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1 Grundlagen und Zielsetzung

Fur das CFTR (engl. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) -Gen
sind vielerlei Mutationen unterschiedlicher Art bekannt, die verschiedene
Konsequenzen nach sich ziehen. Die in diesem Zusammenhang bekanntesten und
haufigsten Krankheiten sind die Zystische Fibrose (auch: Mukoviszidose) und die
CAVD (engl. congenital bilateral absence of the vas deferens). Allein flr die Zystische
Fibrose sind Uber 1000 urséchliche Mutationen identifiziert. Die mit ca. 70% am
haufigsten vorkommende ist die Deletion der Aminoséure Phenylalanin an Position 508
des CFTR (AF508). Diese Mutation fihrt zu einer fehlerhaften Raumstruktur des
Proteins und so oft zu einer Retention des Kanals im endoplasmatischen Retikulum
(ER) (Cheng et al., 1990). Je nach Schweregrad des genetischen Defektes kommt es zur
Auspragung unterschiedlicher Symptomatiken, die im Folgenden né&her erldutert

werden.

Der CFTR kommt an der Zelloberflache sezernierender Epithelien vor, zum Beispiel in
der Lunge, dem Pankreas, den Geschlechtsorganen sowie den Schweil3driisen. Seine
Funktion liegt dabei im Transport von negativ geladenen, osmotisch aktiven
Chloridionen tiber die Zellmembran. Werden Chloridionen in den extrazellularen Raum
sezerniert, so bewirkt dieses einen Nachstrom von Wasser aus der Zelle heraus. Diese
Anreicherung mit Wasser ist fir das in den sezernierenden Epithelien gebildete Sekret
wichtig, um eine gewisse Fluiditat zu gewahrleisten und somit auch den Abtransport aus
der Druse. Ist der Transport der Chlorid-lonen in den extrazellularen Raum durch einen
mutierten und somit nicht mehr voll funktionsfahigen CFTR gestort, so stromt kein
Wasser mehr nach und es kann sich kein ausreichend fllssiges Sekret bilden. Man
spricht dann vom Krankheitsbild der Mukoviszidose. Dieses hat in den
unterschiedlichen Organen verschiedene Auswirkungen. Fir die Lunge bedeutet das,
dass der z&he Mukus der Bronchialdrisen nicht ausreichend von den Zilien des
Flimmerepithels beférdert werden kann, was den Abtransport von Bakterien, Staub und
anderen Partikeln aus der Lunge erschwert und zu Erkrankungen wie rezidivierenden
Pneumonien fiihrt. Eine Beteiligung des Pankreas duflert sich hauptséchlich in

Mangelerndhrung und Verdauungsstorungen, da das Pankreassekret mit den



Verdauungsenzymen ebenfalls zu dickflissig ist, als dass es den Nahrungsbrei zersetzen
konnte. Weiterhin kann es durch Stérung der endokrinen Funktion des Pankreas zu

einem Insulin-Mangel und somit zu einem Diabetes mellitus kommen.

Der Erbgang der Zystischen Fibrose ist autosomal rezessiv; viele Patienten sind
komplex heterozygot. Das heiflt, dass auch zwei verschiedene Mutationen auf den
beiden Allelen des fur den CFTR kodierenden Gens zur Auspragung der Erkrankung
fuhren konnen. Das CFTR-Gen befindet sich auf Chromosom 7 in der Region g31.2
(Riordan et al., 1989). Das translatierte reife Protein hat eine Lange von 1480
Aminosdauren und eine Masse von 168 kDa, die sich durch posttranslationale
Modifikationen noch weiter erhoht. In Deutschland liegt die Erkrankungsquote bei
Neugeborenen bei etwa 1:2000; die Zystische Fibrose ist damit die zweithdufigste
angeborene Stoffwechselerkrankung unter hellhdutigen Menschen. Eine kurative
Therapie gibt es bis heute nicht. Durch symptomatische Behandlung gelingt es

heutzutage, ein Lebensalter von bis zu 50 Jahren zu erreichen.

Der CFTR vereint verschiedene Charakteristika von unterschiedlichen Gruppen von
Transportern und Kanélen in sich, die ihn in seiner Funktionsweise einzigartig machen.
Die Zugehorigkeit des CFTR zur Gruppe der ABC-Transporter (engl. ATP-binding
cassette, ATP = Adenosin-Triphosphat) zeigt sich primér in seiner Struktur. Diese
Gruppe beinhaltet Membranproteine, die als gemeinsames Element eine ATP-bindende
Kassette besitzen. Die meisten dieser Proteine transportieren aktiv Stoffe Uber die
Zellmembran, das hei8t unter Verbrauch von Energie. Diese wird durch die Bindung
und Hydrolyse von ATP an der ABC-Einheit bereitgestellt. An diesem Punkt jedoch
unterscheidet sich der CFTR von den meisten anderen ABC-Transportern. Als Folge
der ATP-Hydrolyse tritt hier kein aktiver Transport ein, sondern ein Zyklus aus Offnen
und SchlieRen einer Pore, durch die Chlorid-lonen die Zellmembran passieren kdnnen.
Diese Tatsache ordnet den CFTR somit der Gruppe der Liganden-gesteuerten

lonenkanale zu.

Der CFTR-Kanal setzt sich aus zwei Untereinheiten mit jeweils sechs
Transmembrandoménen (TMD) zusammen, welche den lonenkanal bilden. Des
Weiteren besitzt er zwei Nukleotid-Bindedoménen (NBD 1 und 2), an die ATP binden

kann, sowie eine intrazellular gelegene regulatorische Domane (R). Diese kann von dem



Enzym Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert werden, was zu einer Aktivierung des
Kanals fiihrt.

TMD1 NBD1 R TMD2 NBD2 PDZ-Ligand
extrazelluléar

intrazellular
</ \_/%

Abbildung 1: Schematische Darstellung der funktionellen Doménen des CFTR

TMD: Transmembrandomane; NBD: Nukleotid-Bindedomane; R: Regulatorische Doméne; PDZ-Ligand:

PSD-95, discs large, zonula occludens-1, am C-Terminus des CFTR.

Binden nun ATP-Molekile an eine NBD, so flihrt dieses zur Dimerbildung mit der
zweiten NBD. Dabei konnen zwei ATP-Molekdle in Taschen an der Grenze zwischen
den beiden NBDs gebunden sein. Die Dimerisierung bewirkt eine
Konformationsédnderung des CFTR von einer nach innen gerichteten Konformation hin
zu einer Porenbildung durch die TMD. Die Pore bleibt so lange bestehen, bis das
gebundene ATP hydrolysiert ist und die Produkte, ADP und Phosphat, freigelassen
sind. Dadurch zerfallt das NBD-Dimer und der CFTR geht zurlick in die geschlossene
Konformation. Der genaue Mechanismus, Uber den die regulatorische Doméne auf
diesen Zyklus der Kanal6ffnung Einfluss nehmen kann, ist nicht vollstandig geklart.
Tatsache ist, dass eine durch die PKA phosphorylierte R-Domane die Dimerisierung der
NBD beschleunigt bzw. im unphosphorylierten Zustand verlangsamt. Vermutlich gibt
es jedoch zusatzlich noch andere Wege, tiber die die Domane in den Offnungszyklus
des CFTR eingreifen kann.

Zum Verstandnis und letztendlich zur Entwicklung einer Therapie der Zystischen
Fibrose ist es wichtig, diejenigen Faktoren zu kennen, die auf die Expression des CFTR
an der Zelloberflache Einfluss nehmen, da der CFTR AF508 durchaus funktionsfahig
sein kann, wenn er bis an die Zelloberflache kommt. Der Kanal interagiert wahrend der
Beforderung zur Zellmembran mit verschiedenen membranassoziierten Proteinen, die
sein Transportziel beeinflussen konnen. Aulerhalb der erwéhnten funktionellen
Doménen weist der CFTR noch mehrere Doménen auf, an denen eine Interaktion mit

weiteren Proteinen stattfinden kann. Fir diese Arbeit am bedeutsamsten ist der PSD-95,



discs large, zonula-occludens-1 (PDZ)-Ligand am intrazellulér gelegenen C-Terminus

des Kanals.

Fur die Bindung an den PDZ-Liganden sind sogenannte PDZ-Domanen verantwortlich;
dabei handelt es sich um zwischen 80 und 90 Aminosduren lange Sequenzen, die
erstmals in den Proteinen PSD95/SAP90, dem Drosophila Tumorsuppressor dlg-A und
dem tight-junction-Protein ZO-1 identifiziert wurden. lhnen wird eine Funktion als
GerUstproteine zugeschrieben. Innerhalb eukaryotischer Zellen gibt es unterschiedliche
Transportwege, die einen  Molekulaustausch ~ zwischen  den  einzelnen
Zellkompartimenten bewerkstelligen (s. Abb. 2). Verschiedenen in dieser Arbeit naher

betrachteten Proteinen kommen dabei unterschiedliche Funktionen zu.

Solgh Lysosome
Complex trans Plasma
D ——— Y | Membrane
Late Endosome /

Multlveslcular Body

~N __COPI \'
COPII Early
\? Endosome
Nucleus /"—\
o -
‘/ ERGIC

ER Exit P Recycling
Site Endosome

lmmmure\~

Secretory Secretory
Granule Granule
Nuclear
Envelope N O

Abbildung 2: Ubersicht tiber intrazellulére vesikulare Transportwege

Farblich gekennzeichnet die intrazellulare Lokalisation der Hullproteine Clathrin (gelb), COP | (coat
protein I, rot) und COP Il (blau); ER = Endoplasmatisches Retikulum; ERGIC = ER-Golgi-intermediate
compartment; TGN = Trans-Golgi-Netzwerk (Bonifacino & Glick, 2004) .

PIST (PDZ domain protein interacting specifically with TC10), auch beschrieben unter
den Akronymen FIG (fused in glioblastoma (Charest et al.,, 2001), GOPC (Golgi-
associated PDZ- and coiled-coil motif-containing protein (Yao et al., 2001) und CAL
(CFTR associated ligand (Cheng et al., 2002), ist ein am Golgi-Apparat lokalisiertes
Protein. IThm wird eine Rolle beim Transport des CFTR zu den Lysosomen
zugeschrieben. Es hat eine Lange von 462 Aminosauren und ein Molekulargewicht von

55 kDa. Fur Antagonisten dieses Proteins wird die Rolle als Pharmaka fir die



Behandlung der Zystischen Fibrose diskutiert, da diese den Abbau des funktionsfahigen
Rezeptors inhibieren kdnnten und den Zellen somit wieder mehr CFTR zur Verfiigung

stiinde.

NHERF 1 (Na*/H"* exchanger regulatory factor isoform 1), auch bekannt als EBP50
(ezrin-binding-protein, 50kDa), ist ein Protein, welches an der Plasmamembran
lokalisiert ist. Von dort aus kann es Einfluss nehmen auf die Signalwege von G-Protein-
gekoppelten Rezeptorenen (Ardura & Friedman, 2011). Auch eine Interaktion mit dem
CFTR findet dort statt (Wang et al. 2000, Raghuram et al. 2001 und Bezprozvanny &
Maximov 2001). AulRerdem fordert NHERF 1 das postendozytotische Recycling seiner

Liganden und wird somit als funktioneller Gegenspieler von PIST gehandelt.

Shank 2, welches ebenfalls in sezernierenden Epithelien vorkommt, scheint neben der
Inhibierung der cAMP-induzierten Phosphorylierung und somit Unterdrickung der
CFTR-Aktivierung auch den Transport des CFTR von der Zellmembran zu friihen

Endosomen hin zu férdern (Kim et al., 2004).

PDZK1 (PDZ-domain containing protein, auch NHERF 3 oder CAP70 (CFTR-
associated protein of 70kDa)) kann (ber 3 seiner 4 PDZ-Domanen ebenfalls an der
Zellmembran Einfluss auf die CFTR-Aktivitat nehmen, indem es zwei CFTR-Kanale
untereinander verbindet (Wang et al., 2000).

Snx27 (Sorting Nexin 27) ist ein zytoplasmatisches PDZ-Protein, welches fir das
Recycling seiner Liganden verantwortlich ist (Lunn et al. 2007, Lauffer et al. 2010 und
Temkin et al. 2011). Es konnte bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass Snx27
mit verschiedenen Rezeptoren, die auch mit PDZ-Proteinen wie PIST interagieren, eine
Bindung eingehen kann, wie zum Beispiel mit dem SSTR5. Eine Interaktion mit dem
CFTR ist bisher nicht beschrieben, wére aber sehr interessant, um eventuell so einen fir
das Recycling von funktionsfdhigem CFTR entscheidenden Faktor in der Therapie der

Zystischen Fibrose zu haben.



