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1. Einleitung

1.1 Veskulédrer Proteintransport Uber Clathrin beschichtete Veske

Der Proteintransport zwischen Zdlorgandlen erfolgt durch Transportvesikd, die sSich von einer
Donormembran abschniren und mit einer Akzeptormembran fusionieren.

Die am langsen bekannten und am besten charakteriserten Veskd sind die Clathrin
beschichteten Veskd ( CCV ). Die Hillle dieser Veskd bestent aus Clathrin, welches das
Gerist des Vedkes bildet und aus Adaptorproteinen, die bestimmen welche
Membranproteine in en Veskd gdangen, indem de mit Sortierungssgnden in den

cytoplasmatischen Doméanen ausgewahlter Transmembranproteine interagieren.

1.1.1 Clathrin

Clahrinmolekile snd in der Lage durch einen , Sebstassemblierungsprozeld 2 en
polyedrisches Gerlist zu bilden. Jedes einzelne Clathrinmolekiil besteht aus 3 schweren Ketten
mit eénem Molekulargewicht von 192 kDa sowie 3 leichten Ketten von etwa 30 kDa (
Ungewickel und Branton 1981, Kirchhausen und Harrison 1981 ). Diese Struktur-einheit
wird ds Triskelion bezeichnet und bildet die,, Assemblierungsainheit 2

( Abb.1.1 ). Da es zwei verschiedene leichte Ketten gibt ( LCaund LCb ) snd diese
Triskdien srukturell heterogen, da die Vertellung der beiden leichten Ketten zufdlig ist

( Kirchhausen et d. 1983).

Unter unphysiologischen Bedingungen in schwach sauren, Caf* enthaltenden Puffern geringer
lonenstérke bilden Triskdien in vitro spontan heterogene, geschlossene, polyedrische
Strukturen, die ds,, Clathrin - cages 2 bezeichnet werden. In Anwesenheit von Adaptor -
Komplexen polymerisert Clahrin in vitro unter physologischen Be-dingungen zu ener
homologen Population von ,, Clathrin - cages 2, die aus Hexagonen und Pentagonen bestehen
( Pearse 1975, Kirchhausen and Harrison 1981 ).
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~
Clathrin
N - Terminus

Leichte Kette

C - Terminus Proximale

Domane
/

Leichte Kette

N - Terminus_ Distale

Domane

Clathrin
C - Terminus

. —
Terminale
Domaéne

Abb. 1.1 Struktur einesClathrin - Triskelion

1.1.2 Adaptor - Komplexe

Die Adaptor - Komplexe AP 1 und AP 2 binden enersats an Clathrin und fordern dessen
Polymerisation, anderersaits interagieren se mit den cytoplasmatischen Doméanen bestimmter
Transmembranproteine und sorgen auf diese Weise fir die Ankonzentrierung dieser Proteine
inden CCV’s.

AP 1 ig beteligt an der Bildung von CCV’'s am Trans - Golgi Netzwerk ( TGN ) und
vermittelt dort die Sortierung von Proteinen zur Plasmamembran und / oder den Endosomen.
AP 2 dagegen it betelligt an der Bildung von CCV’'s an der Plasma-membran und ermdglicht
S0 durch rezeptorvermittelte Endozytose die Aufnahme von Membranrezeptoren in die Zelle (

Seaman et al. 1993, Reaves und Banting 1994 ).

Neben diesen beiden Adaptor - Komplexen sind noch zwei weitere Adaptorproteine AP 3
und AP 4 bekannt. AP 3 ist ubiquitér exprimiert und wurde sowohl am TGN ds auch an
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Endosomen lokdigert ( Hirst and Robinson 1998, Odorizzi et a.1998 ). Dem Komplex wird
eine Betelligung am Trangport von Proteinen zu den Lysosomen und  Lysosomverwandten
Organellen wie Meanosomen und Pigmentgranula ( Ooi et a. 1997, Simpson et al. 1997 )
sowie der Hefevakuole zugeschrieben ( Cowles et d.1997 ). Eine mdgliche Assoziation von
AP 3 mit Clathrin ist nach wie vor umdritten. In vitro Daten zeigen zwar, da3 Clathrin andie b
- hinge Region von AP 3 binden kann ( Ddl’ Angelica et d. 1998 ), jedoch ist in CCV -
Préparationen kein AP 3 enthaten ( Simpson et a. 1996 ). Deswelteren haben genetische
Studien be Hefe gezeigt, dal3 AP 3 und Clathrin an verschiedenen, nicht Uberlappenden
Trangportwegen betelligt Snd ( Panek et al. 1997, Vowels and Payne 1998 ).

