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1  EINLEITUNG

1.1 Synthese und Transport löslicher lysosomaler Enzyme

Eukaryotische Zellen liefern ein hervorragendes Beispiel dafür, wie effiziente

Wiederaufbereitung in der Natur funktioniert. So sind diese Zellen in der Lage, die meisten

heterogenen Makromoleküle, die in der Zelle und in dem extrazellulären Raum entstehen

(z. B. Proteine, komplexe Kohlenhydratverbindungen, Lipide, Nucleinsäuren) in ihre

Bausteine zu zerlegen und daraus ohne Qualitätsverlust neue Produkte zu synthetisieren.

Die wichtigsten für den intrazellulären Abbau spezialisierten Zellorganellen sind

Lysosomen. Lysosomen sind membranumgebene Organellen, in denen eine Vielzahl

verschiedener saurer Hydrolasen angereichert sind. Die Funktionen der lysosomalen

Membran bestehen in der Aufrechterhaltung eines intralysosomalen sauren Milieus durch

ATP-getriebene Protonenpumpen, dem selektiven Transport von Abbauprodukten in das

Cytosol durch Transportproteine und dem Schutz cytoplasmatischer Strukturen vor

hydrolytischem Abbau.

Während die Mechanismen und Signale, die lysosomale Membranproteine zu ihrem

Bestimmungsort dirigieren, weitestgehend unbekannt sind, sind die Transportwege und

Sortierungsmechanismen neusynthetisierter, löslicher lysosomaler Enzyme besser

charakterisiert. Der Transport löslicher  lysosomaler Enzyme von dem Ort ihrer

Biosynthese zu den Lysosomen hängt wesentlich von der Erkennung und Bindung eines

für diese Enzyme spezifischen Mannose-6-Phosphat-Signals durch Rezeptoren ab [1].

Lösliche lysosomale Enzyme werden am rauhen Endoplasmatischen Reticulum (ER) mit

einer N-terminalen Signalsequenz synthetisiert, die zur Steuerung und Translokation durch

die ER-Membran erforderlich ist. Die Polypeptidketten werden kotranslational mit

Oligosacchariden an spezifischen Asparaginresten der Konsensussequenz N-X-T/S (X

steht für jede beliebige Aminosäure) versehen. Nach Prozessierung der Oligosaccharid-

ketten durch Abspaltung von drei Glucoseresten und einem Mannoserest gelangen die

lysosomalen Enzyme über Transportvesikel zu dem cis-Golgi Apparat, wo eine weitere

Prozessierung der Oligosaccharidketten vom mannosereichen zum komplexen Typ

stattfinden kann. Während Oligosaccharidketten vom komplexen Typ charakteristisch für
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sekretorische Proteine sind, findet man in lysosomalen Enzymen eher mannosereiche

Seitenketten [1]. Die Prozessierung der Oligosaccharidketten wird im trans-Golgi-

Netzwerk (tGN) durch Addition von Galactose- und Sialinsäureresten komplettiert [1] [2].

Ein entscheidender Schritt bei der Prozessierung der Zuckerketten löslicher lysosomaler

Enzyme ist die Bildung von Phosphomannosylresten an Oligosaccharidketten vom

mannosereichen Typ. Dabei erfolgt im cis-Kompartiment die Übertragung eines

Phosphoryl-N-Acetylglucosamin-Restes auf die Hydroxylgruppe am C6-Atom eines

Mannoserestes durch die UDP-N-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase. Anschließend

spaltet eine Phosphodiesterase (α-N-Acetylglucosamidase) den N-Acetylglucosamin-Rest

ab und erzeugt einen Mannose-6-Phospat-Rest (M6P). Die Phosphomannosylreste

ermöglichen die Segregation der neusynthetisierten lysosomalen Enzyme von der

sekretorischen Route im tGN durch Bindung an M6P-Rezeptoren (MPR). Die Ligand-

Rezeptorkomplexe werden in Clathrin-beschichtete Vesikel verpackt, die nach Verlust der

Clathrinhülle mit einem prälysosomalen/endosomalen Kompartiment fusionieren, wo es

aufgrund des sauren pH-Wertes zu der Dissoziation der Ligand-Rezeptorkomplexe kommt.

Während die lysosomalen Enzyme auf noch ungeklärte Weise ins Lysosom gelangen,

rezirkulieren die MPR zu dem tGN und stehen für neue Transportrunden zur Verfügung

[3].

1.2 Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren

Bis heute sind zwei MPR beschrieben, die beide am Transport löslicher lysosomaler

Proteine beteiligt sind und damit eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung der Integrität

der Lysosomen und ihrer Funktion besitzen. Die beiden Rezeptoren werden nach ihren

apparenten molaren Massen von 46 bzw. 300 kDa als MPR 46 und MPR 300 bezeichnet.

Der MPR 300, der wegen seiner Fähigkeit, den nicht-glycosylierten Insulin-ähnlichen

Wachstumsfaktor II (IGF II) zu binden, auch als M6P/IGF II-Rezeptor bezeichnet wird [4],

wurde erstmals von Sahagian 1982 isoliert. Da sich die Bindungsaffinität des MPR 46 zu

seinen Liganden im Gegensatz zum MPR 300 in vitro durch den Zusatz divalenter

Kationen steigern läßt [5] wird der MPR 46 auch als kationenabhängiger und der MPR 300

als kationenunabhängiger M6P-Rezeptor bezeichnet.

Beide Rezeptoren sind Typ I Transmembranproteine, deren luminale Domänen die

Liganden-Bindungsstellen enthalten, während hauptsächlich die dem Cytoplasma

zugewandten C-terminalen Domänen der Rezeptoren Signalstrukturen aufweisen, welche
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die intrazellulären Transportrouten bestimmen. Dabei wird die cytoplasmatische Domäne

des MPR 46 als hinreichend angesehen, während im Falle des MPR 300 zusätzliche

Signale im luminalen Bereich oder der Transmembrandomäne angenommen werden [6]-

[8].

Beide MPR zirkulieren konstitutiv sowohl zwischen tGN und Endosomen als auch

zwischen endosomalen Membranen und der Plasmamembran. Während der MPR 300

exogene, M6P-haltige Vorstufen lysosomaler Enzyme und IGF II an der Plasmamembran

bindet und nach Rezeptor-vermittelter Endocytose zu den Lysosomen dirigiert, bindet und

internalisiert der MPR 46 keine extrazellulären Liganden an der Plasmamembran [108].

Das Optimum der Ligandenbindung liegt in vitro bei dem MPR 300 zwischen pH 6,0-7,4

[5] und bei dem MPR 46 zwischen pH 6,0-6,3 [9], was Befunde unterstützt, wonach beide

Rezeptoren Liganden im tGN, aber nur der MPR 300 Liganden an der Plasmamembran

binden kann [9] [10].

Die subzelluläre Verteilung der MPR korrespondiert mit den Transportwegen lysosomaler

Enzyme [11]. Die Gesamtmenge der MPR verteilt sich zelltypspezifisch auf

Plasmamembran (3-20%), endosomale Membranen (40-60%) und tGN (20-40%) [12] [13].

In den Lysosomen konnten keine MPR nachgewiesen werden.

Aus Immundepletionsstudien schloß man, daß der MPR 46 eine untergeordnete Rolle für

die Sortierung lysosomaler Hydrolasen besitzt [108]. Neuere Untersuchungen an Rezeptor-

defizienten Mausfibroblasten zeigten jedoch, daß beide Rezeptoren unterschiedliche

lysosomale Hydrolasen mit unterschiedlicher Effizienz sortieren [14]-[17].

1.2.1 Der MPR 300

Der MPR 300 ist ein monomeres Glykoprotein und besteht aus vier strukturellen Domänen

von ähnlicher, Spezies-abhängiger Länge: einer N-terminalen Signalsequenz von 40-44

Aminosäuren, einer extracytoplasmatischen Domäne von 2264-2269 Aminosäuren, einer

Transmembrandomäne, die 23 Aminosäuren umfaßt und einer C-terminalen cyto-

plasmatischen Domäne von 164 Aminosäuren. Die extracytoplasmatische Domäne ist aus

15 Wiederholungseinheiten von jeweils 147 Aminosäuren aufgebaut, die untereinander

eine Homologie von 16-38 % besitzen. Von den 19 potentiellen N-Glycosylierungsstellen

in der luminalen Domäne werden mindestens zwei genutzt und tragen ca. 20-30 kDa zum

Molekulargewicht bei [18]. Der Rezeptor besitzt zwei M6P-Bindungsstellen in den
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Wiederholungseinheiten 1-3 und 7-9 der luminalen Domäne [19], wobei die Argininreste

435 und 1334 essentiell für die Bindung sind [20], und kann damit zwei Mol eines

monovalenten  oder ein Mol eines divalenten Liganden pro Mol Rezeptor binden [5].

Neben M6P-haltigen lysosomalen Enzymen bindet auch die inaktive Vorstufe des

transformierenden Wachstumsfaktors β1 (TGF-β1) über M6P-Reste an den MPR 300, was

als Voraussetzung für dessen Aktivierung angesehen wird [21]. Die Bindungsstelle für

IGF II umfaßt beim bovinen und humanen MPR 300 die N-terminalen Aminosäure (AS)-

Reste 1508-1566 der Wiederholungseinheit 11 [22] [23], während bei einigen Spezies wie

z. B. Huhn und Frosch diese Bindungsstelle fehlt [24] [25].

Zwei weitere Klassen von MPR 300-Liganden wurden beschrieben, deren Bindungsstellen

sich von den bekannten M6P/IGF II-Bindungsstellen unterscheiden [26] [27]. Einer dieser

Liganden, der Urokinasetyp-Plasminogen-Aktivator Rezeptor (uPAR), ist ein

Glykosylphosphatidyl-inositol-verankertes Zelloberflächen-Adhäsionsprotein, das an der

extrazellulären proteolytischen Aktivierung von Plasminogen und latentem TGF-β1

beteiligt ist. Es wird angenommen, daß die uPA-unabhängige Bindung an den MPR 300

die subzelluläre Verteilung von uPAR ändert und es zum Lysosom dirigiert. Bei dem

zweiten Liganden handelt es sich um Retinsäure, die das Zellwachstum während der

Embryo- und Onkogenese beeinflußt und nach Bindung an den MPR 300 eine

Umverteilung der Rezeptoren sowie der lysosomalen Protease Cathepsin B aus

perinucleären in endosomale Strukturen induziert [26] [28].

1.2.2 Der MPR 46

Der MPR 46 besteht aus vier strukturellen Domänen von Spezies-abhängiger Länge: einer

N-terminalen Signalsequenz von 21-28 Aminosäuren, einer extracytoplasmatischen

Domäne von 159 Aminosäuren, einer Transmembrandomäne, die 25 Aminosäurereste

umfaßt und einer C-terminalen cytoplasmatischen Domäne von 67 Aminosäuren. Die

extracytoplasmatische Domäne des MPR 46 besitzt Sequenzhomologien von 14-28 %  zu

den einzelnen Wiederholungseinheiten des MPR 300. Vier der fünf potentiellen

Glycosylierungsstellen der luminalen Domäne werden genutzt und die Oligosaccharid-

ketten machen etwa 40 % des Molekulargewichtes aus [29]. Der MPR 46 besitzt eine

M6P-Bindungsstelle [5] und kann als Mono-, Di- und Tetramer vorkommen [108] [30].

Dimere und Tetramere haben eine höhere Bindungsaffinität und stellen wahrscheinlich die



Einleitung

12

bindungsaktive Form dar. Es wird angenommen, daß ein Mol Homodimer des MPR 46 ein

Mol Oligosaccharid das zwei M6P-Reste trägt, in ähnlicher Art und Weise zu binden

vermag, wie ein Mol MPR 300 [18].

Dem MPR 46 wird bei der Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme  nur eine

geringe Bedeutung zugesprochen. Der Vergleich von Zellen, die defizient für den MPR 46

oder MPR 300 bzw. doppelt defizient für beide MPR-Rezeptoren waren, ergab, daß der

MPR 46 ca. 35-40 % der neusynthetisierten lysosomalen Enzyme zum Endosom

transportiert, während der MPR 300 auch in Abwesenheit von MPR 46 die Gesamtheit

neusynthetisierter lysosomaler Enzyme im tGN korrekt sortiert [31]. Außerdem werden in

MPR 46-überexprimierenden BHK- und Maus L--Zellen vermehrt lysosomale Enzyme

sezerniert [32], während die Blockierung der Ligandenbindungsstelle des MPR 46 in

diesen Zellen in einer verminderten Sekretion lysosomaler Hydrolasen resultierte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß der MPR 46 eine Rolle bei der Sekretion

neusynthetisierter lysosomaler Enzyme spielen könnte. Andere Gruppen [10] [33] wiesen

durch eine Überexpression des MPR 46 in Maus L--Zellen, die  defizient für den MPR 300

sind, eine verbesserte Sortierung lysosomaler Enzyme nach.

1.3 Signalabhängiger Transport von Mannose-6-Phosphat-

Rezeptoren

Für den gerichteten Transport der MPR entlang des Biosynthese- und Endocytoseweges

sind Signalstrukturen  (Tab. 1 und Tab. 2) verantwortlich, die hauptsächlich in den cyto-

plasmatischen Domänen der Rezeptoren lokalisiert sind. Diese Signalstrukturen können

mit Proteinen aus Cytosol oder Vesikelmembranen in Wechselwirkung treten, welche die

Konzentrierung der MPR in bestimmten Membranbereichen, Anlagerung von

Hüllproteinen, Abschnürung, Transport und Fusion MPR-haltiger Vesikel mit der

Zielmembran begünstigen. Diese Signalstrukturen wurden u.a. durch yeast-two-hybrid-

Analysen, Expressionsanalysen mutierter MPR und Plasmon-Resonanz-Bindungsstudien

unter Verwendung synthetischer MPR-Peptide getestet. Die in der cytoplasmatischen

Domäne des MPR 46 identifizierten Signalstrukturen sind in Tab. 1 dargestellt.
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Tab. 1: Identifizierte Signalstrukturen in der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46.

Angabe der Aminosäuren im Ein-Buchstaben-Code. AP=Adaptor-Protein, GGA=Golgi localized, gamma-
ear-containing, ARF-binding proteins.

Sequenz Modifikation Funktion Referenz

7AKGMEQF13

- Internalisierung

Bindung von AP-2

[34]

[35]

13FPHLAF18

- Internalisierung

Bindung von AP-2

[36]

18FW19 -

Endosomale Sortierung

für Rücktransport zum

tGN

Bindung von TIP 47

[37]

[38]

[100]

30C/C34 Palmitoylierung

Endosomale Retention [115]

[39]

34CRSKPR39

- Endosomale Retention [40]

Bindung von AP-1

Bindung von AP-3

[36]

[41]

Internalisierung

Bindung von AP-2

[36]45YRGV48 -

Basolateraler Transport

Bindung von AP-4

[42]

Bindung von AP-1

[43]

[44]57S Phosphorylierung

Endosomale Sortierung [45]

Bindung von AP-1

Bindung von AP-3

Bindung von GGA1 und

GGA3

[33]

[41]

[46]64LLPM67 -

Internalisierung [34]
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Fortsetzung Tab. 1

Sequenz Modifikation Funktion Referenz

C-terminales

Cluster saurer

Aminosäuren

Bindung von AP-2 und

AP-3

[47][48]

In der cytoplasmatischen Domäne des MPR 300 sind weniger Signalstrukturen bekannt als

in der des MPR 46. Bisher bestimmte Sequenzen der MPR 300-CD, welche die

intrazellulären Transportrouten des Rezeptors bestimmen, sind in Tab. 2 aufgeführt.

Tab. 2: Identifizierte Signalstrukturen in der cytoplasmatischen Domäne des MPR 300.

Angabe der Aminosäuren im Ein-Buchstaben-Code. AP=Adaptor-Protein, CK2=Casein Kinase 2,
GGA=Golgi localized, gamma-ear-containing, ARF-binding proteins, PKA= Protienkinase A.

Sequenz Modifikation Funktion Referenz

20S

Phosphorylierung

(PKA)

? [49]

Internalisierung

Bindung von AP-2

[50]

[51]

[52]24YKYSKV29 -

Bindung von AP-1

Bindung von AP-4

[53]

[42]

85S

Phosphorylierung

(CK2)

Sortierung am tGN

Bindung von TIP 35

[54]

[99]

123R...K136

- IGF-II induzierte

Bindung von Gi2

[55]

[56]

156S

Phosphoryliert

(CK2)

Sortierung am tGN

Bindung von TIP 35

[57]

[99]

161LLHV164

- Bindung von AP-1

Bindung von GGA1,

GGA2, GGA3

[53] [46]
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Fortsetzung Tab. 2

Sequenz Modifikation Funktion Referenz

C-terminales

Cluster saurer

Aminosäuren

- Bindung von PACS-1 [58]

1.3.1 Cytosolische Bindungspartner der Mannose-6-Phospat- 

Rezeptoren

1.3.1.1 Adaptorproteine

Bis heute wurden vier Adaptorproteine (AP-1-AP-4) beschrieben, die an der Sortierung der

MPR im tGN bzw. an deren Endocytose an der Plasmamembran beteiligt sind.

Die Verpackung der MPR in Clathrin-beschichtete Vesikel am tGN erfolgt unter

Beteiligung des Adaptorkomplexes AP-1, der aus vier Untereinheiten zusammengesetzt ist:

einem großen γ- und β1-Adaptin (100 kDa), einer mittleren µ1- (50 kDa) und einer kleinen

σ1- (20 kDa) Untereinheit [59]. Clathrin bindet an die β1- Untereinheit [60], wobei eine

Beteiligung der γ-Untereinheit wahrscheinlich erscheint [61]. Aus yeast-two-hybrid-

Analysen [62] geht hervor, daß die µ1-Untereinheit Tyrosin-haltige Internalisierungs-

sequenzen vom Typ (YXX∅ ) bindet, die in cytoplasmatischen Domänen endocytotischer

Rezeptoren gefunden wurden. Kürzlich wurde eine Interaktion der γ-Untereinheit des

AP-1-Komplexes mit Mikrotubuli beschrieben [63] wobei die Autoren eine Beteiligung

des Typ1-Mikrotubuli-Assoziierten-Proteins (MAP) für diese Interaktion in Erwägung

ziehen.

Die Defizienz von µ1-Adaptin bei Mäusen ist embryonal letal am Tag 13,5 pc [64], wobei

die eigentliche Todesursache noch ungeklärt ist. Die Defizienz von γ-Adaptin bei Mäusen

ist bereits am Tag 3,5 pc letal [65]. Die Autoren schließen auf eine essentielle Bedeutung

des γ-Adaptins für die Bildung des gesamte AP-1-Komplexes.
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In µ1-Adaptin-defizienten Mausfibroblasten sind die verbleibenden Untereinheiten des

AP-1 Komplexes nicht fähig, an die tGN-Membran zu binden. Außerdem konnte bei

diesen Fibroblasten eine Akkumulation der MPR in Endosomen beobachtet werden [64],

was vermuten läßt, daß AP-1 eine Bedeutung im retrograden Transport der MPR von den

Endosomen zum tGN zukommt. Polarisierte Nierenepithelzellen µ1-defizienter

Mausembryonen wiesen eine Bindung der γ-Untereinheit an Membranen auf, da diese

Zellen über eine spezifische Isoform des AP-1-Komplexes, der eine µ1B-Untereinheit

enthält, verfügen [66]. γ-Adaptin defiziente Blastocysten waren nicht fähig, zu

proliferieren [65].

Diese Befunde machen deutlich, daß AP-1 eine wesentliche Rolle am tGN oder Endosom

spielt und nicht von den anderen Adaptoren oder noch nicht identifizierten Proteinen

kompensiert werden kann.

Die Internalisierung der MPR durch Abschnürung Clathrin-beschichteter Vesikel an der

Plasmamembran erfolgt unter Beteiligung des Adaptorkomplexes AP-2, der aus vier

Untereinheiten besteht: einem großen α- und β2-Adaptin (100 kDa), einer mittleren µ2-

(50 kDa) und einer kleinen σ2-(17 kDa) Untereinheit  [67]. Die Funktion dieses Adaptors

wird in der Rekrutierung und Bindung von Clathrin und der Erkennung spezifischer

Signalstrukturen (Tab. 1 und Tab. 2) in der cytoplasmatischen Domäne der MPR und

andere Membranrezeptoren angesehen [68], wobei die µ2-Untereinheit in Wechselwirkung

mit den cytoplasmatischen Domänen zirkulierender Membranrezeptoren tritt und die β2-

Untereinheit an Clathrin bindet [69]. AP-2 defiziente Mäuse sind embryonal letal

(Dr. Peter Schu, Göttingen, persönliche Mitteilung).

Das Adaptorprotein AP-3 ist in den Transport zwischen tGN und Lysosomen/

Melanosomen involviert [41]. Melanosomen sind spezialisierte Organellen in

Melanocyten, in denen Pigmente synthetisiert werden und die bestimmte lösliche

lysosomale Proteine enthalten. Biochemische, morphologische und genetische Studien

erwiesen eine enge Verwandtschaft zwischen Melanosomen und Lysosomen [70].  AP-3

besteht aus vier Untereinheiten: einem großen δ- und β3-Adaptin (160 kDa), einer

mittleren µ3- (47 kDa) und einer kleinen σ3-(25 kDa) Untereinheit [71]. AP-3 ist am tGN,

einem peripheren endosomalen Kompartiment und an Lysosomen detektierbar [72] [71]

[73] [74]. Bei AP-3-defizienten humanen Fibroblasten konnte festgestellt werden, daß

lysosomale Membranproteine (lamp-1, lamp-2, limp-2, CD63) vermehrt über die
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Plasmamembran zirkulierten, ihre Verteilung im Gleichgewicht der Zelle war jedoch

überwiegend lysosomal [75]-[77]. Hefezellen, die für die einzelnen Untereinheiten des

AP-3-Komplexes defizient sind, weisen eine Fehlsortierung vacuolärer Hydrolasen

(Alkaline Phosphatase und Vam3p) auf, die direkt vom Golgi zu der Vacuole transportiert

werden. Hydrolasen (Carboxypeptidase Y), die über ein Endosomen-ähnliches

Kompartiment zu der Vacuole transportiert werden, wurden dagegen richtig sortiert [78]

[79]. Die Autoren nehmen an, daß der AP-3-vermittelte Transport direkt vom tGN  zu

Lysosomen/Vacuolen führt. Da AP-3 auch in peripheren endosomalen Kompartimenten

lokalisiert wurde [71]-[74] liegt die Vermutung nahe, daß AP-3-vermittelte

Transportrouten möglicherweise ein anderes endosomales Kompartiment als

Zwischenstufe haben als für den konventionellen Transport vom tGN zum Lysosom

beschrieben [46].

In der Ratte wurden zwei Isoformen dieses Proteins beschrieben, eine ubiquitär exprimierte

Form mit einer µ3A- und eine neuronale Form mit einer µ3B-Untereinheit [80].

Zur Aufklärung der Funktion des AP-3 haben natürliche Mutanten beigetragen, die bei

Drosophila melanogaster, Maus und Mensch bekannt sind und vor allem zu

Pigmentierungsdefekten führen [41]. Vier Drosophila-Mutanten mit Pigmentstörungen der

Augenfarbe sind beschrieben, garnet, ruby, carmine und orange, die Mutationen in den

Genen, die für die δ-, β3-, µ3- σ3-Untereinheit des AP-3-Komplexes codieren, aufweisen

[71] [81]-[84]. Zwei Mausmodelle, mocha und pearl, mit Mutationen in den AP-3 δ- und

β3-Untereinheiten sind bekannt [85] [86] die einer Form des Hermansky-Pudlak-Syndrom

(HPS) beim Menschen entsprechen [75] [86]. Mocha und pearl Mäuse sowie HPS-

Patienten weisen eine Akkumulation lysosomaler Enzyme und Defekte in der Synthese

und/oder Lagerung von Pigmenten auf. Knock-out-Mäuse, die für beide µ3-Untereinheiten,

die ubiquitäre µ3A- und die neuronale µ3B-Untereinheit, defizient sind, weisen den

gleichen Phänotyp auf wie für die natürlichen Mutanten beschrieben [87].

Das Adaptorprotein AP-4 wird ubiquitär in den meisten Organismen mit Ausnahme von

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und Saccharomyces cerevisiae

exprimiert. AP-4 ist ein Heterotetramer das aus vier Untereinheiten besteht: einem großen

ε- (140 kDa) und β4- (80 kDa) Adaptin, einer mittleren µ4- (50 kDa) und einer kleinen

σ4-(15 kDa) Untereinheit [88]. Aus yeast-two-hybrid-Analysen geht hervor, daß die µ4-

Untereinheit Konsensussequenzen vom Typ YXX∅  bindet [46], die auch in der

cytoplasmatischen Domäne der MPR zu finden ist. Immunfluoreszenzmikroskopische
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Analysen ergaben eine Lokalisation von AP-4 am tGN [88] [89], elektronen-

mikroskopische Analysen zeigten auch eine Assoziation von AP-4 mit Vesikeln, die nicht

Clathrin-beschichtet waren [88]. Bestätigt wurde dieser Befund durch die Beobachtung,

daß weder die ε- noch die β4-Untereinheit Clathrin-bindende Motive aufweisen [46]. Neue

Untersuchungen berichten von einer Beteiligung des AP-4-Komplexes am basolateralen

Transport von Proteinen in Epithelzellen [89]. So wurde in MDCK-Zellen, bei denen die

µ4-Adaptin-Menge auf 20 % reduziert worden war, mehrere basolateral sortierte Proteine

zu der apikalen Seite fehlsortiert [89].

1.3.1.2 GGAs

Kürzlich wurden drei neue humane Adaptor-ähnliche Proteine beschrieben (GGA1, GGA2

und GGA3 für Golgi localized, gamma-ear-containing, ARF-binding proteins), die mit den

MPR in Wechselwirkung treten [90]-[92]. GGAs sind Monomere, die aus vier Domänen

bestehen: einer N-terminalen VHS-Domäne (Vps27, Hrs und STAM, Lohi und Lehti,

1998), die als Erkennungsmodul für das Di-Leucin-Signal der MPR fungiert, einer GAT-

(GGA and TOM) Domäne, welche die Interaktion mit GTP-gebundenem ARF gewähr-

leistet und somit GGAs an der tGN-Membran verankert, einer hinge-Domäne, die putative

Motive für die Bindung von Clathrin aufweist und einer GAE (gamma-adaptin ear)-

Domäne, die γ-Synergin und Rabaptin 5 bindet, welche wahrscheinlich an der Bildung

GGA-haltiger Hüllen beteiligt sind. [46] [93] [94].

Yeast-two-hybrid-Analysen ergaben, daß die cytoplasmatische Domäne des MPR 300 mit

der VHS-Region der drei bisher bekannten GGAs in Wechselwirkung tritt, der MPR 46

hingegen nur mit der VHS-Domäne von GGA1 und, etwas schwächer, von GGA3

interagiert [93].

Kürzlich wurde die Interaktion von GGA1 und GGA2 mit der Vps10p-Domäne des sorLA-

Rezeptors beschrieben, die nicht anhand eines Di-Leucin- sondern eines ΨΨXX∅  Motivs

erfolgt (Ψ steht für D, E oder Phosphoserein, X für jede beliebige Aminosäure und ∅  für

eine hydrophobe Aminosäure) [95]. Die Kristallstruktur der VHS-Domäne von GGA1 im

Komplex mit einem MPR-Peptid läßt eine Super-Helix, bestehend aus acht α-Helices,

erkennen, wobei es zu elektrostatischen und hydrophoben Interaktionen zwischen den

α-Helices 6 und 8 und dem Di-Leucin-Motiv des MPR 300 kommt [96]. Analysen der

Kristallstruktur der VHS-Domäne von GGA3 läßt ebenfalls eine Super-Helix, bestehend
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aus acht α-Helices, erkennen. Die Autoren zeigten für beide MPR, daß die Di-Leucin-

Motive ihrer cytoplasmatischen Domänen an die 6. und 8. α-Helix der GGA3-VHS-

Domäne binden [97].

Immunfluoreszenzmikroskopische Studien ergaben, daß sowohl GGA1 und GGA2 [90] als

auch GGA3 [92] in perinucleären Strukturen, welche dem tGN entsprechen, lokalisiert

sind.

Es wird vermutet, daß GGAs an der Sortierung intrazellulärer Ligand-Rezeptor-Komplexe

von tGN zu den Endosomen beteiligt sind [98].

In Hefezellen wurden bisher zwei GGA-Proteine (GGA1 und GGA2, [90] [92]

beschrieben. Hefen, bei denen beide GGA-Gene deletiert waren, wiesen eine

Fehlsortierung vacuolärer Hydrolasen (CPY, PrA, ALP) und eine abnorme Morphologie

der Vacuole auf [98].

