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1. Einleitung 
 
1.1 Die ABC-Transporter Superfamilie
 

Eine der größten Transporterfamilie ist die ABC („ATP

Superfamilie [DEAN et al., 2001

vorkommen. In den Prokaryoten fungieren die Transporter sowohl als Importer als auch als

Exporter, in den Eukaryoten nur als Exporter. Diese Proteine transportieren eine große 

Vielfalt von Substraten wie z. B. Zucker, Aminosäuren, Ionen, Peptide, eine große Anzahl an 

hydrophilen Komponenten und Metaboliten über extra

et al., 2001]. ABC-Gene sind für viele Prozesse in der Zelle essentiell. Mutationen in diesen 

Genen bewirken einige genetisch

neurologische Erkrankungen, retinale Degenerationen, Defekte im 

Gallensäurentransport und Anämien [

Heute sind im menschlichen Genom 48 

sieben verschiedenen Subfamilien eingeteilt werden, basierend auf der Organisation der 

Domänen und Aminosäurenhomologien [

Die ABC-Transporter-Superfamilie besteht aus einem integralen mechanochemisch 

gekoppelten Membranprotein

Substrattransport gegen einen zellulären Konzentrationsgr

2002]. 

Typische ABC-Transporter besitzen zwei hydrophobe Transmembrandomänen (TMD) aus 

mehreren Transmembran-Helices und zwei hydrophile Nukleotid

die im Zytoplasma lokalisiert sind [

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines ABC
Lipiddoppelmembran (hellblau), TMD (dunkelblau) 
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Transporter Superfamilie 

Eine der größten Transporterfamilie ist die ABC („ATP-binding cassette“)

DEAN et al., 2001], die sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten 

vorkommen. In den Prokaryoten fungieren die Transporter sowohl als Importer als auch als

Exporter, in den Eukaryoten nur als Exporter. Diese Proteine transportieren eine große 

Vielfalt von Substraten wie z. B. Zucker, Aminosäuren, Ionen, Peptide, eine große Anzahl an 

hydrophilen Komponenten und Metaboliten über extra- und intrazelluläre Membr

Gene sind für viele Prozesse in der Zelle essentiell. Mutationen in diesen 

genetisch-bedingte Erkrankungen. Dazu gehören zystische Fibrose, 

neurologische Erkrankungen, retinale Degenerationen, Defekte im 

Gallensäurentransport und Anämien [DEAN et al., 2001].  

ichen Genom 48 ABC-Gene charakterisiert. Die Gene können in 

sieben verschiedenen Subfamilien eingeteilt werden, basierend auf der Organisation der 

nosäurenhomologien [DEAN et al., 2001].  

Superfamilie besteht aus einem integralen mechanochemisch 

gekoppelten Membranprotein-Komplex, in denen die ATP-Bindung und 

Substrattransport gegen einen zellulären Konzentrationsgradienten bewirkt [

Transporter besitzen zwei hydrophobe Transmembrandomänen (TMD) aus 

Helices und zwei hydrophile Nukleotid-bindende Domänen (NBD), 

die im Zytoplasma lokalisiert sind [JONES et al., 2002] (Abb. 1).  

: Schematische Darstellung eines ABC-Transporters modifiziert nach 
Lipiddoppelmembran (hellblau), TMD (dunkelblau) und NBD (rot). 

binding cassette“)-Transporter 

], die sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten 

vorkommen. In den Prokaryoten fungieren die Transporter sowohl als Importer als auch als 

Exporter, in den Eukaryoten nur als Exporter. Diese Proteine transportieren eine große 

Vielfalt von Substraten wie z. B. Zucker, Aminosäuren, Ionen, Peptide, eine große Anzahl an 

und intrazelluläre Membranen [DEAN 

Gene sind für viele Prozesse in der Zelle essentiell. Mutationen in diesen 

bedingte Erkrankungen. Dazu gehören zystische Fibrose, 

neurologische Erkrankungen, retinale Degenerationen, Defekte im Cholesterol- und 

. Die Gene können in 

sieben verschiedenen Subfamilien eingeteilt werden, basierend auf der Organisation der 

Superfamilie besteht aus einem integralen mechanochemisch 

Bindung und –Hydrolyse den 

adienten bewirkt [SMITH et al., 

Transporter besitzen zwei hydrophobe Transmembrandomänen (TMD) aus 

bindende Domänen (NBD), 

modifiziert nach DEAN, 2002: 
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Die NBD`s bestehen aus einer Walker-A- und Walker-B-Sequenz und ein hochkonserviertes 

C-Motiv [JONES et al., 2002]. Sie sind verantwortlich für die ATP-Bindung und ATP-

Hydrolyse, wodurch der Substrattransport bewirkt wird [ALTENBERG, 2004].  

Die Transmembrandomänen bestehen aus 6 – 10 membranspannende α-Helices und 

bestimmen die Substratspezifität [DEAN, 2002].  

Des Weiteren ist die Substrat-bindende Seite in den Transmembrandomänen, die in einer 

flexiblen internen Öffnung lokalisiert ist, ausreichend groß, um verschiedene Substrate 

aufzunehmen [ALTENBERG, 2004]. 

Die Dimerisierung der NBD`s, induziert durch ATP-Bindung, ist ein Schlüsselschritt für die 

Kopplung von ATP-Hydrolyse und Substrattransport. Durch die Assoziation/Dissoziation der 

NBD`s wird die Translokation durch intrazelluläre Loops kontrolliert [ALTENBERG, 2004]. 

 

1.2 Die MRP (Multidrug resistance protein)-Familie 
 

Die Entwicklung einer Arzneimittelresistenz ist häufig ein Hindernis in Bezug auf einer 

effektiven Behandlung von Infektionen und malignen Erkrankungen. Viele verschiedene 

Resistenzmechanismen wurden beschrieben. Zudem haben viele ABC-Proteine wichtige 

physiologische Funktionen und ein Ausfall dieser führt daher zu schwerwiegenden 

Erkrankungen. [COLE et al., 1998].  

Durch die Multi-Arzneimittel-Effluxtransporter schützen sich die Zellen vor mehreren, 

strukturell verschiedenen hydrophoben Toxinen [NEYFAKH, 2002]. Das erste 

Transporterprotein, welches mit einer Arzneimittelresistenz in Verbindung gebracht wurde, 

war das 170 kDa P-Glykoprotein und wurde 1976 von Juliano und Ling beschrieben 

[JULIANO et al., 1976].  

Die MRP`s (Multidrug resistance proteins) gehören zur ABC-Transporter Superfamilie C.Sie 

werden unterschiedlich in der Leber, den Nieren, dem Darm, Gehirn und anderen Geweben 

exprimiert. Diese Transporter sind auf der apikalen und/oder basolateralen Membran von 

Hepatozyten, Enterozyten, renal-proximalen Tubuluszellen und Endothelzellen der Blut-Hirn-

Schranke lokalisiert [YU et al., 2007]. 

Die ABCC-Familie enthält 13 Mitglieder [ZHOU et al., 2008] mit einem unterschiedlich 

funktionalen Spektrum, das den Ionentransport, Zelloberflächenrezeptoren und den zellulären 

Export von Metaboliten und Toxinen beinhaltet [DEAN, 2002].  
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Vier davon werden nicht mit Medikamentenresistenzen in Verbindung gebracht:  

- ABCC7 / CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)ist ein cAMP-

regulierter Chloridionenkanal. Mutationen in dem Transporter verursachen die zystische 

Fibrose [DEAN, 2002].  

- ABCC8 / SUR1 und ABCC9 / SUR2 sind Rezeptoren für Sulfonylharnstoffe, welche 

die ATP-sensitive Untereinheit eines Kaliumkanals ausmachen [ZHOU et al., 2008]. 

- ABCC13 / MRP10 ist ein Pseudogen, welches für ein verkürztes Protein kodiert, das 

in fetalen menschlichen Lebern exprimiert wird. Es hat eine hohe Ähnlichkeit mit 

ABCC2 / MRP2 aber keine Transporteraktivität [ZHOU et al., 2008]. 

Die anderen neun Mitglieder der ABCC-Familie sind: 

ABCC1 / MRP1, ABCC2 / MRP2, ABCC3 / MRP3, ABCC4 / MRP4, ABCC5 / MRP5, 

ABCC6 / MRP6, ABCC10 / MRP7, ABCC11 / MRP8 und ABCC12 / MRP9 [ZHOU et 

al., 2008]. 

MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 und MRP7 haben eine 5-Domänenstruktur mit drei 

membranspannende und zwei Nukleotid-bindende Domänen. MRP4, MRP5, MRP8 und 

MRP9 haben die NH2-terminale membranspannende Domäne von den eben genannten 

Transportern nicht und sie besitzen eine typische 4-Domänen-ABC-Struktur [HOQUE et al., 

2008].  

 

1.3 Multidrug resistance protein 4 (MRP4/ABCC4) 
 

MRP4 ist ein Mitglied der ABCC-Subfamilie der ATP-binding cassette transporters. Es 

transportiert eine große Vielfalt an endogenen und xenobiotischen organischen anionischen 

Verbindungen aus der Zelle. Des Weiteren vermittelt MRP4 den Transport von Molekülen, 

die in das zelluläre Signalling involviert sind. Diese Moleküle umfassen insbesondere 

zyklische Nukleotide, Eicosanoide und konjugierte Steroide. Die einzigartige Struktur, die 

Regulation und die Lokalisation des MRP4 in polarisierten Zellen stehen in Verbindung mit 

einer Schlüsselfunktion in Bezug auf den zellulären Schutz und den Signalwegen [RUSSEL et 

al., 2008].  

MRP4 ist abhängig vom Zelltyp entweder in der basolateralen (Prostata, Leber) oder apikalen 

(Nieren, Kapillaren des Gehirns) Membran von polarisierten Zellen lokalisiert. Des Weiteren 

wird MRP4 auch in Thrombozyten, Erythrozyten, Astrozyten und dendritische Zellen 

exprimiert [KEPPLER, 2010].  

Das Gen, welches für MRP4 kodiert, befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 13. 

Das MRP4 (ABCC4)-Gen enthält 31 Exons, die für 1325 Aminosäuren kodieren [RITTER et 
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al., 2005]. MRP4 hat u.a. ein PDZ-Bindungsmotiv, welches durch die Aminosäuren E 

(Glutamat), T (Threonin), A (Alanin) und L (Leucin) charakterisiert wird. Das Bindungsmotiv 

ist eine Sequenz, welche die Membranexpression des MRP4 via Interaktion mit PDZ-

Adaptorproteinen reguliert [HAYASHI et al., 2012]. 

Diverse biologische Aktivitäten werden durch dynamische Interaktionen zwischen den PDZ-

Bindungsmotiven und ihren Bindungspartnern bestimmt [LEE et al., 2010].  

Protein-Protein-Interaktionen können die Funktion und Lokalisation der Transporter in der 

Plasmamembran beeinflussen [KATO, 2007].  

 

1.4 Rolle des MRP4 in Thrombozyten 
 

Die Thrombozytenaggregation wird durch die Freisetzung von Mediatoren wie ADP 

realisiert. Diese Mediatoren sind in den Granula der Thrombozyten gespeichert. Zu den 

mögliche Transportproteinen, die die Akkumulation der Mediatoren in den Granula bewirken, 

gehört u.a. das MRP4 [JEDLITSCHKY et al., 2004].  

Des Weiteren bewirken Transporter die Translokation von Mediatoren durch die 

Plasmamembran während der Aktivierung der Thrombozyten [JEDLITSCHKY et al., 2012].  

Thrombozyten enthalten mindestens drei Typen intrazellulärer Granula, in denen die 

Mediatoren gespeichert und konzentriert werden. Bezeichnet werden sie als α-, δ- und 

lysosomale Granula [WHITE, 1994]. Während die α-Granula viele Polypeptide wie 

Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor, Wachstumsfaktoren und Proteaseinhibitoren beinhalten, 

werden in den δ-Granula kleine Moleküle wie ADP, ATP, Serotonin und Kalzium gespeichert 

[HOLMSEN, 1994]. Lysosomale Granula enthalten hydrolytische Enzyme, die zirkuläre 

Thrombozytenaggregate beseitigen [WHITE, 1994].  

ADP spielt, neben den anderen Faktoren, eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung. Denn 

ADP bindet an den ADP-Rezeptor benachbarter Thrombozyten und aktiviert diese. Außerdem 

ist eine hohe Konzentration an ADP in den δ-Granula (> 0,6 mol/l) vorhanden. Das legt die 

Beteiligung eines primären aktiven Transporterproteins nahe. Es konnte gezeigt werden, dass 

das MRP4 außer in der Plasmamembran auch in den δ-Granula der Thrombozyten verstärkt 

vorhanden ist [JEDLITSCHKY et al., 2004].  

Die genaue intrazelluläre Lokalisation von MRP4 in ruhenden Thrombozyten ist dabei noch 

nicht vollständig geklärt. Ko-Färbungen mit granulären Markern deuten daraufhin, dass der 

Transporter in ruhenden Thrombozyten vorrangig in der Membran der δ-Granula lokalisiert 

ist [JEDLITSCHKY et al., 2004]. Sofern die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt, wird 



MRP4 in die Plasmamembran durch granuläre Exozytose eingebaut und kann hier zusätzlich 

zur Freisetzung von Mediatoren beitragen [

Die vorgeschlagene Lokalisation des MRP4 sowohl in ruhenden als auch in aktivierten 
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MRP4 in die Plasmamembran durch granuläre Exozytose eingebaut und kann hier zusätzlich 

zur Freisetzung von Mediatoren beitragen [JEDLITSCHKY et al., 2012].  

Lokalisation des MRP4 sowohl in ruhenden als auch in aktivierten 

2 schematisch dargestellt.  
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(z.B. Serotonin), für die andere Transporter involviert sind, bei diesen Thrombozyten normal 

war [JEDLITSCHKY et al., 2012].  

δ-SPD ist eine heterogene Gruppe von Plättchenfunktionsstörungen, die entweder 

syndromisch (assoziiert mit Abnormalitäten in anderen Zellen) oder nicht-syndromisch (nur 

auf die Plättchen bezogen) sein können. Des Weiteren ist die δ-SPD durch eine 

Blutungsneigung in unterschiedlichem Ausmaß charakterisiert. Die Blutung kann mild bis 

mäßig verlängert ausgeprägt sein [CATTANEO et al., 2003].  

Das beste Beispiel für eine syndromische δ-SPD ist das Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) – 

eine seltene Erkrankung, bei der die Entwicklung der Melanosomen, thrombozytären δ-

Granula und der Lysosomen beeinträchtig ist [HERMANSKY & PUDLAK, 1959; 

DELL`ANGELICA et al., 1999].  

Außerdem ist HPS eine autosomal rezessive Erkrankung, die durch ein Augen/Haut-

Albinismus charakterisiert ist. Im Laufe der Zeit entwickeln einige HPS-Patienten eine 

Pulmonalfibrose und granulomatöse Kolitis vermutlich infolge einer Akkumulation von 

abgebauten Materialien in den Lysosomen von Retikuloendothelzellen [DELL`ANGELICA et 

al., 1999]. 

Bei Patienten mit HPS konnte MRP4 nur in der Plasmamembran der Thrombozyten detektiert 

werden aufgrund eines Mangels an δ-Granula in den Thrombozyten [JEDLITSCHKY et al., 

2004].  

Ein Grund für die unterschiedliche Expression und Lokalisation könnte eine Regulation des 

MPR4 auf Transkriptions- und Translationsebene sein. Ein weiterer Grund insbesondere für 

die unterschiedliche Lokalisation könnte aber auch Protein-Protein-Interaktionen zwischen 

dem MRP4 und möglichen Adaptorproteinen sein. Die Bedeutung der Interaktionen wird im 

Rahmen der vorliegenden Dissertation näher beschrieben. 

 

1.5 Proteininteraktionen 
 

Proteininteraktionen sind in Säugetierzellen entscheidend für viele Prozesse. Viele 

Interaktionen beinhalten die stabile Assoziation von Proteinen innerhalb von Multi-

Untereinheitskomplexen sowie die vorübergehende Assoziation von regulatorischen 

Proteinen [LLÈRES et al.,  2007]. Für die Interaktionen von Proteinen sind Bindungsmotive 

essentiell, u.a. die PDZ-Bindungsmotive.  

PDZ-Bindungsmotive sind Protein-Interaktionsdomainen, die in einer Sequenz-spezifischen 

Art und Weise an kurze C-terminale oder interne Peptide binden. Die Vielfalt der PDZ-

Bindungsspezifitäten kann durch eine variable Abfolge der Aminosäuren in der 
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Bindungsfurche der Domäne erklärt werden. Sie kommen häufig in multiplen Kopien vor 

oder sind mit anderen Protein-Bindungsmotiven assoziiert. Des Weiteren sind PDZ-enthaltene 

Proteine im Aufbau von supramolekularen Komplexen involviert. Die Organisation um PDZ-

basierte Faltung erlaubt eine stabile Lokalisation der interagierenden Proteine und verbessert 

das Maß und die Genauigkeit der Signaltransduktion innerhalb des Komplexes [SHENG et 

al., 2001].  

Sie werden PDZ-Domänen genannt, da sie in postsynaptic density proteins (PSDs), im 

Drosophila-Tumorsuppressorgen disks large (Dlg) und in Zell-Zell-Adhäsionsproteinen wie 

Zonula Occludens-1 (ZO1) gefunden wurden [KOULEN et al., 1998]. 

Die Lokalisation vom MRP4 ist abhängig vom Zelltyp, in dem es exprimiert wird [HOQUE et 

al., 2008]. Der C-Terminus des MRP4 besitzt ein consensus class I PDZ-Interaktionsmotiv 

(ETAL). Dieses Motiv ist dem vom MRP2 und CFTR ähnlich, die beide spezifisch an der 

apikalen Membran polarisierter Zellen lokalisiert sind. Die Oberflächenexpression des CFTR 

wird durch das Adaptorprotein „Na+/H+ exchanger regulatory factor 1“ (NHERF1) (auch 

Ezrin-Binding Protein 50, EBP50 genannt) verbessert, in dem das Recyling durch Endosomen 

erhöht wird [HOQUE et al., 2008].  

Die CFTR-EBP50-Interaktion erfordert die C-terminale DTRL-Sequenz des CFTR und 

benötigt entweder das PDZ 1 oder PDZ 2 des EBP50. Die Bindung an das PDZ 1 besitzt eine 

größere Affinität. Die Interaktion zwischen CFTR und EBP50 beeinflusst die Stabilität 

und/oder die Regulation der CFTR-Funktion in der Zellmembran und stellt einen 

Mechanismus zur Verfügung, in dem CFTR die Aktivität anderer apikaler Membranproteine 

beeinflusst [SHORT et al., 1998].  

EBP50 ist ein Protein, das 2 PDZ-Domänen enthält. Dieses Protein bindet an Ezrin nur im 

aktivierten Zustand. Auf diese Weise wird es in Regionen rekrutiert, in denen Ezrin aktiv und 

mit dem F-Aktin assoziiert ist. Das PDZ1-Motiv des EBP50 ist dem C-Terminus vom CFTR 

ähnlich. Mutationen im CFTR, welche die Bindung am EBP50 aufheben, resultieren in 

Rezeptorrelokalisation von der apikalen in die basolaterale Membran in Epithelzellen der 

Lunge [BRETSCHER et al., 2000]. Das mit Ezrin verwandte Radixin interagiert mit dem C-

Terminus von MRP2. Radixin ist das dominante ERM-(Ezrin-Radixin-Moesin)-Protein in der 

Leber von Mäusen und ist in den kanalikülären Membranen der Hepatozyten konzentriert. 

MRP2 ist ebenfalls in den kanalikulären Membranen lokalisiert und sekretiert u.a. 

Bilirubinglucuronide in die Galle. In Radixin-defizienten Mäusen ist MRP2 in den 

Membranen vermindert. Das deutet darauf hin, dass Radixin für die Lokalisation des MRP2 

in den kanalikulären Membranen der Hepatozyten erforderlich ist [KIKUCHI et al., 2002].  
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In den Arbeiten von HOQUE et al., 2008, 2009 konnte gezeigt werden, dass das NHERF1 

(EBP50) am C-Terminus des MRP4 bindet und die EBP50-Expression in HeLa-Zellen zu 

einer vermehrt intrazellulären Lokalisation von MRP4 führt.  

Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass die Lokalisation des MRP4 in polarisierten Zellen in 

Abhängigkeit von der EBP50-Expression unterschiedlich ist. Es kann sowohl in der apikalen 

Membran (wie in LLC-PK1-Zellen) als auch in der basolateralen Membran (wie in MDCK-

Zellen) lokalisiert sein. Hoque et al. führten dies auf eine höhere EBP50-Expression in den 

LLC-PK1-Zellen zurück [HOQUE et al., 2009]. 

Weitere Adaptorproteine, die über PDZ-Bindungsmotive mit anderen Proteinen interagieren, 

sind zum Beispiel PSD95 (postsynaptic density protein 95), auch bekannt unter der 

Bezeichnung DLG4 (disks large homolog 4) oder SAP90 (synapse-associated protein 90) und 

SNX27 (sorting nexin 27).  

Die Sorting nexins  (SNXs) sind eine heterogene Gruppe von zellulären trafficking-Proteinen. 

Ihre Fähigkeit Protein-Protein-Komplexe zu bilden, deutet auf eine Rolle beim Membran-

trafficking und der Proteinsortierung hin [WORBY et al., 2002]. Des Weiteren wird die 

Familie der SNXs verteilt zwischen Membran und Zytosol gefunden. Zurzeit sind 29 

Säugetier-SNXs identifiziert, wobei über die Funktion der Mehrheit der Proteine wenig 

bekannt ist [CARLTON et al., 2005].  

Die Proteine der SNX-Superfamilie sind charakterisiert durch die Anwesenheit einer Phox-

homologen Domäne (PX) [HUESCHEN et al., 2012]. Die PX ist eine Phosphoinositid-

bindende Domäne. Sie wurde als ein verbreitetes Motiv, bestehend aus 120 Aminosäuren, 

identifiziert. PX-Domän-enthaltende Proteine schließen diverse Funktionen wie zelluläres 

signaling und trafficking sowie Protein-Sortierung und Lipid-Modifikation ein [Vollert et al., 

2004]. SNX27 ist das einzige SNX-Protein, das eine PDZ-Domäne enthält [HUESCHEN et 

al., 2012].  

SNX27 wurde ursprünglich im Neokortex der Ratte als entwicklungsregulierendes 

psychostimulierendes Gen identifiziert. Es interagiert über die PDZ-Domäne und reguliert die 

intrazelluläre Sortierung. Dennoch ist die Funktion des SNX27 nicht vollständig 

charakterisiert, da der Sortierungsprozess, der durch SNX27 beeinflusst wird, vom 

Targetprotein abhängt. Die PDZ-Domäne des SNX27 befindet sich im N-terminalen Bereich. 

In HAYASHI et al., 2012 wurde die Assoziation des SNX27 mit der intrazellulären Sortierung 

des MRP4 und damit die Regulierung der Zelloberflächenexpression und der 

Transportfunktion des MRP4 in HEK293-Zellen näher untersucht. Die Arbeitsgruppe um 

HAYASHI et al. konnte SNX27 als Bindungspartner von MRP4 identifizieren.  
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Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe (Dissertation Marie-Luise Kromrey, „Die Funktion 

des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: Bedeutung von Adaptorproteinen“) 

ergaben außerdem Hinweise auf eine mögliche Interaktion mit dem PDZ-Protein PSD95, 

sowie mit dem Hitzeschockproteinen wie HSP90. 

Die postsynaptic density (PSD) ist ein komplexes Netzwerk bestehend aus Transmitter-

Rezeptoren, Verankerungsproteinen und Zytoskeletelementen [KOULEN et al., 1998].  

PSD95 ist ein insbesonders neuronal-exprimiertes PDZ-Protein, welches mit Rezeptoren und 

Zytoskeletelementen in den Synapsen assoziiert ist, wobei die Funktion ungewiss ist [EL-

HUSSEINI et al., 2000]. Das PSD95 enthält N-terminal drei höchst homologe Regionen von 

~90 Aminosäuren (PDZ-Domänen) [KOULEN et al., 1998]. Auch für PSD95 wurden 

verschiedene Interaktionen mittels PDZ-Domäne beschrieben (IRIE et al., 1997, KORNAU et 

al., 1995). 

Das humane DLG4/PSD95 ist das vierte identifizierte humane Protein, welches eine 

signifikante Ähnlichkeit zum Drosophila-Tumorsuppressor Dlg zeigt. Diese Proteine bilden 

die DLG-Subfamilie der Membran-assoziierten Guanylat-Kinase-Protein-Familie. Außerdem 

wird DLG4/PSD95 in einer Vielzahl von nicht-neuronalen Geweben exprimiert [STATHAKIS 

et al., 1997]. Die Lokalisation des DLG4/PSD95-Gens liegt in einer Region, die mit 

verschiedenen neurologischen Erkrankungen assoziiert ist [STATHAKIS et al., 1999]. 

Proteine, die nicht über PDZ-Bindungsmotive interagieren, sind zum Beispiel Hitzeschock-

Proteine, wie das HSP90 (heat shock protein 90) und Adaptorprotein (AP)-Komplexe.  

Molekulare Chaperone sind ein funktionell definiertes Set an Proteinen, die die 

Strukturformation der Proteine in vivo unterstützen. Ohne bestimmte Schutzmechanismen, 

wie die Bindung von freiwerdenden Polypeptidketten durch molekulare Chaperone, würde die 

zelluläre Proteinsynthese zur Fehlfaltung und Aggregation führen [WEGELE et al., 2004].  

HSP90 ist ein ATP-abhängiges Chaperon, welches in der Faltung und Aktivierung von einer 

unbekannten Anzahl von Substrat-Proteinen involviert ist. Außerdem ist es essentiell in allen 

Eukaryoten vorhanden [RICHTER et al., 2001].  

HSP90 ist ein flexibles Dimer. Jedes Monomer enthält drei Domänen: die N-Domäne, die 

durch eine lange Verknüpfungssequenz mit der M-Domäne verbunden ist. Des Weiteren liegt 

eine C-terminale Dimerisierungsdomäne vor. Die N-Domäne besitzt eine tiefe ATP-

Bindungstasche, in der ATP in einer ungewöhnlich geknickten Weise gebunden wird 

[WANDINGER et al., 2008]. 

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

Membranproteine vermitteln. Sie sind an der Bildung von Clathrin-umhüllten Vesikeln durch 
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die Rekrutierung des Faltungsproteins Clathrin involviert. Des Weiteren spielen sie eine 

entscheidende Rolle bei der Substratselektion durch das Erkennen des Sortierungssignals 

innerhalb des zytoplasmatischen Endes von integralen Membranproteinen. Außerdem werden 

gewebespezifische Sortierungsvorgänge, wie die basolaterale Sortierung in polarisierten 

Epithelzellen und die Biogenese von spezialisierten Organellen, einschließlich Melanosomen 

und synaptischen Vesikeln, durch die Mitglieder der AP-Komplexe reguliert [NAKATSU et 

al., 2003].  

Im Säugetier gibt es sechs Mitglieder der AP-Komplex-Familie. AP1A, AP2, AP3A und AP4 

werden ubiquitär exprimiert. Die anderen zwei Mitglieder, AP5 und AP6, sind zellspezifische 

Isoformen des AP1A und AP3A: das Epithelium-spezifische AP1B und das Neuronen-

beschränkte AP3B. Des Weiteren besitzen die AP-Komplexe vier Untereinheiten: eine kleine 

(σ1-σ4), eine mittlere (µ1-µ4) und zwei große (α, γ, δ oder ε und β1-β4) Untereinheiten. 

Dieser Aufbau formt eine Struktur, in der zwei Fortsatzdomänen durch eine flexible 

Gelenkregion mit dem Kern verbunden sind. Die große Untereinheit ist in drei Domänen 

unterteilt: die N-terminale Domäne, welche mit der µ- und σ-Untereinheit den Kern bildet, die 

Gelenkregion und den C-terminalen Fortsatz. Eine der großen Untereinheiten (α, γ, δ oder ε) 

ist in der Bindung der Targetmembran mit einbegriffen. Die anderen großen Untereinheiten 

rekrutieren durch eine Clathrin-bindende Sequenz Clathrin, welche als Clathrin-Box 

bezeichnet wird. Diese besitzt die Consensus-Sequenz LϕxϕD/E, wobei ϕ ein umfangreicher 

hydrophober Rest ist und in der Gelenkregion liegt. Die µ-Untereinheiten besitzen zwei 

Domänen. Das N-terminale Drittel ist ein Teil des Kerns und das restliche C-terminale 

Zweidrittel bestimmt die Substratselektion durch direktes Erkennen des Yxxϕ-Motiv - eines 

der häufigsten Sortierungssignale in der zytosolischen Domäne von Transmembranproteinen. 

Die σ-Untereinheiten sind ebenso ein Teil des Kerns und es wird angenommen, dass sie in der 

Stabilisierung des Komplexes involviert sind [OHNO, 2006]. 

AP1A reguliert den vesikulären Transport von Substraten zwischen dem Trans-Golgi-

Netzwerk und den Endosomen. Dabei ist die Richtung des Transports noch unklar. AP1B ist 

in der polarisierten Sortierung von Substratmolekülen zur basolateralen Plasmamembran in 

Epithelzellen involviert. AP2 vermittelt die Formation der Clathrin-umhüllten Vesikel von der 

Plasmamembran für die Endozytose, die für die Fusion mit frühen Endosomen bestimmt sind. 

Außerdem dient es als Substratrezeptor, um selektiv Transmembranproteine zu sortieren. 

Für AP3A wird angenommen, dass es Substrate vom Trans-Golgi-Netzwerk und/oder frühen 

Endosomen  zu späten Endosomen, multivesikulären Körpern, Lysosomen und Lysosom-

verwandten Organellen transportiert. AP3B ist in der Biogenese von synaptischen Vesikeln 
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von Endosomen involviert. Allerdings ist es vorzugsweise in neuronale Prozesse in primären 

Neuronenkulturen konzentriert [OHNO, 2006]. In DELL`ANGELICA et al., 1999 konnten 

zwei HPS-Patienten mit einer Mutation in der β3A-Untereinheit des AP3-Komplexes 

identifiziert werden. Die Fibroblasten der Patienten weisen einen drastisch reduzierten AP3-

Spiegel wegen eines erweiterten Abbaus des mutierten ß3A auf. Der AP3-Mangel resultiert in 

einer verstärkten Oberflächenexpression der lysosomalen Membranproteinen CD63, LAMP1 

und LAMP2 aber nicht der nicht-lysosomalen Proteine. Die Ergebnisse von 

DELL`ANGELICA et al., 1999 legen nahe, dass das AP3 in der Protein-Sortierung zu 

Lysosomen und Lysosom-verwandten Organellen fungiert und sie liefern ein Beispiel für eine 

humane Erkrankung, bei der ein verändertes trafficking von integralen Membranproteinen 

durch eine Mutation in einer Komponente der Sortierungsmaschinerie bedingt ist. Wie oben 

[1.4] bereits erwähnt, wurde auch eine veränderte Lokalisation von MRP4 bei einem HPS-

Patienten beobachtet. Daher wurde AP3 in dieser Arbeit als möglicher Interaktionspartner von 

MRP4 in Thrombozyten insbesondere in Betracht gezogen. 

AP4 vermittelt den Transport von einigen Proteinen vom Trans-Golgi-Netzwerk zu den 

Lysosomen und ist eventuell am basolateralen Transport vom low-density-lipoprotein-

Rezeptor in polarisierten Epithelienzellen beteiligt [OHNO, 2006]. 

 

1.6 Zielsetzung 
 

Gegenstand dieser Dissertation sollten die Untersuchungen zu Protein-Interaktionen von 

thrombozytären Transportproteinen sein. Aufgrund der genannten Rolle des MRP4 in den 

Thrombozyten und den beschriebenen Erkrankungen (δ-SPD und HPS), bei denen eine 

veränderte MRP4-Lokalisation und –Expression auftritt, sollten MRP4-interagierenden 

Proteinen identifiziert und ihr Einfluss auf die MRP4-Lokalisation untersucht werden. In 

unterschiedlichen Publikationen wurde anhand des MRP4, MRP2 und CFTR beschrieben, 

dass interagierende Proteine bei der Lokalisation verschiedener Transporter eine wichtige 

Rolle spielen. Des Weiteren sind Bindungsmotive, wie zum Beispiel das PDZ-

Bindungsmotiv, für die Interaktion zwischen Transporter und Adaptorprotein essentiell. 

Aufgrund dessen wurde zunächst ein Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein mit 

einer C-terminalen Sequenz des MRP4 einschließlich dem PDZ-Bindungsmotiv generiert. 

