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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Kalziumtransport in Epithelien

Epithelzellen bilden nicht nur die duRere Grenasuhiles Korpers (Hautepithel), sondern sie
kleiden auch alle inneren Hohlraume aus. In di&setinuierlichen Zellschicht, die je nach
Funktion unterschiedliche Formen besitzen kanng sineinandergrenzende Zellen an den
lateralen Seiten durch so genannte "tight junctiq@e®nulae occludentes) verknupft. Der
Raum zwischen benachbarten Zellen wird dadurchdibigiet und dient so als Barriere flr
wasserlosliche Molekile. Gleichzeitig bilden dighti junctions die Vorraussetzung fir die
Polarisierung der Epithelzellen in einen apikalew basalen Bereich [Alberts et al., 2001].
Bei der Auskleidung von Hohlrdumen zeigt die apk8eite jeweils zum Lumen hin, der
basale und laterale Pol ist der extrazellularerssigikeit zugewandt. Neben der eigentlichen
Barrierefunktion kdnnen Epithelzellen aber auch bder Sekretion oder an
Transportprozessen wie der Nahrstoff- und loneratufre beteiligt sein [Alberts et al., 2001;
Andrade et al., 2007]. Ein gerichteter Transporttasf diese bipolare Struktur der Zelle
angewiesen, mit unterschiedlicher Proteinzusamniewmsg, speziell der Transportproteine
(z.B. lonenkanale), in der apikalen und basolatéeraembran. Kalzium, ein Molekil das
uber Epithelien transportiert wird, ist das hauggkation im menschlichen Kérper [Peng et
al., 2003] und essentiell in allen Organismen, v a& zahlreichen strukturellen und
funktionellen Prozessen beteiligt ist [Khanal et aD08]. Die ionische Form, &adient als
universeller Botenstoff und Kofaktor fir ProteineduEnzyme zur Regulation wichtiger
biologischer Prozesse wie Neurotransmission, Sekretluskelkontraktion, Zellproliferation
und vieler weiterer [Chattopadhyay et al., 1996apbam, 1995]. Viele Funktionen, die
Epithelien ausuiben, werden Uber Veranderungen rdeazellularen Kalziumkonzentration
erreicht [Zhang et al., 1999], weshalb der Kalziaoghalt des Korpers streng reguliert ist
und ein Gleichgewicht zwischen Absorption im DarRijckgewinnung in der Niere und
Austausch mit den Knochen besteht. Die Knochenehildusammen mit den Z&hnen den
gro3ten Kalziumspeicher, in denen 99% des Kalziumshumanen Koérper mineralisiert
vorliegen [Khanal et al., 2008; Peng et al., 2088 midt, 2000]. Zu den drei Hauptorganen
mit kalziumtransportierenden Epithelzellen z&hlear, Niere und Plazenta, wobei der
Transport entweder parazellular Uber die tight fiams entlang des Konzentrationsgefalles
(passiv), oder in einem aktiven Transportprozessctdudie Epithelzellen hindurch
(transzellular) erfolgen kann. Dabei tritt Kalziwdarch die apikale Membran in die Zelle ein,
wird durch die Zelle hindurchgeleitet und auf dasdlateralen Seite aus der Zelle geschleust
[Peng et al., 2003]. Da tight junctions recht umthlgissig fur Kalziumionen sind, erfolgt die
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Kalziumreabsorption Uberwiegend tber den transdze#on Weg [Hoenderop et al., 2005]. Fir
die apikale Kalziumaufnahme sind zwei epithelialalztumkanéle verantwortlich, die zur
Familie der transient receptor potential (TRP)-Kargehoren. TRPV6 ist hauptsachlich fur
den epithelialen C& Transport im Darm verantwortlich, wahrend TRPV® dénale C3-
Reabsorption reguliert [Peng et al., 2003]. BeidPIKanale werden auch in der Plazenta
exprimiert, in der der transzellulare Transportmahnlichen Mechanismen erfolgt wie in der
Niere [Belkacemi et al., 2005].

1.2 Kalziumtransportierende Gewebe — Niere und Plazenta

1.2.1 Kalziumtransport in der Niere

Die Niere spielt eine wichtige Rolle bei der Kalmbomoostase des Korpers durch die
Regulation der Kalziumexkretion. Taglich werden 8a Kalzium in der Niere filtriert,
wovon aber nur weniger als 2% ausgeschieden wewias bedeutet, dass ein hoher Anteil
beim Passieren des Nephrons zuriick gewonnen wiogr{eterop et al., 2005]. Der grolite
Teil der Resorption (~65%) findet passiv im proxiemaTubulus (PT) statt [Friedman, 1999;
Reilly et al., 2000; Sutton et al., 1975], aberhaum dicken aufsteigenden Ast der Henle
Schleife (TAL, thick ascending limb) werden etwa&®@es gefilterten G4 passiv durch das
tight junction Protein Claudin-16 wieder absorbifBiner et al., 2002; Friedman, 1988;
Loffing et al., 2001]. Im distalen Tubulus, bestetteaus dem distalen Konvolut (distal
convoluted tubule, DCT1 und DCT2) und dem Verbirgkiobulus (connecting tubule,
CNT), findet noch eine Feinabstimmung der Kalziusoretion statt, wobei bis zu 15% aus
dem Filtrat reabsorbiert werden [Costanzo et alQ002 Da der transzellulare
Kalziumtransport entgegen den existierenden elekmischen Gradient erfolgt, ist dies nur
uber einen aktivem Transportprozess moglich [Hosplet al., 2005]. Der Transport erfolgt
mit Hilfe C&*-transportierender Proteine in der apikalen undlassralen Membran sowie
im Zytosol der Epithelzellen. Der Einstrom erfolghne Energieverbrauch entlang des
Konzentrationsgefélles fur freies Kalzium zwischdam extrazellularen Raum (1 mM) und
dem Zytosol (100 nM) mit Hilfe epithelialer Kalzilkanale (vorwiegend TRPV5)
[Hoenderop et al., 1999]. Der anschlieRende intiadzee C&*-Transport erfolgt durch die
kalziumbindenden Calbindin-Proteine ebenfalls eeergpbhangig. Das Ausschleusen von
Kalzium Uber die basolaterale Membran ist dagegegrdarch aktiven Transport mit Hilfe der
beiden Kalziumtransporter PMCALlb (plasma-membrang'-&TPase 1b) und NCX
(Na'/Ca* exchanger) méglich [Hoenderop et al., 2003a; varelet al., 2005a). Diese
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beschriebenen Proteine sind vor allem im letzteschhitt des distalen Tubulus der Niere
(DCT2, CNT) koexprimiert [Hoenderop et al., 200@ffing et al., 2001] (Abb. 1).

DCT2

CNT

Lumen Epithelial cell Interstitial Blood
| ° space P
.," [ ) O
. Free [C&1] Transcellular
= =1.0mM
| 1.0 mM = © NC><1 ®3 Na
\ o ® Ca’’
. Ca* o ree [C&1 | @ Calbindin-D ®
e ) Ce
I -%»-ca@ 7
5 ® == o P @@ °
ATP
\ ° TRPVS/6 Ca”*-Calbindin-D ®
L Paracellular——> O
[ ]

urine

Abb. 1: Transzellulare Kalziumresorption in der Niere. Zur Resorption von Caaus dem Primarharn wird in
der Niere der grofite Teil parazellular im proximalemulus (PT) und dem dicken aufsteigenden Ast datléd
Schleife (TAL) transportiert. Nur die Feinabstimmuimglet im letzten Abschnitt des distalen Tubulu€{2
und CNT) statt. Der Einstrom aus dem Lumen in dieeZeifolgt entlang dem Konzentrationsgefélle durch
epitheliale Kalziumkanale (TRPV5/6), innerhalb detle binden und transportieren Carrierproteine f®alin

D) die Kalziumionen zur basolateralen Membran, waktiv entgegen eines starken Konzentrationsgraes
Uber die beiden Kalziumtransporter PMCA1b und NG&lLBIlut freigesetzt werden. DCT: distales Konvolut;
CNT: Verbindungstubulus; CD: Sammelrohr (Bilder vetért nach [Boros et al., 2009] und [Hoenderof.et a
2008])

1.2.2 Kalziumtransport in der Plazenta

Neben dem Duinndarm und der Niere ist die Plazemts dritte Organ, in dem der
Kalziumtransport Uber ein Epithelium eine wichtigelle spielt. Wahrend der Fetogenese in
Saugetieren ist die Plazenta grundlegend fur digviEklung und das Wachstum des Fotus
verantwortlich. Zu ihrer Funktion z&hlen der Nabfstund Gasaustausch, die Regulation des
Wasserhaushalts sowie die Exkretion und Synthessctivangerschaftsrelevanten Hormone,
aber auch die Ausbildung der immunologischen Tolerader Mutter gegentber
fetopaternalen Antigenen [Lafond et al., 2006; Mtfet al., 2006]. Diese Toleranz ist gerade
in der hAmochorialen Plazenta, wie sie beim Menscimel Nagetieren zu finden ist, wichtig,
da die Trophoblastenzellen in die maternalen BFRifge des Uterus eindringen, sie
aufbrechen und das Blut in den intervilldsen Rauensétzen (Abb. 2). Dadurch steht die
auRBere Schicht der Chorionzotten, der Synzytiowbfast (kindlichen Ursprungs),
direktem Kontakt zum mdutterlichen Blut [Moffett at., 2006], wobei der maternale und
fotale Kreislauf durch dieses Epithelium getrenreiben [Faulk et al.,, 1983]. Der
Synzytiotrophoblast (STB), der aus dem daruntegelwlen Zytotrophoblasten gebildet wird,

ist ein echtes Synzytium ohne laterale Zellmembrameit villésen Ausstilpungen
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(Mikrovilli) an der apikalen, zur Mutter gerichtet®berflache [Gaunt et al., 1986; Lafond et
al., 2006; Sibley, 2009]. Die dadurch stark vergrmi® Oberflache ist vor allem von groR3er
Bedeutung, da der Synzytiotrophoblast fir Trangpormesse in der materno-fétalen
Nahrstoff- und lonenversorgung verantwortlich Bbyd, 1987; Hill et al., 1980; Munro et
al., 1983]. Wie in anderen Epithelzellen auch, stid Unterschiede beziglich der Art,
Anzahl und Aktivitat von Transportern und Kanalender basalen und apikalen Membran
ausschlaggebend fur den gerichteten Transport Zitos fin [Eaton et al., 1981; Smith et al.,
1992]. Eines der lonen, das uber den Synzytiotrbjaisten vom mutterlichen Blut zum Kind
transportiert wird, ist Kalzium. Wahrend der gesamSchwangerschaft werden ca. 25 g
Kalzium aktiv transportiert, wobei 80% davon im zteh Trimenon vor allem zur
Mineralisierung der Knochen aufgenommen werden titgeret al., 1986]. Der Transport
erfolgt aktiv zum Fo6tus, um die im Vergleich zum tedichen Blut hodher liegende
Kalziumkonzentration aufrecht zu erhalten und sati@tausreichende Versorgung des Fotus
wéahrend der gesamten Schwangerschaft zu garantigfemacs et al., 2001]. Der
Transportmechanismus selbst funktioniert wie in emad Epithelien, und analog der
Kalziumresorption in der Niere, durch Aufnahme Jalzium Uber die maternal-gelegene
Apikalmembran, Diffusion durch die Zelle zur basetalen Membran, wo es aktiv in die
Blutbahn des Fotus hin ausgeschleust wird. Mogli€hadidaten fur die Aufnahme an der
apikalen Membran sind auch hier die epithelialenzigankandle TRPV5 und TRPV6
[Moreau et al., 2002a; Moreau et al., 2002b].
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Abb. 2: Aufbau der humanen Plazenta(A) Die Plazenta ist tiber die Nabelschnur mit d&itus verbunden
und auf der gegeniber liegenden Seite in den Utlsubutter eingewachsen (Dezidua). Bei der Entluiady
der Plazenta werden die Wande der mutterlichergBféfe aufgebrochen und minden dann direkt in den
intervilldsen Raum, der dadurch mit dem Blut derntfdugeftllt wird. In diesen Raum ragen die Zottes a
kindlichem Gewebe, mit den fétalen Kapillaren, dixer eine spezielle Zellschicht, den Synzytiotropdisten,
vom mutterlichen Blut ge-trennt sind und der daghgtium bildet, Gber das die Nahrstoffe zwischerttistu
und Fotus ausgetauscht werden [Bild: Homepage blioiidue Cross Blue Shield of New Jersey]. (B)
VergréRerte Darstellung eines einzelnen ZottenbaumgA) [Bild: Homepage der Cornell University, New
York]. (C) Der Querschnitt durch einen Zottenbaungizéen Synzytiotrophoblasten mit der mikrovillésen
apikalen Membran und der Basolateralmembran, dékdan die darunter liegenden fétalen Kapillaresngt.
[Sibley, 2009]

1.3 Die TRP-Superfamilie

"Transientreceptor potential” Proteine bilden eine Superfamilie aus iét@n-selektiven
Kanalen, deren erstes Mitglied in der Fruchtflidgeosophila melanogasterdentifiziert
wurde [Montell et al., 1989]. Das Gen wird in dereg§en in Photorezeptorzellen der Augen
exprimiert und wurde dadurch entdeckt, dass diegElimit einer Mutation intrp-Lokus auf
einen Lichtreiz nicht mit einem anhaltenden, sondeinem transienten Rezeptorpotential
antwortet und einen stark verminderten *G&instrom zeigt [Hardie et al., 1992].
Tabelle 1: Mitglieder der TRP- Strukturanalysen [Montell et al., 1989] und hetegal
Superfamilie. Anzahl der identifizierte Expressionsstudien [Vaca et al., 1994: Xu et 69971

TRP-Proteine der verschiedenen

Organismen in den einzelnen TRP-  ergaben, dass es sich tatséchlich um ein integrales
Unterfamilien. [Venkatachalam et al.,

2007] Membranprotein mit mehreren Transmembranbereichen
LN T IUs  handelt und eine neue Art von Ggermeablen
TRPC 3 3 7 6’ . .
TRPV 5 2 6 6 Kationen-Kanalen darstellt. Auf der Suche nach
TRPM 4 1 8 8 . .
T 7 : : verwandten Genen und Proteinen wurden Vertreter in
Ig::z 1 1 2 g Fliegen, Wirmern, Fischen und Saugetieren gefunden,
TRPML| 1 1 3 3 die meisten in der Maus mit 28 verschiedenen Rretei
Total 17 13 28 27

(27 im Mensch, da TRPC2 ein Pseudogen ist) (Tabelle
1). In Pflanzen und Bakterien konnten keine Veetrédentifiziert werden. Ein gemeinsames
Strukturmerkmal aller Mitglieder ist die Topologiemit sechs putativen
Transmembrandomanen (TM) und einer kationenleitef@enregion zwischen dem finften
und sechsten Transmembransegment. Beziglich denltiahigkeit sind bis auf zwel
Mitglieder (TRPM4 und TRPMS5) alle permeabel fir Kam [Flockerzi, 2007; Montell,
2005]. Weiterhin sind sowohl der Amino- als auch @arboxyterminus intrazellular gelegen.
Wie in Tabelle 1 und Abb. 3 zu sehen ist, kdnnen @lnzelnen Mitglieder in die sieben

Unterfamilien TRPC (classical), TRPV (vanilloid egmtor), TRPM (melastatin), TRPA
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(ankyrin), TRPN (NOMPC), TRPP (polycystin) und TREMmucolipin) basierend auf
Homologien in der Aminosauren-Zusammensetzung &iigeerden.

(A) Group 1 (B) Group 2
TRPP TRPML
TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN
TRPC1 TRPV1 TRPM? TRPA1 TRPNA hliiic THEMEL

+++ +++ +++ +++ +++

TRP
domain

Cytoplasm Cytoplasm

Kinase
domain

Abb. 3: Die TRP-Superfamilie.(A) Darstellung einzelner Vertreter jeder Unterfiendler ersten Gruppe der
TRPs und (B) jeweils ein Vertreter der Gruppe 2.&igzst die charakteristische 6 TM-Topologie dert€ire
und die Lage der Porenregion (P) fur die Kationémtgj (+++ und Pfeil). N, Aminoterminus; C,
Carboxyterminus; A, Ankyrinrepeats (griin); cc, ledicoil"-Doméne. [Venkatachalam et al., 2007]

Die Namensgebung basiert jeweils auf dem ursprcingh Namen, des ersten identifizierten
Mitglieds [Montell et al., 2002]. Die Unterteilurder TRP-Familien in zwei Gruppen (siehe
Abb. 3 Abzw.B) basiert auf Sequenz- und

e Topologieunterschieden, wobei die Mitglieder der

ersten Gruppe, und hier vor allem die TRPCs, die

cTRP-3

. SNOMEEN nachste  Verwandtschaft zum  urspringlichen

Drosophila-Gen aufweisen. Die Vertreter der zweiten

Gruppe zeigen nur einen entfernten

TRPM

Verwandtschaftsgrad zu den anderen Mitgliedern und

haben zusatzlich zu den oben beschriebenen

TRPV Strukturen eine charakteristische grol3e Schleife

zwischen den Transmembransegmenten 1 und 2. Die

dTRPA1 <

TRPA

e Verwandtschaftsbeziehungen von TRP-Genen der

Pain

Wirbeltiere sind in Abb. 4 dargestellt.

TRPP

TRPML

Abb. 4: Phylogenetischer Stammbaum der TRP Proteindargestellt sind vorwiegend
humane Miglieder der einzelnen Familien, auBef®RPC2 (Maus) und TRPN1 (Zebrafisch)
fur die es keinen humanen Vertreter gibt. Weil3endia mit Bildern stehen fir je einen

Vertreter der Untergruppen aGs elegansind Drosophila melanogastefVenkatachalam et
al., 2007]
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1.4 Die TRPV-Familie

TRPV Proteine weisen im Bereich der TM 5 und 6 eB%¥%6-ige Homologie zu den
klassischen TRP Kanalen (TRPC) auf [Montell, 20@3i ersten Proteine dieser Familie
wurden in C.elegans(OSM-9) und der Ratte (TRPV1) gefunden, als Rewefir das
Vanilloid Capsaicin [Caterina et al., 1997; Colbetrral., 1997]. Innerhalb der Familie kdnnen
zwei Untergruppen unterschieden werden, die nur 3@%hologie untereinander besitzen;
einmal TRPV1-4, denen allen die Eigenschaft gena@nst, dass sie durch Hitze aktiviert
werden und die beiden anderen Mitglieder TRPV5 TRé#V6, die eine Sequenzhomologie
von ~75% aufweisen [Hoenderop et al., 2001b]. Dieselen werden nicht durch Hitze
aktiviert und sind innerhalb der gesamten TRP-Hanmder Saugetiere die Kanale mit der
gro3ten Kalziumselektivitdt RPna > 100, im Vergleich zu den anderen TRPgxMR, =
1-10) [Montell, 2005]. Beide Kanéle sind aber inwdsenheit von extrazellularem Kalzium
auch permeabel fir monovalente Kationen [Yue et24l01], mit folgender Pravalenz bei
TRPV5: Nd>Li"™>K"™>Cs' [Nilius et al., 2000; Vennekens et al., 2000].

1.5 Der epitheliale Kalziumkanal TRPV5

Das fur TRPV5 kodierende Gen wurde erstmals 1999 dem distalen Konvolut der
Kaninchenniere kloniert und urspriinglich, analogdem bekannten epithelialen Nianal
ENaC, "epithelial C& channel 1" (ECaC1l) genannt [Hoenderop et al., L9@€rnativer
Name: CaT2, daium transport protein 2 Das humane Gen liegt auf Chromosom 7935
direkt neben dem Gen fiir das verwandte Protein T&R&éW genauso wie in der Maus, wo
beide Gene auf Chromosom 6 lokalisiert sind [Mudieal., 2000b; Peng et al., 2000b; Weber
et al., 2001]. Die beiden homologen Gene liegehtmar direkt nebeneinander sondern auch
ihre Intron/Exon-Struktur mit 15 Exons ist konserti[Peng et al., 2001], was vermuten lasst,
dass sie durch Genduplikation entstanden sind. rDsgticht, dass auch in phylogenetisch
alteren Organismen nur ein Gen dieser Art vorhanskefQiu et al., 2004]. Das Gen kodiert
ein Protein mit einer Lange von 723 (bei Maus, ®atis 730 (bei Kaninchen) Aminoséauren,
mit 729 Aminosauren beim Menschen. Das Protein tidesiine Molekularmasse von
~83 kDa. Die Expression von TRPV5 ist beim Mensmlvis bei Maus, Ratte und Kaninchen
(vorwiegend untersucht auf RNA Ebene) am hochsteder Niere. Aber auch im Dinndarm
und Pankreas sind die Expressionsraten hoherpalgerhaltnis zu anderen Geweben wie
Gehirn, Prostata, Hoden, Osteoklasten und der Rtimfeloenderop et al., 2001b; Janssen et
al., 2002; Muller et al., 2000a; Peng et al., 2Q0aber et al., 2001]. Dabei ist nicht nur im
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Darm sondern auch im Synzytiotrophoblast der Plkazetie Expression von TRPV5
wesentlich geringer als die von TRPV6 [Peng et2lQ1; Van Cromphaut et al., 2001]. Dass
TRPV5 bei der Kalziumhomdoostase des Kérpers eirehtige Rolle spielt, wird in TRPV5
Knockout-Mausen (TRPV5) deutlich, die unter Hyperkalziurie und Polyuréden und 6-
fach mehr Kalzium ausscheiden als Wildtyp-Tiere,dita C&*-Reabsorption in der Niere
unterbunden ist [Hoenderop et al., 2003b]. Allegdiwird durch die vermehrte Expression
von aktivem Vitamin D3 (@ 25(OH}D3) die intestinale Kalzium-Absorption aus der
Nahrung erhdht und dadurch der Kalziumspiegel inmu®eim Normalbereich erhalten
[Renkema et al., 2005]. Trotz eines normalen Kdaeetichts weisen Knockout-Mause eine
verminderte Knochendichte des FemurkopfEse andere Studie mit TRPV5Mausen
beschreibt eine Rolle von TRPV5 in den Osteoklasleren Anzahl und Gro3e im Vergleich
zu Wildtyp-Tieren zwar erhoht sind, aber Uberrasdeeweise imn vitro Zellkultursystem

eine verminderte Funktion dieser nachzuweiservast fler Eerden et al., 2005].

1.5.1 Strukturelle und funktionelle Charakteristika dd8PNV5-Proteins

Das TRPV5 Protein (Abb. 5 A) besitzt sechs putaffivansmembrandomanen mit einem
kurzen hydrophoben Abschnitt zwischen dem finftad sechsten Transmembransegment,
welcher die Porenregion definiert [Hoenderop et aD02b]. Ein einzelner Aspartatrest
(D542) in diesem Bereich, der auch im TRPV6 Prot&onserviert ist, ist fur die
Kalziumselektivitat verantwortlich. [Gunthorpe dt, 2002; Nilius et al., 2001b; Vennekens
et al., 2001]. Bei der Ausbildung eines Tetramers @er Proteinen bilden vier zueinander
gerichteten negativen Aspartatresieinen so genannten Selektivitatsfilter fur die
Kalziumionen (Abb. 5 B) [Nilius et al., 2001b]. Eine Mutation zZAdlanin und sogar der
Austausch gegen ein negativ geladenes Glutamatndert die CA™-Permeation komplett,
hat aber keinen Einfluss auf die Durchléssigkeitmidnovalente lonen [Nilius et al., 2001b].
AulBerdem besitzt TRPVS eine konservierte N-Glykiesyhgsstelle in der extrazellularen
Schleife zwischen TM eins und zwei, an Position 8I3Burch eine posttranslationale
Modifikation vom komplexen Typ an dieser Stelle dvitas apparente Molekulargewicht in
einer SDS-PAGE von ~83 auf bis zu 100 kDa erhdluejitlerop et al., 2003c]. Der N- und
C-Terminus liegt jeweils intrazellular und beidartelten verschiedene Sequenzmotive, wie
z.B. funf N-terminale Ankyrin-Repeats, von denegridn den TRPV5/6 Kanalen konserviert
sind, N- und C-terminal eine PDZ-Domane und mehprative Phosphorylierungsstellen
fur die Proteinkinase C (PKC), die cAMP- und cGM#hangige Proteinkinase (PKA und
cGK) sowie die C&/Calmodulin-abhéngige Kinase Il (CaMKIl) [den Dekket al., 2003;
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Hoenderop et al., 1999]. Ankyrin- und PDZ-Domanien Strukturmerkmale, die fur Protein-
Protein-Interaktionen eine wichtige Rolle spielEiir die Ankyrin-Motive wird eine wichtige
Rolle bei der Assemblierung mehrerer Kanalunteiteh angenommen, wobei vor allem
innerhalb des ersten N-terminalen Motivs, spezmlBereich von Aminosauren 64-77 eine
Interaktionsdomane identifiziert wurde [Chang et, &004]. Auch PDZ-Domanen sind
teilweise an der Oligomerisierung von lonenkanddeteiligt [Tsunoda et al., 1999]. Wie fur
viele lonenkanale der Fall, wurde auch fir TRPV5d uiRPV6, zumindest im
Uberexpressionssystem gezeigt, dass sie zu Honw-Haterotetrameren oligomerisieren
[Hoenderop et al.,, 2003c]. Je nach Stochiometrie elezelnen Untereinheiten bei den
Heterotetrameren verandern sich die’’Ceransporteigenschaften, so dass maoglicherweise

deren Zusammensetzung fir eine Feinabstimmung aenknstrome von Bedeutung ist.
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Abb. 5: Molekulare Struktur des epithelialen Kalziumkanals TRPV5.(A) Gezeigt ist die typische Struktur
mit 6 TM-Domaéanen (1-6) und der intrazellulare N- @derminus des Proteins. Die Schleife zwischen 8em
und 6. TM-Segment deutet die Porenregion an. EindyKeSylierungsstelle befindet sich an AS-PositioB5R

ist gezeigt. Als Struktur-elemente der intrazelletéiBereiche sind die konservierten Ankyrin-Wiedduhgen
(ANK) im N-Terminus, die beiden PDZ-Domanen in g(iDZ) und in gelb putative Phosphorylierungsstellen
dargestellt (A: Phos-phorylierung durch PKA undRBosphorylierung durch PKC). (B) Aufsichtfainen Kana
mit tetramerer Struktur, wie er in der Membran eipgut sein kénnte. Die TM-Bereiche 5 und 6 sind ilswe
zueinander gerichtet, so dass die Aspartatrestajah Selektivitatsfilter bilden, in der Mitte |y (B) verandert
nach [den Dekker et al., 2003]

Eine Sonderstellung nehmen TRPV5 und TRPV6 aucliéeKanalaktivitat ein, da sie bei
heterologer  Expression unter  physiologischen Kaikionzentrationen und
Membranpotentialen konstitutiv aktiv sind und nidigandenabh&ngig aktiviert werden
[Vennekens et al., 2000; Vennekens et al., 2002]chAdie einwartsgerichtete Strom-
Spannungscharakteristik ist entgegengesetzt zweleanderen TRP-Kanédle [Gunthorpe et
al., 2002]. Trotz der hohen Kalziumseletivitat TRPV5 in geringem Mal3e auch durchlassig

fir andere zweiwertige lonen (EaBa~SFP*>Mn**) [Vennekens et al., 2000; Vennekens et
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al., 2001]. Weisen TRPV5 und TRPV6 viele Gemeinsaitek bezlglich funktioneller
Eigenschaften auf, so gibt es auch Unterschiedéeim Kanaleigenschaften bezuglich der
Inaktivierung durch Kalziumionen, der Permeabilfifit Bariumionen und der Sensitivitat fur
Kanalblocker. Der Kanalblocker Ruthenium Rot inbibiTRPV5 bei 100-fach geringerer
Konzentration als TRPV6 [Hoenderop et al., 2001b].

1.5.2 Requlation von TRPV5
Der Kalzium-Einstrom durch TRPV5 wird auf drei wengdenen Ebenen kontrolliert.

Erstens wird die Genexpression u.a. von verschaudformonen (Vitamin D3, Ostrogen,
PTH) beeinflusst. Zweitens kann die Kanalaktivitdtoduliert werden und so die
Kalziumaufnahme regulieren und drittens sind einiffi@ktoren bekannt, die die
Transportprozesse und den Einbau des TRPV5 Kanalgei Plasmamembran beeinflussen
(Abb. 6 + Abb. 7). Die einzelnen Faktoren werdenFolgenden unterteilt nach Hormonen,

lonen und interagierenden Proteinen beschrieben.

1.5.2.1 Requlation durch Hormone

Die biologisch aktive Form von Vitamin D, 1,25(QH)s, ist ein wichtiger Regulator des
Kalziumhaushalts des Korpers, vor allem bei def*®asorption in epithelialen Geweben.
Mehrere Studien unter anderem mit Knockout-Modeliahen gezeigt, dass Vitamin D einen
starken Einfluss auf den Expressionslevel von TREAMBNA und Protein hat, und diesen
anheben kann. So sind in-DHase Knockout-M&ausen, die kein aktives Vitamin && der
Hormonvorstufe bilden kénnen, in Vitamin D-Mangeattien und in Mausen mit mutiertem
Vitamin D-Rezeptor die Expressionslevel von TRPVBNA und Protein vermindert. Diese
kénnen durch Zugabe von Vitamin D wieder angehabehnormalisiert werden [Hoenderop
et al.,, 2001a; Hoenderop et al., 2002a; Weber et 2001]. Die Regulation erfolgt
wahrscheinlich auf transkriptioneller Ebene, dader TRPV5-DNA mehrere Vitamin D-
abhangige Elemente (VDRE) identifiziert wurden [Mulet al., 2000b]. Parallel werden in
der Niere auch die anderen’C#&ransportierenden Proteine CalbindipgDund NCX1 durch
Vitamin D3 auf Transkriptionsebene positiv reguligfoenderop et al., 2002a].

Wie Vitamin D3 hat auch das Parathormon (PTH) eiBmfluss auf die Kalziumhomdostase,;
bei erhohter Kalziumkonzentration im Plasma wirdveamindert ausgeschieden. Van Abel
und Mitarbeiter [van Abel et al., 2005b], konntezigen, dass PTH-ektomierte Ratten eine
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verminderte renale TRPV5-, Calbindin,dl, und NCX1-Expression aufwiesen. Durch
aulRRere Zugabe von PTH konnte die normale Proterasgjon allerdings wieder hergestellt
werden. Erst kirzlich wurde der mdgliche Signahiegdiese Regulation gefunden [de Groot
et al., 2009]. PTH stimuliert die &aAufnahme iiber den Adenylyl-Cyclase - cAMP
(zyklisches Adenosin-monophosphat) - ProteinkinAsé/eg. Durch eine PTH induzierte

Erhéhung von cAMP wird die Proteinkinase A (PKA)iaiert, welche den Threoninrest 709
im TRPV5-Protein phosphoryliert (siehe Abb. 5 Axddrch die Offnungswahrscheinlichkeit

des Kanals erhéht und so derfGainstrom steigert.

Ostrogen ist ein Hormon, das die Knochenmineralisig beeinflusst und dessen Mangel in
postmenopausalen Frauen in einer Entmineralisiedend<nochen aufgrund eines negativen
Kalzium-Gleichgewichts resultiert. Die TRPV5 Exps@s durch Ostrogen ist, wie auch bei
Vitamin D3, auf transkriptioneller Ebene geregeléis zu einer erhohten Expression (mMRNA
und Protein) fuhrt. Dadurch kann vermehrt Kalziuar korrekten Knochenmineralisierung

aufgenommenem werden [van Abel et al., 2002].

Ahnlich wie Ostrogen scheint auch das "anti-agirgrmon Klotho an der Regulation der
Knochenmineralisierung beteilig zu sein, da KnodKdéduse eine Verringerung der
Knochendichte zusammen mit einer leichten Hypeéale (erhohte Kalziumwerte im Blut)
zeigen [Kuro-o et al.,, 1997]. Klotho, ein Proteahon, besitzt eine groRe extrazellulare
Domane, die nach Abspaltung in Urin und Serum gegktenird und eineB-Glucoronidase-
Aktivitat besitzt [Tohyama et al., 2004]. Diese Hminheit besitzt einen stimulierenden
Effekt auf TRPV5 dahingehend, dass durch eine vierredexpression an der Zelloberflache
die TRPV5-vermittelte Ca-Aufnahme erhoht wird [Chang et al., 2005]. Dabgiek die
Glykosylierung von TRPV5 an dem Asparaginrest 348 ewichtige Rolle. Durch die
Wechselwirkung von TRPV5 und def-Glucoronidase werden die endstandigen
Sialinsaurereste von dem komplexen Zuckergerisesgaiten. Die darunter liegenden
Zuckerreste dienen dann als Ligand fur Galectindlches somit die TRPV5 Kandle an der
Oberflache verankert. Die erhohte Kalziumaufnahnasidst nicht auf einer vermehrten
Expression der Kanéle, sondern wird durch derenuAkiation in der Plasmamembran bzw.
eine unterbundene Endozytose von TRPV5 KanalerekisgdCha et al., 2008].
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1.5.2.2Requlation durch lonen

Kalzium, fur welches der TRPV5 Kanal die héchstéftibigkeit besitzt, ist zugleich auch ein
Inhibitor des Kanals. Die Erhthung der freien {Qia(normal 100 nM) fiihrt zu einem
negativen Ruckkopplungsmechanismus, bei dem TRM&ktiviert wird [Nilius et al.,

2001a]. Zur Regulation dienen zwei Bereiche im @riiaus von TRPV5, einmal die letzten
30 Aminoséauren und zum anderen die Aminosauren6&30fNilius et al., 2003]. Weiterhin
ist das Recycling von TRPV5 Kanélen innerhalb dellezdurch Kalzium beeinflusst. Die
Internalisierung selbst ist nicht beeinflusst, aloEr Wiedereinbau von internalisierten
Kanalen (Recycling) in die Plasmamembran ist im Ikéiursystem abhangig von

intrazellularem Kalzium [van de Graaf et al., 2008]

Intrazellulares Magnesium inhibiert reversibel diERPV5 Aktivitdt bei negativen
Membranpotentialen konzentrationsabhéngig in eitemgsamen (30-40 s) Prozess und in
einem schnelleren, Spannungs-abhangigen Schrié iteal., 2005]. Dazu bindet das g
direkt an den Aspartatrest an Position 542°{®mre) und verandert die Konformation des

Kanals.

Sowohl der extrazellulare als auch der intrazallgaH-Wert haben einen Einfluss auf die
TRPV5 Aktivitdt. Obwohl der zugrunde liegende Megisanus in der Literatur kontrovers
beschrieben wird, ist allen Studien gemeinsam, @&ss Erniedrigung des pH-Werts zur
Inhibierung und eine Alkalisierung zur Aktivitategierung fihrt. Als pH-abhéngiger
Regulationsweg wird einmal die direkte Kontroller d&oteinexpression durch den Saure-
Base-Status beschrieben [Nijenhuis et al., 20083y aum anderen das Vorhandensein eines
pH-Sensors durch die Aminosauren Glutamat 522 4e&tiular) und Lysin 607 (intrazellulér)
[Yeh et al., 2003; Yeh et al., 2005; Yeh et alQ&0 In einer anderen Studie wurden gezeigt,
dass eine extrazellulare Alkalisierung die Insertv@on TRPV5-Kanalen aus Vesikeln in die

Plasmamembran stimuliert [Lambers et al., 2007].
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Abb. 6: Regulation von TRPV5 durch verschiedene Fakiren. Die Regulation von TRPV5 und damit der
Kalziumaufnahme in Epithelien kann auf transkripéiber Ebene, vor allem durch Hormone (ausgenommen
Klotho), geregelt werden (1), oder durch Beeinflugsder KanalAktivitat (2) und dem Transport von Kanal
in Vesikeln zur Plasmamembran (3) sowie durch aiestez Proteine (4). PTH: Parathormon; ATP:
Adenosintriphosphat. [Schoeber et al., 2007].

1.5.2.3Requlation durch Interaktionspartner

Zu den ersten identifizierten Interaktionspartneom TRPV5 z&hlen die Proteine S100A10
und Annexin2 [van de Graaf et al., 2003]. S100A&0drt zur S100-Proteinfamilie, besitzt
jedoch veranderte EF-Hand-Motive und kann so kekeziumionen mehr binden.

Normalerweise bilden Annexin2 und S100A10 einerateeren Komplex aus jeweils einem
Homodimer aus [Gerke et al., 2002]. Die daraus ltiesende Bindung von Annexin2 an
TRPV5S erfolgt dabei nur indirekt Gber S100A10, @es8Bindung an TRPV5 auf einen
bestimmten Bereich im C-Terminus (Sequenz: VATT\égikenzt ist [van de Graaf et al.,
2003]. Das erste Threonin scheint fur die Intemaktessentiell zu sein, da eine Mutation
dieser Aminosaure die Bindung unterbindet, die slib&re Lokalisation von TRPV5

verandert und mit einem verminderten Kalziumeinstr@inher geht. Daher wird vermutet,
dass die Bindung des S100A10/Annexin-Komplexes an Tanslokation von TRPV5-

Kanalen zur Plasmamembran beteiligt ist.
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Rablla, eine GTPase, ist ein weiterer Interaktirtspr von TRPV5 und in den
Proteintransport mit Hilfe von Recycling-Vesikehvolviert. Beide Proteine kolokalisieren in
Vesikeln nahe der Plasmamembran. Es wurde einetélirmteraktion im gleichen C-
terminalen Bereich (MLERK) nachgewiesen, in demha8@K-H bindet, ein Protein, dem bei
der Regulation von TRPV5 eine €&ensor Funktion zugesprochen wird [Gkika et 2104
van de Graaf et al., 2006a]. Bei Rablla geht mierdaigs von einem Austausch von
TRPV5 Kandlen aus intrazellularen Recycling-Endasonmit der Plasmamembran aus,
wobei das in seiner GDP-Form an TRPV5 gebundend Ralm Vesikeln durch GDP-GTP-
Austausch abgelost wird. Damit konnen die Vesikdle vorher im Zytoplasma
zuruckgehalten wurden, zur Plasmamembran transpiovierden. Inwiefern Rablla fir den
weiteren Transport zur Plasmamembran verantworiBthist noch nicht bekannt [van de
Graaf et al., 2006a].

Die beiden Kinasen der WNK_(liti-No-Lysin[K])-Familie WNK3 und WNK4 wurden als
Interaktionspartner von TRPV5 ienopus laeviExpressionssystem untersucht [Jiang et al.,
2007; Zhang et al., 2008]. Dabei konnte bei Koesgian von WNK3 oder WNK4 mit
TRPV5 eine erhohte Kalziumaufnahme festgestelltderey bedingt durch ein erhohtes
Vorkommen von glykosylierten TRPV5-Kanélen in déagthamembran. Von dem Protein
WNKS ist die Kinasedoméne dabei essentiell beteiigd fir WNK4 scheint die TRPV5-
Glykosylierung von gro3er Bedeutung zu sein, dausschlie3lich auf glykosylierte TRPV5
Proteine einen stimulatorischen Effekt hat. Im Gesgéz dazu wurde in einer anderen Studie
im Zellkultursystem mit S&ugerzellen beobachtetssd&VNK4 die Caveolae-vermittelte
Endocytose (durch Caveolin-1) von TRPV5 begiinstigas in einer verminderten €a
Aufnahme resultiert in [Cha et al., 2010].

Fur die beiden Proteine NHERF2 (Md" exchanger regulatory factor 2) und SGK1 (Serum-
und Glukokortikoidkinase 1), die beide PDZ-Domabesitzen und somit an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt sein kénnen, wurde bei Kmession mit TRPV5 eine gesteigerte
Aktivitat festgestellt [Embark et al., 2004]. Alsssentielle Elemente fir die
Aktivitatssteigerung von TRPV5 wurde bei NHERF2 deeite PDZ-Domane, und bei
SGK1 die Kinasefunktion definiert [Palmada et 2D05]. Die Interaktion von NHERF2 mit
TRPV5 findet am absoluten C-Terminus Uber die itgien Aminosauren (YHF) statt.
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Abb. 7: Regulation von TRPV5 durch Interaktionspartner. In der Abbildung sind die Interaktionspartner
des TRPV5 Proteins dargestellt, deren Bindungsregidsekannt sind. Diese binden alle im C-Terminus.
80K-H sowie Rabl1la binden beide in der gleichenid®ed\nx2: Annexin A2. Verandert na¢han de Graa

et al., 2006b]

Neben den hier erwéhnten gibt es noch weitere iAmteie mit TRPVS interagieren oder
einen Einfluss auf die Aktivitat des lonenkanaldédr® die aber an dieser Stelle nicht
ausfuhrlicher beschrieben werden. Dazu zahlen wammeerem die Serinprotease Gewebe-
Kallikrein (TK) [Gkika et al., 2006a] sowie die loein Proteine FKBP52 (FK506-bindendes
Protein 52) [Gkika et al., 2006b], ein Immunophilind BSPRY (B-Box und SPRY-Doméane
enthaltendes Protein) [van de Graaf et al., 20G#ie]peide die Aktivitat des TRPV5 Kanals

vermindern, ohne den Expressionslevel zu beeirdtuss
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

TRPV5 ist ein lonenkanal, der vor allem zur Aufriechaltung der Kalziumhomdoostase des
Korpers durch Resorption von Kalzium in der Nieesdhrieben ist. Aber auch in anderen
kalziumtransportierenden Epithelien wie der Plazemtird er exprimiert. lonenkandale
bestehen meist aus mehreren Untereinheiten undmsindielen Proteinen in komplexen
Netzwerken assoziiert. Diese Proteine beeinflusdien Lokalisierung, Aktivitdt und die

Selektivitdt der ionenleitenden Pore.

Einige der Interaktionspartner von TRPV5 wurdenelisrmit der Hefe-2-Hybrid-Methode
oder in gezielten biochemischen Suchen identifiziemd dann in heterologen
Expressionssystemen untersucht. Die Proteinzusasateemg des TRPV5 lonenkanals im
nativen Gewebe und die genaue Regulation sind bisbeh nicht verstanden. In dieser
Arbeit sollen deshalb durch Anreicherung von TRHRfBteinkomplexen aus der Plazenta
mittels verschiedener Verfahren, wie AntikdrperiAitiéitschromatographie und GST-

Pulldown Assays weitere Interaktionspartner aus dativen Gewebe isoliert werden.

Da zu Beginn meiner Arbeit keine kommerziellen Ratper, die das TRPV5 Protein
spezifisch erkennen vorliegen, sollen zunéchst erehiTRPV5-spezifische polyklonale
Peptidantikdrper generiert und diese charaktetisierden. Dazu werden sowohl ELISA-
Tests, Western Blot Analysen und IPs durchgef@usatzlich soll in immunhistochemischen
Analysen die Spezifitat der neuen TRPV5 Antikorper Maus-Nierengewebe und die
Lokalisation des Proteins in der Plazenta untetswetrden. Dann sollen mit Hilfe der
affinitdtsgereinigten, charakterisierten TRPV5 AKdtper praparative Antikorper-
Affinitatssaulen hergestellt werden, um den gesrgrimierten lonenkanal aus der humanen
Plazenta zusammen mit putativen Interaktionspanta@zureichern. Die isolierten Proteine
sollen mit Hilfe der ESI-Massenspektrometrie idezigrt werden. Alternativ sollen
verschiedene N- und C-terminale GST-Fusionsprotde®e TRPV5 Proteins fir Pulldown-
Experimente mit Plazentagewebeextrakten eingesetrtien, um auch hier im Anschluss

neue Interaktionspartner mittels massenspektroscb&r Analyse zu identifizieren.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Tabelle 2: Liste der verwendeten Laborgerate mit BezeichnunhHersteller

Laborgerat

Bezeichnung

Firma

3-D-Taumelschittler
Agarosegelkammer

Ausschwing-Zentrifuge

Bakterienschuttler mit
Inkubationshaube

Blotsystem (grol3)

Blotsystem (klein)

Elektronische Prazisionswaagt
Elektronische Waage
Evaporationszentrifuge

Gelsystem (groR)
Gelsystem (klein)

Geltrockner
Glas-Teflon-Potter
Gradientenmischer
heizbares Wasserbad
Heizblock

Heizblock

Heizrihrer

Kryostat

Kihlsystem
Mikrotiterplattenphotometer

Minizentrifuge (PCR-Tubes)
Mixer

Multipipette

Netzteil

Polymax 1040

Laborfuge 400 R

TransBIlot Electrophoretic
Transfer Cell

MiniTransBlot Electrophoretic
Transfer Cell

ABS 120-4; EW 150-3 M
Concentrator 5301

Hoefer SE 600 Ruby

Mini Protean 3 Electrophoresis
System

Gel Dryer Model 583
5 ml, 15 ml, 25ml, 50 ml

Rotilabo-Block-Heater H 250
Thermomixer comfort

MR 3001

CM 3000

MultiTemplll / ThemoHaake
Multiscan EX

Spectrafuge Mini
Commercial Blendor

Multipipette plus
E815, E802

Heidolph, Schwabach
Renner GmbH, Dannstadt

Heraeus, Hanau

Buhler Labortechnik,
Hechingen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

BioRad, Mlnchen
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen
Biorad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Sartorius AG, Goettingen

Cti, Munster

Memmert, Schwabach

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hammburg
Heidolph, Schwabach

Leica Microsystems, Nussloch
Pharmacia Biotech, UK
Thermo Labsystem, Egelsbach

Labnet, Woodbrige (USA)

Bender und Hobein, Zirich
(CH)

Eppendorf, Hamburg

Consort, Turnhout (B)
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PCR-Gerat Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg

. . Amersham, Bioscience,
Peristaltikpumpe Pump P-1 Miinchen
Peristaltikpumpe Ismatec, Wertheim-Mondfeld
pH-Meter inoLab pH Level 1 WTW GmbH, Weilheim

Thermo Labsystem,

Pipette Finnpipette 1-10 ml Langenselbold

2 ul-20 pul, 20 pl-200 pl, 100 p

Pipetten 1000 pl, 1 mi-10 ml Abimed, Langenfeld
Pipetten 0,1 pl-2,5 pl; 0,5 pl-10 pl Eppendorf, Hamburg
Rollenmischer RM 5 Assistent, Berlin
Spektralphotometer Ultrospec 2100pro GE Healthcare, Miinchen
Tischzentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus, Hanau
Ultraschallbad Elmasonic One Elma GmbH, Singen
Ultraschallgeréat Sonoplus UW 2200 Bandelin electronic, Berlin
Ultraturrax DS-20; DS-8/P; DS-5/K Art-Moderne Labortechnik,

Mullheim-Hugelheim

L8-70M Ultracentrifuge

Rotortyp: Sw 40, Ti 70 Beckman, Munchen

Ultrazentrifuge

Scientific Industries, New York

Vortex Vortex Genie 2 (USA)

RC-5B Refrigerated Superspet

Centrifuge; Rotortyp: GSA Sorvall, Langenselbold

Zentrifuge

2.2 Materialien und Chemikalien

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien, die nichtler folgenden Tabelle aufgefiihrt sind,

wurden alle von AppliChem, Darmstadt bezogen.

Tabelle 3:Liste der verwendeten Chemikalien, Materialien Hitd mit den jeweiligen Herstellern

Bezeichnung Hersteller
Aceton Chemikalienausgabe Universitat Kaiserslautern
Acetonitril Merck. Darmstadt

Acrylamidstammlésung Rotiphorese Gel 40 Roth, Karlsruhe

Ameisensaure Merck, Darmstadt



2 Material

19

AminoLink Kit
Ammoniumhydrogencarbonat

Ammoniumpersulfat

BCA Protein Assay Kit (inkl. Proteinstandard)

Bromphenolblau

Carageen
Chromatographie-Saulen
CloneJET" PCR Cloning Kit

Coomassie Plus Protein Assay Kit

Deckglaser (24x32 mm; 24x40 mm)

DNA-Probenpuffer 6x Loding Dye solution

DNA-Marker GeneRuler DNA Laddermix
dNTP-Set

DSS

ELISA-Platten

Entwicklerlésung
Essigsaure
Ethanol

Fixiererldsung

Gelextraktions Kit peqGold
Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow
Glutathion-Sepharose Protino
HiSpeed" Plasmid Purification Midi Kit
Isopropanol

Konzentrierréhrchen

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol
Mikropistille
Mikrotiterplatten

Natriumhydroxid

NHS-Sepharose

Thermo Scientific, Rockford (USA)
Roth, Karlsruhe

Roth Karlsruhe
Pierce, Rockford (IL)

Amersham Bioscience, Miinchen

Fluka+Riedel-de Haen, Miinchen
Sigma, Miinchen

Fermentas, St.Leon-Rot

Pierce, Rockford

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot

Thermo Scientific, Rockford (USA)

Nunc, Wiesbaden

Agfa, Kdln

Chemikalienausgabe TU Kaiserslautern
Chemikalienausgabe TU Kaiserslautern
Agfa, Kdln

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
GE Healthcare, Miinchen
Macherey-Nagel, Diren

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Sartorius Stedim Biotech, Géttingen

Supermarkt

Merck, Darmstadt
Chemikalienausgabe TU Kaiserslautern
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
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Nitrocellulose Transfer Membran

Objekttrager superfrost Ultra Plus

ortho-Phosphorsaure
PNGase F-Kit

Protein A Agarose
Protein G Agarose
Restriktionsenzyme
Rontgenfilme, Super RX

Salzsaure

T4 DNA-Ligase
TaqDNA Polymerase
TEMED

Thesit
Triton X100

Triton X100, molecular biology grade

Trypsin (Porcine)

Western Lightning Chemilumineszenz

Reagent Plus

Zahnstocher

2.3 Puffer und Lésungen

Whatman, Dassel

Menzel-Glaser, Braunschweig

Merck. Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Roche Diagnostics, Mannheim

upstate, New York

Fermentas, St.Leon-Rot

Fujifilm Corporation, Tokyo (Japan)

J.T. Baker, Deventer (NL)

Fermentas, St-Leon-Rot

Fermentas, St.Leon-Rot

Roth Karlsruhe

Fluka+Riedel-de Haen, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Promega, Mannheim

Perkin Elmer, Boston (USA)

Supermarkt

Im Anschluss sind alle in der Arbeit verwendeted un Methodenteil erwahnten Puffer und

Ldsungen aufgefihrt. Als Losungsmittel wurde in BRegel deionisiertes Wasser verwendet.

Acetatpuffer

Alkylierungspuffer

Ampicillin-Stockldésung

Blockierungspuffer
(Peptidsaule)

Blockpuffer Western Blot

25 mM Natriumacetat, pH 4,6

50 mM Ammoniumhydrogencarbonat
5 mM lodacetamid

50 mg/ml Ampicillin, sterilfiltrieren

0,5 M Ethanolamin
0,5 M NaCl, pH 8,0

5 % (w/v) Magermilchpulver in 1x TBS-Puffer
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Blue-Silver-Farbelésung

Carbonatpuffer (ELISA)

0,12% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250
10% (w/v) Ammoniumsulfat
10% (v/v) Phosphorsaure
20% (v/v) Methanol

15 mM Natriumcarbonat
15 mM Natriumhydrogencarbonat

Chloramphenicol-Stockldsung34 mg/ml Chloramphenicol, sterilfiltrieren

Coomassie-Farbelésung

ELISA-Blockpuffer

ELISA-Waschpuffer

Entfarber

ESI-Puffer A

ESI-Puffer B

Extraktionspuffer

Fixierlésung Blue Silver

GST-Elutionspuffer

IP-Waschpuffer

LB-Medium

Losung A

Losung B

0,125% (w/v) Coomassie Brillant Blue R250
45% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure

2% (w/v) BSA in Carbonatpuffer
0,1% (v/v) Triton X-100 in 1x PBS

9% (v/v) Ethanol
6% (v/v) Essigsaure

5% (v/v) Acetonitril
0,1% (v/v) Ameisensaure

95% (v/v) Acetonitril
0,1% (v/v) Ameisensaure

1x Solubilisierungspuffer
2% (w/v) Triton X-100
2 mM CaC}

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM reduziertes Glutathion

1x Solubilisierungspuffer
1% (v/v) Triton X-100

1,0% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NaCl
autoklavieren

50 mM Ammoniumhydrogencarbonat

25 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50% (v/v) Acetonitril
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Lysepuffer

MgCl,/CaCb-Lésung

10x PBS-Puffer

Paraformaldehyd-L&sung

Peptidbindungspuffer

Proteaseinhibitor-Mix

Ponceau-S-L6sung

Puffer S1 (4°C)

Puffer S2

Puffer S3 (4°C)

Reduktionslésung

Regenerationspuffer A

Regenerationspuffer B

100 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM MgCh

80 mM MgCb
20 mM CaC}
autoklavieren

140 mM NacCl
2,7 mM KCI

10 mM NaHPOy
1,8 mM KHPO,
pH 7,4

4% (v/v) Paraformaldehyd
in 1x PBS

0,2 M NaHCQ
0,5 M NacCl, pH 8,3

1,0 mg/ml (w/v) Leupeptin in H20deion, 1:500 vemdén
1,0 mg/ml (w/v) Pepstatin in Isopropanol, 1:1000
17,4 mg/ml (w/v) PMSF in Ethanol, 1: 1000 verdinnen

0,5% (w/v) Ponceau
1% (v/v) Essigsaure

50 mM Glucose

10 mM EDTA, ph 8
25 mM Tris-HCI, pH 8
autoklavieren

0,2 N NaOH
1% (v/v) SDS

3 M Kaliumacetat
11,5% (v/v) Essigsaure
autoklavieren

20 pg/ml RNAse

50 mM Ammoniumhydrogencarbonat
10 mM Dithiothreitol

8 M Harnstoff
1% (w/v) SDS
0,1% (v/v) 3-Mercaptoethanol

50% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure
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RIPA-Puffer

Saccharose-Puffer

4x Sammelgelpuffer pH 6,8

10 x SDS-
Elektrophoresepuffer

2x SDS-
Ladepuffer/Probepuffer

5x Solubilisierungspuffer

"Stripping"-Puffer

50x TAE-Puffer

10x TBS-Puffer

TBST-Puffer

TCT-Puffer

4 x Trenngelpuffer pH 8,8

Transferpuffer

150 mM NacCl
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 % (v/v) Nonidet P40
0,1 % (w/v) SDS
0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholat

250 mM Saccharose
10 mM Tris/HCI, pH 7,4

0,5 M Tris HCI
0,4 % (w/v) SDS

0,25 M Tris HCI, pH 8,3
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS

120 mM Tris HCI, pH 6,8
8 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
10 % (v/v) [3-Mercaptoethanol
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

100 mM Hepes
750 mM NacCl
pH 7,5

62,5 mM Tris HCI, pH 6,8
2% (w/v) SDS
0,7% (v/v) 3-Mercaptoethanol

2 M Tris
0,05 M Na2-EDTA pH 8.0

5,71% (v/v) konzentrierte Essigsaure

0,5 M Tris/HCI, pH 8,0
1,5 M NacCl

0,1% (v/v) Tween 20in 1x TBS-Puffer

0,7% (w/v)A-Carageen
0,5% (v/v) Triton X-100
in 1x TBS, pH 7,4

1,5 M Tris HCI
0,4% SDS (w/v)

1 x SDS-Elektrophoresepuffer
20% (v/v) Methanol
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2.4 DNA- und Proteinmarker

Tabelle 4:Liste der verwendeten Protein und DNA-Marker mieiinHerstellern und den enthaltenen
Markerbanden. Bei den Proteinmarkern sind die Aegater BandengréfRe in kDa, beim DNA-Marker in
Basenpaaren (bp) angegeben. Die Grol3e der einZgareten kann je nach Charge geringfugig variieren.
Fette Zahlen sind in dem Marker besonders hervolggh z.B. durch andere Farbung bzw. starkere

Banden.

Name Hersteller Markerbanden

Page Ruler Prestained Protei Fermentas. St. Leon-Rot 170; 130:95; 72; 55; 43; 34; 26;
Ladder T 17;10[kDa]

PeqGOLD Proteinmarker | peglab, Erlangen

Prestained Protein Molecular

Weight Marker Fermentas, St. Leon-Rot

Gene Rule? DNA Ladder

) Fermentas, St. Leon-Rot
Mix

2.5 Verwendete Antikdrper

251 Priméarantikdrper

116; 66; 55; 45; 35; 25; 18,2; 14,4
[kDa]

117; 90; 49; 35; 26; 19 [kDa]

10.000; 8.000; 6.000; 5.000;
4.000; 3.5003.000 2.500;
2.000; 1.500; 1.20Qt.00Q 900;
800; 700; 600500, 400;

300; 200; 100 [bp]

Tabelle 5: Liste der in der Arbeit verwendeten PrimarantildrEin zuséatlicher Cysteinrest (C) am N-
Terminus von Epitopsequenzen gibt an, dass libse dieninosaure das KLH (keyhole limpet

haemocyanin) zur Immunisierung an das Peptid geXopprde.

