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1. Abkürzungsverzeichnis 

 

A. ad inj. Aqua ad iniectabilia 

A. dest. Aqua destillata 

ABC ATP-Binding Cassette 

AK Antikörper 

ATP Adenosintriphosphat 

BCA Bicinchoninsäure 

BSA Bovines Serumalbumin 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA Complementary DNA 

CMM Curry Master Mix 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate 

ECL Enhanced Chemiluminescence 

EDTA Etylendiamintetraessigsäure 

EtBr Ethidiumbromid 

FAM 6-Carboxy-Fluorescein 

FCS Fetal Calf Serum 

FRET Fluoreszenzenergietransfer 

HRP Horseradish Peroxidase 

IL Interleukin 

LB lysogeny broth 

MDR Multi-Drug Resistance 

MRP Multi-drug Resistance related Protein 

mRNA Messenger RNA 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
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PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PMA Phorbol-Myristat-Acetat 

RNA Ribonukleinsäure 

rRNA Ribosomale RNA 

RPM rounds per minute Umdrehungen/Minute 

SDS Natriumdodecylsulfat 

TAMRA 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin 

TEMED Tetramethyl-Ethylen-Diamin 

TNF Tumornekrosefaktor 

TPO Thrombopoetin 

Tris Trishydroxy-Methyl-Amino-Methan 

 

 

2. Maße und Einheiten 

 

°C Grad Celsius 

μg Mikrogramm = 10-6 Gramm 

μl Mikroliter = 10-6 Liter 

bp Basenpaare (base pairs) 

cm² Quadratzentimeter 

g Normalbeschleunigung g (9,897 m/s2) 

h Stunde 

kB Kilobasen = 1000 Basenpaare 

kD Kilodalton = 103 Dalton 

mA Milliampere = 10-3 Ampere 

mg Milligramm = 10-3 Gramm 
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min Minute 

ml Milliliter = 10-3 Liter 

mM = 10-3 mol/Liter 

μM = 10-6 mol/Liter 

nM = 10-9 mol/Liter 

ng Nanogramm = 10-9 Gramm 

nm Nanometer = 10-9 Meter 

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 

U Unit 

V Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Gewicht pro Volumen 
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3. Einleitung 

 

3.1 Der ABC-Transporter MRP4 

3.1.1 Familienmitglieder und Struktur 

MRP4 ist sowohl Mitglied der Multidrug-resistance related Proteine (MRP) als auch der C-

Subfamilie der ATP-binding cassette (ABC) Transporter. ABC Transporter sind Pumpen die 

ATP binden und, zur Energiegewinnung für den aktiven Transport ihrer spezifischen 

Substrate über eine Membran gegen einen Diffusionsgradienten, hydrolysieren.  

In der C Subfamilie wurden bisher neun MRPs identifiziert (ABCC 1-6 und ABCC 10-12), dazu 

der cystic fibrosis conductance regulator (CFTR/ABCC7), ein cAMP-regulierter Chlorid-Kanal, 

und die beiden Sulfonylharnstoff-Rezeptoren SUR1/ABCC8 und SUR2/ABCC9. Dazu kommt 

ABCC13, welches wahrscheinlich für ein nicht funktionelles Protein codiert.1 Das ABCC4 Gen 

ist auf Chromosom 13q32.1 lokalisiert, enthält 31 Exons, und codiert für das kürzeste 

Mitglied der ABCC Familie (1325 Aminosäuren). 

ABCC4 hat die typische ABC-Transporter Struktur, bestehend aus zwei Transmembran-

Domänen, die sich jeweils aus sechs Transmembran-Helices mit je zwei zytosolischen ATP-

Bindungsdomänen zusammensetzen.2–4 Alle MRPs haben zwei Nukleotid-Bindungsstellen 

und mindestens 12 transmembranäre Segmente, den sogenannten P-glycoprotein-like core, 

welcher den eigentlichen Transporter darstellt. MRP1-3, 6 und 7 besitzen eine zusätzliche N-

terminale Transmembrandomäne mit fünf Segmenten, die in MRP4, 5, 8 und 9 fehlen.5 

Gegenüber MRP5/8/9 ist der N-Terminus von MRP4 90-225 Aminosäuren kürzer, dafür ist 

der C-Terminus 40 Aminosäuren (AS) länger und enthält eine konservierte PDZ-Domäne. 

PDZ-Domänen sind konservierte Sequenzen von 80-90 AS Länge, die Protein-Protein 

Interaktionen vermitteln. Zudem gibt es im Gegensatz zu den längeren MRPs eine Lücke von 

bis zu 50 Aminosäuren nach der sechsten Transmembrandomäne (TM6). Die Aminosäuren 

von TM6 des MRP4-Transporters sind in verschiedenen Spezies hoch konserviert, aber nicht 

in den anderen MRPs. Zwei Phenylalanin-AS in Position 368 und 369 sind einzigartig bei 

MRP4. Das negativ geladene Glutamat in Position 374 und 378 in MRP4 stimmt mit dem 

Serin bzw. Glutamin an diesen Positionen in MRP1/2 überein. Zusätzlich steht für das positiv 
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geladene Arginin an Position 375 in MRP4 ein Serin bzw. Asparagin in MRP1/2/3/5/6. Die 

Wichtigkeit der positiv geladenen Aminosäure für die Bindung und den Transport wurde 

bereits für MRP1-3 nachgewiesen. MPR4/5 und CFTR besitzen zusätzlich ein positiv 

geladenes Arginin in TM8 (Position 782), welches in anderen MRPs nicht vorkommt. Im 

Strukturmodell von MRP4 ragen Arg375 und Arg782 in die Pore hinein und könnten sich 

somit an der Substrat-Bindung beteiligen.6 

 

Abbildung 1 Struktur von MRP4, bestehend aus zwei Transmembran-Domänen mit jeweils sechs 

transmembranären Helices und zwei Nukleotid-Bindungsdomänen (NBDs). 

Die Substratinteraktionen von MRP4 sind komplex und ein Vorhandensein zweier 

unabhängiger regulatorischer Bindungsstellen, die die Transportaktivität allosterisch 

beeinflussen, ist wahrscheinlich. So stimuliert z.B. Ureat die Aufnahme von cGMP, inhibiert 

den Transport von Methotrexat und hat keinen Einfluss auf das Transportverhalten von 

cAMP.7 Andere Hinweise darauf sind die Stimulation des MRP4-vermittelten Ureat-

Transports durch Urikosurika8  oder des Methotrexat-Transports durch den selektiven COX-2 

Inhibitor Celecoxib.9 Außerdem findet man solche multiplen allosterischen Bindungsstellen 

auch bei anderen MRPs.3  

3.1.2 MRP4-Substrate 

Die ersten Erkenntnisse über die Funktion von MRP4 wurden 1999 aus einer T-Lymphozyten-

Zelllinie gewonnen, in welcher die Überexpression von MRP4 zu einem vermehrten Efflux 

antiviraler Nukleosid-Analoga und somit zu deren eingeschränkter Wirkung führte.10 



11 
 

MRP-Substrate sind zumeist organische Anionen, unter anderem viele, mit Glutathion, 

Glukuronat oder Sulfat gekoppelte Medikamente.11 Zudem können auch nicht-anionische 

Stoffe, wie Vincristin und Doxorubicin transportiert werden, allerdings benötigt dies den Co-

Transport mit Glutathion.12 MRP4 kann auch andere organische Anionen transportiere, 

darüber hinaus hat es noch die Fähigkeit Nukleosid-Monophosphat-Analoga, wie z.B. den 

antiviralen Wirkstoff PMEA (9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenin) sowie Nukleosid-Analoga 

nach ihrer Umwandlung in die jeweiligen Mononukleotide, wie z.B. 6-Mercaptopurin, zu 

transportieren.10 MRP4 ist zudem in der Lage eine große Palette endogener Moleküle zu 

transportieren, die eine Schlüsselrolle in der Zellkommunikation und in vielen intrazellulären 

Signalwegen haben, wie z.B. zyklische Nukleotide, ADP, Eikosanoide, Harnsäure und 

konjugierte Steroid-Hormone. So kann MRP4 z.B. die Prostaglandine PGE1 und PGE2 mit 

höherer Affinität als andere MRPs transportieren. Andere wichtige physiologische Substrate 

sind Folate, Gallensäuren und Glutathion, welches zusammen mit den Gallensäuren 

transportiert wird.13–16 

Als Xenobiotika-Transporter hat MRP4 eine besonders breite Substrat-Spezifität, die von 

antiviralen Medikamenten (Adefovir, Tenofovir, Ganciclovir), über Antibiotika 

(Cephalosporin), Diuretika (Schleifendiurektika, Thiazide), Blutdruckmedikamente (AT2-

Blocker) bis zu Zytostatika (Methotrexat, 6-Thioguanin, 6-Mercaptopurin, Topotecan) 

reicht.17 So können MRPs eine Resistenz der Zellen gegen zytotoxische Stoffe vermitteln und 

wichtiges Gewebe vor schädlichen Xenobiotika schützen. Zudem spielen sie auch in der 

Elimination vieler Medikamente bzw. deren Phase II-Metabolite eine wichtige Rolle. Jedes 

MRP hat seine eigene Membran-Lokalisation, Gewebe-Verteilung und Substratspezifität.6  

Acht MRPs sind in der Plasmamembran verschiedener Zelltypen lokalisiert, besonders in 

Geweben mit Barriere-Funktion, wie in Darm, Leber, Hirnkapillaren, Plazenta oder Niere. 

MRP4 unterscheidet sich von den anderen Familienmitgliedern durch seine variable 

Lokalisation sowohl in der apikalen als auch der basolateralen Membranen bei polarisierten 

Zellen. In den tubuloazinären Zellen der Prostata, Hepatozyten und im Epithel des Plexus 

choroideus sitzt MRP4 in der basolateralen Membran, während es sowohl in proximalen 

Tubulus-Zellen der Niere als auch im Endothel von Gehirnkapillaren apikal lokalisiert ist.18  In 

einer Kolonepithel-Zelllinie wurde sogar eine Expression in apikaler und basolateraler 

Membran gefunden.19 In Blutplättchen findet man MRP4 hauptsächlich in den Membranen 
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der Delta-Granula. MRP4 mRNA konnte außerdem in weiteren Geweben nachgewiesen 

werden, u.a. Prostata, Leber, Hoden, Ovarien, Gehirn, Niere, Nebenniere und vielen 

Zelllinien.11,15,20–22  

 

 

Tabelle 1 MRP4-Substrate mit zugehörigen KM-Werten (nach Russel et al.).
6
 

3.1.2 MRP4 in Blutplättchen 

In Blutplättchen übernimmt MRP4 wahrscheinlich die Funktion als ADP-Transporter in die 

dichten Granula.23 Die dichten Granula spielen eine wichtige Rolle in der Funktion der 

Blutplättchen in der primären Hämostase, welche hauptsächlich auf der Freisetzung 

gespeicherter Stoffe aus den Granula basiert. Dies zeigt das Auftreten von Störungen der 
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Hämostase beim Hermansky-Pudlak-Syndroms, einer schweren rezessiven Erbkrankheit, bei 

welcher die delta-Granula nicht funktionieren.24 Die dichten Granula enthalten, im 

Gegensatz zu den alpha-Granula hauptsächlich kleine Moleküle, wie ADP, ATP oder 

Serotonin. Interessant dabei ist, dass die Sekretionsmechanismen aus den dichten Granula 

denen der Neurotransmitterfreigabe aus den kleinen dichten Kern-Vesikeln in Neuronen 

ähnelt. Ein gemeinsames Molekül, welches in beiden Fällen eine Rolle spielt ist das ADP, für 

welches gezeigt werden konnte, dass MRP4 es mit größter Wahrscheinlichkeit in die delta-

Granula von Thrombozyten hinein transportiert. 

Da sich bei Plättchen-Aktivierung und unter gewissen pathophysiologischen Konditionen die 

Lokalisation von MRP4 von der Membran der delta-Granula in die Plasma-Membran bewegt, 

ist davon auszugehen, dass MRP4 auch weitere Funktionen in Blutplättchen hat. Das könnte 

die Freisetzung von Lipid Mediatoren wie Thromboxan A2 oder den Transport von und somit 

die Resistenz gegen Aspirin bei Patienten nach Koronararterien-Bypass beinhalten.25–28  

 

  

Abbildung 2 Skizze eines Blutplättchens mit MRP4, welches ADP in die delta-Granula (δ) und Thromboxan A2 

(TXA2) bzw. Acetylsalicylsäure (ASS) aus der Zelle heraustransportiert. (modifiziert nach Jedlitschky, Blood 

2008) 
23

 

TXA2, ASS 



14 
 

3.1.3 Die Rolle von MRP4 im Stoffwechsel zyklischer Nukleotide 

Die zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP gehörten zu den ersten endogenen Substraten, 

die für MRP4 entdeckt wurden.11 Sie sind wichtige intrazelluläre second messenger, die eine 

große Bandbreite an Aktionen in Zellen auslösen u.a. durch die Aktivierung der PKA und PKG. 

Es war schon längere Zeit bekannt, dass zyklische Nukleotide aus aktivierten Zellen mittels 

eines Probenecid-sensiblen Mechanismus heraustransportiert werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass MRP4-überexprimierende HepG2-Zellen einen erhöhten 

Efflux von cAMP aufweisen.29 Dieser Ausfluss konnte durch Senkung des intrazellulären 

Glutathion mittels DL-buthionine-(S,R)-sulphoximine (BSO) gesenkt werden. Dies und der 

gleichzeitige Anstieg des intrazellulären cAMP deuten auf eine Beteiligung von Glutathion 

am MRP4-Transport an. Ähnliches konnte in MRP4-überexprimierenden HEK293-Zellen 

gezeigt werden, die mit dem Adenylat-Cyclase-Stimulator Forskolin behandelt wurden, 

allerdings ohne den oben genannten Einfluss von Glutathion.30  

Der cAMP-Efflux aus Zellen wird wahrscheinlich mehrere Funktionen in Säugetier-Zellen 

haben können. Eine Möglichkeit ist die Entfernung überschüssigen cAMPs aus dem 

intrazellulären Kompartiment zusätzlich zu der enzymatischen Spaltung durch 

Phosphodiesterasen, was verschiedene Experimente zeigen, bei denen eine Erhöhung 

intrazellulärer cAMP-Spiegel zu einem erhöhten Efflux von cAMP führte. Im Vergleich zur 

enzymatischen Spaltung zyklischer Nukleotide ist der Efflux eher langsam und nur bei sehr 

hohen intrazellulären Konzentrationen effektiv, somit eher als Ventil-Mechanismus bei 

großem Überschuss zu sehen. Allerdings ist die Ausstattung verschiedener Zellen mit 

Phosphodiesterasen, und damit auch der Stellenwert des aktiven Efflux durch MRP4 bei der 

Homöostase zyklischer Nukleotide, sehr unterschiedlich. Andere Versuche zeigen, dass sich 

der cAMP/cGMP Stoffwechsel in höchstem Maße in kleinsten Kompartimenten abspielt und 

MRP4 in der Regulation der Spiegel der zyklischen Nukleotide in diesen Kompartimenten 

eine Rolle spielt.31,32 Im Darm zum Beispiel, gibt es an der apikalen Membran eine Kopplung 

von MRP4 und CFTR, nicht nur physisch, durch das Bindeprotein PDZ1, sondern auch 

funktionell, wodurch die Funktion von CFTR direkt mit einem MRP4-vermittelten Efflux 

zusammenhängt. Zudem konnte gezeigt werden, dass Mrp4-knockout Mäuse anfälliger 

gegenüber Diarrhoen sind, die durch CFTR ausgelöst werden.19 Diese Kopplung von CFTR und 

MRP4 gibt es außerdem in der Lunge, den Nieren, im Pankreas und Urogenitaltrakt. Eine 
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weitere Möglichkeit basiert auf der Beobachtung, dass extrazelluläres cAMP einen Einfluss 

auf intrazelluläre Signalwege haben kann und der kontrollierte Efflux mittels Transporter 

diese somit reguliert. Auch eine parakrine Ausschüttung zyklischer Nukleotide als primary 

messenger könnte durch MRP4 vermittelt werden.13  

Wegen der hohen MRP4-Expression in der apikalen Membran proximaler Tubulus-Zellen in 

der Niere ist MRP4 außerdem ein möglicher Transporter für den Efflux von cGMP in den 

primären Harn. Diese zyklischen Nukleotide bzw. ihre Abbauprodukte können Signalwege im 

weiteren Verlauf des Nephrons aktivieren und somit die tubuläre Regulation der Wasser- 

und Salzhomöostase beeinflussen.33,34 Zwar zeigte ein in vivo Experiment bei Ratten, deren 

Nieren eine hohe bzw. niedrige MRP4-Expression aufwiesen, keinen Zusammenhang von 

MRP4-Besatz und ausgeschiedenen zyklischen Nukleotiden, allerdings zeigen die MRP4-

Transporter verschiedener Spezies großen Unterschiede in der Transportkinetik von 

cGMP.35–37  

Eine weitere große Rolle spielt die aktive Exkretion zyklischer Nukleotide im 

kardiovaskulären System. Neuesten Erkenntnissen zufolge spielt MRP4 eine nicht 

unerhebliche Rolle als endogener Regulator der intrazellulären cAMP-Spiegel, und damit 

auch der nachgeschalteten Signalwege, in glatter Gefäßmuskulatur.38,39 Es konnte zum 

Beispiel gezeigt werden, dass die Inhibition von MRP4 auch ohne Inhibition von 

Phosphodiesterasen zu einem signifikanten Anstieg der PKA und PKG-Aktivität führte. Aus 

diesem Grund ist MRP4 sehr wahrscheinlich auch ein wichtiger Faktor sowohl 

physiologischer als auch pathologischer Prozesse, wie das kardiovaskuläre Remodeling oder 

die pulmonale arterielle Hypertonie (PAH), bei welcher die MRP4-Expression in 

Lungenarterien signifikant erhöht ist. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die 

Inhibition von MRP4 bei einer experimentell durch Hypoxie herbeigeführten PAH diese sogar 

teilweise wieder rückgängig machen konnte.40 

Ein weiterer Faktor bei der PAH sind die inflammatorischen Vorgänge, die in den Gefäßen 

stattfinden. Daran beteiligt sind Lymphozyten, Makrophagen und Leukozyten.41–43 Die dabei 

ausgeschütteten Zytokine und Wachstumsfaktoren tragen zum Remodeling der Gefäße bei, 

welches im erheblichen Maß zum Bluthochdruck beiträgt.44,45 Es wurde erst kürzlich gezeigt, 

dass die MRP4 Expression in proliferativen glatten Gefäßmuskelzellen deutlich erhöht 

gegenüber der in ruhenden Zellen ist. Zudem bewirkt in vitro ein Silencing von MRP4 mittels 
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siRNA eine deutliche Reduktion der stimulierten Proliferation, was die Ausbildung der 

pathologischen Neo-Intima nach Gefäßverletzung in Karotiden von Ratten deutlich 

reduziert.38 Eine Behandlung mit dem PDE-Inhibitor Sildenafil, zugelassen für die Therapie 

der PAH, erhöhte außerdem die MRP4-Protein Expression in PASMC Zellen, was auf einen 

Kompensationsmechanismus für den Erhalt des intrazellulären cAMP-Spiegels hindeutet. 

