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Abklrzungsverzeichnis

AMV avian myeloblastosis virus

ATZ 3-Aminotriazol
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PCR Polymerase Kettenreaktion
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src homologe Doméne 3

Somatostatinrezeptor Typ2
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1 Einleitung

Anorganisches Phosphat (P;) ist ein grundlegender Baustein aller Lebewesen. In einem DNA-
Strang werden die einzelnen Nukleotide durch Phosphatgruppen verbunden. In ATP dient es der
Umwandlung von Energie. Im Zusammenhang mit G-Proteinen wird es in GTP/GDP zur
Festlegung des Aktivierungszustands und hiermit zur Speicherung von Information verwendet. In
hoheren Lebewesen, insbesondere in Wirbeltieren, spielt biomineralisiertes Phosphat in den
Knochen oder Zéhnen eine besondere Rolle. Obwohl die Zellen des Kdrpers einen hohen Bedarf
an Phosphat haben, darf die Konzentration dieses lons im Blut nicht zu hoch ansteigen. Wenn
das Produkt der Konzentrationen von Ca®* und Phosphat das Loslichkeitsprodukt von Caz(PQO,)»
Ubersteigt, fallt dieses im Korper aus. Um dies zu vermeiden, wird die Aufnahme und
Ausscheidung von Phosphat im Korper reguliert. Phosphat wird durch den Darm vom Korper
aufgenommen, in den Knochen gespeichert und Uber die Nieren ausgeschieden. Die

Ausscheidung von Phosphat ist in der Niere sehr detailliert untersucht worden.
1.1 Physiologie der Saugetierniere

Die Nieren sind fur die Regulation wichtiger Kérperfunktionen essentiell. Durch ihre Funktion wird
der Wasser- und Elektrolythaushalt wie auch der Blutdruck reguliert. AuRerdem dient die Niere
zur Reinigung des Bluts von Abfall- und Giftstoffen. In Abb. 1 ist der Aufbau der funktionellen

Einheit der Niere, das Nephron schematisch dargestellt.

{

Proximaler Tubulus

Bowmansche Kapsel

Glomerulus

|- Distaler
Tubulus

-

Sammelrohr—

Henlesche Schleife

Abb. 1: Aufbau eines Nephrons



In den Nierenkdrperchen (Glomeruli) werden kleine Molekile (< 10 kD) aus dem Blut filtriert. Aus
dem Filtrat (Primarharn) werden im tubularen System zahlreiche Nahrstoffe und lonen sowie
Wasser resorbiert. Hierbei spielen membranstiandige Na-Kotransportsysteme eine zentrale Rolle.
Die intrazellulare Na'-Konzentration wird durch die Na'/K'-ATPase unter Aufwendung von
Energie gegeniiber der extrazelluldren Konzentration verringert. Durch den Transport von K* in
die entgegengesetzte Richtung wird das elektrische Potential der Zelle zum Teil ausgeglichen.
Der gebildete Na'-Konzentrationsgradient kann von der Zelle verwendet werden, um den
Einstrom von Substanzen, wie beispielsweise Glucose, Aminosauren, Chlorid, Sulfat oder
Phosphat, mit dem Na'-Einstrom zu koppeln. Im proximalen Tubulus wird der Hauptteil der
filtrierten Substanzen zurtickgewonnen. In der Henleschen Schleife werden hauptséchlich
Natrium, Kalium, Chlorid, Magnesium und Wasser resorbiert. Im distalen Tubulus und im
Sammelrohr findet die feine regulatorische Abstimmung des Harns statt, welcher von hier in den
Harnleiter Ubergeht.

1.2 Funktion des Na‘'/Phosphat-Kotransportsystems NaPi-I|

Auf molekularer Ebene wurden mehrere membranstandige Na'/Phosphat-Kotransportsysteme in
Wirbeltieren charakterisiert (siehe Tab. 1). Der Proteinfamilie NaPi-Il wird hierbei eine
Schlisselrolle in der Regulation des Phosphathaushalts zugeschrieben. Es sind zwei
verschiedene Untergruppen bekannt, NaPi-lla und NaPi-llb, welche sich in der Proteinsequenz
und der Lokalisation im Korper unterscheiden.

Die renale Isoform NaPi-lla wird hauptsachlich in Zellen des proximalen Tubulus exprimiert. Hier
erfolgt der Hauptteil der Ruckresorption des filtrierten Phosphats (60-70% des filtrierten
Phosphats) (Strickler 1964). Die meisten Untersuchungen wurden an der Isoform aus der Ratte
durchgefuhrt. NaPi-lla wurde jedoch auch aus OK-Zellen (Opossum-Kidney Zellen), Kaninchen,
der Maus, dem Schaf und dem Menschen isoliert. Das Protein wird durch einen
Sortiermechanismus zur luminalen Blrstensaummembran geleitet. Wie in Abb. 2 gezeigt, fihrt
diese Lokalisation zur Akkumulation von Phosphat in der Zelle. Durch bisher unidentifizierte
Leitfahigkeiten in der basolateralen Membran wird das Phosphat von hier in das Blut transportiert.
Der Einstrom von Phosphat ist mit dem Einstrom von Natrium gekoppelt. Durch das hohe Na'-
Konzentrationsgefalle zwischen extrazellularem und intrazellularem Raum ist dieser Prozel3 stark
beglnstigt. Die Kopplung der Stréme erlaubt die Akkumulation von Phosphat gegen einen
Konzentrationsgradienten.
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Abb. 2: Phoshattransport in proximalen Tubuluszellen. Durch die Aktivitat der Na*/K*-ATPase (blau) wird ein Na*-
Konzentrationsgradient aufrecht erhalten. Der begiinstigte Na*-Einstrom wird durch den Na‘/Phosphat Kotransporter
NaPi-lla (rot) mit dem luminalen Einstrom von Phosphat (Pi) gekoppelt, um eine Akkumulation und einen gerichteten

Transport von Phosphat gegen einen Konzentrationsgradienten zu erreichen.

Die Aktivitat von NaPi-lla kann sehr schnell variiert werden. Eine akute Erhéhung der zugefuhrten
Phosphatmenge in der Nahrung eines auf eine niedrige Phosphatdiat adaptierten Tieres fuhrt zur
Deaktivierung des Phosphattransports. Umgekehrt fiihrt eine akute Erniedrigung der zugefuhrten
Phosphatmenge eines auf hohe Phosphatdiat adaptierten Tieres zur Aktivierung. Falls die
Konzentration von Ca?* im Blut abfallt, wird das Parathyroidhormon (PTH) sezerniert, welches die
Ruckresorption von Phosphat ebenfalls hemmt. Die zugrunde liegenden Mechanismen wurden in
friheren Arbeiten durch Transportstudien an isolierten Burstensaumvesikeln (Evers 1978, Stoll
1979) untersucht. In diesen Studien konnte eine Abnahme von V..« beobachtet werden, was auf
eine veranderte Zahl aktiver Transporter in der Plasmamembran hinweist. Mit Hilfe
immunhistochemischer Untersuchungen an Rattennierenschnitten und OK-Zellen konnte dies
bestatigt werden (Pfister 1997, Pfister 1998). Hiernach wird der Transporter nach der Bildung in
subapikalen Vesikeln gespeichert. Durch Exocytose dieser Speichervesikeln wird die Zahl aktiver
Transporter in der Plasmamembran erhtht. Durch Endocytose wird die Zahl der aktiven
Transporter vermindert. Die endocytierten Transporter werden in einem subapikalen
Kompartiment akkumuliert. Von hier werden sie in die Lysosomen geleitet, in denen sie degradiert
werden (Pfister 1998). Andere Transporter wie Glut4 (Pessin 1999 review) oder Aquaporin-2

11



(Deen 1999 review) kdnnen im Gegensatz hierzu nach der Endocytose erneut in die Membran
eingebaut werden. Die Mikrotubuli spielen in diesen Sortierungsmechanismen eine wichtige Rolle.
Colchizin und Nocodozole, welche das Mikrotubuliskelett zerstdren, kdnnen die Aktivierung
gespeicherter NaPi-lla Transporter inhibieren. Aul3erdem wird der Weg zwischen dem
subapikalen Kompartiment und den Lysosomen blockiert. Der erste Schritt der Inhibition wird
jedoch durch diese Substanzen nicht blockiert (Hansch 1993, Loetscher 1999). Mdglicherweise

spielt in diesem Fall das Aktincytoskelett eine wichtige Rolle.

Die Isoform NaPi-llb zeigt ein breiteres Expressionsmuster. Das Protein wird hauptséchlich im
Darm, jedoch je nach Spezies auch in Niere, Leber, Gonaden und Lunge bzw. Kiemen exprimiert.
Die ersten Untersuchungen zu dieser Isoform wurden in Fischsystemen durchgefihrt. In der
Flunder wird der Transporter sowohl im Darm als auch in der Niere exprimiert (Kohl 1996).
Interessanterweise wird das Protein in diesem Organismus je nach Zelltyp in unterschiedliche
Seiten der polarisierten Zelle sortiert. Im Darm ist das Protein luminal lokalisiert, in der Niere je
nach Tubulusabschnitt luminal oder basolateral. Im Zebrafisch sind zwei unterschiedliche Typ Ilb
Transporter auf MRNA-Ebene identifiziert worden (Nalbant 1999). Eine dieser Isoformen ist wie in
der Flunder sowohl in der Niere als auch im Darm lokalisiert. Die funktionelle Bedeutung der
zweiten Isoform ist jedoch noch unklar.

Aus der Maus ist ebenfalls eine NaPi-lIb-Form isoliert worden (Hilfiker 1998). Diese Isoform wird
ebenfalls in Darm und Niere exprimiert und durch das Phosphatangebot reguliert (Hattenhauer
1999, Traebert, 1999). Bisher konnte aber noch keine NaPi-lla Isoform in den Fischsystemen
isoliert werden. Es ist mdglich, daf3 NaPi-llb in dieser Stufe der Evolution die Funktion von NaPi-
[la tUbernimmt.
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1.3 Struktur von NaPi-lla

Es wurde experimentell gezeigt, da NaPi-llb der Flunder und NaPi-lla der Ratte einen
intrazellularen N-Terminus, eine groRe extrazelluldre, glycosylierte Schleife und einen
intrazellularen  C-Terminus besitzen (Kohl 1998, Lambert 1999). Die Zahl der
Transmembrandomanen ist noch unklar. Aufgrund von Berechnungen, welche auf der
Hydrophobizitat von Segmenten der Peptidkette beruhen, werden acht Transmembrandoméanen

vorhergesagt (Abb. 3).

extracellular

intracellular

COCH

Abb. 3: Strukturmodel von NaPi-lla der Ratte, blau: extrazellulare N-Glycosylierungsmotive, gelb: intrazellulare Motive fur
Protein Kinase C

Im Bereich der extrazellularen Schleife wird das Protein partiell durch einen noch unbekannten
Mechanismus geschnitten. Die einzelnen Teile des Transporters werden hiernach Uber eine
Disulfidbriicke zusammengefiigt (Kohl 1998, Paquin 1999). Mdoglicherweise hat diese
posttranslationale Modifikation einen Einflu3 auf die Transportrate des Proteins. Der N-Terminus
und die extrazellulare Schleife des Molekils unterscheiden sich in den verschiedenen Isoformen
erheblich. Der C-Terminus, insbesondere die letzten Aminosduren, sind hingegen bei allen

isolierten Isoformen sehr ahnlich (Tab. 1).
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NaPi Typ Ila

Maus ALPAHHNATRL (Hart mann 1995)
Qpossum GVLSQHNATRL (Sorribas 1994)
Ratte ALPAHHNATRL (Magagni n 1993)
Kani nchen ALPAHHNATRL (Verri 1995)
NaPi Typ IIb
Zebr afi sch DSCEI LKATSL (Nal bant 1999)
Fl under DTKEASKATHL (Werner 1994)
Maus SMKALSNTTVF (HiIfiker 1998)

Tab. 1 Vergleich der C-Termini verschiedener NaPi Typ lla und llb Transporter

Hier fallt besonders ein Strukturmotiv (A-T-R-L-cooH) auf, welches mit einer sogenannten PDZ-
Doméne (benannt nach den Proteinen PSD-95, disks-large und ZO-1) von Proteinen interagieren
kann (Songyang 1997).

1.4 PDZ-Transporter Interaktionen

PDZ-Domanen sind in zahlreichen Adapterproteinen vorhanden, die fur die Regulation, Sortierung
und Organisation von Transportern und Rezeptoren wichtig sind. Eines dieser Proteine, NHE-RF
(auch EBP-50 genannt) interagiert iiber ein internes PDZ-bindendes Motiv mit dem Na'/H'-
Austauscher NHE3 und ist in vielen regulatorischen Prozessen an der Plasmamembran beteiligt
(Minkoff 1999 review). AufRerdem interagiert dieses Adapterprotein mit dem C-Terminus von
CFTR (D-T-R-L-cooH) und/oder dem b-adrenergen Rezeptor (E-T-R-L-cooH). Nach Deletion der
letzten drei Aminosauren von CFTR, wird dieses Protein nicht mehr zur luminalen Membran
sortiert (Moyer 1999). Die Autoren schlieBen hieraus, dal3 die Bindung an NHE-RF fur die
luminale Sortierung von CFTR benétigt wird. NHE-RF erkennt eine Sequenz, welche dem C-
Terminus von NaPi-lla sehr &hnlich ist (A-T-R-L-cooH). Daraus ergab sich die Hypothese, daf3
ein &hnliches Protein an der luminalen Sortierung oder Regulation des Na'/Phosphat-

Kotransportsystems NaPi-lla beteiligt ist.

Wir haben uns daher die Aufgabe gestellt, mégliche Interaktionspartner fir das Na‘/Phosphat
Kotransportsystem NaPi-lla der Maus, durch einen Two-Hybrid Screen in Hefe zu identifizieren.
Durch diese Methode kénnen Proteine erkannt werden, welche in einem artifiziellen in vivo
System miteinander interagieren. Die Interaktion eines aussichtsreichen Kandidaten soll mit einer

unabhangigen Methode in vitro bestatigt werden. Anschlielend soll die vollstdndige cDNA, welche
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fur das Protein kodiert, kloniert werden. Immunhistochemische Methoden sollen zur Lokalisation
des Proteins im Gewebe verwendet werden. Zusammen mit den Informationen aus der Sequenz

kann hierdurch die physiologische Bedeutung des Interaktionspartners beurteilt werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Es wurden ausschlie3lich Chemikalien von p. A. Qualitat der Firmen Sigma (Steinheim), Fluka
(Neu-Ulm) und Merck (Darmstadt) verwendet. Kits fur die Praparation von Plasmid-DNA, totaler
RNA, eukaryontischen Transfektion von DNA sowie fiir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen
wurden von Qiagen (Hilden) bezogen. Kulturmedien und Molekulargewichtstandards wurden von
Gibco BRL (Karlsruhe) und NEB (Schwalbach) bezogen. Als DNA-Standard wurde die 1 kb DNA-
Leiter von Gibco BRL und die 100bp und 1kb Leiter von NEB verwendet. Als RNA-Standard
wurde die 0.24-9.5kb RNA-Leiter von NEB eingesetzt. Als Molekulargewichtstandard fir SDS-
Polyacrylamidgele wurde die 10 kD Leiter als auch der vorgefarbte Marker fur niedriges
Molekulargewicht von NEB verwandt. Radioaktives 32P-Orthophosphat wurde von der Firma
Amersham (Braunschweig) erhalten und ¥p_aUTP wurde von NEN bezogen. Die Mausenieren
cDNA-Bibliothek wurde von Gibco BRL erhalten. Der MTC cDNA-Panel wurde von Clontech
(Heidelberg) bezogen. Zur Detektion von enzymgekoppelten sekundaren Antikdrpern wurde das
ECL Kit von Amersham (Freiburg) oder das BCIP/NBT System von Promega (Mannheim)

verwendet.

2.1.1 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen NEB (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg)
und MBI Fermentas (St. Leon) bezogen. Die T4 DNA-Ligase stammte von Gibco BRL (Karlsruhe).
Die in vitro Transkription wurde mit T7, T3 und SP6 RNA-Polymerase von Promega (Mannheim)
durchgefuhrt. PCR Reaktionen wurden mit Tag DNA-Polymerase von Sigma (Steinheim), rTth
Polymerase XL von Perkin-Elmer (Weiterstadt) und Pfx Polymerase von Gibco BRL durchgefihrt.
Fur die reverse Transkription wurde Superscript RT von Gibco BRL oder AMV RT von Promega

verwendet.

2.1.2 Antikorper

Der monoklonale Antikdrper gegen Maltose bindendes Protein wurde im hauseigenen Labor
hergestellt und der Antikérper gegen Glutathion-S-Transferase wurde von Sigma (Steinheim)
bezogen. Der polyklonale Peptidantikdrper gegen C160/SHANK3b wurde von der Firma Biotrend
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(KoIn) produziert und aufgereinigt. Der polyklonale Antikdrper gegen Shank2 (3858) wurde von
Prof. E. Kim (Pusan National University, Korea) zur Verfigung gestellt. Antikérper gegen MHCII
der Ratte (Ox-6) und CD83 des Menschen wurden von DAKO (Glostrup, Danemark) bzw.
Pharmingen (San Diego, USA) bezogen. Mit alkalischer Phosphatase gekoppelte
Sekundarantikérper wurden von Promega (Mannheim) erhalten. Die immunhistochemischen
Untersuchungen wurden mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern (gekoppelt mit Cy3, Cy2

oder FITC) der Firma Dianova (Hamburg) durchgefiihrt.

2.1.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden auf einem Beckman Oligo 1000 im 0.03 pumol-Maf3stab synthetisiert
und nach NAP-10 Gelfiltration (Pharmacia, Freiburg) zur Sequenzierung oder PCR-Amplifizierung

eingesetzt. Eine Liste aller eingesetzten Oligonukleotide ist im Anhang aufgefihrt.

2.1.4 Plasmide

Die Two-Hybrid Vektoren pBTM116 und pVP16 wie auch die Kontrollplasmide pBTM116-RPGR,
pVP16-PDE und die embryonale Maus Two-Hybrid Bibliothek wurden von der Arbeitsgruppe Jorg
Becker (Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie, Dortmund) zur Verfligung gestellt. Das
komplette System wurde von Stanley M. Hollenberg (Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Seattle, Washington) entwickelt. Fir die Expression in E.coli wurden die Vektoren pMAL-c2-
Thrombin (NEB, Schwalbach modifiziert von Christoph Block, MPI fir mol. Phys., Dortmund) und
pGEX-4T3 (Pharmacia, Freiburg) verwendet. Als priméarer Klonierungsvektor wurde pCMV-
SPORT3 verwendet (Gibco BRL, Karlsruhe). pBluescript BS(+) (Stratagene, Amsterdam) und
pCR3.1 (Invitrogen, Groningen) wurden fir Standardklonierungen von PCR-Fragmenten
verwendet. Fur die eukayotische Expression von NaPi-lla wurde der Vektor pPCDNAS3 (Invitrogen)

verwendet.
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2.1.5 Puffer, Lésungen und Medien

Standardlésungen, -medien und —puffer wurden nach Sambrook et al. (1989) angesetzt.

Medien und Losungen fir die Hefetransformation:

Yc-Medium:

Auf 1 Liter Wasser:

1.2g yeast nitrogen base, 5g Ammoniumsulfat, 10g Bernsteinsdure und 6g Natriumhydroxid

supplementiert mit:

je 0.1g Adenin, Arginin, Cystein, Threonin, (Leucin) = L, (Lysin) = Ly, (Tryptophan) = T und
(Uracil) = U

je 0.05g Aspartat, (Histidin) = H, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin und

Valin

Fur die entsprechenden Minimalmedien wurden die hervorgehobenen Bestandteile aus dem

Medium entfernt.

YPD-Medium:

Auf 1 Liter Wasser:
10g Hefeextrakt, 20g Pepton und 20g Glucose

YPAD-Medium:

Auf 1 Liter Wasser
10g Hefeextrakt, 20g Pepton, 0.1g Adenin und 20g Glucose

Zur Herstellung von Platten wurden 20g Agar pro Liter des entsprechenden Mediums zugeftgt.
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LIiAC/TE:
100mM Lithiumacetat, 10mM Tris/HCI pH 7.5, 1mM EDTA
PEG/LIAC/TE:

40% Polyethylenglykol 3350, 100mM Lithiumacetat, 10mM Tris/HCI pH 7.5, 1ImM EDTA

2.2 Zellsysteme

2.2.1 Bakterienstamme

E. coli DH 10B (Gibco BRL, Karlsruhe): F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f 80dlacZDM 15 DlacX74
deoR recR recAl endAl araD139 D(ara, leu)7697 galU galK

[ " rpsL nupG
E. coli BL21 (NEB, Schwalbach): F ompT gal [dcm] [lon] hsdSg
E. coli HB101 (NEB): F D(gpt-proAB) rpsL (Str") [f 80dlacZD(lacZ)M 15]thi
E. coli SCS110 (NEB): rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam

dcm supE44 D(lac-proAB) [F' traD36 proAB laclZDM 15]

2.2.2 Hefestamme

L40 (Vojtek, 1993): MATa his3D200 trpl1-901 leu2-3112 ade2 LYS2:(4lexAop-
HIS3)URA3::(8lexAop-lacZ)GAL4
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2.2.3 Saugerzellen

Epitheliale Zellen aus dem proximalen Tubulus der Beutelratte (Opossum Kidney Zellen, OK-

Zellen) wurden von ATTC (Rockville) bezogen.

2.3 Instrumentation

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde mit einem OmniGene Temperatur Cycler mit
Deckelheizung und “intube”-Temperaturkontrolle der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)
durchgefihrt. Die Transformation kompetenter E. coli Zellen wurde durch Elektroporation mit dem
Gene Pulser der Firma Biorad (Minchen) durchgefuhrt. Zum Zellaufschlu@ wurde das
Ultraschallgerat der Firma Branson Sonic Power Co. (Vertrieb durch die Firma Heinemann,
Schwabisch-Gmund) verwendet. Die Bestimmung von DNA/RNA-Konzentrationen erfolgte mit
dem Gene-Quant der Firma Pharmacia (Freiburg). Messungen von Extinktionen mit sichtbarem
Licht wurden mit einem Spektralphotometer (Spectronic 601, Milton Roy, Rochester)
durchgefuhrt.  Zur Sequenzierung wurden DNA-Fragmente im PCR-Malistab mit
fluoreszenzmarkierten “Big Dye”-Nucleotiden gebildet und auf einem Perkin Elmer (Weiterstadt)
DNA-Sequenzierungsgerat analysiert. Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen
wurde eine Mighty-Small Il SE 250 Elektrophoreseeinheit von Hoefer (Heidelberg) verwendet. Der
Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen erfolgte mit dem Tankblotsystem der Firma Hoefer.
OK-Zellen wurden in einem Inkubator der Firma Forma Scientific (Nirtingen) kultiviert. Die
immunhistochemischen Untersuchungen der OK-Zellen wurden an einem konfokalen Mikroskop
TE 200 der Firma Nikon (Japan) durchgefiihrt. Zur Anregung der Fluoreszenz wurde ein 488nm
Omnichrome Laser und ein 532nm Coherent Laser der Firma Chino (Santa Clara, USA). Nicht-
konfokale Bilder von Gewebeschnitten wurden mit dem Zeiss Axiophot (Oberkochem) oder dem
Mikroskop TE-200 von Nikon (Japan) aufgenommen.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Techniken

Sofern nicht anders erwahnt, wurden molekulargenetische Methoden nach Sambrook et al.
(1989) angewandt.

3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA fir die nicht-radioaktive Sequenzierung mit BigDye Dideoxy
Nukleotiden und fur praparative Zwecke erfolgte nach dem Plasmid- oder Qiaprep Spin-Protokoll
(Qiagen, Hilden). Fur die Transfektion der OK-Zellen wurden endotoxinfreie Plasmide mit dem
Endofree Plasmid Kit (Qiagen, Hilden) hergestellt.