ZIELSETZUNG

Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe an einem weiteren Interaktionspartner von PIST,
dem Somatostatinrezeptor Subtyp 5, konnten die oben beschriebene Beobachtung, dass
eine  Uberexpression von PIST eine verminderte Oberflachenexpression seines
assoziierten Membranproteins zur Folge hat, nicht bestatigen. Auch eine Steigerung der
Rezeptor-Expression bei Abwesenheit von PIST (wie im Falle des CFTR beschrieben;
Cheng et al. 2004, Cheng et al. 2005 und Wolde et al. 2007) konnte nicht reproduziert
werden. Dieses filhrte zu der Uberlegung, dass PDZ-Proteinen wie PIST offenbar nicht
nur eine einzige definierte Funktion in der Wirkung auf ihre Bindungspartner
zugeschrieben werden kann, sondern dass sie je nach Rezeptor unterschiedliche
Wirkungen haben koénnen (Abbau im Falle des CFTR, kein Abbau im Falle des
SSTRS). Ein detailliertes Verstandnis des Interaktionsnetzwerks innerhalb der Zelle ist
essentiell daftir, in Zukunft in dieses Netz eingreifen zu konnen und die jeweiligen
Vorgange beeinflussen zu kénnen. So liegt der Fokus dieser Arbeit auf dem CFTR, der
bei den oben erwahnten Erkrankungen aufgrund von Fehlfaltungen im Protein entweder
direkt dem lysosomalen Abbau zugefiihrt wird oder aber es zumindest kurzzeitig an die
Zelloberflache schafft, wo er eingeschrénkt funktionsfahig ist. Wéren also nicht nur die
Regulatoren selbst bekannt, die sowohl positiv als auch negativ mit dem CFTR in einem
der Zellkompartimente interagieren, sondern auch das genaue Bindungsverhalten, die
daftir wichtigen strukturellen Eigenschaften sowie eventuell weitere Einflussfaktoren,
so konnten sich Schnittstellen ergeben, an denen man in das Netzwerk eingreifen kann.
Hierdurch kdnnte es maglich werden, in den Pathomechanismus von Erkrankungen wie
der Zystischen Fibrose einzugreifen und den Patienten eine Linderung der Symptome zu

verschaffen.

Aus diesem Grund beschaftigt sich diese Arbeit ndher mit der Charakterisierung des
Bindungsverhaltens des CFTR zu PDZ-Domanen-Proteinen, die eine wichtige Gruppe
der Interaktionspartner in der Zelle darstellen. Zunéchst soll durch den Einsatz
kompensatorischer Mutanten die PDZ-Interaktion zwischen Rezeptor und den Proteinen
PIST, PDZK1, NHERF1 und Shank2 untersucht werden. Eine moégliche Bindung von

Snx27 an den CFTR soll durch Koimmunprazipitation getestet werden. Im Anschluss



daran wird mithilfe von Fusionsproteinen von PIST, die unterschiedliche Doménen
enthalten, sowie mit sSiRNA eine eventuelle Interaktion auf3erhalb der PDZ-Doméne des
Proteins im Western Blot untersucht. AbschlieRend folgen Versuche, in denen die
CFTR-Menge nach Koexpression mit PIST und NHERF1 quantifiziert wird. Dieses soll
sowohl im Western Blot als auch mittels ELISA geschehen.

Da es zu diesen Interaktionen noch viele ungeklarte Beobachtungen gibt, soll es das Ziel
dieser Arbeit sein, einen weiteren Beitrag zum Verstandnis der fur die Expression des

CFTR in Zellen wichtigen Faktoren zu leisten.



2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerate

Hersteller

Autoklav

CO, Water-Jacketed Inkubator

Elektrophoreseapparaturen fur
Agarosegele

Polyacrylamidgele

Filmentwickler OPTIMAX X-Ray Film Processor

Geldokumentationssystem
Heizbad
Inkubationsschdittler Multitron
pH-Meter
Photometer BioPhotometer
Sequenziergerat ABI PRISM 3130
DNASequencer
Sterilwerkbénke
HERA safe Typ 12/2, 1995
Lamin Air Instruments
Stromversorgungsgerat Power Pac Basic 300
Thermocycler Mastercycler Gradient
Thermomixer Compact
Waage Mettler PE 3600
Zentrifugen
Tischzentrifuge Mikro 20
Kuhlzentrifuge 5417R

Tecnomara, Fernwald, D
Nuaire US AUTOFLOW, USA

BioRad, Minchen, D

BioRad, Miinchen, D

Protec, Oberstenfeld-Gronau, D
Bachofer, Reutlingen, D

Wilke, Hamburg, D

Infors, CH

WTW, Weilheim, D

Eppendorf, Hamburg, D

Applied Biosystems, Darmstadt,
D

Heraeus, Hanau, D
Heraeus, Hanau, D
Biorad, Miinchen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Mettler, Giel’en, CH

Hettich, Tuttlingen, D
Eppendorf, Hamburg, D




2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalie

Hersteller

40% (w/v) Acrylamid/N,N’-
Methylenbisacrylamid (19:1)

Agar (Select)

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Trypton
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP)
ECL Western Blotting Substrate
Ethidiumbromid

EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin
EZview Red Streptavidin Affinity Gel
GFP-Trap®

Kanamycinsulfat

Leupeptin

Lipofectamine RNAIMAX
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-D-Lysinhydrobromid
Rinderserumalbumin (BSA)
RFP-Trap®

Triton X-100

TurboFect

Tween 20

Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
AppliChem, Darmstadt, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Thermo Scientific, Waltheim, USA
Merck, Darmstadt, D

Thermo Scientific, Waltheim, USA
Thermo Scientific, Waltheim, USA
ChromoTek, Martinsried, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Roche, Mannheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
ChromoTek, Martinsried, D
Roth, Karlsruhe, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D




Verbrauchsmaterialien Hersteller

100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen Sarstedt, Numbrecht, D
6-Loch- und 12-Loch-Zellkulturschale Sarstedt, Nimbrecht, D
Agarplatten Greiner, Essen, D
Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Numbrecht, D
Falcontubes (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Numbrecht, D
F96 Maxisorp Immuno-Plate Nunc, Roskilde, DK
Kulturréhrchen (14 ml) Sarstedt, Numbrecht, D
PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membrane GE Healthcare, Dassel, D
PCR-Tubes (0,5 ml) Biozym Diagnostik GmbH
Pipettenspitzen Oldenburg, D
Rontgenfilme (Cronex 5) Agfa, Disseldorf, D

2.3 Medien und Zusatze

Tabelle 3: Medien und Zusétze fur molekularbiologische Methoden

Medien und Zuséatze fir Bakterienkultivierung Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
pH 7,5
LB-Agar LB-Medium
15 g/l Agar-Agar
pH 7,5
SOC-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCl,
20 mM Glucose
pH 7,0




Ampicillin-Stocklésung

Kanamycin-Stockldsung

100 mg/ml Ampicillin
70 % Ethanol
100 mg/ml Kanamycin
70 % Ethanol

Tabelle 4: Medien und Zusatze fir zellbiologische Arbeiten

Medien und Zusétze fur die Zellkultur Zusammensetzung

DMEM Lonza, Walkersville, USA

FBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
HBSS PAA, Colbe, D

Opti-MEM®| serumreduziertes Medium GIBCO Invitrogen, Karlsruhe, D
mit GlutaMAX |

Penicillin/Streptomycin (100 U/ml / 100 Invitrogen, Karlsruhe, D

mg/ml)

Trypsin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

2.4 Puffer und LOsungen

Tabelle 5: Puffer und Losungen

Puffer und Ldsungen

Zusammensetzung

5x KCM
TAE-Puffer
Versenepuffer

PBS

RIPA-Puffer

0,5 M KCl, 0,15 M CaCl,, 0,25 M MgCl,
100 mM Tris, 5 mM EDTA (pH 8,0)

137 mM NacCl, 8,8 mM Na,HPO, , 2,7 mM
KCI, 0,7 mM KH,PO4, 1 MM EDTA

137 mM NaCl, 8,8 mM Na;HPQO, , 2,7 mM
KCI, 0,7 mM KH,PO,

150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-

40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS,
50 mM Tris/HCI (pH 8,0), Proteaseinhibitoren
(10 pg/ml Leupeptin, 100 uM PMSF,

1 pg/ml Pepstatin A)
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5 x Lammlipuffer

300 mM Tris-HCI pH 6,8, 50% (v/v) Glycerin,
500 mM DTT, 7,5% (w/v) SDS, 0,5% (w/v)

Bromphenolblau

Laufpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycerin, 0,1% (w/v) SDS (pH
8,3)
Transferpuffer 20% Methanol, 9 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,02%
SDS
TBS-T 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8, 0,2% Tween
20
Poly-D-Lysin-L6sung 0,1 mg/ml PDL
In H,O
Lésungen zur Isolierung von Plasmid-DNA Zusammensetzung
aus E.coli (Mini-Préaparation)
Losung | 50 mM Tris-HCI pH 8
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
Losung Il 200 mM NaOH
1 % SDS (w/v)
Losung HI 3 M Kaliumacetat pH 5,5
Lésungen fur Coomassie-Farbung Zusammensetzung

Coomassie-Farbeltsung

Coomassie-Entfarbeldsung

10% Eisessigséaure
40%Methanol

0,1% Coomassie R-250
40% Methanol

10% Eisessig
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2.5 Enzyme und Standards

Tabelle 6: Enzyme und Standards

Enzyme

Hersteller

Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Restriktionsendonukleasen

PfuUULTRA HF DNA Polymerase
T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase

Tagq DNA Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
New England Biolabs,
USA

Stratagene, Waldbronn, D

Ipswich,

Fermentas, Burlington, CDN
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Qiagen, Hilden, D

Standard

Hersteller

PageRuler Plus Prestained Protein
100 bp DNA-Leiter
1 kb DNA-Leiter

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

2.6 Vektoren und Oligonukleotide

Tabelle 7: Vektoren

Zur Verfugung gestellte Konstrukte

Herkunft

pcDNA3-CFTR-WT
pcDNA3-CFTRAF508
peGFP-PIST
peGFP-PIST N-CC-link
peGFP-PIST CC
peGFP-PIST link-PDZ-C
peGFP-PIST PDZ
peGFP-PIST PDZ-C

B. Kleizen, Utrecht University, Utrecht
B. Kleizen, Utrecht University, Utrecht
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
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peGFP-PIST link
peGFP-PIST H341V
peGFP-PDZK1
peGFP-PDZK1 H301V
peGFP-N3 SNX27
peGFP-N3 SNX27 H112V
pcDNA3.1-Shank 2
pPGEX-4T2

AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
AG Kreienkamp, UKE, Hamburg
GE Healthcare, Dassel, D

Ausgangsvektoren fir Kommentar Herkunft
eigens hergestellte
Konstrukte
peGFP-C3 eGFP-Tag, CMV Promoter, Kan",  Clontech
zur Herstellung von GFP-
NHERF1-Konstrukten
pmRFP-C1 mRFP-Tag, CMV Promoter, Kan®, AG
zur Herstellung von RFP-CFTR- Kreienkamp,

pCMV-SPORT6 NHERF1

pcDNA3.1-Shank 2

Konstrukten
Kan®, zur Herstellung von GFP-
NHERF1 -Konstrukten

Zur Herstellung von pcDNA3.1-
Shank2 H699V

UKE, Hamburg
AG
Kreienkamp,
UKE, Hamburg
AG
Kreienkamp,
UKE, Hamburg
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2.6.1 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden als Auftragssynthese von der Firma Sigma-
Aldrich hergestellt.

Bei der PCR-Amplifizierung der NHERF-cDNA zur spateren Klonierung in den GFP-
Vektor wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

JS-NHERF-Xhol-fwd:
5’—AAAA CTC GAG ATG AGC GCG GAC GCAGCG GCC-3¥

JS-NHERF-BamHI-rev
5-TTTTGGATCCTCAGAGGTTGC TGAAGAGTTCGTTTTTCT TGC-3°

Fett gedruckt die Schnittstellen von Xhol und BamHI

Folgende Primer dienten dem Einfuigen der Mutation in den flir die PDZ-Domanen

kodierenden Bereich von
1. GFP-NHERF:
JS-NHERF-fwd
5¢—C GTG GAG AAG GAG ACC GTC CAGCAG GTG GTG AGC CGC- 3¢
JS-NHERF-rev
5¢-GCG GCT CACCACCTGCTGGACGGTCTCCTTCTCCACG -3¢
2. Shank2:
JS-mutShank2-fwd
5°-GTC GTC AAG GTG GGC GTC AGG CAG GTG GTG AAC -3¢
JS-mutShank2-rev

5¢-GTT CAC CACCTG CCT GAC GCCCACCTTGACGAC-3

Fett gedruckt die jeweils mutierten Basen
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Zur Klonierung der mRFP-cDNA in den CFTR-WT-pcDNA3-Vektor wurden Notl-

Schnittstellen mit folgenden Primern eingefugt:

JS-Notl-RFP-fwd

5¢- TTT T GC GGC CGC AGC ATG GCC TCC TCC GAG GAC G -3¢
JS-RFP-Notl-rev

5-TTT T GC GGC CGC CTC GAG AGC GGC CCTCGGC -3¢

Fett gedruckt die Notl-Schnittstellen

Zum Einfligen der Mutation im fur den PDZ-Liganden des CFTR kodierenden Bereich

wurden diese Primer verwendet:

JS-CFTRmut-fwd

5°- GAA GAAGAG GTGCAAGATTTCAGG CTT TAG AGA GCAGC -3¢
JS-CFTRmut-rev

5¢-GCT GCT CTC TAAAGC CTG AAATCT TGCACCTCT TCT TC -3¢

Fett gedruckt die mutierten Basen

Fir Sequenzierungen wurden folgende Primer verwendet:
1. Shank2:
JS-Shank2-Seq-1
5¢— CCTCGAGGTACGATGCGAAGG - 3¢
JS-Shank2-Seq-2