Anschließend wurden verschiedene mögliche Bindungspartner von MRP4 mittels pull-down-

Versuch und massenspektrometrischer Analyse identifiziert. Des Weiteren erfolgte die 

Detektion der Ko-Lokalisation der identifizierten Adaptorproteine mit dem MRP4 in den 

Thrombozyten. Im Anschluss dessen wurde untersucht, für welche interagierenden Proteine 
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das PDZ-Bindungsmotiv essentiell ist und wie sich die Lokalisation des MRP4 verändert, 

sofern ein knock-down der Adaptorproteine durchgeführt wird. Dafür wurde eine 

megakaryoblastische Leukämiezelllinie verwendet. Im letzten Abschnitt der vorliegenden 

Arbeit wurde nach Adaptorprotein-Überexpression nochmals verdeutlicht, dass sowohl das 

Vorhandensein der Interaktionsproteine als auch das Bindungsmotiv (für einige Proteine) für 

die Lokalisation des MRP4 von entscheidender Bedeutung sind.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Materialien 
 

2.1.1 Laborgeräte 
 
Gerät/Hilfsmittel     Firma 
 

Agaroseelektrophoresekammern   Biozym, Hessisch Oldendorf 
Biophotometer      Eppendorf, Hamburg 
Brutschrank (Bakterien)    Memmert, Schwabach 
Brutschrank BBD6220 (Zelllinien)   Heraeus® Instruments, Hanau 
Chambered Borosilicate Coverglass System  LAB-Tek 
Chemi Doc XRS     BioRad, München 
Deckgläser 24 x 24 mm     R. Langenbrinck, Emmendingen 
Feinwaage AX124     Sartorius, Göttingen 
Filterpapier      Whatman GmbH, Dassel 
Gel Logic 200 Imaging System    ©Eastman Kodak Company 
Heizblock Grant QBT     Grant Instruments, Cambridgeshire England 
Hybridisierungsofen Compact Line OV4  Biometra®, Göttingen 
Hybridisierungsröhre     Biometra®, Göttingen 
Inkubator (Bakterien)     Edmund Bühler GmbH, Hechingen 
Küvette UVette 220 - 1600 nm    Eppendorf, Hamburg 
Magnetrührgerät MR 3001    Heidolph, Schwabach 
Magnetrührgerat VarioMag Maxi   Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Mikroskope: 
Axiovert 25       Zeiss, Jena 
LSM780 
Mikrotiterplatten 96-well    Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Mikrotiterplattenlesegerät Infinite M200  Tecan, Crailsheim 
MULTIWELL ™ 6 Well-Platten    BD Falcon™, Heidelberg 
Nitrozellulose Transfer Membran Whatman®  Whatman GmbH, Dassel 
PCR CyclerGeneAmp® PCR System 9700  Applied Biosystems, Darmstadt 
T100™Thermalcycler     BioRad, München 
pH-Meter pH526     WTW, Weilheim 
Rotator Stuart SB3     Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK 
Schüttler (RockingPlatform)    Biometra®, Göttingen 
SDS-PAGE Elektrophoresekammer   Biometra®, Göttingen 
Spektrophotometer Nano Drop™ 1000   Peqlab, Erlangen 
Sterilwerkbank Herasafe    Heraeus® Instruments, Hanau 
Stromversorgungsgerät Standard Power Pack P25 Biometra®, Göttingen 
SuperFrost® Plus Objektträger    R. Langenbrinck, Emmendingen 
Ultraschall Sonoplus  BANDELIN electronic · GmbH & Co. KG, 

Berlin 
Vortexer      VWR International GmbH, Darmstadt 
Waagen: 
AX623       Sartorius, Göttingen 
Explorer      Ohaus Europe GmbH, Nänikon, Schweiz 
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Wasserbad Typ 5A     Julabo, Seelbach 
Zellkulturflaschen (75 cm2)    BD Falcon™, Heidelberg 
Zellschaber      BD Falcon™, Heidelberg 
Zentrifugen: 
CT15REHimac      VWR International GmbH, Darmstadt 
Heraeus Fresco21     Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Heraeus Multifuge X3R    Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Heraeus Pico21      Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
OptimaTM TL Ultrazentrifuge    Beckman, München 

 

2.1.2 Chemikalien und Substanzen 
 
Hersteller      Chemikalie 
 
AppliChem GmbH, Darmstadt   CHAPS (C32H58N2O7S) 
   Silbernitrat (AgNO3) 
 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen   Aqua ad injectabilia 
 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe   Agarose NEEO Ultra Qualität 
   Albumin Fraktion V 
   Ammoniumpersulfat (APS) 
   4´,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) 
   Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 
   Glycerol 
   Glycin 
   Harnstoff 
   Hefeextrakt 

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsäure 

  Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 
  Kanamycin 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2) 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4) 
Natriumcarbonat (Na2CO3) 
Natriumdodecylsuflat (SDS) 
Paraformaldehyd 
Rotiphorese® Gel (37; 5:1) 
Saccharose 
37 % Salzsäure 
TRIS Ultra Qualität 

       Trishydrochlorid (TRIS/HCl) 
       Trypton 
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Dako North America Inc., Carpinteria, USA   Dako Fluorescent Mounting Medium 
 
GE Healthcare, München   Glutathion-Sepharose 4B 

L-Glutamin (200 mM) 
Medium DMEM High Glucose (4,5 g/l, 
without L-Glutamine) 
Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 
Trypsin/EDTA (1x) 

 
GIBCO®, Invitrogen, Karlsruhe   Fetales Kälberserum (FCS) 

Opti-MEM 
 
Invitrogen, Karlsruhe     Dynabeads® M-280 sheep anti-rabbit IgG 

Dynabeads® Protein G 
FITC Streptavidin 
Lipofectamin® 2000 

       Lipofectamin® RNAiMax 
 
J. T. Baker, Deventer, Niederlande   Ethanol 
       Methanol 

Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7) 
 
Merck, Darmstadt     Essigsäure (C2H4O2) 

Lysozym 
 
Milbona, Bergisch-Gladbach    Milchpulver 
 
New England Biolabs, Frankfurt/M.   Restriktionsendonukleasen, -puffer 
 
PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach   DPBS 

Medium RPMI 1640 (without L-Glutamine) 
       
Promega GmbH, Mannheim    IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) 
 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim   DNAseI 
 
SERVA, Heidelberg     Coomassie Brillant Blue G 250 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
Triton X-100 

 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  Adenosintriphosphat (ATP) 
       Agar Select 
       Aluminiumsulfat-hydrat (Al2O12S3) 
       Ampicillin 
       Aprotinin 
       ß-Mercaptoethanol 
       Borsäure 
       Bromphenolblau 
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       Calciumchlorid (CaCl2) 
       Ethidiumbromid 
       Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
       37 % Formaldehyd 

Glukose 
Kaliumchlorid (KCl) 
Leupeptin 

       Natriumchlorid (NaCl) 
       Natriumdeoxycholat (C24H39NaO4) 
       Natriumthiosulfat-Pentahydrat (Na2S2O3) 
       Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) 
       Phosphorsäure 
       Ponceau S 
       Saponin 
       Tween®-20 
 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte   Bicinchoninic Acid Solution (BCA) 
       ECL2 Western Blotting Substrate 
       EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen 
 

Bezeichnung    Zusammensetzung 
 
Antikörperverdünnungs-  Saponin   1 % (w/v) 
Lösung     FCS    10 % (v/v) 
 
Ammoniumpersulfat (10 %)  Ammoniumpersulfat  1 g 
     A.dest.    ad 10 ml 
 
Aprotinin    Aprotinin   0,3 mM 
     A.dest.    1 ml 
 
Blockierlösung (Immunfluoreszenz) Saponin   1 % (w/v)   
     FCS    20 % (v/v) 
 
Blockierlösung (Western Blot)  FCS    20 % (v/v) 
     Milchpulver   5 % (v/v) 
 
Coomassie-Färbung 
 Färbelösung   CoomassieBrillant Blue G250 0,02 % (w/v) 
     Aluminiumsulfat-hydrat 5 % (w/v) 
     Ethanol    10 % (v/v) 
     Phosphorsäure   2 % (w/v) 
  

Entfärbelösung   Ethanol    10 % (v/v) 
     Phosphorsäure   2 % (w/v) 
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Ethidiumbromidlösung   Ethidumbromid   10 mg 
A.dest.    ad 1 ml 

 
Homogenisationspuffer (pH 7,0) KCl    0,74 g    
     NaCl    0,146 g 
     MgSO4    0,049 g 
     C6H5Na3O7   0,353 g 
     Glukose   0,18 g 

HEPES    0,59 g 
     ATP    0,275 g 
     BSA    0,35 g 
     A.dest.    ad 100 ml 
 
LB-Medium (10x)   Trypton   100 g 
     Hefeextrakt   50 g 
     NaCl    100 g 
     A.dest.    ad 1 l 
 
Leupeptin    Leupeptin   1 mM 
     A.dest.    4 ml 
 
Lysispuffer    Tris/HCl pH 7,6  100 mM 
     NaCl    150 mM 
     Glycerin   10 % (v/v) 
     CHAPS   1 % (w/v) 
     Natriumdeoxycholat  0,25 % (w/v) 
     EDTA    1 mM 
 
Paraformaldehyd (4 %)   Paraformaldehyd  2 g 
pH 7,2     A.dest.    ad 50 ml 
          
PBS (10x)    NaCl    80 g 
pH7,4     KCl    2 g 
     Na2HPO4   14,4 g 
     KH2PO4   2,4 g 
     A.dest.    ad 1 l 
 
PBS/CM pH 7,4   NaCl    138 mM 
     KCl    2,7 mM 
     KH2PO4   1,5mM 
     CaCl2    0,1mM 
     MgCl2    1 mM 
 
PMSF     PMSF    0,1 M 
     A.dest.    10 ml 
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Saccharosestopper (10x)  0,5 M EDTA   4 ml    
     Saccharose   2,5 g 
     Bromphenolblau  25 mg 
     A.dest.    ad 10 ml 
 
Sammelgelpuffer pH 6,8  Tris-HCl   7,8 g 
     A.dest.    ad 100 ml 
 
Saponinlösung    Saponin   5 % (w/v) 
 
SDS (10 %)    SDS    1 g 
     A.dest.    10 ml 
 
SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)  Tris    60 g 
(Tankpuffer)    Glycin    288 g 
     SDS    20 g 
     A.dest.    ad 2 l 
 
SDS-Probenpuffer (4x)   1 M Tris pH 6,8  3,125 ml 
(„Laemmli“)    SDS    1 g 
     Glycerin   5 ml 
     Bromphenolblau  5 mg 
     ß-Mercaptoethanol  2,5 ml   
     A.dest.    ad 12,5 ml 
 
Silberfärbung 
 Fixierung   Methanol   50 % (v/v) 
     Essigsäure   12 % (v/v) 
 Waschlösungen   Ethanol    50 % (v/v) 
     Glycin    1 % (w/v) 
 Sensitivierung   Na2S2O3   0,02 % (w/v) 
 Silberfärbung   Silbernitrat   0,2 % (w/v) 
     37 % Formaldehyd  0,0375 % (v/v) 
 Entwicklung   Na2CO3    6 % (w/v) 
     Na2S2O3   0,005 % (w/v) 
     37 % Formaldehyd  0,025 % (v/v) 
 
Stripping-Puffer pH 6,8   Tris    15,142 g 
     SDS    40 g 
     A.dest.    ad 2 l 
 
TBE (10x)    Tris    121 g 
     EDTA    7,7 g 
     Borsäure   53,4 g 
     A.dest.    1 l 
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TBS (10x)    Tris    48,4 g 
pH 7,5     NaCl    169,6 g 
     A.dest.    2 l 
 
TBST     10x TBS   200 ml 
     Tween-20   800 µl 
     A.dest.    ad 2 l 
 
Transferpuffer (10x)   Tris    60,6 g 
(Towbin)    Glycin    288 g 
     A.dest.    2 l 
 
Trenngelpuffer pH 8,8   Tris    45,5 g 
     A.dest.    ad 250 ml 
 
Waschpuffer    NaCl    0,9 % (w/v) 
     Albuminlösung   22 % (w/v) 
     EDTA    5 g 

 

2.1.4 Kommerziell erhältliche Reaktionskits 
 

Verwendung    Reaktionskit   Bezugsquelle 
 
Aufreinigung von PCR-Produkten Nucleo®Spin Gel and PCR  Macherey-Nagel, Düren 
     Clean up 
 
cDNA-Synthese   High Capacity cDNA   Applied Biosystems,  

Reverse Transcription Kit Darmstadt 
 

DNA-Fragment-Isolation  Nucleo®Spin Plasmid  Macherey-Nagel, Düren 
      
 
Klonierung    CloneJET™ PCR Cloning Kit Fermentas, St. Leon-Rot 
 
Mutagenese    QuickChange II Site-Directed  Agilent Technologies,  

Mutagenesis Kit  Böblingen 
 
Plasmidisolation   NucleoSpin® Plasmid  Macherey-Nagel, Düren 
 
Proteinbestimmung   Pierce® BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific 
         Schwerte 
 
Western Blot Detektion   Pierce® ECL 2 Western  Thermo Fisher Scientific, 
     BlottingSubstrate  Schwerte 
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2.1.5 Größenstandards 
 

DNA-Größenstandards 
 
Als DNA-Größenstandards für die Agarosegelelektrophorese wurde der 1 kb DNA- (Peqlab, 

Erlangen) und der 100 bp DNA-Größenstandard (Peqlab, Erlangen) verwendet. 

 

Protein-Größenstandard 
 

Als Protein-Größenstandard für die SDS-PAGE wurde der Prestained Molecular Weight Marker (26,6 

- 180kDa (Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen) verwendet. 

 

2.1.6 Oligonukleotide 
 

Die aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

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

100 pmol/µl. Über die Primer eingebrachten Restriktionsschnittstellen sind blau markiert und 

zusätzlich eingebaute Basen sind rot markiert. 

 

PCR-Primer  Sequenz (5`-3`) 
 

AflII-for  ACTTTCTTAAGGTTTTACTTGCTTTAAA 
AflII-rev  ATTTACGCCTTAAGATACATTGATGAG 
AflII-rev-I  GCTTAAGTCACAGTGCTGTCTCGAAAA 
for-Mutation  CCAATGGACAGCCCTCGACCTAAACTATTTTCGAGACAGCACTG 
rev-Mutation  CAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTTAGGTCGAGGGCTGTCCATTGG 
Nexin-for-1  GCTCGCAAGATGGCGGACGAG 
Nexin-for-4  TCATGCAGGAATTCCTATCAGAATCCG 
Nexin-rev1  GGCTCACATGAGATAATCAGTCTCTAAC 
Nexin-rev-4  TCTGATAGGAATTCCTGCATGATGTCAC 
Nexin-SacI-rev  ACTTGAGCTCCTGCAGAACACCCTCTCG 
Nexin-XhoI-for  TGCTCGAGAGATGGCGGACGAGGAC 
PvuI   CAGTCACTGCGATCGCCTGCAGTGGTC 
Sac   ACCGCGGCCAAGATGCTGCCCGTG 
SacII-101-for  CCCCCGCGGCAAGATGCTGCC 

 

Sequenzier-Primer Sequenz (5`-3`) 
 

Nexin-Test-for  GCATTTGAATGGGATGAGATGCA 
Nexin-Test-rev  CTTGACGATGCGCACGACCCGCG 
S-Tag_pET-for  CGAACGCCAGCACATGGACA 
Test-ATG-rev  CTTGTTAAAGAAGGCTTCTGTGCGTC 
T7-Term-rev  GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
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2.1.7 Oligoribonukleotide (siRNA - small interferring RNA) 
 

Die siRNA PSD95 und AP3B1, für den knock-down der Adaptorprotein PSD95 bzw. AP3, 

wurden von der Firma Life Technologies GmbH, Darmstadt bezogen. Für den knock-down 

des Adaptorproteins SNX27 wurde eine siRNA selbst erstellt und durch die Firma Eurofins 

MWG Operon, Ebersberg synthetisiert. Von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Heidelberg wurde die Control siRNA bezogen.  

 

siRNA    Sequenz (5`-3`)     Spezies 
 

Stealth siRNA AP3B1  GCUUCACUAGUGAAGAUGAUCUGGU  Human 
SNX27    GGUUGGCAUGGACAGUACGtt   
Stealth siRNA PSD95  GGCGAGGACGGUGAAGGCAUCUUCA  Human 
Control siRNA 

 

2.1.8 Ribonukleinsäure (RNA) 
 
Die RNA wurde von der Firma BioChain Institute, Inc., Newark, USA bezogen. Sie stammt 

vom Frontalhirn eines gesunden, 29 Jährigen Mannes.  

 

2.1.9 Enzyme 
 

Enzym    Bezugsquelle 
 
Antarctic Phosphatase  New England Biolabs (NEB), Frankfurt a. M. 
DNAseI   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Lysozym   Merck, Darmstadt 
Phusion®-DNA-Polymerase New England Biolabs (NEB), Frankfurt a. M. 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (NEB), Frankfurt a. M. 
T4-DNA-Ligase  Promega GmbH, Mannheim 

 

2.1.10 Vektoren 
 

Vektor   Bezugsquelle 
 
pCI-neo  Promega, Mannheim 
pET-41b(+)  Merck, Darmstadt 
pECFP-C1  Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 
pEYFP-N1  Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg 
pECFP-YFP  Institut für Pharmakologie, Prof. Freismuth, Wien, Österreich 
pJET1.2/blunt  Fermentas, St. Leon-Rot 
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2.1.11 Bakterienstämme 
 

Bezeichnung     Genotyp 
 
„SoloPack® Gold Supercompetent Cells“  Tetr

Δ(mcrA)183Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 
Stratagene, Heidelberg    supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ proAB 
      lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 
 
E.coli BL21(DE3) Competent Cells  F-ompThsdSB (rB

-mB
-) gal dcm (DE3) 

Merck, Darmstadt 
 
XL1-Blue Supercompetent Cells  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 
Agilent Technologie, Böblingen  [F´proABlacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] 

 

2.1.12 Antibiotika 
 

Antibiotikum    Konzentration Stammlösung 
 
Ampicillin    100 mg/ml 
Kanamycin    50 mg/ml 

 

2.1.13 Primärantikörper 
 

Antikörper   Spezies   Bezugsquelle 
 
Anti-AP3   Ziege   Abcam, Cambridge, United Kingdom 
Anti-AP3B1    Kaninchen  Proteintech Europe, Manchester, United  
       Kingdom 
Anti-AP-180   Maus   Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 
Anti-GAPDH   Maus   Meridian Life Science, Inc., Memphis, USA 
Anti-GST   Ziege   GE Healthcare, München 
Anti-HSP90   Maus   BD Biosciences, Heidelberg 
Anti-LAMP2   Maus   Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 
Anti-NHERF-1   Maus   Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 
Anti-PSD95   Maus   Abcam, Cambridge, United Kingdom 
Anti-PSD95   Ziege   Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 
Anti-PSD95   Ziege   Abcam, Cambridge, United Kingdom 
Anti-MRP4 (SNG)  Kaninchen  Deutsches Krebsforschungszentrum,  
       Heidelberg 
Anti-SNX27   Maus   Abcam, Cambridge, United Kingdom 
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2.1.14 Sekundärantikörper 
 

Antikörper   Konjugat  Spezies  Bezugsquelle 
 
Anti-Kaninchen IgG  Alexa Fluor®488 Ziege  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Kaninchen IgG  Alexa Fluor®568 Esel  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Kaninchen IgG  Alexa Fluor®568 Ziege  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Maus IgG   Alexa Fluor®488 Huhn  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Maus IgG   Alexa Fluor®568 Ziege  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Maus IgG   Alexa Fluor®647 Ziege  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Ziege IgG   Alexa Fluor®647 Huhn  Invitrogen, Karlsruhe 
Anti-Kaninchen IgG  HRP   Ziege  BioRad, München 
Anti-Maus IgG   HRP   Ziege  BioRad, München 
Anti-Ziege   HRP   Pferd  Vector Laboratories, Inc.,  
         Kalifornien, USA 

 

2.1.15 Zelllinien 
 

HEK293 (Human embryonic kidney 293 cells) 
 
Die Zelllinie wurde von der Zellbank „Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH“, Braunschweig bezogen. Dabei handelt es sich um eine permanent 

transformierte Zelllinie. Erstmals wurden humane primäre embryonale Nierenzellen mit 

DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5 durch Frank Graham im Jahre 1977 transformiert 

[GRAHAM et al., 1977]. Dabei wurden 4344 bp des viralen Genoms in das Erbgut der 

Nierenzelle eingebaut [SHAW et al., 2002]. Da embryonale Nieren ein heterogener Mix aus 

verschiedenen Zelltypen sind, ist nicht bekannt, welchem Zelltyp die HEK293-Zellen 

entsprechen [http://hek293.com/]. HEK293 Zellen sind keine typischen Nierenzellen, aber 

aufgrund des Expressionsmusters wird ein neuronaler Ursprung vermutet [SHAW et al., 

2002]. Sie bilden einen adhärenten Monolayer aus, lassen sich gut kultivieren und 

transfizieren.  

 

HeLa(Henrietta Lacks) 
 
Die Zelllinie wurde von der Zellbank „Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH“, Braunschweig bezogen. Sie ist die erste permante Zelllinie, die durch 

Georg Otte Gey initiiert wurde. HeLa-Zellen sind Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, die 

Henrietta Lacks im Jahre 1951 entnommen wurden [JONES et al., 1971]. Die Zelllinie ist die 

am weitesten verbreitete menschliche Zelllinie für die biologische Forschung [LANDRY et al., 

2013]. 
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M07e (megakaryoblastische Leukämiezellen) 
 
Die Zelllinie wurde durch Dr. Joachim Boos (Abteilung für pädiatrische Onkologie, 

Universität Münster) bereitgestellt. M07e ist eine Zytokin-abhängige Subzelllinie der 

myeloischen Leukämiezelllinie M07 [OEVERMANN et al., 2009]. 

 

Humane Thrombozyten  
 
Humanes Thrombozytenkonzentrat wurde von der Abteilung „Transfusionsmedizin“ des 

Instituts für Immunologie und Transfusionsmedizin, Universitätsmedizin, Greifswald zur 

Verfügung gestellt. 

Für die Gewinnung von Plättchen-reichem Plasma (PRP) für die Immunfluoreszenz wurde 

Blut von freiwilligen Probanden in Citratröhrchen entnommen und bei 5000 rpm für 45 sec 

zentrifugiert. (Votum der Ethikkommission der Universitätsmedizin 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 (The Netherlands Cancer Institute, 

Amsterdam, NL) zur Verfügung gestellt.Es handelt sich um renale Epithelzellen eines 

gesunden, weiblichen Cocker Spaniels, die 1958 von S.H. Madin und N.B. Darby isoliert 

wurden [GAUSH et al., 1966]. In Kultur wachsen die Zellen in einem adhärenten Monolayer 

[CEREIJIDO et al., 1980] und sie bilden distinkte apikale und basolaterale Membranen aus 

und zeigen somit ein polarisiertes Wachstum [BRANDLI et al., 1989]. 

 

2.1.16 Medien 
 

Zelllinie  Mediumbestandteile 
 
HeLa, MDCKII  Kulturmedium DMEM   500 ml 
und HEK293  (4,5 g Glukose/l)       
   FCS     10 % (v/v) 
   L-Glutamin    1 % (v/v) 
   NEAS     1 % (v/v) 
 
M07e   Kulturmedium RPMI   500 ml 
   FCS     10 % (v/v) 
   L-Glutamin    1 % (v/v) 
   NEAS     1 % (v/v) 
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2.2 Methoden 
 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR – polymerase chain reaction) 
 
Der theoretische Prozess wurde durch Keppel et al. 1971 dargestellt. Erst 14 Jahre später 

wurde der komplette PCR-Prozess durch Kary Mullis beschrieben und experimentell 

angewendet [MULLIS, 1987; LORENZ, 2012]. 

Die PCR wurde verwendet, um einen spezifischen DNA-Abschnitt in vitro zu amplifizieren. 

Dabei werden Oligonukleotide (Primer) benötigt, die an den beiden Strängen des zu 

amplifizierenden Abschnitts hybridisieren. Umso größer die Spezifität der Primer ist, desto 

größer ist die Effektivität der PCR. Dabei wird die Synthese am 3`-Ende des Primers initiiert 

und in 5`-Richtung fortgefahren [MULLIS, 1987]. Die wiederholte Verdopplung des DNA-

Stranges erfolgt durch eine hitzestabile DNA-Polymerase. Im Rahmen der Dissertation wurde 

die Phusion® DNA-Polymerase eingesetzt. Diese thermostabile Polymerase aus einem E.coli-

Stamm generiert lange Templates mit einer hohen Genauigkeit. Sie besitzt eine 5`->3` DNA-

Polymerase-Aktivität und eine 3`->5` Exonuclease-Aktivität (proofreading-Aktivität). Dabei 

umfasst ein PCR-Zyklus folgende Schritte: Am Anfang steht die Denaturierung des DNA-

Doppelstranges, so dass die Primer im nächsten Schritt mit dem Einzelstrang hybridisieren 

können (Annealing). Darauf folgt die Elongation des gewünschten DNA-Abschnitts. Die 

hybridisierten Primer werden dabei durch die DNA-Polymerase und den hinzugefügten 

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) verlängert und als Folge dessen wird der DNA-

Einzelstrang erneut zu einem Doppelstrang synthetisiert. Die Wiederholung des genannten 

Zyklus führt zu einem exponentiellen Anstieg der gewünschten DNA-Sequenz. Die 

Bedingungen für das Annealing und die Elongation sind von der verwendeten Polymerase 

und den Primern abhängig. 

 

PCR-Reaktionsansatz 

Komponente Volumen je 50 µl Ansatz 
dNTP`s (10mM) 1 µl 
GC-Puffer (5x) 10 µl 
Phusion®-DNA-Polymerase (2U/µl) 1 µl 
forward-Primer  (100pmol/µl) 1 µl 
reverse-Primer (100 pmol/µl) 1 µl 
Template (50 – 200 ng) Variabel 
A.dest. ad 50 µl 
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Temperaturprofil der PCR 

Schritt Temperatur Zeit  Zyklen 
initiale Denaturierung 98 °C 4 min 1 x 
Denaturierung 98 °C 1  min  
Annealing abhängig vom Primer 30 sek 30 x 
Elongation 72 °C 15 - 30 sec/kb  
finale Elongation 72 °C 5 – 10 min 1 x 

 

2.2.1.2 Auftrennung und Reinigung von DNA durch Agarosegele 
 
Die Gelelektrophorese ist ein Elektrophorese-Verfahren, bei dem ein Gel als Trägermedium 

benutzt wird. Lange Fäden aus Agarosepolymeren werden zu einem Gel vernetzt. Je höher die 

Agarose konzentriert ist, desto kleiner sind die Poren, die sich in dem Gel befinden 

[www.chemie.de/lexikon/Agarose-Gelelektrophorese.html].  

Die Trennung wird durch die im Gel vorhandenen Poren erreicht, die wie ein Sieb wirken und 

deren Größe die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA bestimmen. Da die DNA negativ 

geladen ist, wandert sie nach Anlegen einer Spannung im elektrischen Feld stets zur Anode. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit ist von der Länge und der Konfirmation der DNA abhängig. 

Kurze DNA-Fragmente wandern schneller als lange. Die kürzesten DNA-Stränge wandern im 

Gel am schnellsten in Richtung Anode. Als Referenz lässt man einen Marker aus DNA-

Molekülen mitlaufen, deren Länge bekannt ist. DNA-Fragmente sind nativ nicht sichtbar und 

werden deshalb mit Etbr angefärbt [http://flexikon.doccheck.com/de/Gelelektrophorese]. 

Dabei besteht die Möglichkeit, bereits in die geschmolzene Agarose etwas Etbr zuzugeben 

oder das Gel nach beendeter Elektrophorese in Elektrophoresepuffer mit Etbr zu färben.  

Das Etbr interkaliert zwischen die Basen der Nukleinsäure. Nach Anregung mit UV-Licht 

(254, 302 oder 366 nm) erscheint der Etbr-Nukleinsäure-Komplex als Fluoreszenzemission 

im sichtbaren Bereich als rot-orange leuchtende Bande [GENTECHNISCHE METHODEN, 5. 

Auflage, Monika Jansohn, Sophie Rothhämel, Spektrum].  

Die emittierte Strahlung wird durch eine Kamera eingefangen und kann als 

Schwarzweißfotografie wiedergegeben werden. 

Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TBE verwendet, in dem ebenfalls die Agarose gelöst und 

erhitzt wurde. Des Weiteren wurden die Proben vor dem Auftragen mit einem 10x 

Saccharosestopper versehen, der die Dichte erhöht und somit die Proben in die Geltasche 

sinken lässt. 

Für die Isolierung von DNA-Fragmenten wurden die entsprechenden Banden unter dem UV-

Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 1,5-ml-
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Reaktionsgefäß überführt. Die Extraktion erfolgte mit dem Nucleo Spin® Extrakt II Kit der 

Firma Macherey Nagel nach Angaben des Herstellers.  

 

2.2.1.3 Restriktion 
 

Sie erfolgt mithilfe der Restriktionsenzyme. Diese bakteriellen Enzyme sind Nukleasen, die 

die DNA an spezifische Stellen schneiden. Dabei spalten sie die Phosphodiesterbindung 

hydrolytisch beider Stränge in einem DNA-Molekül. Unterschieden werden die Enzyme nach 

ihrer Erkennungssequenz, ihrer Spaltstelle und ihrem Ursprungsorganismus. Die Restriktion 

wurde genutzt, um einen bestimmten DNA-Abschnitt aus einem Vektor zu isolieren und 

anschließend in einem anderen zu klonieren. Der Vorgang erfolgte über gleiche Schnittstellen. 

Waren in dem zu klonierenden DNA-Abschnitt die entsprechenden Schnittstellen nicht 

vorhanden, so wurden sie mittels PCR in die gewünschte Sequenz eingebaut. Ob die 

Schnittstellen in der amplifizierten Sequenz vorhanden waren, wurde untersucht, in dem der 

Abschnitt mit dem pJET1.2/blunt ligiert wurde. Anschließend erfolgte ein Testverdau. Konnte 

die entsprechende Bande im Gel detektiert werden, wurde diese Bande aus dem Gel eluiert 

und in den Vektor über die Schnittstellen kloniert, mit dem die folgenden Versuche 

durchgeführt werden sollten.  

 

Restriktionsansatz für die Klonierung der verschiedenen Fusionsproteine 

Komponente Volumen je 40 µl Ansatz 
Plasmid-DNA (500 – 1000 ng) Variabel 
Puffer (10x) 4 µl 
BSA (10x) 4 µl 
Restriktionsenzym (10U/µl) 1 µl 
A.dest. ad 40 µl 
 

Ansatz für den Testverdau nach der erfolgreichen Klonierung 

Komponente Volumen je 20 µl Ansatz 
Plasmid-DNA (500 – 1000 ng) Variabel 
Puffer (10x) 2 µl 
BSA (10x) 2 µl 
Restriktionsenzym (5U/µl) 0,5 µl 
A.dest. ad 20 µl 
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2.2.1.4 5`-Dephosphorylierung des Vektors 
 

Die Dephosphorylierung des Vektors erfolgt nach dem Verdau, um am 5`-Ende des Vektors 

die Phosphatreste zu entfernen. Somit wird die Selbstligation verhindert. Das Fragment 

hingegen besitzt noch beide Phosphatreste und kann somit mit dem Vektor ligiert werden. Für 

die Dephosphorylierung wurde der gesamte Restriktionsverdau mit dem entsprechenden 

Antarctic® Phosphatase Puffer (10x) im Verhältnis 1:10 und 5 Units der Antarctic® 

Phosphatase (5000 U/ml) für 30 min bei 37°C inkubiert. 

 

2.2.1.5 Ligation 
 

Unter der Ligation wird das Verknüpfen der 5`-Phosphat- und 3`-Hydroxy-Enden des Zucker-

Phosphat-Gerüstes von DNA-Molekülen unter Ausbildung von Phosphodiesterbindungen 

verstanden. Das dafür verwendete Enzym wird als T4-DNA-Ligase bezeichnet. Im 

Ligationsansatz war der zu klonierenden DNA-Abschnitt stets im Überschuss vorhanden 

(Verhältnis Vektor:Insert 1:8), da die Konzentrationen nach Eluierung aus dem Gel stets 

geringer war als die Konzentration des Vektors. 

 

Ansatz für die Ligation 

Komponente Volumen je 10 µl Ansatz 
Insert (8facher Überschuss) Variabel 
Vektor (10 – 40 ng) Variabel 
T4-Puffer (10x) 1 µl 
T4-DNA-Ligase (1U/µl) 1 µl 
A.dest. ad 10 µl 

 

Die Ligationsansätze wurden über Nacht bei 4 °C und am darauffolgenden Tag noch für 2 

Stunden bei RT inkubiert und anschließend transformiert. 

 

Ansatz für die Ligation mit dem Vektor pJET1.2/blunt  

Komponente Volumen je 10 µl Ansatz 
Insert (20 – 50 ng) Variabel 
Vektor (50 ng) 1 µl 
Puffer (2x) 5 µl 
T4-DNA-Ligase (5U/µl) 1 µl 
A.dest. ad 10 µl 
 

Die Ligation erfolgte bei RT für 30 min. 

 

 



Material und Methoden 

29 
 

2.2.1.6 Transformation 
 

Mithilfe der Transformation besteht die Möglichkeit, Fremd-DNA in eine Bakterienzellen 

einzubringen. Dabei werden Bakterien verwendet, die so verändert wurden, dass sie Fremd-

DNA mit einer hohen Effizienz aufnehmen (kompetente Zellen). Für die Transformation 

klonierter Plasmid-DNA wurden die „SoloPack® Gold Supercompetent Cells“ verwendet. 

Sollte im Anschluss der Transformation die Proteinexpression durchgeführt werden, kam es 

zur Verwendung der E.coliBL21(DE3) Competent Cells. Die XL1-Blue Supercompetent Cells 

wurden für die Transformation der mutierten Plasmid-DNA verwendet. Von den „SoloPack® 

Gold Supercompetent Cells“ und den E.coli BL21(DE3) Competent Cells wurden 25 µl und 

von den XL1-Blue Supercompetent Cells wurden 50 µl für die Transformation eingesetzt. 