3.1.2 Klonierungstechniken

Die Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Die nach der Restriktion erhaltenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch Uber
Agarosegele getrennt, die DNA-Banden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits (Qiagen, Hilden) eluiert. In den Ligationsansatz wurden ca. 100ng der Vektor-DNA
und ein dreifacher molarer UberschuR an Insert-DNA eingesetzt. Die Ligation erfolgte fiir 2h bei
Raumtemperatur oder fur 24h bei 14°C in einem Volumen von 20pl. AnschlieRend wurde die DNA
mit 5l Hefe t-RNA (1pg/pl), 12.5ul 7.5M NH;OAc und 70ul 96% Ethanol (-20°C), prazipitiert und
zur Transformation eingesetzt. Die Herstellung elektrokompetenter E.coli DH10B Zellen und
deren Transformation mit rekombinanter DNA durch Elektroporation wurde nach der Methode von
Dower et al. (1988) durchgefuhrt. Ein Drittel des Ligationsansatzes wurde mit 70pl der
Zellsuspension vermischt. Die Elektroporation erfolgte bei einem Puls von 1,8kV, 200 W und 25
pF. Die transformierten Zellen wurden sofort in 1ml LB-Medium suspendiert und 1h zur
Regeneration bei 37°C inkubiert. Aliquots des Transformationsansatzes wurden auf LB-

Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion ausplattiert.
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3.1.3 Polymerase Kettenreaktion

Die Synthese von PCR-Fragmenten erfolgte nach den von Innis et al. (1990) beschriebenen
Grundlagen. Fir analytische Zwecke wurde die Tag DNA Polymerase (Sigma, Steinheim)
verwendet. Zur Subklonierung von DNA-Fragmenten wurde Advantage 2 Taq DNA Polymerase
(Clontech, Heidelberg), rTth DNA Polymerase, XL (Perkin Elmer, Weiterstedt) oder die Pfx DNA
Polymerase (GibcoBRL, Karlsruhe) eingesetzt, welche aufgrund der 3'® 5’-Exonukleaseaktivitat
eine hohere Genauigkeit beim Einbau der Nukleotide gewahrleisten. Reaktionen mit der rTth DNA
Polymerase XL wurden mit einem manuellen “hot start” durchgefiihrt, um unspezifische
Amplifizierung bei niedrigen Temperaturen zu vermeiden. Da die Advantage 2 Taq DNA
Polymerase und die Pfx DNA Polymerase mit einem hitzelabilen “hot start”-Antikdrper deaktiviert

wurde, entfallt dieser Schritt fir diese Enzyme.

3.1.4 Amplifikation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Die Uberprufung auf transformierte E.coli Zellen erfolgte mittels PCR. Wenige Zellen von
Bakterienkolonien wurden in ein PCR-Gefal? Uberfuhrt und durch Einwirkung von Mikrowellen-
Strahlung (2min/600 Watt) aufgeschlossen. Zur Amplifikation der subklonierten DNA wurden
sequenzspezifische Primer eingesetzt. Die modifizierte PCR-Reaktion wurde bei geeigneter

Schmelztemperatur der Primer durchgefihrt.

Reaktionsansatz:

aufgeschlossene Bakterienzellen + 1,25ul 10 x PCR-Puffer(Sigma)
0,25ul antisense-Primer (10uM)
0,25pl sense-Primer (10puM)
1,00l ANTP-Mix (je 2,5mM)
0,10ul Taq Polymerase (5U/pl)
9,65ul Wasser
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3.1.5 Einfuhrung von Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen
(Step-up PCR)

Zur Subklonierung von DNA-Fragmenten wurde eine PCR-Reaktion durchgefiihrt, in welcher die
sequenzhomologen Primer um die Nukleotidsequenz des Erkennungsmotives fur die gewlnschte
Restriktionsendonuklease erganzt waren. Die ersten 5 Zyklen wurden bei einer
Anlagerungstemperatur durchgefiihrt, welche dem sequenzhomologen Bereich des Primers
entspricht. In den restlichen Zyklen wurde die Schmelztemperatur des vollstandigen Primers
verwendet.

3.1.6 Sequenzierung

Nichtradioaktive Sequenzierungen wurden mit dem PRISM Ready Reaction BigDye Dideoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit nach den Angaben der Firma Perkin Elmer (Weiterstedt)
durchgefuhrt. Der Sequenzierungszyklus wurde bezulglich der Anlagerungstemperatur auf die
Schmelztemperatur der Primer abgestimmt. Die Zyklen wurden wie folgt durchgefiihrt: 10s bei
96°C, 5s 3 50°C und 4 min bei 60°C fur 25 Zyklen. Die Reaktionsprodukte wurden mit Ethanol

unter Zugabe von 0.3M Natriumacetat pH 4.6 und Dextran-Blau gefallt.

3.1.7 Reverse Transkription und PCR (RT-PCR)

Die reverse Transkription von RNA wurde mit Hilfe der Avian Moloney Virus Reversen
Transkriptase (AMV-RT) von Promega (Mannheim) nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Als Template wurde totale RNA aus Niere bzw. Leber der Maus mit Hilfe des
Qiagen RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Die reverse Transkription erfolgte fur 1h bei 42°C.
1/10 des Ansatzes wurde fur die Amplifikation des Zielgens eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde
ein Experiment ohne reverse Transkriptase durchgefuhrt, um eine mdgliche Kontamination mit
Plasmid DNA oder genomischer DNA auszuschlielBen. Die Zyklen der PCR waren wie folgt: 4
Zyklen mit 30s bei 94°C, 2 min bei 75°C und 34 Zyklen mit 30s bei 94°C, 2 min bei 70°C.
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3.1.8 Sequenzanalysen

Alle Sequenzen wurden mit Hilfe der Programme des GCG Sequence Analysis Software Package
Vers. 8.0 (Genetics Computer Group, Madison, USA) und mit Hilfe von internetbasierenden
Sequenzanalyseprogrammen analysiert (Webcutter, Clustal 1.2, Blast, Fasta).

3.2 Immunologische Techniken

In den folgenden Abschnitten sind die Methoden zur Herstellung und Beurteilung des

verwendeten Antikdrpers gegen das Protein C160 zusammengefal3t.

3.2.1 Herstellung des Antikorpers (Biotrend, Kdln)

Durch Injektion eines an KLH gekoppelten Peptids (NH,-RHETREDRTKRLFRC-CONH;) wurden
zwei Kaninchen immunisiert, um Antikdrper gegen das Protein C160 zu bilden. Die Tiere wurden

nach dem folgenden Schema geboostet:

Tag 0 Praimmunserum-Entnahme 1.5 ml/Immunisierung
Tag 7 1.Boost

Tag 14 2.Boost

Tag 28 3.Boost

Tag 35 1.Blutentnahme 20ml

Tag 56 4.Boost

Tag 63 2.Blutentnahme 25ml

Tag 98 entbluten 55ml

20ml von dem Serum aus der zweiten Blutentnahme wurden Uber Affinitdtschromatographie mit
Hilfe des Peptids aufgereinigt. Die Endkonzentration des verwendeten, aufgereinigten Antikérpers
betragt 0.9 pg/pl.

Die Reaktivitéat des Antikdrpers wurde Uber einen Dot-Blot getestet und mit der Reaktivitat des
Praimmunserums verglichen. Jeweils 50ng Antigen oder Kontrollprotein wurden auf einer
Nitrocellulosemembran (Schleicher&Schuell, Dassel) immobilisiert und 1h mit Blocklésung
(Boehringer Mannheim) inkubiert. Die Membrane wurden mit dem Priméarantikdrper in

Blocklésung 1h inkubiert. Nach 3x waschen mit Blockldsung fir 15min wurden die Membrane mit
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einem anti-Kaninchen alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundarantikdrper (1:2000) versetzt.
Nach drei weiteren Waschschritten wurde der gebundene Sekundéarantikdrper durch eine
Farbreaktion mit BCIP/NBT (Promega) detektiert.

3.2.2 Western-Blot

Mit Hilfe des Western-Blots kdnnen Proteine durch einen Antikérper identifiziert werden. In dieser
Arbeit wurde die NalRkammer Technik angewendet. Zuerst wurden Proteinpréperationen uber ein
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (10%, Schaegger 1987). Nachfolgend wurden die Proteine
durch Anlegen einer elektrischen Spannung auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher&Schuell)
transferiert (3h bei 150V nach Towbin, 1979). Die Membran wurde analog zu einem Protokoll von
Lederer et al. (1997) mit primaren und sekundaren Antikdrpern behandelt. Die Detektion des
sekundéaren Antikorpers erfolgte entweder mit dem ECL-Kit (Amersham) oder mit der

Farbeldsung BCIP/NBT. Die Reaktionen wurden nach den Angaben der Hersteller durchgefihrt.

3.2.3 Immunhistochemie an OK-Zellen

Die Immunfluoreszenz-Versuche wurden nach einem modifizierten Protokoll von Pfister et al.
(1998) durchgefiihrt. Auf Deckglasern gewachsene OK-Zellen wurden mit 1x PBS + 0.5 mM
MgCl, und 1 mM CacCl, gewaschen und mit 3% Paraformaldehyd in PBS fixiert (10 min bei RT).
Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS /20 mM Glycin wurden die Zellen 30 min bei RT mit 1x
PBS/0.1% Saponin permeabilisiert. Der primére Antikorper wurde 1h bei RT inkubiert. Die
Detektion erfolgte Uber einen fluoreszenzmarkierten sekundéaren Antikorper (Farbstoff Cy3, 1h RT

Inkubation).

3.2.4 Immunhistochemie an Gewebeschnitten

Die untersuchten Organe wurden narkotisierten Tieren entnommen. Das Gewebe wurden durch
Inkubation in 3% Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Von den Préparaten wurden
4-6um dicke Schnitte angefertigt, welche nach Rehydratation (je 2min in 100%, 96%, 90%, 70%
und 50% Alkohol) mit 10% Ziegenormalserum geblockt wurden. Fir den Antikérper 2426 wurde
vorher eine Behandlung mit 0.2N NaOH (10min) zur Demaskierung des Antigens durchgefihrt.
Die Inkubation des primaren Antikorpers erfolgte Uber Nacht in PBS+3% BSA (4°C). Der

sekundéare Antikdrper wurde analog 30min bei RT inkubiert. Zwischen allen Inkubationschritten
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wurden die Praparate mit PBS gewaschen. Zur Kernfarbung wurde im letzten Inkubationsschritt

1pg/ml DAPI zugesetzt.

Die Experimente mit Gefrierschnitten wurden analog durchgefihrt. Hier entféllt jedoch die
Einbettung in Paraffin und die Rehydratationsprozedur. Statt dessen wurde das fixierte Gewebe
direkt in flussigem Stickstoff oder Propan eingefroren und im Kryostat geschnitten. In den
Experimenten zur Lokalisation von Shank3b in der M&useniere und in der menschlichen Niere
wurde statt der Perfusionsfixierung eine auf3ere Fixierung in 3% Paraformaldehyd/PBS

durchgefuhrt.
3.3 Two-Hybrid Screen

Die Interaktionsklonierung wurde mit Hilfe eines auf dem LexA-Transkriptionsfaktor basierendem
Two-Hybrid System in Hefe durchgefiihrt. Als Koderprotein wurde der C-Terminus des
Na'/Phosphat Kotransporters verwendet. Dieses wurde in den Vektor pBTM116 im Leserahmen
zu der DNA-bindenden LexA Doméne fusioniert und in dem Reporterstamm L40 exprimiert.

3.3.1 Transformation des Reporterstamms L40

Zur Transformation des Hefestamms L40 mit einem einzelnen Plasmid wurde die LiAc-Methode
nach Gietz und Woods (1994) angewendet. Das Plasmid pBTM116 enthalt das TRP1-Gen zur
Selektion auf tryptophanfreiem Medium und das Plasmid pVP16 enthalt das LEU2-Gen fir die
Selektion auf leucinfreiem Medium. Yc/-UTLy-Agarplatten wurden in Einzeltransformationen mit
pBTM116-basierenden Plasmiden verwendet. Doppeltransformierte Zellen mit pBTM166- und
pVP16-basierenden Plasmiden wurden auf Yc/-UTL-Agarplatten selektiert. Zur Selektion auf eine

Interaktion der Fusionsproteine wurden Yc/-THULLy-Agarplatten verwendet.
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3.3.2 Transformation der Two-Hybrid Bibliothek

Fir die Transformation der Bibliothek wurde ein modifiziertes Protokoll nach Vojtek et al (1993)
verwendet. Die L40 Zellen wurden nach der Transformation mit dem Kdderplasmid in 10ml UTLy-
Medium Uber Nacht inkubiert. Diese Startkultur wurde in 200ml UTLy-Medium eine weitere Nacht
angezogen. Am nachsten Morgen wurde mit dieser Kultur ein Liter YPAD-Medium angeimpft und
bis zu einer OD von 0.4 bei 30°C inkubiert (ca. 4h). Die Zellen wurden mit 1000xg (RT) 10min
zentrifugiert und in 400ml TE-Puffer suspendiert. Hiernach wurden die Zellen erneut zentrifugiert,
in 30ml LIAc/TE suspendiert, nochmals zentrifugiert und schlief3lich in einem Gesamtvolumen von
8ml LIiAC/TE suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 2ml DNA-Mixtur (10ug/ul denaturierter
einzelstrangiger DNA und 300pg Bibliothek-Plasmid) pipetiert und mit je 50ml PEG/LIAC/TE
versetzt. Nach 30min Inkubation bei 30°C wurden 6.6ml DMSO zugefuigt. Nach 20min bei 42°C
wurden die Zellen auf Eis gekuhlt, 10min zentrifugiert, mit 30 ml YPD gewaschen und in 400mi
YPD resuspendiert. Nach 1h Inkubation zur Regeneration bei 30°C wurden die Zellen erneut
zentrifugiert, mit 20ml TE-Puffer gewaschen und in 30ml TE resuspendiert. AbschlieRend wurden
die Zellen in 300ul Aliquots zur Selektion auf Protein-Protein Interaktionen auf Yc/-THULLy-
Agarplatten ausplattiert.

3.4 Library Screening

Das Screening der Mausenieren cDNA Bibliothek wurde mit Hilfe eines PCR Protokolls
durchgefuhrt. Das Verfahren basiert auf der Grundlage eines Protokolls von Munroe et. al (1995),
welches fir den Screen einer Phagenbibliothek verwendet wurde. 200.000 Bakterienklone der
Bibliothek wurden hierfur pro Nylonmembran (Durchmesser=12cm) ausplattiert und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Von den Filtern wurden drei Replikafilter angefertigt. Die Kolonien dieses
Replikafilters wurden komplett in 2ml LB-Medium suspendiert. Die zwei weiteren Filter wurden in
lcm breite Langs- bzw. Querstreifen zerschnitten. Die entsprechenden Untermengen der
Bibliothek wurden hierauf in 1ml LB-Medium suspendiert. Zur Lokalisation des gesuchten Klons
wurden zunéchst je 2ul der Bakteriensuspension der volstandigen Filter mittels PCR analysiert (1x
94°C 30s denaturieren, 4x 94°C 30s, 75°C 2min und 34x 94°C 30s, 70°C 2min). Von einem als
positiv identifizierten Filter wurden danach die jeweiligen Untermengen aus den L&ngs- bzw.
Querstreifen der Replikafilter analog untersucht. Durch Kreuzung der positiven Streifen konnte die
Lokalisation des Klons auf eine 1cm? grol3e Flache auf dem Orginalfilter reduziert werden. Der
gesuchte Klon wurde hiernach durch Entnehmen kleiner Bakterienmengen aus diesem Bereich
und nachfolgender PCR-Analyse weiter eingekreist. Der endgultige Klon wurde durch

vereinzelnde Ausplattierung eines deutlich positiven Bakterienpools erhalten.
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3.5 5'-Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Zur Amplifizierung des 5’-Bereichs von cDNA wurden zwei verschiedene Varianten der Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE) verwendet. Zuerst wurde homopolymeres Tailing mit Hilfe
des RACE-Kits von GibcoBRL (Karlsruhe) durchgefuhrt. Zusatzlich wurde das SMART-Kit von
Clontech (Heidelberg) verwendet, welches eine hohere Spezifitat der Reaktion ermdglicht. Beide
Methoden basieren auf einer PCR-Reaktion mit einem genspezifischen Primer und einem

Standardprimer, welcher homolog zu einer an das 5’-Ende aller cDNAs angefligten Sequenz ist.

3.5.1 Homopolymeres Tailing

Diese Variante wurde nach den Vorgaben des GibcoBRL-Protokols durchgefuhrt. Aus der
Méauseniere wurde totale RNA mit Hilfe des Rneasy-Kits von Qiagen (Hilden) hergestellt. Hieraus
wurde mit Hilfe einer Oligo-dT-Sepharosesdule mRNA isoliert. Fir die RACE wurden zunachst
0.1pg dieser mRNA in einer reversen Transkription 1h mit Hilfe der Superscript Il RT und einem
genspezifischen Primer (GSP1) in cDNA kopiert. Uberschiissige RNA wurde mit RNase H und
RNase T1 entfernt und die cDNA wurde durch Bindung an GlassMAX DNA-Saulen aufgereinigt.
Einem Funftel der cDNA wurde ein Poly-Deoxycytosin-Schwanz mit Hilfe einer terminalen
Transferase an das 5-Ende angehéangt. AnschlieBend wurde die gesuchte cDNA durch einen
zweiten verschachtelten genspezifischen Primer (GSP2) und einen Poly-Deoxyguanin-
Adapterprimer bei Standardbedingungen mittels PCR amplifiziert (1x 94°C 1min denaturieren, 6x
94°C15sec, 70°C 2min und 35x 94°C 15sec, 65°C 2min — 1/5 der “getailten” cDNA/Reaktion).

3.5.2 SMART-Variante (Switch Mechanism at the 5’ end of RNA Templates)

Diese Methode nutzt die Eigenschaft reverser Transkriptasen aus, von einem RNA-Template auf
ein DNA-Template wechseln zu kénnen. Da die reverse Transkriptase eine schwache terminale
Transferaseaktivitat besitzt, werden in einer Reaktion einige Nucleotide an das 5-Ende der cDNA
angehangt. Durch diese Aktivitdt werden unter Standardbedingungen etwa drei
Deoxycytosinmolekiille angehangt. Dieser Uberhang kann mit einem zusatzlich zugefiigten
Adapterprimer wechselwirken. Da die reverse Transkriptase an dieser Stelle von der RNA zur
DNA des Adapterprimers wechseln kann, wird der cDNA die bekannte komplementire Sequenz
angefiigt. Diese Variante hat gegenuber dem homopolymeren Tailing den Vorteil, da die

Adaptersequenz nur am 5’-Ende einer cDNA angefuigt werden kann.
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Die Reaktion wurde nach dem Protokoll von Clontech durchgefiihrt. 0.2ug mRNA wurden mit
einem Poly-dT-Primer in Gegenwart des SMART II-Oligos 1.5h mit Superscript 1l RT revers
transkribiert. Der Ansatz wurde in 250pl Tricin-EDTA-Puffer verdinnt und jeweils 2.5ul wurden
direkt zur PCR mit rTth Polymerase XL (Perkin Elmer) eingesetzt (5x 94°C 5s, 72°C 4min 5x 94°C
5s, 70°C 10s, 72°C 4min und 35-40x 94°C 5s, 68°C 10s, 72°C 4min).

3.6 Bestimmung der Gewebeverteilung

Die Expression spezifischer mRNA wurde in verschiedenen Geweben uber einen cDNA Panel

und erganzend durch einen Northern-Blot bestimmt.

3.6.1 PCR mit einem MTC cDNA-Panel

Der MTC cDNA-Panel von Clontech besteht aus 12 cDNA Proben von verschiedenen Geweben
der Maus. Die Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zur Untersuchung der
Expression einer bestimmten cDNA wurden die Proben mittels PCR unter Standardbedingungen
amplifiziert (4x 94°C 30s, 75°C 2min und 34x 94°C 30s, 70°C 2min). Zur Erhéhung der Spezifitat
der Reaktion wurden die ersten Schritte bei einer hoheren Schmelztemperatur durchgefuhrt
(Touch-down PCR).

3.6.2 Northern Blot Analyse

Der Northern Blot dient zur Langenbestimmung von mRNA Transkripten. Zunéchst wurde totale
RNA aus dem Mausenierenkortex mit Hilfe des RNeasy-Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Aus der
totalen RNA wurde durch zweifache Aufreinigung mittels Oligo(dT)-Cellulose mMRNA gewonnen.
2pg mRNA wurden durch denaturierende Gelelektrophorese (1% Agarose, Formaldehyd in Gel
und Laufpuffer) aufgetrennt. Das Gel wurde 30min mit NaOH behandelt und Gber Nacht mit 20x
SSC auf eine Nylonmembran (Boehringer Mannheim) geblottet. Die RNA wurde durch Hitze fixiert
(30min 120°C). Zur Detektion wurde eine radioaktive, zu C160 komplementare RNA-Sonde durch
in vitro Transkription des linearisierten Plasmids pC160-3’' mit der SP6-Polymerase (Promega)
hergestellt. Die Membran wurde mit dieser Sonde Uber Nacht in DIG Easy Hyb Puffer (Boehringer
Mannheim) bei 60°C inkubiert (1.6*1060pm/ml), zweimal mit 2xSSC/0.1% SDS (1x 15min, 1x
30min/60°C) und dreimal mit 0.5xSSC/0.1% SDS (30min/60°C) gewaschen. Die Membran wurde
3 Tage auf einem fotographischen Film (Kodak) exponiert.
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3.7 Expressionssystem Escherichia coli

Das gewdhlte Expressionssystem aus E.coli BL21 und dem Plasmid pMAL-c2-Thrombin
ermoglicht die Translation eines Zielproteins fusioniert mit dem Maltose-bindenden Protein (MBP)
von E.coli. Analog hierzu kann ein Protein mit Hilfe des Plasmids pGEX-4T3 mit der Glutathion-S-
Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum fusioniert werden. Die Klonierung des
gewilnschten DNA-Abschnittes erfolgt in den offenen Leserahmen der Sequenz fir das
Fusionsprotein. Das Fusionskonstrukt steht in diesen Vektoren unter der Kontrolle des starken tac
Promotors, der mit Isopropylthiogalaktosid (IPTG) induziert werden kann. Die Durchfiihrung
erfolgte nach den Vorgaben aus dem Handbuch zum GST-Gene Fusion System der Firma
Pharmacia (Freiburg).

3.7.1 Proteinexpression in E. coli und Affinitatschromatographie

Transformierte E. coli BL21 Zellen wurden aerob in LB-Medium mit Ampicillin (100ug/ml) bei 30°C
bis zu einer optischen Dichte von 0.5 angezogen. AnschlieBend wurde die Proteinexpression mit
0.3mM IPTG induziert. Die Proteinexpression erfolgte fiur weitere 4h bei 30°C. Durch
Zentrifugation bei 7000xg wurden die Zellen sedimentiert und in je 100ml phosphatgepufferter
Salzlésung (1xPBS) aufgenommen. Die Zellen wurden durch Einwirkung kurzer Ultraschallpulse
aufgeschlossen (5min Stufe 8), die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei 9000xg entfernt
(unlosliche Fraktion) und der Uberstand (I6sliche Fraktion) wurde auf die mit Saulenpuffer
aquilibrierte Chromatographiesaule geladen. Fir die Aufreinigung des MBP-Fusionsproteins
wurde hierfir eine Amylosesdule und fir das GST-Fusionsprotein eine Glutathion-
Sepharosesaule verwendet. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Waschen mit je
30ml 1xPBS entfernt und das Fusionsprotein wurde mit 10ml 1xPBS + 10mM Maltose (MBP-
Fusionsprotein) oder 10ml 1xPBS + 10mM reduziertem Glutathion (GST-Fusionsproteine) in
0.5ml Fraktionen eluiert.

