehalt
der Bakterien isoliert, um anschlieBend den Komphbdem Thrombozytenlysat zu inkubieren.

Des Weiteren musste 4x SDS-Probenpuffer hinzugefiidtdie Proben fur 5 min bei 95 °C
aufgekocht werden, so dass die Proteine von ddreBege eluiert wurden. Zuerst erfolgte die
Detektion der mdglichen Interaktionspartner mittélemunoblot und entsprechendem
Antikorper. Nach der Detektion wurden die Probeleial auf das Gel aufgetragen, um
anschlieBend die Proteine im Gel durch die Silbbddg anzufarben und dann

massenspektrometrisch identifizieren zu lassen.

2.2.2.3 Immunprazipitation

Die Immunprézipitation wurde angewendet, um aus démombozytenhomogenat mithilfe
des Anti-MRP4 (,SNG*) den Transporter MRP4 zu ppéteren. Gleichzeitig sollte
untersucht werden, ob auch mit der Methode Intevagpartner identifiziert werden konnen.
Die eingesetzte Proteinmenge des Thrombozytenhamatgelag bei 1000 pg. Das
entsprechende Volumen wurde dann mit 250 pl Ly$ispuund Proteaseinhibitoren
(Aprotinin, Leupeptin, PMSF, 1:1000) versetzt. Dissis erfolgte rotierend fur 4 Stunden bei
4 °C. Gleichzeitig erfolgte die Kopplung des AntRR4 an die Dynabeads® M-28beep
anti-rabbit 19G. Dafir wurden 30 ul Suspension der magneti#bads3x mit 1x PBS
gewaschen und anschlieBend mit 10 pl des Kanindnéserums SNG rotierend fur 4
Stunden bei 4 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde HKachen-Praimmunserum unter den
gleichen Bedingungen mit d&eadsinkubiert. Um die Zelltrimmer zu entfernen, wuthes
lysierte Thrombozytenhomogenat bei 12000 g und fif@A0 min zentrifugiert. Wahrend der

Zentrifugation wurden die AntikorpdBeadKomplexe 2x mit 1x PBS gewaschen, um nicht
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gebundene Antikorper zu entfernen. Um die Detengenian Lysispuffer zu verdinnen, da
diese eventuell die Interaktionen behindern konntemde der abzentrifugierte Uberstand des
Thrombozytenhomogenats mit 750 pl 1x PBS aufgefi#ihschlielRend erfolgte die
Inkubation mit den gewaschenen AntikorfgadKomplexen rotierend bei 4 °C und Uber
Nacht. Im letzten Schritt wurden die Antikorper-Ag@n-BeadKomplexe nochmals 3x mit 1x
PBS gewaschen, um nicht gebundene Proteine zumatfeind mit 5 mM Tris/HCI pH 7,4
versetzt. Die Prazipitate wurden dann in der SDIygeoylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran tiiagen, um die Proteine, die von
Interesse waren, mit den entsprechenden Antikorgarmetektieren. Nach der Detektion
erfolgte das gleiche Prozedere, um die Prazipitate der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) aufzutrennen, mit dereBisbung sichtbar zu machen und dann
durch das ,Interfakultare Institut fir Genetik uRdnktionelle Genomforschung*, Abteilung

»Funktionelle Genomforschung”, Greifswald, massaksgmetrisch analysieren zu lassen.

2.2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgtechader BCA-Methode. Der Nachweis
beruht darauf, dass Proteine mit?Glonen in alkalischer Losung einen Komplex bilden
(Biuret-Reaktion). Die Cii-lonen dieses Komplexes werden zu"@nen reduziert, die mit
BCA einen violetten Farbkomplex bilden. Als Eichage, mit der die Proteinkonzentrationen
der Proben bestimmt werden konnten, wurde eine (fendngsreihe von
Rinderserumalbumin-Standard-L6sung [1 mg/ml] mi200, 400, 600, 800 und 1000 pg/ml
in Wasser erstellt. Die Bestimmung der Proteinkatragionen (unverdinnt, 1:10 — 1:40
verdunnt) erfolgte als Doppelbestimmung. Dafur vemrdowohl von der Eichgerade als auch
von den Proben 2 x 10 pl in eine Mikrotiterplattpgttiert. Danach erfolgte die Zugabe von
200 pl Farbereagenz, welches aus einem Teil eirféigén CuS@Losung und 49 Teilen
einer 1 %igen BCA L6sung besteht. Die Absorptioesds Farbkomplexes wird bei 562 nm
gemessen. Zur Berechnung des Proteingehaltes ardemdichreihe wurde die lineare

Regressionsanalyse verwendet.

2.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSGHA

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelelghorese dient der Auftrennung von
Proteinen nach LaemmliLgemmli, 1970 Des Weiteren haben die Proteine durch ihre
unterschiedlichen Ladungen verschiedene Wanderesgbwgindigkeiten. Um den Einfluss

der Eigenladung bei der elektrophoretischen Auftoeigy von Proteinen auszuschalten,
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werden die Proteine mit dem anionischen Deterg@& &rsetzt. SDS bindet an hydrophobe
Regionen von Proteinen und bringt Gber seine asitiei Kopfgruppe eine hohe negative
Gesamtladung in den SDS-Proteinkomplex.

Aulerdem kommt es durch SDS, besonders nach Erw@rmur Auflésung der Sekundar-,
Tertiar- und Quartarstruktur, in dem SDS das Pmnoteiseine Untereinheiten aufspaltet und
entfaltet. Die Ausbildung von langgestreckten Hm&DS-Komplexen fihrt dazu, dass bei
allen Proteinen das gleiche Ladung/Masse-Verhaltmdiegt und die Wanderung im
elektrischen Feld nicht mehr von der Ladung dertdtnantereinheit abhangt, sondern nur
noch von der Proteingrof3e. Somit wandern alle Fvei@ Richtung Anode.

Intra- und intermolekulare Disulfidbricken verhindedie vollstdndige Entfaltung der
Polypeptide. Die Protein-SDS-Komplexe mit solchermsulidbricken wandern im Gel
schneller als solche mit reduzierten DisulfidbrickeAufgrund dessen ist im SDS-
Probenpuffer neben SDS unter anderem noch R-Meetyginol enthalten, welches die
Disulfidbricken auflost.

Weitere Bestandteile des Gels sind PolyacrylamiBSAund TEMED. Das Polyacrylamid
besteht aus den Monomeren Acrylamid und Bisacrylamiobei die Acrylamidkonzentration
die Lange der Polyacrylamidketten bestimmt und @&isacrylamidkonzentration den
Vernetzungsgrad. Durch die Anwesenheit von APS TEMED polymerisieren die beiden
Komponenten. Das Sammelgel mit groRen Poren haAuligabe, die Proteine an der Front
zum Trenngel zu konzentrieren. Als Laufpuffer (1ank) dient ein Tris-Glycin-System. Da
das Sammelgel einen pH-Wert von 6,8 hat, liegenGlicin-Molekile als Zwitterionen
(neutral) vor. Deshalb hat es eine geringere Miihiéls die negativ geladenen Chlorid-lonen,
die vorauslaufen. Somit ziehen die schneller wamdksn Chlorid-lonen die Proteine nach
sich, wahrend die langsam wandernden Glycin-Mokeldie Proben vor sich herschieben.
Dadurch wird eine Konzentrierung der Proteine amldenngelfront erreicht.

Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolginnm kleinporigen Trenngel, das als
Sieb wirkt. Da sich im Trenngel der pH-Wert ande&vird das Glycin negativ geladen und
wandert schneller, wodurch die Potentialdifferenfgahoben wird.

Fur die Interaktionsversuche wurden 10 %ige Geleverdet und fur die Proben der
Immunprazipitation wurden 7,5 %ige Gele mit 5 M hioff verwendet. Der Harnstoff im

Gel erhodhte die Trennscharfe.
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Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Komponente Trenngel 7,5 % Trenngel 10 % Sammelgel 4 %
A. dest. 3,6 ml 3,0ml 3,0 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 1,9 ml 2,5 ml 650 p

Tris pH 6,8 (Sammelgel-Puffer) - - 1,23 ml

Tris pH 8,8 (Trenngel-Puffer) 1,9 ml 1,9 ml -

10% SDS 79 75 ul 50ul

10% APS 75 75 pl 50ul

TEMED 7,5ul 7,5 ul 5,0ul

2.2.2.6 Transfer der Proteine auf eine Nitrozellsle-Membran (,Nass-Blot“-Verfahren)

Nach der Auftrennung im Gel erfolgte d&otten der Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran nach der von TowbirfOWBIN et al., 1979entwickelten Methode
desWestern BlottingsDer Transfer erfolgte durch ein elektrisches Feldiches waagrecht
zur urspringlichen Laufrichtung angelegt wurde. viigde Transferpuffer (,1x Towbin-
Puffer*) verwendet, dem 20 % Methanol zugesetztdeuMethanol im Puffer dient dazu, das
SDS aus den Protein-Detergenz-Komplexen zu entieumgl die Bindung der SDS-freien
Proteine an die Membran zu erhdhen. Nach folgentamster wurde der Sandwichblot
angeordnet:

= Schwamm

= 3 Filter

» SDS-Gel

= Nitrozellulosemembran

= 3 Filter

= Schwamm.
Beim Zusammenbau musste darauf geachtet werdes, ke@se Luftblasen entstehen. Das
Blotten erfolgte flr 2 Stunden bei einer konstars@romstérke von 370 mA. AnschlieRend
konnten die Proteine auf der Membran mit dem AZsfenff Ponceau S angefarbt werden.
Dabei bindet Ponceau S reversible an die positiadgmen Aminogruppen der Proteine. Der
Farbstoff lie3 sich durch das Waschen mit TBST exezhtfernen.
Unabhangig vom vorausgegangenen Versuch (IntergktioTransfektion oder
Immunpréazipitation) wurden die Blots mit 20 % FCS3#bMilchpulver Uber Nacht bei 4 °C
blockiert. Im Nachfolgenden werden die verwendefnmar- und Sekundarantikdrper,

Verdinnungen und Inkubationszeiten der Antikorpierdie jeweiligen Versuche aufgefihrt.

41



Versuch: Interaktion
Primarantikorper

Material und Methoden

Verdinnung

Inkubationszeit

1:500

Uber Nacht bei 4 °C

Sekundarantikorper

Verdinnung

Inkubationszeit

1:1000

Uber Nacht bei 4 °C

Versuch: Proteinexpression

Primarantikorper Verdinnung Inkubationszeit
Anti-GST 1:2000 1 Stunde bei RT
Sekundarantikorper Verdlinnung Inkubationszeit
Anti-goat 1:2000 1 Stunde bei RT
Versuch: Immunprazipitation

Primarantikorper Verdinnung Inkubationszeit
Anti-AP3B1 1:500 Uiber Nacht bei 4 °C
Anti-MRP4 (SNG) 1:1000 Uber Nacht bei 4 °C
Anti-SNX27 1:500 Uber Nacht bei 4 °C
Anti-PSD95 1:500 Uber Nacht bei 4 °C
Anti-EBP50 1:500 Uiber Nacht bei 4 °C
Anti-HSP90 1:500 Uber Nacht bei 4 °C

Sekundarantikorper

Verdinnung

Inkubationszeit

1:1000

Uber Nacht bei 4 °C

Versuch: Transfektion

Primarantikorper Verdinnung Inkubationszeit
Anti-AP3B1 1:1000 Uber Nacht bei 4 °C
Anti-GAPDH 1:3000 1 Stunde bei RT
Anti-PSD95 1:1000 Uber Nacht bei 4 °C
Anti-SNX27 1:1000 Uber Nacht bei 4 °C
Sekundarantikdrper gegen

Antik6rper Verdinnung Inkubationszeit
Anti-KaninchentAP3B1) 1:2000 3 Stunden bei RT
Anti-Maus-(GAPDH) 1:2000 1 Stunde bei RT
Anti-Ziege-(PSD95) 1:2000 6 Stunden bei RT
Anti-Maus-(SNX27) 1:2000 3 Stunden bei RT
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Zwischen den Antikorperinkubationen wurden die BI8kx 10 min mit TBST gewaschen, um
nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Nach deasdi'schritten erfolgte die Detektion
Uber eine verstarkte Chemilumineszenz-Reaktion (EGhanced chemiluminescehd@afiur
wurden die Membranen fur 5 min im Dunkeln mit dB@L Plus Western Blotting Reagenz
inkubiert. Die an den Sekundéar-AK gekoppelte Peatase katalysiert die Oxidation von
Luminol, wobei Chemilumineszenz entsteht. Das eenieg Licht wurde mit dem

bildgebenden System ChemiDoc XRS gemessen.

2.2.2.7 Blot-Stripping

Fur dasBlot-Strippingwurde eine Losung mit 50 ml Stripping-Puffer (p)eund 350 pp-
Mercaptoethanol angesetzt. AnschlieRend wurde ddéot Bn eine thermostabile
Hybridisierungsréhre mit der Losung versehen undHiybridisierungsofen bei 52 °C fur 10
min inkubiert. DasBlot-Strippingwird angewendet, um die Antikdrper von der Blotnbeam

zu entfernen, so dass die Membran nochmals verwemdeden kann. Das im Puffer
enthaltene SDS zerstort die Tertiarstruktur derlk&mper und denaturiert diese und durch das
B-Mercaptoethanol werden die Schwefelbricken zwisctlen Antikdrper-Untereinheiten

gespalten.

2.2.2.8 Kolloidale Coomassie-Farbung

Nach der Detektion des Fusionsproteins im Westdat &folgte die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese, um massenspektrometrisch zursucteen, ob das Fusionsprotein
(bestehend aus GST und MRP4-C-Terminus) exprimnarde. Des Weiteren wurden nach
der Immunpréazipitation ebenfalls die Gele mit devo@assie-Farbung gefarbt, um zu
analysieren, ob mit dem Anti-MRP4 Interaktionspertprazipitiert werden konnten. Genauso
sollten mdgliche Interaktionspartner mittels Maspaktrometrie analysiert werden. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel zunachst mit A.destwagchen. Uber Nacht bei

Raumtemperatur und auf dem Schittler erfolgterFdidbung des Gels und die gleichzeitige
Fixierung der Proteine im Gel. Dabei bindet das r@assie Brillant Blau an basische
Seitenketten der Aminosauren und farbt alle Preteinspezifisch an. Am darauffolgenden
Tag wurde durch die Inkubation des Gels in der &h#l6sung fir 10 min die Farbung des
Hintergrundes reduziert. Die Gele wurden bis zusseaspektrometrischen Analyse in Folie

eingeschweil3t.
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2.2.2.9 Silberfarbung

Wenn mittels Coomasie-Farbung keine Proteinbandgefarbt werden konnten, wurde die
Silberfarbung angewendet, da dieses Verfahrentsasrsist. Nach der Fixierung tUber Nacht
wurde das Gel 2x 20 min mit 50 %igem Ethanol gewasaund anschlieRend mit XaO3

fur 1 min sensitiviert. Danach erfolgten drei Wasdfritte fur 20 sek mit A.dest. Im
folgenden Schritt wurde das Gel fur 20 min in débe&farbeldsung inkubiert. Um die
Bestandteile der Silberlésung zu entfernen, wurtew 2x 20 sek mit A.dest. gewaschen.
Dann erfolgte die Entwicklung der gefarbten Prdtaimden. Dafiir wurde das Gel solange in
der Entwicklerldsung inkubiert, bis die gewtnschBamden deutlich zu erkennen waren. Der
Vorgang der Entwicklung wurde einmal fir 20 sek amgchlieRend fur 30 min mit Glycin
gestoppt. Der letzte Schritt war die InkubationAlidest. Gber Nacht. Alle Schritte erfolgten
bei Raumtemperatur und nach Beendigung wurde dadi&eu massenspektrometrischen

Analyse in Folie eingeschweil3t.

2.2.2.10 Probenaufbereitung fur die massenspektromsehe Analyse

Die Probenaufbereitung und die anschlieBende msigskimometrische Analyse erfolgten in
der Abteilung fur Funktionelle Genomforschung, @&wald. Im Vorfeld mussten die
Proteine nach der Expression des Fusionproteins.[Al2.2.1] und die Proteineaus dputl-
down Experiment [Abs. 2.2.2.2] aus dem Coomassie- &ilbernitrat-gefarbten Gel isoliert
werden. Der In-Gel-Verdau nacROSENFELD et al., 1998einhaltet im Wesentlichen vier
Schritte.

Sollte ein Silbernitrat-gefarbtes Gel tryptisch deant werden, mussten die entsprechenden
Gelsticke mit 30 pl 30 mM #&eCN; und 100 mM NS,0O3; in einem Verhéltnis von 1:2
entfarbt werden. Anschlie3end wurde 3x 10 min o il HO gewaschen. Die folgenden
Schritte wurden sowohl fir ein Coomassie- als awh Silbernitrat-gefarbtes Gel
angewendet, um die Proteine aus dem Gel zu ispligenachst wurden die entsprechenden
Gelstiicke mit 200 mM NHHCGO4/50 % (v/v) Acetonnitril (ACN) entfarbt. Dafir wued die
Proben mit der Lésung fur 15 min bei 37 °C und @@ in einem Thermomixer inkubiert.
Die Uberstande wurden abgenommen und der Schritledholt. Nach dem Entfarben
wurden die Gelstiicke dehydratisiert, indem die bation mit 100 %igem ACN bei 37 °C,
500 rpm fur 15 min erfolgte. Auch dieser Schrittrder zweimal durchgefiihrt. Dies fuhrt
dazu, dass bei der nachfolgenden Rehydratisieriamgyroteasehaltigen Verdaupuffer, die
Protease mit in das Gel aufgenommen wird. Daftidenrl5 pl Trypsin (10 ng/ul) in 20 mM

NH4HCO; auf die Gelstlicke pipettiert und bei RT fir eirtarfdle inkubiert. Waren nach der
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Inkubation keine Uberstande mehr vorhanden, wursshmals einige pl Trypsin-Losung
hinzugegeben, so dass die Gelsticke vollstandigdi¢dvaren. AnschlieBend wurden die
Proben Uber Nacht bei 37 °C verdaut. Wobei dienpesiease Trypsin Peptidbindungen
spezifisch am C-Terminus der AS Arginin und Lyspalset. Dabei entstehen Peptide mit
einer fur jedes Protein charakteristischen Masse, ethe spezifische Identifikation des
Proteins ermoglicht. Am darauffolgenden Tag erildie Extraktion der Peptide aus den
Gelen. Die erste Extraktion geschah durch die Zegan einer 0,1 %igen Essigsaure und die
Inkubation im Ultraschallbad fir 30 min. Danach deibei 6000 rpm fiir 2 min zentrifugiert.
Die Uberstande mit den herausgeldsten PeptidenanurdMikrovials Uberfiihrt. Die zweite
Extraktion erfolgte durch die Zugabe von 50 % AGNDI05 % Essigsaure. Erneut wurde die
Inkubation fiir 30 min im Ultraschallbad durchgefiibnd anschlielRend bei 6000 rpm fir 2
min zentrifugiert. Die Uberstande wurden zu denteersUberstanden hinzugegeben. Die
Extrakte in den Mikrovials wurden tiefgefroren uddnn in einem SpeedVac-Konzentrator
auf ca. 2 pl eingeengt, um das restliche ACN zteamtn. Im letzten Schritt wurde auf 12 pl
mit 0,1 % Essigséaure in 2 % ACN aufgefillt und isn Messen bei -20 °C gelagert.