5‘-CCGCTATTGCCTACCCCTGG - 3¢
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JS-Shank2-Seq-3

5¢— GACACCCCTCAGCCCCCTTC - 3¢
JS-Shank2-Seg-4

5¢-CCCTCC ACAGTG CCAGAAGGC-3
T7-Primer

5'—TAATACGACTCACTATAGG - 3'

. CFTR:

T7-Primer

5'— TAATACGACTCACTATAGG - 3
JS-CFTR-Seql

5’-CATTGG CACATTTCGTGTG-3
JS-CFTR-Seq2

5’-GACAGT TGTTGGCGGTTGC -3’
JS-CFTR-Seq3

5’-CCATTGTGC A AAAGACTCCC-3°

JS-CFTR-Seq4
5>-CTCAACACGTTGAAAGCAG-%¥
JS-CFTR-Seqg5
5’-CACAGCAAAATACACAGAAGG-3
pcDNArev

5’-GGCTGGCAACTAGAAGGC-3’
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Zur Klonierung von Expressionsvektoren flr die Expression von GST-Fusionsproteinen

mit C-terminalem PDZ-Ligand wurden die folgenden Primer genutzt:
Fur die PDZ-Mutante:
JS-GSTmutl

5’- GATCC GAA GAA GAG GTG CAAGAT TTC AGG CTT TAG TCT AGA ACT

CGAGC GCATCG TGACTG ACT GACGATCTGCCTCGCGCGTTT
CGGTGC-3¥

JS-GSTmut2

5 - AC CGA AAC GCG CGA GGC AGA TCG TCA GTC AGT CAC
GAT GC GCT CGAGTTCTAGACTAAAGCCT GAAATCT TGC ACC

TCTTCT TCG-3’

Rosa: Notl, blau: Xbal, griin: Xhol, rot: BamHI

Primer zum Sequenzieren der pGEX-Vektoren:
pGEX4T2 fwd

5‘-GGA CCC AATGTGCCTGGA TG -3
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2.7 Antikorper

Tabelle 8: Erstantikdrper

Primarantikorper | Hersteller Generiert | Verdinnung | Verdinnung
in fur Western | fur ELISA
Blot
GFP Covance, Princeton, mouse 1:2000 -
USA
RFP ChromoTek, Planegg- | rat 1:3000 1:2000
Martinsried, D
CFTR-AK 660 Tim Jensen, mouse 1:1500 -
University of North
Carolina, Chapel Hill
Anti-STRIP-PDZ AG Kreienkamp rabbit 1:5000 -
(90.Tag)
Anti-PIST ms8 AG Kreienkamp guinea pig | 1:6000 -
GAPDH Abcam, Cambridge, mouse 1:6000
UK
Anti- Invitrogen, Karlsruhe, | mouse - 1:500
Transferrinrezeptor- | D
Antikorper
Anti-Actin- Abcam, Cambridge, mouse 1:1000 -
Antibody UK
Tabelle 9: Zweitantikorper
Sekundéarantikorper Hersteller Western
Blot
HRP-amouse Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK 1:2500
HRP-arat Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK 1:2500
HRP-arabbit Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK 1:2500
HRP-oguinea pig Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK 1:2500
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2.8 siRNA

Die in dieser Arbeit verwendete doppelstrangige siRNA entstammt der Firma Qiagen.
Die PIST-siRNA zum Knockdown von endogenem PIST hatte folgende Zielsequenz,

dargestellt ist der sense-Strang:

TCCATTGTAGCAGACCCGAAA (human)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient der Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten in vitro.
Die Amplifikation erfolgt zwischen zwei bekannten Oligonukleotidsequenzen (Primern)
durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Der Reaktionsansatz setzte sich in dieser

Arbeit immer folgendermal3en zusammen:

Tabelle 10: PCR-Ansatz

Reagenz Menge
10 x Reaction Buffer 5 ul

10 mM dNTP 1l

100 uM Forward Primer 0,5 ul
100 pM Reverse Primer 0,5 ul
Template-DNA 10-50 ng
2,5 U/ul DNA-Polymerase 1l
Agqua dest. ad 50 pl

Ein PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung des DNA-Doppelstrangs in zwei
Einzelstrange durch Erhitzung auf 95°C fir 30 s. AnschlieBend erfolgt das
Hybridisieren der Primer (annealing) bei 55-65°C fur 30 s. Die Annealing-Temperatur
richtet sich dabei jeweils nach der Schmelztemperatur der verwendeten
Oligonukleotide. Die nun folgende Verldngerung der DNA-Strdnge wird von der Tag-
DNA-Polymerase katalysiert, welche dNTPs an das freie 3°-OH-Ende der entstehenden
Strange heftet (72°C, 1-3 min). Diese Folge aus Denaturierung, Annealing und
Elongation erfolgt 25mal und ermdglicht so einen exponentiellen Anstieg der DNA-
Menge im Ansatz Uber die Zyklenzahl. Die Reaktion endet mit einer abschlieRenden
Elongation Gber 10 min bei 72°C.
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3.1.2 DNA-Restriktion

Die Spaltung von DNA bei Klonierungen oder zu analytischen Zwecken geschah
mithilfe von Fast digest-Restriktionsenzymen der Firma fermentas, welche DNA
sequenzspezifisch spalten und dabei sticky oder blunt ends produzieren.

Ein Restriktionsansatz bestand dabei aus 1-10 pg DNA, 1-2 Units des
Restriktionsenzyms sowie dem Enzym entsprechenden Pufferbedingungen und H,O
dest. in einem 40 ul Ansatz. Dieser wurde 45-60 Minuten bei 37°C inkubiert und

anschlieBend durch Agarosegelelektrophorese analysiert.

3.1.3 DNA-Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde fur 20 pl Ligationsansatz 1 Weiss-Unit der
T4-Ligase verwendet. Der ubrige Ansatz setzte sich aus 10-fachem ATP-haltigen
Ligasepuffer, linearisiertem Plasmid und Insert sowie destilliertem Wasser zusammen.
Das Insert wurde die Molekilmenge betreffend in 5-fachem Uberschuss zum Vektor

eingesetzt. Der gesamte Ansatz wurde Uber Nacht bei 16°C inkubiert.

3.1.4 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli

Die chemisch kompetenten Zellen vom Stamm Escherichia Coli wurden auf Eis
aufgetaut. Einem Ansatz aus 10 pl Ligationsprodukt, 20 pl einer 5x KCM-L6sung und
70 pl destilliertem Wasser wurden 100 pl der E.coli-Zellen zugefligt und anschliel}end
zwanzig Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem darauf folgenden , Hitzeschock* fiir
flnf Minuten bei 37°C wurde 1 ml eines vorgewarmten LB-Mediums hinzugegeben und
dann erneut fir 45-60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Platten
mit einem Selektionsantibiotikum (100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin)
ausplattiert und tber Nacht im Inkubator bei 37°C gelagert.

3.1.5 Plasmid-Isolation aus chemisch kompetenten E.coli
E.Coli-Zellen, welche das gewiinschte Plasmid enthielten, wurden bei 37°C Uber Nacht
im Schuttelinkubator in selektivem Medium (100 pg/ml Ampicillin bzw. 30 pg/ml
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Kanamycin in LB-Medium) kultiviert. Je nach angestrebter DNA-Menge wurden fir
eine Mini-Préparation 5 ml Medium, fir eine Midi-Praparation 100 ml Medium
verwendet. Die Plasmid-Préaparation erfolgte dann durch alkalische Lyse mithilfe des
Kits NucleoBond Xtra Midi (Macherey&Nagel) bzw. durch die unten beschriebene

Mini-Préparation.

3.1.5.1 Mini-Praparation von DNA

Zur Gewinnung kleinerer DNA-Mengen wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur fiir 1 min
bei 13.000g zentrifugiert, um ein Bakterienpellet zu erhalten. Dieses wurde in 100 pl
von Losung | aufgenommen. Durch Zugabe von 100 ul Lésung 11 erfolgte die Lyse der
Bakterien unter alkalischen Bedingungen innerhalb von 2 min bei Raumtemperatur. Die
Neutralisierung des Ansatzes erfolgte mit 100 pl Ldsung 1, woraufhin erneut fir 30
min bei 13.000g zentrifugiert wurde. Der klare Uberstand wurde in ein frisches
Zentrifugenrdhrchen Gberfiihrt und die DNA mit 210 pl Isopropanol prézipitiert. Nach
weiterer Zentrifugation fur 20 min bei 13.000 g konnte das DNA-Pellet mit 500 pl
70%igem Ethanol zweimal gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 50 pl

entionisiertem Wasser geldst werden.

3.1.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Messung des DNA-Gehalts einer Probe wurde diese in einer 1:100 Verdinnung im
Photometer bei 260 nm analysiert. Hierzu wurden 100 ul der Verdlnnung in eine
Quarzkivette Oberfihrt und in dem GeneQuant Photometer der Firma Pharmacia die

optische Dichte ermittelt.

3.1.7 Adgarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten zu
analytischen oder préparativen Zwecken. Die Gele bestanden aus 1-2% Agarose in
TAE-Puffer, welche zur DNA-Detektion mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt
wurden. Die Auswertung erfolgte unter Bestrahlung mit UV-Licht bei einer
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Wellenlange von 254 nm, welches die Ethidiumbromid-Molekile zur Fluoreszenz
anregte. Das dadurch sichtbar gewordene Signal wurde per digitaler Bilderfassung

dokumentiert.

3.1.8 DNA-Sequenzierung

Vor dem Gebrauch von Plasmiden wurden diese mit der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert.

Ein Sequenzieransatz bestand aus 0,5 pg zu sequenzierender DNA, 10 pmol Primer, 2
pl 5x Sequenzierungspuffer, 1 ul Big Dye-Puffer (Applied Biosystems), welcher die
Polymerase, dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs enthielt sowie Aqua dest. in
einem Gesamt-Reaktionsvolumen von 10 pl.

Zur Amplifikation in einem Thermocycler wurde die DNA 1 Minute bei 96°C
denaturiert, um anschlieBend 25 Zyklen aus 10 Sekunden bei 96°C, 5 Sekunden bei
50°C sowie 4 Minuten bei 60°C zur Polymerisation zu durchlaufen. Im Anschluss daran
wurde die DNA mit 5 pl Natriumacetat (3M) und 130 ul Ethanol fir 30 Minuten bei
14000 rpm zentrifugiert und dabei geféllt. Nach zwei Waschgangen mit je 250 pl 70%
Ethanol und 10 Minuten Zentrifugation bei 14000 rpm trocknete das Pellet bei

Raumtemperatur, um dann mit dem Sequenziergeréat analysiert zu werden.

3.1.9 Verwendung des QuickChange® Il Site-Directed Mutagenesis — Kits

Das QuickChange® I1 Site-Directed Mutagenesis — Kit der Firma Stratagene diente zum
Einfligen von Punktmutationen in GFP-NHERF1-WT und Shank 2-WT. Dabei wird als
erstes eine PCR mit die gew(inschte Mutation enthaltenden Primern durchgefiihrt, um
mutierte Konstrukte zu erhalten. Die Polymerisation erfolgt dabei durch die PfuUltra
DNA-Polymerase. Die urspriingliche Template-DNA, welche die Mutation nicht
enthalt, wird dann von der Dpn | — Endonuklease erkannt und gespalten. Anschlie3end
wird der Ansatz in XL1-Blue superkompetente Zellen transformiert.

Die Klonierungsreaktion erfolgte nach Angaben der Herstellers Stratagene. Die
hergestellten Plasmide wurden durch Sequenzierung tberpriift.

24



3.1.10 Verwendung des TOPO TA Cloning® - Kits

Zum Einfugen der PDZ-Mutation in die CFTR-Konstrukte wurde das TOPO TA
Cloning® — Kit von Invitrogen verwendet. Das Prinzip ist hierbei, zunachst eine PCR
mit den die Mutation enthaltenden Primern durchzufiihren. Die Tag-Polymerase flgt
durch ihre Transferase-Aktivitat dabei an jedes PCR-Produkt am 3°-Ende ein Desoxy-
Adenosin an. Der pCR®II-TOPO-Vektor, in den das PCR-Produkt im Anschluss ligiert
wird, hat am 3‘-Ende einen Desoxy-Thymidin-Uberhang, was eine effiziente Ligation

ermdoglicht. Die Durchfiihrung der Reaktionen erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.1.11 Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins

Zur Herstellung eines an Gluthation-S-Transferase (GST)- gekoppelten Fusionsproteins
wurde das gewinschte Oligonukleotid, in dieser Arbeit die fir die 10 C-terminalen
Aminosduren des CFTR-T1478F kodierenden Basen, zundchst in einen prokaryotischen
Expressionsvektor der pGEX-Gruppe kloniert und anschlielend in E.coli-Bakterien
transformiert. Eine Vorkultur wurde in 200 ml selektierendem Medium (Ampicillin
100pg/ml) bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODgo Von 1 inkubiert. Durch Zugabe von
IPTG (20%) und Inkubation fur weitere 2 h bei 37°C lieR sich die Expression des GST-
Fusionsproteins induzieren. Die Bakterien wurden wahrend der nun folgenden
Zentrifugation fiir 15 min bei 5000 rpm geerntet und das Pellet in 10 ml STE-Puffer
resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch 100 pl Lysozym (10 mg/ml),
10 pl PMSF (100 mM) und 10 pl Pepstatin (1 mg/ml) fur 20 min auf Eis sowie
anschlieRendes Einfrieren des Ansatzes. Nach dem Auftauen wurde 10% Triton X-100
in PBS mit einer Endkonzentration von 2% hinzugegeben, wiederum fir 20 min auf Eis

inkubiert und erneut bei 16000 rpm fur 25 min zentrifugiert.