3.7.2 Blot-Overlay

Zur Abschéatzung der Affinitat der Interaktion zwischen zwei Fusionsproteinen wurde die Blot-
Overlay Technik verwendet. Diese Technik ist dem Western-Blot sehr @hnlich. Es wurden ca.
2.2ng des GST Fusionsproteins nach SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (Schagger) auf eine
PVDF-Membran geblottet. Der Blot wurde in kleine Abschnitte zerlegt und mit Blockpuffer (1%
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BSA in TBS) inkubiert. Hierauf wurden die Membrane mit verschiedenen Konzentrationen (0.1-
20nM) des MBP Fusionsproteins in Blockpuffer fur 1h versetzt und 3x mit Blockpuffer gewaschen.
Die Membrane wurden mit einem Maus Antikérper gegen MBP (1:2000) 1h inkubiert und erneut
3x gewaschen. Hiernach wurden die Membrane mit einem sekundéren alkalische Phosphatase
gekoppelten Anti-Maus Antikérper (1:2000) 1h inkubiert und nochmals 3x gewaschen. Die
gebundenen Komplexe von MBP-Fusionsprotein, anti-MBP Antikbrper und alkalische
Phosphatase gekoppeltem sekundaren Antikdrper wurden durch eine Farbreaktion mit BCIP/NBT
detektiert.

3.8 Expressionssystem Opossum Kidney-Zellen (OK-Zellen)

OK-Zellen (Opossum Kidney-Zellen, ATTC) entstammen dem proximalen Tubulus der
Opossumniere. Diese Zellinie zeigt die Merkmale von Epithelzellen (apikale/basolaterale
Membranen) und bildet eine dichte Einzelzellschicht aus. Sie besitzt funktionelle Eigenschaften
des proximalen Tubulus und wird haufig als Modelsystem verwendet. Insbesondere wurde mit
diesem Zellsystem die Expression und Regulation des Na‘/Phosphat Kotransporters vom Typ lla

untersucht.

3.8.1 Zellaufzucht und Zellkultur

OK-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 sz) in Dulbecco's Modifiziertes Eagle’'s Medium
(DMEM) mit 4.5 % D-Glucose, 2 mM L-Glutamin und 10 % fétalem K&lberserum bei 37 °C und 5
% CO, angezogen. Fir die Préaparation wurden sie mit einer Dichte von 2x10°% Zellen/cm? in
Petrischalen von 10 cm Durchmesser und fir die Transfektion mit einer Dichte von 2x10°

Zellen/cm? in Mehrlochplatten oder auf polylysinbeschichteten Deckgléser ausgesat.

3.8.2 Membranpraparation

Die Préaparation erfolgte nach einer von Lin et al. (1998) beschriebenen Methode. Die OK-Zellen
wurden durch “freeze/thaw’-Zyklen aufgeschlossen und durch differenzielle Zentrifugation in drei
Fraktionen aufgeteilt: Eine Kernfraktion, welche ausserdem schwere Zelltrimmer enthdlt, eine

cytosolische Fraktion und eine Plasmamembranfraktion.
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3.8.3 Transfektion

Die transiente Transfektion wurde mit Effectene Transfektion-Reagenz der Firma Qiagen (Hilden)
nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Mit dieser Methode wird die DNA in den Nukleus
der Zelle eingefuhrt ohne in den Chromosomen integriert zu werden. Die Transkription der
transfizierten Gene kann 24-96 Stunden nach der Einfihrung der DNA analysiert werden. Fir
diese Experimente wurden die Zellen mit einer Dichte von 2x10° Zellen /cm? in Mehrlochplatten
oder auf polylysinbeschichteten Deckglasern ausgesat (pro Loch 5 ml Kulturmedium) und tber
Nacht bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Die Transfektion erfolgte nach den Angaben des
Herstellers. Zur Bestimmung der Tranfektionseffizienz wurde das Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP) verwendet. Durch Transfektion des Plasmids pEGFP-C1 (Clontech) wird dieses
stark grun fluoreszierende Protein in den Zellen exprimiert. Durch die Untersuchung eines
Parallelansatzes unter einem Fluoreszenzmikroskop &Rt sich somit der Anteil von transfizierten

Zellen abschéatzen.

3.9 Membranpraparationen aus tierischem Gewebe

3.9.1 Praparation von Birstensaumvesikeln aus der Mauseniere

Die Burstensaummembranfraktion aus Rindengewebe der Mauseniere wurde nach dem Prinzip
der differentiellen Préazipitation, wie von Booth and Kenny (1974) beschrieben, unter Verwendung
von MgCl, gewonnen. Mit einer Rasierklinge wurde die Rinde in sehr dinnen Scheiben von der
Niere abgetrennt, gewogen und im Waringblendor fur 2x30 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit homogenisiert. Dieser Schritt und alle folgenden wurden bei 4°C durchgefihrt.
Danach wurde das Homogenat durch eine dreilagige Mullschicht passiert, um nicht
aufgeschlossene Gewebepartikel zu entfernen. Dieses Homogenat wurde mit 1M MgCl, in einem
Verhaltnis versetzt, welches eine Endkonzentration von 5 mM ergibt. Diese Mischung wurde fir
15 Minuten sanft gerthrt und dann flir 12 Minuten bei 1.500xg zentrifugiert. In diesem
niedrigtourigen Zentrifugationsschritt werden neben nicht aufgeschlossenen Epithelien, Kerne und
die durch Vernetzung Uuber Mg“-lonen aggregierten basolateralen Membranen entfernt. Der
Uberstand der ersten Zentrifugation wurde fir 20 Minuten bei 16.000xg zentrifugiert und das
Pellet wurde in einem kleinen Volumen Vesikelpuffer (200 mM Mannitol, 20 mM HEPES, pH 7.4
mit Tris) aufgenommen und Uber eine Spritze mit einer Kanille von 26G homogenisiert. In dieser
mit apikalen Membranen angereicherten Membranfraktion und in einem Aliquot des
Homogenates wurden der Proteingehalt und die Aktivitat der Leitenzyme fir die apikale Membran

(alkalische Phosphatase) und firr die basolaterale Membran (Na",K*-ATPase) bestimmt:
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Alkalische Phosphatase Na'-K'-ATPase

Homogenat 22.29 +/- 1.76 4.27 +/- 0.41

Burstensaummembranfraktion | 252.52 +/- 4.01 (11.3) 4.95 +/- 0.37 (1.16)

Die Enzymaktivitdten sind in pMol/h bezogen auf 1mg Protein angegeben. Die Werte sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen (n=3). Die Werte in Klammern stellen den jeweiligen

Anreicherungsfaktor dar.

3.9.2 Praparation von Plasmamembranen aus der Rattenniere

Die Plasmamembranenfraktion wurde mit Hilfe der differentiellen Zentrifugation aus
Rindengewebe der Rattenniere gewonnen. Dazu wurde das Gewebehomogenat, das genauso
gewonnen wurde, wie fir das Rindengewebe der Mauseniere beschrieben, zunachst fur 10
Minuten bei 800 x g zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Epithelien zu entfernen. Danach
erfolgte die 1. Zentrifugation fur 20 Minuten bei 16.000xg. Es ensteht ein mehrschichtiges
Sediment; unten sammeln sich die Kerne, darliber die Mitochondrien und darauf liegt, als sog.
"fluffy layer" die Schicht der Plasmamembranen. Diese lassen sich von dem fester gepackten
Sediment der Kerne und der Mitochondrien abschwenken. Durch eine Wiederholung dieses
Zentrifugationsschrittes bei 16.000xg wurden apikale und basolaterale Membranen angereichert,
wahrend der Anteil an Mitochondrien vermindert wurde.

Alkalische Phosphatase Na'-K'-ATPase
Homogenat 18.46 +/- 1.07 4.82 +/- 0.48
Burstensaummembranfraktion | 118.14 +/- 3.67 (6.4) 20.71 +/- 2.32 (4.3)

Die Enzymaktivitdten sind in pMol/h bezogen auf 1mg Protein angegeben. Die Werte sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen (n=3). Die Werte in Klammem stellen den jeweiligen

Anreicherungsfaktor dar.
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4 Ergebnisse

4.1 Two-Hybrid Screen

Um Interaktionspartner des Na'/Phosphat Kotransporters zu identifizieren, wurde ein Two-Hybrid
Screen in Hefe durchgefiihrt. In Abb. 4 ist das Prinzip des Two-Hybrid Systems skizziert. In dem
verwendeten System wird ein “Koéder’-Protein mit der DNA-bindenden LexA Domane fusioniert
und in dem Reporterstamm L40 exprimiert. Dieser Stamm besitzt ein HIS3-Reportergen, welches
im Promotor LexA Bindungsstellen enthéalt. Durch die Fusion mit der DNA-bindenen Doméne wird
das “Koder"-Protein hiermit in die direkte Nahe des Reportergens lokalisiert. Der transformierte
Stamm wird dann mit einer cDNA-Bibliothek (“Beute”) kotransformiert. Diese Bibliothek kodiert fir
3*10" unabhangige Proteindomanen, welche mit der transkriptionsaktivierenden VP16-Domane
fusioniert sind. Eine Interaktion der beiden Fusionsproteine in dem L40 Reporterstamm fihrt
hierdurch zur Aktivierung des HIS3 Gens. Durch die Verwendung von Minimalmedium kann auf
Transformanten selektiert werden, welche das Reportergen aktivieren und somit eine Interaktion
der Fusionsproteine aufweisen.

Proteinfragmente,
von einer cDNA-Bibliothek kodiert

NaPi-lla[C-term]

Aktivierung

.

LexA bindendes Motiv HIS3-Reportergen

Abb 4: Prinzip des Two-Hybrid Systems

Durch die Topologieuntersuchungen von Kohl et. al (1996) wurde bereits experimentell gezeigt,
dal3 die C-terminale Doméne des Transporters intrazelluléar lokalisiert ist. Zusammen mit der
hohen Sequenzhomologie zu einem PDZ-Doméanen bindenden Motiv im C-Terminus des Proteins
lag die Vermutung nahe, daf’ eine solche Domane in einem interagierenden Protein vorhanden
ist. Aus diesen Griinden wurde der C-Terminus des Transporters als Kdder verwendet. In einem
Two-Hybrid Screen ist besonders zu beachten, daf? grol3e Proteine nicht in den Kern transportiert
werden kdnnen, wo sie das Reportergen zur ldentifikation der Interaktion aktivieren. Um dieses
Problem zu umgehen, wurde als Beute eine Bibliothek verwendet, welche Proteinabschnitte einer

geringen GroRe von etwa 100 Aminosauren enthdlt. Da die PDZ-Doméane eine entsprechende
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Grol3e besitzt, kann sie in einem Screen mit dieser Bibliothek identifiziert werden. Als Kontrolle
wurde der Retinitis Pigmentosa G-Protein Regulator (RPGR) sowie leeres Plasmid verwendet.
Der C-Terminus des Zebrafischs, welcher ein leicht modifiziertes Motiv besitzt, wurde ebenfalls
auf eine Interaktion mit identifizierten Proteinen untersucht. Durch den Screen konnten drei PDZ-
Domaéanen von verschiedenen Proteinen identifiziert werden. Die Domane mit der deutlichsten

Aktivierung des Reportergens wurde naher untersucht.

4.1.1 Konstruktion der Kédervektoren pCMLexA und pCZFLexA

Die letzten 76 Aminosauren des Na'/Phosphat Kotransporters der Maus und die letzten 92
Aminoséduren des Na'/Phosphat Kotransporters aus dem Zebrafisch wurden aufgrund von
Hydrophobizitdtsanalysen als C-terminale Doménen definiert. Zur Konstruktion der Plasmide
wurde dieser Bereich zwischen die Restriktionsschnittstellen EcoRIl und Sall des Vektors
pBTM116 eingefugt. Hierdurch wurden zwei Plasmide erhalten: pCMLexA (Maus) und pCZFLexA
(Zebrafisch).

NaPi-7[C-Term] ADH | terminator
LexA (1-202) “ : Trp1

ADH | promoter ,

pCMLexA

" colE1

2u

- AMP

Abb. 5: Plasmidkarte des Vektors pCMLexA. Das Plasmid pCZFLexA ist analog aufgebaut.
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4.1.2 Bestimmung der Selbstaktivierung des Reportergens

Es wird haufig beobachtet, dal} bestimmte Sequenzen nach der Fusion an die DNA-bindende
LexA-Doméane das Reportergen ohne einen Bindungspartner aktivieren. Um diese
Selbstaktivierung zu verhindern, wurde der Reportergeninhibitor 3-Aminotriazol (ATZ) in einer
Konzentration von 25 mM zu THULLy-Selektionsagarplatten zugefligt. Abb. 6 demonstriert das
Wachstum von kotransformierten Hefezellen, welche den C-Terminus des Maustransporters
zusammen mit einem leeren Beute-Plasmid enthalten, sowie die entsprechenden positiven und

negativen Kontrollen.

C-Terminus
NELBIF
+
pVP16

RPGR
+

pVP16

RPGR
+

UTLy-Medium  THULLy-Medium  THULLY-Medium
+ 25mM ATZ

Abb. 6: Wachstum verschiedener kotransformierter Hefestamme auf Selektionsmedium. Das Kéderplasmid mit dem C-
Terminus von NaPi-lla der Maus (pCMLexA) induziert in Abwesenheit eines interagierenden Partners (leeres
Beuteplasmid pVP16) kein Wachstum auf Selektionsmedium. Als negative Kontrolle dient RPGR ohne

Interaktionspartner, als positive Kontrolle RPGR mit dem Interaktionspartner PDE-d (Linari 1999).

In diesem Fall ist der Inhibitor nicht zwingend erforderlich, da kein Wachstum in Abwesenheit
eines Interaktionspartners detektierbar ist. Im Falle des Zebrafischkonstrukts pCZFLexA wachsen

die Hefezellen auch ohne Interaktionspartner (nicht gezeigt).
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4.1.3 Screening der Bibliothek und Bestimmung der Spezifitdt von

interagierenden Klonen

Zur ldentifizierung von Proteindoménen, welche mit dem C-Terminus des Na'/Phosphat
Kotransporters interagieren, wurde der Hefestamm L40 mit dem Plasmid pCMLexA transformiert.
Dieser transformierte Stamm wurde in zwei unabhéngigen Experimenten mit der Two-Hybrid
Bibliothek mit einer Effizienz von je ca. 30*10° Klonen kotransformiert. Im ersten Screen wurden
die Transformanten direkt auf THULLy-Selektionsplatten mit 25 mM 3-ATZ zur Unterdriickung
von schwach interagierenden Klonen ausplattiert. Nach 12 Tagen wurden funf Klone detektiert,
welche unter diesen Bedingungen ein positives Signal lieferten. Diese Klone wurden in den E.coli
Bakterienstamm HB101 Uberfuhrt, um genug hochqualitative DNA fir Sequenzierungsreaktionen
zu erhalten. Die Analyse der Sequenzen ergab, dal zwei dieser Klone eine PDZ-Domaéne
enthalten und zwei Klone vom Gegenstrang eines bekannten Proteins kodiert werden. Ein
weiterer Klon ist ein Homolog des Proteins NG22. Die identifizierten PDZ Domanen gehdren zu
NHE-RF (Na'/H'-exchanger regulatory factor) und zu Afadin. Die Spezifitait der Bindung der
Proteinfragmente wurde mit Hilfe von Kreuztransformationen analysiert. Hier hat sich gezeigt, daf3
alle Klone bis auf die PDZ-Doméane von Afadin eine hohe Spezifitdt in der Bindung zum C-
Terminus der Maus besitzen. Afadin hat sowohl mit dem Maus- als auch mit dem Zebrafisch-C-
Terminus ein deutliches Signal gezeigt. Daruber hinaus konnte sogar ohne Koéderprotein eine

Aktivierung des Reportergens detektiert werden, was auf eine unspezifische Bindung hinweist.

Die Bedingungen des zweiten Screens wurden leicht abgeéndert, um eine hdhere
Klonierungseffizienz zu erreichen. Die Transformanten wurden zunadchst auf THULLYy-
Selektionsplatten ohne ATZ ausplattiert und nach der ersten Selektion wurden Replikas der
positiven Klone auf THULLy-Platten mit verschiedenen Konzentrationen von ATZ ausplattiert.
Ohne 3-ATZ konnten mit dieser Methode ca. 300 Klone isoliert werden. Von diesen Klonen
zeigten jedoch nur 14 ein starkes Wachstum auf THULLy-Platten mit 25 mM ATZ. Diese Klone
wurden analog zum ersten Screen in E. coli tiberfuihrt und sequenziert. Die Mehrzahl dieser Klone
konnte aufgrund der Herkunft aus nichttranslatierter oder gegenstrangiger DNA als falsch positiv
identifiziert werden. Solche Klone kodieren teilweise fiir stark hydrophobe nichtnatiirliche Proteine
oder sehr kurze Peptidfragmente, welche fir eine spezifische Interaktion in einer nattrlichen
Umgebung nicht geeignet sind. Einer der Klone konnte erneut als NHE-RF identifiziert werden.
Somit konnte die im ersten Screen beobachtete Bindung dieser PDZ-Domane an den C-Terminus
des Na'/Phosphat-Kotransporters bestétigt werden. Ein weiterer Klon, welcher auf den
Selektionsplatten die hdchste Aktivierung aller Klone zeigte, besitzt ebenfalls eine PDZ-Doméne.

Zum Zeitpunkt des Screens waren zu diesem Klon, welcher C160 genannt wurde, noch keine
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homologen Proteine bekannt. Abb. 7 zeigt, da3 diese Doméne vorzugsweise mit dem C-Terminus
der Maus interagiert und nur eine geringere Aktivierung mit dem C-Terminus des Zebrafischs

bewirkt. Mit einem leeren Kdderplasmid oder RPGR ist keine Aktivierung detektierbar.

Abb. 7: Interaktion vom C-Terminus des Maus- bzw. Zebrafischtransporters mit C160. In den Kontrollen mit RPGR oder
leerem Plasmid (-) ist kein Wachstum zu erkennen (Selektionsmedium THULLy + 25mM ATZ).

Die Ergebnisse des Screens sind in Tab. 2 zusammengefalit. Die Sequenzen von ausgewahlten

Klonen sind im Anhang aufgefuhrt.
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NaPi-Il C-Terminus Leeres

Maus  Zebrafisch Plasmid RPGR
ATRL ATSL DFYY CTIL Bemerkungen

C160[PDZ] ++ + _ _ wurde in dieser Arbeit
kloniert und
charakterisiert

NHERF[PDZ1] + _ _ _ wurde in Vorversuchen
untersucht

Afadin[PDZ] + + + _ unspezifische Bindung
mit leerem Plasmid

NG22H + _ _ _ homolog zu dem Protein
NG22

Antisense zu SET + _ _ _ keine signifikanten
Homologien
auf Proteinebene

Tab. 2 Interaktion der identifizierten Proteindoméanen mit dem NaPi-ll C-Terminus und verschiedenen Kontrollproteinen

im Two-Hybrid System. Die C-terminalen Sequenzen sind zum Vergleich angegeben.

Durch C160 wird in dem Reporterstamm ein besonders intensives Wachstum induziert. Deshalb
wurde dieser Klon naher charakterisiert. Da die physiologische Bedeutung von NG22 und der
beiden vom Gegenstrang kodierten Klone schlecht einschatzbar war, wurden diese Klone nicht

weiter untersucht. NHERF wurde nur in Vorversuchen untersucht.

4.2 In vitro Interaktion von NaPi-lla[C-Term] mit C160-[PDZ]

Zur Bestatigung der Interaktion zwischen C160-[PDZ] und dem C-Terminus des Na'/Phosphat
Kotransporters der Maus wurden zunéchst beide Proteinfragmente mit unterschiedlichen
Fusionsproteinen in E.coli exprimiert und aufgereinigt, um mittels Blot-Overlay Technik eine
direkte Interaktion der beiden Proteine in vitro nachzuweisen und die Affinitat dieser Interaktion

abzuschatzen.
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4.2.1 Expression und Aufreinigung von GST-NaPi-lla-[C-Term] und MBP-C160-
[PDZ]

Vor dem praparativen Ansatz wurden zunachst Kombinationen verschiedener Fusionsproteine
getestet. Die Expression des C-Terminus des Na'/Phosphat Kotransporters wurde in Fusion mit
dem Maltose bindenden Protein, Polyhistidin (6xHis-Tag) oder der Glutathion-S-Transferase
durchgefuhrt. Nur mit der Glutathion-S-Transferase konnte eine geringe, jedoch ausreichende
Expression des C-Terminus erreicht werden. Die PDZ-Domé&ne von C160 konnte hingegen

problemlos in Fusion mit dem Maltose bindenden Protein exprimiert werden.

4.2.2 Konstruktion der Expressionsvektoren pPCMGEX und p160MBP

Analog zu dem Plasmid pCMLexA fir den Two-Hybrid Screen wurden die letzten 72 C-terminalen
Aminosauren von NaPi-lla der Maus zwischen die Restriktionsschnittstellen BamHI und Sall des
bakteriellen Expressionsvektors pGEX-4T3 eingefligt. Hierdurch wurde der Vektor pCMGEX zur
Produktion des Fusionsproteins GST-NaPi-lla-[C-term] erhalten. Zur Konstruktion von p160MBP
wurde der vollstandige Bereich von C160 zwischen die Restriktionsschnittstellen BamHI und Sall
in den bakteriellen Expressionsvektor pMal/Thrombin eingefiigt. Dieser Bereich umfafit aul3er der
PDZz-Domane noch einen kleinen Teil einer SH3-Domane. Durch diese Klonierung wurde der
Vektor p160MBP zur Expression des Fusionsproteins MBP-C160-[PDZ] erhalten.

Ptac C160[PDZ]
r> GST lacZ-alpha
) ’ malE -

= ,

NaPi-lla-[C-term] Ptac

laclq pCMGEX AMP

p160MBP

AMP lacl ori

ori

Abb. 8: Plasmidkarten der Vektoren pPCMGEX und p160MBP.
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4.2.3 Expression und Aufreinigung der Fusionsproteine

GST-NaPi-lla-[C-Term] und MBP-C160-[PDZ] wurden in den E.coli Stamm BL21 gebracht,
welcher fur die Expression von Proteinen optimiert ist. Zur Analyse der Proteinexpression wurden
Proben von verschiedenen Schritten der Expression und Aufreinigung auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen. Wie in Abb. 9 gezeigt, ist vor der Induktion der Expression durch IPTG in beiden
Ansétzen kein Fusionsprotein detektierbar. 4h nach der Induktion der Expression von MBP-C160-
[PDZ] sind sowohl in der I6slichen als auch in der unldslichen Fraktion deutliche Banden im Gel zu
erkennen. Die detektierten Banden im Gel zeigen ein etwas héheres Molekulargewicht als das

berechnete Molekulargewicht von 61kD.

verwendete
Fraktionen

—

M 0 I u 3 4 5 6 7

70kD —> S e e e ww — — -<+— \BP-c160-PDZ
50kD —»

Abb. 9: Expression von MBP-C160[PDZ] in E. coli. M: Proteinmarker (10kD Ladder), O: uninduzierte Zellen, | und u:
induzierte Zellen — I8sliche bzw. unlésliche Fraktion, 3-7 Elutionsfraktionen (je 5ul)

Fur die Expression von GST-NaPi-lla-[C-term]) ist in der I6slichen und unléslichen Fraktion vor
allem der Fusionspartner GST mit einem Molekulargewicht von 29kD detektierbar. Das
vollstandige Protein mit einem Molekulargewicht von 38kD ist nur sehr schwer im Hintergrund der

anderen Proteine zu erkennen. (Abb. 10)
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verwendete
Fraktionen

MO I u 8 910 1112 13 14 15

70kD —»=

40kD - oo
- <—GST-C-term NaPi-lla

30kD —» i -GST

20kD —

Abb. 10: Expression von GST-C-term in E. coli M: Proteinmarker (10kD Ladder), O: uninduzierte Zellen, | und u:

induzierte Zellen — I6sliche bzw. unlsliche Fraktion, 8-15 Elutionsfraktionen (je 5ul)

Mit Hilfe einer Affinitdtschromatograpie konnte in beiden Experimenten ein Grol3teil der E.coli
eigenen Proteine entfernt werden. MBP-C160-[PDZ] ist in den Elutionsfraktionen nur noch mit
geringen Mengen von fremdem oder unvollstandigem Protein verunreinigt. GST-NaPi-lla-[C-
Term] ist durch die Affinitdtschromatogaphie nur angereichert worden. Das Zielprotein ist zu etwa
5% in der Gesamtproteinmenge enthalten. Die Hauptverunreinigung ist der Fusionspartner GST,
welcher in der Expression bereits in grolen Mengen gebildet wurde und durch die
Affinitditschromatographie zusammen mit der Fusion aufgereinigt wurde. In den nachfolgenden
Experimenten stért diese Verunreinigung jedoch nicht.