Auch für die Proliferation und Differenzierung hämatopoetischer Zellen hat MRP4, welches 

auch dort exprimiert wird, eine wichtige Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass eine 

Erhöhung des cAMP-Spiegels und die darauf folgenden Signalkaskaden zur Reifung von 

Myeloblasten essentiell sind.46 Eine Überexpression von MRP4 in Blasten von Patienten mit 

akuter myeloischer Leukämie vermindert die intrazelluläre cAMP-Konzentration durch den 

Transport nach extrazellulär.47 Diese Annahme wird weiterhin bestärkt durch die 

Beobachtung, dass Patienten mit akuter oder chronischer myeloischer Leukämie eine 3- bis 

5-fach erhöhte Exkretion zyklischer Nukleotide im Harn aufweisen.48 Somit dürfte MRP4 

auch eine entscheidende Rolle in der Proliferation und Differenzierung myeloblastischer 

Stammzellen zukommen.49  

 

Abbildung 3 Skizze des Einflusses von MRP4 auf 

den cAMP-Spiegel einer Zelle. cAMP wird durch die 

aktivierte Adenylat-Cyclase (AC) aus ATP 

produziert und kann dann z.B. über die Protein-

Kinase A (PKA) oder andere Proteine, u.a. das 

exchange protein activated by cAMP (Epac) an 

verschiedenen Angriffspunkten den Stoffwechsel 

der Zelle beeinflussen. Der cAMP-Spiegel wird 

wieder durch enzymatischen Abbau durch 

Phosphodiesterasen (PDE) und den Efflux mittels 

MRP4 abgesenkt. Zusätzlich kann dieser Efflux auch 

direkten Einfluss auf gekoppelte CFTR-Kanäle 

haben. 
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3.1.4 Regulation von MRP4 

Zur Regulation von MRP4 sind im Gegensatz zu anderen Transportern noch relativ wenige 

Daten vorhanden. Humane Zellen regulieren nach langfristiger Behandlung mit Nukleosid-

Analoga MRP4 hoch,3,10 bei Patienten mit Neuroblastomen beeinflusst die MRP4 Expression 

die Prognose.50 MRP4 wird auf Transkriptionsebene durch Aktivierung des Androgen-

Rezeptors in Prostatakrebs-Zellen und durch Inhibition von COX-2 durch Celecoxib in 

Lungenkrebs-Zellen reguliert.51,52 In der Leber ist die MRP4-Expression höchst variabel. Hier 

wird sie u.a. durch den konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR), den peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha (PPARα), den NFE2-related factor 2 (Nrf2) und den Aryl 

hydrocarbon receptor (AhR) transkriptionell reguliert.53–55 Die Aktivierung dieser Rezeptoren, 

z.B. durch Bilirubin (CAR) oder hepatotoxische Substanzen (Nrf2, AhR) führt zu einer 

erhöhten MRP4-Expression. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Farnesoid X-

Rezeptor (FXR) in der Lage ist, den CAR zu hemmen.56 

Weiterhin vermutet man, dass MRP4 die Leber vor der Akkumulation toxischer Gallensäuren 

bei einer Cholestase verhindert, indem es diese in das Blut abgibt, von wo sie dann über die 

Niere endgültig ausgeschieden werden.14,16 Gestärkt wird diese Annahme durch die 

Lokalisation von MRP4 in der basolateralen Membran von Hepatozyten und der apikalen 

Membran in proximalen Tubuluszellen, womit ein alternativer Pfad zur Elimination von 

Gallensäuren gegeben ist. Dies bestätigen Versuche mit Mrp4-knockout Mäusen, welche 

eher Leberschäden als Folge einer Cholestase davontragen als Wildtyp-Mäuse.57 Dazu 

wurden sowohl höhere Gallensalz-Spiegel im Urin als auch eine erhöhte renale Mrp4-

Expression in Mäusen bei experimentell herbeigeführter Cholestase beobachtet.58 Auch bei 

einer MRP2-Defizienz in Mrp2-knockout Mäusen und Ratten, und damit einhergehender 

Hyperbilirubinämie, konnte eine Erhöhung des Mrp4-Proteins- um das zweifache und auch 

eine erhöhte mRNA festgestellt werden.35,59,60 Trotzdem ist es noch nicht geklärt, wie MRP4 

in der Niere reguliert ist. Einen Hinweis gibt eine erhöhte Expression in den Nieren 

weiblicher Mäuse gegenüber der in männlichen und somit ein mögliches Vorhandensein von 

Östrogen-responsive-elements im MRP4 Promoter.61 Außerdem deuten eine 

unterschiedliche mRNA- und Proteinexpression z.B. nach akutem Reperfusionsschaden in 

Mäusen, bei dem  die mRNA- hoch- und die Proteinmenge herunter reguliert ist, oder bei 

einer Endotoxämie in Ratten, die mit einer verminderten MRP4-Proteinmenge ohne 
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Änderung der mRNA-Spiegel einhergeht, auf eine starke posttranskriptionelle Regulation 

von MRP4 in der Niere hin.62,63 

 

3.2 Aufgabenstellung 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl das Substratspektrum als auch die 

Gewebeexpression von MRP4 sehr breit gefächert sind. In diesen Bereichen wurde schon 

viel erforscht und es zeigen sich immer weitere Funktionen sowohl unter physiologischen als 

auch unter pathophysiologischen Bedingungen. Dagegen ist die Regulation von 

MRP4/ABCC4 noch weitgehend ungeklärt, auch wenn sich immer wieder Hinweise auf die 

transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation finden lassen. 

Gegenstand dieser Arbeit soll daher die Erforschung der transkriptionellen Regulation von 

MRP4 sein. 

Dazu sollten Fragmente des 5-proximalen Teils des MRP4 /ABCC4-Gens (Promoter-Region) 

kloniert,  isoliert und in einen Luciferase-Reporter-Vektor kloniert werden. 

Darauf sollten HeLa-Zellen mit dem Luciferase-Promoter-Konstrukt transfiziert und  mit den 

Substanzen, deren Einfluss auf die unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren bekannt sind, 

behandelt werden und anschließend die Promoter-Aktivität gemessen. 

Parallel sollte auch mittels Western Blotting und quantitativer Real-Time-PCR die MRP4 

Protein- und RNA-Menge behandelter Zellen quantifiziert werden.  
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4. Material und Methoden 

 

4.1. Material 

4.1.1. Primer 

1) +47bp HindIII rev   TCCAAGCTTACCTCAAGCAGGGATGCTG 

2) +47bp SacI rev  GAGCTCACCTCAAGCAGGGATGCTG 

3) -32bp KpnI fwd  CGTACCGCCGGCGCCCGGCT 

4) -217bp KpnI fwd  GGTACCCCTGGGCGTAGCTCTGG 

5) -359bp KpnI fwd  GGTACCTTCTGTGTCGGCGCCTAGA 

6) -611bp KpnI fwd  GGTACCCGGCTTTCTTGAGGTCTTGCA 

7) -788bp KpnI fwd  GGTACCACAGAAATCATCAGGCAGTCTC 

8) -1447bp KpnI fwd  ACGGTACCAGGGAGACAGGCCATGC 

9) -2755bp KpnI fwd  CCGGTACCTATGACACATCATTTGGCT 

10) Nrf2 fwd   GCACCCCAGTTAGAAGTCACATT 

11) Nrf2 rev   CAGGGCATGAAGCTGTTTTAATC 

12) AhR fwd   TAACACTCAGACTACCACACATCTT 

13) AhR fwd   AGTACCATTTTTAAACTCCCTTTTC 

14) HNF4alpha rev  GGGGAATCGTTTCCAAGGCCTC 

15) HNF4alpha fwd  GGAGATGACTTGAGGCCTTACT  

16) Usf1 rev   GGTTGAGTCCTAGGGGCAAT 

17) Usf1 fwd   AGGGGACAGTGCAGATTCAG 

18) CREB-mut-for1  CCGGGACCGACGGGTTACACGGCGGGAGGAGACGC 

19) CREB-mut-for2  GAGAGACTGCCTGATGATTTCTGTTGTAAAGCCCTAAAGCCTAAC 

20) MRP4-Ebox-mut1  GGTCCGGAGGTGCCCACAATCACGAACCCGAG 

21) MRP4-Ebox-mut2  AGATAACAGTGGCAAACGACGGCTGGGTTCCAGAATACCAGTG 
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4.1.2. Kits/Marker 

NucleoSpin Plasmid     Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin Plasmid QuickPure   Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin Plasmid Xtra Midi   Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin Finalizer Plus    Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin Extract II     Macherey-Nagel, Düren 

Dual-Luciferase Assay     Promega, Mannheim 

peqGold RNA QuickPure    Peqlab, Erlangen 

BCA Protein Assay Kit     Pierce 

QuikChange MultiSite directed mutagenesis Stratagene, Heidelberg 

Prestained SDS Marker    Sigma-Aldrich Co, Deisenhofen 

100/1000bp Agarose Marker    Peqlab, Erlangen 

 

Antikörper/Taqman-Assays: 

MRP4 M4-I10      Abcam, Cambridge 

Actin C-19      Santa Cruz Biotech, Heidelberg 

Taqman Hs00988717_m ABCC4 Assay  Applied Biosystems, Darmstadt 

Taqman 18S endogenous control Assay  Applied Biosystems, Darmstadt 

Taqman Actin endogenous control Assay  Applied Biosystems, Darmstadt 

 

4.1.3. Geräte und Verbrauchsmaterialien  

7900HT Fast Real-Time PCR System   Applied Biosystems, Darmstadt 

96-well Platten      Nunc, Langenselbold 

Biofuge Fresco Tischzentrifuge   Heraeus Instruments, Hanau 

Brutschrank BBD 6220     Heraeus Instruments, Hanau 

Brutschrank      Memmert, Schwabach 

Chemidoc XRS Molecular Imager   Bio-Rad, Dreieich 

Feinwaage       Sartorius, Göttingen 
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Galaxy Mini Minizentrifuge    VWR, Darmstadt 

GeneAmp PCR System 9700    Applied Biosystems, Darmstadt 

Heizblock QBT      Grant Instruments, Cambridge, UK 

Himac CT15RE Tischzentrifuge   Hitachi, Willich 

Hybridisierungsofen Compact Line OV4  Biometra, Göttingen 

Hybridisierungsröhre      Biometra, Göttingen 

Image Station 440C Imager    Kodak, Stuttgart 

Infinite M200 Mikro-Plattenleser   Tecan, Crailsheim 

Kryoröhrchen       Nalgene, Neerijse, Belgium 

KS-15 Control Brutschüttler    Edmund Bühler LabTec, Hechingen 

Lichtmikroskop      Carl Zeiss, Jena 

Magnetrührgerät MR3001     Heidolph, Schwabach 

Megafuge 1.0R     Thermo Scientific, Schwerte 

Multifuge 3S-R     Thermo Scientific, Schwerte 

ND-1000 Spektrophotometer   peqLab, Erlangen 

Nitrozellulose-Membran Whatman   Schleicher& Schuell, Dassel 

OptimaTL Ultracentrifuge     Beckman, München 

Photometer Victor²1420 Multilabel Counter  Wallac, Freiburg 

Polyethylen Küvetten     Eppendorf, Hamburg 

Sonopuls HD 60 Ultraschall-Homogenisator  Bandelin, Berlin 

Sterilbank Herasafe      Heraeus Instruments, Hanau 

Taqman-Platten     Applied Biosystems, Darmstadt 

Vortexer Reax top      Heidolph, Schwabach 

Wasserbad, Typ 5a      Julabo, Seelbach 

Zellkulturartikel      BD Falcon, Heidelberg 

Zellzählgerät CASY® ONE     Schaerfe Systems, Reutlingen 
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4.1.4. Puffer und Lösungen 

10 x PBS (pH 7,4)  1,44 g Kaliumdihydrogenphosphat 

90 g Natriumchlorid 

5,28 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

ad 1 l Aqua dest. 

 

10 x TBS (pH 7,4)   80 g Natriumchlorid 

2 g Kaliumchlorid 

30 g Tris-HCl 

ad 1 l Aqua dest. 

 

10 x Transfer-Puffer (pH 7,4) 250 mM Tris-HCl 

1,92 mM Glycin 

ad 1 l Aqua dest. 

 

1 x Transfer-Puffer  100 ml 10 x Towbin 

    200 ml Methanol 

    ad 1 l Aqua dest. 

 

1 x TBST    400 μl Tween 20 

100 ml 10 x TBS 

ad 1 l Aqua dest. 

 

1 x SDS-Page-Laufpuffer  3 g Tris-HCl 

14,4 g Glycin 

1 g SDS 

ad 1 l Aqua dest. 
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Sammelgelpuffer (pH 6,8) 39 g Tris-HCl 

    ad 500 ml Aqua dest. 

 

Trenngelpuffer (pH 8,8) 45,5 g Tris-Ultra 

    ad 500 ml Aqua dest. 

 

4 x SDS-PAGE-Proben-Puffer 0,25 mM Tris-Ultra 

(pH 6,8)   8% (w/v) SDS 

40% (v/v) Glycerol 

0,05% (w/v) Bromphenolblau 

2% (v/v) ß-Mercaptoethanol 

 

“Curry” Master Mix (CMM)  100 mM Kaliumchlorid 

6 mM Magnesiumchlorid 

8% (v/v) Glycerol 

0,4 mM dNTP 

2% (v/v) Rox 

25 U/ml Platinum Taq-Polymerase 

 

“Stripping”-Puffer   62,5 mM Tris 

2% (w/v) SDS 

 

10xLB    100 g Trypton 

    50g Hefeextrakt 

    100 g Natriumchlorid 

    ad 1 l Aqua dest. 
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10xTBE   121 g Tris-Ultra 

    7,7 g EDTA-Natrium 

    53,4 g Borsäure 

    Ad 1 l Aqua dest. 

 

 

4.1.5 Chemikalien 

12-Phorbol-13-Myristat-Acetat    Alexis Chemicals, Lörrach 

3-Methylcholanthrene     Sigma-Aldrich, München 

Acrylamid       Carl Roth, Karlsruhe 

Agarose NEE0 Quality     Carl Roth, Karlsruhe 

Ampicillin       Carl Roth, Karlsruhe 

Aprotinin       Carl Roth, Karlsruhe 

BIM-I       Calbiochem, Darmstadt 

Borsäure       Sigma-Aldrich, München 

Bromphenolblau      Sigma-Aldrich, München 

Calciumchlorid      Sigma-Aldrich, München 

Chloroform       Carl Roth, Karlsruhe 

Chlorophenylthio-cGMP     Sigma-Aldrich, München 

Dexamethason      Sigma-Aldrich, München 

D-Glucose       Merck, Darmstadt 

Dibutyryl-cAMP      Sigma-Aldrich, München 

Dimethylsulfoxid      Sigma-Aldrich, München 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat   Carl Roth, Karlsruhe 

DMEM       PAA, Pasching, Österreich 

dNTPs        Invitrogen, Karlsruhe 

DPBS        PAA, Pasching, Österreich 

EDTA        Sigma-Aldrich, München 
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Ethanol       Carl Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, München 

Fetales Kälberserum      Gibco, Karlsruhe 

Glycerol       Carl Roth, Karlsruhe 

Glycin        Carl Roth, Karlsruhe 

Hefeextrakt       Carl Roth, Karlsruhe 

HEPES        Ferak, Berlin 

IL-6        Promokine, Heidelberg 

Isopropanol       Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat     Sigma-Aldrich, München 

KT5720       Santa Cruz, Heidelberg 

Leupeptin       Sigma-Aldrich, München 

Lipofectamine 2000      Invitrogen, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid      Sigma-Aldrich, München 

Methanol       Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid      Sigma-Aldrich, München 

Natronlauge       Carl Roth, Karlsruhe 

Oltipraz       Sigma-Aldrich, München 

PD98059       Calbiochem, Darmstadt 

Penicillin /Streptomycin     PAA, Pasching, Österreich  

PMSF        Sigma-Aldrich, München 

Ponceau S       Sigma-Aldrich, München 

Rinderserumalbumin      PAA, Pasching, Österreich 

Rox        Invitrogen, Karlsruhe 

Salzsäure       Carl Roth, Karlsruhe 

SB203580      Calbiochem, Darmstadt 

SDS        Carl Roth, Karlsruhe 

ß-Mercaptoethanol      Carl Roth, Karlsruhe 

TNF-alpha       Promokine, Heidelberg 
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Tris-HCl       Carl Roth, Karlsruhe 

Tris-Ultra       Carl Roth, Karlsruhe 

Trypsin       PAA, Pasching, Österreich 

Trypton       Carl Roth, Karlsruhe 

Tween 20       Sigma-Aldrich, München 

Wortmannin       Calbiochem, Darmstadt 

 

 

4.1.6. Enzyme 

Taq DNA Polymerase      Invitrogen, Karlsruhe 

Platinum Taq Polymerase     Invitrogen, Karlsruhe 

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase  Finnzymes, Espoo, Finnland 

T4-Ligase       Fermentas, St. Leon-Rot 

Antarktische Phosphatase     Roche, Mannheim 

Restriktionsenzyme: 

KpnI       New England Biolabs, Frankfurt/Main 

HindIII       New England Biolabs, Frankfurt/Main 

SacI       New England Biolabs, Frankfurt/Main 

SmaI       Fermentas, St. Leon-Rot 

PvuII       Fermentas, St. Leon-Rot 

AleI       Fermentas, St. Leon-Rot 

 

Multiscribe Reverse Transcriptase    Invitrogen, Karlsruhe 
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4.2. Methoden 

4.2.1. Zellkultur 

4.2.1.1. HeLa/HepG2 Zelllinie 

Die zervikale Adenokarzinom-Zelllinie HeLa wurde ursprünglich einer 31jährigen 

afroamerikanischen Patientin mit ebendieser Erkrankung entnommen und gehört zu den 

ältesten und meistgenutzten Zelllinien in der heutigen Forschung.64 Die Zellen wachsen 

adhärent, einschichtig und konfluent. Sie exprimieren MRP4 und wurden daher für die 

Experimente als Modell ausgewählt. Die HepG2 Zelllinie stammt aus einem hepatozellulären 

Karzinom eines 15-jährigen Kaukasiers.65 Sie zeigen epitheloides Wachstum, sind adhärent 

und wachsen einschichtig oder in kleinen Aggregaten. Auch diese Zelllinie exprimiert MRP4. 

Beide Zelllinien wurden in DMEM Medium + 10% FCS + 1% L-Glutamin + 1% NEAA + 1% 

Penicillin/Streptomycin kultiviert. 