_ . Wirtstier/
Antigen / Name Epitop AK-Typ
(C)GLNLSEGDGEEVYHF Kaninchen
hTRPV5 / 981 (AS 715-729) polyklonal
(C)TASQSSSHRGWEILRG Kaninchen
hTRPV5 / 1052 AS 691-706 polyklonal
(C)EELSFLELVVSSDKR Kaninchen
hTRPV5 / 1074 (AS 288-302) polyklonal
(C)EVFKNSDKEDDQEHP Kaninchen
hTRPV5 /1075 (AS 649-663) polyklonal
hTRPV5 / Alomone AS 715-729 Kaninchen
polyklonal
hTRPVS / H-99 AS 631-729 Kaninchen
polyklonal
CaT-2 20 AS im C-Terminus Kaninchen
polyklonal
(C)RGDLEDGESWEYQI  Kaninchen
hTRPV6 / 429 (AS 713_725) po|y|(|0na|

Konzentration/
Verdinnung

WB: 10-15 pg/ml
IHC: 100-200 pg/ml

Hersteller;
Produktnummer

AG Fecher-Trost

WB: 15 pg/ml .
IHC: 100pg/ml AG Fecher-Trost
WB: 15 pg/mi g
IHC: 100ug/ml AG Fecher-Trost
WB: 15 pg/mi X
IHC: 100ug/ml AG Fecher-Trost
Alomone labs,
4ua/mi Israel;
Hd ACC-035
Santa Cruz,
4pg/ml Heidelberg;
sc-30186
AlphaDiagnostic,
5 ug/ml San Antonia;
CAT21-S
Daniela Hirnet
10 pg/ml [Hirnet et al., 2003]
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hTRPV6 / 981

hTRPV6 / 26B3

humane Alkalische
Phosphatase der
Placenta / PLAP

humanes
Cytokeratin 7 /
CK7

Calpain-6

Ku-70

118-HSD2

2.5.2

(C)RGDLEDGESWEYQI

(AS 713-725)

LGCPFSPHLSLP
(AS 669-680)

/

Sekundarantikdrper

Kaninchen
polyklonal,
ungereinigtes
Serum
Maus
monoklonal

Maus
monoklonal
(Klon 8B6)

Maus
monoklonal

Ziege
polyklonal

Maus
monoklonal

Kaninchen
polyklonal

5 ua/ml Daniela Hirnet
H9 [Hirnet et al., 2003]
Sigma-Aldrich,
1:1000 (nur IHC) Minchen;
A-2951
gebrauchsfertige BioLogo,
Ldsung fir Kronshagen;
IHC CK107
Santa Cruz,
1 pg/ml Heidelberg;
sc-54710
Santa Cruz,
1 pg/ml Heidelberg;
sc-56129
Santa Cruz,
1 pg/ml Heidelberg;
sc-20176

AG-Fecher-Trost

Tabelle 6: Liste der verwendeten Sekundar-Antikdrper, sowdhMestern Blots (HRP) als auch die
Immunhistochemie (Alexa)

Name,
gekoppelte
Gruppe

Anti-rabbit HRP

Anti-rabbit-LC
HRP

Anti-Maus HRP

Anti-goat HRP

Anti-rabbit-
Alexa488

Anti-rabbit-
Alexa594

Anti-Maus-
Alexa488

Anti-Maus
Alexa594

Typ

IgGs species-specifi

F(ab"), fragment

IgGs, light chain
specific

IgGs (H+L)

IgGs (H+L)

IgGs (H+L)

1gGs

IgGs

1gGs

o " Hersteller;
Wirtstier Verdiinnung Produktnummer
1:25.000 - GE Healthcare, Minchen
Esel 1:50.000 NA9340
Maus . Dianova, Hamburg
(monoklonal) e 211-032-171
] Dianova, Hamburg;
Ziege 1:30.000 115-035-146
) Santa Cruz, Heidelberg
Kaninchen 1:10.000 sc-2020
_ Invitrogen, Karlsruhe;
Ziege 1:200 A-11008
_ Invitrogen, Karlsruhe;
Ziege 1:200 A-11012
_ Invitrogen, Karlsruhe;
Ziege 1:200 A-11001
Ziege 1:200 Invitrogen, Karlsruhe;

A-11005



2 Material 26

2.6 DNA-Vektoren

pJET1.2/blunt Cloning VektofFermentas, St-Leon-Rot): Der Vektor ist 2974 Basane
grof3 und tragt ein Ampicillinresistenzgen. Der gidite Vektor wurde innerhalb der
multiplen Klonierungsstelle miEcoRV geschnitten und liegt bereits linearisiert v&w, dass

DNA-Fragmente mit glatten Enden direkt aufgenommverden kénnen.

pPpGEX-4T-2 Vekto(GE Healthcare, Miinchen): Der 4970 bp grof3e Vektgt neben einem
Ampicillin-Resistenzgen auch eine cDNA fir die Glinion-S-Transferase (GST), die direkt
N-Terminal vor der multiplen Klonierungsstelle (riple cloning site, MCS) liegt, mit einer
Thrombinschnittstelle dazwischen. Nach Ligation degr die entstehenden Proteine als
Fusionsproteine, bestehend aus einem N-terminafh @hd dem darauffolgenden Protein,
dessen cDNA in die MCS eingebaut wurde, exprimiBrrch die vorhandene Thrombin-
Schnittstelle ist es moglich, den GST-Anhang ztieenén.

2.7 Kompetente Bakterienstamme

E.coli BL21plLysS(Stratagene, Amsterdam, NL): Ein proteasedefizidBédkterienstamm mit

Chloramphenicol-Resistenz, der besonders zur Hetgno Proteinexpression geeignet ist.

Genotyp:E.coliB F dcmompThsdS (5" mg’) gal A(DE3) [pLysS Carlj

E.coli XL1blue (Stratagene Amsterdam, NL): Ein BakterienstammTrattacyclin-Resistenz,

der sich besonders zur Plasmidpropagation eignet.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE4Atldhc [F' proAB lacl AM15
Tn10 (Teb)]
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2.8  Klonierungsprimer

Tabelle 7: Liste der verwendeten Primer fur die Klonierung Neterminalen TRPV5-
Fusionsproteine. Alle sense-Primer (for) fligen &neHI-Schnittstelle ein und die antisense-Primer
(rev) jeweils eindNotli-Schnittstelle. Die Sequenzen beziehen sich asihdanane Gen.

Primername

for V5 AS1

for V5 AS81
for V5 AS152
for V5 AS230
rev V5 AS100
rev V5 AS171
rev V5 AS 250
rev V5 AS330

Sequenz

5'-CG GGATCC ATG GGG GGT TTT CTA CCT AA-3'

5'-CG GGATCC ACG GCG CTG CAC ATA GCA-3'

5'-CG GGATCC TTC CGC CGT AGT CCC CG-3'

5'-CG GGATCC CAG CCC CTG GACCTT GTG-3'

5'-GC GCGGCCGC TCA CTC CAT CAG CAC CAA GGC-3
5'-GC GCGGCCGC TCA GGC AGC AAA GGA CAA AGG G-3
5'-GC GCGGCCGC TCA CTC CAC TCC AGC CAG CTT-3'

5'-GC GCGGCCGC TCA GCA GAA GTA CGG CCG GC-3'

TRPV5-
Fusionsprotein

N1; N3; N7
N4

N2;N5

N6

N2

N1; N4

N5

N2; N6; N7

Tabelle 8:Liste der verwendeten Primer fur die Klonierung @eterminalen TRPV5-
Fusionsproteine. Alle sense-Primer (for) figen &@aeHI-Schnittstelle ein und die antisense-Primer
(rev) jeweils einéNotl-Schnittstelle. Die Sequenzen beziehen sich asiMiausgen.

Primername

for mvV5 AS571
for mV5 AS601

for mV5 AS663
rev mV5 AS608

rev mV5 AS662

rev mV5 AS723

Sequenz
5'-CG GGATCC ATG GGC GAC ACT CAC TGG-3'
5-CG GGATCC ATG CCT CGT TTC CTG TGG C-3'
5'-CG GGATCC GGG ACT GAG ACT GGG ACT-3'

5'-GC GCGGCCGC TCA GCG AGG CCA CAG GAA ACG-3'

5'-GC GCGGCCGC TCAAGAAGG TTG TTT CTC AGA TAG-3'

5'-GC GCGGCCGC TCA GAA CTG GTA GAT CTC TTC-3'

TRPV5-
Fusionsprotein

C1;C4
C2

C3

C1

Cc2
C3;C4
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktiorpdlymerasechain reaktion, PCR) ist eine enzymatische
Methode, mit der geringe Mengen an DNA exponentietliielfaltigt werden [Mullis et al.,
1986]. Sie besteht aus einem dreistufigen Prozkssin 25-35 Zyklen wiederholt wird. Im
ersten Schritt wird die DNA-Matrize zu Einzelstréngdenaturiert so dass im zweiten Schritt
die Oligonukleotide (Primer) hybridisieren koénnefiAr{nealing”). Die "Annealing"-
Temperatur ist dabei abhéngig von der Schmelztesyeder verwendeten Primer. Die
beiden Primer definieren den spezifischen DNA-Bdreder amplifiziert wird und bilden den
Startpunkt fur die DNA-Polymerase. Durch diese wiindetzten Schritt (Elongation) eine zur
Matrize komplementdre DNA-Sequenz polymerisiert.e DSequenz der verwendeten
Oligonukleotide enthalt zusatzlich jeweils am 5dEndie Erkennungssequenz fir ein
Restriktionsenzym, so dass jedes neu synthetisiBiA-Fragment automatisch von
Restriktionsschnittstellen flankiert wird. Die filre Reaktion verwendete thermostaldikeg
Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) stammt urghoiinaus dem thermophilen Bakterium
Thermus aquaticusnd hat laut Herstellerangaben eine Fehlerrate2y@xi0° pro Nukleotid
pro Zyklus. Als DNA-Matrize dient die N-terminalBblA-Sequenz des humanen TRPV5
Gens im pCMVsport-Vektor (RZPD, Deutsches Resowestium fir Genomforschung
GmbH Berlin, Klon ID: HU3.p983C04357D2; Library Ham Unigene Set - RZPD 3.1) bzw.
die Maus TRPV5-cDNA im Vektor pcDNA3 (PD Dr. UlrictWissenbach, Pharmakologie,
Universitat des Saarlandes).

Zur Durchfiihrung der PCR werden folgende Komponeatesammengemischt:

10 x PCR-Puffer 5 ul
25 mM MgCh 3 pul

Primer (vorwarts) 5 ul
Primer (ruckwarts) 5 ul
dNTP Mix (je 10mM) 1l
TagPolymerase 0,5 ul

DNA-Matrize [0,14 pg/pl] 1,4 pl

mit HoOygestauf 50 pl auffullen
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Die PCR-Reaktion wird nach folgendem Programm dyetimhrt:
98 °C 1:30 min Denaturierung

53 °C 1 min "Annealing"

94 °C 1 min Denaturierung
30 x
72 °C 1 min Elongation

72 °C 10 min  Elongation
4°C o

3.1.2 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Kompetenz beschreibt die Fahigkeit von Bakteridarel frei in der Umgebung
vorkommende DNA aufzunehmen, was man sich bei dansformation von Bakterien
(3.1.6) zu nutze machE. coli Zellen besitzen keine natirliche Transformatiomsgetenz
und missen deshalb durch eine chemische Methodsglikinkompetent gemacht werden.
Durch eine Kalziumchlorid-Behandlung nach dem R¢oliovon Sambrook et al. [Sambrook
et al., 1989] werden die Bakterien befahigt, zigkal Plasmid-DNA aufzunehmen. Dazu wird
mit einem sterilen Zahnstocher eine Bakterienk@orin einer Agarplatte gepickt und damit
eine 5 ml LB-Vorkultur angeimpft, die Uber Nachti 8 °C inkubiert wird. Von dieser
Ubernachtkultur werden anschlieRend 100 pl verwenae 100 ml LB-Medium anzuimpfen.
Diese Kultur wird inkubiert bis die optische DicHt@D) bei 600 nm einen Wert von 0,35-0,4
erreicht. AnschlieRend wird die Bakteriensuspensionzwei sterile, vorgekihlte 50 ml
Reaktionsgefal3e uberfuhrt und fur etwa 10 Minuteh Bis gelagert, um sie auf 0 °C
abzukuhlen, bevor die Bakterien b8D00xg (4 °C) 10 Minuten pelletiert werden. Der
Uberstand wird verworfen und jedes Pellet in 30ainler eiskalten MgGICaCb-Ldsung
resuspendiert. Daraufhin werden die Bakterien érméioben abzentrifugiert und die Pellets
in je 2 ml eiskaltem 100 mM Caggelost und vereinigt. Um die Bakterien fir die tepé
Lagerung bei -80 °C vorzubereiten, werden 140 pl9iMzugegeben und fur 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Anschlieend werden erneut 140 pl $IM zugegeben und die nun
kompetenten Zellen in kleinen Aliquots sofort ifidsigem Stickstoff eingefroren und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert. Um zu Uberpriféndie Behandlung erfolgreich war, wird
eine Testtansformation (3.1.6) mit einem beliebigasmid mit Antibiotikaresistenz-Gen

durchgefiihrt und kontrolliert, ob die Bakterien @utibiotika-haltigem Medium wachsen.
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3.1.3 Herstellung von Agar-Selektionsplatten
Zur Herstellung der Agar-Platten werden 15 g Bagar in 1 Liter LB-Medium geldst und

autoklaviert. Vor dem GieBen werden die AntibiotikdAmpicillin: 50 pg/ml;

Chloramphenicol: 34 pg/ml) zugegeben. Auf diesattéh konnen dann nur solche Bakterien
wachsen, die ein Plasmid aufgenommen haben, d&.dieli Bakterien nur eine Resistenz
gegen Chloramphenicol enthalten. Auf dem eingesshdé®m Plasmid ist zusatzlich ein
Resistenzgen gegen Ampicillin vorhanden, so dasstransformierten Bakterien wachsen

kdnnen.

3.1.4 Restriktionsverdau von Plasmiden

Zur Kontrolle, ob die aus Bakterien isolierten Rtéde nach der Klonierung ein korrektes
Insert enthalten, wird eine Restriktionsanalysecdgeftihrt, bei der entweder das Insert
ausgeschnitten oder innerhalb des Plasmids mitreareleren Restriktionsenzym geschnitten
wird. Das Schneiden erfolgt Gber Restriktionsenditeasen, welche Enzyme sind, die DNA
an bestimmten Sequenzabschnitten (Erkennungssequmnzioppelstrangigen Phosphat-
rickgrat spalten. Die Enzyme erzeugen je nach Tiyweder Fragmente mit stumpfen Enden
("blunt ends") oder bei anderen steht ein Einzahgfram Ende des Fragments etwas uber
("sticky ends"), wobei die Sequenz je nach Restrilsenzym variiert. Uber die wahrend der
PCR (3.1.1) eingefuihrten Schnittstellen BarHI und Notl wird spater das Insert mit den
entsprechenden Enzymen aus dem Plasmid ausgesohrdtim Kontrollverdau wird der
verwendete pGEX Vektor zum Teil auch alternativ da@tm Restriktionsenzyrpa verdaut.

Je nachdem, ob die restringierte DNA fiUr eine gpélt®olation aus dem Agarosegel (3.1.10)
verwendet (quantitativer Verdau), oder nur zur Kolfeé auf ein Agarosegel aufgetragen

werden soll (Kontrollverdau), werden unterschidatidiengen an DNA eingesetzt.

Die Anséatze setzen sich wie folgt zusammen:

Quantitativer Verdau 10x BanHlI-Puffer 2,5 ul

BanHl| 1,5 ul
Not 1,5 pl
Plasmid DNA 15,0 pl
HzOddest _45yl

25 pl
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Kontrollverdau BanHI+ Notl Apa
10x BanHI-Puffer 1 ul
10x Puffer (blau) 1l
BamHI 0,8 ul
Notl 0,8 pl
Apal 1l
Plasmid-DNA 2 ul 2 ul
H2Oddest 5,4 ul 6 ul
10 pl 10 pl

Die Ansatze werden flr 60 Minuten bei 37 °C inkubiend anschlieRend mit 6x DNA-
Laufpuffer versetzt und auf ein 1,2%-iges Agaros{3.1.9) aufgetragen.

3.1.5 DNA-Ligationen

Die Ligation dient der enzymatischen Verknipfungeiw DNA-Fragmente mit Hilfe einer

Ligase. Dieses Enzym verknipft ein freies 3'-Hygr&nde mit einem 5'-Phosphat-Ende der
beiden DNAs. Das Ziel ist dabei, ein bestimmtes DRAgment mit einem Vektor zu

verknipfen, um das resultierende Plasmid spatdBaiterien zu exprimieren. Die beiden
DNA Fragmente mussen dazu in linearisierter Formiegen, was entweder durch einen
vorherigen Restriktionsverdau (3.1.4) oder durck dferwendung eines PCR-Produkts

erreicht wird.

3.1.5.1Ligation von PCR Produkten mit dem Vektor pJET (ii#lend"-Ligation)
Die bei der PCR entstandenen Produkte (3.1.1) werdg Hilfe des "CloneJET™ PCR
Cloning Kit" (Fermentas, St-Leon-Rot) nach den I#dlsrangaben in den Vektor

"pJET1.2/blunt Cloning Vector" einkloniert. Dazu sden erst die 3'-Uberhange, die diact
DNA-Polymerase bei der PCR anfliigt mit dem entsmgmedbn "DNA Blunting Enzym"
aufgefullt. Dadurch entstehen PCR-Produkte mittgtaEnden, tGber die das PCR Produkt in

den genannten Vektor eingebaut wird.

Die Reaktion setzt sich wie folgt zusammen:

2x Reaktionspuffer 10 pl
PCR-Produkt 1,5 pl
H.O (nukleasefrei) 4,5 ul

"DNA Blunting Enzyme" 1,0 ul
18 pl
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Dieser Ansatz wird fur 5 Minuten bei 70 °C inkulbjekurz auf Eis abgekuhlt und
anschlieBend jeweils 1 pl Vektor pJET1.2/blunt figdul] und T4 DNA Ligase (5 u/ul)
zugegeben. Nach einer Inkubation flr mindestenMBiten bei Raumtemperatur wird die
ligierte DNA in Bakterien E.coli XL1 blue) transformiert (3.1.6) und der Einbau dieserts
nach einer Plasmidisolation (3.1.7) mit einem Kolerdau durch Restriktionsenzyme
(3.1.4) kontrolliert.

3.1.5.2Ligation mit dem Vektor pGEX ("sticky-end"-Ligatipn

Nachdem die PCR-Produkte zuerst in den Vektor pJEBIUNt einkloniert wurden, werden
sie dort mit den beiden Restriktionsenzym@anmHl und Notl ausgeschnitten, in einem
Agarosegel aufgetrennt (3.1.9) und anschlieRendudarsoliert (3.1.10). Diese isolierten
DNA Fragmente enthalten an ihrem 5-Ende eBenHl und am 3'-Ende einéNot
Schnittstelle, Uber die sie gerichtet in den Ved@EX 4T-2 (GE Healhcare, Miinchen)
ligiert werden. Der Vektor wird zuvor ebenfalls rdgn beiden gleichen Restriktionsenzymen

geschnitten.

Die Ligation setzt sich wie folgt zusammen:

PGEX 2T DNA [37 ng/ul] 1 ul
Insert DNA 1 pul
10x Ligase-Puffer 1l
DNA-Ligase 1 pl
ATP [1 pg/ul] 1,5 pl
H>O 4.5yl
10,0 pl

Der Ligationsansatz wird fir 72 Stunden bei 4 °Quimiert und anschlieRend in Bakterien

transformiert (3.1.6).

3.1.6 Transformation

Als Transformation bezeichnet man die stabile gedle¢ Veranderung von Bakterien, wobei
Fremd-DNA eingeschleust wird und dann in Form eXtramosomaler DNA (Plasmide)
vorliegt. Die Transformation wird verwendet, um derfolg einer Ligation zu Uberprifen,
oder Fusionsproteine in Bakterien zu exprimierera fr die TransformatiorE. coli
Bakterien verwendet werden, die zu den gram-negatBakterien gehtren und keine DNA
selbstandig aufnehmen kdénnen, missen speziell delteanso genannte kompetente Zellen

verwendet werden (3.1.2). Die Transformation dekt&a&n wird nach Sambrook et al.
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[Sambrook et al., 1989] durchgefuhrt. Dazu werdefl80 ul kompetente Bakterien auf Eis
aufgetaut und 1 pug des zu transformierenden Plasmigegeben bzw. die Hélfte eines
Ligationsansatzes (5 ul). Daraufhin erfolgt fur @M-Minuten eine Inkubation auf Eis. Die

Aufnahme des Plasmids in die Bakterien wird durnctere Hitzeschock fur 45 Sekunden bei
42°C und eine direkte Zugabe von 400 pl LB-Mediume Antibiotika erreicht. Nach einer

kurzen Inkubation auf Eis (2 Min) wird die Baktersispension fir eine Stunde bei 37 °C
und 500 rpm im Heizblock geschuttelt. Einmal 100 ydd einmal der Rest dieser

Zellsuspension werden nun auf Agar-Selektionspladtgsplattiert und fur 16-24 h bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert.

3.1.7 Analytische Praparation von Plasmid-DNA aus Bakteri

Zur Vorbereitung der Isolation von Plasmid-DNA ale Bakterien zu analytischen Zwecken
werden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie der transfoerten Bakterien (3.1.6) angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C unter Schuitteln (200 remgezogen. Am n&chsten morgen wird
1 ml der angewachsenen Bakteriensuspension aldmgrert (3 Min, 14000xg, RT). Zur
Isolation der DNA wird das Prinzip der alkaliscHeyse verwendet. Dazu wird das Pellet erst
in 100 ul Puffer S1 resuspendiert (vortexen) urgthiel3end 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl Puffer S2 und hmealigem Invertieren mit
anschlieBender Inkubation fur 5 Minuten auf Eis kanes zur alkalischen Lyse. Der Puffer
enthalt sowohl SDS, um die Zelle aufzuschlieRes,aalch NaOH, welches den pH-Wert in
den stark alkalischen Bereich verschiebt. DurchpdieWert Verschiebung wird sowohl die
chromosomale, als auch die extrachromosomale DN#atdeiert. Die chromosomale DNA
kann allerdings im Gegensatz zur kleineren Pladdhéx nach Neutralisations des pH-
Wertes durch Kaliumacetat und Essigsaure (Zugabel®® pl Puffer S3 und mehrmaliges
Invertieren) nicht renaturieren und fallt wahrered thkubationszeit von 10 Min auf Eis aus.
Zusammen mit dem ebenfalls durch die Neutralisigramsgefallenen NaOH wird die
chromosomale DNA-Masse nun abzentrifugiert (10 Mity000xg, RT). Bei diesem
Zentrifugationsschritt setzen sich ebenfalls Zettthean- und Zellwandbestandteile, sowie
Proteine als Pellet ab. Die renaturierte PlasmidADMrd mit der oberen Phase in ein neues
Reaktionsgefal3 uberfihrt. Um die isolierte DNA zeinigen und die restlichen
Puffersubstanzen, vor allem Salze, zu entferned sie aus dem Uberstand durch Zugabe
eines halben Volumens 100 % Isopropanol p.a. undrdnkubation fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur ausgefallt. Die DNA wird durch eiaeschlielRenden Zentrifugationsschritt
(25 Minuten, 14000xg, RT) pelletiert und das DNAete2-mal mit ca. 400 pl eiskaltem
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70 % Ethanol gewaschen (10 Minuten, 14000xg, RTgacidem die DNA an der Luft
getrocknet wurde, wird sie in 30-50 ub®igestgelost und bei -20 °C gelagert oder direkt fur

einen Restriktionsverdau (3.1.4) eingesetzt.

3.1.8 Quantitative Praparation von Plasmid-DNA aus Ba&ter
Um Plasmid-DNA in groRerem Mafl3stab zu erhaltendwiie DNA mit Hilfe des "HiSpeed

Plasmid Midi" Kit (Qiagen, Hilden) exakt nach demrgaben des Herstellers isoliert. Dazu
wird wie beschrieben von einer einzelnen Baktemdmkie eine 5 ml Kultur angeimpft und
anschlieend daraus die 100 ml Hauptkultur durde 4500 Verdinnung angeimpft. Zur
Fallung wird allerdings nicht wie im Handbuch anglegn der "QIAprecipitator Midi"
verwendet, sondern nach der Fallung mit Isopropetrol so weiter verfahren wie unter 3.1.7

beschrieben und die DNA in 500 pj®hgestresuspendiert.

3.1.9 Horizontale DNA-Agaroseqgelelektrophorese

Als Gelelektrophorese bezeichnet man die Wandemiegtrisch geladener Teilchen im
Gleichstromfeld. Als Tragermedium wird ein Agard3el verwendet, wobei die
Laufgeschwindigkeit der zu trennenden DNA-Fragmewie der Grol3e abhangig ist, also der
Masse und der Gestalt der wandernden Molekile sdaren Viskositat im Medium. Deshalb
wandern kleine Molekule rasch durch das Gel, wahrgmnolie Molekile nahe der
Probenauftragsstelle bleiben. Da DNA bei allen préh durch das Zucker-Phosphat-
Ruckgrat negativ geladen ist, bewegt sie sich adbgen einer Spannung in Richtung der
Anode. Zur Durchfuhrung einer Gelelektrophoreselveinéchst ein 0,8-1,2 %iges Agarose-
Gel gegossen. Um diese Agarose-Losung zu erhalieshdie jeweilige Menge an Agarose in
einem Erlenmeyerkolben abgewogen und entsprechendxrlr AE-Puffer aufgefillt. Die
Suspension wird mehrmals aufgekocht bis die Agaxadistandig gelost ist. Anschliel3end
wird sie bis auf 60-65 °C abgekuhlt und mit Ethrdlromid (5 pl einer 10 mg/mi
Stammldsung pro 40 ml Gel) versetzt, bevor siene abgedichtete Gelform gegossen wird.
Die Schichtdicke betragt ca. 0,5 cm. Zur Formung iaschen, in welche die Proben
eingefillt werden, wird ein Kamm eingefligt. Das eggbene Ethidiumbromid lagert sich als
DNA-interkalierender Farbstoff zwischen die Basen BNA ein, wodurch die aufgetrennte
DNA durch Bestrahlung des Gels mit UV-Lichh=254nm) sichtbar wird. Nach dem
Erstarren des Gels wird der Kamm vorsichtig heramsgen und das Gel in eine Horizontal-
Gelapparatur mit TAE-Puffer Uberfihrt. In die Taschwird die mit DNA-Probenpuffer
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versetzte Probe auf der Kathodenseite einpipetiiig Elektrophorese erfolgt bei 100 bis
200 mA und anschliel3end wird die DNA im Gel unt&f-Licht detektiert.

3.1.10 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Die Isolation von DNA aus Agarosegelen ist notwgndim nach einer Trennung von DNA-
Gemischen nur die gewiinschten Fragmente wiederZzogem; um sie fur weitere Versuche,
wie z.B. Ligationen, einzusetzen kénnen. Die Duibinfing erfolgt unter Verwendung des
peqGOLD Gel Extraction Kits (peglab Biotechnolo@enbH, Erlangen). Die Durchfiihrung
der Extraktion erfolgt wie in der Arbeitsanleiturdes Herstellers beschrieben und die

Ausbeute wird anschlie3end tber eine DNA-Konzeiatnabestimmung (3.1.11) bestimmt.

3.1.11 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung des DNA-Gehalts einer Probe und rdeReinheit erfolgt eine
photometrische Messung der Extinktion bei 260 nr 280 nm in einer Quarzkivette. Bei
260 nm werden die Basen der DNA gemessen und #&iReinheitsbestimmung dient der
Wert der 280 nm Messung, da hier das Absorptionsman der aromatischen
Aminosaurereste von Proteinen liegt. Eine Absons#nheit von 260 nm entspricht dabei
50 pg doppelstrangiger DNA pro ml. Die Konzentnatierechnet sich daraus wie folgt:

DNA-Konzentration (ug/ml) = Absorption 260 x 50 xekiinnungsfaktor der Probe

3.1.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der DNA erfolgte im Nano+Bio-@eran der TU Kaiserlautern. Zur
Sequenzierung wurden die DNA mit den entspreche/denern zusammen abgeben und die
Sequenzierung dort mit einem ABI 16-Kapillar-Seazierer (ABI 3100) und einem 50 cm
Kapillarsystem durchgefiihrt. Die Sequenz wurde deit Software "genedoc"” ausgewertet

und die entsprechenden Chromatogramme bei BedadenmBSoftware "Chromas" analysiert.

3.1.13 Anlegen von Glycerindauerstocks

Um transformierte und bereits in Flissigkultur amgehsene Bakterien Gber einen langern
Zeitraum zu lagern, werden Dauerstocks angelegzuDaird eine Bakterienkultur tber
mehrere Stunden frisch angezogen und auf Eis abgelB00 pl der Suspension werden mit
200 pl autoklaviertem wasserfreiem Glycerin vermis©urch das Glycerin ist es moglich,
die Bakterien bei -80 °C zu lagern, ohne dass digp&nsion so stark einfriert, dass durch

Kristallbildung die Zellwand zerstort wird.
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3.2 Expression und Reinigung von rekombinanten GST-Fushnsproteinen

3.2.1 Expression der GST-Fusionsproteind=igoli

Um die GST-Fusionsproteine in Bakterien zu exprigme wird als Wirtsstamni. coli
BL21(DES3) verwendet, der zusatzlich das pLysS Pidgragt. Da die T7 RNA Polymerase,
die fur die Expression der Proteine verantwortigth in BL21(DE3) Zellen eine sehr hohe
Aktivitat aufweist, ist dieser besonders fiur diepEession rekombinanter Proteine geeignet.
Allerdings kommt es dadurch auch zu einer Hintemgaxpression des gewlnschten Gens in
nicht-induzierten Zellen. Dieses zusatzlich entvadt pLysS Plasmid produziert aber eine
groRere Menge an T7 Lysozym, was die Hintergrundesgion heterologer Gene
unterdrtickt. Allerdings ist die Gesamtexpressionrekombinantem Protein geringer als in
gewohnlichen BL21(DE3) Zellen. Um rekombinante Emwm¢ in diesen Bakterien zu
exprimieren, wird das entsprechende Plasmid voirnelie Zelle transformiert (3.1.6). Das
Plasmid beinhaltet dabei die DNA-Sequenz des gestiies Proteins, die direkt C-terminal
hinter die cDNA-Sequenz von GST kloniert wurde. Drath entsteht bei der Expression ein
Tandem-Protein aus GST und dem eigentlichen Profeas GST dient dabei nur als
Adapterprotein zur vereinfachten Aufreinigung (3)2In den Zellen wird dann durch IPTG
(Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid) Induktion die Expressioar df'7 RNA Polymerase
gestartet, um die rekombinanten Proteine zu exprani Dazu wird nach der Transformation
eine kleine 5 ml Vorkultur aus LB-Medium mit den thotika [Ampicillin (50 pg/ml) far
die Selektion transformierter Bakterien und Chlgpaemicol (34 pg/ml)] fur die Selektion
des pLysS-Stammes angesetzt. Diese wird anschieffgneiner Einzelkolonie, die mit
einem sterilen Zahnstocher gepickt wurde, angeimfiternativ konnen auch 10 pl eines
Glycerindauerstocks verwendet werden. Diese KuWind Uber Nacht bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Am nachsten Tag wird mit 1 diser Ubernacht-Kultur eine groRe
Vorkultur in einem Erlenmeyerkolben mit 40 ml LB-Miam (+ entsprechende Antibiotika)
beimpft und ebenfalls Uber Nacht inkubiert. Mit 28-ml dieser grol3en Vorkultur wird die
eigentliche Kultur (400 ml LB-Medium + Antibiotika 0,4 % Glucose) angeimpft, die zur
Proteinexpression verwendet wird. Diese GroRRkultvrd in Erlenmeyerkolben mit
Schikanen bei 37 °C im Schittelinkubator inkubiertt nach dem Erreichen einer §&von
0,7-1,0 wird die Proteinexpression durch Zugabe @dnmM IPTG gestartet. Vorher wird
noch 1 ml der Kultur entnommen, was spater als ¥diet der Expression vor Induktion
dient. Diese Probe wird 3 Minuten bei 14.000xg ér dischzentrifuge abzentrifugiert und
anschlieBend das Pellet direkt in 150 pl 2x SDSepatffer resuspendiert. Wahrenddessen
wird die Bakterienkultur nach der Induktion bei 29 fur 2-4 Stunden weiter inkubiert.
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Durch die Temperaturerniedrigung wird nicht nur ¥éachstum der Bakterien herabgesetzt,
sondern auch die Proteinexpression verringert, warbindern soll, dass die gebildeten
Proteine aufgrund zu grof3er Mengen in so genanhkieschlusskorperchen (“Inclusion
bodies") ausfallen. Bei Testexpressionen wird Aiiteren Kontrolle der Proteinexpression
jede Stunde eine Probe von 1 ml entnommen und eviddy Probe vor Induktion beschrieben
verfahren. Um die exprimierten Proteine spater @eris Bakterien aufzureinigen, wird am
Ende der Inkubationszeit die Kultur abzentrifugi@® Min bei 4 °C und 3.000xg, Zentrifuge
RC5B, Sorvall). Das erhaltene Bakterienpellet wiid zur Weiterverwendung bei -20 °C

eingefroren.

3.2.2 Isolation von GST-Fusionsproteinen aus Bakterien

Zur Aufreinigung der in 3.2.1 exprimierten rekomdnen GST-Fusiosproteine wird das
erhaltene Pellet in 15 ml 1x TBS-Puffer (+ Prot@asbitorcocktail) resuspendiert und in ein
groRes Reaktionsgefald Uberfuhrt. Zum Aufschluss Bakterien und Freisetzung der
exprimierten Proteine wird die Suspension mit Hidéer Ultraschallsonde (Bandelin
electronic, Berlin) funf Mal fir 30 Sekunden (20 %onifiziert. AnschlieRend wird das Lysat
zusatzlich mit 2 % Triton X-100 versetzt, welchégmfalls noch bestehende Zellmembranen
zerstort und Proteine freisetzt. Dazu wird das Ly&aMinuten bis 1 Stunde bei 4 °C gerihrt
bevor die Zelltrimmer durch Zentrifugation (20 Mioei 4°C, 13.700xg) aus dem Lysat
entfernt werden. Der daraus resultierende Uberg@rateinextrakt) wird nach Filtration auf
eine mit 1x TBS &aquilibrierte Glutathion-Sephar&aile (2 ml Sdulenmaterial) gegeben und
mindestens 2 Stunddrei 4 °C im Kreis Uber die Saule gepumpt. Wahreedat Zeit bindet
das aufzureinigende Fusionsprotein Uber seinen &8@H an das Glutathion der Saule.
Anschliel3end werden ungebundene Proteine mit 1xHF&f&r (+ Proteaseinhibitormix) so
lange von der Saule gewaschen, bis eine ReaktisWdeschpuffers mit Coomassie Protein
Assay Reagent (Pierce, Rockfort, Illinois) keineaBBrbung mehr zeigt bzw. die gleiche
Farbe wie reines 1x TBS aufweist. Hierzu werden aNpaffer und Reagenz 1:1 in einer
Mikrotiterplatte gemischt. Das gewaschene Sauleanahtwird entweder direkt flr einen
Pulldownversuch (3.6) eingesetzt oder in kleinediquots (200 ul) eingefroren. Alternativ
werden die Proteine mit freiem reduziertem Glutath(Applichem, Darmstadt) von der Saule
eluiert, wozu 1 ml des GST-Elutionspuffers auf 8&ule gegeben und gemischt wird. Nach
Inkubation fur 2-3 Minuten wird das Eluat aus deéwul® aufgefangen. Der Elutionsschritt

wird je nach Protein 5-7 Mal wiederholt. Die erkakn Fraktionen werden nun in
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Ultrafiltrationsrohrchen  (Vivaspin; Sartorius, Gdgen) mit der entsprechenden

AusschlussgrofRe in 1x TBS umgepuffert und gleidigauf etwa 1 ml eingeengt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Mikrosomenpriparationen

Mikrosomen sind kleine Vesikel (Durchmesser ~10Q ke von einer Membran, meistens
der des glatten und rauen endoplasmatischen Ratisulumschlossen werden. Die
Praparation von Mikrosomen aus Geweben macht mah gu Nutze, um die
Membranproteine einer Zelle anzureichern. Bei eldemogenisierung der Zellen wird die
Zellmembran zerstért und die entstehenden Fragmagtrn sich spontan aufgrund ihrer
Hydrophobizitat zu kleinen Vesikeln, den Mikrosomarsammen. Diese enthalten auch die
in der Membran eingelagerten Proteine. Durch bestenZentrifugationsschritte werden
diese Mikrosomen von anderen Zellbestandteilen, dga Kernen oder dem Zytoplasma

getrennt.

3.3.1.1Mikrosomenpraparation aus humaner Plazenta

Die Mikrosmenpéparation aus Plazenta erfolgt naem dProtokoll von Jimenez et al.
[Jimenez et al., 2004]. Die humane Plazenta wirthitielbar nach dem Kaiserschnitt von
normalen Schwangerschaften aus umliegenden Kradkeem auf Eis ins Labor
transportiert. Alle folgenden Schritte werden béCAdurchgefiihrt. 100 g Gewebe werden in
drei Volumen (300 ml) Saccharose-Puffer (+ Protedidaitormix) in einem Mixer mit

niedriger Geschwindigkeit homogenisiert (3 Mal fil® Sekunden mit einminttiger
Unterbrechung). Das Homogenat wird fir 15 Minutem 8000xg zentrifugiert. Bei dieser
Niederzentrifugation werden schwere Zellbestanelteie Zellkerne, andere Organellen und
nicht aufgeschlossene Zellen von den leichten RBd&den wie Zytosol und

Membranfragmenten abgetrennt. Der Uberstand, der ammderem die Mikrosomen enthalt,
wird zur weiteren Verwendung aufgehoben und dadetP@ 300 ml Saccharose-Puffer
resuspendiert und anschlieBend wie oben zentrifugie den gesammelten Uberstanden
werden anschlieend durch Ultrazentrifugation (D847 Ultrazentrifuge, Beckman

Instruments) bei 100.000xg (45 Minuten, 4 °C) dieervbranen von der zytosolischen
Fraktion getrennt. Die Mikrosomen, die im Pelletthedten sind, werden in 12-15 ml

Saccharose-Puffer resuspendiert und durch Potterogenisiert. Die mikrosomale Fraktion
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wird bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelageund die enthaltene
Proteinkonzentration mit Hilfe der BCA-Methode (3)Bbestimmit.

3.3.1.2Mikrosomenpraparation aus Rattengeweben

Die Praparation der mikrosomalen Membranfraktiols &attengewebe erfolgt nach dem
gleichen Prinzip wie bei der Plazenta. Nach demeilizelnen Gewebe aus einer 20 Tage
alten Ratte prapariert wurden, werden sie gewogehdem Skalpell zerkleinert und pro
500 mg Gewebe 7 ml Lysepuffer (+ Proteaseinhibitbreerwendet. Das Gewebe wird im
Puffer mit einem Ultra-Turrax homogenisiert und @i®Rend bei -80 °C fur mindestens 20
Minuten eingefroren, um durch den Frier-Tau-Zykiusitere Zellmembranen aufzuschliel3en
(Frier-Tau-Lyse). Nach dem Auftauen in Wasser baumtemperatur wird das Lysat in
einem Glas-Teflon-Potter homogenisiert. Zum SchelenLysats wird es durch eine Kanule
gepresst und pro 3,5 ml Gewebeextrakt 17,5 ml Saosk-Puffer zugegeben. Durch eine
Niedrigzentrifugation (3000xg, 15 Minuten, 4 °C) nden die grofl3eren Zellbestandteile
pelletiert und aus dem Uberstand durch Ultrazemefion (100.000xg, 45 Minuten, 4 °C) die
mikrosomale Fraktion gewonnen. Das Pellet der #ndrifugation wird in 200-400 pul (je
nach GroRe) Saccharose-Puffer gelést und in einkas-Teflon-Potter homogenisiert. Die
Lagerung erfolgt bis zur Verwendung bei -80 °C dinel Proteinkonzentration wird mit Hilfe
der BCA-Methode (3.3.3) bestimmit.

3.3.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Maus-Niere

Anstelle einer Praparation der mikrosomalen Fraktiwird aus diesem Gewebe ein Extrakt
oder Homogenat hergestellt, indem zusatzlich aytbselische Proteine enthalten sind. Zur
Herstellung dieses Extraktes aus Nieren von Mausahdas gleiche Protokoll angewendet,
wie bei der Praparation von Mikrosomen aus Ratteegen (3.3.1.2) mit kleinen
Abweichungen. Pro 400 mg Gewebe werden 5 ml Lysepuf+ Proteaseinhibitormix)
eingesetzt. Das Gewebe wird wie oben beschriebetlltmaturrax zerkleinert und fur 20
Minuten bei -80 °C eingefroren. Das aufgetaute d@PeNird mit dem Glas-Teflon-Potter
homogenisiert und anschlielRend durch eine grofe@&) und eine kleinere (0,4G) Kanile
geschert. Im Anschluss daran wird das Homogenat naoh 10 Minuten bei 2000xg
zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen gnil3ere Zelltrimmer zu entfernen. Die
Proteinkonzentration des Extrakts im Uberstand wiitlder BCA-Methode (3.3.3) bestimmt
und der Extrakt bis zur Verwendung bei -20 °C getag
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3.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach der BCA-Method

Die Konzentrationsbestimmung von Proteingemischamdes nach einem Protokoll von
Smith [Smith et al., 1985] modifiziert. Das Prinzifer Reaktion beruht darauf, dass die
Peptidbindungen von Proteinen im wassrig alkalisdddieu mit zweiwertigen Kupferionen
einen Komplex eingehen. Bei Oxidation der Peptidbilg werden die Kupferionen reduziert
und diese entstehenden einwertigen Kupferionenebildhit je zwei Molekilen BCA
(Bichinolin-diCarbonic _Acid) einen wasserldslichen Komplex. Die Intensiés violetten
Farbstoffs ist dabei proportional zur Proteinmenged wird Uber eine Messung der
Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm photiiseh bestimmt. Als Referenz werden
BSA-Standards mit bekannter Proteinkonzentratioi® @1; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 pg/ul)
eingesetzt. Die zu untersuchenden Proteingemisehden in verschiedenen Verdinnungen
(1:250; 1:500; 1:1000; 1:2500; 1:5000) angesetztd wamschlielend 50 pl von jeder
Verdinnung und dem Standard (jeweils in Doppelaesatmit 300 pul des BCA-Reagenzes
(gemischt nach Anleitung des Herstellers; Pieroasetzt. Nach einer Inkubation fur 45
Minuten bei 60 °C im Wasserbad werden 300 pl valenpe Ansatz in eine Mikrotiterplatte
pipettiert und im Mikrotiterplattenphotometer b&Znm (Multiscan EX, ThermoScientific)
gemessen. Die Erstellung der Eichgeraden und Humgttder Proteinkonzentration erfolgt
mit der Software "Ascent" (Version 3.6, Thermo Lydisms).

3.3.4 Féllung von Poteinen mit Trichloressigsdure (TCA)

Die Fallung von Proteinen mit TCA ist eine haufiggawendete Methode, um Proteine aus
Losungen aufzukonzentrieren. Hierbei werden digdire allerdings durch die starke Saure
denaturiert. Eine eiskalte 40%-ige TCA-Stockloswngd die zu fallende Proteinlésung
werden 1:1 gemischt, so dass sich eine Endkonziemtraon 20% TCA ergibt. Nach dem
Mischen wird die Probe 20 Minuten auf Eis inkubiend dabei die Proteine aus der Losung
geféllt. Dieser Niederschlag wird dann abzentréugi(10 Min, 14.000xg, 4 °C) und das
Pellet 2-mal mit dem 2-fachen Volumen Aceton (-2) °durch mischen und erneute
Zentrifugation (10 Minuten, 14.000xg, 4 °C) gewamthDas Pellet wird anschlieRend bei
Raumtemperatur getrocknet und dann in 2x SDS-LdteEpyelost.

3.3.5 Solubilisierung von Membranproteinen mit verschieste Detergenzien.

Um mit Membranproteinen zu arbeiten, missen diese den Membranen gelost
(= solubilisiert) werden. Da die in der Membrargkaden Abschnitte hydrophoben Charakter
besitzen, wirden sie in der wassrigen Losung enoesialen Puffers aggregieren. Deshalb
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macht man sich die amphiphile Eigenschaft von Deterien zu nutze, die sowohl einen
hydrophoben Teil, als auch einen hydrophilen Tesitzen. Die hydrophoben Reste lagern
sich an die hydrophoben Bereiche des Proteins diverdrangen dabei die Phospholipide der
Zellmembran. Dadurch kénnen die Proteine im op#maFall aus der Membran gelost
werden und sind durch den hydrophilen Teil dereSif Puffer 16slich. Bei diesem Vorgang
entstehen so genannte Mizellen, Komplexe aus Maempboteinen, Detergenz und
Phospholipiden. Die Mizellen bilden sich erst bieiee bestimmten Detergenz-Konzentration
aus, der kritisch mizellaren Konzentration (CMCig flir jede Seife spezifisch ist. Ebenso
wird das optimale Massenverhdltnis von Protein (Belfe (SPV) berucksichtigt. Zur
Solubilisierung wird die entsprechende Menge Detergim 1x Solubilisierungspuffer
(+ Proteaseinhibitormix) geldst und die Mikroson{ar8.1) zugegeben. Der Solubilisierungs-
ansatz (Zusammensetzung siehe Tabelle 9) wird ias-Geflon-Potter homogenisiert und
dann fiur eine Stunde bei 4 °C geruhrt. Die solsi@iten Membranproteine werden fur 45
Minuten bei 100.000xg ultrazentrifugiert, um diestiehen Membranen abzutrennen und

dann das Solubilisat im Uberstand fiir weitere Velnsieingesetzt.

Tabelle 9: Zur Solubilisierung verwendete Detergerien und deren Eigenschaften

CMC/

. Eingesetztes lonische S
Detergenz elnlg(;aﬁzetzte SpyV Eigenschaft Solubilisierungsansatz
20 mg Detergenz
o 20 mg Protein
CHAPS 0.8% /2% 1:1 zZwitterionisch 200 pl 5x Solubilisierungspuffer
H,O ad 1 ml
140 mg Detergenz
Dodecyl$-D- _ L 20 mg Protein
malt)(/)fid 0.01% /1% 71 nichtionisch 2 g m| 5x Solubilisierungspuffer
H,O ad 14 ml
100 mg Detergenz
. L 20 mg Protein
Nonidet-P40 (58 mM) / 1% 51 nichtionisch 2 m 5x Solubilisierungspuffer
Hzo ad 10 ml
320 mg Detergenz
Octyl-B-D- _ . 20 mg Protein
gIL}IC(l)Ssid (18-20 mM) / 8% 0.8:1 nicht ionisch  gpg ul 5x Solubilisierungspuffer
H,O ad 4 ml
140 mg Detergenz
Octyl-B-D- 20 mg Protein
thioglucosid 0.2% / 2% 7:1 nicht ionisch 1.4 ml 5x Solubilisierungspuffer

H,O ad 7 ml
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160 mg Detergenz
_ o 20 mg Protein
Thesit 0.006% / 2.5% 8:1 nichtionisch 1 28 mI 5x Solubilisierungspuffer

H,O ad 6.4 ml

120 mg Detergenz
_ o 20 mg Protein

H,O ad 6 ml

2 mg Detergenz

20 mg Protein

200 pl 5x Solubilisierungspuffer
H,O ad 1 ml

Tween-20 0.2% / 0.2% 1:10 nicht ionisch

3.3.6 Immunprazipitation mittels Protein A- bzw. G-Agagos

Durch eine Immunpréazipitation werden spezifischzeine Proteine oder Proteinkomplexe
aus einem Proteingemisch isoliert und angereicti2els Weiteren ist es auch mdglich
Protein-Interaktionen zu untersuchen (Ko-Immunpigaiion). Zur Prazipitation wird Protein
A- (Roche Diagnostics, Mannheim) oder Protein G+i&ga (upstate, Charlottesville,
Virginia) benutzt. Protein A ist ein Bestandteir d&llwand vonStaphylococcus aureusd
Protein G stammt aus Streptococcen. Beide binddnhohier Affinitdt den ETeil von
Antikdrpern, weshalb zur Préazipitation proteinsfisghe Antikdrper (nicht-kovalent) an die
Agarose gekoppelt werden konnen. Bei der Inkubati@mser mit einem Proteingemisch
bilden sich Antigen-Antikorper-Komplexe und es ishdglich das Protein durch
Zentrifugation der Agarose zu prazipitieren. Fig bhmunprazipitation werden solubilisierte
Mikrosomen oder Gesamtzellextrakte (3.3.5) einges€@as Gewebesolubilisat wird zuerst
tber Protein A bzw. G-Agarose durch Inkubation eoegnigt, um unspezifisch an die
Agarose bindende Proteine und IgGs aus dem Gewebkexu entfernen, die spéater
zusatzlich an Protein A/G binden koénnten (Prectegri Parallel werden 30 pl
Agarosematerial pro Immunprazipitation zur Aquidtung und Entfernung des
Lagermediums dreimal mit PBS gewaschen und danarilg 5-15 pg affinitdtsgereinigte
Antikorper in 1x PBS gekoppelt (mindestens 1 Stubeied4 °C). Zum Entfernen der nicht an
das Agarosematerial gebundenen proteinspezifiséinikorper, wird dieses 2-mal mit dem
Puffer, der auch zur Extraktion der Proteine genutzrde, gewaschen. Der vorgereinigte
Proteinextrakt und die Antikorper-gekoppelte Agaragerden zusammen fir 2-3 Stunden

oder uber Nacht bei 4 °C auf dem Rotationsmischleubiert. Im Anschluss daran wird das
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Immunprazipitat mit IP-Waschpuffer (nur bei Tritok-100) oder dem gleichen Puffer
(+ Detergenz), der zur Solubilisierung benutzt veuf@abelle 9), allerdings ohne Protein, 5-6
Mal mit 500 ul gewaschen. Die Elution der Immunkdewp erfolgt durch Zugabe von 70 pl
2x SDS-Probenpuffer und anschlielBender Denatugetwg 61 °C fir 20 Minuten. Die
Proteine werden dann im Westen Blot (3.3.11) amnatys

3.3.7 Herstellung und Anwendung von Antikorper-Affinitaisilen

Affinitdtssaulen kénnen dazu benutzt werden, um auem komplexen Proteingemisch
einzelne Proteine mit ihren dazugehdrigen Inteoalsipartnern anzureichern. Dabei wird die
Affinitat des gewiinschten Proteins zu einem bestennLiganden ausgenutzt. Bei der
Antikorper-Affinitatschromatographie werden dabeotpinspezifische Antikorper kovalent
an ein Tragermaterial als stationére Phase gekiofipsi Vorteil dieser kovalenten Kopplung
besteht darin, dass das Saulenmaterial mehrmalsemdet werden kann. Nach einer
abgeschlossenen Affinitatsreinigung wird diesescldweine Behandlung mit Glycin pH 2,2
wieder regeneriert. Durch diesen geringen pH-Werérden alle nicht-kovalenten

Wechselwirkungen zerstort und alle gebundenen Petbgeldst. Die kovalent gebundenen
Antikorper werden allerdings nicht entfernt, wodurcdas gekoppelte Saulenmaterial
mehrmals verwendet werden kann. Zur kovalenten Kmgp von Antikdrper an

Chromatographiesaulen gibt es verschiedene Methoden denen im Folgenden die
Kopplung der Antikérper an Protein A/G-Agarose bamn. AminoLink-Agarose beschrieben

wird.

3.3.7.1Kovalente Kopplung an AminoLink-Agarose

Die Kopplung von Antikdrpern an AminoLink Agaros&éhermo Scientific, Bonn) erfolgt
uber primare Amine (-NkJ der Antikdrper an eine aktivierte Aldehydgruppiee mit der
Agarose verbunden ist. Wahrend der Inkubation vaortikérpern mit der AminoLink-
Agarose reagieren in einer reduktiven Aminierungktien die Aminogruppen der Lysinreste
der Antikorper mit den Aldehydgruppen an der Agaraster Ausbildung einer Schiff'schen
Base. Diese Bindungen werden in einem zweiten ®chin Gegenwart von
Natriumcyanoborohydrid in stabile sekundare Amimegawandelt. Zur Kopplung werden
pro Ansatz 100 pl Agarose eingesetzt, die mit P|3$ 4{,2) gewaschen wird. AnschlieRend
wird der Antikérper (20 pg), verdannt in 150 ul BRBSnd 2 ul Cyanoborohydrid
(Endkonzentration ~ 65 mM) zugegeben. Nach Inkobatiber Nacht bei 4 °C unter
Schutteln wird die Antikdrper-Losung abgenommen eiranal mit PBS (pH 7,2) und dann
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mit Tris/HCI (pH 7,4) gewaschen. Um die restliclfezien Bindestellen zu blockieren, wird
das Agarosematerial mit 1 M Tris/HCI und 2 pl Cylaomhydrid fir 30 Minuten inkubiert
und anschlieRend noch mit 1 M NaCl gewaschen. Zidbéwahrung wird die fertige Saule in
TBS gelagert. Zum Testen, ob die kovalente KoppldegAntikorper funktioniert hat, wird
die Saule mehrmals mit 0,1 M Glycin pH 2,2 inkubiend diese Eluate im Western Blot

(3.3.11) auf das Vorhandensein von Antikdrpern fitigt.

3.3.7.2 Kovalente Kopplung an Protein A/G Agarose

Die kovalente Kopplung von Antikdrpern an ProteifGAAgarose erfolgt anfangs nach dem
gleichen Prinzip wie bei der Immunpréazipitation 3(8). Uber den §&Teil wird der
Antikdrper gebunden und anschlieBend mit Hilfe @egrvernetzters DSS (Disuccinimidyl
Suberat) kovalent mit dem S&ulenmaterial verbundan.Testzwecken werden nur 50 pl
Protein A Agarose mit 20 pug Antikdrper gekoppeltl dar einen préaparativen Ansatz werden
an 1,5 ml Protein A/G Gemisch (Verhéltnis ProteinzA G: 2:1) 3,5mg Antikorper
gekoppelt. Die Antikorperlosung wird nach Wasches &aulenmaterials mit PBS (pH 8,0)
mit diesem fur 1 Stunde bei Raumtemperatur und eieéere Stunde bei 4 °C unter
Schitteln inkubiert. AnschlieBend werden nicht gelmne Antikérper mit PBS
ausgewaschen. Das Quervernetzen erfolgt durch Zugeim 1 mM DSS und einer
einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur. Das ®Sitzt, als homobifunktionaler
Quervernetzer, an jedem Ende einer Kette von acktoBen eine Amin-reaktive
N-hydroxysuccinimidyl(NHS)-Gruppe, und kann dadunciit zwei Proteinen gleichzeitig
reagieren. Diese NHS-Ester reagieren wie bei dein8bink-Kopplung beschrieben mit
primaren Aminen bei pH 7-9 unter Bildung einer Kewvden Bindung (Pierce Biotechnology,
Rockford). Nach dem Quervernetzungsschritt wird d@S-Losung abgenommen und die
noch verbleibenden freien Bindestellen an DSS-Miksk durch Zugabe von 50 mM
Tris/HCI (pH 8,0) fur 15 Minuten blockiert. Nachneim abschlieRenden Waschschritt mit
TBS wird auch hier, wie bei der AminoLink-Kopplurgschrieben (3.3.7.1), die Bindung

durch eine Glycin-Inkubation getestet, bevor dial&&erwendet werden kann.

3.3.7.3 Antikorper-Affinitdtschromatographie

Fur eine Antikorper-Affinitdtschromatographie wemndé.50-200 mg Plazentamikrosomen
(3.3.1.1) mit Triton X-100 als Detergenz solubéigi(3.3.5) und anschlieend tber Nacht bei
4 °C mit einer Geschwindigkeit von ca. 3 ml/Minufi®er eine Protein A/G-Antikorper-

Affinitatssaule gepumpt. Nach Waschen der SauleTid$ werden die gebundenen Proteine
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durch eine Inkubation mit Glycin (pH 2,5) + 0,1%tdn X-100 eluiert. Die Elution erfolgt so
lange, bis eine Absorptionsmessung bei 280 nm aiert von anndhernd null erreicht. Das
Eluat wird anschlieBend in Ultrafiltrationsrohrchemufkonzentriert (Ausschlussgrofle
10 kDa), um das Glycin zu entfernen und das Volumewerringern. Allerdings bleibt das
Triton X-100, das eine Mizellengréf3e von 90 kDaitagsin der Losung vorhanden und
wuirde spater die SDS-PAGE storen. Deshalb wirdedhaltene Eluat noch mit TCA gefallt
(3.3.4) und danach in einer SDS-PAGE (3.3.9.3)angchlieBendem Western Blot (3.3.11)

analysiert.