1.3.1.3 TIPs und PACS

Für die MPR sind neben den bereits erwähnten Interaktionspartnern Proteine beschrieben,

die mit den Signalstrukturen der cytoplasmatischen Domänen in Wechselwirkung treten.

So konnte die Bindung eines cytosolischen 35 kDa Proteins (TIP 35) unbekannter Funktion

an die von der Casein Kinase 2 phosphorylierten Serinreste der cytoplasmatischen Domäne

des MPR 300 gezeigt werden [99]. Die Interaktion mit zwei membranassoziierten 35 bzw.

91 kDa Proteinen (TIP 35-M und TIP 91-M) war dagegen unabhängig von der

Phosphorylierung des Rezeptors [99]. Außerdem wurde mit Hilfe von  yeast-two-hybrid-

Analysen ein weiteres Adaptorprotein identifiziert (TIP 47), das direkt mit dem

aromatischen Signal 18FW19 des MPR 46 und mit dem MPR 300 interagiert [100]. TIP 47

wiederum bindet an rab9 [101], das für den Rücktransport der MPR aus endosomalen

Strukturen zum tGN essentiell ist [100].

Ein weiteres cytosolisches Protein, PACS-1 (Phosphofurin Acidic Cluster Sorting

Protein-1), das zu der Gruppe cytosolischer �Connector�-Proteine gehört [58], bindet den

C-terminal lokalisierten Cluster saurer Aminosäuren in der cytoplasmatischen Domäne des

MPR 300 und dirigiert die Lokalisation des Rezeptors im tGN [58].
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2 ZIELSETZUNG

Am Transport neusynthetisierter lysosomaler Enzyme zum Lysosom sind zwei spezifische

Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR) beteiligt, die sich in der Art der Liganden, den

Eigenschaften diese zu binden und in der intrazellulären Verteilung voneinander

unterscheiden.

Für den gerichteten Transport der MPR entlang des Biosynthese- und Endocytoseweges

sowie für die entsprechenden Recyclingwege sind verschiedene Signalstrukturen

verantwortlich, die in den cytoplasmatischen Domänen der Rezeptoren lokalisiert sind.

Diese Signalstrukturen können mit cytosolischen Proteinen und mit Proteinen der

Vesikelmembranen in Wechselwirkung treten, welche die Anlagerung von Hüllproteinen,

die Abschnürung der Vesikel, den Transport und die Fusion mit Zielmembranen

begünstigen.

Bisher sind zwei Klassen an cytosolischen Proteinen  identifiziert worden, die mit den

MPR spezifisch in Wechselwirkung treten können: Die Adaptoren AP-1-AP-4 und die

Golgi localized, gamma-ear-containing, ARF-binding proteins (GGA1-GGA3). Diese

Proteinen sind vor allem an der MPR-beteiligten Vesikelbildung im tGN und an der

Plasmamembran involviert. Proteine, die für den Rücktransport vom Endosom zum tGN

oder Plasmamembran bzw. Retention im Endosomen verantwortlich sind, sind unbekannt.

Aus diesen Daten kann gefolgert werden, daß weitere cytosolische Proteine existieren, die

durch direkte Bindung an die cytoplasmatischen Domänen der MPR deren Transportrouten

und/oder Kinetik dirigieren.

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung  und Charakterisierung neuer cytosolischer oder

membranassoziierter Proteine, die mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46

interagieren. Zu diesem Zweck sollten cDNA-Banken mit dem yeast-two-hybrid-System in

der Hefe auf interagierende Proteine untersucht werden. Anschließend sollten durch

affinitätschromatografische Aufreinigung die Protein-MPR 46-Interaktionen auf Protein-

ebene in vitro verifiziert und ihre Bedeutung für den Transport der Rezeptoren und neu-

synthetisierter lysosomaler Enzyme an kultivierten Zellinien untersucht werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, analysenrein

verwendet.

Acrylamid 30 % / Bisacrylamid 0,8 % Roth, Karlsruhe

Agar Sigma, Deisenhofen

Agarose für DNA-Gelelektrophorese GIBCO/BRL,Eggenstein

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Serva, Heidelberg

Ampicillin Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau BioRad, München

Coomassie R, Serva Blue Serva, Heidelberg

DO-Zusatz für Hefemedien Clontech, Palo Alto, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt

Dithiotreitol (DTT) Serva, Heidelberg

Essigsäure Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethanolamin Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsäure-

Dinatriumsalz (EDTA)

Merck, Darmstadt

Ethylenglycol-bis-(β-aminoetylether)-

N-N-N´-N´-tetraessigsäure (EGTA)

Sigma, Deisenhofen

ECL-Reagenz (Super Signal) Pierce Rockford, IL, USA

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen

Ficoll 400 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Formaldehyd Merck, Darmstadt

Glucose Merck, Darmstadt

Glutathion-Agarose Sigma, Deisenhofen

Glycerol Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

(IPTG)

Sigma, Deisenhofen

Isoamylalkohol Merck, Darmstadt

Kaliumacetat (KAC) Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt

Kaliumcarbonat (K2CO3) Merck, Darmstadt

Kupferchlorid (CuCl2) Merck, Darmstadt

Lithiumacetat (LiAc) Merck, Darmstadt

Magnesiumacetat (MgAc) Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt

Natriumacetat (NaAc) Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Deisenhofen

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-

ethansulfonsäure (HEPES)

Serva, Heidelberg

N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

BioRad, München

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

Pansorbin Zellen, Standardisiert Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

Penicillin/Streptomycin-Lösung Sigma, Deisenhofen

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Serva, Heidelberg

Polyethylenglycol (PEG) 3.350 Sigma, Deisenhofen

Poly-L-Lysin Sigma, Deisenhofen

Saccharose Merck, Darmstadt

Silbernitrat (AgNO3) Merck, Darmstadt

Trichloressigsäure Merck, Darmstadt

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Darmstadt
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Triton X-100 Sigma, Deisenhofen

Tween 20 Serva, Heidelberg

3.1.2 Radioaktive Substanzen

[35S]-Methionin, 1000Ci/mmol Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

[125I]-Natriumjodid, trägerfrei in

NaOH-Lösung pH 7-11, 100 mCi/ml

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

3.1.3 Geräte

Analysenwaagen Typ AC 100 Mettler Waagen Giessen

Analysenwaagen Typ BP 2100S Sartorius, Göttingen

Brutschrank Innova 4230 New Brunswick Scientific, Nürtingen

DNA-Sequenzierer Typ

Mastercycler Gradient

Eppendorf, Hamburg

Drehrad für Eppendorfgefäße Eigenbau, Werkstatt der

Universität Göttingen

Drygalski-Spatel Schütt Labortechnik, Göttingen

Eismaschine AF 10 Scotsman

Elektrophoresekammern für Agarosegele BioRad, München

Elektrophoresekammern für

Polyacrylamidgele

Hoefer Scientific Instruments, USA

Filmentwicklungsmaschine

Modell Gevamatic 60

Agfa-Gevaert, Leverkusen

Gammastrahlenzähler, 1470 Wizard Wallac, Finnland

Gefrierschrank �80 °C New Brunswick, Edison

Geltrockner, Modell Gel Air Dryer BioRad Herkules, USA

Homogenisator Typ Tissue Tearor,

Model 985-370

Biospec Products, France

Heizblock Modell Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg

Inkubationsschüttler Modell G25 New Brunswick Sc., Edison

Magnetrührer Ika-Combimag Ret Janke & Kunkel, Staufen
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Mikroskope:

Phasenkontrastmikroskop, Modell ID 03 Zeiss, Oberkochen

Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 100 Zeiss, Oberkochen

Zusatzausstattung für das Axiovert 100:

DP 50-Kamera Olympus, Hamburg

Software: Analysis Soft Imaging System

Fluoreszenzfilter für das Axiovert 100:

Fluorochrom: Anregungsfilter: Farbteiler: Emissionsfilter:

FITC, Cy2 BP 450-490 FT 510 LP 515-565

Texas-Rot, Cy3 BP 546 FT 580 LP 590

Mikrowellenherd Bosch

Multipette, Combitips Eppendorf, Hamburg

Blot-System, Transphor Typ SE 600 Hoefer Scientific Instruments, USA

Netzgerät Standard Power Pack P25 Biometra, Göttingen

Netzgerät EPS 1001 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

pH-Meter Knick 647 Schütt, Göttingen

Photometer, Model RS 232 C Eppendorf Hamburg

Sterilbank HS 12 Heraeus Osterode

Sterilfilter Minisart NML Sartorius AG, Göttingen

Stickstoff-Einfriertank Typ Arpege 55 Air Liquide, Frankreich

UV-Handlampe (312 nm und 254 nm) Bachofer, Reutlingen

Ultraschall-Desintegrator Sonifier W-450 Branson Ultrasonic SA, Carouge-Geneve,

USA

Vakuum Konzentrator

Model Speed Vac SPD 111V

Vacuubrand, Wertheim

Vortex-Genie Bender & Hobein AG, Zürich

Wasserbad Typ HOR 7225 Köttermann, Häningsen

Zentrifugen

Minifuge GL Heraeus, Osterode

Eppendorf Kühlzentrifuge, Modell 5417 Eppendorf Hamburg

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf Hamburg
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Sorvall RC 5C PLUS Kendro Laboratory Products, Newtown,

Conneticut USA

Ultrazentrifuge Sorvall Discovery M120 Kendro Laboratory Products, Newtown,

Conneticut USA

Rotoren für die Minifuge:

F-45-30-11 Heraeus, Osterode

F-45-24-11 Heraeus, Osterode

Rotoren für die Sorvall-Zentrifugen:

SS-34 Eppendorf Hamburg

SLA-3000 Eppendorf Hamburg

Rotor für die Ultrazentrifuge

S 100 AT4 Kendro Laboratory Products, Newtown,

Conneticut USA

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Einfrierröhrchen Nunc, Wiesbaden

Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm2 Greiner, Nürtingen

Gewebekulturschalen, ∅  36 und 60 cm Greiner, Nürtingen

Glasperlen, säuregewaschen, ∅  425-600 µm Sigma, Deisenhofen

Immersionsöl 518 C Zeiss, Oberkochen

Linsenpapier MN 10 B Zeiss, Oberkochen

Nitrocellulose Blotting Membrane 0,2 µm Bio-Rad, München

Objektträger und Deckgläser Menzel Gläser

Röntgenfilme, XAR-5 Kodak, Stuttgart

Whatman GB002-Papier Schleicher & Schüll, Dasse

Whatman GB003-Papier, extra dick Schleicher & Schüll, Dassel

Zentrifugenbecher:

SS-34 Polypropylen Nalgene, München

JA-10 Polypropylen Nalgene, München
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3.1.5 Kits zur Bearbeitung von DNA und Proteinen

QIAquickgel Extraction Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Qiagen, Hilden

QIA Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

QIA Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

3.1.6 Plasmide und DNA-Standards

pAS2 Clontech, Palo Alto, USA

pACT2 Clontech, Palo Alto, USA

pGAD10 Clontech, Palo Alto, USA

pGBT9 Clontech, Palo Alto, USA

pLamin Clontech, Palo Alto, USA

pGEX 4T-1 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

DNA-Ladder GIBCO/BRL, Eggenstein

3.1.7 cDNA-Banken

Matchmaker® Humane Hirn-cDNA-Bank Clontech, Palo Alto, USA

Matchmaker® Rattenhirn-cDNA-Bank Clontech, Palo Alto, USA

3.1.8 Enzyme und Nucleotide

DNase I Merck, Darmstadt

dNTP-Set, ultrapure Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Lachssperma-DNA Sigma, Deisenhofen

Lysozym Merck, Darmstadt

Pfu-Turbo�-Polymerase Stratagene, La Jolla, USA

Phosphatase, alkalisch Roche Diagnostics, Mannheim

Restriktionsendonucleasen New England BioLabs, Bad Schwalbach

Taq-DNA-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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3.1.9 Proteine, Protease-Inhibitoren und Proteinstandards

Jodacetamid (JAA) Serva, Heidelberg

Leupeptin Biomol, Hamburg

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Serva, Heidelberg

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma, Deisenhofen

Rainbow�-coloured Protein-Standard Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Rinderserumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg

3.1.10 Bakterienstämme

Escherichia coli

DH5α

Genotyp: F´/endA1, hsdR17(rK
-,mK+),

supE44, thi-1, recA1, gyrA, (Na1r), relA1,

D(lacZYA-argF)U169, (j80lacZDM15)

Escherichia coli

HB-101

Genotyp: ∆(gpt-proA)62, leuB6, thi-1,

lacY1, hsdSB20, recA, rpsL20, (Strr), ara-

14, galK2, xyl-5, mtl-1, supE44, mcrBB

Escherichia coli

BL-21

Genotyp: F-, ompT,hsdS(rB
-, mB

-) gal (38,

39)

3.1.11 Hefestämme

Saccharomyces cerevisiae

HF7c

Genotyp: MATa, ura 3-52, his 3-200, ade 2-

101, lys 2-801, trp 1-901, leu 2-3, 112, canr,

gal 4-542, gal 80-538, URA3:GAL1-lacZ

Reportergen: lacZ, HIS3

Saccharomyces cerevisiae

SFY 562

Genotyp: MATa, ura 3-52, his 3-200, ade 2-

101, lys 2-801, trp 1-901, leu 2-3, 112, gal

4-542, gal 80-538, LYS2:GAL1-HIS3,

URA3: (GAL4 17-mere)3-CYC1-lacZ

Reportergen: lacZ
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3.1.12 Zellinien

Zellinie Beschreibung Referenz

BHK

MPR 46

BHK-21, stabil transfiziert mit der cDNA des

humanen MPR 46

[43]

BHK

MPR 300

BHK-21, stabil transfiziert mit der cDNA des

humanen MPR 300

Bresciani, zur Verfügung

gestellt

Glia C6 Ratten-Gliazellen ATCC Nr. CCL-107

L-MPR 46 Mausfibroblasten, defizient für murinen MPR 300,

stabil transfiziert mit der cDNA des humanen

MPR 46

[43]

Ltk-ASA Mausfibroblasten, defizient für die Thymidin

Kinase, stabil transfiziert mit der cDNA der

humanen ASA

[43]

SH-SY5Y Humane Neuroblastoma-Zellen Dr. D. Isbrand, ZMNH,

 Hamburg

3.1.13 Puffer, Medien und Lösungen

3.1.13.1 Medien zur Aufzucht von Bakterien und Hefen

Die verwendeten Puffer und Lösungen sowie die Medien für die Aufzucht von Bakterien

und Hefen wurden, gemäß den Instruktionen der Current Protcols in Molecular Biology

(2000) , Harvard Medical School angesetzt.
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3.1.13.2 Zellkulturmedien

Dulbeccos  (DMEM) GIBCO/BRL, Eggenstein

Glutamax GIBCO/BRL, Eggenstein

Fötales Kälberserum (FKS) GIBCO/BRL, Eggenstein

PBS für Zellkultur GIBCO/BRL, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin (10.000 U) Seromed/Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA-Lösung GIBCO/BRL, Eggenstein

3.1.14 Antikörper

3.1.14.1 Primärantikörper

VerdünnungAntigen Spe-

cies

S/

mab

Referenz

[125I] IF IPP WB

Adaptin γ,

Ratte

M mab Transduction

Laboratories

1:5000

Adaptin α,

Ratte

M mab Transduction

Laboratories

1:5000

Annexin3,

Human, Ratte

K S Prof. Dr.

Gercke.,

Münster

1:1000

Aktin,

Human, Ratte, Maus

Z S Santa Cruz

Biotechnology

1:500

ASA,

Human

K S [102] 1:500

Cathepsin D,

Maus

K S [103] 1:500

GGA3,

Human

K S [92] 1:500

MPR 46 (21-D3)

Human, Luminale Domäne

M mab [32] ca.300

cpm/µl
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Fortsetzung Primärantikörper

VerdünnungAntigen Spe-

cies

S/

mab

Referenz

[125I] IF IPP WB

MPR 46,

Human, Luminale Domäne

K S [104] 1:50

MPR 46,

Human, Luminale Domäne

Z S [104] 1:50

MPR 300,

Human, Luminale Domäne

K S Aus Labor-

beständen

1:50

MyosinVII,

Human

M S Prof. Dr.

Wolfrum,

Mainz

1:500 1:2000

Talin,

Human, Ratte

Z S Santa Cruz

Biotechnology

1:100 1:500

Tiam 1,

Human, Ratte

K S Santa Cruz

Biotechnology

1:100 1:500

Tubulin,

Human, Ratte

M mab Santa Cruz

Biotechnology

1:100 1:500

K: Kaninchen, M: Maus, Z: Ziege, mab: Monoklonaler Antikörper, S: Polyklonales Serum, IF: Immun-
fluoreszenz, IPP: Immunpräzipitation, WB: Westernblot

3.1.14.2 Sekundärantikörper

Kaninchen anti Ziege IgG, HRP-gekoppelt Dianova, Hamburg

Schaf anti Maus IgG, HRP-gekoppelt Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt Dianova, Hamburg

Kaninchen anti Ziege IgG, FITC-gekoppelt Dianova, Hamburg

Phalloidin, Texas-Rot-gekoppelt Dianova, Hamburg

Schaf anti Maus IgG, Cy3-gekoppelt Dianova, Hamburg

Schaf anti Maus IgG, FITC-gekoppelt Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen IgG, Cy2-gekoppelt Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen IgG, Cy3-gekoppelt Dianova, Hamburg
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3.2 Methoden

Standardmethoden, die hier nicht ausführlich beschrieben werden, wurden gemäß den

Instruktionen der Current Protcols in Molecular Biology (2000), Harvard Medical School,

durchgeführt.

3.2.1 Molekulargentische Methoden

3.2.1.1 Methoden zur Arbeit mit Hefezellen

3.2.1.1.1 Herstellung und Transformation kompetenter Hefezellen

LiAc/TE-Puffer: 100 mM LiAc

10 mM Tris/HCl pH 7,5

1 mM EDTA

PEG/LiAc/TE-Puffer: 40 % Polyethylenglycol 3.350

100 mM LiAc

10 mM Tris/HCl pH 7,5

10 mM EDTA

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 7,5

1 mM EDTA

Träger-DNA: 10 mg/ml Lachssperma-DNA, behandelt nach dem

Protokoll von Schiestl & Gietz (1989)

SD/-W-Medium: 6,7 g/l Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosäuren

0,62 g/l DO-W-Zusatz

2 % Glucose

ggf. 1 % Agar

SD/-WL-Medium: 6,7 g/l Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosäuren
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0,62 g/l DO-WL-Zusatz

2 % Glucose

ggf. 1 % Agar

SD/-HWL-Medium: 6,7 g/l Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosäuren

0,62 g/l DO-HWL-Zusatz

2 % Glucose

ggf. 1 % Agar

5-20 mM 3-Aminotriazol

Zur Identifizierung von Bindungspartnern der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46

wurde zuerst eine cDNA-Bank adulter Rattenhirne und anschließend eine adulte humane

Gehirnbank im yeast-two-hybrid-System (y2h) durchsucht. Um eine möglichst hohe

Transformationseffizienz zu erzielen, wurden die Hefezellen im ersten Schritt mit dem

Sonden-Plasmid (cytoplasmatische Domäne des MPR 46 in pGBT9) und in einem zweiten

Schritt mit dem Bank-Plasmid (im Vektor pACT2) transformiert.

6 ml YPD-Medium wurden mit einer Kolonie  S. cerevisiae HF7c angeimpft und 14-17 h

bei 30 °C und 220 rpm bis zu einer OD600 von 1,5 geschüttelt. Danach wurden 45 ml YPD-

Medium mit der gesamten Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,8-0,9

kultiviert. Die Hefesuspension wurde  5 min bei 1.000 x g zentrifugiert und zweimal mit

50 ml LiAc/TE-Puffer gewaschen, wodurch die Zellen chemisch kompetent gemacht

wurden (Ito et al., 1983). Das Pellet wurde in 2 ml LiAc/TE-Puffer resuspendiert. In einem

Eppendorfgefäß wurden 1 µg Plasmid-DNA und 100 µg Lachssperma-DNA gemischt,

100 µl kompetente Hefezellen dazugegeben und mit 700 µl PEG/LiAc/TE Puffer

vermengt. Dieser Ansatz wurde 45 min bei 30 °C und 220 rpm inkubiert, bevor ihm 88 µl

DMSO hinzugefügt wurden, wonach die Zellen für 7 min einem Hitzeschock bei 42 °C

unterzogen wurden. Nach rascher Abkühlung auf RT wurden die Hefezellen für 10 sec bei

14.000 rpm zentrifugiert und mit 1 ml TE-Puffer gewaschen. Anschließend wurde das

Pellet in 500 µl TE-Puffer resuspendiert. 100 µl und 200 µl wurden auf SD/-W-

Agarplatten ausplattiert und für 72 h bei 30 °C inkubiert.

Fünfzehn ml SD/-W-Medium wurden mit einer transformierten Hefekolonie angeimpft

und 24 h bei 30 °C 220 rpm geschüttelt. Anschließend wurden 200 ml SD/-W-Medium mit

der Vorkultur angeimpft und 24 h wie oben geschüttelt. Zuletzt wurden 800 ml YPD mit
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den 200 ml Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 >0,6 geschüttelt. Die

Hefesuspension wurde  15 min bei 1.000 x g zentrifugiert und 3 x mit 500 ml LiAc/TE-

Puffer gewaschen. Anschließend wurde des Hefepellet in 20 ml LiAc/TE-Puffer

aufgenommen. In einem Eppendorfgefäß wurden 300 µg Bank-Plasmide mit 20 mg

Lachssperma-DNA vermengt und der Hefesuspension zugefügt, zusammen mit 140 ml

PEG/LiAc/TE-Puffer. Dieser Ansatz wurde nach einer Inkubation von 40 min bei 30 °C

mit 17,6 ml DMSO versetzt und für 7 min bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen. Die

Hefezellen wurden 15 min bei 1.000 x g zentrifugiert, 2 x mit 200 ml TE-Puffer

gewaschen und anschließend auf  4 x 250 ml YPD-Medium verteilt. Danach folgte eine

Inkubation von 1 h bei 30 °C und 220 rpm. Anschließend wurden die Zellen geerntet,

10 min bei 1.000 x g pelletiert, 2 x mit 50 ml TE-Puffer gewaschen und zuletzt in 12 ml

dieses Puffers resuspendiert. Je 200 µl der Suspension wurden auf SD/-HWL-Agarplatten

(∅  15 cm) ausgestrichen, die aufsteigende Konzentrationen an 3-Aminotriazol (3-AT)

enthielten (5 mM, 10 mM, 15 mM und 20 mM) um primärpositive Transformanten mit

beiden Plasmiden zu selektieren und deren Interaktionsstärke zu ermitteln. Um die

Transformationseffizienz zu bestimmen, wurden  5µl und 10 µl des Transformations-

ansatzes auf SD/-WL-Platten ausplattiert. Die Effizienz wurde nach folgender Formel

bestimmt:

Kolonien/µg cDNA:

Anzahl der Kolonien x Gesamtvolumen (µl)

ausplattiertes Volumen x Verdünnungsfaktor x cDNA (µg)

Die Agarplatten wurden 4-6 Tage bei 30 °C inkubiert und die gewachsenen Kolonien

anschließend einem β-Galactosidase-Test unterzogen.

3.2.1.1.2 Bestimmung von ββββ-Galactosidase im Filtertest

Z-Puffer: 60 mM Na2HPO4 x 7 H2O

40 mM NaH2PO4 x H2O

10 mM KCl

1 mM MgSO4 x 7 H2O

X-Gal-Stammlösung: 49 mM 5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-β-D-Galacto-

pyranosid in N,N-Dimethylformamid
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X-Gal-Substratlösung: 100 ml Z-Puffer

1,67 ml X-Gal-Stammlösung

270 µl β-Mercaptoethanol

Primärpositive Transformanten wurden im β-Galactosidase-Filtertest auf die Expression

des lacZ-Reportergens hin untersucht. Dieses Gen katalysiert die Umsetzung des farblosen

X-Gal in ein blaues Chlor-Indigo-Produkt. Die gewachsenen Transformanten-Kolonien

wurden auf einen Whatman-Filter transferiert und für weitere 1-2 Tage auf neuen SD/-

HWL-Agarplatten + 3-AT kultiviert. Die Filter wurden anschließend abgezogen, für 10 sec

in flüssigen Stickstoff getaucht und bei RT wieder aufgetaut, um die Zellwände zu

permeabilisieren. In einer Petrischale wurde ein Whatman-Filter in 1,5 ml X-Gal-

Substratlösung getränkt, der aufgetaute Filter mit den Transformanten-Kolonien nach oben

darauf gelegt und bei 30 °C inkubiert. Die Farbentwicklung wurde bis zu 24 h beobachtet.

Positive Kolonien wurden von der ursprünglichen SD/-HWL-Agarplatte auf eine neue

Agarplatte übertragen.

3.2.1.1.3 Plasmidisolierung aus Hefekulturen

Lysispuffer: 100 mM NaCl

10 mM Tris/HCl pH 8,0

1 mM EDTA

2 % Triton-X 100

1 % SDS

Hefetransformanten wurden von SD/-HWL-Agarplatten gepickt, in 3 ml SD/-WL-Medium

transferiert und für 48 h bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. 1,5 ml dieser Kulturen wurden in

ein Eppendorfgefäß überführt, 1 min bei 14.000 rpm pelletiert und anschließend in 200 µl

Lysispuffer resuspendiert. Diesem Ansatz wurden 200 µl Phenol/Chloroform/Isoamyl-

alkohol (25:24:1) und 300 µg säuregewaschene Glasperlen hinzugefügt. Der Aufschluß der

Zellen erfolgte durch kräftiges Vortexen. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei

14.000 rpm wurde die wässrige Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die DNA

erneut mit Chloroform extrahiert. Aus dem Überstand wurde mit 2,5 Volumen Ethanol und

1/10 Volumen 3 M NaAc die DNA gefällt, bei 14.000 rpm pelletiert, mit 70 % Ethanol

gewaschen und anschließend in 20 µl A. bidest aufgenommen.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 DNA-Präzipitation mit Ethanol

Das Volumen der DNA-Lösung wurde bestimmt, die Konzentration auf 0,3 M  NaAc

eingestellt  und mit 2 Volumen Ethanol versetzt. Die Präzipitation erfolgte 20 min bei

�70 °C oder über Nacht bei �20 °C. Die DNA wurde durch eine Zentrifugation  für 10 min

bei 14.000 rpm gefällt, mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut 5 min zentrifugiert. Das

DNA-Pellet wurde anschließend bei Raumtemperatur (RT) getrocknet.

3.2.2.2 DNA-Extraktion mit Phenol, Phenol/Chloroform/Iso-

amylalkohol oder Chloroform

Die Extraktion von DNA mit Phenol, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) oder

Chloroform ist ein Standardmethode zur Entfernung von Proteinen  aus

Nucleinsäurepräparationen. Die zu extrahierende DNA-Lösung wurde mit einem Volumen

der oben genannten Lösungen gemischt und 3 min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde

abgenommen und die darin enthaltene DNA gefällt (3.2.2.1).

3.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

3.2.2.3.1 Photometrische Analyse

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer UV-Küvette gegen TE

bzw. Aqua bidest. Eine OD260 von 1 entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml

doppelsträngiger DNA und 31 µg/ml Oligonucleotiden.

3.2.2.3.2 Ethidiumbromid-Fluoreszenzmessung im Agarosegel

Diese Methode empfiehlt sich zur Konzentrationsbestimmung proteinhaltiger Lösungen.

In einem  1 %-igen Agarosegel (0,5 µg Ethidiumbromid pro ml) wurde ein Aliquot der zu

quantifizierenden DNA-Probe und in einer benachbarten Spur 400 ng einer λ-Phagen-

DNA, die mit der Restriktionsendonuclease Hind III verdaut worden war, aufgetrennt. Die

Fluoreszenzintensitäten der DNA-Probe und des Standards (die 2,3 kb Bande enthält

20 ng) wurden auf einem UV-Transilluminator verglichen und die DNA-Konzentration der

Probe abgeschätzt.
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3.2.2.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsansatz:

DNA

10* Puffer

(Hersteller)

Restriktions-

endonuclease ad A. bidest

x µg 2 µl 2*xU 20 µl

Für Restriktionsspaltungen wurden die vom Hersteller des Enzyms empfohlenen

Reaktionsbedingungen beachtet.

3.2.2.5 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

3.2.2.5.1 Herstellung chemokompetenter Zellen

Die Erzeugung chemokompetenter Bakterien E. coli DH5α und E. coli BL21 wurde gemäß

den Instruktionen der Current Protcols in Molecular Biology (2000), Harvard Medical

School durchgeführt.