Auf zuvor zweimal mit STE 2x —Puffer gewaschene 1 ml Glutathion-Sepharose wurde
nun der erhaltene Uberstand gegeben und das Gemisch fiir 1 h bei 4°C rotiert, um die
GST-Fusionsproteine an die Sepharose zu binden. Im Anschluss daran wurde bei 500 g
fir 5 min die Sepharose mit den immobilisierten GST-Fusionsproteinen abzentrifugiert
und das entstandene Pellet dreimal mit 10 ml kaltem STE-Puffer gewaschen.

AbschlieRend wurde das fertige Sepharose-Pellet in 1ml STE-Puffer aufgenommen.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte nach einem einheitlichen Prinzip.
Die Zellen wurden bei 37°C im Inkubator mit 5%iger CO,-Atmosphére kultiviert. Als
Medium wurde mit 10% FCS und 1% Antibiotikum (Penicillin 100 u/ml und
Streptomycin 100 pg/ml) versetztes DMEM benutzt. Das Umsetzen erfolgte 2-3mal pro
Woche, indem die Zellen zundchst mit Versene gewaschen und anschliefend mit 1 ml
Trypsin pro Platte behandelt wurden. Nach einer Inkubationszeit von etwa 3 Minuten
I6sten sich die Zellen, sodass sie in frisches Medium aufgenommen und auf neue

Platten verteilt werden konnten.

3.2.2 Transfektion der Zelllinien

Die Transfektion der Zellen mit DNA erfolgte mit Hilfe des TurboFect in vitro
Transfection Reagent der Firma Fermentas. Hierzu wurden die Zellen am Vortag
gesplittet, um am Tag der Transfektion in einer Dichte von ca. 70% vorzuliegen. Die zu
transfizierende DNA-Menge wurde in 1 ml serumfreiem Medium geldst und mit 20 pl
des Transfektionsreagenzes versetzt. Nach griindlichem Mischen inkubierte die Losung
fur 15-20 Minuten bei Raumtemperatur. Anschlielend erfolgte die tropfchenweise
Verteilung auf den Zellen. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt, nach 48 h wurden

die Zellen lysiert.

3.2.3 Transfektion mit PIST-siRNA

Um isoliert die Interaktionen des transfizierten PISTs betrachten zu kdnnen, wurde in
dieser Arbeit in den Zellen die Expression des endogenen PISTs durch siRNA inhibiert.
Hierzu wurden die fiir den Versuch benutzten 6-Well-Schalen zunédchst mit 1 ml Poly-
D-Lysin pro Well fir 20 min beschichtet und anschlieBend mit Aqua dest. gewaschen.
Diese Beschichtung gewahrleistet eine bessere Adhésion der Zellen an den Untergrund.
Im Anschluss erfolgte die Transfektion mit SiRNA je Well in folgendem Ansatz: 300 pl
OptiMEM, 8 ul siRNA bzw. negativ-siRNA als Kontrolle sowie 8 ul Lipofectamin als
Transfektionsreagenz. Nach 15 min wurde die in DMEM+FBS aufgenommene
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Zellsuspension hinzugegeben. Die transiente Transfektion mit PIST-Konstrukten
geschah am Folgetag, die Lyse der Zellen weitere 48 h spéter.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Zelllyse

Zur Extraktion von Proteinen aus Zellen wurden diese zweimal mit kaltem PBS
gewaschen. Die Lyse erfolgte dann durch RIPA + Proteaseinhibitoren (Verdinnung
1:500) fir 15 min auf Eis. AnschlieBend wurde das Lysat bei 4°C fir 15 min bei
20.000 g zentrifugiert, um die Proteine von Zelltriummern zu trennen. Der die Proteine

enthaltende Uberstand konnte nun fiir Immunprazipitationen verwendet werden.

3.3.2 Biotinylierung an der Zelloberflache

Zur quantitativen Untersuchung der CFTR-Expression an der Zellmembran wurden
Biotinylierungsassays durchgefiihrt. Hierzu wurden HEK293T-Zellen auf mit Poly-D-
Lysin beschichteten 10 cm Platten ausgesat und mit CFTR transfiziert. Nach
Kultivierung fiir 48 h wurden die Zellen zweimal mit kaltem HBSS gewaschen und pro
Platte 5 ml Biotinlésung (0,5 mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin in HBSS) auf die Zellen
gegeben. Die Platten wurden fur 30 min bei 4°C unter Schwenken inkubiert, sodass das
Biotin an die Oberflachenmolekiile der Zellmembranen koppeln konnte. AnschlieRend
wurde die Losung abgenommen und 5 ml kaltes HBSS mit 5 mM Tris (pH 7,5) auf die
Zellen gegeben, um Uberschussiges Biotinreagenz zu entfernen. Die Zelllyse erfolgte
mit RIPA + Proteaseinhibitoren fur 15 min auf Eis. Die Lysate wurden bei 4°C fir
15 min bei 20.000 g zentrifugiert und der Uberstand auf 30 pl Avidin-Agarose pro
Ansatz gegeben. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 3 h bei 4°C auf dem
Rotator hatten die Agarosekiigelchen die mit Biotin markierten Oberflachenproteine
prazipitiert und wurden durch 5maliges Waschen mit RIPA und Zentrifugation fir
5 min bei 1000 g vom Ubrigen Ansatz getrennt. Es wurden 50 pl Lammli-Puffer pro
Ansatz hinzugegeben und fiir 5 min bei 95°C gekocht, bevor die Analyse mittels SDS-
Gel und Western Blot erfolgte.
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3.3.3 Koimmunpréazipitation mit RFP-Trap

Um in den Zellen vorhandene RFP-markierte Proteine zu detektieren, mussten diese
zunachst aus dem Zelllysat prazipitiert werden, wozu in dieser Arbeit RFP-Trap
verwendet wurde. Dabei handelt es sich um einen spezifischen Antikérper gegen Rot
Fluoreszierendes Protein (RFP), welcher wahrend einer Inkubationszeit von 2 h bei 4°C
an RFP binden kann, an das Proteine gekoppelt sind. Andere Proteine, die eine
Interaktion mit dem RFP-Konstrukt eingegangen sind, wurden dadurch ebenfalls
indirekt an RFP-Trap gebunden. Als Negativkontrolle diente ein GFP-Leervektor.

Der Antikorper von RFP-Trap ist an Agaroseklgelchen (Durchmesser 80 pm)
gekoppelt. Diese Tatsache ermdglicht die Trennung der gebundenen Proteine vom Rest
des Zelllysats durch flinffaches Waschen mit 1 ml RIPA sowie jeweils Zentrifugation
bei 500 g und 4°C fir 1 min. Vor der Analyse der Proteinfraktion mittels SDS-Page und
Western Blot wurde die Bindung an die Agarosekiigelchen zerstort, indem der Ansatz

zusammen mit L&mmli-Puffer fir 5 min bei 95°C gekocht wurde.

3.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)
Zur Auftrennung verschiedener Proteine anhand ihres Molekulargewichts wurde die
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Das 8%ige Trenngel setzte sich

folgendermalien zusammen:

Tabelle 11: Zusammensetzung SDS-Page

Reagenzien Menge in mi
ddH20 4,6

30% Acrylamid Mix 2,7

1,5M Tris (pH 8,8) 2,5

10% SDS 0,1

10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 0,1
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 0,06
(TEMED)
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Die Polymerisation des Ansatzes erfolgt durch APS als Radikalkettenstarter. Das
weiterhin zugefugte TEMED wirkt dabei als Katalysator der Kettenreaktion.

Die zu analysierenden Proben wurden in 5x Lammli-Puffer aufgenommen und fir 5
Minuten bei 95°C denaturiert. AnschlieBend folgte die Auftrennung der Proteine tber
das SDS-Gel bei 140 V. Fur die Elektrophorese in Laufpuffer wurden Mini-Protean 111-
PAGE Kammern von Biorad verwendet.

3.3.5 Coomassie-Farbung

Im SDS-Gel aufgetrennte Proteine kdnnen mit organischen Farbstoffen, zum Beispiel
Coomassie-Blau, sichtbar gemacht werden. Dazu wurde das Gel fiir 45 Minuten in 100
ml Farbelosung unter Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde Gberschissiger
Farbstoff mit Entfarberlosung (100 ml alle 10 Minuten) vom Gel gewaschen, ebenfalls

unter leichtem Schwenken.

3.3.6  Western Blot

Zum Transfer der im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran wurden Nassblot-Apparaturen der Firma Biorad verwendet. Die
Ubertragung erfolgte in Transferpuffer fiir 80 Minuten bei konstanten 400 mA. Im
Anschluss wurden freie Proteinbindungsstellen auf der Membran durch Inkubation in
10 ml 5% Magermilchpulver in TBS-T auf dem Schwenkrotator fiir 30 Minuten

blockiert.

3.3.7 Immundetektion von Proteinen

Der proteinspezifische erste Antikorper wurde in der jeweiligen Verdinnung in 5%
Milchpulver in TBS-T gel6st und die die Proteine enthaltende Nitrocellulosemembran
darin tber Nacht auf dem Rotator bei 4°C inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit je
10 ml TBS-T wurde Uberschussiger Antikorper entfernt. Die Detektion des gebundenen
Erstantikorpers erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikorper in TBS-T durch
Inkubation fur 1 h. Erneutes Waschen mit TBS-T entfernte den Zweitantikérper, bevor
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eine Detektion der Proteinbanden durch Chemilumineszenz-Substrat Pierce ECL
Western Blotting Substrate nach Protokoll erfolgte.

3.3.8 Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)

Der Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) dient dem Nachweis von Proteinen
durch spezifische Antigen-Antikorper-Interaktionen. Das Prinzip beruht dabei auf der
Erkennung zu detektierender Proteine durch einen auf dem Boden der Versuchsplatte
adhésiven Antikorper. Ein zweiter Antikorper bindet dann an ein anderes Epitop des
gesuchten Proteins, sodass ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex entsteht. Der
Zweitantikorper ist an ein Enzym (meist die Meerrettichperoxidase) gekoppelt, welches
ein passendes chromogenes Substrat umsetzen kann und somit einen Farbumschlag
herbeiftihrt. Diese Reaktion kann durch Phosphorsdure gestoppt und das Ergebnis

photometrisch gemessen werden.

In dieser Arbeit wurden an Tag 1 je 4 Wells einer 6-Well-Platte mit PDL beschichtet
(s. Abschnitt 3.2.3). In jedes Well wurden anschliefend 2 ml Medium pipettiert, in das
daraufhin stabil RFP-CFTR exprimierende Zellen gegeben wurden. Es wurde eine
Zelldichte von ca. 70% fur den Folgetag angestrebt.

An Tag 2 erfolgte die Transfektion mit TurboFect (s. 3.2.2) nach folgendem Schema:

Tabelle 12: Transfektionsschema fir ELISA

Plasmid Well 1 Well 2 Well 3 (NK) Well 4
GFP-PIST-WT 0,5 ug - - 0,5 ug
GFP-NHERF- - 0,5 ug - 0,5 ug
WT

pEGFP-C3 0,5 ug 0,5 ug 1 ug -

Nach funf Stunden wurde das Medium erneuert.
Von der ELISA-Platte wurden 24 Wells mit je 100 pl eines anti-RFP rat-Antikorpers in
PBS befillt (coating), der gegen das RFP der CFTR-Konstrukte gerichtet war. 12 Wells

wurden mit je 100 pl anti-Transferrinrezeptor-Antikorper (mouse, in PBS) beschichtet,
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was im Versuch als Positivkontrolle dienen sollte, da dieser Rezeptor auf den
Oberflachen aller Zellen exprimiert wird. Als Negativkontrolle wurden weitere 12
Wells mit 5% FBS in PBS gecoatet. Die Platte wurde anschlieBend mit Parafilm
luftdicht verschlossen und tiber Nacht bei 4°C gelagert.

Am 3. Tag wurde Uberschussiger Antikorper zundchst mit dreimal 300 pl PBS-T je
Well abgewaschen. Offene Proteinbindungen wurden mit dreimal 300 pl 5% FBS in
PBS geblockt. Die transfizierten Zellen wurden dem Protokoll der Biotinylierung
entsprechend (s. 3.3.2) biotinyliert, lysiert und die Zelltrimmer abzentrifugiert.

Die ELISA-Platte wurde nach dem Blocken noch dreimal mit PBS-T gewaschen, um
dann mit 70 pl RIPA und 30 pl Lysattberstand pro Well befillt zu werden. Bei 12
Wells war also eine Dreifachbestimmung der oben beschriebenen Versuchsansatze
maoglich.