Uber den vierten Adaptor - Komplex AP 4 ist noch sehr wenig bekannt. AP 4 ist ebenfals
ubiquitsr exprimiert, wenn auch in reaiv geringem Ausma3 Durch Immunogold -
Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dal3 AP 4 im Bereich des TGN lokdisert ist und
offenbar nicht mit Clathrin assoziert it ( Hirst et a. 1999, Ddl’ Angelicaet d. 1999a).

Die Struktur der 4 Adaptor - Komplexe ist recht ghnlich. Alle 4 Adaptorproteine bilden einen
heterotetrameren Komplex bestehend aus zwel grof3en Untereinheiten, einer mittleren und

einer kleinen Untere nhat.
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Abb. 1.2 Struktur der 4 Adaptorkomplexe

AP1 AP 2 AP3 AP 4

b1 - Adgptin: » 100 kD |b2 - Adaptin: » 100 kD | b3 - Adaptin: 140kD [b4 - Adaptin

g- Adaptin: » 100kD  |a - Adaptin: » 100 kD |d - Adaptin: 160kD  |e - Adaptin

mi: 47 kD ng: 50 kD n8: 47 kD nd

s1:19kD s2:17kD s3:22kD s4

Tab.1.1 Zusammensetzung der einzelnen Adaptor-Komplexe

Die enzelnen Untereinheiten erflllen verschiedene Funktionen. Die b - Untereinheiten von AP
1 und AP 2 binden im Bereich der ,, hinge 2 - Region an Clathrin ( Ahle und Ungewickel
1989, Gdlusser und Kirchhausen 1993 ), wéhrend die g - bzw. a - Unter-einheit die sdektive
Assoziation dieser Adaptorkomplexe mit der TGN - Membran bzw. der Plasmamembran
vermitteln ( Robinson 1993 ) und ebenfalls an Clathrin binden konnen ( Prasad und Keen
1991 ). Untersuchungen mit dem Y east - Two - Hybridsystem zeigten, dal3 die m-Kette dler
4 Adaptorkomplexe in der Lage Snd an Tyrosnmotive in den cytoplasmatischen Doménen
bestimmter Transmembranproteine zu binden ( Ohno et a. 1995, Ohno et al.1996, Boll &
al.1996, Ddl’Angelica et d. 1999 ). Die Funktion der s - Untereinhet ist dagegen noch
weitgehend unbekannt.

1.2 Ander e beschichtete Vesike

Neben den Clathrin beschichteten Veske snd noch zwei weitere Arten von beschichteten
Veskdn, die in friheren Stationen des sekretorischen Transportweges agieren bekannt. Zum
einen COP | beschichtete Veske, die den retrograden Transport vom Golgi Apparat zum
Endoplasmatischen Retikulum ( ER ) vermitteln ( Ubersichts -
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atikd: Cosson und Letourneur 1997 ), zum anderen COP |1 beschichtete Veskd , die am
anterograden Trangport vom ER zum Golgi Apparat und zwischen den einzelnen Golgi -
Zigternen beteiligt sind ( Ubersichtsartikel: Kiihn und Schekman 1997 ).

1.3 Interaktion von Adaptor - Komplexen mit Sortierungsignalen

Die Adsptorproteine snd in der Lage an bestimmte Sortierungssgnale in den
cytoplasmatischen Doméanen von Membranproteinen zu binden. Diese Sortierungssignde

bestehen aus einer genau definierten Aminosauresequenz.

1.3.1 Tyrosin - haltige Signale

Tyrosn - Motive bestehen aus 4 bis 6 Aminosauren und weisen ds charakteristisches
Merkmd eine essentiellen Tyrosinrest auf. Bis jetzt ind zwe verschiedene Typen von Tyrosn
- Motiven NPXY und Y XX/AE bekannt, wobel x eine beliebige Aminosaure darstellt und A
eine Aminosaure mit einer grof3en, hydrophoben Seitenkette, die sch in der 4. Pogtion
befindet ( Leucin, Isoleucin, Phenyldanin, Methionin oder Vdin ). Diese Tyrosn - Motive
vermitteln den Transport zu einer Vidzahl von Kompartimenten, wie zum Beispid zu den
Endosomen, den Lysosomen, dem TGN oder zur basolateralen Membran in polariserten
Zdlen. An der Pasmamembran fungieren Tyrodn - Motive ds Sgnd fir die
rezeptorvermittelte Endozytose. Der genaue Transportweg wird durch die jewellige
Aminosduresequenz innerhalb des Tyrosin - Motivs sowie durch den Abstand des
Tyrosnrestes zur Transmembran Doméne bzw. zum C - Terminus der cytoplas-matischen

Doméne festgdlegt.