Sollte ein rekombinantes Plasmid retransformiert werden, so reichte 1 µl der Plasmid-DNA 

aus. Für die Transformation der Ligationsansätze wurden 5 µl eingesetzt. Vom PCR/Verdau-

Ansatz nach der Mutagenese wurden 2 µl verwendet. Die Bakterien und die Plasmid-DNA 

wurden gemischt und für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 1 min 

einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Es folgte eine Abkühlung auf Eis für 2 min und 

daraufhin die Zugabe von 970 µl LB-Medium. Zur Regeneration wurden die Zellen für 90 

min bei 37°C im Brutschüttler inkubiert. Von den Transformationsansätzen für die 

Proteinexpression wurden 10 µl auf Kanamycin-haltige (50 µg/ml) LB-Agarplatten 

ausplattiert. Nach der Retransformation wurden nur 50 µl auf LB-Agarplatten mit dem 

jeweiligen Antibiotikum ausplattiert und von den Ansätzen mit den Ligationen wurden 100 – 

200 µl benötigt. Alle Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch die Antibiotika-

Selektion können nur die Bakterien wachsen, die mit dem Plasmid das Resistenzgen erhalten 

haben. 

 

2.2.1.7 Isolation und Charakterisierung von Plasmid-DNA 
 

Nach erfolgreicher Transformation wurden von den Agarplatten einzelnen Kolonien gepickt. 

Diese wurden über Nacht in 3 ml LB/Kanamycin bzw. 3 ml LB/Ampicillin (die 

Antibiotikakonzentrationen lagen bei 50 µg/ml) bei 250 rpm/min und 37 °C inkubiert. Am 

darauffolgenden Tag erfolgte die Plasmid-DNA-Isolation mit dem Nucleo®Spin Plasmid Kit. 

Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit A.dest und einem Volumen von 50 µl. Nach der 

Konzentrationsbestimmung wurde eine Restriktionsanalyse durchgeführt, um positive Klone 

zu identifizieren, die dann mittels Sequenzierung weiter analysiert wurden. 
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Die Ausbeute wird durch photometrische Messung der isolierten Plasmid-DNA bei 260 nm 

ermittelt. Zur Überprüfung der Reinheit wird ein Absorptionsspektrum zwischen 220 nm und 

320 nm aufgenommen. Das Verhältnis der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm ist ein 

Maß für die Reinheit. Eine weitgehend proteinfreie Nukleinsäurelösung weist demnach ein 

Verhältnis von 1,8 – 2,0 auf. 

Die Sequenzierungen der verschieden klonierten DNA-Sequenzen erfolgte durch die Firma 

Eurofins MWG Operon (Ebersberg). Dafür wurden 100 ng DNA in 15 µl A.dest. 

aufgenommen. Primer, die für die Sequenzierung verwendet werden mussten und nicht von 

MWG angeboten wurden, mussten dem Ansatz noch zugefügt werden (2 µl Primer mit einer 

Konzentration von 10 pmol/µl).  

 

2.2.1.8 PCR-Mutagenese 
 

Die Mutagenese wurde mittels QuickChange II site-directed mutagenesis kit von der Firma 

Agilent Technologies durchgeführt. Mithilfe des Kits können Punktmutationen in bekannte 

Gene eingebaut werden. Dafür wurden im Vorfeld Primer erstellt, die komplementär zum 

Template waren und die ausgetauschte Base enthielten, so dass im Template während der 

PCR vor dem PDZ-Bindungsmotiv ein Stoppcodon eingebaut wurde. Als Template diente der 

Vektor pET-41b(+) mit dem C-Terminus des MRP4. Mit einer DNA-Polymerase (PfuUltra 

high-fidelity), den Primern und dem Template wurde dann eine PCR mit wenigen Zyklen 

durchgeführt. Durch die Verlängerung der Primer während der PCR wurde das mutierte 

Template generiert. Im Anschluss dessen erfolgte die Restriktion mit der Endonuklease DpnI. 

Das Enzym erkennt nur methylierte und hemimethylierte DNA, aber keine unmethylierte 

DNA. Da das neu synthetisierte Template unmethyliert vorliegt, ist es somit vor dem Verdau 

geschützt. Dafür wurde der PCR-Ansatz mit 1 µl DpnI (10 U/µl) versetzt und für 1 h bei 37°C 

im Wasserbad gespalten. Anschließend wurden 2 µl des Reaktionsansatzes in XL1-Blue 

Supercompetent Cells transformiert und auf Kanamycin-haltige LB-Agarplatten ausplattiert. 

Nach Isolation der Plasmid-DNA wurde diese mittels Sequenzierung auf den Einbau der 

gewünschten Mutation hin untersucht.  
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Reaktionsansatz für die PCR-Mutagenese 

Komponente Volumen je 50 µl Ansatz 
Puffer (10x) 5 µl 
dNTP`s (10mM) 1 µl 
forward-Primer (100 pmol/µl) Variabel 
reverse-Primer (100 pmol/µl) Variabel 
PfuUltra high-fidelity DNA Polymerase (2,5 U/µl) 1 µl 
Template (20 – 50 ng) Variabel 
A.dest. ad 50 µl 
 
Temperaturprofil für die PCR-Mutagenese 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 30 sek 1x 
Denaturierung 95 °C 30 sek  
Annealing abhängig vom Primer 1 min 18x 
Elongation 68 °C 5 min  
 

2.2.1.9 cDNA-Synthese 
 

Diese Methode wird verwendet, um aus Ribonukleinsäure (RNA) komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure (complementary Desoxyribonucleic acid, cDNA) zu synthetisieren. 

Mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase) kann aus der 

RNA die cDNA hergestellt werden. Des Weiteren wird für die Synthese als Primer Random-

Hexamere verwendet. Dabei handelt es sich um sechs zufällig zusammengesetzte Nukleotide. 

Die cDNA-Synthese wurde angewendet, um aus einer kommerzielle erhaltenen  RNA von 

menschlichem Frontalhirn (siehe 2.1.8) cDNA zu synthetisieren, um anschließend mittels 

PCR die kodierende Sequenz des SNX27 zu erhalten. 

 

Reaktionsansatz für die cDNA-Synthese 

Komponente Volumen je 20 µl Ansatz 
RT-Puffer (10x) 2,1 
MgCl (25 mM) 4,5 
dNTP`s (10mM) 4,1 
Random-Hexamere (50µM) 1,0 
RNAse-Inhibitor (20U/µl) 0,4 
Reverse-Transkriptase (50U/µl) 0,5 
Template (700 ng) 0,2 
A.dest ad 20 µl 

 
 
 
 
 
 



Temperaturprofil für die cDNA-Synthese

Schritt Temperatur
Annealing 25 °C
cDNA-Synthese 37 °C
Inaktivierung 85 °C
 

2.2.1.10 Herstellung der Plasmidkonstrukte
 
2.2.1.10.1 Generierung des Fusionsproteins GST
 
Für die Klonierung des Fusionsproteins GST

verwendet, der die genetische Information der GST enthält. Zum anderen wurden 400 bp vom 

C-Terminus des MRP4 (3635 bp 

mittels Restriktionsenzyme herausgeschnitten. Für die Linearisierung des Vektors und das 

Herausschneiden des 400 bp-MRP4

BamHI und XhoI verwendet. Anschließend erfolgte die Dephosphorylierung des Vektors

pET-41b(+). Beide Proben wurden in einem Agarose

bei 5900 bp und das Fragment bei 400 bp markiert. Nach dem Herausschneiden der Gelstücke 

wurden die Fragmente aus dem Gel aufgereinigt und ligiert, so dass 

mit der GST erfolgte. Im Anschluss dessen wurde die Transformation und Plasmidpräparation 

angewendet, um positive Klone zunächst über Restriktionsspaltung (

anschließend mittels Sequenzierung (Primer: 

Für die Interaktionsstudien wurden die C

dem Bereich sowohl die PDZ-

Adaptorprotein-Komplexe wie AP3 befindet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Schematische Darstellung des Fusionsproteins GST
dem Vektor pET-41b(+): Das 400bp
kloniert, so dass sich N-terminal die genetische Information der GST (hellblau) und C
Bindungsmotive für die Interaktionsstudien befanden.
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Synthese 

Temperatur Zeit 
25 °C 10 min 
37 °C 120 min 
85 °C 5 min 

der Plasmidkonstrukte 

2.2.1.10.1 Generierung des Fusionsproteins GST-MRP4 

Für die Klonierung des Fusionsproteins GST-MRP4 wurde zum einen der Vektor pET

verwendet, der die genetische Information der GST enthält. Zum anderen wurden 400 bp vom 

Terminus des MRP4 (3635 bp - 4100 bp) aus der MRP4-cDNA in dem Vektor pCI

ittels Restriktionsenzyme herausgeschnitten. Für die Linearisierung des Vektors und das 

MRP4-Fragments aus dem Vektor pCI-neo wurden die Enzyme 

verwendet. Anschließend erfolgte die Dephosphorylierung des Vektors

. Beide Proben wurden in einem Agarose-Gel aufgetrennt und die Vektorbande 

bei 5900 bp und das Fragment bei 400 bp markiert. Nach dem Herausschneiden der Gelstücke 

wurden die Fragmente aus dem Gel aufgereinigt und ligiert, so dass eine N

. Im Anschluss dessen wurde die Transformation und Plasmidpräparation 

angewendet, um positive Klone zunächst über Restriktionsspaltung (

anschließend mittels Sequenzierung (Primer: S-Tag_pET-for/T7-Term-rev

Für die Interaktionsstudien wurden die C-terminalen 400 bp des MRP4 gewählt, da sich in 

-Interaktionssequenz als auch ein mögliches Bindemotiv für die 

omplexe wie AP3 befindet.  

Schematische Darstellung des Fusionsproteins GST-MRP4 nach der Klonierung mit 
Das 400bp-Fragment des MPR4 (gelb) wurde mit dem Vektor pET

terminal die genetische Information der GST (hellblau) und C
Bindungsmotive für die Interaktionsstudien befanden. 

Zyklen 
1x 
1x 
1x 

MRP4 wurde zum einen der Vektor pET-41b(+) 

verwendet, der die genetische Information der GST enthält. Zum anderen wurden 400 bp vom 

cDNA in dem Vektor pCI-neo 

ittels Restriktionsenzyme herausgeschnitten. Für die Linearisierung des Vektors und das 

neo wurden die Enzyme 

verwendet. Anschließend erfolgte die Dephosphorylierung des Vektors 

Gel aufgetrennt und die Vektorbande 

bei 5900 bp und das Fragment bei 400 bp markiert. Nach dem Herausschneiden der Gelstücke 

eine N-terminale Fusion 

. Im Anschluss dessen wurde die Transformation und Plasmidpräparation 

angewendet, um positive Klone zunächst über Restriktionsspaltung (BamHI/XhoI) und 

rev) zu identifizieren. 

terminalen 400 bp des MRP4 gewählt, da sich in 

Interaktionssequenz als auch ein mögliches Bindemotiv für die 

MRP4 nach der Klonierung mit 
Fragment des MPR4 (gelb) wurde mit dem Vektor pET-41b(+) 

terminal die genetische Information der GST (hellblau) und C-terminal die 
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2.2.1.10.2 Generierung des Fusionsproteins GST-MRP4 ohne PDZ-Bindungsmotiv 
 
Zunächst wurde mithilfe des Templates pET-41(+)-400-bp-MRP4 und den Primern for-

Mutation und rev-Mutation eine PCR durchgeführt, so dass im neu synthetisierten Template 

vor dem PDZ-Bindungsmotiv die Sequenz TAA (Stoppcodon) eingebaut wurde. Das 

Ausgangstemplate wurde im Anschluss an die PCR durch das Enzym DpnI abgebaut, so dass 

allein das mutierte Fusionsprotein transformiert wurde. Im Anschluss wurden erneut Kolonien 

gepickt und die Plasmidpräparation durchgeführt. Mit den Enzymen BamHI/XhoI wurde die 

Plasmid-DNA verdaut, um zu überprüfen, ob das 400 bp-MRP4-Fragment noch vorhanden 

ist. Positive Klone wurden dann mit dem Primer T7-Term-rev sequenziert. War das 

Stoppcodon vorhanden, wurde mit der Plasmid-DNA erneut Interaktionsstudien durchgeführt.  

 

2.2.1.10.3 Generierung des Fusionsproteins SNX27-pEYFP 
 
Für die Generierung des Fusionsproteins SNX27-pEYFP (im Folgenden SNX27-YFP 

genannt)musste zunächst die SNX27-kodierende Sequenz kloniert werden. Dafür wurde 

kommerzielle RNA aus humanem Gehirn [2.1.8] in cDNA umgeschrieben. Anschließend 

wurde mit der Primerkombination Nexin-for-1/Nexin-rev-4 und Nexin-for-4/ Nexin-rev1 eine  

PCR durchgeführt, so dass zwei Fragmente vom SNX27 mit ca. 800 bp entstanden. Die 

Fragmente wurden getrennt mit dem Vektor pJET1.2/blunt ligiert. Nach der Transformation 

und Plasmidpräparation erfolgte der Testverdau. Das vordere Fragment wurde mit den 

Enzymen XhoI und EcoRI und das hintere Fragment mit den Enzymen EcoRI und NcoI 

geschnitten. XhoI schneidet im Vektor vor der multiple cloning site, EcoRI im Fragment und 

NcoI hinter der multiple cloning site. Durch die Wahl der Enzyme und der sich 

anschließenden Sequenzierung konnte untersucht werden, ob die Fragmente erfolgreich mit 

dem Vektor ligiert wurden und in der erforderlichen Richtung vorhanden waren. Um die 

beiden Fragmente im pJET1.2/blunt zusammenzufügen, wurde der Vektor mit dem vorderen 

Fragment mit den Enzymen EcoRI und NcoI linearisiert und das hintere Fragment 

herausgeschnitten. Der Vektor musste nach dem Verdau noch dephosphoryliert werden. Die 

Restriktionsansätze wurden erneut durch die Gelelektrophorese aufgetrennt, um dann die 

Fragmente aus dem Gel zu eluieren und anschließend zu ligieren und transformieren. Die 

Sequenzierung zeigte, dass nun eine vollständige SNX27-Sequenz impJET1.2/blunt vorlag. 

Für die Klonierung in den Vektor pEYFP-N1folgte eine PCR mit den Primern Nexin-XhoI-

for/Nexin-SacI-rev. Durch den forward-Primer wurde eineXhoI-Schnittstelle eingefügt und 

mithilfe des reverse-Primers, der sich über der SacI-Schnittstelle (1578 bp) befand, wurden 



noch 2 zusätzliche Basen eingebaut, damit der Leserahmen

EYFP-Sequenz kloniert werden konnte. Denn im pEYFP

multiple cloning site. Nach der PCR wurde die gesamte SNX27

denpJET1.2/blunt ligiert, um im Verdau über die Schnittstellen 

herauszuschneiden. Während der Klonierung wurde festgestellt, dass im 

und SacI-Schnittstellen zu dicht beieinander lagen. Deshalb wurde statt der 

die BglII-Schnittstelle gewählt und die SNX27

BglII und SacI in den Vektor pEYFP

revwurden für die Sequenzierung verwendet. Anhand der Sequenz war zu erkennen, dass die 

zusätzlichen Basen im 3`-Bereich vorhanden waren und sich die EYFP

frameanschloss. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4: Schematische Darstellung des Fusionsproteins SNX27
dem Vektor pEYFP-N1: Das SNX27 (hellblau) wurde mit dem Vektor pEYFP
sich C-terminal die genetische Information des YFP (gelb) und N
Interaktionsstudien befanden. 
 
2.2.1.10.4 Generierung des Fusionsproteins 
 
Für die Generierung des Fusionsproteins 

wurde mit den Primern SacII

gesamte MRP4 amplifiziert wurde. Des W

Schnittstellen an den Endender

MRP4. Das PCR-Produkt wurde im Gel aufgetrennt und die Bande bei ca. 4200 bp aus dem 

Gel eluiert und anschließend mit 

und die Sequenzierung ergaben, dass d

werden konnte. Im Anschluss 

den pECFP-C1 umkloniert. Die korrekte 

AflII-rev-I überprüft. Jedoch befand sich die 
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noch 2 zusätzliche Basen eingebaut, damit der Leserahmen des SNX27 

kloniert werden konnte. Denn im pEYFP-N1 befindet sich das YFP

Nach der PCR wurde die gesamte SNX27-Sequenz erneut 

ligiert, um im Verdau über die Schnittstellen 

Während der Klonierung wurde festgestellt, dass im pEYFP

Schnittstellen zu dicht beieinander lagen. Deshalb wurde statt der 

Schnittstelle gewählt und die SNX27-kodierende Sequenz über die Schnittstellen 

Vektor pEYFP-N1 kloniert. Die Primer Nexin-Test-for

wurden für die Sequenzierung verwendet. Anhand der Sequenz war zu erkennen, dass die 

Bereich vorhanden waren und sich die EYFP

: Schematische Darstellung des Fusionsproteins SNX27-YFP nach der Klonierung mit 
Das SNX27 (hellblau) wurde mit dem Vektor pEYFP

terminal die genetische Information des YFP (gelb) und N-terminal das Bindungsmotiv für die 

erung des Fusionsproteins pECFP-MRP4 

Für die Generierung des Fusionsproteins pECFP-MRP4 (im Folgenden CFP

SacII-101-for undAflII-rev-Ieine PCR durchgeführt, wodurch das 

gesamte MRP4 amplifiziert wurde. Des Weiteren wurden durch die Primer

n an den Endender MRP4-Sequenz eingefügt. Als Template diente pCI

Produkt wurde im Gel aufgetrennt und die Bande bei ca. 4200 bp aus dem 

Gel eluiert und anschließend mit pJET1.2/blunt ligiert. Der Testverdau mit 

und die Sequenzierung ergaben, dass die MRP4-Sequenz erfolgreich in den Vektor

werden konnte. Im Anschluss dessen wurde die MRP4-Sequenz über diese Schnittstellen in 

Die korrekte Sequenz wurde mit den Primern 

überprüft. Jedoch befand sich die MRP4-Sequenz noch nicht 

des SNX27 in frame vor die 

N1 befindet sich das YFP hinter der 

Sequenz erneut in 

ligiert, um im Verdau über die Schnittstellen die Sequenz 

pEYFP-N1 die XhoI- 

Schnittstellen zu dicht beieinander lagen. Deshalb wurde statt der XhoI-Schnittstelle 

uenz über die Schnittstellen 

for und Nexin-Test-

wurden für die Sequenzierung verwendet. Anhand der Sequenz war zu erkennen, dass die 

Bereich vorhanden waren und sich die EYFP-Sequenz in 

der Klonierung mit 
Das SNX27 (hellblau) wurde mit dem Vektor pEYFP-N1 kloniert, so dass 

terminal das Bindungsmotiv für die 

(im Folgenden CFP-MRP4 genannt) 

eine PCR durchgeführt, wodurch das 

wurden durch die PrimerSacII- und AflII -

eingefügt. Als Template diente pCI-neo-

Produkt wurde im Gel aufgetrennt und die Bande bei ca. 4200 bp aus dem 

igiert. Der Testverdau mit SacII und AflII  

in den Vektor kloniert 

Sequenz über diese Schnittstellen in 

Primern SacII-101-forund 

nicht in framezu der N-



terminal gelegenen ECFP-Sequenz. Dafür 

PvuI im 5`-Bereich eine zusätzliche Base eingebaut, so dass das Leseraster 

ECFP-Sequenz liegt und das entsprechende

Konstrukt ausgetauscht wurde

überprüft. Da bei dem SacII- 

geschnitten worden war, musste dieses zudem wieder eingefügt werden. 

for und AflII-rev und dem Template 

amplifiziert und in die AflII

abschließende Sequenzierung mit dem Primer 

Polyadenylierungssignal ebenfalls erfolgreich

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstel
dem Vektor pECFP-C1: Das MRP4 (gelb) wurde mit dem Vektor pECFP
N-terminal die genetische Information des CFP (hellblaub) und C
Interaktionsstudien befanden. 
 
2.2.1.10.5 Generierung des Fusionsproteins 
 
Mithilfe des QuickChange II Site

können unter Verwendung von zum Template komplementären Primern, die eine 

ausgetauschte Base enthalten, mittels PCR

werden. Die hierbei ausgetauschte Base führte zum Einbau eines Stoppcodons direkt vor dem 

PDZ-Bindungsmotiv, sodass die Translation der PDZ

unterbunden wurde. Das Template wurde durch den pECFP

gestellt, welcher die gesamte Sequenz des 

spezifischer Primer sowie einer DNA

Sequenz generiert. Durch anschließende Restriktion mit der Restriktionsendonuklease 

für eine Stunde bei 37 °C wurde sichergestellt, dass durch die Erkennung und Spaltung (hemi

)methylierter DNA nur das neu generierte Template erhalten blieb, welches durch 
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Sequenz. Dafür wurde mittels PCR und den Primern 

Bereich eine zusätzliche Base eingebaut, so dass das Leseraster 

das entsprechende 700 bp-MRP4-Fragment 

Konstrukt ausgetauscht wurde. Der Einbau der zusätzlichen Base wurde durch Sequenzierung 

 und AflII -Verdaudas Polyadenylierungssignal aus dem Vektor 

geschnitten worden war, musste dieses zudem wieder eingefügt werden. Mit den Primer 

und dem Template pECFP-C1 wurde das Polyadenylierungssignal 

AflII -Schnittstelle des pECFP-MRP4-Konstrukts kloniert.

abschließende Sequenzierung mit dem Primer AflII-for  zeigte, dass das 

Polyadenylierungssignal ebenfalls erfolgreich eingefügt werden konnte. 

: Schematische Darstellung des Fusionsproteins CFP-MRP4 nach der Klonierung mit 
Das MRP4 (gelb) wurde mit dem Vektor pECFP-C1 kloniert, so dass sich 

terminal die genetische Information des CFP (hellblaub) und C-terminal die Bindungsmotive für die 

Generierung des Fusionsproteins pECFP-MRP4(-PDZ) 

Mithilfe des QuickChange II Site- Directed Mutagenesis Kits der Firma Agilent Technologies 

können unter Verwendung von zum Template komplementären Primern, die eine 

te Base enthalten, mittels PCR gezielt Punktmutationen in ein Gen eingefüh

werden. Die hierbei ausgetauschte Base führte zum Einbau eines Stoppcodons direkt vor dem 

Bindungsmotiv, sodass die Translation der PDZ-Domäne im MRP4

unterbunden wurde. Das Template wurde durch den pECFP-MRP4-Vektor 

elcher die gesamte Sequenz des ABCC4-Gens enthält und durch Verwendung 

spezifischer Primer sowie einer DNA-Polymerase wurde die mutierte Version der MRP4

Durch anschließende Restriktion mit der Restriktionsendonuklease 

de bei 37 °C wurde sichergestellt, dass durch die Erkennung und Spaltung (hemi

)methylierter DNA nur das neu generierte Template erhalten blieb, welches durch 

wurde mittels PCR und den Primern SacII und 

Bereich eine zusätzliche Base eingebaut, so dass das Leseraster in framezur 

Fragment impECFP-MRP4-

Der Einbau der zusätzlichen Base wurde durch Sequenzierung 

Verdaudas Polyadenylierungssignal aus dem Vektor 

Mit den Primer AflII-

wurde das Polyadenylierungssignal 

Konstrukts kloniert. Die 

zeigte, dass das 

MRP4 nach der Klonierung mit 
C1 kloniert, so dass sich 

terminal die Bindungsmotive für die 

Directed Mutagenesis Kits der Firma Agilent Technologies 

können unter Verwendung von zum Template komplementären Primern, die eine 

gezielt Punktmutationen in ein Gen eingeführt 

werden. Die hierbei ausgetauschte Base führte zum Einbau eines Stoppcodons direkt vor dem 

Domäne im MRP4-Protein 

Vektor (2.2.1.10.4) 

und durch Verwendung 

Polymerase wurde die mutierte Version der MRP4-

Durch anschließende Restriktion mit der Restriktionsendonuklease DpnI 

de bei 37 °C wurde sichergestellt, dass durch die Erkennung und Spaltung (hemi-

)methylierter DNA nur das neu generierte Template erhalten blieb, welches durch 



unmethylierte DNA charakterisiert ist. Schließlich wurden 5 

E. coli SoloPack®Gold Supercompetent Cells

Platten ausgestrichen. Nach Isolation der Plasmid

indem sie sequenziert wurde. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Schematische Darstellung des 
Mutagenese: Als Template diente das zuvor klonierte CFP
vor dem PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 (gelb) ein Stoppcodon eingebaut.
 

2.2.2 Proteinchemische Methoden
 

2.2.2.1 Expression des Fusionsproteins in E.coli 
 
Nachdem der C-Terminus des MRP4 mit dem Vektor pET

Proteinexpression des Fusionsproteins, bestehend aus Glutathion

MRP4-C-Terminus, und der GST in dem 

dem mutierten Fusionsprotein durchgeführt. Der genutzte Bakterienstamm ist Protease

defizient und eignet sich daher für eine maximale Expression der Proteine. Der Leervektor 

pET-41b(+) enthält die genetische Informa

41b(+)-400bp-MRP4 enthält die genetische Information des Fusionsproteins GST

pET-41b(+)-400bp-MRP4(-PDZ) enthält den C

PDZ-Bindungsmotiv eingebauten Stoppcodon. Dafür wurd

400bp-MRP4 und pET-41b(+)

eine ÜN-Kultur in 5 ml LB-Kanamycin (50 µg/ml) angeimpft und bei 37 °C mit 250 rpm im 

Schüttler inkubiert. 4 ml der Vorkult

µg/ml) LB-Medium überführt. Bei 250 rpm und 37 °C wurde die optische Dichte eingestellt. 

Nach Erreichen der OD600 von ~ 0,8 wurde IPTG (

und bei 250 rpm und 30 °C die Expression der Protei

erfolgte 5 Stunden. Anschließend wurden die Bakteriensuspension bei 3800 g, 10 min und 4 
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unmethylierte DNA charakterisiert ist. Schließlich wurden 5 μl des Reaktionsansatzes in 25 

coli SoloPack®Gold Supercompetent Cells transformiert und auf Ampicillin

Platten ausgestrichen. Nach Isolation der Plasmid-DNA wurde die mutierte DNA überprüft, 

 

: Schematische Darstellung des Fusionsproteins CFP-MRP4(-
Als Template diente das zuvor klonierte CFP-MRP4. Mithilfe spezieller Primer wurde 
Bindungsmotiv des MRP4 (gelb) ein Stoppcodon eingebaut. 

2.2.2 Proteinchemische Methoden 

des Fusionsproteins in E.coli BL21 

Terminus des MRP4 mit dem Vektor pET-41b(+) kloniert wurde, erfolgte die 

Proteinexpression des Fusionsproteins, bestehend aus Glutathion-S-Transferase (GST) und 

Terminus, und der GST in dem E.coli-Stamm BL21 (DE3). Das Gleiche wurde mit 

dem mutierten Fusionsprotein durchgeführt. Der genutzte Bakterienstamm ist Protease

defizient und eignet sich daher für eine maximale Expression der Proteine. Der Leervektor 

enthält die genetische Information der GST und diente als Kontrolle. pET

MRP4 enthält die genetische Information des Fusionsproteins GST

PDZ) enthält den C-Terminus des MRP4 mit

eingebauten Stoppcodon. Dafür wurden pET-41b

(+)-400bp-MRP4(-PDZ) in die E.coli BL21 (DE3) transformiert, 

Kanamycin (50 µg/ml) angeimpft und bei 37 °C mit 250 rpm im 

Schüttler inkubiert. 4 ml der Vorkultur wurden dann in 40 ml frisches Kanamycin

Medium überführt. Bei 250 rpm und 37 °C wurde die optische Dichte eingestellt. 

von ~ 0,8 wurde IPTG (Endkonzentration: 1 mM) hinzugegeben 

und bei 250 rpm und 30 °C die Expression der Proteine induziert. Die Proteinexpression 

erfolgte 5 Stunden. Anschließend wurden die Bakteriensuspension bei 3800 g, 10 min und 4 

l des Reaktionsansatzes in 25 μl 

und auf Ampicillin-haltigen 

DNA wurde die mutierte DNA überprüft, 

-PDZ) nach PCR-
MRP4. Mithilfe spezieller Primer wurde 

kloniert wurde, erfolgte die 

Transferase (GST) und 

Stamm BL21 (DE3). Das Gleiche wurde mit 

dem mutierten Fusionsprotein durchgeführt. Der genutzte Bakterienstamm ist Protease-

defizient und eignet sich daher für eine maximale Expression der Proteine. Der Leervektor 

tion der GST und diente als Kontrolle. pET-

MRP4 enthält die genetische Information des Fusionsproteins GST-MRP4. 

Terminus des MRP4 mit einem vor dem 

41b(+), pET-41b(+)-

BL21 (DE3) transformiert, 

Kanamycin (50 µg/ml) angeimpft und bei 37 °C mit 250 rpm im 

Kanamycin-haltiges (50 

Medium überführt. Bei 250 rpm und 37 °C wurde die optische Dichte eingestellt. 

1 mM) hinzugegeben 

ne induziert. Die Proteinexpression 

erfolgte 5 Stunden. Anschließend wurden die Bakteriensuspension bei 3800 g, 10 min und 4 
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°C pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml 1x PBS resuspendiert. Sollte nach der 

Proteinexpression mittels Western Blot untersucht werden, ob die GST und Fusionsproteine 

exprimiert wurden, erfolgte die Ultraschallbehandlung für 3x 10 sek der 

Bakteriensuspensionen. Anschließend wurden von den Bakterienlysaten die 

Proteinkonzentrationen bestimmt. Von den Proben mit der GST wurden 10 µg und mit den 

Fusionsproteinen 50 µg aufgetragen. 

 

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

GST-pull-down-Experiment 
 

Um aus dem Gesamtproteingehalt der Bakterien die GST bzw. die Fusionsproteine zu 

bekommen, erfolgte die Aufreinigung mittels GSH-Sepharose. Für den Aufschluss der 

Bakterien wurden die 1 ml Bakteriensuspensionen mit 10 µl Lysozym (100 mg/ml) und je 2 

µl Proteaseinhibitoren-Konzentrat (PMSF, Leupeptin, Aprotinin) versetzt. Danach wurde 3 x 

5 sek Ultraschall angewendet, wobei die Zellen stets auf Eis gekühlt wurden. Dann wurde 

noch 10 µl DNAseI (10 mg/ml) hinzugefügt und anschließend die Bakterien 15 min bei 37 °C 

im Wasserbad inkubiert. Für den weiteren Aufschluss erfolgte noch eine Inkubation mit 50 µl 

20 %igem Triton X-100 für 30 min bei RT und auf dem Schüttler. Danach wurden die 

Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 12000 g und 4 °C für 10 min entfernt. Die Überstände 

wurden dann für 4 Stunden bei 4 °C und rotierend mit 400 µl GSH-Sepharose inkubiert. Um 

ungebundene Proteine zu entfernen, wurde die Sepharose für 5 min bei 2000 rpm und 4 °C 

sedimentiert. Anschließend wurde 3 x mit 500 µl PBS, 3 x mit 500 µl 100 mM NaCl und 

dann nochmals 3 x mit 500 µl PBS gewaschen. 

Die gewaschene Sepharose mit der gebundenen GST, dem GST-MRP4, dem GST-MRP4(-

PDZ) bzw. die GSH-Sepharose, welche ebenfalls als Kontrolle diente, wurden im weiteren 

Schritt mit Thrombozytenlysat inkubiert, um zu untersuchen, welche Adaptorproteine am C-

Terminus des MRP4 binden bzw. um zu demonstrieren, dass das PDZ-Bindungsmotiv 

essentiell für die Interaktion zwischen einigen Adaptorproteinen und Transporter ist. Dafür 

wurden 4 mg Protein des Thrombozytenlysats mit PBS und Proteaseinhibitoren in einem 

Volumen von 100 µl pipettiert, anschließend bei 2000 rpm und 4 °C für 3 min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde dann über Nacht, rotierend und bei 4 °C mit den an der Sepharose 

gebundenen Proteine inkubiert. Nach der Inkubation wurde 4 x mit 1 ml PBS + 

Proteaseinhibitoren gewaschen und am Ende die Proben mit dem entsprechenden Volumen 5 

mM Tris/HCl pH 7,4 versetzt, so dass die gewünschte Anzahl an Gelen für den Western Blot 

beladen werden konnte. Das Prinzip des pull-down-Experiments ist in Abb. 7 dargestellt. 
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Adaptor- 
protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Schematische Darstellung des pull-down-Experiments: Nach der Proteinexpression wurde 
mittels GSH-Sepharose das Fusionsprotein GST-MRP4 und die GST aus dem Gesamtproteingehalt 
der Bakterien isoliert, um anschließend den Komplex mit dem Thrombozytenlysat zu inkubieren.  

 
Des Weiteren musste 4x SDS-Probenpuffer hinzugefügt und die Proben für 5 min bei 95 °C 

aufgekocht werden, so dass die Proteine von der Sepharose eluiert wurden. Zuerst erfolgte die 

Detektion der möglichen Interaktionspartner mittels Immunoblot und entsprechendem 

Antikörper. Nach der Detektion wurden die Proben allein auf das Gel aufgetragen, um 

anschließend die Proteine im Gel durch die Silberfärbung anzufärben und dann 

massenspektrometrisch identifizieren zu lassen.  

 

2.2.2.3 Immunpräzipitation 
 

Die Immunpräzipitation wurde angewendet, um aus dem Thrombozytenhomogenat mithilfe 

des Anti-MRP4 („SNG“) den Transporter MRP4 zu präzipitieren. Gleichzeitig sollte 

untersucht werden, ob auch mit der Methode Interaktionspartner identifiziert werden können. 