Eine Inkubation von 2 h bei 4°C diente der Bindung von Antikorper und Antigen. Nach
flinfmaligem Waschen mit PBS-T wurde nun HRP-Streptavidin in einer Verdinnung
von 2,5 pg/ml in 10% FBS in PBS in die Wells gegeben und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Bindung des Streptavidins an das
Biotin in der Funktion des zweiten Antikorpers. Uberschiissige Reagenzien wurden
beim achtmaligen Waschen mit PBS-T entfernt und 100 pl des chromogenen TMB
konnten pro Well als Substrat des Streptavidins hinzugegeben werden. Nach einem
ausreichenden Farbumschlag wurde die Reaktion mit 100 ul 1 M Phosphorsaure
gestoppt. Die gesamte Platte wurde am ELISA-Reader bei 450 nm ausgelesen und so

die jeweilige Menge an Oberflachen-CFTR bestimmt.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Interaktionen zwischen dem PDZ-Liganden des

CFTR und verschiedenen PDZ-Doménen-Proteinen genauer betrachtet.
4.1 Interaktionen des CFTR mit PDZ-Domanen-Proteinen

4.1.1 Herstellung kompensatorischer Mutanten des CFTR und der PDZ-
Domanen-Proteine
Die Auswirkungen der jeweiligen Interaktionen zwischen PDZ-Ligand und PDZ-
Doménen-Protein auf die Expression des CFTR sind schwer zu bestimmen, da
verschiedene PDZ-Domanen-Proteine mit unterschiedlichen Membranproteinen, welche
einen PDZ-Liganden aufweisen, assoziieren (He et al., 2006). Umgekehrt kann der
CFTR mit unterschiedlichen PDZ-Doménen-Proteinen interagieren, die gleichzeitig in
der selben Zelle exprimiert sein kénnen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit
kompensatorische Mutationen in den CFTR und die PDZ-Domanen-Proteine eingeflgt
(Kaech et al., 1998, Schnell et al., 2002). Diese kdnnen nur aneinander binden, ein

Zusammenspiel verschiedener Proteine wurde somit ausgeschlossen.

CFTR-WT PDZ-HxV
CFTR AF508
PDZ-WT CFTR-WT T1478F

CFTRAF508 T1478F

Abbildung 3: Schematische Darstellung des experimentellen Ansatzes fur die Betrachtung
einzelner PDZ-Ligand/PDZ-Doménen Interaktionen des CFTR-WT und CFTR T1478F

Durch Einfligen einer Punktmutation an Position 1478 des CFTR wird der PDZ-Ligand veréndert, sodass
die Wildtypen der PDZ-Domanen-Proteine nicht mehr binden kénnen. Fir diese Arbeit hergestellte
Mutanten der PDZ-Domanen-Proteine enthielten wiederum eine Punktmutation in ihrer PDZ-Doméne
(HxV: Histidin an Position x zu Valin mutiert), die diejenige des PDZ-Liganden kompensierte und so

eine Bindung ermdglichte.

32



Aus Kiristallstrukturanalysen von PDZ-Domanen-Proteinen in der Interaktion mit PDZ-
Liganden weil} man, dass bestimmte PDZ-Domanen durch ein Histidin mit einem Serin
oder Threonin des jeweiligen Liganden interagieren (T1478 im Falle des CFTR;
sogenannte Typ I-Interaktion). Diese Aminoséure an der -2 Position des PDZ-Liganden
ist wichtig fur die Spezifitat der Bindung (Morais Cabral et al. 1996 und Doyle et al.
1996). Hingegen findet die Interaktion anderer PDZ-Domaéanen uber ein Valin in der
PDZ-Domane mit einem Tyrosin oder Phenylalanin des Liganden statt (Typ II-
Interaktion). In dieser Arbeit wurde fur die Proteine PIST, NHERF1, PDZK1 und
Shank2 jeweils ein Histidin der PDZ-Doméne durch ein Valin ersetzt, sowie das
Threonin des PDZ-Liganden gegen ein Phenylalanin (T1478F) getauscht. Damit wurde
die Art der PDZ-Interaktion von Typ | zu Typ Il gedndert. Die Herstellung der
entsprechenden Expressionskonstrukte erfolgte durch PCR-vermittelte Mutagenese aus

den Konstrukten fir die Wildtyp-Proteine.

4.1.2 Nachweis der verschiedenen Interaktionen

Um die Interaktionen zwischen Wildtyp-Proteinen und kompensatorischen Mutanten zu
testen, wurden die jeweiligen Proteine in HEK293-Zellen koexprimiert. Der Nachweis
der Interaktion erfolgte durch Koimmunprazipitationen. Die Prazipitation erfolgte mit
der RFP-Trap-Matrix, um den exprimierten RFP-CFTR mit den gebundenen Proteinen
zu isolieren.

Es wurde jeweils das Bindungsverhalten eines der RFP-CFTR-Konstrukte an den
Wildtyp und die zugehorige PDZ-Mutante folgender Proteine untersucht: GFP-
NHERF1, GFP-PDZK1, GFP-PIST und Shank2. Als Negativkontrolle diente die
Koexpression von RFP-CFTR mit GFP (s. Abb. 2). Die transient transfizierten Zellen
wurden nach 48h Inkubation lysiert und Proben aus Lysat und Prézipitat im Western

Blot analysiert.
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A Lysat IP: RFP B Lysat IP: RFP

GFP-NHERF GFP-NHERF GFP-PDZK1 GFP-PDZK1
RFP-CFTR-WT + WT H72 WT H72 RFP-CFTR-WT + WT H301V WT H301V

WB: anti-GFP ”_70 D, B WB: anti-GFP - 1100 kDa. | -
WB: anti-CFTR .- P— . (™ WB: anti-CFTR| il . -250 kDa- “

C Lysat IP: RFP D Lysat IP:RFP
Shank 2 Shank 2 GFP-PIST GFP-PIST
RFP-CFTR-WT + WT H699V WT H699V RFP-CFTR-WT + WT H341V WT H341V

-250 kDa-
WB: anti-PDZ ’ WB: anti-GFP - —-72 kDa— =
WB: anti-CFTR . !-250 kDa-‘. WB: anti-CFTR | |} 4 1250 kDa- . ¥

Abbildung 4: Interaktionen des CFTR mit verschiedenen PDZ-Doménen-Proteinen in HEK293T-
Zellen

Es wurden die Interaktionen des RFP-CFTR-WT getestet mit A GFP-NHERF1-WT und GFP-NHERF
H72V B GFP-PDZK1-WT und GFP-PDZK1 H301V C Shank2-WT und Shank2 H699V D GFP-PIST-
WT und GFP-PIST H341V. Die jeweiligen Konstrukte wurden in HEK293T-Zellen transfiziert und die
Zellen nach 48 h lysiert. Nach Immunprézipitation des CFTR Uber die RFP-Trap-Matrix wurden das
Lysat sowie das Immunprazipitat per Western Blot analysiert. Der CFTR-WT préazipitierte alle PDZ-
Wildtypen, nicht jedoch die kompensatorischen Mutanten. AusschlieBlich GFP-PIST H341V interagierte
mit dem CFTR, jedoch schwécher als PIST-WT. Fir den GFP-Leervektor war in den gezeigten
Versuchen keine Interaktion nachweisbar.

Bei der Immundetektion im Western Blot zeigte sich, dass der CFTR-WT an die
Wildtypen der PDZ-Doménen-Proteine bindet. Nach Mutation der PDZ-Doménen zum
Typ 1l erfolgte jedoch keine Interaktion mit dem CFTR-WT mehr. Diese Daten
bestétigen, dass die jeweilige Bindung durch die PDZ-Domanen vermittel wird.
Ausschliel3lich fur PIST muss dieses einschrdnkend betrachtet werden, da die PIST-

Mutante ebenfalls mit dem CFTR-WT prazipitiert wurde.
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A B

Lysat IP: RFP Lysat IP: RFP
GFP-NHERF GFP-NHERF ) GFP-PDZK1 GFP-PDZK1
RFP-CFTR AF508 + WT H72V WT H72V RFP-CFTR AF508 + WT H301V WT H301V

i WB: 9 t--CFp “ K. -t
WB: anti-GFP u | 70 kpa| B S G L 70 kDa

WB: anti-CFTR “ ”
WB: anti-CFTR . . 1250 kDa- . . ) ; '250kDa'. '

C Lysat IP: RFP D Lysat IP: RFP
Shank 2 Shank 2 GFP-PIST GFP-PIST
RFP-CFTR AF508 + WT H699V WT H699V RFP-CFTR AF508 + WT H341V WT H341V

250 kDa-
WB: anti-PDZ -_ -— WB: anti-GFP “ - 72 kDa 4

WB: anti-CFTR | - 1250 kDa- .. WB: anti-CFTR ~ B 5o e ‘ i

Abbildung 5: Interaktionen des CFTR AF508 mit verschiedenen PDZ-Domé&nen-Proteinen in
HEK?293T-Zellen

Es wurden die Interaktionen des RFP-CFTR AF508 getestet mit A GFP-NHERF1-WT und GFP-NHERF
H72V B GFP-PDZK1-WT und GFP-PDZK1 H301V C Shank2-WT und Shank2 H699V D GFP-PIST-
WT und GFP-PIST H341V. Die jeweiligen Konstrukte wurden in HEK293T-Zellen transfiziert und die
Zellen nach 48 h lysiert. Die Prézipitation erfolgte (iber RFP-Trap, woraufhin Lysat und Immunprazipitat
mittels Western Blot analysiert wurden. Der CFTR AF508 prézipitierte sowohl alle PDZ-Wildtypen als
auch die kompensatorischen Mutanten. Der GFP-Leervektor zeigte keine Interaktionen mit dem CFTR
AF508.

Der CFTR AF508 interagierte mit allen PDZ-WT. Es zeigte sich hier allerdings auch
eine Bindung an die mutierten PDZ-Doménen-Proteine, die im Vergleich zur Bindung
an die PDZ-WT aber schwacher ausfiel (s. Abb. 5). Bei Koexpression von Snx27
konnte weder fir den Wildtyp noch fir die kompensatorische Mutante eine Interaktion
mit dem CFTR-Kanal nachgewiesen werden (s. Abb. 6).
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A Lysat IP: RFP B Lysat IP: RFP

GFP-Snx27 GFP-Snx27 GFP-Snx27 GFP-Snx27
RFP-CFTR-WT + WT  HI112V WT HI112V RFP-CFTR AF508 + WT HI112V WT HI12V
WB: anti-GFP ” . WB: anti-GFP " RIS

WB: anti-CFTR ”. 1250 kDa) T . WB: anti-CFTR “ ' 250 kDa- .'

Abbildung 6: Untersuchung einer mdéglichen Interaktion des CFTR mit Snx27 in HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen wurden mit Expressionsvektoren fir CFTR-WT (A) und CFTR AF508 (B) sowie fiir
GFP-Snx27 und GFP-Snx27 H112V transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Immunpréazipitation mittels
RFP-Trap-Matrix sowie die Analyse von Lysat und Prézipitat im Western Blot zeigte keinerlei

Interaktionen. Das als Negativkontrolle exprimierte GFP interagierte ebenfalls nicht mit dem CFTR.

A Lysat IP: RFP B Lysat IP: RFP
GFP-NHERF GFP-NHERF GFP-PDZK1 GFP-PDZK1
RFP-CFTR T1478F + WT H72V WT H72V RFP-CFTR T1478F +WT H301V WT H301V
WB: anti-GFP -_70 «Da | . wB: anti-GFP | (N | 70 i, | = -

WB: anti-CFTR . . -250 kDa- .' WB: anti-CFTR ' . 250 kDa- -

C - JERREE D _ Lysat S BEL
Shank 2 Shank 2 GFP-PIST GFP-PIST
RFP-CFTR T1478F + WT H699V WT H699V RFP-CFTR T1478F + WT H341V WT H341V
WB: anti-PDZ| il [0 <] = wB: anti-GE? | (D | -, . | e

— .
WB: anti-CFTR " F250 kDa - WB: anti-CFTR . 250 kDa- "

Abbildung 7: Interaktionen des CFTR T1478F mit verschiedenen PDZ-Domanen-Proteinen in
HEK?293T-Zellen

Es wurden die Interaktionen des RFP-CFTR T1478F getestet mit A GFP-NHERF1-WT und GFP-NHERF
H72V B GFP-PDZK1-WT und GFP-PDZK1 H301V C Shank2-WT und Shank2 H699V D GFP-PIST-
WT und GFP-PIST H341V. Die jeweiligen Konstrukte wurden in HEK293T-Zellen transfiziert und die
Zellen nach 48 h lysiert. Die Prazipitation der Proteine erfolgte tiber RFP-Trap, woraufhin die Lysate und
Immunprazipitate per Western Blot analysiert wurden. Mit dem CFTR T1478F prazipitierten sowohl alle
PDZ-Wildtypen als auch die kompensatorischen Mutanten. Das als Negativkontrolle exprimierte GFP ging
in den gezeigten Versuchen keine Interaktionen mit dem CFTR ein.
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Im Experiment mit dem am PDZ-Liganden mutierten CFTR T1478F erfolgte eine
Koprazipitation aller getesteten PDZ-Proteine, wiederum mit Ausnahme von Snx27. Da
somit flr keines der CFTR-Konstrukte eine Bindung mit Sorting Nexin 27 nachweisbar
war, wurde dieses PDZ-Protein in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Die Bindung aller PDZ-Proteine an den CFTR AF508 sowie an den CFTR T1478F
fihrte zu der Frage, warum der Wildtyp eines PDZ-Proteins an einen CFTR-Kanal

binden kann, dessen PDZ-Ligand durch eine Mutation verandert ist.