Die massenspektrometrische Analyse der Peptiddgtrakfolgte durch Frau Dr. Elke

Hammer (Abteilung flr Funktionelle Genomforschu@geifswald).

2.2.2.11 Indirekte Immunfluoreszenz

Die  subzellulare Lokalisation von  Proteinen wurde it mder indirekten

Immunfluoreszenzfarbung dargestellt. Der Nachwessubt dabei auf einer spezifischen
Antigen/Antikdrper-Reaktion. Zunachst wird ein pérar Antikdrper verwendet, der
entweder an verschiedene (polyklonaler Antikorpeder einem Epitop (monoklonaler
Antikdrper) des Antigens bindet. Zur Detektion dZglproteins wird ein markierter
Antikdrper eingesetzt, der spezifisch an den Fd¢-des Primar-Antikorpers bindet. In dieser
Arbeit wurden ausschlie3lich Fluorochrom-markiesekundar-Antikérper verwendet. Diese
ermdglichen eine Visualisierung des Antigens duicitegung mit Licht einer bestimmten
Wellenldnge und anschlielender Detektion des eaméh Lichts mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. Die in dieser Arbeit darg#en Aufnahmen wurden mit einem
konfokalen Lasermikroskop (LSM 780) der Firma Zaisstellt.

Immunfluoreszenzfarbungen wurden angewendet, unhtbgic zu machen, dass die
Adaptorproteine mit dem MRP4 in den ThrombozyteAdt@lisieren. 1 ml plattchenreiches
Plasma (siehe Abs. 2.1.15) wurde mit 250 pl 4 %ig&araformaldehyd (PFA,
Endkonzentration 1 %) gemischt. Davon wurden 50 guif Kollagen-beschichtete
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Deckglaschen pipettiert und fir 2 Stunden bei Rduloert. AnschlieBend 3x mit 1 ml 1x
PBS gewaschen. 1 Stunde bei RT erfolgte die Bloghie mit 20 % FCS/1 % Saponin. Die
Blockierlésung wurde entfernt und 20 pl Primarabrger in Antikbrperverdinnungslésung
auf die Deckglaschen pipettiert. Die Inkubation Bemarantikdrper erfolgte Uber Nacht bei
4 °C. Fur die Detektion der Ko-Lokalisation von Adarprotein und MRP4 wurde eine
Doppelfarbung angewendet. Anti-MRP4 (,SNG")-Serum der unten angegebenen
Verdinnung wurde auf alle Deckglaschen pipettiend udie Antikérper gegen die
Adaptorproteine nur auf ein Deckglaschen. Um ungdboe Antikdrper zu entfernen wurde
3x mit 1 ml 1x PBS und 1x mit Blockierldsung gewaesie. Dann wurden die Praparate mit 20
pl der Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorpekntikdrperverdinnungslosung bedeckt.
Hier erfolgte die Inkubation fur 1 Stunde bei RTdumm Dunkeln. Erneut wurden
ungebundene Sekundarantikdrper durch dreimaligesciiém mit 1x PBS entfernt. Die
Deckglaschen wurden dann nilako Fluorescent MountingMedium auf Objekttrager
eingebettet. Nach dem Trocknen der Praparate konsi® am Mikroskop begutachtet
werden.

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikérperdiaaégntsprechenden Verdiinnungen sind

in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt.

Verwendete Primér- und Sekundarantikorper fir dienlunfluoreszenz des plattchenreichen Plasmas

Primarantikorper Verdinnung
Anti-AP3 1:25
Anti-EBP50 1:25
Anti-HSP90 1:25
Anti-PSD95 1:25
Anti-SNX27 1:25
Anti-MRP4 (SNG) 1:100
LAMP2 (als delta-Granula-Marker) 1:25
Sekundarantikorper Verdinnung
Anti-Kaninchen IgG, Alexa Flu6n88 1:100
Anti-Maus 1gG, Alexa Fludt568 1:25

2.2.2.12 Biotinylierung und indirekte Immunfluoregnz nach siRNA-Transfektion

Um Zelloberflachenproteine spezifisch zu markiesgagden diese mit Sulfo-NHS-SS-Biotin
behandelt. Dieses membranimpermable Biotinderivadidt reversible ar-Aminogruppen

von Lysinresten und bildet dariiber ein stabilesdBko mit Oberflachenproteinen. Die hohe
Affinitat von Biotin zum Streptavidin aus Streptoo@g ermdoglicht die Detektion

biotinylierter Proteine Uber Streptavidin-gekoppdharbstoffe in der Immunfluoreszenz. Die
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Biotinylierung und anschlieiende Immunfluoreszenzrde nach der siRNA-Transfektion
angewendet, um die Lokalisation des MRP4 zu untlesy, wenn es zu einekmock-down
des Adaptorproteins kommt.Nach den siRNA-Transbeidn wurden die Zellen 1x mit 1 ml
PBS/CM gewaschen. Dann erfolgte die InkubationSuifo-NHS-SS-Biotin (1 mg/ml) fur 1
Stunden bei 4 °C. AnschlieBend wurde 3x mit 1 mERBVI + 100 mM Glycin gewaschen
und eine Inkubation mit PBS/CM + 100 mM Glycin f2@ min bei 4 °C durchgefuhrt.
Danach wurden die Zellen erneut 3x mit PBS/CM geWwes und mit 1 %igem PFA fir 30
min bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierwmmgrde 3x mit PBS gewaschen und flr 4
Stunden bei RT mit 20 % FCS/1 % Saponin blockiBdnn wurden die biotinylierten
Oberflachenproteine der Zellen mit FITC-markiert&treptavidin fur 30 min bei 37 °C
gekoppelt. Im darauffolgenden Schritt wurden dan® 21 Primarantikérper in
Antikdrperverdiinnungslosung auf die Zellen pipettieDie Inkubation mit den
Primarantikdrpern erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Wmhtgebundene Priméarantikérper zu
entfernen, wurde 3x mit 1x PBS gewaschen und 1xBiaickierlosung. Die Inkubation der
Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper erfolgtel Stunden bei RT und im Dunkeln.
Zum Schluss wurden die nichtgebundenen Sekundikdapér wie bereits oben (2.2.2.11)
beschrieben durch dreimaliges Waschen mit 1x PBfgérahund die Deckglaschen nidiako

Fluorescent Mounting/ledium auf Objekttrager eingebettet.

Verwendete Primér- und Sekundarantikorper fur dienlunfluoreszenz nach siRNA-Transfektion

Primarantikorper Verdinnung
Anti-AP3 1:25
Anti-PSD95 1:25
Anti-SNX27 1:25
Anti-MRP4 (SNG) 1:50
Sekundarantikorper Verdinnung
Anti-Kaninchen 1gG, Alexa Flu66568 1:25
Anti-Ziege IgG, Alexa Fludt647 1:25
FITC-Streptavidin 1:250

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Aufreinigung des Thrombozytenkonzentrats

500 ml Thrombozytenkonzentrat (2.1.15) wurden &ufrb Falconréhrchen aufgeteilt und fur
20 min bei 400 g und RT ohne Bremse zentrifugiem, darin verbliebene Erythrozyten zu

entfernen. Die Uberstande wurden abgenommen usdhdiefiir 10 min bei 2000 g und 4 °C
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zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Uberstanagewerfen und die Pellets in 5 ml
Waschpuffer resupendiert. Der Inhalt von 2 Falcbhrobien wurde vereinigt und auf 30 mi
mit dem Waschpuffer aufgefullt. Dann wurde nochnféls10 min bei 4000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden dibddstande verworfen und die Pellets in 2
ml Homogenisierungspuffer + Proteaseinhibitoren rQAipin, Leupeptin, PMSF 1:1000)
resuspendiert. Um die Thrombozyten aufzuschlie@engde 5x eingefroren und aufgetaut.
Das Einfrieren erfolgte im flussigen Stickstoff urdhs Auftauen im 37 °C warmen
Wasserbad. AnschlieRend wurden die Thrombozyteb03sek mit Ultraschall behandelt. Im
letzten Schritt wurde die Bestimmung der Proteirdemration durchgefuhrt. Dafir musste
das Thrombozytenhomogenat 1:50 verdinnt  werden. Da® erhaltene
Thrombozytenhomogenat wurde fur die Interaktion pull-downExperiment und die

Immunprézipitation eingesetzt.

2.2.3.2 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte standardmagig75 cnf Zellkulturflaschen mit 25 ml
des entsprechenden Kulturmediums im Brutschrank B84 °C unter einer
wasserdampfgesattigten 5 %igen £&hmosphare. Zum Passagieren wurden die
konfluenten Zellen zunachst 1x mit 10 ml vorgew&mtPBS gewaschen, um das
Kulturmedium vollstdndig zu entfernen. Im Anschlwgsrden die adhéarenten Zellen durch
Zugabe einer Trypsin/EDTA-L6sung (3 ml) vom Bodesr dellkulturflasche abgelést. Die
HelLa-, MDCKII- und M0O7e-Zellen mussten aul3erdemBrutschrank gestellt werden. Da
die HEK293-Zellen nicht fest am Zellkulturflaschewdlen wuchsen, reichte eine kurze
Inkubation mit der Trypsin/EDTA-L6sung bei RT alisber die Bildung stabiler Komplexe
mit Mg?*- und C&*lonen, die fir die Adhasion der Zellen Uber exttltire Proteine
bendtigt werden, bewirkt das EDTA das Ablosen daten. Die proteolytische Aktivitat des
Trypsins unterstutzt diesen Prozess. Durch leidklegfen wurden die Zellen endgultig vom
Flaschenboden geldst und die Reaktion durch Zugabe7 ml Kulturmedium abgestoppt.
Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert und pecn Gebrauch in der gewlnschten
Verdinnung in eine zuvor vorbereitete Zellkultasithe Gberfiihrt (MO7e und MDCKII
1:500, HeLa- und HEK293-Zellen 1:100).
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2.2.3.3 siRNA-Transfektion

Die siRNA-Transfektion wurde angewendet, um diedlation des MRP4 nach deémock-
down der Interaktionsproteine zu untersuchen. Dabeil wine kurze doppelstrangige RNA
(siRNA, small interference RNANn die Zellen transfiziert, deren Sequenz kommetar zur
MRNA des Zielgens ist. Die siRNA bindet an die mRNAd durch Ausbildung eines RNA-
Protein-Komplexes (RISCGRNA-induced silencing kommt es zum Abbau der mRNA. Als
Transfektionsreagenz wurdeipofectamiffRNAiMax verwendet, welches speziell fiir die
Transfektion von siRNA entwickelt wurde und eineholransfektionseffizienz bietet. Sie
bestehen zumeist aus kationischen Lipiden und ibileeit den negativ geladenen
Nukleinsduren einen Komplex. Diese Komplexe laggich an die Zellmembran an und
werden per Endozytose in das Zellinnere aufgenommen
[http://www.laborjournal.de/rubric/produkte/products2/2012_03.las§o Bei der Bildung
der Komplexe darf kein Serum anwesend sein. Aufjrdessen wurden sowohl die siRNA
als auch das Transfektionsreagenz @pti-MEM aufgenommen. Die eingesetzten
Konzentrationen der siRNAControl sSiRNA und des Transfektionsreagenz (RNAIMAX)
erfolgte nach Protokoll von der Firma Invitrogerarksruhe.

Fir die Transfektion der sSIRNA AP3B1, SNX27 und RSQvurden MO7e-Zellen in 6-Well-
Platten entweder mi€overslips,wenn die Immunfluoreszenz durchgefiihrt werdentesoll
oder ohneCoverslips,wenn die Zellen fir den Western Blot verwendet deer sollten,
ausgesat und bei 37 °C unter einer wasserdampfigesét5 %igen C@Athmosphare
kultiviert. Die Transfektion wurde begonnen, werin subkonfluenter Zellrasen vorlag. In
einem Ansatz wurden 100 ul Opti-MEM mit 7,5 ul 1M siRNA (75 pmol) bzw. 100 ul
Opti-MEM mit 7,5 pl 10 pMControl siRNA (75 pmol) gemischt. Der andere Ansatz wurde
mit 100 pl Opti-MEM und 7,5 pl RNAIMAX gemischt. AchlieBend wurden die Ansatze
mit dem RNAIMAX zu den Ansatzen mit der siRNA bzder Control siRNA pipettiert und
alles wurde fur 20 min bei RT inkubiert. Die Zellgurden mit 1,8 ml frischem Medium
versehen und nach der Inkubationszeit der Ansatzdem diese in die entsprechenden Wells
pipettiert. Derknock-downder Adaptorproteine AP3 und PSD95 erfolgte furS2dnden bei
37 °C und die siRNA SNX27 wurde ein zweites Mahsfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte
die 2. Transfektion mit den gleichen Ansatzen uiid fochmals 24 Stunden bei 37 °C.
Zwischen den Transfektionen wurde kein Mediumwelchsegenommen. Fir die MO7e-
Zellen wurde RPMI verwendet. Im Medium befanderhsiee Zusatze FCS, NEAS und L-
Glutamin. Des Weiteren wurden Zellen in Wells mitdpet, die komplett unbehandelt blieben

und ebenfalls als Kontrolle dienten. Fir den WesRlot wurden die Zellen nach 24 Stunden
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bzw. 48 Stunden geerntet, um sie anschlieRend fimir8 bei 12000 g und 4 °C zu
zentrifugieren. Die Uberstande wurden verworfen ufid Pellets mit 250 pl 1x PBS
resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Erneutdem die Uberstande verworfen und die
Pellets abschliel3end mit 5 mM Tris/HCI pH 7,4 +tBageinhibitoren (1:1000) resuspendiert.
Um die Zellen aufzuschliel3en, wurden die Zellsusparen 5x in flissigem Stickstoff
eingefroren und im 37 °C warmen Wasserbad aufgetBxainach erfolgte noch die
Behandlung fur 3x 5 sek mit Ultraschall. Die Prok@inzentrationen wurde mit einer
Verdinnung der Zellsuspension (1:50) wie in AbsttihR.2.4 beschrieben bestimmit.

Sollte eine Biotinylierung und Immunfluoreszenz maer Transfektion durchgefuhrt werden,
wurden die Zellen nach den 24 bzw. 48 Stunden lakkobszeit nach dem Protokoll
behandelt, welches unter Abs. 2.2.2.12 aufgefubrte.

2.2.3.4 Transfektion der Konstrukte CFP-MRP4, CFPRIP4(-PDZ) und SNX27-YFP

Nach dem der Transporter MRP4 mit und ohne PDZ-Dmmérfolgreich in den Vektor
pPpECFP-C1 und das Interaktionsprotein SNX27 in dektd pEYFP-N1 kloniert wurde,
erfolgte die Transfektion in die MDCKII-Zellen. Fdre Transfektion der Konstrukte wurden
die Zellen im,Chambered Borosilicate Coverglass Systeauisgesat. Die Zellen wurden in
den Kammern bei 37 °C unter einer wasserdampfogiitt5 %igen C@Athmosphare
soweit kultiviert, so dass ein subkonfluenter Za&n fur die Transfektion vorhanden war.
Von der Plasmid-DNA wurde 2 pg eingesetzt. Die greishende Menge wurde mit 25 pl
Opti-MEM versetzt. 1,5 plLipofectamiff2000 wurden ebenfalls mit 25 pl Opti-MEM
versehen. Danach wurde der Ansatz mit der Plasmid-nit dem Lipofectamin-Ansatz
gemischt und bei RT fir 20 min inkubiert. Wahrerss#n wurde den Zellen 1000 ul frisches
Medium gegeben (DMEM) und nach der Inkubationsaeitden die verschiedenen Ansatze
in die jeweiligen Wells pipettiert. Die Zellen wua insgesamt bei 37 °C fur 24 Stunden
inkubiert. Anschlie3end wurde das Medium durch RB&tzt und die Zellen wurden unter
dem LSM780 mikroskopiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellungder Plasmidkonstrukte
3.1.1Generierung des Fusionsproteins GtMRP4

Nach der Restriktion des p@eo-MRP4 und des pEZ1b(+) mit den EnzymeBamHI und
Xholund der anschliel3enden Ligation enthielt der Veki&iT-41b(+) ca. 400 bp des MR-

C-Terminus (3635 bp4100 bp. Der erfolgreiche Einbau des MRFagmentikonnte durch
den Testverdau mitBamHI und Xhol der nach der Ligation erhaltenen Plasn
nachgewiesen werde2.p.1.10.] (Abb. 8). Das ca. 400 bpragment von MRP4 beinhall
die PDZDomane von MRP4 sowie das -Bindungsmotiv. Des Weiteren befand sich n

der Klonierung Nterminal im Leserahmen die genetische InformatienGIST.

5900 bp

400 bp

Abb. 8: Restriktionsprodukte nach elektrophoretischer Auttrennung: Nach dem Testverdau n
den EnzymerBamHI und Xhol konnte das ca. 400 bBfragment des MRP4 aus dem Vektor -
41b(+) geschnitten werden.

Mit der abschlielenden Sequenzierung konnte rgestellt werden, dass sich die Sequ
des MRP4 im Vektor befand (Anhang .