3.2.2.5.2 Transformation chemokompetenter Zellen

100 µl kompetenter Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 ng Vektor oder einem Teil des

Ligationsansatzes gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock für

2 min bei 42 °C und weiteren 2 min auf Eis wurden 0,4 ml LB-Medium zugegeben und der

Ansatz 1 h bei 37 °C und 120 rpm geschüttelt. Ein Teil des Transformationsansatzes wurde

auf eine LB-Agarplatte, die 100 µg/ml Ampicillin enthielt, ausplattiert und über Nacht bei

37 °C inkubiert. Mit den erhaltenen Kolonien wurden 5 ml LB-Medium, die ebenfalls

100 µg/ml Ampicillin enthielten, angeimpft. Diese Vorkultur wurde für die Präparation der

Plasmide und zum Anlegen von Glycerolkulturen verwendet.

3.2.2.5.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Die Erzeugung elektrokompetenter Bakterien E. coli HB 101 wurde gemäß den

Instruktionen der Current Protcols in Molecular Biology (2000), Harvard Medical School

durchgeführt.
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3.2.2.5.4 Transformation elektrokompetenter Zellen

Elektrokompetente E. coli HB 101 wurden auf Eis aufgetaut. Pro Transformationsansatz

wurden jeweils 40 µl der elektrokompetenten Zellen mit 1 µl der aus Hefe isolierten

Gesamtplasmid-DNA in einer gekühlten Elektroporationsküvette gemischt. Die

Elektroporation der Zellen erfolgte bei einer Spannung von 2,5 kV, einer Kapazität von

25 µF und dem Widerstand von max. 200 Ω, wobei die Impulsdauer 5 ms betrug. Nach

einer einstündigen Inkubation der Bakterien in 0,8 ml SOC-Medium bei 37 °C wurden

diese für 3 min bei 5.000 g pelletiert und einmal mit TE-Puffer gewaschen. Das Pellet

wurde in 100 µl M9(-L)-Ampicillin-Medium aufgenommen, auf M9(-L)-Ampicillin-

Agarschalen ausplattiert und für 48 h bei 37 °C inkubiert. Da E. coli HB 101 für Leucin

auxotroph sind, konnten auf den Leucin-defizienten M9-Agarplatten nur Bakterien

wachsen, die das pGAD10-Plasmid mit dem LEU2-Marker enthielten.

3.2.2.5.5 Anlegen einer Glycerol-Kultur

Vorkulturen mit einer OD600 größer als 1 wurden mit 0,25 Volumen an 80 % Glycerol

versetzt und bei -80 °C gelagert. Aus einer Glycerolkultur kann direkt eine Vorkultur

angeimpft werden.

3.2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

3.2.2.6.1 Schnelle Isolierung kleiner Mengen

Puffer P1 50 mM Tris/HCl pH 8,0

10 mM EDTA

Puffer P2 0,2 M NaOH

1 % SDS

Puffer P3 3 M NaAc pH 4,8

Zur Isolierung kleiner DNA-Mengen wurde das Verfahren nach Birnboim und Doly [105]

angewandt.

3 ml LB/Ampicillin (100 µg/ml)-Medium wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und

über Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 1 min bei
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14.000 rpm wurde der Überstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 0,3 ml Puffer

P1 resuspendiert, durch Zugabe von 0,3 ml Puffer P2 aufgeschlossen und die Plasmid-

DNA durch Zugabe von 0,3 ml Puffer P3 renaturiert. Die denaturierten Proteine wurden

durch Zentrifugation  für 15 min bei 14.000 rpm sedimentiert. Der DNA-haltige Überstand

wurde in ein neues Eppendorfgefäß transferiert und mit 0,66 ml 2-Propanol bei RT

inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 30 min bei 4 °C und 14.000 rpm

zentrifugiert, das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in 30 µl TE-Puffer bzw.

Wasser aufgenommen.

Alternativ wurde die DNA mit Hilfe des Qiaprep Spin Plasmid Kits (Qiagen) aus einer

Bakteriensuspension von 1,5 ml, die über Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert worden

war, gewonnen. Dabei wurden die mitgelieferten Puffer verwendet und die Angaben des

Herstellers berücksichtigt. Die isolierte DNA wurde inTE-Puffer bzw. Wasser gelöst und

bei �20 °C gelagert.

3.2.2.6.2 Isolierung größerer Mengen

Größere Mengen bakterielle DNA wurden mittels des Plasmid-Midi-Kits (Qiagen)

gewonnen, wobei die mitgelieferten Puffer verwendet und die Angaben des Herstellers

befolgt  wurden. Die DNA wurde in TE-Puffer bzw. Wasser gelöst und bei �20 °C

gelagert.

3.2.2.7 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Größe wurden 1-2 % (w/v)

Agarosegele verwendet. Die erforderliche Agarosemenge wurde in TAE-Puffer (40 mM

Tris/HCl, pH 8,0; 2mM EDTA) aufgekocht und nach dem Abkühlen auf ca. 55 °C mit

Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 µg/ml). Die Proben wurden mit Ficoll-

Marker (0,05 % Bromphenolblau; 0,05 % Xylencyanol; 15 Ficoll) versehen und aufge-

tragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 3-4 V/cm durchgeführt. Durch

das in die DNA eingelagerte Ethidiumbromid wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht

als Bande sichtbar. Zur Dokumentation  wurde das Agarosegel auf dem UV-Trans-

illuminator mit einem Videosystem aufgenommen und ein Ausdruck des Bildes erstellt.
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3.2.2.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA wurde mit Hilfe des Qiaquick-Spin-Gel-Extraction Kits der Firma Qiagen nach

Anweisung des Herstellers aus Agarose oder Lösungen extrahiert. Gleichzeitig wurde

hierbei die DNA konzentriert.

3.2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Methode, um definierte  DNA-Fragmente zu

amplifizieren. Grundlage für diese Technik ist die Entdeckung und Isolierung einer

thermostabilen DNA-Polymerase des thermophilen  Bakteriums Thermophilius aquaticus

(Taq) von Saiki et al. [106].

Die PCR basiert auf drei Schritten, die für jede DNA-Synthese nötig sind:

•  Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstränge

•  Bindung von Oligonucleotid-Primern an beide Einzelstränge (Annealing)

•  Synthese der DNA ausgehend von den gebundenen Primern (Extension)

Durch die Verwendung der Taq-Polymerase können mehrere Zyklen dieser Schritte

durchlaufen werden, da dieses Enzym auch die extremen Denaturierungstemperaturen von

96 °C ohne Aktivitätsverlust übersteht. Das gewünschte Fragment wird exponentiell

amplifiziert, da neu synthetisierte DNA-Fragmente im nächsten Zyklus als Template

verwendet werden. Faktoren, die den Erfolg der PCR beeinflussen können, sind die

Auswahl und Konzentration der Oligonucleotid-Primer, die Qualität des Templates, die

Pufferbedingungen und die Zeiten und Temperaturen der Zyklusschritte.

Als Template wurde DNA verwendet, die mittels der DNA-Präparations-Kits der Firma

Qiagen isoliert worden war. Das dNTP-Set wurde auf 10 mM je Nucleotid verdünnt. Die

Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Thermocycler.

Folgendes PCR-Protokoll erwies sich als zuverlässig:

DNA-

Template

Primer

3´ und 5´

(50 pmol/µl)

dNTP

(10 mM je

Nucleotid)

10 x

PCR-Puffer

Taq-

Polymerase

(5U/µl) ad H2O

1 ng je 0,7 µl 4 µl 2 µl 0,5 µl 20 µl
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Bei jeder PCR wurden zwei Kontrollen mitgeführt. Es wurde jeweils eine Probe ohne

DNA-Template und eine ohne Oligonucleotid-Primer angesetzt.

PCR-Programm für den Thermocycler:

Denaturierung Annealing Extension

1` 94 °C 15`` 56 °C 1` 72 °C

Es wurden 30 Zyklen durchgeführt.

Nach erfolgter PCR wurde die amplifizierte DNA auf 4 °C abgekühlt.

3.2.2.10 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde im zentralen Servicelabor der

Universitäsklinik Eppendorf durchgeführt. Es wurde die Taq-Cycle-Sequencing Methode

des Herstellers (Applied Biosystem) angewandt, die auf der Methode nach Sanger et al.

[107] beruht. Statt radioaktiv markierter wurden jedoch fluorochrom gekoppelte

DidesoxyNucleotide eingesetzt. Dazu wurde das ABI PRISM Dye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction-Produkt der Firma Perkin Elmer verwendet.

Die Sequenzierreaktion wurde wie folgt durchgeführt:

DNA Premix Primer ad H2O

1 µg 8 µl 5 pmol 20 µl

Zur Sequenzierung wurden folgende Oligonucleotide als Primer eingesetzt:

Bezeichnung Leserichtung Sequenz, angegeben in Richtung 5`!3`

PB6 5`!3` TAC CAC TAC AAT GGA TG

PB7 3`!5` GTT GAA GTG AAC TTG CGG CG

DBD 5`!3` TCA TCG GAA GAG AGT AG
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Es wurden 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf)

durchgeführt, wobei folgendes Protokoll befolgt wurde:

Denaturierung Annealing Extension

10`` 96 °C 5`` 50 °C 4` 60 °C

Nach Abschluß der Reaktion wurde die Probe auf 4 °C abgekühlt. Die DNA wurde gefällt,

pelletiert und gewaschen (3.2.2.1).

3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Kultivierung von Zellinien

Immortalisierte Zellen wurden in DMEM  mit 10 % fötalem Kälberserum (FKS) und 1 %

Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 85 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 kultiviert.

3.2.3.2 Trypsinieren von Zellen

Der Zellrasen wurde mit PBS gespült, um Trypsininhibitoren des FKS zu entfernen. Nach

dem Absaugen des PBS wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin (0,05 % w/v)/EDTA(0,02 %

w/v) pro 25 cm2- Flasche für 2-5 min bei 37 °C inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde

durch Zugabe von FKS-haltigem Mediums gestoppt, die Zellen durch mehrfaches

Aufsaugen  mit einer Pipette vereinzelt und in der gewünschten Dichte ausgesät.

3.2.3.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Lösungen: 10 mM PBS

3 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS (w/v)

0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in PBS

50 mM NH4Cl in PBS

0,5 % Saponin in PBS

Sterile Deckgläschen wurden in eine 35 mm Gewebekulturschalen ausgesät und mit 200 µl

Poly-L-Lysin für 1 h bei 37 °C beschichtet. Anschließend wurden die Deckgläschen 3 x

mit PBS gespült.
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Circa 500-1.000 Zellen wurden auf den beschichteten Deckgläschen über Nacht gezüchtet.

Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen und anschließend mit 1 ml 3 % PFA für 40 min

bei RT fixiert. Danach wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und für mindestens

10 min mit 2 ml NH4Cl bei RT inkubiert, um überschüssiges Aldehyd zu entfernen. Durch

3 x Waschen mit PBS wurde die NH4Cl-Lösung entfernt. Anschließend wurden die Zellen

durch 3 x 5 min Saponin/PBS permeabilisiert. Da es sich bei der Permeabilisierung mit

Saponin um einen reversiblen Prozeß handelt, wurden alle nachfolgenden Schritte

ebenfalls in Saponin/PBS durchgeführt.

Die Deckgläschen, mit den Zellen nach oben, wurden auf einen Streifen Parafilm gelegt

und 50 µl der Antikörperverdünnung als Tropfen darauf pipettiert. Eine mit feuchtem

Filterpapier ausgekleidete Petrischale wurde als Verdunstungsschutz darüber gelegt. Die

Inkubation des Primärantikörpers erfolgte für 2 h bei RT. Im Anschluß daran wurden die

Zellen dreimal 5 min mit 1 ml PBS-Saponin gewaschen. Die Bindung der Fluoreszenz-

farbstoff gekoppelten  Sekundärantikörper erfolgte, wie für den Primärantikörper

beschrieben, für 1 h bei RT unter Lichtausschluß. Danach wurden die Deckgläschen 3 x

mit Saponin/PBS und dreimal mit A. bidest. gewaschen. Anschließend wurden die Zellen

in Glycerol-Gelatine (Sigma) eingebettet und bei 4 °C gelagert.

Für Colokalisations-Studien wurden die Zellen simultan mit den jeweiligen Primär-

antikörpern, die in unterschiedlichen Spezies generiert worden waren, inkubiert. Durch

geeignete Wahl der Sekundärantikörper konnten diese spezifisch dargestellt werden.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 der Firma Zeiss,

Oberkochen .

3.2.3.4 Metabolische Markierung von Zellen mit [35S]-Methionin

Hungermedium: DMEM ohne Methionin/ 0,1 % BSA

Pulse-Medium: DMEM ohne Methionin/ 0,1 % BSA

60-80 µCi/ml [35S]-Methionin

Chase-Medium: DMEM/ 0,1 % BSA/ ± Latrunculin A (5 µM)

Mannose-6-Phospat-Natriumsalz (10 mM)
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Konfluenten Zellen in einer 35 mm Gewebeplatte wurden mit PBS gewaschen und mit

700 µl  Hungermedium für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die

Zellen mit 700 µl Pulse-Medium für 1 h  bei 37 °C inkubiert und danach entweder sofort

abgeerntet oder für weitere 6 h bei 37 °C einem Chase in An- und Abwesenheit von

Latrunculin A (5 µM) unterzogen. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen 3 x

mit eiskaltem PBS gewaschen und abgeschabt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 1.000 x g

wurde das Pellet in Lysispuffer (3.2.3.5) resuspendiert. Vor und nach der Markierung der

Zellen wurden die Radioaktivität im Medium und die  proteingebundene Radioaktivität

durch Flüssigkeitsszintillationszählung und Trichloressigsäure-Fällung bestimmt. Die

Homogenate wurden zur Immunpräzipitation eingesetzt.

3.2.3.5 Immunpräzipitation von Cathepsin D und ASA

Lysispuffer

1 Teil Puffer A 50 mM Tris/HCl, pH 7,0

150 mM NaCl

0,8 Teile Puffer B 0,2 % SDS

10 %  BSA

Protease-Inhibitoren 1 mM EDTA in A. bidest.

1 mM PMSF in DMSO

1 mM JAA in A. bidest.

Neufeld-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,5

600 mM NaCl

0,1 % SDS

0,05 % NP-40

Immunomix IMM 1 % TX-100

0,5 % Na-Desoxycholat in PBS
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IMM/2 M KCl 1 % TX-100

0,5 % Na-Desoxycholat in PBS

2 M KCl

0,1 x PBS 15 mM NaCl

12 mM KCl

0,1 mM Na2HPO4/KH2PO4, pH 7,4

Pansorbin Staphylococcus aureus-Suspension

Pansorbin, gewaschen Staphylococcus aureus-Suspension, gewaschen nach dem

Protokoll von Lemansky et al. 1985

Das Medium der metabolisch mit [35S]-Methionin  markierten Zellen wurde abgenommen

und für 5 min bei 1.000 x g zentrifugiert, um nicht adhärente Zellen zu sedimentieren. Der

Überstand (700 µl) wurde in ein neues Gefäß überführt und mit 560 µl Puffer B versetzt.

Die Zellen wurden 3 x mit kaltem PBS auf Eis gewaschen, in PBS abgeschabt, für 5 min

bei 1.000 x g pelletiert und anschließend in 1 ml Lysispuffer aufgenommen. Die Zellen

wurden für 10 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, um nicht

solubilisierte Membran abzutrennen. Mit 2 µl des Zellüberstandes und 10 µl des

Mediumüberstandes wurde eine TCA-Fällung durchgeführt. Die Überstände wurden mit

1 µl Präimmunserum und 40 µl Pansorbin versetzt und 1 h auf dem Drehrad bei 4 °C

inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 2 min bei 14.000 rpm wurden die Überstände in

neue Gefäße überführt und erneut zentrifugiert, um Reste an Pansorbin zu entfernen. Die

Überstände wurden mit  Anti-Cathepsin D-Antiserum (1:500) bzw. Anti-ASA-Antiserum

(1:500) versehen und über Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Nach Zugabe von

50 µl gewaschenem Pansorbin und einer Inkubation für 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad

wurden die Immunkomplexe durch Zentrifugation für 2 min bei 14.000 rpm sedimentiert.

Die Pansorbinpellets wurden nacheinander mit jeweils 1 ml Neufeld-Puffer, IMM, IMM/

2 M KCl und 3 x 0,1 fach PBS gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurden die Pellets

resuspendiert, 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und die Überstände verworfen. Zuletzt

wurden die Pellets in 60 µl A. reduzierendem Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C
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gekocht und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurde durch SDS-PAGE

und Fluorographie analysiert.

3.2.3.6 Endocytose des jodierten MPR 46 Antikörpers 21-D3

Saurer Waschpuffer: 0,5 M NaCl

0,2 M HAc, pH 2,5

Um den Einfluß der Aktin-depolymerisierenden Droge Latrunculin A (Lat. A) auf die

Zirkulation des MPR 46 über die Zelloberfläche zu untersuchen, wurden konfluente BHK

MPR 46- bzw. SH-SY5Y-Zellen auf 35 mm Zellkulturschalen in An- und Abwesenheit

von Lat. A (5 µM) mit [125I]-21-D3 inkubiert. 21-D3 ist ein monoklonaler Antikörper

gegen die luminale Domäne des humanen MPR 46 und kann demzufolge an der

Plasmamembran internalisiert werden.

Die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen und anschließend mit 700 µl DMEM/

0,05 % BSA ± Lat. A (5 µM) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach 2 x Waschen mit PBS

wurden die Zellen mit 700 µl DMEM/0,05 % BSA ± Lat. A (5 µM), das ca. 200.000 cpm

[125I]-21-D3 enthielt, für 3 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium

abgenommen, die Zellen 5 x mit kaltem PBS auf Eis gewaschen und anschließend ober-

flächengebundene Antikörper durch zwei saure Waschschritte von 5 min entfernt. Nach

einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS abgeschabt und die

zellassoziierte Radioaktivität im γ-Counter gezählt. Der Proteingehalt des Zellextraktes

wurde bestimmt (3.2.4.1). Die Zellen wurde zentrifugiert und unter nicht reduzierenden

Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

3.2.3.7 Endocytose der jodierten Arylsulfatase A

Medium für

Vorinkubation: DMEM

0.05 % BSA

5 µM ± Latrunculin A
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Medium für

Endocytose: DMEM

0.05 % BSA

5 µM ± Latrunculin A

ca.300

cpm/µl [125I]-ASA

10 mM ± Mannose-6-Phosphat-Natriumsalz

Waschpuffer: 10 mM PBS

2 mM Mannose-6-Phosphat-Bariumsalz

Um die Spezifität des Effektes von Lat. A auf internalisierte Rezeptoren zu untersuchen,

wurde die Aufnahme des 125I-markierten lysosomalen Enzyms Arylsulfatase A (ASA)

unter gleichen Bedingungen wie für die [125I]-21-D3 Endocytose gemessen. Da der

MPR-46 keine M6P-haltigen Liganden internalisiert [108], wird die M6P-abhängige

Aufnahme der ASA ausschließlich von dem MPR 300 vermittelt. Nach Vorinkubation der

Zellen in An- und Abwesenheit von Lat. A (5 µM) wurde den Zellen Medium ± Lat. A

angeboten, das ca. 200.000 cpm [125I]-ASA enthielt. Die Endocytosezeit betrug 3 h bei

37 °C in An- und Abwesenheit des kompetitiven Inhibitors M6P-Natriumsalz (10 mM).

Anschließend wurde das Medium abgenommen, die Zellen 5 x mit kaltem PBS auf Eis

gewaschen und oberflächengebundene ASA durch 2 Waschschritte mit M6P-Bariumsalz

(2 mM) für 5 min entfernt. Die weitere Analyse erfolgte wie unter (3.2.3.6) beschrieben.

3.2.4 Biochemische Methoden

3.2.4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden in Doppelbestimmungen nach dem Protokoll von Lowry et

al. (1951) ermittelt.

3.2.4.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach

dem Protokoll von Laemmli [109] durchgeführt.
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3.2.4.3 Färbung von Proteinen

3.2.4.3.1 Anfärbung mit Coomassie-Blue

Die Anfärbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blue (0,05 %) wurde gemäß den

Anleitungen der Current Protcols in Molecular Biology (2000), Harvard Medical School

durchgeführt.

3.2.4.3.2 Silberfärbung

Die Silberfärbung von Proteinen in Gelen erfolgte nach dem Protokoll von Blum et al.

(1989).

3.2.4.3.3 Imprägnierung von Polyacrylamid-Gelen für die

Fluorographie

Bei der Imprägnierung von Polyacrylamid-Gelen mit PPO (Diphenyloxazol in DMSO)

zwecks Signalverstärkung wurde das Protokoll von Bonney und Laskey (1974) befolgt.

3.2.4.4 Westernblot Analyse

Blockpuffer: 10 mM PBS

3 % BSA

0,1 % Tween 20

Waschpuffer: 10 mM PBS

0,1 % Tween 20

Zur spezifischen Detektion und Semi-Quantifizierung von Proteinen wurden Westernblot-

Analysen durchgeführt.

Der Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulose geht auf Towbin et al. (1979) zurück

und wurde für 90 min bei 900 mA in einer Elektroblot-Apparatur durchgeführt. Nach dem

Transfer der Proteine wurde die Nitrocellulose über Nacht bei 4 °C in Blockpuffer

inkubiert. Die Inkubation des Primärantikörpers erfolgte für 2 h bei RT. Danach wurde die

Nitrocellulose 3 x 5 min mit Waschpuffer gewaschen und für 1 h bei RT mit dem

entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Nach erneutem Waschen
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erfolgte die Detektion der gebundenen Antikörper mit Hilfe der enhanced

chemoluminescent (ECL) -Methode (SuperSignal, Pierce Rockford, IL, USA).

3.2.4.5 TCA-Fällung radioaktiv markierter Proteine

Zur Bestimmung der Einbaurate von 35S-Methionin in zelluläre Proteine wurden 2 µl

Zellysat (von 1 ml) bzw. 10 µl Medium (von 700 µl) auf ein 1 cm2 Whatman  Filterpapier

(3MM) als Doppelwert aufgetragen und getrocknet. Der Filter wurde  zuerst für 5 min in

eiskalte 10 %-ige TCA und  anschließend für 5 min in kochende 5 %-ige TCA gelegt.

Danach wurde der Filter in eiskalter 5 %-iger TCA und in Ether/Ethanol gewaschen und

anschließend getrocknet. Die Filter wurden mit 2 ml Szintillationscocktail (Firma Roth)

versetzt und die Radioaktivität im Szintillationszähler (1470 Wizard , Wallac, Finnland)

ermittelt.

3.2.4.6 Sequenzierung von Proteinen

Die Sequenzierung von Proteinen durch Edman-Abbau erfolgte kommerziell und wurde

von der Sequenzierstelle der Universitätsklinik Eppendorf durchgeführt.

3.2.4.7 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Die massenspektrometrische Analyse von Proteinen erfolgte kommerziell und wurde von

der Firma Megamedics in 22880  Wedel durchgeführt.

3.2.4.8 Expression und Aufreinigung von Glutathion-S-

Transferase-Fusionsproteinen

IPTG-Stammlösung 100 mM Isopropyl-β-D-thiogalaktosid in A. bidest.

Lysispuffer: 10 mM PBS

25 % Saccharose

1 % Triton X-100

1 mg/ml Lysozym

1 mM EDTA

1 mM PMSF
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Waschpuffer: 10 mM PBS

1 % Triton X-100

1 mM PMSF

Glutathion-

Agarose:

41 mg Glutathion-Agarose wurden in 10 ml PBS

suspendiert und nach einer Quellzeit von 2 h zweimal mit

PBS gewaschen. Zuletzt wurden dem Ansatz 500 µl PBS

hinzugefügt, um 1 ml einer 50 % (v/v) Glutathion-

Agarose-Matrix zu erhalten.

Dialysepuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,5

150 mM NaCl

0,1 % Triton X-100

100 ml LB-Ampicillin (100 µg/ml) Medium wurden mit einer Einzelkolonie von E. coli

BL-21-Bakterien, transformiert mit dem pGEX 4T-1-Plasmid oder den Konstrukten pGEX

4T-1[MPR 46-CD] und pGEX 4T-1[MPR46-CD-Y45,V48!A], angeimpft und über Nacht

bei 37 °C und 220 rpm geschüttelt; 900 ml LB/Ampicillin (100 µg/ml) Medium wurden

1:100 mit der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer OD600 von 0,6-

0,8 geschüttelt. Nach Zugabe von 1 ml IPTG-Stammlösung (Endkonzentration 0,1 mM

IPTG) und Inkubation für 4 h bei 37 °C und 220 rpm wurden die Bakterien in JA-10

Zentrifugenbecher  überführt und für 10 min bei 5.000 x g zentrifugiert. Das

Bakterienpellet wurde in 40 ml Lysispuffer resuspendiert und für 30 min bei 4 °C auf dem

Magnetrührer inkubiert. Die Zellyse wurde durch eine Ultraschallbehandlung von 3 x 10

sec auf Eis komplettiert. Nach Inkubation des Bakterienlysates mit DNase I (0,1 mg/ml)

für 20 min bei 4 °C wurde dieses bei 10.000 x g für 10 min zentrifugiert. Der lösliche

Überstand wurde mit 1 ml 50 % Glutathion-Agarose für 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad

inkubiert und anschließend für 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Danach wurde die

Glutathion-Agarose-Suspension mit 3 x 20 ml Waschpuffer gewaschen.



Material und Methoden

50

3.2.4.9 Aufbereitung des Rattenhirns für Affinitätschro-

matographie

Homogenisierungs-

puffer: 10 mM PBS

2 mM EDTA

1 x Protease-Inhibitor-Cocktail

Waschpuffer: 10 mM PBS

1 % Triton X-100

1 mM PMSF

Aus 2-3 Hirnen adulter Ratten (zw. 3-4,5 g), gelagert bei �80 °C, wurde ein 30 % iges

Homogenat in Homogenisierungspuffer mit Hilfe eines elektrischen Homogenisators (Typ

Tissue Tearor Model 985-370, Biospec Products) gewonnen und anschließend für 1 h bei

4 °C und 45.000 x g zentrifugiert. Die durchschnittliche Proteinkonzentration des

Überstandes lag zwischen 11-12 µg/µl. Der Überstand wurde zuerst mit 1 ml 50 % (v/v)

GST-Glutathion-Agarose (3.2.4.8) in einer 10 ml Säule (Mobitec, Göttingen) für 2 h bei

4 °C auf dem Drehrad inkubiert, um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Die

nicht an die GST-Agarose gebundene Cytosolfraktion wurde anschließend in einer 10 ml

Säule mit 1 ml  50 % (v/v) GST-MPR 46-CD-Glutathion-Agarose (3.2.4.8) für 2-3 h bei

4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Nach Öffnen der Säule wurde die Durchlauffraktion des

Hirncytosols gesammelt und die Säule mit 50 ml Waschpuffer gewaschen. Um die

Effizienz des Waschens zu beurteilen, wurde ein Aliquot des letzten ml Waschpuffers in

der SDS-PAGE aufgetrennt und eventuell ausgewaschene Proteine mit Coomassie-Blau

oder Silber angefärbt. Die Elution der Säule erfolgte, wie angegeben, entweder mit jeweils

1 ml diskontinuierlich ansteigenden NaCl-Konzentrationen (250 mM, 500 mM, 750 mM

und 1 M) oder in einem Schritt mit 5-10 x 1 ml 1 M NaCl. Die Eluate wurden gegen 1mM

PBS dialysiert (Roth, Porengröße 3,5 kDa). Um unspezifische Bindungen an die Membran

der Dialyseschläuche zu vermeiden, wurden diese für 1 h in 1 M Glycin inkubiert mit A.

bidest gewaschen. Anschließend wurden die Eluate lyophyllisiert und in 1/10 des

Volumens A. bidest aufgenommen. Aliquots der Säulen-Matrices, Eluate und

Durchlauffraktionen der GST- und GST-MPR 46-CD-Säulen sowie der gesammelte
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Waschpuffer wurden anschließend durch SDS-PAGE  unter reduzierenden Bedingungen,

Coomassie-Blau- oder Silberfärbung und Westernblot analysiert.

3.2.4.10 Copräzipitation von cytosolischen Proteinen mit 

GST-MPR 46-CD

Bindungspuffer: 50 mM HEPES pH 7,4

150 mM NaCl

10 mM MgCl2

1 mM EGTA

10 % Glycerin

1 % Triton X-100

0,1 % BSA

1 x Protease-Inhibitor-Cocktail

Waschpuffer 50 mM HEPES pH 7,4

150 mM NaCl

10 mM MgCl2

1 mM EGTA

10 % Glycerin

1 % Triton X-100

1 x Protease-Inhibitor-Cocktail

Rattenhirn-Cytosol wurde, wie unter (3.2.4.9) beschrieben, präpariert. 25 µl einer

50 % igen Glutathion-Agarose-Matrix, gekoppelt an GST bzw. GST-Fusionsproteine,

wurden mit Rattenhirn-Cytosol (1 mg Protein) in 250 µl Bindungspuffer über Nacht bei

4 °C auf dem Drehrad inkubiert und anschließend für 1 min bei 500 x g zentrifugiert. Die

Glutathion-Agarose-Matrix wurde 3 x mit 1 ml Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert.