4.2.4 Blot Overlay

Durch die Blot-Overlay Technik konnte die Interaktion zwischen den beiden Fusionsproteinen in
vitro bestatigt werden. GST-NaPi-lla-[C-Term] wurde auf einer PVDF-Membran zusammen mit
dem unvollstandig gebildeten Fusionsprotein immobilisiert und mit einer Konzentrationsreihe des
Bindungspartners MBP-C160[PDZ] inkubiert. Die Detektion des gebundenen Fusionsproteins
zeigt deutlich, dal3 nur das vollstandige GST-NaPi-lla-[C-Term] mit diesem interagieren kann
(Abb. 11).
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Cwisp-c160jpoz] [NM]

0.1 1 2 3 4 10 20

GST-NaPi-lla e e T gD ol

GST

Abb.11: Blot-Overlay der Fusionsproteine MBP-C160[PDZ] und GST-NaPi-lla (10%-PAGE nach Schagger - Westernblot
auf PVDF-Membran — Detektion mit alkalischer Phosphatase und BCIP/NBT). Es wurden jeweils ca. 2.2 ng GST-NaPi-lla
und ca. 42 ng GST geblottet. Die L6sung wurde mit 2ml einer BSA-haltigen Lésung von MBP-C160[PDZ] inkubiert.

Auf dem Blot sind ca. 19-mal mehr GST gegeniiber GST-NaPi-lla[C-Term] vorhanden. Nur bei
den hochsten Konzentrationen von MBP-C160-[PDZ] ist eine geringe, unspezifische Bindung auf
der Hohe von GST detektierbar. Im Gegensatz hierzu kann schon bei den geringsten
Konzentrationen von MBP-C160-[PDZ] eine deutliche Bande auf der Hohe von GST-NaPi-lla-[C-
Term] identifiziert werden. MBP-C160 ist bei einer Konzentration von 1nM in einem
zwanzigfachen molaren Uberschuf? im Uberstand des Blots vorhanden. Die Anderung der
Konzentration durch die Bindung des Substrats ist somit fir diese und alle hdheren
Konzentrationen vernachléassigbar. Ein halbmaximales Signal ist bei einer Konzentration von 2nM
MBP-C160-[PDZ] zu sehen. Die Affinitdt der Bindung der beiden Fusionsproteine kann somit auf

2nM abgeschétzt werden.

4.3 Klonierung der vollstdndigen C160 cDNA

Fur weitere Experimente, welche eine physiologische Charakterisierung von C160 ermdglichen,
wurde die komplette cDNA aus der Mauseniere isoliert. In einem ersten Schritt wurde eine
Méausenieren cDNA Bibliothek durch PCR untersucht. Hierdurch konnte nur ein partieller Klon
erhalten werden. Der fehlende 5’-Bereich wurde mit Hilfe verschiedener RACE-Varianten

amplifiziert und sequenziert. Die einzelnen Schritte der Klonierung sind in Abb.12 skizziert.
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4.3.1 PCR-Screening der cDNA Bibliothek

Mit Hilfe der PCR wurde C160 in einer adulten Mausenieren cDNA Bibliothek gesucht. Hierfir
wurden die Primer MTC160-nor und MTC160-rev verwendet. Durch die Analyse von 2*10° Klonen
auf 10 Agarplatten zu jeweils 200.000 Klonen wurden zwei Pools identifiziert, welche den Zielklon
enthalten. Durch die Aufteilung eines Pools in 2x13 Untermengen, welche jeweils genau
definierten Abschnitten auf der Agarplatte entsprachen, wurde der Klon in einem kleinen Bereich
eingegrenzt, welcher der Schnittmenge von zwei Untermengen entsprach. Die genaue
Lokalisation des Klons wurde durch einen weiteren PCR-Screen identifiziert. Aus diesem Bereich
wurden die Klone vereinzelt. Aus einem von 56 Einzelklonen konnte das Ziel-Plasmid isoliert
werden (pC160-3’), welches nach einer Restriktionsanalyse einen Klon von 3.8 kb enthélt. Durch
Sequenzanalysen des 5'-Bereichs dieses Klons konnte kein Translationsstart identifiziert werden.
Vor einer detaillierten Analyse der Sequenz wurde aus diesem Grund die fehlenden

Sequenzinformation durch 5-RACE amplifiziert.

4.3.2 5-RACE durch homopolymeres Tailing

Zur Analyse des 5'-Bereichs des isolierten Klons wurde zunachst der C160-spezifische Primer
c160-5-RACE flr die reverse Transkription eingesetzt. Die gebildete cDNA wurde mit einem
homopolymeren Cytosinschwanz versehen. Durch eine Amplifikation der cDNA durch den
Adapterprimer (AAP) und den genspezifischen Primer c160-5-LIB-nested-Il wurden zwei
Hauptprodukte mit einer Lange von ca. 350bp und ca. 700bp gebildet (Abb 13 A). Als Kontrolle
diente ein Versuch ohne reverse Transkriptase. Da hier keine Banden sichtbar waren, wurde eine
Amplifizierung genomischer DNA ausgeschlossen. Die Reamplifikation mit beiden Primern lieferte
ein zur urspringlichen PCR analoges Produktbild. Zuséatzlich wurde Uberpruft, ob die Banden
durch unspezifische Amplifikation mit einem einzelnen Primer gebildet werden. In diesen
Reaktionen ist kein Produkt zu erkennen (Abb 13 B). AuBerdem wurde die Spezifitat der
gebildeten Produkte durch eine verschachtelte Amplifikation mit dem Primer c160-5-RACE-Pstl
und dem Adapterprimer AUAP Uberpriift. Das gebildete Bandenmuster ist auch hier analog zur
Reamplifikation (Abb. 13-C).
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A+ - M B M + APGSP C M LIB

~= 700bp

~= 700bp ~=700bp

- 300bp

RACE-PCR Re-PCR nested PCR

Abb.13: 5’RACE mit homopolymerem Tailing. A: erste RACE-PCR mit (+) bzw. ohne (-) reverse Transkriptase
(ausgehend von 4ng mRNA). Zwei Banden sind in der Reaktion (+) detektierbar (ca. 700bp und 300bp). B: Die Re-PCR
zeigt ein qualitativ vergleichbares Ergebnis (LIB) (ca.700bp und 300bp sowie weitere schwache Banden). Mit dem
Adapterprimer (AP) oder dem genspezifischen Primer (GSP) allein ist kein Amplikon detektierbar. C: Auch in der nested
PCR ist das ursprungliche Bandenmuster zu erkennen (LIB). Als Standard wurde eine 1kb Leiter aufgetragen (M)

Durch den verschachtelten Primer c160-5-RACE-Pstl wurde den Fragmenten eine Pstl-
Schnittstelle zugefugt, welche zusammen mit der Schnittstelle Sall auf dem Adapterprimer eine
Klonierung der Produkte ermdglichte. Einzelne DNA-Banden wurden aus dem Gel
ausgeschnitten, aufgereinigt und in den Klonierungsvektor pBluescript SK(+) kloniert. Durch eine
anschlieBende PCR mit Bakterienkolonien wurde die GroéRe der klonierten Inserts bestimmt.
Klone von verschiedenen Langen wurden sequenziert. Die Sequenz des Klons 4/700 (ca. 700bp)
lieferte 517 zusatzliche Basenpaare im 5-Bereich von C160. Die Sequenz Uberlappt mit der
bereits bekannten Sequenz im 3’-Bereich. Hierdurch konnte eindeutig gezeigt werden, dal3 die
amplifizierte Bande von der C160 mRNA stammt. Ein Translationsstart fehlte jedoch auch in
dieser Sequenz. Vermutlich scheiterte die Methode an dem hohen GC-Gehalt im 5'-Bereich des
Klons. Wenn der Adapterprimer interne cytosinreiche Segmente erkennt, werden hierdurch
verkirzte Amplikons gebildet. Au3erdem kénnen stabile Sekundarstrukturen in der mRNA oder
der einzelstrangigen cDNA die Amplifizierung behindern. Aus diesen Grinden wurde eine
alternative Variante der 5-RACE verwendet. Mit diesem optimierten Verfahren konnte mehr

Sequenzinformation erhalten werden.
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4.3.3 SMART 5-RACE

Das Prinzip dieser Variante entspricht dem vorherigen Experiment. Durch die Verwendung eines
speziellen Oligonukleotidgemischs in der reversen Transkription, wird hier ein Adapter an das 5'-
Ende der Sequenz angehédngt. Im Gegensatz zur vorherigen Methode ist dies nicht in internen
Bereichen moglich. Mit Hilfe der bisherigen Sequenzinformationen wurde fir dieses Experiment
der C160 spezifische Primer c160-ANKII konzipiert. Die erste PCR mit XL-Polymerase, c160-
ANKII und dem Universal Primer Mix (UPM) lieferte bei einer Mgz+-K0nzentration von 1.2 mM eine
deutliche Bande nach 40 Amplifikationszyklen (Abb. 14).

Chgz+[MM]: 08 10 12 M

-+— 500bp

Abb. 14: Smart 5’-RACE — Amplifizierung mit XL-Polymerase (ausgehend von 2ng mRNA). Bei einer Konzentration von
1.2mM Mg?" ist eine deutliche Bande bei 500bp zu erkennen. Als Standard wurde eine 1kb Leiter aufgetragen (M)

Diese Bande wurde aufgereinigt und direkt sequenziert. In dieser Sequenz konnte ein sinnvoller
Translationsstart identifiziert werden. Ein weiteres ATG-Kodon ist aufgrund der Position im
extremen 5’-Ende dieser Sequenz nicht als Translationsstart geeignet. Ein alternativer
zusatzlicher Start in moglicherweise unsequenzierten Bereichen des 5-Endes konnte aufgrund
eines distalen Stop-Codons fur diese Sequenz ausgeschlossen werden (Abb. 15).
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5’ - at ggct gt gcgggagt gacact gt gggcaggagggaggcaagcagcccgaggt ggt agec
WL CGS DTVGRIREASSZPRW- P

Kozak Sequenz:

g
gccaccat gg

| LT
acctcttgct cacat gggcct gt gt ggt agt cttctccccaccttttctttatctgag...
P L A HMGLTCGSULULUPTF S L S E.

Abb. 15: Ergénzung des 5'’-Endes durch SMART-Variante: Der Bereich um das hervorgehobene ATG entspricht ungefahr
der Kozak-Sequenz fur bevorzugte Translationsinitiation. Ein Stopkodon im selben Leserahmen schlie3t fehlende 5'-
Sequenzinformationen weitgehend aus. Das erste ATG ist aufgrund der Position im extremen 5'-Ende des Klons nicht

zur Translationsinitiation geeignet.

4.3.4 Konstruktion der kompletten C160 cDNA

Mit Hilfe der Sequenzen aus der RACE von C160 konnte der Primer 5'-full-EcoRI konzipiert
werden, mit dessen Hilfe das vollstandige 5-Ende zusammen mit dem Primer c160-5-LIB-
nestedll amplifiziert werden konnte. Dieses Amplikon tUberlappt im 3’-Ende mit dem 5’-Ende des
Klons aus der cDNA-Bibliothek. Hierdurch war es mdglich, den gesamten Klon aus diesen beiden
Fragmenten zu konstruieren. Am Ende des Primers 5'-full length-EcoRI befindet sich eine EcoRI-
Schnittstelle, welche in dem gesamten Klon einzigartig ist. Innerhalb des Klons, in einem Bereich,
in dem der Bibliotheksklon mit dem Amplikon Uberlappt, befindet sich eine einzigartige Eco47IIl-
Schnittstelle. Die beiden DNAs wurden mit beiden Restriktionsenzymen geschnitten und ligiert.
Das resultierende Plasmid pC160 wurde doppelstrdngig sequenziert. Hierfir wurden nach dem
Prinzip des “primer-walking” aus bereits analysierten Sequenzen neue Sequenzierungsprimer
konzipiert. Die komplette Sequenz ist im Anhang aufgefihrt. Durch den Primer 5’-full-EcoRI
wurde das erste ATG-Kodon im extremen 5’-Ende des Klons durch ein CTG-Kodon ersetzt, um

eine fehlerhafte alternative Initiation in artifiziellen Expressionssystemen zu vermeiden.
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4.3.5 Sequenzanalysen von C160

Die C160 cDNA wurde mit dem Programm TRANSLATE von dem ExPASY-Web Server in
Protein Ubersetzt. Der offene Leserahmen von 709 Aminosauren wird im 5’-Bereich von 73 bp
und im 3-Bereich von 2501 bp untranslatierter Sequenzinformation flankiert. Die
Doméanenstruktur der Sequenz wurde mit Hilfe des Programms SMART von dem EMBL Web-
Server aus Heidelberg analysiert. Im 5’-Bereich wurden 5 Ankyrin-repeats identifiziert. Eine SH3-
Domane befindet sich zwischen den Ankyrin-repeats und der bereits identifizierten PDZ-Doméane.
Um homologe Proteine zu identifizieren, wurde die Sequenz mit der Swiss-Prot Proteindatenbank
Uber das Programm BLAST von dem NCBI-Web Server (National Centre for Biotechnology
Information, Bethesda) analysiert. Homologe Proteine und Domé&nen wurden zusammen mit der
C160 Sequenz mit dem Programm CLUSTAL 1.2 verglichen. Die Sequenz zeigt eine sehr hohe
Homologie zu der Shank-Familie. Aus Vergleichen auf cDNA-Ebene wird klar ersichtlich, dal’ es
sich bei diesen Proteinen um Abkdmmlinge einer groRen Genfamilie handelt. Eine eingehende
Untersuchung der Protein- und DNA-Sequenz zeigte, daf3 C160 eine alternative Spleil3form von
Shank3/ProSAP2 ist (Abb. 16).

72% 71% 85% //,,,\\
\SAM/\ Shank1A SHANK 1
Ratt
Ankyrin N/ (Ratte)
1% 85% I
// \\
N__ (Ratte)
85% SHANK 2
N
{SAM | CortBP1
NS (Ratte)
100% 100% 98% //,,,\
(\SAM; ProSAP2
. - (Ratte)
Ankyrin
ot SHANK 3
-G
Ankyrin (Maus)

Abb. 16: Vergleich der Doméanenstruktur verschiedener Isoformen der Proteinfamilie Shank. Die Identitat der
Proteinsequenz von Domanen zu C160 ist in Prozent angegeben. C160 gehért aufgrund der hohen Homologie zu
ProSAP2 der Untergruppe SHANK3.
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Zum Zeitpunkt des Two-Hybrid Screens war noch keines dieser Proteine identifiziert worden.
Inzwischen wurden jedoch drei Gene identifiziert, welche zu dieser Familie gezahlt werden. Auf
verschiedenen Cosmidklonen des menschlichen Genoms wurden hohe Homologien zu C160
gefunden, welche fir die Mitglieder dieser Familie kodieren. Eine aus der genomischen Sequenz
konstruierte, unvollstdandige menschliche Isoform von C160 (hC160) und ein Sequenzvergleich
der abgeleiteten Proteinsequenz mit der Maus ist im Anhang dargestellt. Die zugehérigen Klone
sind im Chromosom 22 (Abschnitt 22q13) lokalisiert.

4.4 Gewebeverteilung von C160

Zur weiteren Charakterisierung des Proteins C160 wurde untersucht, ob die Verteilung der

korrespondierenden mRNA mit der von NaPi-lla Ubereinstimmt.

4.4.1 Multiple Tissue cDNA-Panel (MTC-Panel)

Mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen cDNA-Panels wurde mittels PCR die relative Haufigkeit
von C160 in verschiedenen Geweben untersucht. Als Primer wurden MTC-160-nor und MTC-160-
rev verwendet, welche die PDZ-Domane von C160 flankieren. Die Analyse der gebildeten PCR-
Produkte zeigt, daR die Menge dieser mRNA in allen Geweben etwa gleich hoch ist (Abb. 17). Die
geringen Unterschiede sind nicht relevant, da die Normierung des Panels nicht perfekt ist. Eine
vergleichende Untersuchung mit den Primern MTC-NaPi7-nor und MTC-NaPi7-rev, durch welche
der C-terminale Abschnitt des Na'/Phosphat-Kotransporters amplifiziert wurde, zeigt im
Gegensatz zu C160 deutliche Unterschiede in der Haufigkeit dieser mRNA in den verschiedenen

Geweben.
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Lu Ho He Ge Le Ni Mu Mi

NaPi-lla —

C160 —=

Abb. 17: normierter MTC-Panel (ca. 0.5ng pro Gewebe). NaPi-lla (38 PCR-Zyklen) wird hauptséchlich in Niere (Ni),
Hoden (Ho) und Gehirn (Ge) exprimiert. In der Milz (Mi) ist ein sehr geringes Signal detektierbar. Lunge (Lu), Herz (He),
Leber (Le) und Muskel (Mu) sind negativ. C160 (34 PCR-Zyklen) ist in allen Geweben exprimiert.

Die relative Haufigkeit der C160 mRNA in den jeweiligen Geweben ist sehr gering. Mit den
Standardprimern des Panels, welche einen Abschnitt der sehr haufigen G3PDH mRNA

amplifizieren, wurde ein Vergleich durchgefiihrt (Abb 18).

22 26 30 34 Zyklen

-+«— G3PDH

-+— (160

Abb. 18: Vergleich der Haufigkeit von C160 mit dem “high copy” Gen G3PDH (0.5ng cDNA).

Fur die Amplifikation von C160 wurden 8 zusatzliche Zyklen benétigt, um eine vergleichbare

Produktmenge wie in der Amplifikation von G3PDH zu erhalten.

4.4.2 Northern-Blot

Durch die PCR kann nur die Existenz einer mRNA in einem bestimmten Gewebe nachgewiesen
werden. Die Lange einer bestimmten mRNA kann hingegen durch einen Northern-Blot analysiert
werden. Das Prinzip dieser Technik beruht auf der selektiven Bindung einer radioaktiven,
komplementdren RNA-Sonde an mRNA Molekile, welche nach einer elektrophoretischen
Auftrennung auf einer Membran immobilisiert wurden. Die Nachweisgrenze dieser Methode ist
deutlich niedriger als bei der RT-PCR. Dennoch reicht die Sensitivitdt aus, um aus wenigen pg
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totaler RNA ein Transkript mittlerer Haufigkeit zu identifizieren. Die C160 mRNA besitzt nach den
Ergebnissen aus der RT-PCR eine geringe Haufigkeit. Aus diesem Grund wurde fir den
Northern-Blot statt totaler RNA aufgereinigte mRNA der Mauseniere verwendet. Als Sonde wurde
der vollstandige 3’-Bereich von c160 (aus dem Vektor pC160-3’ mit SP6-Polymerase) verwendet.

Abb. 19 zeigt ein schwaches Signal auf der Hohe von 4.8kb. Diese GréRe entspricht dem
vollstandigen Klon von C160.

4800bp —»

Abb. 19: Northern Blot zur Identifizierung der C160 mRNA in der Niere — Auftrennung von 2ug mRNA tber ein 1%-
denaturierendes Agarosegel - Blot auf Nylon Membran - Detektion mit einer radioaktiv markierten Sonde (1.6*10%cpm/mli

Exposition des Films ber drei Tage)

4.5 Heterologe Expression in Opossum Kidney-Zellen

Opossum Kidney-Zellen (OK-Zellen) sind ein geeignetes Expressionssystem zur Untersuchung
des Na'/Phosphat Kotransporters NaPi-lla. Aus diesem Grund wurde dieses Zellsystem zur
Untersuchung der Lokalisation des potentiellen Interaktionspartners C160 verwendet. Zunéchst
wurde versucht, das endogene C160 Homolog aus OK-Zellen zu identifizieren. Hierzu wurde RT-
PCR verwendet, um das korrespondierende Transkript nachzuweisen. Zum Nachweis des

Proteins wurde ein Antikdrper gegen eine Peptidsequenz zwischen der SH3-Doméane und der
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PDZ-Domane von C160 hergestellt. Hiermit wurden Western-Blots und immunhistochemische
Untersuchungen durchgefihrt.

4.5.1 Nachweis eines homologen Transkripts

Zunéachst wurden Suchprimer konzipiert, mit dessen Hilfe die Sequenz der PDZ-Doméne von
C160 in OK-Zellen amplifiziert werden konnte. Fur die Primerkonzeption wurde ein
Sequenzvergleich mit der C160 Isoform des Menschen durchgefuhrt, um besonders stark
konservierte Bereiche zu identifizieren. Der 3'-Bereich des Primers mul3 besonders gut mit der
DNA hybridisieren, um eine Initiation der Polymerisation zu erreichen. Daher wurden
Primersequenzen bevorzugt, welche in diesem Bereich fir strukturgebende Aminoséuren
kodieren (z.B. Prolin oder Glycin). Falls eine stille Mutation in der Nahe des 3’-Endes des Primers
moglich ist, wurde ein Nukleotidgemisch fur die Synthese des Oligonukleotids verwendet
(“wobbles”).
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(konpl enment ar)

T VKGRT GWEFWPADT CVETEV QWM
ACCGT GAAAGGCCGCACGGEECT GGT TCCCGEECCGACT GCGT GGAGGAAGT GCAGATGAGG 60
ACCGT GAAGGGCCGAACAGGCT GGT TCCCAGCTGACT GTGT GGAAGAAGT GCAGATGCGA 60
5’ - GTGAAGGGCCGAACAGECTGGI TCCC- 3

C G T

5’ - GCTGACTGCGTGGAGGAAGT GCAGATG 3
A A

CAGCAT GACACACGGCCT GAAACGCGGEGAGGACCGGACGAAGCGECTCTTTCGECACTAC 120
CAGTATGACACCCGGCATGAAACCAGAGAGGACCGGACGAAGCGT CTCTTCCGCCACTAC 120

kkk khkkkkhkkk Kkhkkk Kkkkkkk k kkkkkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkhhkhk K*hkkhkkk *k *kkkkk

ACAGTGG... ..GGTGECTCTGATTCGC 420
ACTGIGG... ..GGTGGGTCTCATCCGT 420

Q GGNRL V MKV
CAGGGTGGECAACCGCCTCGTCATGAAGGT TGTG
CAGGGTGGECAACCGCCTGGTCATGAAGGT TGTG
GTCCCACCGT TGGCGGACCAGTACTTCCAA

T G

Abb. 20: Konzeption der Suchprimer.

Die RT-PCR wurde unter Standardbedingungen mit Tag-Polymerase und AMV-Reverser

Transkriptase durchgefiihrt. Zunéachst wurden die Primer nor-160s und rev-160s verwendet.

Ausgehend von 1pg totaler RNA aus OK-Zellen wurde zunédchst keine analysierbare

Produktmenge erhalten. Durch eine weitere Amplifikation mit dem verschachtelten Primer nor-

160s-nested konnte eine ausreichende Produktmenge gebildet werden (Abb. 21).
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~<-500bp

Abb. 21: Amplifizierung eines C160 Homologs aus OK-Zellen.