3.1.2Generierung des Fusionsproteins CF-MRP4 und CFP-MRP4(PDZ)

Fur die Generierung des Fusionsproteins -MRP4 wurde, wie im Kapitel2.2.1.10.4

beschrieben, die gesamte kodierende Sequenz ded K-terminal zur CF-Sequenz in den
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Vektor pECFPE1 Kkloniert. Die korrekte Insertionssequenz konntieirch DNA-
Sequenzierung bestatigt werden (Anhang -

Fur die Klonierung des CI-MRP4(-PDZ) (2.2.1.10.5) diente d@ECFF-MRP4-Vektor
(2.2.1.10.4) al§emplatewelcher die gesamikodierende MRP4 Seque enthalt und durch
Verwendung spezifischer Primer sowie einer [-Polymerase wurde die mutierte Vers
der MRP4Sequenz generiert.Nach lIsolation der mid-DNA wurde die mutierte DN/
Uberpruft, indem sie sequenziert wurde (2.2 (Anhang 7.5).

3.1.3 Generierung des RionsproteinsSNX27-YFP

Zunachst wurden zwei Fragmente des SNX27 mit demdpkombinationenNexin-for-
1/Nexin-rev-4und Nexin-for4/ Nexin-revhmplifiziert (Teil A). Als Template diente cDN
vom Frontalhirn. Beide Fragmente wurden getrenritpJET1.2/bluntligiert. Anschliel3enc
wurden die Fragmente iJET1.2/blur zusammengefiigt. Im Anschluss dessen wurde
SNX27 N-terminal in denBYFF-N1 kloniert (Teil B) [2.2.1.10.3] (Abl®).

N > .
Teil A & & Tell B

4700 b u u - u

1600 bp LB

Abb. 9: Elektrophoretische Auftrennung nach PCR und enzymatischem Verdau:

Teil A: Das vordere Fragment des SNX27 hatte eine Gro3ea0804 bp und das hintere Fragm
eine Grof3e von ca. 849 bp.

Teil B: Die Abbildung verdeutlicht, dass das SNX27 in d&YBF-N1 kloniert werden konnt

Auch hier erfolgte nach jedem Zwischenschritid jeder Restriktion die Sequenziert
(Anhang 7.3).
3.1.4Generierung des Fusionsproteins GtMRP4 ohne PDZBindungsmoti\

Fur die Mutagenese wurddtrimer erstellt, die komplementéar zuremplat (pET-41b(+)-
MRP4) waren und eine ausgetauschte Basen elten. Somit wurde wahrend c
Amplifikation vor dem PD-Bindungsmotiv des MRP4 eine Base ausgeta, die
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zusammen mit zwei vorhandenen Basen das Tripletdds StoppcodorTAA bildeten
[2.2.1.10.2] (Abb. 10).

acacttccaatggacagccctcgtaaactattttcgag aca gca ciigaatccaa
Stopp E T A L

Abb. 10: MRP4-C-Terminus: Anhand der letzten Basen ist die Lokalisation de3Z-
Bindungsmotiv zu erkennen. Des Weiteren verdedutlidie Sequenz, in welchem Bereich
Stoppcodon eingebaut wurde. Das ursprungliche $tgfym befand sich hinter dem Bindungsm:

Nach der Mutagesse wurde die Plasn-DNA sequenziert und wie im Anhang
ersichtlich, wurde die Base ausgetauscht und sasmiBtoppcodon eingebe

3.2Proteinexpression der Fusionsprotein
3.2.1Expression des Fusionsproteins G-MRP4

Nach der Klonierung solltantersucht werden, ob das Fussprotein bestehend aus der G
und dem MRP4-C-erminus exprimiert wurde. Dafur wurdE.coli BL21(DE3) Competent
Cells sowohl mit dem Leervektor pi-41b(+) (Kontrolle) als auch mit dem Konstrukt -

41b(+)-MRP4 transformiert2[2.1.€) und anschlieBend die Proteinexpression durch Zu
von IPTG, welches debac-Repressor regulierten Promotor aktiviert, induzj2.2.2.1]. Die
Proteine wurden mittels SI-PAGE aufgetrennt [2.2.2l5 anschlieBend auf eir
Nitrozellulosemembrantransferiert und durch den Antikorper A-GST detektiert
[2.2.2.6](Abb. 11).
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Abb. 11: Western-Blot-Analyse nach Proteinexpression der GST und des Fuasisproteins; 20 ul
der Bakterienlysate wurden in einem 10 %igem Gé&ettennt. Die Gesamtproteinmenge der
Probe lag in digem Volumen bei 10 pg und fir  GST-MRP4 bei 30 pg.

Anhand des Blots ist zu erkennen, dass sowohl && @6 kDa) als auchas GST-MRP4
(41 kDa) exprimiert wurd Die im unteren Bereich detektierten Banden kon

Degradationsproduktedarstellen. Der gleiche Versuch wurde nochmals rdyefiihrt,
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allerdings wurden die Proteine nach der Proteiresgion lediglich durch SI[-PAGE

aufgetrennt [2.2.2]5AnschlielRend wurde das Gel Coome-gefarbt R.2.2.{] (Abb. 12)
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Die Banden wurden im 41 kl-Bereich ausgeschnittamd fir die massenspektrometrise
In Abb. 13ist zu erkennen, dass de-Terminus des MRP4 erfolgreich kliert werden

Frau Dr. Elke Hammer durchgefihrt wur:

mit den Fusionsprotein 50 pg aufgetra

Analyse aufbereitet [2.2.2.],0die in der Abteilungfiir Funktionelle Genomforschung dur
konnte.

Abb. 12: Coomassid-arbung nach SD-PAGE: Von den Proben mit der GST wurden 10 ug

Multidrug resistance-associated protein 4 0S=Homeo sapiens GN:

015439|MRP4_HUMAN (100%), 149,546.3 Da

dass der MRP4-Terminus exprimiert wurde. Des Weiteren ist aucsicbtlich, dass das fir d
54

Interaktionen erforderliche PBBindungsmotiv,ETAL" vorhanden ist.
Die Peptide des GSTags konnten ebenfalls der zu analysierenden Bande gefun

Abb. 13: Darstellung der gesamten MRP-Aminosauresequenz:Die Aminosauresequenz, ¢
massenspektrometrisch analysiert werden konnteyeist unterlegt und die prozentuale Abdeck
liegt bei 8 %, da nur die letzten 400 bp des MRIoniert wurden. Anhand dessen ist zu erken

werden, wie in Abb. 1&erdeutlicht wird
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P08515[GST26_SCHJA (100%), 25,500.3 Da

Glutathione S-transferase class-mu 26 kDa isozyme 0S=Schistosoma japonicum PE=1 SV=3

21 unique peptides, 26 unique spectra, 194 total spectra, 131/218 amino acids (60% coverage)
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Abb. 14: Darstellung der GSTAminosauresequenzDie Aminosauren, die massenspektrometr
analysiert werden konnten, sind gelb unterlegtdirgprozentuale Abdeckung It bei 60 %.

Die prozentuale Abdeckung in beiden Sequenzenstnfécht die gesamten Aminoséuren

zu untersuchenden Proteine, da tryptische Peptigle Analyse verwendet wurde
Peptidbindungen werden spezifisch am Carboxyendbasschen Aminosawn Arginin und
Lysin durch Trypsin gespalten. Liegt benachbart 3chnittstelle eine saure Aminosa
(Aspartat oder Glutamat) erfolgt eine eingeschrnkydrolyserate. Befdet sich zur
Schnittstelle Prolin kann keine Spaltung durchgefiderden THIEDE et al., 2001].

3.2.2 Expression des Fusionsproteins GMRP4 ohne PDZBindungsmotiy

Um zu dberprifen, ob das Fusionsprotein ohne -Bindungsmotiv das gleict
Expressionslevel besitzt wie das (-MRP4 mit Bindungsmotiv, wurdeE.coli BL21(DE3)
Competent Cellsowohl mit dem Leervektor als auch mit den KonsgokpET-41b(+)-
MRP4 mit und ohne Bindungsmotiv transformie2.2.1.4. AnschlieRend erfolgte d
Proteinexpression erneut mit IPT(2.2.2.1, die Auftrennung der Proteine mittels S-

PAGE [2.2.2.% die Transferierung auf eine Nitrozellulosemenmbrand die Detektion m

Anti-GST [2.2.2.6] (Abb. 1 ~
O G
T 1 kDa

26kDa - M —

Abb. 15: Western-Blot-Analyse nach Proteinexpression der GST und der zwéiusionsproteine
Von der GSTProbe wurde 10 pg (Gesamtprotein) und von den Rsgioteinen 50 p
(Gesamtprotein) eingesetzt.
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Mit dem Antikérper AntiGST konnte sowohl die Kontrukte als auch die GST deteki
werden. Des Weiteren ist zu erkennen, dass dase&sipnlevel beiderFusionsproteine
anndhernd gleich ist.Die weiteren detektiertenBanden konnten unspezifisck
Antikdrperbindungen oder Abbauprodukte s

3.3Mdgliche Interaktionsproteine des MRP4 in Thrombozyen

Bevor die Interaktionsstudien durchgefiuihrerden konnten, wurde untersucht, wel
maoglichen Interaktionspartner in den Thrombozytemhanden sind. Daflr wurde 50
Gesamtprotein der Thrombozyten mittels -PAGE aufgetrennt [2.2.2.5ind auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Anschliel? wurden die Membranen blockiert und 1
den entsprechenden Priménd Sekundéarantikorpern inkubie2.2.2.6] In Abk. 16 werden
die detektierten moglichen Interaktionspartnerrgdatellt

In Frage kamen zum einen Proteine, die mit der -Doméane vonMRP4 interagierel
kénnten. Wie unter 1.5 und in der Literatur bessben, interagiert sowohl das EBP50
auch das SNX27 durch Pl-Domanen mit dem MRP4. Des Weiteren spielt
Adaptorprotein-Kbmplex 3 in den Thrombozyten eine RollEine Mutation in de
B-Untereinheit des Adaptorprot-Komplexes 3(AP3) wurde als eine der Ursachen fir
HPS-Syndrom identifiziert GUNAY-AYGUN et al., 2004DELL ' ANGELICA et al., 19¢.
Hinweise aus Voruntersuchungen der ArbeitsgrugDissertation Mari-Luise Kromrey,
,Die Funktion des MRP4 (ABCC-Transporters in Thrombozyten: Bedeutung
Adaptorproteinen“ergaben aul3erdem eine Beteiligung von Hitzeschotdioen wie HSP9

und dem PDZProtein PSD9E 5 &
9 &
> \\.:. X \{3
&8 NS
= VA
~ ) W -~
& 8 &
?.‘\‘C‘- ’\Q"" ,},‘\C é\"
SN &8
DR kDa N kDa
EBPS0 | o |- 50 HEPY0 | oy e |- 90
SNXEZT e -61 AP3IB1 o [-140
PSDS5 | o -05

Abb. 16: Western-BlotAnalyse mdglicher Adaptorproteine in Thrombozyten: Die Blots
verdeutlichen, dass  sowohl im  Thrombozytenhomogenatls  auch mit  de
Thrombozytenmembranfraktion (100Cx g Pellets) assoziiert die mdglichen Adaptorproti
detektiert werden konnten.
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Anhand der Blots ist zu erkennen, dass die verdehien genannten madglich
Interaktionspartner alle in den Thrombozyten experimwerden. In weiteren Experiment
sollte untersucht werden, welche der moglichen Aalgpoteine mit dem -Terminus des
MRP4 interagieren. Des Weiteren sollte gezeigt emerddass das PI-Bindungsmotiv
essentiell fur die Interaktion zwischen Transpotted Interaktionsprotein ist. Ausnahme

der AP3Komplex. Da die Bindung uber ein anderes Motiv vigbett wird.

3.4 pull-down-Experiment mit Thrombozytenlysat

Nach dem eine Reihe moglicher Adaptorproteine immofitbozytenhomogenat detekti
werden konnten, erfolgte nach der Expression dsgohfsproteins GS-MRP4 und der GS’
in den Bakterien [2.2.2.21nd deranschlielBenden Immobilisierung an C-Sepharose, die
Inkubation mit dem Thrombozytenlysi2.2.2.2].

Der Komplex bestehend aus G-Sepharose, GSMRP4 und die am MRF-C-Terminus
gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von-Probenpuffer und die Erhitzg auf 95
°C aufgeldst. Im Anschluss dessen wurden die Rretenittels SD-PAGE aufgetrennt
[2.2.2.5 und auf eine Nitrozellulosemembran transferi2.2.2.6] Durch die spezifische
Antikdrper konnte untersucht werden, welche Adgptateine mit dem -Terminus des
MRP4 interagieren [2.2.2.6Als Kontrolle, dass die méglichen Interaktiongpime am (-
Terminus binden und nicht an den anderen Komponeage Komplexes, wurde sowohl
GSH-Sepharose als auch der Komplex bestehend aus-Sepharose und GSmit dem
Thrombozytenlysat inkubiert. In Ak 17 ist zu erkennen, dass die zuvor
Thrombozytenhomogenat detektierten Interaktiongimet mit dem Terminus des MRP

interagieren.

.
NP
BRSO ~
oo 5 kD N
e &
SN27 -61 S NA
RS Qfa kDa
P5D95 .95 HSPS0 =90
AP3B1 ‘ -140  EBPSO -50

Abb. 17: Detektion von an MRP4 bindenden Proteine im Eluat ds pull-down-Experiment:
Durch spezifische Antikérper, die gegen die jeweifi Adaptorproteine gerichtet waren, kor
gezeigt werden, dass EBP50, SNX27, PSD95, HSP9OAREB1 am Fusionsprotein G-MRP4
binden. Allein HSP90 zeigt auch eine Affinitat Ze8T.
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Die zuvor im Thrombozytenhomogenat detektiertenerhdttionsproteine konnten als
mogliche Adaptorproteine des MRP4 nach derit-downVersuch dargestellt werden. In den
Kontrollen konnten keine Banden der Proteine detgktverden. Allein HSP90 bindet als
heat shock proteinwelches fur die Faltung einer Vielzahl von Progginverantwortlich ist,
auch an die GST. Nach der Identifikation von Intdomsproteine mittels Western Blot
wurde der gleiche Versuch nochmals durchgefiihrtaaschlielend die Proben durch SDS-
PAGE aufzutrennen [2.2.2.5]. Die Gele wurden sgeéirbt [2.2.2.9], die Banden in den
entsprechenden Bereichen, die zuvor im Western Blentifiziert wurden, fir die
massenspektrometrische  Analyse ausgeschnitten undberaitet [2.2.2.10]. Die
massenspektrometrische Analyse der Peptidextrakbégte durch Frau Dr. Elke Hammer
(Abteilung fur Funktionelle Genomforschung, Greifdd) mittels LC-ESI-MS-MS
[GREINACHER et al., 20]0Bei der Identifikation der mdglichen Adapterginte wurden
die MS-MS-Spektren nach dem Abgleich mit den humaReoteindatenbanken mit dem
Programm Scaffold 3 visualisiert und validiert. Dpnfidenzbereich fur die korrekte
Identifikation von Proteinen betrug dabei 95 %. Dtagin Protein als identifiziert galt,
mussten mindestens 2 Peptide gefunden werden. rimatehfolgenden Tabelle sind die

detektierten Proteine aufgelistet.

Vergleich der Abundanz von Proteinen in den verscleidenen Molekulargewichtsbereichen auf

Basis der Spektrenzahl.

Identifiziertes | Theoretisches| 140 kDa-Bereich 90 kDa-Bereich 60 kDa-Bereich
Protein M, (kDa)

AP3B1 121 kDa 4 2
AP3D1 130 kDa 4 3
HSP90 85 kDa 3 23 4
PSD95 80 kDa 1

SNX27 61 kDa 4

Anhand der Tabelle ist zu erkennen, dass Peptidelgn Untereinheiten des Komplexes AP3

in den unteren Molekulargewichtsbereichen analysiegrden konnten. Da der gesamte

Komplex 180 kDa besitzt, ist es mdglich, dass wathrder chemischen und thermischen

Behandlung, um die Proteine fir die SDS-PAGE zwatiereren, bereits Peptide des Proteins

mit einem geringeren Molekulargewicht generiert . Die meisten Peptide des HSP90
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wurden im 90 kDa-Bereich detektiert. Des Weiteramden Peptide des SNX27 im 60 kDa-
Bereich analysiert, was mit der Antikdrperbande \Western Blot Ubereinstimmt. Vom
PSD95 wurde lediglich ein Peptid gefunden, wobeseds Peptid spezifisch fur das PSD95

ist.

3.5 Ko-Lokalisationsuntersuchungen mittels indireker Immunfluoreszenz

Als weiterer Hinweis auf eine mdgliche Interaktia@wischen den zuvor detektierten
Adaptorproteinen und MRP4 wurde ihre Lokalisation intakten Thrombozyten mittels
indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Dafur wuptitchenreiches Plasma auf Coverslips
fixiert und anschlieBend mit den jeweiligen Antigérn gegen das MRP4 und gegen die
verschiedenen Adaptorproteine inkubiert. Des Weitenurden die fixierten Thrombozyten
mit Antikorpern gegen dert-Granulamarker LAMP2 inkubiert. Durch die entspretien
Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper konntém Idokalisationen im LSM 780
dargestellt werden [2.2.2.11] (Abb. 18).
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Abb. 18:

Lokalisation von MRP4 und der
maoglichen Interaktionsproteine in
Thrombozyten mittels indirekter
Immunfluoreszenz:

Humane Thrombozyten wurden auf
Kollagen-beschichteten Coverslips
fixiert und mit anti-MRP4-Antikorper
(griin,  AlexaFluof488-konjugierte
Sekundarantikorper) inkubiert. Die
Ko-Farbung erfolgte sowohl mit den
Antikérpern gegen EBP50, SNX27,
PSD95, HSP90 und AP3 als auch mit
LAMP2 als Marker fir 3-Granula
(rot, AlexaFluof568-konjugierte
Sekundarantikorper). Die partielle
Ko-Lokalisation von MPR4 mit den
moglichen interagierenden Proteinen
wird als gelbe Farbe im
Uberlagerungsbild dargestellt. Mittels
konfokalen Lasermikroskop (LSM
780, 100x/1,46 Objektiv) der Firma
Zeiss wurden die Aufnahmen erstellt.
Der GroRRenstandard entspricht 5 pm.



Ergebnisse

Auch mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte gezewgrden, dass die im Western B

detektierten Adaptorproteine partiell mit dem MRR4len Thrombozyten I-lokalisiert sind.