3.3.8 Deglykosylierung von TRPV5 aus transfizierten COSleh

Ist ein Protein glykosyliert, so tragt es eine odeehrere Kohlenhydratgruppen, die
posttranslational  angefigt wurden. Eine  enzymagischAbspaltung  dieser
Kohlenhydratgruppen mit verschiedenen Enzymen waisdDeglykosylierung von Proteinen
bezeichnet. Hierzu werden COSMQ in Origin, carrying the 840 genetic material)-Zellen
mit der murinen cDNA von TRPV5, im Vektor pCAGGSarisfiziert und die Zellen 48
Stunden nach Transkription geerntet. Das Zellpedigtgefroren bei -80 °C, wurde von der
Abteilung von Prof. Flockerzi (Pharmakologie derivédmsitat des Saarlandes) zur Verfigung
gestellt. Die Zellen wurden anschlielend durch Hgemisieren mit einem Minimérser in
einem Reaktionsgefal? und durch Scheren mit einaiiléam 1x Solubilisierungspuffer mit
2% Triton X-100 (+ Proteaseinhibitorenmix) aufgdesken. Das Zelllysat wurde 1 Stunde
bei 4 °C gerihrt und anschlielend in einem Ultra#agationsschritt (100.000xg, 45
Minuten) die Zelltrimmer entfernt. Das erhaltendllysat wurde anschlie3end fur eine
Immunprazipitation (3.3.6) eingesetzt und statt Bertion mit 2x SDS-Ladepuffer von der
Agarose eine Deglykosylierung angeschlossen. AlgyiBnwurde die PNGase F (Peptide: N-
Glycosidase F) benutzt (NEB, Frankfurt/Main), welchls Endoglykosidase zwischen dem
innersten N-Acetylglukosamin- und dem Asparaginf€sglykosylierter Proteine, sowonhl
vom mannosereichen, dem komplexen, als auch demiddyp schneidet [Maley et al.,
1989]. Zur Deglykosylierung werden die an die Agarogebundenen Proteine erst im
mitgelieferten Glykoprotein-Denaturieungspuffer filr Minuten bei 61 °C denaturiert. Nach
Zugabe von G7 Reaktionspuffer, 1% NP-40 und 3p0 BQul) PNGase F wurde der Ansatz
fur 1,5-2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlie3esr@olgte die Zugabe von 2x SDS-
Ladepuffer zum Ablésen der an die Agarose gebumdddeglykosylierten) Proteine und
Denaturierung bei 61 °C fur 20 Minuten. Die Deglgklierung der Proteine wird
anschlieend im Western Blot (3.3.11) analysiert.
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3.3.9 Proteingele
3.3.9.1Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen

In einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDSSER (3.3.9.3) wird als Tragermatrix
ein Polyacrylamidgel, das SDS enthalt, verwendet. diskontiniuierlichen System nach
Lammli [Laemmli, 1970] mit Tris-Glycin-Puffern tUbsshichtet ein Sammelgel (pH 6,8) ein
Trenngel (pH 8,8). Die Lange der Polyacrylamidkettewird durch die
Acrylamidkonzentration bestimmt und der Vernetzgmgd der Ketten durch die
Bisacrylamidkonzentration. Dazu werden erst fur @eenngel die entsprechenden Mengen
40%  Acrylamid/Bisacrylamid  (Roth, Karlsruhe), Trgatpuffer und Wasser
zusammenpipettiert (Tabelle 10). Die Polymerisation Acrylamid und Bisacrylamid wird
durch Zugabe von APS (10% (w/v) in Wasser), weldbeht Radikale bildet, ausgeldst. Als
Katalysator dient dabei TEMED (N,N,N°,N"-Tetramd#ndiamin). Je nach Grol3e der
aufzutrennenden Proteine werden Trenngele mit schexdlicher Acrylamid/Bisacrylamid-

Konzentration benutzt.
Tabelle 10: Zusammensetzung der verschiedenen Tregale fir SDS-Polyacrylamidgele
Acrylamid-Konzentration
7% 8% 10% 12% 15%
4x Trenngelpuffer, pH88[ml] 25 25 25 25 25
40% Acrylamid-Stock (29:1) [ml 1,75 2,0 250 3,0 3,75

Komponente

Wasser [ml] 566 541 491 4,41 3,66
10% APS [ul] 75 75 75 75 75
TEMED [pl] 15 15 15 15 15
Gesamtvolumen 10ml 10ml 10ml 10ml 10ml

Nachdem das noch flissige Trenngel zwischen 2 Giisp (Abstand kleine Gele: 0,75 mm,
grolRe Gele 1,5 mm) eingeflllt wurde, werden dieeQelt Isopropanol Uberschichtet, um
eine gerade Oberflache zu erhalten. Nach Auspolgieezn des Trenngels wird das
Isopropanol wieder abgegossen und ein 4%-iges Shyalm@abelle 11) auf das Trenngel

gegossen.
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Tabelle 11: Zusammensetzung eines 4%igen Sammelgels
Acrylamid-
Komponente Konzentration
4%
4x Sammelgelpuffer, pH 6.8 [ml 1,25
40% Acrylamid-Stock (29:1) [ml 0,50

Wasser [ml] 3,21
10% APS [ul] 37,5
TEMED [pl] 7,5

Gesamtvolumen 5ml

Zum Starten der Vernetzung von Acrylamid und Bigkzenid werden auch hier wieder APS
und TEMED zugegeben. In das noch flissige Sammelgeden zur Formung von Taschen,
in die spater die Proben eingefillt werden, Kamnmgesetzt (10 oder 15 Taschen) und
gewartet, bis die Gele auspolymerisiert sind. Dankenn der Giel3stand abgebaut und die
fertigen Gele in feucht eingewickeltem Papier bisr 2/erwendung im Kuhlschrank

aufbewahrt werden.

3.3.9.2Herstellung von linearen Gradientengelen

Proben, die viele Proteine mit verschiedenen Md&egewichten enthalten, werden in
linearen Gradientengelen aufgetrennt. In dieseenvird immer ein linearer Gradient von
7% bis 15% fir das Trenngel gewahlt. Das Sammesgelie bei den anderen Gelen auch
4%-ig. Die Zusammensetzungen entsprechen dérahelle 10 und Tabelle 11 angegebenen
Mengen, wobei nur grof3e Gradientengele (30 ml) gego werden und die angegebenen
Werte bis auf APS und TEMED (jeweils einfache Méngerdreifacht werden. Fir das
Trenngel wird eine 15%-ige und eine 7%-ige Gell@sangesetzt, in den Gradientenmischer
(cti, Miunster) gegeben und dann erst APS und TEMHIgegeben. Mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe (GE Healthcare, Minchen), die @m @radientenmischer angeschlossen ist,
werden die Gellésungen zwischen 2 Glasplatten peic8r gegossen und dabei ein linearer
Konzentrationsgradient im Trenngel erzeugt. Diasigd mit Isopropanol tberschichtet und

nach Auspolymerisation das Sammelgel wie in 3.3@schrieben gegossen.
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3.3.9.3Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophor8&S-PAGE)

Als Elektrophorese bezeichnet man die Wanderungdgeler Teilchen im elektrischen Feld.

In einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDSSBA wird als Tragermatrix ein
Polyacrylamidgel (3.3.9), das SDS enthélt verwenBetvor die Proteine aber aufgetrennt
werden konnen, werden sie im gleichem Volumen 26%obenpuffer aufgenommen und
standardmafig fur 20 Minuten bei 61 °C denatu(@ternativ: 30 min 37 °C; 5 min 95 °C).
Dabei werden die Tertiar- und SekundarstrukturectdAufspaltung der Wasserstoffbriicken
aufgel6st und durch das 3-Mercaptoethanol die badulicken zwischen Cysteinen zerstort.
Das in diesem Puffer vorhandene SDS bindet an ematdrierten Proteine und bildet mit
ihnen einen negativ geladenen SDS-Protein-KompleX #&onstantem Masse zu
Ladungsverhaltnis aus, in dem die Eigenladung detele durch das SDS uberdeckt wird.
Durch Denaturierung und das SDS nehmen die Protime langestreckte Form an und
wandern im elektrischen Feld zur Anode. Der Molaksiebeffekt trennt die Proteine
wéahrend der Wanderung im Gel nach ihrem Molekularget auf. Zur Gelelektrophorese
wird die Gelapparatur (kleine Gele: BioRad, MunchgmoR3e Gele: GE Healthcare, Minchen)
mit den eingebauten Gelen mit 1x SDS Elektrophqneffer geflillt und die denaturierten
Proben in die Taschen des Gels geladen. Die efdktretische Auftrennung der Proben
erfolgt nach folgendem Programm:

Kleine Gele: 80V 0,5h grol3e Gele: 100V 19,5
150 V bis Ende 400 V bis Ende

Das Gel wird anschlieRend entweder fur eine Farb{®8.10) oder einen Western Blot
(3.3.11.1) eingesetzt.

3.3.10 Farbung von Proteingelen

3.3.10.1 Coomassie-Blau-Farbung
Die Anfarbung der in einer SDS-PAGE (3.3.9.3) atrigienten Proteine im Gel erfolgt durch
eine Coomassie-Blau-Farbelésung fir 20 bis 45 MimutDer im sauren anionisch

vorliegende Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau R2B@ert sich dabei an die basischen
Seitenketten von Aminoséuren an, so dass spezifsoteine gefarbt werden. AnschlieRend
wird das Gel so lange in Entfarber geschwenktdbistliche Banden zu erkennen sind. Nach

einer kurzen Inkubation in 4@qeon Wird das Gel zur Aufbewahrung zwischen zwei
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Zellophanfolien fur 1,5 Stunden bei 70 °C auf derelteckner (BioRad, Minchen)

getrocknet.

3.3.10.2"Blue-Silver"-Farbung
Die Methode der "Blue-Silver"-Farbung wurde 200 v®andiano [Candiano et al., 2004]

eingefihrt. Sie beruht auf der schon friher besblenen kolloidalen Commassie-Farbung

[Neuhoff et al., 1988], wobei die Nachweisgrenzé d@ 1 ng liegt. Wie der Name schon
andeutet, vereint sie damit die Eigenschaften ei@eomassie-(Blau)-Farbung mit der
Nachweisgrenze, die der Silberfarbung nahe kommas Gel wird dazu fir mindestens eine
Stunde mit der Fixierungsloésung inkubiert, um dieot&ine im Gel zu fixieren und
anschlieend dreimal fur 15 Min. in®eion gewaschen. Die eigentliche Farbung erfolgt Uber
Nacht oder langer in der "Blue-Silver"-Farbeldsubgirch Inkubation in BDgeion kann die

Hintergrund-Farbung reduziert werden.

3.3.11 Western-Blot-Analyse

3.3.11.1Western Blot

Im Western-Blot [Towbin et al., 1979] werden die 8DS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteine in einem elektrischen Feld auf eine NaHhotose-Membran (Whatman Protran;
Perkin Elmer, Boston) Ubertragen und dort mittefgikkdrper immunologisch nachgewiesen.
Zur Ubertragung der Proteine im Tankblotting-Veréah wird der Blot folgendermafen
zusammengebaut und in ein Kunststoffgitter einge{ghwammtuch und Whatmanpapier
werden vorher in Transferpuffer aquilibriert):

Schwammtuch

2 Lagen Whatman-Papier
Nitrocellulose-Membran
SDS-Polyacrylamidgel

2 Lagen Whatman-Papier
Schwammtuch

Das Sandwich wird so in die Halterung der BlotkamB2oRad, Minchen) eingesetzt, dass
die Membran zur Anode und das Gel zur Kathode hientert sind. Die eisgekihlte
Kammer wird anschlielRend mit kaltem Transferpudfetillt und der Transfer durch Anlegen
der folgenden Stromstérken gestartet:

Kleines Gel: 350 mA 1 Stunde

GrofRes Gel: 400 mA 4,5 Stunden
oder: 120 mA Uber Nacht
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Durch Inkubation der Membran mit einer Ponceau-Sung (10 Minuten) und
anschlieBender Entfarbung mit®keion Werden die Proteine auf der Membran angefarbt und
so der Erfolg des Transfers kontrolliert. Die Pmdéekdnnen jetzt mittels Immunfarbung
(3.3.11.2) detektiert werden.

3.3.11.2 Immunfarbung im Western Blot

Der Nachweis der Proteine erfolgt mit Hilfe prosezifischer Antikérper (immunologisch),
die aus mono- oder polyklonalen Seren aufgereimigten, oder z.T. wird das ungereinigte
Serum direkt eingesetzt. Nach dem Transfer derePmiwird die Membran fir eine Stunde
in Blockpuffer geschwenkt, um noch nicht besetzt@dBngsstellen auf der Membran
abzusattigen. AnschlieRend erfolgt bei 4 °C Ubech¥alie Inkubation mit dem priméaren
Antikorper, der gegen das interessierende Proteiitiget ist. Die Verdinnung ist variabel
und abhangig vom eingesetzten Antikorper (Tabélld®araufhin wird die Membran dreimal

10 Minuten in TBS gewaschen, um nicht gebundenagrg Antikérper zu entfernen, bevor
die Inkubation der Membran mit dem sekundaren Ampkr erfolgt. Der Meerrettich-

Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper, der getpen B-Teil des Primarantikorpers

gerichtet ist, wird in unterschiedlichen Verdinneng(Tabelle 6) in Blockpuffer fir eine

Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran gegéeeh dreimaligem Waschen mit TBS
erfolgt die Detektion der Proteine mittels Chemiineszenz ("Western Lightning

Chemiluminescence Reagent"; Perkin Elmer, Bostoa}hnden Herstellerangaben. Zur
Detektion der Signale werden die Membranen einemtdmpfindlichen Réntgenfilm (Fuij,

Tokyo) exponiert, der sich an den belichteten &te{Signale) schwarz farbt.

3.3.11.3 Entfernen von Antikdrpern von der Nitrocellulose4ilgran

Zur Entfernung von Antikérpern von einer Blotmembraird diese viermal fur 5 Minuten in
TBST gewaschen und anschlieRend fur 30 MinutenS8eiC in "Stripping"-Puffer im
Wasserbad inkubiert. Nach weiteren sechs Wasclisshmit TBST wird die Membran fur
eine Stunde in Blockpuffer inkubiert und anschlie®€tr eine weitere Immunfarbung
(3.3.11.2) eingesetzt.
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3.4 TRPV5 Antikdrper-Generierung und —Charakterisierung

3.4.1 Auswahl der Peptidsequenzen zur Antikbrper-Genanigr

Zur Generierung polyklonaler Antikbrperseren werdémninchen mit Peptiden, die vom
TRPV5 Protein abgeleitet sind, immunisiert. Ist dagentliche Antigen, wie bei TRPV5, ein
Membranprotein, so kommen als putativ antigene &temi eigentlich nur der N- bzw. der C-
Terminus und die Schleifenregionen der TM-DomanenFrage, da diese nicht in die
Membran eingebaut sind. Als besonders antigen ibhtesfahrungsgemani der absolute C-
Terminus herausgestellt, weshalb eine Sequenz irhinosauren in diesem Bereich
ausgewahlt wurde (Peptid 982:7:6sEGDGEEVYHF). Eine weitere Sequenz wurde
ausgewahlt, weil bereits von einer anderen Arbelfgge [Janssen et al., 2002] die
Generierung von Antikorpern mit einer ahnlichen &8s als Antigen beschrieben wurde
(Peptid 1052: §9:ASQSSSHRGWEILRQ). Als Alternative wurden in einerogp-Woods-
Diagramm potentiell antigene Bereiche der Protejusaz bestimmt [Hopp et al., 1981;
Hopp et al., 1983]. Das Diagramm zeigt grundsdtztie Hydrophilie eines Proteins an, in
dem apolaren Aminosaure-Resten negative Werte rdigeb werden. Die zugeordneten
Werte reichen von -3,4 (Tryptophan) bis 3,0 (u.agidin, Lysin). Es wird dabei
angenommen, dass hydrophile Bereiche auf der Globdlvon Proteinen liegen uns somit als
antigene Determinante geeignet sind. Antigene Blkeciwerden am besten bei einer
"Fenstergrof3e” (window size) von 6-7 bestimmt DengtergroRe bezieht sich darauf, wie
viele Aminosauren jeweils zusammen untersucht werden den Grad der Hydrophilizitat

festzustellen.

Mit Hilfe dieser Vorhersage wurden 2 weitere Pej@&huenzen ausgewahlt, die fur die
Immunisierung  von Kaninchen eingesetzt  wurden, diPeptide 1074
(E2sELSFLELVVSSDKR) und 1075 (&QVFKNSDKEDDQEHP). Die Herstellung der
synthetischen Peptide, die Kopplung an KLHeykole Impet laemocyanin) und die
Immunisierung der Kaninchen sowie die Gewinnung3®kren erfolgte in der Medizinischen
Biochemie und Molekularbiologie an der Universias Saarlandes in der Arbeitsgruppe von

Herrn Prof. Zimmermann/PD Dr. M. Jung.
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Abb. 8: Hopp-Woods-Diagramm der humanen TRPV5 (GenBank AtmesNr. AJ271207)
Sequenz mit einer FenstergrofRe von 7. Die X-Aclesgt die Aminosauresequenz, auf der Y-
Achse sind die Hydrophilizitatswerte aufgetragerne Dlummern der Aminosauren mit ¢
grofiten Werten wurden angegeben.

(http://www.vivo.colostate.edu /molkit/hydropathydiex. html

3.4.2 ELISA zum Austesten der Antikdrperseren

Der ELISA (Enzymelinkeddimmunosorbenfissay), ist ein enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest, der z.B. zum schnellen Nashwan proteinspezifischen Antikdrpern
in Kaninchenseren verwendet wird. Ausgenutzt wirdbal die spezifische Antigen-
Antikorper-Erkennungsreaktion, die mit einer enzgstguerten Farbreaktion gekoppelt wird.
Das Antigen (das zur Immunisierung eingesetzte ieptird in einer Konzentration von
10 pg/ml in Carbonatpuffer angesetzt und jeweil8 lDdavon pro Kavitat durch Inkubation
fir 3 Stunden bei 37 °C an eine polystyrol-besdeiem Mikrotiterplatte (Maxisorp', Nunc,
Wiesbaden) gekoppelt. Nicht gebundenes Peptid wird Waschschritten mit ELISA-
Waschpuffer (jeweils 300 pl pro Kavitéat) ausgewaschnd anschlieRend die Platte trocken
geklopft. Bindestellen, die nicht durch das Peplogedeckt wurden, werden in einem
anschlielenden Blockschritt mit ELISA-Blockpuffebeai Nacht bei 4 °C blockiert. Nach
Entfernen des Blockpuffers werden jeweils 100 phagdinnten Seren (je nach Serum 1:100
bis 1:50.000 in PBS, pH 7,1) in die beschichtetktéh zugegeben und 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. Daran schlief3t sich ein erneuter Wadatitcan. Die aus dem Serum gebundenen
Antikorper werden im folgenden Schritt Uber einenergxidasekonjugierten
Sekundarantikérper nachgewiesen. Dieser wird daz0.a00 in PBS (pH 7,1) verdunnt und
ebenfalls 100 ul pro Kavitdt zugegeben. Die Bindeniplgt analog der Immunfarbung im
Westen-Blot (3.3.11.2) Uber denr-TFeil des ersten Antikdrpers. Auch hier schlief@hsein
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Waschschritt an, um nicht gebundene 1gGs zu emferZur Kontrolle, ob in dem zu
testenden Serum Antikorper vorhanden sind, die a1 Reptid gebunden haben, wird eine
Farbreaktion ausgeldst, wobei die Meerrettich-Pidasse des Sekundarantikérpers, nach
Zugabe von jeweils 50 ul Wasserstoffperoxid (0,02%% Acetatpuffer) und TMB
(Tetramethylbenzidin; 2,5 mg/ml in  Acetatpuffer), ied Bildung eines blauen
Farbstoffkomplexes hervorruft. Diese Reaktion daber Raumtemperatur etwa 20 Minuten,
wonach die Reaktion durch Zugabe von 100 pl 0,%chin@&felsaure abgestoppt werden kann
und dadurch ein Farbumschlag von blau nach geltbembachten ist. Die Menge des
gebildeten Farbstoffs ist proportional zur Mengs debundenen Antikodrpers. Deshalb wird
die Extinktion der einzelnen Kavitaten bei 450 nmMikrotiterplatten-Photometer (Thermo
Labsystems, Egelsbach) bestimmt. Als Referenzwed au dem Serum, das getestet wird,
das entsprechende Praimmunserum in den gleichediNeungen eingesetzt, da hier die
spezifischen Antikérper nicht vorhanden sein sollte

3.4.3 TRPV5-Peptidblots

Peptidblots sind Filtermembranen, auf die die katiplSequenz eines Proteins in einzelnen

Peptiden aufgespottet ist. Die Peptide besitzee é&i#nge von jeweils 10 Aminosauren,
wobei es von einem Spot zum nachsten eine Ubentppon 5 Aminosduren gibt. Mit
diesen Membranen ist es moglich einen Anhaltspankbekommen, wo die Epitope eines

Antikorpers in der Proteinsequenz liegen.

3.4.3.1 Antikorper-Inkubation auf Peptidblots

Zuerst wird die Membran mit 100% Methanol benetztMinuten), dann erfolgt ein

Waschschritt mit TBS und daraufhin eine einstlindideibation in 5% (w/v) BSA (in TBS),

um eventuell noch vorhandene Bindungsstellen flotdite zu blockieren. Die weitere
Detektion mit den Antikérpern erfolgt genau nacimderotokoll, wie bei der Immunfarbung
im Western Blot beschrieben (3.3.11.2).

3.4.3.2 Regeneration von Peptidblots

Um Peptidblots, die schon einmal fir eine Antik@rpikubation eingesetzt wurden ein
weiteres Mal zu verwenden, werden gebundene Amgéodentfernt. Dazu wird die Membran
in folgender Reihenfolge 3-mal fur 10 Minuten in dReerationspuffer A,
Regenerationspuffer B und reinem Ethanol inkubignischlieend wird der Blot getrocknet
und eingeschweilt bei -20 °C gelagert, oder diigkéinen neuen Versuch eingesetzt.
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3.4.4 Herstellung einer Peptid-Affinitatssaule mit NHSpBarose

Um die Antikérperseren der Kaninchen aufzureinigemgd das immunogene Peptid an eine
N-hydroxysuccinimid (NHS)-aktivierte Sepharose kevdl gekoppelt. Dazu wird das
verwendete Saulenmaterial (2 ml; GE Helathcare, dén) in einer Chromatographie-Saule
(Sigma, Minchen) erst mit der 10-15-fachen Mendeekd mM HCI aktiviert werden. Zu
dem aktivierten Saulenmaterial wird die Peptidl@gsyd mg/ml in Peptidbindungspuffer)
gegeben und beides zusammen in der verschlosse@ehe Sir 3 Stunden bei
Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Ansclelreld lasst man die Peptidlosung
heraustropfen und die freien NHS-Gruppen werderr iNacht mit 0,5 M Ethanolamin +
0,5M NaCl (pH 8,0) bei 4°C blockiert. Zum Fertigilen der Saule lasst man den
Blockierungspuffer aus der Saule heraustropfen wiasicht dreimal alternierend mit 0,1 M
Natriumacetat + 0,5 M NaCl (pH 4) und 0,5 M Ethamoin + 0,5 M NaCl (pH 8), um nicht
(kovalent) gebundene Peptide von der Saule zureetie Gelagert wird die Saule bei 4 °C in
TBS Puffer (+0,05% Natriumazid).

3.4.5 Isolierung von Antikdrpern aus Kaninchenseren (diee Peptidsdule

Nach einer Immunisierung von Kaninchen mit einemptide wird den Tieren Blut
abgenommen und daraus das enthaltene Serum gewolmeathesem Serum sind alle
Antikorper enthalten, die das Tier zu diesem Zeaikhugebildet hat, also auch welche die
nicht spezifisch gegen das interessierende Prajenichtet sind. Um aus dem Serum
spezifische Antikérper zu gewinnen, die nur daggane Protein erkennen, werden die Seren
Uber eine Peptidsaule (3.4.4) aufgereinigt. Die igesghten Antikorper binden dabei an das
entsprechende Peptid und alle anderen Antikérpedam Serum passieren die Saule ohne zu
binden. Nach Elution der Antikorper von dem Pepéchalt man affinititsgereinigte
Antikorper, die fiur viele weitere Anwendungen (z.BVestern Blots, Antikorper-
Affinitatssaulen oder Immunhistochemie) eingesetgtden kdnnen. Zur Aufreinigung Uber
eine Peptid-Affinitatssaule (3.4.4) werden 5 mluereines immunisierten Tieres eingesetzt
und diese mit 15-20 ml TBS verdiinnt. Diese Seruamigswird Gber Nacht bei 4 °C mit einer
Geschwindigkeit von 4 ml/min im Kreis Uber die Sfidepumpt. Um nicht gebundene
Antikorper und andere Serumbestandteile zu entferwed die S&ule im Anschluss so lange
mit TBS gewaschen, bis eine Absorptionsmessun@®&@inm einen Wert von nahezu null
erreicht. Zur Elution wird die Sdule mehrmals mjit M Glycin, pH 2,2 fir 2-3 Minuten
inkubiert und die Absorption verfolgt. Durch den 48grung ins stark Saure wird die
Konformation der Antikorper geandert und die iohise Wechselwirkungen zwischen
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Antikorper und Peptid geldst. Das Eluat wird dirgktl M Tris/HCI mit einem pH Wert von
8,0 umgepuffert, damit die Antikdrper nicht denaten. Die erhaltenen Eluate werden durch
Ultrafiltration in Vivaspin-Konzentrationsréhrchemolekulare Ausschlussgréf3e 50 kDa)
aufkonzentriert und gleichzeitig durch dreimaligégschen in TBS umgepuffert. Die
Antikorperkonzentration wird photometrisch bei 280 bestimmt und anschlieend mit TBS
+ 1% (w/v) BSA oder PBS, je nach Art der Weitervendung, auf eine Konzentration von

1 mg/ml eingestellt.

3.5 Indirekte Immunhistochemie mit humanen Plazentaschitten

Bei der Immunhistochemie nutzt man die Spezifi@ Yntikdrpern aus, um die Verteilung
eines Antigens im Gewebeschnitt (subzellulare Lisk#ibn) zu untersuchen. Die im
Folgenden beschriebene Methode wurde von Berniainpcci et al., 2006] tbernommen

und in wenigen Punkten modifiziert.

3.5.1 Gewebevorbereitung

Das frische Plazentagewebe wird nach einem Kaiseitsam lokalen Krankenhaus auf Eis
abgeholt und aus dem Gewebe Bldcke mit einer GvdBeingefahr 1 cirherausgeschnitten.
Das Blut wird mehrmals mit eiskalter 0,9% (w/v) Nd@sung ausgewaschen. Anschlie3end
werden die Gewebebldcke in Kryogel (LEICA Microgyss GmbH, Nussloch) moglichst
schnell in flissigem Stickstoff eingefroren und &6 °C gelagert.

3.5.2 Anfertigung und Fixierung von Kryoschnitten
Von den in 3.5.1 vorbereiteten Gewebeblécken wend@mem Kryostat (CM 3000, LEICA,

Nussloch) mit einer Kammertemperatur von -20°C &tdhmit einer Dicke von 10-15 pum
angefertigt und auf Objekttrager (superfrost UlRdus, Menzel-Glaser, Braunschweig)
aufgezogen. Diese Schnitte lasst man fur mehrarad®h an der Luft trocknen bevor sie
anschlieend fur 30 Minuten bei Raumtemperatur % Baraformaldehyd in TBS fixiert
werden. Nach drei Waschschritten mit TBS PufferleMinuten), werden die Schnitte Uber
Nacht bei 4 °C in TCT-Puffer geblockt. Dieser Pufmthalt Triton X-100, welches die
Zellmembranen permeabilisiert, damit die Antikorppéter in die Zellen eindringen kénnen.
Als blockende Substanz ist das-Carrageen, ein Polysaccharid enthalten, welches
Ublicherweise als Blocker in der Immunhistochemiggesetzt wird [Renaud-Young et al.,
2002; Trius et al., 1996]. Nach der Inkubation wirderschissiger TCT-Puffer mit einem
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weichen fusselfreien Tuch entfernt und die gebleckBewebeschnitte im Anschluss fir eine

Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt.

3.5.3 Immunfluoreszenzfarbung und Detektion

Alle Schritte zur Immunfluoreszenz-Farbung werden ainer dunklen Feuchtkammer
durchgefiihrt. Die geblockten Gewebeschnitte werdén zwei Stunden mit dem
Primarantikdrper (ca. 30-50 pl) in der gewlnschte€erdinnung (in HOqgges) bei
Raumtemperatur inkubiert. Eine Farbung der Zellgenird durch Propidiumjodid erreicht,
welches ein Fluorochrom ist, das in Nukleinsaui@NA+RNA) interkaliert. Dazu wird in
die Verdunnung des Erstantikorpers zusatzlich Eropijodid in einer Konzentration von
5 ug/ml gegeben und gleichzeitig vorhandene RNA@&ine RNase (10 pg/ml) verdaut, da
ansonsten das Propidiumjodid auch mit der RNA inalkérder interagiert. In drei aufeinander
folgenden Waschschritten mit TBS (je 10 Minutenydes nicht gebundene Priméarantikorper
bzw. nicht gebundenes Propidiumjodid entfernt uredSthnitte mit dem Sekund&rantikdrper
(Invitrogen, Karlsruhe) fur 1 Stunde bei Raumteraparinkubiert. Dieser zweite Antikorper,
der gegen dencHell des ersten gerichtet ist, ist mit einem Fasmenz-Farbstoff gekoppelt
und erzeugt nach Anregung mit Licht der entspredberWellenlange ein Fluoreszenzsignal,
welches detektiert wird. Nach der Zweitantikorpkubation wird wie vorher beschrieben 3-
mal mit TBS gewaschen und anschlieRend kénnen dieni®e mit Eindeckmedium
(Citifluor, Citifluor Ltd, London) und Deckglasemingebettet werden. Die Schnitte wurden
entweder in einem konfokalen Mikrokop (LSM 510, $%iJena) oder einem normalen
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena) betrachtet okdrdentiert. Die Bilder wurden dann mit
der LSM Image Browser Software oder Corel PHOTONRI11l bearbeitet und bei
Doppelfarbungen mit der Software die beiden Bildleerlagert.

3.6 Pulldown mit GST-Fusionsproteinen

Der GST-"Pulldown" ist eine weit verbreitete Metleodim Protein-Protein-Interaktionen zu
identifizieren und charakterisieren. Bei diesar vitro Technik wird ein in Bakterien

exprimiertes und an eine Matrix gekoppeltes Glutaits-Transferase (GST)-Fusionsprotein
als Fanger-Protein eingesetzt, um aus einem Zetler oGewebeextrakt mogliche
Interaktionspartner zu binden. Nicht gebundene éfttet aus dem Extrakt kénnen durch
waschen entfernt werden und die gebundenen Protenk Elution in einer SDS-PAGE
analysiert werden. In den meisten Féallen sind diedentifizierenden Proteine radioaktiv
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markiert [Guan et al., 1991], es kdnnen aber awahn dieser Arbeit, ummarkierte Proteine
eingesetzt werden, die spater Uber eine chromogdg&rbung visualisiert werden. Zur
Durchfihrung wird humanes Plazentagewebe eingesethiei entweder ein Homogenat aus
dem villosen Gewebe der Plazenta hergestellt vadgr solubilisierte Plazentamikrosomen
eingesetzt werden. Fur das Homogenat werden 5 gzeilegewebe in 20 ml
Extraktionspuffer mit einem Ultraturrax zerkleinemd anschlieend im Glas-Teflon-Potter
homogenisiert. Nachdem das Homogenat flr 1 Stuedel BC gerthrt wurde, wird es fur
45 Minuten bei 100.000xg ultrazentrifugiert. 1-2 rdes erhaltenen Extrakts werden
zusammen mit gekoppeltem Fusionsprotein Uber Naeh# °C inkubiert. Werden fir den
Pulldown Plazentamikrosomen eingesetzt, so werdenApsatz 160 mg Mikrosomen mit
Triton X-100 wie unter 3.3.5 beschrieben sowie denlabelle 9 angegebenen Mengen
solubilisiert. Von dem erhaltenen Solubilisat werdé8-50 ml fur den Pulldown-Versuch
eingesetzt. Von den GST-Fusionsproteinen bzw. G&#iissals Negativkontrolle werden pro
Ansatz 20 pug in TBS an 50 ul aquilibrierte Glutath{GSH)-Agarose (Protino, Macherey-
Nagel, Duren) durch Inkubation fir mindestens 2h8é&n bei 4 °C gebunden. Alternativ kann
nach einer lIsolation von GST-Fusionsproteinen aagtdien (3.2.2) der Elutionsschritt
weggelassen und 50 pl der GSH-Agarose mit den gielmem Proteinen direkt zur Inkubation
mit dem Gewebeextrakt/Solubilisat eingesetzt wertlen nach der Inkubation des Extraktes
mit den Fusionsproteinen nicht gebundene Protainentfernen, wird sechsmal mit 1 ml IP-
Waschpuffer gewaschen und im Anschluss werden eleingdenen Proteine durch Zugabe
von 70 pl 2x-SDS-Probenpuffer eluiert. Nach Denatung der Proben bei 61 °C fur 20
Minuten werden die Proteine in einem linearen Gramingel aufgetrennt und anschlieRend

mit einer "Blue-Silver"-Farbung sichtbar gemacht.

3.7 Massenspektrometische Analyse von Proteinen

Die Massenspektrometrie, als eine AnalysetechnikBastimmung der Moleklilmasse freier
lonen im Hochvakuum, ist eine der sensitivsten uschnellsten Methoden zur
Proteinidentifikation. Zur Analyse meiner Probenrdeaiein Elektrospray-Quadrupol-Time of
Flight-Massenspektrometer (ESI-Q-ToF) der Firma &aMicromass (Eschborn; Micromass
Q-TOF 2M) verwendet. Die Messungen der Proben wurden vaii.-Biochem. Thomas
Schulenborg, AG Friauf, Fachbereich Biologie der Kbiserslautern durchgefiihrt. Da bei
dieser Art von Massenspektrometer zwei Massearalgsa hintereinander geschaltet sind,
spricht man auch von Tandem-MassenspektrometriediBser Messung entsteht also neben
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einem Ubersichtsspektrum (MS-Spektrum) aller Peptidie von einer Probe detektiert
wurden, auch das dazugehérige FragmentspektrunelearzPeptide (MS/MS-Spektrum).
Das MS/MS-Spektrum liefert nach Auswertung mit préshender Software die
wahrscheinliche Sequenzabfolge der einzelnen Reptieiche im Anschluss durch Vergleich
mit Datenbanken einem bestimmten Protein zugeordieetien kbnnen [Aebersold et al.,
2003].

3.7.1 Vorbereitung von Proteinbanden fir die Massenspaietrie
Die Proteine werden in einer SDS-PAGE (3.3.9.3)gauénnt und anschlielend mit der

"Blue-Silver"-Farbung (3.3.10.2) im Gel angefarbie entsprechenden Banden werden mit
einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in 0,R@GR-GeféalRe Uberfuhrt und bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Bei diesechritt sowie bei allen folgenden

Schritten zur Vorbereitung der Massenpektrometse d@ine sehr saubere Arbeitsweise
unerlasslich, um die Proben nicht z.B. mit Kerains Haar- oder Hautschuppen zu

kontaminieren.

Zur Entfernung des Coomassie-Farbstoffs, SDS undnpwerden die Gelstiicke zweimal
alternierend fir 5 Minuten mit Losung A und B inkefd. Die Menge der Losungen wurde
hier wie in allen folgenden Schritten so gewah#issl die Gelstlicke komplett bedeckt sind
(ca. 100 ul). Nach diesem Waschschritt werden dmuliidbriicken der Proteine in dem
Gelstuck reduziert, indem sie fur 30 Minuten bei°66in der Reduktionslosung (enthalt
DTT) inkubiert werden. Vor dem nachsten Schritt deer die Proben kurz in einer
Tischzentrifuge (Spectrafuge Mini; Labnet, Woodbe)d abzentrifugiert und die
Reduktionslésung abgenommen. Um die entstandenelfhy@tylgruppen an einer
Wiederausbildung von Disulfidbricken zu hindern,raes diese durch Inkubation im
Alkylierungspuffer (30 Minuten bei Raumtemperatur Dunkeln) alkyliert. Nach Abnehmen
des Alkylierungspuffers wird noch zweimal abwechdelmit Lésung A und B fir je 5
Minuten gewaschen. Sollten im Anschluss an diesesdWachritte noch Coomassie-Reste in
den Gelen vorhanden sein, wird auch noch ein vestital mit Losung A und B gewaschen
werden. Als Vorbereitung fur den in-Gel-Verdau wend die Gelsticke in der

Vakuumzentrifuge vollstandig getrocknet und ansfteind bei -80 °C gelagert.
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3.7.2 Tryptischer Verdau der Proteine im Gel

In der Massenspektrometrie werden nicht die Preteils Ganzes analysiert, sondern nur
einzelne Peptide. Hierzu werden die Proteine vothgatisch verdaut, wobei die Protease
Trypsin in der Aminosduresequenz C-terminal hirAeginin- und Lysinresten schneidet.
Dadurch entsteht fur jedes Protein ein charakiscisés Set von Peptiden mit einer
bestimmten Sequenz und Molekilmasse (Peptidmasege+Bbdruck; PMF), die im
Massenspektrometer analysiert und nach Datenbalgi@ihgdem urspringlichen Protein
zugeordnet werden konnen. Der Verdau erfolgt ddiapabe der Trypsinlosung (12 ng/ul;
Promega, Mannheim) zu den getrockneten GelstudkenMenge ist dabei abhangig von der
GroRRe des Gelstlicks und variiert zwischen 6-9 jak Betrocknete Gelstiick saugt sich mit
der Trypsinlésung voll (ca. 15 Minuten) und derlsi@ndige Verdau der Proteine im Gel

findet Uber Nacht bei 37 °C im Heizblock (Thermoaricomfort; Eppendorf, Hamburg) statt.

3.7.3 Extraktion von Peptiden aus den Gelbanden

Nachdem die Proteine im Gel verdaut wurden, werdierentstandenen Peptide aus dem Gel
isoliert. Dazu werden zu jeder Gelbande 20 pl efBemischs mit 2,5% Ameisensaure und
50% Acetonitril gegeben und die Proben anschlief¥éndl5 Minuten im Ultraschallbad
(elmasonic, Roth, Karlsruhe) inkubiert. Dabei geflige Peptide in die Losung Uber und
konnen einfach abgenommen werden. Um die Ausbeutsadierten Peptiden zu erhdhen,
wird dieser Schritt noch einmal wiederholt. Beisdie Art der Extraktion erhalten die Peptide
aufgrund des sauren pH-Werts positive Ladungen, spéder bei der lonenbildung in der
Massenspektrometrie wichtig ist. Die abgenommenguhg wird in eine HPLC-Glaskuvette

tberfuhrt und in einer Vakuumzentrifuge auf 8 pigsengt.

3.7.4 ESI-massenspektrometrische Analyse der extrahi®gptde

Die chromatographische Auftrennung der Peptide omassenspektrometrische Analyse
wurde von Dipl.-Biochem. Thomas Schulenborg durélige. Die extrahierten Peptide
werden zunachst Uber eine HPLC aufgetrennt, wel ahsonsten, aufgrund der grof3en Zahl
an Peptiden, die einzelnen Spektren Uberlagernemiidazu werden von jeder Probe aus den
Glas-Kiivetten im Autosampler 7,5 pul erst auf einersdule (Symmetry 308 Cug
NanoEasB" Trap Column; Waters) geladen. Dort binden die Repiiber hydrophobe
Wechselwirkungen an das Saulenmaterial und werdemnt angereichert. Nachdem sie mit
0,1% Ameisensaure gewaschen wurden (FlieRgeschylitti 10 pl/Minute), wechselt das

HPLC-Programm (MassLynx 4.0, Micromass, Waters) V¥ojaktions- in den Elutionsmodus
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und die Peptide werden auf die mit ESI-Puffer Ailigpierte Analysesaule (Atlantis d€
NanoEaseu Column) geladen. Bei dieser Reversed-Phase-HPLC Naiio-LC-System
werden die Peptide aufgrund ihrer Hydrophobizitégatrennt. Mit Hilfe eines Programms,
bei dem graduell die Konzentration des organisdliesmungsmittels (Acetonitril) erhéht wird,
werden zuerst schwach gebundene (wenig hydroph@églide eluiert und im Verlauf der
ansteigenden Acetonitrilkonzentration erfolgt dieiten immer starker gebundener (stark
hydrophobe) Peptide. Das Gradientenprogramm fur O&unden-Lauf ist in Tabelle 12
dargestellt, die Flussrate betragt 200 nL/Minuf@ie. geldsten Peptide werden dann in einem
Tandem-Massenspektrometer mit Q-TOF-MS/MS-Analysd#zo-Nanotechnology) und
nanoESI-lonenquelle (Micromass, Waters) identifizieDie Parameter, die fir die

massenspektrometrische Analyse verwendet wurdeah,rsiTabelle 13 dargestellt.

Tabelle 12: Gradientenprogramm fir einen 1 Stunder-auf zum Binden und Eluieren der
Peptide an der HPLC-Analysesaule.

ESI-Puffer Acetonitril

Zeit [min] B [%] (%]
0 0 0
5 0 0

51 5 4,75

40 60 57

45 100 95

48 100 95
48.1 0 0

60 0 0



3 Methoden

61

Tabelle 13: Parameter fur die massenspektrometrsigAnalyse von Peptiden

Parameter Wert
Konusspannung 40V
Kapillarenspannung 2.0-24V
Anzahl der Vorlauferionen 3
Nachweisbereich eines Pee 1Da
m/z-Bereich fur MS 400-1600,
Scanzeit: 1s

m/z-Bereich fur MS/MS 100-1600;

Scanzeit: 0,9 s
Ladungszustande ein-, zwei-, dreifach
Kollisionsenergie: abhangig vom

Ladungszustand

3.7.5 Auswertung der massenspektrometrischen Daten

Das Programm MassLynx 4.0 erfasst die im Massemspakter gemessen Rohdaten, welche
dann mit Hilfe der Software ProteinLynx 2.1 in d@kKL-Format umgeschrieben werden.
Zum Abgleich mit einer Datenbank wird das Prograiascot Daemon 2.1 mit der Lizenz
der Abteilung Tierphysiologie der Universitat Kaislautern (AG Friauf) verwendet, wobei
die einzelnen gemessenen Spektren und darauseesulien Peptide einem Protein mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit (ausgedriickt tUber dgoore"-Wert) zugeordnet werden. Als
Datenbank wird bei der Suche immer "IPI Human" ausihlt, also eine Datenbank, in der
speziell nur humane Proteine gesucht werden [Kezsal,, 2004] (Version vom 20.09.2009).
Zusétzlich wird angegeben mit welchem Enzym didd®ne verdaut wurden (Trypsin/P) und
dass dabei im gemessenen Peptid maximal eine &tald Ubersprungen sein darf. Als
variable Modifikationen werden die die Oxidation nvoMethioninen und eine
Carbamidomethylierung der Cysteine angegeben. Dsgeavahlte MS/MS-Toleranz betragt
0,2 Da und die Peptidtoleranz 100 ppm. Als Ladueg Eeptide werden sowohl einfach,
zweifach als auch dreifach positive Ladungen ziggela. Von den gefundenen Proteinen

wurden nur die mit einem signifikanten Score (>8@)ter berlcksichtigt.
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4  Ergebnisse

4.1 Klonierung von GST-TRPV5 Fusionsproteinen

Im Folgenden sollten sieben N-terminale und viete@ainale Konstrukte des TRPV5
Proteins als Glutathion-S-Transferase (GST)-Fugimisine hergestellt werden. Diese
konnen zur Validierung der TRPV5 Antikérper und f@ST-Pulldown-Experimente mit
Plazentagewebe verwendet werden (Abb. 9).

Abb. 9: Positionen der GST-TRPV5 Fusionsproteine im Nbzw. C-Terminus des TRPV5 Proteinsequenz.
Die N-terminalen Proteine wurden mit Zahlen von dad dem Kirzel N benannt und entsprechend die C-
terminalen Proteine mit Zahlen von 1-4 in Kombinatioit C. Die eingezeichneten Kasten deuten die ldage
Peptide innerhalb der Fusionsproteine an, dieigitrdmunisierung von Kaninchen zur Herstellung von
Peptidantikdrpern verwendet wurden. Die Zahlendesi einzelnen Fusionsproteinen entsprechen jedeils
ersten und letzten Aminoséaure. Blau: Peptid 10a€a:rrPeptid 1075; griin: Peptid 1052; gelb: Pe@RI 9

Zur Klonierung der humanen TRPV5 cDNA wurde beim FREZ (Deutsches
Ressourcenzentrumfur Genomforschung GmbH, Berlin) ein cDNA Klon (ID:
HU3.p983C04357D2) bestellt, der die komplette huen8equenz im Vektor pCMV-Sport6
enthalten sollte. Die Grol3e des Inserts (ca. 2@)0dtimmt auch annahernd mit der
kompletten humanen TRPV5 Sequenz (2178 bp) Ubewsilerdings ergab die DNA-
Sequenzierung des Inserts im erhaltenen Plasmgs, wiar die kodierende Sequenz flr die
ersten acht Exons enthalten ist und anschlieBen&eluenz eines Introns folgt, so dass die
ersten 374 Aminosauren (AS) bis hinter die ersen3membrandoméne translatiert werden
(Abb. 10A). Ein Alignment der in Aminosauren Ubdesen DNA-Sequenz zeigt, dass das
Insert die korrekte Sequenz des humanen Gens (@ek-Bccession Nr. AJ271207) enthalt
(Abb. 10B). Allerdings ist an Position 154 ein Hiigt durch ein Arginin im Vergleich zur

urspringlichen Sequenz ausgetauscht, was auf einatiirlichen Einzelnukleotid-
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Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, $MPder Gensequenz zurtickzufiihren
ist. Zur Klonierung der C-terminalen TRPV5 Protesigfimente wurde die Maus cDNA, die
kloniert im Vektor pcDNAS3 vorliegt (zur Verfugungegtellt von PD Dr. Ulrich Wissenbach,
Pharmakologie, Universitat des Saarlandes) verwende

(A) 2t A e & L SR F F S
[ ] -h%mmn-
AJ271207 1 2 345 P6 LWRAQV 729aa
(B) 10 20 30 40 a0 a0

TREFVS: MGGFLEEAEGPGESQLOKLLES FLVREQDWDQHL DK LHML.CORRILES FLLEASEENDLSV

3p | Q9N MGGFLPEAEGPGSQLOKLLESFLVREQDWDQHL DX LHMLQOFR ILES PLLRASFENDLSV
10 20 30 40 50 &0

TO 80 a0 100 110 120
TEFVS: LEQLLLDCTCDVREQRGALGEIALHIAALYINIEAATVIMERAPELVFEFTI CEAFAGCTL

sp |QSH LEQLLLDCTCDVRORGALGETALHT AR LY INIEAATVIMEAAPELVFEFTT CEAFAGOTA
TO &80 1] 100 110 120

130 140 150 160 170 180
TRFVS LHIAVVNONVNLVEALLTRRASVSARATGTAFRHSPRHNLIYFGEHPLSFAACVNSEEIVR

sp | QSN LATAVVNCHVNLVREALLTRRASVSARATGTAFRESFRNLIYFGERFLSFRACVNSEEIVR
130 140 150 160 170 180

150 200 210 220 230 240
TREFVS: LLIEHGDIRAQDSLENTVIAILILOPNETFACCHYNLILS YDGHGDHLQPLDLVENHQG

sp|QSN LLIEAGADIRAQDSLETVIAILILOPNETFACCHYNLLLS YDGHGDHLQPLDLVENHQG
150 200 210 220 230 240

250 260 270 280 250 300
TREFVS: LIPFELAGVEGNIVMFQHLMOKRRHIQWI YGFLTSILYDLIEIDSWGEELSFLELVVSSD

sp |QSH LIPFELAGVEGHI VM EFQHLMORKRRH IQWI YGPLTS ILYDLITEIDSWGEELSFLELVVSSD
250 260 270 280 250 300

310 320 330 340 350 360
TREFVS KREARQILEQTPVEELVSFEWNKYGREYFCILAALYLLYMICFTI CCVYRPLEFRGGNRT

sp | QSN KRERRQIIEQT FVRE LV SFRWNEYGREYFCILAALYL.LYMI CFTT CCVYRPLEFRGGHRT
310 320 330 340 350 360

370

TREVS HSRDITILQQKLLQ

Sp|QON HSRDITILQQELLQ
370

Abb. 10: Intron-Exon-Struktur und Aminoséure-Sequerz des humanen TRPV5

(A): Darstellung der Exons im offenen LeserahmenTd@BV5-Gens. Das Gen besteht aus 15 Exons mit
insgesamt 729 Aminosauren (AS), wobei die Zahlemhallle die Aminosaure-Positionen der Exon-Intron-
Grenzen angeben, die Zahlen unterhalb und die $ightah Kasten zeigen die 6 TM-Bereiche und die Rore
Region (P) an [Birnbaumer et al., 2003]. (B): TRPAMBinosauresequenzvergleich der translatierten Seqdes
RZPD Klons (TRPV5) im Vergleich zum humanen Swisg Bintrag (sp|Q9N) mit der Accession Nummer
Q9NQAS5. Der Klon umfasst die ersten 374 AminosawamhTRPV5, was dem komplettenTérminus und de
ersten TM-Domane entspricht (siehe Teil A). An Pogitl54 (rot) ist der natiirliche SNP (Arginin zwstitlin)
von hTRPV5 gezeigt.
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411 Klonierungsstrateqie

Die einzelnen TRPV5 cDNA-Fragmente werden in eiBgpressionsvektor direkt C-terminal
hinter die cDNA-Sequenz von GST inseriert. Dazuviir einer PCR-Reaktion die cDNA der
einzelnen Fragmente mit den entsprechenden Pri(iedoelle 7 + Tabelle 8) amplifiziert.
Zur Klonierung der N-terminalen Fragmente dient g@3MV-Sport6 Plasmid (humane
TRPV5 Sequenz) als Matrize, die C-terminalen werdaagehend vom pcDNA3-Plasmid
amplifiziert, das die murine TRPV5 cDNA enthalt. ol die Primer erhalten die PCR-
Produkte zusatzlich am 5'-Ende die Erkennungsseqtiendas RestriktionsenzymanHl
und am 3'-Ende eindotl-Schnittstelle. Im Anschluss an die PCR erfolgteedie Ligation in
den "pJET1.2/blunt Cloning Vector" (3.1.5.1). Diéagiide werden dann in kompetente
E.coli XL1 blue-Bakterien transformiert (3.1.6), die Plag-DNA prapariert (3.1.7) und nach
einem Restriktionsverdau (3.1.4, Kontrollverdau)t BiamHI und Notl im Agarosegel
analysiert. Es erfolgt ein quantitativer Verdau B&A mit anschlieRender Auftrennung und
Isolation aus dem Agarosegel (3.1.10). Die so &hah, gereinigten Fragmente werden dann
gerichtet in die multiple Klonierungsstelle des Yk pGEX-4T-2 ligiert (3.1.5.2), der
vorher ebenfalls mit den beiden Restriktionsenzymerdaut wurde. Der N-Terminus des
TRPV5-Fragments wird dabei nur getrennt durch &wmee Verbindungssequenz, die eine
Thrombinschnittstelle enthalt, an den C-Terminus@8T-cDNA eingeflgt und die ligierten
Plasmide werden i&.coli XL1 blue-Bakterien transformiert (3.1.6). Die Rtad-DNA wird
auch hier préapariert (3.1.7) und anschlieBend seng (3.1.12), bevor diese dann in
kompetenteE.coli BL21 pLysS-Bakterien transformiert wird. Der Ablader einzelnen
Klonierungsschritte ist in Abb. 11 zusammengefasbe Bezeichnung der einzelnen

Fusionsproteine sowie deren GréR3en sind in Talidll@ngegeben.
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Ligation
m

pJET1 . 2fblunt

2974 bp

/

B T 2l
2974 by

Restriktionsverdan
(BamHI + NotDh

—

Ligation

Vektor, geschmtten
1t BaarHI + Matl

=
1hakterie]le Expression

Fusionproteine mit GST-tag GST m

Abb. 11: Klonierungsstrategie zur Herstellung der Pasmide fiir die Expression der GST-TRPV5-Fusionsprotee.
Ausgehend vom Plasmid pCMV-Sport6 mit der humaneRVRSequenz oder dem pcDNA3-Plasmid mir der muriiieRV5-
Sequenz werden in einer PCR mit den entsprechdPwieern die einzelnen TRPV5-Fragmente amplifizieid gleichzeitig die
Restriktionsschnitstelle fiBanH! (5'Ende, rosa dargestellt) uhibtl (3'-Ende, blau dargesetllt) angefiigt. Nach eiB&arnting-
Reaktion werden die Fragmerih den bereits linearisierten Vektor pJET1.2/bligiert und aus diesem mit den beiden Enzyi
BanHI undNotl ausgeschnitten. Die Uber ein Agarosegel aufgigteim Fragmente werden anschlieBend mit dem pGHZ-4-
Vektor ligiert, der ebenfalls mit den beiden glantRestriktionsenzymen innerhalb der multiplen Kamgsstelle (MCS)
geschnitten ist, welche direkt hinter der cDNA diie Glutathion-S-Transferase (GST, gelb) liegt. Dédsenstrukt wird in
Bakterien exprimiert um die GST-TRPV5-Fusionspraein erhalten.
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Tabelle 14: TRPV5 FusionsproteineAngegeben sind jeweils der Name des Fusionsprofiiisteht fiir ein N-
terminales Fragment, C fur C-terminale Fragmeiwlie)| dnge des Fragments in Basenpaaren (bp) die Lage
innerhalb der Aminoséure-Sequenz, sowie das ungefdblekulargewicht (MW) als GST-Fusionsprotein.

e MW GST-
TRPV5-  Léange aaacstonln TRPVS-

TRPV5 . .
Fragment [bp] (human bzw. Maus) Fusionsprotein

[kDa]
N1 513 1-171 (171 AS 46
N2 537 152-330 (179 AS 47,6
N3 300 1-100 (100 AS 38
N4 273 81-171 ( 91 AS 37
N5 297 152-250 ( 99 AS 38
N6 297 230-330 ( 99 AS 39
N7 990 1-330 (330 AS 64
c1 114 571-608 ( 38 AS 31
C2 186 601-662 ( 62 AS 33,5
C3 183 663-723 ( 61 AS 33
C4 459 571-723 (153 AS 43,6

41.2 Expression und Aufreinigung der GST-TRPV5 Fusioossine

Die Klonierung und Expression von GST TRPV5-C1 u@d wurde im Rahmen der
Diplomarbeit von Frau Nicole Seil3ler [2008] beraitsrchgeftihrt. Die Lage der einzelnen
Fusionsproteine innerhalb des TRPV5-Proteins,rdieaibelle 14 beschrieben sind, ist in Abb.
9 dargestellt.

Zum Austesten, ob die klonierten Konstrukte die @geschten GST-Fusionsproteine
exprimieren, wird zunéchst von allen transformiertelonen eine Testexpression (50 ml
Kulturmedium) (3.2.1) durchgefuhrt und zu versckieeh Zeitpunkten Proben entnommen.
Der Expressionsverlauf wird in einer SDS-PAGE @3). mit anschlieender Coomassie-
Farbung (3.3.10.1) analysiert (Abb. 12).
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Abb. 12: Testexpressionen der N- und C-termialen TRV5 Fusionsproteine.