Zuletzt wurde die Matrix in reduzierendem Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C

gekocht und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden für eine SDS-

PAGE und anschließende Westernblots verwendet. Die Copräzipitation von Aktin und

Tubulin mit GST- bzw. GST-MPR 46-CD erfolgte in Abwesenheit von MgCl2 in

Bindungs- und Waschpuffer.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Suche nach cytoplasmatischen Bindungspartnern für

den MPR 46 im yeast-two-hybrid-System

Um neue Proteine zu identifizieren, die mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46

interagieren, wurden cDNA-Banken aus humanem und Rattenhirn mit Hilfe des yeast-two-

hybrid-Systems (y2h) durchsucht.

Das y2h-System ist ein genetischer Test zur Untersuchung von Protein-Protein-

Interaktionen in einem Hefesystem und wurde von Fields  und Song entwickelt [110]. Das

System kann zur Identifizierung neuer potentieller Bindungspartner eines bekannten

Proteins (hier: MPR 46-CD) oder zur Charakterisierung bekannter Protein-Protein-

Wechselwirkungen dienen (z.B. MPR 46-CD und die µ2 Untereinheit der AP-2 Adaptors).

Ein wesentlicher Vorteil dieses Assays gegenüber biochemischen Methoden zum

Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen besteht in seiner Empfindlichkeit und der

sofortigen Verfügbarkeit  der cDNA des interagierenden Proteins.

Das y2h-System basiert auf der modularen Struktur der Hefe-Gal4-Transkriptionsfaktors,

der aus einer N-terminalen DNA-Bindungsdomäne (BD) und einer C-terminalen

Aktivierungsdomäne (AD) zusammengesetzt ist [111]. Hierbei bindet die BD an die

Upstream Activating Sequence (UAS) des Promotors, während die AD die Transkription

der Reportergene Gal1 und Gal10 aktiviert. Beide Domänen allein sind inaktiv, jedoch

reicht die nicht-kovalente Bindung, die durch die Interaktion der zu untersuchenden AD-

und BD-Fusionsproteine erfolgt aus, um einen funktionsfähigen Transkriptionsfaktor zu

bilden.

Im y2h-System werden Hefestämme verwendet, bei denen die endogenen Gal4- und

Gal80-Gene durch Deletion inaktiviert sind. Durch Deletion der TRP1-, LEU2- und HIS3-

Gene resultiert ein Trp-, Leu- und His-auxotropher Phänotyp, der durch Selektionsmarker,

die sich auf den Vektoren befinden, komplementiert werden kann. Die meisten

Wirtsstämme enthalten das Hefe HIS3- und das E. coli lacZ-Reportergen, deren

Transkription unter der Kontrolle des Gal1-Promotors steht.
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4.1.1 Untersuchung einer Rattenhirn cDNA-Bank

Die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 ist in allen bisher klonierten Spezies zu 100 %

konserviert und konnte deshalb auch als Sonde für die Rattenhirn-cDNA-Bank eingesetzt

werden.

Die 201 bp lange cDNA, die für die cytoplasmatische Domäne  des MPR 46 codiert, wurde

über eingefügte BamHI-Schnittstellen in den Hefe-Expressionsvektor pAS2 kloniert, [47]

der die Expression eines Fusionsproteins induziert, das aus der N-terminal lokalisierten

DNA-Bindungsdomäne des Hefe  Gal4-Transkriptionsfaktors (Gal4-BD; aa 1-147) und

der C-terminal lokalisierten MPR 46-CD zusammengesetzt ist. Die Korrektheit des

inserierten Fragments  und die Beibehaltung des Leserasters wurde durch DNA-

Sequenzanalysen bestätigt.

Die cDNA-Bank aus Gehirnen 10-12 Wochen alter adulter Ratten (Clontech) wurde

sowohl mit Hilfe statistisch zusammengesetzter Oligonucleotide als auch von Oligo(dT)-

Nucleotiden synthetisiert. Sie enthält ungefähr 2 x 106 unabhängige Klone mit einer

durchschnittlichen Fragmentgröße von 1,7 kb, die ungerichtet über eingefügte EcoRI-

Restriktionsschnittstellen in den Vektor pGAD10, der auch die Sequenz für die

Aktivierungsdomäne (AD) beinhaltet, einkloniert sind. Der AD-Vektor induziert im

Hefewirtsstamm die Expression eines Fusionsproteins, das aus der N-terminal lokalisierten

Gal4-Aktivierungsdomäne (Gal4-AD; aa 768-881) und dem C-terminal gelegenen Protein

der cDNA-Bank zusammengesetzt ist.

Hefezellen des Reporterstammes S. cerevisiae HF7c wurden zunächst mit pAS2[MPR 46-

CD] und anschließend mit pGAD[cDNA-Bank] sequentiell kotransformiert und auf SD/-

HWL Agarschalen ausplattiert. Da der HIS3-Promotor im Hefestamm HF7c eine niedrige

Expression des His3p-Proteins, selbst in Abwesenheit einer Protein-Protein-Interaktion

zwischen den Fusionsproteinen, induziert, wurde den SD/-HWL-Agarplatten der

kompetitive Inhibitor 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) in einer Konzentration von 5 mM

hinzugefügt. Nach der Kotransformation von 300 µg pGAD[cDNA-Bank] wurden ca.

3 x 105 Klone erhalten. Die auf den SD/-HWL-Platten gewachsenen Klone wurden einem

β-Galactosidase-Filtertest unterzogen. Es wurden 789 primärpositive Klone identifiziert.

Von den 21 am stärksten interagierenden Klonen (als Auswahlkriterien galten Größe der

Kolonie und Intensität der Blaufärbung) wurde die Gesamtplasmid-DNA isoliert und

zwecks Amplifikation durch Elektroporation in den E. coli Stamm HB101 transformiert.
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Die transformierten Bakterien wurden auf Leucin-defizienten M9-Agarplatten kultiviert.

Das Hefegen leu2 auf dem Vektor pGAD10 kann den leuB-Defekt der auxotrophen E. coli

HB101 Bakterien komplementieren. Somit konnten auf den M9-Platten nur die

Bakterienkolonien wachsen, die das pGAD10-Plasmid mit dem cDNA-Insert enthielten.

Die isolierten AD-Plasmide wurden auf ihre Spezifität der Wechselwirkung mit der MPR

46-CD sowie dem Ausschluß einer autonomen Aktivierung des HIS3-Reportergens durch

das AD-Plasmid hin analysiert. Zu diesem Zweck wurde der Hefestamm HF7c mit den

jeweiligen AD-Plasmiden und folgenden Konstrukten kotransformiert [112]:

Tab. 3 Spezifität der Wechselwirkung der isolierten AD-Plasmide mit verschiedenen BD-Konstrukten.

AD-Plasmid BD-Plasmid

Selektions-

medium Wachstum
ββββ-

Galactosidase

+ ∅ SD/-L - -

+ pAS2 SD/-HWL -  -

+ pLamin C SD/-HWL - -

+ pAS2[MPR 46-CD] SD/-HWL + +

Bei alleiniger Transformation der Hefezellen mit den 21 primärpositiven AD-Plasmiden

wurde, bei fehlender β-Galactosidase-Expression der transformierten Hefezellen, eine

autonome Aktivierung des lacZ-Reportergens durch das AD-Fusionsprotein bei allen

21 primärpositiven Klonen ausgeschlossen. Bei Kotransformationen  der jeweiligen AD-

Plasmide mit den BD-Konstrukten pAS2 konnte durch Selektion auf  Histidin-freiem

Nährmedium ausgeschlossen werden, daß die Wechselwirkung der 21 AD-Fusionsproteine

mit der MPR 46-CD aufgrund der Bindung an die Gal4-BD erfolgte. Bei Kotransformation

der AD-Plasmide mit dem BD-Konstrukt pLamin C war kein Wachstum auf Histidin-

freiem Nährmedium festzustellen. Dadurch konnte eine unspezifische Wechselwirkung

zwischen der MPR 46-CD und dem AD-Fusionsprotein ausgeschlossen werden, da

Lamin C, ein Protein der Kernlamina, eine Reihe unspezifischer Wechselwirkungen mit

anderen Proteinen eingeht. Durch die Kotransformation des pAS2[MPR 46-CD]-

Konstruktes mit den 21 primärpositiven AD-Plasmiden wurden die gefundenen Wechsel-

wirkungen bestätigt.
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Nach Restriktionsspaltung der 21 positiven AD-Plasmide konnten im Agarosegel

identische Klone anhand des Restriktionsfragmentmusters identifiziert werden. Die Klone

unterschiedlicher Länge (zwischen 2 und 0,4 bp) sind in Abb. 1 dargestellt.

Abb. 1: Darstellung der unterschiedlichen positiven AD-Plasmide.

Eine adulte Rattenhirn-Bank wurde mit pAS2[MPR 46-CD] als Sonde nach potentiellen Bindugspartnern für
die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 durchsucht. Von 789 gefundenen Klonen wurden 21 in einem β-
Galactosidase-Assay positiv getestet. Nach einer Restriktionsspaltung wurden identische Klone bestimmt und
ein Vertreter der jeweiligen Gruppen in einem Agarosegel (1 %) aufgetrennt. M=1 kb Marker.

Zur weiteren Charakterisierung der cDNA-Fragmente wurden alle 21 primärpositiven

Klone einer Sequenzanalyse unterzogen. Dabei konnte festgestellt werden, daß in 18 der

21 sequenzierten Klone ein frühzeitiges Stopcodon vorzufinden war, weswegen diese

Klone verworfen wurden. Die Sequenzanalyse der verbliebenen drei Klone ergab

Homologien zu Proteinen (Pancreatic Elastase II, Vascular Endothelial Growth Factor-

A144 und Mitochondrial Cytochrome Oxidase SU I, II, III), die wegen ihrer Lokalisation

in der Zelle als potentielle Bindungspartner für die cytoplasmatische Domäne des MPR 46

nicht weiter in Betracht gezogen wurden.

4.1.2 Untersuchung einer humanen Hirn-cDNA-Bank

Die 201 bp lange cDNA, die für die cytoplasmatische Domäne  des MPR 46 codiert, wurde

über eingefügte EcoRI-Schnittstellen in den Hefe-Expressionsvektor pGBT9 kloniert. Der

pGBT9-Vektor enthält, im Gegensatz zu dem pAS2-Vektor, keine sog. Spacersequenz

zwischen der Gal4-BD und der einklonierten cDNA der MPR 46-CD. Da diese Sequenz

evtl. für die falschpositiven Interaktionen  bei der Untersuchung der Rattenhirn cDNA-

Bank (4.1.1) verantwortlich gewesen sein könnte, wurde für die Untersuchung der

humanen Hirn-cDNA-Bank mit der cDNA der MPR 46-CD der pGBT9-Vektor eingesetzt.
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Die Korrektheit des inserierten Fragments und die Beibehaltung des Leserasters wurde

durch DNA-Sequenzanalysen bestätigt.

Die cDNA-Bank wurde aus humanen adulten Gehirnen sowohl mit Hilfe statistisch

zusammengesetzter Oligonucleotide als auch von Oligo(dT)-Nucleotiden synthetisiert

(Clontech). Sie enthält ungefähr 5 x 106 unabhängige Klone mit einer durchschnittlichen

Fragmentgröße von 1,5 kb, die gerichtet über eingefügte EcoRI und XhoI-Restriktions-

schnittstellen in den Vektor pACT2, der auch die Sequenz für die Aktivierungsdomäne

(AD) beinhaltet, einkloniert sind.

Auch bei diesem Ansatz wurden Hefezellen des Reporterstammes S. cerevisiae HF7c

zunächst mit pGBT9[MPR 46-CD] und anschließend mit pACT2[cDNA-Bank] sequentiell

kotransformiert und auf SD/-HWL+3-AT Agarschalen ausplattiert. Die Transformations-

effizienz lag bei ca. 8,1 x 106 Kolonien/µg Bank-DNA.  Die auf den SD/-HWL-Platten

gewachsenen 41 Klone wurden auf Agarschalen mit aufsteigender 3-AT-Konzentration

replattiert, wobei auf den Platten mit 10 mM 3-AT noch alle 41 Klone, auf 15 mM 3-AT

40 Klone und auf 20 mM 3-AT 36 Klone wuchsen. Die ursprünglichen 41 Klone wurden

einem β-Galactosidase-Filtertest unterzogen. Es wurden drei primärpositive Klone

identifiziert, die in zwei weiteren Replattierungsschritten auf SD/-WL-Agarplatten bis zur

Homogenität vereinzelt wurden. Die Gesamtplasmid-DNA dieser drei Klone wurde isoliert

und durch Elektroporation in den E. coli Stamm HB101 transformiert. Die transformierten

Bakterien wurden auf Leucin-defizienten M9-Agarplatten kultiviert.

Zur weiteren Charakterisierung der drei primärpositiven cDNA-Fragmente wurden diese

einer Sequenzanalyse unterzogen. Zwei cDNA-Sequenzen wiesen ein frühzeitiges

Stopcodon auf und wurden deswegen verworfen. Die cDNA-Sequenz des dritten Klons

konnte nach mehreren Versuchen, aufgrund vorzeitigen Abbruchs der Sequenzanalyse,

nicht ermittelt werden.

Weitere Versuche, mit Hilfe des y2h-Systems neue interagierende cytosolische Proteine für

den MPR 46 aus cDNA-Banken zu isolieren, wurden nicht durchgeführt.
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4.2 MPR 46-CD Affinitätschromatographie zur Auf-

reinigung von interagierenden Proteinen aus Rattenhirn

Um neue Proteine aus dem Cytosol des Rattenhirns zu isolieren, die Wechselwirkungen

mit der MPR 46-CD eingehen, wurden affinitätschromatographische Untersuchungen

durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde eine Affinitätsmatrix aus der cytoplasmatischen

Domäne des humanen MPR 46 eingesetzt, an die, aufgrund der 100 % Konservierung

innerhalb der Spezies, auch Proteine der Ratte binden sollten.

4.2.1 Expression der GST-Fusionsproteine

Sowohl die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 als auch deren Mutante MPR 46-CD-

Y45,V48!A lagen in dem Vektor pGEX 4T-1 vor. Das Einfügen von BamHI-

Restriktionsschnittstellen unmittelbar nach der Transmembrandomäne und dem Stopcodon

ermöglichte die Einklonierung der 210 bp Sequenz in pGEX 4T-1, der die Synthese eines

Fusionsproteins aus Glutathion-S-Transferase (GST) und dem zu exprimierenden Protein

ermöglicht. Dieses kann mit Hilfe von Glutathion-Agarose aufgereinigt werden.

E. coli BL-21 Bakterien wurden mit dem pGEX 4T-1-Plasmid und den Konstrukten

pGEX 4T-1[MPR 46-CD] und pGEX 4T-1[MPR46-CD-Y45,V48!A] chemisch

transformiert und auf LB/Ampicillin-Agarschalen ausplattiert. Die Expression des GST-

Proteins und der GST-Fusionsproteine wurden überprüft,  indem nach der Induktion der

Synthese der GST-(Fusions)-Proteine für 4 h, nach jeder vollen Stunde, 25 µl

Bakteriensuspension entnommen, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-

Blau angefärbt wurde (Abb. 2).

Abb. 2: Coomassie-Gel mit BL-21 Bakterien nach
Induktion der Synthese des GST-MPR 46-CD-Fusions-
proteins und aufgereinigtem GST-MPR 46-CD.
E. coli BL-21 Bakterien, transformiert mit dem Konstrukt
pGEX 4T-1[MPR 46-CD], wurden in 500 ml Medium
gezüchtet und die Synthese des GST-MPR 46-CD-Fusions-
proteins mit IPTG für 4 h induziert. Nach jeder vollen
Stunde wurden 25 µl der Bakteriensuspension entnommen,
in einer SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. Die Position des
30 kDa Molekulargewichtsmarkers ist angegeben.
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In Abb. 2 ist, exemplarisch gezeigt an dem GST-MPR46-CD-Fusionsprotein, zu sehen,

daß nach der Induktion der Synthese des Fusionsproteins (Bahn1) die Expression eines

Proteins mit einer molaren Masse von 33 kDa über die 4 h hinweg kontinuierlich zunahm

(Bahnen 2-5), wobei die Intensität anderer gefärbter Proteinbanden nahezu gleich bleibt.

Bei dem 33 kDa Protein handelt es sich um GST-MPR 46-CD, wobei der GST-Anteil 28

kDa und die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 5-7 kDa betragen. Diese Zunahme

konnte auch nach Induktion der Synthese des GST- (28 kDa) bzw. GST-MPR 46-CD-

Y45,V48!A (33 kDa) festgestellt werden (nicht gezeigt).

Die Reinigung der Fusionsproteine aus dem Bakterienlysat erfolgte anhand einer

Glutathion-Agarose-Matrix. Die GST-MPR 46-CD- und GST-MPR46-CD-Y45,V48!A-

Fusionsproteine wurden in einer SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Blau-Färbung

(nicht gezeigt) oder Silberfärbung (Abb. 3) analysiert.

Abb. 3: Silbergel mit den GST-, GST-MPR 46-CD und GST-MPR 46-CD,Y45,V48!!!!A-Proteinen.

Jeweils 1/5.000 der Glutathion-Agarose-Matrix, nach Bindung des GST- bzw. GST-Fusionsproteins,
aufgereinigt aus 500 ml E. coli-Suspension, wurden unter reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE
aufgetrennt und einer Silberfärbung unterzogen.

In der SDS-PAGE und anschließender Silberfärbung weist das GST-Protein

erwartungsgemäß eine molare Masse von 28 kDa auf, die beiden Fusionsproteine können

bei 33 kDa detektiert werden. Unterhalb der Fusionsproteine sind zwei Banden mit

molaren Massen von ca. 27 kDa und 29 kDa zu erkennen, bei denen es sich wahrscheinlich

um Abbauprodukte der Fusionsproteine handelt.

Um Proteine aus dem Cytosol des Rattenhirns zu isolieren, die Wechselwirkungen mit der

MPR 46-CD eingehen, wurde zunächst nur das  GST-MPR 46-CD Fusionsprotein und als

Kontrolle die GST-Matrix eingesetzt. Die GST-Matrix diente dabei zur Eliminierung

unspezifischer Bindungspartner, da das Cytosol des Rattenhirns zuerst mit der GST- und

anschließend mit der GST-MPR 46-CD-Matrix inkubiert wurde.
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Für jede Präparation cytosolischer Proteine wurden neue GST-, GST-MPR 46-CD- und

GST-MPR46-CD-Y45,V48!A Matrices hergestellt, deren Intaktheit und Reinheit vor der

affinitätschromatographischen Reinigung cytosolischer Proteine durch SDS-PAGE und

anschließender Coomassie-Blau- oder Silberfärbung überprüft wurde.

4.2.2 Aufreinigung potentieller MPR 46-CD-Bindungspartner

aus Rattenhirn

Um Proteine aus dem Rattenhirn zu isolieren, die mit der MPR 46-CD in Wechselwirkung

treten, wurde eine cytosolische Fraktion aus Hirnen adulter Ratten gewonnen und mit

GST- und anschließend mit GST-MPR 46-CD für 2-3 h inkubiert. GST- und GST-MPR

46-CD waren an Glutathion-Agarose  gekoppelt.

Nach extensivem Waschen der Glutathion-Agarose-Matrix wurden gebundene Proteine

entweder mit diskontinuierlich ansteigenden NaCl-Gradienten (250 mM, 500 mM,

750 mM und 1 M) oder in einem Schritt mit 1 M NaCl eluiert. Aliquots der eluierten und

dialysierten Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und einer Coomassie- oder

Silberfärbung unterzogen (Abb. 4).

A
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Abb. 4: Coomassie und Silberfärbungen der Eluate der GST- und GST-MPR 46-CD-Säulen

(A) Eine cytosolische Fraktion des Rattenhirns wurde zuerst mit GST- und anschließend mit GST-MP
CD-Matrix  für 2-3 h inkubiert. Beide Säulen wurden mit 5 x 1 ml 1 M NaCl eluiert. Jeweils 100 
einzelnen Eluatfraktionen wurden durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid) unter reduzierenden Beding
aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. Da die fünf Fraktionen der GST-Säule das gleiche Erg
aufwiesen, wurde repräsentativ nur die erste Fraktion (G1) (Bahn 1) dargestellt. (B) und (C)
cytosolische Fraktion des Rattenhirns wurde zuerst mit GST- und anschließend mit GST-MPR 46-CD-M
inkubiert. Beide Säulen wurden mit jeweils 1 ml diskontinuierlich ansteigender NaCl-Konzentrationen
M, 0,5 M, 0,75 M) und anschließend mit 10 x 1 ml 1 M NaCl eluiert. Jeweils 18 µl der Eluatfrak
wurden in einer SDS-PAGE (10 % Acrylamid) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und d
einer Silberfärbung unterzogen. Exemplarisch für die GST-Eluate, die alle das gleiche Bandenm
aufwiesen, wurde in Bahn 1 die erste Fraktion, die mit 1 M NaCl eluiert wurde, aufgetragen. In den B
2-14 sind die Eluate der MPR 46-CD-Säule dargestellt. Die mit diskontinuierlich ansteigenden 
Konzentrationen eluierten Fraktionen befinden sich in den Bahnen 2-4 die mit 1M NaCl erha
Fraktionen in den Bahnen 5-14.

Nach Färbung mit Coomassie-Blau war im 1 M NaCl-Eluat der GST-Matrix kein Pr

nachweisbar. Dagegen war in den 1 M NaCl-Eluaten der GST MPR 46-CD Säul

Protein detektierbar, das eine molare Masse von 43 kDa aufwies. Die Menge d

Proteins nahm in den aufeinanderfolgenden Eluatfraktionen ab (Abb. 4 A).

Die Anfärbung der Gele mit Silber (Abb. 4 B und C) zeigte, daß an der GST-Matrix

Spuren cytoplasmatischer Proteine von 40 kDa, 58 kDa, 70 kDa und > 220 kDa enth

waren (Abb. 4 B, Bahn 1). Dagegen sind in den Eluaten der GST-MPR 46-CD-Säule

Vielzahl von Proteinen zwischen 30 und > 220 kDa enthalten. Die Zusammensetzun

Proteine, die mit diskontinuierlich aufsteigenden NaCl-Konzentrationen  (0,25 M-1

eluiert wurden, waren sehr ähnlich (Abb. 4 B, Bahnen 2-5). Die prominenten Pro

weisen molare Massen von 30 kDa, 33 kDa, 43 kDa, 55 kDa, 66 kDa, 97 kDa und 99

auf. Ein Proteintriplett  von 43 kDa, 55 kDa und 66 kDa konnte noch nach 10 Elut

schritten mit 1 M NaCl von der Säule abgelöst werden, während Proteine von 30 

33 kDa und > 97 kDa nach dem 4. Elutionsschritt mit 1 M NaCl nicht mehr detekti

waren (Abb. 4 B, Bahnen 2-8).

Die Proteinmenge pro Fraktion  nahm mit zunehmenden Elutionsschritten ab.
C
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Die Coomassie-Blau angefärbte Proteinbande von 43 kDa wurde ausgeschnitten und durch

Edman-Abbau analysiert. Die Sequenzanalyse dieses Proteins ergab, daß es sich dabei um

β/γ Aktin handelt.

4.2.2.1 Westernblot-Analyse

Um das Ergebnis der Sequenzanalyse zu verifizieren, wurden Eluate der GST- und der

GST MPR 46-CD-Säulen in gleichen Mengen durch SDS-PAGE unter reduzierenden

Bedingungen aufgetrennt und anschließende auf eine Nitrocellulose-Membran überführt

(Abb. 5). Als Positivkontrolle wurde dabei das als Ausgangsmaterial dienende Cytosol des

Rattenhirns eingesetzt.

Abb. 5: Test der GST- und GST-MPR 46-CD-Eluate mit Antikörpern gegen Aktin im Westernblot.

Cytosol des Rattenhirns wurde zuerst mit GST- und anschließend mit GST-MPR 46-CD-Matrix inkubiert
und gebundene Proteine mit 1 M NaCl eluiert. 20 % der Eluatfraktionen wurden in einer SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschließend auf Nitrocellulose transferiert (2. und 3. Spur). In
die 1. Spur wurden 11 µg des Ausgangsmaterials (Rattenhirn-Cytosol) als Positivkontrolle aufgetragen. Nach
der Inkubation mit anti-Aktin-Antiserum (1:500) für 2 h bei RT und HRP-gekoppelt Sekundärantikörper für
1 h bei RT erfolgte die Visualisierung der gebundenen Antikörper mit ECL-Reagenz.

In Abb. 5 ist zu sehen, daß der anti-Aktin-Antikörper ein Protein, mit einer molaren Masse

vom 43 kDa, in dem Cytosol des Rattenhirns (1. Spur) und dem Eluat der GST-MPR 46-

CD-Säule (3. Spur) detektierte. Im Eluat der GST-Säule (2. Spur) war dieses Protein nicht

nachweisbar. Dieses Ergebnis war in allen weiteren chromatographischen Reinigungen

reproduzierbar (nicht gezeigt).
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4.2.3 Untersuchungen zu der physiologischen Bedeutung der 

Interaktion zwischen der MPR 46-CD und Aktin

Um die physiologische Bedeutung der Interaktion der MPR 46-CD mit dem Cytoskelett zu

untersuchen, wurden verschiedene Transportschritte des MPR 46, wie die Internalisierung

an der Plasmamembran oder Sortierung am trans-Golgi-Netzwerk (tGN), in Abhängigkeit

von der Interaktion mit dem Aktin-Cytoskelett analysiert. Zu diesem Zweck wurde

Latrunculin A (Lat. A) eingesetzt. Lat. A ist ein zellpermeables Toxin des Schwammes

Latrunculia magnifica, daß in kultivierten Zellen durch die Bildung eines 1:1 Komplexes

mit monomerem G-Aktin die Filamente des  Aktin-Cytoskeletts depolymerisiert.

4.2.3.1 Beteiligung des Aktin-Cytoskeletts an der Internali-

sierung des MPR 46

Im Gleichgewicht sind circa 5 % der MPR 46 an der Plasmamembran lokalisiert und

stehen im Austausch mit intrazellulären MPR 46. Diese Rezeptoren zirkulieren zwischen

tGN, Endosomen und Plasmamembran. Die Internalisierung der MPR 46 von der Plasma-

membran ist nicht mit der Aufnahme M6P-haltiger Liganden verbunden [108].

4.2.3.1.1 Optimierung des MPR 46-Endocytose-Assays

Der MPR 46-Endocytose-Assay basiert auf der Bindung von [125I]-markiertem, mono-

klonalem 21-D3-Antikörpern an humane MPR 46, die an der Zelloberfläche lokalisiert

sind.

[125I]-21-D3 wurden dem Zellkulturmedium bei 37 °C zugesetzt. Nach Bindung an die

MPR 46 wurden die [125I]-21-D3/MPR 46-Komplexe internalisiert und durch intrazelluläre

MPR 46 ersetzt, die erneut [125I]-21-D3 binden konnten. Die Aufnahme der Rezeptor-

Antikörper Komplexe verhält sich proportional zu der Inkubationszeit und ist daher linear.

Die am Ende der Endocytose noch an MPR 46 der Zellmembran gebundenen [125I]-21-D3

wurden durch Waschen bei saurem pH und 4 °C entfernt und damit bei der Berechnung der

internalisierten Antikörper ausgeschlossen.

Zunächst wurden die geeignete Konzentration und Inkubationszeit mit Lat. A an BHK

MPR 46-Zellen ausgetestet. Die BHK MPR 46-Zellen wurden mit Lat. A-Konzentrationen

zwischen 0,5 und 20 µM für 30 min-22 h inkubiert. Mikroskopische Beobachtungen
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zeigten nach 1 h keinen erkennbaren Effekt bei BHK MPR 46-Zellen, die mit 0,5 µM

Lat. A behandelt worden waren, während bei Konzentrationen zwischen 5-20 µM Lat. A

bereits nach 30 min eine Abrundung der Zellen erkennbar war.