 

4.2.1.2. Kultivierung 

Um Kontaminationen zu vermeiden wurden alle Zellkulturarbeiten unter einer Laminarflow-

Sterilbank mit sterilen Materialien durchgeführt. Die Zellen wurden bei 37 °C in einer 

wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit 5% CO2 kultiviert. Die Kultivierung zur 

Zellvermehrung erfolgte in 75 cm² Flaschen mit 25 ml Medium, welches bei Bedarf 

gewechselt wurde. Wenn der Zellrasen Konfluenz erreicht, hatte wurden das Medium 

abgenommen und die Zellen mit 7ml DPBS gewaschen, anschließend wurde 3 ml 

Trpsin/EDTA zugegeben und die Flasche 5 Minuten (HeLa) bzw. 10 Minuten (HepG2) bei 37 

°C inkubiert, bis die Zellen sich ablösten. Durch Aufnahme der Zellen in 7 ml frischem 

Medium wurde die Trypsin-Reaktion gestoppt und durch wiederholtes auf- und 

abpipettieren die gelösten Zellen vereinzelt. Nach der Abnahme eines Aliquots zur 

Zellzählung wurde ein Teil der Zellen, je nach gewünschter Dichte, in eine neue 

Zellkulturflasche mit 25ml Medium passagiert. 
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4.2.1.3. Zellzählung 

Die Zellzahl wurde mittels des CASY® ONE ermittelt. Das Gerät bedient sich des 

Widerstandmessprinzips. Dabei werden 50 µl des Zellaliquots in 10 ml der Zählflüssigkeit, 

einem schwachen Elektrolyten, suspendiert und mit konstanter Geschwindigkeit durch eine 

Kapillare gesaugt. Über zwei Elektroden liegt über die Kapillarstrecke eine gewisse Spannung 

an. Die Zellen erhöhen durch Verdrängung der Lösung den Widerstand zwischen den beiden 

Elektroden, die Höhe der Widerstandsänderung korreliert dabei mit dem Volumen der Zelle. 

Dadurch können neben der Zellzahl auch, über die Zellgrößen, Rückschlüsse auf die Viabilität 

der Zellen bzw. deren Verteilung gezogen werden.66 

4.2.1.4. Kryokonservierung 

Die dauerhafte Lagerung der Zellen in Kryoröhrchen erfolgte bei -197 °C in flüssigem 

Stickstoff. Bei diesen Temperaturen kommen alle Stoffwechselvorgänge zum Erliegen und 

die Zellen können unbegrenzt erhalten werden. Um die Zellen zu kultivieren wurden sie in 

einem Ethanol-Bad bei 37 °C aufgetaut und anschließend in einem 25 cm² Zellkulturgefäß 

ausgesät. Die erste Passagierung in eine 75 cm²-Flasche erfolgte nach 24h. Zur 

Konservierung wurden 2 x 106 Zellen nach Ernte und anschließender Zentrifugation bei 1500 

g für 5 Minuten in 1,5 ml Einfriermedium (90% FCS + 10% DMSO als Gefrierschutz) 

resuspendiert, in Kryoröhrchen überführt und in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox 

über 24h gleichmäßig auf -80 °C runtergekühlt. Anschließend wurden die Röhrchen in 

flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

4.2.1.5. Viabilität 

Die Zellviabilität bzw. die Zytotoxizität zugegebener Substanzen wurde mittels des Resazurin-

Assays bestimmt.67 Grundlegendes Prinzip ist die Fähigkeit metabolisch aktiver Zellen den 

eingesetzten Stoff Resazurin per Reduktion in die, bei Anregung (Exzitationswellenlänge 530 

nm), Licht emittierende Substanz Resorufin (Emissionswellenlänge 590 nm) umzuwandeln. 

Die Menge des emittierten Lichts ist dabei direkt proportional zur Viabilität der Zellen.  Im 

Versuch wurden HeLa Zellen mit 5000 Zellen pro Well auf einer 96-well Platte ausgesät. 

Nach 24h Inkubation folgte der Zusatz der zu testenden Substanzen, nach weiteren 24h ein 

Mediumwechsel mit gleichzeitiger Zugabe des Resazurin. Die photometrische Messung der 
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Fluoreszenz bei 590 nm erfolgte nach weiteren 60 Minuten Inkubation mit dem Tecan 

infinite m200.  

 

4.2.1.6. Transfektion 

 

Abbildung 4 Prinzip der Transfektion von Zellen mittels kationischer Lipid-Vesikel. Die Lipid-Vesikel bilden 

mit der Plasmid-DNA Komplexe, die positiv geladen sind und so die Zelle penetrieren können. 

 

Mittels Transfektion kann Fremd-DNA in Säugetierzellen eingebracht und dort exprimiert 

werden. Als Reagenz zur transienten Transfektion der Zellen mit den Luciferase-Plasmiden 

wurde Lipofectamine 2000 genutzt. Dabei bildet die Plasmid-DNA mit den kationischen 

Lipid-Vesikeln Komplexe und können so, da die negativen Ladungen der DNA maskiert 

werden, durch die negativ geladene Membran in die Zelle gelangen, wo die DNA freigesetzt 

wird (Abb. 2). In einem Vorversuch wurden die optimalen Mengen an Plasmid-DNA und 

Lipofectamine 2000 für eine möglichst effektive Transfektion bestimmt (Tab. 2). Am Vortag 

der Transfektion wurden die HeLa/HepG2 Zellen in 24-well Platten mit einer Dichte von 

5x104 (HeLa) bzw. 1x105 (HepG2) Zellen pro Well ausgesät, so dass die Zellen zum Zeitpunkt 

der Transfektion 60-80% Konfluenz erreicht haben. Zu Beginn der Transfektion wurde 

sowohl das Lipofectamine 2000 als auch die Plasmid-DNA in Opti-MEM verdünnt. Nach dem 

Zusammenpipettieren beider Lösungen wurde das Gemisch 20 Minuten inkubiert, so dass 
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sich die DNA-Lipofectamine Komplexe bilden konnten. Anschließend wurde das Medium von 

den Zellen abgenommen, nach einmaligem Spülen mit DPBS durch serumfreies Opti-MEM 

ersetzt, und jeweils 100 µl der DNA-Komplexe hinzugegeben. Nach weiteren 6h Inkubation 

wurde das Medium wieder gewechselt und durch DMEM mit den zu testenden Substanzen 

ersetzt. Nach 24h Behandlung wurden die Zellen mit 100 µl Passive Lysis Buffer des Dual-

Luciferase-Assay Kits geerntet und in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. 

Firefly-Luciferase Plasmid pGL3 500 ng 

Renilla-Luciferase Plasmid pRL-TK  100 ng 

Lipofectamine 2000 1,5 µl 

Opti-MEM Ad 100 µl 

Tabelle 2 Ansatz zur Transfektion eines Wells (24-Well-Platte) mit Reporter-Vektor (pGL3) und Renilla-

Plasmid (pRL-TK) als interne Normierung. 

 

4.2.2. Proteinbiochemie 

4.2.2.1. Isolation der Gesamtmembranfraktion 

Da MRP4 ein membranständiger Transporter ist, wurden für die Quantifizierung des Proteins 

100.000 g Pellets hergestellt, um die Gesamtmembranfraktion der Zellproteine zu isolieren.  

Dazu wurden Zellen, von einer T25-Flasche bzw. drei Wells einer 6-well Platte mit Trypsin 

geerntet, in 1 ml 5mM Tris-HCl (pH 7,4) aufgenommen, die Protease-Inhibitoren Leupeptin, 

Aprotinin und PMSF jeweils in der Verdünnung 1:1000 zugesetzt (Endkonzentration 0,1 

mM), und durch viermaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -196 °C und Auftauen im 

Wasserbad bei 37 °C aufgeschlossen. Anschließend folgte eine Zentrifugation mit 100.000 g 

bei 4 °C für 30 Minuten mit einer Ultra-Zentrifuge. Der Überstand bestehend aus 

Zelltrümmern und zytosolischen Proteinen wurde verworfen, das übrigbleibende, mit 

Membranproteinen angereicherte, Pellet wiederum in 100 µl o.g. Tris-HCl Lösung mit 

Protease-Inhibitoren aufgenommen und die entstandene Lösung zur Fragmentierung 

etwaiger enthaltener DNA mit dem Ultraschall Homogenisator mit drei Pulsen behandelt. 
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4.2.2.2. Proteinbestimmung  

Zur Bestimmung der Proteinmenge in der isolierten Membranfraktion wurde die BCA-

Methode verwendet.68 Sie besteht aus zwei Teilschritten. Beim ersten, der sogenannten 

Biuret-Reaktion, werden in Gegenwart von Proteinen in alkalischer Umgebung Kupfer(II)-

Ionen zu Kupfer(I)-Ionen reduziert. Im zweiten Schritt bilden jeweils zwei Moleküle 

Bicinchoninsäure und ein Kupfer(I)-Ion Chelatkomplexe. Diese Chelate haben eine violette 

Farbe und zeigen eine lineare Erhöhung der Absorption bei 562 nm bei steigenden 

Proteinkonzentrationen.  

Zur Durchführung wurden die zu messenden Proben 1:10 mit Aqua dest. verdünnt und 

jeweils 10 µl in Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Als Eichreihe 

wurde zusätzlich BSA in unterschiedlichen Konzentrationen (0, 200, 400, 600, 800, 1000 

µg/ml), ebenfalls in Doppelbestimmung, pipettiert. Anschließend wurden jeweils 200 µl der 

Färbereagenz, bestehend aus 50 Teilen 1%iger Bicinchonsäure und 1 Teil 4%iger Cu(SO4)2 

Lösung), zugegeben, die Platte für 45 Minuten bei 37 °C inkubiert und die Absorption bei 562 

nm mit dem Tecan Mikrotiterplattenreader gemessen. Die Proteinwerte ergeben sich aus 

den Absorptionen der einzelnen Wells und denen der Eichgerade. 

 

4.2.2.3. Probenvorbereitung für Western Blot 

Die Proteinwerte werden benutzt um jede Probe für die Elektrophorese mit der gleichen 

Menge Protein auszustatten. Dazu wurden die Proteinproben mit 5 mM Tris-HCl (pH 7,4) so 

verdünnt, dass auf 15 µl der später eingesetzten Probe 30 µg Protein fallen. Da die Proteine 

bei der Gelelektrophorese nur nach ihrem Molekulargewicht, also unbeeinflusst von Struktur 

und Ladung, aufgetrennt werden sollen, muss man die Proben dementsprechend 

vorbereiten. Dazu wurden sie mit 4 x „Laemmli“-Puffer (entsprechend 5 µl pro Probe) 

versetzt und für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Durch Anlagerung des darin enthaltenen SDS, 

sowie der Hitze werden Wasserstoffbrücken gespalten, die reduzierende Substanz ß-

Mercaptoethanol als weiterer Bestandteil des Puffers spaltet Disulfid-Brücken und die 

Proteine werden in eine gestreckte Form gebracht, deren Länge proportional zum 

Molekulargewicht der Proteine ist. Gleichzeitig bewirkt das SDS eine hohe negative 

Gesamtladung des SDS-Proteinkomplexes, gegenüber welcher die Eigenladung des Proteins 
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vernachlässigbar ist. Da zudem die Menge des adsorbierten SDS direkt mit der Masse des 

Proteins zusammenhängt ist das Verhältnis von Ladung des Komplexes zur Masse des 

Proteins in allen Komplexen weitestgehend gleich.69  

 

4.2.2.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung der Proteine wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli 

genutzt.70 Dabei durchwandern die negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe eine feinporige 

Polyacrylamidmatrix Richtung Anode und werden dabei nach ihrer Größe aufgetrennt. Die 

Matrix hat die Funktion eines Siebs und verlangsamt die Makromoleküle.  

Zur Schärfung der Banden besteht das Gel aus zwei Anteilen, dem Sammelgel (4% Acrylamid, 

pH 8,8) und dem Trenngel (10% Acrylamid, pH 6,8), wobei das Sammelgel das obere Viertel 

des Gels ausmacht. Durch den niedrigen Acrylamid-Anteil des Sammelgels hat die dortige 

Matrix eine recht hohe Porengröße, die Proteine durchwandern sie also recht schnell, durch 

den pH Wert von 6,8 im Sammelgel liegt das Glycin, welches im Laufpuffer enthalten ist, als 

Zwitterion vor, leitet den elektrischen Strom also schlecht, wandert damit langsamer durch 

das Gel (Folgeion), während die Chlorid-Ionen aus dem Gelpuffer schnell wandern (Leition). 

Die Proteine bewegen sich zwischen den beiden Ionen. Durch die unterschiedlich schnelle 

Wanderung von Leit- und Folgeionen am Anfang der Elektrophorese und dem daraus 

entstehenden Mangel an Ladungsträgern ergibt sich eine hohe Feldstärke zwischen ihnen, 

wodurch die dazwischen befindlichen Proteine zu einer schmalen Bande konzentriert 

werden. Beim Übergang zum Trenngel mit seiner feinporigeren Matrix wird zusätzliche 

Schärfe dadurch erreicht, dass beim Übergang der Proteine in das dichtere Medium die 

Front der Bande stärker retardiert wird als das Ende. An diesem Übergang erhalten die 

Glycin-Ionen außerdem durch den höheren pH-Wert von 8,8 eine negative Ladung und 

überholen die Proteinfront, wodurch sich diese im Anschluss im homogenen Feld befindet 

und nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden kann. 
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Aqua dest. 3,0 ml 

Acrylamid/Bisacrylamid 2,5 ml 

Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,9 ml 

10% SDS 75 µl 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 75 µl 

Tetramethyl-Ethylen-Diamin (TEMED) 7,5 µl 

 

Das Trenngel wurde nach Tabelle 3 angesetzt, wobei APS und TEMED zuletzt zugegeben 

wurden, da sie die Polymerisation initiieren, und in zwei 1,5 mm voneinander entfernten, 

mit Isopropanol gereinigten und mittels Silikondichtungen abgedichteten Glasplatten 

gegossen bis sie zu drei Vierteln gefüllt waren. Danach wurden sie mit Isopropanol 

überschichtet, und solange stehen gelassen bis die Polymerisierung abgeschlossen war. Das 

Isopropanol wurde abgenommen, die Rückstände entfernt und die Glasplatten wurden mit 

dem nach Tabelle 4 angesetzten Sammelgel komplett gefüllt. Zusätzlich wurden in das 

Sammelgel Kunststoffkämme zur Schaffung der Probentaschen gesteckt. 

Nach Auspolymerisieren des Sammelgels wurden die Dichtungen entfernt und die Gele in die 

mit 1xTank Puffer gefüllten Elektrophorese-Kammern gestellt, dabei wurde darauf geachtet 

keine Luftblasen einzuschließen. Jeweils 20 µl der vorbereiteten Proben (entsprechend 30 µg 

Protein) und zusätzlich 10 µl eines Markes als Größenstandard wurden in jeweils eine 

vorbereitete Tasche pipettiert. Nach Abschluss der Vorbereitungen wurde Spannung an die 

Apparatur angelegt, zuerst 100 V, bis die Lauffront das Trenngel erreichte, anschließend 130 

V, bis die Lauffront am Ende des Trenngels austrat. 

 

 

 

 

          Tabelle 3 Zusammensetzung Trenngel (10%) für ein kleines Gel (7,5 ml) 
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Tabelle 4 Zusammensetzung Sammelgel (4%) für ein kleines Gel (5,0 ml) 

 

4.2.2.5. Transfer auf Nitrozellulose („Blotting“) 

Um die Proteine später immunologisch detektieren zu können, müssen sie zuerst vom Gel 

auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen werden. Dieser Transfer erfolgte 

elektrophoretisch und zwar mittels des Nass-Blot-Verfahrens nach Towbin.71 Dazu wurde 

eine Nitrocellulose-Membran mit einer Porengröße von 0,2 µm, sowie sechs Lagen 

Filterpapier auf die Größe des Gels ausgeschnitten. Die Membran wurde mit destilliertem 

Wasser abgespült und zusammen mit dem Filterpapier und zwei Schwämmen in 

eisgekühlten „Towbin“-Puffer eingelegt.  

Das Gel wurde vorsichtig mit dem Skalpell von der Glasplatte gelöst und zusammen mit den 

Schwämmen, Filterpapieren zum Blot-Sandwich (Abb. 4) kombiniert. Mögliche 

Lufteinschlüsse wurden entfernt und das Sandwich in die Blotapparatur eingespannt, welche 

ebenfalls mit eisgekühltem Towbin-Puffer gefüllt war. Der Towbin-Puffer enthält 20% 

Methanol, welches zu einer besseren Proteinbindung der Nitrocellulose-Membran beiträgt. 

Der Transfer erfolgte bei einer Stromstärke von 370 mA unter ständiger Kühlung über 2h. 

Zur qualitativen Kontrolle des Transfervorgangs wurde die Membran mit 0,2% Ponceau S 

behandelt und die Proteine somit unspezifisch und reversibel gefärbt. Nach Kontrolle wurde 

die Färbung mit Aqua dest. wieder abgewaschen.  

Aqua dest. 3,0 ml 

Acrylamid/Bisacrylamid 650 µl 

Sammelgepuffer (pH 6,8) 1,23 ml 

10% SDS 50 µl 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 50 µl 

Tetramethyl-Ethylen-Diamin (TEMED) 5 µl 
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Abbildung 5 Skizze des Blot-Sandwich. Die Beschriftung zeigt die Reihenfolge von Gel, Membran, 

Schwämmen und Filterpapier, sowie die Spannungspole und Richtung des Transfers.  

 

4.2.2.6. Immundetektion 

Der spezifische Nachweis der Proteine erfolgte mit dem Einsatz der spezifischen Antikörper 

als Erstantikörper und deren darauffolgenden Markierung durch Sekundärantikörper, welche 

mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase, HRP) gekoppelt sind. Durch 

Zugabe eines Substrats, welches dieses Enzym umsetzt und dadurch zum fluoreszieren 

bringt, wird das Ergebnis sichtbar gemacht. Nach Abwaschen der Ponceau S-Färbung wurden 

die Membranen über 2h mit TBST + 5% FCS behandelt und somit unspezifische 
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Antikörperbindungsstellen blockiert, die ansonsten zu einer hohen Hintergrundaktivität 

führen würden.  

Der Erstantikörper, verdünnt in TBST (1:500 für MRP4 und 1:1000 für Actin) + 1% BSA, wurde 

im Anschluss appliziert und die Membranen über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln 

inkubiert. Danach wurden die Membranen wiederum dreimal zehn Minuten mit TBST 

gewaschen und mit dem enzymmarkierten Sekundärantikörper, auch verdünnt in TBST 

(1:2000), für 3h bei Raumtemperatur behandelt. Nach einem letzten Waschschritt wurde 

nun das Substrat des ECL (enhanced chemiluminescence) Kits zugegeben, drei Minuten 

abgewartet und anschließend mittels des BioRad Chemidoc XRS Systems ausgewertet.  

Zur Quantifizierung des MRP4-Proteingehalts wurde für jede Probe die Intensität der Banden 

sowohl von MRP4 als auch Actin gemessen und die MRP4-Expression auf die des konstitutiv 

exprimierten Strukturproteins Actin normiert. 

Nach Detektion können die Antikörper durch „Stripping“ der Membran wieder abgelöst 

werden und die Membran damit ein weiteres Mal zur Immundetektion benutzt werden. 

Dazu wurde die Membran in 50 ml Stripping-Puffer + 350 µl beta-Mercaptoethanol über 15 

Minuten bei 52 °C in einer rotierenden Hybridisations-Röhre inkubiert. 