Die sieben Fusionsproteine werden in E.coli BL21 Zedrprimiert mit 0,1 mM IPTG induziert. Vor der luktion
und zu mehreren Zeitpunkten nach der Induktion wind der Kultur 1 ml entnommen, abzentrifugiert uac
entstandene Bakterienpellet in 100-150 pul 2x SDSepaffer resuspendiert und denaturiert. Es werdenijgvwbpl
auf ein 12% SDS-Gel (N2-6 und C2, C3) bzw. 10 % $B%$ (N1 und N7) aufgetragen und anschlieRend mit
Coomassie geféarbt. v.l., Probe vor Induktion; Rrbbe nach Induktion. Die Zeiten nach der Induksiol in
Stunden (h) angegeben.
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Hierbei zeigte sich, dass alle N-terminalen Fugooigine nach der Induktion mit IPTG
exprimiert werden, da fur alle Fusionsproteine edlo@ahme der Proteinkonzentration nach
Induktion mit IPTG zusehen ist (Abb. 12). GST-Nlrdvbei einem Molekulargewicht von
etwa 45 kDa exprimiert mit der starksten Expressiate nach 3,5 Stunden. Danach nimmt
die Menge an Protein ab und zwischen zwei und Sitenden nach der Induktion bleibt die
Expressionsrate des Fusionsproteins gleich. GST-WRd ebenfalls bei einem
Molekulargewicht von 45 kDa exprimiert, allerdingserden zusatzlich viele andere
bakterielle Proteine ebenfalls stark exprimiert,dass die Unterschiede nicht so deutlich
auffallen wie bei N1. Die Expression des N3-Fusmoteins ist bei etwa 35 kDa zu sehen,
ebenso wie fir die Fusionsproteine N4, N5 und NB.zHigt bei etwa 64 kDa ein dhnliches
Expressionsmuster wie N2. Die beiden C-terminalesidhsproteine C2 und C3 konnten
auch erfolgreich exprimiert werden (beide ca. 3akidobei die Menge an C2-Protein etwas
groler ist, als die von C3 (Abb. 12).

Nach den erfolgreichen Testexpressionen werden Rlisionsproteine im praparativen
Maf3stab (400 ml Kultur, 3.2.1) exprimiert und Ulileren GST-tag mit Glutathion (GSH)-
Agarose affinitatsgereinigt (3.2.2). Die Reinigunerlauft nicht bei allen Fusionsproteinen
erfolgreich. So werden bei N2 nur extrem geringeniyn des Fusionsproteins bei der
Aufreinigung von der GSH-Saule eluiert (<10 ug @09 ml Kulturmedium) und bei den
beiden Fusionsproteinen N4 und N6 wird trotz dern¥emtration des Eluats durch
Ultrafiltration kein GST-TRPV5 Fusionsprotein im SBEsel detektiert. Die anderen Proteine
lassen sich aufreinigen und die erzielten Ausbeuates einer 400 ml Kultur (ermittelt im
Coomassie- gefarbten SDS-Gel durch Vergleich mikabaten Konzentrationen an BSA)

sind exemplarisch in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Proteinausbeuten der GST-TRPV5-Fusionspretne.Die Proteine wurden durch Glutathion-
Affinitdtschromatographie aus einer 400 ml Baktekidtur aufgereinigt und die Eluate aufkonzentriéxis der
im SDS-Gel ermittelten Konzentration und der Medgs Eluats wird die Ausbeute errechnet.

TRPV5- Proteinausbeute aus TRPV5- Proteinausbeute aus
Fragment 400 ml Bakterienkultur Fragment 400 ml Bakterienkultur

N1 200ug C1 200ug

N2 <10ug Cc2 500ug

N3 850ug C3 15009

N4 -- c4 150ug

N5 250ug

N6 ==

N7 800pg
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Wie aus der Tabelle zu sehen ist, lassen sich dmofsproteine N3, N7 und C3 mit
Ausbeuten zwischen 1500 pug und 800 ug am besterimgen. Fur die anderen Proteine
werden Ausbeuten zwischen 150-500 g pro 400 mieBigkkultur erzielt.

(A) (B)
N1 N7 C2 GST C3 N 3 N 5 Cc4
MW MW MW MW
[kDa] —170 [kDa] [kDa] [kDa]
116 = —130 116— 116 — 116 =—
—o95
66,2— [S— 66,2==— 66,2—
66,2 = —72
[— | e
o 5 o
58— ]

- 35—' 35— 35—
35— ] —_ i lil
25— 25— 25—
= ?

—26

Abb. 13: Exprimierte GST-TRPV5 Fusionsproteine.

(A) Coomassie-gefarbtes 10% SDS-Gel mit TRPV5 Fsgimsteinen, die fur die Validierung der TRPV5
Antikorper eingesetzt werden. Von N1 sind 2 pg atriggen, von allen anderen TRPV5 Proteinen sowie GST
3 ug. Proteinmarker links: PeqGOLD; Marker recRageRuler Prestained. (B) Coomassie-gefarbte SD&-Ge
mit Fusionsproteinen die in A nicht gezeigt sinokmauch aufgereinigt werden konnten. 12% SDS-@éleen
Fusionsproteinen N3 (10 ul/~8 pg) und N5 (10 pl4gy und C4 (10 pl/ ~2,5 pg).

Alle gezeigten GST-TRPV5 Fusionsproteine werden tein erwarteten theoretischen
Molekulargewicht (Tabelle 14) exprimiert (Abb. 1B)ie Proteine zeigen alle unterhalb ihres
Vollangen-Produktes Abbaubanden, deren Menge ja Ractein stark variiert. So sind bei
N1, N3, C2 und C3 viele kleinere Abbaufragmentehaoden dahingegen bei N7, N5 und C4
nur wenige. Ein Protein (66 kDa), das in allen $puaiul3er bei GST und C4 auftaucht, ist auf

eine bakterielle Verunreinigung zurickzufuhren.

4.2 TRPV5-Antikorper

In der vorliegenden Arbeit soll die Expression uddsammensetzung des TRPV5-
lonenkanals insbesondere in der humanen Plazetgasuoht werden. Von diesem Gewebe
war zu Beginn der Arbeit bekannt, dass dort TRPY&n$kripte vorhanden sind [Hoenderop
et al., 1999]. Das Protein konnte bisher aber naatht eindeutig in dem Gewebe

nachgewiesen werden. Da keine Agonisten oder Liganoekannt sind, die mit hoher
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Affinitat an das TRPV5 Protein binden, soll das tBro mit Hilfe von spezifischen
Antikdrpern angereichert werden. Spezifische konzmede Antikrper waren zu Beginn
meiner Arbeit nicht erhaltlich, weshalb selbst TRPANtikorper in Kaninchen generiert und

diese auf ihre Spezifitat untersucht werden.

421 Auswahl von antigenen Peptiden

Insgesamt werden aus der Aminosaure-Sequenz desnlkeanTRPV5 Proteins vier Bereiche
ausgewahlt, gegen die Peptid-Antikdrper generientden. Die Kaninchen werden dazu mit
synthetischen Peptiden der entsprechenden Seqguemznisiert und die Seren anschliel3end
mit verschiedenen Methoden auf spezifische Antigbrpintersucht. Die Auswahl der
einzelnen Sequenzbereiche ist bereits im Methodemschrieben (3.4.1). Die antigenen
Sequenzbereiche sind nicht innerhalb der TM-Domdokalisiert und sind spezifisch fir
TRPV5, damit die generierten Antikdrper nicht mitdaren TRP-Proteinen, insbesondere
dem eng verwandten TRPV6 Protein (75% HomologieA&EDbene, siehe Einleitung) kreuz
reagieren.

MGGFLPKAEGPGSQLQKLLPSFLVREQDWDQHLDKLHMLQQKRILESREND
LSVLRQLLLDCTCDVRQRGALGETALHIAALYDNLEAALVLMEAAPERVFEEAF
AGQTALHIAVVNQNVNLVRALLTRRASVSARATGTAFRRSPRNLIYAGEHARCY
NSEEIVRLLIEHGADIRAQDSLGNTVLHILILQPNKTFACQMYNLLLSYIEDHLQP
LDLVPNHQGLTPFKLAGVEGNTVMFQHLMQKRRHIQWTYGPLTSILI MW EEE—
ESFLELVVSSDKREARQILEQTPVKELVSFKWNKYGRPYFCILAALYLCFITCC
VYRPLKFRGGNRTHSRDITILQQKLLQEAYETREDIIRLVGELVSIVGAVLEIP
DIFRVGASRYFGKTILGGPFHVIIITYASLVLVTMVMRLTNTNGEVVPMBEFELGWC
SVMYFTRGFQMLGPFTIMIQKMIFGDLMRFCWLMAVVILGFASAFYIEGHATSLG
QFYDYPMALFTTFELFLTVIDAPANYDVDLPFMFSIVNFAFAIIATLLMLNAMMG
DTHWRVAQERDELWRAQVVATTVMLERKLPRCLWPRSGICGCEF GREBRMIF
DQNPLRVLR EHPSEKQPSGAESGTLARASLASRIBSEQS«— pepiid 1052
SSHRGWEILRQNLGHLNLGLNLSEGDGEEVYHF

Peptid 982

Peptid 1075

N

Abb. 14 Lage der TRPV5 Antikdrper-Peptide innerhalbder Proteinsequenz.

Im linken Teil der Abbildung ist schematisch dieugtur des TRPV5-Proteins dargestellt und farbigldige der
Peptide und somit die Epitope, die die Antikorpdieenen dargestellt. Im rechten Teil ist die human@WR
Sequenz gezeigt, mit farbig hinterlegter Sequenzige Antikbrpe-Epitope. Blau: 1074; rosa: 1074; grin: 10

In Tabelle 16 ist ein Sequenzvergleich von TRPVS aarschiedenen Spezies (Mensch,
Ratte, Maus, Kaninchen) und mit der humanen TRP¥§u8nz gezeigt. Die vier humanen
Peptide werden zur Immunisierung der Kaninchen eadet und dabei insgesamt 60
verschiedene Seren von den einzelnen Blutentnahrgemwonnen. Da bei den
Immunisierungen der ersten beiden Kaninchen mit deeptid 982 keine TRPV5-
spezifischen Antikdrper gebildet wurden (982/1 u882/2), werden in dieser Arbeit
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vorwiegend Seren des dritten Tieres charakteri¢@32/3). Zusatzlich sind aber noch zwei
weitere Tiere mit dem Peptid 982 immunisiert word®82/4 und 982/5). Mit den drei

Peptiden 1052, 1074 und 1075 wurde jeweils nuif@nimmunisiert und die Seren getestet.

Tabelle 16: Peptide zu TRPV5-Antikdrper-Generierung.

Vergleich der Aminoséuren- Sequenzen des TRPV5 enselviedenen Spezies und der Sequenz vom humanen
TRPVG6. Die orange-markierten Aminosauren zeigen Ablwengen zur humanen TRPV5 Sequenz (fett,
schwarz), die dem immunisierten Peptid entspricht.

Peptid/ Lage: AS
Antikorper- 9¢, Peptidlange AS-Sequenz (N->C)
. Position
Bezeichnung
Mensch: GL_NL SEGDGEEVYHF
abs. C- Ratte: G LCEGDGEEYHF
982 Terminus; 15 Aminosauren Maus: GL EGDGEEYCF
AS 715-729 Kaninchen: GL DLCEGDGEEVYHF
hTRPV: E Y
Mensch: TASQSS- SHRGVEI LRQ
q . Ratte: T S| SSSHRGWEILR
1052 C-Terminus;, 46 Aminosduren Maus: T S| SSSHRGWEILR
AS 691-706 Kaninchen: T 1SQSSSHRGWEILR
hTRPVG6: SKSS WELRQ
Mensch: EEL SFLELVVSSDKR
N-Terminus: Ratte: E LSFLELVVSS<KK
1074 ! 15 Aminosauren Maus: EELSFLELVVSS K
AS 288-302 Kaninchen: EELSFLELVWVSS KKR
hTRPVE6: ECSI LEL KR
Mensch: EVFKNSDKEDDQEHP
) . . Ratte: E FKSSDKE-\VQE
1075 iggi{g'%%% 15 Aminosauren Maus: E FKSSDKE-\VQE
B Kaninchen: E FKCSDKE)(QE
hTRPVG6: F ED

4.2.2 Durchfihrung von ELISA-Tests
Einen Hinweis auf das Vorhandensein spezifischerk@rper in den einzelnen Seren liefert

der ELISA. Dabei wird das Peptid, wie in dieseml B&82, das zur Immunisierung genutzt
wurde, an die beschichtete Oberflache einer Mitegilatte gebunden, die nicht
aufgereinigten Antikorperseren in verschiedenendifenungen zugegeben und nach einer
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper-Inkubatiore d=arbreaktion ausgelost, bei der die
Farbintensitat proportional zur Menge an gebundeA@tikorper ist (3.4.2). Dazu werden
erst vier verschiedene Arten der Beschichtung déraditerplatten (Maxisorp, Multisorp,
Polysorp und Medisorp) getestet, die alle unteestifithe Bindungseigenschaften besitzen.
Dabei wird das beste Signal/Rausch-Verhaltnis ben dPlatten mit der Multisorp-
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Beschichtung erreicht (Ergebnisse nicht gezeiggshalb diese fur die weiteren Versuche

eingesetzt werden.

4.2.2.1 ELISA mit den 982-Seren
Zum Testen der 982-Seren auf spezifische Antikbkperden ELISAs mit den Seren der

einzelnen Blutentnahmen wie beschrieben (3.4.2)hyafiihrt (Abb. 15). Bei allen getesteten
Seren ist zu sehen, dass die gemessenen Absovptidesfir die einzelnen Seren immer
groler sind, als das entsprechende Praimmunseoutlass davon ausgegangen werden kann,
dass die Seren Antikoérper gegen das entsprecheRB&3-Peptid enthalten. Bei den Seren
der Tiere 3 und 4 sind die Absorptionswerte insgedadher, als bei Tier 5, so dass in den
beiden ersten Tiere der Titer aufgrund einer stérkémmunreaktion wahrscheinlich héher
ist. Insgesamt kann daraus geschlossen werdenallasBiere peptidspezifische Antikdrper
gebildet haben. Deshalb wird im Folgenden getestletdiese Antikorper auch fur den
Nachweis des endogenen, im Gewebe exprimierten TBRAWteins und

Immunpréazipitationen (IP) geeignet sind.
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Abb. 15: ELISA mit 982 Seren.

Die Multisorp ELISA-Platten wurden mit dem Peptid 9fifkoppelt und die verbleibenden Bindestellen
geblockt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation deih Seren in verschiedenen Verdinnungen fir labh N
der Inkubation mit dem Zweitantikérper (anti-rabHiRP 1:50000) wurde die Bindung des Erstantikorpers i
einer Farbreaktion mit TMB und Wasserstoffperoxisinalisiert. Die Intensitat der Farbung wurde im
Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gemessengraghisch dargestellt. (A) Antikdrperseren 6-9 und
Praimmunserum von 982/3, eingesetzte Verdinnun@&®Q; 1:20000; 1:50000). (B) Antikérpersereid 8nc
Praimmunserum von 982/4, eingesetzte Verdinnung&soQ; 1:5000; 1:15000; 1:30000). (C) Antikdrpees
3-6 und Praimmunserum von 982/5, eingesetzte Verigen 1:2500; 1:5000; 1:15000; 1:30000).

423 Charakterisierung der Antikdrperseren 982/3 durasidrn Blot-Analysen

Zum Testen der Seren auf spezifische TRPV5-Anté&drerden Western Blots mit
Zellysaten von transfizierten HEKH(Oman Embryonic Kidney)-Zellen oder humane

Plazentamikrosomen eingesetzt. Die HEK-Zellen wardeit der Maus-TRPV5-cDNA
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transfiziert und als Kontrolle dienen untransfimeHEK-Zellen. Die ersten Seren, die zur
Verfligung stehen, sind vom Peptid 982 abgeleitai anhand dieses Antikérpers wird
exemplarisch das Testen auf vorhandene Antikérpeiestern Blot dargestellt (Abb. 16).

) ©

- 5. Serum 9. Serum
(D) (E) (F)

- 5 o
¥ é?@ S &S

x

x s s
F S PP

MW
[kDa]

Praimmunserum 982/3 TRPV5 TRPV6 (AK 429)
(AK Fa. Alomone)

Abb. 16: Austesten der Antikérper Seren 982/3 im Wetern Blot.

10% SDS-Gele mit verschiedenen Proben wurden irtéffeB8lots mit den Seren 3, 5, und 9 (1:300 verdlimt%
BSA) sowie den affinitatsgereinigten AK der Seres,3und 9 (10 pg/ml) inkubiert. (A) Inkubation rdiém 3.
Serum; (B) Inkubation mit dem 5. Serum; (C) Inkuidratmit dem 9. Serum; (D) Inkubation mit dem geigtien 3.
Serum; (E) Inkubation mit dem gereinigten 5. Ser(fh;inkubation mit dem gereinigten 9. Serum; (Rulbation
mit dem Praimmunserum 982/3; (H) Inkubation mit dERPV5-AK der Firma Alomone; (I) Inkubation mit dem
TRPV6-AK 429. Sekundarantikérper: jeweils Argibbit HRP (1:50000); hPM: 75 pg humane Plazentaadmer
HEK-: untransfizierte HEK-Zellen; HEK+: mit der MalfRPV5-cDNA transfizierte HEK-Zellen; rNM: Ratten-
Nierenmikrosomen; COS+: mit der humanen TR-cDNA transfizierte COS-Zellen; COS-: COS-Leerzellen
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Bei Inkubation des Western Blots mit dem Praimmunse(Abb. 16 G), welches dem Tier
vor der ersten Immunisierung entnommen wurde risagungsgemal keine Proteinbande zu
erkennen, da das Tier vorher keine TRPV5-speziiscintikorper gebildet hat. Bei
Inkubation des Western Blots mit dem 3. Serum (AlfbA) ist auf der H6he des erwarteten
Molekulargewichts von TRPV5 bei etwa 83 kDa ein raig sowohl in den
Plazentamikrosomen zu erkennen, als auch in desfizeerten HEK-Zellen, aber nicht in
untransfizierten Zellen. Mit dem 5. Serum (Abb.B)6sind diese Banden nicht zu erkennen,
da dieses Serum insgesamt ziemlich viele Hintedgigmale produziert. In der Spur mit den
transfizierten HEK-Zellen sind Signale beim entspenden Molekulargewicht aufgetreten,
die aber nicht eindeutig zuzuordnen sind. Im Seden9. Blutentnahme (Abb. 16 C) sind
ahnliche Banden zu erkennen, wie im dritten Sermmdén Plazentamikrosomen und
eindeutige Signale in den TRPV5-transfizierten &ellAllerdings ist auch bei diesem Serum
der Hintergrund stark und die Signale dieser ungmten Seren sind insgesamt schwach.
Durch eine Affintatsreinigung der Seren Uber dassgechende immobilisierte antigene
Peptid werden unspezifische Antikorper und storeRdeteine aus den Kaninchenseren
abgereichert und der spezifische TRPV5 Antikorpageseichert. Diese Seren werden
anschlieBend ebenfalls im Western Blot analysigbtb( 16 D-E). Zusétzlich zu den ersten
Blots werden auf diesen noch Mikrosomen aus Ragesmmikrosomen aufgetragen, da
TRPVS5 in Nieren laut Literatur [Muller et al., 208}3am starksten exprimiert ist, sowie COS-
Zellen CV-1 in QOrigin carrying theSV40 genetic material), die mit der humanen TRPV6-
Sequenz transfiziert sind. Mit diesen Zellen wird 8pezifitat untersucht, um zu tberprufen,
inwiefern der Antikorper das eng verwandte TRPV6t®In erkennt. Das dritte
affinitatsgereinigte Serum (Abb. 16 D) detektiertdien transfizierten HEK-Zellen und in den
Plazentamikrosomen eine Doppelbande bzw. eine laemzeBande bei einem
Molekulargewicht von etwa 90 kDa, die in allen amateProben nicht zu sehen ist, weder in
den untransfizierten Zellen, noch in den TRPVG6-4famerten Zellen. Allerdings wird auch in
den Rattennierenmikrosomen Kkein entsprechendes alSigietektiert. Ein &hnliches
Bandenmuster zeigt sich bei dem 5. affinitatsgégean Serum (Abb. 16 E), wobei die
Signale insgesamt etwas schwacher sind, aber eigddie beschriebenen Banden bei ca.
90 kDa auftauchen. Im Western Blot mit dem 9.Se(Awb. 16 F) sind wesentlich weniger
Hintergrundsignale aufgetreten, als bei den beateleren Seren und die 90 kDa-Banden sind
deutlich zu erkennen. Ebenfalls wird kein spezifes Signal in den TRPV6-transfizierten
Zellen detektiert. Im Vergleich dazu zeigt der Almme Antikérper (Abb. 16 H), als ein
kommerzieller Antikoérper, der das gleiche Epitopewder Antikdrper 982/3 erkennen sollte
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(vgl. Abb. 14), nur Signale in den transfizierterEiZellen, aber keine im nativen
Plazentagewebe. Durch Inkubation des Blots mit mIinERPV6-spezifischen Antikorper
(429; Abb. 16 I) ist nachgewiesen, dass die tramesten COS-Zellen tatsachlich das TRPV6
Protein exprimieren und damit gleichzeitig gezedgss der TRPV5-Antikorper das TRPV6

Protein nicht erkennt.

424 Epitop-Bestimmung von Antikorper 982 und Alomond Reptidblots

In den Western Blot Analysen wurde zuvor gezeigissdder Antikorper 982/3 zwar das
endogene TRPV5 Protein in der humanen Plazentamtkaber der kommerzielle Antikorper
(Alomone) nicht, obwohl beide Antikérper gegen dgsiche Peptid gerichtet sind. Zur
Beurteilung der Spezifitat von beiden Antikdrpet.dgegen welche Aminosauren-Bereiche
des TRPV5 Proteins die Antikorper gebildet wurdemyd ein Peptidblot mit den
verschiedenen Antikdrper-Losungen inkubiert. Bezsdim Blot ist die komplette TRPV5-
Aminosauresequenz als Peptide mit jeweils 10 Andino=n auf einer Membran fixiert,
wobei sich benachbarte Peptide um funf Aminosautegriappen. Aufgrund der bekannten
AS-Sequenz der einzelnen Spots kann daraus aufedasmnte Epitop des Antikdrpers
geschlossen werden. Wie in Abb. 17 deutlich zu sesie sind die Spots mit den starksten
Signalen sowohl beim Antikorper 982/3 (A) als aubBim kommerziellen Alomone-
Antikorper (B) die letzten drei C-terminalen Peptid@18-20) innerhalb der TRPV5 Sequenz.
Bei Antikorper 982/3 nimmt die Affinitat, mit deried Peptide erkannt werden vom letzten
zum drittletzten Spot ab, wohingegen sie beim Airpler der Firma Alomone bei allen drei
Peptiden gleich stark ist. Die Aminosaure-Sequertdieger drei Peptide sind in Abb. 17 D
noch einmal dargestellt. Andere Peptide der TRP¥&§u8BNz werden ebenfalls, vor allem von
Antikbrper 982/3, erkannt. Ein Teil der Peptide kandabei durch die
Zweitantikorperkontrolle (Abb. 17 C) ausgeschlosaenden. Die anderen Spots zeigen keine
Homologie in der AS-Sequenz zum 982-Peptid. Aliegdi sind die Signale in diesen
Bereichen auch wesentlich schwacher, als die férletzten drei Spots, die der erwarteten

Bindungsstelle entsprechen.
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Abb. 17: Epitopbestimmung fir Antikbrper 982 mittels Peptidblots.

Auf dem Peptidblot ist die komplette humane TRPV5idgsauren-Sequenz in 10er Peptide mit jeweils
5 Aminos&uren Ugrlappung auf einer Membran aufgespottet. Die Memlwird dhnlich einem Weste
Blot mit dem zu testenden Antikorper inkubiert wanschlieend mit dem Sekundarantikérper anti-
rabbit-HRP (1:50000) entwickelt. (A) Inkubation d&ets mit Antikdrper 982/3 (1:300); (B) Inkubation
mit dem TRPV5 AK der Firma Alomone; (C) Sekundareorperkontrolle mit anti-rabbit#RP 1:50000
(D) Sequenz der Peptide F18-20, die in (A) unddiB)starksten Signale zeigen. Rot markierte
Aminosaure: ist in allen drei Spots enthalten; nosakierte Aminosauren sind in den letzten beiden
Spots Uberlappend; unterste Zeile: Peptidsequé&2z 9

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass digdegeb Antikdrper gegen das
immunogene Peptid gerichtet sind, allerdings werdaoh andere Aminosauren-Bereiche
ohne Homologie zu dem antigenen Peptid unspezifeskannt. Obwohl laut Angabe der
Firma Alomone das gleiche Peptid zur Immunisiermagvendet wurde, unterscheiden sich

die Antikorper in ihrer Affinitdt und Spezifitat,as die Ergebnisse aus Abb. 16 H bestéatigt.

425 Nachweis von TRPV5 in verschiedenen Geweben
Nachdem die Spezifitat des Antikdrpers 983/3 fuPWB im Western Blot bestatigt wurde,

soll nun Uberprift werden, ob sich TRPV5S in versdenen Geweben nachweisen lasst.
Bisher gibt es noch keine detaillierten Expressidngersuchungen von TRPV5 auf
Proteinebene, sondern die meisten Hinweise berungh RNA-Transkripten und die
Funktionalitat des Kanals ist meist im Uberexprasssystem untersucht worden. Zuerst wird
eine kommerziell erhaltliche Western Blot-Membraaf der mehrere humane Gewebelysate
(50 pg) aufgetragen sind, mit dem Antikorper 98M8ubiert (Abb. 18 A), der bei zuvor
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gezeigten Western Blot-Analysen (Abb. 16) die dpsisten Signale lieferte. Zusatzlich

wird der Blot auch mit dem kommerziell erhaltlichémtikorper der Firma Alomone

inkubiert (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Nachweis von TRPVS5 in verschiedenen humaneésewebelysaten.

Auf einem kommerziell erhaltlichen Gewebeblot (FarBioChain) sind jeweils 50 ug Gesamtprotein aus
verschiedenne Gewebelysaten aufgetragen. (A) Iniarbdes Blots mit Antikdrper 982/3 9.Serum. (Bkuibation
des Blots mit dem Antikdrper Alomone. Sekundéraittiler jeweils ati-rabbi-HRP 1:5000(

Es konnte mit keinem der beiden Antikérper ein TRPSpezifisches Signal detektiert
werden, welches dem theoretischen Molekulargewioimt TRPV5 (ca. 83 kDa) entspricht.
Mit dem Antikorper 982/3 wurde lediglich eine Priognde bei etwa 60 kDa im Gehirnlysat
detektiert (Abb. 18 A). Der Antikdrper der Firmaokhone erkennt zwar in allen Spuren
Proteine, die zum Teil bei gleichen Molekulargewsrhauftreten, aber von der GroRRe alle
nicht dem TRPV5-lonenkanal zugeordnet werden kénumehsomit aller Wahrscheinlichkeit
nach unspezifisch sind. Auf dem Western Blot isthagin Gewebelysat der Niere und der
Plazenta aufgetragen, allerdings konnte das TRPXdeiR bei beiden nicht detektiert
werden. Eine mdgliche Ursache kdnnte darin liegiss in diesem Blot nur Zelllysate der
Geweben aufgetragen sind, die sowohl zytosoliséhieaach membrandre Bestandteile der
Zellen enthalten. Daher werden im Folgenden Membragereicherte Fraktionen aus
verschiedenen Rattengeweben hergestellt und dieeEsipn des membranstadndigen TRPV5

Proteins im Western Blot analysiert (Abb. 19).
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Abb. 19: Nachweis von TRPV5 in verschiedenen Rattgewebemikrosomen.

Aus verschiedenen Geweben, die einer P20 Rattemnten wurden, wurden Mikrosomen hergestellt unakjksw
400 pg Gesamtprotein auf ein SDS Gradientengeksafgen mit anschlieRendem Western Blot. (A) Inkioba
des Blots mit Antikdrper 982/3 3.Serum. (B) Inkubatdes Blots mit dem Antikdrper Alomone.
Sekundarantikdrper jeweils anti-rabbit-HRP 1:50000.

Ahnlich wie bei dem Gewebeblot mit den humanen tesakonnte auch in den
mikrosomalen Rattengeweben das TRPV5 Protein min déntikorper 982/3 nicht
nachgewiesen werden. Zur Kontrolle sind neben datteRmikrosomen auch TRPV5-
transfizierte HEK-Zellen aufgetragen. Diese detzktin Proteine befinden sich beim
erwarteten Molekulargewicht fur TRPV5, allerdingakte in keinem der Rattengewebe auf
der gleichen Hohe im Western Blot Signale detektiegrden, auch nicht in Rattennieren.
Ahnlich werden mit dem Antikérper der Firma Alomoimeder Spur mit den transfizierten
HEK-Zellen deutliche Signale fur TRPV5 detektiemhdu auf der gleichen Ho6he, aber
wesentlich schwacher, Signale fir Leber- und Magkrmsomen. Aber in der Spur mit den
Nierenmikrosomen werden auch hier keine spezifiscBggnale detektiert. Da mit den
entsprechenden Antikdrpern in keinem der untersumchBewebe deutliche Menge des
TRPV5 Proteins nachgewiesen werden, auch nicht en Niere, werden in folgenden
Versuchen die anderen TRPV5 Antikdrper 1052, 10Wd @075 sowie zum Vergleich

Antikdrper 982/3 mit humanem Plazentagewebe wailisgetestet.

4.2.6 Validierung der vier TRPV5 Antikdrper mittels WesteBlot Analyse
Wie fir den Antikérper 982/3 in Abschnitt 4.2.3 bleseben, werden auch die anderen
Antikodrper auf ihre TRPV5-Spezifitat im Western Bietestet. Hierzu werden die Seren Uber

das immobilisierte Peptid affinitatsgereinigt (3)4und die polyklonalen Antikérper mit Hilfe
der GST-TRPV5 Fusionsproteine und mit humanen Rtarngkrosomen auf ihre Spezifitat
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getestet. Der AntikGrper mit einem N-terminalentgpiinnerhalb der TRPV5-Sequenz, 1074,
sollte das Fusionsprotein N7 erkennen welches dsargten N-Terminus reprasentiert (N7)
und keine C-terminalen Fusionsproteine. Umgekelirften die anderen drei Antikoérper
(982, 1052 und 1075) nicht N1 detektieren, welatiasn Teil des N-Terminus repréasentiert.
Fur die Western Blots zum Nachweis der C-terminaderiikOrper werden die beiden

Fusionsproteine C3 und C3 verwendet. Die Lage detik8rper-Epitope auf den

Fusionsproteinen ist bereits in Abb. 9 dargestsiiivie die Expression der verwendeten
Fusionsproteine im Coomassie-gefarbten Gel (AbbA)YLAIs Expressionskontrolle werden

zuvor die Western Blots mit einem GST-spezifiscAatikorper analysiert und gezeigt, dass
in jeder Spur GST-haltige Fusionsproteine bzw. G8&ftsprechend dem erwarteten
Molekulargewicht (MW) vorhanden sind (Abb. 20). Bée Membranen werden gestrippt
(3.3.11.3) und anschliel3end mit affinitdtsgeresmgAntikbrpern inkubiert. Fir jeden Peptid-
Antikorper ist exemplarisch nur ein Serum sowohi den Fusionsproteinen als auch auf
Plazentamikrosomen gezeigt (Abb. 21) und die amddéfggebnisse sind in Tabelle 17
zusammengefasst.
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Abb. 20: Nachweis der TRPV5 Fusionsproteine und GSim Western Blot zur Expressionskontrolle

10% SDS Gele auf denen die Fusionsproteine N1(J97C3 sowie GST aufgetragen sind (je 2 pg). DigsBlo
wurden alle mit dem GST-Antikdrper inkubiert, zuradtiweis, dass in allen Spuren Proteine vorhandeh si
Sekundarantikérper: a-rabbi-HRP 1:5000
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Abb. 21: Western Blots mit vier TRPV5 Antikérpern auf Fusionsproteinen und Plazentamikrosomen.

(A) Western Blots mit den TRPV5 Antikdrpern 98288Serum), 1052 (3.Serum), 1074 (4.Serum) und 1075
(5.Serum) zur Detektion der TRPV5 Fusionsproteirfalan gleichen Membranen, die in Abb. 20 gezeigt
sind. Konzentration Primarantikorper: je 15 pg/8gkundarantikdrper anti-rabbit-HRP 1:50000. (B)
Western Blots mit den gleichen Seren wir in (A) Batektion des TRPV5 Proteins in Plazentamikrosomen
(jeweils 200 ug). Sekundarantikérper anti-rabbitFHR33000. Pfeile: TRPVS5 Protein in glykosyliertadu
nicht glykosylierter Form.

Beim Spezifitatstest mit den Fusionsproteinen ankendie Antikorper 982/3, 1052 und 1075
nur das entsprechende C-terminale Protein und niabt N-terminale Fusionsprotein oder
GST. Unterhalb der erwarteten Antikorpersignaledsiteilweise Abbauprodukte des
Fusionsproteins zu erkennen (Abb. 21 A). Bei derdP@&ein (AK 982/3 + 1052) erkennen
die Antikorper zusatzlich noch Proteine im Berewtn 60-100 kDa, die nicht mit der
theoretischen GroRRe fur C3 korrelieren. Das schwaSlgnal, das in der Spur von N1
zwischen 34 und 43 kDa von den drei Antikdrpern /982052 und 1075 erkannt wird,
entspricht nicht dem monomeren GST-Fusionsprotiandieses ca. bei 43-45 kDa im SDS-
Gel lauft (vgl. Abb. 20), sondern ist auf die DdteR eines unbekannten bakteriellen Proteins
zuruckzufihren, das unspezifisch erkannt wird. @an Antikérper 1074, der gegen ein N-

terminales Peptid gerichtet ist, tritt nur ein &ibm der Spur mit dem Fusionsprotein N7 auf,
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aber nicht bei GST oder C2. Im den Western Blotlysen mit den Plazentamikrosomen
detektieren alle Seren Proteine mit einem Molelgdasicht von 72 kDa und 95 kDa (Abb.
21 B). Diese Signale sind wesentlich starker alshreve andere unspezifische
Hintergrundsignale, die zusatzlich auftreten. D&PVR unter anderem glykosyliert vorliegen
kann (siehe Einleitung), kdnnte die untere der dmidpezifischen Banden die nicht
glykosylierte und die obere die glykosylierte Fodas Proteins reprasentieren. Um dies
eindeutig zu belegen, ist ein Deglykosylierungswelns (Abschnitt 4.3.4) notwendig.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass alle wectdaen Antikdrperseren sowohl das
korrekte Fusionsprotein erkennen als auch zweieltoanden in den Plazentamikrosomen
(MW ~80 kDa und 95 kDa) und somit im Western BlaetsdTRPV5 Protein aus humaner
Plazenta spezifisch detektieren. Die nicht gezeidiegebnisse der Antikérperseren sind in
Tabelle 17dargestellt. Die Affinitat der Antikorper fur TRPMSt unterschiedlich hoch, was
sich auch in der Intensitat der Western Blot-Sigmailderspiegelt. Manche Seren produzieren
einen starken Hintergrund, wie zum Beispiel dasgpe 4.Serum von Antikdrper 1075 im
Vergleich zum 9.Serum von Antikorper 982/3 (Abb.).2IDie affinitatsgereinigte
Antikdrpermenge variiert zwischen ca. 1,2 mg unuidg Ausbeute pro 5 ml aufgereinigtem
Serum (Tabelle 17).

Tabelle 17: Affinitatsgereinigte TRPV5 Antikorper .
Die Uber eine entsprechende Peptidsaule affingéesggten Antikbrper wurden beziglich ihrer Spiggifim
Western Blot beurteilt. Seren, die kursiv markiearden, sind in Abb. 21 dargestellt.

affinitatsgereinigte Signal/Hintergrund-

Peptid Serum AK-Menge Verhaltnis im WB
(pro 5 ml Serum)
982 7. Serum 3,2 mg ++
982 9. Serum 2,2 mg +++
982 10. Serum 3,88 mg +
982 Endserum 1,19 mg 4+
1052 2. Serum 3,65 mg +++
1052 3. Serum 4,87 mg ++
1052 5. Serum 4,13 mg +++
1052 6. Serum 2,23 mg +++
1074 3. Serum 1,97 mg ++
1074 5. Serum 1,31 mg A
1075 4, Serum 2,8 mg ++

1075 Endserum 2,1 mg 1
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427 AntikOrper-Validierung mittels Immunhistochemie

Diejenigen TRPV5-Antikorper, die im Western Blot sgetestet wurden und in
Plazentamikrosomen positive Signale lieferten, werd weiterhin mit  Hilfe
immunhistochemischer Methoden validiert. Hierbeidadie Lokalisation von TRPV5 in der

Maus-Niere und der humanen Plazenta genauer uokgrsu

Zur Detektion werden sowohl ein Primar- und ein Belrantikorper eingesetzt. Um
auszuschlie3en, dass der zweite Fluoreszenz-gdkeppeikorper, der normalerweise gegen
den R-Teil des ersten Antikorpers gerichtet ist, unsfezn an Proteine im Gewebe bindet
und dadurch falsch positive Signale liefert, werdben jeder Versuchreihe mindestens zwei
Schnitte nur mit dem Sekundéarantikorper inkubibd. fur alle gezeigten Bilder die TRPV5-
Antikorper (aus Kaninchen) immer in griner Fluosssz dargestellt sind und die jeweiligen
Kofluoreszenzen (Maus-Antikdrper) immer in rot, &gim Folgenden exemplarisch fur alle
Versuche die Zweitantikdrperkontrolle fir Alexa4&gti-Kaninchen und Alexa594 anti-Maus
gezeigt (Abb. 22). In beiden gezeigten Fallen uandhabei allen anderen Versuchen, wird

durch die verwendeten Zweitantikdrper keine undjsehie Hintergrundfarbung detektiert.

Negativkontrolle anti-Maus Negativkontrolle anti-Kaninchen

Abb. 22: Negativkontrolle fir Immunhistologie.

10 um dicke Kryoschnitte von Plazentagewebe wurdah Fixieren und Blocken nur mit dem
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikdrper (1:2080@yqes) inkubiert und im Fluoreszenzmikrsokop
aufgenommen. Fur den Antikdrper anti-Maus ist dégativkontrolle mit Alexa594 gezeigt und fur anti-
Kaninchen mit Alexa 488. Mal3stabbalken 100 pm.

In der Niere ist das TRPV5 Protein am starksterriexert und auf3erdem seine subzellulare
Lokalisation eingehend untersucht [Hoenderop et 2000; Loffing et al., 2001]. Die
Versuche mit Nierengewebe wurden in Kooperationdait AG Bleich, Universitat Kiel von
Frau Dr. Nina Himmerkus durchgefuhrt. In dem in A28 dargestellten Nephron, ist der
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Bereich in dem TRPV5-Proteine exprimiert werdenz(kr Teil des distalen Konvoluts) blau
markiert. Die beiden Bilder der oberen Reihe siddntisch, in dem linken wurde die
Farbintensitat nachtraglich erhéht, um die einzeln8trukturen der Niere besser

unterscheiden zu kdénnen.

Glom

| —

Abb. 23: TRPV5 Antikdrper auf Kryoschnitten vom Maus-Nieren

5 um dicke Kryoschnitte von Plazentagewebe werdeh frixieren und Blocken mit den drei verschiedenen
TRPV5 Antikérpern 982, 1052 und 1074 inkubiert. Diechweis erfolgt mit fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikorpern: anti-rabbit Alexa 488 fur 98&ti-rabbit Alexa594 fir 1052 und 1074. Zellkerimelsblau
angefarbt (DAPI). Mal3stabbalken: 20 um. Praparat@mNieren, Anfertigung der Schnitte sowie diedhké&bn
mit den Antikérpern wurde von Dr. Nina Himmerkusjitersitat Kiel durchgefihrt. Das Bild des Nephrons
wurde veréndert nadHoenderob et al.. 20C.

Aufgrund der Morphologie kann in dem Schnitt untereden werden zwischen Glomerulus
(Glom), dem proximalen Tubulus (PT), dem distaleam¥olut (DCT) und dem Sammelrohr
(CD). In der oberen Reihe rechts ist das Originél-Bdargestellt, das mit dem
Primarantikérper 982 inkubiert und die gebundenentikdrper mit einem grinen
Fluoreszenz-markierten Zweitantikbrper sichtbar gem wurden. Im Vergleich zu dem

ersten Bild ist deutlich zu sehen, dass vor allem ldminale Seite und damit die
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Apikalmembran des distalen Konvoluts angefarbt as¢ Zellkerne sind blau gefarbt. Im
Vergleich mit den anderen TRPV5-Antikérpern werdetit dem Antikorper 982 die

spezifischsten Ergebnisse erzielt. Mit dem Antild@irp052 (Abb. 23 unten links; rot) kdnnen
ebenfalls die gleichen Strukturen im DCT wie mitdAntikorper 982 angefarbt werden. Bei
Inkubation mit dem Antikorper 1074 werden zwar aldreiche im DCT stark angefarbt,
aber gleichzeitig werden auch andere Strukturepemiisch detektiert. Mit dem Antikorper
1075 (Ergebnisse nicht gezeigt) wird keine speziess TRPV5 Lokalisierung in der Niere

nachgewiesen.

Aufgrund des spezifischen TRPV5 Nachweises in deausvNierengewebe werden die
TRPV5 Peptid-Antikérper nun auch fur eine Immuntérg der humanen Plazenta eingesetzt.
Um die subzellulare Lokalisation der TRPV5-Protemebestimmen, werden in der Regel
Doppelfarbungen von TRPV5 und einem Markerproteimckdgefuhrt. Als Marker dient
entweder Cytokeratin 7 (CK7), das ein Zytoskelettgin in Trophoblasten ist und somit den
Synzytiotrophoblasten (STB) anfarbt [Maldonado-&d#r et al., 2004] oder die plazentare
Alkalische Phosphatase (AP), die in der Apikalmeanldtes Synzytiotrophoblasten lokalisiert
ist [McLaughlin et al., 1983]. Die Zellkerne werdemit Propidiumjodid angefarbt, welches
ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff (rist)

AP +982

Zellkerne | Zellkerne + 982

Abb. 24: Immunhistochemie mit Antikérper 982/3 aufhumanen Plazentaschnitten.

Obere Reihe: 20 um dicke Kryoschnitte von humatezenta werden nach Fixierung mit
Paraformaldehyd und Blockieren mit Carageen mit detikorper 982 (100 pg/ml) und einem Antikory
gegen die Alkalische Phosphatase (AP; 1:1000) irktjlgewaschen und mit den fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikdrpern detektiert (anti-Maus Alexa 68d anti-rabbit Alexa488). Untere Reihe: Schnitte
werden wie oben vorbereitet, aber anstatt mit Adkhler Phosphatase werden im Schnitt die Zellkelihe m
Propidiumjodid angefarbt. Die Aufnahmen erfolgen Hiife eines konfokalen Mikroskops. MaRstab: 50
pm
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CKF + 1052

Zellkerne

Abb. 25: Immunhistochemie mit Antikérper 1052 auf umanen Plazentaschnitten.

Obere Reihe: 10 um dicke Kryoschnitte von humarerddta werden nach Fixierung mit Paraformaldehyd
und Blockieren mit Carageen mit dem Antikdrper 10520 pg/ml) und einem Antikérper gegen Cytokeratin
(CK7) inkubiert, gewaschen und mit den fluoreszekoppelten Sekundarantikbrpern detektiert (anti-8/au
Alexa 594 und anti-rabbit Alexa488). Die Aufnahrmafolgen im Fluoreszenzmikroskop. Maf3stab: 100 pum.
Untere Reihe: Schnitte werden wie oben vorbereitsty anstatt mit Cytokeratin7 werden im Schnét di

Zellkerne mit Propidiumjodid angefarbt. Die Aufnalmerfolgen mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops.
Maflstab: 50 pm

CK7 + 1074

i

Zellkerne

Abb. 26: Immunhistochemie mit Antikdrper 1074 auf tumanen Plazentaschnitten.

Obere Reihe: 10 pm dicke Kryoschnitte von humatezddta werden nach Fixierung mit Paraformaldehyd
und Blockieren mit Carageen mit dem Antikdrper 1070 pg/ml) und einem Antikdrper gegen
Cytokeratin7 (CK7) inkubiert, gewaschen und mit flanreszenzgekoppelten Sekundér-antikrpern
detektiert (anti-Maus Alexa 594 und anti-rabbit ¥dd88). Die Aufnahmen erfolgen mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. MaR3stab: 200 pm. UntereeR&ibhnitte werden behandelt wie oben, aber anstatt
mit Cytokeratin7 werden im Schnitt die Zellkerne Ribpidiumjodid angefarbt. Die Aufnahmen erfolgen
mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops. Maf3stab:| G
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1075 einzel

Abb. 27: Immunhistochemie mit Antikérper 1075 auf umanen Plazentaschnitten.

10 um dicke Kryoschnitte von humaner Plazenta werdeh Fixierung mit Paraformaldehyd und Blockieren
mit Carageen mit dem Antikdrper 1075 (100 pg/mkl emem Antikdrper gegen die Alkalische Phosphatase
inkubiert, gewaschen und mit den fluoreszenzgekopp&ekundarantikdrpern detektiert (aMiizus Alexa 59
und anti-rabbit Alexa488). Im letzten Bild wurdermuoit 1075 als Primarantikorper inkubiert. Die Aafrmen
erfolgtenmit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops. ktaf: 100 um.

Das TRPV5 Protein wird mit allen vier TRPV5-Antik@rn mit unterschiedlicher Spezifitat
im Plazentagewebe nachgewiesen. Die ImmunfarbunglM®RPV5 mit Antikbrper 982 (grin)
ist als Doppelfluoreszenz mit dem Markerprotein ahkche Phosphatase (rot) gezeigt (Abb.
24, obere Reihe), das in der apikalen Membran dé& I8kalisiert ist. Im Gegensatz dazu
werden mit dem TRPV5 Antikorper auch intrazellul8ereiche der Chorionzotten angefarbt
und die Farbung ist insgesamt weniger distinkt irgleich zur AP. Bei Uberlagerung der
beiden Fluoreszenzen fir TRPV5 und AP ist eine Kalisation der beiden Proteine nicht
eindeutig nachzuweisen, obwohl fiur TRPVS5 eine Ligdiion in der Apikalmembran der
STB erwartet wird. Eine starkere Lokalisation vonRPV5 im Bereich des
Synzytiotrophoblasten und eine insgesamt distiekteirbung wird dann detektiert, wenn
keine Antikorper-Inkubation gegen eines der beidé&srkerproteine erfolgt, sondern die
Zellkerne parallel mit Propidiumjodid angefarbt wen (Abb. 24 untere Reihe). Eine
wesentlich deutlichere Kolokalisation mit CK7 (imiE) zeigt der Antikérper 1052 (Abb. 25,
obere Reihe). Die angefarbten Bereiche sind grééteridentisch. Zusatzlich werden mit
dem TRPV5 Antikorper drei kreisformige Strukturem innern der Chorionzotten angefarbt,
welche die Wande von fetalen Blutgefal3en darstel#me dhnliche Farbung des STB kann
auch bei gleichzeitiger Farbung von TRPV5 und deltk&rnen beobachtet werden (Abb. 25,
untere Reihe). Betrachtet man die Lokalisation blemunfarbung des Antikdrpers 1074
(Abb. 26) so werden ahnliche Bereiche detektierg, mit dem Antikdrper 982; zum Teil ist
die Farbung im Synzytiotrophoblasten vorhandeny @weh interne Bereiche zeigen eine
Fluoreszenz, die teilweise diffus wirkt. Die intedlmléare Féarbung tritt sowohl bei
Doppelfarbung mit CK7 (Abb. 26, obere Reihe), alstabei den Zellkernen auf (Abb. 26,
untere Reihe). Am wenigsten spezifisch erweist sddr Antikbrper 1075 fur die

Immunfluoreszenz (Abb. 27). Nur in wenigen Schmitle@nnte eine eindeutige Farbung
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beobachtet werden wobei eine gleichzeitige Antikéfpoppelfarbung gegn eines der beiden
Markerproteine nicht moglich ist. Auf dem linkenldBwurde der Schnitt mit dem TRPV5-
Antikdrper 1075 und der AP koinkubiert, wobei zwgine Farbung im Bereich des STB
auftritt, aber auch andere Zellstrukturen angefébtden. Fir die beiden Markerproteine
(AP: mittleres Bild, CK7: nicht gezeigt) kdnnen rextrem schwache Fluoreszenzsignale mit
einer starken Hintergrundfarbung detektiert werdesine parallele TRPV5 und
Zellkernfarbung war nicht moglich. Wurde der Schngdoch nur mit dem TRPV5
Antikorper inkubiert, kann zum Teil eine spezifischFarbung im Bereich des
Synzytiotrophoblasten detektiert werden. Auch higeten Signale im Innern der
Chorionzotten auf (Abb. 27, Bild rechts).

Mit dem Einsatz der vier TRPV5 Antikdrper fur dienthunhistochemie konnte gezeigt
werden, dass sich der Antikdrper 1052 fur eine Imflwreszenzfarbung am besten eignet,
da er sowohl in der Schnitten von Maus-Nieren uoadallem in der humanen Plazenta eine
spezifische TRPV5 Lokalisation nachweist. Der Adtper 982 ist zwar fur die

Immunfarbung im Mausnieren-Gewebe gut geeigneterdiigs ist die Spezifitat auf

Plazentagewebe nicht so hoch. Der Antikérper 10&eldiert TRPVS5 im Maus-

Nierengewebe nicht und zeigt auch in Plazentagewshe grof3tenteils unspezifische
Bindung.

4.3 Immunprazipitationen zur Anreicherung von TRPV5 aus humaner Plazenta

431 Immunprézipitationen mit RIPA als Solubilisierungfier

Fur die Immunprazipitation (IP) werden neben demzBhta weitere Gewebe aus
verschiedenen Spezies verwendet, in denen TRPVStarksten exprimiert ist (Niere und
Pankreas, siehe Einleitung). Da TRPV5 ein Membratepr ist, wird es vor der IP mit
Detergenzien solubilisiert. Hierzu wird RIPA-Puffezrwendet, weil er zu den stringentesten
Extraktionspuffern zahlt, der mehrere Detergenzigvonidet P-40, SDS, Natrium-
deoxycholat) enthalt, die zur Gruppe der nichtsohen und ionischen Seifen zahlen. Das mit
RIPA-Puffer aus Plazenatmikrosomen erhaltene Saabi wird anschlieBend mit
Antikorper-gekoppelter Protein A-Agarose inkubiemd die préazipitierten Proteine nach
Elution von der Saule im Western Blot analysierte Derschiedenen Versuchsansatze, die
mit RIPA-Puffer durchgefiihrt wurden, sind in Takell8 aufgeflhrt.
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Tabelle 18: Immunprazipitationen mit RIPA-Puffer. In der Tabelle sind alle IP-Ansétze aufgelistet,rdie

RIPA-Puffer aus verschiedenen Geweben und SpeieRRRV5 Antikorpern durchgefihrt wurden.

Proteinmenge

Antikdrper fur IP

Gewebe Puffer
pro IP (eingesetzte Menge pro IP)
humane Plazentamikrosomel 10 mg 982/3 5.Serum (gereinigt) 3 pg RIPA
humane Plazentamikrosomel 10 mg 982/3 5.Serum 50 pl RIPA
humane Plazentamikrosome! 10 mg 982/3 9.Serum (gereinigt) 5 ug RIPA
humane Plazentamikrosomel 10 mg 982/3 9Serum 50 pl RIPA
humane Plazentamikrosome! 25 mg 982/3 9.Serum (gereinigt) 10 p RIPA
humane Plazentamikrosome! 25 mg 982/3 9.Serum 50 pl RIPA
humane Plazentamikrosome! 10 mg 1052 5.Serum 50 pl RIPA
humane Plazentamikrosomel 10 mg 1052 6.Serum 100 pl RIPA
humane Plazentamikrosomel 25 mg 1074 5.Serum (gereinigt) 20 u¢ RIPA
humane Plazentamikrosomel 25 mg 1074 5. Serum 50 pl RIPA
humane Plazentamikrosome! 10 mg H99 3 ug RIPA
humane Plazentamikrosomel 30 mg H99 3 ug RIPA
humane Plazentamikrosomel 10 mg CAT-2 3 ug RIPA
humane Plazentamikrosome! 10 mg Alomone 3 ug RIPA
bovine Nierenmikrosomen 10 mg 982/3 5.Serum (gereinigt) 2,5 p RIPA
bovine Nierenmikrosomen 10 mg 982/3 5.Serum 50 pl RIPA
bovine Nierenmikrosomen 30 mg 982/3 9.Serum 25 pl RIPA
bovine Nierenmikrosomen 10 mg 1052 5.Serum 50 pl RIPA
bovine Nierenmikrosomen 10 mg 1052 6.Serum 100 pl RIPA
bovine Nierenmikrosomen 10 mg Alomone 3 pg RIPA
bovine Pankreasmikrosomen 20 mg 982/3 9.Serum 50 pl RIPA
bovine Pankreasmikrosomen 30 mg 982/3 9.Serum 25 pl RIPA
bovine Pankreasmikrosomen 10 mg 1052 6.Serum 100 pl RIPA
bovine Pankreasmikrosomen 20 mg 1052 6.Serum 50 pl RIPA
bovine Pankreasmikrosomen 10 mg Alomone 3 pg RIPA
Kaninchen Nierenmikrosome 10 mg 982/3 5.Serum (gereinigt) 2,5 ¢ RIPA
Kaninchen Nierenmikrosome 10 mg 982/3 5.Serum 50 pl RIPA
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Kaninchen Nierenmikrosome 10 mg 1052 5.Serum 50 pl RIPA
Kaninchen Nierenmikrosome 10 mg 1052 6.Serum 100 pl RIPA
Kaninchen Nierenmikrosome 10 mg Alomone 3 pg RIPA
Ratten Nierenmikrosomen 8,5 mg 982/3 5.Serum (gereinigt) 2,5 1 RIPA
Ratten Nierenmikrosomen 8,5 mg 982/3 5.Serum 50 pl RIPA

Allerdings konnte in keinem der IP-Ansatze im atie@@enden Western Blot das TRPV5
Protein nachgewiesen werden. Auch bei den Immuiptédizonen aus den anderen
Geweben, die mit den verschiedenen TRPV5 Antikbduechgefihrt wurden, kann TRPV5
nicht immunprazipitiert werden. Insgesamt legt diés Vermutung nahe, dass das TRPV5
Protein mit den im RIPA Puffer enthaltenen Detemjem nicht ausreichend aus der Membran
gel6st werden kann oder die Antikorper-Antigen Waadirkung beeintrachtigt ist. Welches
Detergenz am besten zu Solubilisierung eines begem Proteins geeignet ist, kann nicht
vorhergesagt werden, sondern muss empirisch elimigeden. Aber auch Versuche mit dem
Detergenz Natriumdeoxycholat (Abb. nicht gezeigjches fur das nah verwandte Protein
TRPV6 gut geeignet ist, fihren nicht zu einer greichen Immunprézipitation. Deshalb

werden in den folgenden Versuchen andere Detergezisgetestet.

4.3.2 Austesten verschiedener Detergenzien flr die Imménpitation von TRPV5

Da wie im vorherigen Abschnitt beschrieben TRPVS RIPA-Puffer nicht erfolgreich
prazipitiert werden konnte wurden sowohl weiterechtibnische als auch eines mit
zwitterionischer Eigenschaft zur Solubilisierunggesetzt. Hierzu wird das Detergenz immer
im Solubilisierungspuffer geldst, in einer Konzexiton, die mindestens oberhalb der kritisch
mizellaren Konzentration (CMC) liegt und zusatzlweird auf das Seifen-Proteinverhaltnis
geachtet (Tabelle 9). Die verwendeten Mikrosomdhn(@ pro IP) stammen jeweils aus der
Plazenta und fur die Immunprazipitation wurde imrdas affinitdtsgereinigte 9. Serum von
Antikorper 982/3 verwendet. Parallel zu jeder Impdzipitation wurde ein IP-Ansatz mit
dem TRPVG6-Antikbrper 981 durchgefuhrt, von dem Ioekaist, dass er fur die
Immunprazipitation von TRPV6 aus Plazentamikrosonggeignet ist. Damit sollte
ausgeschlossen werden, dass eine IP aus methadi€tiaden nicht funktioniert hat. Zur
Detektion der moglicherweise prazipitierten TRPWBtEine im anschlieRenden Western Blot

wurde der gleiche Antikdrper (982/3 9.Serum) wie (iile IP eingesetzt, da kein weiterer
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zuverlassiger Antikorper aus einer anderen Spezie®etektion von TRPV5 Proteinen zur
Verfliigung steht. Fir den Nachweis des TRPV6-lonealsain den Kontroll-IPs wurde der
monoklonale Antikdrper 26B3 aus der Maus eingesdiat mit den Antikérpern, die fur die
IP benutzt wurden, nicht kreuz-reagiert (Abb. 28).
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Abb. 28: Immunprazipitation nach Solubilisierung mit verschiedenen Detergenzien.