Des Weiteren 2gt MRP4 auch eine partielle I-Farbung mit demé-Granularmarker
LAMP2. Diese Ergebnisse schliel3en eine moéglicheréktion nicht aus

3.6 Kodmmunprazipitaton der Interaktionsproteine

Eine weitere Mdglichkeit, um die Interaktion zwischTransporter und Adaptorproteine
demonstrieren, ist die Kmamunprézipitation. Dabei wurde mithilfe vcanti-rabbit-lgG-
Beads zunachst der AntMRP4 (,SNG“)-Antikdrper gebunden. Als Kontrolle wuri
KaninchenPradimmunserum mit deBeadsinkubiert. AnschlieRend wurden die Antikor-
BeadKomplexe mit dem lysierten Thrombozytenhomogenat inkubie2.2.2.3]. Die
gebundenen Proteine wurden erneut mittels -PAGE aufgetrenntZ.2.2.f] und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertrag({2.2.2.6]. Abb. 19zeigt, welche Interaktionspartner -
prazipitiert werden konnten.

- MRP4

HCh-lg - -EBP50

- -SNX27

-PSD95

-HSP90

-AP3B1

Abb. 19: Western BlotAnalyse nachKo-Immunprazipitation: Aufgereinigtes Thrombozytenlys
wurde mit Anti-MRP4Antiserum und KaninchePraimmunserum als Kontrolle immunpréatiert.
Die Immunoglobuline wurde an magnetischen Beads, miit dem Sekund&rantikGrper A-
KaninchenlgG beschichtet waren, gekoppelt. Prazipitate ubdrktande wurden mittels Immunol-
Analyse mit spezifischen Antikérpern gegen die naigin Interaktinsproteine untersuc

Anhand der Blots ist zu erkennen, dass im Ubersgdliedinteraktionsproteine und auch ¢

MRP4 detektiert werden konnten. Das spricht daféss sowohl der Transporter als auch
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Adaptorproteine im Thrombozytenlysat vorhanwwaren und somit die Grundlage fur «
Prazipitation gegeben war. Der Uberstand diente Kaistrolle, um zu untersuchen,

welchem MalRe die Adaptorproteine und auch das MR&zh der Inkubation mit de
AntikdrperBeadKomplex noch vorhanden waren und sc nicht durch den Komple
prazipitiert wurden. HSP90, SNX27 und AP3B1 konrnzesammen mit MRP4 deutlich i
Anti-MRP4-Prazipitat detektiert werden, aber nicht im Korpa@zipitat. Fir EBP50 un
PSD95 konnten lediglich schwache Banden detektuerden. De Detektion des EBPE
wurde durch das Signal der schweren Kette der ptérenden Antikdrper(annahernd
gleiches Molekulargewichijn Gel erschwert

Des Weiteren ist zu erkennen, dass die verschiaedérteraktionsproteine unterschiedli
stark ko-praipitiert wurden. Ein Grund dafur konnte die Bindungwischer

Interaktionsprotein, Transporter und Antikér-BeadKomplex sein.

3.7 pull-down-Experiment mit dem Fusionsprotein GS™-MRP4 ohne PDz-
Bindungsmotiv

Nach dem mit verschiedenen Methoden gezwerden konnte, dass unterschiedli
Interaktionsproteine mit dem MRP4 interagieren,ltsobezeigt werden, dass das F-
Bindungsmotiv des MRP4 fir die Interaktion mit F-Bindungsproteinen essentiell i
Dafir wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus GST und dem MRP4 ohne P-
Bindungsmotiv, generiert2[2.1.10.] und erneut dagull-downExperiment durchgefih
[2.2.2.9. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der Progemittels SD-PAGE [2.2.2.5]
und der Transfer der Proteine auf eine Nitrozeleaitembran [2.2.2.6].

AD
&
& >
£ 8§
NN
& @
kDa - <
50 - | - EBFS50
61 - | — SNX27
95 pPsDo9s Abb. 20: Western BlotAnalyse nach dem pull-down-
e Experiment: Das PDZBindungsmotiv des MRP4 ist fiir ¢
90 - b HSP20  Interaktion des EBP50, SNX27 und PSD95 essenti&P90
- und AP3 interagieren mit dem MRP4 u{ber ein and
140 - (S AP3B1 |nteraktionsmotiv.
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Die detektierten Banden verdeutlichen, dass das-Bindungsmotiv,ETAL" des MRP4
essentiell fur die Interaktion zwischen Transportadwen Adaptorproteinen SNX27, EBF
und PSD95 ist. Des Weiteren ist zu erkennen, dassld das HSP90 als auch das AP«
Uber ein anderes Bindungsmotiv mit dem MRP4 inieragwelches noch vor dem nels

Mutagenese eingebautem Stoppcodon lir

3.8 Expressionslevel der Adaptorproteine in versckdenen Zelllinier

In den folgenden Versuchen sollte gezeigt werdeig, sich die Transporterlokalisatis
verandert, sofern die Expression der Adaptorgne mittelsknockdowr verringert wird.
Zuvor wurde jedoch untersucht, in welchen Zelllmgie Adaptorproteine exprimiert werde
Dafur wurden Homogenate verschiedener ZelllinierOTk-, HEK293- und HelLa-Zellen)
mittels Western Blot untersucht. Abb21 vedeutlicht, in welchem Malke d

unterschiedlichen Zelllinien die Adaptorprotein arperen

50-| --- EBPS50

B - | ——— SNX27

95 | e a  (PSDYE

90- | e — | H{SPO

140- | S 1 P3E

Abb. 21: Western BlotAnalyse der Adaptorproteine in verschiedene Zellliren: Die Menge der
eingesetzten Proteine der verschiedenen Zelllagebei 50 pg Gesamtprotein / Bahn. In allen
Zelllinien werden die Adaptorproteine unterschieldlstark exprimiert

Die Adaptorproteine werden in den verschiedenefiizieh untersciedlich stark exprimieri
Von Interesse war die Expression der Interaktiostgme in den MO7-Zellen. MO7e sind
megakaryoblastische Leukdmieze und somit ein Modell furVorlauferzellen de
Thrombozyten. Da die Interaktion zwischen EBP50 MfP4 durcl HOQUE et al., 2008
bereits beschrieben wurde, erfolgte die Untersugldar Transporterlokalisation naknock-

downvon SNX27, PSD95 und AP3E
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3.9knock-downder Interaktionsproteine

MO7e-Zellen wurden mit siRNA spezifisch fir SNX27, PSD95 und 38R transfiziert
[2.2.3.3]. Mithilfe der RNAmterferenz wurde die mRN-Expresson der Adaptorprotein
heruntereguliert. Nach der Inkubationszeit wurden die &elgeerntet und aufgeschloss
Der Effekt der Herunterregulierung der Proteineltsotunadchst & Proteinebene mitte
SDS-PAGE [2.2.2Bund Transfer der Proteine auf eine Nitrozellutosenbran 2.2.2.6]
dargestellt werden (Abb. 22)
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kDa @ < < kDa @ < & kDa %’ < &
61-| = SNX27  95- PSD95 140~ AP3BI
26- | - |GAPDH  26- - GAPDH 26 - s | GAPDH

Abb. 22: Western-Blot-Analyse nach siRN/Transfektion: Von den Proteinen des SNX- und des
AP3B1knock-dowrAnsatzes wurden 20 pug und von den Proteinen de®%-knock-downsl5 g
eingesetzt. Des Weiteren ist zu erkennen, daskxgeession der Adaptorproteine du den Einsatz
der siRNA herunteeguliert werden konnt

Die detektierten Banden verdeutlict dass nach siRNAyansfektion die Adaptorproteir

herunter reguliert werden konnten. Der Effekt wair ®NX27 und AP3B1 am deutlichsten

erkennen, wenn die Menge der eingesetzten Prdbein20 g lag. Bei PSD95 war der Effi

ersichtlich nach dem Einsn von 15 pg. Als Kontrolle dienten untransfil@e07¢Zellen

und Control siRNA. Bei beiden Ansatzen blieb die Intensitat dkstektierten Bande

anndhernd gleich. Des Weiteren wurden die gleidBlets nach dem Stripper2.2.2.7] mit

anti-GAPDH behandelt. Die Detektion des Enzyms wurdeRa$erenzprotein verwend:s

anhand dessen ersichtlich ist, dass von allen Aesétie gleiche Menge an Protein einges

wurde.

Die densitometrische Auswertung der detektiertegn&e erfolgte bei deVerwendung des
ChemiDoc XRSSystem mit dem zugehorigen ProgramQuantity On. Anhand der
dargestellten Werte, nach densitometrischer Auswgrt konnte die prozentuelDown-

Regulation errechnet werden.
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Adaptorprotein prozentuale Down-Regulation
SNX27 14,3
AP3B1 42,3
PSD95 52,8

Prozentuale Down-Regulation nach siRNA-Transfektion: Anhand der ermittelten Werte nach
densitometrischer Auswertung konnten die Quotiersetschen den Werten der Adaptorproteine
bzw. derControl siRNAund der GAPDH gebildet werden. Der ermittelte @rdgtder Control sSiRNA
wurde dabei mit 100 % gleich gesetzt. Dadurch kenetrechnet werden, inwieweit die
Adaptorproteine prozentual herunterreguliert wurden

Da mittels Western Blot gezeigt werden konnte, dés#\daptorproteine mithilfe der siRNA-
Transfektion herunter reguliert werden kénnen, wurd Anschluss erneut eknock-down
der Interaktionsproteine durchgefiihrt, um eine robgl Anderung der MRP4-Lokalisation

Zu untersuchen.

3.10 Untersuchung der MRP4-Lokalisation nach siRNA«nock-down von
Adaptorproteinen

MO7e-Zellen wurden mit siRNA spezifisch fiur SNXZFSD95 und AP3B1 transfiziert. Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen zur Markigyutter Plasmamembran biotinyliert, um
darauffolgend eine indirekte Immunfluoreszenz dmuétihren [2.2.2.12]. Dabei wurden die
Zellen mit Antikérpern gegen MRP4, PSD95, AP3 uMiX87 sowie mit FITC-markiertem
Streptavidin, das an Biotin bindet, inkubiert. Aaswertung erfolgte mithilfe des LSM780
(Abb. 23).
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Abb. 23: Anderung der Lokalisation von MRP4 nach siRN/-knock-downder Adaptorproteine
SNX27, AP3B1 und PSD95Ko-Farbung des MRP4 (rot), der Aptorproteine (blau) sowie d
Zellmembran (griin) zeigt eine partielle -Lokalisation der Adaptorproteine mit MRP4 ni
Transfektion mit derControl sSiRNA im Zellinneren (lila Farbung) sowie eine palte Ko-
Lokalisation des MRR4 mit der Zellmembran nach Tiekt®on mit der siRNA (gelbe Farbung)
MOQ7e. Die Fluoreszenzbilder wurden mit dem LSM780 aufgenomr(@3x/1,46 Objektiv). De
GroRRenstandard entspricht 10 |

Nach Transfektion mitControl siRNA ist eire Lokalisation der Interaktionsproteine
MRP4 im Zellinnererzu erkennen, wie dies auch bei untransfizierten é-Zellen der Fall
ist. Erkennbar durch die Uberlagerungsfarbe lil&P ist nur partiell mit der Zellmembr:
assoziert. Das wird verdeuthtdurch eine geringe t-Lokalisation mit dem FIT-markierten
Streptavidin, welches an membrangebundenes Biakopmgpelt ist und als grin detekti
werden konnte. Im Vergleich dazu ist MRP4 nach S$fektion mit der siRNA de
verschiedenen Adaptorprote hauptsachlich Membrdokalisiert, was  al

Uberlagerungsfluoreszenz mit Fl-markiertem Streptavidin gelb detektiert werden ken
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Somit bewirkt einknockdowr der Adaptorproteine, dass MRP4 zu einem geringArggil
internalisiert wird. Die Veranderg der Lokalisation des MRP4 wurde statistisch awsgeet
und graphisch dargestellt. Die Auswertung erfolgiedem Kc-Lokalisation-Tool der ZEN
2010Software des Mikroskops LSM 780Dabei wurden die gewichteten -
Lokalisationskoeffizienten, die sichs der Summe der Intensitaten der M-Pixel (rote
Fluoreszenz), die mit den FI-StreptavidinPixel (grine Fluoreszenz) -lokalisieren, im
Verhaltnis zur Gesamtsumme der roten Pixelintetegit@®ermittelt. Die ermittelten Wer
wurde mithilfe Graph Pad Rm 5 graphisch dargestellt (A 24).
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Co-Lokalisations-
koeffizient (%)
8

L

L] i

L}

siRNA - Co  SNX27 Co PSD9S Co AP3B1

Abb. 24: Ko-Lokalisation von MRP4 mit der Plasmamembran nach siRA-knock-down der
Adaptorproteine: Die angegebenen I-Lokalisationskoeffizienten sindin Maf3 fir den Anteil de
MRP4, der in derPlasmamembran lokalisiert war (-Lokalisation mit FIT(-Streptavidin),
(Mittelwert £ SD; n> 6). Statistisch signifikante Differenz zwischControl siRNA und siRNA de
verschiedenen Adaptorproteine I*p < 0,05, *** p< 0,001 (Student's t-Test).

Die graphische Auswertung verdeutlicht ebenfallsassd nach knock-dow der
Adaptorproteine das MRP4 hauptsachlich Mem-lokalisiert ist. Nach dem die Zellen n
Control siRNA transfiziert wurden, war die l-Lokalisation des MRP4 mit der Membr
wesentlich geringeer Effekt war am starksten naknock-dowrnvon PSD9: (63 + 7 %),
gefolgt von AP3B1 (33 2 %). Nach dem Herrunterregulieren des SNX27 warZunahme
der MRP4-Plasmamembrdmwkalisation statistisch signifikant, dennoch imrleich zu der

anderen Intexktionspartnern relativ schwach (- 20 %).
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3.11 Expression und Lokalisation der Konstrukte  CFP-MRPA4,
CFP-MRP4(-PDZ) und SNX27-YFP

Die Internalisierung des MRFnach Adaptorprotein-Uberexpressiomirde beispielhaft fur
SNX27 mittels der CFPund YFF-gekoppelten Konstrukte CFP-MRPEFF-MRP4(-PDZ)
und SNX27-YFP2.2.1.10.3, 2.2.1.10.4 und 2.2.1.7] untersucht.

Dafur wurden MDCKIIZellen in ,, Chambered Borosilicate Coverglass Systeausgesét,
um daraufhin di@ransfektion durchzufihrei2.2.3.4].

Auf der einen Seiterfolgte die alleinige Transfektion der Konstrukien die Lokalisatiot
des MRP4 mit und ohne PEZomane und des SNX27 zu untersuchen. Des Weiteueten

die Leervektoren, die als Kontrollen dienten, tfamesrt.

Abb. 25: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der zellularen Lokalisationvon CFP und YFP
(Transfektion mit den Leervektoren pECFP und pEYFP) sowie der Fusionsproteine FP-
MRP4, CFP-MRP4(PDZ) und SNX27-YFP: Nach der Transfektion der verschiedenen Konstr
und derLeervektoren wurde die Lokalisation der Proteinétets LSM 780 detektiert. CFP wurde
grin und YFP als rot dargestellt. Der GréRenstahdatspricht 10 pr

Da die Proteine CFP und YFP eine Eigenfluoreszesitden, mussten sie lediglich mit ¢
Wellenlange fur blaues (~ 48— 420 nm) bzw. gelbes Licht (~ 580560 nm) angeregt
werden. Mithilfe des Programms Z| 2010 wurden die blaue bzw. gelbe Fluoreszenz in
bzw. rot angegeben.
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Anhand der Abbildungen ist zu erkennen, dass dd&@RP4 mit und ohne PDZ-Domane in
der Membran und z.T. in Membran-nahen Vesikeln llsiat ist. Das SNX27-YFP und die
Leervektoren pEYFP und pECFP befinden sich inttaltit.

Im weiteren Verlauf wurden die Konstrukte CFP-MRi CFP-MRP4(-PDZ) sowohl mit
dem Konstrukt SNX27-YFP als auch mit dem Leerveki&YFP ko-transfiziert. In den
folgenden Abbildungen wird dargestellt, inwieferie dJberexpression des SNX27 einen
Einfluss auf die Lokalisation des MRP4 hat. Aucmiki® untersucht werden, ob die PDZ-

Domane fir die Internalisierung erforderlich ist{A 26).

Abb. 26: Lokalisation des MRP4 in Abhangigkeit vonder SNX27-YFP-Expression:MDCKII-
Zellen wurden mit CFP-MRP4 und CFP-MRP4(-PDZ) @rin dargestellt) transfiziert und mit
SNX27-YFP (in rot dargestellt) oder YFP allein (ot dargestellt) ko-transfiziert. Die subzellulare
Lokalisation wurde mittels konfokaler Fluoreszenmmskopie detektiert (63x/1,46 Objektiv).
Mithilfe der ZEN Software wurde die Ko-Lokalisati@malysiert. Ko-lokalisierte Pixel (Co-loc, gelb)
wurden extrahiert und in einem separaten Bild dagje Die prozentuale intrazellulare Ko-
Lokalisation der totalen CFP-Fluoreszenz der Bildarde errechnet. Fir CFP-MRP4 lag sie bei 33 =
4 % und 45 % 4 % und fur CFP-MRP4(-PDZ) bei 26 ¥%2ind 27 + 2%, wenn mit YFP und YFP-
SNX27 ko-exprimiert wurde (Mittelwert £ SD; n = )er GroRenstandard entspricht 10 pm.

MDCKII-Zellen wurden in dem Versuch benutzt, daden Zellen MRP4 hauptséachlich in der
basolateralen Plasmamembran lokalisiert ist. Demvagrde die gesteigerte intrazellulare
Lokalisation des MRP4 deutlicher. Wie erwartet waurdFP-MRP4 sowohl in der
Plasmamembran als auch in einigen intrazellulateuk&iren detektiert. Wurde SNX27-YFP
ko-exprimiert, konnte eine signifikante Anzahl deéEP-MRP4 mit dem SNX27-YFP ko-
lokalisiert in intrazellularen Strukturen detektisrerden. Wurde das CFP-MRP4 ohne PDZ-
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Bindungsmotiv transfiziert, war die Lokalisation upaséchlich membranstandig. Im
Vergleich zum PDZ-Bindungsmotiv-enthaltenen MRP4rdeudie Lokalisation des CFP-
MRP4(-PDZ) nicht signifikant beeinflusst, wenn SNXZFP ko-exprimiert wurde. Diese
Ergebnisse bestatigen, dass die Interaktion mit 8®%-Bindungsmotiv die intrazellulare

Umverteilung des MRP4 fordert.
Des Weiteren bewirkte der Leervektor YFP keine Slakation des MRP4 mit und ohne

PDZ-Doméne in das Innere der Zelle.
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4. Diskussion

MRP4 ist ein Mitglied der ABCC-Subfamilie d&XTP-binding cassette transporterks
transportiert eine grol3e Vielfalt an endogenen x@dobiotischen organischen anionischen
Verbindungen aus der Zelle. Des Weiteren vermitilRP4 den Transport von Molekilen,
die in das zellulare i§nalling involviert sind. Diese Moleklle beinhalten inshedere
zyklische Nukleotide, Eicosanoide und konjugierteer@de. Das Substratspektrum, die
Regulation und die Lokalisation des MRP4 in polarien Zellen stehen in Verbindung mit
einer moglichen Schlisselfunktion beim zellularem&z und bei SignalwegeRUSSEL et
al., 2008.