Das Produkt wurde sequenziert und die erhaltene Sequenz wurde mit dem Programm Translate
Ubersetzt und mit Clustal 1.2 mit der Sequenz vom Menschen und der Maus verglichen. Aus Abb.
22 ist klar ersichtlich, daR die amplifizierte Sequenz fur ein homologes Protein zu C160 aus

Opossum kodiert.

c160_human  ------- ACCGTGAAAGGCCGCACGGECT GGT TCCCGGCCGACT GCGTGGAGGAAGT GCA 53
c160_nouse GGAGGGAACCGT GAAGGGCCGAACAGGCTGGT TCCCAGCTGACTGT GTGGAAGAAGTGCA 1140
CLB0 0K e e
¢160_human GATGAGGCAGCAT GACACACGGCCT GAAACGCGGGAGGACCGGACGAAGCGECTCTTTCG 113
c160_nouse GATGCGACAGT AT GACACCCGGCAT GAAACCAGAGAGGACCGGACGAAGCGTCTCTTCCG 1200
c160_ok eeeeeeeeea-o-- AGACATGAAACACGT GAGGACCGAACCAAGCGCCTTTTCCG 41

* % k*kkkkk*k * k*kkkkkkkk *kk k*kkkkk k*kk **k k%

¢160_human GCACTACACAGTGGGECTCCTACGACAGCCTCACCTCACACAGCGATTATGTCATTGATGA 173
c160_rouse CCACTACACTGT GGGT TCCTATGACAGCCTCACTTCACACAGCGATTATGTCATCGATGA 1260
¢c160_ok ACACTATACTGTGGEECTCT TACGACAGCCTCACCTCACACAGTGACTACGTCATTGAGGA 101
c160_human CAAAGT GGCTGT CCTGCAGAAACGGGACCACGAGEECTTTGGT TTTGTGCTCCGGEGEGAGC 233
c160_nouse TAAGGT GGCTAT CCT GCAGAAAAGGGACCATGAGGEGT TTGECTTTGT TCTCCGEEGAGC 1320
c160_ok CAAGGT GGCTGT CCTGCAGAAACGGGAGCAGGAAGGT TTTGECTTCGTCCTTCGGEGEGAGC 161
Kk Kkkkkk KAKkkkkAA Ak KKK Kk Kk Kk KEAKK Kk Kk Kk ARk kkkkk
¢160_human CAAAGCAGAGACCCCCATCGAGGAGT TCACGCCCACGCCAGCCT TCCCGECGCTGCAGTA 293
c160_nouse CAAAGCAGAGACCCCCAT TGAGGAGT TTACACCCACACCTGCCTTCCCTGCACTCCAATA 1380
c160_ok CAAAGCAGAGACCCCCATTGAAGAATTCACACCAACCCCAGCCTTCCCTGCTCTCCAGTA 221
c160_human TCTCGAGT CGGT GGACGT GGAGGEGT GT GGCCT GGAGGEECCGGEECTGCGCACGEGAGACTT 353
c160_nouse CCTTGAGTCTGTAGATGT GGAAGGT GTGGCCTGGAGGEGECTGGACTTCGAACTGGGEGACTT 1440
c160_ok CTTGGAATCTGT GGATTAT GAGGGT GT GGCCT GGAGGEECAGGACT GCGAACTGGAGACTT 281
* okk kk Kk kk Kk KKK kkkKARKKKKKAAK Kk Ak Kk Kk Kk KEA KK
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¢160_human CCTCATCGAGGT GAACGGGEGT GAACGT GGT GAAGGT CGGACACAAGCAGGTGGTGECTCT 413

c160_nouse CCTCATTGAGGT GAACGGAGT GAATGT CGT GAAGGT TGGACACAAGCAAGT GGTGGEGTCT 1500
c160_ok CCTGATTGAGGT GAAT GGAGT GAAT GT GGT GAAGGT GGGECATAAGCAGGTCGTGGECCCT 341
Kkk Kk kkkKAKkk Kk Kkkkk Ak kkkAAkkk Kk kk kkAkk kk Akkk k%
¢160_human GATTCGCCAGGGT GGCAACCGCCTCGTCATGAAGGT TGTGTCTGT GACAAGGAAGCCAGA 473
c160_nouse CATCCGT CAGGGT GGCAACCGCCT GGTCATGAAGGT TGT GTCTGT GACCAGGAAACCCGA 1560
c160_ok AATCCGCOCA - = = = = === mm s s o e e e e e oo 350

*kk kk k%

Abb. 22: Sequenzvergleich der Sequenz aus OK-Zellen mit der menschlichen bzw. Maussequenz.

4.5.2 Nachweis eines homologen Proteins

Ob neben der mRNA fiir C160 auch das Protein exprimiert ist, kann durch einen Western-Blot
untersucht werden. Hierflr wurde zunéchst ein Peptid-Antikorper gegen C160 hergestellt. Hierzu
mul3 eine Sequenz von C160 ausgewéhlt werden, welche einzigartig und fur einen Antikdrper gut
zugéanglich ist. Als geeignetes Epitop wurde ein Bereich zwischen der SH3- und der PDZ-Doméne
gewahlt (NH,-RHETREDRTKRLFRC-CONH, Abb. 23).

Ankyrin

OK-cells: RHETREDRTKRLFR

mouse: RHETREDRTKRLFR

Abb. 23: Position des Antigens gegen c160

Dieses Peptid ist in den untersuchten Spezies sehr gut konserviert. AuRerdem befinden sich in
dieser Sequenz zahlreiche geladene Aminosauren (R, E, K), welche eine hochaffine Bindung fiir
einen Antikorper erwarten lassen. Ein C-terminales Cystein wurde zur Kopplung an das
Tragerprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) angeflgt. Zur Antikdrperbildung wurden zwei

Kaninchen (2426 und 2427) mit dem Antigen immunisiert.
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4.5.2.1 Charakterisierung des Antikdrpers

Vor der Western-Blot Analyse wurde zur Uberpriifung der Spezifitit des erhaltenen Antiserums
die Dot-Blot Methode verwendet. Hierfur wurden die Antiseren und die Praimmunseren der beiden
Kaninchen getestet. Auf die linke obere Ecke einer Nitrocellulosemembran wurden 50ng MBP-
C160-[PDZ] aufgetragen. Als Kontrolle dienten 50ng von Maltose bindendem Protein (MBP).
Diese Membranen wurden mit dem Praimmunserum und dem Antiserum gegen C160 (Antikdrper
2426 und 2427) unter den Bedingungen eines Western-Blots inkubiert.

Pra Anti

W MBP

&

1:100 .9
1:500
1:1000

1:2000

MBP-C160-PDZ M

Abb. 24: Dot-Blot zur Bestimmung des Titers - Inkubation mit einem Antikérper gegen C160 (2426) bzw. dem
Praimmunserum (1:100, 1:500, 1:1000 und 1:2000 verdiinnt / Detektion mit anti-Kaninchen gekoppelt an alkalische
Phosphatase (1:2000) / colorimetrische Detektion). (jeweils 50ng Protein)

Das Serum 2426 erkennt das Epitop im Vergleich mit dem Praimmunserum auch bei héheren
Verdlnnungen. Die negative Kontrolle (MBP) ist fiir alle Konzentrationen des Antiserums negativ.
Dieser Antikdrper wurde deshalb in den folgenden Untersuchungen in einer Verdiinnung von
1:2000 verwendet.
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45.2.2 Western-Blot

Fir den Western-Blot wurden OK-Zellen nach einer modifizierten Methode von Lin et al.
aufgearbeitet und mit dem Antikdrper 2426 gegen C160 untersucht.

Anti Pra
PM K Cyt PM K Cyt

80kD -
60kD 7

Abb. 25: Western-Blot von fraktionierten OK-Zellen - 10%iges Tris/Tricin Polyacrylamidgel PM: Plasmamembran (1 ug) ,
K: Kern (3 pg), Cyt: Cytosol (9 pg) - Inkubation mit einem Antikdrper gegen C160 (2426 1:2000 verdiinnt / Detektion mit
anti-Kaninchen gekoppelt an Meerrettich Peroxidase 1:10000 verdiinnt — ECL-Kit 15min Exposition)

Der Western-Blot zeigt in der Kern-, Plasmamembran- und Cytosolfraktion eine deutliche Bande
bei ca. 80kD. Das Praimmunserum ist negativ. C160 aus der Maus besitzt ein errechnetes
Molekulargewicht von 77kD. Diese GroRRe stimmt sehr gut mit der gréReren Bande im Western-
Blot Uberein. Die hohe Intensitdt der Bande in der Cytosolfraktion entspricht nicht einer
Anreicherung. Sie beruht nur auf der groRen Menge an Protein die aufgetragen wurde. Alle
Fraktionen zeigen relativ zur aufgetragenen Menge ungefahr die gleiche Intensitat. Eine zweite
Bande bei ca. 60kD wird vom Antikdrper ebenfalls erkannt, ist jedoch in der cytosolischen
Fraktion angereichert. Mdglicherweise gehort diese Bande zu einer alternativ gespleif3ten
kirzeren Isoform.
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45.2.3 Immunhistochemie

Zur Lokalisation von C160 in OK-Zellen wurde versucht, das endogene Protein mit Hilfe des
Antikodrpers 2426 immunhistochemisch zu detektieren. Parallel wurde versucht, den endogenen
Na+/Phosphattransporter mit einem spezifischen Antiserum zu detektieren. Die Signale waren
jedoch zu schwach, um die Lokalisation der Proteine zu bestimmen. Um die Konzentration von
C160 in den Zellen zu erhdhen, wurde C160 aus der Maus transfiziert.

Der Vektor pC160 ist von dem eukaryotischen Expressionsvektor pPCMV-Sport3 abgeleitet. Nach
der Transfektion dieses Plasmids in Saugerzellen, wird C160 konstitutiv exprimiert. Zunéchst
wurden OK-Zellen nur mit dem Plasmid pC160 transformiert und immunhistochemisch
untersucht. Die Farbung von C160 weist in diesen ersten Experimenten auf eine Lokalisation an
der Plasmamembran hin. Um die Membransténdigkeit von C160 zu uberprifen, wurden die
Proben im konfokalen Mikroskop untersucht. Zur Darstellung einer moglichen Kolokalisation mit
NaPi-lla, wurde dieses Protein, gekoppelt mit einem N-terminalen FLAG-Epitop, kotransfiziert.

Fur die Lokalisation wurde der primare Antikbrper 2426 gegen C160 (aus Kaninchen) und ein
primarer monoklonaler Antikdrper gegen das FLAG-Epitop (aus Maus) verwendet. Die Detektion
der primaren Antikorper erfolgte durch zwei sekundére Antikdrper, welche mit unterscheidbaren
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt waren. Nach der Antikdrperbehandlung wurden die Zellen unter
dem konfokalen Laserrastermikroskop (Nikon) analysiert. Mit der Hilfe eines konfokalen
Mikroskops konnen beliebige zweidimensionale Schnittebenen durch ein dreidimensionales
Préaparat dargestellt werden. Die Darstellung in den Koordinaten x und y entspricht hierbei der
Abbildung eines herkdmmlichen Mikroskops. Es sind jedoch durch die Beschréankung auf einen
engen Bereich in der z-Koordinate mehr Details in dieser Schnittebene zu erkennen. Deshalb ist
es moglich, x-y Schnitte durch den luminalen bzw. basolateralen Bereich von polarisierten Zellen
darzustellen. Die Auflésung in der z-Koordinate ist im allgemeinen schlechter als in der x-y Ebene.
Dennoch ist es mdglich, aus einer aufeinanderfolgenden Serie von x-y Darstellungen einen
Schnitt entlang der z-Koordinate darzustellen. Die Abbildungen 26 und 27 zeigen verschiedene

Darstellungen der gleichen kotransfizierten Zelle.
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NaPi-lla C160 Uberlagerung

apikal:

Cytosol:

apikale Membran

konfokale

Zellkern basolaterale Membran Schnittebene

/

<«—— apikal

~—————— Cytosol

transfizierte OK-Zelle

Abb. 26: Konfokale x-y Schnitte der mit C160 und N-Flag-NaPi kotransfizierten OK-Zellen - Inkubation mit einem
Antikdrper gegen C160 (2426 1:1000 verdinnt / Detektion mit anti-Kaninchen Cy3 1:100 verdinnt — 532nm) und einem
Antikérper gegen das FLAG-Epitop (Anti-FLAG 1:1000 verdiinnt / Detektion mit anti-Maus Cy2 1:100 verdiinnt — 488nm)

(Vergr.:400").

Man erkennt in dieser Aufnahme eine deutliche Anreicherung der Signale in der
Birstensaummembran. Werden die beiden Bilder kombiniert, scheinen die Bereiche, in denen
C160 und NaPi-lla kolokalisiert sind, gelb. Das heilt, es ist eine Kolokalisation von C160 mit NaPi
zu beobachten. Zur genauen Bestimmung der intrazellularen Lokalisation wurden
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Schnittaufnahmen entlang der z-Achse dargestellt (Abb. 27). In dieser Darstellung ist eine

deutliche Anreicherung des Fluoreszenzsignals in apikalen Bereichen zu beobachten.

NaPi-lla C160

Uberlagerung

Zellkern

Plasmamembran

\

Abb. 27: z-Schnitte einer immunmarkierten OK-Zelle. (Vergr.:400")

Beide Proteine befinden sich hiernach in dem selben subzelluldren Kompartiment. Eine
Interaktion der Proteine ist hiermit moglich. Es bleibt jedoch zu priifen, ob die Proteine im selben

Zelltyp der Niere exprimiert werden.
4.6 Lokalisierung von C160 in der Mauseniere

Bei den Untersuchungen in OK-Zellen handelt es sich um Experimente unter unnatirlichen
Bedingungen. In diesen Zellen wurde C160 und NaPi-lla der Maus heterolog Uberexprimiert.
Beide Proteine sind in der Biurstensaummembran angereichert. Ob diese Situation auch in vivo
vorliegt, wurde durch Immunhistochemie an Gewebeschnitten untersucht. Ergéanzend wurden

Western-Blots angefertigt, um die Resultate durch eine unabhéngige Methode zu bestétigen.
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4.6.1 Western-Blot

Abb. 28 zeigt die ersten Untersuchungen an der Birstensaummembranfraktion und
Gesamthomogenat der Mauseniere. Der Westernblot zeigt eine deutliche Bande bei ca. 70kD,

welche jedoch nicht signifikant in der Birstensaumfraktion angereichert ist.

BBM H

Abb. 28: Western-Blot von fraktionierten Mausenieren - 10%iges Tris/Tricin Polyacrylamidgel BBM:
Burstensaummembranen (20 pg) , H: Homogenat (20 pg) - Inkubation mit einem Antikérper gegen C160 (2426 1:2000
verdiinnt / Detektion mit anti-Kaninchen gekoppelt an Meerrettich Peroxidase 1:5000 verdinnt — BCIP/NBT 10min)

Mit 70kD besitzt das Protein ein geringeres Molekulargewicht als erwartet. Diese Diskrepanz ist
allerdings aufgrund der Ungenauigkeit der Methode nicht signifikant. Das Laufverhalten einer
Proteinbande im Gel wird durch zahlreiche Faktoren, wie posttranslationale Modifikation oder die
Zusammensetzung der Aminosauren beeinflult. Aulerdem kann ein Protein wahrend der

Aufreinigung oder in vivo durch Proteasen verkirzt werden.

4.6.2 Immunhistochemie

Hiernach wurden immunhistochemische Schnitte der Mauseniere angefertigt und mit dem
Antikdrper 2426 gegen C160 und einem Antikérper gegen den N-Terminus von NaPi-lla
untersucht. Die Untersuchung der Schnitte erfolgte nach dem selben Prinzip wie die
Immunhistochemie an OK-Zellen. In Abb. 29 ist deutlich erkennbar, dal C160 nicht in tubuléaren
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Strukturen der Niere lokalisiert ist. Das Protein ist im Interstitium der Niere lokalisiert. Hier werden
verzweigte Zellen angefarbt, welche eine Form wie dendritische Zellen aufweisen. Diese Zellen,
welche eine wichtige Funktion in der Immunabwehr erflllen, besitzen stark deformierte Zellkerne.
Dies ist in der Kofarbung mit dem Zellkernfarbstoff DAPI deutlich zu erkennen. NaPi zeigt eine
andere Lokalisation. Das Interstitium ist negativ und nur die Blrstensaummembran ist angeféarbt.
Obwohl C160 in vitro mit NaPi-lla interagieren kann, ist nach diesen Untersuchungen jedoch in

der Mauseniere eine physiologisch relevante Interaktion in Frage zu stellen.

NaPi-lla C160

C160(rot) Zellkerne(blau)

Abb. 29: Immunhistochemische Schnitte der Mauseniere (Gefrierschnitte). Lokalisierung von NaPi-lla in den proximalen
Tubuli (Verg. x200), Lokalisierung von Shank3b im Interstitium, (Verg. x200) Kofarbung von Shank3b/C160 und der
Zellkerne (DAPI) (Verg. x1000). Farbung mit Antikdrpern gegen NaPi-lla (N-Terminus 1:500 verdinnt / Detektion Gber
anti-Kaninchen Cy3 1:1000 — 532nm) und C160 (2426 1:500 verdiinnt / Detektion Uber anti-Kaninchen Cy3 1:1000 -
532nm)
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4.7 Erganzende immunhistochemische Untersuchungen zu
C160

Die Expression von C160 in Immunzellen ist sehr Uberraschend und interessant. Bisher ist sehr
wenig Uber immunspezifische PDZ-Proteine bekannt. Obwohl die Charakterisierung von C160 in
Immunzellen von der urspringlichen Fragestellung abweicht, wurde dieses Protein naher
untersucht. Zunachst wurde gepriift, ob C160 in der Ratte und dem Menschen die gleiche
Lokalisation zeigt, wie in der Maus. Zusétzlich gelang in diesen Spezies eine Kofarbung mit

Markerproteinen, welche eine genauere Charakterisierung des Zelltyps ermdglichen.

Mit dem Antikdrper 2426 konnte C160 sowohl in einem Western-Blot, auch immunhistochemisch
in der Rattenniere nachgewiesen werden. Um sicher zu sein, daR der Antikdrper Immunzellen
detektiert, wurden die Praparate zusatzlich mit einem Antikérper gegen das Markerprotein MHCII
gefarbt. MHCII ist ein Marker fiir eine grof3e Subpopulation von Immunzellen. In der Niere sind vor
allem dendritische Zellen positiv fur MHCII. Abb. 30 zeigt eine Parallelfarbung eines
Rattennierenschnitts. Beide Proteine sind unter diesen Bedingungen zu mehr als 90% auf
zellulérer Ebene kolokalisiert.

C160 MHCII

Abb. 30: Immunhistochemische Schnitte von Rattennieren. Kofarbung mit Antikérpern gegen C160 (2426 1:500 verdunnt
/ Detektion tber anti-Kaninchen Cy3 1:1000 - 532nm) und MHC-II (Ox-6 1:200 verdiinnt / Detektion tber anti-Maus FITC
1:100 - 488nm) (Verg. x200)
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Aufgrund der verzweigten Form und Haufigkeit im Nierengewebe wurden diese Zellen
hauptsachlich als dendritische Zellen klassifiziert. Einzelne Zellen sind jedoch nur mit dem fur
C160 spezifischen Antikbrper angefarbt und zeigen eine runde Form. Diese Zellen wurden wegen
der fehlenden MHCII-Molekile als Lymphocyten eingestuft.

Zur Uberpriifung der Spezifitit des Antikérpers wurden Peptidschutzexperimente durchgefiihrt.
Durch Zugabe eines fiinffachen Uberschusses des antigenen Peptids, wurde die
Antikérperbindung véllig blockiert. Um weitere Hinweise zu erhalten, ob C160 auch in anderen
Organen in Immunzellen lokalisiert ist, wurden Paraffinschnitte von Thymus und Leber
angefertigt. Auch in diesen Geweben konnte C160 identifiziert werden. Im Thymus ist es nur in

einer Subpopulation der dort vorhandenen Lymphocyten exprimiert (Abb. 31).

X250 x100

Abb. 31: Immunhistochemischer Schitt des Rattenthymus (Paraffinschnitt). Lokalisierung von C160 in Lymphocyten des
Marks. Farbung mit Antikérpern gegen C160 (2426 1:500 verdiinnt / Detektion tber anti-Kaninchen Cy3 1:1000 - 532nm)

In der Leber sind hauptséchlich dendritische Zellen am GeféaRendothel angefarbt. Durch
Vorinkubation der Antikdrper mit dem immunogenen Peptid konnte die Bindung auch in diesen

Geweben vollstandig blockiert werden.

Die Expression von C160 scheint nach den immunhistochemischen Untersuchungen in der Ratte
vom Reifegrad der Zellen abzuhangen. Dendritische Zellen und Lymphocyten reifen in einem
mehrstufigen ProzeRR zu voll ausdifferenzierten Immunzellen. Moglicherweise ist C160 nur in
einem bestimmten Stadium exprimiert. Im Menschen sind zahlreiche Markerproteine fur
verschiedene Entwicklungsstadien dieser Zellen bekannt. Fur reife dendritische Zellen ist das
Markerprotein CD83 von besonderem Nutzen. Dieses Protein wird nur von dendritischen Zellen
exprimiert, welche bereits ein Antigen aufgenommen haben. Nach dem Kontakt der dendritischen

Zellen mit Lymphozyten wird CD83 wieder deaktiviert. Um die Subpopulation von C160 positiven
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dendritischen Zellen einzuengen, wurde eine Kofarbung von C160 und CD83 auf menschlichem

Nierengewebe durchgefihrt.

Die fur diese Untersuchungen verwendete Niere wurde im Gegensatz zur Rattenniere nicht durch
Perfusion fixiert. Im Blutkreislauf kénnen sich also folglich Immunzellen befinden. Abb. 32 zeigt
einen Glomerulus, welcher zahlreiche dendritische Zellen enthalt. Eine Subpopulation der Zellen
ist fur beide Proteine positiv. Diese Zellen befinden sich hauptséachlich innerhalb des
Gefal3systems. AufRerhalb der Glomeruli sind weniger Zellen erkennbar, welche fur C160 und
CD83 positiv sind (C160+ CD83+).

A: B:

Abb. 32: A: Kofarbung von C160 (rot), CD83 (grtin) mit Kernfarbung (DAPI, blau). CD83 farbt dendritische Zellen an,
welche bereits Antigen aufgenommen haben, jedoch noch keinen Kontakt zu T-Zellen hatten. Die meisten C160+ Zellen

befinden sich im Blutkreislauf. Eine gro3e Subpopulation dieser Zellen ist auch fir CD83 positiv — jedoch unterschiedlich
stark (Verg. x250). B: VergréRerter Ausschnit von zwei Zellen. Eine C160+ CD83- und eine C160+ CD83+ Zelle haben
Kontakt zueinander aufgenommen (Verg. x1000).
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4.8 Lokalisierung von Shank2 in der Mauseniere

Zum Zeitpunkt der immunhistochemischen Lokalisation von C160 wurde eine Arbeit aus der
Gruppe von Prof. Kim der Pusan National University in Korea verdoffentlicht, welche verschiedene
Isoformen von Shank und die gewebespezifische Verteilung der korrespondierenden mRNA
beschreibt (Lim 1999). Hiernach ist die Isoform Shank3, zu der auch C160 gezéahlt werden muf3,
in allen untersuchten Geweben zu einem geringen Teil exprimiert. Das Transkript ist jedoch in
Herz, Gehirn und Milz angereichert. Aufgrund der hohen Homologie zu Shank3 wurde der Klon
C160 im folgenden zu Shank3b umbenannt.