Mikroskopische Beobachtungen erbrachten, daß nach einer Inkubation über Nacht mit

5 µM Lat. A alle Zellen von den Kulturschalen abgelöst waren. Um diese Beobachtungen

zu verifizieren wurden Endocytose-Assays mit unterschiedlichen Konzentrationen Lat. A

(0,5-20 µM) und unterschiedlichen Inkubationszeiten (30 min-22h) durchgeführt und die

Menge der internalisierten [125I]-21-D3 ermittelt. Abb. 6 A läßt erkennen, daß nach 3 h

Inkubation die Endocytoserate mit zunehmender Lat. A-Konzentration abnahm (n=3).

Während die Zugabe von 0,5 µM Lat. A die aufgenommene  [125I]-21-D3-Menge kaum

beeinflußte (93 % im Vergleich zu den Kontrollzellen), betrug sie bei 1 µM Lat. A 79 %,

bei 5 µM 62 %, bei 10 µM 58 %  und bei 20 µM 31 % der Kontrolle. Unter dem Einfluß

von 20 µM Lat. A sank die zelluläre Gesamtproteinmenge auf 82 % im Vergleich zu den

Kontrollzellen. Bei 0,5, 1, 5 und 10 µM Lat. A war die Gesamtproteinmenge der Zellen

vergleichbar mit der unbehandelter Zellen. Alle weiteren Experimente wurden bei  einer

Konzentration von 5 µM Lat. A durchgeführt. Wenn BHK MPR 46-Zellen in An- und

Abwesenheit von Lat. A (5 µM) für verschiedene Zeiten inkubiert wurden (n=3, Abb. 6 B),

war zunächst bei den Kontrollzellen ein kontinuierlicher Anstieg der internalisierten

MPR 46-Antikörper über die Zeit festzustellen. In Gegenwart von Lat. A sank nach 30 min

Inkubationszeit die aufgenommene Menge an [125I]-21-D3 auf 88 %, nach 1 h auf 76 %,

nach 2 h auf 68 %, nach 3 h auf 63 % und nach 5 h auf 43 % im Vergleich zu den

Kontrollzellen. Nach 5 h Inkubation mit 5 µM Lat. A war die Gesamtproteinmenge der

Zellen auf 55 % reduziert im Vergleich zu den Kontrollzellen. Da nach 3 h Inkubation mit

5 µM Lat. A bei gleichbleibender Proteinmenge die geringste Endocytoserate zu

vermerken war, wurden alle weiteren Endocytose-Assays für 3 h bei 5 µM Lat. A durch-

geführt.
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cytose des MPR 46-Antikörpers [125I]-21-D3 bei BHK MPR 46-Zellen bei unter-
onzentrationen von Lat. A und unterschiedlichen Inkubationszeiten.

-Zellen wurden in Anwesenheit von 0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM und 20 µM des Aktin-
enden Toxins Lat. A für 3 h mit dem jodierten monoklonalen MPR 46-Antikörper [125I]-21-D3

anschließend die zellassoziierte Radioaktivität bestimmt. Kontrollzellen wurden in
on Lat. A inkubiert (A). BHK MPR 46-Zellen wurden in An- und Abwesenheit  von Lat. A (5
in, 1h, 2h, 3h und 5h mit dem jodierten monoklonalen MPR 46-Antikörper [125I]-21-D3
anach die internalisierte Radioaktivität ermittelt (B).

Endocytose des MPR 46 in BHK MPR 46-Zellen

46-Zellen, die zusätzlich zu dem endogenen den humanen MPR 46

ren, wurden für 3 h mit [125I]-21-D3 in An- und Abwesenheit von 5 µM

iert. Die internalisierten Antikörpermengen wurde bestimmt (Abb. 7A) und

e durch SDS-PAGE und Autoradiographie (Abb. 7 B) analysiert. Die

e [125I]-21-D3-Menge Lat. A behandelter Zellen wurde in jedem Experiment

 jeweils unbehandelten Kontrollzellen in Bezug gesetzt.
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rpers [125I]-21-D3 bei BHK MPR 46-Zellen in An- und

esenheit der Aktin-depolymerisierenden Droge Lat. A (5 µM)
er [125I]-21-D3 (300 cpm/µl) inkubiert und anschließend die

Das Zellysat wurde durch SDS-PAGE und Autoradiographie
eben die internalisierte Radioaktivität in  % wieder.

hm die Endocytoserate des [125I]-21-D3 auf 55 % ab

 Zellysate durch SDS-PAGE und Autoradiographie

en Messungen, daß in Lat. A behandelten Zellen nur

isbar waren. Der Proteingehalt pro Zellplatte war bei

 Zellen gleich.

 [125I]-21-D3-Endocytose-Assays mit Maus-Zellen

primieren, aber zusätzlich zu dem endogenen den

exprimieren. Die Inkubation der Zellen mit Lat. A

 Menge an [125I]-21-D3 auf 52 % der Kontrollzellen
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4.2.3.1.3 Endocytose von Arylsulfatase A in BHK MPR 46-Zellen

Um die Spezifität des Effektes von Lat. A für den MPR 46 zu untersuchen, wurde die

Aufnahme des [125I]-markierten lysosomalen Enzyms Arylsulfatase A (ASA) in Ab- und

Abwesenheit des kompetitiven Inhibitors M6P unter gleichen Bedingungen wie für die

[125I]-21-D3 Endocytose gemessen. Da der MPR 46 keine M6P-haltigen Liganden

internalisiert [108], wird die M6P-abhängige Aufnahme der ASA ausschließlich von dem

MPR 300 vermittelt.
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 BHK MPR 46- Zellen in An- und Abwesenheit  von Lat. A.

nd Abwesenheit der Aktin-depolymerisierenden Droge Lat. A (5 µM)
P (10 mM) für 3 h mit [125I]-ASA (300 cpm/µl) inkubiert. Nach
gebundene ASA wurde die internalisierte Radioaktivität ermittelt und
eben (A) Die internalisierte Radioaktivität in Anwesenheit von M6P
Kontroll- und Lat. A-behandelten Zellen subtrahiert. Zellysate wurden
h SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert (B). Die Zahlen unter

adioaktivität in  % wieder.

 der [125I]-ASA-Aufnahme in BHK MPR 46 Zellen in An-

 µM) dargestellt (n=5). Die Spezifität der Aufnahme von

 durch Zusatz des kompetitiven Inhibitors M6P (10 mM)

adioaktivität in Anwesenheit von M6P wurde von den

oll- und Lat. A-behandelten Zellen subtrahiert. Die
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zellassoziierte Radioaktivität der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 100 % gewertet

und die gemessenen Werte der Lat. A-behandelten Zellen mit diesen verglichen. Lat. A-

behandelte BHK MPR 46-Zellen reduzierten die Aufnahme von [125I]-ASA auf 49 % im

Vergleich zu Kontrollzellen. Die densitometrische Auswertung der [125I]-ASA in dem

Zellysat nach SDS-PAGE und Autoradiographie (Abb. 8 B) ergab, daß von Lat. A-

behandelten Zellen nur 32 % der Menge der Kontrollzellen aufgenommen wurden. In

Anwesenheit von M6P wurde keine [125I]-ASA  internalisiert. Der Proteingehalt pro

Zellplatte war bei Lat. A-behandelten und -unbehandelten Zellen gleich.

4.2.3.1.4 Endocytose von Arylsulfatase A in neuronalen Zellinien

Die MPR 300-vermittelte Aufnahme von [125I]-ASA wurde unter gleichen Bedingungen

wie für BHK MPR 46-Zellen bei neuronalen Zellinien (Ratten Glia C6- und Humane

SH-SY5Y Neuroblastoma-Zellen) in An- und Abwesenheit von Lat. A analysiert.
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on [125I]-ASA bei Glia C6 und SH-SY5Y- Zellen in An- und Abwesenheit  von

-SY5Y-Zellen (n=4) wurden in An- und Abwesenheit von Lat. A (5 µM) und M6P
125I]-ASA inkubiert (300 cpm/µl). Die internalisierte Radioaktivität wurde bestimmt
esenheit von M6P von den jeweiligen Werten bei Kontroll- und Lat. A-behandelten
e Daten Lat. A behandelter Zellen sind als % der unbehandelten Kontrollzellen
llysate wurden anschließend unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und
ysiert und densitometrisch ausgewertet (B). Die Zahlen unter den Bahnen geben die
tivität in  % wieder.

n Lat. A internalisierten Ratten Glia C6-Zellen 21 % der [125I]-ASA im

rollzellen (Abb. 9 A). Dieses Ergebnis konnte durch SDS-PAGE und

toradiographie bestätigt werden (Abb. 9 B). Die densitometrische
5I]-ASA in dem Zellysat nach SDS-PAGE und Autoradiographie ergab,

ehandelten Glia C6-Zellen nur 11 % der Menge der Kontrollzellen

rden. Die zellassoziierte Radioaktivität bei unbehandelten Glia C6-

h Zugabe von M6P vollkommen inhibiert werden (n=2).

n Lat. A internalisierten SH-SY5Y-Zellen 27 % [125I]-ASA (n=4,

leich zu unbehandelten Zellen. Die anschließende Analyse der Zellysate

 und Autoradiographie (Abb. 9 B) ergab nach densitometrischen

, daß in Lat. A behandelten Zellen 3 % der ASA im Vergleich zu

len nachweisbar waren. Auch hier wurde eine komplette Inhibition der

lisierung bei Zugabe von M6P beobachtet. Der Proteingehalt pro

at. A-behandelten und unbehandelten Zellen gleich. Bei unbehandelten

ar die ASA-Aufnahme pro mg Protein fast doppelt so hoch (8672

nbehandelten SH-SY5Y-Zellen (4667 cpm/mg). Glia C6-Zellen unter

 wiesen 3346 cpm/mg Protein auf, Lat. A behandelte SH-SY5Y-Zellen

in.

eigen, daß die Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts durch Lat. A

alisierung der MPR 46 (Messung der Aufnahme von [125I]-21-D3

uch die des MPR 300 (Messung der M6P-abhängigen Aufnahme von

duziert und nicht spezifisch für den MPR 46 ist.
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4.2.3.2 Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme

Um zu untersuchen, ob der Transport der MPR vom tGN zu den Endosomen in

Abhängigkeit von Aktin erfolgt, wurden  die Sekretion und der Transport von ASA und

Cathepsin D (Cath. D) in Mausfibroblasten, welche zusätzlich zu dem endogenen den

humanen MPR 46 überexprimieren (L-MPR 46) bzw. in Mausfibroblasten, welche

zusätzlich zu der endogenen die humane ASA überexprimieren (Ltk-ASA) bestimmt. Die

Zellen wurden für 1 h metabolisch mit [35S]-Methionin markiert (Pulse) und anschließend

für 6 h in An- und Abwesenheit von Lat. A (5 µM) inkubiert (Chase). Dem Chase-Medium

wurde M6P zugefügt, um eine Wiederaufnahme sezernierter Enzyme zu inhibieren. Zur

Bestimmung der Ausgangsmenge neusynthetisierter lysosomaler Enzyme wurden Zellen

direkt nach dem Pulse geerntet und für Immunpräzipitationen von ASA und Cath. D

verwendet. Aus äquivalenten Mengen Zellextraktes und Mediumüberstandes  wurden ASA

und Cath. D sequenziell immunpräzipitiert und nach SDS-PAGE fluorographisch sichtbar

gemacht.
   76     79       24    21
69
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Abb. 10: Sortierung von Arylsulfatase A un
und Abwesenheit von Lat. A.

Die angegebenen Zellinien wurden für 1 h m
Lat. A (5 µM) einem Chase unterzogen. ASA 
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ASA bzw. Cath. D in % der gesamten neusyn
Form.

In Abb. 10 sind Ergebnisse aus zwei

bzw. vier mit L-MPR46-Zellen) darge

verdeutlichen.

Das erste Experiment (Abb. 10 A) zei

auch in denen mit depolymerisiertem A
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 Cathepsin D bei Ltk-ASA- und L-MPR 46-Zellen in An-

tabolisch markiert und für 6 h in An- und Abwesenheit von
, C) und Cath. D (B, D, E) wurden aus äquivalenten Mengen

präzipitiert, unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-
 gemacht. Die Zahlen unter den Bahnen geben die Menge an
etisierten ASA und Cath. D wieder. P=Precursor, M=mature

xperimenten (von insgesamt sechs mit Ltk-ASA-

tellt, welche die Variation des Effektes von Lat. A

t, daß sowohl in Zellen (Ltk-ASA) mit intaktem als

ktin-Cytoskelett [35S]-ASA (54-57 kDa) in gleicher

 und 79 % der gesamten neusynthetisierten ASA)

An- und Abwesenheit von Lat. A sezerniert. Die

us den gleichen Zellen und Medien im Anschluß

ichen Ergebnis (Abb. 10 B). Auch hier war kein

nnen die in An- und Abwesenheit von  Lat. A

mit intaktem als auch jene mit depolymerisiertem

 von Cath. D auf (16 % und 19 % des gesamten

rsor-Protein (P, 46 kDa) und die reife Form (M,

en und Lysosomen lokalisiert ist. Das zeigt, daß für

Cath. D vom tGN zum Endosom das Aktin-

egensatz zu ASA wurden ca. 83 % des neusynthe-

entsatz war durch die Behandlung mit Lat. A nicht
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Im zweiten Experiment (Abb. 10 C und D) sind signifikante Unterschiede zwischen Ltk-

ASA-Zellen mit intaktem bzw. depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett zu erkennen. In

unbehandelten Zellen verblieben 87 % der neusynthetisierten ASA intrazellulär und nur

13 % wurden sezerniert. In Gegenwart von Lat. A sezernierten die Ltk-ASA-Zellen jedoch

mehr als 90 % dieses neusynthetisierten Enzyms. Die anschließende Immunpräzipitation

von Cath. D aus den gleichen Zellen und Medien erbrachte das gleiche Ergebnis wie für

die ASA beschrieben. In unbehandelten Zellen erreichten 98 % von Cath. D Endosomen

und Lysosomen und 2 % wurden sezerniert. Zellen mit depolymerisiertem Aktin-

Cytoskelett hingegen sezernierten 86 % und lediglich 14 % erreichten Endosom und

Lysosomen.

Von sechs Experimenten war in Zweien die Sekretion von ASA durch Lat. A nicht

beeinflußt (Abb. 10 A) wobei in vier Experimenten die Anwesenheit von Lat. A zu einer

erhöhten Sekretion der neusynthetisierten ASA (Abb. 10 C) führte. Für das zweite

untersuchte lysosomale Enzym, Cathepsin D ergab sich ein anderes Bild. In vier von sechs

Experimenten  war eine hohe Basalsekretion (ca. 80 % des neusynthetisierten Enzyms) zu

bemerken, die nicht durch Lat. A beeinflußt wurde (Abb. 9 B). In zwei Experimenten

induzierte  Lat. A eine Fehlsortierung am tGN, die zu einer Sekretion der Mehrheit

(> 80 %) des neusynthetisierten Cath. D führte (Abb. 10 D). Das in den Zellen verbliebene

Cath. D wurde prozessiert und damit korrekt zu den Zielorganellen (Endosom und

Lysosom) transportiert.

Der Effekt von Lat. A auf die Sortierung von neusynthetisiertem Cath. D wurde auch an

L-MPR 46-Zellen untersucht, die neben dem endogenen MPR 46 den humanen MPR 46

überexprimieren. Aufgrund des Fehlens der MPR 300 werden, in Abhängigkeit des

Expressionsgrades des MPR 46, zwischen 50-85 % neusynthetisierter lysosomaler Enzyme

sezerniert [43] [45]. Abb. 10 E läßt erkennen, daß in An- und Abwesenheit von Lat. A

etwa die gleiche Menge (41 % und 55 %) Cath. D die Endosomen und Lysosomen

erreichten und vergleichbare Mengen (59 % und 45 %) sezerniert wurden. Dieses Ergebnis

war in drei von vier Experimenten reproduzierbar.

Auch bei humanen SH-SY5Y-Zellen wurde die Sortierung von neusynthetisiertem Cath.D

in An- und Abwesenheit von Lat. A untersucht (nicht gezeigt). Dabei konnte festgestellt

werden, daß mehr als 90 % Cath. D sowohl in intakten Zellen als auch in solchen mit

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett  korrekt prozessiert wurden, die Beeinflussung der

Sekretion durch Lat. A war vernachlässigbar.
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4.2.3.3 Lokalisation von MPR 46 und Aktin in kultivierten 

Zellen

Die subzelluläre Lokalisation der MPR 46 und von Aktin-Filamenten wurde durch

indirekte Doppel-Immunfluoreszenz-Färbung analysiert. Zu diesem Zweck wurden BHK

MPR 46-Zellen, die zusätzlich zu dem endogenen den humanen MPR 46 überexprimieren,

fixiert, permeabilisiert, simultan mit polyklonalen anti-MPR46-Antikörpern  und Texas-

Rot gekoppeltem Phalloidin und anschließend mit Cy2-gekoppeltem anti-Kaninchen-

Sekundärantikörpern inkubiert (Abb. 11 A-C).
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polyklonalem Antiserum und Cy2-gekoppelten Sekundärantikörper (A), (D), (G), (J) visualisiert. Aktin
wurde durch Texa-Rot-gekoppeltes Phalloidin (B), (E), (H), (K) dargestellt. Die jeweiligen Überlagerungen
sind in (C), (F), (I) und (L) dargestellt. (Balken ≅  10 µm).

Im Gleichgewicht ist die Mehrheit der MPR 46 in perinucleären Strukturen nachweisbar,

die nach Literaturangaben dem tGN zuzurechnen sind (Abb. 11 A). Zahlreiche  MPR 46-

haltige Vesikel sind nachweisbar, die endosomalen Membranen entsprechen.

Abb. 11 B zeigt das Aktin-Cytoskelett dieser Zellen. Es ist zu erkennen, daß Aktin-

Filamente die gesamte Zelle durchziehen; Der Zellcortex ist klar abgezeichnet, da stress

fibres an der Plasmamembran enden, wo sie Fokalkontakte bilden. Eine Überlagerung

beider Bilder (Abb. 11 C) ergibt eine Colokalisation des MPR 46 mit Aktin (gelb), die

sowohl im perinucleären Bereich als auch bei einzelnen Vesikeln festzustellen ist (Pfeile).

Indirekte Doppel-Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen mit Antikörpern gegen den

MPR 46 und mit Phalloidin wurden auch mit BHK MPR 46-Zellen durchgeführt, bei

denen für 5 min, 10 min und 15 min das Aktin-Cytoskelett mit Lat. A (5 µM)

depolymerisiert worden war (Abb. 11 D-L).

Nach 5 min Inkubation mit Lat. A (5 µM) sind MPR 46 unverändert im perinucleären

Bereich nachweisbar. Gleichzeitig ist eine beginnende  Depolymerisierung der Aktin-

Filamente (Abb. 11 E) festzustellen, wobei stress fibres vor allem am Zellcortex noch zu

sehen sind. Die Überlagerung beider Bilder läßt keine Colokalisation mehr zwischen dem

MPR 46 und dem Aktin-Cytoskelett erkennen (Abb. 10 F).

Auch nach einer Inkubation für 10 min mit Lat. A kann der MPR 46 im perinucleären

Bereich festgestellt werden (Abb. 11 G), Aktin-Filamente sind nur noch bruchstückhaft

und an Fokalkontakten zu erkennen (Abb. 11 H). Eine Colokalisation des MPR 46 mit

Aktin ist nicht zu erkennen (Abb. 11 I).

Nach einer Inkubation für 15 min mit Lat. sind MPR 46 ebenfalls sowohl im perinucleären

Bereich (Abb. 11 J) als auch im Cytosol detektierbar. Die depolymerisierten Aktin-

Filamente sind nur noch als diffuser Pool zu erkennen (Abb. 11 K). Eine Colokalisation

von MPR 46 und Aktin ist nicht festzustellen. (Abb. 11 L).
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4.2.3.4 Lokalisation von MPR 300 und Aktin in kultivierten

 Zellen

Da die Wechselwirkung mit Aktin nicht spezifisch für den MPR 46 ist sondern auch für

den MPR 300 festgestellt werden konnte (4.2.3.1.3), wurden Doppel-Immunfluoreszenz-

mikroskopische Analysen durchgeführt, um die subzelluläre Lokalisation der MPR 300

und Aktin-Filamente zu analysieren. Zu diesem Zweck wurden BHK MPR 300-Zellen, die

zusätzlich zu dem endogenen auch den humanen MPR 300 überexprimieren, fixiert,

permeabilisiert, simultan mit polyklonalen anti-MPR 300-Antikörpern und Texas-Rot

gekoppeltem Phalloidin und anschließend mit FITC-gekoppelten Sekundärantikörpern

inkubiert (Abb. 12 A-C)
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Abb. 12: Colokalisation von humanen MPR 300 und Aktin in BHK MPR 300-Zellen.

Subkonfluente BHK MPR 300-Zellen wurden in Abwesenheit (A-C) und Anwesenheit von Lat. A (µM
min (D-F), 10 min (G-I) und 15 min (J-L) inkubiert, fixiert und permeabilisiert. Der MPR 300 wu
polyklonalem Antiserum und FITC-gekoppelten Sekundärantikörper (A), (D), (G), (J) visualisier
wurde durch Texas-Rot-gekoppeltes Phalloidin (B), (E), (H), (K) dargestellt. Die jeweiligen Überlag
sind in (C), (F), (I) und (L) dargestellt. (Balken ≅  10 µm).

Wie der MPR 46 ist im Gleichgewicht die Mehrheit der MPR 300 in perinuc

Strukturen, die dem tGN zuzurechnen sind und in Vesikeln, die dem endoso

Kompartiment entsprechen, nachweisbar (Abb. 12 A). Das Aktin-Cytoskelett ist 

gesamten Zelle detektierbar (Abb. 12 B), zahlreiche stress fibres durchziehen die Ze

enden am Zellcortex. Eine Colokalisation der MPR 300 mit Aktin (gelb) is

Überlagerung beider Bilder vor allem  im perinucleären Bereich aber auch in ein

Vesikeln (Pfeile) zu erkennen (Abb. 12 C). Andere Kompartimente sind davon ausg

und zeigen nur MPR 300-Immunreaktivität.

Doppel-Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen mit Antikörpern gegen MPR 3

mit Phalloidin wurden auch bei BHK MPR-300-Zellen durchgeführt, die für 5 min, 1

und 15 min mit dem Aktin-depolymerisierenden Toxin Lat. A (5 µM) behandelt w

waren (Abb. 12, D-L).

Zu allen Zeitpunkten der Inkubation mit Lat. A war der MPR 300 unveränd

perinucleären Strukturen und im endosomalen Kompartiment nachweisbar (Abb. 12

J). Dagegen weisen bereits nach 5 min die Zellen unter Lat. A-Behandlun

weitestgehend depolymerisiertes Aktin-Cytoskelett auf, Aktin-Filamente sind nur

vereinzelt am Zellcortex zu erkennen (Abb. 12  E). Nach 10 min und 15 min Inku

mit Lat. A ist Aktin nur noch als unklarer Hintergrund in den Zellen zu bemerken (A

H, K). Die Überlagerungen der einzelnen Bilder nach Behandlung der Zellen mit 

(Abb. 12 F, I, L) läßt keinen Colokalisation der MPR 300 mit Aktin erkennen.
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4.2.4 Erweiterte Suche nach MPR 46-CD-interagierenden 

Proteinen

Wenn die Fraktionen, die von der GST-MPR 46-Matrix mit 1 M NaCl eluiert wurden

(Abb. 4 A) durch SDS-PAGE und Silberfärbung analysiert werden, sind in Abhängigkeit

von der Eluatfraktion unterschiedliche Proteinbanden darstellbar (Abb. 13).

In der 3. Eluatfraktion (A) sind niedermolekulare Proteine von 25-40 kDa nachweisbar,

während sich in der 7. Eluatfraktion (B) die Zahl und die Zusammensetzung der Proteine

davon unterscheidet. Es sind trotz der 5-fach höheren Auftragsmenge der eluierten

Fraktion 7 vor allem zwei Proteine von   43 und 55 kDa und zwei hochmolekulare Proteine

von ca. 200 und 240 kDa sichtbar. Die vier mit Pfeilen gekennzeichneten Proteinbanden

wurden ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert. Kriterien für die

Datenbanksuche waren die Spezies  und das Molekulargewicht der Proteine. Die

massenspektrometrische Analyse erbrachte 18 Proteine, von denen 13 (z.B. ATP Synthase,

mitochondrial Precursor; α-Untereinheit eines Natrium-Kanals; Transkriptionsfaktor IIF,

Testis-spezifisches T-Box-Protein1, DNA-Topoisomerase II, 2,3-Bisphosphoglycerat

Mutase) für weitere Untersuchungen nicht in Betracht gezogen wurden wegen ihrer

Lokalisation in der Zelle  (ATP Synthase: Mitochondrien, 2,3-Bisphosphoglycerat Mutase:

Erythrocyten), weil sie für bestimmte Organe spezifisch sind (T-Box-Protein1: Testis) oder

Abb. 13: Silberfärbung zweier Eluat-
fraktionen der GST-MPR 46-Säule.

Die cytosolische Fraktion adulter Rattenhirne
wurde zuerst mit GST- und anschließend mit
GST-MPR 46-CD-Matrix für 3 h inkubiert.
Beide Säulen wurden mit 1 M NaCl eluiert.
1/10 der 3. (Spur A) bzw. 1/2 der 7. (Spur B)
Eluatfraktion der GST-MPR 46-CD-Säule
wurden durch SDS-PAGE (5-15 % Acryl-
amid) und anschließender Silberfärbung
analysiert. Die mit Pfeilen markierten Banden
wurden massenspektrometrisch analysiert. Die
Positionen des Proteinstandards sind gekenn-
zeichnet.



Ergebnisse

77

weil es sich dabei nicht um cytosolische sondern membranständige Proteine handelt

(Natrium-Kanal, Insulin-Rezeptor, Sortilin-Related Receptor Precursor).

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse, die für weitere Untersuchungen in

Betracht gezogen wurden, sind in Tab. 4 zusammengefaßt.

Tab. 4: Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der ausgeschnittenen Proteinbanden.

Nr. Protein

Molekulare

Masse (kDa) Spezies

Masses

matched (%)

Talin 269 Maus 8

1 Myosin VII 230 Maus 10

2 Tiam 1 205 Maus 9

3 Tubulin 55 Ratte 10

4 Annexin III 33 Ratte 6

4.2.4.1 Westernblot-Analyse

Um die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse zu verifizieren wurden Eluate

(jeweils die 1. Fraktion) der GST- und GST-MPR 46 Säulen in gleichen Mengen durch

SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und anschließend mit polyklonalen

Antikörpern gegen Talin, Myosin VII, Tiam 1, Annexin III und einem monoklonalen

Maus-anti-Tubulin Antikörper im Westernblot getestet. Als Positivkontrollen dienten

jeweils 9 µg des Ausgangsmaterials. Die Ergebnisse der Westernblot-Analyse sind in

Abb. 14 zusammengefaßt.
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Immunreaktion mit dem Antikörper gege

und 85 kDa.

Die Eluate der GST- und GST-MPR 4

Interaktionspartner für die MPR 46-CD (

blot getestet (Abb. 15).
Abb. 14: Westernblot-Analyse verschiedener
Antigene in MPR 46-CD-bindenden Protein-
fraktionen.

20 % der Eluatfraktionen der GST- und GST-MPR
46-CD-Säulen wurden unter reduzierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und
anschließend auf Nitrocellulose transferiert. Als
Positivkontrolle (Ko) wurden 9 µg des Ausgangs-
materials (Rattenhirn-Cytosol) aufgetragen. Nach
Inkubation mit polyklonalen Antikörpern gegen Talin
(1:500), Tiam (1:500), Myosin VII (1:200) und
Annexin III (1:1000) und einem monoklonalen
Antikörper gegen Tubulin (1:500) für 2 h bei RT und
HRP-gekoppelten Sekundärantikörper für 1 h bei RT
erfolgte die Visualisierung der gebundenen
Antikörper mit ECL-Reagenz. Die Positionen des
Proteinstandards sind gekennzeichnet.
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Abb. 15: Präsenz bekannter cytoplasma-
tischer Adaptorproteine in der MPR 46-CD
bindenden Proteinfraktion.

20 % der Eluatfraktion der GST- und GST-
MPR 46-CD-Säulen wurden nach SDS-PAGE
und Transfer auf Nitrocellulose mit einem
monoklonalen anti γAP-1- und  anti αAP-2 und
einem polyklonalen anti GGA3 Antikörper
inkubiert und anschließen durch HRP-
gekoppelte Sekundärantikörper und ECL
sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle (Ko)
dienten 11 µg des Ausgangsmaterials. Die
Positionen des Proteinstandards sind gekenn-
zeichnet.