 

4.2.3. Molekularbiologie 

4.2.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die Isolation und Amplifizierung der MRP4-Promoter-Region aus genomischer DNA für die 

Klonierung in den Luciferase-Reportervektor wurde mittels PCR durchgeführt. Dabei 

amplifiziert man enzymatisch – mit DNA-Polymerasen - eine DNA-Sequenz aus dem 

gesamten Genom, die zwischen zwei gewählten Oligonukleotiden, den Primern liegt. Die 

verwendeten Primer sind in Tabelle 5 aufgelistet. Dabei unterscheidet man zwischen einem 

Reverse- und einem Forward-Primer. Die Methode basiert auf der Wiederholung mehrerer 

(30-40) Zyklen unterschiedlicher Temperatur. Nach einer initialen Denaturierung der DNA 

bei 94 °C bzw. 98 °C folgt das „Annealing“, also das Anlagern an die genomische DNA, der 
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Primer  zwischen 55 – 70 °C, abhängig vom Schmelzpunkt der verwendeten Primer, und die 

Extension des zu amplifizierenden DNA-Fragments bei 72 °C.72   

Tabelle 5 Sequenzen, Namen und zugehörige Restriktionsenzyme. Die hervorgehobenen Sequenzen zeigen 

die, teilweise von der eigentlichen Sequenz abweichenden, Erkennungssequenzen der jeweiligen 

Restriktasen. 

Die dabei verwendeten DNA-Polymerasen sind daher aus hitzestabilen Bakterien isoliert, z.B. 

Thermophilus aquaticus (Taq) oder Pyrococcus furiosus (Pfu). Für die Klonierung wurde in 

dieser Arbeit die Phusion® DNA Polymerase genutzt, ein gentechnisch verändertes Enzym 

auf Basis der Pfu-Polymerase, welche eine höhere Geschwindigkeit und eine bessere 

Fehlerkorrektur als die in den meisten Fällen verwendete Taq-Polymerase aufweist. Der 

Ansatz und das PCR-Programm sind in den Tabellen 6 und 7 zu finden. 

 Volumen/Reaktion Endkonzentration 

5x HF-buffer 10 µl 1x 

Genomische DNA 30 ng/µl 10 µl 6 ng/µl 

dNTPs 10mM 1 µl 200 µM 

Primer (Forward und Reverse) 50µM Je 0,5 µl Je 0,05 µM 

DMSO 2,5 µl 5% 

Phusion Polymerase 2 U/µl 0,5 µl 1 U 

Aqua dest. 25 µl ad 50 µl 

Tabelle 6 Ansatz für PCR mit Phusion®DNA Polymerase 

Primer-Sequenz Primername  Restriktase 

TCCAAGCTTACCTCAAGCAGGGATGCTG +47bp-HindIII-rev                       HindIII 

GAGCTCACCTCAAGCAGGGATGCTG +47bp-SacI-rev                      SacI 

ACGGTACCAGGGAGACAGGCCATGC -1447bp-KpnI-fwd                              KpnI 

CCGGTACCTATGACACATCATTTGGCT -2755bp-KpnI-fwd                                KpnI 



38 
 

 

4.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese  

Da die PCR nicht nur das gewünschte Fragment amplifiziert, sondern auch noch andere DNA-

Stücke müssen die PCR-Produkte vor der Weiterverarbeitung der Größe nach aufgetrennt 

werden. Dies geschieht durch Agarose-Gelektrophorese. Nukleinsäuren werden dabei durch 

Anlegen eines elektrischen Feldes getrennt, welches die negativ geladenen DNA-Moleküle 

durch eine Agarose-Matrix bewegt. Kleine Moleküle, entsprechend wenigen Basenpaaren, 

bewegen sich schneller und wandern daher weiter als große Moleküle, da sie einfacher die 

Poren der Matrix passieren. Das Agarose-Gel enthielt außerdem 0,05‰ Ethidiumbromid, 

eine DNA-interkalierende Substanz, die bei Anregung durch UV-Strahlung Licht im sichtbaren 

Spektrum emittiert. Das macht die DNA-Moleküle als Banden im Agarose-Gel erkennbar. Zur 

absoluten Bestimmung der Größen wurde neben den Proben ein Marker als Standard 

mitgeführt. Nach derart erfolgter Auftrennung, wurde das Gel auf Höhe der Banden 

gewünschter Größe ausgeschnitten und weiterverarbeitet. 

 

4.2.3.3 Aufreinigung von DNA 

Die in den ausgeschnittenen Gelstücken enthaltene DNA wurde mit dem NucleoSpin® 

Extract II-Kit isoliert und aufgereinigt. Das Kit macht sich im ersten Schritt die Eigenschaft der 

DNA zu Nutze, unter Anwesenheit chaotroper Salze an eine Siliziumdioxid-Membran zu 

binden. Darauf können durch Zentrifugation alle weiteren Bestandteile der Gelstücke 

entfernt werden. Im dritten Schritt wird die DNA von der Membran eluiert und liegt in 

gereinigter Lösung zur weiteren Verwendung vor. 

Temperatur                                              Dauer 

    98 °C                                                       30s 1. initiale Denaturierung  

    98 °C                                                       10s 2. Denaturierung 

    68 °C – 72 °C                                          30s 3. Primer-Annealing 

    72 °C                                                       90s 4. Elongation 

    72 °C                                                        5 min 5. finale Elongation 

  Tabelle 7 Cycler-Programm für Phusion-PCR, die Schritte 2. – 4. Wurden 35x wiederholt 
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4.2.3.4 Restriktionsverdau 

Um die extrahierte DNA und den Vektor miteinander ligieren zu können, müssen beide 

Komponenten an den jeweiligen Enden der DNA-Stränge miteinander kompatibel sein. Diese 

Kompatibilität wird durch den enzymatischen Verdau der DNA durch Restriktionsenzyme 

oder Restriktasen erreicht. Restriktionsenzyme sind in der Lage doppelsträngige DNA an 

Stellen definierter Sequenz zu schneiden. Restriktionsenzyme können entweder mit ( => 

sticky end) oder ohne Basenüberhang ( => blunt end) schneiden. Beim Verdau mit 

Restriktasen, die ein sticky end produzieren müssen die Enden von DNA und Vektor mit dem 

jeweils gleichen Enzym verdaut werden um eine Kompatibiliät zu schaffen, beim blunt end-

Verdau können Vektor und DNA diese auch durch Schneiden mit jeweils verschiedenen 

Enzymen, welche ohne Basenüberhang verdauen, erreichen.72 In dieser Arbeit wurden die 

Enzyme zweier Hersteller benutzt, das Protokoll variiert allerdings nur in der Inkubationszeit, 

bei Enzymen der Firma New England Biolabs lag diese bei 3h, bei Restriktasen von Fermentas 

bei 10min. Der Ansatz ist in Tabelle 8 zu finden, die Inkubation mit o.g. Zeitspannen wurde 

bei 37 °C durchgeführt. 

Aufgereinigte DNA / Vektor-DNA 1 µg 

Reaktionspuffer 10x 2 µl  

Restriktionsenzym 0,5 µl 

Aqua dest. ad 20 µl 

Tabelle 8 Ansatz für Restriktionsverdau (20 µl) 

 

4.2.3.5 Dephosphorylierung des Vektors 

Um eine unerwünschte Religation des, durch Restriktionsverdau, linearisierten Vektors zu 

verhindern, wurden die freien Phosphatgruppen am 5‘-Ende der Plasmid-DNA mit der 

Shrimp Alkalinen Phosphatase (SAP) abgespalten. Die Reaktion erfolgte gleich im Anschluss 

an die Linearisierung des Vektors im gleichen Gefäß, in dem auch der Restriktionsverdau 

stattfand (Ansatz in Tabelle 9). Einer 10-minütigen Inkubation bei 37 °C folgte 15min 

Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65 °C. 
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Restriktionsansatz Vektor-DNA 20 µl 

Dephosphorylation buffer 10x 2,4 µl 

Shrimp Alcaline Phosphatase (1 U/1 µl) 2 µl  

Tabelle 9 Ansatz für Dephosphorylierung mit SAP (24 µl) 

 

4.2.3.6 Ligation Vektor/DNA 

 

Abbildung 6 Struktur des pGL3-Basic-Vektors mit den eingebauten Schnittstellen für 

Restriktionendonukleasen. Markiert sind die verwendeten Schnittstellen. (Abbildung modifiziert nach 

Promega Manual)
73

 

Zur Verbindung von Vektor-DNA mit der Ziel-DNA wurde eine T4 DNA-Ligase genutzt. Dieses 

Enzym, isoliert aus dem T4-Phagen von Escherichia coli, katalysiert die Bildung von 

Phosphodiester-Bindungen zwischen einer freien 5‘-Phosphat- und einer 3‘-Hydroxylgruppe. 

Um eine möglichst optimale Ausbeute zu erlangen sollten die Stoffmengen von DNA und 

Vektor in einem Verhältnis 3:1 im Reaktionsansatz vorliegen (Tab. 10). Die Inkubation 

erfolgte für 10min bei Raumtemperatur. 
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Vektor-DNA 10 fmol 

Insert-DNA 30 fmol 

2x Quick Ligation Reaction Buffer 10 µl  

Quick Ligase 1 µl 

Aqua dest. ad 20 µl 

Tabelle 10 Ansatz für Ligation mit Quick Ligase Kit (20 µl) 

 

4.2.3.7 Transformation 

Um Plasmid-DNA vervielfältigen zu können, muss man sie in Bakterien einbringen. Dies 

geschieht bei der Transformation. Als Bakterien wurden dazu kompetente E. coli verwendet, 

deren Membranen durch Behandlung mit Calciumchlorid bei 0 °C durchlässig (kompetent) 

gemacht wurden. Das Prinzip der verwendeten Hitzeschock-Transformation basiert darauf, 

dass die kompetenten Zellen bei niedrigen Temperaturen DNA aufnehmen können und diese 

Aufnahme durch einen Hitzeschock von 37 – 42 °C gestoppt wird.  

Zu 100 µl kompetenter Zellen wurden max. 10 µl des Ligationsansatzes hinzupipettiert und 

für 30min auf Eis inkubiert. Es folgten der Hitzeschock im Heizblock für 45s bei 42 °C und 

weitere 2min auf Eis. Danach wurden 850 µl LB-Nährmedium hinzugefügt und der Ansatz für 

1,5h bei 37 °C bei 250 RPM geschüttelt. Anschließend wurden bis zu 100 µl des Ansatzes auf 

Agar aus LB-Medium mit Zusatz des Antibiotikums Ampicillin im Verhältnis 2000:1 (LB-Amp) 

ausplattiert und über Nacht (für 14h – 18h) bei 37 °C inkubiert. 

 

4.2.3.8 Plasmid-Präparation 

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus den E. coli Zellen wurden das NucleoSpin® Plasmid- bzw. 

Plasmid QuickPure- und das Plasmid Midi Xtra-Kit genutzt. Für die Präparation wurde zuerst 

eine Kolonie der auf den Agar-Platten gewachsenen E. coli Bakterien mit einer Pipettenspitze 

„gepickt“ und in ein mit 2 ml (Plasmid / Plasmid QuickPure) bzw. 15 ml (Plasmid Midi Xtra) 
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LB-Amp gefülltes 15 ml-Falcon-Röhrchen überführt. Anschließend wurde dieses bei 37 °C 

über Nacht bei 150 RPM geschüttelt.  

Die weitere Verarbeitung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zusammenfassend 

werden dabei die Bakterien zentrifugiert, resuspendiert und alkalisch lysiert. Anschließend 

wird die Plasmid-DNA Elektrolytgehalt- und pH-abhängig an die Silika-Gel-Matrix einer 

Membran reversibel gebunden und nach Abzentrifugation aller sonstigen Bestandteile der 

Ausgangslösung, mit sterilem Wasser eluiert. Produkt ist die gereinigte Plasmid-DNA, deren 

Konzentration im Anschluss bestimmt wurde und deren Sequenz durch Sequenzierung bei 

MWG Operon, München, verifiziert wurde. 

 

4.2.3.9 Konzentrationsbestimmung Nukleinsäuren 

Um die Konzentration von Nukleinsäuren zu bestimmen bedient man sich der 

Photospektrometrie. Nukleinsäuren, also RNA und DNA, haben ein Absorptionsmaximum bei 

einer Wellenlänge von 260 nm (A260), Proteine hingegen bei 280 nm (A280). Dadurch kann 

erstens durch die Messung von A260 die Konzentration der Nukleinsäuren bestimmt und 

zweitens durch Bildung des Quotienten A260/A280 eine Aussage über die Reinheit der 

gemessenen Probe gemacht werden. Der Normbereich für eine aufgereinigte RNA bzw. DNA 

Probe liegt zwischen 1,8 und 2,0.72 Zur Durchführung wurde 1 µl der Probe auf den Sensor 

des Photometers appliziert, welcher die A260 und A280 maß und die Nukleinsäure 

Konzentration nach folgender Formel berechnete: 

 cNukl = A260 * D (D = nukleinsäurespezifischer Faktor (40 ng/µl bei RNA bzw. 50 ng/µl bei DNA) 

 

4.2.3.10 Mutagenese 

Zum Austausch einzelner Basenpaare und dem damit verbundenen Ausschalten von 

Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in den Luciferase-Vektor-Konstrukten wurde das 

QuikChange® Multi Site Mutagenesis-Kit von Stratagene verwendet. Die dafür erstellten 

Primer (s. Tab. 13) enthielten die in 2-3 Basen ausgetauschte Sequenz, beidseits flankiert von 

15 – 20 Basen komplementär zu der angrenzenden regulären Sequenz. Die Amplifizierung 
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des Produkts erfolgte per PCR. Ansatz und das Programm für den Thermo-Cycler finden sich 

in den Tabellen 11 und 12. 

10x QuickChange Multi reaction buffer 2,5 µl 

QuikSolution 0,75 µl 

Plasmid-DANN 100 ng 

Mutagenese-Primer 100 ng / Primer 

dNTP-Mix 1 µl 

QuikChange Multi enzyme 1 µl 

ddH2O Ad 25 µl 

 

 

Anschließend muss die bestehende, nicht veränderte, Plasmid-DNA entfernt werden. Dafür 

macht man sich die fehlende Methylierung der neu synthetisierten DNA zu Nutze und 

zerstört mit dem Restriktionsenzym DpnI, welches sich nur an methylierte DNA anlagert, die 

alte Plasmid-DNA. Dazu wurde 1 µl DpnI direkt zum PCR-Ansatz zugegeben und 1h bei 37 °C 

inkubiert. Das Produkt wurde dann nach Hersteller-Protokoll in XL-10-Gold ultrakompetente 

Zellen transformiert. Der Erfolg der Mutagenese wurde mittels Sequenzierung bei MWG 

Operon, München, verfiziert. 

 

 

         Tabelle 11 Ansatz für QuikChange® Multi Site Mutagenese (25 µl) 

Temperatur                                              Dauer 

    95 °C                                                       60s 1. initiale Denaturierung  

    95 °C                                                       60s 2. Denaturierung 

    55 °C                                                       60s 3. Primer-Annealing 

    65 °C                                   120s/kb = 768s 4. Elongation 

Tabelle 12 Cycler-Programm für QuikChange® Multi Site Mutagenese, die Schritte 2-4 wurden 30x           

wiederholt 
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Primer-Sequenz Primername  Austausch 

CCGGGACCGACGGGTTACACGGCGGGAGGAGACGC 

-264 bp bis -299 bp 

CREB-mut1 TGACG  -> 

TTACA 

GAGAGACTGCCTGATGATTTCTGTTGTAAAGCCCTAAAGCCTAAC 

-905 bp bis -950 bp 

CREB-mut2 CGTCA  -> 

TGTAA 

Tabelle 13 Sequenz, Name und ausgetauschte Zielsequenz der Primer für Mutagenese. Die hervorgehobenen 

Sequenzen in der linken Spalte zeigen die ausgetauschten Basen, der Name das Target der Mutagenese 

(CREB = cAMP response element binding protein) und die rechte Spalte die veränderten Sequenzen. 

 

4.2.3.11 Isolation von RNA aus Zellen 

Zur Bestimmung der mRNA-Expression des MRP4-Transporters in HeLa-Zellen musste zuerst 

die RNA aus der Zellkultur isoliert werden. Für diesen Zweck wurden die in 6-well-Platten 

kultivierten Zellen nach ihrer Behandlung durch Zugabe von 300 µl der Lyse-Substanz aus 

dem peqGold® RNA QuickPure Kit geerntet und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Nach 

fünfminütiger Inkubation bei RT wurden 60 µl CHCl3 hinzugegeben und nach 15s  Schwenken 

weitere 10min inkubiert. Durch Zentrifugation über 5min bei 12.000 g und 4 °C trennte sich 

die Suspension in drei Phasen auf, eine obere, farblose, wässrige Phase, eine untere, gelbe 

Phenol-Chloroform Phase und eine dazwischen liegende Interphase. Die obere Phase enthält 

ausschließlich die RNA, während sich Proteine und DNA über die anderen beiden Phasen 

verteilen. Zur Gewinnung der RNA wurde nun die obere Phase vorsichtig mit einer Pipette 

abgenommen und in ein neues Eppendorf-Gefäß gebracht, ohne Anteile der mittleren Phase 

versehentlich mit zu überführen. Die Flüssigkeit wurde anschließend mit 150 µl Isopropanol 

vermischt und wieder 10min bei RT inkubiert, gefolgt von einer weiteren Zentrifugation bei 

12.000 g bei 4 °C über 10min. Das Isopropanol wurde vorsichtig dekantiert und das nun 

sichtbare RNA-Pellet in zwei Waschzyklen, bestehend aus Zugabe von 350 µl Ethanol, 10min 

Zentrifugation bei 12.000 g und vorsichtigem Abpipettieren, gewaschen und anschliessend 

unter der Laminarflow-Sterilbank getrocknet. Die Resuspension des Pellets erfolgte mit 40 µl 

RNAse freiem Wasser. Die so isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
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4.2.3.12 cDNA-Synthese 

Als Vorbereitung zur Durchführung der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) mussten die 

RNA-Proben in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu wurde der 

Taqman® Reverse Transcription Reagents Kit mit einer aus Retroviren isolierten Reversen 

Transkriptase verwendet. Als Primer für die Reverse-Transkriptase PCR (RT-PCR) wurden 

zufällig zusammengestellte Oligonukleotide aus 6 bp verwendet (Random Hexamers). Durch 

die zufällige Aneinanderreihung der Nukleotide können sich die Hexamere an mRNA, aber 

auch an rRNA und tRNA anlagern und somit eine Umschreibung in cDNA bewerkstelligen. 

Dadurch konnte auch die 18S rRNA später als house-keeping Gen als Normierung für die 

qRT-PCR genutzt werden. Der verwendete Ansatz für die cDNA-Synthese kann in Tabelle 14, 

das verwendet Cycler-Programm in Tabelle 15 abgelesen werden. 

 

 

4.2.3.13 Taqman® Real-Time PCR 

Die qRT-PCR ermöglicht auf Basis einer normalen Polymerase-Kettenreaktion neben der 

Amplifizierung von Nukleotidsträngen auch eine Quantifizierung der gewonnenen DNA. 