Fir die Solubilisierung von TRPV5 aus humanen Rleaikrosomen wurden verschiedene Detergenzien
eingesetzt und das Solubilisat im Anschluss fiie é@nmunprazipitation mit dem Antikdrper 982/3 9.8ar(IP
982) sowie dem TRPV6 Antikorper 981 (IP 981) verwainé\ls Negativkontrolle wurde kein Antikdrper an
Protein A Sepharose gekoppelt (& AK). Die IP wurdé&sDS-Gel (10%) mit anschlieRendem Western Blot
analysiert. Zur Detektion im Western Blot wurdevesder der TRPV5 Antikdrper 982/3 (jeweils links) oder
monoklonale TRPV6 Antikorper 26B3 (jeweils rechtsfwendet. (A) Solubilisierung mit den Detergenzien
Tween-20 und Octyp-D-glucosid (ODG). (B) Solubilisierung mit CHAPS diNonidet P40 (NP40). (C)
Solubilisierung mit Dodecyf-D-maltosid (DDM) und OctyB-D-thioglucosid (ODTG). (D) Solubilisierung mit
Triton X-100 und Thesit. Pfeilspitzen: TRPV5 ProtgirPlazentamikrosomen; Pfeil: TRPV5 Protein nach IP
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Von den eingesetzten Detergenzien zur Solubilisgrwwon TRPVS5 aus humanen
Plazentamikrosomen, kann weder bei Tween-20 ungl-PdD-glucosid (Abb. 28 A), noch
bei CHAPS und NP40 (Abb. 28 B) oder DodepyD-maltosid und OctyB-D-thioglucosid
(Abb. 28 C) das TRPV5 Protein im Western Blot deezk werden. Zur Kontrolle sind
jeweils die Mikrosomen in einer Spur im Western tBioit aufgetragen, die fur die IP
eingesetzt wurden. In den entsprechenden Spurdnreimer, zum Teil aber recht schwach,
zwei Banden bei dem Molekulargewicht zu erkenneelches das TRPV5 Protein in der
nicht glykosylierten und glykosylierten Form, alsmvischen 80 und 100 kDa besitzt
(Pfeilspitzen). Bei der IP, die an die Solubilisieg mit dem Detergenz Thesit angeschlossen
wurde (Abb. 28 D), kann wie bei den anderen auch K®PV5 Protein detektiert werden.
Mit dem Detergenz Triton X-100 wird das TRPV5 Pmotanscheinend in ausreichenden
Mengen aus der Membran gel6st und ist fur die Ampkr zugénglich. Bei diesem Versuch
wird bei einem gleichen Molekulargewicht wie in déhlazentamikrosomen auch eine
Proteinbande im Prazipitat nachgewiesen, dereraSigarglichen mit den Mikrosomen sogar
etwas starker ist. In den Kontroll-IPs, die ohnetikdrper an der Protein A-Agarose
durchgefuhrt wurden (& AK), ist bei keinem Detergeaine Proteinbande mit dem
entsprechenden Molekulargewicht des TRPV5 Protifigetreten, auch nicht bei der IP mit
Triton X-100. Zwei Banden, die in allen Blots urfetAnsatzen, auch in der Negativkontrolle
auftreten, sind einmal bei etwa 55 kDa und beB&&kDa und stammen von den eingesetzten
Antikdrpern, die an die Protein A-Agarose gebundsmben und beim Eluieren mit
Probenpuffer mit von der Agarose geltst wurdeneBikubation der einzelnen Membranen
mit dem TRPV6 Antikorper zeigt, dass die IP und Wérstern Blot prinzipiell funktioniert
haben, da abgesehen vom Versuchsansatz, bei de@HAPS bzw. NP-40 solubilisiert
wurde in allen Ansatzen das TRPV6 Protein praagitivurde. Des Weiteren zeigen diese
Versuche, dass verschiedene Detergenzien untedfichieviel Protein aus der Membran
solubilisieren, denn obwohl fur jede IP die gleigiissgangsmenge an mikrosomalem Protein
sowie gleiche Mengen an Antikdrper eingesetzt waydst die Menge des prazipitierten
Proteins unterschiedlich. Zur Solubilisierung urd flr TRPV5 und TRPV6 erweist sich
Triton X-100 als geeignetes Detergenz (Abb. 28E®). der Zweitantikdrper-kontrolle (nicht
gezeigt) wird in keinem der Blots ein spezifiscAi@PV5 oder TRPV6 Signal detektiert.
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4.3.3 Immunprazipitationen mit Triton X-100 als Detergema Solubilisierung

In den bisher gezeigten Blots fur die Immunpraatminen von TRPV5 aus der Plazenta
werden durch die Antikdrper im Versuchsansatz imstaerke Hintergrundsignale bei 95 kDa
und 55 kDa beobachtet, von denen vor allem dieagg(®ei 95 kDa) zum Teil die obere der
beiden TRPV5 Proteinbanden Uberlagern koénnte. UesediKreuzreaktionen durch die
Antikdrper zu vermindern, wird das Solubilisat, daslogene IgGs enthélt, vor der IP mit
ungekoppelter Protein-A-Sepharose vorinkubiert {Raxing). Hierbei kbnnen Antikorper
und andere Proteine aus dem Solubilisat, die spatgezifisch an die gekoppelte Protein A-
Agarose binden wirden, grof3tenteils entfernt wer@smade in Lysaten der Plazenta, die ein
sehr blutreiches Gewebe darstellt, sind viele hwanAntikdrper enthalten. Zur weiteren
Verbesserung der Signale werden die Ansétze fiarsehiedliche Zeiten inkubiert, da durch
eine zu lange Inkubation (IPs wurden normalerwéiser Nacht inkubiert) die Moglichkeit
besteht, dass die Proteine bereits degradiert weis Ergebnis dieser Variation ist in Abb.
29 gezeigt.
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Abb. 29: Vergleich der Inkubationszeiten der IP fiir2 Stunden und tUber Nacht.

Zur Solubilierung von Plazentamikrosomen wurde dnitk-100 eingesetzt. Aus dem
Solubilisat wurde TRPV5 mit dem Antikorper 982/3&:3n und TRPV6 mit dem
Antikorper 981 prézipitiert und die Eluate in eitgS-PAGE (10%) mit anschlieRendem
Western Blot analysiert. Primarantikdrper: 982/363um; Sekundarantikdrper anti-rabbit-
LC HRP 1:30000.



4 Ergebnisse 95

Wie im Vergleich zwischen der Inkubation fur zweusden mit der Antikdrper-gekoppelten
Sepharose und einer Inkubation Uber Nacht zu sehesind bei einer kiirzeren Inkubation
die Banden wesentlich starker und distinkter, dbeide Inkubationszeiten sind mdoglich.
Durch die Isolierung endogener Gewebe-lgGs konmemiaspezifischen Banden bei 95 kDa
deutlich reduziert werden, die bei 55 kDa treteazmoch auf, sind aber im Vergleich zu den
restlichen Banden wesentlich schwéacher (vergleidkgh. 28 + Abb. 29). In der
Negativkontrolle (Abb. 29 IP @ AK) konnten diesespezifischen IgG-Banden dadurch
komplett eliminiert werden. In den Plazentamikrosonkonnten nur ganz schwache Signale
detektiert werden. Die Signale bei ca. 80 kDa, TR®V5 zugeordnet werden, treten in den
Immunpréazipitationen und auch in den Mikrosomenl{AB1) haufig, aber nicht immer als
eine Doppelbande auf. Da TRPV5 als Glykoproteirchasben ist (siehe Einleitung), soll im
Folgenden untersucht werden, ob die obere Bandeglgicsylierte Form von TRPV5
darstellt.

4.3.4 Deglykosylierung von TRPV5
Um zu zeigen, dass die grol3ere der Doppelbanden \%/kDa) im Western Blot das

glykosylierte TRPV5 Protein darstellt, wird das i mit einer Glykosidase wie zum
Beispiel der PNGase F deglykosyliert, wodurch diésateinbande verschwinden sollte. Da
die Menge des TRPV5 Proteins in der Mikrosomenifoakt gering ist, wird die
Deglykosylierung im Anschluss an eine Immunpraaipin durchgefuhrt (3.3.8). Zur
Entfernung der Zuckerreste vom Protein durch dayBnmuss das Protein im denaturierten
Zustand vorliegen, was durch Erhitzen der Probeight wird. Fir die enzymatische
Reaktion wird der Ansatz noch flir ein bis zwei $kem bei 37 °C inkubiert. Bei allen
Deglykosylierungs-Versuchen, die nach einer IP VidRPV5 durchgefihrt wurden, ist
entweder kein Protein mehr zu detektieren, oderddativ kurzen Inkubationszeiten, hat sich
das Proteinmuster im Western Blot nicht verandipb( nicht gezeigt). Alternativ wurde die
Deglykosylierung deshalb mit einer Immunprazipdataus COS-Zellen, die mit der murinen
TRPV5 cDNA transfiziert sind, durchgefihrt. Wie Abb. 30 A dargestellt, verandert sich
das detektierte Proteinmuster im Western Blot renbr Inkubation mit der PNGase F. Ein
Protein (MW 90 kDa) wird in den IPs ohne PNGasedhdhdlung detektiert (Pfeil "g"), was
nach der Behandlung mit PNGase F fast vollstanagigschwindet und dort bei einem
geringeren Molekulargewicht eine zusatzliche Pnitande detektiert wird (Pfeil "ng").
Dieses Experiment konnte allerdings nur einmal bige¢ihrt werden und liefert nur einen
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Hinweis darauf, dass das Protein bei einem Molegelaicht von ~90 kDa tatséchlich die
glykosylierte Form sein kénnte. Um eine definitixassage treffen zu kénnen, misste das

Experiment mehrmals bestétigt werden.

(A) . (B) .
Deglykosylierung Deglykosylierung
MW [kDa]  op - + PNGase F MW [kDa] op, - + PNGase F
170 m— 170 =
- O
130 = 130 =
95 == g g 95 m— o .
. 5”9 : 5”9 i
72 m— - ‘ 72— —
55 — o — QDI
43 =— - —— 43 =—

WB: 982/3 9.Serum Sekundar-AK Kontrolle
(anti-rabbit-HRP)

Abb. 30: Deglykosylierung von TRPV5 aus transfizien COS-Zellen nach einer IP.
Mit der murinen TRPV5-cDNA transfizierte COS-Zellaerden geerntet und das Zellpellet aufgeschlossen.
Nach Solubilisierung des Lysats mit Tritol-100 wird dieses fir eine IP eingesetzt. Die Pnat@verden
entweder direkt von der Saule eluiert (IP 2h) aderder Elution mit der Deglykosidase PNGase F bedakn
(Deglykosylierung +PNGase F). Als Kontrolle wirchéP Ansatz behandelt wie bei der Deglykosylieruatug!
ohne PNGase F Zugabe (Deglykosylierung —-PNGadei&)P wird im SDS-Gel mit anschlieBendem Western
Blot analysiert. (A) Primarantikérper: 982/3 9.SmruSekundarantikorper: anti-rabbit-HRP 1:30000. (B)
Sekundéarantikdrperkontrolle, anti-rabbit-HRP 1:3000

435 Immunprézipitation aus Maus-Nierengewebe

Mit dem Antikorper 982/3 wird weiterhin eine IP audausnierenextrakten (3.3.2)

durchgefuhrt. In dem gezeigten Western Blot ist Adengleich noch eine IP aus humaner
Plazenta mit aufgetragen (Abb. 31). In beiden Spuné den IPs wird ein Protein bei 80 kDa
detektiert, wobei die Proteinbande fir die Nieresevdlich starker ist, als die aus der
humanen Plazenta, obwohl fur die Solubilisierungiajie Ausgangsmengen an Proteinen
eingesetzt wurden. Die Bande bei ca. 55 kDa repti@se wie bei den anderen IPs, die
eingesetzten IgGs. Weder in der IPs aus dem Plgentbe noch bei dem Nierengewebe
tritt hier eine Doppelbande auf, wie sie bei anddis (Abb. 29) gezeigt werden konnte. In
den IPs aus Plazenta konnten die zwei Proteinformestwa 42% aller IPs nachgewiesen
werden, in allen IPs aus Maus-Niere (n=4) wurde @anmur ein Protein auf der gezeigten
Hohe detektiert. Eine Zweitantikdrperkontrolle (A1 B) mit dem verwendeten anti-rabbit-

HRP Sekundéarantikorper, die negativ ist, zeigtsddie detektierten Signale vom TRPV5-
ErstantikGrper stammen.
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Abb. 31: Immunprazipitation von TRPV5 aus Maus-Nierenhomogenat.

Aus Maus-Nieren wurde ein Homogenat hergestelltflingede Immunprazipitation 20 mg Gesamtprotein
solubilisiert. Nach der IP werden die Proteine iDSSGel (10%) aufgetrennt und im Western Blot aniatygIP
mNiere 982/3). Zur Kontrolle ist eine IP nur mit Bio A-Agarose ohne Antikdrper durchgefuihrt wordegh
mNiere @ AK). Auf dem Gel ist zusatzlich eine IFBsdwmanen Plazentamikrosomen aufgetragen, durdivyefu
mit (IP 982/3) und ohne Antikdrper (IP 982/3 @ AKA) Inkubation mit Antikbrper 982/3 9.Serum,
Sekundérantikdrper anti-rabbit HRP 1:30000. (B)upekirantikorperkontrolle anti-rabbit HRP 1:3000014®
Pfeil: immunprézipitiertes TRPV5 Protein.

4.3.6 Immunprézipitationen mit weiteren TRPV5 Antikdrpern

Nachdem die Immunpréazipitation von TRPV5 mit einaffinitatsgereinigten Antikérper
etabliert wurde, werden auch die anderen drei @&henaierten polyklonalen TRPV5
Antikdrper 1052, 1074 und 1075 fur die Immunprdapon ausgetestet. Die IP wird mit
humanen Plazentamikrosomen durchgefuhrt, wie fiar Aletikdrper 982/3 beschrieben und
im Western Blot analysiert. In Abb. 32 A wird inrd8pur mit der IP mit dem Antikdrper
982/3, wie bei den vorher gezeigten IPs auch, dsgliche Doppelbande zwischen 72 und
95 kDa nachgewiesen, allerdings kann in keinerSpamren mit den IPs der anderen TRPV5
Antikorper ein TRPV5-spezifisches Antikorper-Sigraalf der gleichen Hohe nachgewiesen
werden. In der Spur mit der Kontroll-IP ohne Antigér wird kein Signal detektiert und in
den Mikrosomen ist eine schwache Bande im gleidBedl3enbereich wie bei der IP mit
Antikdrper 982/3 zu sehen. Auch auf diesem Blotzigt Kontrolle eine IP mit dem TRPV6
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Antikorper 981 aufgetragen und bei Inkubation demMbran mit dem monoklonalen TRPV6-
Antikdrper 26B3 kann ein Signal fur TRPV6 bei ~88IB5 kDa nachgewiesen werden (Abb.
32 B).
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Abb. 32: Immunprazipitation mit den vier verschiedenen TRPV5 Antikdrpern

Fur die Immunprazipitation werden pro Ansatz 20Pagzentamikrosomen mit Triton X-100 solubilisierdumit
Antikdrper-gekoppelter Agarose inkubiert. Die efteéa Proteine werden im Western Blot analysier}.\(\estern
Blot Inkubation mit Antikbrper 982/3 9.Serum. (B)aatern Blot Inkubation mit dem TRPV6 Antikdrper 26B3
@ AK: IP ohne Antikdrper ; 982: IP mit AntikorpeB82/3; 1052: IP mit Antikérper 1052; 1074: IP mit thadrper
1074; 1075: IP mit Antikdrper 1075; PM: 400ug Plataenikrosomen; 981: IP mit TRPV6 Antikorper 981.ikfe
immunprézipitierte TRPV5 Proteine

Zusétzlich zu den gezeigten IPs werden vom Anti&bg82/3 die Seren 7-11 und die Seren
zwei weiterer Tiere, die mit dem Peptid 982 immierisvurden (982/4 und 982/5) sowie von
den drei Antikérpern 1052, 1074 und 1075 jeweilmwoerten bis zum Endserum (7. Serum)
fur IP eingesetzt, aber mit keinem konnte das TRPW&#ein immunprazipitiert werden. Es
wurden soweit vorhanden die affinitatgereinigtenreBe(siehe Tabelle 17) fur die IP
eingesetzt, andernfalls wurden 20 pl Serum verwerheweiteren Verlauf werden deshalb
verschiedene Kombinationen von affinitatsgereimigtd RPV5 Antikdrpern fur die
Immunpréazipitation ausprobiert, um damit moglicheise eine hodhere Spezifitat zu
erreichen. Die einzigste ausgetestete Kombinatthe, erfolgreich ist, besteht aus zwei
TRPV5-Antikorpern mit unterschiedlichem Epitop (#821.Serum + 1052 6.Serum), wenn
auch damit nicht so starke Signale erzielt werdénnkn wie mit dem 9.Serum von
Antikorper 982/3 alleine (Abb. 33).
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Abb. 33: Immunprazipitation von TRPV5 durch Kombination von Antikérpern.

Zur Immunprazipitation von TRPV5 aus humanen Plameikt@somen wurde nach der Solubilisireung mit
Triton X-100 das Solubilisat mit Protein A-Sepharogeibiert, an die zwei verschiedene TRPV5 Antikdrpe
gekoppelt sind.Primérantikdrper im Western Blot2/289.Serum; Sekundar-antikdrper: anti-rabbit-LC HRP
1:30000. Pfeile: immunprazipitiertes TRPV5 Protein

Fur weitere Affinitatsreinigungen von TRPV5 solheiAntikdrper-Affinitatssdule hergestellt
werden, fur die die Menge an 982/3 9.Serum allainbt ausreicht. Diese kann daher mit der
oben erwahnten Kombination aus den beiden TRPVikémgern hergestellt werden. Zuvor
wird allerdings getestet, ob sich TRPV5 auch duethe Immunpréazipitation so stark

anreichern lasst, dass es massenspektrometrischuveagisen ist.

4.3.7 Immunprézipitation zum massenspektrometrischen Waishvon TRPV5

Fur einen spateren massenspektrometrischen Nachwais TRPV5 und mdglicher

assoziierter Proteine wird fUr eine praparativarii dem Antikdrper 982/3 9.Serum der IP-
Ansatz (Tabelle 9) vervierfacht. Aus dem Blue Silgefarbten Gel nach der IP werden
einzelnen Banden der IPs mit 982/3 9.Serum odemiBrénserum (Negativkontrolle) in dem

Bereich ausgeschnitten, bei dem im Western Blotdeaimh TRPV5 Antikdrper bei ca. 80 kDa
Signale detektiert werden. Die in Abb. 34 markierBanden (nummerierte Kasten) werden
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und im ESI-Massekirometer auf enthaltene Proteine

analysiert (Tabelle 19).
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Abb. 34: Praparative IP von TRPV5 aus humaner Plazenand Isolierung von Banden zur
massenspektrometrischen Analyse.
Fur die Immunprazipitationen, die mit dem Antikar82/3 9.Serum und dem Praimmunserum durchgefiihrt
wurden, wurden 80 mg Mikrosomen pro Ansatz solsigilt und nit entsprechender Menge gekoppelter Pri
A-Agarose inkubiert. Von den Eluaten der IP wurd&iteine SDS-PAGE mit anschlielendem Western Blot
verwendet (A), der Rest wurde in einem Gel aufgetreind anschlieBRend Blue Silver gefarbt (B). Derstérr
Blot wurde mit Antikdrper 982/3 9.Serum entwickelhd aus dem gefidten Gel auf der gleichen Hohe Ban
ausgeschnitten, die im Western Blot durch den Amgtikr detektiert werden. Die nummerierten Kasten
entsprechen den ausgeschnittenen Banden, die rmpsgaometrisch analysiert wurden.

Tabelle 19: Liste der mittels ESI-Massenspektromete identifizierten Proteine aus den in Abb. 34
markierten Banden. Der Score ist ab einem Wert von 34 signifikant

MW Anzahl gefundener
Bande IPI-Nr. Protein Score: Peptide Gensymbol/Proteinname
[Da] (davon signifikant)
1 IP100003362 72377 136 13 (1) HSPAS5 /HSPAS5 protein
1 IP100477090 51805 168 7(2) -/-Protein
4 IP100791534 103811 558 24 (5) - / 104 kDa protein
4 IPI00926256 101727 558 24 (5) SLC4A1/Band 3 anion transport
protein
4 IP100021439 41710 445 17 (4) ACTB / Actin, cytoplasmic 1
4 IP100384938 52819 163 7 (2) IGHV4-31/IGHG1 Putative
uncharacterized protein D
4 IP100550731 26218 111 4 (1) -/ Putative uncharacterized protein
4 IP100154742 24777 106 6 (2) LOC100290481/IGLV2-14
4 IP100246994 42427 94 4 (1) HSD3B1 / Hydroxy-delta-5-steroid

dehydrogenase 3
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4 IP100455315 38580 93 9 (1) ANXAZ2 Annexin A2

4 IP100218918 38690 81 5(1) ANXA1 Annexin Al

4 IPI00646304 23728 77 2 (1) PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B (Cyclophilin B)

4 IPI00399007 46032 69 5(1) IGHG2 Putative uncharacterized

protein DKFZp686104196

Die Auswertung der massenspektrometrischen Anabgsgt, dass TRPV5 in keiner der
Banden detektiert werden kann, auch nicht in demeiBle, in dem im Western Blot Signale
vom TRPV5 Antikérper nachgewiesen werden. In deoeBbilver-gefarbten Gel werden bei
einem Molekulargewicht zwischen 70 kDa und 100 kbar kaum sichtbare Banden
angefarbt. Die Proteine, die in dem Bereich vonaet®) kDa massenspektrometrisch
identifiziert werden sind in Tabelle 19 dargesteMroteine die nach der IP mit dem
Praimmunserum (Negativkontrolle) ebenfalls idenidit wurden, sind in der Tabelle nicht
aufgefuhrt (siehe Anhang), so dass nur in zwei esdittenen Banden (Nr. 1 und Nr.4)

Proteine mit signifikantem Score identifiziert ward

Zusammenfassend ist festzustellen, dass vier TRRwMkOrper validiert werden konnten,
die sowohl N- als auch C-terminale Bereiche des M®RProteins spezifisch erkennen. Der
Antikbrper 982/3 kann sowohl fur Western Blots, lmmprazipitation und
immunhistochemische Untersuchungen angewendet wendebei er fir Western Blot
Analysen und IPs am besten geeignet ist. Der Ar#t1052 ist ebenfalls zur Detektion von
TRPV5 in Western Blot Analysen geeignet, und zelgt spezifischste Farbung in der
Immunhistochemie mit humaner Plazenta. Fur IPs kanallerdings nur in Kombination
zusammen mit anderen Antikérpern eingesetzt werdletikorper 1074 und 1075 eignen sich
nur zum Nachweis des TRPV5 Proteins mittels WedBdoh Analysen. Zudem wird mit den
Experimenten der TRPV5 Antikorper im Western Blezgigt, dass TRPV5 Proteine in der
humanen Plazenta auf Proteinebene tatsachlichneigotiwerden.

4.4  Antikorper-Affinitatschromatographie mit TRPV5

Da eine IP nicht ausreicht, um das TRPV5 Proteirgndl3erer Menge anzureichern und
massenspektrometrisch zu detektieren, wird eineikduger-Affinitatschromatographie
durchgefiihrt. Durch die Herstellung einer Antikdrpdfinitatssaule, die im Prinzip
eingesetzt werden kann wie die mit Antikbrpern gudeite Protein A-Agarose bei der IP,
konnen wesentlich grof3ere Proteinmengen in einemsué¢é analysiert werden. Zunachst
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werden dazu die affinitatsgereinigten Antikorperv&ient an ein Chromatographie-

Saulenmaterial gekoppelt.

4.4.1 Vergleich der kovalenten Kopplung von TRPV5 Antigérm an Protein A- oder

AminoLink-Agarose

Um die Antikorper kovalent an ein Saulenmateriakeppeln, werden zwei unterschiedliche
Kopplungsmethoden miteinander verglichen. Hierbaerdweinmal die Kopplung der
Antikorper an Protein A-Agarose mit anschlieend@uervernetzen sowie das Koppeln tber
primare Amine an eine aktivierte Aldehydgruppe absstet. Fur die kovalente Kopplung an
Protein A werden die Antikdrper mit dem Saulenmatenkubiert und binden Uber ihren-F
Teil an Protein A. Durch Zugabe des QuervernetB3$S (Disuccinimidyl-Suberat) erfolgt
die kovalente Verknupfung von Protein A und Antjér. Die Stabilitdt der Bindung wird
durch eine Inkubation des S&ulenmaterials mit statkem 0,1 M Glycin (pH 2,2) getestet,
welches nicht-kovalente Bindungen I6st und die kogeelten Antikérper so im Eluat zu
finden sind. Bei der AminoLink-Kopplung reagiereie ggrimaren Amine der Antikdrper mit
einer aktivierten Gruppe am Saulenmaterial und rukiewirkung von Cyanoborohydrid
entstehen die kovalenten Bindungen. Die Uberpriifdag Stabilitat der Bindung erfolgt
ebenfalls durch Inkubation mit Glycin. Gekoppeltavin beiden Fallen das 9.Serum und das
11. Serum des Tieres 982/3 und der Verlauf dereéien Schritte wird im Western Blot
verfolgt (Abb. 35).
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Abb. 35: Kovalente Kopplung von Antikérpern an Proten A-Agarose und AminoLink-Agarose.

Zum Vergleich der beiden Kopplungsvarianten werderfahtikorper entweder an Protein A Agarose
gebunden und anschlieRend quervernetzt oder dauBinder Antikorper erfolgt an die AminoLink Agarose
Uber primare Aminreste der Antikdrper. Von den elnen Kopplungsschritten wurden jeweils Proben
entnommen und diese im Western Blot analysiert.&tektion der Antikdrper erfolgt mit dem Sekundar-
antikorper anti-rabbit HRP 1:50000. (A) KontrollerdcKopplung an Protein A Agarose. (B) Kontrolle der
Kopplung an AminoLink Agarose. Input: 1 pg Antikdrgeédsung vor der Kopplung; n.K.: komplette AK-
Lésung nach Koppeln; Elution: eluierte AK nach Inkiitra der gekoppelten Sepharose mit 0,1 M Glycin
(pH2,2); + DSS: Zugabe von DSS beim Koppeln; -DSfé Zugabe von DSS beim Koppeln. AK die fiir die
Kopplung verwendet wurden: 982/3 9.Serum ~9); 982/3 11.Serum (9-11) und Praimmunserum (P
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Abb. 35 A zeigt die Kopplung an Protein A-Agaros®pei zur Kontrolle ein Ansatz mit DSS
und ein weiterer ohne DSS inkubiert wird. Von dewmeizverschiedenen Antikorpern, die
eingesetzt werden ist 1 pg aufgetragen (Input) dexteben der verbleibende ungebundene
Rest der Antikorper-Losung nach der Kopplung (n.l&¢i der Detektion der eingesetzten
Antikorper in den Ansatzen mit dem 9.Serum werderinge Mengen des ungekoppelten
Antikdrpers nachgewiesen, beim Koppeln von 982/3édum ist nach der Kopplung im
Western Blot kein Antikorper mehr nachweisbar, sesddavon auszugehen ist, dass alle
Antikorper an die Protein A-Agarose gebunden habdlach der Inkubation des
Saulenmaterials mit Glycin, ist in den Eluaten Berden Ansatzen mit Zugabe von DSS
(9.Serum und 11. Serum) ebenfalls kein Antikbrpgchzuweisen, aber in dem Ansatz, bei
dem kein Quervernetzer zugegeben wurde (-DSS) iistsehr starkes Signal fur die
Antikorper zu erkennen. Ohne DSS werden die Anpkdr wie erwartet, nicht kovalent
gekoppelt und werden dadurch vom Saulenmateridergludie Quervernetzung aber ist
resistent gegenuber dem niedrigen pH-Wert. DaslgeErgebnis ist in Abb. 35 B fir die
Kopplung an die AminoLink-Agarose zu sehen. 1 pgalegesetzten Antikdrper werden im
Western Blot deutlich nachgewiesen und nach dempKlopist nur in dem Ansatz des
Praimmunserums, was als Negativkontrolle fir diétespAffinitatsreinigung gekoppelt wird,
eine geringe Restmenge an Antikérper nachweisbarciDeinen niedrigen pH-Wert werden
in keinem der Anséatze die kovalent gekoppeltenl&mger vom Saulenmaterial geldst. Somit
konnen beide Saulen fir eine Affinitatsreinigung3(3.3)von TRPV5 Proteinen eingesetzt
werden. Im Folgenden wird eine Antikorper-Affing&fiule im praparativen Ansatz
hergestellt. Weitere parallele Untersuchungen imaerder Arbeitsgruppe ergaben, dass die
Kopplung von Antikdrpern Uber Protein A Agarose Afffinitdschromatographien bessere
Ergebnisse erzielt, als diejenige Uber AminoLinkestalb diese Protein A Methode zur
Herstellung der praparativen Saule verwendet vidabei werden an 1,5 ml eines Gemischs
aus Protein A und Protein G (Verhaltnis 2:1) 3,5Amgik6rper (Kombination aus Antikdrper
982/3 11.Serum und 1052 6.Serum) gekoppelt. Als abekpntrolle fur die
Affinitatsreinigung dient ein 1:1 Gemisch der beideraimmunseren (1052 + 982/3) welches
gleichermal3en gekoppelt wird. Die Kopplung der 8&urd wie beim Testen der Methoden
mit  positivem Ergebnis Uberprift und kann somit fleine Antikorper-
Affinitatschromatographie eingesetzt werden (Alibhhgezeigt).
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4.4.2 AntikOrper-Affinitatsreinigung von TRPV5

Fur die Antikorper-Affinitatschromatographie werd@b0-200 mg Plazentamikrosmen mit
Triton X-100 als Detergenz solubilisiert, das Sdlsht tUber Protein A- und Protein G-
Agarosematerial vorgereinigt (Preclearing) und tWacht mit den hergestellten Antikérper-
Saulen (TRPV5 Antikdrper und Praimmunséule) inketbidach einem Waschschritt erfolgt
die Elution mit Glycin pH 2,5 in einem Puffer, dérl% Triton X-100 enthalt, um ein
Ausfallen der TRPV5 Proteine zu vermeiden. Um datulMen zu verringern werden die
Eluate durch Ultrafiltration aufkonzentriert unceglhzeitig das Glycin entfernt. Da Triton X-
100 mit einer MizellengroRe von 90 kDa beim Einengder Proben durch die
Ultrafiltrationsrohrchen (AusschlussgroRe von 5@kDhicht entfernt, sondern durch die
Volumenverringerung stark aufkonzentriert wird, déirdieses den Lauf der SDS-PAGE im
Anschluss, zur Analyse der Eluate erheblich stdbeashalb werden die Proben nochmals mit
TCA (Trichloressigsaure) geféllt (3.3.4) und direktSDS-Probenpuffer gelést. Die Fallung
wird erst nach der Aufkonzentrierung durchgefutajl das Elutionsvolumen (>10 ml) fur
eine direkte Fallung zu grol} ist. Die Analyse dierake von Praimmun- und TRPV5-Saule im
Western Blot ist inAbb. 36 dargestellt.
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Abb. 36: TRPV5 Antikdrper-Affinitatsreinigung aus humaner Plazenta.

180 mg Plazentamikrosomen wurden solubilisiert mitcder TRPV5-Antikdrper-Affinitassaule und der
Praimmunséule tGiber Nacht inkubiert. Nach WascherSdelenmaterials werden gebundene Proteine mit
0,1 M Glycin eluiert und nach Aufkonzentration uhdA-Fallung im Western Blot untersucht. Aufgetraggn
von beiden Saulen die Halfte des Eluats aufgetra@en.Eluat der Praimmunsaule; 982/1052: TRPV5-
Antikdrpersaule. Primarantikdrper: 982/3 9.Seruekuhdarantikdrper: anti-rabbit-LC-HRP 1:30000.
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Im dem Eluat von der TRPV5-Antikorper Saule wird &ignal detektiert, das sich ab einem
Molekulargewicht von 70 kDa aufwarts bis zum obdrRamd des Trenngels erstreckt. Es sind
keine distinkten Banden nachgewiesen worden, die @BPV5 Protein zugeordnet werden
konnen. Uber einen ahnlichen GroRenbereich, abesemtlich schwacher in der
Signalintensitat, erstreckt sich auch ein Signal Bloat der Praimmunséule. Die grofdte
Intensitat liegt bei etwa 80 kDa, was anndhernd ddmiekulargewicht von TRPV5
entspricht. Da das Signal aber auch schwach inNegativkontrolle auftaucht, kann nicht
sicher davon ausgegangen werden, dass durch dirité&freinigung spezifisch TRPV5
angereichert wird. Wahrend dieser Arbeit konntee &edingungen fir die TRPV5-
Affinitatsreinigung nicht optimiert und bessere &gisse erzielt werden, weshalb auch keine
massenspektrometrische Analyse der Proben durdingefilurde. Zur Identifizierung
moglicher TRPVS5 Interaktionspartner werden deshBildown-Experimente mit den

klonierten und exprimierten Fusionsproteinen duedalgrt.

4.5 Pulldown-Experimente mit den TRPV5 FusionsproteinerN7 und C4

451 GST-TRPV5 Pulldown-Experimente mit humaner PlazenighanschlielRender

massenspektrometrischer Analyse

Alternativ zu den Affinitatsreinigungen mit Hilfeed TRPV5 Antikdrper werden GST-
Pulldown-Experimente (3.6) durchgefiihrt. Dazu werddas gereinigte N-terminale
Fusionsprotein N7 (AS 1-330 vom N-Terminus von TRBPWYus Mensch) und das
C-terminalen Fusionsprotein C4 (AS 571-723; C-Teaumiaus Maus), mit Proteinextrakten
aus Plazentahomogenat und solubilisierten Mikrosoees humaner Plazenta inkubiert, um
magliche Interaktionspartner von TRPV5 zu idenidfiegn. Die Fusionsproteine werden dazu
Uber ihren GST-tag an Glutathion-Agarose gekoppalt. Solubilisierung wird wie fir die
Immunpréazipitationen auch, Triton X-100 als Detergeverwendet. Die erhaltenen Eluate
werden dann in einer SDS-PAGE aufgetrennt und defok anschlieRende Blue Silver-
Farbung die Proteine visualisiert (Abb. 37 + Ab8).Zu jedem Versuch wird ein Ansatz mit
dem GST-Protein, welches ebenfalls an Glutathioarbge gekoppelt ist, als
Negativkontrolle durchgefiihrt. Ein Teil der im Felglen gezeigten Pulldown-Experimente
und SDS-PAGE Gele wurden von Frau Viktoria Kéafer Rahmen ihrer Bachelorarbeit

[2009] angefertigt, welche jeweils gekennzeichimed.s
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Abb. 37: Pulldown mit TRPV5 Fusionsproteinen aus Plaantahomogenat.
Fur den Pulldown mit den TRPV5 Fusionsproteinen N& @4 wird ein Homogenat aus Plazentagewebe siltie
mit Triton X-100 solubilisiert und das Solubilisaitmden Fusionsproteinen inkubiert. Nach dem Wasclegn
Proben werden diese mit 2x SDS Probenpuffer vordigiathion-Agarose geldst und in einem Gradienténg
aufgetrennt. Zur Visualisierung der Proteine werdienGele mit Blue Silver angefarbt. Die Nummern Gele
werden inTabelle 20 -23 verwendet. Die umrandeterdBa entsprechen den in Tabelle 24 angegebenen®ande
(+): Ansatz wurde mit Plazentahomogenat inkubie)yt;Ansatz wurde nur mit Extraktionspuffer inkubiddie Gele
2, 4 und 6 wurden in Rahmen der Bachelorarbeit\Wigtoria Kafer (2009) hergestellt.
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Abb. 38: Pulldown mit TRPV5 Fusionsproteinen aus Plagntamikrosomen.

Fir den Pulldown mit den TRPV5 Fusionsproteinen Nd@ @4 werden Plazentamikrosomen verwendet und mit
Triton X-100 solubilisiert. Das Solubilisat wird miden Fusionsproteinen inkubiert und nach dem Wasdbe
Proben werden diese mit 2xSDS Probenpuffer voriigathion-Agarose geldst und in einem Gradientenge
aufgetrennt. Zur Visualisierung der Proteine werdienGele mit Blue Silver angefarbt. Die Nummern Gele
werden in Tabelle 20 -23verwendet. Die umrandeterdBa entsprechen den in Tabelle 24 angegebenen®ande
(+): Ansatz wurde mit Solubilisat inkubiert; (-)n8atz wurde nur mit Extraktionspuffer inkubiert. @ele 1 und 5
wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Viktoride£#2009) hergestellt.

Auf jedem Gel wird immer ein kompletter Pulldown+gach, durchgefiihrt mit den Proteinen
GST, GST-N7 (N7) und GST-C4 (C4) als Fanger-Protamfgetragen, wobei fur jeden
Versuch eine andere Plazenta benutzt wird. Nebe@r énkubation der Proteine mit dem
Gewebesolubilisat (GST+ / N7+ / C4+) werden alstevei Kontrolle in einem Ansatz die
Proteine nur mit dem verwendeten Extraktionspufi&ubiert (GST- / N7- / C4-). Der GST
Ansatz dient jeweils als Negativkontrolle. In dgouBn der Inkubation von Fusionsprotein

mit dem Extraktionspuffer allein, sind neben degeetlichen Fusionsproteinen bzw. GST



4 Ergebnisse 108

noch weitere Proteine zu finden (Abb. 37 + Abb. Spuren mit "—" gekennzeichnet). Diese
stammen aus dem Bakterienextrakt, aus dem die GSib#sproteine aufgereinigt wurden
(3.2.2) und sind noch an die Glutathion-Agaroseugelen. In den Spuren mit den Ansétzen
mit Plazentahomogenat/-mikrosomen sind im Vergleich denen, die nur mit
Extraktionspuffer inkubiert wurden wesentlich m&anden zu erkennen. Eine Proteinbande,
die in mehreren Ansatzen auftritt, hat ein Molekgéavicht von etwa 70 kDa. Dieses Protein
ist sowohl bei den Versuchen mit Plazentahomogeiat auch mit den Mikrosomen
vorhanden. Die starksten Proteinbanden in allenrépustammen jeweils von dem
eingesetzten GST-(Fusions-)Protein. Nach einem illdst@n optischen Vergleich der
Proteinbanden in den Gelspuren mit den Fusionspeteund dem GST werden diejenigen
Proteinbanden ausgeschnitten, die nicht in dem GiSSatz zu finden sind, sondern nur bei
den N- und C-terminalen Fusionsproteinen. Zur Kallgrwerden auf der gleichen Hohe, auf
der eine Bande aus den Spuren der Fusionsprotesgeschnitten wird auch in der GST-Spur
geschnitten, da durch die Farbung Proteine untedhed Nachweisgrenze nicht zu sehen sind,
aber trotzdem vorhanden sein kénnen (Abb. sieheaAgh Aus den sieben gezeigten Gelen
werden so 257 Banden ausgeschnitten und danndiE$l-massenspektrometrische Analyse
vorbereitet, mit Trypsin verdaut und anschlieBera Reptide extrahiert (3.7). Die Analyse
der Proben im ESI-Massenspektrometer wurde von rHédipl. Biochem. Thomas
Schulenborg, AG Friauf, TU Kaiserslautern durchyefiund die Daten im PKL-Format zur
Verfigung gestellt. Die Auswertung erfolgt unterriYendung der Software Mascot Daemon
2.1 mit einer humanen Datenbank (IPI Human, Swis$}P Zur Vereinfachung der
Datenmenge werden die Banden einer kompletten @p@el kombiniert und ausgewertet.
Die in den GST-Spuren identifizierten Proteine l{sielabelle im Anhang) werden bei der
Auswertung der gefundenen Proteine fir TRPV5-N7 48d eliminiert. Alle Proteine, die
nicht durch Auftreten bei GST-Proben (Negativkoloaussortiert wurden, sind in Tabelle
20 und Tabelle 21 fur N7 und in Tabelle 22 und Tlab23 fur C4 dargestellt. Bei der
Auswertung gilt ein Protein dann als signifikanemdifiziert, wenn der Gesamtscore tber der
Signifikanzgrenze (meistens 36) liegt, mindesteimses der gefundenen Peptide einen
signifikanten Score aufweist und das Protein mitetesin zwei unabhangigen Versuchen
identifiziert wird. Insgesamt werden nach diesen iteéfien mit Hilfe der

massenspektrometrischen Analyse 38 verschiedeneimadentifiziert.
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Tabelle 20: Liste der durch ESI-Massenspektrometriedentifizierten Proteine aus den Pulldowns mit dem
GST-Fusionsprotein N7 aus Plazentahomogenddas Molekulargewicht (MW) der gefundenen Protestari
Da angegeben, der Score gibt die Wahrscheinliclakeimit der ein Protein identifiziert wurde untdb einem
Wert von 36 signifikant (auRer Gel 6, signifikabt2b). Die Anzahl gefundener Peptide gibt an, vigdev
individuelle Peptide identifiziert wurden, die détrotein zugeordnet werden kénnen. Zahlen in Klammard
angegeben, wenn weniger als 3 einzelne Peptiddikagrt sind. Proteine die fettrot geschrieben siwdrden in
weiteren Versuchen untersucht.

Gel MW Anzahl individuell
IPI-Nr. Protein Score gefundener Peptide Gensymbol/Protein Name
# o
[Da] (davon signifikant)

Gel2 1PI00939498 29000 41 8 (1) - 29 kDa protein

Gel4 1P100939498 29000 36 6 (1) - 29 kDa protein

Gel2 IPI00007289 59482 296 7 ALPP Alkaline phosphatase, placental type

Gel7 IPI00007289 59482 537 8 ALPP Alkaline phosphatase, placental type

Geld IPI00002547 74529 44 14 (1) CAPNG6 Calpain-6

Gel7 IPI00002547 74529 214 24 CAPNG6 Calpain-6

Gel6 IPI00909570 62810 51 10 (1) EEF2 cDNA FLJ56548,
highly similar to Elongation factor 2

Gel7 1P100186290 95277 39 5 (1) EEF2 Elongation factor 2

Gel2 IPI00654755 15988 77 5 (1) HBB Hemoglobin subunit beta

Gel7 IPI00220706 16130 44 3 (1) HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1

Geld IPI00300050 44098 236 18 HSD11B2 Corticosteroid 11-beta-
dehydrogenase isozyme 2

Gel6 IPI0O0300050 44098 71 5(1) HSD11B2 Corticosteroid 11-beta-
dehydrogenase isozyme 2

Gel4 IPI00007702 69978 67 7 (1) HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2

Gel6 IPI00007702 69978 84 7 (1) HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2

Gel7 IPI00479743 121286 490 20 POTEE Isoform 1 of POTE
ankyrin domain family member E

Gel6 IPI00479743 121286 887 37 POTEE Isoform 1 of POTE
ankyrin domain family member E

Gel2 IPI00024915 22012 365 13 PRDXS5 Isoform of
Peroxiredoxin-5, mitochondrial

Gel6 1P100943960 35327 40 1 (1) RCE1 RCEL1 protein (Fragment)

Gel7 1P100943960 35327 39 3 RCEL1 RCEZ1 protein (Fragment)

Gel7 IPI00376798 20240 101 3(2) RPL11 60S ribosomal protein L11

Gel7 1P100413324 21383 45 7 (1) RPL17 60S ribosomal protein L17

Gel7 1P100247583 18553 87 5(1) RPL21 60S ribosomal protein L21

Gel7 IPI00021266 17684 58 4 (1) RPL23A 60S ribosomal protein L23a

Gel7 1P100221088 22578 62 12 (1) RPS9 40S ribosomal protein S9

Gel7 1P100010204 19318 49 5 (1) SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

Gel2 IPI00302133 82497 85 11 (2) TRPV5

Geld 1PI00302133 82497 140 25 TRPVS

Gel6 IPI00302133 82497 222 28 TRPV5

Gel2 IPI00644712 69799 582 45 XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Gel4 IP100644712 69799 245 23 XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Gel6 IPI00644712 69799 530 35 XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Gel7 IPI00644712 69799 288 20 XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2

subunit 1
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Tabelle 21: Liste der durch ESI-Massenspektrometriedentifizierten Proteine aus den Pulldowns mit dem
GST-Fusionsprotein N7 aus Plazentamikrosometas Molekulargewicht (MW) der gefundenen Protesie i
in Da angegeben, der Score gibt die Wahrscheirgitlak, mit der ein Protein identifiziert wurde ustlab
einem Wert von 36 signifikant. Die Anzahl gefundeReptide gibt an, wie viele individuelle Peptidgunden
wurden, die dem Protein zugeordnet werden kénndredan Klammern sind geben an, wenn weniger als 3
einzelne Peptide signifikant sind.

MW Anzahl individuell
Gel # IPI-Nr. Protein Score gefundener Peptide Gensymbol/Proteinname
[Da] (davon signifikant)

Gell IPI00064350 52 1(3) C120rf52 Isoform 1 of Uncharacterized protein
C120rf52

Gel5 IPI00012074 70899 50 2 (1) HNRNPR Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R

Gel5 IPI00935718 5660 51 1(3) LOC100293239;L0OC100290044;L0C100289018
hypothetical protein XP_002342868

Gel8 IPI00935718 5560 39 1(1) LOC100293239;L0OC100290044;LO0C100289018
hypothetical protein XP_002342868

Gell IPIO0008483 59644 a7 1(1) MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
(bzw. B)

Gel8 IPI00019502 226392 68 18 MYH9 Isoform 1 of Myosin-9

Gel8 IPI00024915 22012 147 6 PRDXS5 Isoform Mitochondrial of Peroxiredoxin-
5, mitochondrial

Gell IPIO0376798 20240 123 10 RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11

Gel8 IP100413324 21989 170 15 RPL17 60S ribosomal protein L17

Gell IPI00215719 21621 110 1 (1) RPL18 60S ribosomal protein L18

Gel8 IPI00215719 21621 150 5(2) RPL18 60S ribosomal protein L18

Gell IPI00247583 18553 68 3 (1) RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21

Gel8 IPI00247583 18553 129 10 (2) RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21

Gel8 IPI00219153 14778 141 3(2) RPL22 60S ribosomal protein L22

Gell IPI00021266 17684 214 12 RPL23A 60S ribosomal protein L23a

Gel8 IPI00021266 17684 132 3 (1) RPL23A 60S ribosomal protein L23a

Gel8 IPI00219155 15788 125 5 RPL27 60S ribosomal protein L27

Gel5 IPI00550021 46080 58 2 (1) RPL3 60S ribosomal protein L3

Gel5 IPIO0O003918 47667 140 16 RPL4 60S ribosomal protein L4

Gell IPI00025091 18419 59 5(1) RPS11 40S ribosomal protein S11

Gel8 IPI00026271 16263 181 1(4) RPS14 40S ribosomal protein S14

Gel8 IPI00013296 17708 264 16 RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18

Gel8 IPI00008433 22862 47 7 (47) RPS5 40S ribosomal protein S5

Gel8 IPI00221088 22578 208 41 RPS9 40S ribosomal protein S9

Gell IP100010204 19318 135 13 (1) SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

Gel8 IPI0O0010204 19318 80 13 SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

Gell IPI00009797 47 1(1) TM7SF3 Transmembrane 7 superfamily member
3

Gell IPI00302133 82497 81 18 TRPV5

Gel5 IPI00302133 82497 1306 132 TRPVS

Gel8 IPI00302133 82497 244 32 TRPV5

Gel5 IPI00925667 43159 1306 130 TRPVS
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Tabelle 22: Liste der durch ESI-Massenspektrometriedentifizierten Proteine aus den Pulldowns mit dem
GST-Fusionsprotein C4 aus Plazentahomogenddas Molekulargewicht (MW) der Proteine ist in Dagan
geben. Der Score gibt die Wahrscheinlichkeit am,d@i ein Protein identifiziert wurde ist ab eingvert von
36 signifikant (au3er Gel 6: ab 35). Bei der Anzabividuell gefundener Peptide geben Zahlen in Kfeam
an, wenn weniger als 3 einzelne Peptide signifikard. Proteine die fettrot geschrieben sind, weide
weiteren Versuchen untersucht. Blau hinterlegtedite: bekannte Interaktionspartner von TRPV5, lieal

identifiziert wurden.

MW Anzahl individuell
Gel # IPI-Nr. Protein Score gefundener Peptide
[Da] (davon signifikant)
Gel4 1PI00939498 29329 36 7@1)
Gel4 IPI00007289 59482 403 14
Gel2  IPI00002459 75229 83 8 (1)
Gel4 1PI00002459 75229 305 24
Gel6  IPI00002459 75229 61 7@1)
Gel7  1PI00002459 75229 225 4(2)
Gel2  IP100739770 44 3(1)
Gel2  IPI00002547 74529 168 20
Gel6  IP100002547 74529 125 21
Gel4 IPI00654755 15988 194 10
Gel4 1PI00220706 16130 167 10 (3)
Gel4 IPI00007702 69978 49 5(1)
Gel2 1PI00021304 65825 81 11 (1)
Gel6  1PI00021304 65825 220 25
Gel7 1PI00021304 65825 69 5(1)
Gel7 IPI00376798 20240 110 8 (2
Gel4 1PI00215719 21621 161 5
Gel6 IPI00215719 21621 168 8
Gel7 1PI00215719 21621 190 4
Gel6  IPI00247583 18553 75 5(1)
Gel7 1P100247583 18553 76 4 (1)
Gel7 1PI00021266 17684 77 2()
Gel4 1PI00550021 46080 286 14
Gel7 IPI00550021 46080 50 8
Gel4 1PI00008433 22862 38 3@
Gel7  1PI00008433 22862 55 2()
Gel6  1PI00010204 19318 49 5(@)
Gel7 1PI00010204 19318 51 8 (1)
Gel4 1PI00220194 54049 72 3@
Gel7 1PI00220194 54049 82 2()
Gel2 1PI00302133 82497 119 11 (1)
Gel4 IP100302133 82497 215 21 (1)
Gel6  1PI100302133 82497 560 3
Gel7 1PI00302133 82497 195 13 (1)
Gel2 IPI00644712 69799 2477 112
Gel4 IPI00644712 69799 1792 94

Gensymbol/Protein Name

-29 kDa protein

ALPP Alkaline phosphatase, placental type
ANXA6 annexin VI isoform 2

ANXAG6 annexin VI isoform 2

ANXA6 annexin VI isoform 2

ANXAG6 annexin VI isoform 2

C20rf77 hypothetical protein LOC129881
CAPNG6 Calpain-6

CAPNG6 Calpain-6

HBB Hemoglobin subunit beta

HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1
HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2
KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11
RPL18 60S ribosomal protein L18

RPL18 60S ribosomal protein L18

RPL18 60S ribosomal protein L18
RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
RPL23A 60S ribosomal protein L23a

RPL3 60S ribosomal protein L3

RPL3 60S ribosomal protein L3

RPS5 40S ribosomal protein S5

RPS5 40S ribosomal protein S5

SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

SLC2A1 Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 1

SLC2A1 Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 1

TRPV5
TRPV5
TRPV5
TRPV5

XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunitl

XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunitl
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Gel6  1PI00644712 69799 517
Gel4 1PI00219219 14706 41
Gel4 1PI00385034 37391 57

33
2(1)
3 (1)

XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunitl

LGALS1 Galectin-1

SLC9A3R2 Isoform 1 of Na(+)/H(+) exchange
regulatory cofactor NHE-RF2

Tabelle 23: Liste der durch ESI-Massenspektrometriedentifizierten Proteine aus den Pulldowns mit dem
GST-Fusionsprotein C4 aus Plazentamikrosomeras Molekulargewicht (MW) der gefundenen Proteste i
in Da angegeben, der Score gibt die Wahrscheirgitlak, mit der ein Protein identifiziert wurde ustlab
einem Wert von 36 signifikant. Die Anzahl gefundeReptide gibt an, wie viele individuelle Peptidgunden
wurden, die dem Protein zugeordnet werden konndnledan Klammern sind geben an, wenn weniger als 3
einzelne Peptide signifikant sind. Proteine digrd¢igeschrieben sind, werden in weiteren Versudiegesetzt.

MW
Gel # IPI-Nr. Protein Score
[Da]
Gel8 IP100064350 38
Gell IP100739770 38
Gell IP100002547 74529 180
Gel8 IPI00002547 74529 252
Gell IP100220706 16130 40
Gell IPI00012074 70899 822
Gel8 IP100012074 70899 132
Gell IPI00003362 72377 63
Gel5 IPI00003362 72377 87
Gell IP100935718 5660 39
Gel8 IP100935718 5660 49
Gel5 IPI00008483 59644 236
Gel8 IP100019502 226392 325
Gell IPI00376798 20240 83
Gell IP100413324 21383 62
Gell IP100247583 18553 39
Gel8 IP100219153 14778 39
Gell IPl00021266 17684 152
Gel8 IPI00021266 17684 96
Gel8 IP100219155 15788 49
Gell IP100550021 46080 41
Gel5 IPI00550021 46080 205
Gel5 IPI00003918 47667 139
Gell IP100025091 18419 39
Gel8 IP100026271 16263 49
Gel8 IP100013296 17708 59
Gell IP100010204 19318 314
Gell IP100009797 46
Gell IP100302133 82497 284
Gel5 IPI00302133 82497 416
Gel8 IP100302133 82497 177

Anzahl individuell
gefundener Peptide
(davon signifikant)

1
3 (1)
23
20

1

66

7

9 (1)
10 (1)
1 (1)
1(3)
20
36

7(1)
4(1)
3(1)

12
1 (1)
2 (1)
4(2)

11

3(D)
1(1)
4 (1)

34

21
10

Gensymbol/Proteinname

C120rf52 Isoform 1 of Uncharacterized protein
C2orf77 hypothetical protein LOC129881
CAPNG6 Calpain-6

CAPNG6 Calpain-6

HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1

HNRNPR Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R

HNRNPR Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R

HSPA5 HSPAGS protein

HSPA5 HSPAGS protein

LOC100293239; hypothetical protein
LOC100293239; hypothetical protein

MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
MYH9 Isoform 1 of Myosin-9

RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11
RPL17 60S ribosomal protein L17
RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
RPL22 60S ribosomal protein L22

RPL23A 60S ribosomal protein L23a
RPL23A 60S ribosomal protein L23a

RPL27 60S ribosomal protein L27

RPL3 60S ribosomal protein L3

RPL3 60S ribosomal protein L3

RPL4 60S ribosomal protein L4

RPS11 40S ribosomal protein S11

RPS14 40S ribosomal protein S14
RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

TM7SF3 Transmembrane 7 superfamily member
3

TRPV5
TRPVS
TRPV5
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Gell IPI00644712 69799 50 8 (1) XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Gel5 IP100644712 69799 83 4 (1) XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Gel8 IPI00644712 69799 52 2 (1) XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2
subunit 1

Beim Vergleich der vier Tabellen fallt auf, dasslgiribosomale Proteine (vor allem RP-L /
RP-S) und DNA bindende Proteine wie Transkriptiamsd Spleil3faktoren sowie zahlreiche
Hitzeschockproteine (HSP) identifiziert werden. W&itd die DNA-bindenden und
Hitzeschock-Proteine vorwiegend in den Ansatzen Riazentahomogenat (sowohl an
TRPV5-N7 als auch an TRPV5-C4) gefunden werdemsian die ribosomalen Proteine
(z.B. RPL27/RPS4) eher aus den Ansatzen, in denkro8dmen (bei N7 und C4) verwendet
werden. Alle in den Tabellen aufgeflhrten ribos@maProteine werden zwar nicht in GST
Proben gefunden, allerdings werden in den GST Pralseehe Anhang) einige andere
Mitglieder dieser Proteinfamilie mit grof3er Haufegk gefunden, aber mehr in Proben von
Plazentamikrosomen. Hitzeschockproteine konnten @GS8T Proben sowohl mit
Plazentahomogenat als auch Mikrosomen identifizierden. Zu den weiteren identifizierten
Proteinen zahlen eine Hamoglobin-Untereinheit (HB{®mogenatproben von N7 und C4),
ein  Zytoskelett-assoziiertes Protein (POTE E; Hoemagprobe von N7) sowie
mitochondriale Proteine (z.B. Peroxiredoxin-5; ioribgenat- und Mikrosomenproben von
N7). Epidermales Keratin wird in drei unabhangig¥ersuchen als GST-TRPV5-C4
bindendes Protein nachgewiesen. Teile des TRPV&iRsowerden mehrmals identifiziert,
jedoch werden in den Anséatzen mit N7 nur N-ternargptide signifikant und umgekehrt bei
C4 nur C-terminale Peptide signifikant identifizjeso dass davon ausgegangen werden kann,
dass jeweils das eingesetzte Fusionsprotein selbstifiziert wird und nicht gebundenes
endogenes TRPV5 Protein aus der Plazenta. In dgatNkontrolle (GST), kann TRPV5
ebenfalls einmal nachgewiesen werden. NHERF2 undc@a 1, von denen eine Interaktion
mit TRPV5 schon von anderen Gruppen nachgewiesedeNCha et al., 2008; Embark et al.,
2004] werden im Ansatz mit TRPV5-C4 (Homogenat) latedende Proteine nachgewiesen
(Tabelle 22). Insgesamt werden sie aber nur eingailinden. Zu den Proteinen, die
insgesamt am haufigsten gefunden werden, zahlen7&uoder ATP-abhdngige DNA
Helikase 2 Untereinheit 1; Gennname XRCC6) und &alp (Genname CAPNG6). Ku70
wird zum Teil mit Scorewerten tber 2000 identifiziend sowohl von dem N- als auch dem
C-terminalen Fusionsprotein gebunden. Die hochStamewerte werden in den Anséatzen aus

Plazentahomogenat sowohl von N7 als auch C4 etrelohden Proben von N7 mit
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Plazentamikrosomen wird das Protein nicht gefunder, bei den Pulldowns mit C4 aus
Mikrosomen sind die Werte im Vergleich zum Homodemwasentlich niedriger. Insgesamt
wird Ku70 in zehn und Calpain-6 in sechs verschietdeAnsatzen detektiert. Beide Proteine
assoziieren sowohl mit dem C- und N-Terminus, aber N7 werden sie nur aus dem
Homogenat und nicht aus den Mikrosomen isoliert. Wmfigsten werden sowohl Calpain-6
als auch Ku70 in den Anséatzen identifiziert, diet méem C-Terminus (C4) von TRPV5
durchgefiihrt wurden. Ein weiteres Protein, welchresler Auswertung der Gesamtspuren
zweimal nur bei N7 in Spuren mit Plazentahomoggedftinden wird, ist das Corticosteroid
11-beta-dehydrogenase Isozym 2 (odei-HHED2/ Gennname HSD11B2). Die drei Proteine
Ku70, Calpain-6 und BtHSD2 scheinen als mdgliche Interaktionspartner V&PV5 am
viel versprechendsten, weshalb im weiteren Verlalié Banden, die aus den Gelen
ausgeschnitten wurden, einzeln auf das Vorhandendmser drei Proteine untersucht
werden. In Tabelle 24 sind getrennt nach N7 undli@4Proteinbanden aufgelistet, in denen
wenigstens eines der drei Proteine identifiziertdwiZusatzlich ist angegeben, ob in der
gleichen Bande auch das TRPV5 Protein identifizierd. Die entsprechenden Banden sind
in den Gelen von Abb. 37 und Abb. 38 (rote Kastaajkiert.