Ergebnisse

In Abb. 15 ist zu sehen, daß sowohl γAP-1- und  α AP-2- als auch GGA 3-immunreaktives

Material in dem Eluat der GST-MPR 46-CD-Säule und der Positivkontrolle (Cytosol des

Rattenhirns) detektiert wurden, nicht jedoch in dem Eluat der GST-Säule. Dabei ist

festzustellen, daß GGA 3 aus der MPR 46-CD bindenden Proteinfraktion ein anderes

Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweist als GGA 3 aus dem Ausgangsmaterial.

Da in Abb. 13 bei 25-40 kDa Unterschiede zwischen der 3. und 7. Eluatfraktionen zu

erkennen sind, wurden Westernblot-Analysen durchgeführt, um das Vorkommen der fünf

genannten Proteine (Tab. 4) in den einzelnen Eluatfraktionen zu untersuchen. Zu diesem

Zweck wurden 1/3 jeder Eluatfraktion und GST-MPR 46-CD-Säulen und repräsentativ 1/3

einer Eluatfraktion der GST-Säule elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose

transferiert und die Verteilung von Talin, Myosin VII, Tiam 1, Tubulin, Aktin und

Annexin III im Westernblot getestet. In Abb. 16 sind repräsentativ Westernblot-Analysen

für Annexin III (33 kDa) aus dem niedermolekularen Bereich und Talin (269 kDa) aus dem

hochmolekularen Bereich dargestellt.
A

B
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Abb. 16: Verteilung von Annexin III und Talin in verschiedenen Eluatfraktionen einer GST-MPR 46-
Säule.

Cytosol des Rattenhirns wurde zuerst mit GST- und anschließend mit GST-MPR 46-CD-Matrix inkubiert
und gebundene Proteine mit 1 ml diskontinuierlich ansteigenden NaCl-Konzentrationen und 10 x 1 ml 1M
NaCl eluiert. 1/3 jeder Eluatfraktion der GST-MPR 46-CD-Säule und repräsentativ einer Eluatfraktion der
GST-Säule (G) wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Als Positivkontrolle (Ko) wurden 11 µg des
Ausgangsmaterials aufgetragen. Der Nachweis von Annexin III und Talin erfolgte durch Westernblot und
ECL.
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In Abb. 16 A ist zu sehen, daß Annexin III in den ersten fünf Eluatfraktionen detektiert

werden konnte (Bahnen 3-7). Bereits mit 0,25 M NaCl konnte Annexin III von der GST-

MPR 46-CD-Säule eluiert werden (Bahn 3). In der Fraktion, die mit 0,5 M NaCl erhalten

wurde, war die höchste Menge Annexin III nachweisbar (Bahn 4) die in den nachfolgenden

eluierten Fraktionen kontinuierlich abnahm. In der 7.- 10. Fraktion war Annexin III nur

noch in Spuren zu erkennen (Bahnen 12-15). Im gepoolten Eluat (1M NaCl) der GST-

Säule war Annexin III erwartungsgemäß nicht feststellbar (Bahn 2).

Die Westernblot-Analyse der gleichen Eluatfraktionen der GST-MPR 46-CD-Säule mit

polyklonalem Antiserum gegen Talin (Abb. 16 B) zeigte, daß dieses Protein, im Gegensatz

zu Annexin III, nur in Spuren mit 0,5 und 0,75 M NaCl eluiert werden konnte. In den

ersten acht Fraktionen, die mit 1 M NaCl eluiert wurden (Bahnen 6-13), war Talin

detektierbar, während die 9. und 10. Fraktion (Bahnen 14 und 15) nur noch in Spuren Talin

aufweisen. Im Eluat der GST-Säule konnte Talin nicht festgestellt werden (Bahn 2).

Die repräsentativ gezeigten Westernblot-Analysen mit Antikörpern gegen Annexin III und

Talin bestätigen das Ergebnis der Silberfärbung (Abb. 13). Annexin III konnte bereits mit

niedrigen NaCl-Konzentrationen (0,25 und 0,5 %) von der GST-MPR 46-CD eluiert

werden und war aus diesem Grund in früheren Eluatfraktionen (Abb. 13 A) sichtbar als

z. B. Talin das noch in der 8. Eluatfraktion deutlich detektiert werden konnte.

4.2.5 Copräzipitations-Analysen

Mit einem zweiten, unabhängigen Ansatz, sollte die Interaktion der bisher charakterisierten

Proteine (Talin, Myosin VII, Tiam 1, Tubulin, Aktin und Annexin III) nachgewiesen

werden. Dazu wurde GST bzw. GST-MPR 46-CD an Glutathion-Agarose-Matrix

gekoppelt, mit der cytosolischen Rattenhirnfraktion inkubiert und die mit der Matrix

copräzipitierten Proteine durch Westernblot-Analyse charakterisiert.

Für einige Copräzipitations-Analysen wurde ein mutiertes Fusionsprotein, in dem das

Tyrosinhaltige Internalisierungssignal (45YRGV48, Johnson et al., 1990) gegen (45ARGA48)

ausgetauscht worden war (GST-MPR 46-CD-Y45,V48!A, Abb. 3) eingesetzt. Als Positiv-

kontrolle diente Cytosol des Rattenhirns. Die Präzipitation erfolgte bei einer Salzkonzen-

tration von 150 mM NaCl in Anwesenheit von 1 % Triton X-100.
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bb. 17: Westernblot-Analysen nach Copräzipitation cytoplasmatischer Proteine aus Ra
ildtyp- und mutierter GST-MPR 46-CD.

5 µl einer 50 % igen Glutathion-Agarose-Matrix, gebunden an GST bzw. an die Fusionsprotein
6-CD und GST-MPR46 CD-Y45,V48!A wurden mit Rattenhirn-Cytosol (Ko, 1 mg Protein) ü
 °C inkubiert. Die Glutathion-Agarose-Matrix wurde gewaschen, die gebundenen Proteine
AGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der Gehalt an Talin, Myosin VII, Tiam
nnexin III wurde durch Westernblot-Analyse und ECL bestimmt.

n Abb. 17 A und B ist zu sehen, daß die beiden cytoskelettalen Proteine 

ubulin sowohl in der Positivkontrolle (Cytosol des Rattenhirns) als 

räzipitation mit GST-MPR 46-CD, nicht jedoch mit GST, detektiert werden ko

alin und Tiam 1 wurden sowohl mit dem GST-MPR 46-CD- als auch mit G

D-Y45,V48!A-Fusionsprotein präzipitiert (Abb. 17 C und D). GST zeigt e

emäß keine Bindung an Talin oder Tiam 1. Die Interaktion mit der mutierte

atischen Domäne des MPR 46, GST-MPR46 CD-Y45,V48!A, war nicht be

m Vergleich zu dem Wildtyp-GST-MPR46 CD-Protein.

er zur Verfügung stehende polyklonale Kaninchen-anti-Annexin III 

reuzreagierte im Westernblot auch mit GST- (28 kDa), GST-MPR46 CD- 

PR46 CD-Y45,V48!A  (je 33 kDa). Ein spezifischer Nachweis von Annex
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daher nach der Copräzipitations-Analyse nicht möglich. Aus diesem Grund wurde eine

Copräzipitation mit jodiertem rekombinantem Annexin III und Glutathion-Agarose-

gekoppeltem GST- bzw. GST-MPR 46-CD mit anschließender SDS-PAGE und

Autoradiographie durchgeführt. Dabei konnte festgestellt werden, daß [125I]-Annexin

sowohl mit GST- als auch mit GST-MPR 46-CD präzipitiert wurde (nicht gezeigt).

Myosin VII konnte nach Copräzipitations-Analysen mit GST-MPR46 CD nicht im

Westernblot nachgewiesen werden.

4.2.6 Indirekte Immunfluoreszenz-Analysen an kultivierten

Zellen

Um die subzelluläre Lokalisation der MPR 46 und Talin, Myosin VII, Tiam 1, Tubulin und

Annexin III zu analysieren, wurden indirekte Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen

durchgeführt. Da nur Antikörper gegen humanes Talin, Tiam 1, Myosin VII und Annexin

III zur Verfügung standen, wurde die humane SH-SY5Y Neuroblastoma-Zellinie

ausgewählt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden diese simultan mit

polyklonalen anti-MPR 46 aus Kaninchen oder Ziege und polyklonalen anti-Talin, Tiam 1,

Myosin VII bzw. Annexin III inkubiert. Für Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen von

MPR 46- und Tubulin wurden BHK MPR 46-Zellen eingesetzt. Die Detektion gebundener

Antikörper erfolgte mit fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörpern.
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antikörpern: MPR 46: Ziege-anti-Kaninchen Cy3 (rot, A); Talin: Kaninchen-anti-Ziege FITC (grün, B); MPR
46: Schaf-anti-Maus FITC (grün, D); Tiam 1: Ziege-anti-Kaninchen Cy3 (rot, E); MPR 46: Ziege-anti-
Kaninchen Cy2 (grün, G); Myosin VII: Schaf-anti-Maus-Cy3 (rot, H). Die jeweiligen Überlagerungen sind in
(C), (F) und (I) dargestellt. (Balken ≅  10 µm).

Auch die humanen SH-SY5Y Neuroblastoma-Zellen weisen nach Detektion des MPR 46

eine Färbung im perinucleären Bereich auf (Abb. 18 A), die allerdings, im Vergleich zu

BHK MPR 46-Zellen, nicht so deutlich zu sehen ist. Zahlreiche MPR 46-haltige Vesikel

sind detektierbar. Der polyklonale Antikörper gegen Talin färbt ebenfalls den

perinucleären Bereich und zahlreicher Vesikel an (Abb. 18 B). Eine Überlagerung beider

Bilder zeigt eine hochgradige Colokalisation zwischen MPR 46 und Talin, die nicht nur im

perinucleären Bereich sondern auch in einzelnen Vesikeln zu erkennen ist (Abb. 18 C).

Die Immunfluoreszenz-Färbung mit dem monoklonalen MPR 46- Antikörper 21-D3 und

einem polyklonalen Tiam 1-Antikörpern ist in Abb. 18 D-F zu sehen. Tiam 1 ist in der

gesamten Zelle in vesikulären Strukturen nachweisbar, wobei eine Verdichtung um den

Nucleus herum bemerkt werden kann (Abb. 18 E). Eine Überlagerung beider Bilder zeigt

eine Colokalisation der Antigene im perinucleären Bereich, jedoch nicht in einzelnen

Vesikeln an der Zellperipherie (Abb. 18 F).

Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen mit polyklonalen anti-MPR 46- und anti-Myosin

VII-Antikörpern sind in Abb. 18 G-I gezeigt. Myosin VII weist eine perinucleäre

Lokalisation auf (Abb. 18 H), ist aber auch in Vesikeln detektierbar. Eine Überlagerung

mit dem MPR 46 (Abb. 18 G) zeigt eine Colokalisation im perinucleären Bereich, jedoch

nicht in einzelnen Vesikeln (Abb. 18 I).

Lokalisations-Analysen nach Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen bei SH-SY5Y-Neuro-

blastoma-Zellen für MPR 46 und Annexin III-Antikörpern waren nicht möglich, da der zur

Verfügung stehende anti-Annexin III-Antikörper keine Färbung des Antigens erlaubte.
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5 DISKUSSION

5.1 Suche nach Interaktionspartnern für die cytoplasma-

tische Domäne des 46 kDa Mannose-6-Phosphat-

Rezeptors

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neue cytosolische bzw. membranassoziierte

Proteine gesucht, die mit der cytoplasmatischen Domäne (CD) des MPR 46 interagieren.

Zu diesem Zweck wurden zwei Hirn-cDNA-Banken (Ratte und Mensch) mit Hilfe des

yeast-two-hybrid-System untersucht. Anschließend wurden potentielle Bindungspartner

der MPR 46-CD aus der cytosolischen Fraktion des Rattenhirns durch Affinitäts-

chromatographie aufgereinigt und durch Massenspektrometrie analysiert. Die Daten

wurden durch Copräzipitations-Analysen und Doppel-Immunfluoreszenz-Färbungen

verifiziert. Die physiologische Bedeutung eines der Interaktionspartner, Aktin, für den

Transport neusynthetisierter lysosomaler Enzyme wurde durch Untersuchung der

Endocytoserate des MPR 46 und der MPR 46-vermittelten Sortierung lysosomaler Enzyme

im tGN an kultivierten Zellen mit intaktem und depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett

getestet und die Spezifität der gefundenen Interaktion überprüft.

5.1.1 Das yeast-two-hybrid-System

Mit dem yeast-two-hybrid-System können potentielle Bindungspartner für ein bereits

bekanntes Protein identifiziert werden. Ein Vorteil dieses Systems ist seine außer-

ordentliche Sensitivität, die es erlaubt, selbst schwache Bindungen nachzuweisen. Ein

weiterer Vorteil ist, daß die Interaktion der Proteine in Hefezellen stattfindet, wo die

Bedingungen, auch wenn sie  nicht in jeder Hinsicht den nativen entsprechen, doch den

Proteinen eher angemessen sind, als sie in vitro geschaffen werden könnten. Ebenfalls

vorteilhaft ist die sofortige Verfügbarkeit der cDNA des interagierenden Proteins [113].

Nachteilig an diesem System sind mögliche Detektionen falschpositiver Interaktionen, die

darauf zurückzuführen sind, daß die Reportergene autonom transkribiert werden. Dabei

kommt es zu bislang ungeklärten Interaktionen des Aktivierungsdomäne-Hybridproteins
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mit Transkriptionsfaktoren oder dem Promotor des Reportergens. Die falschpositiven

Interaktionspartner können weitestgehend durch Kotransformation der Fusions-Plasmide in

einen anderen Hefestamm, dessen Reportergene unter der Kontrolle eines anderen

Promotors stehen, ausgesondert werden, oder indem dem Wachstumsmedium der

kompetitive Inhibitor 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) hinzugefügt wird.

Auch wird durch dieses System nicht bewiesen, daß detektierte Interaktionen zwischen

Proteinen tatsächlich in vivo stattfinden, da diese Proteine möglicherweise in

unterschiedlichen Stadien der Ontogenese exprimiert werden oder räumlich voneinander

getrennt sind, so daß sie nicht in Kontakt zueinander treten können [114]. Die hohe

Sensitivität des yeast-two-hybrid-Systems hat den Nachteil, daß diese Bindungen oft

schwerlich durch andere Testverfahren bestätigt  werden können.

Da bei yeast-two-hybrid-Analysen die Interaktion der Proteine im Nucleus der Hefezellen

stattfindet, können Wechselwirkungen, die auf posttranslationalen Modifikationen

beruhen, nicht detektiert werden. Die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 ist am 57S

phosphoryliert (β-Turn-Struktur) und an den 30C/C34-Reste palmitoyliert (Loop-Bildung),

wobei gezeigt werden konnte, daß die Loop-Bildung und -Länge entscheidend für die

Stabilität des MPR 46 ist [39] [115].

Auch sind die Bedingungen im Nucleus unterschiedlich zu denen im Cytoplasma. Dieser

Nachteil könnte minimiert werden, indem man ein yeast-two-hybrid-System einsetzt, bei

dem die Wechselwirkungen der Proteine im Cytoplasma der Hefezellen stattfinden (Firma

Stratagene). Wegen der genannten Nachteile ist es erforderlich, die im yeast-two-hybrid

System detektierten Interaktionen durch weitere Testverfahren, wie Affinitätschromato-

graphie, Coimmunpräzipitation und immunfluoreszenzmikroskopische Analysen zu

überprüfen.

Ein kritischer Punkt bei der Analyse von Proteininteraktionen mit dem yeast-two-hybrid-

System ist die Auswahl geeigneter Bindungsdomäne-Vektoren. Die Interaktion zwischen

dem MPR 46-CD und den µ2- und µ3A-Adaptor-Untereinheiten konnte nur unter

Verwendung des  BD-Vektors pAS2 nachgewiesen werden, während mit den BD-

Vektoren pGBT9 und pAS2-1 kein Histidin-unabhängiges Wachstum der

kotransformierten Hefezellen beobachtet wurde (Storch,1999). Im Gegensatz zu den

Vektoren pGBT9 und pAS2-1 induziert der Vektor pAS2 die Expression von

Fusionsproteinen, die zwischen der Gal4-BD und dem Sondenprotein eine eingefügte

Sequenz von 26 Aminosäuren enthalten. Ohno et al.[116] konnten zeigen, daß der Abstand
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des Tyrosin-haltigen Internalisierungssignals des TGN38-CD von der Gal4-BD die Stärke

der Wechselwirkung mit den µ1- und µ2-Untereinheiten beeinflußt. Möglicherweise

blockiert die Gal4-BD bei Verwendung des Vektors pGBT9 und pAS2-1 die

Wechselwirkung von N-terminalen Sequenzen der MPR 46-CD mit den µ2- und µ3-

Untereinheiten.

Die Auswahl der geeigneten cDNA-Bank ist ebenfalls ein entscheidender Faktor für den

erfolgreichen Einsatz des yeast-two-hybrid-Systems. Da die mRNA zur Herstellung der

Rattenhirn- und der humanen Hirn-Bank mit Oligo-dT-Primern transkribiert wurde,

besitzen alle cDNA-Sequenzen den kompletten 3´-nicht-translatierten Bereich, so daß bei

einer durchschnittlichen cDNA-Länge von 1,7 bzw. 1,5 kb N-terminale Domänen

möglicher größerer interagierender Fusionsproteine (>400-500 Aminosäuren) oder solche,

die über N-terminale Domänen mit der MPR 46-CD interagieren könnten, nicht

repräsentiert sind. Ferner ist zu bedenken, daß die Gesamtheit der amplifizierten cDNA-

Sequenzen der Rattenhirn-Bank an EcoR1-Adaptoren und der humanen Hirn-Bank an

XhoI/EcoRI-Adaptoren legiert war, so daß nur 1/6 der Rattenhirn-Bank eine korrekte

Orientierung und den richtigen Leserahmen bzw. 1/3 der humanen Hirn-Bank den

richtigen Leserahmen bezüglich der Gal4-AD besitzen [117].

Weitere kritische Punkte, die vor der Anwendung des yeast-two-hybrid-Systems geklärt

werden müssen, sind die Expression, Stabilität und Nicht-Toxizität des Sondenproteins

sowie die Unfähigkeit desselben zur autonomen Transaktivierung der Reportergene.

Nach Untersuchung einer Rattenhirn-Bank mit der MPR 46-CD als Sonde, einkloniert in

den Vektor pAS2, wurden 789 His+- und lacZ+-Klone isoliert. Einundzwanzig dieser Klone

zeigten innerhalb der ersten 30 min eine intensive Blaufärbung im β-Galactosidase-Test

und wurden weiteren Analysen unterzogen. Nach Restriktionsspaltung der 21 Klone

wurden anhand des Restriktionsfragmentmusters 14 unterschiedliche Klone identifiziert

(Abb. 1). Nach DNA-Sequenzierung und Vergleich der cDNA-Sequenzen unter

Verwendung des NCBI-BLAST-Programms wiesen alle Klone bis auf drei ein frühzeitiges

Stopcodon auf. Die drei gefundenen, mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46

interagierenden, Proteine (Pancreatic Elastase II, Vascular Endothelial Growth Factor-

A144 und Mitochondrial Cytochrome Oxidase SU I, II, III) erschienen nicht sinnvoll, da

die Pankreas-Elastase, eine Serin-Protease, in sekretorischen Organellen lokalisiert ist und

somit nur mit der luminalen und nicht mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46 in
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Kontakt treten könnte. Der Endotheliale Wachstumsfaktor ist ein extrazelluläres Protein

und somit auch kein geeigneter Interaktionspartner für die MPR 46-CD. Cytochrom

Oxidase ist in Mitochondrien lokalisiert, was eine Wechselwirkung mit der MPR 46-CD

aus räumlichen Gründen unmöglich macht.

Um auszuschließen, daß die eingefügte Spacer-Sequenz von 26 Aminosäuren zwischen der

Gal4-BD und dem Sondenprotein, die der Vektor pAS2 bei der Expression von

Fusionsproteinen induziert, für die hohe Zahl unspezifischer Interaktionen nach

Untersuchung der Rattenhirn-Bank verantwortlich war, wurde eine humane Hirnbank mit

der MPR 46-CD, einkloniert in den Vektor pGBT9, untersucht. Das von diesem Vektor

exprimierte Fusionsprotein bestand aus der Gal4-BD, die übergangslos mit dem

Sondenprotein (MPR 46-CD) verbunden war. Ein Vorteil der humanen Hirn- im Vergleich

zu der Rattenhirn-Bank war, daß die cDNA-Sequenzen an  XhoI/EcoRI-Adaptoren ligiert

und somit gerichtet einkloniert waren. Eine falschpositive Interaktion mit  AD-Fusions-

proteinen aufgrund einer falschen Orientierung der cDNA konnte somit ausgeschlossen

werden.

Nach Untersuchung der humanen Hirn-Bank mit pGBT9-MPR 46-CD als Sonde wurden

41 His+- Klone isoliert, von denen 3 (7,3 %) einen lacZ+- Phänotyp zeigten. Eine

Sequenzanalyse der drei cDNA-Sequenzen ergab ein frühzeitiges Stopcodon bei zwei

Klonen. Die cDNA-Sequenz des dritten Klons konnte nach mehreren Versuchen aufgrund

vorzeitigen Abbruchs der Sequenzanalyse, vermutlich durch eine 5´-GC-reiche Region,

nicht ermittelt werden. Möglicherweise wäre eine Analyse dieses Klons nach Abspaltung

dieser Sequenz erfolgreich.

In beiden yeast-two-hybrid-Analysen konnte eine autonome Aktivierung der Reportergene

ausgeschlossen werden, da Hefezellen, die nur mit den positiv interagierenden AD-Plas-

miden transformiert worden waren, keine β-Galactosidase-Expression aufwiesen. Auch

eine Wechselwirkung der AD-Plasmide mit der Gal4-Domäne des BD-Vektors schien

unwahrscheinlich, da nach Kotransformation der AD-Plasmide mit den Konstrukten pAS2

bzw. pGBT9 in Abwesenheit der MPR 46-CD kein Wachstum auf His-freiem Medium

festzustellen war. Eine unspezifische Bindung zwischen der MPR 46-CD und dem AD-

Fusionsprotein wurde durch Kotransformation mit pLamin C ausgeschlossen, da Lamin C,

ein Kernlamina-Protein, eine Vielzahl unspezifischer Bindungen mit anderen Proteinen

eingeht.
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Zur Minimierung falschpositiver Wechselwirkungen wurde die Analyse in Gegenwart des

kompetitiven Inhibitors 3-AT durchgeführt. Weitere Kontrollen zur Expression, Stabilität

und Toxizität des MPR 46-CD-Sondenproteins wurden in früheren Arbeiten durchgeführt

[47] und die autonome Transaktivierung der Reportergene durch die MPR 46-CD wurde

parallel bei jeder Analyse ausgeschlossen.

Zusammenfassend wurden bei der Untersuchung einer Rattenhirn-Bank mit der

MPR 46-CD-cDNA, einkloniert in den Vektor pAS2, 789 primärpositive Klone

identifiziert, von denen 21 sequenziert wurden. Bei der Untersuchung einer humanen

Hirnbank mit dem Vektor pGBT9-MPR46-CD wurden 41 Klone detektiert, von denen drei

einer Sequenzanalyse unterzogen wurden. Keine der sequenzierten cDNA-Klone kodierte

für einen sinnvollen potentiellen Interaktionspartner der MPR 46-CD.

Andere cDNA-Banken wurden aus Zeitgründen nicht mehr untersucht. Bis zum

gegenwärtigen Zeitpunkt wurden in der Literatur keine erfolgreichen yeast-two-hybrid-

Analysen mit der cDNA des MPR 46-CD als Sonde beschrieben. Mit der MPR 300-CD als

Sonde konnte im yeast-two-hybrid-System TIP 47 als Interaktionspartner für die

cytoplasmatische Domäne des MPR 300 ermittelt werden [100].

5.1.2 Affinitätschromatographische Aufreinigung MPR 46-

CD-bindender Proteine

In einem zweiten Ansatz wurden affinitätschromatographische Untersuchungen

durchgeführt, um aus dem Cytosol des Rattenhirns Proteine zu isolieren, die mit der

MPR 46-CD in Wechselwirkung treten können.

Da die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 innerhalb der bisher klonierten Spezies zu

100 % konserviert ist, war zu erwarten, daß auch Proteine der Ratte an die eingesetzte

MPR 46-CD, die von der humane MPR 46-CD-cDNA codiert wurde, binden und keine

Spezies-bedingten Schwierigkeiten auftreten würden. Der Vorteil bei dem Einsatz des

Rattenhirns war, daß relativ schnell große Mengen einer frischen cytosolischen Fraktion

präpariert werden konnten und daß die Datenbank bisher identifizierter Proteine der Ratte

sehr umfangreich ist. Die Spezifität der Bindung potentieller Interaktionspartner an die

GST-MPR 46-CD-Säule wurde dadurch gewährleistet, daß das Rattenhirn-Cytosol zuerst

mit einer GST-Matrix inkubiert wurde, um unspezifisch bindende Proteine zu eliminieren.
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Die Elution gebundener Proteine begann erst, nachdem durch Waschpuffer keine

unspezifisch gebundenen Proteine mehr entfernt werden konnten.

Die eluierten Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt  und einer Coomassie-Blue-

oder Silberfärbung unterzogen. Angefärbte Proteinbanden wurden massenspektrometrisch

analysiert oder direkt nach Coomassie-Blue-Färbung durch Edman-Abbau ansequenziert.

Um ein möglichst breites Spektrum potentieller Interaktionspartner analysieren zu können,

wurde eine Gradienten-SDS-PAGE (5-15 % Acrylamid) durchgeführt. Bei der

anschließenden Silberfärbung wurden ca. 24 Proteinbanden detektiert, von denen ca. 30 %

eine molekulare Masse kleiner als 30 kDa aufwiesen (Abb. 13). Vier prominente

Proteinbanden unterschiedlicher Größe wurden aus dem Gel ausgeschnitten und massen-

spektrometrisch analysiert. Eine prominente Proteinbande bei 43 kDa wurde nach SDS-

PAGE (10 % Acrylamid) und anschließender Coomassie-Blue-Färbung (Abb. 4 A) aus

dem Gel ausgeschnitten und durch Edman-Abbau ansequenziert.

Bei der massenspektrometrischen Analyse wurden die im Gel enthaltenen Proteine

zunächst tryptisch in Peptide gespalten und anschließend die Massen der einzelnen Peptide

im entstandenen Fragmentgemisch gemessen. Das Massenspektrum des Peptidgemisches

lieferte für jedes Protein einen spezifischen �Fingerabdruck�. Nachfolgend konnten die

Proteine durch eine Suche in einer aktuellen SwissProt-Datenbank mit einer Liste der

Peptidmassen identifiziert werden, wobei als Suchparameter die Spezies und das durch

SDS-PAGE ermittelte Molekulargewicht verwendet wurden. Bei der Identifizierung

wurden die experimentell ermittelten Peptidmassen mit den entsprechenden Werten aus

einer theoretischen Fragmentierung aller in den Datenbanken erfaßten Proteine verglichen.

Jeder erzielte Treffer spiegelt daher eine bestimmte Wahrscheinlichkeit wider, daß es sich

um das angegebene Protein handelt.

Die massenspektrometrische Analyse erbrachte mehrere Treffer für jede der

ausgeschnittenen Proteinbanden, was zum einen damit zu erklären ist, daß erzielte Treffer

unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten aufwiesen und zum anderen, daß diese Banden

mehrere Proteine mit annähernd gleichem Molekulargewicht beinhalten können. Die

Kriterien, die angewandt wurden, um Proteine als potentielle Interaktionspartner der MPR

46-CD weiter in Betracht zu ziehen bzw. zu verwerfen, waren zum einen die angegebenen

�Matched Masses (%)�, die den Anteil der mit der theoretischen Fragmentierung des

Treffers übereinstimmenden Massen an allen im Massenspektrum detektieren Massen

angibt. Ein weiteres Kriterium war die Lokalisation der Kandidaten-Proteine in der Zelle.
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Als Ausgangsmaterial diente die cytosolische Fraktion des Rattenhirns, weswegen

integrale Membranproteine, die bei der Datenanalyse angegeben wurden, wie Natrium-

Kanal, Insulin-Rezeptor, Sortilin-Related Receptor Precursor, für weitere Analysen nicht

einbezogen wurden. Auch ermittelte Proteine, die in Organellen lokalisiert sind, wo sie aus

räumlichen Gründen nicht mit dem MPR 46 interagieren können, oder die organspezifisch

exprimiert werden, z.B. die mitochondriale ATP-Synthase, 2,3-Bisphosphoglycerat-

Mutase aus Erythrocyten, oder das Testis-spezifische T-Box-Protein1, wurden für

anschließende Untersuchungen nicht in Betracht gezogen. Desweiteren traten bei der

Analyse Proteine auf, die für den Transport des MPR 46 nicht relevant sind, z.B.