Komponente Volumen in µl/Reaktion (20 µl) Endkonzentration 

10x RT-Puffer 2,0 1x 

25 mM MgCl 4,4 5,5 mM 

10 mM dNTP 4,0 2,0 mM 

Random-Hexamers 50 µM 1,0 2,5 µM 

RNAse-Inhibitor 20 U/µl 0,4 0,25 U/µl 

Reverse-Transkriptase 50 U/µl 0,5 1,25 U/µl 

Gesamt 
12,3 

+ 7,7 µl RNA in H2O 500 ng RNA 

       Tabelle 14 Ansatz für RT-PCR 

Temperatur                                              Dauer 

    25 °C                                                       10min Primer-Annealing  

    48 °C                                                       30min Umschreibung in cDNA 

    95 °C                                                         5min Enzym-Inaktivierung 

       Tabelle 15 Cycler-Programm für RT-PCR 
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Diese Quantifizierung erfolgt mittels Fluoreszenz-Messungen, die parallel zu den PCR-Zyklen 

vorgenommen werden.72 Um die Quantifizierung eines bestimmten Zielgens auf diese Weise 

beobachten zu können werden bei der Taqman® qRT-PCR dem Reaktionsgemisch fluorogene 

Sonden mit spezifischer Sequenz beigegeben, die sich zwischen den Primern für die PCR an 

die cDNA anlagern. An das 5‘-Ende der Sonden ist ein fluoreszierender Reporterfarbstoff 

gekoppelt (VIC, FAM) welcher bei Anregung Licht emittiert. An das 3‘-Ende ist ein Quencher-

Farbstoff gekoppelt (TAMRA), der das Signal des Reporterfarbstoffs bei Anregung durch 

Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) unterdrückt. Bei der Elongation der cDNA wird 

die Sonde von der Polymerase erreicht und durch deren intrinsische 5‘-3‘-Exonuklease 

Aktivität gespalten. Dadurch wird die räumliche Nähe von Reporter- zu Quencher-Farbstoff 

aufgehoben und das Fluoreszenzsignal kann detektiert werden (Abbildung 7). Das 

Fluoreszenzsignal ist direkt proportional zur Menge der amplifizierten DNA. 

 

Abbildung 7 Prinzip der Taqman® Real-Time-PCR. Vor der Polymerisation sind Reporterfarbstoff und 

Quencher in enger räumlicher Beziehung. Durch die enzymatische Spaltung der Verbindung durch die 

Polymerase wird diese Beziehung aufgehoben und das Signal des Reporterfarbstoffs kann detektiert werden. 
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Nach jedem PCR-Zyklus wird die Stärke des Fluoreszenzsignals gemessen und im 

sogenannten Amplification Plot (Abb. 8) gegen die Anzahl der Reaktionszyklen aufgetragen. 

Während der ersten Zyklen wird aufgrund der geringen Menge DNA und dem daraus 

resultierenden schwachen Reportersignal eine unspezifische Hintergrundfluoreszenz 

gemessen. Nach einigen Zyklen ist die Menge der amplifizierten DNA ausreichend um ein 

messbares Signal über der Hintergrundfluoreszenz zu erzeugen und es folgt über mehrere 

Zyklen eine exponentielle Zunahme der messbaren Fluoreszenz. In diesen Bereich wird nun 

für alle gemessenen Proben ein Schwellenwert ausgewählt (ca. das 10-20fache der 

Hintergrundfluoreszenz) und der dazugehörige Zyklus für jede Probe bestimmt, den 

sogenannten Threshold-Cycle (CT) . Je mehr cDNA anfangs in der Probe enthalten war, desto 

kleiner fällt der CT-Wert aus. Der Zusammenhang von cDNA Menge zu CT ist negativ binär 

logarithmisch, hat man die doppelte Menge cDNA in der Probe so fällt der CT-Wert um eins.  

 

Abbildung 8 Beispiel eines Amplification Plots. Die x-Achse zeigt die Anzahl der Zyklen, die y-Achse die Stärke 

des Fluoreszenzsignals der jeweiligen Probe. Jede Farbe repräsentiert eine Probe. Der Schwellenwert wird 

durch die horizontale Linie gekennzeichnet. So ist der Schwellenzyklus der Proben mit ca. 23 auszulesen. 

(modifiziert nach Taqman HT7900 Manual)
74
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Um mögliche Unterschiede in der Gesamt-cDNA Menge der Proben auszugleichen, wird 

zusätzlich die Genexpression eines house-keeping-Gens gemessen. House-keeping-Gene sind 

konstitutiv exprimierte Gene, die essentiell für die Funktion einer Zelle sind und daher einer 

geringen bis keiner Regulation unterworfen sind. Daher wurde die cDNA-Menge von MRP4 

auf die Menge der house-keeping-rRNA 18S normalisiert. 

Die Unterschiede der mRNA Menge in den verschiedenen Proben wurden mit der ΔΔCT-

Methode bestimmt. 

Die Messungen erfolgten auf 96-well Platten in Doppelbestimmung mit einer zusätzlichen 

Wasser-Kontrolle für jedes gemessene Gen.  

Primer-Sonden-Mix 20x 57,5 µl 

Curry Master Mix 1150 µl 

Aqua dest. 862,5 µl 

Taq Polymerase 8 µl 

Tabelle 16 Ansatz für qRT-PCR für 96 Proben 

Temperatur                                              Dauer 
95°C                                                       10min 1. Aktivierung Polymerase  

95°C                                                            15s 2. Auftrennung Doppelstränge 

60°C                                                         1min 3. Primer-Annealing + Elongation 

Tabelle 17 Cycler-Programm für qRT-PCR, Schritt 2 und 3 wurden 40x wiederholt 

 

4.2.3.14 Luciferase-Assay 

Zur Quantifizierung der transkriptionellen Aktivität eines Promoterfragments, welche 

Rückschlüsse auf die Regulation des zugehörigen Gens zulässt, wird häufig der Luciferase-

Assay verwendet. Grundidee ist dabei, das zu untersuchende Promoterfragment in die 

Promoter-Region eines Gens zu klonieren, dessen Transkript eine messbare Aktivität 

aufweist. Beim Luciferase-Assay ist es das Gen der Luciferase der nordamerikanischen 

Leuchtkäfer-Art Photinus pyralis, welche bei Vorhandensein des Substrats ein Leuchten 

erzeugt. Diese Lumineszenz kann dann gemessen und verglichen werden. 
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Die Reporter-Plasmide (s. 4.2.3.8), die Promoter und das Luciferase-Gen enthalten, werden 

zusammen mit Renilla-Plasmiden in humane Zellen transfiziert (s. 4.2.1.6). Die Renilla-

Plasmide enthalten ein anderes Luciferase-Gen - das der Seefeder Renilla reniformis - 

welches unter der Kontrolle eines Promoters steht, welcher in den meisten Zellen eine 

starke, kaum beeinflussbare Aktivität zeigt und somit als Kontrolle für die 

Transfektionseffizienz dient.  Damit man beide sequentiell in einer einzelnen Probe messen 

kann, gibt man nach Zugabe des Substrats für die Photinus-Luciferase und Messung der 

Lumineszenz einen Quencher, welcher diese zum Erliegen bringt und das Substrat für die 

Renilla-Luciferase, woraufhin deren Lumineszenz einzeln bestimmt werden kann.75 

Nach Behandlung und Ernte der Zellen (s. 4.2.1.6) wurden jeweils 20 µl der lysierten Zellen 

auf eine 96-well Platte aufgetragen. Zur Messung wurden auf ein Well 50 µl des Luciferase-

Substrats LARII gegeben und die Lumineszenz über 10 Sekunden gemessen und gespeichert, 

dann 50 µl des Quenchers und Renilla-Substrats Stop&Glo hinzupipettiert und wiederum 10 

Sekunden gemessen. Die Promoter-Aktivität ergibt sich aus dem Quotienten der Messwerte 

von Luciferase- und Renilla-Lumineszenz. 

 

 

Abbildung 9 Umsetzung der Substrate Luciferin und Coelenterazin durch die zugehörigen Luciferasen in das 

jeweilige, leuchtende Produkt, dessen Lumineszenz gemessen werden kann.
73

 

Photinus-Luciferase 

Renilla-Luciferase 
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4.2.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Datenauswertung erfolgte mittels GraphPad Prism v. 5.01 für Windows 

(GraphPad Software, San Diego California USA). Mussten zwei Gruppen miteinander 

verglichen werden, kam der Student’s t-Test zur Anwendung, bei drei oder mehr Gruppen 

der 1-way ANOVA mit anschließendem t-Test mit Bonferroni-Korrektur zum Vergleich der 

Subgruppen.  Einzige Ausnahme bildeten die Auswertung der mRNA-Daten, da durch 

Verwendung der ΔΔCt-Methode nicht von einer Gaußschen Normalverteilung auszugehen 

ist. So wurde bei zwei zu vergleichenden Gruppen der Mann-Whitney-Test verwendet, bei 

mehr als zwei der Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn-Test zum Vergleich der 

Subgruppen. 
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5. Ergebnisse 

5.1 Etablierung eines Luciferase-Testsystems für den MRP4-Promoter 

Erste Voraussetzung für die Untersuchung der transkriptionellen Regulation von MRP4 war 

die Etablierung des Luciferase-Systems zur quantitativen Bestimmung der Aktivität der 

proximalen Promoter-Region des ABCC4-Gens. Dazu musste diese Sequenz zuerst aus 

genomischer DNA mittels PCR, wie in 4.2.3.2 beschrieben, isoliert werden. Die ersten 

Primerpaare für die PCR wurden so gewählt, dass das ausgeschnittene DNA-Fragment in der 

5‘-untranslatierten Region des Gens, zwischen dem 47. nach und dem 1447. (Promoter-

Fragment 1) bzw. dem 2755. (Promoter-Fragment 2) Basenpaar vor der Sequenz des 

Translationstarts (ATG), lag und somit den proximalen Promoter des ABCC4-Gens beinhaltet 

(Abb. 11). Die PCR-Annealingtemperaturen lagen für das erste Fragment bei 72 °C, für das 

zweite bei 68 °C. 

 

Abbildung 10 5' UTR des ABCC4-Gens: verwendete Primer mit Lokalisation der Primer-Sequenzen und 

ausgeschnittene Promoter-Fragmente 

 

Abweichend von der Konsensus-Sequenz der genomischen DNA enthalten die gewählten 

Primer zwischen vier und sechs Basen, die als Erkennungssequenz für 

Restriktionsendonukleasen dienen (s. Tab. 5). 

Die amplifizierte DNA wurde darauf in den pGL3 basic Luciferase-Vektor, wie in Material und 

Methoden beschrieben, kloniert, die dabei verwendeten Restriktionsenzyme sind in Tab. 15 

verzeichnet. Zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung wurden die isolierten Plasmide im 

Doppelverdau mit den o.g. Restriktionsendonukleasen gespalten und per Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt (s. Abb. 12). Die entstandenen pGL3-Promoter-Konstrukte 
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werden im Folgenden pGL3-1447 (Promoter-Fragment 1) und pGL3-2755 (Promoter-

Fragment 2) bezeichnet. 

 

Abbildung 11 Ergebnis des Doppelverdaus der pGL3-Promoter Konstrukte nach Klonierung der Promoter-

Fragmente in den pGL3-basic Vektor. In der Mitte ist jeweils der Größenstandard mit Größenangaben. (1)  

Doppelverdau von pGL3-1447 mit HindIII und KpnI, der Vektor hat die erwartete Größe von ~4800 bp, das 

Insert von ~1500 bp; (2) Verdau von pGL-2755 mit SacI und KpnI, auch hier sieht man die erwarteten Banden 

bei ~4800 bp (Vektor) und ~2800 bp (Insert). 

 

Um eine genauere Betrachtung der einzelnen Regionen des MRP4-Promoters zu 

ermöglichen, wurden, ausgehend vom pGL3-1447 Plasmid, durch Spaltung mit 

Restriktionsendonukleasen, kleinere Fragmente des MRP4-Promoters isoliert und wiederum 

in den pGL3 basic-Vektor kloniert (s. Abb. 12/13). 

 

 

Abbildung 12 Schnittstellen der Restriktionsendonucleasen und resultierende pGL3-Vektoren. Neben der 

Position der Schnittstellen stehen die Namen der dort ansetzenden Enzyme. 



53 
 

 

Abbildung 13 Doppelverdau der klonierten pGL3-Fragmente (s. Abb. 9) mit den angegebenen 

Restriktionsenzymen. Links der Größenstandard bis 1000 bp. Die drei unterschiedlichen pGL3-Konstrukte 

tragen jeweils das Fragment richtiger Länge. 

 

Die Grundaktivität von pGL3-1447 und pGL3-2755 war dabei signifikant höher als die 

Aktivität des Leervektors pGL3-basic (5250±795% (pGL3-1447) bzw. 3430±945% (pGL3-2755) 

vs. 100±36,5%; n=3; p<0,0001)(Abb. 14) 

Zur Ausschaltung der Bindungsstellen bestimmter Transkriptionsfaktoren wurde die Sequenz 

im Reporter-Plasmid mittels Mutagenese verändert. Die dabei verwendeten Primer sind in 

Tabelle 13 aufgezeichnet. Der Erfolg der Mutation wurde mittels Sequenzierung bestätigt. 

 

Abbildung 14 Luciferase-Aktivität in HepG2-Zellen, nach Transfektion mit dem Leervektor pGL3-basic bzw. 

den Vektoren pGL3-1447 und pGL3-2755. (Mittelwert+SD; n=3; *** p<0,001) 
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5.2 Beeinflussung über AhR bzw. Nrf2 (OPZ/3-MC) 

Da MRP4 bei oxidativem Stress und unter cholestatischen Bedingungen in der Leber 

hochreguliert wird, ist eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren AhR (aryl hydrocarbon 

receptor) und Nrf2 (NF-E2 related factor 2) möglich.55 

Um die Fähigkeit der HeLa- und HepG2-Zelllinien diese beiden Proteine zu exprimieren 

nachzuweisen wurde mit cDNA beider Zellen eine PCR mit spezifischen Primern für die 

jeweiligen Transkriptionsfaktoren durchgeführt. Dabei konnten in beiden Zelllinien die cDNA 

für Nrf2 und AhR nachgewiesen werden (Abb. 15) 

 

 

Abbildung 15 Gelbild der PCR mit cDNA aus HeLa und HepG2-Zellen. Die sichtbaren DNA-Fragmente bei 275 

bp (Bild 1) bzw. 313 bp (Bild 2) sind aus der cDNA der beiden Proteine amplifiziert worden und sind somit ein 

Nachweis für das Vorhandensein der Transkriptionsfaktoren in beiden Zelllinien. 

 

Zur Stimulation der Transkriptionsfaktoren wurden HeLa- und HepG2-Zellen mit dem 

Schistosomizid Oltipraz (OPZ), einem potenten Aktivator von Nrf2 und 3-Methylcholanthren 

(3-MC), einem polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoff und somit Aktivator von AhR 

behandelt. Den Zellen wurde OPZ (50 µM) und 3-MC (1 µM) über 48h zugegeben und nach 

Ernte der Zellen wurde die MRP4-Expression mittels Western Blot bestimmt.  
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Hierbei ergaben sich bei Gabe von OPZ keine signifikanten Unterschiede gegenüber der mit 

dem jeweiligen Lösungsmittel behandelten Kontrolle in der MRP4-Expression in HeLa- (86,5 

±8,8% vs. 100±11,5%; n=3) und HepG2-Zellen (71,4±3,5% vs. 100±35,6%; n=3) (Abb. 16.1). 

Nach Behandlung mit 3-MC zeigte sich in der HepG2-Zelllinie eine tendenzielle (statistisch 

aber nicht signifikante) Reduktion von MRP4 (63,2±9,5% vs. 100±6,9%; n=3), in HeLa-Zellen 

signifikant weniger MRP4-Protein (41,2±2,7% vs. 100±11,3%; p<0,01; n=3) (Abb. 16.2). 

 

 

Abbildung 16 Proteingehalt aus Western Blots von HeLa- und HepG2-Zellen, nach 48h Behandlung mit OPZ 

(1) und 3-MC (2). Die Banden von jeweils exemplarischen Blots sind darüber dargestellt. (Mittelwert+SD; 

n=3; ** p<0,01) 
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Für den Luciferase-Assay wurden HepG2-Zellen mit dem pGL3-1447 Plasmid transfiziert und 

die Zellen nach 48h Behandlung mit 50 µM OPZ bzw. 1 µM 3-MC geerntet. Der Luciferase-

Assay ergab, dass OPZ die Luciferase-Aktivität signifikant erhöht (165,2±10,3% vs. 100±5,4%; 

p<0,001; n=4), 3-MC signifikant erniedrigt (29,2±0,9% vs. 100±6,8%; p<0,001; n=4) (Abb. 17). 

 

Abbildung 17 Luciferase-Aktivität in HepG2-Zellen, transfiziert mit dem pGL3-1447 Plasmid, nach 48h 

Behandlung mit 50µM OPZ bzw. 1µM 3-MC. (Mittelwert+SD; n=4; *** p<0,001) 

 

5.3 Beeinflussung durch Dexamethason 

Dexamethason kann als synthetisches Glukokortikoid u.a. über den Glukokortikoid-Rezeptor 

(GR) Einfluss auf die Transkription verschiedener Gene nehmen.76 

Die Western Blot Analyse von 48h mit 1 µM Dexamethason behandelten HeLa- und HepG2-

Zellen ergaben sowohl bei der HeLa- (96,1±13,3% vs. 100±12,8%; n=6) (Abb. 18.1) als auch 

bei der HepG2-Zelllinie (80,2±26,9% vs. 100±19,5%; n=3) (Abb. 18.2) keine signifikante 

Änderung im MRP4-Proteingehalt nach Behandlung. 

Auch die Analyse des Luciferase-Assays, auf Grundlage von mit pGL3-1447 transfizierten 

HepG2-Zellen, die ebenfalls einer 48h Behandlung mit Dexamethason unterzogen wurden, 
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zeigte keine nennenswerte Änderung in der Luciferase-Aktivität (85,2±7,9% vs. 100±8,5%; 

n=3) (Abb. 18.3). 

 

 

5.4 Beeinflussung durch Zytokine 

Zytokine, als Bestandteil des inflammatorischen Prozesses können auch einen großen 

Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von Proteinen ausüben. In der Leber 

beeinflussen sie u.a. die Expression verschiedener Transporter. 

Getestet wurde der Einfluss von IL-6, TNF-α und IFN-γ. Dazu wurden HeLa-Zellen 48h mit 

jeweils 10 ng/ml IL-6, TNF-α und IFN-γ behandelt. Die Western Blot Analyse ergab, dass sich 

die MRP4-Proteinexpression weder nach Behandlung mit IL-6 (151,1±42,1%), mit TNF-α 

Abbildung 18 Auswertung der Zellversuche nach 

48h Behandlung mit 1 µM Dexamethason. (1)+(2) 

MRP4-Proteinghalt aus Western Blot Analyse von  

HeLa- (1) und HepG2-Zellen (2). (Mittelwert+SD; 

n=3)    Darüber ist jeweils ein exemplarische Blot 

dargestellt. (3) Luciferase-Aktivität des pGL3-

1566 Konstrukts in HeLa-Zellen. (Mittelwert+SD; 

n=4)  
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(135,4±32,4%) noch mit IFN-γ (108,4±21,1%) signifikant gegenüber der Kontrolle 

(100±22,6%; jeweils n=3) unterschied (Abb. 19.1). 