Tabelle 24: Auflistung der Banden in denen in Pulldan-Experimenten mit den Fusionsproteinen N7 und
C4 entweder das Protein Calpain-6, Ku70 oder BHSD2 gefunden wurde Aufgeflihrt sind sowohl Banden,
der Gele mit Proben aus Plazentahomogenat (Huats ldikrosomen (M), die Banden sind in Abb. 37 +bAb
38 eingezeichnet. Zuséatzlich sind die Scorewertegdsdenen Proteins und die Anzahl der identifigie
Proteine angegeben. Graue Schrift bedeutet, dadiefie Protein die Gesamtscore signifikant isty &ein
Peptid einzeln oberhalb der Signifikanzschrankgtlign der letzten Spalte wurde angegeben, ob TRRd&r
gleichen Bande auch identifiziert wurde. +: dasigdene Peptid liegt N-terminal und ist spezifisthTRPV5.

; Peptide Antfifio
Fusions-  Bandennr. g TRPV5 identifiziert?
protein (H oder M) BT SH0E sig(g;i\ll(grr‘lt) (Score/Peptide/signifikant)

N7 3 (H) Ku70 989 41 (14) /

N7 7 (H) Ku70 577 23 (8) /
Calpain-6 217 14 (2)

N7 8 (H) 118-HSD2 456 17 (5) ja (139/6/1)

N7 14 (H) Ku70 879 32 (9) /

N7 15 (H) Ku70 102 3(2) ja (112/4/1)

N7 16 (H) 118-HSD2 93 2(1) ja (220/9/3)

N7 18 (H)  Ku70 551 18 (5) /
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Calpain-6 306 12 (3)

N7 19 (H) Calpain-6 236 10 (2) /

N7 21 (M)  Ku70 36 1 (1) ja (473/13/3)

C4 4 (H) Ku70 686 22 (8) ja (40/2/1)
Calpain-6 484 19 (7)

C4 5(H)  Ku70 2295 88 (44) ja (40/2/0)

c4 9 (H) Ku70 2066 82 (35) /

C4 10 (H)  Ku70 124 11 (1) /

c4 11 (H)  Calpain-6 306 16 (2) /
Ku70 57 2(1)

C4 12 (H) Ku70 798 26 (8) ja (127/2/1)
Calpain-6 133 5(3)

C4 13 (H)  Ku70 40 1(1) /

ca 17 (H)  Calpain-6 236 10 (2) /

C4 20 (M) Calpain-6 133 8 (1) /
Ku70 120 7(1)

ca 23 (M)  Ku70 116 4 (1) ja (198/6/1)

C4 24 (M) Calpain-6 661 21 (9) /
Ku70 55 2 (1)

Wie in Abb. 37 und Abb. 38 zu sehen ist, werder &ltoteine in Bereichen gefunden, die
anndhernd den Molekulargewichten der drei Proté®@a&pain-6: 74 kDa, Ku70: 70 kDa,
11BHSD2: 44 kDa) entsprechen. Wie auch bei der Auswgrder gesamten Spuren schon
beobachtet, werden die Proteine am haufigsten in Aesatzen gefunden, die mit
Plazentahomogenat durchgefihrt wurder-HED2 wird zweimal in Ansétzen mit N7 im
Homogenat identifiziert. Ebenfalls am haufigstenHomogenat-Proben gefunden werden
Calpain-6 und Ku70. Ku70 wird funfmal im Homogenag¢i N7 gefunden und sogar
siebenmal bei C4 und hier auch mit den héchsteme8@sten von 2295 und 2066. Obwonhl
die Proteine sich im Molekulargewicht um 5 kDa us¢beiden, werden sie bei N7 zweimal
zusammen in der gleichen Bande (Bande 7 und 18¢ll€aB4) gefunden. Bei Pulldown-
Versuchen mit C4 werden Ku70 und Calpain-6 finfrzalsammen in einer Bande
identifiziert (Banden 4, 11, 12, 20 und 24, Tab&leg wobei in zwei Banden zuséatzlich noch

das TRPV5 Fusionsprotein identifiziert wird. Bei ndePlazentamikrosomen als
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Ausgangsmaterial kann Ku70 bei N7 nur einmal idizndrt werden und Calpain-6 gar nicht,
in C4-Ansatzen ist Ku70 dagegen dreimal vorhandehauch Calpain-6 zweimal. Calpain-6
ist in beiden Fallen zusammen mit Ku70 in einer damdentifiziert worden und in einer
dieser beiden Ansatze wurde auch zusatzlich dasvbR®otein mit einem signifikanten
Peptid gefunden. Dieses Peptid stammt jedoch might C-Terminus, sondern liegt im N-
Terminus. Bei einer BLAST-Suche mit der SequenzsableN-terminalen Peptids wird
eindeutig das humane TRPV5 Protein gefunden. InRigldown Ansétzen mit GST werden
118-HSD2 und Calpain-6 jeweils einmal mit signifikamesesamtscore identifiziert (Score
48 bzw. 43; signifikant ab 36, schwarze Kasten lob A37 + Abb. 38), allerdings war keines
der Peptide (2 fur BEHSD2 bzw. 3 fir Calpain-6) einzeln signifikant, dass das Protein
nicht als identifiziert gilt. Diese experimentell&aten alleine reichen allerdings nicht aus,
um diese Proteine als neue InteraktionspartnerMN®RV5 zu identifizieren. Dazu muss die

Interaktion noch durch andere Methoden bestatigtiere

4.5.2 Western-Blot Analyse der im Pulldown gefundenermpuwen TRPV5

Interaktionspartner

Um eine mogliche Interaktion der im vorigen Abse¢hbieschriebenen 3 Proteine weiter zu
untersuchen, werden mit den zwei gleichen TRPVSdagproteinen N7 und C4 und GST
erneut Pulldown-Experimente durchgefiihrt und nakhidh und SDS-PAGE die Gele fir
einen Western Blot eingesetzt. Als Ausgangsmatevexiden nur Plazentahomogenate und
keine Mikrosomen eingesetzt, da in dem Homogenkt a@tei Proteine am haufigsten
identifiziert wurden. Die Western Blot Membranenrden dann sowohl mit einem Ku70,
einem Calpain-6 und einem [-HSD2-Antikdrper inkubiert, um zu Uberprifen, obe di
Proteine mit Hilfe der Fusionsproteine aus der &i& isoliert wurden (Abb. 39). In der
ersten Spur ist in allen drei Western Blots 10 pb d°’lazentahomogenats, das mit den
Fusionsproteinen inkubiert wurde aufgetragen uriddem drei Antikbrpern kann jeweils eine
einzelne Bande nachgewiesen werden, die dem Malajewicht des jeweiligen Proteins
entspricht, also 74 kDa fur Calpian-6, 70 kDa fiu7Q und 44 kDa fur I3HSD2. In dem
Western Blot, der mit dem Calpain-6 Antikorper eickelt wurde, ist eine schwache Bande
bei etwa 75 kDa in der Spur detektiert worden,en dias Eluat aufgetragen ist, welches von
dem GST-Ansatz stammt. Wesentlich starkere Sigsialé in den Spuren zu erkennen, bei
denen das Plazentahomogenat mit den Fusionspmot®iiebzw. C4 inkubiert war. Ein
ahnliches Muster zeigt sich auch fur Ku70. In dpurSin der der Versuchsansatz mit dem

GST-Protein aufgetragen wurde, ist zwar ein Sidr&l einem Molekulargewicht von ca.
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70 kDa zu erkennen, allerdings sind die Signalden Spuren mit den Ansatzen der beiden
TRPV5 Fusionsproteine wesentlich starker, bei Cgasmoch etwas mehr als bei N7. Mit
dem 1PB-HSD2 Antikérper werden Banden bei einem Molekutavight von knapp unter
45 kDa identifiziert, mit einer kaum zu erkennend®@ande im GST Ansatz und einem
deutlich starkeren Signal bei dem N7-Ansatz. In 8pur mit dem C4 Fusionsprotein wird
auch eine Bande detektiert, allerdings wesentldiwgicher als bei N7. Insgesamt kann im
Western Blot gezeigt werden, dass alle drei PretairPlazentahomogenaten vorhanden sind
und diese bei einem Pulldown-Experiment mit TRP\{SiBnsproteinen verstarkt an die N-
bzw- C-terminalen GST-TRPV5-Fusionsproteine bindenhingegen eine Interaktion mit

GST alleine so gut wie gar nicht zu detektieren ist
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Abb. 39: Western Blots von Pulldown-Experimenten miffRPV5 Fusionsproteinen.

Fur den Pulldown wurde Plazentahomogenat verwantkmit den Fusionsproteinen N7 und C4 sowie GST
inkubiert. Die Eluate werden im SDS-Gel (10%) aufgent und die gebundenen Proteine im WB analysiert.
Vom verwendeten Homogenat (Extrakt) werden 10 jigl Hluate komplett aufgetragen. GST/N7/C4 bezeichnen
jeweils das immobilisierte Protein, das fiir denldfawn verwendet wurde. (A) Inkubation des WB mitro
Calpain-6 AK. (B) Inkubation des WB mit dem Ku70 A{C) Inkubation des WB milem 1B-HSD2 AK.
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5 Diskussion

Der TRPV5-lonenkanal wurde urspringlich in der MWiemtdeckt. Mittlerweile ist seine
Expression aber auch in anderen Geweben wie z.BPamkreas, dem Gehirn und der
Plazenta nachgewiesen (siehe Einleitung). Da eiedeltende Funktion des Kanals,
zumindest in der Niere, der Kalziumtransport isgt die Vermutung nahe, dass er in der
Plazenta ahnliche Aufgaben ubernimmt. Seine gerfawsktion in der Plazenta wurde
allerdings noch nicht identifiziert. Die meisteroiine liegen in der Zelle in zum Teil grol3en
Multiprotein-Komplexen vor. Ein Ziel dieser Arbeitar es daher, Interaktionspartner von
TRPV5 in der humanen Plazenta zu identifiziererziDa&urden zunachst Antikérper gegen
das Protein hergestellt und charakterisiert, umHiife dieser den Kanal aus der Plazenta in
einer TRPV5-Antikorper-Affinitatschromatographiezaneichern. Parallel dazu wurden GST-
Fusionsproteine von TRPV5 kloniert und exprimiatte danach sowohl zur Antikdrper-
Charakterisierung als auch  fir  Pulldown-Experimentenit  anschlieRender

massenspektrometrischer Analyse verwendet wurden.

5.1 Beurteilung der Expression und Reinigung der GST-TRV5 Fusionsproteine

Sowohl der N- als auch der C-Terminus des TRPV3elr® wurde einmal komplett, sowie
kleinere Bereiche von beiden Teilen, kloniert. Esgmt wurden sieben N-terminale und vier
C-terminale GST-TRPV5 Fusionsproteine kloniert. Tiestexpressionen mit den klonierten
Plasmiden wurde gezeigt, dass sich alle Fusiorspetanndhernd mit dem errechneten
theoretischen Molekulargewicht (Tabelle 14) experan lassen. Bis auf die drei GST-
TRPV5-Fusionsproteine N2, N4 und N6 konnten im Enlien alle Fusionsproteine mit
Ausbeuten zwischen 150 ug und 1500 pg Uber den Affiitatstag aufgereinigt und
anschlieBend von der Saule eluiert werden. Allggliwaren bei allen Proteinen zum Tell
noch deutliche Mengen an nicht solubilisiertem &roim Pellet vorhanden, das nach dem
Aufschluss ubrig blieb (3.2.2) und somit nicht weitlr die Aufreinigung eingesetzt werden
konnten. Wahrscheinlich liegen die Proteine dorgragiert in Einschlusskoérperchen
("Inclusion bodies™) vor (erstmal beschrieben 1%d& der Goldbergruppe [Prouty et al.,
1972]) und werden mit dem hier verwendeten Aufss$werfahren nicht wieder in Losung
gebracht. Dies konnte auch die Erklarung daftir,s#@ss sich die Fusionsproteine N2, N4
und N6 trotz Expression nicht in messbaren Menggéremigen liel3en, oder bei den anderen
Fusionsproteinen die Ausbeute zum Teil gering wdburch Absenken der
Inkubationstemperatur nach Induktion auf 29 °C soWélukose im LB-Medium wurde
versucht, der Bildung von Einschlusskorperchen eyg#g zu wirken, was fir die meisten
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Fusionsproteine erfolgreich war. Bei den drei niabfgereinigten Fusionsproteinen kdnnte
man spezielle Protokolle zur Riickgewinnung von atalgnen Proteinen anwenden und so
die Ausbeuten erhdhen [Fischer et al., 1993; Taal.et2010]. Eine Mdglichkeit, um die
Bildung von Einschlusskorperchenfincoli zu verringern, ist die gleichzeitige Koexpression
mit Chaperonen wie z.B. DnaK, wodurch der Anteilldslichen Proteinen erhéht wird, da
mehr Proteine gefaltet werden kénnen [Blum et192]. Eine weitere Moglichleit ist die
Verwendung eines alternativen Affinitatstags wieofadoxin [LaVallie et al., 1993]. Bei den
aufgereinigten und aufkonzentrierten Proteinen mor@assie-Gel (Abb. 13) sind neben dem
Volllangen-Fusionsprotein  auch noch vereinzelte algyodukte unterhalb der
entsprechenden Proteinbanden vorhanden, die biGral8e des GST-Proteins reichen. Diese
stammen entweder von Proteinen, die bei der Expresscht in voller Lange hergestellt
wurden, oder Proteinen, die wahrend dem Aufreinggpnozess proteolytisch degradiert
wurden. Beim Aufschluss der Bakterien werden nicht die Fusionsproteine freigesetzt,
sondern auch alle bakteriellen Proteine wie PreteasTrotz Verwendung von
Proteaseinhibitoren und der Durchfuhrung aller Adrebei 4 °C ist es mdglich, dass nicht
alle Proteasen in ihrer Aktivitat gehemmt wurdemnl uieshalb Abbauprodukte entstehen, die
kirzer als das eigentliche Fusionsprotein sindsi@nnte auch eine Erklarung dafir sein,
warum das Fusionsprotein N5, das ein theoretisklodskulargewicht von 38 kDa besitzt, im
SDS-Gel nur eine Gréf3e von weniger als 35 kDa asfwAabb. 13 B).

5.2 Validierung der Spezifitat und Affinitat von polykl onalen TRPV5 Antikorpern
unter Verwendung verschiedener biochemischer Nachwsverfahren

Bisher gibt es erst wenige Nachweise von TRPV5dhmeh in nativem Gewebe, sondern die
meisten Ergebnisse zur Gewebeexpression sind mah dwRNA-Transkripte nachgewiesen.
Die Ursache dafur kdnnte damit zu begriindensess amAnalogie zu anderen TRP-Kanéalen
TRPVS5 in der Zelle auch niedrig exprimiert ist. filnktionellen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass etwa 15 CRAC-Kanale (calcelease activated channel) pro inaktiver
Immunzelle vorliegen [Fomina et al., 2003]. Schagen fir spannungsabhéngige
Kalziumkanéle in Kardiomyozyten zeigen, dass c&®03Ropien exprimiert werden, was ca.
20 Femtomol Protein pro Milligramm Gesamtprotein lHomogenat von Herzgeweben
entspricht [Ruth et al., 1985]. Spezifische undhadfine Antikérper gegen ein Protein sind
nicht nur unerlasslich fir genaue Untersuchungerdpression der entsprechenden Proteine
in nativem Gewebe, sondern auch ein hilfreiches RAgerg auf der Suche nach neuen
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Interaktionspartnern. In dieser Arbeit konnten tulcnmunisierung von Kaninchen mit
synthetischen Peptiden vier TRPV5-spezifische gdolyde Antikorper hergestellt werden,
die zum Nachweis des TRPV5 Proteins mit Hilfe voastérn Blots, Immunhistochemie und
Immunpréazipitation ausgetestet wurden. Fur die Imisiarung wurden Peptide ausgewahlt,
die eine Lange von 15-16 Aminosauren haben. ZureGemng von Antikdrpern, welche das
Originalprotein noch erkennen, sollten synthetisetgestellte Peptide mindestens eine Lange
von sechs Aminosauren besitzen, wobei dann dieit@uder gebildeten Antikérper relativ
variabel ist. Sollen diese Antikorper aber auch watsve Protein erkennen, werden langere
Sequenzen empfohlen [Harlow et al., 1988]. Mit dasgewahlten Peptidlange wurden in
dieser Arbeit Antikorper generiert, die fur die sten Techniken gut eingesetzt werden

kdnnen.

5.2.1 Die Spezifitdt des TRPV5 Antikdrper 982/3 und derdfeich mit einem
kommerziellen TRPV5 Antikorper

Der Antikorper 982/3, der gegen den absoluten Grirars des humanen TRPV5 Proteins
gerichtet ist (AS 715-729), kann fir die meistetemsuchten Methoden erfolgreich eingesetzt
werden und zeigt im Western Blot von allen getest&ntikdrpern das beste Signal/Rausch-
Verhéltnis. Der TRPV5 Antikorper erkennt spezifisan Western Blot das heterolog
exprimierte murine TRPV5 Protein (transfizierte HEZKllen) und auch das endogen
exprimierte humane TRPV5 Protein in der PlazenitaMergleich der RNA-Level von Niere,
Dunndarm und Plazenta ergab, dass in der Plazengedngsten Mengen detektiert werden
[Hoenderop et al.,, 2001b]. Die Spezifitdit des Abtpers 982/3 fur TRPV5 wird auf
verschiedene Weise gezeigt. Zum einen liefern nar Ahtikbrper-Seren, nicht aber das
Praimmunserum entsprechende Signale in ELISA Tééts. 15) und Western Blot Analysen
(Abb. 16). Zum anderen zeigen die Ergebnisse, GR&V6 in transfizierten COS-Zellen nur
mit einem TRPV6 Antikorper erkannt wird und die TWRPAntikdrper das TRPV6 Protein in
keinem Fall erkennen. Innerhalb des gewdahlten TRP¥®jatids sind nur 2 von 15
Aminosauren zur TRPV6-Sequenz identisch, aber s@mge sind beide Proteine auf
Aminosaure-Ebene zu 75% homolog [Hoenderop et28D1b]. Der Antikorper erkennt in
TRPVS transfizierten HEK-Zellen die gleichen Signalie der kommerzielle Antikorper der
Firma Alomone. Die selbst hergestellten Antikorpeheinen jedoch eine hdhere Affinitat zu
besitzen, als der kommerzielle Antikdrper, da diedas TRPV5 Protein zwar nach
heterologer Uberexpression (transfizierte Zellemkeent, nicht aber in den humanen
Plazentamikrosomen (natives Gewebe) nachweist. &ér Generierung der beiden
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verglichenen Antikorper sollte die Sequenz der ieptdentisch sein und beide sollten
identische Epitope erkennen. Eine mogliche Erklgruworauf die Unterschiede in der
Affinitat begrindet sein kdnnten, wurde mit den tRégot-Versuchen gezeigt (Abb. 17). Fr
den kommerziellen Antikoérper sind die Intensitatksn drei Peptidspots, die die Sequenz des
immunogenen Peptids reprasentieren, identisch Abakorper 982/3 bindet am starksten an
den letzten Spot (AS 720-729) und weniger starkiarbeiden anderen Peptide (AS 711-720
bzw. 716-725). Dies zeigt, dass die Seren untezdlibhe Mengen an verschiedenen
Antikorpern enthalten, die gegen das jeweilige &pigerichtet sind. Da das Peptid zur
Immunisierung aber identisch war, ist diese unteesttiche Affinitdt eventuell auf die
Verwendung eines anderen Tragermolekils bei depkiog des Peptids zur Immunisierung
oder auch die Verwendung unterschiedlicher Kaninahen zuriickzufihren. Sowohl mit
dem selbst hergestellten als auch mit dem kommziéntikorper war es nicht mdglich,
das TRPV5 Protein in Gewebelysaten oder versched&®attengeweben nachzuweisen. Die
Menge an exprimiertem Protein scheint wie bescknebu gering zu sein, um das Protein
ohne Anreicherung nachzuweisen. Dies gilt sowohidig¢ Niere, in der die Expression von
TRPV5 am starksten sein soll und entsprechend igirPtazenta, in der die Expression,
zumindest auf RNA-Ebene im Vergleich zur Niere umech innerhalb der Plazenta im
Vergleich zu TRPV6, wesentlich geringer ist. [Marest al., 2002b; Peng et al., 2001]. Dass
TRPV5 in Membranfraktionen aus Rattengewebe niclt detektieren ist, liegt
maoglicherweise daran, dass nicht die Proteinmengeiedrig ist, sondern dass aufgrund der
Sequenzunterschiede zwischen Mensch und RatteA(ftikorper 982: nur 11 von 15 AS
identisch) das Protein nicht erkannt wird.

5.2.2 Die vier TRPV5-Antikdrper detektieren spezifisclrsdmmane TRPV5 Protein

Fur den Antikdrper 982/3 sowie fir die drei weitedentikdrper 1052, 1074 und 1075 konnte
gezeigt werden, dass sie spezifisch nur das GST¥bRRusionsprotein erkennen, in dem
auch das Peptid-Epitop liegt (Abb. 21). Andere &usproteine oder das GST-Protein alleine
wurden nicht erkannt. Interessanterweise wurdendeen Fusionsprotein C3 mit den C-
terminalen Peptid-Antikérpern neben der 33 kDaétniitande noch weitere Banden in einem
Grollenbereich von 60-100 kDa detektiert (Abb. 2Eje unspezifische Bindung der
Antikdrper an endogene Bakterienproteine ist unaeinlich, da sowohl der Antikoérper
982/3 als auch der Antikérper 1052 unabhangig varader die gleichen Banden detektieren.
Eine denkbare Erklarung ware, dass es sich um mmedéi C3-Fusionsproteine handelt, die
nicht vollstandig denaturiert sind und der Antikérp diese bei einem ho6heren
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Molekulargewicht spezifisch detektiert. Eine Assésrong von TRPV5 Proteinen zu
Homotetrameren, bzw. zu Heterotetrameren mit TRRMGde zumindest bei Koexpression
in Oocyten nachgewiesen [Hoenderop et al., 20@3e]Interaktion der Proteine beruht dabei
sowohl auf Resten im N- als auch dem C-Terminushg et al., 2005], wobei fir TRPV5
das Ankyrin-Motiv 1 (Aminoséuren 64-76) sowie diete€@minalen Reste 596-601 als
potentielle Interaktionsdoméanen identifiziert wund€hang et al., 2004]. Diese Sequenzen
liegen beide nicht innerhalb des C3 Fusionsproteaiber es ist durchaus denkbar, dass auch
andere bisher noch nicht gezeigte Regionen des BRM™dteins miteinander interagieren,
uber die eine Homooligomerbildung erfolgt. Ein amdge Phdnomen, das bei bakteriell
exprimierten Proteinen haufiger Auftritt, ist eineteraktion der heterolog exprimierten
Fusionsproteine mit Chaperonen der bakterielletuRgbmaschinerie (z.B. DnakK, 70 kDa),
die so stark ist, dass sie sich durch eine Deraaturg in SDS-Ladepuffer nicht komplett

auflosen lasst [Georgopoulos, 2006; Kerner eR@D5].

In Western Blot Analysen mit allen vier TRPV5 Ariipern (982/3, 1052, 1074, 1075) auf
Plazentamikrosomen wurden jeweils zwei Banden nrawlggen, die von ihren
Molekulargewichten zu der nicht-glykosylierten (<483a) und der glykosylierten Form (90-
100 kDa) des TRPV5 Proteins passen (Abb. 21). Daatten Antikérpern, die jeweils
unterschiedliche Epitope erkennen, immer das gieBdéndenmuster bei 80-100 kDa erkannt
wird, ist davon auszugehen, dass spezifisch TRPYWgeRe detektiert werden. Einen
Hinweis, dass es sich tatsachlich um die glykoggi€&orm von TRPV5 handelt, liefert das
Deglykosylierungsexperiment mit transfizierten HEZKHen (Abb. 30). Dabei wurde in
einem Fall das Verschwinden der oberen Proteinbandehgewiesen. Eine direkte
Deglykosylierung von TRPV5 in Plazentamikrosomen wiazht erfolgreich, da das Protein
vermutlich degradiert wurde und nach der Inkubatzeit mit der Deglykosidase im Western
Blot nicht mehr zu detektieren war. Das TRPV5 Rrotgesitzt eine nachgewiesene N-
Glykosylierungsstelle am Aminosauren-Rest N358, sehwen der ersten und zweiten
Transmembrandoméane [Hoenderop et al., 2003c], di&® Molekulargewicht durch ein
Zuckergerust vom komplexen Typ auf bis zu 100 kbelet [Hoenderop et al., 2003c]. Fur
N-Glykosylierungen ist gezeigt, dass sie eine vigehtRolle bei der Proteinfaltung, bei
zellularen Transportvorgangen und bei der Kanalaétispielen [Helenius et al., 2001]. Dass
diese Glykosylierung einen Einfluss auf die Regatatdes TRPV5-Kalziumkanals hat,
zeigen Studien, die im Zusammenhang mit dem Proteodn Klotho, in der Niere
durchgefiihrt wurden [Cha et al., 2008; Chang e2805; Lu et al., 2008]. Die extrazellulare
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Domane von Klotho kann abgespalten werden und Zbesdadurch eine B-
Glucoronidaseaktivitat. Mit Hilfe dieser werden etithdige Sialinsauren vom komplexen
Glykangerist von TRPV5 abgespalten und dadurchBaidung des Lektins Galctin-1 an
darunter liegende N-Acetyllaktosaminreste ermdgl[€tha et al., 2008]. Eine Bindung von
TRPV5 an das Galectin-1-Netzwerk fiihrt infolge @esszu einer Akkumulation von
funktionellen TRPV5-Kanalen in der Plasmamembraaduwvch eine erhdhte Kanalaktivitat
messbar ist (Abb. 40). Dieser Mechanismus besdhegile neue Form der Aktivierung von
lonenkanélen. Der aktivitatssteigernde Effekt dudid Glucoronidaseaktivitat von Klotho
konnte zwar auch fur den verwandten TRPV6-Kanahgawiesen werden, bei dem diese
Glykosylierungsstelle ebenfalls konserviert istemhicht fir die beiden Kanale TRPV4 und
TRPMS6, die wie TRPV5 im distalen Bereich der Niesgrimiert werden [Lu et al., 2008].
Trotzdem ist beim TRPV4-Kanal die N-Glykosylieruragn Einbau des Kanals in die
Plasmamembran (trafficking) beteiligt [Xu et alQ0B]. Zusatzlich zu den TRP Kanélen
wurde auch bei dem spannungsregulierten Kaliumkadal.4 die Stabilitat und
Zelloberflachenexpression durch Glykosylierung étH@Vatanabe et al., 2004]. Im Falle des
Kaliumkanals ROMK1 (renal outer medullary potassicinannel 1) konnte gezeigt werden,
dass durch die N-Glykosylierung die offene Konfotiora stabilisiert wird [Schwalbe et al.,
1995]. Ebenso wird die Stabilitat sowie die Plasmarbranexpression des Shaker-
Kaliumkanals erhéht [Khanna et al., 2001].

Galectin-1

4 sialic acid

© Galactose
M GIcNAc
M
Endosome 0 anose

Abb. 40: Modell zur Regulation der Zelloberfachenréention von TRPV5 durch Klotho.

Die sezernierte Doméane von Klotho fiGlucoronidaseaktivitéat spaltet die endstandigetirssauren des
Glykangeriists von TRPV5 ab, wodurch darunterliegéhdeetyllaktosamin-Reste als Ligand fur Galectin-1
exponiert werden. Die Bindung an das Galectin-IziNetk auf der extrazellularen Oberflache bewirkieei
Akkumulation von funktionellen TRRPV5 Kandalen an &gismamembran. [Cha et al., 2008]
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Neben dem glykosylierten und unglykosylierten TRPWotein werden in den
Plazentamikrosomen zum Teil noch unspezifischeeifretbei kleineren Molekulargewichten
detektiert (Abb. 21), was aber bei der Verwenduatyldonaler Antikorper auf komplexen
Proteingemischen ofter auftritt. Entweder besitdenerkannten Proteine ahnliche Sequenzen
wie das antigene TRPV5-Peptid, oder bei der A#ffitsiteinigung haben vereinzelte
Antikdrper aus dem Kaninchenserum unspezifisch an @hromatographie-Saulenmaterial
gebunden, welche durch die Waschschritte nicheamttiverden konnten und wurden so nach

der Elution weiter mitgeftuhrt.

5.2.3 Untersuchung der TRPV5 Expression in Maus-Nierelundaner Plazenta sowie

Hypothesen zur moglichen Funktionsrelevanz in dazdhta

Beim Einsatz der Antikdrper fir die Immunhistocherauf Kryoschnitten von Maus-Nieren,
wurde mit einer weiteren Methode die Spezifitat Aetikdrper fur TRPV5 untersucht. In den
Schnitten (Abb. 23) wurden speziell Bereiche imtepé&listalen Tubulus (DCT2) und zum
Teil auch im Verbindungstubulus (CNT, Bilder nidezeigt) angefarbt. TRPV5 wurde auf
der luminalen Seite des DCT2 Segments vor allememMembran gefunden und im CNT
zusatzlich auch noch schwach im Zytoplasma, waktewat den bisher beschriebenen
Expressionsorten von TRPV5 im distalen Konvolut 2L und dem Verbindungstubulus
(CNT) in der Niere Ubereinstimmt [den Dekker et 2005; Hoenderop et al., 2000; Loffing
et al., 2001]. Uber das ganze Nephron verteilt, yoaximalen Tubulus mit einem Anteil von
70%, uber die Henle-Schleife (15-20%) bis hin zumstaden Konvolut und
Verbindungstubulus (15%), erfolgt die Kalziumresamp aus dem Primarharn [Hoenderop et
al., 2005]. Wahrend 85-90% der Resorption in daddreersten Teilen passiv erfolgt und es
dort auch keinen Hinweis auf das Vorhandensein tggischen kalziumtransportierenden
Proteine wie TRPV5/6, Calbindine, NCX1 oder PMCAgibt [Hoenderop et al., 2000;
Loffing et al., 2001], erfolgt die Aufnahme von Kalm im letzen Abschnitt ausschlief3lich
Uber die genannten Transporter und Kalziumkanaletdei auf der luminalen Seite daftr
vorwiegend TRPV5 verantwortlich ist [Hoenderop ét @2003a]. Der Antikorper 982/3
detektiert das TRPVS5 Protein am spezifischsteneinMaus-Niere, wéhrend der Antikorper
1075 gar nicht zum spezifischen Nachweis von deBV3RProteins in Maus-Nieren geeignet
ist. Mdglicherweise spielt hier der Unterschied stoiien der menschlichen und der murinen
Aminosaure-Sequenz eine Rolle, da bei dem antig&eatid nur 9 von 15 Aminosauren
identisch sind. Mit den Nieren-Schnitten konnte eggz werden, dass die AntikOrper zur
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Immundetektion von TRPV5 in Kryoschnitten geeigsiatl und die angefarbten Bereiche mit
den in der Literatur beschriebenen Expressionsorten TRPV5 Ubereinstimmen Deshalb
konnte davon ausgegangen werden, dass die Antikageurspriunglich gegen das humane
TRPVS5 Protein gerichtet wurden, ebenfalls zum Nambwles TRPV5 Proteins im humanen
Plazentagewebe geeignet sind. Fir Antikorper 1662 die starksten spezifische Signale in
den Schnitten zeigt, aber auch mit den beiden Anpigrn 982/3 und 1074 werden vor allem
Bereiche im Synzytiotrophoblast (STB) angefarbt §AB4-Abb. 27). Hierbei fallt auf, dass
die Lokalisation des TRPV5 Proteins nur wenig aerh @pikalen Bereich beschrénkt ist wie
in der Niere, sondern die Antikoérper-Signale fdsiagpnmaliig auch im Zytoplasma und sogar
in der Basolateralmembran zu finden sind. EineiéhelVerteilung wie in dieser Arbeit fur
TRPV5 gezeigt, wurde von Bernucci und Mitarbeit@ernucci et al., 2006] in der Plazenta
gefunden, die nicht nur fir TRPV5 sondern auchTiRPV6 eine apikale und basolaterale
Lokalisation im humanen Synzytiotrophoblasten bemblen. Prinzipiell widerspricht eine
solche Verteilung der klassischen Polarisierung \Empthelien wie zum Beispiel im
proximalenTubulus in der Niere, bei der die Kangle Aufrechterhaltung eines gerichteten
Transports nur auf einer Seite des Epithels vorbandind. Jedoch wurde auch die
Plasmamembran-Kalzium-ATPase 1b (PMCALD), die nNlere und in der Plazenta fur die
Ausschleusung von &a (ber die Basolateralmembran verantwortlich ist, im
Synzytiotrophoblasten zusatzlich in der Apikalmeanbrgefunden [Marin et al., 2008].
Analog der Koexpression im STB der Plazenta sirchan der (Maus-)Niere TRPV5 und die
PMCA1b in den gleichen Bereichen exprimiert [Loffiet al., 2001]. Ein "umgekehrtes"
Verteilungsmuster in Bezug auf die Membranen wieAMCA1b und TRPV5 existiert fur
die Na/K*-ATPase in der Plazenta, die in anderen Epithelienler basolateralen Membran
lokalisiert ist und aktiv Natrium im Austausch gagKalium aus der Zelle transportiert
[Clarson et al., 1996]. Entgegen den Erwartungeaber sowohl die Expression als auch die
Aktivitat dieser ATPase in der mikrovilldosen Apikambran zweifach hoher, als auf der
basolateralen Seite des Synzytiotrophoblasten hksoa et al., 2000]. Die meisten Epithelien
haben entweder nur eine sekretorische oder einertabeende Funktion zur gleichen Zeit
[Sibley, 2009]; der Synzytiotrophoblast allerdingsiss beide Funktionen parallel ausiben,
um den Nahrstofftransport zum Fotus und den Rickpart von Abfallprodukten zur Mutter
gleichzeitig zu bewerkstelligen. Diese Tatsachel die Notwendigkeit, die eigene zellulare
Homoostase aufrechtzuerhalten, mégen zu diesemdrtichen Verteilung fuhren, so dass
fur Kalzium nicht nur ein unidirektionaler Weg fden Kalziumtransport von der Mutter zum

Kind sondern auch der umgekehrte Weg besteht. NBh beschriebenen Prinzip in



5 Diskussion 126

polarisierten Geweben (siehe Einleitung), nach #&izium auf der apikalen Seite entlang
des elektrochemischen Gradienten passiv durchrdgpeechenden TRP-Kanéle in die Zelle
eintritt und mit Hilfe Kalzium-bindender ProteinarzZBasolateralmembran gebracht wird, wo
das Kalzium auf aktivem Weg entgegen des Konzeonsgefdlles auf der basolateralen
Seite die Zelle verlasst, kdnnen die energieunagigén Kalziumkanéle in der basolateralen
Membran aber nicht am Kalziumaustritt beteiligtnseAuch wenn man bedenkt, dass die
Kalziumkonzentration im Blut des Fotus hoher i, die im Blut der Mutter, kdnnten diese
Kalziumkandéle bei gleicher Funktion wie in der Agliwembran fatale Folgen haben. Aus
diesem Grund postulieren Bernucci et al. [Bernueti al., 2006], dass es fur das
Vorhandensein von Kalziumkandlen in der PlazenteeanFunktionen als den lonentransport
geben muss. Mdglicherweise sind diese lonenkanédledex Hormonsekretion des STB
beteiligt. Der STB ist wahrend der Schwangerschimftie Produktion der schwangerschafts-
assoziierten Hormone wie humanes Choriongonadairop(hCG), humanes
Chorionsomatotropin (hCS) und Ostrogenen verantishriMalassine et al., 2002]. Von den
genannten Hormonen, ist hCG, ein heterodimeresdplytein (aus: + p-Untereinheit), vor
allem in den ersten sechs Wochen nach der Befmghtzur Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft verantwortlich, indem es die Fonktdes Gelbkorperchens (Corpus
luteum) zur Produktion von Ostrogenen und Progestanterstiitzt. In der reifen Plazenta
nimmt die Expression zwar ab, ist aber verstarktSmB lokalisiert [Kovalevskaya et al.,
2002]. Es konnte gezeigt werden, dass das hCGadoder Differenzierung/Verschmelzung
von Zytotrophoblasten zum Synzytiotrophoblasten cdurAktivierung eines cAMP-
Proteinkinase Signalwegs essentiell beteiligtkstrjer et al., 1998; Shi et al., 1993]. Ahnlich
wie in den Plazentaschnitten mit den TRPV5 Antikdrp beobachtet, fihrten
Untersuchungen der subzellularen Lokalisation v&PV5 mit GFP (griin fluoreszierendes
Protein)-getaggten Proteinen auch nicht zu eirsgmdliten plasmamembranaren Lokalisation.
Vielmehr wurde festgestellt, dass TRPV5 Proteinerar@ig in intrazellularen Vesikeln
lokalisiert sind und der Transport dieser Vesikal Zellmembran stark vom extrazellularen
pH-Wert abhangig ist [Lambers et al., 2007]. Eintkalisierung (pH 8,5) bewirkt eine
Erhéhung von TRPV5-vermittelten Stromen im Uberesgionssystem und eine Ansauerung
|&sst diese schnell wieder verschwinden. DurchAdigauerung werden in einem unbekannten
Mechanismus die TRPV5-enthaltenden Vesikel zur Mamlgebracht und fusionieren mit
ihr, zerfallen jedoch nicht, so dass sie rasch aredis der Membran entfernt werden kdénnen.
Die Lokalisation von TRPV5 in der Plasmamembrandstnach hochdynamisch. Van de
Graaf et al. [2008] haben entsprechend dazu Meshmam zur Endozytose von TRPV5
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identifiziert. Die Kandle werden durch Dynamin- ur@athrin- abhangige Prozesse
internalisiert und erscheinen erst in zahlreichknkren Vesikeln in der Zelle, die dann mit
groRBeren verschmelzen. Dort sind die Kandle mitlRap einem Marker fur Recycling-

Endosomen, kolokalisiert. Nur ein geringer Teil dERPV5 Proteins wird degradiert,

wahrend der groRte Teil der internalisierten TRA&Ele den Recycling-Weg durchlauft
und durch die direkte Interaktion mit Rablla wiedar Plasmamembran gelangen kann
(Abb. 41).
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Abb. 41: Internalisierung von TRPV5-Kanélen in Endcsomen.

In einem Dynamin- und Clathrin-abhangigen Prozesslen die Vesikel mit den TRPV5-Kanélen von der
Plasmamembran abgeschniirt und sind in der Zelléngkktinen Vesikeln zu finden. Von diesen wird nur
ein geringer Teil degradiert, der grof3te Teil versititmmit groReren Vesikeln zu Endosomen. Aus diesen
Endosomen kdnnen aktive TRPV5-Kanéle schnell wirdePlasmamembran transportiert werden, wo sie
dann wieder Kalzium aufnehmen kénnen. [de Groat.e2008]

Bei der Anfarbung der Schnitte mit den TRPV5 Antji@rn traten des Ofteren, aber nicht
immer, unspezifische Signale im Bereich der Enda#ilen von BlutgefalRen auf (Abb. 25,

AK 1052). Dieses Phanomen ist auch schon fir arlereine in der Plazenta, die eigentlich
nicht in Endothelzellen exprimiert sind (wie z.B.ydPerlin), in Zusammenhang mit

Immunfarbungen beschrieben worden. Dysferlin isat 280 kDa Transmembranprotein, das
an der Reparatur zerstorter Plasmamembranen irt8kekkelfasern beteiligt ist [Lennon et
al., 2003; Vandre et al., 2007]. In der Plazentassahnlich wie TRPV5 im STB lokalisiert,

allerdings ist seine Rolle in der Plazenta bistjetich unbekannt.
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5.3 Vergleichende Betrachtung der Identifikation von TRPV5 interagierenden

Proteinen mittels Antikorper-Affinitatsreinigung un d Pulldown-Assays

5.3.1 Die Eignung von Triton X-100 zur Solubilisierungn/@RPV5 Proteinen

Der TRPV5-lonenkanal besitzt sechs Transmembrandeménd liegt in Zellen integriert in
Membranen vor. Um Membranproteine untersuchen zunéw, missen diese erst in Losung
gebracht, d.h. solubilisiert, werden. Da die hythalpen Bereiche dabei in der wassrigen
Umgebung des Puffers aggregieren wirden, verwandatzusatzlich Detergenzien, die mit
ihrer amphiphilen Eigenschaft die hydrophoben Bereides Proteins umschlie3en und sie
Uber ihre hydrophilen Bereiche in wassriger Loswstgbilisieren. Detergenzien besitzen
unterschiedliche chemische Strukturen (Steroid-&evikyl- oder Phenyl-Reste) und damit
auch unterschiedliche Eigenschaften bei der Sadidniing von Membranproteinen [Rehm,
2006]. Zur Solubilisierung von TRPV5 Proteinen dtebereitung einer Immunprézipitation,
wurden deshalb mehrere Detergenzien ausgetesteA-Rliffer, der mit Detergenzien wie
SDS (ionisch), Nonidet-P40 (nicht ionisch) und MNatrdeoxycholat (ionisch) vorwiegend
ionische Detergenzien enthalt, ist nicht fur diduSisierung von TRPV5 geeignet, da weder
mit verschiedenen AntikGrpern noch aus untersciueeh Geweben TRPV5
immunprazipitiert werden kann (Tabelle 18). Mit Natdeoxycholat als Detergenz zur
Solubilisierung wurden ebenfalls Immunprazipitadandurchgefihrt (nicht gezeigt), aber
auch hier konnte TRPV5 aus der Plazenta nicht amgjert werden, obwohl dieses
Detergenz im Allgemeinen sehr gut zur Isolation Wembranproteinen geeignet ist und 70-
80% der Proteine in LOsung bringt [Rehm, 2006].eAdings ist auch bekannt, dass
Natriumdeoxycholat die Konformation von Proteinewért und die Antikbrper eventuell aus
diesem Grund die Proteine nicht mehr binden kénBeim Austesten weiterer nichtionischer
Detergenzien sowie CHAPS als zwitterionisches @etez (Tabelle 9), konnte nur nach
Solubilisierung mit Triton X-100 das TRPV5 Proteans der Plazenta prazipitiert werden.
Obwohl TRPV6 stark homolog zu TRPV5 ist, vor allenden Transmembranregionen, kann
das TRPV6 Protein anndhernd mit allen verwendettierenzien solubilisiert werden. Man
kann also nicht von der Struktur, in der sich dé&bn Proteine vermutlich sehr &hnlich sind,
auf das optimale Detergenz zur Solubilisierung is@&n, sondern dieses muss fur jedes
Protein empirisch ermittelt werden. Die Solubilisieg mit einem Detergenz wie Triton X-
100 bietet Vorteile zur Isolierung moglichst intakProteinkomplexe, da es als nichtionisches
Detergenz Proteine weniger denaturiert und zudemtePrProtein-Wechselwirkungen
weniger beeinflusst werden, als bei ionischen Detezien.



5 Diskussion 129

5.3.2 Immunprazipitation mit TRPV5 Antikodrpern

Fur die Inkubationszeit der IP wurde eine Dauer vawei Stunden und nicht wie
normalerweise Uber Nacht, als optimal ermittelti Bmer verlangerten Inkubation ist es
maoglich, dass das Protein degradiert wird, untesstdmden sogar durch noch im Solubilisat
der Plazenta enthaltene Proteasen, welche nichitieliend von den Proteaseinhibitoren
inaktiviert werden. Zum Teil ist auch die Halbwegg der Inhibitoren gering (fir PMSF
etwa 50 Minuten unter den gewahlten Bedingungean),dass eine kirzere Inkubation
vorteilhatft ist. Entsprechend ist eine starke Ddgtian des TRPV5 Proteins, wie schon zuvor
bei der Inkubation zur Deglykosylierung erwéhntpl@chtet worden, was vermuten lasst,
dass das Protein insgesamt lber langere Zeit aalBetér natirlichen Umgebung instabil ist.
Uberraschenderweise ist nur der Antikérper 982/ vor allem das 9.Serum in der Lage
TRPV5 zu prazipitieren. Eventuell erkennen die aadeéAntikdrper (1052, 1074 und 1075)
die native Struktur von TRPV5 nicht, da fur die Iemisierung nur kurze Peptide verwendet
wurden, die meist nicht in der Lage sind, eine veatFaltung wie z.B. Sekund&r- und
Tertiarstrukturen einzunehmen. Da die Peptide ®fisith hergestellt wurden, sind auch
posttranslationale Modifikationen wie z.B. Phospiierungen an diesen Peptiden nicht
vorhanden. Das humane TRPV5 besitzt z.B. 14 pa@d&ivosphorylierungsstellen sowohl im
N- als auch C-Terminus fur verschiedene Kinasem [Bekker et al., 2003]. So wurden
innerhalb der Sequenzen (siehe Tabelle 16) fuPdigtide 1052 (an S698), 1074 (an S298)
und 1075 (an S654) putative Phosphorylierungssidlie die Proteinkinase C identifiziert
[den Dekker et al., 2003], fur welche zum Teil agchon ein Einfluss auf den TRPV5 Kanal
gezeigt wurde (S298 und S654) [Gkika et al., 200&bér innerhalb der Sequenz des Peptids
982 liegt keine PKC-Phosphorylierungsstelle. Didikirper werden unter Umstanden gegen
Epitope gebildet, die im nativen Protein so nicbtliegen, oder durch ihre native Faltung
nicht an der Proteinoberflache liegen und damihinicir die Antikdrper zuganglich sind.
Denkbar ware auch, dass die entsprechenden Epidop assoziierte Proteine blockiert
sind, welche wie beschrieben bei der Solubilisigramt Triton X-100 nicht abgel6st werden.
AulRer dem Peptid 1074 reprasentieren die ander¢ikdiper-Peptide C-terminale Bereiche
des Proteins, in dem auch die meisten Interaktemiser bisher identifiziert wurden
(vergleicheAbb. 6 B). Selbst wenn keine anderen Proteine asedRegionen binden, kdnnte
eine Assemblierung der Kanéle zu Homotetramererifiderop et al., 2003c] diese Bereiche
in funktionellen TRPV5 Proteinen in der Plazentarhean fir die Antikbrper unzuganglich
machen. Im N-Terminus liegen mehrere Ankyrin-Eletagivon denen zumindest fir das

erste eine Beteiligung bei der Assemblierung dendfiantereinheiten nachgewiesen ist
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[Chang et al., 2004]. Demnach ist auch fur den Msitealen Antikorper eine Blockade des
Epitops nach einem ahnlichen Mechanismus denkbarPB&nomen, das bei polyklonalen
Kaninchen-Antikorper schon beobachtet wurde, sintvalente Antikérper, bei denen nur
eine der beiden Antigenbindedoméanen funktionell Wie fir diese Antikérper gezeigt
wurde, liegt die Ursache dafir in Kohlenhydratresbeler Glykosylierungen der Antikdrper
in diesem Bereich. Eine sterische Hinderung untelddi die Prézipitation, allerdings kann
durch Deglykosylierung diese Funktion zumindestwigise wieder hergestellt werden
[Labeta et al., 1986]. Eine Deglykosylierung derPM® Antikorper (982/3) fiuhrte jedoch
nicht zu einer verbesserten Prazipitation (Ergetanmscht gezeigt).

Durch eine Kombination von Antikdrpern mit versateeen Epitopen, die fur sich allein
genommen TRPV5 nicht immunprazipitieren koénnen (887./10./11.Serum + 1052
6.Serum), kann eine Immunprézipitation trotzdemolgréich durchgefihrt werden. Am
besten geeignet ist die Kombination aus Antikog#2/3 11.Serum und 1052 6.Serum (Abb.
33). Die groRRere Anzahl der erkannten Epitope fdlaru, dass mehrere Bereiche des Proteins
gleichzeitig erkannt werden und es insgesamt zer diéher affinen Wechselwirkung kommit.
Einen Hinweis darauf, dass mit den Antikorperndeltdich TRPV5 prazipitiert wird, gibt die
IP aus Maus-Nierengewebe (Abb. 31). Hierbei wirdlag zur Plazenta ein Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 80 kDa prazipitiert. Ierd Blot ist zu sehen, dass bei der
Immunprazipitation nicht immer die glykosylierte durunglykosylierte Form des TRPV5
Proteins zu detektieren sind. Insgesamt ist esrsogafiger der Fall (58%), dass nur die
nicht-modifizierte Form nachgewiesen wird, obwoid Brgebnisse mit den Mikrosomen und
manchen IPs zeigen, dass in der Plazenta beideiffootmen vorhanden sind. Es kdnnte
allerdings sein, dass der Antikorper eine hohefaigdit fir die unglykosylierte Form hat und
diese deshalb haufiger prazipitiert wird. Eine istdre Hinderung des gro3en Glykangerusts
konnte hierfur verantwortlich sein. Wie beschrielbaten Untersuchungen anderer Gruppen
bereits gezeigt, dass sowohl TRPV5 als auch TRPVHkdSylierungen vom
Mannosereichen- und Komplexen-Typ mit mindesten8 ZQckerresten tragen, die eine
molekulare GroRendnderung von 10-15 kDa ausmadheenderop et al., 2003c; Topala et
al., 2007].
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5.3.3 Affinittsreinigung von TRPV5 aus der Plazenta nmassenspektrometrische Analyse

Zur Untersuchung von putativen Interaktionspartrssth TRPV5 zusammen mit assoziierten
Proteinen aus humanem Gewebe angereichert werderdidDKanale, wie zuvor bei der
Validierung der Antikorper bestatigt, in der Plazenexprimiert sind, werden die
Untersuchungen in diesem Gewebe durchgefuhrt. Mit \Wahl der Anreicherung uber
Immunprazipitation bzw. Antikdrper-Affinitatschronographie wurden zwar Methoden
ausgewahlt, die im Vergleich zu anderen etablietégthoden zur ldentifizierung von
Interaktionspartnern aufwendig sind, da unter agweerst spezifische Antikdrper vorhanden
sein mussen, daftir spiegeln sie jedoch idewivo Zustand am ehesten wieder. Antikoérper
zum Nachweis einer Interaktion (z.B. nach Koimmuzgpitation) gelten zudem noch immer
als die sicherste Methode zur Validierung gefunddnéeraktionen [Zhou et al., 2007].
AulRerdem werden Extrakte aus nativem Gewebe eitmjes® dem alle Faktoren (lonen,
Cofaktoren, andere Proteine), die einen Einflugsiateraktionen haben kénnen, vorhanden
sind. Typische Hochdurchsatz-Screeningmethodenlidmmtifizierung von Protein-Protein-
Interaktionen wie z.B. das Hefe-2-Hybrid-System rotldgeraktionsstudien in heterologen
Expressionssystemen stellen eine kinstliche Umggeldar, die oft zu falsch-positiven
Ergebnissen fuhrt. Gerade bei der Hefe-2-Hybridhfdc [Fields et al., 1989], bei der die
Proteine in Hefen aulRerhalb ihrer natirlichen Unngglzusammen gebracht werden, und die
Interaktion auf einem Wachstums-Reportersystem Hiemuerden viele falsch-positive
Ergebnisse erzielt [Walhout et al., 2000]. Wie dmitégibt es auch Interaktionspartner, die
nur in Gegenwart anderer Proteine binden oder pigzislle Cofaktoren benétigen. Gerade
bei einem Kalziumkanal wie TRPVS5, der selbst dukaiziumionen reguliert wird (siehe
Einleitung), ist es sehr wahrscheinlich, dass marftoteine nur in Gegenwart von Kalzium
binden. So ist fir TRPV6 schon die kalziumabhangigéeraktion mit Calmodulin
nachgewiesen, die das Inaktivierungsverhalten dmsals beeinflusst [Hirnet et al., 2003;
Niemeyer et al., 2001]. Solche Protein-Proteinfitgonen kdnnen in einem vitro System
unter Umstanden nicht erfasst werden. Ein weitBreblem, was gegen den Hefe-2-Hybrid-
Assay zur Charakterisierung von Interaktionspartnspricht, ist die Untersuchung von
Membranproteinen. Auch wenn es mittlerweile Weénecklungen des 2-Hybridsystems,
wie das SOS-Recriutment-System [Aronheim et al97]1%der das Split-Ubiquitn System
[Johnsson et al.,, 1994] gibt, die sich fir Membraigine eignen. Die rekombinante
Expression von solchen Proteinen mit ihren hydrbehoTransmembrandomanen ist nicht
ganz unproblematisch, so dass eine Solubilisieraung nativem Gewebe oft einfacher zu
handhaben ist. Ein weiteres Problem, speziell isPV5 besteht darin, dass die komplette
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cDNA des Proteins vorhanden sein muss. Dies wairdast fur das humane TRPV5 Protein
nicht der Fall und es hétte zundchst selbst ausr @®NA Bibliothek kloniert werden
mussen. Andere typische Methoden, wie die Ligandinitatschromatographie sind fur

TRPVS5 nicht anwendbar, weil bisher keine hochaffiheganden des Proteins bekannt sind.