Transkriptionsfaktor IIF und DNA-Topoisomerase II, die ebenfalls verworfen wurden.

Vor allem aber wurden Literaturangaben  beachtet, um festzustellen, ob die angegebene

Proteine in Prozesse wie Vesikelbildung, -transport oder -fusion involviert sind oder ob

eine Interaktion mit cytoplasmatischen Domänen anderer Rezeptoren beschrieben ist. Aus

den genannten Gründen wurden folgende Proteine weiterführenden Analysen unterzogen:

Talin (269 kDa), Myosin VII (230 kDa), Tiam 1 (205 kDa), Tubulin (55 kDa), Aktin

(43 kDa) und Annexin III (33 kDa).

Der Nachweis von immunreaktivem γAP-1und αAP-2, Untereinheiten der Adaptorproteine

AP-1 und AP-2, sowie von GGA3 im Eluat der GST-MPR 46-CD-Säule bestätigt die

Spezifität und funktionelle Relevanz der gebundenen Proteine und kann gleichzeitig als

Kriterium für eine erhöhte Wahrscheinlichkeit gelten, daß eluierte Proteine, die durch

Antikörperreaktion nachweisbar sind, echte Interaktionspartner der MPR 46-CD sind.

Da jeder Treffer nur eine Wahrscheinlichkeit widerspiegelte, mit der es sich tatsächlich um

das angegebene Protein handelt, mußte die Relevanz der Treffer durch weitere

Testverfahren beurteilt werden. Zu diesem Zweck wurden die Eluate der GST- und GST-

MPR 46-CD-Säulen einer Westernblot-Analyse unterzogen (Abb. 14). In den Eluaten der

GST-MPR 46-CD-Säule wurde Talin-, Myosin VII-, Tiam 1-, Tubulin- Aktin- und

Annexin III-immunreaktives Material detektiert, wodurch die Treffer der massenspektro-

metrischen Analyse, die für weitere Untersuchungen in Betracht gezogen worden waren,

bestätigt wurden. Im Eluat der GST-Säule waren diese Proteine nicht nachweisbar.

Da gebundene Proteine anfangs mit ansteigenden NaCl-Konzentrationen eluiert worden

waren, konnten Rückschlüsse auf die Stärke der ionischen Wechselwirkungen zwischen

der MPR 46-CD und dem interagierenden Protein gezogen werden. Danach geht Talin eine

stärkere Wechselwirkung mit der MPR 46-CD ein als Annexin III (Abb. 16). Annexin III
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wurde bereits mit 0.5 M NaCl eluiert und konnte somit in früheren Fraktionen detektiert

werden als Talin, das erst mit 1 M NaCl von der MPR 46-CD-Säule gelöst werden konnte.

Die potentiellen Bindungspartner der MPR 46-CD, die im Rahmen dieser Arbeit

affinitätschromatographisch aufgereinigt wurden, sind im Folgenden einzeln beschrieben.

5.1.2.1 Aktin und die Endocytose von Mannose-6-Phosphat-

Rezeptoren

Alle Eukaryonten-Arten enthalten Aktin. In vielen eukaryontischen Zellen ist dieser

Bestandteil des Cytoskeletts das häufigste Protein, das über 5 % der gesamten

Proteinmenge in der Zelle ausmacht. Jedes Aktin-Molekül ist ein Polypeptid aus

375 Aminosäuren, das ein eng gebundenes ATP-Molekül trägt. Bei allen höheren

Eukaryonten gibt es mehrere Aktin-Isoformen, die man in drei verschiedene Klassen teilen

kann. Die α-Aktine kommen in den verschiedenen Muskelgeweben vor, β- und  γ-Aktine

sind die wichtigsten Bausteine in Nicht-Muskelzellen. Die einzelnen Aktin-Isoformen

unterscheiden sich nur geringfügig, und alle lagern sich zu Filamenten zusammen. Die

Polymerisation gereinigten Aktins in vitro erfordert ATP sowie ein- und zweiwertige

Ionen, gewöhnlich K+ und Mg2+. Aktin-Filamente können in den Zellen sowohl stabile als

auch labile Strukturen ausbilden. Stabile Aktin-Filamente bilden den Kern der Mikrovilli

und sind ein entscheidender Bestandteil des kontraktilen Apparats in Muskelzellen. Viele

Zellbewegungen beruhen jedoch auf labilen Strukturen aus Aktin-Filamenten [118].

Ein Großteil des vesikulären Transportes verläuft anhand von Aktin-Filamenten. Für den

Transport entlang der Aktin-Filamente sind Motorproteine erforderlich, die zu der Familie

der Myosine gehören. Myosine enthalten eine N-terminale Motor-Domäne, die in

Abhängigkeit von ATP an Aktin bindet und einen C-Terminus, der mit Vesikeln, die für

die jeweilige Myosin-Klasse spezifisch sind [203] interagiert.

Das Aktin-Cytoskeletts spielt auch bei endocytotischen Vorgängen eine wichtige Rolle.

Für die meisten tierischen Zellen werden spezifische Makromoleküle aus dem

extrazellulären Raum nach Bindung an entsprechende Rezeptoren über Clathrin-umhüllten

aufgenommen - ein Vorgang, den man als Rezeptor-vermittelte Endocytose bezeichnet und

der eine kritische Bedeutung für eine Vielzahl zellulärer Funktionen spielt. Dabei binden

Makromoleküle an komplementäre Zelloberflächen-Rezeptoren, sammeln sich in Coated

Pits und gelangen als Rezeptor-Ligand-Komplex in Clathrin-beschichteten Vesikeln in die
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Zelle. An der Clathrin-abhängigen Endocytose sind mehrere Proteine beteiligt. Dazu

gehört der heterotetramere Adaptor AP-2, dem eine Schlüsselstellung bei diesen Prozessen

zukommt [67]. AP-2 bindet mit seiner µ2-Untereinheit an das YXX∅ - bzw. NPXY-

Internalisierungssignal (X steht für jede beliebige Aminosäure, ∅  steht für hydrophobe

Reste) in cytoplasmatischen Domänen zirkulierender Rezeptoren [62] [119], und mit seiner

β2-Untereinheit an Clathrin, der Hauptkomponente der Vesikel-Hülle, und spielt somit

eine wichtige Rolle bei der direkten und indirekten Rekrutierung akzessorischer bzw.

regulatorischer Proteine wie z.B. Amphiphysin und Dynamin [120]. Dabei bindet die SH3-

Domäne von Amphiphysin die Prolin-reiche Region von Dynamin, das an der

Abschnürung der Vesikel beteiligt ist.

Die Entstehung von Vesikeln bei der Rezeptor-vermittelten Endocytose beinhaltet weitere

komplexe Proteininteraktionen, die bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht völlig geklärt

sind. Dazu gehört auch die Rolle des Aktin-Cytoskeletts. In S. cerevisiae  konnte durch

genetische Analysen gezeigt werden, daß Rezeptor-vermittelte Endocytose entscheidend

vom Aktin-Cytoskelett abhängt [121]-[123]. In Säugerzellen sind die Indizien dafür

heterogen. Hier konnte nach Einsatz Aktin-depolymerisierender Substanzen [124] eine

Inhibition endocytotischer Prozesse in einigen Zelltypen festgestellt werden, jedoch nicht

in allen [125]-[128]. So war z.B. bei CHO-Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen

Toxinen, welche die Dynamik des Aktin-Cytoskeletts stören (Cytochalasin D,

Latrunculin A und Jasplakinolid), eine Inhibition der Endocytose zu bemerken [128],

während Cos-7- oder humane erythroleukämische K562-Zellen unter diesen Bedingungen

keine Veränderung in endocytotischen Prozessen zeigten [128].

Für das Aktin-Cytoskelett werden verschiedenartige Funktionen bei endocytotischen

Vorgängen diskutiert. So könnten Aktin-Filamente eine physikalische Barriere an der

Plasmamembran bilden, die eine vorschnelle Invagination der Membran verhindert.

Gaidarov et al. [129] beobachteten nach Behandlung von Zellen mit Latrunculin B, eine

erhöhte Anzahl und laterale Mobilität von Clathrin-coated Pits, was auf die

depolymerisierte Aktin-Barriere am Zellcortex zurückgeführt werden könnte.

Das Aktin-Cytoskelett könnte auch bei der Invagination von Vesikeln an der

Plasmamembran selber eine Rolle spielen, wobei denkbar wäre, daß eine lokale Regulation

der Aktin-Polymerisation eine Kurvatur an der Membran zur Folge hat, die eine

Anlagerung der erforderlichen Hüllproteine erleichtert [61] [130].
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Eine drittes Denkmodell legt die Möglichkeit nahe, daß das cortikale Cytoskelett zu rigide

ist um endocytotische Prozesse zu erlauben und deswegen erst �umgelagert� werden muß

[131]. Für diese Hypothese sprechen Beobachtungen die ergaben, daß die unmittelbare

Umgebung von Clathrin-coated Pits nahezu frei von Aktin-Filamenten ist [128]. Aktin

kann jedoch nicht ausschließlich eine Rolle bei der negativen Regulation der Endocytose

spielen, da in polarisierten Epithelzellen gezeigt werden konnte, daß an der apikalen

Oberfläche die Endocytose nach Aktin-Depolymerisierung komplett inhibiert wurde, die

Stabilisierung dieser Filamente mit Jasplakinolid jedoch keinen Effekt auf die Endocytose

hatte [125] [132].

Eine vierte potentielle Rolle des Aktin-Cytoskeletts wird bei der Abschnürung der Vesikel

vermutet. Dabei wird postuliert, daß Aktin-Polymerisation in der Neck-Region der Vesikel

die treibende Kraft für die Vesikelabschnürung bzw. -ablösung ist [130]. Dafür würde

sprechen, daß eine Aktin-Depolymerisierung mit Latrunculin A bei A431-Zellen eine

Inhibition der Rezeptor-vermittelten Endocytose im Stadium der Invagination zur Folge

hatte [127].

Ein fünftes Denkmodell legt eine Beteiligung des Aktin-Cytoskeletts an dem Transport

endocytotischer Vesikel durch das viskose Cytoplasma nahe. Diese Vermutung wird durch

die Beobachtung unterstützt, daß bei Endosomen, Pinosomen, Clathrin-beschichteten und

sekretorischen Vesikeln ein Aktin-�Schweif� (Actin Comet Tail) beobachtet wurde [133-

135], der auch in vitro bei Endosomen und Lysosomen bemerkt werden kann [136]. Dieser

Aktin-�Schweif� ist vergleichbar mit dem einiger pathogener Organismen wie Listeria

monocytogenes und Shigella flexneri, die sich mit Hilfe dieses �Schweifes� propellerartig

durch das Cytoplasma der infizierten Wirtzelle bewegen [137].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Aktin an die MPR 46-CD-

Affinitätssäule bindet. Die Ergebnisse der Edman-Sequenzanalyse wurden durch

Westernblot-Analysen verifiziert (Abb. 5), bei denen Aktin im Eluat der GST-MPR 46-

CD- aber nicht im Eluat der GST-Säule detektiert werden konnte. Copräzipitations-

Analysen erbrachten das gleiche Ergebnis: Hier konnte Aktin mit der MPR 46-CD aber

nicht mit GST allein präzipitiert werden (Abb.17 A).

Um die physiologische Bedeutung dieser Interaktion zu ermitteln, wurde der Transport des

MPR 46 bei Zellen mit intaktem und depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett untersucht. Die

Inkubation von Zellen mit Latrunculin A (Lat. A), einem zellpermeablen Toxin des

Schwammes Latrunculia magnifica, führt zu einer Depolymerisierung des Aktin-
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Cytoskeletts durch die Bildung eines 1:1 Komplexes mit monomerem Aktin. Dadurch sind

die Aktin-Monomere nicht mehr in der Lage, zu polymerisieren. Alternativ benutzen

andere Autoren Jasplakinolid, ein Toxin des Schwammes Jaspis johnstoni, das durch

Bindung an Aktin-Filamente diese stabilisiert. Dadurch wird die Dynamik des Aktin-

Cytoskeletts unterbunden. Die beiden Toxine  können unterschiedliche Wirkungen auf

endocytotische Prozesse haben [132].

Die Internalisierung von MPR 46, die an der Plasmamembran lokalisiert sind, konnte nur

mit Hilfe des jodierten monoklonalen Antikörpers [125I]-21-D3 untersucht werden, da der

MPR 46 im Gegensatz zu dem MPR 300 keine M6P-haltigen Liganden an der Oberfläche

binden kann [138]. Die MPR 46 zirkulieren konstitutiv und werden ständig von MPR 46

aus den Endosomen ersetzt. Die Bindung, Internalisierung und intrazelluläre

Akkumulation des [125I]-21-D3 ist entsprechend ein Maß für den Transport und Austausch

des MPR 46 über die Zelloberfläche. Ein Gleichgewicht wird erreicht, wenn die Zahl der

freien, noch nicht mit Antikörpern besetzten Rezeptoren an der Oberfläche, gleich ist mit

der Anzahl der Rezeptoren, die durch die Bindung der Antikörpers dem lysosomalen

Abbau zugeführt werden.

Da die Zahl der MPR 46, die im Gleichgewicht an der Zelloberfläche lokalisiert sind, sehr

gering ist, wurden für diese Experimente BHK MPR 46-Zellen hinzugezogen, die

zusätzlich zu dem endogenen den humanen MPR 46 überexprimieren.

Bei Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts nahm die Endocytoserate der MPR 46

signifikant ab im Vergleich zu intakten Zellen (Abb. 7 A, B). In Abhängigkeit von der Art

der Messungen des internalisierten [125I]-21-D3, d.h. entweder durch Bestimmung der

intrazellulär akkumulierten Radioaktivität im γ-Counter oder durch SDS-PAGE mit

anschließender Autoradiographie und densitometrische Auswertung, sank die

Endocytoserate des MPR 46 bei Zellen mit depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett auf 55 %

bzw. 11 % im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen ab. Die Schwankungen dieser

Werte sind wahrscheinlich darauf zurückzuführen, daß freies [125I] an die Zellmembran

angelagert war und bei der Analyse im γ-Counter mit erfaßt wurde, während bei der

elektrophoretischen Auftrennung nur der intakte [125I]-21-D3 ausgewertet wurde. Die

Endocytoserate des MPR 46 konnte nur nach Überexpression des Rezeptors nachgewiesen

werden.

Daß die Interaktion mit Aktin nicht spezifisch für den  MPR 46 ist, konnte durch einen

vergleichbaren experimentellen Ansatz ermittelt werden, bei dem die Endocytoserate des
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MPR 300 in An- und Abwesenheit von Lat. A gemessen wurde. Zu diesem Zweck wurde

jodierte Arylsulfatase A [125I]-ASA, ein lysosomales M6P-haltiges Enzym, eingesetzt.

Auch hier konnte eine signifikante Abnahme der MPR 300-Endocytoserate zwischen 49 %

und 32 % bei Zellen mit depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett festgestellt werden (Abb. 8).

Die Abnahme der Endocytoserate nach Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts ist

Zelltyp-abhängig. Lat. A-behandelte Ratten-Glia C6-Zellen zeigten bei densitometrischen

Messungen eine Abnahme der Endocytoserate auf 11 % im Vergleich zu intakten Zellen.

Bei humanen SH-SY5Y Neuroblastoma-Zellen war sogar eine nahezu komplette Inhibition

der MPR 300-Endocytose nach Lat. A-Behandlung zu bemerken. Nur 3 % [125I]-ASA im

Vergleich zu Kontrollzellen wurde internalisiert (Abb. 9).

In allen Experimenten war der Proteingehalt pro Zellplatte bei Lat. A-behandelten und

unbehandelten Zellen gleich, womit ausgeschlossen wurde, daß die beobachtete Abnahme

der Endocytoserate bei Zellen mit depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett auf eine Reduktion

der Zellzahl zurückzuführen ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Abnahme des internalisierten jodierten MPR 46-

Antikörpers bzw. der spezifisch von MPR 300 internalisierten [125I]-ASA bei Zellen mit

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett macht deutlich, daß die Endocytose der MPR in

Abhängigkeit von Aktin erfolgt. Die eingesetzte Konzentration von 5 µM Lat. A und die

Inkubationszeit von 3 h, die in Vorexperimenten an BHK MPR 46-Zellen ermittelt und mit

Literaturangaben verglichen worden waren, erwiesen sich als optimal, da es unter diesen

Bedingungen zu keiner Ablösung der kultivierten Zellen kam, dabei aber der Effekt dieses

Toxins auf die Endocytose der MPR deutlich sichtbar gemacht werden konnte. In welchem

Stadium die Endocytose der MPR durch die Depolymerisierung der Aktin-Filamente

gestört wird, bleibt dabei unklar. Dies könnte bereits bei der Invagination der Fall sein, wo

die Aktin-Polymerisation und die damit verbundene Anlagerung der erforderlichen

Hüllproteine, inhibiert ist. Möglich wäre auch, daß die Depolymerisierung des bei

Clathrin-beschichteten Vesikeln beobachteten Aktin-�Schweifs� die Navigation MPR-

haltiger Vesikel erschwert und für die Abnahme der MPR-Endocytoserate verantwortlich

ist. Da bisher noch keine direkte Interaktion zwischen Aktin-Filamenten und

cytoplasmatischen Domänen endocytierter Rezeptoren beschrieben wurde, wäre auch

denkbar, daß die Verankerung der MPR mittels eines potentiellen Linkerproteins an Aktin-

Filamente  durch deren Depolymerisierung unterbleibt. Eine Rolle bei der negativen

Regulation der MPR-Endocytose scheint dem Aktin-Cytoskelett nicht zuzukommen, da
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eine Abnahme der Endocytoserate gemessen wurde. Daß die Abnahme der Endocytoserate

Zelltyp-abhängig ist, könnte darauf zurückzuführen sein, daß die MPR in unterschiedlichen

Zellinien unterschiedlich exprimiert werden oder nicht mit der gleichen Kinetik

zirkulieren.

Um zu ermitteln, ob ein intaktes Aktin-Cytoskelett auch für den Transport der MPR vom

tGN zu den Endosomen erforderlich ist, wurden die Sekretion und der Transport von

metabolisch [35S]-markierter ASA und Cathepsin D (Cath. D) in humanen SH-SY5Y-

Neuroblastoma-Zellen und in Mausfibroblasten, die zusätzlich zu der endogenen die

humane ASA (Ltk-ASA) bzw. den humanen MPR 46 (L-MPR 46) überexprimieren,

untersucht. Dabei wurden die Zellen, nach metabolischer Markierung mit [35S]-Methionin,

einem Chase von 6 h in An- und Abwesenheit von Lat. A unterzogen. Anschließend

wurden aus gleichen Mengen Zellextraktes und Mediumüberstandes ASA und Cath. D

sequenziell immunpräzipitiert.

Die vorgestellten Ergebnisse lassen mehrere Aussagen zu. In einigen Experimenten (6 von

insgesamt 16) waren signifikante Unterschiede zwischen Ltk-ASA-Zellen mit intaktem

bzw. depolymerisiertem  Aktin-Cytoskelett zu erkennen (Abb. 10 C und D). So

sezernierten Lat. A- behandelte Ltk-ASA-Zellen 90 % der neusynthetisierten ASA. In

unbehandelten Zellen verblieben hingegen 87 % der neusynthetisierten ASA intrazellulär

und 13 % wurden sezerniert. Nach Immunpräzipitation von Cath. D war der gleiche Effekt

von Lat. A auf dies Zellen zu erkennen. In unbehandelten Zellen wurden 98 % des

neusynthetisierten Cath. D korrekt prozessiert und nur 2 % sezerniert. Zellen mit depoly-

merisiertem Aktin-Cytoskelett sezernierten jedoch 86 % und nur 14 % wurden korrekt

prozessiert. Bei diesen Experimenten konnte eine Reduktion des ASA- bzw. Cath. D-

Transportes zu Endosomen/Lysosomen und eine Mehrsekretion dieser Enzyme nach

Behandlung mit Lat. A festgestellt werden.

Die Mehrheit der Ergebnisse läßt jedoch keinen Unterschied in der Sortierung bzw.

Sekretion neusynthetisierter lysosomaler Enzyme bei Zellen mit intaktem bzw.

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett erkennen (Abb. 10 A und B). Zehn von 16

Experimenten zeigten, daß sowohl bei intakten Zellen als auch bei solchen mit

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett die gleichen Mengen ASA intrazellulär verblieben

(zwischen 75 % und 79 %). Die gleiche Beobachtung konnte auch nach Immunpräzipi-

tation von Cath. D gemacht werden. Auch hier war bei Zellen mit intaktem bzw.

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett kein Unterschied zu erkennen, da 16 % bzw. 19 %



Diskussion

99

korrekt prozessiert wurden. In L-MPR 46-Zellen konnte die Beobachtung bestätigt werden,

daß die Depolymerisierung der Aktin-Filamente keinen Effekt auf die Sortierung

lysosomaler Enzyme hat. Auch hier wurden etwa die gleichen Mengen Cath. D korrekt zu

den Endosomen/Lysosomen transportiert (41 % bzw. 55 %), da sowohl die Precursor-

Protein als auch die reife Form dieses Enzyms, die ausschließlich in Endosomen und

Lysosomen lokalisiert ist, präzipitierbar waren. Bei humanen SH-SY5Y-Zellen konnte

ebenfalls kein Unterschied in An- und Abwesenheit von Lat. A auf den Transport neusyn-

thetisierter lysosomaler Enzyme festgestellt werden (nicht gezeigt). Mehr als 90 % des

Cath. D wurden sowohl in intakten Zellen als auch in solchen mit depolymerisiertem

Aktin-Cytoskelett  korrekt prozessiert, die Beeinflussung der Sekretion durch Lat. A war

marginal.

Die vorgestellten Ergebnisse lassen vermuten, daß die Sortierung neusynthetisierter

lysosomaler Enzyme nicht in Abhängigkeit von Aktin erfolgt, was in 10 von 16 Experi-

menten gezeigt werden konnte. Die Heterogenität der Ergebnisse ist möglicherweise auf

die experimentellen Bedingungen, die für die Endocytose-Assays optimiert, aber auch auf

die Pulse/Chase-Experimente angewandt wurden, zurückzuführen. So könnte es sich bei

den eingesetzten 5 µM Lat. A um eine kritische Konzentration handeln, die für den

Zeitraum der Endocytose (3 h) jedoch nicht für den des Chase (6 h) angemessen war.

Außerdem könnten Sekundäreffekte wie Alter und Wachstumsphase der kultivierten

Zellen eine Rolle spielen. Daß die Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme

wahrscheinlich nicht in Abhängigkeit von Aktin-Filamenten erfolgt, wurde durch

Untersuchungen an humanen Hautfibroblasten bestätigt. Bei Einsatz von Cytochalasin B

(einem Aktin-depolymerisierenden Toxin) und Nocodazol (einem Miktrotubuli-

depolymerisierenden Toxin) konnte eine Beeinträchtigung der Prozessierung und ein

verlangsamter Transport zu Lysosomen sowie eine Mehrsekretion von Cathepsin D gezeigt

werden, wobei die alleinige Anwendung von Cytochalasin B keinen Effekt auf die

Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme hatte (T. Braulke, Hamburg,

persönliche Mitteilung). Bei Untersuchungen an humanen Fibroblasten war eine Inhibition

um den Faktor fünf des lysosomalen Enzymtransportes bei Behandlung der Zellen mit

Nocodazol feststellbar [139], was darauf hindeutet, daß der Transport neusynthetisierter

lysosomaler Enzyme entlang von Mikrotubuli erfolgt. Da jüngere Untersuchungen ein

sogenanntes �Duales Transportsystem� beschreiben, bei dem Aktin-Filamente und Mikro-

tubuli kooperieren und die Störung eines Systems Dysfunktionen des anderen zur Folge
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haben kann [140], wäre denkbar, daß die Unterschiede zwischen den Lat. A-behandelten

und unbehandelten Zellen in der Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme, wie

sie in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurden, darauf zurückzuführen sind, daß die

Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts Störungen des Transportes entlang der Mikro-

tubuli zur Folge hatte. Daß der Transport neusynthetisierter lysosomaler Enzyme nicht

oder nicht hauptsächlich entlang von Aktin-Filamenten erfolgt, wird durch die Ergebnisse

der immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen bestätigt, da nach Depolymerisierung des

Aktin-Cytoskeletts keine Veränderung in der Lokalisation von MPR 46 in perinucleären

Strukturen, die dem tGN entsprechen, feststellbar sind. Die hochgradige Colokalisation

von Aktin und MPR in immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen ist möglicherweise

darauf zurückzuführen, daß der retrograde Transport der MPR von Endosomen zum tGN

in Abhängigkeit von Aktin erfolgt. Für den vesikulären Transport vom Golgi Apparat zum

Endoplasmatischen Reticulum wurde bereits eine Beteiligung des Aktin-Cytoskeletts

nachgewiesen [141]. Da im der vorliegenden Arbeit auch Tubulin im Eluat der GST-MPR

46-CD-Säule detektiert wurde, wären weitere Untersuchungen zu der Bedeutung der

Mikrotubuli an der Sortierung der MPR nötig. Zu diesem Zweck könnten z.B.

immunfluoreszenzmikroskopische Analysen mit Zellen, deren Mikrofilament-System

durch Nocodazol depolymerisiert wurde, durchgeführt werden, um die Verteilung der

MPR zu ermitteln.

5.1.2.2 Talin

Talin ist ein 269 kDa cytoskelettales Protein [142] das eine N-terminale globuläre Kopf-

Domäne (AS-Reste 1-433, ~50 kDa) und eine C-terminale Rod-Domäne (~220 kDa)

besitzt [143] über die es antiparallele Homodimere bilden kann [144].

In der Kopfdomäne bilden die Aminosäure (AS)-Reste 86-410 eine FERM-Struktur [143],

deren Name sich von anderen Proteinen mit homologer Domäne (Band 4.1, Ezrin, Radixin

und Moesin [145]) ableitet. Die FERM-Domäne von Talin kann an die cytoplasmatische

Domäne der β1-, β2- und β3-Untereinheit von Integrinen binden [146] [149], an die Fokale

Adhäsions Kinase (FAK) [150], an Layilin [150] [151] und an F-Aktin [152] [156].

Plasmon-Resonanz-Analysen zeigten, daß die Kopf-Domäne von Talin eine sechsfach

höhere Bindung an die cytoplasmatische Domäne  von β1-Integrin aufweist als das gesamte

Protein [153], was auf die Maskierung des FERM-Motives durch den C-Terminus von

Talin zurückzuführen ist. Die proteolytische Abspaltung der Talin-Kopf-Domäne durch
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Calpain II könnte daher Aktivierung und Clustering der Integrine einleiten [153]-[155].

Die Talin-Rod-Domäne enthält eine zweite Integrin-Bindungsstelle [148], eine hoch-

konservierte C-terminale Aktin-Bindungsstelle (AS-Reste 2345-2541) [156] und drei

Bindungsstellen für das cytoskelettale Protein Vinculin. Die Bindung von Vinculin an

Talin kann durch Phosphatidyl-inositol-4-5-bisphosphat reguliert werden [157]. Diese

Daten lassen vermuten, daß Talin eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Zellform, bei

Adhäsions- und Migrationsprozessen zukommt, die durch Vinculin moduliert werden

können [158]. Zusätzlich kommt Talin, neben der indirekten Funktion bei der Verpackung

von Integrinen in COP I-umhüllte Vesikel im ER [159] auch eine Rolle bei Prozessen der

Phagocytose in Dictyostelium discoideum [160] und der Endocytose in Macrophagen [161]

zu. Studien zur Wechselwirkung zwischen Talin, der cytoplasmatischen Domäne von  β3-

Integrin und Layilin zeigten, daß die FERM-Domäne an YXX∅  bzw. NPXY (X steht für

jede beliebige Aminosäure) bindet [148] [150]. Das YXX∅ -Motiv ist essentiell für die

Clathrin-abhängige Endocytose des MPR 46 und die Bindung der µ2 Untereinheit von AP-

2 [36] [50]-[52].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, daß Talin eines der cytoplasmatischen

Proteine aus Rattenhirn ist, das spezifisch von einer Affinitätsmatrix der MPR 46-CD

eluiert werden kann. Die Bindung an die cytoplasmatische Domäne ist sehr stark, da sie

nur durch 1 M NaCl gelöst werden kann. Ob Talin direkt mit der cytoplasmatischen

Domäne des MPR 46, und im Speziellen mit dem 45YRGV48-Motiv, welches dem YXX∅ -

Motiv entspricht, interagiert, konnte im Rahmen der Arbeit nicht ermittelt werden. Da

eines der prominenten Proteine im Eluat der MPR 46-CD-Säule Aktin war, kann aber auch

angenommen werden, daß Talin als Linkerprotein zwischen dem MPR 46 und dem Aktin-

Cytoskelett fungiert. Der unveränderte Anteil von Talin, der mit der Wildtyp MPR 46-CD

und einer mutierten MPR 46-CD, bei der 45Y und V48 gegen A ausgetauscht worden war,

copräzipitierbar ist, deutet darauf hin, daß Talin, wenn überhaupt, nicht ausschließlich das
45YRGV48-Motiv bindet. Bindungsstudien zwischen der cytoplasmatischen Domäne des

MPR 46 und den µ2- und µ3-Untereinheiten bzw. AP-2 und AP-3 haben gezeigt, daß für

die effiziente Protein-Protein-Wechselwirkung mehrere Signalstrukturen (Tyrosin-haltiges

Signal, Di-Leucin-Motiv, Cluster saurer Aminosäuren) in kooperativer Weise notwendig

sind [47] [48]. Um die direkte Wechselwirkung sowie den interagierenden Bereich der

MPR 46-CD zu bestimmen und einzugrenzen, sind weitere Studien sowohl mit Austausch-

oder Deletionsmutanten und trunkierten Formen der MPR 46-CD als auch mit
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rekombinanten, gereinigten Talin-Domänen erforderlich. Die hochgradige Colokalisation

von Talin mit dem MPR 46 sowohl in perinucleären Strukturen, die dem tGN entsprechen,

als auch in einzelnen Vesikeln bei humanen SH-SY5Y-Neuroblastoma-Zellen läßt jedoch

auch eine Beteiligung von Talin an Sortierung und Transport neusynthetisierter lysoso-

maler Enzyme vermuten.