MRP4 wird in verschiedenen Geweben exprimiert, zvi8. Prostata, Nieren, Leber, Gehirn
und Thrombozyten sowie in einigen ZelllinieRITTER et al., 20Q5Die Lokalisation vom
MRP4 ist dabei abhangig vom Zelltyp, in denen gsriexert wird [HOQUE et al., 200B
Durch interagierende Proteine kann die MRP4-Lokéilis beeinflusst werden.

Die Bedeutung interagierender Adaptorproteine wineleits in verschiedenen Publikationen
beschrieben. Zum Beispiel konnte in den Arbeiten MOQUE et al., 2008, 2009ezeigt
werden, dass das NHERF1 (EBP50) am C-Terminus de®4vbindet und die EBP50-
Expression in HeLa-Zellen zu einer vermehrt intha@ren Lokalisation von MRP4 fihrt.

Ein weiteres Beispiel fur die Interaktion zwisch&daptorprotein und Transporter und damit
die Regulation der Lokalisation konnte HAYASHI et al. 2012urch die Interaktion
zwischen SNX27 und MRP4 dargestellt werden. Rewck-downdes SNX27 in HEK293-
Zellen erhéhte die Zelloberflachenexpression dePMIR

In der vorliegenden Arbeit war die Regulation derotmbozytaren Lokalisation des MRP4
durch verschiedene Adaptorproteine von Interesse.

JEDLITSCHKY et al., 2004konnte bereits zeigen, dass das MRP4 auler in der
Plasmamembran auch in d&Granula der Thrombozyten verstérkt vorhanden/fikibei der
Transporter in ruhenden Thrombozyten wahrscheimiclrangig in der Membran dey-
Granula lokalisiert istJEDLITSCHKY et al., 2012Bei bestimmten Patienten mit eing¥-
storage-pool-deficiency“(6-SPD) ist das MRP4 an die Plasmamembran dislokaligiu
finden JEDLITSCHKY et al., 20J0Aufgrund dessen liegt die Vermutung nahe, dass d
durch verschiedene Adaptorproteine-vermittelte $pant von Proteinen zu deinGranula
gestort ist. Mutationen in entsprechenden Bindurgsmen in Thrombozyten, die an der
korrekten Lokalisation von MRP4 und anderen Trartgpoteinen in des-Granula beteiligt

sind, kdnnten Ursache von bestimmée8PD-Phanotypen sein.
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Eine Storung der Lokalisation des MRP4 in den Thyomyten wurde ebenfalls in
MATTIELLO et al., 201Dbeschrieben. In der Publikation wurde die thronybire MRP4-
Lokalisation nach einer Bypass-Operation mit derRMR_okalisation in Thrombozyten von
gesunden Probanden verglichen. Die thrombozytarePMMBokalisation in gesunden
Probanden wurde hauptsachlich in de@ranula und zytoplasmatisch-vesikularen Elementen
beobachtet. Nach einer Bypass-Operation ist MRPd&ugsweise nahe bzw. in der
Plasmamembran mittels Immunfluoreszenz detektierden. Wohingegen die intrazelluléaren
Signale mehr verteilt und meistens mit vesikulaiElementen assoziiert waren. Diese
Beobachtungen wurden durch Ko-Lokalisationsuntdrsngen mittels Immunfluoreszenz
unterstitzt. Denn MRP4 war hauptsachlich mit derasfbmembran-Marker CD42 ko-
lokalisiert und weniger mit deréi-Granula-Marker LAMP2. Die MRP4-Uberexpression in
der Plasmamembran war verbunden mit einer Aspidgsistenz.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung eines mekinanten Fusionsproteins aus einem
carboxyterminalen Fragment des Membranproteins MR®#4 der GST. Durch die
Transformation irE.coli-Stdmme mit einem geeigneten Konstrukt sollte dasdasprotein
rekombinant exprimiert werden. Das gereinigte Fuspootein sollte in folgenden Arbeiten
dazu dienen, interagierende Proteine, die an di€siénles MRP4 binden, zu identifizieren.
Der C-Terminus des MRP4 besitzt esonsensus class RDZ-Interaktionsmotiv (ETAL).
PDZ-Bindungsmotive sind Protein-Interaktionsdomaijndie in einer Sequenz-spezifischen
Art und Weise an kurze C-terminale oder internetiBegbinden. Die Organisation um PDZ-
basierte Faltung erlaubt eine stabile Lokalisatien interagierenden Proteine und verbessert
das Mal3 und die Genauigkeit der Signaltransduktioerhalb des KomplexeSHENG et
al., 2001. AulRerdem konnte durdh-silico Analysen des C-Terminus eine putative mégliche
Erkennungssequenz fir Adaptorprotein-Komplexe (ARB¥VLL-1262) identifiziert
werden. Beide Interaktionsmotive sind in dem hiemegierten Fusionsprotein enthalten.
Neben der Identifikation mdglicher Adaptorproteides MRP4 mittelpull-downVersuch
wurden Ko-Immunprazipitationsstudien zur Identéizing von Bindeproteinen durchgefuhrt.
Die Ko-Immunpréazipitation wurde angewendet, um aen Thrombozytenhomogenat
mithilfe eines Anti-MRP4-Antikérpers den TransportéIRP4 zu préazipitieren und
gleichzeitig damit die am MRP4 gebundenen mdglichearaktionsproteine. Eine weitere
Uberpriifung der moglichen Interaktion mit MRP4 égfe durch Ko-Lokalisation mit den
identifizierten Interaktionspartnern in der Immuwmfteszenzmikroskopie.

Mit den genannten Versuchen konnten verschiederteraktionspartner des MRP4

identifiziert werden. Aufgrund dessen wurde untehgu inwieweit diese Adaptorproteine
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einen Einfluss auf die MRP4-Lokalisation besitz&afur wurde derknock-downeiniger
Adaptorproteine in MO7e-Zellen durchgefihrt. Da theéeraktionsproteine herunterreguliert
werden konnten, wurde nach siRNA-Transfektion diekdlisation des MRP4 mittels
indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Die Ko-Ud@ionsuntersuchungen zeigten eine
verstarkte Lokalisation des MRP4 in der Plasmamamiwon MO7e-Zellen, die als Modell
fur thrombozytare Vorlauferzellen verwendet wurdém. Vergleich dazu war das MRP4
vermehrt intrazellular lokalisiert, wenn ansteller diRNA Control siRNA transfiziert wurde.
Schlief3lich wurde noch der Einfluss der Interaksjoartner auf die MPR4-Lokalisation durch
Uberexpression exemplarisch fir das AdaptorprdsiX27 in einem geeigneten Zellsystem,
in diesem Fall in MDCKII-Zellen, untersucht. Dalveurde auch die Rolle des PDZ-Motivs
fur die MRP4-Lokalisation Uberpruift.

4.1 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

Ein Fusionsprotein (auch Hybridprotein) entstehtcudie gemeinsame Expression zweier
Gene oder Genteile, die hintereinander im Genomefie Durch Entfernung des Stopp-
Codons hinter dem ersten Gen werden beide Genegstegen, als ob es sich um ein einziges
Gen handeln wirdénftp://www.chemie.de/lexikon/Fusionsprotein.jtml
Expressionsvektoren kénnen auf zwei verschiedenésaiekonstruiert werden. Bei den
Transkriptionsfusionen tragt der Vektor alle zur pEession nétigen 5- und 3'-
Kontrollsignale (Promotor, Operator). Das zu experande Gen wird mit seinem eigenen
AUG-Startcodon direkt hinter die 5 -Kontrollsignalkloniert und als authentisches,
biologisch aktives Protein synthetisiert. Bei demrranBlationsfusionen stammen die
notwendigen 5- und 3 -Kontrollsignale inklusivesdgtartcodons und eventuell ein Teil der
N-terminalen (oder C-terminalen) Bereiche des zdebiden Proteins vom Vektor. Das vom
heterologen Gen kodierte Protein wird als Hybrid@iroexprimiert und muss eventuell spater
in geeigneter Weise gespalten werden, um ein hsbgaktives Protein zu erhalten.

Vorteile der Fusion bestehen u.a. in der Loslichide erhoht wird. Des Weiteren besteht ein
besserer Schutz gegen Proteolyse und die Aggréiatbi wird bei hydrophoben Proteinen
vermindert COSTA et aJ 2014. Aulerdem wird die Aufreinigung aufgrund einer
funktionellen Domane erleichtert. Im Falle des @thion-S-Transferase-(GST)-Gen-
Fusionssystems kann das Fusionsprotein Uber die-&AfgirbseBeadsaufreinigt werden, da
die GST an Glutathion bindeARPER et al., 2011
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4.2 Generierung eines Konstrukts zur Expression ees GST-MRP4-
Fusionsproteins und heterologe Expression i&.coli

In Anlehnung an die Arbeit von Hoque et al., (20@8kde zuné&chst ein carboxyterminales
Fragment von ca. 400 bp in den pET-41b(+)-Vektot der GST-Sequenz kloniert. Im
Anschluss dessen konnte das Fusionsprotein exptimiad die Interaktionsstudien
durchgefuhrt werden.

Das Glutathion-S-Transferase Gen-Fusionssystem eist vielseitiges System fur die
Expression, Reinigung und Detektion des Fusionsprst Das System basiert auf einer
induzierbaren, hohen Expression von Genen oder ré&gmenten mit der GST als
Fusionsprotein. Das Fusionsprotein weist damit @eninoterminus der GST und den
Carboxylterminus des Proteins vom klonierten Gegrfrant auf.

Die Expression steht unter der Kontrolle detat-Promotors, der durch IPTG induziert wird.
AulRRerdem besitzt dieser Vektor noch ein intertaes-Gen. Das Produkt des Gens ist ein
Repressorprotein, welches an die Operatorregiotadd3romotors bindet und die Expression
bis zur Stimulation mit IPTG verhindert. Dadurchravdie Expression des Inserts kontrolliert.
IPTG ist ein Galactose-Thioglycosid, welches alsidtlicher Induktor dedac-Operons
verwendet wird, um die Expression zu kontrollierdm Gegensatz zu Lactose bzw.
Allolactose wird IPTG nicht im natirlichen Metalwtius von Bakterien umgesetzt. Seine
Konzentration ist deshalb wahrend eines Versuchsstkot und der Repressor bleibt
inaktiviert.

Die GST konnte nach Transformation desoli BL21(DE3)-Stammes mit dem Vektor und
Induktion der Expression mit IPTG mithilfe der A@IST im Western Blot detektiert werden.
Die GST hat ein Molekulargewicht von 26 kDa.

Das Fusionsprotein, bestehend aus dem ca. 400 pdMARagment und der GST, konnte
nach Transformation und IPTG-Stimulation im Westlot mithilfe der Anti-GST bei ca. 41
kDa nachgewiesen werden. Die weiteren Banden, diedam Blot detektiert wurden,
konnten Degradationsprodukte oder unspezifisch&émgerbindungen darstellen. Aul3erdem
konnte mithilfe der massenspektrometrischen Analgeeeigt werden, dass das MRP4-
Fragment erfolgreich in den pET-41b(+)-Vektor kiemiwurde.
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4.3 Interagierende Proteine

4.3.1 Mogliche Interaktionspartner

MRP4 besitzt am C-Terminus etonsensus class | PDZ-interaction mobieses Motiv ist
dem vom MRP2 und CFTR &hnlicHOQUE et al., 200pP Fur einige Adaptorproteine ist das
PDZ-Bindungsmotiv fir die Interaktion mit dem Traoster von Bedeutung. IBELLER et
al., 2012wurde die Interaktion zwischen dem MRP4 und CFERchrieben. MRP4 agiert in
epithelialen und glatten Muskelzellen als cAMP-&ttransporter, um den intrazellularen
CAMP-Level zu regulieren. Des Weiteren verandert PR die Effektorfunktion
einschlie3lich der Aktivierung des cAMP-stimulient€FTR. Der MRP4-Inhibitor, MK571,
verstarkte die submaximale Isoproterenol-stimdietAMP Akkumulation und die
Kardiomyozyten-Kontraktionrate vig;-Adrenorezptor und die CFTR-Expression war
entscheidend fir die submaximale Isoproterenoligierte  Kontraktionsrate.
Interessanterweise waren MRP4-abhéngige Verandenuitg der Kontraktionsrate CFTR-
abhangig. Es konnte gezeigt werden, dass das MRB&Relle bei der cCAMP-Regulation in
Kardiomyozyten spielt. Des Weiteren ist MRP4 in d&fTR{-adrenergisch-stimulierten
Kontraktion involviert. Scheinbar interagieren MR&dd CFTR direkt miteinander Utber ihre
PDZ-Bindungsmotive.

MOON et al., 201%eschrieb die Wechselwirkung zwischen CFTR und MIRP Darm. In
der Publikation wurde gezeigt, dass CFTR-MRP4-dtgha Makromolekilkomplexe eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von Medikamemtdnzierter Diarrhd spielen. Als
Arzneimittel in den Studien wurde u.a. Irinotecarwendet. Irinotecan wird afgst-line-
und second-line€hemotherapeutikum bei fortgeschrittenem und remtndem Darmkrebs
verwendet. Kompetitive Irinotecan-Inhibition des MR-Efflux durch MRP4 resultiert in
einem Anstieg des intrazellularen cAMP-Levels. Nedgbhtiger war die Beobachtung, dass
der cAMP-Spiegel an bzw. in der Nahe der Plasmamamanstieg. Das deutet darauf hin,
dass Irinotecan den cAMP-Spiegel durch VerandedergIRP4-Funktion erhoht und damit
eine lokalisierte cAMP-Akkumulation induziert. Dieompartementalisierte Erh6hung des
CAMP-Levels aktiviert CFTR-Kanale, sofern Irinotacaden CFTR-MRP4-enthaltenen
Makromolekilkomplex an der Plasmamembran nicht nirenDes Weiteren wurde
herausgefunden, dass Irinotecan die Bildung einesimolekularen-Komplexes bestehend
aus CFTR und MRP4 an der Plasmamembran erhoht,ittedtndurch das Adaptorprotein
PDZK1 (NHERF3). In Anwesenheit des Medikaments wilieé MRP4-Mobilitdt in die

Membran reduziert und in Abwesenheit des Arznealsthat MRP4 eine hohere laterale
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Diffusion in die Plasmamembran. Somit induzierhdtecan eine erhdhte CFTR-vermittelte
Sekretion von Flussigkeiten durch Inhibition des R4Rvermittelten cAMP-Efflux. Des
Weiteren erhoht die Bindung des Medikaments dieuBig eines CFTR-MRP4-enthaltenen
Makromolekil-Komplexes, welches durch PDZK1 verstitvird.

Auch fur MRP2 konnte gezeigt werden, dass die &ki@gwn mit einem Adaptorprotein fir die
Lokalisation von Bedeutung ist. Radixin interagmait dem C-Terminus von MRP2. Radixin
ist das dominante ERM-(Ezrin-Radixin-Moesin)-Protéi der Leber von Méausen und ist in
den kanalikilaren Membranen der Hepatozyten koneent MRP2 ist ebenfalls in den
kanalikularen Membranen lokalisiert und sekretiegt. Bilirubinglucuronide in die Galle. In
Radixin-defizienten Mausen ist MRP2 in den kanddken Membranen vermindert. Das
deutet darauf hin, dass Radixin fur die korrektédlsation des MRP2 in den kanalikularen
Hepatozyten erforderlich isK|[KUCHI et al., 2002

Bereits beschrieben wurde aul3erdem eine InterakiesnC-Terminus von MRP4 mit den
ScaffoldingProtein EBP50 (NHERF1HOQUE et al., 200P In den Arbeiten von HOQUE
et al.,, 2008 konnte gezeigt werden, dass das EBRSC-Terminus des MRP4 bindet und
eine Internalisierung von MRP4 begunstigt.

Des Weiteren fuhrten die Autoren die apikale Exgias von MRP4 in LLC-PK1-Zellen auf
die relativ hohe EBP50-Expression in diesen Niez#ea zuriick HOQUE et al., 2008b
Jedoch wurde mittlerweile auch eine Interaktion dem NHERF 3 in der Niere gezeigt
[PARK et al., 2014 Hier konnte gezeigt werden, dass in NHERF3(M3gusen die MRP4-
Expression an der apikalen Membran der proximaldvuli deutlich vermindert ist.