Die Shank2 mRNA ist nach Lim et. al. im Gehirn, der Niere und der Leber angereichert (Lim
1999). Das Expressionsmuster von Shank2 stimmt viel besser mit der Expression des
Na'/Phosphat Kotransporters iiberein. Da die PDZ-Domé&nen der verschiedenen Isoformen von
Shank eine vergleichbare Spezifitdt in der Bindung zu C-terminalen Sequenzen besitzen (Naisbitt
1999) ist es moglich, dal Shank2 ein physiologisch relevanter Interaktionspartner fir NaPi-lla ist.
Wenn dies der Fall sein sollte, mu3 Shank2 in der Birstensaummembran von Epithelzellen des
proximalen Tubulus lokalisiert sein. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden
immunhistochemische Experimente mit einem Antikérper gegen Shank2 durchgefiihrt. Durch eine
Kooperation mit Prof. E. Kim wurde der Antikdrper 3858 erhalten, welcher durch Immunisierung
eines Kaninchens mit einem GST-Fusionsprotein der SH3-Domé&ne und der PDZ-Doméne von
Shank2 der Ratte hergestellt wurde. Zur Uberpriifung, ob dieser Antikdrper auch Shank2 der
Maus detektieren kann, wurde zunachst ein Western-Blot angefertigt.

4.8.1 Western-Blot

Analog zur Untersuchung von C160 wurde der Antikdrper 3858 gegen Shank2 eingesetzt. Der
Western-Blot zeigt in der Blrstensaummembranfraktion mehrere Banden zwischen ca. 110kD
und 240kD (Abb. 33)
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Abb. 33: Western-Blot von fraktionierten Mausenieren - 10%iges Tris/Tricin Polyacrylamidgel BBM:
Burstensaummembranen, H: Homogenat - Inkubation mit einem Antikérper gegen Shank2 (3858 1:2000 verdinnt /
Detektion mit anti-Kaninchen gekoppelt an Meerrettich Peroxidase 1:5000 verdiinnt — BCIP/NBT 10min) jeweils 20ug

Protein

Dies stimmt sehr gut mit dem Muster von Shankl und Shank2 im Gehirn Uberein (Lim 1999). Im
Gegensatz zu den Untersuchungen zu C160 sind diese Banden in der Bilrstensaummembran-
Fraktion angereichert. Im Homogenat ist eine sehr intensive Bande bei ca. 62kD zu sehen. Diese
Bande gehdrt moglicherweise zu einer extrem verkirzten SpleiRform von Shank2. Ein
Abbauprodukt ist jedoch auch denkbar.

4.8.2 Immunhistochemie

Zur genauen Analyse der Lokalisation von Shank2 wurden weitere immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiihrt.  Hierfir wurden Gefrierschnitte von perfusionsfixiertem
Nierengewebe verwendet. In Abb. 34 ist klar zu erkennen, dal} Shank2 im Blrstensaum von
Epithelzellen des proximalen Tubulus angereichert ist. Die Abschnitte P1 und P2 sind hier
besonders stark gefarbt. Bei hoherer VergroRerung ist eine Anreicherung in der Basis der
Birstensaummembran erkennbar. Eine schwache Féarbung ist jedoch auch im Abschnitt P3 im
Nierenmark detektierbar. Hier sind zusatzlich Bereiche in Tubuli angefarbt (mdglicherweise die
diinne aufsteigende Henlesche Schleife). Zum Vergleich wurde die Verteilung des Na'/Phosphat
Kotransporters in einem Parallelschnitt untersucht. Die Farbung von Shank2 stimmt mit der
Lokalisation des Na'/Phosphat-Kotransporters sehr gut tiberein.
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NaPi-lla Shank?2 Praimmunserum x200

NaPi-lla Shank?2 x600

Abb. 34: Immunhistochemische Schnitte der M&useniere (Gefrierschnitte). Lokalisierung von NaPi-lla und Shank2 in den
proximalen Tubuli. (Verg. x200 und x600) Farbung mit Antikérpern gegen NaPi-lla (N-Terminus 1:500 verdinnt /
Detektion tber anti-Kaninchen Cy3 1:1000 — 532nm) und Shank2 (3858 1:500 verdiinnt / Detektion iber anti-Kaninchen
Cy3 1:1000 - 532nm)

4.9 Lokalisierung von Shank2 in der Rattenniere

Die Ratte ist als Modellsystem fir Untersuchungen zur Regulation des Na'/Phosphat-
Kotransporters vom Typ lla gut etabliert. Insbesondere immunhistochemische Untersuchungen
vorbehandelter Ratten haben wichtige Erkenntnisse Uber den zeitlichen und raumlichen Ablauf
der Regulation des Transporters hervorgebracht. Aus diesem Grund wurde tberprift, ob Shank2

auch in diesen Spezies exprimiert ist.
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4.9.1 Western-Blot Analysen

Analog zur Untersuchung in der Mauseniere wurde der Antikdrper 3858 gegen Shank?2 eingesetzt.
Fur den Western-Blot wurde hier das Gesamthomogenat und eine Plasmamembranfraktion
verwendet. Der Western-Blot zeigt ebenfalls ein Bandenmuster zwischen 110kD und 240kD in der
Membranfraktion. Hier fallt jedoch zusétzlich eine deutliche Bande bei 110kD auf, welche in der
Plasmamembranfraktion angereichert ist (Abb. 35).

3858 Praimmun
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Abb. 35: Western-Blot von fraktionierten Rattennieren - 10%iges Tris/Tricin Polyacrylamidgel P: Poolfraktion, PM:
Plasmamembranen, H: Homogenat - Inkubation mit einem Antikérper gegen Shank?2 (3858 1:2000 verdiinnt / Detektion

mit anti-Kaninchen gekoppelt an Meerrettich Peroxidase 1:5000 verdinnt — BCIP/NBT 10min) jeweils 20ug Protein

4.9.2 Immunhistochemie an Rattenschnitten

Zur Bestimmung der Lokalisation von Shank2 in der Ratte wurden immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiuhrt. In diesem Fall wurden Paraffinschnitte verwendet. Das Protein ist
auf Nierenschnitten detektierbar. Hier ist Shank2 in der Burstensaummembran von Epithelzellen
des proximalen Tubulus stark angereichert (Abb. 36).
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Abb. 36: Immunhistochemischer Schnitt der Rattenniere (Paraffinschnitt). Lokalisierung von Shank?2 in den proximalen
Tubuli (Verg. x100).Farbung mit Antikdrpern gegen Shank2 (3858 1:500 verdiinnt / Detektion iber anti-Kaninchen Cy3
1:1000 - 532nm)

Wie in der Maus sind die Abschnitte P1 und P2 in der Nierenrinde besonders stark gefarbt. Eine
schwéachere Farbung ist jedoch auch im Abschnitt P3 im Nierenmark detektierbar. Auch in der
Ratte stimmt die Farbung von Shank2 mit der Lokalisation des Na'/Phosphat-Kotransporters
Uberein. AufRerdem sind noch Strukturen in der Papille angeféarbt. Hierbei handelt es sich
hauptsachlich um das Cytosol von Sammelrohrzellen (nicht gezeigt). Diese Farbung ist allerdings
nur im Vergleich mit dem PrAimmunserum erkennbar.

Da Shank2 auch in der Leber exprimiert wird (Lim 1999), wurden auch von diesem Gewebe

Paraffinschnitte angefarbt. Abb. 37 zeigt eine deutliche Farbung der Canaliculi. In allen

Experimenten sind die Kontrollen mit PrAimmunserum negativ.
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Abb.37: Immunhistochemischer Schnitt der Rattenleber (Paraffinschnitt). Lokalisierung von Shank2 in den Canaliculi.
(Verg. x250) Farbung mit Antikdrpern gegen Shank2 (3858 1:500 verdiinnt / Detektion {iber anti-Kaninchen Cy3 1:1000 -
532nm)

Shank2 besitzt nach diesen Experimenten eine epitheliale Lokalisation in den untersuchten
Organen. Im Gegensatz zu Shank3b/C160 ist diese Isoform hiermit ein guter Kandidat fur eine
Interaktion mit NaPi-lla. Die Kolokalisation mit NaPi-lla gibt einen weiteren Hinweis auf eine

funktionelle Interaktion der beiden Proteine.
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5 Diskussion

Aufgrund der in dieser Arbeit vorgestellten experimentellen Befunde ist Shank ein sehr
aussichtsreicher Kandidat als Interaktionspartner fiir den Na'/Phosphat Kotransporter. Zum
Zeitpunkt des Two-Hybrid Screens waren jedoch noch keine Informationen tber die Isoformen
Shankl, Shank2 oder Shank3 verdffentlicht. Deshalb konnte zunachst nur die isolierte PDZ-
Doméne von Shank3b/C160 untersucht werden. Die direkte molekulare Interaktion von dem
NaPi-lla C-Terminus mit der Shank3b/C160-PDZ-Doméane kann durch das komplexe und
artifizielle Two-Hybrid System nicht bewiesen werden. Es ist immer moglich, daf3 ein drittes
Protein aus der Hefe eine vermittelnde Rolle in der Interaktion spielt. Deshalb ist es nétig, die
Interaktion durch eine zweite unabhangige Methode zu bestatigen. Hierfir wurden die beiden
Interaktionspartner als Fusionsproteine in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Durch einen Blot-
Overlay wurde die direkte Interaktion von Shank3b/C160-PDZ mit dem C-Terminus von NaPi-lla
nachgewiesen. Mit Hilfe einer Konzentrationsreihe wurde eine Dissoziationskonstante K4 von ca.
2nM abgeschatzt. Die Wechselwirkung ist unter diesen Bedingungen hochaffin. Dadurch, daf? der
Blot Uber einen langeren Zeitraum gewaschen wurde, gelten fir die Interaktion jedoch keine
Gleichgewichtsbedingungen. Ein geringer Teil des gebundenen Proteins kann in dieser Zeit vom
Blot abgewaschen werden und hiermit das Signal schwachen. Man kann aus diesem Grund die
Dissoziationskonstante der Interaktion nur abschétzen. Durch die hohe Affinitat ist der Fehler

jedoch gering.

Die korrespondierende mRNA des Klons wurde durch RT-PCR in allen untersuchten Geweben
identifiziert. Auch in der Niere ist ein deutliches Signal detektierbar. Aus diesem Befund wurde
geschlossen, dalR Shank3b/C160 eine allgemeinere Funktion hat. Um Hinweise auf die Funktion
des Proteins zu erhalten, wurden zwei wichtige Hilfsmittel bendtigt: i) die vollstindige cDNA-

Sequenz ii) ein spezifischer Antikdrper.

Die Isolierung eines vollstandigen Klons war schwieriger als erwartet. In einer kduflichen cDNA-
Bibliothek aus der Mauseniere war der Klon nur mit der sehr geringen Haufigkeit von 1:1 000 000
vertreten. Durch eine PCR-Strategie konnte dennoch ein partieller Klon aus dieser Bibliothek
isoliert werden, welcher jedoch kein Startkodon aufwies. Durch verschiedene 5’-RACE Versuche
wurden zunéchst in Vorversuchen zahlreiche alternativ gespleil3te Varianten und Artefakte isoliert,
welche nicht zu sinnvollen Proteinen Ubersetzt werden konnten. Durch die Kombination von zwei
RACE-Methoden wurde jedoch ein sinnvolles Fragment isoliert. Ausgehend von diesem Fragment
wurde ein vollstéandiger Klon konstruiert. Shank3b/C160 besitzt als alternative Spleil3form von
Shank3/ProSAP2 ein modifiziertes 5- und 3’-Ende. Hierdurch wird ein alternatives Protein
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gebildet, welches sich nur in wenigen N-terminalen Aminosauren von Shank3a unterscheidet. Der
C-Terminus ist hingegen durch ein alternativ gesplei3tes Stop-Codon stark verkirzt. Hierdurch

fehlt die SAM-Domaéne und ein grol3er prolinreicher Abschnitt.

Zum direkten Nachweis von Shank3b/C160 auf Proteinebene wurde der Antikdrper 2426
hergestellt. Mit Hilfe von Western-Blots konnte hiermit Shank3b/C160 in der Maus, Ratte und OK-
Zellen detektiert werden. Das Molekulargewicht des Proteins unterscheidet sich in den
verschiedenen Spezies kaum und stimmt innerhalb der Genauigkeit der Methode mit dem
vorhergesagten Molekulargewicht fiir Shank3b/C160 (berein. Es konnte jedoch keine
Anreicherung in der Plasmamembranfraktion der Zellen detektiert werden. Dies ist vermutlich
auch der Grund, warum das Protein in OK-Zellen nicht durch immunhistochemische Methoden
nachgewiesen werden konnte. Die lokale Konzentration des Proteins ist in den Zellen vermutlich
zu gering und eine immunhistochemische Detektion schwierig oder nicht mdglich. Um die
Konzentration des Proteins in diesen Zellen zu erhdhen, wurde Shank3b/C160 der Maus
zusammen mit dem Na'/Phosphat Kotransporter NaPi-lla der Maus heterolog exprimiert. Beide
Proteine konnten durch konfokale Aufnahmen in der Plasmamembran lokalisiert werden. Dort
sind sie in der Burstensaummembran angereichert und kolokalisiert. Aus diesen Befunden kann
nicht zwangslaufig auf eine molekulare Interaktion der beiden Proteine geschlossen werden. Die
Proteine befinden sich jedoch in dem selben Kompartiment. Eine Interaktion der beiden Proteine

ist hiermit moéglich.

Zu dieser Zeit wurde die erste grindliche Charakterisierung der Proteinfamilie Shank
verdffentlicht (Lim et al 1999). Durch Northern Blots wurde in dieser Publikation gezeigt, daf3 die
Isoform Shankl nur im Gehirn und Shank2 in Gehirn, Niere und Leber detektierbar ist. Die
Isoform Shank3 kommt hingegen im Herz, im Gehirn, in der Milz und zu einem geringeren Teil in
Lunge, Leber, Muskel, Niere und Hoden vor. Da Shank3 in der Milz angereichert ist, deutet dies
auf eine Expression in Immunzellen hin. Durch immunhistochemische Untersuchungen an
Gefrierschnitten wurde diese Isoform in Immunzellen, hauptsachlich dendritischen Zellen,
lokalisiert. NaPi-lla ist nur in Zellen des proximalen Tubulus der Niere exprimiert, jedoch nicht in
dendritischen Zellen. Shank3b/C160 kann daher unter physiologischen Bedingungen nicht als
Interaktionspartner fir den Na'/Phosphat Kotransporter fungieren. Shank2 ist durch die hohe
Anreicherung in der Niere und die groRe Ahnlichkeit zu Shank3b/C160 ein potentieller Kandidat
fur eine relevante Interaktion mit NaPi-lla. Die PDZ-Doméanen beider Proteine sind zu 85%
identisch und beide Proteine sind in der Lage ein NaPi-lla ahnliches C-terminales Peptidmotiv zu
erkennen (T/S-x-L). In Abb. 38 ist ein Vergleich verschiedener PDZ-Doméanen gezeigt. Die
Aminosauren, welche die hydrophobe Bindungstasche fir C-terminale Peptide bilden, sind
hervorgehoben. Die gute Ubereinstimmung in den relevanten Aminosauren verdeutlicht die

ahnliche Spezifitdt der PDZ-Doménen der drei Shank-Isoformen.
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Shank3- PDZ_npbuse
Shank3- PDZ_r at
Shank2- PDZ_r at
Shank1- PDZ_r at

GGF vari abl er Loop
EG-GFVLRGAKAETPI EEFTPTPAFPALQYLESVDVEGVAVWRAGLRTGDFLI EVNGVNW 60
EG-GFVLRGAKAETPI EEFTPTPAFPAL QYLESVDVEGVAVKAGLRTGDFLI EVNGYNW 60
EG-GFVLRGAKADTPI EEFTPTPAFPAL QYLESVDEGGVAWQAGLRTGDFLI EVNNENVV 60
EG-GFVLRGAKAQTPI EEFTPTPAFPAL QYLESVDEGGVAVRAGL RMGDFLI EVNGONWY 60

nher f - PDZ1_human - GYGFHLHGEKGK- - - ------- LG - - QYl RLVEPGSPAEKAGLLAGDRLVEVNGENVE 46
di phor - PDZ1_r at - NYGFFLRI EKDT- - - - - - - - - - DG- - - HLVRVI EEGSPAEKAGLLDGDRVLRI KRVFVD 46
psd95- PDZ1_nouse SGLGFSI AGGTDNPHI G- - - - - - DDPSI FI TKI | PGGAAAQDGRLRVNDSI LFVNEVDVR 54
af adi n_rat - GVALSI VAAKGAGR ------- DKLG YVKSVVKGGAADVDGRLAAGDQLLSVDGRSLY 51
Shank3- PDZ_npbuse KVGHKQVVGL] RQGGNRLVMKWWSVT- - - - 86
Shank3- PDZ_r at KVGHKQWWGL| RQGGNRLVVKWSV- - - - - 85
Shank2- PDZ_r at KVGHRQVWNM RQGGNHLVLKWTVT- - - - 86

Shank1- PDZ_r at KVGHRQVVNM RQGGNTLMVKVWMWTRHPD 90

nher f - PDZ1_human KETHQQVVSRI RAALNAVRLLVVDPE- - - - 72
di phor - PDZ1_r at KEEHAQVVDLVRKSGNSVTLLVLDGD- - -- 72
psd95- PDZ1_nouse EVTHSAAVEALKEAGSI VRLYVMRRK- - - - 80

af adi n_r at GLSQERAAELMIRTSSWTLEVAKQG- - -- 77

*

Abb. 38: Vergleich verschiedener PDZ-Doménen auf Sequenzebene. Aminoséuren, welche nach (... 1998) mit dem C-
terminalen Peptid interagieren, sind hervorgehoben.

5.1 Shank2

Zur Untersuchung der Lokalisation von Shank2 wurde eine Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. E. Kim von der Pusan National University of Korea initiiert.
Unveroffentlichte Daten dieser Arbeitsgruppe deuten auf eine Interaktion von Shank2 mit dem
Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR) hin. Der C-Terminus dieses Proteins (D-T-R-
L-cooH) ist dem C-Terminus des Na'/Phosphatkotransporters NaPi-lla (A-T-R-L-COOH) sehr
ahnlich. Die Arbeitsgruppe von Kim hat zahlreiche Antikérper gegen verschiedene Isoformen von
Shank hergestellt. In Vorversuchen hat der Antikdrper 3858 gegen die SH3- und PDZ-Doméane
von Shank2 ein eindeutig positives Signal in Western-Blots und Immunhistochemie gezeigt.
Durch eine grindliche Untersuchung des Antikorpers auf Gefrier- bzw. Paraffinschnitten von
tierischem Gewebe konnte das entsprechende Signal in der Burstensaummembran von Zellen

des proximalen Tubulus der Maus und der Ratte identifiziert werden.
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Nach den Western-Blots von Maus und Ratte sind zahlreiche Splei3formen von Shank2 in der
Niere exprimiert. Die Banden bei hohem Molekulargewicht (>120kD) entsprechen etwa der Grol3e
von Shank2 im Gehirn. Ob die besonders intensiven Banden (62kD bei der Maus bzw. 110kD bei
der Ratte) einzelnen Spleil¥formen zugeordnet werden kdnnen, oder ob diese durch Degradation

des Proteins entstehen, ist nicht unterscheidbar.

Durch eine Kofarbung von Maus- und Rattennierenschnitten wurde gezeigt, daf3 NaPi-lla und
Shank2 in den selben Tubulusabschnitten exprimiert sind. In weiterfihrenden Experimenten
konnte Shank2 zusétzlich in den Canaliculi der Leber, sowie im luminalen Bereich der
Gallengénge detektiert werden. Obwohl durch die Kolokalisation von NaPi-lla mit Shank2 in der
Niere noch kein Beweis fir eine direkte Interaktion der beiden Proteine geliefert wird, sprechen
alle bisherigen experimentellen Resultate fur einen funktionellen Zusammenhang zwischen
Shank2 und NaPi-lla. Es ist jedoch unwahrscheinlich, daf3 Shank2 ausschlieBlich mit NaPi-lla
interagiert. Da die C-terminalen Motive verschiedener Membranproteine in der Niere sehr ahnlich
sind (CFTR, b- adrenerger Rezeptor, NaPi-lla) und Shank2 nicht ausschlief3lich in den proximalen
Tubuli lokalisiert ist, hat Shank2 mdglicherweise eine allgemeinere Funktion in Epithelzellen.
Hiertuber kann im Moment nur spekuliert werden, da noch keine Daten Uber Shank2 in der Niere
publiziert wurden. Die Untersuchungen der anderen Isoformen von Shank kénnen jedoch wichtige
Hinweise auf die Funktion von Shank2 liefern.

5.2 Shank3b/C160

Um die biologische Funktion von Shank3b/C160 einzugrenzen, wurden zunachst weitere
immunhistochemische Experimente durchgefiihrt. In Herz und Leber ist Shank3b/C160 wie in der
Niere hauptsachlich in dendritischen Zellen lokalisiert. Im Thymus einer jungen Ratte sind die
Lymphocyten des Marks angeférbt - Lymphocyten in der Rinde sind negativ. Fir eine Funktion
von Shank3b/C160 in Immunzellen kommen vor allem zwei wichtige Bereiche in Frage: i) Die
Migration ii) Funktionen in der Immunantwort (z. B. Exo- bzw. Endocytose von Signalstoffen oder

Rezeptoren).

Dendritische Zellen und Lymphocyten migrieren in vivo und in dreidimensionaler Gewebekultur.
Die Migrationsrichtung wird von Cytokinen gelenkt, welche Uber Rezeptoren an der
Plasmamembran der Zellen wirken. Die Migration selbst erfordert eine radikale, regulierte
Umordnung des Cytoskeletts, eine ausgeprégte Polarisierung der Zelle und effektive
Sortierungsmechanismen, welche die durch die Migration bewegten Rezeptoren zu ihrem
Ausgangsort zurlickbringen. Die Transfektion von Shank3b/C160 in OK-Zellen induziert die

Bildung von Wachstumskegeln. Dieser Prozel3 erfordert auch eine regulierte Umordnung des
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Cytoskeletts. Jedoch konnte in verschiedenen Vorversuchen kein Hinweis auf eine Beteiligung
von Shank3b/C160 in der Migration gefunden werden. Diese Vorversuche basieren jedoch auf
Experimenten in Gewebekultur, in welchen zahlreiche extrazellulare Stimuli fehlen. Die exklusive
Expression von Shank3b/C160 in Lymphocyten des Thymusmarks gibt jedoch einen Hinweis auf
die Abhangigkeit der Expression vom Differenzierungszustand. Zellen, welche fir CD83 (Marker
fur aktivierte dendritische Zellen nach der Aufnahme eines Antigens aber vor dem Kontakt mit T-
Zellen) positiv sind, exprimieren geringe Mengen von Shank3b/C160. Die Subpopulation von
Zellen, welche negativ fir CD83, aber positiv fir Shank3b/C160 sind, zeigt eine starkere Farbung
fur Shank3b/C160, mdglicherweise an der Plasmamembran angereichert. Welche Stimuli hierfir
eine Rolle spielen und welche Funktion Shank3b/C160 hierbei spielt, ist noch unklar. Es ist
beispielsweise mdglich, daR Shank3b/C160 eine Rolle in der Reorganisation von
membrangebundenen Rezeptoren wahrend der Differenzierung dieser Zellen spielt. Auch eine
Rolle in der Sekretion von Cytokinen oder anderen Botenstoffen ist denkbar. Auch wenn es sich
hierbei um Spekulationen handelt, sind mogliche Parallelen zu Sortiermechanismen des
Na'/Phosphatkotransporters NaPi-lla vorhanden.

5.3 Shank1l

Die Isoform Shankl wurde vor allem in Neuronen untersucht (Naisbitt et al 1999, Tu et al 1999,
Boeckers, 1999, Zitzer, 1999). Hier bildet dieses Protein, mdglicherweise zusammen mit Shank3
(Tu et al 1999), ein Gerust fur Synapsen. Die PDZ-Doméane von Shankl interagiert dort indirekt
Uber die Adapterproteine GKAP und PSD95 mit NMDA-Rezeptoren (Naisbitt 1999). Uber eine
prolinreiche Erkennungssequenz wird Shank durch eine Interaktion mit Cortactin an dem
Aktincytoskelett verankert (Naisbitt 1999). Cortactin ist ein F-Aktin bindendes Protein, welches
von der Kinase Src phosphoryliert wird (Wu 1993). Es wird mit der Reorganisation des
Cytoskeletts, hervorgerufen durch verschiedene zellulare Stimuli, in Verbindung gebracht und ist
auch in dem Birstensaum von proximalen Tubuluszellen exprimiert. Die SAM-Doméne fuhrt
moglicherweise zur Dimerisierung von Shank. Uber mogliche Interaktionspartner der SH3-
Doméane und der Ankyrin-repeats ist noch nichts bekannt. Es ist jedoch mdglich, dal diese
Domanen des Proteins mit intramolekularen Bindungsstellen interagieren.