Nach Durchfuhrung dieser Vorversuche wurde in der Sequenzierung des RFP-CFTR
AF508 e¢ine Mutation kurz vor dem PDZ-Liganden festgestellt, welche einen
Aminosdureaustausch im Protein bewirkte (V1475M). Auf Nachfrage bei der
holldndischen Arbeitsgruppe, die diesen Klon zur Verfligung gestellt hatte, stellte sich
heraus, dass diese leider den falschen Klon zugesandt hatten. Da ein Einfluss dieser
Mutation auf das Bindungsverhalten des Kanals nicht auszuschlieBen war, wurden die
folgenden Experimente mit Fokus auf den CFTR-WT sowie den CFTR T1478F
durchgefiihrt und der CFTR AF508 nicht weiter untersucht.

4.2 Koimmunprazipitation mit PIST-Fusionsproteinen

Eine Mdglichkeit, warum der CFTR T1478F auch mit den Wildtypen der PDZ-Proteine
interagiert, konnte sein, dass die Proteine auch auferhalb des mutierten Liganden
binden kénnen.

Diese Hypothese wurde exemplarisch an PIST getestet. Gemeinsam mit dem RFP-
CFTR-WT sowie mit dem RFP-CFTR T1478F wurden verschiedene
Deletionskonstrukte von PIST transfiziert, die zur Expression von Fusionsproteinen aus
GFP und unterschiedlichen Domanen von PIST fuhrten (s. Abb. 8). Bei einigen der
Proteine war unter anderem die PDZ-Domane nicht mehr vorhanden, sodass die direkte
Bindung an den PDZ-Liganden des CFTR nicht mehr moglich war. Es wurde
wiederum eine Koimmunprazipitation mit RFP-Trap durchgefihrt. Die Ergebnisse
wurden mittels Western Blot und anti-CFTR bzw. anti-GFP-Antikdrpern analysiert.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der verwendeten PIST-Fusionsproteine in
Aminosauren (AS)

Die verwendeten Konstrukte kodierten fiir unterschiedliche Doméanen von PIST in Fusion mit GFP.

Die Anzahl der Aminosauren (AS) ist in der rechten Hélfte der Abbildung angegeben.

Die Ergebnisse der Immunprézipitation von CFTR-WT mittels RFP-Trap sowie die
Analyse im Western Blot sind in Abb. 9 dargestellt. Es ist erkennbar, dass auch PIST-
Fusionsproteine ohne PDZ-Domane im Experiment mit dem CFTR interagierten und so
prazipitiert wurden. Die Bindung steht in diesen Féllen hauptsachlich im
Zusammenhang mit der Linker-Region sowie der Coiled-Coil-Doméne (CC). Das
Fusionsprotein, welches nur die PDZ-Domane enthlt, ist nicht in der Lage, allein mit
dem CFTR zu assoziieren (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Koimmunprazipitation von PIST-Fusionsproteinen mit CFTR-WT in HEK293T-
Zellen

HEK293T-Zellen wurden transient mit RFP-CFTR und den angegebenen Deletionskonstrukten von PIST
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und eine Immunprazipitation mit RFP-Trap
durchgefiihrt. Die Analyse von Lysaten und Prézipitaten im Western Blot zeigte, dass sowohl PIST-WT

als auch Fusionsproteine ohne PDZ-Domaéne mit dem CFTR-WT interagierten.

4.3 Knockdown-Versuche von endogenem PIST

Die Tatsache, dass im vorausgegangenen Prazipitationsversuch mit PIST-
Fusionsproteinen auch solche ohne PDZ-Doméne mit dem CFTR interagierten, flhrte
zur ndheren Untersuchung der Theorie, dass die Proteine Dimere mit endogenem PIST
bilden. Dessen PDZ-Domane ist intakt und wirde daher eine Bindung an CFTR-WT
erlauben, sodass die Fusionsproteine indirekt iber das endogene Protein an den PDZ-
Liganden gebunden werden konnten und mit préazipitiert wirden. Um das
Bindungsverhalten in Abwesenheit von endogenem PIST untersuchen zu koénnen,

wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen das in den Zellen vorhandene PIST mit

39



siRNA (short interfering RNA) ausgeknockt wurde. Dieses Verfahren beinhaltet das
Einbringen von Doppelstrang-RNA in die Zellen, welche komplementér bzw. identisch
mit der mMRNA des Zielproteins ist. Schon 1998 konnte gezeigt werden, dass dadurch
die mRNA blockiert und so die Proteinbiosynthese des Zielproteins post-transkriptionell
unterdrickt wird (Fire et al. 1998). Als Kontrollversuch dient die Transfektion von
Negativ-siRNA, die keine Auswirkung auf die Proteinsynthese und somit keinen

Einfluss auf die mogliche Dimerbildung hat.

4.3.1 Herstellung von CFTR stabil exprimierenden Zellen

Fur die Experimente mit sSiRNA wurden im Rahmen dieser Arbeit Zelllinien hergestellt,
die den CFTR gleichmé&Rig an der Zelloberfliche exprimieren. Dazu wurden Zellen
einer HEK293-Linie transient mit dem CFTR-WT oder dem CFTR T1478F transfiziert
und anschlieBend diejenigen Zellen selektiert, die das Plasmid aufgenommen haben und
somit die Resistenz gegen ein Antibiotikum besallen (Geneticin 900 mg/ml). Die
selektierten Zellen wurden dauerhaft unter der genannten Geneticin-Dosis im Medium

kultiviert.

4.3.2 PIST-Knockdown mit siRNA

Die beim Testen der CFTR-Interaktionen verwendeten HEK293T-Zellen enthalten
endogenes PIST, welches eventuell mit dem transfizierten PIST Dimere bilden kann
und somit zu dessen Prazipitation mit dem mutierten CFTR-Kanal fiihren kénnte. Um
dieses auszuschlieRen wurden in HEK293-Zellen Versuche mit siRNA durchgefihrt,
welche die Synthese des endogenen PIST blockieren und somit die Dimerbildung

verhindern soll.

40



Der Versuch wurde in den stabil RFP-CFTR-WT bzw. RFP-CFTR T1478F
exprimierenden Zellen durchgefihrt. Es wurden jeweils GFP-PIST-WT, GFP-PIST
H341V und der GFP-Leervektor mit PIST-siRNA und mit Negativ-siRNA in 6-Well-
Schalen transfiziert und anschlielend mit RFP-Trap prazipitiert. Das Lysat und das

Prézipitat wurden im Western Blot analysiert (s. Abb. 10)

Lysat IP: REP
GFP-PIST: WT H341V  pEGFP WT H341V  pEGFP
siRNA: + - + - + - + - + = £ =

PIST —*| e g e e

endogenes PIST—~
GAPDH | e e
pEGFP— e
C:F':[‘R-“,r[_> W T G o 4 ?‘-'

Abbildung 10: Interaktionen von CFTR-WT und PIST-WT sowie H341V nach Knockdown von
endogenem PIST

Der Knockdown von endogenem PIST erfolgte mit sSiRNA in den stabil RFP-CFTR-WT exprimierenden
HEK293-Zellen in 6-Well-Schalen. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion lysiert und der CFTR
mit RFP-Trap prazipitiert. Die verwendeten Antikorper richteten sich gegen PIST, GAPDH und GFP
bzw.gegen den CFTR. Der Knockdown bewirkte eine Reduktion des endogenen PISTs auf 30-50% (in
n=2 von 4). Die exprimierten PIST-Proteine wurden alle mit dem CFTR prézipitiert, wéhrend das als
Kontrolle exprimierte GFP keinerlei Interaktionen einging. Das gleiche Ergebnis konnte bei

Wiederholung des Versuchs in stabil RFP-CFTR-T1478F exprimierenden Zellen reproduziert werden.

In den durchgefiihrten Versuchen konnte kein Unterschied in der Menge der PIST-
Prézipitate zwischen den mit PIST-siRNA und den mit Negativ-sSiRNA transfizierten
Zellen beobachtet werden. Das Ergebnis war bei der Prézipitation mit RFP-CFTR-WT
das gleiche wie fir den RFP-CFTR T1478F. Die Knockdown-Effizienz war in den
durchgefuhrten Versuchen stark schwankend; ein PIST-Knockdown auf bis zu 30-50%
verglichen mit den Kontrollen konnte jedoch erreicht werden. Das Ergebnis der

Prézipitation blieb jedoch unabhéngig von der Knockdown-Effizienz reproduzierbar.

41



4.4 GST-Fusionsproteine

Da nicht wie urspriinglich angenommen nur die Wildtypen von PDZ-Ligand und PDZ-
Doméne sowie nur die jeweiligen Mutanten untereinander Bindungen eingingen, stellte
sich die Frage nach der ausreichenden Spezifitat der eingefugten Mutationen. Damit
gezeigt werden kann, ob das Prinzip der mutierten Doméanen effektiv ist oder zum
Beispiel noch andere Faktoren auf3erhalb der Doménen eine Rolle spielen, wurde der
mutierte PDZ-Ligand des CFTR in einen Vektor der pGEX-Gruppe kloniert (GST-
PDZ). Mit den so entstandenen Fusionsproteinen konnten dann Immunprazipitationen
mit PIST-WT, PIST H341V sowie GFP durchgefiihrt werden und die Frage nach der
Spezifitat der Bindungen nach Einfligen der kompensatorischen Mutationen untersucht
werden. Als Positivkontrolle diente ein GST-Fusionsprotein, welches den PDZ-
Liganden des Somatostatin-Rezeptors 5 (SSTR5) enthielt. Flr diesen Rezeptor konnte
in einer anderen Arbeit durch Koimmunprazipitation bereits nachgewiesen werden, dass
eine Interaktion mit PIST-WT, jedoch keine mit der verwendeten PIST-Mutante
eingegangen wird (Bauch, 2012). Die Expression eines GST-Proteins ohne weitere

Doménen diente als Negativkontrolle.
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Abbildung 11: Immunprazipitation von PIST mit GST-Fusionsproteinen

HEK293T-Zellen wurden transient mit GFP-PIST-Konstrukten sowie GFP-Leervektor als
Negativkontrolle in 6-Well-Schalen transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und jeweils mit
GST-SSTR5, GST-PDZ und GST-Protein prazipitiert. Nur GST-SSTRS5 prézipitierte GFP-PIST-WT.
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Das Versuchsprotokoll orientierte sich an der beschriebenen Immunprazipitation, nur
dass bei diesem Experiment mit GST-Sepharose das GFP-PIST aus dem Zelllysat
prazipitiert wurde. Wie in der Abbildung 11 erkennbar, interagierte das GST-SSTR5-
Fusionsprotein bei der Koimmunprézipitation mit GFP-PIST-WT, nicht jedoch mit
GFP-PIST H341V oder GFP. Uber den mutierten PDZ-Liganden des CFTR fand mit
keinem der PIST-Konstrukte eine Interaktion statt, ebensowenig wie mit dem reinen
GST-Protein.
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4.5 Quantifizierung des CFTR bei Koexpression mit PDZ-

Domaéanen-Proteinen

45.1 Oberflachenbiotinylierung des CFTR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die Auswirkungen einzelner PDZ-Domanen-
Proteine auf die Expression des CFTR mit Biotinylierungsessays naher zu
charakterisieren. Dieses beinhaltete die Koexpression von Proteinen und Rezeptor in
HEK293T-Zellen und die anschliefende Biotinylierung der Zelloberflachenproteine.
Hierbei ergab sich das Problem, dass der CFTR von den Zellen zu schwach exprimiert
wurde, um quantitative Unterschiede im Input sicher messen zu kdnnen. Aus diesem
Grund wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt und auf die im Folgenden

beschriebenen Methoden zuriickgegriffen.

4.5.2 Quantifizierung des CFTR nach Transfektion aufsteigender PIST-Mengen

Um eine gleichmaBigere Expression des CFTR gewahrleisten zu kénnen, wurden diese
Experimente in den stabil CFTR T1478F exprimierenden HEK293-Zellen durchgefiihrt.
Zur Untersuchung der Auswirkung von PIST auf die CFTR-Expression wurden im
Experiment zwischen 0 pg und 2 pg GFP-PIST H341V in 6-Well-Schalen transfiziert
und die Zellen nach 24 h lysiert. Der RFP-CFTR T1478F wurde mit RFP-Trap
prazipitiert. Die Lysate und Prézipitate wurden mittels Western Blot analysiert und mit
der Software ImagelLab quantifiziert. Die CFTR-Input-Banden waren wiederum zu
schwach, um verlasslich ausgewertet werden zu kénnen. Aus diesem Grund wurden

behelfsweise die Prazipitate auf das GAPDH im Input normiert.

Nach Quantifizierung der CFTR-Préazipitate zeigte sich keine kontinuierliche
Mengenanderung im Zusammenhang mit den aufsteigenden PIST-Mengen (s. Abb. 12).
Eine Abnahme des CFTR erscheint hiernach mdglich, kann durch die behelfsweise
Quantifizierung der CFTR-Prazipitate und die geringe Versuchszahl jedoch nicht sicher
nachgewiesen werden. Eine Interaktion des CFTR mit dem GFP-Leervektor trat in

keinem der Experimente auf.
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Abbildung 12: Quantifizierung von CFTR-T1478F nach Transfektion verschiedener PIST-H341V-
Mengen in stabil den Kanal exprimierende HEK293-Zellen

A Es erfolgte die Transfektion mit Turbofekt von 0-2 pg GFP-PIST-H341V in HEK293-Zellen, die den
RFP-CFTR-T1478F stabil exprimieren, in 6-Well-Schalen. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und eine

Prézipitation des CFTR mit RFP-Trap durchgefiihrt. Die Proben wurden im Western Blot analysiert.