Far die IP ist in Abschnitt 5.3.2 beschrieben, dBER®PV5 eindeutig aus der Plazenta isoliert
werden kann. Zur IP mit anschlieRender massenspektrischer Analyse wurde die
dreifache Menge an Gesamtprotein eingesetzt wieifig Standard-IP mit anschlie3endem
Western Blot, da zur Identifizierung von Interakpartnern in der Massenspektrometrie
deutlich mehr Protein notwendig ist, als fir einesférn Blot Analyse [Zhou et al., 2007].
Mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse keraiterdings trotz der Verwendung des
milden Detergenz Triton X-100 weder das TRPV5 Rnotelbst noch damit assoziierte
Proteine eindeutig identifiziert werden. Es wurdem drei Proteine identifiziert, allerdings
mit niedrigen Scorewerten, die fur weitere Untehsugen einer tatsdchlichen Interaktion mit
TRPV5 in Frage kommen: die Annexine Al und A2 sowWigclophilin B (Tabelle 19).
Annexin A2 wurde bereits iim vitro Bindungsstudien als Interaktionspartner von TRPV5
beschrieben, allerdings nur indirekt Uber die Bilgeines heterotetrameren Komplexes mit
S100A10, uber welches die Interaktion stattfindedn] de Graaf et al., 2003]. S100A10
konnte jedoch in meiner Arbeit nicht identifiziaserden. Geht man davon aus, dass die
Komplexe durch das SDS im Probenpuffer und demgggkennt werden, befindet sich das
nur 11 kDa grof3e Protein im Gel nicht in einem Bdreler massenspektrometrisch analysiert
wurde (Abb. 34). Annexine z&ahlen zu den stark ewniten Proteinen [Kaczan-Bourgois et
al., 1996], auch in der Plazenta, so dass moghatise eine unspezifische Interaktion der
Proteine untereinander oder mit dem Chromatographidenmaterial detektiert wurde.
Cyclophilin B (CypB) wurde in der gleichen Bandeewdie Annexine identifiziert, also bei
etwa 80 kDa, obwohl das Protein ein theoretischedeklilargewicht von 24 kDa besitzt.
Eine direkte Interaktion zwischen TRP-Kanalen ungpE ist bisher nur fir TRPV6
nachgewiesen und charakterisiert. CypB, eine P@gRitblyl-cis-trans Isomerase, aktiviert
die TRPV6 induzierte C&Aufnahme in Oocyten nach heterologer Koexpression.
Interessanterweise zeigt CypB den genau gegemreiliffekt bei Koexpression mit TRPV5
in X. laevisOocyten, namlich einen Rickgang des KalziumeinssrfStumpf et al., 2008]. In
den Anséatzen, die zur ldentifizierung der Interaktvon CypB mit TRPV6 fiuhrten, konnte
TRPV5 nicht identifiziert werden. Mdglicherweise mdie Menge des isolierten TRPV5

Proteins zu gering. Andere Ursachen konnten in massenspektrometrischen Analyse
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begriindet sein: nach der Affinitdtsreinigung wurddie Proteine tryptisch verdaut und
anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. wieden aber nur Peptide identifiziert,
die als Modifizierungen Carbamidomethylierungen ultikthylgruppen enthalten. Die
Proteine enthalten bereits aus der Zelle postmtosble Modifikationen wie
Phosphorylierungen oder Glykosylierungen, wodurigsel Peptide nicht erfasst werden und
so die Anzahl der gefunden Peptide reduziert wid. erwahnen bleibt noch, dass zur
Solubilisierung von TRPV6 in dieser Studie [Stumpf al., 2008] das Detergenz
Natriumdeoxycholat verwendet wurde, was fur TRPWhhgeeignet ist (Abschnitt 5.3.1).
Insgesamt sollten diese nach der Immunprézipitation dieser Arbeit gewonnenen
Massenspektrometrie-Daten kritisch betrachtet werda sie nur auf der Auswertung eines
Versuchs beruhen und bei Analyse eines weiterealéés nicht gefunden wurden.

Eine IP in Kombination mit einer massenspektrorselren Analyse ist prinzipiell moglich,
allerdings werden durch die Elution auch die Antge¥, die nicht-kovalent gebunden ist, von
dem Agarosematerial abgel6st und sind im Eluatamdlen. Die hohe Konzentration an IgGs
kann bei der massenspektrometrischen Analyse déhverf, dass die Signale wenig
abundanter Proteine Uberlagert werden. Weiterhidingé die Methode einen hohen
Verbrauch an Antikdrpern. Eine Technik, die allssidNachteile nicht hat, ist die Antikorper-
Affinitaitschromatographie, bei der die Antikdrperovialent mit dem S&ulenmaterial
verbunden sind und die S&ule dadurch mehrmals velsteverden kann. Zur kovalenten
Kopplung gibt es mehrere Methoden, von denen isediérbeit zwei ausgetestet wurden.
Sowohl die Kopplung an Protein A-Agarose mittelsiesi Quervernetzers als auch an
AminoLink-Agarose verlief erfolgreich und die Andikper lassen sich in Gegenwart von
Glycin (pH 2,2) nicht von der Saule ablosen. Eins#sten und weitere detailliertere
Untersuchungen im Rahmen der Diplomarbeit von P&adaalkowsky [2009] ergaben, dass
eine Affinitatsreinigung bei Kopplung der Antikbrpan Protein A-Agarose effektiver ist, so
dass diese Methode zur Kopplung im praparativendtédi3gewahlt wurde. Das Prinzip der
Bindung der Antikorper Uber ihren el an Agarosematerial fur eine klassische
Immunprazipitation und zur kovalenten Kopplung aat&n A ist gleich (Abb. 42 A und B).
In beiden Féallen werden die Antikoérper gerichtetdas Agarosematerial gekoppelt und die
Antigenbindedoméne (F) des Antikorpers bleibt auch nach dem Quervermetiei
zuganglich (Abb. 42 B), was ein entscheidender &bdieser Methode ist. Im Gegensatz
dazu erfolgt die AminoLink-Kopplung (Abb. 42 C) lilggimare Amine zwischen Antikdrper
und Agarosematerial, wobei Amine auch in dgrRegion des Antikdrpers vorhanden sind
und somit die Ausrichtung der gekoppelten Antikdraen Agarosematerial zuféllig ist. Die
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Ergebnisse, die in dieser Arbeit mit der hergestell Antikorper-Affinitatssaule erzielt
werden konnten, entsprechen nicht den Erwartundergusatzlich in der Negativkontrolle
(Praimmunsaule) schwache Signale im gleichen Gtif8eich wie in der eigentlichen Probe
detektiert wurden (Abb. 34). Zudem konnte keindikse Bande fir TRPV5 nachgewiesen
werden sondern nur ein Schmier, der darauf hintledéss die Proteine nicht vollstandig
gelelektrophoretisch getrennt wurden. Entweder dimMenge an aufgetragenem Protein im
Gel zu hoch, oder die Denaturierung nicht ausr@idheDenkbar wére auch, dass die
Affinitatsreinigung von TRPV5 deshalb nicht funktiert hat, weil durch Zugabe des
Quervernetzers (DSS) zur kovalenten Kopplung digREgionen der Antikdrper vernetzt
wurden und so TRPV5 nicht mehr binden konnten [Kabcet al., 2008]. Entweder musste
dann eine andere Kopplungsmoglichkeit ausprobiegtden, oder zur Reduzierung der
unerwunschten Quervernetzung in den Antigenbindéem die Menge an DSS in kleinen
Schritten reduziert werden um ein optimales Verigilgwischen Quervernetzung und Erhalt
der R-Region zu finden [Kaboord et al., 2008].

A. Classical IP

Q- — O
Immobilized Antibody Oriented Antibody

Protein G

B. Oriented, Crosslinked Antibody IP

ol el

Immobilized Antibody Crosslinker Oriented Antibody
Protein G Crosslinked to Protein G
C. Direct Antibody Immobilization IP \
L~
AminoLink Antibody Randomly Oriented Antibody\
Resin Coupled to Resin

Abb. 42: Varianten zur Kopplung eines Antikérper an Saulenmaterial.

(A) Bei einer klassischen IP werden die Antikorpiber ihren ETeil an dem Saulenmaterial immobilisiert
und das Material ohne weitere Behandlung fur dézipitation eingesetzt. (B) Zur kovalenten Koppluley
Antikorper durch Quervernetzen (crosslinken) wied Antikdrper wie in (A) gerichtet gebunden und
anschlieRend Uber einen homobifunktionlaen Queetezen wie z.B. DSS mit dem Saulenmaterial
verbunden. (C) Beim Koppeln mit aktiviertem Sauletenial, wie bei der AminoLink Kopplung, werden die
Antikérper ungerichtet tiber priméare Aminogruppeie, @lich in der fiRegion vorhanden sind, mit dem
Saulenmaterial verknilpft. [Kaboord et al., 2008]
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5.3.4 Pulldown-Assays zur massenspektrometrischen undefveBlot Analyse

Pulldown-Assays wurden durchgefuhrt, um neue TRRMgraktionspartner speziell in
humanem Plazentagewebe zu identifizieren. Die Kesnton assoziierten Proteinen ist sehr
wichtig bei der Aufklarung von physiologischen urebulatorischen Prozessen, in die ein
Protein eingebunden ist — wie im Falle von TRPVB. -der Kalziumhoma@ostase. Proteine
tben ihre Funktion nicht als einzelnes aus, sondenktionieren meist nur in grof3en
Komplexen aus verschiedenen Biomolekuilen. In didgemen neben Proteinen auch DNA,
RNA oder kleine (an-)organische Molekile anweseanh,sdie ein Regulationsnetzwerk
bilden [Zhou et al., 2007]. Fir TRPV5 sind schonige Interaktionpartner identifiziert
worden, die in der Einleitung beschrieben sind zeiden, dass das Protein auf verschiedenen
Ebenen kontrolliert wird. Die Aktivitdt des Kanasdeht z. B. stark unter extrazellularer
Kontrolle (Uberblick in [de Groot et al., 2008; Setber et al., 2007; van de Graaf et al.,
2006b]. Da die Identifizierung von TRPV5-Interakigpartnern mit der Antikdrper-
Affinitaitschromatographie nicht moglich war, wurdgrarallel mit den GST-TRPV5-
Fusionsproteinen des kompletten N- und C-Termimia lfzw. C4) Pulldown-Experimente
mit humanem Plazentagewebe durchgefihrt. Eine msgsktrometrische Analyse der in
einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine fihrte irmgés zur Identifizierung 38
verschiedener putativer Interaktionspartner, dieTabelle 20-Tabelle 23 aufgelistet sind.
Auch wenn alle Proteine in der Tabelle einen sigaiften Score haben, und in mehr als
einem Versuch gefunden wurden, kommt ein Teil detdthe aus verschiedenen Kriterien als
Interaktionspartner nicht in betracht. Ein Teil d&oteine, die aufgefuhrt sind wurden zwar
nicht in GST-Proben (Negativkontrolle) vom Plazéat@mogenat gefunden aber in GST-
Proben der Mikrosomen und umgekehrt. Die gefund&medung ist demnach eher
unspezifisch. Hierbei handelt es sich um Proteime 2:B. die Alkalische Phosphatase, das
29 kDa Protein, die Aminoxidase, einen Glucoseparter (SLC2A1) und vereinzelte
ribosomale Proteine. Da die Versuche mit beiden gAogsmaterialien aber getrennt
betrachtet wurden, sind diese in den Tabellen néstfifernt worden. Da nur eine kleine
Anzahl an Gelen untersucht wurde (n=7) und auf jedéel nur einmal GST als
Negativkontrolle war (Verhéltnis Banden GST : GSRPV5-Fusionsprotein entspricht
1:2,57), ist es gut moglich, dass durch die Nelamtrolle nicht alle unspezifisch bindenden
Proteine identifiziert wurden. Eine weitere Profamilie, die vermutlich nicht als
Bindungspartner in Betracht kommt, sind Ribosomesnaiierte Proteine. Diese Gruppe von
Proteinen (RPL und RPS) der grof3en (L) und kleldetereinheit (S) reprasentiert immerhin
42% aller gefundenen Proteine. Da das eukaryoti®f® Ribosom einer der grol3ten
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makromolekularen Komplexe in der Zelle ist [Linkadt, 1999], ist die Anzahl ribosomaler
Proteine in der Zelle allerdings sehr hoch. Die Wgaheinlichkeit, dass diese bei den
vorhandenen GST-Proben gar nicht alle zu finden smceliminiert werden konnten, ist
dementsprechend grol3. Eine Interaktion mit funkdilem TRPV5 Kanélen ist sehr
unwahrscheinlich, da sie fur die Translation deot&line verantwortlich sind und selten
sonstige regulatorische Funktionen haben. Ein ¢endmteil dieser Proteine ist auch in den
Mikrosomen-Ansatzen identifiziert worden, wahrsciieh dadurch bedingt, dass bei der
Anreicherung der Membranen vor allem das endoplasome Retikulum (ER) (je nach
Gewebe bis zu 80% der Mikrosomen-Proteine [Beaatat., 1974]) angereichert wird, auch
das raue ER an das viele Ribosomen gebunden serdd& bei hoch-abundanten Proteinen
besteht eine relativ hohe Wahrscheinlichkeit, dé&ssls Kontaminationen mit isoliert werden
und sie keine echten Bindungspartner des Fusiotespsosind [Graumann et al., 2004]. Eine
Meta-Analyse der am haufigsten in der Massenspalghoe gefundenen differentiell
exprimierten Proteine, unabhangig von Spezies uewvebe, wurde 2008 verdffentlicht
[Petrak et al., 2008]. Zu den am haufigsten gefonadeProteinfamilien zéhlen die Keratine,
Annexine, Peroxiredoxine, Aktine und HSP27. Vonsdie Top 5 Familien wurde auch bei
der vorliegenden massenspektrometrischen Analysgeaer Gruppe mindestens ein Protein
gefunden. In der weiteren Betrachtung von putatiméeraktionspartnern von TRPV5 wurden
auch die meisten Proteine, die zu diesen Familevogen nicht weiter untersucht. Keratine
werden haufig durch die Probenvorbereitung nachétiglurch Haar- und Hautschuppen
eingebracht. Die Gegenwart von Hitzeschock- undeeard Stressproteinen ist auch nicht
verwunderlich, da sie immer gebildet werden, weas Gewebe nicht im physiologischen
Umfeld ist. Peroxiredoxine (gefunden Peroxireddx)nsind thiol-spezifische Proteine, die
antioxidant wirken, indem sie Peroxide (z.B. Wastxfperoxid) in der Zelle reduzieren
[Hofmann et al., 2002; Wood et al., 2003]. Sie neacl,1-0,8% aller |6slichen Proteine in
Sauger-Zellen aus [Chae et al., 1999]. Zudem ikamat, dass Glutathion-S-Transferasen
(GST) Peroxiredoxine regenerieren kdnnen, so dagguemoglich ist, dass die Interaktion
Uber den GST-Anteil des TRPV5-Fusionsproteins ggfiinden hat [Manevich et al., 2004]
und nicht Uber TRPV5. Eine Gruppe von Proteines, alich zu den hoch-abundanten und
haufig gefundenen Proteinen zahlt, sind die AnrexBie sind Bestandteil des Zytoskeletts
und eine indirekte Interaktion von TRPV5 mit AnnexA2 Uber S100A10 ist wie bereits
erwahnt schon nachgewiesen worden [van de Graadf,2003]. Diese Interaktion konnte in
meiner Arbeit nicht bestatigt werden, sondern Ammé¥2 wurde haufig in Ansatzen mit dem
GST-Protein, also in der Negativkontrolle, idemidrt. In der publizierten Studie wurde die
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Interaktion zwischen TRPV5 und Annexin A2 mit Hilfder Hefe-2-Hybrid-Technik
gefunden. Zusatzlich wurde diese Interaktion inld@wn-Assays mit C-terminalen GST-
TRPV5 Fusionsproteinen bestatigt, bei denen digoRaprotine mit Oozytenlysaten inkubiert
wurden, die zuvor mit S100A10/Annexin2 cRNA injidievurden. Im Western Blot ist
gezeigt, dass S100A10 nicht an GST bindet, aberosbvan TRPV5 und TRPV6-
Fusionsproteine. Annexin A2 bildet einen heterat@gren Komplex mit S100A10 aus je 2
Homodimeren [Rety et al., 1999; Zokas et al., 198%] gehort zu den aund Phospholipid
bindenden Proteinen [Gerke et al., 2002]. Allerdibgi Verwendung von Lysaten aus Zellen,
die TRPV5 und S100A10/Annexin koexprimieren wareeoimmunprazipitation in dieser
Studie nicht moglich. Eine Interaktion der drei teioe ist prinzipiell denkbar, da sie alle
sowohl in der Apikalmembran in den entsprechenddouli der Niere (DCT2) und vermehrt
in der Apikalmembran des STB der Plazenta exprimaarden [Kaczan-Bourgois et al.,
1996]. Gleichzeitig konnte in der Plazenta gezeigtden, dass die Menge an Annexin A2
und S100A10 mit dem Verlauf der Schwangerschafgmassiv ansteigt, und sie eventuell
eine Rolle im Differenzierungsprozess der Plazapialen. Fir andere Gewebe ist gezeigt,
dass eine Zunahme der beiden Proteine im Zusammegmhia Zelldifferenzierungsprozessen
steht [Braslau et al., 1984; Harder et al., 1993 tetramere Form von S100A10 und
Annexin A2 ist markant in sekretorischen und pgsiarien Zellen, wie dem STB [Zokas et
al., 1987], wo eine Assoziation mit dem submembmemaytoskelett der Mikrovilli vorliegt
[Edwards et al., 1987; Webb et al., 1987]. Ein Atnedas in dieser Arbeit identifiziert
wurde ist Annexin A6. In der Plazenta ist es sowohEZytotrophoblasten, im STB, dem
fotalen Endothelium und Choriontrophoblasten wadreler Schwangerschaft exprimiert
[Rambotti et al., 1993]. Wahrend der Schwangers¢chbgHibt die Expressionsrate in der
Apikalmembran, im Gegensatz zu Annexin A2, unveeiihfKaczan-Bourgois et al., 1996].
Da Annexine &hnlich aufgebaut sind, ist eine Iikeoa von TRPV5 mit anderen Annexinen
als Annexin A2 gut moglich. Ein Einfluss von AnnexA\6 auf Kalziumkanéale konnte bisher
in sensorischen Neuronen gezeigt werden, wo es eiagativen regulatorischen Effekt auf
die Kalzium-Leitfahigkeit hat [Naciff et al., 1996Demnach wére ein Einfluss auf andere
Kalziumkandle in anderen Geweben auch denkbar. taisachliche Interaktion mit TRPV5
musste aber erst noch mit anderen Methoden besi#rgen.

Ein Protein, das in Pulldown-Versuchen mit Plazemi&rosomen (zusammen mit N7 und
C4) gefunden wurde, ist das Transmembranprotein S®87 welches sieben putative
Transmembran-Regionen besitzt. Diese Tatsachergrilarum es gerade aus Mikrosomen
gebunden wurde, bei denen speziell die Membrangerarchert sind. Seine Expression
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wurde in vielen humanen Geweben identifiziert, deit hochsten Rate in der Niere, aber auch
schwach in der Plazenta [Akashi et al., 2000]. ®¥feitnformationen sind Uber dieses Protein
bisher nicht bekannt und der Score mit der daseRradentifiziert wurde (beide 46) ist recht
niedrig.

POTE E wurde auch in zwei unabhangigen Versucheebumgden an N7 aus
Plazentahomogenat, gefunden. Das Gen wurde urdmfiingei der Suche nach Genen
identifiziert, die zur Therapie oder Diagnose vorodtatakarzinomen eingesetzt werden
konnen. Auf RNA-Ebene wurde es in der Prostatagtate), der Plazent@alacenta), dem
Ovar (ovar) und Hodentéstis) gefunden, aus deren Anfangsbuchstaben sichNa®e des
Proteins zusammensetzt [Bera et al., 2002]. Dask@drert fir ein Protein von 66 kDa und
besitzt sieben Ankyrin-Elemente. Da TRPV5 auch mehdieser Elemente besitzt [Chang et
al., 2004; Erler et al., 2004] und diese zur Aullmlg von Protein-Protein-Interaktionen
bekannt sind, ware eine Interaktion der beidendtretliber diese Bereiche moglich. Passend
zu dieser Theorie wurde das Protein auch nur irbdtromit dem N-terminalen TRPV5-
Fusionsprotein identifiziert, in denen die Ankyihemente von TRPV5 lokalisiert sind. In
TRPV5 sind Ankyrin-Repeats fir die Kanalassembhgrund Funktionalitéat von Bedeutung.
Auch andere TRP-Proteine der TRPV, TRPC, TRPN uatliirich TRPA (A steht fur
Ankyrin)-Familie [Lepage et al., 2007; Schindl et.,a2007] enthalten mehrere
Ankyrindomanen, so dass man vermutet, dass diessdBe allgemein zur Tetramerisierung
und somit Ausbildung funktioneller TRP-Kandale wichtst. Denkbar ware, dass POTE E
durch Bindung an die Ankyrinelemente von TRPV5 ¢welh die Kanalassemblierung
verhindert, oder umgekehrt, die Assemblierung alapgtermolekul unterstitzt.

Unter den identifizierten Proteinen sind nur zwhé vorher schon im Zusammenhang mit
TRPV5 beschrieben wurden, Galectin-1 und der Réigukfaktor NHE-RF2. Die Funktion
von Galectin-1 wurde bereits ausfuhrlich beschirei@schnitt 5.2.2, Abb. 40). Dass dieses
Lektin in diesem Zusammenhang mit den zytosoliscBemeichen von TRPV5 (N+C-
Terminus) interagiert ist eher unwahrscheinlichedan der Verankerung der TRPV5 Kanéle
in der Membran durch die Interaktion mit den Zucksten beteiligt ist [Cha et al., 2008].
Mdglicherweise hat an eines der TRPV5-Fusionspnetein endogenes TRPV5-Protein, das
noch mit Galectin-1 assoziiert war, gebunden unttenso identifiziert.

Fur das zweite Protein, das bereits als Interakgiartner von TRPV5 bekannt ist, den
Na'/H*-Austauscher Regulationsfaktor 2 (NEH-RF2), istiér Literatur beschrieben, dass er
an den absoluten C-Terminus bindet (Aminoséuren728j und die Anzahl von TRPV5-
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Kandalen in der Plasmamembran kalziumabhéngig effihbark et al., 2004]. Dazu wurde
gezeigt, dass die erste PDZ-Doméne in NHERF2 fiér \ddrmehrte Expression in der
Membran wichtig ist und die zweite PDZ-Domane fig 8tabilitat von TRPV5 in oder den
Transport zu der Plasmamenbran von Bedeutung astnfi®tla et al., 2005]. Die beschriebene
Interaktion ist allerdings nuin vitro in injizierten Oocyten untersucht worden und bédar

noch einer Bestatigung im nativen Gewebe.

Fur drei der am haufigsten identifizierten Proteimeirden zusatzliche Pulldown-Versuche
durchgefuhrt und im Western Blot deren Bindung &PV5 bestatigt. Sowohl fiur BAHSD2

als auch fur Ku70 und Calpain-6 wurde im Westerot Bine spezifische Interaktion mit dem
N-und C-Terminus nachgewiesen und keine mit dem-8f®fein (Negativkontrolle). Eine
Interaktion ist somit sehr wahrscheinlich, miusdter@ings noch durch weitere Methoden,
wie z.B. Koimmunprazipitationen, bestatigt werddip-HSD2 wurde nur in zwei Gelen
zusammen mit N7 identifiziert, und auch im WestBlot ist das Signal beim Pulldown mit
C4 sehr schwach. Dies deutet darauf hin, dass leteeaktion tatsachlich nur mit dem N-
Terminus stattfindet. Die beiden anderen Proteineden in Proben mit N7 und C4 in der
kombinierten Suche mit den kompletten Spuren géitialRen gefunden. Alle aus den SDS-
Gelen ausgeschnittenen Banden wurden anschlief(@td einzeln auf das Vorhandensein
eines dieser drei Proteine untersucht (Tabelle B#tbei konnte gezeigt werden, dass die
Proteine zumeist in Proteinbanden mit ihrem kogrelhden Molekulargewicht identifiziert
wurden. In mehreren Banden wurde zusatzlich dasvBRRusionsprotein gefunden. Bei dem
N-terminalen Fusionsprotein mit einem Molekularggwi von ca. 65 kDa kann man
erwarten, dass es auf etwa der gleichen Hohe wi®Kd0 kDa) und Calpain-6 (74 kDa) im
SDS-Gel lauft, da diese beide ein ahnliches Mokeigdwicht haben. Ebenso hat das C-
terminale Fusionsprotein mit ca. 44 kDa das gleiglodekulargewicht wie 13-HSD2. Aber
auch das C-terminale Protein wurde in Gelbandereineim Molekulargewicht von mehr als
70 kDa zusammen mit Ku70 und Calpain gefunden (Baswummer 4, 12 und 23 in Abb. 37
+ Abb. 38) gefunden. Dies konnte dadurch erklartder, dass die Proteine mit hoher
Affinitat wechselwirken und die entstandenen Prikemplexe durclfi-Mercaptoethanol und
SDS nicht vollstandig dissoziiert werden. In Band23 (C4-Fusionsprotein /
Plazentamikrosomen) wurde Ku70 sogar zusammen RRVE identifiziert, bei dem ein
gefundenes TRPV5-Peptid dem N-Terminus des Protaigsordnet werden kann und die
Sequenz dieses Peptids spezifisch fur das TRPMgiRnst, was als starker Hinweis fur eine
tatsachliche Interaktion der beiden Proteine geateverden kann. Sehr oft werden Calpain-6
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und Ku70 zusammen in einer Bande detektiert, was einen dadurch begrindet sein
konnte, dass sie ein ahnliches Molekulargewichehalaber zum anderen kénnten sie auch

gleichzeitig eine Interaktion mit TRPV5 eingehedepselbst miteinander interagieren.

5.3.5 118-HSD2
118-HSD2 (1B-Hydroxysteroid Dehydrogenase 2) ist in der Plaaeats Gewebe mit der

starksten Expression [Shams et al., 1998], ebensoTRPV5 im Synzytiotrophoblasten
lokalisiert [Brown et al., 1993; Brown et al., 199%rozowski et al., 1995; Lakshmi et al.,
1993]. Im Vergleich zu Isoform 1 scheint die in she Arbeit gefundene Isoform 2 in der
Plazenta die vorherrschende Form zu sein [Browralet 1993]. Unter physiologischen
Bedingungen in der Plazenta besitzt das Enzym @xidase-Aktivitat, die zur Umwandlung
von Cortisol in Cortison (beides Glucocorticoidedihft [Sun et al., 1999]. Nach
ubereinstimmender Meinung besteht die Funktion ¥#§$tHSD2 in der Plazenta darin, den
Fotus vor einer zu hohen maternalen Cortisol-Kotraéionen zu schiitzen, in dem es in die
inaktive Form Cortison umgewandelt wird. Damit bild 3-HSD2 die so genannte Plazenta-
Schranke flur Glucocorticoide [Yang, 1997]. Glucdmmide (GC) spielen eine wichtige Rolle
bei der Geburt, aber auch fur das fotale Wachstdhdie Reifung [Liggins, 1994]. Werden
zu viele GCs von der Mutter zum Kind transportisttein vermindertes fétales Wachstum zu
beobachten und es kommt nach der Geburt beim Kind sehweren Stérungen,
gekennzeichnet durch  Bluthochdruck, Insulinresistenund  Verhaltensstérungen
[Benediktsson et al., 1993; Holmes et al.,, 200@&w&att et al., 1995]. Von Ulick wurde
erstmals 1979 der Phanotyp dieses heute genannt®E-Jyndroms gpparent
mineralglucocorticoidexcess) beschrieben [Ulick et al., 1979; Ulick et abB89], welches
ausschlief3lich auf einem Defekt im Gen vofi-HSD2 beruht. Die typischen Symptome des
AME-Syndroms sind auch bei gHSD2-Knockout Mausen beobachtet worden, die ein
vermindertes Geburtsgewicht aufwiesen und nach Gelpurt an Bluthochdruck leiden
[Holmes et al., 2006]. Zusatzlich weisen sie imztied Drittel der Entwicklung eine
verminderte Fahigkeit auf, das fotale Gefalinetzveerkzubauen und zeigen einen erhdhten
Aminosaure- aber vermindertem GlucosetransportTid Fewitt et al., 2006a; Hewitt et al.,
2006b; Wyrwoll et al., 2009]. Entsprechend diesemflé&ss von 1B-HSD2 auf den
Nahrstofftransport in der Plazenta ist auch eirfless auf TRPV5 als Kalziumkanal denkbar.
Zumal 1B-HSD2 im gleichen subzellularen Bereich der Plaadimh STB) exprimiert und,
ahnlich wie TRPV5, vorwiegend in der villésen Agik@mbran lokalisiert ist. Betrachtet

man sich die bisher bekannten Regulationsmechanisseefallt auf, dass das Enzym stark
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durch Steroide (GCs, Progesteron) und Produkten ldesxygenase (LOX)- bzw.
Cyclooxygenase-Metabolismus des Arachidonsdure s(&ytandine) reguliert ist.
Progesteron, ein Steroid, das zur AufrechterhaltlergSchwangerschaft notwendig ist [Pepe
et al., 1995; Sun et al.,, 1998] und LOX-Produktee dnter anderem bei intrauterinen
Infektionen entstehen, haben in der Plazenta eiegativen Effekt auf das Protein [Hardy et
al., 1999; Schafer et al., 1996]. LOX Produkte sadh in die Progesteron-Bildung im Ovar
involviert [Taniguchi et al., 2002; Wang et al.,809 und kénnten somit in der Plazenta
ahnliche Effekte haben wo sie gemeinsam die Aldiviton 1B-HSD2 hemmen, zumal
Cortisol die Prostaglandin-Produktion (LOX-Prodykerhohen kann [Sato et al., 2008].
Passend dazu ist der TRPV5-Kanal ebenfalls durchscheedene Hormone (z.B.
Parathormon, Ostrogene, Klotho, siehe Einleitureguliert. Eine erhohte Expression von
Glucocorticoiden (durch verminderte Aktivitat voptHSDZ2) resultiert zudem in Mausen in
einer verminderten Knochendichte [Jia et al., 20@&) Phanomen, was auch bei TRPV5
Knockout-Mausen beobachtet wurde [Hoenderop e28D3b]. Interessanterweise inhibiert
gerade Kalzium in der Plazenta die Aktivitat vonp-HHSD2 [Hardy et al., 2001]. Die
Aktivitat des Enzyms zur Umwandlung von aktivem @&l in inaktives Cortison, ist bei
Erhohung des freien intrazellularen Kalziums um 4is50% reduziert, was sowohl in im
zellfreien (Plazentamikrosomen) und im Zellkultig®m (JEG-3-Zellen) gezeigt wurde. Die
Bindung von freiem Kalzium durch EGTA, kehrt diénibierung um und erhoht die Aktivitéat
auf 200%, wobei die Fahigkeit zur Substratbindu@grfisol) bei der Kalzium-vermittelten
Inhibierung nicht beeintrachtigt wird, weshalb d&slzium anscheinend die katalytische
Aktivitat moduliert. Im intakten Zellsystem kannedinhibierung von 13-HSD2 durch eine
Prostaglandin F-vermittelte Erh6hung des intra@en Kalziums ausgeldst werden. Ein
Kalziumeinstrom durch TRPV5 kdnnte also auch eimdnbierenden Effekt auf BtHSD2
haben und zur posttranskriptionellen Regulation ¥df-HSD2 beitragen. Die Regulation
von 11B-HSD2 scheint insgesamt ziemlich stark von Kalzibeginflusst zu sein, da auch
proinflammatorische Zytokine in der Plazenta eiriehibierenden Effekt tiber &aund
CcAMP-Signalwege zeigen [Kossintseva et al., 2008k TRPV5 sind 18-HSD2 Enzyme
auch in der Niere exprimiert, wo sie fur die Inaktung von aktiven GCs verantwortlich
sind, bevor diese an den Mineralglucocorticoid-Rézebinden und ihn inaktivieren kdnnen
[Hirasawa et al., 1997]. Eine Interaktion vonpidHSD2 und TRPV5 zur Regulation des
Nahrstofftransports in der Plazenta, oder auch iffierenzierungsprozessen, die durch

Hormone reguliert werden, ist also durchaus denkbar
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5.3.6 Ku70

Ku70 ist das Produkt des Gens XRCC6 und hat neken lder verwendeten Namen noch
zahlreiche weitere Synonyme wie Nuclear factor Tvansferrinrezeptor-Promotorelement-
Bindefaktor, Proximales Sequenzelement 1, Endednidds Protein und ATP-abhangige
DNA-Helikase 2 Untereinheit 1 [Tuteja et al., 2000je Namen deuten schon auf die
zahlreichen Funktionen des Proteins hin, weshalh der Literatur auch als "Moonlighting"-
Protein bezeichnet wird, also ein Protein, das erehFunktionen gleichzeitig ausibt [Jeffery,
1999; Paupert et al., 2007]. Ein Teil der Aufgalbestehen im Zellkern, wo das Protein im
Komplex mit Ku80 (auch Ku86 Ku p80) vorliegt undsdéu-Protein bildet, das erstmals als
Autoantigen in Seren von Patienten mit PolymyosSymdrom entdeckt wurde [Mimori et al.,
1981]. Zu den Aufgaben im Zellkern zahlen vor allesie Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen in Sdugerzellen, aber auclr@nktion bei der V(D)J-Rekombination
und in der Telomer-Regeneration ist bekannt (zusamg@fasst in [Hefferin et al., 2005]).
Zusatzlich zu den Aufgaben im Zellkern, ist Ku7@laan der Oberflache zahlreicher Zellen
(Makrophagen, Endothelzellen, Erythrozyten-Vorlézpéden) und Tumorzellen als
membran-assoziiertes Protein exprimiert [Koike, 20@uller et al., 2005; Prabhakar et al.,
1990]. Erstmals wurde es 1989 von Chan und Mitégheials Membran-durchspannendes
Protein beschrieben [Chan et al., 1989]. Eine Fankbei der Zelladhasion [Lynch et al.,
2001; Teoh et al.,, 1998], bei Zell-Matrix-Verbindyem [Monferran et al., 2004a] und
proteolytischen Prozessen durch Matrix-Metallopgratse 9-Interaktion [Monferran et al.,
2004b] ist auch beschrieben. Aufgrund dieser Fonkin wird eine Involvierung des Ku-
Proteins in Invasionsprozesse, nicht nur von Krelesz, vorgeschlagen und auch eine Rolle
bei der zellularen Differenzierung angenommen [Raupet al., 2007]. Die Ku70-
Untereinheit, als monomere Form vorliegend, wurdefast allen bisher untersuchten
Geweben gefunden, so auch in der Plazenta [Chali,e2002]. Auch wenn Ku70 in dieser
Arbeit in Homogenat- und Mikrosomen-Proben gefundemnde, ist tber Immunhistochemie
und in Western Blots gezeigt, dass es im STB im geh zu Stroma und
Cytotrophoblasten-Zellen weniger stark exprimistt [Choi et al., 2002]. Es war aber das
Protein, was in den kombinierten Suchen mit deng{etten Spuren und bei der Auswertung
der einzelnen Banden in dieser Arbeit am haufiggieiunden wurde. In Ku70- Knockout-
Mausen ist nicht nur die DNA-Doppelstrangbruch-Rapa gestort, sondern es kommt auch
zu Wachstumsstérungen [Gu et al., 1997], ein waitefinweis darauf, dass das Protein in
Wachstumsprozesse involviert ist. Eine Interaktison Ku70 mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor konnte unter bestimmtedirig@ngen auch gezeigt werden, so
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dass man spekulieren kann, dass bei einer Interakbn TRPV5 mit Ku70 in der Plazenta
das invasive Wachstum reguliert wird. Da zudem &woée von Ku70 bei der Zelladhasion
beobachtet wurde, kénnte auch die Verankerung @eeRta in der maternalen Dezidua das
Ziel sein. In beiden erwahnten Prozessen (Plazergsion und —Adhasion) sind extravillose
Trophoblasten (EVTs) der Plazenta beteiligt [Kermhalg 2002], die zusétzlich noch an der
plazentaren Freisetzung von Hormonen und Wachsaktosen mitwirken [Handschuh et al.,
2007]. Bisher ist eine Lokalisation von TRPV5 in B/in der Literatur nicht beschrieben.
Wir konnten aber im Rahmen einer Kooperation mit @ina Himmerkus (Universitat Kiel,
AG Bleich) unter Verwendung der in dieser Arbeilidiarten TRPV5-Antikdrper zeigen,
dass TRPV5 in der Plazenta neben dem STB auch s@nk in den extravilldsen
Trophoblasten exprimiert wird. Dies wirde die olmrigezeigte Theorie unterstiitzen und
maoglicherweise alternative Funktionen zum Kalziiangport von TRPV5 von der Mutter
zum FOtus in der Plazenta erklaren. Denkbar isgs daRPVS5 in den extravilldsen
Trophoblasten der Plazenta in Differenzierungsgsedinvasiven Wachstums) involviert ist,

maoglicherweise unter Beteiligung von Ku70.

5.3.7 Calpain-6
Calpaine sind eine Gruppe intrazellularer nichtosmmaler, hoch Kalzium-abhéngiger

Cystein-Proteasen, die eine groRe Anzahl an Substraus verschiedensten zellularen
Prozessen haben [Demarchi et al.,, 2007]. In S&rgetiwurden bislang 14 Mitglieder
entdeckt, wobei Calpain 1 und 2 am besten untetssiod [Goll et al., 2003]. Calpain-6
nimmt innerhalb dieser Gruppe eine Sonderstelluimy @a es die Calmodulin-&hnliche
Doméane nicht mehr besitzt, die bei den anderendiap fir die proteolytische Aktivitat
verantwortlich ist [Berti et al., 1995; Dear et, d997]. Auch das Expressionsmuster ist stark
eingeschréankt. Wird das Protein wahrend der Emlayege noch in vielen fétalen Geweben
wie Skelettmuskeln, Herz, Lunge und Niere hoch iexiert, so ist es nach der Geburt von 50
untersuchten Geweben nur noch in der Plazenta naetizen [Dear et al., 1997; Dear et al.,
1999]. Man vermutet daher, dass es in die Zelldifigierung involviert ist. Funktionelle
Aufgaben wurden bisher wenige identifiziert, ab@reeRolle bei der Stabilisierung von
Mikrotubuli und der Organisation des Zytoskeletisrde beschrieben [Tonami et al., 2007].
Da es auch eine Kalziumbindestelle besitzt, konm® vermuten, dass bei einer Interaktion
mit TRPV5 das aufgenommene Kalzium von Calpain-®ugden und dieses dadurch
aktiviert wird, um andere regulatorische Aufgabem Bereich des Zytoskeletts nahe der
Zellmembran auszuliben, mdglicherweise eine Verkmigion TRPV5 mit dem Zytoskelett
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herstellt. Dass TRP Kanéle an der Regulation vdpa@en beteiligt sind, wurde fir TRPM7
gezeigt, welches durch lokale Erh6hung der Kalzionzientration die Proteaseaktivitat von
Calpain-2 aktiviert, was die Zelladhasion beeirdtugSu et al., 2006]. Ein gleicher
Mechanismus ware fur TRPV5 und Calpain-6 auch zeguRation der Zytoskelett-
Organisation denkbar. Andere Calpaine sind an desldSung eines Apoptose-&hnlichen
Zelltods in Brustkrebszellen nach Behandlung miivaekn Vitamin D beteiligt [Mathiasen et
al., 2002]. Die Auslosung der Apoptose ist in ddazBnta ein Prozess, der eher
kontraproduktiv ware, da ein schnelles, invasiveackg¢tum dieses Gewebes von grof3er
Bedeutung fur den Entwicklungsprozess ist. In diddasicht weist die Plazenta viele
Parallelen zum tumorartigen Wachstum auf. Da Calpai abgesehen von der
Embryonalphase, nur in der Plazenta exprimiert viiohnte seine regulatorische Funktion in
der Plazenta die Inhibierung der Apoptose sein. Rtio und Mitarbeitern konnte gezeigt
werden, dass Calpain-6 sowohl die Apoptose inhildkr auch die Angiogenese erleichtert
[Rho et al., 2008]. Beides sind wichtige Eigenstdrafvon Tumoren aber auch fur die
Plazenta, um diese ausreichend mit Nahrstoffen ewsovgen. Da Calpain-6 keine
Proteaseaktivitdit mehr besitzt, die bei andererp@aén wichtig ist zur Auslésung der
Apoptose, kdnnte man spekulieren, dass dies deschatdenden Unterschied ausmacht.
AulBer der nicht vorhandenen katalytischen Domase die Homologie zu den anderen
Calpainen noch vorhanden, auch die definierteniBleeezur Bindung von Kalzium [Croall et
al., 2007; Khorchid et al., 2002], so dass es rait dnderen Calpainen um die Cofaktoren
oder Substrate konkurriert, deren Aktivitat vernartdund so méglicherweise das Wachstum
der Plazenta begunstigt. Weitere Untersuchungergsoziation und Funktion von Calpain-
6 mit dem TRPV5 Protein miussten aber zunachst nsi&itzlichen unabhangigen Methoden

erfolgen.

Jedes dieser drei beschriebenen Proteing;HEID2, Ku70 und Calpain-6 ist in zellulare
Differenzierungsprozesse verwickelt und eine Ikeoa mit TRPV5 wurde in Pulldown-
Experimenten mit dem N- und C-terminalen Fusionginoliber Massenspektrometrie und in
Western Blots nachgewiesen. Neben einer reinenilgatransportfunktion konnte TRPV5
also in der Plazenta noch weitere Aufgaben erfiilgie mit der Zelldifferenzierung in
Zusammenhang stehen. Zudem konnte dies die Lokahsaon TRPV5 im Zytoplasma und
der Basolateralmembran des STB oder auch den dkisan Trophoblasten in der Plazenta

erklaren. Die drei diskutierten Proteine sind aliel versprechend in Bezug auf eine
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Interaktion mit TRPV5, nicht nur in der Plazentadusollten in weiteren Versuchen wie

Coimmunprézipitation  und  Immunhistochemie  naher rakigrisiert  werden.
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6  Zusammenfassung

Der TRPVS5 lonenkanal ist ein hoch selektiver Kaizikanal, der in der Niere exprimiert wird
und dort fur den transzellularen Kalziumtranspaont distalen Konvolut verantwortlich ist.
TRPV5 Transkripte sind auch in anderen Geweben, M8 der Plazenta, identifiziert
worden. In dieser Arbeit wurde versucht, das TRMRfBtein in verschiedenen Geweben
nachzuweisen und den Kanal sowie eventuell daraozasrte Proteine aus der Plazenta zu
isolieren. Hierzu wurden verschiedene Strategiemfolgg. Zum einen wurden vier
polyklonale Peptidantikdrper generiert, einer gegémen N- und drei gegen C-terminale
Bereiche des humanen TRPV5 Proteins. Diese wurithgelgend mittels ELISA, Peptidblot-
Analysen, Western Blot Analysen und immunhistoclseimen Farbungen bezuglich ihrer
Spezifitat und Affinitdt charakterisiert. Alle gamaten Antikdrper erkennen spezifisch nur
die antigenen Bindungsregionen in Glutathion-S-$farase (GST)-TRPV5-Fusionsproteinen
und detektieren das endogen in humaner Plazentameggde Protein. Der Antikorper, der
gegen den absoluten C-Terminus des TRPV5 loner&kayslchtet ist (982/3), erwies sich
zum Nachweis des TRPV5 Proteins im distalen Kortvatu Mausnieren als geeignet,
allerdings zum Nachweis des TRPV5 Proteins im Sgotrgphoblasten der humanen
Plazenta, ist einer der anderen C-terminalen TRFAMBkOrper besser geeignet. Der
Antikorper 982/3 wurde auch in Immunprazipitationesnd Antikoérper-Affinitats-
chromatographien eingesetzt. Mit diesen beiden dtlth konnte das TRPV5 zwar in kleinen
Mengen aus humanem Plazentagewebe bzw. Mausniegbgewangereichert und im
anschlieBenden Western Blot detekiert werden, dallgs war die Menge des isolierten
Proteins so gering, dass eine massenspektrometritdmtifikation nicht mdoglich war.
Parallel wurden GST-Pulldown Versuche mit Fusioasgnen, die den N- und C-Terminus
des TRPV5 Proteins enthalten, mit Proteinextralden humanen Plazenta durchgefuhrt.
Hierbei wurden insgesamt 38 Proteine als putatiméerdktionspartner von TRPV5
identifiziert. Darunter befinden sich bereits irr déteratur beschriebene Interaktionspartner,
wie NHERF2 und Galectin-1, und zahlreiche potel&idRPV5 bindende Proteine. Zu den
haufigsten identifizierten Proteinen zahlen diet@ire 11R3-HSD2, Ku70 und Calpain-6. lhre
Bindung an N- und C-terminale Bereiche des lonealsamicht aber an GST konnte in
weiteren GST-Pulldown-Experimenten und anschlieBerdentifikation im Western Blot
bestétigt werden. Zusammenfassend zeigen diesdéitisge, dass das TRPV5 Protein in der
humanen Plazenta an der Blut-Plazenta Schrankenggpr wird. Aller Wahrscheinlichkeit
nach ist dort das Protein mit anderen Proteineenalskert. Inwiefern diese Interaktionen die
Kanalaktivitat beeinflussen misste in  weiteren Expenten untersucht werden.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungsverzeichnis

Tabelle 25: Liste der in dieser Arbeit verwendetem\bkiirzungen

Hg Mikrogramm IP
°C Grad Celsius IPTG
pl Mikroliter kDa
A Absorption KLH
Abb. Abbildung c
AK Antikérper L
APS Ammoniumpersulfat LB
AS Aminosaure M
ATP Adenosin-trisphosphat mA
BCA 2,2'-Bichinolin-4,4'-Dicarbonsaure MCS
bp Basenpaare mg
BSA Rinderserumalbumin MgCl,
bzw. beziehungsweise Min
ca. circa ml
CaCb Kalziumchlorid mM
cAMP zyklisches Adenosin-monophosphat MRNA
CaT2 Kalziumtransportprotein 2 MW
-[(3-Cholamidopropy! N
CnliPS gir[r(litﬁylggon?(;)]?l?gz))pansuIfonat NaCl
CMC kritisch mizellare Konzentration NaOH
Da Dalton
ddest doppelt destilliert .
DDM Dodecyl$-D-maltosid NCX1
deion deionisiert NHS
DMSO Dimethylsulfoxid nm
DNA Desoxyribonukleinsaure oD
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat p.a.
DSS Disuccinimidyl-Suberat PAGE
DTT Dithiothreitol PCR
E.coli Escherichia coli PDZ
ECaC2 Epithelialer Kalziumkanal 2
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure PIP,
ELISA "enzyme linked immunosorbent assay" PKA
ESI Elektonenspray-lonisation PKC
et al. und andere pl
g Gramm PLC
G Gauche (Kaniilendurchmesser) PMCA1b
GST Glutathion-S-Transferase PMSF
h Stunde PNGase F
H,O Wasser ppm
HCI Salzsaure PTH
-(2- i ine-1- rpm
weEs  GHoyemIpperznet:
Hochleistungsflissigkeits- S
i chromatogragphie ° SDS
HRP Horseradish Peroxidase (Meerrettich SNP

Peroxidase) SPV

Immunprazipitation
Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid
Kilodalton

Keyhole limpet cyanin
Konzentration

Liter

Luria Broth (Medium)

Molar

Milliampére

multiple Klonierungsstelle
Milligramm
Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

millimolar

messenger Ribonukleinséaure
Molekulargewicht

Normalitat einer Saure
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

National Centre for Biotechnology
Information

Natrium-Kalzium-Austauscher
N-Hydroxy-Succinimid
Nanometer

optische Dichte

per analysis
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion

Post synaptix density Discs, Zonula
occludentes-1

Phosphatidylinositol-(4,5).-bisphosphat

Proteinkinase A
Proteinkinase C
isoelektrischer Punkt
Phospholipase C

Plasmamembranare Kalzium-ATPase 1b

Phenylmethylsulfonylfluorid
Peptde:N —Glycosidase F

parts per million

Parathormon

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Einzelnukleotidpolymorphismus
Seifen-Protein-Verhaltnis
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STB Synzytiotrophoblast u Units

Taq Thermus aquaticus u.a unter anderem

TBS Tris-gepufferte Salzlésung V Volt

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin viv volume per volume

TFA Trifluoressigsaure VDRE Vitamin D-Antwortelement

™ Transmembrandoméane vgl. vergleiche

TMB Tetramethylbenzidin W Watt

ToF Time of Flight, Flugzeit wiv weight per volume

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Xg x-fache der Erdbeschleunigung
TRP transient receptor potential z.B. zum Beispiel

TRPV5 z.T. zum Teil
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8.2 Ergebnislisten und Abbildungen zur ESI-massenspektrmetrischen Analyse

Tabelle 26Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kiembinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experimemteét
dem Protein GST aus Ansatzen mit Plazentahomogemafnzahl der signifikanten Peptide wurde nuregeben, wenn weniger als 3 Peptide signifikant waber Score ist
ab einem Wer t von 36 (bzw. Gel 6 35) signifikant.

Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
GST Gel2 | IP100455315 38580 927 18| ANXA2 Annexin A2
GST Gel2 | 1P100021439 41710 496 17| ACTB Actin, cytoplasmic 1
GST Gel2 | IPI00940084 36496 427 17| TPM1 37 kDa protein
GST Gel2 | IP100216134 28730 417 16 (1)| TPM1 tropomyosin 1 alpha chain isoform 7 (oder dswf 3)
GST Gel2 | IPI00848226 35055 316 8| GNB2L1 Guanine nucleotide-binding protein subumeitah2-like 1
GST Gel2 | IP100910322 17624 277 7 (2)| TPM4 cDNA FLJ52936, weakly similar to Tropomyosiptaa-4 chain
GST Gel2 | IP100010779 17624 277 7 (2)| TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain
GST Gel2 | IPI00183968 32930 250 8 (0)| TPM3 tropomyosin 3 isoform 1
GST Gel2 | IP100329389 32708 249 7| RPL6 60S ribosomal protein L6
GST Gel2 | IPI00003362 72377 241 13| HSPA5 HSPAS protein
GST Gel2 | IPI00005087 39570 232 3| TMOD3 Tropomodulin-3
GST Gel2 | IPI00000494 34341 193 6 | RPL5 60S ribosomal protein L5
GST Gel2 | IP100477090 51805 186 3| - Protein
GST Gel2 | IP100013296 17708 180 6 | RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
GST Gel2 | IP100021428 42024 178 9 (0)| ACTA1 Actin, alpha skeletal muscle
GST Gel2 | IPI00005724 45254 173 7 | LANCL1 LanC-like protein 1
GST Gel2 | IP100299573 29977 165 9| RPL7A 60S ribosomal protein L7a
GST Gel2 | IPI00456758 16551 142 4| RPL27A 60S ribosomal protein L27a
GST Gel2 | IP100218918 38690 142 2 (2)]| ANXAL Annexin Al
GST Gel2 | IP100075248 16827 135 2 (2)| CALM2;CALM1;CALM3;C2o0rf61 Calmodulin
GST Gel2 | 1PI00012772 28007 117 4| RPL8 60S ribosomal protein L8
GST Gel2 | IPI00005159 44732 110 2 (1)| ACTR2 Actin-related protein 2
GST Gel2 | IPI00221089 17212 104 4 (2)| RPS13 40S ribosomal protein S13
GST Gel2 | IPI0O0000891 25004 100 6 (2 )| CSH1;CSH2;L0C100293689;GH1 Chorionic somatomammatrhormone
GST Gel2 | IPI00003918 47667 100 1 (1)| RPL4 60S ribosomal protein L4
GST Gel2 | IP100023591 34889 98 2 (2)| PURA Transcriptional activator protein Pur-alpha
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
GST Gel2 | IP100029750 15413 84 2 (2)| RPS24 Isoform 1 of 40S ribosomal protein S24
GST Gel2 | IPI00221093 15540 79 1 (1)| RPS17 40S ribosomal protein S17
GST Gel2 | IP100012119 39722 68 2 (1)| DCN Isoform A of Decorin
GST Gel2 | IP100011253 26671 63 1 (1)| RPS3 40S ribosomal protein S3
GST Gel2 | IPI00009342 189134 63 1 (1)| IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
GST Gel2 | IP100412607 14543 63 1 (1)| RPL35 60S ribosomal protein L35
GST Gel2 | IPI00395998 15850 62 3 (1)| RPL32;SNORATYA 60S ribosomal protein L32
GST Gel2 | IP100012750 13734 61 2 (2)| RPS25 40S ribosomal protein S25
GST Gel2 | IPI00005613 27854 61 2 (1)| U2AF1 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit
GST Gel2 | IP100219155 15788 61 3 (2)| RPL27 60S ribosomal protein L27
GST Gel2 | IP100027547 11277 61 2 (1)| DCD Dermcidin

CSNK2A1;CSNK2A1P HCG21984 (+ IP100016613,gleichestéin) Casein kinase Il

GST Gel2 | IP100784195 45147 56 2 (1)| subunit alpha
GST Gel2 | IP100220327 65999 54 3 (1)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
GST Gel2 | IP100215888 74560 51 2 (1)| SRP72 Signal recognition particle 72 kDa protein
GST Gel2 | 1IP100219483 50587 49 2 (1)| SNRNP70 Isoform 2 of U1 small nuclear ribonucledgiro 70 kDa
GST Gel2 | IP100032258 192650 45 1 (1)| C4A Complement C4-A
GST Gel2 | IPIO0031556 53467 44 1 (1)| U2AF2 Isoform 1 of Splicing factor U2AF 65 kDa suttiu
GST Gel2 | IP100019359 62027 43 4 (1)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
GST Gel2 | IP100793917 26765 42 2 (1)| KRT8 27 kDa protein
GST Gel2 | IPI00018274 134190 40 1 (1)| EGFR Isoform 1 of Epidermal growth factor receptor
GST Gel2 | IP100867509 58910 40 1 (1)| CORO1C Coronin-1C i3 protein
GST Gel2 | IP100910357 39 1 (1) - cDNA FLJ57296
GST Gel2 | IPI0O0006034 22478 39 1 (1)| CRIP2 Cysteine-rich protein 2
GST Gel4 | IP100745872 69321 2257 90| ALB Isoform 1 of Serum albumin
GST Gel4 | IPI00219757 23341 1747 47| GSTP1 Glutathione S-transferase P
GST Gel4 | IP100455315 38580 148 18| ANXA2 Annexin A2
GST Gel4 | 1P100218918 38690 144 10| ANXA1 Annexin Al
GST Gel4 | IPI00554498 36288 139 8 (1)| LDHC L-lactate dehydrogenase C chain
GST Gel4 | IP100220327 65999 124 21| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
GST Gel4 | IPI00000874 22096 95 6 (2)| PRDX1 Peroxiredoxin-1
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
GST Gel4 | IP100022462 84818 82 4 (1)| TERC Transferrin receptor protein 1
GST Gel4 | IPIO0005613 27854 66 4 (1)| U2AF1 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit
GST Gel4 | IP100021439 41710 62 9 (2)| ACTB Actin, cytoplasmic 1
GST Gel4 | IP100220834 82652 58 10 (2)| XRCC5 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2
GST Gel4 | IP100910275 46 3 (1)| LAD1 Putative uncharacterized protein DKFZp686M28.19
GST Gel4 | IPI00419585 18001 46 8 (1)| PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
GST Gel4 | IPI00026958 44 3 (1)| FDXR Isoform Short of NADPH:adrenodoxin oxidoredass, mitochondrial
GST Gel4 | IP100215914 20684 41 1 (1)| ARF1 ADP-ribosylation factor 1
GST Gel4 | IPI00646226 155981 40 3 (1)| MED23 Isoform 5 of Mediator of RNA polymerase latiscription subunit 23
GST Gel4 | IPI00647563 22664 38 1 (1)| IRAK1 Protein
GST Gel6 | IP100418169 40386 162 9| ANXA2 annexin A2 isoform 1
GST Gel6 | IPI00005724 45254 149 18| LANCL1 LanC-like protein 1
GST Gel6 | IPI00246994 42427 78 7 (1)| HSD3B1 Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, adaed steroid delta-isom
GST Gel6 | IPI00003865 70854 56 9 (2)| HSPAS Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
GST Gel6 | IPI00167879 54 1(1)| FLJ36000 Conserved hypothetical protein
GST Gel6 | IP100012011 18491 53 2 (1)| CFL1 Cofilin-1
GST Gel6 | IP100218918 38690 47 6 (0| ANXAL Annexin Al
GST Gel6 | IP100910360 18541 45 3 (1)| - cDNA FLJ58927, highly similar to Endoplasmin
GST Gel6 | IP100022463 77000 44 11 (O] TF Serotransferrin
GST Gel6 | IPI00003362 72377 44 8 (1)| HSPA5 HSPAS protein
GST Gel6 | IPI00019359 62027 42 1| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
GST Gel6 | IP100027230 92411 42 11 (0)| HSP90B1 Endoplasmin
GST Gel6 | IP100032139 42376 42 8 (1)| SERPINB9 Serpin B9
GST Gel6 | IP100217963 51236 39 4 (1)| =KRT16 Keratin, type | cytoskeletal 16
GST Gel6 | IPI0O0009865 58818 37 4 (1)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
GST Gel7 | IP100218918 38690 1014 32| ANXA1 Annexin Al
GST Gel7 | IPI00418169 40386 482 27| ANXA2 annexin A2 isoform 1
GST Gel7 | 1P100021439 41710 138 12| ACTB Actin, cytoplasmic 1
GST Gel7 | IPIO0000875 56114 123 11| TUT1,EEF1G cDNA FLJ56389, highly similar to Elonmget factor 1-gamma
GST Gel7 | IPI00008483 59644 97 12 (1)| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
GST Gel7 | IP100909534 24089 91 5 (2)| -cDNA FLJ59433, highly similar to Elongation factbigamma
GST Gel7 | IPIO0005724 45254 78 7 (2)| LANCL1 LanC-like protein 1
GST Gel7 | IPI00019359 62027 56 2 (1)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
GST Gel7 | IPI00646304 23728 48 11 (1)| PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
GST Gel7 | IP100167879 37 9 (1)| FLJ36000 Conserved hypothetical protein

Tabelle 27:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kimmbinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experimemteét
dem Fusionsprotein GST-TRPV5-N7 aus Ansétzen radtitahomogenat. Die Anzahl der signifikanten Eeptiurde nur angegeben, wenn weniger als 3 Pegiddikant
waren. Der Score ist ab einem Wer t von 36 (bzw.6G5) signifikant.

Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
N7 Gel2 |IPI00005724 45254 969 56| LANCL1 LanC-like protein 1
N7 Gel2 |IPI00644712 69799 582 45| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
N7 Gel2 |1P100024915 22012 365 13| PRDXS5 Isoform Mitochondrial of Peroxiredoxin-5, mihondrial
N7 Gel2 |IP100003865 70854 346 19| HSPAS8 Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
N7 Gel2 |IP100007702 69978 321 11 (0)| HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2
N7 Gel2 |1P100007289 59482 296 7 | ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
N7 Gel2 |1PI00021439 41710 248 12| ACTB Actin, cytoplasmic 1
N7 Gel2 |IPI00013296 17708 228 17| RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
N7 Gel2 |1PI00012119 39722 226 8 | DCN Isoform A of Decorin
N7 Gel2 |1PI100221226 75826 209 31| ANXA6 Annexin A6
N7 Gel2 |1PI00418169 40386 179 10| ANXA2 annexin A2 isoform 1
N7 Gel2 |IP100410714 15248 178 12| HBA1;HBA2 Hemoglobin subunit alpha
N7 Gel2 |IP100554676 16116 160 8| HBG2 Hemoglobin subunit gamma-2
N7 Gel2 |1P100941328 25213 155 5 (1))| HSPA1B;HSPA1A 25 kDa protein
N7 Gel2 |1PI00219155 15788 131 11| RPL27 60S ribosomal protein L27
N7 Gel2 |IPI00456758 16551 111 6 | RPL27A 60S ribosomal protein L27a
N7 Gel2 |IPI00012750 13734 111 7 | RPS25 40S ribosomal protein S25
N7 Gel2 |1P100218918 38690 106 14 (2)| ANXAL Annexin Al
N7 Gel2 |1P100908582 135060 98 8 (2)| FLII cDNA FLJ50164, highly similar to Protein fligless-1 homolog
N7 Gel2 |1P100220706 16130 93 7 (0)| HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
N7 Gel2 |I1P100302133 82497 85 11 (2)| TRPV5S Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
N7 Gel2 |IP100335168 16919 81 6 (1)| MYL6;MYL6B Isoform Non-muscle of Myosin light polygptide 6
N7 Gel2 |1PI00395998 15850 80 5 (2)| RPL32;SNORA7A 60S ribosomal protein L32
N7 Gel2 |IPI00654755 15988 77 5 (1) | HBB Hemoglobin subunit beta
N7 Gel2 |IP100473014 18493 76 4 (1)| DSTN Destrin
N7 Gel2 |IP100072377 33469 69 3 (1)| SET Isoform 1 of Protein SET
N7 Gel2 |1P100221089 17212 62 10 (2)| RPS13 40S ribosomal protein S13
N7 Gel2 |1P100419585 18001 61 7 (1)| PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
N7 Gel2 |1PI00412607 14543 60 4 (1)| RPL35 60S ribosomal protein L35
N7 Gel2 |IP100554648 53671 56 3 (1)| KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8
N7 Gel2 |I1P100216298 11730 51 3 (1)| TXN Thioredoxin
N7 Gel2 |I1P100328309 67809 47 1| DCP1B mRNA-decapping enzyme 1B
N7 Gel2 |1PI00218606 15798 43 1| RPS23 40S ribosomal protein S23
N7 Gel2 |1PI00939498 41 8 (1)| - 29 kDa protein
N7 Gel2 |1P100215888 74560 40 5 (1)| SRP72 Signal recognition particle 72 kDa protein
N7 Gel2 |1P100921878 39 5 (1)| ABO ABO glycosyltransferase (Fragment)
N7 Gel2 |1P100413272 156092 39 2 (1)| MED23 Isoform 3 of Mediator of RNA polymerase latiscription subunit 23
N7 Gel2 |IPI00647563 22664 39 2 ()| IRAK1 Protein
N7 Gel2 |IPI00029750 15413 39 5 (1)| RPS24 Isoform 1 of 40S ribosomal protein S24
N7 Gel2 |IP100002547 74529 38 25 (0)| CAPNG6 Calpain-6
N7 Gel4 |1PI00455315 38580 735 37| ANXA2 Annexin A2
N7 Gel4 |IPI00005724 45254 637 32| LANCL1 LanC-like protein 1
N7 Gel4 |1P100843838 42225 457 17| HSD3B1 3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase/DeltadSisomerase type 1
N7 Gel4 |IP100032139 42376 405 27| SERPINB9 Serpin B9
N7 Gel4 |1P100644712 69799 245 23| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
N7 Gel4 |I1P100300050 44098 236 18| HSD11B2 Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isezZZm
N7 Gel4 |1P100302133 82497 140 25| TRPV5 Transient receptor potential cation chanaobfamily V. member 5
N7 Gel4 |1P100030363 45171 105 12| ACAT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial
N7 Gel4 |1PI00007702 69978 67 7 (1)| HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2
N7 Gel4 |1P100339269 70984 66 5 (0)| HSPAG6 Heat shock 70 kDa protein 6
N7 Gel4 |1PI00006995 42094 65 6 (1)| P11 Placental protein 11




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
N7 Gel4 |IP100000874 22096 64 7 (1)| PRDX1 Peroxiredoxin-1
N7 Gel4 |1P100019359 62027 53 6 (1)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
N7 Gel4 |1PI00002547 74529 44 14 (1)| CAPNG6 Calpain-6
N7 Gel4 |1P100167879 38 5 (1)| FLJ36000 Conserved hypothetical protein
N7 Gel4 |1P100164352 37 3 (1)| ZNF292 zinc finger protein 292
N7 Gel4 |IP100939498 36 6 (1)| -29 kDa protein
N7 Gel6 |1PI100021439 41710 1799 83| ACTB Actin, cytoplasmic 1
N7 Gel6 |1P100021428 42024 939 58 (1)| ACTAL Actin, alpha skeletal muscle
N7 Gel6 | 1PI00479743 121286 887 37 (1)| POTEE Isoform 1 of POTE ankyrin domain family membe
N7 Gel6 |IP100005724 45254 692 46| LANCL1 LanC-like protein 1
N7 Gel6 |1P100022434 71658 546 48| ALB Putative uncharacterized protein ALB
N7 Gel6 |IPI00745872 69321 456 47| ALB Isoform 1 of Serum albumin
N7 Gel6 |IPI00644712 69799 530 35| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
N7 Gel6 |1PI00008483 59644 476 39| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
N7 Gel6 |IP100027230 92411 335 28| HSP90B1 Endoplasmin
N7 Gel6 |1P100246994 42427 238 12| HSD3B1 Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, a4aeid steroid delta-isom
N7 Gel6 |1P100302133 82497 222 28| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V. member 5
N7 Gel6 |IP100220327 65999 182 17| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
N7 Gel6 |1PI00021304 65825 110 12 (0)| KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
N7 Gel6 |1P100549413 22741 107 3 (1) ANXAL Annexin Al
N7 Gel6 |IP100007702 69978 84 7 (1)| HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2
N7 Gel6 |1P100748145 40425 76 4 (1)| GNAI2 Isoform 1 of Guanine nucleotide-binding piiat&(i), alpha-2 subunit
N7 Gel6 |IPI00293665 60030 73 7 (0)| KRT6B Keratin, type Il cytoskeletal 6B
N7 Gel6 | IP100009865 58818 72 10 (2)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
N7 Gel6 | IP100300050 44098 71 5 (1)| HSD11B2 Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isezZm
N7 Gel6 |IPI00414676 83212 70 4 (0)| HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta
N7 Gel6 |IPI00013808 104788 61 15 (1)| ACTN4 Alpha-actinin-4
N7 Gel6 |IP100384938 52819 58 2 (2)| IGHV4-31;L0C100294459;L0C100290320;IGHG1 Putatimeharacterized protein D
N7 Gel6 |IP100013508 108993 58 8 (0)| ACTN1 Alpha-actinin-1
N7 Gel6 |1P100423462 56388 52 5 (1)| IGHA1 Putative uncharacterized protein DKFZp686KA8{Fragment)
N7 Gel6 |IPI00909570 62810 51 10 (1)| EEF2 cDNA FLJ56548, highly similar to Elongatiortfar 2




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
N7 Gel6 |IP100186290 95277 50 14 (0)| EEF2 Elongation factor 2
N7 Gel6 |IP100411639 32975 49 1 (1)| RPSA;RPSAP15 Laminin receptor-like protein LAMRL5
N7 Gel6 |IPI00297550 83215 47 11(1)| F13A1 Coagulation factor XIII A chain
N7 Gel6 |1P100220834 82652 46 3 (1)| XRCC5 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2
N7 Gel6 |IPI00738914 45 1 (0)| MTL5 Isoform 2 of Tesmin
N7 Gel6 |IP100064158 142650 43 11 (1)| TTBK1 Isoform 1 of Tau-tubulin kinase 1
N7 Gel6 |1PI00647428 13865 42 1 (1)| E2F3 E2F3 protein
N7 Gel6 |1P100939826 59118 42 4 (0)| IGHM 57 kDa protein
N7 Gel6 |1P100026958 42 1 (2)| FDXR Isoform Short of NADPH:adrenodoxin oxidoredas®, mitochondrial
N7 Gel6 |1P100241841 57774 42 6 (0)| KRT79 Keratin, type Il cytoskeletal 79
N7 Gel6 |IP100413272 156092 40 10 (1)| MED23 Isoform 3 of Mediator of RNA polymerase laiiscription subunit 23
N7 Gel6 |1P100943960 35327 40 1 (1)| RCE1 RCEL1 protein (Fragment)
N7 Gel6 |1P100019359 62027 39 5 (1)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
N7 Gel6 |I1P100020984 71458 38 4 (1)| CANX cDNA FLJ55574, highly similar to Calnexin
N7 Gel6 |1PI00418169 40386 38 3 (1)| ANXA2 annexin A2 isoform 1
N7 Gel6 |IP100783987 187030 36 8 (0)| C3 Complement C3 (Fragment)
N7 Gel6 |IP100016095 45749 36 1 (1)| MTERF Transcription termination factor, mitochoradri
N7 Gel6 |IP100010779 28504 35 2 (0)| TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain
N7 Gel7 |1P100021439 41710 901 39| ACTB Actin, cytoplasmic 1
N7 Gel7 |1P100008483 59644 692 37| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
N7 Gel7 |1P100007289 59482 537 8| ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
N7 Gel7 |IP100479743 121286 490 20 (1)| POTEE Isoform 1 of POTE ankyrin domain family membe
N7 Gel7 |1P100021428 42024 445 28 (1)| ACTAL Actin, alpha skeletal muscle
N7 Gel7 |IP100887316 103670 402 21 (0)| LOC727848;L0OC653269;POTEK actin, beta-like 3
N7 Gel7 |1P100644712 69799 288 20| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
N7 Gel7 |IPI00005724 45254 271 15| LANCL1 LanC-like protein 1
N7 Gel7 |IP100221226 75826 261 10| ANXA6 Annexin A6
N7 Gel7 |1PI00002547 74529 214 24| CAPNG6 Calpain-6
N7 Gel7 |IP100002459 75229 203 10 (1)| ANXA6 annexin VI isoform 2
N7 Gel7 |1P100022463 77000 182 16| TF Serotransferrin
N7 Gel7 |IP100376798 20240 101 3 (2)| RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
N7 Gel7 |IP100247583 18553 87 5 (1)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
N7 Gel7 |1P100026202 20749 71 6 (1)| RPL18A 60S ribosomal protein L18a
N7 Gel7 |1P100218918 38690 65 1 (1)] ANXAL Annexin Al
N7 Gel7 |1P100221088 22578 62 12 (1)| RPS9 40S ribosomal protein S9
N7 Gel7 |I1P100003865 70854 62 7 (1)| HSPAS8 Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
N7 Gel7 |1P100022434 71658 61 12 (1)| ALB Putative uncharacterized protein ALB
N7 Gel7 |1P100021266 17684 58 4 (1)| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
N7 Gel7 |1PI00009865 58818 58 7 (1)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
N7 Gel7 |IPI00010204 19318 49 5 (1) | SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
N7 Gel7 |IP100293665 60030 46 5 (1)| KRT6B Keratin, type Il cytoskeletal 6B
N7 Gel7 |1P100413324 21383 45 7 (1)| RPL17 60S ribosomal protein L17
N7 Gel7 |I1P100300371 135492 44 3 (1)| SF3B3 Isoform 1 of Splicing factor 3B subunit 3
N7 Gel7 |1P100220706 16130 44 3 (1)| HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1
N7 Gel7 |IPI00410714 15248 41 2 (1)| HBA1;HBA2 Hemoglobin subunit alpha
N7 Gel7 |1P100020416 138263 41 8 (1)| TPP2 Tripeptidyl-peptidase 2
N7 Gel7 |1P100186290 95277 39 5 (1)| EEF2 Elongation factor 2
N7 Gel7 |1P100291510 55770 39 1 (1)| IMPDH2 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2
N7 Gel7 |1PI00943960 35327 39 3 (3)| RCE1 RCE1 protein (Fragment)
N7 Gel7 |IPI00646304 23728 38 12 (1)| PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
N7 Gel7 |IP100339269 70984 38 5| HSPAG6 Heat shock 70 kDa protein 6
N7 Gel7 |1PI00003362 72377 38 4 (0)| HSPA5 HSPAS protein
N7 Gel7 |I1P100069693 23386 37 2 (1)| - Putative uncharacterized protein RPL14P1

Tabelle 28:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kimmbinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experimemteét
dem Fusionsprotein GST-TRPV5-C4 aus Ansatzen razdPitahomogenat. Die Anzahl der signifikanten Eleptiurde nur angegeben, wenn weniger als 3 Pegitiddikant

waren. Der Score ist ab einem Wer t von 36 (bzw.6Gb) signifikant.

Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score: (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel2 |1P100644712 69799 2477 112| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gel2 |1P100418169 40386 1395 46| ANXA2 annexin A2 isoform 1




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score: (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel2 |1PI00003362 72377 533 30| HSPAS5 HSPAS protein
C4 Gel2 | 1PI00000494 34341 319 22| RPL5 60S ribosomal protein L5
C4 Gel2 |1P100218918 38690 290 9| ANXAL Annexin Al
C4 Gel2 |1P100008483 59644 221 11| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gel2 |1P100216135 32856 192 24| TPM1 Isoform 3 of Tropomyosin alpha-1 chain
C4 Gel2 |1PI00418471 53619 191 19| VIM Vimentin
C4 Gel2 |1P100604537 32717 189 26 (0)| TPM1 tropomyosin 1 alpha chain isoform 3
C4 Gel2 | IPI00003865 70854 176 16 (1)| HSPAS8 Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
C4 Gel2 |IP100002547 74529 168 20| CAPNG6 Calpain-6
C4 Gel2 |1PI00329389 32708 128 10| RPL6 60S ribosomal protein L6
C4 Gel2 |1P100220327 65999 122 18| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
C4 Gel2 |1P100302133 82497 119 11 (1)| TRPVS Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
C4 Gel2 |1P100298971 54271 104 8 (1)| VTN Vitronectin
C4 Gel2 |1P100339269 70984 86 11 (0)| HSPA6 Heat shock 70 kDa protein 6
C4 Gel2 |1P100002459 75229 83 8 (1)| ANXA6 annexin VI isoform 2
C4 Gel2 |1P100021304 65825 81 11 (1)| KRT2 Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal
C4 Gel2 |1P100414008 70310 77 4 (1)| LMOD1 Putative uncharacterized protein LMOD1
C4 Gel2 |1P100220834 82652 75 3 (1)| XRCC5 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2
C4 Gel2 |1P100465084 53503 63 4 (0)| DES Desmin
C4 Gel2 |1P100100980 61123 53 5 (1)| EHD2 EH domain-containing protein 2
C4 Gel2 |IPI00005613 27854 51 2 (1)| U2AF1 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit
C4 Gel2 |1P100411639 32975 51 1 (1)| RPSA;RPSAP15 Laminin receptor-like protein LAMRL5
C4 Gel2 |1P100007244 83815 50 3 (1)| MPO Isoform H17 of Myeloperoxidase
C4 Gel2 |1P100384697 47330 48 4 (1)| ALB Isoform 2 of Serum albumin
C4 Gel2 | 1P100009865 58818 48 7 (1)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
C4 Gel2 | 1PI00789750 26547 48 3 (0)| KRT14 27 kDa protein
C4 Gel2 |IPI00790172 50323 48 2 (0)| KRT35 Keratin, type | cuticular Ha5
C4 Gel2 |IP100069750 59838 46 4 (0)| PUF60 Isoform 1 of Poly(U)-binding-splicing factetJF60
C4 Gel2 |IPI00739770 44 3 (1) | C20rf77 hypothetical protein LOC129881
C4 Gel2 |1PI00020501 227199 38 11 (1)| MYH11 Myosin-11
C4 Gel2 |IPI00607818 228526 38 7 (0)| MYH14 myosin, heavy chain 14 isoform 1
C4 Gel2 |1P100009802 37 2 (1)| VCAN Isoform VO of Versican core protein




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score: (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel2 |1P100291939 143144 37 6 (0)| SMC1A Structural maintenance of chromosomes prdtAin
C4 Gel4d | 1P100644712 69799 1792 94| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gel4 |1P100418169 40386 1046 40| ANXA2 annexin A2 isoform 1
C4 Gel4 | 1PI00007289 59482 403 14| ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
C4 Gel4 |1P100002459 75229 305 24| ANXAG annexin VI isoform 2
C4 Gel4 |1P100550021 46080 286 14| RPL3 60S ribosomal protein L3
C4 Geld |1P100008483 59644 283 26| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gel4 |1P100218918 38690 278 17| ANXA1 Annexin A1
C4 Gel4 | 1PI00005724 45254 230 22| LANCL1 LanC-like protein 1
C4 Geld |1P100302133 82497 215 21 (1)| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V. member 5
C4 Geld |IP100654755 15988 194 10| HBB Hemoglobin subunit beta
C4 Gel4 |1P100216691 15045 191 7 | PEN1 Profilin-1
C4 Gel4 |1P100220706 16130 167 10 (1)| HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1
C4 Gel4 |1PI00215719 21621 161 5| RPL18 60S ribosomal protein L18
C4 Geld |1P100549343 11302 103 3| VAMP3 Vesicle-associated membrane protein 3
C4 Gel4 |1P100019359 62027 98 8 (1)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
C4 Geld |1P100176193 193394 86 21 (2)| COL14A1 Isoform 1 of Collagen alpha-1(XIV) chain
C4 Gel4 |1P100075248 16827 82 5 (2)| CALM2;CALM1;CALMS3;C20rf61 Calmodulin
C4 Gel4 |1P100220741 279826 78 9 (1)| SPTAL Isoform 1 of Spectrin alpha chain, erythrecyt
C4 Geld |1P100236556 87193 72 9| MPO Isoform H7 of Myeloperoxidase
C4 Geld |1P100220194 54049 72 3 (1)| SLC2A1 Solute carrier family 2, facilitated glucasansporter member 1
C4 Gel4 | 1P100456758 16551 72 2 (1)| RPL27A 60S ribosomal protein L27a
C4 Gel4 |1P100480022 15814 67 3 (1)| GOLGA7 Golgin subfamily A member 7
C4 Gel4 |1P100219852 44209 63 1 (1)| CD46 Isoform B of Membrane cofactor protein
C4 Geld |1P100385034 37391 57 3 (1)| SLC9A3R?2 Isoform 1 of Na(+)/H(+) exchange regulgtoofactor NHE-RF2
C4 Gel4 |1PI00791534 103811 57 8|-104 kDa protein
C4 Gel4 |1P100030911 11431 57 5 (2)| VAMPS8 Vesicle-associated membrane protein 8
C4 Gel4 |1P100022434 71658 56 5 (1) | ALB Putative uncharacterized protein ALB
C4 Gel4 |1P100410714 15248 55 5 (1)| HBA1;HBA2 Hemoglobin subunit alpha
C4 Geld |1P100025447 47839 54 3 (1)| EEF1A1 Elongation factor 1-alpha
C4 Gel4 |1P100007702 69978 49 5 (1)| HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score: (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel4 | 1P100903096 15744 46 2 (1)| -Putative uncharacterized protein ENSP00000385REdgment)
C4 Geld |1PI00013296 17708 45 7 (0)| RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
C4 Gel4 |1P100910357 44 1(1)| -cDNA FLJ57296
C4 Gel4 |1P100219219 14706 41 2 (1)| LGALS1 Galectin-1
C4 Gel4 | 1P100385264 43030 40 1 (1)| -lg mu heavy chain disease protein
C4 Gel4 |1PI00103980 31758 38 3 (1)| CTTNBP2NL CTTNBP2 N-terminal like
C4 Gel4d |1PI00008433 22862 38 3 (1)| RPS5 40S ribosomal protein S5
C4 Geld |1P100413272 156092 37 2 (1)| MED23 Isoform 3 of Mediator of RNA polymerase latiscription subunit 23
C4 Gel4 |1P100219155 15788 37 1 (1)| RPL27 60S ribosomal protein L27
C4 Gel4 |1PI00939498 29329 36 7 (1)|-29 kDa protein
C4 Geld |1P100178415 105315 36 3 (1)| PGAPL1 Isoform 1 of GPI inositol-deacylase
C4 Gel4d |IPI00759637 3713879 36 40 (1)| TTN Isoform 4 of Titin
C4 Gel6 |1P100302133 82497 560 3| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
C4 Gel6 | 1P100644712 69799 517 33| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gel6 | IPI00005724 45854 449 32| LANCL1 LanC-like protein 1
C4 Gel6 | 1P100418169 40386 343 20| ANXA2 annexin A2 isoform 1
C4 Gel6 |1P100022434 71658 336 42 | ALB Putative uncharacterized protein ALB
C4 Gel6 |IP100220327 65999 301 31| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
C4 Gel6 | 1P100220834 82652 227 20| XRCC5 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2
C4 Gel6 |IP100021304 65825 220 25| KRT2 Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal
C4 Gel6 |IP100008483 59644 168 20| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gel6 |IP100215719 21621 168 8| RPL18 60S ribosomal protein L18
C4 Gel6 | IPI00003865 70854 146 7 (2)| HSPAS Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
C4 Gel6 | 1PI00003362 72377 131 14 (2)| HSPAS5 HSPAS protein
C4 Gel6 |IP100217966 39812 125 2 (2)| LDHA L-lactate dehydrogenase
C4 Gel6 | IP100002547 74529 125 21| CAPNG6 Calpain-6
C4 Gel6 |1P100247583 18553 75 5 (1)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
C4 Gel6 |1PI00218918 38690 67 3 (1)| ANXAL Annexin Al
C4 Gel6 | 1P100002459 75229 61 7 (1)| ANXA6 annexin VI isoform 2
C4 Gel6 |1P100010204 19318 49 5 (1)| SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
C4 Gel6 |IP100166612 448935 45 2 (2)| CMYAS5 Cardiomyopathy-associated protein 5




8 Anhang
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score: (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel6 | 1P100019359 62027 40 6 (0)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
C4 Gel6 | IPI00000874 22096 38 1 (1)| PRDX1 Peroxiredoxin-1
C4 Gel7 |1P100008483 59644 470 36| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gel7 | 1P100290380 57341 423 6 (1)| ALPPL2 Alkaline phosphatase, placental-like
C4 Gel7 |1P100418169 40386 295 22| ANXA2 annexin A2 isoform 1
C4 Gel7 |1P100220834 82652 254 18| XRCC5 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2
C4 Gel7 |1P100002459 75229 225 4 (2)| ANXA6 annexin VI isoform 2
C4 Gel7 |1P100302133 82497 195 13 (1)| TRPVS5 Transient receptor potential cation chanabfamily V. member 5
C4 Gel7 |1PI00215719 21621 190 4| RPL18 60S ribosomal protein L18
C4 Gel7 |IP100216704 267661 163 13| SPTB Isoform 2 of Spectrin beta chain, erythrocyte
C4 Gel7 |1P100554498 36288 119 4 (2)| LDHC L-lactate dehydrogenase C chain
C4 Gel7 |1P100217966 39812 114 5 (0)| LDHA L-lactate dehydrogenase
C4 Gel7 |IP100376798 20240 110 8 (2)| RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11
C4 Gel7 |1PI00027230 92411 92 15 (1)| HSP90B1 Endoplasmin
C4 Gel7 |1P100022463 77000 86 17 (2)| TF Serotransferrin
C4 Gel7 |1P100220194 54049 82 2 (1)| SLC2A1 Solute carrier family 2, facilitated glucasansporter member 1
C4 Gel7 |1P100000494 34341 77 9 (2)| RPL5 60S ribosomal protein L5
C4 Gel7 |IP100021266 17684 77 2 (1)| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
C4 Gel7 |1PI00247583 18553 76 4 (1)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
C4 Gel7 |1P100015148 20812 70 6 (2)| RAP1B Ras-related protein Rap-1b
C4 Gel7 |1P100021304 65825 69 5 (1)| KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
C4 Gel7 |1P100008433 22862 55 2 (1)| RPS5 40S ribosomal protein S5
C4 Gel7 |IP100748330 208110 53 5 (1)| ANK1 Isoform Br21 of Ankyrin-1
C4 Gel7 |1PI00843975 69370 52 9 (1)| EZR Ezrin
C4 Gel7 |1P100646304 23728 51 4 (1)| PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
C4 Gel7 |1P100010204 19318 51 8 (1)| SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
C4 Gel7 |IP100550021 46080 50 8 | RPL3 60S ribosomal protein L3
C4 Gel7 |1P100011302 14168 48 3 (1)| CD59 CD59 glycoprotein
C4 Gel7 |1P100643152 77513 38 4 (0)| HSPA1L cDNA FLJ56386, highly similar to Heat shotfkkDa protein 1L
C4 Gel7 |1PI00003362 72377 38 6 (0)| HSPAS5 HSPAS protein
C4 Gel7 |1P100014424 50438 37 1 (1)| EEF1A2 Elongation factor 1-alpha 2
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Tabelle 29:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kimmbinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experimemteét
dem Protein GST aus Ansatzen mit PlazentamikrosoB®ienAnzahl der signifikanten Peptide wurde nugegeben, wenn weniger als 3 Peptide signifikanemaber Score ist
ab einem Wer t von 36 signifikant.

Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
GST Gel 1] IP100418169 40386 480 45| ANXA2 annexin A2 isoform 1
GST Gel 1| IPI00937735 72881 229 8| ACADVL cDNA FLJ55801, highly similar to Very-longhain specific acyl-CoAde
GST Gel 1| IPI00220194 54049 115 3 (1)| SLC2A1 Solute carrier family 2, facilitated glucasansporter member 1
GST Gel 1] IPI00302133 82497 106 28 (2)| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
GST Gel 1] IP100220327 65999 77 17 (2)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
GST Gel 1| IPI00219757 23341 71 8 (1)| GSTP1 Glutathione S-transferase P
GST Gel 1] IP100218918 38690 63 4 (1)| ANXAL Annexin A1
GST Gel 1| IPIO0007289 59482 47 2 (1)| ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
GST Gel 1] IPI00007461 77267 46 1(1)| DPY19L1 Isoform 1 of Protein dpy-19 homolog 1
GST Gel 1 IPI00410097 38633 41 4 (1)| DHDDS lIsoform 1 of Dehydrodolichyl diphosphate $ase
GST Gel 1| IPI00298828 38273 40 2 (1)| APOH Beta-2-glycoprotein 1
GST Gel 1 IPI00009865 58818 39 11 (1)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
GST Gel 1 IPI00939498 38 19 (1)| 29 kDa protein
GST Gel5 | IPI00477090 51805 411 18| Protein (IGHM Protein)
GST Gel5 | IPI00005724 45254 253 19| LANCL1 LanC-like protein 1
GST Gel5 | IPI00302133 82497 234 22 (2)| TRPV5 Transient receptor potential cation channbfamily V. member 5
GST Gel5 | IP100219757 23341 140 40 (1)| GSTP1 Glutathione S-transferase P
GST Gel5 | IP100220327 65999 132 42| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
GST Gel5 | IPI00399007 46032 115 16| IGHG?2 Putative uncharacterized protein DKFZp686BB! {Fragment)
GST Gel5 | 1P100418169 40386 93 15 (1) ANXA2 annexin A2 isoform 1
GST Gel5|IP100816314 38580 70 8 (1)| IGHV4-31;L0C100294459;L0C100290320;IGHG1 Putatineharacterized protein D
GST Gel5 | IPI00217966 39812 55 6 ( 1)| LDHA L-lactate dehydrogenase
GST Gel5 | IPI00009865 58818 51 24 (1)| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
GST Gel5 | IPI00555872 12835 50 3 (1)| IGHV3-48 Myosin-reactive immunoglobulin heavy chaariable region (Fragme
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proeteinname
GST Gel5 | IP100418931 15465 47 47 (1)| FLJ45139 cDNA FLJ45139 fis, clone BRAWH3039623
GST Gel5 | IPI00019463 62056 42 1(1) | EIF2AK2 Interferon-induced, double-stranded RNAnzated protein kinase
GST Gel5 | IP100878282 22844 38 1(1) | ALB 23 kDa protein
GST Gel5 | IPI00921878 37 11 (1)| ABO ABO glycosyltransferase (Fragment)
GST Gel5|1P100218918 38690 36 2 (1)| ANXAL Annexin Al
GST Gel8 | IP100219757 23341 520 18| GSTP1 Glutathione S-transferase P
HIST1HA4I;HIST1H4C;HIST1H4F;HIST1H4D;HIST1H4B;
GST Gel8 | IP100453473 11360 250 14| HIST1H4H;HIST2H4B;HIST1H4E;HIS
GST Gel8 | IP100298497 55892 166 19 (4)| FGB Fibrinogen beta chain
GST Gel8 | IP100021439 41710 156 10| ACTB Actin, cytoplasmic 1
GST Gel8|1PI00302133 82497 144 8 (1)| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
GST Gel8 | 1P100021891 51479 91 19 (2)| FGG Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain (aaamma-A)
GST Gel8 | IPI00554788 48029 90 22 (2)| KRT18 Keratin, type | cytoskeletal 18
GST Gel8 | IP100291136 108462 80 6 (1)| COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain
GST Gel8 | IPI00794644 20831 79 15 (2)| KRT19 21 kDa protein
GST Gel8 | IP100479145 KRT19 Keratin, type | cytoskeletal 19
GST Gel8 | IPI00003935 13912 59 3 (1)| HIST2H2BE Histone H2B type 2-E
GST Gel8|1PI00418169 40386 54 8 (1)| ANXA2 annexin A2 isoform 1
GST Gel8 | IPI00787323 49418 47 10 (1)| hCG_1988300 Similar to Keratin, type Il cytoskel&a
GST Gel8 | IPI00017870 55117 47 4 (1)| - Keratin-8-like protein 1
GST Gel8 | IP100019359 62027 46 1| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
GST Gel8 | IPI00300371 135492 43 5 (0)| SF3B3 Isoform 1 of Splicing factor 3B subunit 3
GST Gel8 | IPI00554648 53671 40 17 (1)| KRT8 Keratin, type |l cytoskeletal 8
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Tabelle 30:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kimmbinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experime mteét
dem Fusionsprotein GST-TRPV5-N7 aus Ansétzen radtitamikrosomen. Die Anzahl der signifikanten Reptvurde nur angegeben, wenn weniger als 3 Pegitidéikant

waren. Der Score ist ab einem Wer t von 36 sigaiftk

Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
N7 Gell |IPl00455315 38580 2280 117| ANXA2 Annexin A2
N7 Gell |1PI00021266 17684 214 12| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
N7 Gell |IPI00010204 19318 135 13 (1)| SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
N7 Gell |IPI00376798 20240 123 10| RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11
N7 Gell |IPI00215719 21621 110 1 (1)| RPL18 60S ribosomal protein L18
N7 Gell |I1PI00302133 82497 81 18 (3)| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
N7 Gell |1PI00247583 18553 68 3 (1)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
N7 Gell |IPI100025091 18419 59 5 (1)| RPS11 40S ribosomal protein S11
N7 Gell |IP100646304 23728 55 3 (1)| PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
N7 Gell |I1PI00064350 52 5 (3)| C120rf52 Isoform 1 of Uncharacterized protein Ci2ar
N7 Gell |I1P100008483 59644 47 2 (1)| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A (bzw. B)
N7 Gell |IPI00009797 47 2 (1)| TM7SF3 Transmembrane 7 superfamily member 3
N7 Gell |1P100218918 38690 46 6 (0)| ANXAL Annexin Al
N7 Gell |IPlI00161276 44 1| WFDC3 WAP four-disulfide core domain protein 3
N7 Gell |1P100413272 156092 42 2 (2)| MED23 Isoform 3 of Mediator of RNA polymerase latiscription subunit 23
N7 Gell |IPI00007289 59482 41 1| ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
N7 Gell |IPI00647563 22664 39 2 (2)| IRAK1 Protein
N7 Gell |IPI00003081 38 2 (1)| PTGERL1 Prostaglandin E2 receptor EP1 subtype
N7 Gell |IPI00027270 17248 38 9 (0)| RPL26 60S ribosomal protein L26
N7 Gel5 |1PI00925667 43159 1306 130| TRPV5 TRPVS5 protein
N7 Gel5 |IPI00302133 82497 1306 132| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
N7 Gel5 |IP100418169 40386 750 44| ANXA2 annexin A2 isoform 1
N7 Gel5 |IPI00005724 45224 261 12| LANCL1 LanC-like protein 1
N7 Gel5 |I1P100218918 38690 198 12| ANXAL Annexin A1
N7 Gel5 |1P100003918 47667 140 16| RPL4 60S ribosomal protein L4
N7 Gel5 |I1P100246994 42427 99 3| HSD3B1 Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, a4aeid steroid delta-isom
N7 Gel5 |IP100411639 32975 76 5 (1)| RPSA;RPSAP15 Laminin receptor-like protein LAMRL5
N7 Gel5 |IP100550021 46080 58 2 (1)| RPL3 60S ribosomal protein L3
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
N7 Gel5 |IPI00008603 41982 53 4 (1)| ACTA2 Actin, aortic smooth muscle
N7 Gel5 |IPI00010779 28504 53 3 (1)| TPM4 Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain
N7 Gel5 |IP100935718 5660 51 8 (3)| LOC100293239;L0C100290044;L.0C100289018 hypothepioatein XP_002342868
N7 Gel5 |1PI00012074 70899 50 2 (1)| HNRNPR Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
N7 Gel5 |1PI00939498 42 8 (3)| 29 kDa protein
N7 Gel5 |1P100296211 75887 37 2 (1)| DYM lIsoform 1 of Dymeclin
N7 Gel5 |IP100028213 89594 36 7 (0)| SEMA3D Semaphorin-3D
N7 Gel8 |IP100219757 23341 1152 30| GSTP1 Glutathione S-transferase P
N7 Gel8 |1PI00455315 38580 673 27| ANXA2 Annexin A2
N7 Gel8 |IP100334627 38635 549 21 (0)| ANXA2P2 Putative annexin A2-like protein
HIST1HA4I;HIST1H4C;HIST1HAF;HIST1HAD;HIST1H4B;HISTH;
N7 Gel8 |1PI00453473 11360 381 17| HIST2H4B;HIST1HA4E;HIS
N7 Gel8 |1P100020101 13898 270 23| HIST1H2BE;HIST1H2BF;HIST1H2BG;HIST1H2BI;HIST1H2BGdtone cluster 1, H2bg
N7 Gel8 |IP100013296 17708 264 16| RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
N7 Gel8 |1P100302133 82497 244 32| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V. member 5
N7 Gel8 |1PI00291136 108462 213 16| COL6AL Collagen alpha-1(VI) chain
N7 Gel8 |1P100221088 22578 208 41| RPS9 40S ribosomal protein S9
N7 Gel8 |IP100903251 13606 196 15| - 14 kDa protein
N7 Gel8 |IP100217467 21852 194 20 (2)| HIST1H1E Histone H1.4
N7 Gel8 |IP100026271 16263 181 4 (4)| RPS14 40S ribosomal protein S14
N7 Gel8 |1PI00413324 21989 170 15| RPL17 60S ribosomal protein L17
N7 Gel8 |IPI100173589 17209 165 8 (1)| - 17 kDa protein
N7 Gel8 |IP100215719 21621 150 5 (2)| RPL18 60S ribosomal protein L18
N7 Gel8 |1P100412607 14543 150 3 (2)| RPL35 60S ribosomal protein L35
N7 Gel8 |1P100024915 22012 147 6 | PRDX5 Isoform Mitochondrial of Peroxiredoxin-5, mihondrial
N7 Gel8 |1PI00219153 14778 141 3 (2)| RPL22 60S ribosomal protein L22
N7 Gel8 |IP100021266 17684 132 3 (1)| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
N7 Gel8 |1P100247583 18553 129 10 (2)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
N7 Gel8 |IP100219155 15788 125 5| RPL27 60S ribosomal protein L27
N7 Gel8 |IP100000874 22096 114 9 | PRDX1 Peroxiredoxin-1
N7 Gel8 |1P100304840 108512 104 12| COL6A2 Isoform 2C2 of Collagen alpha-2(VI1) chain
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
N7 Gel8 |1P100021885 94914 101 7 (1)| FGA Isoform 1 of Fibrinogen alpha chain
N7 Gel8 |IPI00554788 48029 100 18| KRT18 Keratin, type | cytoskeletal 18
N7 Gel8 |1P100021891 51479 99 15| FGG Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain
N7 Gel8 |IP100025329 23451 95 4 (1)| RPL19 60S ribosomal protein L19
N7 Gel8 |1P100221089 17212 93 21 (1)| RPS13 40S ribosomal protein S13
N7 Gel8 |IP100554648 53671 920 15| KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8
N7 Gel8 |1P100021840 28663 89 6 (1)| RPS6 40S ribosomal protein S6
N7 Gel8 |I1P100010204 19318 80 13| SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
N7 Gel8 |1P100218918 38690 78 5 (1)| ANXAL Annexin Al
N7 Gel8 |1PI00013415 22113 72 6 (2)| RPS7 40S ribosomal protein S7
N7 Gel8 |1P100219037 15135 70 6 (2)| H2AFX Histone H2A.x
N7 Gel8 |IPI00027255 22750 70 2 (1)| MYL6B Myosin light chain 6B
N7 Gel8 |IP100456758 16551 69 4 (1)| RPL27A 60S ribosomal protein L27a
N7 Gel8 |IP100019502 226392 68 18| MYH9 Isoform 1 of Myosin-9
N7 Gel8 |1PI00171611 15379 65 18 (2)| HIST2H3A;HIST2H3C;HIST2H3D Histone H3.2
N7 Gel8 |1P100455457 15421 64 18 (1)| Histone H3
N7 Gel8 |1P100221222 14386 63 2 (1)| SUB1 Activated RNA polymerase Il transcriptionabctivator p15
N7 Gel8 |IP100479145 44065 61 11 (0)| KRT19 Keratin, type | cytoskeletal 19
N7 Gel8 |IP100397526 228858 61 8 (0)| MYH210 Isoform 1 of Myosin-10
N7 Gel8 |IP100219156 12776 58 1| RPL30 60S ribosomal protein L30
N7 Gel8 |IP100922375 82884 56 5 (1)| LOC100292090 hypothetical protein XP_002345529
N7 Gel8 |IP100221092 16435 56 1| RPS16 40S ribosomal protein S16
N7 Gel8 |1P100739539 121367 53 3 (1)| POTEF POTE ankyrin domain family member F
N7 Gel8 |IPI00007611 23263 51 3 (1)| ATP50 ATP synthase subunit O, mitochondrial
N7 Gel8 |1P100029750 15413 50 2 (1)| RPS24 Isoform 1 of 40S ribosomal protein S24
N7 Gel8 |IPI00008433 22862 47 7 (47)| RPS5 40S ribosomal protein S5
N7 Gel8 |IP100171443 36993 45 4 (0)| ALG2 Isoform 2 of Alpha-1,3-mannosyltransferase A.G
N7 Gel8 |IP100910357 44 1| cDNA FLJ57296
N7 Gel8 |1P100418983 163829 42 10 (0)| CCDC18 sarcoma antigen NY-SAR-41
N7 Gel8 |I1P100176193 193394 41 10 (0)| COL14A1 Isoform 1 of Collagen alpha-1(XIV) chain
N7 Gel8 |1P100418931 15465 41 6 (2)| FLJ45139 cDNA FLJ45139 fis, clone BRAWH3039623
N7 Gel8 |IP100297181 87005 41 2 (1)| CDH7 Cadherin-7
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Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
N7 Gel8 |IPI00796114 189594 40 3 (1)| C60rf103 hypothetical protein LOC79747
N7 Gel8 |1P100255836 151892 39 5 (0)| FER1L4 Isoform 3 of Fer-1-like protein 4
N7 Gel8 |1PI00935718 5560 39 1| LOC100293239;L0C100290044;L0C100289018 hypothetioatein XP_002342868
N7 Gel8 |1PI100026302 14454 38 3 (1)| RPL31 60S ribosomal protein L31
N7 Gel8 |IP100218065 38 5 (0)| CACNA2D4 Isoform 1 of Voltage-dependent calciummhel subunit alpha-2/delta-4
N7 Gel8 |IP100853061 113155 37 5 (1)| COL6AS alpha 3 type VI collagen isoform 2 precursor
N7 Gel8 |1PI00871621 132128 37 7 (0)| COL6A3 132 kDa protein
N7 Gel8 |IP100020058 37 2 (1)| ATP7B Isoform 1 of Copper-transporting ATPase 2

Tabelle 31:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie in kimmbinierten Suche mit signifikantem Gesamtscoeatifizierten Proteine aus den Pulldown-Experimemteét
dem Fusionsprotein GST-TRPV5-C4 aus Ansatzen razdPitamikrosomen. Die Anzahl der signifikanten lBlepivurde nur angegeben, wenn weniger als 3 Pegitjdéfikant

waren. Der Score ist ab einem Wer t von 36 sigaiftk

Masse Anzahl gefundener Peptide

Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gell |IPI00455315 38580 2758 135| ANXA2 Annexin A2
C4 Gell |IPI100218918 38690 982 44| ANXAL Annexin Al
C4 Gell |IPI00012074 70899 822 66| HNRNPR Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
C4 Gell |IP100644055 isoform 1
C4 Gell |IPI100402183 62617 432 32| SYNCRIP Isoform 3 of Heterogeneous nuclear ribopojiotein Q
C4 Gell SYNCRIP synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA matding protein isoform
C4 Gell |IP100010204 19318 314 34| SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3
C4 Gell |IPI00302133 82497 284 8 (0)| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
C4 Gell |IP100002547 74529 180 23| CAPNG6 Calpain-6
C4 Gell |IP100021266 17684 152 12| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
C4 Gell |IPI00007289 59482 125 7 (1)| ALPP Alkaline phosphatase, placental type precursor
C4 Gell |IPI00011134 40220 100 2 (1)| HSPAY Putative heat shock 70 kDa protein 7
C4 Gell |IPI0O0003865 HSPAS8 Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa pnotei
C4 Gell |IP100219483 50587 87 11 (2)| SNRNP70 Isoform 2 of U1 small nuclear ribonucledgiro 70 kDa
C4 Gell |IPI00376798 20240 83 4| RPL11 Isoform 1 of 60S ribosomal protein L11
C4 Gell |IPI00220327 65999 83 23 (1)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gell |IP100003362 72377 63 9 (1)| HSPAS HSPAS protein
C4 Gell |[IPI00413324 21383 62 7 (1)| RPL17 60S ribosomal protein L17
C4 Gell |IPI00644712 69799 50 8 (1)| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gell |IPI00219757 23341 47 3| GSTP1 Glutathione S-transferase P
C4 Gell |IPI0O0007461 77267 46 1|DPY19L1 Isoform 1 of Protein dpy-19 homolog 1
C4 Gell |IPIO0009797 46 1| TM7SF3 Transmembrane 7 superfamily member 3
C4 Gell |IPI100019359 62027 45 7 (0)| KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9
C4 Gell |IPI0O0005613 27854 42 5 (1)| U2AF1 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit
C4 Gell |IPI00550021 46080 41 4 (2)| RPL3 60S ribosomal protein L3
C4 Gell |IPI00220706 16130 40 1| HBG1;HBG2 Hemoglobin subunit gamma-1
C4 Gell |IPI00008483 59644 40 6 (0)| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gell |IPI00003918 47667 40 7 (0)| RPL4 60S ribosomal protein L4
C4 Gell |IPI00935718 5660 39 2 (2)| LOC100293239;L0C100290044;L.0C100289018 hypothepioatein XP_002342868
C4 Gell |IP100854612 24222 39 2 (2)| BTK Dominant-negative kinase-deficient Brutons sin@ kinase isoform 3
C4 Gell |IP100025091 18419 39 3 (1)| RPS11 40S ribosomal protein S11
C4 Gell |IP100247583 18553 39 4 (1)| RPL21;RPL21P19 60S ribosomal protein L21
C4 Gell |IPI00396321 39 4 (1)| LRRC59 Leucine-rich repeat-containing protein 59
C4 Gell |IPI00031554 39 3 (1)| DDX50 ATP-dependent RNA helicase DDX50
C4 Gell |IPI00013508 102993 39 2 (2)| ACTN1 Alpha-actinin-1
C4 Gell |IPIO0739770 38 3 (1) | C2orf77 hypothetical protein LOC129881
C4 Gel5 |IPI00418169 40386 944 45| ANXA2 annexin A2 isoform 1
IP100302133 82497 416 21| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
C4 Gel5
C4 Gel5 |IP100477090 51805 303 14| - Protein (Ig's)
C4 Gel5 |IPI00295771 60064 263 11| CYP11A1 Cholesterol side-chain cleavage enzymeyahandrial
C4 Gel5 |I1P100008483 59644 236 20| MAOA Amine oxidase [flavin-containing] A
C4 Gel5 |IPI100218918 38690 216 8| ANXAL Annexin A1
C4 Gel5 |IP100550021 46080 205 11| RPL3 60S ribosomal protein L3
C4 Gel5 |IPI00000494 34341 166 14| RPL5 60S ribosomal protein L5
C4 Gel5 |IP100299573 29977 152 9| RPL7A 60S ribosomal protein L7a
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel5 |IPI00009865 58818 138 20| KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
C4 Gel5 |IP100927255 22028 138 10| LANCL1 cDNA FLJ51489, highly similar to LanC-likerqtein 1
C4 Gel5 |IPI00005724 45254 138 12| LANCL1 LanC-like protein 1
C4 Gel5 |IPI00003918 47667 139 8 (3)| RPL4 60S ribosomal protein L4
C4 Gel5 |IP100012772 28007 129 7 (2)| RPL8 60S ribosomal protein L8
C4 Gel5 |IPI00848226 35055 95 5| GNB2L1 Guanine nucleotide-binding protein subumitah2-like 1
C4 Gel5 |IP100220327 65999 92 21| KRT1 Keratin, type |l cytoskeletal 1
C4 Gel5 |IPI00003362 72377 87 10 (1)| HSPA5 HSPAS protein
C4 Gel5 |IPI00644712 69799 83 4 (1)| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gel5 |IPI00470674 34073 81 4 (2)| CYB5R1 NADH-cytochrome b5 reductase 1
C4 Gel5 |IP100013328 39650 72 2 (1)| TUSC3 Isoform 1 of Tumor suppressor candidate 3
C4 Gel5 |IPI00007461 77267 70 2 (0)| DPY19L1 Isoform 1 of Protein dpy-19 homolog 1
C4 Gel5 |IP100303476 56525 57 5 (2)| ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial
C4 Gel5 |IPI00293665 60030 44 7 (1)| KRT6B Keratin, type Il cytoskeletal 6B
C4 Gel5 |IPI100219757 23341 42 4 (1)| GSTP1 Glutathione S-transferase P
GNAS Isoform XLas-1 of Guanine nucleotide-bindirgtein G(s) subunit alpha isoforms
C4 Gel5 |IP100095891 40 2 ()| XLas
C4 Gel5 |IP100011253 26671 39 3 (1)| RPS3 40S ribosomal protein S3
C4 Gel5 |IP100219299 39 2 (1)| TLN2 Talin-2
C4 Gel8 |IP100298497 55892 957 33| FGB Fibrinogen beta chain
C4 Gel8 |IP100152906 13928 529 22| HIST1H2BD Histone H2B type 1-D
HIST1HA4I;HIST1H4AC;HIST1HAF;HIST1HAD;HIST1H4B;HIST1H;
C4 Gel8 |IP100453473 11360 503 27| HIST2H4B;HIST1HA4E;HIS
C4 Gel8 |IPI100021891 51479 451 19| FGG Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain
C4 Gel8 |IP100019502 226392 325 36| MYH9 Isoform 1 of Myosin-9
C4 Gel8 |IP100218918 38690 288 9| ANXAL Annexin A1
C4 Gel8 |IP100021439 41710 279 9| ACTB Actin, cytoplasmic 1
C4 Gel8 |IP100002547 74529 252 20| CAPNG6 Calpain-6
C4 Gel8 |IP100397526 228858 233 25 (1)| MYH10 Isoform 1 of Myosin-10
C4 Gel8 |IP100554788 48029 195 15| KRT18 Keratin, type | cytoskeletal 18
C4 Gel8 |I1P100302133 82497 177 10| TRPV5 Transient receptor potential cation chanabfamily V member 5
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Masse Anzahl gefundener Peptide
Probe IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
C4 Gel8 |IP100037070 53541 142 7 | HSPA8 54 kDa protein
C4 Gel8 |IP100012074 70899 132 7 | HNRNPR Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
C4 Gel8 |IPI00554648 53671 107 25| KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8
C4 Gel8 |IPI00030179 29207 106 1| RPL7P32;RPL7 60S ribosomal protein L7
C4 Gel8 |IP100021266 17684 96 1| RPL23A 60S ribosomal protein L23a
HIST1IH2AE;HIST1H2AB;HIST1IH2AM;HIST1H2AL;HIST1H2AJ; K8 T1H2AG;
C4 Gel8 |IPI00026272 14127 89 5| HISTIH2A;HIST1
C4 Gel8 |IP100219757 23341 85 2 (1)| GSTP1 Glutathione S-transferase P
C4 Gel8 |IP100217030 29579 67 1| RPS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform
C4 Gel8 |IPI00013296 17708 59 4 (1)| RPS18;RPS18P9 40S ribosomal protein S18
C4 Gel8 |IPI00171196 45839 54 (0) | KRT13 keratin 13 isoform b
C4 Gel8 |IPI00644712 69799 52 2 (1)| XRCC6 ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1
C4 Gel8 |IP100644087 69207 50 11 (0)| LMNA Progerin
C4 Gel8 |IPI00935718 5660 49 6 (3)| LOC100293239;LO0C100290044;L.0C100289018 hypothefivatein XP_002342868
C4 Gel8 |IPI00026271 16263 49 2 (1)| RPS14 40S ribosomal protein S14
C4 Gel8 |IPI00219155 15788 49 2 (1)| RPL27 60S ribosomal protein L27
C4 Gel8 |IP100291467 32845 49 5 (1)| SLC25A6 ADP/ATP translocase 3
C4 Gel8 |IP100012750 13734 44 2 (1)| RPS25 40S ribosomal protein S25
C4 Gel8 |IP100025683 40 2 (1)| TACCL1 Isoform 1 of Transforming acidic coiled-caibntaining protein 1
C4 Gel8 |IPI100219153 14778 39 3 (1)| RPL22 60S ribosomal protein L22
C4 Gel8 |IP100856012 39 2 (1)| COL6AG Isoform 1 of Collagen alpha-6(VI) chain
C4 Gel8 |IPI00064350 38 1| C120rf52 Isoform 1 of Uncharacterized protein CI2dr
C4 Gel8 |IP100400875 95938 37 3 (1)| USP6NL USP6 N-terminal like isoform 2
C4 Gel8 |IP100001497 102365 36 1| PCDHAS3 Isoform 1 of Protocadherin alpha-3
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Abb. 43: Blue Silver gefarbte SDS-Gele von Pulldowixperimenten mit TRPV5 Fusionsproteinen aus Plazéahomogenat.

Die durch Kasten gekennzeichneten Banden wurdederu&elen ausgeschnitten und nach entsprechendeerditung massenspektometrisch analysiert.

Banden aus einer Spur wurden fur die kombinierh8geweils zusammengefasst.
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Abb. 44: Blue Silver gefarbte SDS-Gele von Pulldowixperimenten mit TRPV5 Fusionsproteinen aus Plazeéamikrosomen.

Die durch Kasten gekennzeichneten Banden wurdederu&elen ausgeschnitten und nach entsprechendeerditung massenspektometrisch analysiert.

Banden aus einer Spur wurden fur die kombinierh8geweils zusammengefasst.
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Tabelle 32:Liste aller mittels ESI-Massenspektrometrie min#figantem Gesamtscore identifizierten Proteinehneioer IP mit dem Antikdrper 982/3 bzw. des Praimm
serums (Pr&) von Tier 982/3. Die Angabe der Bandemner entspricht den in Abb. 34 markierten numnnenieKasten. Die Anzahl der signifikanten Peptidede nur
angegeben, wenn weniger als 3 Peptide signifikadt ®er Score ist ab einem Wert von 34 signifikdmtder Abbildung 34 nummerierte Banden, die nafgefihrt sind,
lieferten keine signifikanten Proteine.

Masse Anzahl gefundener Peptide
Bande # IPI-Nr. [Da] Score (davon signifikant) Gensymbol/Proteinname
1 IPI00003362 72377 136 13 (1)| HSPA5 HSPAS protein
IP100477090 51806 168 7 (2)| - Protein
IPI00020210 23723pP 98 8 (0)| DYSF Dysferlin
3 IPIO0007765 7363b 57 3 (0)| HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial
4 IPI00791534 103811 558 24 (5)| - 104 kDa protein
IP100926256 10172f 558 24 (5)| SLC4A1 Band 3 anion transport protein
IPI00021439 41710 445 17 (4)| ACTB Actin, cytoplasmic 1
IP100384938 52819 163 7 (2)| IGHV4-31 IGHG1 Putative uncharacterized protein D
IP100216704 26766[L 144 17 (0)| SPTB Isoform 2 of Spectrin beta chain, erythrocyte
IPI00748330 20811p 139 9 (0)| ANK1 Isoform Br21 of Ankyrin-1
IP100220741 27982p 135 13 (0)| SPTAL Isoform 1 of Spectrin alpha chain, erythrecyt
IP100550731 26218 111 4 (1)| - Putative uncharacterized protein
IPI00154742 24777 106 6 (2)| LOC100290481;IGLV2-14
IP100246994 42427 94 4 (1)| HSD3B1 Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, a{agid steroid delta-isom
IPI00455315 38580 93 9 (1)| ANXA2 Annexin A2
IP100218918 38690 81 5 (1)| ANXAL Annexin Al
IP100646304 23728 77 2 (1)| PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
IP100399007 4603p 69 5 (1)| IGHG2 Putative uncharacterized protein DKFZp686BB! {Fragment)
IP100654755 15988 46 4 (0)| HBB Hemoglobin subunit beta
IP100024067 191493 39 5 (0)| CLTC Isoform 1 of Clathrin heavy chain 1
IP100218918 38690 38 2 (0)| ANXAL Annexin Al
5 IP100218918 38690 38 2 (0)| ANXAL Annexin Al
9 (Pra) IPI00220327 65999 204 11 (3)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
11 (Pra) IP100220327 65999 218 10 (2)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
12 (Pra) IP100220327 65999 248 13 (3)| KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1
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