In einem heterologen Zellsystem konnte in einem anderen Fall eine funktionelle Verbindung
zwischen regulativen Signalen und der Interaktion mit Shank nachgewiesen werden. Durch die
Bindung von Somatostatin an den Somatostatinrezeptor SSTR2 wird dieser aktiviert. Gleichzeitig
ist eine Verschiebung von Shankl aus dem Cytosol zur Plasmamembran zu beobachten (Zitzer,
1999). Mdoglicherweise steht dieser Effekt mit der folgenden endocytotischen Deaktivierung des

Rezeptors in Zusammenhang. Obwohl dies eine Studie in einem heterologen Zellsystem ist und
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der Somatostatinrezeptor im Gegensatz zu dem Na'/Phosphatkotransporter NaPi-lla nach der
Deaktivierung zum grofRten Teil reaktiviert wird (Koenig, 1998), sind in diesem Fall deutliche

Parallelen zur Regulation von dem Na'/Phosphat Kotransporter NaPi-lla vorhanden.
5.4 Bewertung der Informationen zur Proteinfamilie Shank

Durch eine grof3e Zahl verschiedener Isoformen, welche durch alternatives Splei3en weiter erhéht
wird, sind die momentanen Publikationen und den préasentierten Ergebnisse sehr vorsichtig zu
bewerten. Kreuzreaktivitdten zwischen Antikdrpern gegen einzelne Isoformen sind vermutlich die
groRte Fehlerquelle in solchen Experimenten. Im Falle des Antikdrpers 2426 gegen
Shank3b/C160 ist durch die Wahl eines kurzen Peptidmotivs, welches in den anderen Isoformen
nicht vorkommt, eine hohe Subtypspezifitdt sichergestellt. Die Kontrollen in der
Immunhistochemie und im Westernblot dokumentieren die Spezifitat dieses Antikorpers. Es ist
jedoch moglich, daR eine alternative Shank3-Variante dieses Motiv nicht besitzt und folglich nicht
detektiert werden kann. Eine solche Variante kann prinzipiell auch in anderen Zelltypen der Niere,
wie beispielsweise in Epithelzellen, vorkommen. Im Falle des Antikérper 3858 gegen Shank2
mussen die Ergebnisse dieser Untersuchungen sorgféltig analysiert werden, um Fehlschlisse zu
vermeiden. Dieses Antiserum ist nicht gegen ein kurzes Peptidmotiv gerichtet, sondern erkennt
einen grof3en Bereich von Shank2: die SH3-Doméne, die PDZ-Doméne und wenige flankierende
Aminosauren. Da die Domanen zwischen den verschiedenen Isoformen sehr gut konserviert sind,
ist eine Kreuzreaktivitdt durchaus moglich. Prinzipiell sind in der Niere zwei Isoformen von Shank
exprimiert: Shank2 und Shank3. Eine Kreuzreaktivitit dieses Antikdrpers mit Shank3 ist jedoch
sehr unwahrscheinlich, da heterolog exprimiertes Shank3 der Ratte nicht erkannt wird (Lim,
1999). Ob dies auch fir Shank3 der Maus gilt, ist nicht bekannt. Dies koénnte auch die
Unterschiede im Bandenmuster von Shank2 der beiden Spezies erklaren. Die bereits
dokumentierte Kreuzreaktivitdt von 3858 mit Shankl (Lim 1999) sollte keine Rolle spielen, da

diese Isoform nicht in der Niere nachgewiesen wurde.
5.5 Die luminale Sortierung von Shank

Die Lokalisation von Shank in den verschiedenen Zelltypen entspricht jeweils einer luminalen
Sortierung. In den proximalen Nierentubuluszellen ist dies die Biurstensaummembran, in der
Leber die Canaliculi bzw. die luminale Membran der Gallengange. In Neuronen sind die
Sortiermechanismen, welche Proteine in die postsynaptische Membran beférdern, sehr ahnlich zu
denen, welche Proteine zur luminalen Membran von Epithelzellen transportieren. In Immunzellen
hangt die Polarisation der Zelle von der Bewegungsrichtung ab. Hier ist eine eindeutige

Bewertung der subzelluléaren Lokalisation von Shank aufgrund der immunhistochemischen Daten
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schwierig. Die Heterogenitat der Zellen in ihren verschiedenen Aktivierungszustanden laGt keine
klaren Aussagen zu. Moglicherweise ist Shank an den Sortierprozessen in der Zelle aktiv beteiligt.
Es sind bereits mehrere Beispiele bekannt, in denen PDZ-Doménen enthaltene Proteine als
Sortierungssignale fir Membranproteine fungieren.

5.6 Die Bedeutung von Shank fur die Sortierung und Regulation

von NaPi-lla

Ausgehend von den prasentierten Untersuchungen kann Shank als typisches Adapterprotein
bezeichnet werden. Es stellt eine Verbindung zwischen membrangebundenen Rezeptoren bzw.
Transportern und dem Cytoskelett, sowie regulatorischen Proteinen dar. Solch eine Verbindung
ist auch fur die korrekte Sortierung des Na'/Phosphat Kotransporters nétig — insbesondere in der

aktiven Umsortierung nach regulativen Stimuli.

Die molekulare Identifizierung von C160 hat die Verwandtschaft eines Interaktionspartners zur
Proteinfamilie Shank gezeigt. Diese Familie ist weit verbreitet und mdglicherweise in der
luminalen Sortierung von Membranproteinen involviert. Die Kolokalisation von Shank2 und NaPi-
lla wurde immunhistochemisch nachgewiesen, eine Uberlappung der Spezifitat verschiedener
PDZ-Domanen ist jedoch moglich. Ausserdem gibt es neben NaPi-lla eine Reihe von Proteinen,
welche in vitro und mdglicherweise auch in vivo mit Shank?2 interagieren. Fiur die hohe Spezifitat
der Regulation von NaPi-lla sind daher weitere molekulare Faktoren noétig, welche in diesem
Screen nicht identifiziert wurden. Das Minimalkriterium flr eine molekulare Interaktion der beiden
Proteine in vivo ist mit der Kolokalisation erfillt, die Regulation von NaPi-lla ist jedoch ein
dynamischer Prozess, in welchem einzelne Interaktionen geldst und neue gebildet werden.
Moglicherweise kann die Bindung von Shank an membrangebundene Proteine durch eine
intramolekulare Interaktion zwischen den Proteindomanen reguliert werden. Fir die aktive
selektive Endocytose ist solch eine regulierte Bindung nétig. Da die Proteinkinasen A und C in der
Regulation von NaPi-lla eine wichtige Rolle spielen, ist jedoch die Phosphorylierung von Proteinen
in diesem Prozess mit Sicherheit involviert. Es ist bereits bekannt, dafl3 die Phosphorylierung von
C-terminalen PDZ-Bindungsmotiven die Interaktion mit PDZ-Domanen regulieren kann (Adey
2000). Zur Identifizierung molekularer Interaktionspartner wurde das Two-Hybrid System
verwendet. Da dieses ein artifizielles System ist und nicht die reale Umgebung der
Interaktionspartner mit allen zusétzlichen Faktoren wie Kinasen und Effektoren wiederspiegelt,
kénnen nicht alle mdglichen Interaktionen identifiziert werden. Insbesondere die Interaktionen,

welche eine posttranslationale Modifikation der Bindungspartner erfordern, werden nicht erkannt.
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6 Zusammenfassung

Der Na'/Phosphat Kotransporter NaPi-lla spielt eine wichtige Rolle in der Phosphathoméostase
von Vertebraten. Inshesondere die stark polarisierte Sortierung des Proteins zur luminalen
Membran, als auch die Regulation des Proteins durch verschiedene Stimuli erfordert spezifische
Interaktionen mit Adapterproteinen. Ziel der Arbeit war die Identifizierung und molekulare
Charakterisierung eines Bindungspartners von NaPi-lla. Mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens
gelang es, die PDZ-Doméane des Proteins C160 aufgrund einer Wechselwirkung mit dem C-
Terminus des Na'/Phosphat Kotransportsystems NaPi-lla der Maus zu identifizieren. PDZ-
Doménen erkennen wunter anderem ein C-terminales Motiv mit der allgemeinen
Konsensussequenz S/T-X-V/L/I-cooH. Dieses Motiv ist auch in den C-terminalen Aminosauren
des Na'/Phosphat Kotransporters vorhanden (T-R-L-cooH). Die Interaktion dieser Doméne mit
dem NaPi-lla C-Terminus wurde in vitro durch einen “Blot-Overlay” mit aufgereinigten
Fusionsproteinen bestéatigt. Um weitere Untersuchungen durchfihren zu kénnen, wurde der
komplette Klon isoliert. Dieser umfa3t 4.3 kb und kodiert fir ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 77 kD. Zur immunhistochemischen Lokalisation von C160 wurden
Nierenzellkulturen (OK-Zellen) untersucht, welche C160 und NaPi-lla Uberexprimieren. Mit Hilfe
von zwei unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikdrpern konnten beide
Proteine in der Biurstensaummembran dieser Zellen kolokalisiert werden. C160 gehért zu der
Adapter-Proteinfamile Shank. Zwei Isoformen dieser Proteinfamilie wurden untersucht: Shank 2
und das im Lauf der Arbeit klonierte und in Shank3b umbenannte C160. Im intakten Organ ist
eine Wechselwirkung von Shank3b/C160 mit NaPi-lla unwahrscheinlich. Shank3b/C160 ist nach
immunhistochemischen Untersuchungen an Mausenierenschnitten in einem anderen Zelltyp als
NaPi-lla exprimiert. Shank3b/C160 wurde ausschlie3lich in dendritischen Zellen und Lymphocyten

detektiert, auch in Rattenniere, Rattenleber und Rattenthymus.

Da die Isoform Shank2 ein vielversprechender Kandidat fir eine physiologisch relevante
Interaktion mit NaPi-lla ist, wurde dieses Protein immunhistochemisch in der Mauseniere
lokalisiert. Hierdurch konnte klar gezeigt werden, daR Shank2 und NaPi-lla in der
Birstensaummembran von proximalen Tubuluszellen der Niere kolokalisiert sind. Durch Western-
Blots mit der Burstensaummembranfraktion der Mauseniere wurde dieser Befund bestatigt. Fur
eine funktionelle Einordnung von Shank2 in das komplexe Netzwerk von Interaktionen in der
Regulation von NaPi-lla sind jedoch zu wenig Informationen vorhanden. Eine Interaktion der
beiden Proteine ist sehr wahrscheinlich, obwohl sie in vivo noch nicht auf molekularer Ebene
bewiesen wurde. Beide Proteine werden jedoch zur luminalen Membran von proximalen

Tubuluszellen sortiert. Zur Beschreibung der dynamischen Vorgange in der spezifischen
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Regulation von NaPi-lla sind jedoch sicherlich weitere Interaktionspartner noétig, welche noch

identifiziert werden mussen.
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7 ANHANG

7.1 Konstruktion von Plasmiden

7.1.1 pCMLexA und pCZFLexA

Zur Konstruktion des Plasmids pCMLexA wurde der C-Terminus von NaPi-lla der Maus mit den
Primern M-EcoRI und M-Sall aus einer klonierten cDNA des Transporters aus der Mauseniere
mittels PCR amplifiziert. Analog erfolgte die Amplifizierung des entsprechenden Klons aus dem
Zebrafisch mit den Primern ZF-EcoRI und ZF-Sall zur Konstruktion des Plasmids pCZFLexA. Die
gebildeten DNA-Fragmente wurden mit den Endonukleasen EcoRI und Sall, welche von den
Primern in die kodierende Sequenz eingefligt wurden, geschnitten. Diese Fragmente konnten
hiernach gerichtet in den mit den entsprechenden Enzymen geschnittenen Vektor pBTM116
kloniert werden. Die Primer wurden so konzipiert, dal3 sie eine Klonierung in den offenen
Leserahmen von der DNA-bindenden LexA Domane erméglichen. Die Klone wurden durch PCR
aus Bakterienzellen auf erfolgreiche Ligation des Inserts untersucht. Die Sequenz wurde durch

nicht-radioaktive Sequenzierung bestatigt.

7.1.2 pCMGEX

Mit Hilfe der Primer M-BamHI und M-Sall wurde ein Fragment des Na'/Phosphat Kotransporters
der Maus mittels PCR amplifiziert, welches analog zu dem Plasmid flr den Two-Hybrid Screen
die letzten C-terminalen 72 Aminosauren umfaf3t. Im Gegensatz zu dem Fragment flr den Two-
Hybrid Screen besitzt dieses PCR-Produkt eine BamHI-Schnittstelle.Diese Schnittstelle wurde auf
den offenen Leserahmen des C-Terminus des Na'/Phosphat Kotransporters und des Glutathion-
S-Transferasegens auf dem bakteriellen Expressionsvektor pGEX-4T3 abgestimmt. Durch die
Klonierung dieses Fragments Uber die entsprechenden Restriktionsstellen fir BamHI und Sall

wurde der Expressionsvektor pPCMGEX zur Produktion von GST-NaPi-lla-[C-term] erhalten.
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7.1.3 pl60MBP

Zur Konstruktion von pCMGEX wurde der komplette Bereich von C160 mittels PCR amplifiziert,
welcher in dem Two-Hybrid Screen identifiziert wurde. Dieser Bereich umfaldt aul3er der PDZ-
Domaéne noch einen kleinen Teil einer SH3-Doméane. Zur Amplifizierung wurden die Primer 160a
und 160b verwendet, welche analog zu den Primers M-BamHI und M-Sall
Restriktionsschnittstellen fir BamHI bzw. Sall besitzen. Die Schnittstellen wurden auf den offenen
Leserahmen der PDZ-Doméane und des Gens fur das Maltose bindende Protein auf dem
bakteriellen Expressionsvektor pMal/Thrombin abgestimmt. Durch diese Klonierung wurde der
Vektor p160MBP zur Expression des Fusionsproteins MBP-C160-[PDZ] erhalten.

7.2 Sequenzierung von C160/Shank3b

7.3 Verwendete Oligonukleotide

7.3.1 Standardprimer

Name Sequenz T

M13 universal GTAAAACGACGGCCAGT 45.2
malE GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC 60.8
PGEX-4T3 up GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 67.9
PGEX-4T3 down | CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 64.6
VP16 GAGITTGAGCAGATGITTAC 41.1
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7.3.2 Klonierung von pCMLexA, pZFLexA, pCMGEX und p160MBP

Name Sequenz T

M-Sall CATGCGGTCGACT TAGAGACGGGTGGCATTGTGGT 76.6
M-EcoRlI ACAGAATTCCGAAGT CCCGGGCACCTC 69.0
M-BamHI | ACAGGATCCCGAAGT CCCGGGCACCTC 721
ZF-Sall CATGCGGTCGACTTATAAAGATGTTGCCTTCAGGATTTCGC 75.5
ZF-EcoR| | GTGACAGAATTCCACAAACCTCAATGGCTTCCTTCT 70.3
160a CGCGTGGATCCCCGAAT TCCCTCACCGT GAAGGGCCGA 85.5
160b CGGCCGCTCGAGT CGACCCT CATGGBGCTCTGCGCCGAGCA 89.4

7.3.3 Gewebeverteilung und Screening der Bibliothek

Name Sequenz T
MTC160nor GEGECCGAACAGECTGGT TCCCAGC 70.5
MTC160rev AACCTTCATGACCAGGECGGT TGCCACC 70.4
MTC-NaPi-7-nor | TACTGTGGTACCOGCT GCCCTGCACACG 71.9
MTC-NaPi-7-rev | TTCCAGGCAGTAGI CGGGEECCTGTAGCC 70.4
7.3.4 5-RACE

Name Sequenz T.
c160-5'-RACE GGGCTGATCTTGITGTGG 18.0
€160-5"-LIB-nestedll | CCTGCTGAGGEGECCGCTGATGTCATTC 71.2
c160-5-RACE-Pstl ATTCTGCAGITCACCATCCCTGTC 59.0
c160-ANKII GGTCGTCAATGCCCCTGCGTTCCG 70.4
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7.3.5 Konstruktion von pC160

Name Sequenz T
5'-full-EcoRl CGGAATTCTGGECTGTI GCGGGAGT GACACT 71.3
7.3.6 Degenerierte Suchprimer
Name Sequenz T
nor-160s GTGAAGGEGCCG A/ C AC A/ G GGCTGGIT T | ca.
cC 65.0
rev-160s CTTCATGAC C/ G AGGBCGGITGCCACC T T TG | ca.
70.5
7.3.7 Sequenzierung von pC160 und pC160-3’
Name Sequenz Tm
Sinnstrang:
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC 36.2
c160-full-I GCATTGACGACCCTCCTG 51.9
MTC 160 nor GGECCCGAACAGECTGGT TCCCACC 70.5
c160-5’ AGAACCACGCTGACCCTGC 58.3
c160full-1v CCCTGCCGCTGAACCC 54.3
cl160full-VI CCCAATTCCTGCCCTGT 50.1
c160-3'-II CCTGTGCAACCTTCTCC 58.8
Gegensinnstrang:
M13 nor GTAAAACGACGECCAGT 45.2
c160-3’ CTAAGGAATGEGECCEATGG 57.9
¢160 Seq-llI CCACCCATCCAGAACAGCC 54.9
€160 Seq-IvV GAGTCACCAAGCECGTGTC 52.5
c160 Seq-V CGAACTTGCTCCAGACGCTG 50.8
MTC 160-rev AACCT TCATGACCAGGECGGT TGCCACC 70.4
MTC 160 nor-inv | GCTGGEGAACCAGCCTGT TCGECCC 70.5
5'-RACE GCECTEATCTTGITGTGG 48.0
c160full-Irev GI'CCAAAGCGACAGECC 50.9
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7.4 Sequenzen

Die Sequenzen wurden mit dem Programm Translate (Expasy) Ubersetzt. Nichtkodierende

Sequenzen sind kursiv dargestellt.

7.4.1 Sequenz von Shank3b/C160 der Maus

Die komplette Sequenz von C160/Shank3b wurde mit Hilfe der “primer-walking”-Methode

erhalten. Beide Strange wurden sequenziert.

Sequenzierung des Sinnstrangs

Der 5'-Bereich des Plasmids pC160-3’ wurde mit den Primern M13-rev, MTC 160 nor und ¢160-5’
sequenziert. Im 3'-Bereich dieses Plasmids wurde der Primer c160-3'-1l verwendet. Die fehlenden
Bereiche wurden auf dem Plasmid pC160 sequenziert. Hierzu wurden die Primer M13rev,
c160full-1, c160full-1l, c160-hairpin, c160full-1V und c160full-1V verwendet. Die Sequenzierung mit
dem Primer c160full-ll gelang nur nach Zugabe von 5% DMSO, da die Sequenz in diesem
Bereich sehr GC-reich ist und zuséatzlich ein groRes Palindrom aufweist. Solche Sequenzen
neigen dazu, Haarnadelstrukturen zu bilden, welche die Sequenzierung erschweren. Auf dem
Sinnstrang ist die Sequenz deshalb auf einem Bereich von ca. 50bp nicht eindeutig. Die Sequenz
auf dem Gegenstrang ist jedoch eindeutig und von hoher Qualitat. Die fraglichen Sequenzen
befinden sich jedoch im nichttranslatierten Bereich des Klons.

Sequenzierung des Gegenstrangs

Das Plasmid pC160-3" wurde mit den Primern M13 nor, c160-3' ¢160 Seq-lll ¢160 Seqg-IV und
MTC 160-rev sequenziert. Die fehlenden Bereiche wurden auf dem Plasmid pC160 mit den
Primern ¢160 Seg-V, MTC 160 nor-inv, 5’-RACE, und c160full-Irev ermittelt.
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C160/Shank3b

t ggct gt gcgggagt gacact gt gggcaggagggaggcaagcagceccgaggt ggt ageca
WL CGS DTV GRIREASSZPRW- P
Cctcttgct cacat gggect gt gt ggt agt cttctccccaccttttctttat ct gagcag
P L A HMGLU CGS SULULUPTUFSUL S E Q
Tt ccgat acaagcggagagt t t at gcccagaacct cat agat gacaagcagt tt gcaaag
FRY KR RRVY A QNL I D D K Q F A K
Ct acacacaaaggcaaacct gaagaagt t cat ggact at gt ccagct acacagcacagat
L HT K ANULI K KFMDY V QL HSTD
Aaggt ggcccgcect gct ggacaaggggct ggaccccaat t t ccat gaccct gact cagga
KV AARL L DK GLDUWPNUFMHUDUPD S G
Gagt gccct ct gagectt gcggcacagt t ggacaacgccact gacct cct gaaggttctc
E CPL S L AAQL DNATUDIULL K VL
Cgcaacggcggt gct cat ct ggact t ccggacccgagat gggct gacagccgt ccact gt
R NG GAHULDUVFRTIRUDGLTAVMHTC
Gct acccgeccagcggaacgcaggggceat t gacgaccct get ggacct gggggcet t cgect
AT R QRNAGALTTULULIDUL GAS P
Gact acaaggacagccgcggcct gacgcccct gt accat agt gccct agggggcggggat
DY KD SRGLTWPLYHSA AL GGGTD
Gcectct gtt gcgaget get t ct ccat gat cat gcacagct ggggaccact gat gagaat
A L CCELULULHIDMHAQLGTTDEN
Gyt t ggcaagagat ccat caggcct gt cgct t t ggacacgt gcagcacct ggagcacct t
G W Q E | H Q ACRUFGHV QHL E H L
Tt gt t ct at ggggccaacat gggt gct cagaat gcct cgggaaacacagccct gcacat ¢
L FY GANMGAQONASGNT AL HI
Tgt gccct ct acaaccaggagagct gcgecgegegt cct get ttt ccgt ggt gccaacaag
C ALY N QEJ ST CARVYVULILFRUGANHK
Gacgt ccgcaat t acaacagccagacagcct t ccaggt ggccat t att gcagggaact t t

D VRNYNSOQTAFQV A I I A G N F
Gagct t gccgaggt aat caagacccacaaagact ccgat gt cgt accat t cagggaaacc
E L A E V I K T HK D SDVVPFIRET

Cccagct at gcaaagcgacggcgt ct ggct ggcccgagt ggect ggcat ccccacggcecce
P SYAKIRWRRLAGPSGLASUZPRYP
Tt acagcgct cagccagt gat at caacct gaaaggt gat cagcccgcagct t ct ccaggg
L Q RS A S D I N L K G D QPAASP G
Cccact ct ccgaagcct ccct cat caact ctt gct ccagaggcet t caggaggagaaagac
P TLRSLUPHO OQLTULTLG ORLTIO QETETZKSTD

Cgt gacagggat ggt gaact ggagaat gacat cagcggcccct cagcaggcaggggt ggc
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R DRDGELENUDI S GP S AGRGG
Cacaacaagat cagccccagt gggcccggeggat ccggecccgegeccggecccggeccg
HNKI S P SGPGGSGPAPGZPGFP
Gcgt ct cccgegecceccgegecgecgecccggggeccgaagecggaaact tt acagt gec
AS P A PPAPWPWPIRGPIKRIKILY S A
& ccccggecgeaagt t cat cget gt gaaggcgcacagceccgcagggcgagggcgagat ¢

vV P GR KFI AV KAMHSUP Q GE G E I
Ccgct gcaccgecggcgaggecgt gaaggt gct cageat t ggggagggeggt tt ct gggag
P L HRGEA AV KVLSI GEGGTFWE