Der Luciferase-Assay, durchgeführt mit HepG2-Zellen nach Transfektion mit pGL3-1447 bzw. 

pGL3-2755 und anschließender 48h Behandlung mit 10 ng/ml IL-6, zeigte bei beiden 

Konstrukten keine signifikante Änderung der Luciferase-Aktivität (100±4,2% vs. 100±2,1% bei 

pGL3-1447; 97,3±8,3% vs. 100±4,2% bei pGL3-2755; jeweils n=5) (Abb. 19.2). 

 

 

 

5.5  Beeinflussung durch Glucose 

Ein weiterer Ansatz, der getestet wurde, war der Einfluss verschiedener Glucose-

Konzentrationen auf die Expression von MRP4. Glucose kann über den 

Abbildung 19 Auswertung der Zellversuche nach 48h 

Behandlung mit IL-6, IFN-γ und TNF-α in der 

angegebenen Konzentration. (1) MRP4-Proteingehalt 

von HeLa-Zellen aus Western Blot Analyse. 

(Mittelwert+SD; n=3)  (2) Luciferase-Aktivität nach 

Transfektion von HepG2-Zellen mit den Konstrukten 

beider Längen. ( Mittelwert+SD; n=5) 
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Transkriptionsfaktoren Usf1 (Upstream stimulatory factor 1) direkt die Transkription 

verschiedener Proteine stimulieren.77 

Verglichen wurden HeLa- und HepG2-Zellen, die nach 24h Inkubation in Medium mit 22,5 

mM Glucose 48h mit 0 mM / 5 mM Glucose bzw. 22,5 mM Glucose behandelt wurden. 

 In der MRP4-Proteinexpression zeigte sich im Western Blot bei HeLa-Zellen kein 

signifikanter Unterschied, sowohl beim Vergleich zwischen 0 und 22,5 mM Glucose 

(100±11,1% vs. 126,2±43,1%; n=4), als auch beim Vergleich zwischen 5 und 22,5 mM Glucose 

(100±24,3% vs. 93,2±25,1%; n=4) (Abb. 20.1).  

Bei den HepG2-Zellen ergab sich in der Auswertung der Western-Blots ein ähnliches Bild. 

Beim Vergleich zwischen 0 und 22,5 mM Glucose (100±14,0% vs. 185,1±53,5%; n=4) und 

zwischen 5 und 22,5 mM Glucose (100±4,5% vs. 135,2±16,5%; n=4) zeigten sich zwar eine 

leichte Erhöhung von MRP4-Protein bei hoher Glucose, aber signifikante Unterschiede in der 

MRP4-Expression ergaben sich nicht (Abb 20.2). 

Auffallend war jedoch die abweichende Struktur der MRP4-Banden, und damit der 

wahrscheinlich unterschiedliche Glykosilierungsstatus von MRP4 bei Zellen, die mit 0 mM 

Glucose im Medium kultiviert wurden (Abb. 20.1 und 20.2). Bei Glucose-Mangel zeigte sich 

eine unvollständige Glykosilierung. 

Die Luciferase-Assays, durchgeführt mit HeLa- und HepG2-Zellen, transfiziert mit den pGL3-

1447 und -2755 Konstrukten und behandelt mit 5mM bzw. 22,5mM Glucose zeigten 

unterschiedliche Ergebnisse. Während in den HeLa-Zellen die Luciferase-Aktivität bei 

Transfektion mit pGL3-1447 signifikant sank (100±5,6% (5 mM) vs. 77,4±5,0% (22,5 mM); 

p<0,05; n=4), zeigte sie nach Transfektion mit pGL3-2755 keine signifikante Veränderung 

(100±9,6% (5 mM) vs. 122,3±7,2% (22,5 mM); n=4) (Abb. 21.1). 

Die Luciferase-Aktivität der behandelten HepG2-Zellen war sowohl beim pGL3-1447 

Konstrukt (100±2,6% (5 mM) vs. 60,6±1,9% (22,5 mM); p<0,001; n=5) als auch bei pGL3-2755 

(100±1,4% (5 mM) vs. 70,4±3,8% (22,5 mM); p<0,001; n=5) signifikant erniedrigt (Abb. 21.2). 
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Abbildung 20 MRP4-Proteingehalt von HepG2- (1) und HeLa-Zellen (2) aus Western Blot Analyse nach 48h 

Behandlung mit angegebenen Konzentrationen von Glucose im Medium. (Mittelwert+SD; n=4). Das Muster 

der MRP4-Bande im Western Blot weicht bei den Proben aus der Behandlung mit 0 mM Glucose von den 

anderen ab. Über den Graphen werden exemplarische Blots dargestellt. 
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Abbildung 21 Luciferase-Aktivität von, mit den angegebenen Plasmiden, transfizierten HeLa- (1) und HepG2-

Zellen (2) nach 48h Behandlung mit 5 mM bzw. 22,5 mM Glucose. (Mittelwert+SD; n=4; *** p<0,001;                

* p<0,05) 

 

5.6 Beeinflussung durch cGMP 

cGMP ist neben seiner wichtigen Rolle als Signalmolekül auch Substrat des MRP4-

Transporters. Aus diesen Gründen wurde versucht, den Einfluss von cGMP auf die Expression 

von MRP4 herauszufinden. Dazu wurde bei den Zellversuchen HepG2- und HeLa-Zellen 24h 

mit dem Zellmembran-permeablen Chloro-Phenyl-Thio-cGMP (cpt-cGMP) behandelt. 

Nach der Behandlung von HepG2-Zellen mit cpt-cGMP zeigte sich im Western Blot keine 

signifikante Veränderung der MRP4-Proteinexpression versus Kontrolle (111±7,6% vs. 

100±3,1%; n=3) (Abb. 22.1). 

Auch im Luciferase-Assay, durchgeführt in HeLa-Zellen, transfiziert mit pGL3-2755 wurde 

keine signifikante Änderung der Luciferase-Aktivität beobachtet (89,7±12,3% vs. 100±9,5%; 

n=5) (Abb. 22.2). 
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Abbildung 22 Auswertung der Zellversuche nach 24h Behandlung mit 250 µM cpt-cGMP. (1) MRP4-

Proteingehalt von HepG2-Zellen aus Western Blot Analyse. (Mittelwert+SD; n=3) (2) Luciferase-Aktivität nach 

Transfektion von HeLa-Zellen mit dem pGL3-2755 Reporterplasmid. (Mittelwert+SD; n=5) Über den Graphen 

werden exemplarische Blots dargestellt. 

 

5.7 Beeinflussung durch PMA 

12-Phorbol-13-Myristat-Acetat (PMA) ist ein Induktor der Proteinkinase C (PKC). Durch deren 

kurzfristige Aktivierung mit PMA lässt sich eine Internalisierung verschiedener 

Transportproteine, u.a. auch MRP4, erzielen.78 Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit 

überprüft, ob PMA auch langfristige Effekte auf die transkriptionelle Regulation von MRP4 

hat. 

Die Western Blot Analyse von HepG2-Zellen, welche mit 50 nM PMA über 24h und 36h 

behandelt wurden, ergaben eine nicht signifikante Reduktion des MRP4-Proteingehalts nach 

24h (79,8±6,0% vs. 100±6,0%; n=3) und eine signifikante Reduktion nach 36h (43,4±5,2% vs. 

100±12,6%; p<0,01; n=3) (Abb. 23.1). Bei Behandlung von HeLa-Zellen mit gleicher 

Konzentration PMA ergab sich auch nach 72h (135,8±22,2% vs. 100±34,7%; n=3) keine 

signifikante Änderung des MRP4-Proteingehalts (Abb. 23). 
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Abbildung 23 Proteingehalt von HepG2- (1) und HeLa-Zellen (2) aus Western Blot Analyse nach Behandlung 

mit 50 nM PMA bei angegebenen Inkubationszeiten (Mittelwert+SD; n=3; ** p<0,01) 

 

Die Luciferase-Assays, durchgeführt in HeLa-Zellen, zeigten hingegen eine signifikante 

Erhöhung der Luciferase-Aktivität gegenüber Kontrolle nach 24h Behandlung von, mit pGL3-

2755 transfizierten, HeLa-Zellen schon ab einer eingesetzten PMA-Konzentration von 10 nM, 

die sich auch nach Dosis-Steigerung bis auf 75 nM kaum veränderte. (203,0±13,1% (10nM) 

bzw. 211,1±7,6% (50nM) bzw. 230,0±17,7% (75nM) vs. 100±13,1%; p<0,01; n=5) (Abb. 24.1). 

Desweiteren ergaben die Luciferase-Assays von HeLa-Zellen, die nach Transfektion mit pGL3-

2755, mit 50 nM PMA mit unterschiedlicher Inkubationszeit behandelt wurden, keine 

Steigerung der Aktivität gegenüber Kontrolle nach 2h bzw. 6h, eine nicht signifikante 

Steigerung nach 12h und eine signifikante Steigerung nach 24h Inkubation (p<0,01; n=5). 

(101,8±10,6% (2h) bzw. 82,8±3,5% (6h) bzw. 163,2±7,0% (12h) bzw. 226,6±30,1% (24h) vs. 

100±20,9%) (Abb. 24.2). 

Eine Co-Inkubation von 50 nM PMA mit 1 µM des selektiven PKC-Inhibitors BIM-1 in, mit 

pGL3-1447 transfizierten, HeLa-Zellen zeigte einen Rückgang der Luciferase-Aktivität bis auf 

den Wert der Kontrolle (90,8±3,4% vs. 100±3,6%; n=5) (Abb. 24.3). 
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Da die Aktivierung der PKC pleiotrope Effekte im zellulären Stoffwechsel zeigen kann und 

somit auch auf die Normalisierung der Luciferase-Assays, wurde noch der Einfluss der 

Renilla-Vektoren als Normalisierung auf die Ergebnisse bei Behandlung mit PMA gezeigt. 

Dazu wurden HeLa-Zellen, neben der Transfektion mit pGL3-1447, mit den anderen zwei 

erhältlichen Renilla-Vektoren pRL-CMV mit dem Promoter des Cytomegalie-Virus und pRL-

SV40 mit dem SV40-Promoter, co-transfiziert. Es zeigte sich, wie bei der Co-Transfektion mit 

pRL-TK (350,3±33,3% vs. 100±7,9%; p<0,001; n=3), eine signifikante Steigerung der 

Luciferase-Aktivität bei Nutzung des pRL-SV40 Plasmids (379,4±21,5% vs. 100±4,3%; 

p<0,001; n=3), bei Co-Transfektion mit pRL-CMV konnte allerdings keine signifikante 

Änderung der Luciferase-Aktivität mehr nachgewiesen werden (134,0±29,4% vs. 100±10,9%; 

n=3) (Abb. 25). 

 

Abbildung 24 Auswertung der Luciferase-Assays 

von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-

2874 und Behandlung mit PMA. (1) Luciferase-

Aktivität nach 24h Behandlung bei angegebener 

Konzentration. (2) Luciferase-Aktivität nach 

Behandlung mit 50 nM PMA über die 

angegebenen Zeiträume. (3) Luciferase-Aktivität 

nach 24h Behandlung mit PMA bzw. Co-

Inkubation mit dem PKC-Inhibitor BIM-1. 

(Mittelwert+SD; n=5; *** p<0,001; ** p<0,01) 

n=5) 
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Abbildung 25 Luciferase-Aktivität von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-2755, Co-Transfektion mit den 

angegebenen Renilla-Plasmiden und Behandlung mit 50 nM PMA über 24h. (Mittelwert+SD; n=3; ** p<0,01) 

 

Außerdem wurden Luciferase-Assays mit den Deletionsmutanten pGL3-107, pGL3-451, 

pGL3-893 und dem kleineren Plasmid pGL3-1447 gemacht. Die mit diesen Plasmiden 

transfizierten HeLa-Zellen wurden 24h mit 50 nM PMA behandelt und die Luciferase-

Aktivität gegen unbehandelte Kontrolle gemessen. Dabei zeigte sich eine signifikante 

Änderung der Aktivität bei pGL3-107 (536,7±59,5% vs. 100±5,8%; p<0,0001; n=4), bei pGL3-

451 (437,5±42,8% vs. 100±5,7%; p<0,0001; n=4), bei pGL3-893 (272,4±18,2% vs. 100±12,5%; 

p<0,0001; n=4) und pGL3-1447 (295,4±16,0% vs. 100±6,7%; p<0,0001; n=4) (Abb. 26). 

 

Abbildung 26 Luciferase-Aktivität nach Transfektion mit den angegebenen Deletionsmutanten pGL3-107, 

pGL3-451, pGL3-893 und pGL3-1447 und Behandlung mit 50 nM PMA über 24h. (Mittelwert+SD; n=4) 
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Auf mRNA-Ebene zeigte sich in HeLa-Zellen, nach Behandlung mit 50 nM PMA über 24h bzw. 

48h, keine signifikante Erhöhung der MRP4 mRNA-Expression gegenüber Kontrolle 

(116,1±50% (24h) bzw. 164,2±92,8% (48h) vs. 100±39,5%; n=4) (Abb. 27).         

 

 

Abbildung 27 MRP4 mRNA-Expression von HeLa-Zellen nach Behandlung mit 50 nM PMA über die 

angegebenene Zeiträume. (Mittelwert+SD; n=4) 

 

5.8 Beeinflussung durch cAMP 

cAMP ist ein wichtiges Signalmolekül im menschlichen Körper und hat so Einfluss auf die 

Regulation vieler Proteine. MRP4 ist in vielen Zellen ein Efflux-Transporter für cAMP und 

somit wichtig für die cAMP-Homöostase. Es wurde nun untersucht, ob cAMP einen Einfluss 

auf die Expression des ABCC4-Transporters hat. Dazu wurde in den folgenden Zellversuchen 

das membranpermeable Dibutyryl-cAMP (db-cAMP) verwendet. 

In der Western-Blot Analyse von HeLa-Zellen, die mit 1 mM db-cAMP über 48h behandelt 

wurden, zeigte sich eine signifikante Erhöhung der MRP4-Protein Expression gegenüber 

Kontrolle (220,1±22,7% vs. 100±6,4%; p<0,01; n=10). Eine ähnlich signifikante Erhöhung 

konnte mit der Behandlung der Zellen mit 200 µM Isobutylmethylxanthin (IBMX), erreicht 

werden (307,5±83,6% vs. 100±3,4%; p<0,001; n=3) (Abb. 28). 
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Abbildung 28 MRP4-Protein Expression von HeLa-Zellen nach 48h Behandlung mit 1 mM db-cAMP bzw. 200 

µM Isobutylmethylxanthin über 48h bzw. zusätzlicher 30-minütiger Vor- und anschließender Co-Inkubation 

mit 25 µM PD98059 (ein MAPK/ERK-Inhibitor) (Mittelwert+SD; n=3; *** p<0,001; ** p<0,01). Über den 

Graphen werden exemplarische Blots dargestellt. 

Auch die Luciferase-Assays von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-2755 und 24h 

Behandlung mit 1 mM db-cAMP zeigten eine signifikante Erhöhung der Luciferase-Aktivität 

gegenüber Kontrolle (319,9±11,4% vs. 100±4,0%; p<0,001; n=16) (Abb. 29.1).  

Versuche mit verschiedenen Konzentrationen (500 µM, 1 mM, 2 mM) db-cAMP ergaben eine 

maximale Luciferase-Aktivität gegen Kontrolle bei einer Konzentration von 1 mM db-cAMP 

(331,1±29,4% (1 mM) gegenüber 188,9±12,1% (500 µM) bzw. 288,1±16,2% (2 mM) vs. 

100±6,5% (Kontrolle); n=4) (Abb. 29.2). 
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Abbildung 29 Auswertung der Luciferase-Assays von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-2755 und 24h 

Behandlung mit db-cAMP. Luciferase-Aktivität nach Behandlung mit (1) 1 mM db-cAMP (Mittelwert+SD;  

n=16 *** p<0,001) bzw. (2) db-cAMP mit angegebenen Konzentrationen (Mittelwert+SD; n=5; ** p<0,01; * 

p<0,05). 

 

Um auch bei der Behandlung von db-cAMP den Einfluss der Renilla-Normierung zu 

überprüfen wurden auch Luciferase-Assays von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-

2755 und Co-Transfektion mit den Renilla-Plasmiden pRL-SV40 und pRL-CMV und 24h 

Behandlung mit 1 mM db-cAMP durchgeführt. Dabei zeigte sich, wie bei der Co-Transfektion 

mit pRL-TK (s.o.) eine signifikante Steigerung der Luciferase-Aktivität gegen Kontrolle sowohl 

bei pRL-SV40 (797,4±43,4% vs. 100±4,3%; p<0,001; n=3) als auch pRL-CMV (251,8±33,6% vs. 

100±10,9%; p<0,05; n=3) (Abb. 30.1). 

Außerdem wurden Luciferase-Assays mit den Deletionsmutanten pGL3-107, pGL3-451, 

pGL3-893 und dem kleineren Plasmid pGL3-1447 gemacht. Die mit diesen Plasmiden 

transfizierten HeLa-Zellen wurden 24h mit 1 mM db-cAMP behandelt und die Luciferase-

Aktivität gegen unbehandelte Kontrolle gemessen. Dabei zeigte sich eine kleine, signifikante 

Änderung der Aktivität bei pGL3-107 (135,9±12,1% vs. 100±3,8%; p<0,05; n=5), eine kleinere, 

aber signifikante, Änderung bei pGL3-451 (194,7±18,0% vs. 100±6,1%;  p<0,01; n=5) und die 

volle signifikante Zunahme der Luciferase-Aktivität, wie bei Nutzung von pGL3-2755 

(273,6±11,6% vs. 100±9,6%; p<0,01; n=5), bei pGL3-893 (259,6±17,8% vs. 100±4,4%; p<0,01; 

n=5) und pGL3-1447 (240,9±9,6% vs. 100±3,9%; p<0,01; n=5) (Abb. 30.2). 
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Zur näheren Bestimmung der response elements auf dem Promoter wurden die, durch Site-

directed-mutagenesis, aus pGL3-1447 hergestellten Reporterplasmide pGL3-CREBmut, 

entstanden aus der Mutation zweier CREB Sequenzen (bei -280 bp bis -285 bp und -921 bp 

bis -926 bp) mittels der Primer CREB-mut1 und CREB-mut2, verwendet.  Über das CREB 

response element  werden klassischerweise PKA-vermittelte Effekte auf die Transkription 

von Genen bewirken. Nach Transfektion mit den jeweiligen Plasmiden, wurden HeLa-Zellen 

24h mit 1 mM db-cAMP behandelt. Die Luciferase-Assays ergaben eine Steigerung der 

Aktivität gegenüber unbehandelter Kontrolle bei pGL3-CREBmut (246,5±13,8% vs. 100±7,7%; 

p<0,01; n=5), die sich nicht vom Wildtyp-Plasmid pGL3-1447 (268,0±23,1% vs. 100±7,7%; 

p<0,001; n=5) unterschied. 