Die eingesetzte Proteinmenge des Thrombozytenhomogenats lag bei 1000 µg. Das 

entsprechende Volumen wurde dann mit 250 µl Lysispuffer und Proteaseinhibitoren 

(Aprotinin, Leupeptin, PMSF, 1:1000) versetzt. Die Lysis erfolgte rotierend für 4 Stunden bei 

4 °C. Gleichzeitig erfolgte die Kopplung des Anti-MRP4 an die Dynabeads® M-280 sheep 

anti-rabbit IgG. Dafür wurden 30 µl Suspension der magnetischenBeads 3x mit 1x PBS 

gewaschen und anschließend mit 10 µl des Kaninchen-Antiserums SNG rotierend für 4 

Stunden bei 4 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde Kaninchen-Präimmunserum unter den 

gleichen Bedingungen mit den Beads inkubiert. Um die Zelltrümmer zu entfernen, wurde das 

lysierte Thrombozytenhomogenat bei 12000 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Während der 

Zentrifugation wurden die Antikörper-Bead-Komplexe 2x mit 1x PBS gewaschen, um nicht 
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gebundene Antikörper zu entfernen. Um die Detergenzien im Lysispuffer zu verdünnen, da 

diese eventuell die Interaktionen behindern könnten, wurde der abzentrifugierte Überstand des 

Thrombozytenhomogenats mit 750 µl 1x PBS aufgefüllt. Anschließend erfolgte die 

Inkubation mit den gewaschenen Antikörper-Bead-Komplexen rotierend bei 4 °C und über 

Nacht. Im letzten Schritt wurden die Antikörper-Antigen-Bead-Komplexe nochmals 3x mit 1x 

PBS gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu entfernen und mit 5 mM Tris/HCl pH 7,4 

versetzt. Die Präzipitate wurden dann in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran übertragen, um die Proteine, die von 

Interesse waren, mit den entsprechenden Antikörpern zu detektieren. Nach der Detektion 

erfolgte das gleiche Prozedere, um die Präzipitate in der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (PAGE) aufzutrennen, mit der Silberfärbung sichtbar zu machen und dann 

durch das „Interfakultäre Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung“, Abteilung 

„Funktionelle Genomforschung“, Greifswald, massenspektrometrisch analysieren zu lassen.  

 

2.2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte nach der BCA-Methode. Der Nachweis 

beruht darauf, dass Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung einen Komplex bilden 

(Biuret-Reaktion). Die Cu2+-Ionen dieses Komplexes werden zu Cu+-Ionen reduziert, die mit 

BCA einen violetten Farbkomplex bilden. Als Eichgerade, mit der die Proteinkonzentrationen 

der Proben bestimmt werden konnten, wurde eine Verdünnungsreihe von 

Rinderserumalbumin-Standard-Lösung [1 mg/ml] mit 0, 200, 400, 600, 800 und 1000 µg/ml 

in Wasser erstellt. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen (unverdünnt, 1:10 – 1:40 

verdünnt) erfolgte als Doppelbestimmung. Dafür wurden sowohl von der Eichgerade als auch 

von den Proben 2 x 10 µl in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von 

200 µl Färbereagenz, welches aus einem Teil einer 4 %igen CuSO4-Lösung und 49 Teilen 

einer 1 %igen BCA Lösung besteht. Die Absorption dieses Farbkomplexes wird bei 562 nm 

gemessen. Zur Berechnung des Proteingehaltes anhand der Eichreihe wurde die lineare 

Regressionsanalyse verwendet. 

 

2.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von 

Proteinen nach Laemmli [Laemmli, 1970]. Des Weiteren haben die Proteine durch ihre 

unterschiedlichen Ladungen verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten. Um den Einfluss 

der Eigenladung bei der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen auszuschalten, 
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werden die Proteine mit dem anionischen Detergenz SDS versetzt. SDS bindet an hydrophobe 

Regionen von Proteinen und bringt über seine anionische Kopfgruppe eine hohe negative 

Gesamtladung in den SDS-Proteinkomplex. 

Außerdem kommt es durch SDS, besonders nach Erwärmung, zur Auflösung der Sekundär-, 

Tertiär- und Quartärstruktur, in dem SDS das Protein in seine Untereinheiten aufspaltet und 

entfaltet. Die Ausbildung von langgestreckten Protein-SDS-Komplexen führt dazu, dass bei 

allen Proteinen das gleiche Ladung/Masse-Verhältnis vorliegt und die Wanderung im 

elektrischen Feld nicht mehr von der Ladung der Proteinuntereinheit abhängt, sondern nur 

noch von der Proteingröße. Somit wandern alle Proteine in Richtung Anode.  

Intra- und intermolekulare Disulfidbrücken verhindern die vollständige Entfaltung der 

Polypeptide. Die Protein-SDS-Komplexe mit solchen Disulfidbrücken wandern im Gel 

schneller als solche mit reduzierten Disulfidbrücken. Aufgrund dessen ist im SDS-

Probenpuffer neben SDS unter anderem noch ß-Mercaptoethanol enthalten, welches die 

Disulfidbrücken auflöst.  

Weitere Bestandteile des Gels sind Polyacrylamid, APS und TEMED. Das Polyacrylamid 

besteht aus den Monomeren Acrylamid und Bisacrylamid, wobei die Acrylamidkonzentration 

die Länge der Polyacrylamidketten bestimmt und die Bisacrylamidkonzentration den 

Vernetzungsgrad. Durch die Anwesenheit von APS und TEMED polymerisieren die beiden 

Komponenten. Das Sammelgel mit großen Poren hat die Aufgabe, die Proteine an der Front 

zum Trenngel zu konzentrieren. Als Laufpuffer (1x Tank) dient ein Tris-Glycin-System. Da 

das Sammelgel einen pH-Wert von 6,8 hat, liegen die Glycin-Moleküle als Zwitterionen 

(neutral) vor. Deshalb hat es eine geringere Mobilität als die negativ geladenen Chlorid-Ionen, 

die vorauslaufen. Somit ziehen die schneller wandernden Chlorid-Ionen die Proteine nach 

sich, während die langsam wandernden Glycin-Moleküle die Proben vor sich herschieben. 

Dadurch wird eine Konzentrierung der Proteine an der Trenngelfront erreicht. 

Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgt nun im kleinporigen Trenngel, das als 

Sieb wirkt. Da sich im Trenngel der pH-Wert ändert, wird das Glycin negativ geladen und 

wandert schneller, wodurch die Potentialdifferenz aufgehoben wird. 

Für die Interaktionsversuche wurden 10 %ige Gele verwendet und für die Proben der 

Immunpräzipitation wurden 7,5 %ige Gele mit 5 M Harnstoff verwendet. Der Harnstoff im 

Gel erhöhte die Trennschärfe. 
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Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 

Komponente Trenngel 7,5 % Trenngel 10 % Sammelgel 4 % 
A. dest. 3,6 ml 3,0 ml 3,0 ml 
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 1,9 ml 2,5 ml 650 µl 
Tris pH 6,8 (Sammelgel-Puffer) - - 1,23 ml 
Tris pH 8,8 (Trenngel-Puffer) 1,9 ml 1,9 ml - 
10% SDS 75 μl 75 µl 50 μl 
10% APS 75 μl 75 µl 50 μl 
TEMED 7,5 μl 7,5 µl 5,0 μl 
 

2.2.2.6 Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran („Nass-Blot“-Verfahren) 
 

Nach der Auftrennung im Gel erfolgte das Blotten der Proteine aus dem Gel auf eine 

Nitrozellulosemembran nach der von Towbin [TOWBIN et al., 1979] entwickelten Methode 

des Western Blottings. Der Transfer erfolgte durch ein elektrisches Feld, welches waagrecht 

zur ursprünglichen Laufrichtung angelegt wurde. Es wurde Transferpuffer („1x Towbin-

Puffer“) verwendet, dem 20 % Methanol zugesetzt wurde. Methanol im Puffer dient dazu, das 

SDS aus den Protein-Detergenz-Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-freien 

Proteine an die Membran zu erhöhen. Nach folgendem Muster wurde der Sandwichblot 

angeordnet: 

    ▪ Schwamm 

    ▪ 3 Filter 

    ▪ SDS-Gel 

    ▪ Nitrozellulosemembran 

    ▪ 3 Filter 

    ▪ Schwamm. 

Beim Zusammenbau musste darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen entstehen. Das 

Blotten erfolgte für 2 Stunden bei einer konstanten Stromstärke von 370 mA. Anschließend 

konnten die Proteine auf der Membran mit dem Azofarbstoff Ponceau S angefärbt werden. 

Dabei bindet Ponceau S reversible an die positiv geladenen Aminogruppen der Proteine. Der 

Farbstoff ließ sich durch das Waschen mit TBST wieder entfernen.  

Unabhängig vom vorausgegangenen Versuch (Interaktion, Transfektion oder 

Immunpräzipitation) wurden die Blots mit 20 % FCS/5 % Milchpulver über Nacht bei 4 °C 

blockiert. Im Nachfolgenden werden die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper, 

Verdünnungen und Inkubationszeiten der Antikörper für die jeweiligen Versuche aufgeführt. 
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Versuch: Interaktion 
Primärantikörper 
Verdünnung Inkubationszeit 
1:500 über Nacht bei 4 °C 
 
Sekündärantikörper 
Verdünnung Inkubationszeit 
1:1000 über Nacht bei 4 °C 
 
 
Versuch: Proteinexpression 
Primärantikörper Verdünnung Inkubationszeit 
Anti-GST 1:2000 1 Stunde bei RT 
 
Sekundärantikörper Verdünnung Inkubationszeit 
Anti-goat 1:2000 1 Stunde bei RT 
 
 
Versuch: Immunpräzipitation 
Primärantikörper Verdünnung Inkubationszeit 
Anti-AP3B1 1:500 über Nacht bei 4 °C 
Anti-MRP4 (SNG) 1:1000 über Nacht bei 4 °C 
Anti-SNX27 1:500 über Nacht bei 4 °C 
Anti-PSD95 1:500 über Nacht bei 4 °C 
Anti-EBP50 1:500 über Nacht bei 4 °C 
Anti-HSP90 1:500 über Nacht bei 4 °C 
 
Sekundärantikörper 
Verdünnung Inkubationszeit 
1:1000 über Nacht bei 4 °C 
 
 
Versuch: Transfektion 
Primärantikörper Verdünnung Inkubationszeit 
Anti-AP3B1 1:1000 über Nacht bei 4 °C 
Anti-GAPDH 1:3000 1 Stunde bei RT 
Anti-PSD95 1:1000 über Nacht bei 4 °C 
Anti-SNX27 1:1000 über Nacht bei 4 °C 
 
Sekundärantikörper gegen 
Antikörper Verdünnung Inkubationszeit 
Anti-Kaninchen-(AP3B1) 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 Antikörperinkubationen wurden die Blots 3x 10 min mit TBST gewaschen, um 

nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Nach den Waschschritten erfolgte die Detektion 

über eine verstärkte Chemilumineszenz-Reaktion (ECL, enhanced chemiluminescence). Dafür 

wurden die Membranen für 5 min im Dunkeln mit dem ECL Plus Western Blotting Reagenz 

inkubiert. Die an den Sekundär-AK gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation von 

Luminol, wobei Chemilumineszenz entsteht. Das emittierte Licht wurde mit dem 

bildgebenden System ChemiDoc XRS gemessen.   

 

2.2.2.7 Blot-Stripping 
 

Für das Blot-Stripping wurde eine Lösung mit 50 ml Stripping-Puffer (pH 6,8) und 350 µl β-

Mercaptoethanol angesetzt. Anschließend wurde der Blot in eine thermostabile 

Hybridisierungsröhre mit der Lösung versehen und im Hybridisierungsofen bei 52 °C für 10 

min inkubiert. Das Blot-Stripping wird angewendet, um die Antikörper von der Blotmembran 

zu entfernen, so dass die Membran nochmals verwendet werden kann. Das im Puffer 

enthaltene SDS zerstört die Tertiärstruktur der Antikörper und denaturiert diese und durch das 

β-Mercaptoethanol werden die Schwefelbrücken zwischen den Antikörper-Untereinheiten 

gespalten. 

 

2.2.2.8 Kolloidale Coomassie-Färbung 
 

Nach der Detektion des Fusionsproteins im Western Blot erfolgte die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese, um massenspektrometrisch zu untersuchen, ob das Fusionsprotein 

(bestehend aus GST und MRP4-C-Terminus) exprimiert wurde. Des Weiteren wurden nach 

der Immunpräzipitation ebenfalls die Gele mit der Coomassie-Färbung gefärbt, um zu 

analysieren, ob mit dem Anti-MRP4 Interaktionspartner präzipitiert werden konnten. Genauso 

sollten mögliche Interaktionspartner mittels Massenspektrometrie analysiert werden. Nach der 

Elektrophorese wurde das Gel zunächst mit A.dest. gewaschen. Über Nacht bei 

Raumtemperatur und auf dem Schüttler erfolgten die Färbung des Gels und die gleichzeitige 

Fixierung der Proteine im Gel. Dabei bindet das Coomassie Brillant Blau an basische 

Seitenketten der Aminosäuren und färbt alle Proteine unspezifisch an. Am darauffolgenden 

Tag wurde durch die Inkubation des Gels in der Entfärbelösung für 10 min die Färbung des 

Hintergrundes reduziert. Die Gele wurden bis zur massenspektrometrischen Analyse in Folie 

eingeschweißt.  
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2.2.2.9 Silberfärbung 
 

Wenn mittels Coomasie-Färbung keine Proteinbanden angefärbt werden konnten, wurde die 

Silberfärbung angewendet, da dieses Verfahren sensitiver ist. Nach der Fixierung über Nacht 

wurde das Gel 2x 20 min mit 50 %igem Ethanol gewaschen und anschließend mit Na2S2O3 

für 1 min sensitiviert. Danach erfolgten drei Waschschritte für 20 sek mit A.dest. Im 

folgenden Schritt wurde das Gel für 20 min in der Silberfärbelösung inkubiert. Um die 

Bestandteile der Silberlösung zu entfernen, wurde erneut 2x 20 sek mit A.dest. gewaschen. 

Dann erfolgte die Entwicklung der gefärbten Proteinbanden. Dafür wurde das Gel solange in 

der Entwicklerlösung inkubiert, bis die gewünschten Banden deutlich zu erkennen waren. Der 

Vorgang der Entwicklung wurde einmal für 20 sek und anschließend für 30 min mit Glycin 

gestoppt. Der letzte Schritt war die Inkubation in A.dest. über Nacht. Alle Schritte erfolgten 

bei Raumtemperatur und nach Beendigung wurde das Gel bis zu massenspektrometrischen 

Analyse in Folie eingeschweißt.  

 

2.2.2.10 Probenaufbereitung für die massenspektrometrische Analyse 
 

Die Probenaufbereitung und die anschließende massenspektrometrische Analyse erfolgten in 

der Abteilung für Funktionelle Genomforschung, Greifswald. Im Vorfeld mussten die 

Proteine nach der Expression des Fusionproteins [Abs. 2.2.2.1] und die Proteineaus dem pull-

down Experiment [Abs. 2.2.2.2] aus dem Coomassie- oder Silbernitrat-gefärbten Gel isoliert 

werden. Der In-Gel-Verdau nach  ROSENFELD et al., 1992 beinhaltet im Wesentlichen vier 

Schritte.  

Sollte ein Silbernitrat-gefärbtes Gel tryptisch verdaut werden, mussten die entsprechenden 

Gelstücke mit 30 µl 30 mM K3FeCN6 und 100 mM N2S2O3 in einem Verhältnis von 1:2 

entfärbt werden. Anschließend wurde 3x 10 min mit 100 µl H2O gewaschen. Die folgenden 

Schritte wurden sowohl für ein Coomassie- als auch ein Silbernitrat-gefärbtes Gel 

angewendet, um die Proteine aus dem Gel zu isolieren. Zunächst wurden die entsprechenden 

Gelstücke mit 200 mM NH4HCO3/50 % (v/v) Acetonnitril (ACN) entfärbt. Dafür wurden die 

Proben mit der Lösung für 15 min bei 37 °C und 500 rpm in einem Thermomixer inkubiert. 

Die Überstände wurden abgenommen und der Schritt wiederholt. Nach dem Entfärben 

wurden die Gelstücke dehydratisiert, indem die Inkubation mit 100 %igem ACN bei 37 °C, 

500 rpm für 15 min erfolgte. Auch dieser Schritt wurde zweimal durchgeführt. Dies führt 

dazu, dass bei der nachfolgenden Rehydratisierung, im proteasehaltigen Verdaupuffer, die 

Protease mit in das Gel aufgenommen wird. Dafür wurden 15 µl Trypsin (10 ng/µl) in 20 mM 

NH4HCO3 auf die Gelstücke pipettiert und bei RT für eine Stunde inkubiert. Waren nach der 
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Inkubation keine Überstände mehr vorhanden, wurden nochmals einige µl Trypsin-Lösung 

hinzugegeben, so dass die Gelstücke vollständig bedeckt waren. Anschließend wurden die 

Proben über Nacht bei 37 °C verdaut. Wobei die Serinprotease Trypsin Peptidbindungen 

spezifisch am C-Terminus der AS Arginin und Lysin spaltet. Dabei entstehen Peptide mit 

einer für jedes Protein charakteristischen Masse, die eine spezifische Identifikation des 

Proteins ermöglicht. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Extraktion der Peptide aus den 

Gelen. Die erste Extraktion geschah durch die Zugabe von einer 0,1 %igen Essigsäure und die 

Inkubation im Ultraschallbad für 30 min. Danach wurde bei 6000 rpm für 2 min zentrifugiert. 

Die Überstände mit den herausgelösten Peptiden wurden in Mikrovials überführt. Die zweite 

Extraktion erfolgte durch die Zugabe von 50 % ACN in 0,05 % Essigsäure. Erneut wurde die 

Inkubation für 30 min im Ultraschallbad durchgeführt und anschließend bei 6000 rpm für 2 

min zentrifugiert. Die Überstände wurden zu den ersten Überständen hinzugegeben. Die 

Extrakte in den Mikrovials wurden tiefgefroren und dann in einem  SpeedVac-Konzentrator 

auf ca. 2 µl eingeengt, um das restliche ACN zu entfernen. Im letzten Schritt wurde auf 12 µl 

mit 0,1 % Essigsäure in 2 % ACN aufgefüllt und bis zum Messen bei -20 °C gelagert.  

Die massenspektrometrische Analyse der Peptidextrakte erfolgte durch Frau Dr. Elke 

Hammer (Abteilung für Funktionelle Genomforschung, Greifswald).  

 

2.2.2.11 Indirekte Immunfluoreszenz 
 

Die subzelluläre Lokalisation von Proteinen wurde mit der indirekten 

Immunfluoreszenzfärbung dargestellt. Der Nachweis beruht dabei auf einer spezifischen 

Antigen/Antikörper-Reaktion. Zunächst wird ein primärer Antikörper verwendet, der 

entweder an verschiedene (polyklonaler Antikörper) oder einem Epitop (monoklonaler 

Antikörper) des Antigens bindet. Zur Detektion des Zielproteins wird ein markierter 

Antikörper eingesetzt, der spezifisch an den Fc-Teil des Primär-Antikörpers bindet. In dieser 

Arbeit wurden ausschließlich Fluorochrom-markierte Sekundär-Antikörper verwendet. Diese 

ermöglichen eine Visualisierung des Antigens durch Anregung mit Licht einer bestimmten 

Wellenlänge und anschließender Detektion des emittierten Lichts mithilfe eines 

Fluoreszenzmikroskops. Die in dieser Arbeit dargestellten Aufnahmen wurden mit einem 

konfokalen Lasermikroskop (LSM 780) der Firma Zeiss erstellt. 

Immunfluoreszenzfärbungen wurden angewendet, um sichtbar zu machen, dass die 

Adaptorproteine mit dem MRP4 in den Thrombozyten ko-lokalisieren. 1 ml plättchenreiches 

Plasma (siehe Abs. 2.1.15) wurde mit 250 µl 4 %igem Paraformaldehyd (PFA, 

Endkonzentration 1 %) gemischt. Davon wurden 50 µl auf Kollagen-beschichtete 
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Deckgläschen pipettiert und für 2 Stunden bei RT inkubiert. Anschließend 3x mit 1 ml 1x 

PBS gewaschen. 1 Stunde bei RT erfolgte die Blockierung mit 20 % FCS/1 % Saponin. Die 

Blockierlösung wurde entfernt und 20 µl Primärantikörper in Antikörperverdünnungslösung 

auf die Deckgläschen pipettiert. Die Inkubation der Primärantikörper erfolgte über Nacht bei 

4 °C. Für die Detektion der Ko-Lokalisation von Adaptorprotein und MRP4 wurde eine 

Doppelfärbung angewendet. Anti-MRP4 („SNG“)-Serum in der unten angegebenen 

Verdünnung wurde auf alle Deckgläschen pipettiert und die Antikörper gegen die 

Adaptorproteine nur auf ein Deckgläschen. Um ungebundene Antikörper zu entfernen wurde 

3x mit 1 ml 1x PBS und 1x mit Blockierlösung gewaschen. Dann wurden die Präparate mit 20 

µl der Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper in Antikörperverdünnungslösung bedeckt. 

Hier erfolgte die Inkubation für 1 Stunde bei RT und im Dunkeln. Erneut wurden 

ungebundene Sekundärantikörper durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt. Die 

Deckgläschen wurden dann mit Dako Fluorescent Mounting Medium auf Objektträger 

eingebettet. Nach dem Trocknen der Präparate konnten sie am Mikroskop begutachtet 

werden. 

Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper und die entsprechenden Verdünnungen sind 

in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt. 

 

Verwendete Primär- und Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz des plättchenreichen Plasmas 

Primärantikörper Verdünnung  
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 
  
Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-Kaninchen IgG, Alexa Fluor®488 1:100 
Anti-Maus IgG, Alexa Fluor®568 1:25 
 

2.2.2.12 Biotinylierung und indirekte Immunfluoreszenz nach siRNA-Transfektion 
 

Um Zelloberflächenproteine spezifisch zu markieren, wurden diese mit Sulfo-NHS-SS-Biotin 

behandelt. Dieses membranimpermable Biotinderivat bindet reversible an ε-Aminogruppen 

von Lysinresten und bildet darüber ein stabiles Produkt mit Oberflächenproteinen. Die hohe 

Affinität von Biotin zum Streptavidin aus Streptomyces ermöglicht die Detektion 

biotinylierter Proteine über Streptavidin-gekoppelte Farbstoffe in der Immunfluoreszenz. Die 
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Biotinylierung und anschließende Immunfluoreszenz wurde nach der siRNA-Transfektion 

angewendet, um die Lokalisation des MRP4 zu untersuchen, wenn es zu einem knock-down 

des Adaptorproteins kommt.Nach den siRNA-Transfektionen wurden die Zellen 1x mit 1 ml 

PBS/CM gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit Sulfo-NHS-SS-Biotin (1 mg/ml) für 1 

Stunden bei 4 °C. Anschließend wurde 3x mit 1 ml PBS/CM + 100 mM Glycin gewaschen 

und eine Inkubation mit PBS/CM + 100 mM Glycin für 20 min bei 4 °C durchgeführt. 

Danach wurden die Zellen erneut 3x mit PBS/CM gewaschen und mit 1 %igem PFA für 30 

min bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung wurde 3x mit PBS gewaschen und für 4 

Stunden bei RT mit 20 % FCS/1 % Saponin blockiert. Dann wurden die biotinylierten 

Oberflächenproteine der Zellen mit FITC-markiertem Streptavidin für 30 min bei 37 °C 

gekoppelt. Im darauffolgenden Schritt wurden dann 20 µl Primärantikörper in 

Antikörperverdünnungslösung auf die Zellen pipettiert. Die Inkubation mit den 

Primärantikörpern erfolgte über Nacht bei 4 °C. Um nichtgebundene Primärantikörper zu 

entfernen, wurde 3x mit 1x PBS gewaschen und 1x mit Blockierlösung. Die Inkubation der 

Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper erfolgte für 1 Stunden bei RT und im Dunkeln. 

Zum Schluss wurden die nichtgebundenen Sekundärantikörper wie bereits oben (2.2.2.11) 

beschrieben durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt und die Deckgläschen mit Dako 

Fluorescent Mounting Medium auf Objektträger eingebettet. 

 

Verwendete Primär- und Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz nach siRNA-Transfektion 

Primärantikörper Verdünnung  
Anti-AP3 1:25 
Anti-PSD95 1:25 
Anti-SNX27 1:25 
Anti-MRP4 (SNG) 1:50 
  
Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-Kaninchen IgG, Alexa Fluor®568 1:25 
Anti-Ziege IgG, Alexa Fluor®647 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 auf 50 ml Falconröhrchen aufgeteilt und für 

20 min bei 400 g und RT ohne Bremse zentrifugiert, um darin verbliebene Erythrozyten zu 

entfernen. Die Überstände wurden abgenommen und diesmal für 10 min bei 2000 g und 4 °C 
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zentrifugiert. Anschließend wurden die Überstände verworfen und die Pellets in 5 ml 

Waschpuffer resupendiert. Der Inhalt von 2 Falconröhrchen wurde vereinigt und auf 30 ml 

mit dem Waschpuffer aufgefüllt. Dann wurde nochmals für 10 min bei 4000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Überstände verworfen und die Pellets in 2 

ml Homogenisierungspuffer + Proteaseinhibitoren (Aprotinin, Leupeptin, PMSF 1:1000) 

resuspendiert. Um die Thrombozyten aufzuschließen, wurde 5x eingefroren und aufgetaut. 

Das Einfrieren erfolgte im flüssigen Stickstoff und das Auftauen im 37 °C warmen 

Wasserbad. Anschließend wurden die Thrombozyten 3x 10 sek mit Ultraschall behandelt. Im 

letzten Schritt wurde die Bestimmung der Proteinkonzentration durchgeführt. Dafür musste 

das Thrombozytenhomogenat 1:50 verdünnt werden. Das so erhaltene 

Thrombozytenhomogenat wurde für die Interaktion im pull-down-Experiment und die 

Immunpräzipitation eingesetzt.  

 

2.2.3.2 Kultivierung von Zellen 
 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte standardmäßig in 75 cm2 Zellkulturflaschen mit 25 ml 

des entsprechenden Kulturmediums im Brutschrank bei 37 °C unter einer 

wasserdampfgesättigten 5 %igen CO2-Athmosphäre. Zum Passagieren wurden die 

konfluenten Zellen zunächst 1x mit 10 ml vorgewärmten PBS gewaschen, um das 

Kulturmedium vollständig zu entfernen. Im Anschluss wurden die adhärenten Zellen durch 

Zugabe einer Trypsin/EDTA-Lösung (3 ml) vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Die 

HeLa-, MDCKII- und M07e-Zellen mussten außerdem im Brutschrank gestellt werden. Da 

die HEK293-Zellen nicht fest am Zellkulturflaschenboden wuchsen, reichte eine kurze 

Inkubation mit der Trypsin/EDTA-Lösung bei RT aus. Über die Bildung stabiler Komplexe 

mit Mg2+- und Ca2+-Ionen, die für die Adhäsion der Zellen über extrazelluläre Proteine 

benötigt werden, bewirkt das EDTA das Ablösen der Zellen. Die proteolytische Aktivität des 

Trypsins unterstützt diesen Prozess. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen endgültig vom 

Flaschenboden gelöst und die Reaktion durch Zugabe von 7 ml Kulturmedium abgestoppt. 

Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert und je nach Gebrauch in der gewünschten 

Verdünnung  in eine zuvor vorbereitete Zellkulturflasche überführt (M07e 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 die Lokalisation des MRP4 nach dem knock-

down der Interaktionsproteine zu untersuchen. Dabei wird eine kurze doppelsträngige RNA 

(siRNA, small interference RNA) in die Zellen transfiziert, deren Sequenz komplementär zur 

mRNA des Zielgens ist. Die siRNA bindet an die mRNA und durch Ausbildung eines RNA-

Protein-Komplexes (RISC, RNA-induced silencing), kommt es zum Abbau der mRNA. Als 

Transfektionsreagenz wurde Lipofectamin®RNAiMax verwendet, welches speziell für die 

Transfektion von siRNA entwickelt wurde und eine hohe Transfektionseffizienz bietet. Sie 

bestehen zumeist aus kationischen Lipiden und bilden mit den negativ geladenen 

Nukleinsäuren einen Komplex. Diese Komplexe lagern sich an die Zellmembran an und 

werden per Endozytose in das Zellinnere aufgenommen 

[http://www.laborjournal.de/rubric/produkte/products_12/2012_03.lasso]. Bei der Bildung 

der Komplexe darf kein Serum anwesend sein. Aufgrund dessen wurden sowohl die siRNA 

als auch das Transfektionsreagenz in Opti-MEM aufgenommen. Die eingesetzten 

Konzentrationen der siRNA, Control siRNA und des Transfektionsreagenz (RNAiMAX) 

erfolgte nach Protokoll von der Firma Invitrogen, Karlsruhe. 

Für die Transfektion der siRNA AP3B1, SNX27 und PSD95 wurden M07e-Zellen in 6-Well-

Platten entweder mit Coverslips, wenn die Immunfluoreszenz durchgeführt werden sollte, 

oder ohne Coverslips, wenn die Zellen für den Western Blot verwendet werden sollten,  

ausgesät und bei 37 °C unter einer wasserdampfgesättigten 5 %igen CO2-Athmosphäre 

kultiviert. Die Transfektion wurde begonnen, wenn ein subkonfluenter Zellrasen vorlag. In 

einem Ansatz wurden 100 µl Opti-MEM mit 7,5 µl 10 µM siRNA (75 pmol) bzw. 100 µl 

Opti-MEM mit 7,5 µl 10 µM Control siRNA (75 pmol) gemischt. Der andere Ansatz wurde 

mit 100 µl Opti-MEM und 7,5 µl RNAiMAX gemischt. Anschließend wurden die Ansätze 

mit dem RNAiMAX zu den Ansätzen mit der siRNA bzw. der Control siRNA pipettiert und 

alles wurde für 20 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit 1,8 ml frischem Medium 

versehen und nach der Inkubationszeit der Ansätze wurden diese in die entsprechenden Wells 

pipettiert. Der knock-down der Adaptorproteine AP3 und PSD95 erfolgte für 24 Stunden bei 

37 °C und die siRNA SNX27 wurde ein zweites Mal transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte 

die 2. Transfektion mit den gleichen Ansätzen und für nochmals 24 Stunden bei 37 °C. 

Zwischen den Transfektionen wurde kein Mediumwechsel vorgenommen. Für die M07e-

Zellen wurde RPMI verwendet. Im Medium befanden sich die Zusätze FCS, NEAS und L-

Glutamin. Des Weiteren wurden Zellen in Wells mitgeführt, die komplett unbehandelt blieben 

und ebenfalls als Kontrolle dienten. Für den Western Blot wurden die Zellen nach 24 Stunden 
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bzw. 48 Stunden geerntet, um sie anschließend für 3 min bei 12000 g und 4 °C zu 

zentrifugieren. Die Überstände wurden verworfen und die Pellets mit 250 µl 1x PBS 

resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Erneut wurden die Überstände verworfen und die 

Pellets abschließend mit 5 mM Tris/HCl pH 7,4 + Proteaseinhibitoren (1:1000) resuspendiert. 

Um die Zellen aufzuschließen, wurden die Zellsuspensionen 5x in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Danach erfolgte noch die 

Behandlung für 3x 5 sek mit Ultraschall. Die Proteinkonzentrationen wurde mit einer 

Verdünnung der Zellsuspension (1:50) wie in Abschnitt 2.2.2.4 beschrieben bestimmt. 

Sollte eine Biotinylierung und Immunfluoreszenz nach der Transfektion durchgeführt werden, 

wurden die Zellen nach den 24 bzw. 48 Stunden Inkubationszeit nach dem Protokoll 

behandelt, welches unter Abs. 2.2.2.12 aufgeführt wurde.  

 

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

Nach dem der Transporter MRP4 mit und ohne PDZ-Domäne erfolgreich in den Vektor 

pECFP-C1 und das Interaktionsprotein SNX27 in den Vektor pEYFP-N1 kloniert wurde, 

erfolgte die Transfektion in die MDCKII-Zellen. Für die Transfektion der Konstrukte wurden 

die Zellen im „Chambered Borosilicate Coverglass System” ausgesät. Die Zellen wurden in 

den Kammern bei 37 °C unter einer wasserdampfgesättigten 5 %igen CO2-Athmosphäre 

soweit kultiviert, so dass ein subkonfluenter Zellrasen für die Transfektion vorhanden war.  

Von der Plasmid-DNA wurde 2 µg eingesetzt. Die entsprechende Menge wurde mit 25 µl 

Opti-MEM versetzt. 1,5 µl Lipofectamin®2000 wurden ebenfalls mit 25 µl Opti-MEM 

versehen. Danach wurde der Ansatz mit der Plasmid-DNA mit dem Lipofectamin-Ansatz 

gemischt und bei RT für 20 min inkubiert. Währenddessen wurde den Zellen 1000 µl frisches 

Medium gegeben (DMEM) und nach der Inkubationszeit wurden die verschiedenen Ansätze 

in die jeweiligen Wells pipettiert. Die Zellen wurden insgesamt bei 37 °C für 24 Stunden 

inkubiert. Anschließend wurde das Medium durch PBS ersetzt und die Zellen wurden unter 

dem LSM780 mikroskopiert. 

 



3. Ergebnisse 
 

3.1 Herstellung der Plasmidkonstrukte
 
3.1.1 Generierung des Fusionsproteins GST
 
Nach der Restriktion des pCI-

XhoI und der anschließenden Ligation enthielt der Vektor  pET

C-Terminus (3635 bp - 4100 bp)

den Testverdau mit BamHI

nachgewiesen werden [2.2.1.10.1

die PDZ-Domäne von MRP4 sowie das AP

der Klonierung N-terminal im Leserahmen die genetische Information der GST. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Restriktionsprodukte nach elektrophoretischer Auftrennung:
den Enzymen BamHI und XhoI
41b(+) geschnitten werden. 