In HAYASHI et al., 201%urde die Assoziation des SNX27 mit der intradahen Sortierung
des MRP4 und damit mit der Regulierung der Zellb@elnenexpression und den
Transportfunktion des MRP4 in HEK293-Zellen ndhatessucht. Die Arbeitsgruppe um
HAYASHI et al.konnte SNX27 als Bindungspartner von MRP4 idenitfien. In vitro
Bindungsassays und Ko-Immunprézipitationsstudiestdbgten, dass die Interaktion via
PDZ-PDZ-Interaktionen erfolgt. Démock-downdes SNX27 in HEK293-Zellen erhdhte die
Zelloberflachenexpression des MRP4. Ferner wurdeige dass nach SNXZfock-down
die Internalisierung des MRP4 von der Zelloberfagehemmt wird. Die Suppression des
SNX27 hatte dagegen keinen Effekt auf das RecydesggMRP4 zur Plasmamembran.
SNX27 wurde urspringlich im Neokortex der Ratte aatwicklungsregulierendes
psychostimulierendes Gen identifiziert. Es integaigiiber die PDZ-Domane und reguliert die
intrazellulare Sortierung. Dennoch ist die Funktiales SNX27 nicht vollstandig

charakterisiert, da der Sortierungsprozess, derchduBNX27 beeinflusst wird, vom
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Targetprotein abhangt. Die PDZ-Domane des SNX2iathef sich im N-terminalen Bereich.
AulRerdem moduliert SNX27 das friihe endosonvalicking des 5-Hydroxytryptamin-Typ-
4(a)-RezeptorsJOUBERT et al., 2004 des G-Protein-gesteuerten KaliumkanalgNN et
al., 2009 und des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors 2CA( et al., 2011 Des Weiteren
unterstitzt SNX27 das effiziente Recycling des Ri2zeAorezeptord AUFFER et al., 2010
zur PlasmamembraimAYASHI et al., 2012

In normalen nicht-aktivierten Thrombozyten sché4fRP4 hauptsachlich in deirGranula
lokalisiert zu sein JEDLITSCHKY et al., 2004 Daher wurden auch Proteine in Betracht
gezogen, von denen bekannt ist, dass sie an d@i&artierung von Proteinen zu den delta-
Granula beteiligt sind. Dazu gehéren die Komponendes Adaptorprotein-Komplex 3
(AP3). Fur AP3A wird angenommen, dass es Subsu@te Trans-Golgi-Netzwerk und/oder
frihen Endosomen zu spaten Endosomen, multivésiul Korpern, Lysosomen und
Lysosom-verwandten Organellen transportiert. APSBin der Biogenese von synaptischen
Vesikeln von Endosomen involviert. Allerdings ist wrzugsweise in neuronale Prozesse in
primaren Neuronenkulturen konzentriec@HNO, 200§ AP3 besteht aus 4 verschiedenen
Untereinheiten DELL"ANGELICA et al., 1997 Mutationen in der 3-Untereinheit (AP3B1)
sind als eine der Ursachen des Hermansky-Pudlal#8yrs bekanntDELL ANGELICA et
al., 1999, bei dem auch die Expression und Lokalisation WRRP4 gestort zu sein scheint
[JEDLITSCHKY et al., 2004

Im Saugetier gibt es sechs Mitglieder der AP-Komytamilie. AP1A, AP2, AP3A und AP4
werden ubiquitar exprimiert. Die anderen zwei Méder, AP5 und APG6, sind zellspezifische
Isoformen des AP1A und AP3A: das Epithelium-spszhlie AP1B und das auf Neurone-
beschrankte AP3BJHNO, 2006.

Wie bereits erwahnt, weist MRP4 ein Di-Leucin-basi® mogliches AP-Bindemotiv nahe
des C-Terminus auf.

Hinweise aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe emmem an einer Sephadex-Saule
gekoppelten C-terminalen Peptid von MRP4 (letzténAminosauren) ergaben aul3erdem
eine mogliche Interaktion mit dem HSP90 und dem f#daein PSD95 [Dissertation Marie-
Luise Kromrey, ,Die Funktion des MRP4 (ABCC4)-Traosters in Thrombozyten:
Bedeutung von Adaptorproteinen®, Greifswald 2016].

Die postsynaptic densityPSD) ist ein komplexes Netzwerk bestehend ausmsiméter-
Rezeptoren, Verankerungsproteinen und Zytoskehlatsieen. Die Konzentration der

Transmitter-Rezeptoren in den PSDs ist nicht nur dine zuverlassige und schnelle
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synaptische Ubertragung essentiell, sondern spiglh bei der synaptischen Plastizitat und
der moglichen Erinnerungsformation eine wichtigél&pKOULEN et al., 1998

Die Stimulation von Dopamin- und Glutamatrezeptoreaduliert die Genexpression und
Funktion von spezifischen PSD-Proteinen (staffoldingProteine, wie z.B. PSD95), die zu
einem Kalzium-regulierten Netzwerk gehdr&taffoldingProtein-Fehlfunktionen fihren zu
einer ernsthaften Beeintrachtigung des Kalzium-agigensignaling [DE BARTOLOMEIS
et al., 2012

PSD95 ist ein insbesonders neuronal-exprimierteg-Pidtein, welches mit Rezeptoren und
Zytoskeletelementen in den Synapsen assoziierivishei die Funktion ungewiss ist. Die
PSD95-Expression erhoht die postsynaptische Zusahagerung und Aktivitat der
Glutamat-Rezeptoren. Aul3erdem fordert die postdis@e Expression des PSD95 die
Entwicklung der prasynaptischen End&bL{HUSSEINI et al., 20Q0Das PSD95 enthalt N-
terminal drei hochst homologe Regionen von ~90 Arséuren (PDZ-DoménenKQULEN

et al., 1998 Im basalen Vorderhirn der Maus bindet PSD95 artoplasmatischen C-
Terminus des Neuroligins, welches als neuronaldsAdasionsmolekil mit 3-Neurexins
interagiert und interazellulajenctionsbildet IRIE et al., 199}. Neuroligins bindet an der
dritten PDZ-Doméne des PDS95, wahrend NMDA2-Rezeptand K-Kanile mit der ersten
und zweiten PDZ-Domaéane interagieren. Die verscmedePSD95-PDZ-Doménen sind flr
eindeutige Funktionen spezialisieiR[E et al., 199F.

Die Detektion des PSD95 in den Thrombozyten wuidbtrerwartet. Jedoch zeigten Studien
Uber Sekretionsmechanismen in Thrombozyten groReligkikeiten zur neuronalen
Transmitter-Freisetzung, obwohl diese Zellen uctd@eglliche Urspriinge besitzen
(Mesoderm verglichen mit EktodernREED et al., 2000 Studien tber den Vesikeltransport
und die Fusion in Hefen, Neuronen und neuroendekridellen bieten Modelle fur die
regulierte Exozytose in den Thrombozyten. Die riegtd Exozytose wird durch intrazellulare
Signale, produziert durch Zellaktivierung oder Meartmlepolarisierung, ausgeldst und ist ein
Teil des Vesikeltransports und Fusionsprozesses, Midekile in und aus den Zellen
transportiert. Neurone enthalten kleine synaptisébsikel beladen mit Neurotransmitter wie
z.B. GABA und Acetylcholin. Die synaptischen Vedikeehmen die Neurotransmitter in
Zellkorper auf und kénnen den Inhalt nach Exozytdsech Endozytose recyceln. Ebenfalls
besitzen Neurone kleine und grofZeKernvesikel, die jeweils Katecholamine und
Neuropeptide beinhalterREED et al., 2000

Die 6-Granula der Thrombozyten ahneln den neuronaleméded-Kernvesikeln, denn sie

enthalten kleine Molekile wie z.B. Serotonin, weleh von extrazellularen Pools
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aufgenommen und konzentriert wird. Thrombozyt&@ranula wurden als Modellsystem
verwendet, um die Aufnahme und den Transport vant8ein in Amin-enthaltene Neurone
zu verstehen. Die-Granula ahneln den grol3en neuronatdfernvesikeln, denn sie enthalten
Proteine, die in den Megakaryozyten vor der thrombiren Zellteilung synthetisiert werden
[REED et al., 200p

In Bezug auf die Kinetik der Exozytose und Sigraadsduktion gibt es einen deutlichen
Unterschied zwischen beiden Zelltypen. In den Neenowird die Membrandepolarisation
entlang des Axons durch €dnflux via Kalziumkanale ausgelést. Durch die Bmbig des
Kalziumspiegels wird die Exozytose der Vesikel imger Umgebung erzeugt.
Proteinphosphorylierung und andere signalisierefdechanismen kdnnen ebenfalls
modulierende Effekte auf die neuronale Exozytossitben. Im Gegensatz dazu wird die
thrombozytdre Exozytose ausgeltst, wenn extrazedulRezeptoren durch Agonisten
aktiviert werden. Dadurch erhdht sich das zytosbksintrazellulare Kalzium und aktiviert
somit die Protein Kinase C, die eine wichtige Rbke der thrombozytaren Sekretion spielt.
Trotz der besonderen Charakteristik Thrombozyterizewu fir die Exozytose einen
molekularen Mechanismus, der homolog zu denen aderan Sekretionszellen IREED et
al., 200qQ.

HSP9O0 ist ein ATP-abhangiges Chaperon, welchegiirFdltung und Aktivierung von einer
unbekannten Anzahl von Substrat-Proteinen invalvetr Aul3erdem ist es essentiell in allen
Eukaryoten vorhanden. Die Interaktion des HSP90deit Substrat-Proteinen involviert eine
vorubergehende Bildung eines Multiproteinkomplereseinem Set aus hoch-konservierten
Partnerproteinen. Eine ATP-abhangige Konformatindeéung des HSP90 findet wéhrend
der Hydrolyse statt und diese Veranderungen tretdem Chaperon-Zyklus an. Naturliche
Inhibitoren der ATPase-Aktivitat, wie Geldanamyeind Radicicol, blockieren den Prozess
[RICHTER et al., 2001 HSP90 ist insbesondere als Zielstruktur zur Bibessung der
Tumorzellproliferation von Interess&KHHURANA et al., 2015] AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass HSP90-Inhibitoren die Thrombozyteregggion hemmen und die
Zelloberflachenexpression des ATP-Rezeptors P2Xihivelern BUTTITANAMONGKOL et
al., 2000, LALO et al., 2012

4.3.2 Charakterisierung der Protein-Interaktionenittels GST-pull-down und Ko-
Immunprézipitation

Die Adaptorproteine AP3, EBP50, SNX27, PSD95 und®i% konnten mittelpull-down
Versuch und der anschlieRenden Western Blot-Anadysénteraktionspartner des MRP4 in

79



Diskussion

Thrombozyten identifiziert werden. Durch spezifiscAntikdrper, die gegen die jeweiligen
Proteine gerichtet waren, konnte gezeigt werdeas &BP50, SNX27, PSD95, HSP90 und
AP3B1 am Fusionsprotein GST-MRP4 binden. Nur HSR@&@de auch im Kontroll-GST-
pull-down detektiert. Da HSP90 auch mit der GST interagiektenn die Bindung an das
Konstrukt unspezifisch sein. HSP90 fordert die dradtund Stabilitdt von einer Vielzahl von
Proteinen unter normalen und StressbedingungelitYRANA et al., 2015

Allerdings wurde HSP90 auch im MRP4-Immunprazipdatektiert (siehe unten). Darlber
hinaus fihrte die Behandlung mit dem HSP90-InhibRadicicol zu einer Retention von
MRP4 im endoplasmatischen Retikulum, was doch eng physiologische Rolle von HSP90
bei der MRP4-Prozessierung hindeutet [DissertaMarie-Luise Kromrey, ,Die Funktion
des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: Béwieg von Adaptorproteinen®,
Greifswald 2016 SCHALETZKI et al., 2016].

Die pull-downMethode wurde verwendet, da die Fusionsproteinesevlisslich sind und
unter nicht-denaturierenden Konditionen durch Aféitschromatographie mit Glutathion-
Sepharose aus lysierten Bakterien aufgereinigt evetdbnnen $MITH et al.,1988]. Des
Weiteren besteht die Moglichkeit das Protein, wection Interesse ist, in grof3en Mengen zu
exprimieren HARPER et aJ 2011 und die GST schitzt dagargetProtein vor
proteolytischer Degradation und stabilisiert eden Losung COSTA et al., 2014

Neben den Vorteilen des verwendeten Systems bestalad Nachteile. Ein grof3er Nachteil
in der Verwendung der GST als Losungs- und Affisitdg beruht auf der oligomerisierten
Form: GST hat vier losliche, freiliegende Cysteirdie eine signifikante oxidative
Aggregation liefern, wodurch das System eine stitdecWahl fir dasTagging von
oligomeren TargetProteine ist. Des Weiteren beeintrachtigt die madalekulare
Uberproduktion der Proteine if.coli-Zytoplasma die korrekte Faltung der Proteine und
fuhrt damit zur Bildung von Faltungsintermediaté&e durchChaperoneverarbeitet und in
Einschlusskorper aggregiert werden. Die Proteiregggion kann durch eine geringere
Kultivierungstemperatur verhindert bzw. verringestrden, da die Rate der Proteinsynthese
und Faltungskinetik verlangsamt wir€@(QSTA et al., 2014 AulRerdem entsteht durch die
Generierung des Fusionsproteins ein artifiziellestdth mit einer anderen Faltung als das
native Ausgangsprotein.

Die Ergebnisse des Western Blots wurden durch dassenspektrometrische Analyse
bestétigt. Die massenspektrometrische Analyse detidextrakte erfolgte durch Frau Dr.
Elke Hammer (Abteilung fir Funktionelle Genomforsol, Greifswald) mittels LC-ESI-MS-
MS [GREINACHER et al., 2010, STANNEK et al., 30Peptide der AP3-Untereinheiten,
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des PSD95, HSP90 und SNX27 konnten in der Masskinspeetrie detektiert werden. Die
massenspektrometrische  Analyse wurde hauptsachlidorchgefuhrt, um  die
Antikdrperdetektionen, insbesondere die Detektiogs dPSD95, HSP90 und AP3 zu
bekraftigen. Hierfir wurde das Gel gefarbt, um eiiezelnen Banden in den entsprechenden
Molekulargewichtsbereichen Zu visualisieren. In den analysierten
Molekulargewichtsbereichen befanden sich auch anéeoteine, besonders Komponenten
des Zytoskeletts (z.B. Myosin), die ebenfalls eluigurden. Die durchgefiihrten Analysen
erlaubten jedoch keinen guantitativen Vergleich datm Kontroll-GSTpull-down so dass
daraus nicht auf weitere Bindungspartner geschiosseden konnte.

Neben depull-downVersuchs sollte mithilfe der Ko-Immunprazipitatiantersucht werden,
welche der detektierten Adaptorproteine prazigitiserden kénnen. HSP90, SNX27 und
AP3B1 konnten zusammen mit MRP4 deutlich im Anti-R¥RPrazipitat detektiert werden,
aber nicht im Kontrollprazipitat. Fir EBP50 und PEsCkonnten lediglich schwache Banden
detektiert werden. Die Detektion des EBP50 wurdderu durch das Signal der schweren
Kette des prazipitierenden Antikdrpers im Gel ineighen Molekulargewichtsbereich
erschwert.

Ko-Immunpréazipitation ist eine verbreitete Methoden Protein-Protein-Interaktionen zu
bestimmen. Die Methode nutzt die hohe spezifischerdktion zwischen einem Antikorper
und dem Protein, welches von Interesse ist. Voeaetgt, dass die Antikdrper-Protein-
Interaktion die Fahigkeit des Proteins mit andd?esteinen im Zelllysat zu interagieren nicht
stort, kann durch bestimmtBeads ein Proteinkomplex bestehend aus Antikérper, dem
Protein, welches von Interesse ist und dessenamigrenden Proteinen aus dem Zelllysat
isoliert und aufgereinigt werdenYACIUK, 200T. Ein weiterer Vorteil der Ko-
Immunpréazipitation ist, dass die Interaktionspnogei durch das,full-length®- MRP4
prazipitiert wurden. Dadurch kdnnen Protein-Proleteraktionen inin vivo-dhnlichen
Verhaltnissen untersucht werden.

Jedoch kénnen die Detergenzien im verwendeten jwyEey die Interaktion zwischen dem
MRP4 und den Adaptorproteinen behindern. Des Waitewar zu erkennen, dass die
verschiedenen Interaktionsproteine unterschieddignk ko-prazipitiert wurden. Ein Grund
daflr konnte die unterschiedliche Bindung zwischeteraktionsprotein, Transporter und
AntikdrperBeadKomplex sein.

Zudem konnen die Proteine durch die Lysis der Bedlech abgebaut und verandert werden,
so dass bestimmte interagierende Proteine nicht mhetektiert werden kdnnen. Nach der

Identifikation bestimmter mdglicher Interaktionsipear mithilfe degull-downVersuchs und
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der Ko-Préazipitation wurde untersucht, inwieferrs dRDZ-Bindungsmotiv des MRP4 fir die
Interaktion essentiell ist. Dazu wurde ein Konstrokit deletiertem PDZ-Motiv generiert.
Damit konnte gezeigt werden, dass eine Interaktwischen MRP4 und den interagierenden
Proteinen SNX27, EBP50 und PSD95 nur tber das PibdeBgsmotiv erfolgt. Die Bindung
des HSP90 und AP3 an das MRP4 muss Uber ein arigiedisngsmotiv erfolgen.

4.3.3 Ko-Lokalisation der Interaktionspartner miR®4 in Thrombozyten

AulRerdem konnte mit der indirekten Immunfluoreszenee partielle Ko-Lokalisation der
Adaptorproteine mit dem MRP4 in intakten Thrombernygezeigt werden. MRP4 wurde in
ruhenden Thrombozyten hauptsachlich intrazellulétektiert. EBP50, SNX27, PSD95,
HSP90 und AP3 konnten ebenfalls in intakten Thramgtem visualisiert werden und zeigten
eine partielle Ko-Lokalisation mit MRP4, was als ddlagerungsbild angegeben wurde.
Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe einschlieBlidr ¢h dieser Arbeit gezeigten Ko-
Farbungen sowie die Studien vMMATTIELLO et al., 201weisen auf eine intrazellulare
Lokalisation von MRP4 in Assoziation mit dem deGsanula-Marker LAMP2 in ruhenden
Thrombozyten hin.

CHEEPALA et al.,, 201%eschrieb jedoch kirzlich eine vorwiegende Plasemabnan-
Lokalisation von MRP4 auch in ruhenden Thrombozyteine Kofarbung mit einem delta-
Granula-Marker wurde allerdings in dieser Studiehnidurchgefuhrt. Aul3erdem wurde in
dieser Studie beschrieben, dass Thrombozyten vom44nock-out Mausen eine
unveranderte d-Granula-Funktion aber eine Beeintrachtigung derllagen-induzierten
Aggregation aufgrund veranderter cAMP-Spiegel aider®

Fur die von uns beobachtete intrazellulare Lokabgsaspricht jedoch auch die intrazelluléare
Sequestrierung von MRP4-Substraten wie cAMP, die hmmanen und murinen
Thrombozyten beobachtet wurdBORGOGNONE et al.,, 201Beschrieb, dass MRP4
zyklische Nukleotide aus dem Zytosol der Thrombeazyeliminiert und in die Granula
sequestriert. Eine MRP4-Inhibition verringerte dieAMP-Konzentration in den
Plattchengranula.