Abbildung 30 

Auswertung der 

Luciferase-Assays von 

HeLa-Zellen nach  

Behandlung mit 1 mM 

db-cAMP über 24h. (1) 

Luciferase-Aktivität 

nach Transfektion mit 

pGL3-2874 und Co-

Transfektion mit den 

angegebenen Renilla-

Plasmiden. 

(Mittelwert+SD;  n=3; 

*** p<0,001; * p<0,05) 

(2) Luciferase-Aktivität 

nach Transfektion mit 

den angegebenen 

Deletionsmutanten 

pGL3-107, pGL3-451, 

pGL3-893, außerdem 

mit pGL3-1447 und 

pGL3-2755 . 

(Mittelwert+SD; n=5;  

** p<0,01; * p<0,05) 
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Auch auf mRNA-Ebene zeigte sich in HeLa-Zellen, nach Behandlung mit 1 mM db-cAMP über 

48h, eine signifikante Erhöhung der MRP4 mRNA-Expression gegenüber Kontrolle 

(316,2±41,6%  vs. 100±15,2%; p<0,0001; n=3) (Abb. 31). 

 

 

Abbildung 31 MRP4-mRNA Expression von HeLa-Zellen nach 48h Behandlung mit 1 mM db-cAMP bzw. 

zusätzlicher 30-minütiger Vor- und anschließender Co-Inkubation mit 25 µM PD98059 (Mittelwert+SD; n=3; 

** p<0,01; * p<0,05). 

 

Um einen weiteren Einblick in die involvierten Signalwege zu bekommen wurden Inhibitoren 

verschiedener, von cAMP ausgehender, Signalwege, getestet. Im Einzelnen wurde KT5720, 

als PKA-Inhibitor, Wortmannin als PI3K-Inhibitor, SB203580 als p38-Inhibitor und PD98059 

als Erk1/2-Inhibitor verwendet.79 Für den Luciferase-Assay wurden HeLa-Zellen mit pGL3-

1447 transfiziert, 30 Minuten vor Gabe von db-cAMP mit den jeweiligen Inhibitoren 

vorinkubiert und anschließend 24h mit db-cAMP und Inhibitor inkubiert. Dabei zeigte sich 

bei der Co-Inkubation mit 25 µM PD98059 eine signifikante Reduktion der Luciferase-

Aktivität gegenüber alleiniger Behandlung (69,3±2,4% vs. 321,4±22,3%; p<0,0001; n=5), 

annähernd auf den Wert der unbehandelten Kontrolle (100±4,2%). Unter der Behandlung 

mit 10 µM KT5720 (381,6±41,9%), 100 nM Wortmannin (263,9±27,8%) und 10 µM SB203580 

(219,5±9,8%) zeigten sich keine signifikanten Änderungen (jeweils n=5) (Abb 32). 
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Auch im Western Blot, durchgeführt aus HeLa-Zellen nach 30 Minuten Vorinkubation mit 25 

µM PD98059 und 48h Inkubation mit ebendiesem und 1 mM db-cAMP, zeigte eine 

Reduktion unter PD98059 gegenüber alleiniger db-cAMP-Behandlung (132,4±20,1% vs. 

220,1±22,7%; n=3) (Abb 28). 

Die mRNA-Expression reduzierte sich in HeLa-Zellen, nach gleicher Behandlung, unter 

PD98059 signifikant gegenüber alleiniger db-cAMP Behandlung (117,4±23,5% vs. 

320,8±47,3%; p<0,05; n=6) (Abb 31). 

 

 

Abbildung 32 Luciferase-Assay von HeLa-Zellen nach Transfektion mit pGL3-1447 und 24h Behandlung mit 1 

mM db-cAMP bzw. zusätzlicher 30-minütiger Vor- und anschließender Co-Inkubation mit den angegebenen 

Inhibitoren. (Mittelwert+SD; n=5; *** p<0,001) 

 

5.9 Zusammenfassung der Versuche 

In der folgenden Tabelle (Tabelle 18) sind die Ergebnisse der Zellversuche auf Protein-, 

mRNA- und Transkriptionsaktivitätsebene zusammen gefassst. 
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HeLa-Zelllinie 

Substanz  Protein mRNA Luciferase 

3-MC - X - 

OPZ 0 X + 

Dexamethason 0 X 0 

Glucose 0 X (-) 

PMA 0 (+) ++ 

cpt-cGMP 0 X 0 

db-cAMP ++ ++ ++ 

 

HepG2-Zelllinie 

Substanz  Protein Luciferase 

3-MC 0 X 

OPZ 0 X 

Dexamethason 0 X 

Glucose 0 - 

Zytokine 0 X 

PMA - X 

db-cAMP X X 

 

Tabelle 18 Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellversuche auf Protein-, mRNA- und 

Transkriptionsaktivitätsebene. X steht für keine erhobenen Daten, 0 für keine signifikante Veränderung, 

(x)/(-) für eine tendenzielle Steigerung/Senkung, + / - für eine signifikante Steigerung/Senkung und ++ für 

eine hochsignifikante Steigerung/Senkung. 
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6. Diskussion 

Der MRP4-Transporter kann in einem weiten Spektrum an Geweben gefunden werden, u.a. 

der Leber, Niere, Nebenniere, Lunge, Prostata, im Gehirn, den Ovarien, dem Hoden, in 

Blutzellen, im Einzelnen Thrombozyten, Erythrozyten und Lymphozyten, in glatter 

Gefäßmuskulatur und in vielen Krebs-Zelllinien.80 Durch diese vielfältigen Möglichkeiten der 

Lokalisation und durch das breite Substratspektrum ergibt sich eine große Bandbreite an 

denkbaren Funktionen.  

In der Leber ist MRP4 eine wichtige Efflux-Pumpe für Xenobiotika und vermittelt einen 

Alternativweg für die Elimination von Gallensäuren bei Cholestase über das Blut, von wo sie, 

über das MRP4 in den Nieren, in den Urin zur Ausscheidung gelangen.16 Dieser Weg stellt 

einen Schutzmechanismus gegen die mögliche toxische Wirkung bei Akkumulation von 

Gallensäuren dar. In der Niere ist MRP4 außerdem ein möglicher Kandidat für den Efflux von 

cGMP und somit für eine Rolle in der Regulation der Nierenfunktion.34 In der Nebenniere 

könnte MRP4 die Sekretion von Dehydroepiandrosterone 3-sulfat (DHEAS), dem am 

häufigsten in der Blutbahn vorkommenden Steroidhormon, vermitteln.14 Im Gehirn findet 

man MRP4 im Endothel der Kapillaren und in Astrozyten, was auf eine Beteiligung an der 

Blut-Hirn-Schranke hinweist.18 Eine ähnliche Rolle könnte MRP4 in Sertoli-Zellen des Hoden 

bei der Beteiligung an der Blut-Hoden-Schranke spielen.81 In Erythrozyten ist MRP4 ein 

möglicher Efflux-Transporter zur Regulation der cGMP-Homöostase bzw. des intrazellulären 

Glutathion-Gehalts und könnte die Sekretion von Mediatoren wie Prostaglandinen und 

Leukotrienen vermitteln.82–84 In Thrombozyten sind, neben einer Funktion bei der 

Speicherung von ADP in delta-Granula,  die Sekretion von Thromboxan A2 durch die 

Zellmembran und die aktive Eliminierung von Acetylsalicylsäure aus dem Intrazellular-Raum 

postuliert worden.26,84 

Um diese vielfältigen Funktionen bewerkstelligen und kontrollieren zu können, ist eine 

komplexe Regulation sowohl der Transkription als auch der posttranskriptionalen 

Mechanismen für MRP4, sehr wahrscheinlich.  Auf Basis einer Arbeit von Aleksunes et al., 

welche eine Reihe von Transkriptionsfaktoren mit möglichem Einfluss auf die MRP4-

Expression in humanen Lebern nennt, u.a. den Peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPARα), den Glucocorticoid-Rezeptor(GR), den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und den 

NF-E2 related factor 2 (Nrf2) und einer in silico-Analyse des ABCC4-Promoters, die 
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Decipherment of DNA Elements (DECODE) der Firma SA Biosciences, welche ebenfalls 

mögliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen aufzeigt, wurden Substanzen getestet, die 

über die so gefundenen Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Gen-Regulation aufweisen 

könnten (Abb. 33).85,86 

 

Abbildung 33 Vorhergesagte Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen aus dem DECODE-Programm. Die lila und 

blaue Linie korrespondieren ungefähr mit der Größe von pGL3-1447 und pGL3-2755. Markiert sind diejenigen 

Transkriptionsfaktoren, deren Bindungsstellen innerhalb dieser Konstrukte liegen.(modifiziert nach SA 

Biosciences Webpage) 
86
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Um die transkriptionelle Regulation im Rahmen dieser Arbeit untersuchen zu können wurde 

ein Luciferase-Assay für den ABCC4-Promoter etabliert. Neben den großen Fragmenten 

pGL3-1447 und pGL3-2755 wurden zur näheren Bestimmung aktiver Promoter-Regionen 

noch die Deletions-Mutanten pGL3-107, pGL3-451 und pGL3-893 erzeugt. Für eine weitere, 

nähere Untersuchung des Promoters könnten noch weitere, feiner abgestufte Fragmente 

hinzugefügt werden. 

Die Ergebnisse der Zellversuche mit den AhR-Agonisten 3-Methylcholanthrene (3-MC) und 

Nrf2-Aktivator Oltipraz (OPZ), bei denen zwar eine Erhöhung der Luciferase-Aktivität in 

HeLa-Zellen bei Behandlung mit 50 µM OPZ gezeigt werden konnte, allerdings keine Effekte 

auf die MRP4-Expression in HeLa- bzw. HepG2-Zellen und sogar eine Reduktion von 

Luciferase-Aktivität und Expression bei Behandlung mit 1 µM 3-MC in HeLa- und HepG2-

Zellen beobachtet wurde, stehen im Widerspruch zur Veröffentlichung von Xu et al., bei 

denen die Behandlung mit gleichen Konzentrationen der beiden Substanzen zu einer 

signifikanten Erhöhung sowohl der Luciferase-Aktivität eines ähnlich großen Promoter-

Fragments als auch der Protein-Expression in HepG2-Zellen führte.55 

Für Nrf2 konnte bereits nachgewiesen werden, dass es eine Rolle in der transkriptionellen 

Regulation von MRP4 in Mäusen und Ratten spielt.87 Acetaminophen z.B. als Nrf2-Aktivator 

erhöht die MRP4-Expression in der Leber von Mäusen.88 

Nrf2 ist ein bedeutender Transkriptionsfaktor für die zelluläre Redox-Homöostase.89 Inaktiv 

ist es im Zytoplasma über Disulfid-Brücken an das actin-kelchlike-ECH-associated protein 1 

(Keap1) gekoppelt. Gerät die Zelle unter oxidativen Stress werden diese Bindungen gelöst 

und Nrf2 transloziert in den Zellkern, wo es mit einem weiteren Protein, meist ein kleines 

Maf-Protein, ein Heterodimer bildet. Dieses Dimer kann an antioxidant-responsive elements 

(AREs) in den Promoterregionen mehrerer Gene, z.B. der NAD(P)H Quinon Oxidoreduktase 

(Nqo1) oder der UDP-Glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1), binden und somit deren 

Transkription stimulieren.90,91 

Auch eine Cholestase kann die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und somit zu 

oxidativem Stress in Hepatozyten führen.92 Eine Hochregulation von MRP4 könnte eine 

Möglichkeit für die Zelle darstellen, diesen oxidativen Stress, durch die Elimination der 

auslösenden Gallensäuren durch aktiven Transport in das Blut zu stoppen und somit einer 
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potentiellen Zellschädigung entgegenwirken. Diese Induktion von MRP4 konnte bereits in 

Ratten bei einer, durch eine Ligation der Gallengänge hervorgerufenen, obstruktiven 

Cholestase auf Protein-Ebene nachgewiesen werden, allerdings ohne signifikante 

Änderungen in der ABCC4-mRNA Expression, was auf posttranskriptionale 

Regulationsmechanismen hinweist.36 

 

Eine Behandlung mit Dexamethason führte in Hepatozyten aus Ratten zur erhöhten 

Expression von ABCC2/MRP2, auf ABCC3/MRP3 hatte sie dagegen keinen Einfluss. Die 

Induktion wird möglicherweise vom Glucocorticoid-Rezeptor vermittelt, jedoch könnte auch 

die Aktivierung des pregnane X receptors (PXR) eine entscheidende Rolle spielen.93–95 Die 

Zellversuche mit Dexamethason im Rahmen dieser Arbeit zeigten im Luciferase-Assay keine 

Aktivierung des proximalen ABCC4-Promoters in HeLa-Zellen. Zudem konnte weder in HeLa- 

noch HepG2-Zellen eine Steigerung der MRP4-Protein Expression nachgewiesen werden. 

Beide Zelllinien weisen sowohl den GR als auch den PXR auf, so dass der Schluss gezogen 

werden kann, dass diese beiden Transkriptionsfaktoren zumindest in den getesteten 

Zelllinien keinen Einfluss auf die Expression von MRP4 haben. 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass ein durch Streptozotocin induzierter Typ I Diabetes 

(STZID) in Mäuse mellitus einen Einfluss auf die Expression verschiedener Transportproteine 

in Leber und Nieren haben kann, darunter auch MRP4.96 Der Versuch zeigte eine signifikante 

Erhöhung der MRP4-mRNA in der Leber von Mäusen mit STZID gegenüber gesunden 

Kontrolltieren. In der Niere konnte eine - jedoch statistisch nicht-signifikante - Steigerung der 

MRP4-Expression gezeigt werden. Ein möglicher vermittelnder Faktor dieser Induktion der 

Transkription könnte der deutlich erhöhte Blut-Glucose-Spiegel der Tiere mit STZID sein 

(22,2±0,4 mM (STZID) gegen 7,1±0,3 mM (Kontrolle)). Zusätzlich fand sich bei der Analyse 

der proximalen ABCC4-Promoterregion eine mögliche Bindungsstelle für den 

Transkriptionsfaktor Upstream stimulatory factor 1 (USF1), dessen Protein in HepG2-Zellen 

unter Behandlung mit 22,5 mM Glucose in deutlich größeren Mengenn im Zellkern 

vorhanden ist.97 So könnte eine direkte Wirkung von Glucose auf die Transkription vermittelt 

werden.  Eine andere Möglichkeit ist eine Mediation über die AMP-aktivierte Proteinkinase 

(AMPK), welche in Mesangium-Zellen bei hoher Glucose verminderte Aktivität zeigt und 

dadurch eine vermehrte Translokation von USF1 in den Kern stattfinden kann.98 
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Die Zellversuche in HeLa- und HepG2-Zellen mit verschiedenen Glucose Konzentrationen 

ergaben in der Western-Blot Analyse sowohl beim Vergleich von 5 mM zu 22,5 mM und 0 

mM zu 22,5 mM D-Glucose eine leicht erhöhte MRP4-Protein-Expression bei der jeweils 

höheren Glucose-Konzentration. Dagegen zeigte sich die Promoter-Aktivität in den 

Luciferase-Assays bis auf eine Ausnahme in beiden Zelllinien signifikant erniedrigt.  Auch hier 

könnte diese Diskrepanz mit dem Einfluss posttranskriptioneller Mechanismen 

zusammenhängen. Einen weiteren Hinweis auf deren Rolle gibt das Bild des Western Blots. 

Hier sind die MRP4-Banden nach Behandlung mit 0 mM Glucose, also kompletter Glucose-

Depletion im Gegensatz zu dem normalen Bild einer einzelnen breiten Bande, zweigeteilt, 

mit einer breiteren Bande oberhalb des 180 kDa-Markers und einer schmalen unterhalb. 

Eine mögliche Erklärung könnte eine unterschiedliche Glykosylierung der in der Probe 

vorhandenen MRP4-Proteine sein. Dabei stellt die untere, schmale Bande die Fraktion der 

unglykosylierten Transporter, die breite das glykosylierte MRP4 dar. 

Ein weiterer wichtiger Faktor der Pathophysiologie bei Diabetes mellitus und eine andere 

Möglichkeit der Einflussnahme auf die Transkription, nämlich über Zytokine, ist die mit der 

Krankheit einhergehende chronische Entzündung. Es konnte bereits nachgewiesen werden, 

dass Zytokine einen Einfluss auf die Expression und Aktivität von Transportproteinen vor 

allem in der Leber haben. Es konnte gezeigt werden, dass TNF-α die mRNA-Expression 

verschiedener SLC Transporter, u.a. NTCP, OATP2B1, OATP1B1, OATP1B3, OCT1 und OAT2 in 

menschlichen Hepatozyten reduzieren kann.99 Bei den ABC-Transportern wurden die mRNA-

Expression von BSEP (ABCB11) in menschlichen Hepatozyten und von MDR1 (ABCB1), MRP2 

und MRP3 in HepaRG-Zellen durch TNF-α herunterreguliert, während es keinen Einfluss auf 

die BCRP(ABCG2)-mRNA zeigte.100 Trotz dieses negativen bzw. fehlenden Einflusses auf die 

mRNA-Expression erhöhte TNF-α interessanterweise die Protein-Menge von BCRP und MRP3 

in menschlichen Hepatozyten, was wieder auf eine posttranskriptionelle Regulation dieser 

Efflux-Transporter hinweist. 

Eine Behandlung mit IL-6 hatte in humanen Hepatozyten auch einen negativen Einfluss auf 

die mRNA-Expression der Transporter MDR1, MRP2 und BCRP, während MRP3 und BSEP 

unbeeinflusst blieben. Auf Protein-Ebene zeigt sich diese negative Regulation auch bei MRP2 

und BCRP, bei MRP3 hingegen war die MRP3-Proteinmenge hochreguliert, was auch hier 

eine posttranskriptionelle Regulation vermuten lässt.99 
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Um den Einfluss von Zytokinen auf die Expression von MRP4 zu überprüfen, wurden im 

Rahmen dieser Arbeit Zellversuche mit HeLa-Zellen durchgeführt. Dabei zeigten sich in der 

Protein-Detektion keine Unterschiede nach Behandlung mit jeweils 10 ng/ml IL-6, TNF-α und 

IFN-γ gegenüber unbehandelter Kontrolle. Der Einfluss von IL-6 wurde außerdem im 

Luciferase-Assay getestet, aber auch hier konnte keine Stimulation bzw. Hemmung der 

Promoter-Aktivität festgestellt werden. Wie die o.g. Studien zeigen, ist der Einfluss der 

Zytokin-Behandlungen abhängig von den gewählten Zelltypen. So ist es möglich, dass in 

anderen Zelllinien, z.B. HepaRG, oder auch primären Hepatozyten Zytokine durchaus einen 

Einfluss auf die MRP4-Expression zeigen können und die vorliegenden Ergebnisse nur auf die 

gewählte HeLa-Zelllinie bezogen werden sollten. 

cGMP spielt eine wichtige Rolle in vielen intrazellulären Signalwegen. Dazu wird es, nach 

Aktivierung durch ein Signal, z.B. durch Stickstoffmonoxid (NO), von Guanylat-Cyclasen aus 

GTP produziert und kann im Folgenden u.a. die Funktion der Phosphodiesterasen PDE2, 

PDE3 und PDE5 beeinflussen, was in Blut-Plättchen z.B. in einer Inhibition der Thrombozyten 

mündet.101,102 Der größte Signalweg läuft aber über die Aktivierung der cGMP-dependent 

protein kinase (PKG), welche durch Phosphorylierung ihrer Zielstrukturen die Zelle 

beeinflussen kann.  So führt die Aktivierung der PKG z.B. in Gefäßen zu einer Vasodilatation 

oder es kann Einfluss auf die Genregulation ausgeübt werden.103 Da cGMP zudem Substrat 

von MRP4 ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Regulation von MRP4 durch cGMP 

betrachtet. 