B Die Préazipitate wurden aus dem Western Blot quantifiziert und auf das im Lysat enthaltene GAPDH

normiert. (n=2)
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45.3 Quantifizierung von CFTR-WT nach Co-Transfektion mit PIST
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Abbildung 13: Quantifizierung von CFTR-WT nach Transfektion von PIST-WT und PIST- H341V
in HEK293T-Zellen.

A Es erfolgte die Transfektion mit Turbofekt von je 8 ug RFP-CFTR-WT und 3 pug pEGFP-C3, GFP-
PIST-WT oder GFP-PIST-H341V in 10-Well-Schalen. Nach 24h wurde das Medium gewechselt und
nach 48h die Zellen lysiert und eine Prazipitation des CFTR mit RFP-Trap durchgefiihrt. Die Proben
wurden im Western Blot analysiert. B Die CFTR-Menge im Lysat wurde im Western-Blot quantifiziert

und auf Actin normiert. (n=3)
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Aufbauend auf den Erkenntnissen der vorhergegangenen Versuche wurde nun ein
Experiment zur Quantifizierung der CFTR-WT-Menge bei Koexpression mit pEGFP-
C3, PIST-WT und PIST-H341V durchgefihrt. Es wurden jeweils 8 pg RFP-CFTR-WT
und 3 pg pEGFP, GFP-PIST-WT oder GFP-PIST H341V in 10-Well-Schalen
transfiziert und nach 24 Stunden das Medium gewechselt. Nach weiteren 24 h wurden
die Zellen dann lysiert und der RFP-CFTR mit RFP-Trap prazipitiert. Die Lysate und
Prézipitate wurden mittels Western Blot analysiert und mit der Software ImageLab

quantifiziert.

Die bei der Koexpression mit PIST gemessenen CFTR-Mengen im Lysat wurden
zundchst auf Actin und im Anschluss jeweils auf die CFTR-Menge im Versuch mit
PEGFP normiert. Hierbei zeigte sich eine Steigerung der CFTR-Menge in Anwesenheit
von PIST, wobei diese im Versuch mit PIST-H341V starker ausgepragt war als bei
PIST-WT.

4.6 CFTR-ELISA mit PIST und NHERF1

Der ELISA diente in dieser Arbeit der genaueren Quantifizierung von CFTR-Mengen
im Vergleich zur Quantifizierung der Banden aus dem Western Blot. In diesen
Experimenten sollte 0Oberpruft werden, ob PIST die CFTR-Expression an der
Zelloberflache verandert. Zusatzlich wurde eine Koexpression von PIST und NHERF1
in den stabilen CFTR-Linien durchgefiihrt, welches Aufschliisse tiber den Einfluss von
NHERF1 auf die CFTR-Expression bzw. Gber eine mogliche Kompetition dieser beiden

PDZ-Domanen-Proteine geben sollte.

Die bei der Koexpression mit PDZ-Domanen-Proteinen gemessenen CFTR-Mengen
wurden zunéchst auf GAPDH und im Anschluss jeweils auf die CFTR-Menge im
Versuch mit alleiniger Expression des GFP-Leervektors normiert. Bei der
Quantifizierung der Menge an Oberflachen-CFTR, welche durch Biotinylierungs-
ELISA und anschliefende photometrische Messungen ermittelt wurde, zeigte sich bei
den unterschiedlichen Versuchsansdtzen jeweils eine leichte Zunahme der CFTR-

Menge.
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Abbildung 14: Quantifizierung des RFP-CFTR nach Koexpression mit PIST und NHERF1 durch
ELISA

Die Menge an Oberflachen-CFTR wurde mit einem Biotinylierungs-ELISA, die Gesamtmenge im RFP-
ELISA bestimmt. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus drei Experimenten sowie die
Standardabweichung der Mittelwerte. Es zeigte sich keine Reduktion der Gesamtmenge des CFTR bei
Koexpression mit PIST im Vergleich zu NHERF, wahrend die Menge an Oberflachen-CFTR in allen
Ansétzen zunahm.. Eine Zunahme der CFTR-Menge durch gleichzeitige Koexpression mit NHERF1 und

PIST konnte nicht sicher nachgewiesen werden. (n=3)

Fur die Koexpression mit GFP-PIST ergab sich eine Reduktion der Gesamtmenge des
CFTR auf etwa 80% des Ausgangswertes. Der Versuch mit GFP-NHERF1 sowie der
Ansatz mit gleichzeitiger Transfektion von PIST und NHERF1 zeigten eine CFTR-
Reduktion auf 78- 85%, ebenfalls normiert auf die CFTR-Menge bei Koexpression mit
dem GFP-Leervektor.

48



5 Diskussion

5.1 Diskussion des Bindungsverhaltens des PDZ-Liganden

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Klone des CFTR und der PDZ-Domanen-Proteine
hergestellt, die an ihrer PDZ-Bindungsstelle Punktmutationen tragen. Die in Kapitel 4.1
dargestellte Theorie zum Bindungsverhalten von Wildtypen und Mutanten konnte nach
Testen der einzelnen Interaktionen nicht bestétigt werden. Da der CFTR T1478F nicht
nur mit den mutierten PDZ-Domanen-Proteinen interagierte, sondern weiterhin auch
mit den Wildtypen, stellt sich die Frage, ob durch die Mutationen wirklich die fur die
Bindung entscheidenden Aminosauren innerhalb der Domanen veréndert wurden oder

ob die Veranderung nicht einschneidend genug war.

Eine Interaktion zwischen dem Protein Snx27 und dem CFTR-WT oder dem CFTR
AF508 konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Diese Tatsache zeigt jedoch,
dass die Ubrigen Versuche zum Bindungsverhalten des CFTR durchaus spezifisch
waren und insbesondere der CFTR AF508 nicht unselektiv an beispielsweise GFP
bindet.

Zur Bedeutung der einzelnen an der PDZ-Interaktion beteiligten Aminosduren auf
Seiten des CFTR gibt es in der Literatur einen Konsens, dass das Leucin an Position 0
des PDZ-Liganden sowie das in dieser Arbeit zu Phenylalanin mutierte Threonin an
Position -2 hauptsachlich fur die Spezifitit der PDZ-Bindung verantwortlich sind
(Doyle et al., 1996, Fanning & Anderson, 1999, Piserchio et al., 2005). Dennoch ist
anzunehmen, dass viele der Bindungen zusétzlich (ber Interaktionen mit den
Seitenketten der Aminoséuren der PDZ-Doménen-Proteine an den Positionen -1, -4 und
-5 des Liganden vermittelt werden (Songyang et al., 1997).

Fraglich bleibt, warum die Wildtypen der PDZ-Domanen-Proteine nicht nur mit dem
CFTR-WT, sondern auch mit dem CFTR T1478F interagierten, obwohl dessen PDZ-
Ligand an einer entscheidenden Aminoséure mutiert ist. Ist das Histidin der PDZ-
Doméne, welches ber Wasserstoffbriickenbindung an das Threonin des PDZ-Liganden
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bindet, zu einem Valin mutiert, so reicht diese Verdnderung aus, um eine Interaktion
mit dem CFTR-WT zu verhindern (s. Abb. 4). Die Bindung wird erst moglich, wenn
auch der PDZ-Ligand an der entsprechenden -2 -Position mutiert ist und somit die
Anderung innerhalb der PDZ-Domane kompensieren kann. Da der Wildtyp des PDZ-
Proteins jedoch auch an den mutierten CFTR bindet, missen noch andere Faktoren

auBerhalb der PDZ-Doméne eine Rolle spielen.

Zum einen liegt die Erklarung in der Dynamik der Bindungstasche, die von den PDZ-
Domaénen-Proteinen gebildet wird (Piserchio et al., 2005). Eine solche Dynamik ist
nicht ungewohnlich fur Bindedomanen und sogar oft notwendig, um den Liganden zu
erkennen. Dieser Dynamik wurden durch die eingefligte PDZ-Mutation (Histidin zu
Valin) eventuell Grenzen gesetzt, die im Wildtyp nicht vorliegen, sodass dieser sich an
den mutierten PDZ-Liganden anpassen konnte. Zum anderen ist eine Auswirkung von
an der Bindung beteiligten Strukturen direkt N- oder C-Terminal der PDZ-Domane,
sogenannten Extensionen (Wang et al., 2010), nicht auszuschlieBen. Diese Extensionen
kdnnen neben einer Affinitatserhéhung zum Liganden auch eine Expansion der
Bindungstasche fiir das Zielprotein bewirken, welches eine weitere mogliche Erklarung
fur die in dieser Arbeit beschriebene Bindung des PDZ-WT an einen mutierten

Liganden sein kann.

Des Weiteren ist fur PDZ-Doménen-Proteine die Ausbildung von Dimeren beschrieben
(Brenman et al., 1996), welche ebenfalls zur Klarung der Frage beitragen konnte. Im
Falle von PIST kann eine Dimerbildung zusatzlich auch tber die coiled-coil-Domanen
vermittelt werden, wie bereits in BHK-Zellen beobachtet (Neudauer et al., 2001). An
PIST wurde in dieser Arbeit exemplarisch untersucht, ob eine Dimerbildung des
exprimierten Proteins mit endogen in HEK293T-Zellen vorhandenem PIST die
Interaktion zum CFTR vermittelt. Das endogene PIST kdnnte demnach die Bindung
uber seine intakte PDZ-Domdane eingehen und durch die Dimerisierung mit PIST-
Proteinen Uber weitere Domanen deren Prézipitation im Western Blot erklaren (s. Abb.
9). Die Aushildung von Homodimeren konnte in einer weiteren Arbeit bestatigt werden
(Bauch, 2012). So wurden PIST-Proteine prazipitiert, die selbst keine PDZ-Domane
besalRen. Die Ausbildung der Dimere scheint dabei hauptsachlich tber die linker- sowie

die coiled-coil-Motive der Proteine zu erfolgen. Uber die coiled-coil-Doméane weild
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man, dass diese aullerdem fiir die Verankerung von PIST im trans-Golgi-Netzwerk
verantwortlich ist (Yao et al., 2001, Cheng et al., 2002, Xu et al., 2010). Aus diesen
Ergebnissen ergibt sich fir PIST, dass dieses Protein vom TGN aus regulatorische
Funktionen ausiiben kann, indem es Uber seine PDZ-Doméne mit anderen Signal- oder

Membranproteinen, wie beispielsweise dem CFTR, Komplexe bildet.

Um die Interaktion der PDZ-Proteine mit dem CFTR unter Ausschluss einer
Dimerbildung betrachten zu kénnen, wurde die Synthese des endogenen PIST in den
verwendeten HEK-Zellen durch Transfektion von siRNA unterbunden und
anschlieBend die Prézipitationsexperimente fur PIST wiederholt (s. Abb. 10). Die
Effizienz des Knockdowns schwankte bei diesen Versuchen stark. Die Menge des
endogenen PIST betrug nach Knockdown noch zwischen 30 und 95% des
Ausgangswertes, was eine sinnvolle Verwertung der Ergebnisse schwierig macht. Im
Prézipitat zeigte sich kein nachweisbarer Unterschied in der Menge des nach
Transfektion exprimierten PISTs zwischen den mit sSiRNA behandelten Zellen und den
zum Vergleich dienenden Zellen ohne Knockdown. Dieses kann mit der
unzureichenden Effizienz der siRNA begriindet werden, die nicht ausreichend war, um
einen Unterschied sichtbar zu machen. AuBerdem war die Expression des CFTR in den
Zellen, die den Kanal stabil exprimierten, vergleichsweise schwach, sodass im
Zusammenhang mit der sowieso niedrigen Affinitdt des CFTR zu den PDZ-Doménen-
Proteinen hier kein eindriicklicher Effekt eintrat. Die schwache Prazipitation von PIST
H341V zusammen mit dem CFTR-WT in diesen Experimenten steht im Konsens mit

vorherigen Ergebnissen (s. Abb. 4).

Ein abschlieRender Versuch zur Frage, ob die Interaktion zwischen CFTR und PIST
allein PDZ-vermittelt ist, war die Immunprazipitation von GST-Fusionsproteinen mit
PIST-WT und PIST H341V. Die GST-Proteine enthielten das C-terminale Ende des
Somatostatin-Rezeptor Subtyp 5 (SSTR5), die zehn C-terminalen Aminosduren des
CFTR T1478F oder kein Insert als Negativkontrolle. Fir den SSTR5 konnte die
Korrektheit der Theorie zum  Bindungsverhalten mit den verwendeten
kompensatorischen Mutanten in der Arbeitsgruppe bereits nachgewiesen werden
(Bauch, 2012). Es konnte gezeigt werden, dass der mutierte C-Terminus des CFTR
nicht mit PIST H341V interagierte, was im Konsens mit den Ergebnissen aus den
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Abbildungen 7 und 9 die Hypothese verstarkt, dass die untersuchte Proteinbindung
nicht allein Gber die PDZ-Domane vermittelt wird. Einschrankend muss gesagt werden,
dass das verwendete C-terminale Ende des CFTR vermutlich in einer anderen 3D-
Struktur vorliegt, als es das in Gegenwart des vollstdandigen CFTR tun wirde. Diese
verénderte Konformation hat somit einen negativen Einfluss auf das Bindungsverhalten.
Ferner spielt die niedrige Affinitdt des CFTR zu PIST ebenfalls eine untergeordnete
Rolle (Cushing et al., 2008). Bei alleiniger Expression des PDZ-Liganden wird
eventuell ein Schwellenwert unterschritten, der eine Bindung endgultig unmdglich

macht. Dieses kann im durchgeftihrten Experiment nicht ausgeschlossen werden.