 
Mit der abschließenden Sequenzierung konnte siche

des MRP4 im Vektor befand (Anhang 7.1)

 

3.1.2 Generierung des Fusionsproteins CFP
 
Für die Generierung des Fusionsproteins CFP

beschrieben, die gesamte kodierende Sequenz des MRP4 C
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der Plasmidkonstrukte 

Generierung des Fusionsproteins GST-MRP4 

-neo-MRP4 und des pET-41b(+) mit den Enzymen 

und der anschließenden Ligation enthielt der Vektor  pET-41b(+) ca. 400 bp des MRP4

4100 bp). Der erfolgreiche Einbau des MRP4-Fragments 

BamHI und XhoI der nach der Ligation erhaltenen Plasmide 

2.2.1.10.1] (Abb. 8). Das ca. 400 bp-Fragment von MRP4 beinhaltet 

Domäne von MRP4 sowie das AP-Bindungsmotiv. Des Weiteren befand sich nach 

terminal im Leserahmen die genetische Information der GST. 

: Restriktionsprodukte nach elektrophoretischer Auftrennung: Nach dem Testverdau mit 
XhoI konnte das ca. 400 bp-Fragment des MRP4 aus dem Vektor pET

Mit der abschließenden Sequenzierung konnte sichergestellt werden, dass sich die Sequenz 

des MRP4 im Vektor befand (Anhang 7.1). 

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

Für die Generierung des Fusionsproteins CFP-MRP4 wurde, wie im Kapitel 

beschrieben, die gesamte kodierende Sequenz des MRP4 C-terminal zur CFP

41b(+) mit den Enzymen BamHI und 

41b(+) ca. 400 bp des MRP4-

Fragments konnte durch 

der nach der Ligation erhaltenen Plasmide 

Fragment von MRP4 beinhaltet 

Bindungsmotiv. Des Weiteren befand sich nach 

terminal im Leserahmen die genetische Information der GST.  

Nach dem Testverdau mit 
Fragment des MRP4 aus dem Vektor pET-

rgestellt werden, dass sich die Sequenz 

PDZ) 

MRP4 wurde, wie im Kapitel 2.2.1.10.4 

terminal zur CFP-Sequenz in den 



Vektor pECFP-C1 kloniert. Die korrekte Insertionssequenz konnte durch DNA

Sequenzierung bestätigt werden (Anhang 7.2). 

Für die Klonierung des CFP

(2.2.1.10.4) als Template, welcher die gesamte 

Verwendung spezifischer Primer sowie einer DNA

der MRP4-Sequenz generiert.Nach Isolation der Plas

überprüft, indem sie sequenziert wurde (2.2.1.7)

 

3.1.3 Generierung des Fusionsproteins 
 
Zunächst wurden zwei Fragmente des SNX27 mit den Primerkombinationen 

1/Nexin-rev-4 und Nexin-for-4/ 

vom Frontalhirn. Beide Fragmente wurden getrennt mit 

wurden die Fragmente im pJET1.2/blunt

SNX27 N-terminal in den pEYFP

 

 
Abb. 9: Elektrophoretische Auftrennung nach PCR und enzymatischem Verdau: 
Teil A:  Das vordere Fragment des SNX27 hatte eine Größe von ca. 804 bp und das hintere Fragment 
eine Größe von ca. 849 bp. 
Teil B:  Die Abbildung verdeutlicht, dass das SNX27 in den pEYFP
 
Auch hier erfolgte nach jedem Zwischenschritt un

(Anhang 7.3).  

 

3.1.4 Generierung des Fusionsproteins GST
 
Für die Mutagenese wurden Primer

MRP4) waren und eine ausgetauschte Basen enthi

Amplifikation vor dem PDZ
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C1 kloniert. Die korrekte Insertionssequenz konnte durch DNA

Sequenzierung bestätigt werden (Anhang 7.2).  

Für die Klonierung des CFP-MRP4(-PDZ) (2.2.1.10.5) diente der pECFP

welcher die gesamte kodierende MRP4 Sequenz

Verwendung spezifischer Primer sowie einer DNA-Polymerase wurde die mutierte Version 

Sequenz generiert.Nach Isolation der Plasmid-DNA wurde die mutierte DNA 

überprüft, indem sie sequenziert wurde (2.2.1.7) (Anhang 7.5). 

sionsproteins SNX27-YFP 

Zunächst wurden zwei Fragmente des SNX27 mit den Primerkombinationen 

4/ Nexin-rev1amplifiziert (Teil A). Als Template diente cDNA 

vom Frontalhirn. Beide Fragmente wurden getrennt mit pJET1.2/blunt ligiert. Anschließend 

pJET1.2/blunt zusammengefügt. Im Anschluss dessen wurde das 

EYFP-N1 kloniert (Teil B) [2.2.1.10.3] (Abb. 9

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

: Elektrophoretische Auftrennung nach PCR und enzymatischem Verdau: 
Das vordere Fragment des SNX27 hatte eine Größe von ca. 804 bp und das hintere Fragment 

Die Abbildung verdeutlicht, dass das SNX27 in den pEYFP-N1 kloniert werden konnte.

Auch hier erfolgte nach jedem Zwischenschritt und jeder Restriktion die Sequenzierung 

Generierung des Fusionsproteins GST-MRP4 ohne PDZ-Bindungsmotiv

Primer erstellt, die komplementär zum Template

MRP4) waren und eine ausgetauschte Basen enthielten. Somit wurde während der 

Amplifikation vor dem PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 eine Base ausgetauscht

C1 kloniert. Die korrekte Insertionssequenz konnte durch DNA-

pECFP-MRP4-Vektor 

kodierende MRP4 Sequenz enthält und durch 

Polymerase wurde die mutierte Version 

DNA wurde die mutierte DNA 

Zunächst wurden zwei Fragmente des SNX27 mit den Primerkombinationen Nexin-for-

amplifiziert (Teil A). Als Template diente cDNA 

ligiert. Anschließend 

zusammengefügt. Im Anschluss dessen wurde das 

9). 

: Elektrophoretische Auftrennung nach PCR und enzymatischem Verdau:  
Das vordere Fragment des SNX27 hatte eine Größe von ca. 804 bp und das hintere Fragment 

N1 kloniert werden konnte. 

d jeder Restriktion die Sequenzierung 

Bindungsmotiv 

Template (pET-41b(+)-

elten. Somit wurde während der 

ungsmotiv des MRP4 eine Base ausgetauscht, die 



zusammen mit zwei vorhandenen Basen das Triplet für das Stoppcodon 

[2.2.1.10.2] (Abb. 10).  

 

 

 

Abb. 10: MRP4-C-Terminus:
Bindungsmotiv zu erkennen. Des Weiteren verdeutlicht die Sequenz, in welchem Bereich das 
Stoppcodon eingebaut wurde. Das ursprüngliche Stoppcodon befand sich hinter dem Bindungsmotiv.

 
Nach der Mutagenese wurde die Plasmid

ersichtlich, wurde die Base ausgetauscht und somit ein Stoppcodon eingebaut.

 

3.2 Proteinexpression der Fusionsproteine
 
3.2.1 Expression des Fusionsproteins GST
 
Nach der Klonierung sollte untersucht werden, ob das Fusion

und dem MRP4-C-Terminus exprimiert wurde. Dafür wurden 

Cells sowohl mit dem Leervektor pET

41b(+)-MRP4 transformiert [2.2.1.6

von IPTG, welches den Lac-Repressor regulierten Promotor aktiviert, induziert [

Proteine wurden mittels SDS

Nitrozellulosemembran transferiert und durch den Antikörper Anti

[2.2.2.6](Abb. 11). 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 11: Western-Blot-Analyse nach Proteinexpression der GST und des Fusionsproteins:
der Bakterienlysate wurden in einem 10 %igem Gel aufgetrennt. Die Gesamtproteinmenge der GST
Probe lag in diesem Volumen bei 10 µg und für das

 
Anhand des Blots ist zu erkennen, dass sowohl die GST (26 kDa) als auch d

(41 kDa) exprimiert wurde.

Degradationsprodukte darstellen. Der gleiche Versuch wurde nochmals durchgeführt, 

acacttccaatggacagccctcgacc
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zusammen mit zwei vorhandenen Basen das Triplet für das Stoppcodon 

Terminus: Anhand der letzten Basen ist die Lokalisation des PDZ
Bindungsmotiv zu erkennen. Des Weiteren verdeutlicht die Sequenz, in welchem Bereich das 
Stoppcodon eingebaut wurde. Das ursprüngliche Stoppcodon befand sich hinter dem Bindungsmotiv.

ese wurde die Plasmid-DNA sequenziert und wie im Anhang 7.4 

ersichtlich, wurde die Base ausgetauscht und somit ein Stoppcodon eingebaut.

Proteinexpression der Fusionsproteine 

Expression des Fusionsproteins GST-MRP4 

untersucht werden, ob das Fusionsprotein bestehend aus der GST 

Terminus exprimiert wurde. Dafür wurden E.coli BL21(DE3) 

sowohl mit dem Leervektor pET-41b(+) (Kontrolle) als auch mit dem Konstrukt pET

2.2.1.6] und anschließend die Proteinexpression durch Zugabe 

Repressor regulierten Promotor aktiviert, induziert [

Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt [2.2.2.5], anschließend auf eine 

transferiert und durch den Antikörper Anti

Analyse nach Proteinexpression der GST und des Fusionsproteins:
der Bakterienlysate wurden in einem 10 %igem Gel aufgetrennt. Die Gesamtproteinmenge der GST

sem Volumen bei 10 µg und für das GST-MRP4 bei 30 µg. 

Anhand des Blots ist zu erkennen, dass sowohl die GST (26 kDa) als auch d

(41 kDa) exprimiert wurde. Die im unteren Bereich detektierten Banden könnten 

darstellen. Der gleiche Versuch wurde nochmals durchgeführt, 

acacttccaatggacagccctcgacctaaactattttc gag aca gca ctg tgaatccaac
                                          Stopp             E    T     A    L  

zusammen mit zwei vorhandenen Basen das Triplet für das Stoppcodon TAA bildeten 

Anhand der letzten Basen ist die Lokalisation des PDZ-
Bindungsmotiv zu erkennen. Des Weiteren verdeutlicht die Sequenz, in welchem Bereich das 
Stoppcodon eingebaut wurde. Das ursprüngliche Stoppcodon befand sich hinter dem Bindungsmotiv. 

DNA sequenziert und wie im Anhang 7.4 

ersichtlich, wurde die Base ausgetauscht und somit ein Stoppcodon eingebaut. 

protein bestehend aus der GST 

BL21(DE3) Competent 

41b(+) (Kontrolle) als auch mit dem Konstrukt pET-

und anschließend die Proteinexpression durch Zugabe 

Repressor regulierten Promotor aktiviert, induziert [2.2.2.1]. Die 

], anschließend auf eine 

transferiert und durch den Antikörper Anti-GST detektiert 

Analyse nach Proteinexpression der GST und des Fusionsproteins: 20 µl 
der Bakterienlysate wurden in einem 10 %igem Gel aufgetrennt. Die Gesamtproteinmenge der GST-

Anhand des Blots ist zu erkennen, dass sowohl die GST (26 kDa) als auch das GST-MRP4 

Die im unteren Bereich detektierten Banden könnten 

darstellen. Der gleiche Versuch wurde nochmals durchgeführt, 

atccaac     



allerdings wurden die Proteine nach der Proteinexpression lediglich durch SDS

aufgetrennt [2.2.2.5]. Anschließend wurde das Gel Coomassie

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 12: Coomassie-Färbung nach SDS
mit den Fusionsprotein 50 µg aufgetragen.
 

Die Banden wurden im 41 kDa

Analyse aufbereitet [2.2.2.10], die i

Frau Dr. Elke Hammer durchgeführt wurde. 

In Abb. 13 ist zu erkennen, dass der C

konnte. 

 

 
Abb. 13: Darstellung der gesamten MRP4
massenspektrometrisch analysiert werden konnte, ist gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung 
liegt bei 8 %, da nur die letzten 400 bp des MRP4 k
dass der MRP4-C-Terminus exprimiert wurde. Des Weiteren ist auch ersichtlich, dass das für die 
Interaktionen erforderliche PDZ-

 
Die Peptide des GST-Tags konnten ebenfalls in

werden, wie in Abb. 14 verdeutlicht wird.
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allerdings wurden die Proteine nach der Proteinexpression lediglich durch SDS

]. Anschließend wurde das Gel Coomassie-gefärbt [2.2.2.8

Färbung nach SDS-PAGE: Von den Proben mit der GST wurden 10 µg und 
mit den Fusionsprotein 50 µg aufgetragen. 

Die Banden wurden im 41 kDa-Bereich ausgeschnitten und für die massenspektrometrische 

], die in der Abteilung für Funktionelle Genomforschung durch 

Frau Dr. Elke Hammer durchgeführt wurde.  

ist zu erkennen, dass der C-Terminus des MRP4 erfolgreich klon

: Darstellung der gesamten MRP4-Aminosäuresequenz: Die Aminosäuresequenz, die 
massenspektrometrisch analysiert werden konnte, ist gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung 
liegt bei 8 %, da nur die letzten 400 bp des MRP4 kloniert wurden. Anhand dessen ist zu erkennen, 

Terminus exprimiert wurde. Des Weiteren ist auch ersichtlich, dass das für die 
-Bindungsmotiv „ETAL“  vorhanden ist. 

Tags konnten ebenfalls in der zu analysierenden Bande gefunden 

verdeutlicht wird. 

allerdings wurden die Proteine nach der Proteinexpression lediglich durch SDS-PAGE 

2.2.2.8] (Abb. 12)  

Von den Proben mit der GST wurden 10 µg und 

und für die massenspektrometrische 

für Funktionelle Genomforschung durch 

Terminus des MRP4 erfolgreich kloniert werden 

Die Aminosäuresequenz, die 
massenspektrometrisch analysiert werden konnte, ist gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung 

loniert wurden. Anhand dessen ist zu erkennen, 
Terminus exprimiert wurde. Des Weiteren ist auch ersichtlich, dass das für die 

der zu analysierenden Bande gefunden 



 

 
Abb. 14: Darstellung der GST-
analysiert werden konnten, sind gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung lieg
 

Die prozentuale Abdeckung in beiden Sequenzen erfasst nicht die gesamten Aminosäuren der 

zu untersuchenden Proteine, da tryptische Peptide zur Analyse verwendet wurden. 

Peptidbindungen werden spezifisch am Carboxyende der basischen Aminosäure

Lysin durch Trypsin gespalten. Liegt benachbart zur Schnittstelle eine saure Aminosäure 

(Aspartat oder Glutamat) erfolgt eine eingeschränkte Hydrolyserate. Befin

Schnittstelle Prolin kann keine Spaltung durchgeführt werden [

 

3.2.2 Expression des Fusionsproteins GST
 
Um zu überprüfen, ob das Fusionsprotein ohne PDZ

Expressionslevel besitzt wie das GST

Competent Cells sowohl mit dem Leervektor als auch mit den Konstrukten pET

MRP4 mit und ohne Bindungsmotiv transformiert [

Proteinexpression erneut mit IPTG [

PAGE [2.2.2.5], die Transferierung auf eine Nitrozellulosemembran und die Detektion mit 

Anti-GST [2.2.2.6] (Abb. 15).

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: Western-Blot-Analyse nach Proteinexpression der GST und der zwei Fusionsproteine:
Von der GST-Probe wurde 10 µg (Gesamtprotein) und von den Fusionsproteinen 50 µg 
(Gesamtprotein) eingesetzt.  
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-Aminosäuresequenz: Die Aminosäuren, die massenspektrometrisch 
analysiert werden konnten, sind gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung lieg

Die prozentuale Abdeckung in beiden Sequenzen erfasst nicht die gesamten Aminosäuren der 

zu untersuchenden Proteine, da tryptische Peptide zur Analyse verwendet wurden. 

Peptidbindungen werden spezifisch am Carboxyende der basischen Aminosäure

Lysin durch Trypsin gespalten. Liegt benachbart zur Schnittstelle eine saure Aminosäure 

(Aspartat oder Glutamat) erfolgt eine eingeschränkte Hydrolyserate. Befin

Schnittstelle Prolin kann keine Spaltung durchgeführt werden [THIEDE et al., 2000

3.2.2 Expression des Fusionsproteins GST-MRP4 ohne PDZ-Bindungsmotiv

Um zu überprüfen, ob das Fusionsprotein ohne PDZ-Bindungsmotiv das gleiche 

Expressionslevel besitzt wie das GST-MRP4 mit Bindungsmotiv, wurden 

sowohl mit dem Leervektor als auch mit den Konstrukten pET

MRP4 mit und ohne Bindungsmotiv transformiert [2.2.1.6]. Anschließend erfolgte die 

Proteinexpression erneut mit IPTG [2.2.2.1], die Auftrennung der Proteine mittels SDS

], die Transferierung auf eine Nitrozellulosemembran und die Detektion mit 

). 

Analyse nach Proteinexpression der GST und der zwei Fusionsproteine:
Probe wurde 10 µg (Gesamtprotein) und von den Fusionsproteinen 50 µg 

Die Aminosäuren, die massenspektrometrisch 
analysiert werden konnten, sind gelb unterlegt und die prozentuale Abdeckung liegt bei 60 %.  

Die prozentuale Abdeckung in beiden Sequenzen erfasst nicht die gesamten Aminosäuren der 

zu untersuchenden Proteine, da tryptische Peptide zur Analyse verwendet wurden. 

Peptidbindungen werden spezifisch am Carboxyende der basischen Aminosäuren Arginin und 

Lysin durch Trypsin gespalten. Liegt benachbart zur Schnittstelle eine saure Aminosäure 

(Aspartat oder Glutamat) erfolgt eine eingeschränkte Hydrolyserate. Befindet sich zur 

et al., 2000]. 

Bindungsmotiv 

Bindungsmotiv das gleiche 

MRP4 mit Bindungsmotiv, wurden E.coli BL21(DE3) 

sowohl mit dem Leervektor als auch mit den Konstrukten pET-41b(+)-

. Anschließend erfolgte die 

], die Auftrennung der Proteine mittels SDS-

], die Transferierung auf eine Nitrozellulosemembran und die Detektion mit 

Analyse nach Proteinexpression der GST und der zwei Fusionsproteine: 
Probe wurde 10 µg (Gesamtprotein) und von den Fusionsproteinen 50 µg 



Mit dem Antikörper Anti-GST konnten

werden. Des Weiteren ist zu erkennen, dass das Expressions

annähernd gleich ist. Die weiteren detektierten 

Antikörperbindungen oder Abbauprodukte sein.

 

3.3 Mögliche Interaktionsproteine des MRP4 in Thrombozyten
 
Bevor die Interaktionsstudien durchgeführt w

möglichen Interaktionspartner in den Thrombozyten vorhanden sind. Dafür wurde 50 µg 

Gesamtprotein der Thrombozyten mittels SDS

Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend

den entsprechenden Primär- und Sekundärantikörpern inkubiert [

die detektierten möglichen Interaktionspartnern dargestellt.

In Frage kamen zum einen Proteine, die mit der PDZ

könnten. Wie unter 1.5 und in der Literatur beschrieben, interagiert sowohl das EBP50 als 

auch das SNX27 durch PDZ

Adaptorprotein-Komplex 3 in den Thrombozyten eine Rolle. 

β-Untereinheit des Adaptorprotein

HPS-Syndrom identifiziert [GUNAY

Hinweise aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe (

„Die Funktion des MRP4 (ABCC4)

Adaptorproteinen“) ergaben außerdem eine Beteiligung von Hitzeschockproteinen wie HSP90 

und dem PDZ-Protein PSD95. 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
Abb. 16: Western-Blot-Analyse möglicher Adaptorproteine in Thrombozyten: 
verdeutlichen, dass sowohl im Thrombozytenhomogenat als auch mit der 
Thrombozytenmembranfraktion (100000
detektiert werden konnten.  
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GST konnten sowohl die Kontrukte als auch die GST detektiert 

werden. Des Weiteren ist zu erkennen, dass das Expressionslevel beider 

Die weiteren detektierten Banden könnten unspezifische 

Antikörperbindungen oder Abbauprodukte sein. 

Mögliche Interaktionsproteine des MRP4 in Thrombozyten 

Bevor die Interaktionsstudien durchgeführt werden konnten, wurde untersucht, welche 

möglichen Interaktionspartner in den Thrombozyten vorhanden sind. Dafür wurde 50 µg 

Gesamtprotein der Thrombozyten mittels SDS-PAGE aufgetrennt [2.2.2.5] und auf eine 

Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend wurden die Membranen blockiert und mit 

und Sekundärantikörpern inkubiert [2.2.2.6]. In Abb

die detektierten möglichen Interaktionspartnern dargestellt. 

In Frage kamen zum einen Proteine, die mit der PDZ-Domäne von MRP4 interagieren 

könnten. Wie unter 1.5 und in der Literatur beschrieben, interagiert sowohl das EBP50 als 

auch das SNX27 durch PDZ-Domänen mit dem MRP4. Des Weiteren spielt der 

omplex 3 in den Thrombozyten eine Rolle. Eine Mutation in der

Untereinheit des Adaptorprotein-Komplexes 3 (AP3) wurde als eine der Ursachen für das 

GUNAY-AYGUN et al., 2004, DELL`ANGELICA et al., 1999

Hinweise aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe (Dissertation Marie

Die Funktion des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: Bedeutung von 

ergaben außerdem eine Beteiligung von Hitzeschockproteinen wie HSP90 

Protein PSD95.  

Analyse möglicher Adaptorproteine in Thrombozyten: 
verdeutlichen, dass sowohl im Thrombozytenhomogenat als auch mit der 

bozytenmembranfraktion (100000x g Pellets) assoziiert die möglichen Adaptorproteine 

sowohl die Kontrukte als auch die GST detektiert 

level beider Fusionsproteine 

könnten unspezifische 

erden konnten, wurde untersucht, welche 

möglichen Interaktionspartner in den Thrombozyten vorhanden sind. Dafür wurde 50 µg 

] und auf eine  

wurden die Membranen blockiert und mit 

. In Abb. 16 werden 

MRP4 interagieren 

könnten. Wie unter 1.5 und in der Literatur beschrieben, interagiert sowohl das EBP50 als 

Domänen mit dem MRP4. Des Weiteren spielt der 

Eine Mutation in der 

(AP3) wurde als eine der Ursachen für das 

DELL`ANGELICA et al., 1999]. 

Dissertation Marie-Luise Kromrey, 

Transporters in Thrombozyten: Bedeutung von 

ergaben außerdem eine Beteiligung von Hitzeschockproteinen wie HSP90 

Analyse möglicher Adaptorproteine in Thrombozyten: Die Blots 
verdeutlichen, dass sowohl im Thrombozytenhomogenat als auch mit der 

g Pellets) assoziiert die möglichen Adaptorproteine 



Anhand der Blots ist zu erkennen, dass die verschiedenen genannten möglichen 

Interaktionspartner alle in den Thrombozyten exprimiert werden. In weiteren Experimenten 

sollte untersucht werden, welche der möglichen Adaptorproteine mit dem C

MRP4 interagieren. Des Weiteren sollte gezeigt werden, dass das PDZ

essentiell für die Interaktion zwischen Transporter und Interaktionsprotein ist. Ausnahme ist 

der AP3-Komplex. Da die Bindung über ein anderes Motiv vermittelt wird. 

 

3.4 pull-down-Experiment mit Thrombozyten
 
Nach dem eine Reihe möglicher Adaptorproteine im Thrombozytenhomogenat detektiert 

werden konnten, erfolgte nach der Expression des Fusionsproteins GST

in den Bakterien [2.2.2.1] und der 

Inkubation mit dem Thrombozytenlysat [

Der Komplex bestehend aus GSH

gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von SDS

°C aufgelöst. Im Anschluss dessen wurden die Proteine mittels SDS

[2.2.2.5] und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert [

Antikörper konnte untersucht werden, welche Adaptorproteine mit dem C

MRP4 interagieren [2.2.2.6]. Als Kontrolle, dass die möglichen Interaktionsproteine am C

Terminus binden und nicht an den anderen Komponenten des Komplexes, wurde sowohl die 

GSH-Sepharose als auch der Komplex bestehend aus GSH

Thrombozytenlysat inkubiert. In Abb.

Thrombozytenhomogenat detektierten Interaktionsproteine mit dem C

interagieren. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 17: Detektion von an MRP4 bindenden Proteine im Eluat des 
Durch spezifische Antikörper, die gegen die jeweiligen Adaptorproteine gerichtet waren, konnte 
gezeigt werden, dass EBP50, SNX27, PSD95, HSP90 und AP3B1 am Fusionsprotein GST
binden. Allein HSP90 zeigt auch eine Affinität zur GST
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Anhand der Blots ist zu erkennen, dass die verschiedenen genannten möglichen 

Interaktionspartner alle in den Thrombozyten exprimiert werden. In weiteren Experimenten 

sollte untersucht werden, welche der möglichen Adaptorproteine mit dem C

MRP4 interagieren. Des Weiteren sollte gezeigt werden, dass das PDZ

essentiell für die Interaktion zwischen Transporter und Interaktionsprotein ist. Ausnahme ist 

Komplex. Da die Bindung über ein anderes Motiv vermittelt wird. 

Experiment mit Thrombozytenlysat 

Nach dem eine Reihe möglicher Adaptorproteine im Thrombozytenhomogenat detektiert 

werden konnten, erfolgte nach der Expression des Fusionsproteins GST-MRP4 und der GST 

und der anschließenden Immobilisierung an GSH

Inkubation mit dem Thrombozytenlysat [2.2.2.2].  

Der Komplex bestehend aus GSH-Sepharose, GST-MRP4 und die am MRP4

gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und die Erhitzun

°C aufgelöst. Im Anschluss dessen wurden die Proteine mittels SDS-

] und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert [2.2.2.6]. Durch die spezifischen 

Antikörper konnte untersucht werden, welche Adaptorproteine mit dem C

. Als Kontrolle, dass die möglichen Interaktionsproteine am C

Terminus binden und nicht an den anderen Komponenten des Komplexes, wurde sowohl die 

Sepharose als auch der Komplex bestehend aus GSH-Sepharose und GST 

Thrombozytenlysat inkubiert. In Abb. 17 ist zu erkennen, dass die zuvor im 

Thrombozytenhomogenat detektierten Interaktionsproteine mit dem C-Terminus des MRP4 

Detektion von an MRP4 bindenden Proteine im Eluat des pull
Durch spezifische Antikörper, die gegen die jeweiligen Adaptorproteine gerichtet waren, konnte 
gezeigt werden, dass EBP50, SNX27, PSD95, HSP90 und AP3B1 am Fusionsprotein GST
binden. Allein HSP90 zeigt auch eine Affinität zur GST. 

Anhand der Blots ist zu erkennen, dass die verschiedenen genannten möglichen 

Interaktionspartner alle in den Thrombozyten exprimiert werden. In weiteren Experimenten 

sollte untersucht werden, welche der möglichen Adaptorproteine mit dem C-Terminus des 

MRP4 interagieren. Des Weiteren sollte gezeigt werden, dass das PDZ-Bindungsmotiv 

essentiell für die Interaktion zwischen Transporter und Interaktionsprotein ist. Ausnahme ist 

Komplex. Da die Bindung über ein anderes Motiv vermittelt wird.  

Nach dem eine Reihe möglicher Adaptorproteine im Thrombozytenhomogenat detektiert 

MRP4 und der GST 

anschließenden Immobilisierung an GSH-Sepharose, die 

MRP4 und die am MRP4-C-Terminus 

Probenpuffer und die Erhitzung auf 95 

-PAGE aufgetrennt 

. Durch die spezifischen 

Antikörper konnte untersucht werden, welche Adaptorproteine mit dem C-Terminus des 

. Als Kontrolle, dass die möglichen Interaktionsproteine am C-

Terminus binden und nicht an den anderen Komponenten des Komplexes, wurde sowohl die 

Sepharose und GST mit dem 

ist zu erkennen, dass die zuvor im 

Terminus des MRP4 

pull-down-Experiment: 
Durch spezifische Antikörper, die gegen die jeweiligen Adaptorproteine gerichtet waren, konnte 
gezeigt werden, dass EBP50, SNX27, PSD95, HSP90 und AP3B1 am Fusionsprotein GST-MRP4 
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Die zuvor im Thrombozytenhomogenat detektierten Interaktionsproteine konnten als 

mögliche Adaptorproteine des MRP4 nach dem pull-down-Versuch dargestellt werden. In den 

Kontrollen konnten keine Banden der Proteine detektiert werden. Allein HSP90 bindet als 

heat shock protein, welches für die Faltung einer Vielzahl von Proteinen verantwortlich ist,  

auch an die GST. Nach der Identifikation von Interaktionsproteine mittels Western Blot 

wurde der gleiche Versuch nochmals durchgeführt, um anschließend die Proben durch SDS-

PAGE aufzutrennen [2.2.2.5]. Die Gele wurden silbergefärbt [2.2.2.9], die Banden in den 

entsprechenden Bereichen, die zuvor im Western Blot identifiziert wurden, für die 

massenspektrometrische Analyse ausgeschnitten und aufbereitet [2.2.2.10]. Die 

massenspektrometrische Analyse der Peptidextrakte erfolgte durch Frau Dr. Elke Hammer 

(Abteilung für Funktionelle Genomforschung, Greifswald) mittels LC-ESI-MS-MS 

[GREINACHER et al., 2010]. Bei der Identifikation der möglichen Adapterproteine wurden 

die MS-MS-Spektren nach dem Abgleich mit den humanen Proteindatenbanken mit dem 

Programm Scaffold 3 visualisiert und validiert. Der Konfidenzbereich für die korrekte 

Identifikation von Proteinen betrug dabei 95 %. Damit ein Protein als identifiziert galt, 

mussten mindestens 2 Peptide gefunden werden. In der nachfolgenden Tabelle sind die 

detektierten Proteine aufgelistet.  

 

Vergleich der Abundanz von Proteinen in den verschiedenen Molekulargewichtsbereichen auf 

Basis der Spektrenzahl. 

Identifiziertes 

Protein 

Theoretisches 

M r (kDa) 

140 kDa-Bereich 90 kDa-Bereich 60 kDa-Bereich 

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 Peptide von den Untereinheiten des Komplexes AP3 

in den unteren Molekulargewichtsbereichen analysiert werden konnten. Da der gesamte 

Komplex 180 kDa besitzt, ist es möglich, dass während der chemischen und thermischen 

Behandlung, um die Proteine für die SDS-PAGE zu denaturieren, bereits Peptide des Proteins 

mit einem geringeren Molekulargewicht generiert wurden. Die meisten Peptide des HSP90 
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wurden im 90 kDa-Bereich detektiert. Des Weiteren wurden Peptide des SNX27 im 60 kDa-

Bereich analysiert, was mit der Antikörperbande im Western Blot übereinstimmt. Vom 

PSD95 wurde lediglich ein Peptid gefunden, wobei dieses Peptid spezifisch für das PSD95 

ist.  

 

3.5 Ko-Lokalisationsuntersuchungen mittels indirekter Immunfluoreszenz 
 
Als weiterer Hinweis auf eine mögliche Interaktion zwischen den zuvor detektierten 

Adaptorproteinen und MRP4 wurde ihre Lokalisation in intakten Thrombozyten mittels 

indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Dafür wurde plättchenreiches Plasma auf Coverslips 

fixiert und anschließend mit den jeweiligen Antikörpern gegen das MRP4 und gegen die 

verschiedenen Adaptorproteine inkubiert. Des Weiteren wurden die fixierten Thrombozyten 

mit Antikörpern gegen dem δ-Granulamarker LAMP2 inkubiert. Durch die entsprechenden 

Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper konnten die Lokalisationen im LSM 780 

dargestellt werden [2.2.2.11] (Abb. 18). 
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Abb. 18: 
Lokalisation von MRP4 und der 
möglichen Interaktionsproteine in 
Thrombozyten mittels indirekter 
Immunfluoreszenz:  
Humane Thrombozyten wurden auf 
Kollagen-beschichteten Coverslips 
fixiert und mit anti-MRP4-Antikörper 
(grün, AlexaFluor®488-konjugierte 
Sekundärantikörper) inkubiert. Die  
Ko-Färbung erfolgte sowohl mit den 
Antikörpern gegen EBP50, SNX27,  
PSD95, HSP90 und AP3 als auch mit 
LAMP2 als Marker für δ-Granula 
(rot, AlexaFluor®568-konjugierte 
Sekundärantikörper). Die partielle 
Ko-Lokalisation von MPR4 mit den 
möglichen interagierenden Proteinen 
wird als gelbe Farbe im 
Überlagerungsbild dargestellt. Mittels 
konfokalen Lasermikroskop (LSM 
780, 100x/1,46 Objektiv) der Firma 
Zeiss wurden die Aufnahmen erstellt. 
Der Größenstandard entspricht 5 µm. 
 

 
 



Auch mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die im Western Blot 

detektierten Adaptorproteine partiell mit dem MRP4 in den Thrombozyten ko

Des Weiteren zeigt MRP4 auch eine partielle Ko

LAMP2. Diese Ergebnisse schließen eine mögliche Interaktion nicht aus. 