Weder im Luciferase-Assay, noch im Western Blot zeigten sich allerdings in HeLa- bzw. 

HepG2-Zellen, die mit dem membranpermeablen cGMP-Analog, Chlorophenylthio-cGMP 

(cpt-cGMP) behandelt wurden, Änderungen der transkriptionellen Aktivität des MRP4-

Promoters bzw. im MRP4-Proteingehalt.   

Ein weiterer wichtiger, intrazellulärer Signalweg mit vielfältigen Auswirkungen auf die 

Genregulation ist der Weg über die Protein-Kinase C (PKC), welche u.a. durch Diacylglycerol 

(DAG) und andere Lipide aktiviert werden kann und darauf durch Phosphorylierung einer 

großen Bandbreite von Zielproteinen Einfluss auf Proliferation, Apoptose, Differenzierung 

und viele weitere wichtige Zellfunktionen hat. Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass im 

Zellversuch durch kurzfristige Aktivierung der PKC durch den Phorbol-Ester Phorbol-12,13-

Myristat-Acetat (PMA) der Transporter Organic anion transporting polypeptide 2B1 
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(OATP2B1) von der Zellmembran in intrazelluläre Vesikel internalisiert wird und somit für 

den Transport nicht mehr zur Verfügung steht.78 Eine ähnliche Wirkung einer PMA-

Behandlung konnte unsere Arbeitsgruppe auch für den MRP4-Transporter nachweisen. 

(Bröderdorf et. al., unveröffentlichte Ergebnisse) In dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob 

die PKC neben diesen posttranskriptionellen Mechanismen, auch einen Einfluss auf die 

Transkription und die Expression von MRP4 hat. 

In den Luciferase-Assays ergab sich nach 24h Behandlung mit 50 nM PMA in HeLa-Zellen 

eine signifikante Erhöhung der Promoter-Aktivität. Diese Erhöhung konnte nach Inkubation 

über 2h, 6h nicht festgestellt werden, während nach 12h erste Veränderungen in der 

Aktivität festgestellt werden konnte. Dieser Einfluss auf die MRP4-Promoter-Aktivität konnte 

durch Vor- und Co-Inkubation mit dem PKC-Inhibitor BIM-I vollständig rückgängig gemacht 

werden. Da die PKC Einfluss auf sehr viele Proteine und Gene hat, und somit möglicherweise 

auch auf die Promotoren der als Normierung eingesetzten Renilla-Plasmide wurden diese 

Ergebnisse noch einmal unter Verwendung der anderen zur Verfügung stehenden Kontrollen 

überprüft. Dabei zeigte sich sowohl bei Verwendung der Renilla-Plasmide mit den 

Promotoren der Herpes simplex virus-Thymidin Kinase (HSV-TK), pRL-TK, und des Simian-

Virus 40, pRL-SV40, die bereits genannte signifikante Stimulation der MRP4-Promoter-

Aktivität, wenn auch unterschiedlichen Ausmaßes. Bei Verwendung von pRL-CMV, welches 

den Promoter des Cytomegalie-Viruses enthält, war diese Erhöhung nicht mehr zu 

beobachten. Durch diese Abhängigkeit der Messergebnisse des Dual-Luciferase-Assays vom 

gewählten Kontroll-Plasmid stellte sich die Frage der Validität der Ergebnisse der Versuche, 

die mithilfe der Normierung mittels pRL-TK gemacht wurden. So wurde berichtet, dass z.B. in 

HEK293-Zellen der Promoter der HSV-TK durch die Behandlung mit PMA induziert wird, 

eventuell durch die Kooperation mit E1A-Adenovirus Proteinen.13 Dieser Effekt war in den, in 

dieser Arbeit verwendeten, HeLa-Zellen nicht zu erwarten.104,105 Für den Promoter von pRL-

CMV hingegen gibt es Daten, gewonnen aus verschiedenen anderen Zellen, die dessen 

Stimulation nach Behandlung mit PMA zeigen.106 Bei der Betrachtung der kleineren pGL3-

Fragmente pGL3-107, pGL3-451 und pGL3-893 zeigten alle drei, wie pGL3-1447 eine 

signifikante Erhöhung der Luciferase-Aktivität. Dabei war das Ausmaß der Aktivierung 

gegenläufig zur Größe der Fragmente, pGL3-107 zeigte die höchste Aktivierbarkeit, pGL3-

1447 die niedrigste. Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass bereits im proximalen 
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Promoter (-107bp vor Transkriptionsstart) Elemente vorhanden sind, die die Erhöhung der 

transkriptionellen Aktivität von MRP4 bei PKC-Aktivierung vermitteln. 

Im Western Blot ergaben sich in den beiden gewählten Zelllinien unterschiedliche 

Ergebnisse. Während in der HepG2-Zellinie der MRP4-Proteingehalt mit zunehmender 

Inkubationsdauer (24h, 36h) in Bezug auf die Actin-Proteinlevel sank, zeigte sich in der HeLa-

Zellinie bei längerer Inkubation über 72h eine leichte, aber nicht signifikante, Erhöhung. 

Dabei auffallend war allerdings, dass sich die Morphologie der HepG2-Zellen unter 

Behandlung mit PMA deutlich veränderte. So zeigten diese im Gegensatz zu den 

unbehandelten Kontrollzellen, welche in einzelnen Zellkolonien wuchsen, ein konfluentes 

Wachstum. Das könnte auch die Ergebnisse in dieser Zelllinie erklären. Actin als integraler 

Bestandteil des Cytoskeletts, welches maßgeblich für die Form der Zelle verantwortlich ist, 

könnte dadurch auch Änderungen in der Expression unterworfen sein. Im Western Blot zeigt 

sich die Actin-Bande so auch nach Behandlung mit PMA deutlich verbreitert gegenüber 

unbehandelter Kontrolle. Die Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR zeigten nach 48h 

Behandlung mit 50 nM PMA eine leichte Steigerung der MRP4-mRNA Expression, allerdings 

konnte auch hier keine Signifikanz aufgezeigt werden.  

Im Ganzen ergaben sich bei der Auswertung der Daten zur Behandlung mit PMA durch die 

pleiotropen Effekte, die eine Aktivierung der PKC bedingen kann, immer Probleme mit der 

Interpretation der Daten hinsichtlich des Einflusses der Behandlung auf die gewählten 

Kontrollen. Zumindest waren für die Luciferase-Assays Daten über die Wechselwirkung von 

PKC-Aktivierung und Aktivierung der verschiedenen pRL-Promotoren zu finden und es 

konnte eine Auswahl der Normierung aufgrund derer getätigt werden. Auch wenn die 

Ergebnisse von Luciferase-Assay und Western-Blot bzw. Real-Time-PCR deutliche 

Unterschiede zeigen, die möglichweise durch eine posttranskriptionelle Modifikation 

bedingt sind, ist es sicherlich sinnvoll, weitere Experimente mit PMA durchzuführen. Eine 

genauere Analyse des Promoters, sowie eine Identifikation der response elements für die 

Aktivierung durch PKC steht ebenso aus wie der Einfluss auf die mRNA- und 

Proteinexpression in anderen Zelllinien. 

Ähnlich wie cGMP ist auch cAMP ein wichtiger second messenger in der intrazellulären 

Kommunikation und MRP4-Substrat. cAMP wird mithilfe der Adenylat-Cyclase (AC) aus ATP 

produziert und kann über seine Effektorproteine Protein Kinase A (PKA) und die exchange 
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protein activated by cAMP 1/2 (EPAC1/2), welche als Guanin-Austauscher an Rap-Proteinen 

fungieren, vielfältige Wirkungen an der Zelle auslösen.107 Außerdem kann cAMP auch direkt 

an bestimmte Ionen-Kanäle binden, die sogenannten cyclic nucleotide-gated (CNG) 

Kanäle.108 Die Elimination von cAMP aus dem Intrazellular-Raum übernehmen hauptsächlich 

die Phosphodiesterasen (PDE) durch Hydrolyse, aber dem Efflux von cAMP vermittelt durch 

Transportproteine, u.a. MRP4, wird, auch aufgrund der hohen Kompartimentalisierung der 

cAMP-Verteilung, eine immer größere Rolle zugesprochen.31 Aufgrund immer zunehmender 

Daten über die Bedeutung von MRP4 im cAMP-Stoffwechsel wurde im Rahmen dieser Arbeit 

der Einfluss von cAMP auf die transkriptionelle Regulation von MRP4 überprüft. Für die 

Zellversuche wurde dabei das membranpermeable cAMP-Analogon Dibutyryl-cAMP (db-

cAMP) verwendet. 

Im Luciferase-Assay von HeLa-Zellen zeigte sich eine signifikante Steigerung der MRP4-

Promoter-Aktivität nach Behandlung der Zellen mit 1 mM db-cAMP über 24h, während bei 

einer Inkubation über 12h noch keine Änderung der Aktivität zu messen war. Wie bei den 

Versuchen mit dem PKC-Aktivator PMA wurde zusätzlich gezeigt, dass diese signifikante 

Steigerung der Luciferase-Aktivität unter Nutzung aller drei zur Verfügung stehenden Renilla-

Normierungen zu beobachten war. In der Literatur konnten außerdem keine Hinweise dafür 

gefunden werden, dass die Behandlung mit cAMP einen Einfluss auf die Expression von pRL-

TK/CMV/SV40 hat. Bei Untersuchung der Deletionsmutanten zeigte sich eine zunehmende 

Steigerung der Luciferase-Aktivität bei Behandlung mit cAMP gegenüber Kontrolle mit 

zunehmender Promoterfragmentlänge, von einer leichten Steigerung bei pGL3-107 zu einer 

größeren bei pGL3-451 bis zum Maximum bei Einsatz von pGL3-893. Danach zeigten die 

längeren Fragmente keine weitere Erhöhung der Aktivität. Diese Daten weisen darauf hin, 

dass die bei cAMP-Gabe involvierten response elements des MRP4-Promoters im Bereich bis 

-893 bp ab Transkriptionsstart zu finden sind. 

Ein möglicher Transkriptionsfaktor, welcher bei Erhöhung des cAMP-Spiegels und 

subsequentieller Phosphorylierung durch die Protein-Kinase A eine erhöhte Aktivität zeigt ist 

das cAMP-response element (CREB). Durch Analyse des Promoters konnten in der Sequenz 

des pGL3-1447 Reporters auch zwei korrespondierende response elements gefunden 

werden. Nach der funktionellen Ausschaltung der beiden Stellen durch site-directed-

mutagenesis zeigte sich im daran anschließenden Luciferase-Assay mit dem resultierenden 
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pGL3-CREBmut allerdings keine Veränderung in der Aktivierbarkeit des Promoters nach 

cAMP-Behandlung gegenüber dem Wildtyp-Plasmid. Somit ist es unwahrscheinlich, dass die 

beobachtete Stimulation der MRP4-Transkription unter cAMP durch CREB vermittelt wird. 

Als weiteren Ansatz zur genaueren Bestimmung der, für die Steigerung der 

transkriptionellen Aktivität, verantwortlichen Faktoren wurden die möglichen, von cAMP 

ausgehenden, Signalwege genauer angeschaut. Neben der Aktiverung der PKA, welche den 

Großteil der cAMP-vermittelten Effekte bedingt, kommt außerdem eine Vielzahl anderer, in 

diesem Zusammenhang weniger bedeutsamer Signalwege, in Frage. Dies sind unter anderem 

der Signalweg über die Phosphoinositit-3-Kinase (PI3K) und die Protein-Kinase B (PKB), der 

Pfad über Aktivierung von p38 und die Signalkaskade, welche ausgehend von einer 

Aktivierung von EPAC1/2 über Ras-related protein 1 und der mitogen-activated protein 

(MAP) Kinase MEK1 zu einer Aktivierung der extracellular-signal regulated kinase (Erk) 1 

bzw. 2 führt (Abb. 34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um die Einflüsse der Signalwege einzeln zu beurteilen wurden diese durch selektive 

Inhibitoren geblockt. Die PKA wurden mittels KT5720, PI3K mittels Wortmannin, p38 durch 

Abbildung 34 Intrazelluläre Signalwege ausgehend von cAMP und die mögliche Inhibitoren. 
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SB203580 und Erk1/2 durch PD98059 inhibiert. Es zeigte sich, dass die Erhöhung der 

Luciferase-Aktivität bei Inkubation mit 1 mM db-cAMP bei Co-Inkubation mit 25 µM 

PD98059 nicht mehr zu beobachten war, während die Verwendung der anderen o.g. 

Inhibitoren keine signifikante Änderung zeigten. Die Ergebnisse der Luciferase-Assays 

konnten auch auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden, auch hier gab es jeweils eine 

signifikante Steigerung der MRP4-Expression bei Behandlung mit db-cAMP und die 

erfolgreiche Inhibition dieses Anstiegs mittels Co-Inkubation mit PD98059. 

Die Aktivierung der Transkription durch das MRP4-Substrat cAMP könnte ein weiterer 

Hinweis darauf sein, dass MRP4 bei der cAMP-Elimination aus dem Intrazellular-Raum eine 

größere Rolle spielt. Die Ergebnisse von Sassi et al., welche MRP4 durch die Regulation 

intrazellulärer cAMP-Spiegel eine wichtige Rolle in der Proliferation und Regulation glatter 

Muskelzellen im kardiovaskulären System zusprechen, zeigen, dass das Ausschalten von 

MRP4 in MRP4-/--Knockout Mäusen die Ausbildung einer pulmonalen Hypertension 

verhindert.38,39 Die bisherige Pharmakotherapie dieses Krankheitsbildes beinhaltet PDE-

Inhibitoren wie Sildenafil, welche die cAMP-Spiegel in der glatten Gefäßmuskulatur anheben, 

damit einen antiproliferativen Effekt auf die glatten Muskelzellen vermitteln sollen und so 

das Remodeling der Gefäße, welches mit einem erhöhten Gefäßwiderstand einhergeht, 

verhindern. Gleichzeitig erhöht jedoch der Einsatz von PDE-Inhibitoren die Expression von 

MRP4, entweder durch die Erhöhung der cAMP-Spiegel oder durch andere Effekte, was dem 

eigentlichen therapeutischen Ziel entgegenläuft. MRP4 könnte somit in Zukunft ein 

wichtiges Target in der Pharmakotherapie der pulmonalen Hypertonie darstellen, wobei 

Kenntnisse über die Regulation des Transporters von Nutzen sein können.  

Anschließende ergänzende Versuche aus der Arbeitsgruppe zeigten, dass die im HeLa-

Zellmodell erlangten Ergebnisse auch in glatten Gefäßmuskelzellen zu beobachten sind. 

Außerdem bestätigten weiterführenden Studien, dass der Signalweg für die transkriptionelle 

Aktivierung durch cAMP unter anderem EPAC und MAPK/ERK-Kinasen beinhaltet. Um 

mögliche weitere Signalwege zu identifizieren, ließe sich auf die ersten Ergebnisse aus den 

Versuchen mit den Promoter-Fragmenten verschiedener Längen und dem ersten Experiment 

mit der Punktmutation der CREB Konsensus-Sequenz aufbauen. 
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7. Zusammenfassung 

 

MRP4 (multi drug resistance protein 4) ist ein Transporter aus der ATP-binding-cassette 

Familie (ABCC4) und verfügt über ein sehr breites Substratspektrum. Dieses beinhaltet 

Xenobiotika u.a. Cephalosporine, Diuretika und Zytostatika sowie endogene Substanzen wie 

Gallensäuren, Steroide, Eicosanoide und auch Nukleotide, wie den second messenger 

zyklisches AMP (cAMP). MRP4 wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert u.a. in der 

Niere, in der Leber, im Gehirn, in Blutzellen und in vaskulären glatten Muskelzellen.  

Über die Regulation von MRP4 ist weniger bekannt, daher war es das Ziel dieser Arbeit die 

transkriptionelle Regulation von MRP4 näher zu betrachten. Zur Bearbeitung dieser  

Zielstellung wurde die Promoter-Region des ABCC4/MRP4-Gens in ein Luciferase-Reporter-

System kloniert. Anschließend wurde in Zellversuchen mit HeLa und HepG2-Zellen der 

Einfluss verschiedener Substanzen auf die Transkription von MRP4 untersucht. Zusätzlich 

wurde mittels Western Blot und quantitativer RealTime-PCR die Expression von MRP4 auf 

Protein- und mRNA-Ebene betrachtet. 

Keine bzw. nur geringe Effekte auf die Promoteraktivität wurden in den erwähnten Zelllinien 

u.a. nach Behandlung mit Glucocorticoiden, Zytokinen, cGMP, Nrf2-/AhR-Aktivatoren und 

unter dem Einfluss verschiedener Glucose-Konzentrationen beobachtet. Dagegen zeigte sich 

ein signifikanter Einfluss des zellulären cAMP-Spiegels. MRP4 vermittelt physiologisch einen 

Auswärtstransport von cAMP. Bei Inkubation mit dem membranpermeablen cAMP-Analogon 

Dibutyryl-cAMP zeigte sich eine signifikante Steigerung der Promoter-Aktivität von MRP4. 

Auch auf mRNA- und Protein-Ebene konnte eine signifikante Steigerung der Expression nach 

Behandlung mit cAMP detektiert werden. Durch Ko-Inkubation mit Inhibitoren der 

Proteinkinase A (PKA) und der Extracellular signal-regulated kinases 1/2 (Erk1/2)  konnte 

weiterhin gezeigt werden, dass dieser Effekt nicht über die PKA, dem häufigsten Effektor von 

cAMP, sondern über Erk1/2 vermittelt wird. 

Die Induktion von MRP4 durch cAMP, welches selbst Substrat des Transporters ist, könnte 

eine Art Feedback-Mechanismus darstellen und darauf hinweisen, dass MRP4 eine größere 

Rolle im zellulären cAMP-Stoffwechsel zukommt, als bisher angenommen. Der zelluläre 

Export stellt neben dem Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen einen alternativen 
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Mechanismus der Signalregulation dar, der entweder nur als Ventilmechanismus bei hohen 

cAMP-Spiegeln oder Zelltyp- und Kompartiment-abhängig möglicherweise auch als 

hauptsächlicher Eliminationsweg dient. MRP4 könnte somit neben der Inhibition der 

Phosphodiesterasen einen weiteren Angriffspunkt zur Erhöhung zellulärer cAMP-Spiegel z.B. 

im Rahmen der Therapie von Erkrankungen wie der pulmonalen Hypertonie  darstellen.  
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