5.2 Diskussion der CFTR-Quantifizierungen

Das PDZ-Protein PIST wurde 2002 erstmals von Cheng et al. als Interaktionspartner fir
den CFTR identifiziert. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass durch Uberexpression von
PIST die Oberflachenexpression des CFTR gesenkt werden kann. Zusatzlich
beobachteten sie eine Abnahme der CFTR-vermittelten Chloridstrome Uber der
Zellmembran. 2004 wurden diese Beobachtungen begriindet in einer Retention des
CFTR in der Zelle durch PIST sowie in einer Sortierung hin zu den Lysosomen und
somit zur Degradierung (Cheng et al., 2004). Bei der Transfektion aufsteigender
Mengen von PIST-cDNA in den stabil CFTR exprimierenden HEK293-Zellen war
keine lineare Abnahme an Gesamt-CFTR zu beobachten (s. Abb. 12). Ein Storfaktor
war hierbei die variable Transfektionseffizienz von PIST, die eine lineare CFTR-
Abnahme eventuell verhinderte. Dennoch imponierten diese Schwankungen nicht stark

genug, um eine stattgefundene Abnahme vollig zu verschleiern.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Versuchen zur Dimerbildung von
PIST l&sst sich Folgendes konstatieren: PIST ist Uber seine coiled-coil-Domane am
trans-Golgi-Netzwerk verankert und kann eine PDZ-vermittelte Bindung mit dem
CFTR eingehen, sorgt aber (ber andere Domdnen fur eine Komplexbildung mit
weiteren Signal- und/oder Adapterproteinen wie dem Q-SNARE Protein Syntaxin 6
oder den GTPasen Rab6 und TC10 (Charest et al., 2001, Neudauer et al., 2001 und
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Bergbrede et al., 2009). Dieses sind Effektoren, fur die PIST die Bindung an den CFTR
vermitteln konnte. Ist nun kein oder nur wenig PIST in der Zelle vorhanden, so kann
keine PIST-vermittelte Interaktion von CFTR mit weiteren Regulatoren des
intrazellularen Vesikeltransports eingegangen werden, sodass eine Bindung an sowohl
positive als auch negative Regulatoren ausbleibt. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuchen mit aufsteigenden PIST-Mengen lieR sich die von der Gruppe um Cheng
beobachtete Abnahme der CFTR-Menge nicht in dem Male nachvollziehen (s. Abb.
12). Der Versuch wurde hier jedoch mit der CFTR-Mutante T1478F durchgefiihrt,
dessen PDZ-Ligand keineswegs spezifisch flr eine Bindung an z.B. PIST H341V
verdandert ist (s.0.). Demnach kann eine Mitwirkung verschiedener anderer endogener
Proteine an der CFTR-Expression nicht ausgeschlossen werden. Hinzu kommt, dass
Cheng et al. die Versuche in Zellen der Griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops,
COS-7-Zellen) durchfiihrten, wahrend in dieser Arbeit mit HEK293-Zellen gearbeitet
wurde. Es ist nicht bewiesen, dass in den COS-7-Zellen nicht weitere Proteine einen
negativen Einfluss auf den CFTR nehmen bzw. dass es in HEK293-Zellen solche gibt,

die einer Abnahme des CFTR entgegen wirken.

In einem im Anschluss durchgefiihrten Versuch zur weiteren Klarung des Einflusses
von PIST auf den CFTR wurde bei Ko-Immunprézipitation der beiden Wildtypen eine
Zunahme des CFTR im Vergleich zum Ansatz ohne PIST festgestellt (s. Abb. 13). Bei
Ko-Expression von PIST-H341V und CFTR-WT war die in der Prazipitation
gemessene CFTR-Menge noch erheblich mehr auf etwa das 12-Fache der
Ausgangsmenge erhoht. Wie bereits in vorhergegangenen Versuchen gezeigt wurde,
findet eine Interaktion zwischen dem CFTR-WT und PIST H341V sicher statt, fraglich
bleibt nur, tber welche Domé&nen. Maoglich wére, dass durch Bindung von PIST H341V
aullerhalb des PDZ-Liganden die Interaktion mit anderen Negativ-Regulatoren des
CFTR unterbunden wird oder umgekehrt die Bindung von positiven Regulatoren
verstéarkt dort stattfinden kann. Ungeachtet dieser Fragen lasst sich feststellen, dass in
diesem Versuch keines der PIST-Konstrukte zu einer Abnahme der CFTR-Menge fiihrt.

Um eine mogliche CFTR-Zunahme durch PIST noch mit einer anderen Methode zu

uberprifen, wurden in dieser Arbeit ELISA-Assays verwendet.
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Eine Abnahme der CFTR-Gesamtmenge nach Koexpression mit PIST konnte auch in
einer Quantifizierung durch ELISA nicht sicher nachgewiesen werden (s. Abb. 14),
wéhrend die Menge an Oberflachen-CFTR eindeutig nicht reduziert wurde, sondern
sogar eine zunehmende Tendenz hatte. Eine negative Wirkung von PIST auf die
Gesamtmenge an CFTR ist also nicht auszuschlieRen. Wolde et al., 2007, und J. Cheng
et al., 2005, postulieren in ihren Arbeiten, dass eine PIST-Defizienz die
Oberflachenexpression des CFTR steigert. Dieses konnte im durchgefiihrten ELISA-
Assay nicht bestétigt werden. Eine Vernetzung zu Proteinen, die eine Degradierung des
CFTR in die Wege leiten, kann eine modgliche Funktion von PIST sein. Es ist jedoch
nach diesen Ergebnissen nicht anzunehmen, dass dieses die einzige Zielrichtung ist, da
zum Beispiel auch der SSTR5 durch PIST nicht vermehrt abgebaut wird (Bauch, 2012).
Der CFTR wird also eventuell anders reguliert als andere Rezeptoren. Somit wird ein
zusétzlicher Einfluss von anderen, bisher unbekannten Faktoren auflerhalb der PDZ-

Domane immer wahrscheinlicher.

NHERFL1 ist ein Protein, welches C-terminal eine Ezrin, Radixin, Moesin (ERM) -
Doméne besitzt, Uber die es mit den drei im Namen genannten Proteinen interagieren
und so seine Liganden, wie zum Beispiel den CFTR, an das apikale Aktingerust
anbinden kann (Short et al., 1998, Sun et al., 2000). Die einst postulierte These, dass
NHERF1 eine Dimerbildung des CFTR vermittelt und somit einen Einfluss auf dessen
Konformation und Aktivitat hat, wurde mittlerweile eingeschrankt und diese Aufgabe
der PKA zugeschrieben (Li et al., 2004). Ein Knockdown von endogenem NHERF1
fiihrt ebenfalls nicht zu einer Anderung der CFTR-Gesamtmenge (Kwon et al., 2007).

Die genaue Wirkung von NHERF1 auf die CFTR-Expression bleibt weiterhin unklar.
Eine in dieser Arbeit durchgefiihrte Uberexpression von NHERF1 alleine erhohte die
Menge an Oberflachen-CFTR um etwa 10% des Ausgangswertes, wahrend Uber den
Einfluss auf die Gesamtmenge keine eindeutige Aussage getroffen werden kann (s.
Abb. 14). Die Gesamtheit dieser Erkenntnisse weist darauf hin, dass NHERF1 keine
direkte Rolle bei der CFTR-Synthese bzw. Prozessierung spielt, sondern allenfalls als
Regulator in diesen Vorgang eingreifen kann. Fir diese Annahme sprechen die
Beobachtungen einiger Arbeitsgruppen, nach denen NHERF1 mit anderen PDZ-
Proteinen wie Shank2 und PIST um die Bindungsstelle am PDZ-Liganden zu
kompetieren scheint (Cheng et al., 2002 und Lee et al., 2007). In dieser Arbeit
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durchgefuhrte Koexpressionen von PIST und NHERF1 und anschlieBende CFTR-
Quantifizierungen mittels ELISA ergaben jedoch keinerlei Verénderungen der
Oberflachenmenge des CFTR im Vergleich zu dem Versuchsansatz mit PIST, aber ohne
NHERF1. Die Gesamtmenge CFTR war im Mittel bei gleichzeitiger Expression beider
PDZ-Proteine &hnlich hoch wie bei Koexpression von PIST. Eine Art von CFTR-
Rescue durch NHERF als Gegenspieler zu PIST ist nicht ausgeschlossen, allerdings war
die Standardabweichung innerhalb der hierfiir durchgefiihrten Versuche so grof3, dass
dieser Ansatz noch durch gréRere Versuchszahlen des ELISA-Experimentes oder
andere Verfahren der Quantifizierung verfolgt werden musste, um sichere Aussagen

treffen zu kdnnen.

Eine weitere Herausforderung wird es in Zukunft sein, die Dynamik der Interaktion
zwischen dem CFTR und seinen PDZ-Bindungspartnern zu erfassen. Die Affinitat der
Bindung von zum Beispiel NHERF1 zum CFTR sowie die Dauer der Interaktion sind
vergleichsweise gering (Raghuram et al., 2001), sodass man hier vermutlich auf andere
Methoden zur Charakterisierung der Interaktion wird zuriickgreifen mussen. Die Zahl
der Uber den PDZ-Liganden des CFTR potentiell mdglichen Interaktionen ist gro8 und
wird sicher durch die unterschiedliche Lokalisation der Bindungspartner innerhalb der
Zelle eingeschrankt. So kann zum Beispiel der CFTR nur dann eine Bindung mit PIST
eingehen, wenn sich beide im TGN befinden. Auch kommt nicht jedes PDZ-Protein in
jedem Zelltyp vor, sodass sich auch hiertiber die Zahl der mdglichen an der Interaktion

beteiligten Faktoren eingrenzen liel3e.
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6 Zusammenfassung

Der CFTR-Kanal ist ein Protein, dessen Expression an der Plasmamembran in vielerlei
Hinsicht essentiell ist. Bei verschiedenen Erkrankungen ist diese Oberflachenexpression
jedoch unvollstandig und flhrt so in Organen zu den unterschiedlichsten
Symptomatiken. Ziel dieser Arbeit war es, einen weiteren Baustein zum Verstandnis der
Interaktionen des CFTR innerhalb der Zelle zu liefern, um die Prozesse, die eine
Expression beeinflussen, besser verstehen zu konnen. Diese konnten in Zukunft

Ausgangspunkt fir therapeutische Uberlegungen sein.

In Interaktionsversuchen mit dem CFTR und verschiedenen PDZ-Domanen-Proteinen
sowie deren kompensatorischen Mutanten konnte gezeigt werden, dass auller den
mutierten Aminosauren noch andere eine Rolle bei der PDZ-vermittelten Bindung
spielen. Des Weiteren wurden bei einem Prazipitationsexperiment mit PIST-
Fusionsproteinen sogar solche ohne PDZ-Doméne pézipitiert, sodass eventuell auch
Faktoren auflRerhalb der PDZ-Domane entscheidend sind. Diese Theorie bestétigte sich
bei Versuchen mit GST-Fusionsproteinen, bei denen der PDZ-Ligand alleine PIST nicht

prazipitierte.

In Bezug auf die Oberflachenexpression des CFTR wurden die Wirkungen der Proteine
PIST und NHERF genauer betrachtet. Fir NHERF alleine konnte kein Einfluss auf den
CFTR nachgewiesen werden, erst im Zusammenspiel mit PIST zeigte sich eine positive
Wirkung im Hinblick auf die Expression, sodass fir NHERF eine Rolle als Modifikator

wahrscheinlich ist.

Ein ausschliellich negativer Einfluss von PIST auf die CFTR-Expression konnte nicht
bestatigt werden. Bei Koexpression und anschliefender Quantifizierung mittels ELISA
sowie bei der Transfektion aufsteigender Mengen von PIST-DNA in den stabil CFTR
exprimierende HEK-Zellen und Auswertung mittels Western Blot war keine lineare
Abnahme der CFTR-Menge in den Zellen nachweisbar, wahrend die Menge an
Oberflachen-CFTR sogar zunahm. Somit wird die Hypothese verstarkt, dass PIST vom

trans-Golgi-Netzwerk aus seine Adapterproteine, wie beispielsweise den CFTR, an
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weitere intrazellulare Transportproteine koppelt. Dieser Prozess kann vermutlich auch
zum CFTR-Abbau im Lysosom fiuihren, es ist jedoch sicher nicht die einzige
Madglichkeit. Somit bt PIST keinen ausschlielich negativen Einfluss aus, sondern
ubernimmt vielmehr eine sortierende Funktion innerhalb der Zelle. Deren Regulation ist

im Einzelnen noch unbekannt, sie kann aber auch zu einer vermehrten Expression des
CFTR fuhren.
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