In DECOUTURE et al., 201®%urde beschrieben, dass digranuldare Sekretion des cAMP in
Mrp4-defizienten Thrombozyten stark reduziert wwphingegen der totale cAMP-Spiegel
unbeeinflusst blieb.
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4.3.4 Einfluss der Interaktionspartner auf die MRE¥Kkalisation

Des Weiteren konnte mithilfe der Fluoreszenzmikopsé& auch gezeigt werden, dass nach
dem Herunterregulieren der Interaktionsproteine APSD95 und SNX27 mittels siRNA das
MRP4 hauptsachlich in der Membran der MO7e lokadtsist. In diesen Zellen ist MRP4
normalerweise Uberwiegend intrazellular lokalisiertDiese  megakaryoblastischen
Leukamiezellen wurden als Modell fur Thrombozyteordduferzellen (Megakaryozyten und
deren Progenitorzellen) verwend@HBVERMANN et al2009]. Der Effekt war am starksten
nachknock-downvon PSD95, gefolgt von AP3B1. Nach dem Herruntgriieren des SNX27
war die Steigerung der MRP4-Plasmamembran-Lok&isazwar statistisch signifikant,
dennoch im Vergleich zu den anderen Interaktioriepan relativ schwach. Das lasst
vermuten, dass SNX27 in den MO7e-Zellen eine uptadnete Rolle in Bezug auf die
MRP4-Lokalisation spielen kénnte. Die Auswirkungsd®NX27 in anderen Zellen, die eine
hohere relative Expression des Proteins aufweisenjelleicht wichtiger. Ebenfalls kann in
dem Zusammenhang erwahnt werden, dass die SigesIBidtins variierten und somit einen
Einfluss auf die Ergebnisse haben kdnnten.

Bei den Kontrollen (Transfektion mEontrolsiRNA) konnte veranschaulicht werden, dass
das MRP4 partiell mit den Adaptorproteinen im Zeikeren der MO7e-Zellen lokalisiert war.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den Ni@flen insbesondere PSD95 und der
AP3-Komplex fir die beobachtete Uberwiegende iedtalére Lokalisation von MRP4
verantwortlich sind.

Des Weiteren wurde untersucht, inwieweit umgekedirte Uberexpression bestimmter
Adaptorproteine eine vermehrte Lokalisation des MIRP Inneren der Zelle bewirkt und wie
sich das Fehlen des PDZ-Bindungsmotivs auf die lisd@gon von MRP4 auswirkt. Fir den
Versuch wurden MDCKII-Zellen verwendet, weil MRP4 diesen Zellen hauptsachlich an
der basolateralen Plasmamembran lokalisiert istmiaeh wurde die gesteigerte
intrazellulare Lokalisation des MRP4 deutlicher.s Alnteraktionspartner wurde SNX27
verwendet, welches in diesem Zelltyp eine groReskeRspielen kdnnte als in den M0O7e-
Zellen. CFP-MRP4 konnte in der Plasmamembran uneiriigen intrazellularen Strukturen
detektiert werden. Bei Ko-Transfektion mit SNX27HFkam es zur vermehrten
Umverteilung des CFP-MRP4 in das Innere der Z&iese Ergebnisse stehen in Einklang
mit den bereits oben (siehe 4.3.1) erwahnten Befindon HAYASHI et al.,, 2012die
ebenfalls auf eine Rolle von SNX27 bei der Intesmtung von MRP4 hindeuten. War das
PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 nicht vorhanden, so diar MRP4-Lokalisation mit und

ohne SNX27-YFP-Ko-Transfektion hauptsachlich memsi@ndig.
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4.4 Ausblick

Mit Hilfe des in dieser Arbeit generierten MRP4-GBiisionsproteins kdnnen im Folgenden
weitere interagierende Proteine identifiziert werdeB. mit Hilfe eines qualitativen und
guantitativen Vergleichs deyull-downPrazipitate in der Massenspektrometrie. Sowohl das
carboxyterminale PDZ-Interaktionsmotiv als auch eeimdgliche Bindungsstelle fir
Adaptorprotein-Komplexe sind in dem MRP4-GST-Kouktrenthalten.

Des Weiteren konnen weitere Bindungsmotive durchielfe Mutagenese identifiziert
werden.

Mrp4-knock-outMause und humane genetische Varianten, bei dererExpression des
MRP4-Proteins beeintrachtigt ist, konnen dazu garnwérden, die Bedeutung von MRP4 flr
die Thrombozytenfunktion weiter aufzukaren. In eweérzlich verdffentlichten Studien
konnte gezeigt werden, dass bei Migwbck-outMausen der arterielle Verschluss nach
Verletzung verzoégert erfolgt und die Thrombusbilgwermindert ist DPECOUTURE et al.,
2015; CHEEPALA et al.,2015). Dies deutet darauf hin, dass MRP4 ein \ugekt neues
pharmakologisches Ziel zur Hemmung der Thromboaggregation darstellen kdnnte.
Schliel3lich sollte eine mdgliche Veradnderung deentdizierten Adaptorproteine in
Thrombozyten mit veranderter MRP4-Lokalisation wi8. bei den eingangs erwahnt&n
SPD-Formen untersucht werden. Mutationen in Adgotdeinen, die an der korrekten
Lokalisation von MRP4 und anderen Transportproteiime Thrombozyten beteiligt sind,

konnten Ursachen bestimmter Stérungen der Plattchktion sein.
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5. Zusammenfassung

DasMultidrug resistance protein dMRP4 / ABCC4) ist ein Mitglied der ABCC-Subfanili
der ATP-binding cassette transporteiss transportiert eine grof3e Vielfalt an endogeunaah
xenobiotischen organischen anionischen Verbinduagesrder Zelle. Des Weiteren vermittelt
MRP4 den Transport von Signalmolekilen wie z.B.lisgke Nukleotide und Eicosanoide.
Das einzigartige Substratspektrum, die Regulatiot die zellulare Lokalisation des MRP4
stehen in Verbindung mit seiner moglichen Funktomim Zell-Schutz und dem zellularen
Signaling.

MRP4 ist abhangig vom Zelltyp entweder in der batsshlen (Prostata, Leber) oder apikalen
(Nieren, Kapillaren des Gehirns) Membran von pslarten Zellen lokalisiert. Des Weiteren
wird MRP4 auch in Thrombozyten, Erythrozyten, Asgten und dendritische Zellen
exprimiert. Protein-Protein-Interaktionen kdénnee &unktion, Lokalisation und Expression
von Transportern in der Plasmamembran beeinflusgese Interaktionen beinhalten die
stabile Assoziation von Proteinen innerhalb von tMuhtereinheitskomplexen sowie die
vorubergehende Assoziation von regulatorischerneiRren.

MRP4 weist u.a. ein sogenanntes PDZ-Bindungsmotify welches durch die drei C-
terminalen Aminosauren (ETAL) charakterisiert winthd die Interaktion mit PDZ-
Adaptorproteinen vermitteln kann.

Speziell in Thrombozyten ist MRP4 neben der Plasembran auch in den intrazellularén
Granula lokalisiert. Auch hier kénnten interagieterProteine eine wichtige Rolle spielen.
Anderungen in diesen Proteinen konnten eine Ursadiie Stérungen der
Thrombozytenfunktion mit einer Fehllokalisation vieiRP4 sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Ideatdrung moglicher Interaktionspartner von
MRP4, insbesondere in Thrombozyten. Daflr wurderekombinantes Fusionsprotein aus
einem carboxyterminalen Fragment (117 Aminosduday MRP4 mit der Glutathion-S-
Transferase (GST) generiert. Nach Aufreinigung Besionsproteins (GST-MRP4) mittels
Glutathion-(GSH)-Sepharose wurdemull-downExperimente mit Thrombozytenlysat
durchgefuhrt. Mittels Western Blot und LC-MS/MS-Ayse konnten dadurch als mdgliche
Interaktionspartner dagzrin-Binding Protein 50 (EBP50/NHERF1), dasPostsynaptic
Density Protein 9§PSD95) und daSorting Nexin 2{SNX27) sowie dig-Untereinheit des
Adaptorprotein-Komplex 3 (AP3B1) und das HitzesdhBeotein HSP90 identifiziert
werden. Durch indirekte Immunfluoreszenz konnteead@m eine partielle Ko-Lokalisation
der genannten mdoglichen Interaktionspartner und #MRPden Thrombozyten dargestellt

werden. Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung deotdir-Interaktion war die Ko-
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Prazipitation des MRP4 und der daran gebundenereiReo mittels eines anti-MRP4-
Antikdrpers, der an magnetischeadsgebunden war. Mithilfe der Ko-Immunprazipitation
konnten SNX27, HSP90, AP3B1, EBP50 und PSD95 whadlich stark ko-prazipitiert
werden.

Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern das PDadBngsmotiv des MRP4 fur die
Interaktion der detektierten Interaktionsproteissestiell ist. Dafir wurde ein GST-MRP4-
Konstrukt ohne das C-terminale PDZ-Motiv generiBdmit konnte gezeigt werden, dass das
PDZ-Bindungsmotiv nur fur die Interaktion mit SNX2EBP50 und PSD95 notwendig ist,
waéhrend die Bindung von AP3B1 und HSP90 unabhaaaign erfolgte.

Nachdem auf Proteinebene mit verschiedenen Veraudhmgestellt werden konnte, welche
Adaptorproteine mit dem MRP4 interagieren, soltte letzten Abschnitt auf funktioneller
Ebene gezeigt werden, inwiefern sich die Lokalsatdes MRP4 verandert, sofern das
Bindungsmotiv des MRP4 nicht mehr vorhanden ist .bzdie Adaptorproteine
herunterreguliert werden. In Bezug auf das Heruatedieren der Adaptorproteine wurde die
megakaryoblastische Leukamie-Zelllinie MO7e als Blbtlir Thrombozyten-Vorlauferzellen
verwendet. Des Weiteren lag das Interesse bei nemaktionsproteinen AP3, PSD95 und
SNX27. Nach Transfektion der M0O7e-Zellen mit detsprechenden siRNA und der sich
anschlielenden Immunfluoreszenz konnte gezeigt emerdass die Ko-Lokalisation des
MRP4 mit den Adaptorproteinen nadmock-downverringert und die Plasmamembran-
Lokalisation von MRP4 signifikant gesteigert war.

Umgekehrt sollte die Uberexpression dieser Adaptdgine die Plasmamembran-
Lokalisation verringern. Dies wurde exemplarisch 8NX27 in MDCK-Zellen untersucht.
Dabei sollte auch nochmals die Rolle des PDZ-Bigduamotivs fur die MRP4-Lokalisation
gezeigt werden. Dafur wurden die Fluoreszenz-meekie Fusionsproteine CFP-MRP4,
SNX27-YFP und das CFP-MRP4(-PDZ) synthetisiertMiDCK-Zellen transfiziert und ihre
Lokalisation mittels konfokaler Fluoreszenzmikrogi@analysiert. Es zeigte sich, dass nach
Ko-Transfektion des CFP-MRP4 mit SNX27-YFP das MRRdiptsachlich im Zell-Inneren
lokalisiert war. AulRerdem wurde verdeutlicht, dadas PDZ-Bindungsmotiv fir die
Internalisierung des MRP4 in das Innere der Zellecll das Interaktionsprotein SNX27
essentiell ist.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit wichtige glegeihde Erkenntnisse zu mdoglichen
Protein-Interaktionen von MRP4 und deren Einflugé die Lokalisation des Transporters.
Deren mogliche physiologische und pathophysioldwgsRolle fir die MRP4-Funktion in

Thrombozyten sollte in  weiterfihrenden  Studien maheintersucht  werden.
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7. Anhang

7.1 Sequenz des MRP4 nach der Klonierung in den ¥elpET-41b(+)
Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenzkss tarkiert. Darunter stehend befindet
sich die Sequenz des MRP4 (NCBI Reference Sequé&iide005845.4), mit der die tlrkis

markierte Sequenz verglichen wurde.

38 GGATCCAAGAACTGATGAGTTAATAC aaaaaaa TCCGGGAGAAATTTGCCCACTGCAC 97

TR R R [T
3736 GGATCCAAGAACTGATGAGTTAATACAAAAAAAAATCCGG@AGAGCCCACTGCAC 3795

98 CGTGCTAACCATTGCACACAGATTGAACACCATTATTGACAGZBSATAATGGTTTT 157

TR R [T
3796 CGTGCTAACCATTGCACACAGATTGAACACCATTATTGACAGIGMTAATGGTTTT 3855

158 AGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATGATGAGCCGTATGTTTEGGBAAATAAAGAGAG 217

LT TR TR [T
3856 AGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATGATGAGCCGTATGTTTAGEAAATAAAGAGAG 3915

218 CCTATTTTACAAGATGGTGCAACAACTGGGCAAGGCAGAAJGOECTCACTGAAAC 277

IR AR [T
3916 CCTATTTTACAAGATGGTGCAACAACTGGGCAAGGCAGAABGCGCTCACTGAAAC 3975

278 AGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAAATTATCCACATATTGEIAIN GACCACATGGT 337

TR [T
3976 AGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAAATTATCCACATATTGGRCAGACCACATGGT 4035

338 TACAAACACTTCCAATGGACAGCCCTCGACCTTAACTATTTIERX&MGCACTGTGAAT 397

TR TR [T
4036 TACAAACACTTCCAATGGACAGCCCTCGACCTTAACTATTTEBGAGCACTGTGAAT 4095

398 CCAACCAAAA 407
LRI

4096 CCAACCAAAA 4105

7.2 Sequenz des MRP4 nach der Klonierung in den ¥elpECFP-C1

Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenzkss tnarkiert. Darunter stehend befindet
sich die Sequenz des MRP4 (NCBI Reference Sequé&tide005845.4), mit der die tlrkis

markierte Sequenz verglichen wurde. Durch die hémzahl der Basen erfolgte die

Sequenzierung in mehreren Schritten.

5 AACTTCTTTATCCCAGAACCCTTGCAACTCCTCTCCAAGGTGGHECGGTCTTCTGG 64

LSRRI TR TR [T
319 AACTTCTTTATCCCAGAACCCTTGCAACTCCTCTCCAAGGTGEAGIGGTCTTCTGG 260

65 CAGCACTGAATACATATCATCTTCCTCTAATCTCCGTTTATGGUUTATAAACAAGGG 124

LR TR [T
259 CAGCACTGAATACATATCATCTTCCTCTAATCTCCGTTTATGETTAAAACAAGGG 200
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125 ATTGAGCCACCAGAAGAACACGCGTGAGCAGATGTTCGCGNBTIHEGTTGGGCTT 184

TR [T
199 ATTGAGCCACCAGAAGAACACGCGTGAGCAGATGTTCGCGRBLUIBEGTTGGGCTT 140

185 CACCTCCTGGTACACGGGCAGCATCTTGGCCG 216

TR
139 CACCTCCTGGTACACGGGUABGCATCTTG-CCG 109

Anhand der Sequenzierung ist zu erkennen, dasshéai® zusatzliche Base als auch das

Startcodon (grin markiert) vorhanden sind.

Die folgende Sequenz stellt dmward-Sequenz des MRP4 dar.

5 ACCCGCTGCAGGACGCGAACATCTGCTCACGCGTGTTCTTCEGGTCAATCCCTTGT 64

TR TR [T
147 ACCCGCTGCAGGACGCGAACATCTGCTCACGCGTGTTCTTGBEGTAATCCCTTGT 206

65 TTAAAATTGGCCATAAACGGAGATTAGAGGAAGATGATATGTIGTGCTGCCAGAAG 124

T TR R [T
207 TTAAAATTGGCCATAAACGGAGATTAGAGGAAGATGATATGTAGTGCTGCCAGAAG 266

125 ACCGCTCACAGCACCTTGGAGAGGAGTTGCAAGGGTTCTGEEBMAAGTTTTAAGAG 184

AT [T
267 ACCGCTCACAGCACCTTGGAGAGGAGTTGCAAGGGTTCTGEEAAAGTTTTAAGAG 326

185 CTGAGAATGACGCACAGAAGCCTTCTTTAACAAGAGCAATCAGABTTACTGGAAAT 244

TR T [T
327 CTGAGAATGACGCACAGAAGCCTTCTTTAACAAGAGCAATCRGABTTACTGGAAAT 386

245 CTTATTTAGTTTTGGGAATTTTTACGTTAATTGAGGAAAGTGRABTAATCCAGCCCA 304

TR AR [T
387 CTTATTTAGTTTTGGGAATTTTTACGTTAATTGAGGAAAGTGAEBTAATCCAGCCCA 446

305 TATTTTTGGGAAAAATTATTAATTATTTTGAAAATTATGATCCOBAGATTCTGTGGCTT 364

RS AR [T
447 TATTTTTGGGAAAAATTATTAATTATTTTGAAAATTATGATCCUBGATTCTGTGGCTT 506

365 TGAACACAGCGTACGCCTATGCCACGGTGCTGACTTTTTGAMRZGTTTGGCTATAC 424

TG [T
507 TGAACACAGCGTACGCCTATGCCACGGTGCTGACTTTTTGOARGTTTGGCTATAC 566

425 TGCATCACTTATATTTTTATCACGTTCAGTGTGCTGGGATGABGGAGTAGCCATGT 484

T RN T [T
567 TGCATCACTTATATTTTTATCACGTTCAGTGTGCTGGGATGABGGAGTAGCCATGT 626

485 GCCATATGATTTATCGGAAGGCACTTCGTCTTAGTAACATGBEGGEGAAGACAACCA 544

TRV [T
627 GCCATATGATTTATCGGAAGGCACTTCGTCTTAGTAACATGBEGGGGAAGACAACCA 686

545 CAGGCCAGATAGTCAATCTGCTGTCCAATGATGTGAACAARATIOMBEGTGACAGTGT 604

TG [T
687 CAGGCCAGATAGTCAATCTGCTGTCCAATGATGTGAACAAGNTIUBGGTGACAGTGT 746

605 TCTTACACTTCCTGTGGGCAGGACCACTGCAGGCGATCGCABEGACTACTCTGGA 664

TR R [T
747 TCTTACACTTCCTGTGGGCAGGACCACTGCAGGCGATCGCBEEGACTACTCTGGA 806
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665 TGGAGATAGGAATATCGTGCCTTGCTGGGATGGCAGTTCTAATIARCTGCCCTTGC 724

TR TR [T
807 TGGAGATAGGAATATCGTGCCTTGCTGGGATGGCAGTTCTAATIACTGCCCTTGC 866

725 AAAGCTGTTTTGGGAAGTTGTTCTCATCACTGAGGAGTAAABBAGTTTCACGGATG 784

AR [T
867 AAAGCTGTTTTGGGAAGTTGTTCTCATCACTGAGGAGTAAABBAGTTTCACGGATG 926

785 CCAGGATCAGGACCATGAATGAAGTTATAACTGGTATAAGGRAMMAATGTACGCCT 844

TR R [T
927 CCAGGATCAGGACCATGAATGAAGTTATAACTGGTATAAGGRRBA¥AATGTACGCCT 986

845 GGGAAAAGTCATTTTCAAATCTTATTACCAATTTGAGAAAGANGT TTCCAAGATTC 904

TR [T
987 GGGAAAAGTCATTTTCAAATCTTATTACCAATTTGAGAAAGARGAT TTCCAAGATTC 1046

905 TGAGAAGTTCCTGCCTCA-GGGGATGAATTTGGCTTCGTTTIEIFCAAGCAAAATCA 963

TTTNETE O [T
1047 TGAGAAGTTCCTGCCTCAGGGGGATGAATTTGGCTTCGTTGITAAAGCAAAATCA 1106

964 TCGTGTTTGTGACCTTCACCACCTACGTGCTC-TCG 998

TR
1107 TCGTGTTTGTGACCTTCACCACCTACGTGCTCCTCG 1142

Die folgende Sequenz stellt dieverseSequenz des MRP4 dar.