 

3.6 Ko-Immunpräzipitaton der Interaktionsproteine
 
Eine weitere Möglichkeit, um die Interaktion zwischen Transporter und Adaptorproteine zu 

demonstrieren, ist die Ko-Immunpräzipitation. Dabei wurde mithilfe von 

Beads zunächst der Anti-MRP4 („SNG“)

Kaninchen-Präimmunserum mit den 

Bead-Komplexe mit dem lysierten Thrombozytenhomogenat inkubiert [

gebundenen Proteine wurden erneut mittels SDS

Nitrozellulosemembran übertragen 

präzipitiert werden konnten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abb. 19: Western Blot-Analyse nach 
wurde mit Anti-MRP4-Antiserum und Kaninchen
Die Immunoglobuline wurde an magnetischen Beads, die mit dem Sekundärantikörper Anti
Kaninchen-IgG beschichtet waren, gekoppelt. Präzipitate und Überstände wurden mittels Immunoblot
Analyse mit spezifischen Antikörpern gegen die möglichen Interaktio

 

Anhand der Blots ist zu erkennen, dass im Überstand alle Interaktionsproteine und auch das 

MRP4 detektiert werden konnten. Das spricht dafür, dass sowohl der Transporter als auch die 
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mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die im Western Blot 

detektierten Adaptorproteine partiell mit dem MRP4 in den Thrombozyten ko

igt MRP4 auch eine partielle Ko-Färbung mit dem 

LAMP2. Diese Ergebnisse schließen eine mögliche Interaktion nicht aus.  

Immunpräzipitaton der Interaktionsproteine  

Eine weitere Möglichkeit, um die Interaktion zwischen Transporter und Adaptorproteine zu 

Immunpräzipitation. Dabei wurde mithilfe von 

MRP4 („SNG“)-Antikörper gebunden. Als Kontrolle wurde 

Präimmunserum mit den Beads inkubiert. Anschließend wurden die Antikörper

dem lysierten Thrombozytenhomogenat inkubiert [

gebundenen Proteine wurden erneut mittels SDS-PAGE aufgetrennt [2.2.2.5

Nitrozellulosemembran übertragen [2.2.2.6]. Abb. 19 zeigt, welche Interaktionspartner ko

Analyse nach Ko-Immunpräzipitation: Aufgereinigtes Thrombozytenlysat 
Antiserum und Kaninchen-Präimmunserum als Kontrolle immunpräzipi

Die Immunoglobuline wurde an magnetischen Beads, die mit dem Sekundärantikörper Anti
IgG beschichtet waren, gekoppelt. Präzipitate und Überstände wurden mittels Immunoblot

Analyse mit spezifischen Antikörpern gegen die möglichen Interaktionsproteine untersucht.

Anhand der Blots ist zu erkennen, dass im Überstand alle Interaktionsproteine und auch das 

MRP4 detektiert werden konnten. Das spricht dafür, dass sowohl der Transporter als auch die 

mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die im Western Blot 

detektierten Adaptorproteine partiell mit dem MRP4 in den Thrombozyten ko-lokalisiert sind. 

ärbung mit dem δ-Granularmarker 

 

Eine weitere Möglichkeit, um die Interaktion zwischen Transporter und Adaptorproteine zu 

Immunpräzipitation. Dabei wurde mithilfe von anti-rabbit-IgG-

Antikörper gebunden. Als Kontrolle wurde 

inkubiert. Anschließend wurden die Antikörper-

dem lysierten Thrombozytenhomogenat inkubiert [2.2.2.3]. Die 

2.2.2.5] und auf eine 

zeigt, welche Interaktionspartner ko-

Aufgereinigtes Thrombozytenlysat 
Präimmunserum als Kontrolle immunpräzipitiert. 

Die Immunoglobuline wurde an magnetischen Beads, die mit dem Sekundärantikörper Anti-
IgG beschichtet waren, gekoppelt. Präzipitate und Überstände wurden mittels Immunoblot-

nsproteine untersucht. 

Anhand der Blots ist zu erkennen, dass im Überstand alle Interaktionsproteine und auch das 

MRP4 detektiert werden konnten. Das spricht dafür, dass sowohl der Transporter als auch die 



Adaptorproteine im Thrombozytenlysat vorhanden 

Präzipitation gegeben war. Der Überstand diente als Kontrolle, um zu untersuchen, in 

welchem Maße die Adaptorproteine und auch das MRP4 nach der Inkubation mit dem 

Antikörper-Bead-Komplex noch vorhanden waren und somit

präzipitiert wurden. HSP90, SNX27 und AP3B1 konnten zusammen mit MRP4 deutlich im 

Anti-MRP4-Präzipitat detektiert werden, aber nicht im Kontrollpräzipitat. Für EBP50 und 

PSD95 konnten lediglich schwache Banden detektiert werden. Di

wurde durch das Signal der schweren Kette der präzipitierenden Antikörper 

gleiches Molekulargewicht) im Gel erschwert. 

Des Weiteren ist zu erkennen, dass die verschiedenen Interaktionsproteine unterschiedlich 

stark ko-präzipitiert wurden. Ein Grund dafür könnte die Bindung zwischen 

Interaktionsprotein, Transporter und Antikörper

 

3.7 pull-down-Experiment mit dem Fusionsprotein GST
Bindungsmotiv 
 
Nach dem mit verschiedenen Methoden gezeigt 

Interaktionsproteine mit dem MRP4 interagieren, sollte gezeigt werden, dass das PDZ

Bindungsmotiv des MRP4 für die Interaktion mit PDZ

Dafür wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der 

Bindungsmotiv, generiert [2.2.1.10.2

[2.2.2.2]. Anschließend erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS

und der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosem
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Adaptorproteine im Thrombozytenlysat vorhanden waren und somit die Grundlage für die 

Präzipitation gegeben war. Der Überstand diente als Kontrolle, um zu untersuchen, in 

welchem Maße die Adaptorproteine und auch das MRP4 nach der Inkubation mit dem 

Komplex noch vorhanden waren und somit nicht durch den Komplex 

präzipitiert wurden. HSP90, SNX27 und AP3B1 konnten zusammen mit MRP4 deutlich im 

Präzipitat detektiert werden, aber nicht im Kontrollpräzipitat. Für EBP50 und 

PSD95 konnten lediglich schwache Banden detektiert werden. Die Detektion des EBP50 

wurde durch das Signal der schweren Kette der präzipitierenden Antikörper 

im Gel erschwert.  

Des Weiteren ist zu erkennen, dass die verschiedenen Interaktionsproteine unterschiedlich 

ipitiert wurden. Ein Grund dafür könnte die Bindung zwischen 

Interaktionsprotein, Transporter und Antikörper-Bead-Komplex sein. 

Experiment mit dem Fusionsprotein GST-MRP4 ohne PDZ

Nach dem mit verschiedenen Methoden gezeigt werden konnte, dass unterschiedliche 

Interaktionsproteine mit dem MRP4 interagieren, sollte gezeigt werden, dass das PDZ

Bindungsmotiv des MRP4 für die Interaktion mit PDZ-Bindungsproteinen essentiell ist. 

Dafür wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der GST und dem MRP4 ohne PDZ

2.2.1.10.2] und erneut das pull-down-Experiment durchgeführt 

]. Anschließend erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS

und der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran [2.2.2.6]. 

Abb. 20: Western Blot-Analyse nach dem 
Experiment: Das PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 ist für die 
Interaktion des EBP50, SNX27 und PSD95 essentiell. HSP90 
und AP3 interagieren mit dem MRP4 über ein anderes 
Interaktionsmotiv.  

waren und somit die Grundlage für die 

Präzipitation gegeben war. Der Überstand diente als Kontrolle, um zu untersuchen, in 

welchem Maße die Adaptorproteine und auch das MRP4 nach der Inkubation mit dem 

nicht durch den Komplex 

präzipitiert wurden. HSP90, SNX27 und AP3B1 konnten zusammen mit MRP4 deutlich im 

Präzipitat detektiert werden, aber nicht im Kontrollpräzipitat. Für EBP50 und 

e Detektion des EBP50 

wurde durch das Signal der schweren Kette der präzipitierenden Antikörper (annähernd 

Des Weiteren ist zu erkennen, dass die verschiedenen Interaktionsproteine unterschiedlich 

ipitiert wurden. Ein Grund dafür könnte die Bindung zwischen 

MRP4 ohne PDZ-

werden konnte, dass unterschiedliche 

Interaktionsproteine mit dem MRP4 interagieren, sollte gezeigt werden, dass das PDZ-

Bindungsproteinen essentiell ist. 

GST und dem MRP4 ohne PDZ-

Experiment durchgeführt 

]. Anschließend erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE [2.2.2.5] 

Analyse nach dem pull-down-
Bindungsmotiv des MRP4 ist für die 

Interaktion des EBP50, SNX27 und PSD95 essentiell. HSP90 
und AP3 interagieren mit dem MRP4 über ein anderes 



Die detektierten Banden verdeutlichen, dass das PDZ

essentiell für die Interaktion zwischen Transporter und den Adaptorproteinen SNX27, EBP50 

und PSD95 ist. Des Weiteren ist zu erkennen, dass sowohl das HSP90 als auch das AP3B1 

über ein anderes Bindungsmotiv mit dem MRP4 interagiert, welches noch vor dem mitt

Mutagenese eingebautem Stoppcodon liegt.  

 

3.8 Expressionslevel der Adaptorproteine in verschiedenen Zelllinien
 
In den folgenden Versuchen sollte gezeigt werden, wie sich die Transporterlokalisation 

verändert, sofern die Expression der Adaptorprotei

Zuvor wurde jedoch untersucht, in welchen Zelllinien die Adaptorproteine exprimiert werden. 

Dafür wurden Homogenate verschiedener Zelllinien (M07e

mittels Western Blot untersucht. Abb. 

unterschiedlichen Zelllinien die Adaptorprotein exprimieren.

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Abb. 21: Western Blot-Analyse der Adaptorproteine in verschiedene Zelllinien:
eingesetzten Proteine der verschiedenen Zelllinie lag bei 50 µg Gesamtprotein / Bahn. In allen vier 
Zelllinien werden die Adaptorproteine unterschiedlich stark exprimiert. 

 
Die Adaptorproteine werden in den verschiedenen Zelllinien untersch

Von Interesse war die Expression der Interaktionsproteine in den M07e

megakaryoblastische Leukämiezellen

Thrombozyten. Da die Interaktion zwischen EBP50 und MRP4 durch

bereits beschrieben wurde, erfolgte die Untersuchung der Transporterlokalisation nach 

down von SNX27, PSD95 und AP3B1.
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Die detektierten Banden verdeutlichen, dass das PDZ-Bindungsmotiv „ETAL“

sentiell für die Interaktion zwischen Transporter und den Adaptorproteinen SNX27, EBP50 

und PSD95 ist. Des Weiteren ist zu erkennen, dass sowohl das HSP90 als auch das AP3B1 

über ein anderes Bindungsmotiv mit dem MRP4 interagiert, welches noch vor dem mitt

Mutagenese eingebautem Stoppcodon liegt.   

3.8 Expressionslevel der Adaptorproteine in verschiedenen Zelllinien

In den folgenden Versuchen sollte gezeigt werden, wie sich die Transporterlokalisation 

verändert, sofern die Expression der Adaptorproteine mittels knock-down

Zuvor wurde jedoch untersucht, in welchen Zelllinien die Adaptorproteine exprimiert werden. 

Dafür wurden Homogenate verschiedener Zelllinien (M07e-, HEK293- 

mittels Western Blot untersucht. Abb. 21 verdeutlicht, in welchem Maße die 

unterschiedlichen Zelllinien die Adaptorprotein exprimieren. 

Analyse der Adaptorproteine in verschiedene Zelllinien:
eingesetzten Proteine der verschiedenen Zelllinie lag bei 50 µg Gesamtprotein / Bahn. In allen vier 
Zelllinien werden die Adaptorproteine unterschiedlich stark exprimiert.  

Die Adaptorproteine werden in den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert. 

Von Interesse war die Expression der Interaktionsproteine in den M07e-

megakaryoblastische Leukämiezellen und somit ein Modell für Vorläuferzellen der 

Thrombozyten. Da die Interaktion zwischen EBP50 und MRP4 durch HOQUE 

bereits beschrieben wurde, erfolgte die Untersuchung der Transporterlokalisation nach 

von SNX27, PSD95 und AP3B1. 

„ETAL“  des MRP4 

sentiell für die Interaktion zwischen Transporter und den Adaptorproteinen SNX27, EBP50 

und PSD95 ist. Des Weiteren ist zu erkennen, dass sowohl das HSP90 als auch das AP3B1 

über ein anderes Bindungsmotiv mit dem MRP4 interagiert, welches noch vor dem mittels 

3.8 Expressionslevel der Adaptorproteine in verschiedenen Zelllinien 

In den folgenden Versuchen sollte gezeigt werden, wie sich die Transporterlokalisation 

down verringert wird. 

Zuvor wurde jedoch untersucht, in welchen Zelllinien die Adaptorproteine exprimiert werden. 

 und HeLa-Zellen) 

rdeutlicht, in welchem Maße die 

Analyse der Adaptorproteine in verschiedene Zelllinien: Die Menge der 
eingesetzten Proteine der verschiedenen Zelllinie lag bei 50 µg Gesamtprotein / Bahn. In allen vier 

iedlich stark exprimiert. 

-Zellen. M07e sind 

Vorläuferzellen der 

HOQUE et al., 2008 

bereits beschrieben wurde, erfolgte die Untersuchung der Transporterlokalisation nach knock-



3.9 knock-down der Interaktionsproteine
 
M07e-Zellen wurden mit siRNA spezifisch für SNX27, PSD95 und AP3B1 

[2.2.3.3]. Mithilfe der RNA-Interferenz wurde die mRNA

herunterreguliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. 

Der Effekt der Herunterregulierung der Proteine sollte zunächst au

SDS-PAGE  [2.2.2.5] und Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran [

dargestellt werden (Abb. 22) 

 
 
 
 

 
Abb. 22: Western-Blot-Analyse nach siRNA
AP3B1-knock-down-Ansatzes wurden 20 µg und von den Proteinen des PSD95
eingesetzt. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Expression der Adaptorproteine durch
der siRNA herunterreguliert werden konnte. 

 
Die detektierten Banden verdeutlichen,

herunter reguliert werden konnten. Der Effekt war bei SNX27 und AP3B1 am deutlichsten zu 

erkennen, wenn die Menge der eingesetzten Proteine bei 20 µg lag. Bei PSD95 war der Effekt 

ersichtlich nach dem Einsetzen von 15 µg. Als Kontrolle dienten untransfizierte M07e

und Control siRNA. Bei beiden Ansätzen blieb die Intensität der detektierten Banden 

annähernd gleich. Des Weiteren wurden die gleichen Blots nach dem Strippen [

anti-GAPDH behandelt. Die Detektion des Enzyms wurde als Referenzprotein verwendet, 

anhand dessen ersichtlich ist, dass von allen Ansätzen die gleiche Menge an Protein eingesetzt 

wurde.  

Die densitometrische Auswertung der detektierten Signale erfolgte bei der 

ChemiDoc XRS-System mit dem zugehörigen Programm 

dargestellten Werte, nach densitometrischer Auswertung, konnte die prozentuela 

Regulation errechnet werden. 
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der Interaktionsproteine 

wurden mit siRNA spezifisch für SNX27, PSD95 und AP3B1 

Interferenz wurde die mRNA-Expression der Adaptorproteine 

reguliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. 

Der Effekt der Herunterregulierung der Proteine sollte zunächst auf Proteinebene mittels 

] und Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran [

Analyse nach siRNA-Transfektion:  Von den Proteinen des SNX27
Ansatzes wurden 20 µg und von den Proteinen des PSD95

eingesetzt. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Expression der Adaptorproteine durch
reguliert werden konnte.  

Die detektierten Banden verdeutlichen, dass nach siRNA-Transfektion die Adaptorproteine 

herunter reguliert werden konnten. Der Effekt war bei SNX27 und AP3B1 am deutlichsten zu 

erkennen, wenn die Menge der eingesetzten Proteine bei 20 µg lag. Bei PSD95 war der Effekt 

tzen von 15 µg. Als Kontrolle dienten untransfizierte M07e

siRNA. Bei beiden Ansätzen blieb die Intensität der detektierten Banden 

annähernd gleich. Des Weiteren wurden die gleichen Blots nach dem Strippen [

GAPDH behandelt. Die Detektion des Enzyms wurde als Referenzprotein verwendet, 

anhand dessen ersichtlich ist, dass von allen Ansätzen die gleiche Menge an Protein eingesetzt 

Die densitometrische Auswertung der detektierten Signale erfolgte bei der 

System mit dem zugehörigen Programm Quantity One

dargestellten Werte, nach densitometrischer Auswertung, konnte die prozentuela 

 

wurden mit siRNA spezifisch für SNX27, PSD95 und AP3B1 transfiziert 

on der Adaptorproteine 

reguliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und aufgeschlossen. 

f Proteinebene mittels 

] und Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran [2.2.2.6] 

 

Von den Proteinen des SNX27- und des 
Ansatzes wurden 20 µg und von den Proteinen des PSD95-knock-downs 15 µg 

eingesetzt. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Expression der Adaptorproteine durch den Einsatz 

Transfektion die Adaptorproteine 

herunter reguliert werden konnten. Der Effekt war bei SNX27 und AP3B1 am deutlichsten zu 

erkennen, wenn die Menge der eingesetzten Proteine bei 20 µg lag. Bei PSD95 war der Effekt 

tzen von 15 µg. Als Kontrolle dienten untransfizierte M07e-Zellen 

siRNA. Bei beiden Ansätzen blieb die Intensität der detektierten Banden 

annähernd gleich. Des Weiteren wurden die gleichen Blots nach dem Strippen [2.2.2.7] mit 

GAPDH behandelt. Die Detektion des Enzyms wurde als Referenzprotein verwendet, 

anhand dessen ersichtlich ist, dass von allen Ansätzen die gleiche Menge an Protein eingesetzt 

Die densitometrische Auswertung der detektierten Signale erfolgte bei der Verwendung des 

Quantity One. Anhand der 

dargestellten Werte, nach densitometrischer Auswertung, konnte die prozentuela Down-
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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 Quotienten zwischen den Werten der Adaptorproteine 
bzw. der Control siRNA und der GAPDH gebildet werden. Der ermittelte Quotient der Control siRNA 
wurde dabei mit 100 % gleich gesetzt. Dadurch konnte errechnet werden, inwieweit die 
Adaptorproteine prozentual herunterreguliert wurden. 

 
Da mittels Western Blot gezeigt werden konnte, dass die Adaptorproteine mithilfe der siRNA-

Transfektion herunter reguliert werden können, wurde im Anschluss erneut ein knock-down 

der Interaktionsproteine durchgeführt, um eine mögliche Änderung der MRP4-Lokalisation 

zu untersuchen. 

 

3.10 Untersuchung der MRP4-Lokalisation nach siRNA-knock-down von 
Adaptorproteinen 
 
M07e-Zellen wurden mit siRNA spezifisch für SNX27, PSD95 und AP3B1 transfiziert. Nach 

der Inkubationszeit wurden die Zellen zur Markierung der Plasmamembran biotinyliert, um 

darauffolgend eine indirekte Immunfluoreszenz durchzuführen [2.2.2.12]. Dabei wurden die 

Zellen mit Antikörpern gegen MRP4, PSD95, AP3 und SNX27 sowie mit FITC-markiertem 

Streptavidin, das an Biotin bindet, inkubiert. Die Auswertung erfolgte mithilfe des LSM780 

(Abb. 23). 



 

Abb. 23: Änderung der Lokalisation von MRP4 nach siRNA
SNX27, AP3B1 und PSD95: Ko
Zellmembran (grün) zeigt eine partielle Ko
Transfektion mit der Control 
Lokalisation des MRR4 mit der Zellmembran nach Transfektion mit der siRNA (gelbe Färbung) in 
M07e. Die Fluoreszenzbilder wurden mit dem LSM780 aufgenommen (63x/1,46 Objektiv). Der 
Größenstandard entspricht 10 µm.
 
Nach Transfektion mit Control

MRP4 im  Zellinneren zu erkennen, wie dies auch bei untransfizierten M07e

ist. Erkennbar durch die Überlagerungsfarbe lila. MRP4 ist nur partiell mit der Zellmembran 

assoziert. Das wird verdeutlicht durch eine geringe Ko

Streptavidin, welches an membrangebundenes Biotin gekoppelt ist und als grün detektiert 

werden konnte. Im Vergleich dazu ist MRP4 nach Transfektion mit der siRNA der 

verschiedenen Adaptorprotein

Überlagerungsfluoreszenz mit FITC
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: Änderung der Lokalisation von MRP4 nach siRNA-knock-down der Adaptorproteine 
Ko-Färbung des MRP4 (rot), der Adaptorproteine (blau) sowie der 

Zellmembran (grün) zeigt eine partielle Ko-Lokalisation der Adaptorproteine mit MRP4 nach 
 siRNA im Zellinneren (lila Färbung) sowie eine partielle Ko

okalisation des MRR4 mit der Zellmembran nach Transfektion mit der siRNA (gelbe Färbung) in 
Fluoreszenzbilder wurden mit dem LSM780 aufgenommen (63x/1,46 Objektiv). Der 

Größenstandard entspricht 10 µm. 

Control siRNA ist eine Lokalisation der Interaktionsproteine und 

zu erkennen, wie dies auch bei untransfizierten M07e
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down der Adaptorproteine, dass MRP4 zu einem geringeren Anteil 
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Abb. 25: Fluoreszenz-mikroskopische Analyse der zellulären Lokalisation von CFP und YFP 
(Transfektion mit den Leervektoren pECFP und pEYFP), sowie der Fusionsproteine C
MRP4, CFP-MRP4(-PDZ) und 
und der Leervektoren wurde die Lokalisation der Proteine mittels LSM 780 detektiert. CFP wurde als 
grün und YFP als rot dargestellt. Der Größenstandard entspricht 10 µm.
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3.11 Expression und Lokalisation der Konstrukte CFP
SNX27-YFP 

Die Internalisierung des MRP4 nach Adaptorprotein-Überexpression wurde 

und YFP-gekoppelten Konstrukte CFP-MRP4, CFP

2.2.1.10.3, 2.2.1.10.4 und 2.2.1.10.5] untersucht.  
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Anhand der Abbildungen ist zu erkennen, dass das CFP-MRP4 mit und ohne PDZ-Domäne in 

der Membran und z.T. in Membran-nahen Vesikeln lokalisiert ist. Das SNX27-YFP und die 

Leervektoren pEYFP und pECFP befinden sich intrazellullär. 

Im weiteren Verlauf wurden die Konstrukte CFP-MRP4 und CFP-MRP4(-PDZ) sowohl mit 

dem Konstrukt SNX27-YFP als auch mit dem Leervektor pEYFP ko-transfiziert. In den 

folgenden Abbildungen wird dargestellt, inwiefern die Überexpression des SNX27 einen 

Einfluss auf die Lokalisation des MRP4 hat. Auch konnte untersucht werden, ob die PDZ-

Domäne für die Internalisierung erforderlich ist (Abb. 26).  

 

Abb. 26: Lokalisation des MRP4 in Abhängigkeit von der SNX27-YFP-Expression: MDCKII-
Zellen wurden  mit CFP-MRP4 und CFP-MRP4(-PDZ) (in grün dargestellt) transfiziert und mit 
SNX27-YFP (in rot dargestellt) oder YFP allein (in rot dargestellt) ko-transfiziert. Die subzelluläre 
Lokalisation wurde mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie detektiert (63x/1,46 Objektiv). 
Mithilfe der ZEN Software wurde die Ko-Lokalisation analysiert. Ko-lokalisierte Pixel (Co-loc, gelb) 
wurden extrahiert und in einem separaten Bild dargestellt. Die prozentuale intrazelluläre Ko-
Lokalisation der totalen CFP-Fluoreszenz der Bilder wurde errechnet. Für CFP-MRP4 lag sie bei 33 ± 
4 % und 45 ± 4 % und für CFP-MRP4(-PDZ) bei 26 ± 2 % und 27 ± 2%, wenn mit YFP und YFP-
SNX27 ko-exprimiert wurde (Mittelwert ± SD; n = 3). Der Größenstandard entspricht 10 µm. 
 
MDCKII-Zellen wurden in dem Versuch benutzt, da in den Zellen MRP4 hauptsächlich in der 

basolateralen Plasmamembran lokalisiert ist. Demnach wurde die gesteigerte intrazelluläre 

Lokalisation des MRP4 deutlicher. Wie erwartet wurde CFP-MRP4 sowohl in der 

Plasmamembran als auch in einigen intrazellulären Strukturen detektiert. Wurde SNX27-YFP 

ko-exprimiert, konnte eine signifikante Anzahl des CFP-MRP4 mit dem SNX27-YFP ko-

lokalisiert in intrazellulären Strukturen detektiert werden. Wurde das CFP-MRP4 ohne PDZ-
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Bindungsmotiv transfiziert, war die Lokalisation hauptsächlich membranständig. Im 

Vergleich zum PDZ-Bindungsmotiv-enthaltenen MRP4 wurde die Lokalisation des CFP-

MRP4(-PDZ) nicht signifikant beeinflusst, wenn SNX27-YFP ko-exprimiert wurde. Diese 

Ergebnisse bestätigen, dass die Interaktion mit dem PDZ-Bindungsmotiv die intrazelluläre 

Umverteilung des MRP4 fördert. 

Des Weiteren bewirkte der Leervektor YFP keine Translokation des MRP4 mit und ohne 

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

MRP4 ist ein Mitglied der ABCC-Subfamilie der ATP-binding cassette transporters. Es 

transportiert eine große Vielfalt an endogenen und xenobiotischen organischen anionischen 

Verbindungen aus der Zelle. Des Weiteren vermittelt MRP4 den Transport von Molekülen, 

die in das zelluläre Signalling involviert sind. Diese Moleküle beinhalten insbesondere 

zyklische Nukleotide, Eicosanoide und konjugierte Steroide. Das Substratspektrum, die 

Regulation und die Lokalisation des MRP4 in polarisierten Zellen stehen in Verbindung mit 

einer möglichen Schlüsselfunktion beim zellulären Schutz und bei Signalwegen [RUSSEL et 

al., 2008].  

MRP4 wird in verschiedenen Geweben exprimiert, wie z. B. Prostata, Nieren, Leber, Gehirn 

und Thrombozyten sowie in einigen Zelllinien [RITTER et al., 2005]. Die Lokalisation vom 

MRP4 ist dabei abhängig vom Zelltyp, in denen es exprimiert wird [HOQUE et al., 2008]. 

Durch interagierende Proteine kann die MRP4-Lokalisation beeinflusst werden.  

Die Bedeutung interagierender Adaptorproteine wurde bereits in verschiedenen Publikationen 

beschrieben. Zum Beispiel konnte in den Arbeiten von HOQUE et al., 2008, 2009 gezeigt 

werden, dass das NHERF1 (EBP50) am C-Terminus des MRP4 bindet und die EBP50-

Expression in HeLa-Zellen zu einer vermehrt intrazellulären Lokalisation von MRP4 führt.  

Ein weiteres Beispiel für die Interaktion zwischen Adaptorprotein und Transporter und damit 

die Regulation der Lokalisation konnte in HAYASHI et al. 2012 durch die Interaktion 

zwischen SNX27 und MRP4 dargestellt werden. Der knock-down des SNX27 in HEK293-

Zellen erhöhte die Zelloberflächenexpression des MRP4.  

In der vorliegenden Arbeit war die Regulation der thrombozytären Lokalisation des MRP4 

durch verschiedene Adaptorproteine von Interesse.  

JEDLITSCHKY et al., 2004 konnte bereits zeigen, dass das MRP4 außer in der 

Plasmamembran auch in den δ-Granula der Thrombozyten verstärkt vorhanden ist. Wobei der 

Transporter in ruhenden Thrombozyten wahrscheinlich vorrangig in der Membran der δ-

Granula lokalisiert ist [JEDLITSCHKY et al., 2012]. Bei bestimmten Patienten mit einer „ δ-

storage-pool-deficiency“ (δ-SPD) ist das MRP4 an die Plasmamembran dislokalisiert zu 

finden [JEDLITSCHKY et al., 2010]. Aufgrund dessen liegt die Vermutung nahe, dass der 

durch verschiedene Adaptorproteine-vermittelte Transport von Proteinen zu den δ-Granula 

gestört ist. Mutationen in entsprechenden Bindungsproteinen in Thrombozyten, die an der 

korrekten Lokalisation von MRP4 und anderen Transportproteinen in den δ-Granula beteiligt 

sind, könnten Ursache von bestimmten δ-SPD-Phänotypen sein. 
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Eine Störung der Lokalisation des MRP4 in den Thrombozyten wurde ebenfalls in 

MATTIELLO et al., 2011 beschrieben. In der Publikation wurde die thrombozytäre MRP4-

Lokalisation nach einer Bypass-Operation mit der MRP4-Lokalisation in Thrombozyten von 

gesunden Probanden verglichen. Die thrombozytäre MRP4-Lokalisation in gesunden 

Probanden wurde hauptsächlich in den δ-Granula und zytoplasmatisch-vesikulären Elementen 

beobachtet. Nach einer Bypass-Operation ist MRP4 vorzugsweise nahe bzw. in der 

Plasmamembran mittels Immunfluoreszenz detektiert worden. Wohingegen die intrazellulären 

Signale mehr verteilt und meistens mit vesikulären Elementen assoziiert waren. Diese 

Beobachtungen wurden durch Ko-Lokalisationsuntersuchungen mittels Immunfluoreszenz 

unterstützt. Denn MRP4 war hauptsächlich mit dem Plasmamembran-Marker CD42 ko-

lokalisiert und weniger mit dem δ-Granula-Marker LAMP2. Die MRP4-Überexpression in 

der Plasmamembran war verbunden mit einer Aspirin-Resistenz.  

Ein Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung eines rekombinanten Fusionsproteins aus einem 

carboxyterminalen Fragment des Membranproteins MRP4 mit der GST. Durch die 

Transformation in E.coli-Stämme mit einem geeigneten Konstrukt sollte das Fusionsprotein 

rekombinant exprimiert werden. Das gereinigte Fusionsprotein sollte in folgenden Arbeiten 

dazu dienen, interagierende Proteine, die an diesen Teil des MRP4 binden, zu identifizieren. 

Der C-Terminus des MRP4 besitzt ein consensus class I PDZ-Interaktionsmotiv (ETAL). 

PDZ-Bindungsmotive sind Protein-Interaktionsdomainen, die in einer Sequenz-spezifischen 

Art und Weise an kurze C-terminale oder interne Peptide binden. Die Organisation um PDZ-

basierte Faltung erlaubt eine stabile Lokalisation der interagierenden Proteine und verbessert 

das Maß und die Genauigkeit der Signaltransduktion innerhalb des Komplexes [SHENG et 

al., 2001]. Außerdem konnte durch in-silico Analysen des C-Terminus eine putative mögliche 

Erkennungssequenz für Adaptorprotein-Komplexe (1257-EPYVLL-1262) identifiziert 

werden. Beide Interaktionsmotive sind in dem hier generierten Fusionsprotein enthalten. 

Neben der Identifikation möglicher Adaptorproteine des MRP4 mittels pull-down-Versuch 

wurden Ko-Immunpräzipitationsstudien zur Identifizierung von Bindeproteinen durchgeführt. 

Die Ko-Immunpräzipitation wurde angewendet, um aus dem Thrombozytenhomogenat 

mithilfe eines Anti-MRP4-Antikörpers den Transporter MRP4 zu präzipitieren und 

gleichzeitig damit die am MRP4 gebundenen möglichen Interaktionsproteine. Eine weitere 

Überprüfung der möglichen Interaktion mit MRP4 erfolgte durch Ko-Lokalisation mit den 

identifizierten Interaktionspartnern in der Immunfluoreszenzmikroskopie.  

Mit den genannten Versuchen konnten verschiedene Interaktionspartner des MRP4 

identifiziert werden. Aufgrund dessen wurde untersucht, inwieweit diese Adaptorproteine 
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einen Einfluss auf die MRP4-Lokalisation besitzen. Dafür wurde der knock-down einiger 

Adaptorproteine in M07e-Zellen durchgeführt. Da die Interaktionsproteine herunterreguliert 

werden konnten, wurde nach siRNA-Transfektion die Lokalisation des MRP4 mittels 

indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Die Ko-Lokalisationsuntersuchungen zeigten eine 

verstärkte Lokalisation des MRP4 in der Plasmamembran von M07e-Zellen, die als Modell 

für thrombozytäre Vorläuferzellen verwendet wurden. Im Vergleich dazu war das MRP4 

vermehrt intrazellulär lokalisiert, wenn anstelle der siRNA Control siRNA transfiziert wurde. 

Schließlich wurde noch der Einfluss der Interaktionspartner auf die MPR4-Lokalisation durch  

Überexpression exemplarisch für das Adaptorprotein SNX27 in einem geeigneten Zellsystem, 

in diesem Fall in MDCKII-Zellen, untersucht. Dabei wurde auch die Rolle des PDZ-Motivs 

für die MRP4-Lokalisation überprüft.  

 
4.1 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen 
 

Ein Fusionsprotein (auch Hybridprotein) entsteht durch die gemeinsame Expression zweier 

Gene oder Genteile, die hintereinander im Genom liegen. Durch Entfernung des Stopp-

Codons hinter dem ersten Gen werden beide Gene so abgelesen, als ob es sich um ein einziges 

Gen handeln würde [http://www.chemie.de/lexikon/Fusionsprotein.html]. 

Expressionsvektoren können auf zwei verschiedene Weisen konstruiert werden. Bei den 

Transkriptionsfusionen trägt der Vektor alle zur Expression nötigen 5`- und 3`-

Kontrollsignale (Promotor, Operator). Das zu exprimierende Gen wird mit seinem eigenen 

AUG-Startcodon direkt hinter die 5`-Kontrollsignale kloniert und als authentisches, 

biologisch aktives Protein synthetisiert. Bei den Translationsfusionen stammen die 

notwendigen 5`- und 3`-Kontrollsignale inklusive des Startcodons und eventuell ein Teil der 

N-terminalen (oder C-terminalen) Bereiche des zu bildenden Proteins vom Vektor. Das vom 

heterologen Gen kodierte Protein wird als Hybridprotein exprimiert und muss eventuell später 

in geeigneter Weise gespalten werden, um ein biologisch aktives Protein zu erhalten. 