Die Konzentration der MPR 46 an der Plasmamembran ist zu niedrig (5 % der

Gesamtmenge der Rezeptoren) um da Colokalisations-Studien mit Talin zu erlauben. Eine

Funktion von Talin für die Verankerung der MPR 46 an der Plasma- oder anderen internen

Membranen kann wahrscheinlich ausgeschlossen werden, da die MPR 46 zwischen den

Membranen ständig mit hoher Kinetik zirkulieren [162]. Daher sind weitere

Untersuchungen der potentiellen Linkerfunktion von Talin zwischen MPR 46 und Aktin-

Cytoskelett erforderlich sowie weitere Daten zu der Verteilung von Talin in Zellen mit

depolymerisiertem Aktin-Cytoskelett. Außerdem müßte die Spezifität der Interaktion von

Talin mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46 im Vergleich mit cytoplasmatischen

Domänen anderer Sortierungsrezeptoren in weiterführenden Experimenten untersucht

werden.

5.1.2.3 Myosin VII

Die Familie der Myosine enthält 15 bisher bekannte Klassen, die neben den

konventionellen Skelettmuskel- auch unkonventionelle Myosine beinhaltet (Review [163]).

Allen gemeinsam ist, daß sie auf Aktin basierende molekulare Motoren sind, die eine

hochkonservierte Kopf- oder Motor-Domäne und eine für jede Klasse einmalige C-

terminale Tail-Region aufweisen, die von einer Neck-Region mit einer variablen Zahl an

Isoleucin/Glutamin (IQ)-Motiven getrennt sind [164]. Die IQ-Domäne bindet vermutlich

Calmodulin.

Während die Motor-Domäne in Abhängigkeit von ATP an Aktin bindet, interagiert der

C-Terminus mit Vesikeln, die für die jeweilige Klasse spezifisch sind [203].

Myosine sind an Entstehung, Erhalt und/oder Dynamik Aktin-reicher Strukturen beteiligt,

die in Prozesse wie Endocytose, Zellmigration und sensorische Transduktion involviert

sind [179] [203].

Myosin VII (230 kDa) besitzt eine N-terminale Kopf-Domäne (AS-Reste 1-729) mit den

konservierten Bindungsstellen für ATP und Aktin, eine Neck-Region (AS-Reste 730-855),

die fünf IQ-Motive aufweist und eine lange C-terminalen Tail-Region (AS-Reste 856-
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2215) [165] [166]. Diese besteht aus einer kurzen coiled-coil-Domäne (79 AS-Reste), die

für die Bildung von Homodimeren verantwortlich ist [167], gefolgt von zwei Regionen, die

jeweils ein FERM-Motiv enthalten [168] und eine dazwischen liegende SH3-Domäne

[166] [169]. Myosin VII ist an der Verankerung der Stereocilien an die Tectorialmembran

im Cortischen Organ beteiligt [170]-[173] es spielt eine Rolle bei der korrekten Positio-

nierung von Melanosomen in Retinalen Pigment Epithelzellen [174] und dem Transport

von Opsin entlang der Photorezeptorcilien [174] und kommt im Testis vor [171]. Bisher

sind drei natürliche Mutationen bei der Maus bekannt (shaker-1 Maus), die alle die Kopf-

Domäne von Myosin VII betreffen [175]. Shaker-1 Mäuse  weisen eine progressive

Degeneration des Neuroepithels im Cortischen Organs auf, was zu

Gleichgewichtsstörungen und Taubheit führt [175]. Beim Menschen ist das Usher

Syndrom, das mit Taubheit und Blindheit bzw. schweren Sehstörungen einhergeht, auf eine

Mutation im Myosin VII- Gen  zurückzuführen [176]. Usher 1-Patienten weisen eine

vestibuläre Dysfunktion und Degeneration von Photorezeptorzellen auf [176].

In yeast-two-hybrid-Analysen wurde ein Transmembran-Protein, Vezantin, identifiziert,

das mit der C-terminalen FERM-Domäne von Myosin VII interagiert. Vezantin  kommt in

adhärenten Zell-Zell-junctions vor, wo es mit Cadherin-Catenin-Komplexen und Myosin

VII in Wechselwirkung tritt [177] und somit ein Bindeglied zwischen Adhäsionsstellen

und dem Aktin-Cytoskelett bildet. Die FERM-Domäne von Myosin VII bindet an die

regulatorische Untereinheit (RIα) der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA) [178], die

physiologische Bedeutung dieser Wechselwirkung ist jedoch unklar. Weiterhin weisen

Untersuchungen an Myosin VII-defiziente Dictyostelium discoideum Zellen auf eine Rolle

von Myosin VII bei frühen Schritten der  Phagocytose hin [179].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Myosin VII nach massenspektrometrische Analyse als

potentieller Interaktionspartner für die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 identifiziert.

In Westernblot-Analysen von Eluaten der GST-MPR 46-CD-Säulen waren zwei

Proteinbanden mit molaren Massen von  ~120 kDa und ~85 kDa zu sehen (Abb.14). Bei

der erwarteten Größe von 230 kDa war kein immunreaktives Material feststellbar. Bei den

beiden Proteinbanden handelt es sich sehr wahrscheinlich um Degradationsprodukte, die

z.B. keine Motor-Domäne besitzen (U. Wolfrum, Mainz, persönliche Mitteilung). Über-

raschenderweise war auch in dem Ausgangsmaterial, Cytosol des Rattenhirns, das als

Positivkontrolle diente, nur die  ~ 85 kDa Proteinbande zu sehen. Myosin VII konnte aus

bisher ungeklärten Gründen nicht mit dem GST-MPR 46-CD-Fusionsprotein copräzipitiert
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werden. Möglicherweise müssen die Bindungs- und Waschbedingungen optimiert werden,

um diese Interaktion zu verifizieren.

Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen bei permeabilisierten SH-SY5Y-Neuro-

blastomazellen (Abb. 18 G-I) zeigen eine Lokalisation von Myosin VII sowohl im

perinucleären Bereich als auch in einzelnen Vesikeln. Eine Colokalisation von Myosin VII

mit MPR 46 war jedoch nur in perinucleären Strukturen nachweisbar. Da über die

Funktion von Myosin VII erst sehr wenig bekannt ist, kann über die physiologische

Bedeutung der möglichen Wechselwirkung zwischen Myosin VII und der

cytoplasmatischen Domäne des MPR 46 nur spekuliert werden. Daher sollten sich

zunächst Experimente zu dem Transport neusynthetisierter lysosomaler Enzyme und zu der

Lokalisation des MPR 46 in Myosin VII-defizienten Zellen, kultiviert z.B. aus shaker-

Mäusen anschließen. Außerdem bieten das yeast-two-hybrid-System und Copräzipitations-

Analysen mit aufgereinigtem Myosin VII die Möglichkeit, die direkte Interaktion zwischen

beiden Proteinen zu belegen.

5.1.2.4 Annexin III

Annexine sind eine Familie strukturell verwandter cytoplasmatischer Proteine, die in

Abhängigkeit von Calcium Phosholipide binden [180]-[182]. Die Beteiligung von

Annexinen an Signaltransduktion, DNA-Replikation, Bildung von Ionenkanälen und

Apoptose wird kontrovers diskutiert [180] [181]. Eine wichtige Rolle hingegen kommt

Annexinen bei dem Transport von Vesikeln, und zwar speziell bei Membran-Membran-

bzw. Membran-Cytoskelett-Interaktionen zu [180] [181].

Annexin III (33kDa) wird vor allem in Leukocyten und Macrophagen exprimiert [183] und

weist in diesen Zellen eine gleichmäßige cytoplasmatische Verteilung auf. Während der

Phagocytose wird Annexin III in die Umgebung von Phagosomen dirigiert [184]. Diese

Beobachtungen wurden durch Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen an Macro-

phagen bestätigt [185].

In der vorliegenden Arbeit unterstützte zunächst die im Westernblot gezeigte Präsenz von

Annexin III im Eluat der GST-MPR 46-CD das Resultat der massenspektrometrischen

Analyse. Dabei wies Annexin III aus der MPR 46-CD-bindenden Fraktion (ca. 30 kDa)

allerdings eine andere apparente Masse in der SDS-PAGE auf als Annexin III aus dem

Ausgangsmaterial (33 kDa). Ein Grund für diesen Unterschied könnten z.B.

unterschiedliche Phosphorylierungszustände von Annexin III sein, wie sie z.B. für
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Annexin I, -II und -XI beschrieben sind [186]. Phosphorylierte Proteine weisen eine

verringerte Laufgeschwindigkeit in der SDS-PAGE auf als ihre nicht phosphorylierte Form

[204]. Möglicherweise traten Dephosphorylierungen währen der Aufreinigung und Dialyse

auf, die bei dem frisch isolierten cytosolischen Ausgangsmaterial unterbunden sind. Bei

Elution gebundener Proteine mit diskontinuierlich ansteigenden NaCl-Konzentrationen

konnte festgestellt werden, daß Annexin III bereits mit 0,25 M und ein Großteil mit 0,5 M

NaCl von der GST-MPR 46-CD-Säule eluiert werden konnte (Abb. 16 A), was auf

schwache ionische Wechselwirkungen zwischen Annexin III und der MPR 46-CD

schließen läßt. Das Ergebnis der Westernblot-Analyse konnte nach Copräzipitations-

Untersuchungen nicht bestätigt werden, da der zur Verfügung stehende Antikörper gegen

Annexin III (33 kDa) sowohl mit GST (28 kDa) als auch mit GST-MPR 46-CD (33 kDa)

kreuzreagierte. Um diese Kreuzreaktion zu umgehen, wurden Copräzipitationen von

jodiertem, in E. coli exprimiertem rekombinantem Annexin III mit GST und GST-MPR

46-CD durchgeführt (nicht gezeigt). Es konnten jedoch keine spezifische Annexin III-

Präzipitate mit der GST-MPR 46-CD erzielt werden. Dieses Ergebnis läßt vermuten, daß

Annexin III nicht direkt an den MPR 46-CD binden kann. Da kein spezifischer

Bindungspartner von Annexin III bekannt ist (V. Gerke, Münster, persönliche Mitteilung),

konnte in diesem Copräzipitationsexperiment keine Positivkontrolle mitgeführt werden,

die ausschließt, daß die Jodierung potentielle Bindungsregionen in Annexin III maskiert.

Deswegen sollten Copräzipitations-Analysen in An- und Abwesenheit cytosolischer

Proteine durchgeführt werden, die  einen Hinweis auf indirekte Bindung von Annexin III

geben könnten. Außerdem sollte nicht-radioaktives rekombinantes Annexin III in

Copräzipitations-Analysen eingesetzt und anschließend im Westernblot analysiert werden,

um Jodierungs-bedingte Artefakte auszuschließen.

Der für diese Arbeit zur Verfügung gestellte anti-Annexin III-Antikörper zeigte in den

verwendeten SH-SY5Y-Neuroblastoma-Zellen kein signifikantes Immunfluoreszenz-

Signal, was wahrscheinlich auf die niedrige Expression in diesen Zellen zurückzuführen

ist. Colokalisations-Studien von Annexin III mit MPR 46 sollten deswegen in

Macrophagen [185] durchgeführt werden, für die der Annexin III-Nachweis mit diesem

Antikörper geführt wurde (V. Gerke, Münster, persönliche Mitteilung). In ersten

Westernblot-Studien an isolierten Phagosomen aus Macrophagen konnte kein immun-

reaktives MPR 46 nachgewiesen werden (V. Gerke, Münster, persönliche Mitteilung).
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Weiterführende Experimente mit Annexin III erscheinen lohnenswert, weil die Präsenz

dieses Proteins an Phagosomen auf eine mögliche Beteiligung an phagocytotischen bzw.

endocytotischen Prozessen schließen läßt. Für Annexin wurde XIIIb festgestellt, daß dieses

Protein in MDCK-Zellen ein Bestandteil von Vesikeln ist, die vom tGN zu der apikalen

Membran transportiert werden [187]. Annexin VI wurde eine Rolle bei der Sprossung von

Clathrin-coated Pits zugeschrieben [188]. Für Annexin I und II, die an frühen und

Annexin V, das an späten Endosomen lokalisiert [185] ist, wird eine Beteiligung an

endocytotischen Prozessen vermutet.

5.1.2.5 Tiam 1

Tiam 1 (T-Lymphoma and Metastasis 1 Protein, 205 kDa) ist ein GEF (Guanosine

Nucleotide Exchange Factor) für Rac 1, eine kleine GTPase, wobei GTP-gebundenes Rac

1 die aktivierte Form darstellt die mit anderen Proteinen interagieren und zelluläre

Antworten auslösen kann [189] [190]. Tiam 1 wird vor allem im sich entwickelnden

Gehirn exprimiert [190] [191] und ist sowohl im Cytosol als auch an der Membran der

Zellen lokalisiert.

Alle GEFs besitzen eine DH (Dbl-homology)-Domäne, die nur geringfügig konserviert ist

(10-30%) und den Austausch von GDP mit GTP katalysiert, und mindestens eine PH

(Pleckstrin homology)-Domäne, die  eine Rolle bei dem subzellulären targeting zu spielen

scheint, wahrscheinlich durch Interaktion mit Lipiden [192]-[194]. Tiam 1 weist  eine DH-

und zwei PH-Domänen auf, wobei der DH-Domäne die GEF-Funktion bezüglich Rac 1

zukommt und die PH-Domänen für die Rekrutierung des Proteins an die Membran

verantwortlich ist [195]. Tiam 1 wird durch die Proteinkinase A (PKA) und die

Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CamK II) phosphoryliert [196]-[198], wobei

die Phosphorylierung durch die CamK II die Aktivität von Tiam 1 bezüglich des

Nucleotid-Austausches bei Rac 1 steigert [198] und auch bei der Translokation an die

Membran eine Rolle zu spielen scheint [199].

Rac 1 gehört zu den GTPasen der Rho-Familie, die der Superfamilie der monomeren Ras-

GTPasen zuzurechnen ist [190]. GTPasen der Rho-Familie dirigieren vielfältige zelluläre

Prozesse wie Proliferation, Fusionen an der Plasmamembran und Zellmotilität durch

modulierendes Einwirken auf das cortikale Aktin-Cytoskelett [189]. Der Funktions-

mechanismus der Rac 1-GTPasen ist weitestgehend ungeklärt, jedoch konnte eine

Interaktion mit Synaptojanin 2, einer poly-Phosphoinositid-Phosphatase nachgewiesen
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werden, die in Abhängigkeit von GTP erfolgt [200]. GTP-gebundenes Rac 1 bewirkt die

Translokation von Synaptojanin 2 aus dem Cytoplasma an die  Plasmamembran.

Synaptojanin 2 wiederum ist in der Lage, Adaptoren und Clathrin zu binden. Es konnte

gezeigt werden, daß sowohl aktiviertes Rac1 als auch membrangebundenes Synaptojanin 2

die Endocytose des EGF- und Transferrin-Rezeptors inhibiert. Die Überexpression von

Synaptojanin 2 alleine hatte keine Auswirkungen auf endocytotische Prozesse,

möglicherweise bedingt durch mangelhafte Membran-Anlagerung des überexprimierten

Synaptojanin 2, weswegen vermutet wird, daß Synaptojanin 2 ein Vermittler für den

inhibitorischen Effekt von Rac 1 ist [200]. Aktiviertes Rac 1 ist außerdem für die Stimula-

tion der Aktin-Polymerisation wichtig [201], was durch Beobachtungen bestätigt wird, daß

Tiam 1 eine Rolle bei der Ausbildung von Axonen zukommt [202].

Tiam 1 wurde in der vorliegenden Arbeit als potentieller Bindungspartner der MPR 46-CD

identifiziert und konnte anschließend sowohl im Ausgangsmaterial als auch in der

Eluatfraktion der GST-MPR 46-CD-, aber nicht im Eluat der GST-Säule durch

Westernblot-Analysen nachgewiesen werden (Abb. 14). Bestätigt wurde dieses Ergebnis

auch durch Copräzipitation von Tiam 1 mit der MPR 46-CD (Abb. 17 D). Doppel-

Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen mit Tiam 1- und MPR 46-Antikörpern bei

humanen SH-SY5Y-Neuroblastoma-Zellen (Abb. 18 D-F) ließen eine Verteilung von

Tiam 1 im gesamten Cytosol erkennen, wobei eine Verdichtung um den Nucleus herum

bemerkt werden konnte. Eine Colokalisation beider Antigene war jedoch nur im

perinucleären Bereich und nicht in einzelnen Vesikeln feststellbar (Abb. 18 F). Es wäre

denkbar, daß Tiam 1 die Verankerung von Hüllproteinen, die bei der Abschnürung dieser

Vesikel eine Rolle spielen, reguliert, da Tiam 1 zwei PH-Domänen besitzt, die an

Membranlipide binden können [192]-[194].

Um die Rolle von Tiam 1 bei dem Transport von MPR 46 genauer zu definieren, wurden

in einem ersten Schritt Copräzipitations-Analysen mit einer MPR 46-CD-Substitutions-

mutanten durchgeführt, bei der die essentiellen Aminosäurereste  45Y und V48 innerhalb

des Endocytose- und Sortierungssignals 45YRGV48 gegen A ausgetauscht worden waren.

Das Ergebnis der Präzipitations-Analyse (Abb. 17 D) ließ jedoch keinen Unterschied

zwischen der Tiam 1-Bindung an die Wildtyp- bzw. an die mutierte Form der MPR 46-CD

erkennen, was vermuten läßt, daß dieses Motiv keine entscheidende Rolle bei der

Interaktion mit Tiam 1 spielt.



Diskussion

108

In weiteren experimentellen Ansätzen müßte, z.B. durch Copräzipitations-Analysen mit

aufgereinigtem rekombinanten Protein, ermittelt werden, ob die Wechselwirkung zwischen

Tiam 1 und der MPR 46-CD direkt oder über ein bisher nicht identifiziertes Linkerprotein

erfolgt. Es wäre auch interessant herauszufinden, ob der MPR 46 mit Rac 1, dem Tiam 1-

Substrat, im perinucleären Bereich colokalisiert und ob eine Inhibition von Tiam 1 bzw.

Rac 1, z.B. durch Injektion der jeweiligen Antikörper in die Zelle, die Verteilung der

MPR 46 verändert. Weiterhin könnte Tiam 1 in kultivierten Zellen überexprimiert werden

um zu ermitteln, ob die Endocytose der MPR 46 inhibiert wird, wie für den EGF- und

Transferrin-Rezeptor beschrieben [201].

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden analytischen Ergebnisse, daß neben bekannten

cytosolischen Proteinen, die mit dem MPR 46 interagieren (AP-1-AP-4, GGA1 und

GGA3), verschiedene andere Proteine an die cytoplasmatische Domäne des Rezeptors

binden, die vor allem an der Regulation der Dynamik des Aktin-Cytoskeletts beteiligt sind

(Talin, Tiam 1). Die Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts des Aktin-Cytoskeletts

führt zur Beeinträchtigung eines Transportweges des MPR 46: der Internalisierung  von

der Plasmamembran. Möglicherweise sind die Aktin-Motorproteine Myosin VII und

Annexin III an dem Transport MPR 46-haltiger Vesikel entlang der Aktin-Filamente von

Bedeutung.

Da Aktin selbst in den Eluaten der Affinitätsmatrix zu finden ist, kann davon ausgegangen

werden, daß die Bindung von Aktin an die cytoplasmatische Domäne des MPR 46 nicht

direkt sondern unter Vermittlung von Linkerproteinen (evtl. Talin, Tiam 1 u.a.) erfolgt. Da

es sich bei den eluierten Proteinen  um ein Gemisch der interagierenden Proteine handelt,

reflektieren die bisher identifizierten Proteine möglicherweise Mitglieder unterschiedlicher

Regulationswege,  welche die Internalisierung der MPR 46 hemmen (Tiam 1! Rac 1!

Synaptojanin) oder stimulieren können (Talin! Aktin/Myosin).
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Abb. 20: Schematische Darstellung möglicher Protein-Protein-Interaktionen an der cytoplasmatischen
Domäne des MPR 46.

Aus der vorliegenden Arbeit könnte sich obiges schematisch dargestellte Denkmodell ergeben, wobei
eventuell vorhandene Linkerproteine mit Fragezeichen angegeben sind.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Für den gerichteten intrazellulären Transport des 46 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptors

(MPR 46) entlang des Biosynthese- und Endocytoseweges sowie für die entsprechenden

Recyclingwege sind verschiedene Signalstrukturen verantwortlich, die in der

cytoplasmatischen Domäne des Rezeptors lokalisiert sind und bei Sortierungsprozessen in

bestimmten zellulären Kompartimenten selektiv mit cytosolischen und membranständigen

Proteinen wie den Adaptoren AP-1- AP-4, den Adaptor-ähnlichen Proteinen GGA1 und

GGA3 und mit TIP 47 interagieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurden mit Hilfe des yeast-two-hybrid-Systems eine Rattenhirn-

und eine humane Hirn-cDNA-Bank nach potentiellen Interaktionspartner für die

cytoplasmatische Domäne des 46 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptors (MPR46) durchsucht.

Nach Untersuchung der Rattenhirn-Bank wurden 789 Klone identifiziert, die auf Histidin-

Mangelmedium wuchsen und im β-Galactosidase-Test lacZ+ waren. Von 21 Klonen, die

sequenziert wurden, wiesen 18 ein frühzeitiges Stopcodon auf. Bei den verbliebenen drei

Klonen handelte es sich um funktionell irrelevante Proteine (Pancreas-Elastase, Endothelialen

Wachstumsfaktor und Mitochondriale Cytochrom Oxidase).

Bei Untersuchung der humanen Hirnbank wuchsen 41 Klone auf Histidin-Mangelmedium,

von denen drei einen lacZ+-positiven Phänotyp zeigten. Zwei dieser Klone wiesen nach

Sequenzierung ein frühzeitiges Stopcodon auf, die cDNA-Sequenz des dritten Klons konnte,

infolge eines wiederholten vorzeitigen Abbruchs der Sequenzanalyse, vermutlich wegen einer

5´-GC-reicher Region, nicht ermittelt werden.

Die Suche nach potentiellen Interaktionspartnern für die cytoplasmatische Domäne des MPR

46 mit Hilfe des yeast-two-hybrid-Systems wurde danach nicht weitergeführt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden durch affinitätschromatographische Aufreinigung der

cytosolischen Fraktion des Rattenhirns sechs Proteine durch massenspektrometrische

Analysen bzw. Edman-Abbau identifiziert und durch Westernblot-Analysen bestätigt, die

spezifisch mit der cytoplasmatischen Domäne des MPR 46 interagieren: Talin (269 kDa),

Myosin VII (230 kDa), Tiam 1 (205 kDa), Tubulin (55 kDa), Aktin (43 kDa) und Annexin III

(33 kDa). Die gefundenen Interaktionen wurden durch Copräzipitations-Analysen verifiziert.
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Durch Copräzipitation mit der mutierten cytoplasmatischen Domäne des MPR 46 konnte

festgestellt werden, daß für die Wechselwirkung des MPR 46 mit Talin und Tiam 1 das

Tyrosin-Signal (45YRGV48) nicht von entscheidender Bedeutung ist, da, bei Substitution der

kritischen 45Y und V48 durch A keine Veränderung der Interaktion feststellbar war.

Schließlich wurde die Lokalisation der identifizierten Proteine in Relation zu MPR 46 nach

doppelimmun-fluoreszenzmikroskopischen Färbungen an MPR 46-überexprimierenden BHK-

und an humanen SH-SY5Y-Neuroblastoma-Zellen verifiziert.

Aufgrund der beschriebenen Bedeutung einzelner Proteine bei der Modulation des Aktin-

Cytoskeletts wurde die Abhängigkeit des intrazellulären Transportes der MPR von Aktin-

Filamenten näher untersucht.

Bei Inkubation von MPR 46-überexprimierenden BHK-Zellen mit Latrunculin A, einem

Aktin-depolymerisierenden Toxin, wurde die Endocytoserate der MPR 46 Konzentrations-

und Zelltyp-abhängig um 45 %-90 % im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen reduziert.

Die Endocytoserate des MPR 300 in BHK-Zellen, die diesen Rezeptor überexprimieren, sank

auf 49 %-32 % nach Depolymerisierung des Aktin-Cytoskeletts im Vergleich zu intakten

Kontrollzellen, was darauf hinweist, daß Aktin-Cytoskelett auch für die Internalisierung der

MPR 300 erforderlich ist.

Dagegen erfolgt die MPR-vermittelte Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme am

trans-Golgi-Netzwerk unabhängig vom Aktin-Cytoskelett.
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8 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

A. bidest Doppelt destilliertes Wasser

AD Aktivierungsdomäne

AP Adaptorprotein

APS Ammoniumperoxidisulfat

AS Aminosäure

AT Aminotriazol

ASA Arylsulfatase  A

BD Bindungsdomäne

bp Basenpaare

BSA Rinder-Serumalbumin

Cath. D Cathepsin D

CD Cytoplasmatische Domäne

cDNA Copy-DNA (zu der mRNA komplementäre DNA)

CK2 Casein Kinase 2

cpm Impulse pro Minute

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsäure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Reticulum

et al. et alii (und andere)

FITC Fluorescin-Isothiocyanat

FKS Fötales Kälberserum

GDP Guanosindiphosphat

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

kb Kilobasen

kDa Kilo Dalton

M Molar

M6P Mannose-6-Phosphat
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MPR Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

MPR46 46 kDa MPR

MPR 300 300 kDa MPR

MPR 46-CD Cytoplasmatische Domäne des MPR 46

MPR 300-CD Cytoplasmatische Domäne des MPR 300

mRNA Messenger RNA

OD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKA Proteinkinase A

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PPO 2,5-Diphenyloxazol

RNA Ribonucleinsäure

RT Raumtemperatur

SD-Medium Synthetic Dropout-Medium

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TCA Trichloressigsäure

TE Tris-EDTA

tGN trans-Golgi-Netzwerk

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

WT Wildtyp

Bei einigen Begriffe, wie z.B. Blot oder Chase, wurden die englischen Fachtermini

verwendet, da auch in der deutschsprachigen Fachliteratur eine Übersetzung unüblich ist.
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9 ANHANG

Ein Teil der vorliegenden Ergebnisse wurden bereits vorgestellt:

•  Wissenschaftliches Kolloquium des SFB 470 �Biologische Wirkung von

Glycostrukturen�, Borstel, 9.11.2001, Vortrag: Dr. Stephan Storch: Identifizierung von

Proteinen, die mit der cytoplasmatischen Domäne des 46 kDa Mannose-6-Phosphat-

Rezeptors interagieren. s

•  Symposium des SFB 470 �Glycostructures in Biological Systems VII�, Hamburg, 10.-11.

12.2001

Abstracts:

•  S. Storch, K. Fritsch, and T. Braulke. 1999. Multiple motifs of the 46 kDa mannose-6-

phosphate-receptor tail contribute to efficient binding of medium chains of AP-2 and AP-

3. Jahrestagung der GBM, München

•  T. Braulke, K. Fritsch, and S. Storch. 2002. Identification of proteins interacting with the

cytoplasmic domain of the 46-kDa mannose-6-phosphate receptor. ELSO Meeting, Nice
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