2 CATTGGAAGTGTTTGTAACCATGTGGTCAGTGTGACCAATATGATAATTTCTTTTGA 61

TR R [T
4052 CATTGGAAGTGTTTGTAACCATGTGGTCAGTGTGACCAATAIAIAATTTCTTTTGA 3993

62 AGTATACCTGTTTTGCTGTTTCAGTGAGGGCAGCGGCTTCTGGCTCAGTTGTTGCA 121

OO [T
3992 AGTATACCTGTTTTGCTGTTTCAGTGAGGGCAGCGGCTTCTGCUCTAGTTGTTGCA 3933

122 CCATCTTGTAAAATAGGCTCTCTTTATTTTGCAGCAAAACATBCBCATCATATTCTT 181

IR [T
3932 CCATCTTGTAAAATAGGCTCTCTTTATTTTGCAGCAAAACATRCIEATCATATTCTT 3873

182 TCAGTCTTCCTGAATCTAAAACCATTATCTTGTCGCTGTCAATBATGTTCAATCTGT 241

TR RRRU AR [T
3872 TCAGTCTTCCTGAATCTAAAACCATTATCTTGTCGCTGTCAAGBYGTTCAATCTGT 3813

242 GTGCAATGGTTAGCACGGTGCAGTGGGCAAATTTCTCCCGGA GTATTAACT 301

TR R [T
3812 GTGCAATGGTTAGCACGGTGCAGTGGGCAAATTTCTCCCGGATTTGTATTAACT 3753

302 CATCAGTTCTTGGATCCACATTTGCCGTCGCTTCATCAATANITGACTGATTTTTCC 361

LSRR ALY
3752 CATCAGTTCTTGGATCCACATTTGCCGTCGCTTCATCAATAATARCTGATTTTTCC 3693

362 TGAGAATTGCCCTGGCAAGGCACACCAGTTGTCTTTGTCCARRMMATTGGATCCTG 421

TR [T
3692 TGAGAATTGCCCTGGCAAGGCACACCAGTTGTCTTTGTCCAABASTTGGATCCTG 3633

422 ATTCTGCTAATTCAGTATCCATTTTACCAGGAAGATCTTCAATGIETTTAAGTTGTA 481

TR [T
3632 ATTCTGCTAATTCAGTATCCATTTTACCAGGAAGATCTTCAATGGTTTAAGTTGTA 3573
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482 CCTCTTGTAAGGCATTCCACAGTTCCTCATCCGTGTGCTCCAGSSATCCAGGTTTT 541

SRR AT [T
3572 CCTCTTGTAAGGCATTCCACAGTTCCTCATCCGTGTGCTCGIIBBATCCAGGTTTT 3513

542 TCCTCATTGTTCCAGTGAACAAAACAGGTTCCTGAGGTATGATAGTTTCTTCCTTA 601

TR [T
3512 TCCTCATTGTTCCAGTGAACAAAACAGGTTCCTGAGGTATGYXOATI TTCTTCCTTA 3453

602 AATCGTGAAGTCCAATTTCAGTTGTCAAGATCTTATCAATCCAAAACCTTCGGGTT 661

LT R [T
3452 AATCGTGAAGTCCAATTTCAGTTGTCAAGATCTTATCAATCCARRACCTTCGGGTT 3393

662 CTGACAATCTAAAAAGGGCTGAGATGAGGGAACTTTTTCCAGEGGTTCTTCCCACAA 721

T TR [T
3392 CTGACAATCTAAAAAGGGCTGAGATGAGGGAACTTTTTCCABEIICTTCCCACAA 3333

722 TGCCAACCTTTTCTTGTGATTTAATGAGTGCTGTCAGATGCTEIMCCAGAGGCCCAC 781

T T [T
3332 TGCCAACCTTTTCTTGTGATTTAATGAGTGCTGTCAGATGCETBACAGAGGCCCAC 3273

782 CTGGACTGTACATGAAGTTCACATTGTCAAAGATTATCACTTATIGGGGCCAGGCTG 841

T RTR RN [T
3272 CTGGACTGTACATGAAGTTCACATTGTCAAAGATTATCACTCATEGGGCCAGGCTG 3213

842 GTGGTGGGCGTTTCTGATATTCCCAAGGTGCTTCTTTTTCARGGTGTATTCAATGA 901

T TR [T
3212 GTGGTGGGCGTTTCTGATATTCCCAAGGTGCTTCTTTTTCABBEIGTATTCAATGA 3153

902 CCCTTTCTACTGAGATCATCATATTCTCAACTTCAGCACTTTGABCACACCACTGAA 961

ST RTRR [T
3152 CCCTTTCTACTGAGATCATCATATTCTCAACTTCAGCACTTTGAAIACACCACTGAA 3093

962 ACATCCCCATGAGCGTGAGGGCATAG-ACAG 991

TR
3092 ACATCCCCATGAGCGTGAGGGCATAGGACAG 3062

7.3 Sequenz des SNX27 nach der Klonierung in dektdepEYFP-N1
Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenzkss tarkiert. Darunter stehend befindet
sich die Sequenz des SNXZMCBI Reference Sequence: NM_001330723.1), mit der d

turkis markierte Sequenz verglichen wurde.

Die folgende Sequenz stellt dmrward-Sequenz des SNX27 dar.

1 CCTCACAGGAACGGAGGEIgcggecggeggcggggggtctgggceteccactgecgecgggaac 60

T Ty [T
56 CCTCACAGGAACGGAGGTGGCGGCGGCGGCGGGGGGTCTBGBEIGCCGGGAAC 115

61 ggcoocgggggaggcggegoceccgeggg . TCGTGCGCATCGTCAAGTCCGAGTCCGGCTAC 120

LT TGO [T
116 GGCGGCGGGGGAGGCGGCGGCCCGCGGGTCGTGCGCATOEBAMETECGGCTAC 175

121 GGCTTCAACGTGCGGGGCCAAGTGAGCGAGGGCGGGCAAGIATIGBACGGGGAG 180

T [T
176 GGCTTCAACGTGCGGGGCCAAGTGAGCGAGGGCGGGCAAGTATGBACGGGGAG 235
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181 CTGTACGCGCCGCTGCAGCATGTGAGCGCCGTGCTGCEE CGGCCGATCGGGCC 240

LT RTREEATARTRL [T
236 CTGTACGCGCCGCTGCAGCATGTGAGCGCCGTGCTGCCCCBRRIHMBATCGGGCC 295

241 GGGGTGCGCAAGGGGGACCGCATCCTGGAGGTGAACCACGBTGAGBEGGCGACA 300

LA TR TR [T
296 GGGGTGCGCAAGGGGGACCGCATCCTGGAGGTGAACCACGTGAGBGEGGCGACA 355

301 CACAAGCAGGTGGTGGACCTGATTCGAGCAGGCGAGAAGGFANTGRCAGTGTTA 360

LR TR TR [T
356 CACAAGCAGGTGGTGGACCTGATTCGAGCAGGCGAGAAGGRATTIGACAGTGTTA 415

361 TCTGTACCTCCTCATGAGGCAGATAACCTAGATCCCAGTGACGATEGGACAATCA 420

LR [T
416 TCTGTACCTCCTCATGAGGCAGATAACCTAGATCCCAGTGACGATEGGACAATCA 475

421 TTTTATGATTACACAGAAAAGCAAGCAGTGCCCATATCGGTCRXMIBKEAAACATGTG 480

DT [T
476 TTTTATGATTACACAGAAAAGCAAGCAGTGCCCATATCGGT@XIBLAAACATGTG 535

481 GAGCAGAATGGTGAGAAGTTTGTGGTATATAATGTTTACATGEEEMESCAGCTGTGT 540

LR AR RTTE [T
536 GAGCAGAATGGTGAGAAGTTTGTGGTATATAATGTTTACATGRINGECAGCTGTGT 595

541 TCTAAGCGGTACCGGGAGTTTGCTATCCTACACCAGAACCTGABBBTTTGCCAAC 600

AR R I
596 TCTAAGCGGTACCGGGAGTTTGCTATCCTACACCAGAACCTGABBBTTTGCCAAC 655

601 TTTACATTTCCTCGACTCCCAGGGAAGTGGCCATTTTCATTAARBEACAATTAGAT 660

LRI RRTR TR TR
656 TTTACATTTCCTCGACTCCCAGGGAAGTGGCCATTTTCATTARRBRACAATTAGAT 715

661 GCCCGACGTCGGGGATTGGAAGAATATCTAGAAAAAGTGTARCIAAGTAATTGGT 720

LIRS [T
716 GCCCGACGTCGGGGATTGGAAGAATATCTAGAAAAAGTGTARIAGTAATTGGT 775

721 GAGAGTGACATCATGCA-GAATTCCTATCAGAATCCGATGAGYRNTGGTGTGTCC 779

LT TSI [T
776 GAGAGTGACATCATGCAGGAATTCCTATCAGAATCCGATGABBASTGGTGTGTCC 835

780 GACGTAGAGCTGAGAGTAGCATTACCAGATGGAACAACGGTTDNGGSTTAAAAAG 839

LT [T
836 GACGTAGAGCTGAGAGTAGCATTACCAGATGGAACAACGGTTMB@GTTAAAAAG 895

840 AACAGTACTACAGACCAAGTATATCA-GCTATCGCAGCAAAABBAT

TTTRIDTEROAETY TR
896 AACAGTACTACAGACCAAGTATATCAGGCTATCGCAGCAAA-GETT

Die folgende Sequenz stellt dieverseSequenz des SNX27 dar.

1 TGCATGT-ATTG-AATATGGCGTGAAGATTTTAACCCATCGGGECTTCTCTCCTCGT 58

T T SO [T
1548 TGCATGTAATTGAAATATGGCGTGAAGATTTTAACCCATCGGEITCTCTCCTCGT 1489

59 GCATATTCGAAACAGAAGGCCATCCCTTCTTCATCTGTGTC@XATGCATCTCATCC 118

IR [T
1488 GCATATTCGAAACAGAAGGCCATCCCTTCTTCATCTGTGTCUEATGCATCTCATCC 1429
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119 CATTCAAATGCAATTACCTGGTTCTCCAGCTGTCCTTCTTCANGSCATGCAGTTTA 178

TR RRRT AT [T
1428 CATTCAAATGCAATTACCTGGTTCTCCAGCTGTCCTTCTTCABBGCATGCAGTTTA 1369

179 AAGTGCGTGATGCTGATGGCTGTGATAACGTGCCCCTTCCBRALTEACAGGCACAG 238

TR [T
1368 AAGTGCGTGATGCTGATGGCTGTGATAACGTGCCCCTTCCEBGTGACAGGCACAG 1309

239 TGGGGAAAGATGATTTCATTGTAGCCCTCACAAGTCCTTAGCRGAGGTACATGACC 298

ORI [T
1308 TGGGGAAAGATGATTTCATTGTAGCCCTCACAAGTCCTTAGUSRGGTACATGACC 1249

299 ATTTTTCTTTGTTCGTATAGCTTCTGTAATTGATAGGACTTTTICITGCTTTGATGTAA 358

LSRR AR [T
1248 ATTTTTCTTTGTTCGTATAGCTTCTGTAATTGATAGGACTTTTCTGCTTTGATGTAA 1189

359 CCTTTCTTCACATCATCGACTGCCTGATGAAAGAAGTAGGTBABAGGTCATTGTCA 418

TN [T
1188 CCTTTCTTCACATCATCGACTGCCTGATGAAAGAAGTAGGTBBRAGGTCATTGTCA 1129

419 TTTAAGAGAATTTCTTCTTCTGTTGTAAAAAGCCACTTTCGABTGAAGCAGGTGCCT 478

T RTRRER R ARYRRRY [T
1128 TTTAAGAGAATTTCTTCTTCTGTTGTAAAAAGCCACTTTCGARTGAAGCAGGTGCCT 1069

479 GGCACAGCTGATGTATAATTCTGAATGTAGAGTTTGTGAGGHKRAALTAGGTGCCAAT 538

TR [T
1068 GGCACAGCTGATGTATAATTCTGAATGTAGAGTTTGTGAGARMATAGGTGCCAAT 1009

539 TTACGTACAAAGGAGTGACTGATCACTTCAAATAAGGCAAAGIBACTGTCGTACTG 598

TR [T
1008 TTACGTACAAAGGAGTGACTGATCACTTCAAATAAGGCAAAG DICTGTCGTACTG 949

599 TCCATGCCAACCTTTGCTGCGATAGCCTGATATACTTGGTCEGABTGTTCTTTTTA 658

TR TR [T
948 TCCATGCCAACCTTTGCTGCGATAGCCTGATATACTTGGTCEGABTGTTCTTTTTA 889

659 ACCCTGACTGTAACCGTTGTTCCATCTGGTAATGCTACTCTCAEGACGTCGGACACA 718

T AT [T
888 ACCCTGACTGTAACCGTTGTTCCATCTGGTAATGCTACTCTTCEEACGTCGGACACA 829

719 CCATTGTAGTTCTCATCGGATTCTGATAGGAATTCCTGCATGRAAGTCTCACCAATT 778

TSRy [T
828 CCATTGTAGTTCTCATCGGATTCTGATAGGAATTCCTGCATGERGTCTCACCAATT 769

779 ACTCGTATTGAACACACTTTTTCTAGATATTCTTCCAATCCCCGACGGGCATCTAAT 838

AT [T
768 ACTCGTATTGAACACACTTTTTCTAGATATTCTTCCAATCCCCGACGGGCATCTAAT 709

839 TGTTGTTCTGATAATGAAAATGGGCCACTTCCCTGGGAGTCAABGE

TR R TR I
708 TGTTGTTCTGATAATGAAAATGG-CCACTTCCCTGGGAGTC@AGE!

Da mit den fur die Sequenzierung verwendeten Prinmecht ersichtlich war, ob im 3'-
Bereich die zusatzlichen Basen bzw. im 5'-Berei@s Gtartcodon vorhanden waren,
erfolgten zwei weitere Sequenzierungen mit Primeatie in der Sequenz des SNX27

lokalisiert waren.
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Die folgende Sequenz stellt didorwardSequenz des SNX27 dar. Die nach der
Sequenzierung erhaltene Sequenz ist gelb markidrtdie zusatzlich eingebauten Basen sind

rot.

7 GGATGGCCTTCTGTTTCGAATATGCACGAGGAGAGAAGAAGGETGGGTTAAAATCT 66

SRR R RRE AR LRI
1464 GGATGGCCTTCTGTTTCGAATATGCACGAGGAGAGAAGAAGRTBEGTTAAAATCT 1523

67 TCACGCCATATTTCAATTACATGCATGAGTGCTTCGAGAGGGTEEAGEAGCTC 124

T LRI
1524 TCACGCCATATTTCAATTACATGCATGAGTGCTTCGAGAGGEITGL-G-AGCTC 1579

Die folgende Sequenz stellt dieverseSequenz des SNX27 dar. Die nach der Sequenzierung

erhaltene Sequenz ist gelb markiert und das Stiitcoot.

1 GCCGTT-CCGGCGCAGTGGAGCCCAGACCCCCCGCCGCCGMPCCAHTTCCTGTG 59

T DT [T
118 GCCGTTCCCGGCGCAGTGGAGCCCAGACCCCCCGCCGCCGCTGCGATCCTGTG 59

60 AGGGGCTGAGGGATGAATCCCTTCCCCGTUEILCGCCATCTCTCGAGC 110

TGRSR TR 1]
58 AGGGGCTGAGGGATGAATCCCTTCCCCGTCCTCGTCCGCCATEAGG 8

7.4 Sequenz der letzten Basen des MRP4 nach deralyeries

3 -TTTTGGTTGGATTCACAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTTAGGBAGGGCTGTCCATTGGA-5

TR [T
TTTTGGTTGGATTCACAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTAAGGTEAGGGCTGTCCATTGGA

Dargestellt ist die komplementare Basenabfolge M&$4. Die obere Sequenz stellt die
neusynthetisierte und die untere die urspriingliébguenz des MRP4 dar. Grin unterlegt ist
das entstandene Stoppcodon und es ist zu erkedass,eine Punktmutation durchgefuhrt

wurde. Das Bindungsmotiv wurde gelb markiert.
7.5 Sequenz des MRP4(-PDZ)im Vektor pECFP-C1

3822 ACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTTAGATTCAGGASBAAGAATATG 3881

LTSRN [T
185 ACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTTAGATTCAGEBRKGAAAGAATATG 244

3882 ATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAGCCTATTTGMIAAGTGCAACAAC 3941

TR TR [T
245 ATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAGCCTATTTTBERBGTGCAACAAC 304

3942 TGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAACAGCAAANDMEIGTAAAAGAA 4001

HTTTHTTED TR [T
305 TGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAACAGCAAAATAGGICAAAAGAA 364
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4002 ATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGTTACAAACABRIGGACAGCCCT 4061
TR [T

365 ATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGTTACAAACACAATGGACAGCCCT 424

4062 CGACCTTAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGA 4093

T DT
425 CGACCTAAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGA 456

Gelb markiert ist das eingebaute Stopp-Codon. $urlarkiert ist das PDZ-Bindungsmotiv.
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7.6.5 pJETL.2/blunt
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