Vorteile der Fusion bestehen u.a. in der Löslichkeit, die erhöht wird. Des Weiteren besteht ein 

besserer Schutz gegen Proteolyse und die Aggregatbildung wird bei hydrophoben Proteinen 

vermindert [COSTA et al., 2014]. Außerdem wird die Aufreinigung aufgrund einer 

funktionellen Domäne erleichtert. Im Falle des Glutathion-S-Transferase-(GST)-Gen-

Fusionssystems kann das Fusionsprotein über die GSH-Agarose-Beads aufreinigt werden, da 

die GST an Glutathion bindet [HARPER et al., 2011]. 
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4.2 Generierung eines Konstrukts zur Expression eines GST-MRP4-
Fusionsproteins und heterologe Expression in E.coli 
 

In Anlehnung an die Arbeit von Hoque et al., (2008) wurde zunächst ein carboxyterminales 

Fragment von ca. 400 bp in den pET-41b(+)-Vektor mit der GST-Sequenz kloniert. Im 

Anschluss dessen konnte das Fusionsprotein exprimiert und die Interaktionsstudien 

durchgeführt werden. 

Das Glutathion-S-Transferase Gen-Fusionssystem ist ein vielseitiges System für die 

Expression, Reinigung und Detektion des Fusionsproteins. Das System basiert auf einer 

induzierbaren, hohen Expression von Genen oder Genfragmenten mit der GST als 

Fusionsprotein. Das Fusionsprotein weist damit den Aminoterminus der GST und den 

Carboxylterminus des Proteins vom klonierten Genfragment auf.  

Die Expression steht unter der Kontrolle des T7lac-Promotors, der durch IPTG induziert wird. 

Außerdem besitzt dieser Vektor noch ein internes lacI-Gen. Das Produkt des Gens ist ein 

Repressorprotein, welches an die Operatorregion des tac-Promotors bindet und die Expression 

bis zur Stimulation mit IPTG verhindert. Dadurch wird die Expression des Inserts kontrolliert.  

IPTG ist ein Galactose-Thioglycosid, welches als künstlicher Induktor des lac-Operons 

verwendet wird, um die Expression zu kontrollieren. Im Gegensatz zu Lactose bzw. 

Allolactose wird IPTG nicht im natürlichen Metabolismus von Bakterien umgesetzt. Seine 

Konzentration ist deshalb während eines Versuchs konstant und der Repressor bleibt 

inaktiviert. 

Die GST konnte nach Transformation des E.coli BL21(DE3)-Stammes mit dem Vektor und 

Induktion der Expression mit IPTG mithilfe der Anti-GST im Western Blot detektiert werden. 

Die GST hat ein Molekulargewicht von 26 kDa.  

Das Fusionsprotein, bestehend aus dem ca. 400 bp-MRP4-Fragment und der GST, konnte 

nach Transformation und IPTG-Stimulation im Western Blot mithilfe der Anti-GST bei ca. 41 

kDa nachgewiesen werden. Die weiteren Banden, die auf dem Blot detektiert wurden, 

könnten Degradationsprodukte oder unspezifische Antikörperbindungen darstellen. Außerdem 

konnte mithilfe der massenspektrometrischen Analyse gezeigt werden, dass das MRP4-

Fragment erfolgreich in den pET-41b(+)-Vektor kloniert wurde.  

 

 
 
 
 



Diskussion 

75 
 

4.3 Interagierende Proteine 
 
4.3.1 Mögliche Interaktionspartner 
 

MRP4 besitzt am C-Terminus ein consensus class I PDZ-interaction motif. Dieses Motiv ist 

dem vom MRP2 und CFTR ähnlich [HOQUE et al., 2009]. Für einige Adaptorproteine ist das 

PDZ-Bindungsmotiv für die Interaktion mit dem Transporter von Bedeutung. In SELLER et 

al., 2012 wurde die Interaktion zwischen dem MRP4 und CFTR beschrieben. MRP4 agiert in 

epithelialen und glatten Muskelzellen als cAMP-Effluxtransporter, um den intrazellulären 

cAMP-Level zu regulieren. Des Weiteren verändert MRP4 die Effektorfunktion 

einschließlich der Aktivierung des cAMP-stimulierten CFTR. Der MRP4-Inhibitor, MK571, 

verstärkte die submaximale Isoproterenol-stimulierte cAMP Akkumulation und die 

Kardiomyozyten-Kontraktionrate via β1-Adrenorezptor und die CFTR-Expression war 

entscheidend für die submaximale Isoproterenol-stimulierte Kontraktionsrate. 

Interessanterweise waren MRP4-abhängige Veränderungen in der Kontraktionsrate CFTR-

abhängig. Es konnte gezeigt werden, dass das MRP4 eine Rolle bei der cAMP-Regulation in 

Kardiomyozyten spielt. Des Weiteren ist MRP4 in der CFTR-β-adrenergisch-stimulierten 

Kontraktion involviert. Scheinbar interagieren MRP4 und CFTR direkt miteinander über ihre 

PDZ-Bindungsmotive. 

MOON et al., 2015 beschrieb die Wechselwirkung zwischen CFTR und MRP4 im Darm. In 

der Publikation wurde gezeigt, dass CFTR-MRP4-enthaltene Makromolekülkomplexe eine 

wichtige Rolle in der Pathogenese von Medikamenten-induzierter Diarrhö spielen. Als 

Arzneimittel in den Studien wurde u.a. Irinotecan verwendet. Irinotecan wird als first-line- 

und second-line-Chemotherapeutikum bei fortgeschrittenem und rezidivierendem Darmkrebs 

verwendet. Kompetitive Irinotecan-Inhibition des cAMP-Efflux durch MRP4 resultiert in 

einem Anstieg des intrazellulären cAMP-Levels. Noch wichtiger war die Beobachtung, dass 

der cAMP-Spiegel an bzw. in der Nähe der Plasmamembran anstieg. Das deutet darauf hin, 

dass Irinotecan den cAMP-Spiegel durch Veränderung der MRP4-Funktion erhöht und damit 

eine lokalisierte cAMP-Akkumulation induziert. Die kompartementalisierte Erhöhung des 

cAMP-Levels aktiviert CFTR-Kanäle, sofern Irinotecan den CFTR-MRP4-enthaltenen 

Makromolekülkomplex an der Plasmamembran nicht trennt. Des Weiteren wurde 

herausgefunden, dass Irinotecan die Bildung eines multimolekularen-Komplexes bestehend 

aus CFTR und MRP4 an der Plasmamembran erhöht, vermittelt durch das Adaptorprotein 

PDZK1 (NHERF3). In Anwesenheit des Medikaments wird die MRP4-Mobilität in die 

Membran reduziert und in Abwesenheit des Arzneimittels hat MRP4 eine höhere laterale 
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Diffusion in die Plasmamembran. Somit induziert Irinotecan eine erhöhte CFTR-vermittelte 

Sekretion von Flüssigkeiten durch Inhibition des MRP4-vermittelten cAMP-Efflux. Des 

Weiteren erhöht die Bindung des Medikaments die Bildung eines CFTR-MRP4-enthaltenen 

Makromolekül-Komplexes, welches durch PDZK1 vermittelt wird.  

Auch für MRP2 konnte gezeigt werden, dass die Interaktion mit einem Adaptorprotein für die 

Lokalisation von Bedeutung ist. Radixin interagiert mit dem C-Terminus von MRP2. Radixin 

ist das dominante ERM-(Ezrin-Radixin-Moesin)-Protein in der Leber von Mäusen und ist in 

den kanalikülären Membranen der Hepatozyten konzentriert. MRP2 ist ebenfalls in den 

kanalikulären Membranen lokalisiert und sekretiert u.a. Bilirubinglucuronide in die Galle. In 

Radixin-defizienten Mäusen ist MRP2 in den kanalikulären  Membranen vermindert. Das 

deutet darauf hin, dass Radixin für die korrekte Lokalisation des MRP2 in den kanalikulären 

Hepatozyten erforderlich ist [KIKUCHI et al., 2002].  

Bereits beschrieben wurde außerdem eine Interaktion des C-Terminus von MRP4 mit den 

Scaffolding-Protein EBP50 (NHERF1) [HOQUE et al., 2009]. In den Arbeiten von HOQUE 

et al., 2008 konnte gezeigt werden, dass das EBP50 am C-Terminus des MRP4 bindet und 

eine Internalisierung von MRP4 begünstigt.  

Des Weiteren führten die Autoren die apikale Expression von MRP4 in LLC-PK1-Zellen auf 

die relativ hohe EBP50-Expression in diesen Nierenzellen zurück [HOQUE et al., 2008b]. 

Jedoch wurde mittlerweile auch eine Interaktion mit dem NHERF 3 in der Niere gezeigt 

[PARK et al., 2014]. Hier konnte gezeigt werden, dass in NHERF3(-/-)-Mäusen die MRP4-

Expression an der apikalen Membran der proximalen Tubuli deutlich vermindert ist.  

In HAYASHI et al., 2012 wurde die Assoziation des SNX27 mit der intrazellulären Sortierung 

des MRP4 und damit mit der Regulierung der Zelloberflächenexpression und den 

Transportfunktion des MRP4 in HEK293-Zellen näher untersucht. Die Arbeitsgruppe um 

HAYASHI et al. konnte SNX27 als Bindungspartner von MRP4 identifizieren. In vitro 

Bindungsassays und Ko-Immunpräzipitationsstudien bestätigten, dass die Interaktion via 

PDZ-PDZ-Interaktionen erfolgt. Der knock-down des SNX27 in HEK293-Zellen erhöhte die 

Zelloberflächenexpression des MRP4. Ferner wurde gezeigt, dass nach SNX27-knock-down 

die Internalisierung des MRP4 von der Zelloberfläche gehemmt wird. Die Suppression des 

SNX27 hatte dagegen keinen Effekt auf das Recycling des MRP4 zur Plasmamembran.  

SNX27 wurde ursprünglich im Neokortex der Ratte als entwicklungsregulierendes 

psychostimulierendes Gen identifiziert. Es interagiert über die PDZ-Domäne und reguliert die 

intrazelluläre Sortierung. Dennoch ist die Funktion des SNX27 nicht vollständig 

charakterisiert, da der Sortierungsprozess, der durch SNX27 beeinflusst wird, vom 
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Targetprotein abhängt. Die PDZ-Domäne des SNX27 befindet sich im N-terminalen Bereich. 

Außerdem moduliert SNX27 das frühe endosomale trafficking des 5-Hydroxytryptamin-Typ-

4(a)-Rezeptors (JOUBERT et al., 2004), des G-Protein-gesteuerten Kaliumkanals (LUNN et 

al., 2007) und des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors 2C (CAI et al., 2011). Des Weiteren 

unterstützt SNX27 das effiziente Recycling des ß2-Adrenorezeptors (LAUFFER et al., 2010) 

zur Plasmamembran [HAYASHI et al., 2012]. 

In normalen nicht-aktivierten Thrombozyten scheint MRP4 hauptsächlich in den δ-Granula 

lokalisiert zu sein [JEDLITSCHKY et al., 2004]. Daher wurden auch Proteine in Betracht 

gezogen, von denen bekannt ist, dass sie an der Proteinsortierung von Proteinen zu den delta-

Granula beteiligt sind. Dazu gehören die Komponenten des Adaptorprotein-Komplex 3 

(AP3). Für AP3A wird angenommen, dass es Substrate vom Trans-Golgi-Netzwerk und/oder 

frühen Endosomen  zu späten Endosomen, multivesikulären Körpern, Lysosomen und 

Lysosom-verwandten Organellen transportiert. AP3B ist in der Biogenese von synaptischen 

Vesikeln von Endosomen involviert. Allerdings ist es vorzugsweise in neuronale Prozesse in 

primären Neuronenkulturen konzentriert [OHNO, 2006]. AP3 besteht aus 4 verschiedenen 

Untereinheiten [DELL`ANGELICA et al., 1997]. Mutationen in der ß-Untereinheit (AP3B1) 

sind als eine der Ursachen des Hermansky-Pudlak-Syndroms bekannt [DELL`ANGELICA et 

al., 1999], bei dem auch die Expression und Lokalisation von MRP4 gestört zu sein scheint 

[JEDLITSCHKY et al., 2004].  

Im Säugetier gibt es sechs Mitglieder der AP-Komplex-Familie. AP1A, AP2, AP3A und AP4 

werden ubiquitär exprimiert. Die anderen zwei Mitglieder, AP5 und AP6, sind zellspezifische 

Isoformen des AP1A und AP3A: das Epithelium-spezifische AP1B und das auf Neurone-

beschränkte AP3B [OHNO, 2006]. 

Wie bereits erwähnt, weist MRP4 ein Di-Leucin-basiertes mögliches AP-Bindemotiv nahe 

des C-Terminus auf. 

Hinweise aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe mit einem an einer Sephadex-Säule 

gekoppelten C-terminalen Peptid von MRP4 (letzten 15 Aminosäuren) ergaben außerdem  

eine mögliche Interaktion mit dem HSP90 und dem PDZ-Protein PSD95 [Dissertation Marie-

Luise Kromrey, „Die Funktion des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: 

Bedeutung von Adaptorproteinen“, Greifswald 2016]. 

Die postsynaptic density (PSD) ist ein komplexes Netzwerk bestehend aus Transmitter-

Rezeptoren, Verankerungsproteinen und Zytoskeletelementen. Die Konzentration der 

Transmitter-Rezeptoren in den PSDs ist nicht nur für eine zuverlässige und schnelle 
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synaptische Übertragung essentiell, sondern spielt auch bei der synaptischen Plastizität und 

der möglichen Erinnerungsformation eine wichtige Rolle [KOULEN et al., 1998]. 

Die Stimulation von Dopamin- und Glutamatrezeptoren moduliert die Genexpression und 

Funktion von spezifischen PSD-Proteinen (die scaffolding-Proteine, wie z.B. PSD95), die zu 

einem Kalzium-regulierten Netzwerk gehören. Scaffolding-Protein-Fehlfunktionen führen zu 

einer ernsthaften Beeinträchtigung des Kalzium-abhängigen signaling [DE BARTOLOMEIS 

et al., 2012]. 

PSD95 ist ein insbesonders neuronal-exprimiertes PDZ-Protein, welches mit Rezeptoren und 

Zytoskeletelementen in den Synapsen assoziiert ist, wobei die Funktion ungewiss ist. Die 

PSD95-Expression erhöht die postsynaptische Zusammenlagerung und Aktivität der 

Glutamat-Rezeptoren. Außerdem fördert die postsynaptische Expression des PSD95 die 

Entwicklung der präsynaptischen Enden [EL-HUSSEINI et al., 2000]. Das PSD95 enthält N-

terminal drei höchst homologe Regionen von ~90 Aminosäuren (PDZ-Domänen) [KOULEN 

et al., 1998]. Im basalen Vorderhirn der Maus bindet PSD95 am zytoplasmatischen C-

Terminus des Neuroligins, welches als neuronales Zell-Adhäsionsmolekül mit ß-Neurexins 

interagiert und interazelluläre junctions bildet [IRIE et al., 1997]. Neuroligins bindet an der 

dritten PDZ-Domäne des PDS95, während NMDA2-Rezeptoren und K+-Kanäle mit der ersten 

und zweiten PDZ-Domäne interagieren. Die verschiedenen PSD95-PDZ-Domänen sind für 

eindeutige Funktionen spezialisiert [IRIE et al., 1997].  

Die Detektion des PSD95 in den Thrombozyten wurde nicht erwartet. Jedoch zeigten Studien 

über Sekretionsmechanismen in Thrombozyten große Ähnlichkeiten zur neuronalen 

Transmitter-Freisetzung, obwohl diese Zellen unterschiedliche Ursprünge besitzen 

(Mesoderm verglichen mit Ektoderm) [REED et al., 2000]. Studien über den Vesikeltransport 

und die Fusion in Hefen, Neuronen und neuroendokrinen Zellen bieten Modelle für die 

regulierte Exozytose in den Thrombozyten. Die regulierte Exozytose wird durch intrazelluläre 

Signale, produziert durch Zellaktivierung oder Membrandepolarisierung, ausgelöst und ist ein 

Teil des Vesikeltransports und Fusionsprozesses, der Moleküle in und aus den Zellen 

transportiert. Neurone enthalten kleine synaptische Vesikel beladen mit Neurotransmitter wie 

z.B. GABA und Acetylcholin. Die synaptischen Vesikel nehmen die Neurotransmitter in 

Zellkörper auf und können den Inhalt nach Exozytose durch Endozytose recyceln. Ebenfalls 

besitzen Neurone kleine und große δ-Kernvesikel, die jeweils Katecholamine und 

Neuropeptide beinhalten  [REED et al., 2000].  

Die δ-Granula der Thrombozyten ähneln den neuronalen kleinen δ-Kernvesikeln, denn sie 

enthalten kleine Moleküle wie z.B. Serotonin, welches von extrazellulären Pools 
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aufgenommen und konzentriert wird. Thrombozytäre δ-Granula wurden als Modellsystem 

verwendet, um die Aufnahme und den Transport von Serotonin in Amin-enthaltene Neurone 

zu verstehen. Die α-Granula ähneln den großen neuronalen δ-Kernvesikeln, denn sie enthalten 

Proteine, die in den Megakaryozyten vor der thrombozytären Zellteilung synthetisiert werden 

[REED et al., 2000]. 

In Bezug auf die Kinetik der Exozytose und Signaltransduktion gibt es einen deutlichen 

Unterschied zwischen beiden Zelltypen. In den Neuronen wird die Membrandepolarisation 

entlang des Axons durch Ca2+-Influx via Kalziumkanäle ausgelöst. Durch die Erhöhung des 

Kalziumspiegels wird die Exozytose der Vesikel in enger Umgebung erzeugt. 

Proteinphosphorylierung und andere signalisierende Mechanismen können ebenfalls 

modulierende Effekte auf die neuronale Exozytose besitzen. Im Gegensatz dazu wird die 

thrombozytäre Exozytose ausgelöst, wenn extrazelluläre Rezeptoren durch Agonisten 

aktiviert werden. Dadurch erhöht sich das zytosolische intrazelluläre Kalzium und aktiviert 

somit die Protein Kinase C, die eine wichtige Rolle bei der thrombozytären Sekretion spielt.  

Trotz der besonderen Charakteristik Thrombozyten nutzen für die Exozytose einen 

molekularen Mechanismus, der homolog zu denen von anderen Sekretionszellen ist [REED et 

al., 2000]. 

HSP90 ist ein ATP-abhängiges Chaperon, welches in der Faltung und Aktivierung von einer 

unbekannten Anzahl von Substrat-Proteinen involviert ist. Außerdem ist es essentiell in allen 

Eukaryoten vorhanden. Die Interaktion des HSP90 mit den Substrat-Proteinen involviert eine 

vorübergehende Bildung eines Multiproteinkomplexes mit einem Set aus hoch-konservierten 

Partnerproteinen. Eine ATP-abhängige Konformationsänderung des HSP90 findet während 

der Hydrolyse statt und diese Veränderungen treiben den Chaperon-Zyklus an. Natürliche 

Inhibitoren der ATPase-Aktivität, wie Geldanamycin und Radicicol, blockieren den Prozess 

[RICHTER et al., 2001]. HSP90 ist insbesondere als Zielstruktur zur Beeinflussung der 

Tumorzellproliferation von Interesse [KHURANA et al., 2015]. Außerdem konnte gezeigt 

werden, dass HSP90-Inhibitoren die Thrombozytenaggregation hemmen und die 

Zelloberflächenexpression des ATP-Rezeptors P2X1 vermindern [SUTTITANAMONGKOL et 

al., 2000, LALO et al., 2012]. 

 

4.3.2 Charakterisierung der Protein-Interaktionen mittels GST-pull-down und Ko-
Immunpräzipitation 
 
Die Adaptorproteine AP3, EBP50, SNX27, PSD95 und HSP90 konnten mittels pull-down-

Versuch und der anschließenden Western Blot-Analyse als Interaktionspartner des MRP4 in 
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Thrombozyten identifiziert werden. Durch spezifische Antikörper, die gegen die jeweiligen 

Proteine gerichtet waren, konnte gezeigt werden, dass EBP50, SNX27, PSD95, HSP90 und 

AP3B1 am Fusionsprotein GST-MRP4 binden. Nur HSP90 wurde auch im Kontroll-GST-

pull-down detektiert. Da HSP90 auch mit der GST interagierte, kann die Bindung an das 

Konstrukt unspezifisch sein. HSP90 fördert die Faltung und Stabilität von einer Vielzahl von 

Proteinen unter normalen und Stressbedingungen [KHURANA et al., 2015]. 

Allerdings wurde HSP90 auch im MRP4-Immunpräzipitat detektiert (siehe unten). Darüber 

hinaus führte die Behandlung mit dem HSP90-Inhibitor Radicicol zu einer Retention von 

MRP4 im endoplasmatischen Retikulum, was doch auf eine physiologische Rolle von HSP90 

bei der MRP4-Prozessierung hindeutet [Dissertation Marie-Luise Kromrey, „Die Funktion 

des MRP4 (ABCC4)-Transporters in Thrombozyten: Bedeutung von Adaptorproteinen“, 

Greifswald 2016, SCHALETZKI et al., 2016]. 

Die pull-down-Methode wurde verwendet, da die Fusionsproteine wasserlöslich sind und 

unter nicht-denaturierenden Konditionen durch Affinitätschromatographie mit Glutathion-

Sepharose aus lysierten Bakterien aufgereinigt werden können [SMITH et al., 1988]. Des 

Weiteren besteht die Möglichkeit das Protein, welches von Interesse ist, in großen Mengen zu 

exprimieren [HARPER et al., 2011] und die GST schützt das Target-Protein vor 

proteolytischer Degradation und stabilisiert es in der Lösung [COSTA et al., 2014].  

Neben den Vorteilen des verwendeten Systems bestehen auch Nachteile. Ein großer Nachteil 

in der Verwendung der GST als Lösungs- und Affinitäts-tag beruht auf der oligomerisierten 

Form: GST hat vier lösliche, freiliegende Cysteine, die eine signifikante oxidative 

Aggregation liefern, wodurch das System eine schlechte Wahl für das Tagging von 

oligomeren Target-Proteine ist. Des Weiteren beeinträchtigt die makromolekulare 

Überproduktion der Proteine im E.coli-Zytoplasma die korrekte Faltung der Proteine und 

führt damit zur Bildung von Faltungsintermediate, die durch Chaperone verarbeitet und in 

Einschlusskörper aggregiert werden. Die Proteinaggregation kann durch eine geringere 

Kultivierungstemperatur verhindert bzw. verringert werden, da die Rate der Proteinsynthese 

und Faltungskinetik verlangsamt wird [COSTA et al., 2014].  Außerdem entsteht durch die 

Generierung des Fusionsproteins ein artifizielles Protein mit einer anderen Faltung als das 

native Ausgangsprotein. 

Die Ergebnisse des Western Blots wurden durch die massenspektrometrische Analyse 

bestätigt. Die massenspektrometrische Analyse der Peptidextrakte erfolgte durch Frau Dr. 

Elke Hammer (Abteilung für Funktionelle Genomforschung, Greifswald) mittels LC-ESI-MS-

MS [GREINACHER et al., 2010, STANNEK et al., 2015]. Peptide der AP3-Untereinheiten, 
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des PSD95, HSP90 und SNX27 konnten in der Massenspektrometrie detektiert werden. Die 

massenspektrometrische Analyse wurde hauptsächlich durchgeführt, um die 

Antikörperdetektionen, insbesondere die Detektion des PSD95, HSP90 und AP3 zu 

bekräftigen. Hierfür wurde das Gel gefärbt, um die einzelnen Banden in den entsprechenden 

Molekulargewichtsbereichen zu visualisieren. In den analysierten 

Molekulargewichtsbereichen befanden sich auch andere Proteine, besonders Komponenten 

des Zytoskeletts (z.B. Myosin), die ebenfalls eluiert wurden. Die durchgeführten Analysen 

erlaubten jedoch keinen quantitativen Vergleich mit dem Kontroll-GST-pull-down, so dass 

daraus nicht auf weitere Bindungspartner geschlossen werden konnte.  

Neben des pull-down-Versuchs sollte mithilfe der Ko-Immunpräzipitation untersucht werden, 

welche der detektierten Adaptorproteine präzipitiert werden können. HSP90, SNX27 und 

AP3B1 konnten zusammen mit MRP4 deutlich im Anti-MRP4-Präzipitat detektiert werden, 

aber nicht im Kontrollpräzipitat. Für EBP50 und PSD95 konnten lediglich schwache Banden 

detektiert werden. Die Detektion des EBP50 wurde zudem durch das Signal der schweren 

Kette des präzipitierenden Antikörpers im Gel im gleichen Molekulargewichtsbereich 

erschwert. 

Ko-Immunpräzipitation ist eine verbreitete Methode, um Protein-Protein-Interaktionen zu 

bestimmen. Die Methode nutzt die hohe spezifische Interaktion zwischen einem Antikörper 

und dem Protein, welches von Interesse ist. Vorausgesetzt, dass die Antikörper-Protein-

Interaktion die Fähigkeit des Proteins mit anderen Proteinen im Zelllysat zu interagieren nicht 

stört, kann durch bestimmte Beads ein Proteinkomplex bestehend aus Antikörper, dem 

Protein, welches von Interesse ist und dessen interagierenden Proteinen aus dem Zelllysat 

isoliert und aufgereinigt werden [YACIUK, 2007]. Ein weiterer Vorteil der Ko-

Immunpräzipitation ist, dass die Interaktionsproteine durch das „full-length“- MRP4 

präzipitiert wurden. Dadurch können Protein-Protein-Interaktionen in in vivo-ähnlichen 

Verhältnissen untersucht werden.  

Jedoch können die Detergenzien im verwendeten Lysispuffer die Interaktion zwischen dem 

MRP4 und den Adaptorproteinen behindern. Des Weiteren war zu erkennen, dass die 

verschiedenen Interaktionsproteine unterschiedlich stark ko-präzipitiert wurden. Ein Grund 

dafür könnte die unterschiedliche Bindung zwischen Interaktionsprotein, Transporter und 

Antikörper-Bead-Komplex sein.  

Zudem können die Proteine durch die Lysis der Zellen auch abgebaut und verändert werden, 

so dass bestimmte interagierende Proteine nicht mehr detektiert werden können. Nach der 

Identifikation bestimmter möglicher Interaktionspartner mithilfe des pull-down-Versuchs und 
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der Ko-Präzipitation wurde untersucht, inwiefern das PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 für die 

Interaktion essentiell ist. Dazu wurde ein Konstrukt mit deletiertem PDZ-Motiv generiert. 

Damit konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen MRP4 und den interagierenden 

Proteinen SNX27, EBP50 und PSD95 nur über das PDZ-Bindungsmotiv erfolgt. Die Bindung 

des HSP90 und AP3 an das MRP4 muss über ein anderes Bindungsmotiv erfolgen.  

 

4.3.3 Ko-Lokalisation der Interaktionspartner mit MRP4 in Thrombozyten 
 
Außerdem konnte mit der indirekten Immunfluoreszenz eine partielle Ko-Lokalisation der 

Adaptorproteine mit dem MRP4 in intakten Thrombozyten gezeigt werden. MRP4 wurde in 

ruhenden Thrombozyten hauptsächlich intrazellulär detektiert. EBP50, SNX27, PSD95, 

HSP90 und AP3 konnten ebenfalls in intakten Thrombozyten visualisiert werden und zeigten 

eine partielle Ko-Lokalisation mit MRP4, was als Überlagerungsbild angegeben wurde. 

Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe einschließlich der in dieser Arbeit gezeigten Ko-

Färbungen sowie die Studien von MATTIELLO et al., 2011 weisen auf eine intrazelluläre 

Lokalisation von MRP4 in Assoziation mit dem delta-Granula-Marker LAMP2 in ruhenden 

Thrombozyten hin.  

CHEEPALA et al., 2015 beschrieb jedoch kürzlich eine vorwiegende Plasmamembran-

Lokalisation von MRP4 auch in ruhenden Thrombozyten. Eine Kofärbung mit einem delta-

Granula-Marker wurde allerdings in dieser Studie nicht durchgeführt. Außerdem wurde in 

dieser Studie beschrieben, dass Thrombozyten von Mrp4-Knock-out Mäusen eine 

unveränderte δ-Granula-Funktion aber eine Beeinträchtigung der Kollagen-induzierten 

Aggregation aufgrund veränderter cAMP-Spiegel aufweisen. 

Für die von uns beobachtete intrazelluläre Lokalisation spricht jedoch auch die intrazelluläre 

Sequestrierung von MRP4–Substraten wie cAMP, die in humanen und murinen 

Thrombozyten beobachtet wurde. BORGOGNONE et al., 2012 beschrieb, dass MRP4 

zyklische Nukleotide aus dem Zytosol der Thrombozyten eliminiert und in die Granula 

sequestriert. Eine MRP4-Inhibition verringerte die cAMP-Konzentration in den 

Plättchengranula.  

In DECOUTURE et al., 2015 wurde beschrieben, dass die δ-granuläre Sekretion des cAMP in 

Mrp4-defizienten Thrombozyten stark reduziert ist, wohingegen der totale cAMP-Spiegel 

unbeeinflusst blieb. 

 

 
 



Diskussion 

83 
 

4.3.4 Einfluss der Interaktionspartner auf die MRP4-Lokalisation 
 
Des Weiteren konnte mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie auch gezeigt werden, dass nach 

dem Herunterregulieren der Interaktionsproteine AP3, PSD95 und SNX27 mittels siRNA das 

MRP4 hauptsächlich in der Membran der M07e lokalisiert ist. In diesen Zellen ist MRP4 

normalerweise überwiegend intrazellulär lokalisiert. Diese megakaryoblastischen 

Leukämiezellen wurden als Modell für Thrombozyten-Vorläuferzellen (Megakaryozyten und 

deren Progenitorzellen) verwendet [OEVERMANN et al., 2009]. Der Effekt war am stärksten 

nach knock-down von PSD95, gefolgt von AP3B1. Nach dem Herrunterregulieren des SNX27 

war die Steigerung der MRP4-Plasmamembran-Lokalisation zwar statistisch signifikant, 

dennoch im Vergleich zu den anderen Interaktionspartnern relativ schwach. Das lässt 

vermuten, dass SNX27 in den M07e-Zellen eine untergeordnete Rolle in Bezug auf die 

MRP4-Lokalisation spielen könnte. Die Auswirkung des SNX27 in anderen Zellen, die eine 

höhere relative Expression des Proteins aufweisen, ist vielleicht wichtiger. Ebenfalls kann in 

dem Zusammenhang erwähnt werden, dass die Signale des Biotins variierten und somit einen 

Einfluss auf die Ergebnisse haben könnten. 

Bei den Kontrollen (Transfektion mit Control-siRNA) konnte veranschaulicht werden, dass 

das MRP4 partiell mit den Adaptorproteinen im Zellinneren der M07e-Zellen lokalisiert war. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den M07e-Zellen insbesondere PSD95 und der 

AP3-Komplex für die beobachtete überwiegende intrazelluläre Lokalisation von MRP4 

verantwortlich sind.  

Des Weiteren wurde untersucht, inwieweit umgekehrt eine Überexpression bestimmter 

Adaptorproteine eine vermehrte Lokalisation des MRP4 im Inneren der Zelle bewirkt und wie 

sich das Fehlen des PDZ-Bindungsmotivs auf die Lokalisation von MRP4 auswirkt. Für den 

Versuch wurden MDCKII-Zellen verwendet, weil MRP4 in diesen Zellen hauptsächlich an 

der basolateralen Plasmamembran lokalisiert ist. Demnach wurde die gesteigerte 

intrazelluläre Lokalisation des MRP4 deutlicher. Als Interaktionspartner wurde SNX27 

verwendet, welches in diesem Zelltyp eine größere Rolle spielen könnte als in den M07e-

Zellen. CFP-MRP4 konnte in der Plasmamembran und in einigen intrazellulären Strukturen 

detektiert werden. Bei Ko-Transfektion mit SNX27-YFP kam es zur vermehrten 

Umverteilung des CFP-MRP4 in das Innere der Zelle. Diese Ergebnisse stehen in Einklang 

mit den bereits oben (siehe 4.3.1) erwähnten Befunden von HAYASHI et al., 2012, die 

ebenfalls auf eine Rolle von SNX27 bei der Internalisierung von MRP4 hindeuten. War das 

PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 nicht vorhanden, so war die MRP4-Lokalisation mit und 

ohne SNX27-YFP-Ko-Transfektion hauptsächlich membranständig. 
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4.4 Ausblick 
 

Mit Hilfe des in dieser Arbeit generierten MRP4-GST-Fusionsproteins können im Folgenden 

weitere interagierende Proteine identifiziert werden z.B. mit Hilfe eines qualitativen und 

quantitativen Vergleichs der pull-down-Präzipitate in der Massenspektrometrie. Sowohl das 

carboxyterminale PDZ-Interaktionsmotiv als auch eine mögliche Bindungsstelle für 

Adaptorprotein-Komplexe sind in dem MRP4-GST-Konstrukt enthalten. 

Des Weiteren können weitere Bindungsmotive durch gezielte Mutagenese identifiziert 

werden.  

Mrp4-knock-out-Mäuse und humane genetische Varianten, bei denen die Expression des 

MRP4-Proteins beeinträchtigt ist, können dazu genutzt werden, die Bedeutung von MRP4 für 

die Thrombozytenfunktion  weiter aufzukären. In zwei kürzlich veröffentlichten Studien 

konnte gezeigt werden, dass bei Mrp4-knock-out-Mäusen der arterielle Verschluss nach 

Verletzung verzögert erfolgt und die Thrombusbildung vermindert ist (DECOUTURE et al., 

2015; CHEEPALA et al., 2015). Dies deutet darauf hin, dass MRP4 ein wichtiges neues 

pharmakologisches Ziel zur Hemmung der Thrombozytenaggregation darstellen könnte. 