Ggaaccgt gaagggccgaacaggct ggt t cccagct gact gt gt ggaagaagt gcagat g
G TV KGRTGWFUPADT CVEIEV QWM
Cgacagt at gacacccggcat gaaaccagagaggaccggacgaagcgt ct ctt ccgccac
R Q Y DTRMHETREIDIRTIKIRL F R H
Tacact gt gggt t cct at gacagcct cact t cacacagcgat t at gt cat cgat gat aag
Y T v G S Y D SLTSHS DY VI D D K
G ggct at cct gcagaaaagggaccat gaggggttt ggct tt gt t ct ccggggagccaaa
v A | L Q K R DHEGFGFVL RGAZK
Gcagagacccccat t gaggagtt t acacccacacct gecctt ccct gcact ccaat acct t
A E T P I E E F T PTWPAFPAL QY L
Gagt ct gt agat gt ggaaggt gt ggcct ggagggcet ggact t cgaact ggggact t cctc
E S v DbDVEG GVAWRAGLIRTGUDF L
At t gaggt gaacggagt gaat gt cgt gaaggt t ggacacaagcaagt ggt gggt ct cat ¢
| E V NGVNV YV KV GHIKQV YV G L I
Cgt cagggt ggcaaccgcct ggt cat gaaggt t gt gt ct gt gaccaggaaacccgaggag
R Q GGNRLV MKV V SV TRIKPEE
Gat ggt gct cggcgcagagccccaccacccccaaagagggct cccagcaccacgct gacc
D GARRRAPZPPPIKIRAPSTTL T
Ct gcggt ccaagt ccat gacggct gagct cgaggaact t gagaagt t ggat gagat cct g

L RS K SMTAIEULEEL E KL D E I L
Gcagt t gccgcggagcecgacact gaggccggacat t gcagat gct gact cgagggeggec
AV A A EPTULIRWPUIDI A DADSIRAA
Act gt caagcagcggcccaccagccggaggat cacccct gct gagat cagctcattgttt
T VKQRWPTSRRI TPATEI S S L F
Gagcgccagggcct cccaggcccagagaagcet gccgggcet ct ct gcggaaggggattcca
ERQGL P GWPEIKLUPGSUL RK G I P

Cggaccaaat ct gt aggct ct t cagcagcct cggt gagct gagcaccat ct cagcgcagce
R T K SV GS S AASV S -
Gcagcccggggggeccgggcggaggggect cct act cggt gcggecccagcggecggt ace
Ccgt ggcgagacgagccccgagcccagt gaaacccgcat cgct ggagecgggt ggaggggce
Tgggggcgggegt gggaggecgecggggeggecct t cggect cacgect cccaccat cctca
Agt cgt ccagcct ct ccat cccgcacgaacccaaggaagt gcget t cgt ggt gcgaagt g
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Tgagt gcgcgcagecget cccect caccat ct ccget gecct cgecttct ccecggetcet g
Gceccagt gccggeccgegt cggecat t t caacagaagcccct gcagcet ct ggagcaagt
Tcgat gt gggcgact ggct ggagagcat ccact t aggcgagcaccgagaccgct t cgagg
Accat gagat cgaaggcgcacacct gcct gcgct caccaaggaagact t cgt ggagct gg
Gcgt cacacgegt t ggccaccgceat gaacat cgagcgt gcget caggcagcet ggat ggca
Gect gacgecccact cecctct cet gt t cct get gcgecct gccggcagggcccccacccct
Act ccaggccgcaggct cggcet cgeecccct accacggcgecccgggcecaggaat gt t geat
Gaatcgtcctgtttgetgttgettggagacttgecctgtacattgettagtgecctcccce
Tgccgcet gaaccccacccagcacacagt aagggcgcggaccgggggggct gggt ggaagg
Gggt gggggcagggt get ct ggect gaccact t cct ccat aget cct ggt ggeccattctt
Ccagagggggaacct agt ccagcat gcgaggt caggacacgcct t ggt gact cgggggga
Ggggggagacat t ggggt t ct cgat aggggccaaggagecccctgttttacatattttaa
Tccact ct at at t t ggaaagagaaaaggaacaaat at ct ct gt ccgt aat agtt cccgcc
Ctcttcccctctagtcctctcget ggt cccgecacaget gcccagt cttccat ct ct gge
Ccct cact gccaccccat acagggcaggggacact ccagcet ggect ggggt t agccaggg
Tcct ggcagecccaccct ggggaccccggcet cagecccccctt cecct cget gaget at agt a
Tgccccacccaccct tt aggt gct gect cagggggacgggt ggcaggcat t gect get ggg
Cact agcagggccaggt ggcct gggaaat t at t gccct gggget gggecccggt aaccca
Aaccccagccat cat ctt cacagggt ct ct cccacaggaggggt ct aacctttcccactt
Ctt gggcaact acagcagagaagcct ccct gcct cgcaccccaaagact ccccaatt cct
Gcect gt gt gt gt gt gt gcgecacat aat gt gt gt gcacgcct gt gt gct t gt gaaaact
Gggt gt ggct gagcgceat gggt gecect gt gt gt gt t gact gt gcagt ggt ccccagggg
Ct gt t ct ggat gggt gggaggt ggcggcagaagct t gcacagggt gcat gcat gggt gt g
Tgcccgggaaggggcecct gt cct gct ggt gggt cct get gt t ct ct cagect gt cecectc
Ct ccccaaacct cacccagcet t aagcagggat t ctt cgt gaat ccttt cagct t cgggag
Gcet caagggct cccecccgecaggceagt accect t cgggcet t ct aagggaat t gt ggggac
Cact aaaat caggccacaacagccct t ggagagaggcaaagact cct gagggt cccct gg
Cccccttact gt gact cct cacact cagcaat gacct gt ggggt ggggggecct ggggca
Tttttaaacat cgggtttggagt ct ggact aagct ccat ccacgt cact cacaagtttct
Qttctatttctagctttttttaat aaaaaat aaat aaat aaat aaat at at aaat aaat
At at at at at at aaaagacagaaaacaggt gtttt cat ggcccaggggctt ggcacgecg
QG ct gt gcccacct gccccaccct ggeccat cggecccat t cct t agacacagagt caca
Cccact aaccct ct caccaacagagcaggt cacacacacagcagcagt cact gt aacaga
Ctgccacat acacagt ct cacatttacctgtgggtttttggttctgttcaatttgggttt
Tt aact tt acagggt cagttccgcttctcccccececccectttt gt at ggagttccatctg
Gggggct tt caaccccct get ccagt cct gaggect cct gaccct gacgt t gt gat acac
Cccacagagatctatgtttcttatattattattattaataataattattataatattatg
Taat aaat t t at aagaaat ga

89

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4701



7.4.2 Vorgeschlagene Sequenz fur Shank3b/C160 aus dem Menschen

Durch Homologiesuchen mit dem Programm BLAST (Washington University) wurden zwei
Cosmidklone vom menschlichen Chromosom 22 (Abschnitt q13) identifiziert, in welchen die
genomische Sequenz von Shank3b/C160 enthalten ist. Fir die ersten 100 bp und einen kleinen,
internen Bereich konnte keine homologe Sequenz gefunden werden. Die Exons des Gens wurden
mit Hilfe der Sequenz zu Shank3b der Maus identifiziert und zu einer partiellen Sequenz
zusammengefiigt. Bezogen auf den Klon n66c4 befindet sich die kodierende Sequenz von
Shank3b/C160 auf dem Gegenstrang — bezogen auf den Klon n85a3 auf dem Sinnstrang.

Klon n66c4 (AC000050):

...accttttctttatctgagcagtttcgatacaagcggcgagttt at

T F S L S E QF RY KRIRVY

gcccagaacct cat cgat gat aagcagt t t gcaaagct t cacacaaaggcgaacct gaag
A Q NL I DDKQFAKULMHTIKANIL K
aagtt cat ggact acgt ccagct gcat agcacggacaaggt ggcacgcct gt t ggacaag
K FMDYV QL HSTDI KV ARILL DK
gggct ggaccccaact t ccat gaccct gact caggagagt gccccct gagect cgcagec
G L DPNUJFMHUDWPWDSGET CWPL S L A A
cagct ggacaacgccacggacct gct aaaggt gct gaagaat ggt ggt gcccacct ggac
QL DNATWDULULI KV L KNGS GAMHTL D
ttccgcact cgcgat gggcet cact gccgt gcact gt gccacacgccagcggaat gcggca
FRTRUDU GLTAVHZ CATI R QRNAMA
gcact gacggt cagt ccgaccct gct ggacct gggggcet t cacct gact acaaggacagc
A L TV S P TWLULDLGASUPUIDY K D S
cgcggct t gacacccct ct accacagcgcecct ggggggt ggggat gecct ct get gt gag
R G L T PL Y HSA AL GGG GUDA ALCTZCE
ctgcttctccacgaccacgct cagct ggggat caccgacgagaat ggct ggcaggagat ¢
L L L HDHAOQLGI TDIENGMWQEI
caccaggcct gccget tt gggcacgt gcagcat ct ggagcacct get gt t ct at ggggca
HQ ACRUFGHV QHLEMHILLFY GA
gacat gggggcccagaacgcct cggggaacacagccct gcacat ct gt gccct ct acaac
DMGAQNASUGNTALMHI CAL YN
caggagagct gt gct cgt gt cct gct ct t ccgt ggaget aacagggat gt ccgcaact ac
Q ESCARVYVYLLFRGANIRDVIRNY
aacagccagacagcct t ccaggt ggccat cat cgcagggaact t t gagct t gcagaggt t
NS QT AF QVAI I A GNZFEL A E V
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at caagacccacaaagact cggat gtt gt accat t cagggaaacccccagct at gcgaag
| K T HKDSDVVPFRETWPSY A K
cggcggcegact ggct ggccccagt gget t ggcat cccct cggect ct gcageget cagec
R RRL A GPSGLASUPRWPLQRSA
agcgat at caacct gaagggggaggcacagccagcagctt ct cct ggaccct cget gaga
S D | N L K GEAQPAASUZPGZPSULR
agcct cccccaccagcet get gct ccagcggcet gcaagaggagaaagat cgt gaccgggat
S LPHOQLILTLUG ORLTG OETETZKDT RTDTR RTD
gccgaccaggagagcaacat cagt ggccctt t agcaggcagggccggccaaagcaagat ¢

A DQESNI S GPL AGRAGA QS K I
Ag. .. ... agcgg
R
aaact ttacagcgccgt ccccggeccgcaagtt cat cgeccgt gaaggcgcacagcccgeag
K LY SAVZPGRIKIZFI AV KAHSUPDAOQ
ggt gaaggcgagat cccgct gcaccgcggcgaggcecgt gaaggt gct cagcat t ggggag
GEGEI PLHRGEAVIKVL S I GE

ggcggt t t ct gggagggaaccgt gaaaggccgcacgggct ggtt cccggecgact gegt g
G GF WEGTVIKGRTGWFUPADTCV

gaggaagt gcagat gaggcagcat gacacacggcct gaaacgcgggaggaccggacgaag
E EV QMROQHUDTRWPETREDRT K
cggctctttcggecact acacagt gggcet cct acgacagcect cacct cacacagcgatt at
R L FRHY TV GSY DSL TS HSDY
gt cat t gat gacaaagt ggct gt cct gcagaaacgggaccacgagggctttggttttgtg
AVAR D DKV AVL QK RDHEGTFGF V
ct ccggggagccaaagcagagacccccat cgaggagt t cacgcccacgccagcecttcccg
L R G A KAET P I E E F T P TP A F P
gcgct gecagt at ct cgagt cggt ggacgt ggagggt gt ggcct ggagggccgggct gcge
AL QY L ESVDVEGVAWRAGULR
Acgggagact t cct cat cgagg
T G D F L 1 E

Kl on n85a3 ( ACO00036)

t gaacggggt gaacgt ggt gaaggt cggacacaagcag
V NGV NV V KV GHK Q
gt ggt ggct ct gat t cgccagggt ggcaaccgcct cgt cat gaaggtt gt gt ct gt gaca
vV VvV A L I R Q GGNRLV MKV YV S VT
aggaagccagaagaggacggggct cggcgcagageccccaccgcecccccaagagggcecccce
R K P EEDGARWRIRAPUZPPZPIKIRAWP
agcaccacact gaccct gcgct ccaagt ccat gacagct gagct cgaggaact t gagaag
S T T L TULRSKSMTAETULEEIL E K
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ct ggacgagat gct ggcagccgccgcagagccaacgct gcggccagacat cgcagacgca

L DE ML A A A AEPTULRUPDI A DA
gact ccagagccgccaccgt caaacagaggcccaccagt cggaggat cacacccgcecgag
DS RAATVI K QRPTSRRI TPAE

attagct cattgtttgaacgccagggcct cccaggcccagagaagcet gccgggcetccttg
I S S L FERQGLUPGWPEIKLUP G S L
cggaaggggat t ccacggaccaagt ct gt aggct ct t cagcagcct cggt gaget gagct
R K GI P RTIKSVGSSAASV S -
ccatttcagcgcagcgcagccccgggggcccgggcggeggggcect cgt act cggt gagge
ccagt ggccgct accccgt ggcgagacgcgecccgageccggt gaageccgegt cget gg
agcggot ggagggget gggggcgggcgeggggggcgeagggeggccct t cggect cacge
cccccaccat cct caagt cgt ccagect ct ccat cccgcacgagcccaaggaggt gegcet
t cgt ggt gcgcagegt gagcgecgegeagt cget ccccct cgeegt cgecget gecct cge
ccgegt ccggeecccggecccggegeccccggeccacgecgacccet t ccagcagaagecgce
t gcagct ct ggagcaagt t cgacgt gggcgact ggct ggagagcat ccacct aggcgagce
accgcgaccgct t cgaggaccat gagat agaaggcgcgcacct acccgecgcet t accaagg
acgact t cgt ggagct gggcgt cacgcgegt gggccaccgcat gaacat cgagcgcegcgce
t caggcagct ggacggcagct gacgccccacccccact cccgeecccggecgt gecect gee
ggcagggccccccacccccaccccgggccgegggct cggect geccectt acgacggegec
cgggccaggaat gt t gcat gaat cgt cct gt tt gct gt t gct cggagact cgccct gt ac
attgcttagt gccct caccggccgeccagcccacccagcgcacagt caggaagggegt gg

accagggaggct ggggcgggaggt gccgggggt ggggt gecct agegt gaccacct cct't
cgcagct cct ggt ggccat t ct cccagagggggaacct agt ccagcat gcgaggt cagga

cccgect t ggt gact cggggggaggggggagacat t gggat t ct cgat gggggccaagga
gcccccctgttttgeatattttaatccactctatatttggaacgagaaaaggaacaaat a
tctctgtccgtaatagtttcctctceccctcecttctacttccact ggt cccact gcaget
gcccagt cttccat ct ccggeccct cact gccact gccaccccacaacggggcaggggac
gct ccagcet ggt ct ggggt t ggccagggecct agt ggcccgecct ggggecccagcet cgg
cccctcgect cget gaget ct agt gt gccccaccgaccct t caggt get get cgt ggt gg
gaggggcggcaggccgegggt cct get gt gcacccgcgggaccagccggcect gggagacce
at cggccgggggggat gagggcagggcecct gccget ccaccgecagecat cttcct cacag
ggt ct ct ccccaaggagggggct aget t ggt ccccat get ct t gggcaact acagcagag
aagcct ccct gecct t ggaccccaaagt ct cct gt cct gecect tt at gt gt gt gggt gaaa
ct gggt gcgt ct gagcacgt gggagecgt gt gt gt gcct gat t act gagt ggccaccagg
ggccgct ct ggact agcgcggggcecgt ggaggegt gcaccgt gt gcat gcgt ggggt gt a
cct gt gagagcaccct gt ct cct ct t ccaaagaaagt cagaggccat cct gcaccct ggg
tccagct gttt gcccagect gt cctt ccagagect cacccagcect gagcggggttccctg
gt gaat ccct gct get t ggggaggecccaagggeccct t ggaggcagegeccccaccttg
ggctt ct gagggcat cat agggggacccct agagt cagtt caccacaggccct ggggaga
gt caaagacccccgagggt gcccagecccccacact gt gact cct cacact cagcgat ga
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cct gt ggogt ggggggecct gggacgt tttt aaacct agggt tt ggagt ct ggact aagce
tccatccacgtcact cacaagtttctgtttatatttctagectttttttaat aaaat aaaa

aaaaaaagaaaacagaagttttcacaacccaggggcct ggcacgccggt ct gt gcct gcc
cgccccgecct ggecccaccggecccact ccct gggcacagagt cacacccact cat cett
ccgccaacagt ccaggt cacacagcagcagt cact gt aacagact gccacat acacact ¢
ggt ct cacact cacctgt gggttttggttccgttcaatttgggtttttaactttacaggg
tcagttccgcttcacctccttttgtatggagttccat ccggggggtttcaccccctgetc
cagt cct gaggcct cct gaccct gacgt t gt gat acgccccacagagatctatgtttctt
atattattattattgataataattattataatattattatgtaataaatttataagaaat
gaa
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Vergleich mit der Sequenz der Maus

hc160
c1l60

hc160
c1l60

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c160

hc160
c1l60

hc160
c160

- - - - XXXXXTFSLSEQFRYKRRVYAQNL | DDKQFAKL HTKANL KKFMDYVQLHSTDKVAR 56
MGLCGSLLPTFSLSEQFRYKRRVYAQNL | DDKQFAKLHTKANLKKFMDYVQLHSTDKVAR 60

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhhhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkk*k*x*%

L L DKGL DPNFHDPDSGECPL SL AAQL DNATDL L KVL KNGGAHL DFRTRDGL TAVHCATRQ 116
L L DKGL DPNFHDPDSGECPL SL AAQL DNATDL L KVL RNGGAHL DFRTRDGL TAVHCATRQ 120

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhk,k: khkkkkkkkkkkkkkkkkkk*k*k*x*%x

RNAAAL TVSPTL L DL GASPDYKDSRGL TPL YHSAL GGGDAL CCEL L LHDHAQLA TDENG 176
RNAGALTT- - - LLDLGASPDYKDSRGL TPL YHSAL GGGDAL CCELLLHDHAQLGTTDENG 177

**k*k *k*%k khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkkkkkkkkkkkk*x*x **k*k**%

WOEI HQACRFGHVQHL EHL L FY GADMGAQNASGNTAL HI CAL YNQESCARVLLFRGANRD 236
WQEI HQACRFGHVQHL EHL L FYGANMGAQNASGNTAL HI CAL YNQESCARVLLFRGANKD 237

khkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhhkhkkhkhhhkkhkhkkhkkhkkhkkhkhk: khkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkk*k*k*x*%x. %

VRNYNSQTAFQVAI | AGNFELAEVI KTHKDSDVVPFRETPSYAKRRRLAGPSGLASPRPL 296
VRNYNSQTAFQVAI | AGNFELAEVI KTHKDSDVVPFRETPSYAKRRRLAGPSGLASPRPL 297

khkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhhhkhkhhhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkk*k*k*x*%x

QRSASDI NLKGEAQPAASPGPSL RSLPHQL L L QRLQEEKDRDRDADQESNI SGPLAGRAG 356
QRSASDI NLK- GDQPAASPGPTLRSLPHQL LLQRLQEEKDRDRDGEL ENDI SGPSAGRGG 356

*kkkkkkkkk*k khkkhkkhkkhkkhkkhkk - khkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkk*k*k*x*x - * ~kkkk kkk %

QBKI XXX RKL YSAVPGRKFI AVKAHSPQGEGEI 405
HNKI SPSGPGGSGPAPGPGPASPAPPAPPPRGPKRKL YSAVPGRKFI AVKAHSPQGEGEI 416

. * % khkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkk*x

PLHRGEAVKVL S| GEGGFWEGT VKGRTGWFPADCVEEVQVRQHDTRPETREDRTKRLFRH 465
PLHRGEAVKVL S| GEGGFWEGT VKGRTGWFPADCVEEVQVRQYDTRHETREDRTKRLFRH 476

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkkkkkkkk: k% **kkkk*kk*k*k*k*k*x*%

YTVGSYDSLTSHSDYVI DDKVAVL QKRDHEGFGFVLRGAKAETPI EEFTPTPAFPALQYL 525
YTVGSYDSLTSHSDYVI DDKVAI LQKRDHEGFGFVLRGAKAETPI EEFTPTPAFPALQYL 536

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhk: khkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk*k*x*%x

ESVDVEGVAVWRAGL RTGDFLI EVNGVNVVKVGHKQVVAL I RQGGNRLVMKVVSVTRKPEE 585
ESVDVEGVAWRAGL RTGDFLI EVNGVNVVKVGHKQVVGLI RQGGNRLVMKVVSVTRKPEE 596

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkk,*x *kkkkkkkkkkkkkkkkk*k*k*x*%x

DGARRRAPPPPKRAPSTTL TL RSKSMTAEL EEL EKL DEM_AAAAEPTLRPDI ADADSRAA 645
DGARRRAPPPPKRAPSTTL TLRSKSMTAEL EEL EKL DEI LAVAAEPTLRPDI ADADSRAA 656

khkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkk,kk,k: %%k *kkkkkkkkkkkk*k*k*k*x*%x

TVKQRPTSRRI TPAEI SSLFERQGLPGPEKLPGSLRKG PRTKSVGSSAASVS 698
TVKQRPTSRRI TPAEI SSLFERQGLPGPEKLPGSLRKG PRTKSVGSSAASVYS 709

khkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhhhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkkkhkkkkkkkkkkkkkk*k*x*%
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7.4.3 Sequenz von NG22H

Dieser Klon zeigt eine deutliche Interaktion mit NaPi-lla im Two-Hybrid System. Zur Zeit der
Klonierung war jedoch noch keine Information zu diesem Klon verfligbar. Neue Datenbanksuchen
zeigen, dal} es sich bei diesem Protein um ein Homolog von NG22 handelt. Anhand der Sequenz
kdnnen jedoch keine Ruckschlisse auf die Funktion dieses Proteins geschlossen werden.
Madoglicherweise handelt es sich jedoch um ein Pseudogen (siehe Genbank Accession Nr.
AACB84166).

gagt acggt gggat cgat t ggat ccccgggt accgagcet caat t gcggecgcet cact ccg
EY GGI DWI P GYRAQLIRPLTP
acgt ct ccct ggt ggacccct caact cgccat gcagat at t t gaagat t acact gt at cc
T S PWWTWPQL AMOQI F EDY TV S
t ggt act ggat t at cat aggt ct ggt cat t gccat ggt gct gagt ct cct gt t cat cgt ¢
Wy wli]@ I I GL VI A MYV L SL L F I V
ctgct gcgat t cct gget ggeat t at ggt ct gggt gat gat t gt cat ggt gat cct ggt g
L L RFLAGI MV WVWMI VMV I L V
cttggct at ggcat ctt ccact gct acat ggagt act cgagact ccgt ggagaggcaggce
L Gy G6I] FHCYMEY SR RLIRGEASG
t ccgacgt ct ccct ggt ggaccct gagecggecgct agat agat agaagct cgaat t cact
s bv s L VDWPUERWPLIDWRS- KLEFT

Sequenzvergleich mit NG22

SWALL: QOY332 QY332 N&2 (human)
Length = 712

Score = 207 (77.9 bits), Expect = 1.2e-15, P = 1.2e-15
Identities = 39/76 (51%, Positives = 60/76 (78%

Query: 11 LAMQ FEDYTVSWYW I | GLVI AWLSLLFI VLLRFLAG MWW/M VMWI LVLGYA FHC 70
++++] FED+  SWYW ++ L +A+VLSLLFI +LLR +AG +V V4l + V+ VL YG ++C
Shj ct: 217 1 SVKI FEDFAQSWYW LVALGVALVLSLLFI LLLRLVAGPLVLVLI LGVLGVLAYG YYC 276

Query: 71 YMEYSRLRGEAGSDVS 86

+ EY LR + G+ +S
Shj ct: 277 VEEEYRVLR- DKGASI S 291
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