Schließlich sollte eine mögliche Veränderung der identifizierten Adaptorproteine in 

Thrombozyten mit veränderter MRP4-Lokalisation wie z.B. bei den eingangs erwähnten δ-

SPD-Formen untersucht werden. Mutationen in Adaptorproteinen, die an der korrekten 

Lokalisation von MRP4 und anderen Transportproteinen in Thrombozyten  beteiligt sind, 

könnten Ursachen bestimmter Störungen der Plättchenfunktion sein. 
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5. Zusammenfassung 
 

Das Multidrug resistance protein 4 (MRP4 / ABCC4) ist ein Mitglied der ABCC-Subfamilie 

der ATP-binding cassette transporters. Es transportiert eine große Vielfalt an endogenen und 

xenobiotischen organischen anionischen Verbindungen aus der Zelle. Des Weiteren vermittelt 

MRP4 den Transport von Signalmolekülen wie z.B. zyklische Nukleotide und Eicosanoide. 

Das einzigartige Substratspektrum, die Regulation und die zelluläre Lokalisation des MRP4 

stehen in Verbindung mit seiner möglichen Funktion beim Zell-Schutz und dem zellulären 

Signaling. 

MRP4 ist abhängig vom Zelltyp entweder in der basolateralen (Prostata, Leber) oder apikalen 

(Nieren, Kapillaren des Gehirns) Membran von polarisierten Zellen lokalisiert. Des Weiteren 

wird MRP4 auch in Thrombozyten, Erythrozyten, Astrozyten und dendritische Zellen 

exprimiert. Protein-Protein-Interaktionen können die Funktion, Lokalisation und Expression 

von Transportern in der Plasmamembran beeinflussen. Viele Interaktionen beinhalten die 

stabile Assoziation von Proteinen innerhalb von Multi-Untereinheitskomplexen sowie die 

vorübergehende Assoziation von regulatorischen Proteinen. 

MRP4 weist u.a. ein sogenanntes PDZ-Bindungsmotiv auf, welches durch die drei C-

terminalen Aminosäuren (ETAL) charakterisiert wird und die Interaktion mit PDZ-

Adaptorproteinen vermitteln kann.  

Speziell in Thrombozyten ist MRP4 neben der Plasmamembran auch in den intrazellulären δ-

Granula lokalisiert. Auch hier könnten interagierende Proteine eine wichtige Rolle spielen. 

Änderungen in diesen Proteinen könnten eine Ursache für Störungen der 

Thrombozytenfunktion mit einer Fehllokalisation von MRP4 sein. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Identifizierung möglicher Interaktionspartner von 

MRP4, insbesondere in Thrombozyten. Dafür wurde ein rekombinantes Fusionsprotein aus 

einem carboxyterminalen Fragment (117 Aminosäuren) des MRP4 mit der Glutathion-S-

Transferase (GST) generiert. Nach Aufreinigung des Fusionsproteins (GST-MRP4) mittels 

Glutathion-(GSH)-Sepharose wurden pull-down-Experimente mit Thrombozytenlysat 

durchgeführt. Mittels Western Blot und LC-MS/MS-Analyse konnten dadurch als mögliche 

Interaktionspartner das Ezrin-Binding Protein 50 (EBP50/NHERF1), das Postsynaptic 

Density Protein 95 (PSD95) und das Sorting Nexin 27 (SNX27) sowie die β-Untereinheit des 

Adaptorprotein-Komplex 3 (AP3B1) und das Hitzeschock-Protein HSP90 identifiziert 

werden. Durch indirekte Immunfluoreszenz konnte außerdem eine partielle Ko-Lokalisation 

der genannten möglichen Interaktionspartner und MRP4 in den Thrombozyten dargestellt 

werden. Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Protein-Interaktion war die Ko-
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Präzipitation des MRP4 und der daran gebundenen Proteine mittels eines anti-MRP4-

Antikörpers, der an magnetische beads gebunden war. Mithilfe der Ko-Immunpräzipitation 

konnten SNX27, HSP90, AP3B1, EBP50 und PSD95 unterschiedlich stark ko-präzipitiert 

werden. 

Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern das PDZ-Bindungsmotiv des MRP4 für die 

Interaktion der detektierten Interaktionsproteine essentiell ist. Dafür wurde ein GST-MRP4-

Konstrukt ohne das C-terminale PDZ-Motiv generiert. Damit konnte gezeigt werden, dass das 

PDZ-Bindungsmotiv nur für die Interaktion mit SNX27, EBP50 und PSD95 notwendig ist, 

während die Bindung von AP3B1 und HSP90 unabhängig davon erfolgte.  

Nachdem auf Proteinebene mit verschiedenen Versuchen dargestellt werden konnte, welche 

Adaptorproteine mit dem MRP4 interagieren, sollte im letzten Abschnitt auf funktioneller 

Ebene gezeigt werden, inwiefern sich die Lokalisation des MRP4 verändert, sofern das 

Bindungsmotiv des MRP4 nicht mehr vorhanden ist bzw. die Adaptorproteine 

herunterreguliert werden. In Bezug auf das Herunterregulieren der Adaptorproteine wurde die 

megakaryoblastische Leukämie-Zelllinie M07e als Modell für Thrombozyten-Vorläuferzellen 

verwendet. Des Weiteren lag das Interesse bei den Interaktionsproteinen AP3, PSD95 und 

SNX27. Nach Transfektion der M07e-Zellen mit der entsprechenden siRNA und der sich 

anschließenden Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die Ko-Lokalisation des 

MRP4 mit den Adaptorproteinen nach knock-down verringert und die Plasmamembran-

Lokalisation von MRP4 signifikant gesteigert war.  

Umgekehrt sollte die Überexpression dieser Adaptorproteine die Plasmamembran-

Lokalisation verringern. Dies wurde exemplarisch für SNX27 in MDCK-Zellen untersucht. 

Dabei sollte auch nochmals die Rolle des PDZ-Bindungsmotivs für die MRP4-Lokalisation 

gezeigt werden. Dafür wurden die Fluoreszenz-markierten Fusionsproteine  CFP-MRP4, 

SNX27-YFP und das CFP-MRP4(-PDZ) synthetisiert, in MDCK-Zellen transfiziert und ihre 

Lokalisation mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Es zeigte sich, dass nach 

Ko-Transfektion des CFP-MRP4 mit SNX27-YFP das MRP4 hauptsächlich im Zell-Inneren 

lokalisiert war. Außerdem wurde verdeutlicht, dass das PDZ-Bindungsmotiv für die 

Internalisierung des MRP4 in das Innere der Zelle durch das Interaktionsprotein SNX27 

essentiell ist.  

Zusammenfassend liefert diese Arbeit wichtige grundlegende Erkenntnisse zu möglichen 

Protein-Interaktionen von MRP4 und deren Einfluss auf die Lokalisation des Transporters. 

Deren mögliche physiologische und pathophysiologische Rolle für die MRP4-Funktion in 

Thrombozyten sollte in weiterführenden Studien näher untersucht werden.
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7. Anhang 
 
7.1 Sequenz des MRP4 nach der Klonierung in den Vektor pET-41b(+) 

Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenz ist türkis markiert. Darunter stehend befindet 

sich die Sequenz des MRP4 (NCBI Reference Sequence: NM_005845.4), mit der die türkis 

markierte Sequenz verglichen wurde.  

 

38    GGATCCAAGAACTGATGAGTTAATACaaaaaaaaa TCCGGGAGAAATTTGCCCACTGCAC  97 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3736  GGATCCAAGAACTGATGAGTTAATACAAAAAAAAATCCGGGAGAAATTTGCCCACTGCAC  3795 
 
98    CGTGCTAACCATTGCACACAGATTGAACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTT  157 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3796  CGTGCTAACCATTGCACACAGATTGAACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTT  3855 
 
158   AGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATGATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAG  217 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3856  AGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATGATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAG  3915 
 
218   CCTATTTTACAAGATGGTGCAACAACTGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAAC  277 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3916  CCTATTTTACAAGATGGTGCAACAACTGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAAC  3975 
 
278   AGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAAATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGT  337 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3976  AGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAAATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGT  4035 
 
338   TACAAACACTTCCAATGGACAGCCCTCGACCTTAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGAAT  397 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
4036  TACAAACACTTCCAATGGACAGCCCTCGACCTTAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGAAT  4095 
 
398   CCAACCAAAA  407 
      |||||||||| 
4096  CCAACCAAAA  4105 
 

7.2 Sequenz des MRP4 nach der Klonierung in den Vektor pECFP-C1 

Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenz ist türkis markiert. Darunter stehend befindet 

sich die Sequenz des MRP4 (NCBI Reference Sequence: NM_005845.4), mit der die türkis 

markierte Sequenz verglichen wurde. Durch die hohe Anzahl der Basen erfolgte die 

Sequenzierung in mehreren Schritten. 

 

5    AACTTCTTTATCCCAGAACCCTTGCAACTCCTCTCCAAGGTGCTGTGAGCGGTCTTCTGG  64 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
319  AACTTCTTTATCCCAGAACCCTTGCAACTCCTCTCCAAGGTGCTGTGAGCGGTCTTCTGG  260 
 
65   CAGCACTGAATACATATCATCTTCCTCTAATCTCCGTTTATGGCCAATTTTAAACAAGGG  124 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
259  CAGCACTGAATACATATCATCTTCCTCTAATCTCCGTTTATGGCCAATTTTAAACAAGGG  200 
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125  ATTGAGCCACCAGAAGAACACGCGTGAGCAGATGTTCGCGTCCTGCAGCGGGTTGGGCTT  184 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
199  ATTGAGCCACCAGAAGAACACGCGTGAGCAGATGTTCGCGTCCTGCAGCGGGTTGGGCTT  140 
 
 
 
185  CACCTCCTGGTACACGGGCAGCATCTTGGCCG  216 
     |||||||||||||||||||||||||||| ||| 
139  CACCTCCTGGTACACGGGCAGCATCTTG-CCG  109 
 

Anhand der Sequenzierung ist zu erkennen, dass sowohl die zusätzliche Base als auch das 

Startcodon (grün markiert) vorhanden sind.  

 

Die folgende Sequenz stellt die forward-Sequenz des MRP4 dar. 

 

5     ACCCGCTGCAGGACGCGAACATCTGCTCACGCGTGTTCTTCTGGTGGCTCAATCCCTTGT  64 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
147   ACCCGCTGCAGGACGCGAACATCTGCTCACGCGTGTTCTTCTGGTGGCTCAATCCCTTGT  206 
 
65    TTAAAATTGGCCATAAACGGAGATTAGAGGAAGATGATATGTATTCAGTGCTGCCAGAAG  124 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
207   TTAAAATTGGCCATAAACGGAGATTAGAGGAAGATGATATGTATTCAGTGCTGCCAGAAG  266 
 
125   ACCGCTCACAGCACCTTGGAGAGGAGTTGCAAGGGTTCTGGGATAAAGAAGTTTTAAGAG  184 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
267   ACCGCTCACAGCACCTTGGAGAGGAGTTGCAAGGGTTCTGGGATAAAGAAGTTTTAAGAG  326 
 
185   CTGAGAATGACGCACAGAAGCCTTCTTTAACAAGAGCAATCATAAAGTGTTACTGGAAAT  244 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
327   CTGAGAATGACGCACAGAAGCCTTCTTTAACAAGAGCAATCATAAAGTGTTACTGGAAAT  386 
 
245   CTTATTTAGTTTTGGGAATTTTTACGTTAATTGAGGAAAGTGCCAAAGTAATCCAGCCCA  304 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
387   CTTATTTAGTTTTGGGAATTTTTACGTTAATTGAGGAAAGTGCCAAAGTAATCCAGCCCA  446 
 
305   TATTTTTGGGAAAAATTATTAATTATTTTGAAAATTATGATCCCATGGATTCTGTGGCTT  364 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
447   TATTTTTGGGAAAAATTATTAATTATTTTGAAAATTATGATCCCATGGATTCTGTGGCTT  506 
 
365   TGAACACAGCGTACGCCTATGCCACGGTGCTGACTTTTTGCACGCTCATTTTGGCTATAC  424 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
507   TGAACACAGCGTACGCCTATGCCACGGTGCTGACTTTTTGCACGCTCATTTTGGCTATAC  566 
 
425   TGCATCACTTATATTTTTATCACGTTCAGTGTGCTGGGATGAGGTTACGAGTAGCCATGT  484 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
567   TGCATCACTTATATTTTTATCACGTTCAGTGTGCTGGGATGAGGTTACGAGTAGCCATGT  626 
 
485   GCCATATGATTTATCGGAAGGCACTTCGTCTTAGTAACATGGCCATGGGGAAGACAACCA  544 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
627   GCCATATGATTTATCGGAAGGCACTTCGTCTTAGTAACATGGCCATGGGGAAGACAACCA  686 
 
545   CAGGCCAGATAGTCAATCTGCTGTCCAATGATGTGAACAAGTTTGATCAGGTGACAGTGT  604 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
687   CAGGCCAGATAGTCAATCTGCTGTCCAATGATGTGAACAAGTTTGATCAGGTGACAGTGT  746 
 
605   TCTTACACTTCCTGTGGGCAGGACCACTGCAGGCGATCGCAGTGACTGCCCTACTCTGGA  664 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
747   TCTTACACTTCCTGTGGGCAGGACCACTGCAGGCGATCGCAGTGACTGCCCTACTCTGGA  806 
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665   TGGAGATAGGAATATCGTGCCTTGCTGGGATGGCAGTTCTAATCATTCTCCTGCCCTTGC  724 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
807   TGGAGATAGGAATATCGTGCCTTGCTGGGATGGCAGTTCTAATCATTCTCCTGCCCTTGC  866 
 
725   AAAGCTGTTTTGGGAAGTTGTTCTCATCACTGAGGAGTAAAACTGCAACTTTCACGGATG  784 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
867   AAAGCTGTTTTGGGAAGTTGTTCTCATCACTGAGGAGTAAAACTGCAACTTTCACGGATG  926 
 
785   CCAGGATCAGGACCATGAATGAAGTTATAACTGGTATAAGGATAATAAAAATGTACGCCT  844 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
927   CCAGGATCAGGACCATGAATGAAGTTATAACTGGTATAAGGATAATAAAAATGTACGCCT  986 
 
845   GGGAAAAGTCATTTTCAAATCTTATTACCAATTTGAGAAAGAAGGAGATTTCCAAGATTC  904 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
987   GGGAAAAGTCATTTTCAAATCTTATTACCAATTTGAGAAAGAAGGAGATTTCCAAGATTC  1046 
 
905   TGAGAAGTTCCTGCCTCA-GGGGATGAATTTGGCTTCGTTTTTCAGTGCAAGCAAAATCA  963 
      |||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1047  TGAGAAGTTCCTGCCTCAGGGGGATGAATTTGGCTTCGTTTTTCAGTGCAAGCAAAATCA  1106 
 
964   TCGTGTTTGTGACCTTCACCACCTACGTGCTC-TCG  998 
      |||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
1107  TCGTGTTTGTGACCTTCACCACCTACGTGCTCCTCG  1142 

 

Die folgende Sequenz stellt die reverse-Sequenz des MRP4 dar. 

 

2     CATTGGAAGTGTTTGTAACCATGTGGTCAGTGTGACCAATATGTGGATAATTTCTTTTGA  61 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
4052  CATTGGAAGTGTTTGTAACCATGTGGTCAGTGTGACCAATATGTGGATAATTTCTTTTGA  3993 
 
62    AGTATACCTGTTTTGCTGTTTCAGTGAGGGCAGCGGCTTCTGCCTTGCCCAGTTGTTGCA  121 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3992  AGTATACCTGTTTTGCTGTTTCAGTGAGGGCAGCGGCTTCTGCCTTGCCCAGTTGTTGCA  3933 
 
122   CCATCTTGTAAAATAGGCTCTCTTTATTTTGCAGCAAAACATACGGCTCATCATATTCTT  181 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3932  CCATCTTGTAAAATAGGCTCTCTTTATTTTGCAGCAAAACATACGGCTCATCATATTCTT  3873 
 
182   TCAGTCTTCCTGAATCTAAAACCATTATCTTGTCGCTGTCAATAATGGTGTTCAATCTGT  241 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3872  TCAGTCTTCCTGAATCTAAAACCATTATCTTGTCGCTGTCAATAATGGTGTTCAATCTGT  3813 
 
242   GTGCAATGGTTAGCACGGTGCAGTGGGCAAATTTCTCCCGGAttttttttt GTATTAACT  301 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3812  GTGCAATGGTTAGCACGGTGCAGTGGGCAAATTTCTCCCGGATTTTTTTTTGTATTAACT  3753 
 
302   CATCAGTTCTTGGATCCACATTTGCCGTCGCTTCATCAATAATCAATATCTGATTTTTCC  361 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3752  CATCAGTTCTTGGATCCACATTTGCCGTCGCTTCATCAATAATCAATATCTGATTTTTCC  3693 
 
362   TGAGAATTGCCCTGGCAAGGCACACCAGTTGTCTTTGTCCAACACTAAAATTGGATCCTG  421 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3692  TGAGAATTGCCCTGGCAAGGCACACCAGTTGTCTTTGTCCAACACTAAAATTGGATCCTG  3633 
 
422   ATTCTGCTAATTCAGTATCCATTTTACCAGGAAGATCTTCAATGGTTTCTTTAAGTTGTA  481 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3632  ATTCTGCTAATTCAGTATCCATTTTACCAGGAAGATCTTCAATGGTTTCTTTAAGTTGTA  3573 
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482   CCTCTTGTAAGGCATTCCACAGTTCCTCATCCGTGTGCTCCTTAAAGGGATCCAGGTTTT  541 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3572  CCTCTTGTAAGGCATTCCACAGTTCCTCATCCGTGTGCTCCTTAAAGGGATCCAGGTTTT  3513 
 
542   TCCTCATTGTTCCAGTGAACAAAACAGGTTCCTGAGGTATGATTGACATTTTCTTCCTTA  601 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3512  TCCTCATTGTTCCAGTGAACAAAACAGGTTCCTGAGGTATGATTGACATTTTCTTCCTTA  3453 
 
602   AATCGTGAAGTCCAATTTCAGTTGTCAAGATCTTATCAATCCAAATTTTACCTTCGGGTT  661 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3452  AATCGTGAAGTCCAATTTCAGTTGTCAAGATCTTATCAATCCAAATTTTACCTTCGGGTT  3393 
 
662   CTGACAATCTAAAAAGGGCTGAGATGAGGGAACTTTTTCCAGCTCCGGTTCTTCCCACAA  721 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3392  CTGACAATCTAAAAAGGGCTGAGATGAGGGAACTTTTTCCAGCTCCGGTTCTTCCCACAA  3333 
 
722   TGCCAACCTTTTCTTGTGATTTAATGAGTGCTGTCAGATGCTTCAGTACCAGAGGCCCAC  781 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3332  TGCCAACCTTTTCTTGTGATTTAATGAGTGCTGTCAGATGCTTCAGTACCAGAGGCCCAC  3273 
 
782   CTGGACTGTACATGAAGTTCACATTGTCAAAGATTATCACTCCTTCATGGGGCCAGGCTG  841 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3272  CTGGACTGTACATGAAGTTCACATTGTCAAAGATTATCACTCCTTCATGGGGCCAGGCTG  3213 
 
842   GTGGTGGGCGTTTCTGATATTCCCAAGGTGCTTCTTTTTCAAGGTCTGTGTATTCAATGA  901 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3212  GTGGTGGGCGTTTCTGATATTCCCAAGGTGCTTCTTTTTCAAGGTCTGTGTATTCAATGA  3153 
 
902   CCCTTTCTACTGAGATCATCATATTCTCAACTTCAGCACTTTGTCGAACACACCACTGAA  961 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
3152  CCCTTTCTACTGAGATCATCATATTCTCAACTTCAGCACTTTGTCGAACACACCACTGAA  3093 
 
962   ACATCCCCATGAGCGTGAGGGCATAG-ACAG  991 
      |||||||||||||||||||||||||| |||| 
3092  ACATCCCCATGAGCGTGAGGGCATAGGACAG  3062 

 

7.3 Sequenz des SNX27 nach der Klonierung in den Vektor pEYFP-N1 

Die nach der Sequenzierung erhaltene Sequenz ist türkis markiert. Darunter stehend befindet 

sich die Sequenz des SNX27 (NCBI Reference Sequence: NM_001330723.1), mit der die 

türkis markierte Sequenz verglichen wurde.  

 

Die folgende Sequenz stellt die forward-Sequenz des SNX27 dar. 

 

1    CCTCACAGGAACGGAGGTggcggcggcggcggggggtctgggctccactgcgccgggaac   60 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
56   CCTCACAGGAACGGAGGTGGCGGCGGCGGCGGGGGGTCTGGGCTCCACTGCGCCGGGAAC  115 
 
61   ggcggcgggggaggcggcggcccgcggg TCGTGCGCATCGTCAAGTCCGAGTCCGGCTAC  120 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
116  GGCGGCGGGGGAGGCGGCGGCCCGCGGGTCGTGCGCATCGTCAAGTCCGAGTCCGGCTAC  175 
 
121  GGCTTCAACGTGCGGGGCCAAGTGAGCGAGGGCGGGCAACTGCGGAGCATCAACGGGGAG  180 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
176  GGCTTCAACGTGCGGGGCCAAGTGAGCGAGGGCGGGCAACTGCGGAGCATCAACGGGGAG  235 
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181  CTGTACGCGCCGCTGCAGCATGTGAGCGCCGTGCTGCCCggggggg CGGCCGATCGGGCC  240 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
236  CTGTACGCGCCGCTGCAGCATGTGAGCGCCGTGCTGCCCGGGGGGGCGGCCGATCGGGCC  295 
 
241  GGGGTGCGCAAGGGGGACCGCATCCTGGAGGTGAACCACGTGAATGTTGAGGGGGCGACA  300 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
296  GGGGTGCGCAAGGGGGACCGCATCCTGGAGGTGAACCACGTGAATGTTGAGGGGGCGACA  355 
 
301  CACAAGCAGGTGGTGGACCTGATTCGAGCAGGCGAGAAGGAATTGATCTTGACAGTGTTA  360 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
356  CACAAGCAGGTGGTGGACCTGATTCGAGCAGGCGAGAAGGAATTGATCTTGACAGTGTTA  415 
 
361  TCTGTACCTCCTCATGAGGCAGATAACCTAGATCCCAGTGACGACTCGTTGGGACAATCA  420 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
416  TCTGTACCTCCTCATGAGGCAGATAACCTAGATCCCAGTGACGACTCGTTGGGACAATCA  475 
 
421  TTTTATGATTACACAGAAAAGCAAGCAGTGCCCATATCGGTCCCCAGATACAAACATGTG  480 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
476  TTTTATGATTACACAGAAAAGCAAGCAGTGCCCATATCGGTCCCCAGATACAAACATGTG  535 
 
481  GAGCAGAATGGTGAGAAGTTTGTGGTATATAATGTTTACATGGCAGGGAGGCAGCTGTGT  540 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
536  GAGCAGAATGGTGAGAAGTTTGTGGTATATAATGTTTACATGGCAGGGAGGCAGCTGTGT  595 
 
541  TCTAAGCGGTACCGGGAGTTTGCTATCCTACACCAGAACCTGAAGAGAGAGTTTGCCAAC  600 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
596  TCTAAGCGGTACCGGGAGTTTGCTATCCTACACCAGAACCTGAAGAGAGAGTTTGCCAAC  655 
 
601  TTTACATTTCCTCGACTCCCAGGGAAGTGGCCATTTTCATTATCAGAACAACAATTAGAT  660 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
656  TTTACATTTCCTCGACTCCCAGGGAAGTGGCCATTTTCATTATCAGAACAACAATTAGAT  715 
 
661  GCCCGACGTCGGGGATTGGAAGAATATCTAGAAAAAGTGTGTTCAATACGAGTAATTGGT  720 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
716  GCCCGACGTCGGGGATTGGAAGAATATCTAGAAAAAGTGTGTTCAATACGAGTAATTGGT  775 
 
721  GAGAGTGACATCATGCA-GAATTCCTATCAGAATCCGATGAGAACTACAATGGTGTGTCC  779 
     ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
776  GAGAGTGACATCATGCAGGAATTCCTATCAGAATCCGATGAGAACTACAATGGTGTGTCC  835 
 
780  GACGTAGAGCTGAGAGTAGCATTACCAGATGGAACAACGGTTACAGTCAGGGTTAAAAAG  839 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
836  GACGTAGAGCTGAGAGTAGCATTACCAGATGGAACAACGGTTACAGTCAGGGTTAAAAAG  895 
 
840  AACAGTACTACAGACCAAGTATATCA-GCTATCGCAGCAAAAGGTT  884 
     |||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||  
896  AACAGTACTACAGACCAAGTATATCAGGCTATCGCAGCAAA-GGTT  940 
 

Die folgende Sequenz stellt die reverse-Sequenz des SNX27 dar. 

 

1     TGCATGT-ATTG-AATATGGCGTGAAGATTTTAACCCATCGGGGCTTCTTCTCTCCTCGT  58 
      ||||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1548  TGCATGTAATTGAAATATGGCGTGAAGATTTTAACCCATCGGGGCTTCTTCTCTCCTCGT  1489 
 
59    GCATATTCGAAACAGAAGGCCATCCCTTCTTCATCTGTGTCCCATCGCTGCATCTCATCC  118 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1488  GCATATTCGAAACAGAAGGCCATCCCTTCTTCATCTGTGTCCCATCGCTGCATCTCATCC  1429 
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119   CATTCAAATGCAATTACCTGGTTCTCCAGCTGTCCTTCTTCAGTGCAGGCATGCAGTTTA  178 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1428  CATTCAAATGCAATTACCTGGTTCTCCAGCTGTCCTTCTTCAGTGCAGGCATGCAGTTTA  1369 
 
179   AAGTGCGTGATGCTGATGGCTGTGATAACGTGCCCCTTCCTCCTGGAGTCACAGGCACAG  238 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1368  AAGTGCGTGATGCTGATGGCTGTGATAACGTGCCCCTTCCTCCTGGAGTCACAGGCACAG  1309 
 
239   TGGGGAAAGATGATTTCATTGTAGCCCTCACAAGTCCTTAGCATGTTGAGGTACATGACC  298 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1308  TGGGGAAAGATGATTTCATTGTAGCCCTCACAAGTCCTTAGCATGTTGAGGTACATGACC  1249 
 
299   ATTTTTCTTTGTTCGTATAGCTTCTGTAATTGATAGGACTTTTCTTCTGCTTTGATGTAA  358 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1248  ATTTTTCTTTGTTCGTATAGCTTCTGTAATTGATAGGACTTTTCTTCTGCTTTGATGTAA  1189 
 
359   CCTTTCTTCACATCATCGACTGCCTGATGAAAGAAGTAGGTAACAGCAAGGTCATTGTCA  418 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1188  CCTTTCTTCACATCATCGACTGCCTGATGAAAGAAGTAGGTAACAGCAAGGTCATTGTCA  1129 
 
419   TTTAAGAGAATTTCTTCTTCTGTTGTAAAAAGCCACTTTCGAATGGTCAAGCAGGTGCCT  478 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1128  TTTAAGAGAATTTCTTCTTCTGTTGTAAAAAGCCACTTTCGAATGGTCAAGCAGGTGCCT  1069 
 
479   GGCACAGCTGATGTATAATTCTGAATGTAGAGTTTGTGAGGAAACTCATTAGGTGCCAAT  538 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1068  GGCACAGCTGATGTATAATTCTGAATGTAGAGTTTGTGAGGAAACTCATTAGGTGCCAAT  1009 
 
539   TTACGTACAAAGGAGTGACTGATCACTTCAAATAAGGCAAAGTAATTCACTGTCGTACTG  598 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1008  TTACGTACAAAGGAGTGACTGATCACTTCAAATAAGGCAAAGTAATTCACTGTCGTACTG  949 
 
599   TCCATGCCAACCTTTGCTGCGATAGCCTGATATACTTGGTCTGTAGTACTGTTCTTTTTA  658 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
948   TCCATGCCAACCTTTGCTGCGATAGCCTGATATACTTGGTCTGTAGTACTGTTCTTTTTA  889 
 
659   ACCCTGACTGTAACCGTTGTTCCATCTGGTAATGCTACTCTCAGCTCTACGTCGGACACA  718 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
888   ACCCTGACTGTAACCGTTGTTCCATCTGGTAATGCTACTCTCAGCTCTACGTCGGACACA  829 
 
719   CCATTGTAGTTCTCATCGGATTCTGATAGGAATTCCTGCATGATGTCACTCTCACCAATT  778 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
828   CCATTGTAGTTCTCATCGGATTCTGATAGGAATTCCTGCATGATGTCACTCTCACCAATT  769 
 
779   ACTCGTATTGAACACACTTTTTCTAGATATTCTTCCAATCCCCGACGTCGGGCATCTAAT  838 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
768   ACTCGTATTGAACACACTTTTTCTAGATATTCTTCCAATCCCCGACGTCGGGCATCTAAT  709 
 
839   TGTTGTTCTGATAATGAAAATGGGCCACTTCCCTGGGAGTCGAGGA  884 
      ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| | 
708   TGTTGTTCTGATAATGAAAATGG-CCACTTCCCTGGGAGTCGAGGA  664 
 

Da mit den für die Sequenzierung verwendeten Primern nicht ersichtlich war, ob im 3`-

Bereich die zusätzlichen Basen bzw. im 5`-Bereich das Startcodon vorhanden waren, 

erfolgten zwei weitere Sequenzierungen mit Primern, die in der Sequenz des SNX27 

lokalisiert waren. 
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Die folgende Sequenz stellt die forward-Sequenz des SNX27 dar. Die nach der 

Sequenzierung erhaltene Sequenz ist gelb markiert und die zusätzlich eingebauten Basen sind 

rot. 

7     GGATGGCCTTCTGTTTCGAATATGCACGAGGAGAGAAGAAGCCCCGATGGGTTAAAATCT  66 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
1464  GGATGGCCTTCTGTTTCGAATATGCACGAGGAGAGAAGAAGCCCCGATGGGTTAAAATCT  1523 
 
 
67    TCACGCCATATTTCAATTACATGCATGAGTGCTTCGAGAGGGTGTTCTGCAGGAGCTC  124 
      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| | ||||| 
1524  TCACGCCATATTTCAATTACATGCATGAGTGCTTCGAGAGGGTGTTCTGC-G-AGCTC  1579 

 

Die folgende Sequenz stellt die reverse-Sequenz des SNX27 dar. Die nach der Sequenzierung 

erhaltene Sequenz ist gelb markiert und das Startcodon rot. 

 

1    GCCGTT-CCGGCGCAGTGGAGCCCAGACCCCCCGCCGCCGCCGCCACCTCCGTTCCTGTG  59 
     |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
118  GCCGTTCCCGGCGCAGTGGAGCCCAGACCCCCCGCCGCCGCCGCCACCTCCGTTCCTGTG  59 
 
60   AGGGGCTGAGGGATGAATCCCTTCCCCGTCCTCGTCCGCCATCTCTCGAGC  110 
     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||| 
58   AGGGGCTGAGGGATGAATCCCTTCCCCGTCCTCGTCCGCCATCTTGCGAGC  8 

 

7.4 Sequenz der letzten Basen des MRP4 nach der Mutagenes 

 

     3`-TTTTGGTTGGATTCACAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTTAGGTCGAGGGCTGTCCATTGGA-5`  
        ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||| 
        TTTTGGTTGGATTCACAGTGCTGTCTCGAAAATAGTTAAGGTCGAGGGCTGTCCATTGGA   
 
 
Dargestellt ist die komplementäre Basenabfolge des MRP4. Die obere Sequenz stellt die 

neusynthetisierte und die untere die ursprüngliche Sequenz des MRP4 dar. Grün unterlegt ist 

das entstandene Stoppcodon und es ist zu erkennen, dass eine Punktmutation durchgeführt 

wurde. Das Bindungsmotiv wurde gelb markiert. 

 

7.5 Sequenz des MRP4(-PDZ)im Vektor pECFP-C1 

 
3822 ACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTTAGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATG 3881  
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||  
185  ACACCATTATTGACAGCGACAAGATAATGGTTTTAGATTCAGGAAGACTGAAAGAATATG 244  
 
3882 ATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAGCCTATTTTACAAGATGGTGCAACAAC 3941  
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||  
245  ATGAGCCGTATGTTTTGCTGCAAAATAAAGAGAGCCTATTTTACAAGATGGTGCAACAAC 304  
 
3942 TGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAACAGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAA 4001  
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||  
305  TGGGCAAGGCAGAAGCCGCTGCCCTCACTGAAACAGCAAAACAGGTATACTTCAAAAGAA 364  
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4002 ATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGTTACAAACACTTCCAATGGACAGCCCT 4061  
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||  
365  ATTATCCACATATTGGTCACACTGACCACATGGTTACAAACACTTCCAATGGACAGCCCT 424  
 
4062 CGACCTTAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGA 4093  
     |||||| |||||||||||||||||||||||||  
425  CGACCTAAACTATTTTCGAGACAGCACTGTGA 456 
 
Gelb markiert ist das eingebaute Stopp-Codon. Türkis markiert ist das PDZ-Bindungsmotiv. 
 

7.6 verwendete Vektoren 
 
7.6.1  pCI-neo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.6.2  pET-41b(+) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
7.6.3  pECFP-C1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.6.4  pEYFP-N1 
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7.6.5  pJET1.2/blunt 
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