Lamp 1l YGTI

LAP PGYRHV

Trandferrin Rezeptor YTRE

LDL Rezeptor NPVY
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Tab. 1.2 Beispiele ver schiedener Tyrosin - haltiger Motive

1.3.2 Leucin - haltige Signale

Diese Motive bestehen entweder aus zwe aufeinanderfolgenden Leucinresten oder aus einem
essntidlen Leucinrest in der ersen Postion und ener zweiten, srukturdl dhnlichen
Aminosaure, wie zum Beispid Isoleucin, Methionin oder Vdin in der zweiten Pogtion (
Sandova und Bakke 1994 ). Leucin - hdtige Motive vermitteln wie auch die zuvor
beschriebenen Tyrosin - hdtigen Sortierungssgnale die Sortierung zu den verschiedensten
intrazelluldren Kompartimenten, unter anderem die rezeptorvermittelte Endozytose.

Be enigen Leucin - hdtigen Sortierungssgnden erwiesen sch noch weltere flankierende
Aminosduren dswichtig fur die Sortierungsfunktion. So spielen saure Reste in der Position -4
und / oder -5 rdativ zum essentidlen Leucinrest, wie zum Baspid fur Limp Il gezagt, ene
wichtige Rolle bel der Sortierung zum Lysosom ( Sandoval et a. 1994).

Limp I DERAPLIRT

Glut4 RRTPSLLEQ

inv. Kette | DDQRDLLSN

CD3-g DKQTLL

Tab. 1.3 Beispiele ver schiedener Leucin - haltiger Motive

Die Adaptorproteine binden an Tyrosin - hdtige - Motive und an Leucin - hdtige Mative (
Heilker et a. 1996, Ddl’ Angdlicaet d. 1997b, Honing et a. 1998).

Durch Untersuchungen mit dem Yeast Two Hybrid System konnte eine Interaktion der m-
Untereinheiten von AP1, AP 2 und AP 3 mit Tyrosin -, jedoch nicht mit Leucin - hdtigen -
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Motiven gezeigt werden ( Ohno et al. 1995, Ohno et a. 1996, Boll et d. 1996, Ddl
Angdicaet a. 1998 ). Jedoch konnte durch Koimmunopréazipitation eine Interaktion von m1
und m2 mit Leucin - hdtigen Motiven gezeigt ( Rodionov und Bakke 1998 ) werden.
Desweiteren konnte fir AP 1 durch cross - linking Experimente ene Interaktion von Leucin -
hdtigen Mativen mit der b1 - Untereinheit nachgewiesen werden ( Rapoport et a. 1998 ).
Einige Membranproteine bestzen in ihren cytoplasmatischen Doménen verschiedene
Sortierungssgnale, die je nach Kompartiment und ,, Sortierungsweg 2 von unter-schiedlichen
Adaptorproteinen erkannt werden. So binden sowohl AP 1 as auch AP 2 an den MPR 46 -
Rezeptor ( sehe 1.5 ) wahrend fir Lamp | sowohl eine Interaktion mit AP 1 und AP 2 (
Honing et d. 1996 ) as auch mit AP 3 nachgewiesen wurde ( Le Borgne et al. 1998).

1.4 Andere Sortierungssignale

Neben den zuvor beschriebenen exisieren noch weltere Sortierungssignade, die nicht der
Klasse der Tyrosin - oder Leucin - hatigen Motive zugeordnet werden kdnnen. So enthélt der
MPR 46 - Rezeptor in seiner cytoplasmatischen Doméne 3  verschiedene
Interndiserungssignde. Neben enem Tyrosn - Motiv und enem C - terminden Leucin -
hdtigen Motiv wurde noch eine weitere Aminosduresequenz ( Aminosduren 7 bis 13 ) mit
einem essentidlen Phenyldanin in Pogdtion 13 ds Interndiserungssignd identifiziert. Durch
Deletionsstudien konnte gezeigt werden, dal3 eine Deletion von mindestens 2 der insgesamt 3
Sgnde die Interndiserungsrate des Rezeptors auf unter 50 % senkt. Die Ddetion von nur
einem Motiv hat dagegen nur einen geringen Effekt auf die Interndiserungseffizienz ( Denzer et
al. 1997).

Neben diesen 3 Interndiserungssgnaen konnten noch weitere kritische Amino-séurereste
identifiziet werden. So i die Phosphorylierung enes Serinrestes in Pogdtion 57 ene
Voraussetzung fir den Transport des Rezeptors zur Plasmamembran ( Breuer et

a. 1997 ). Deswelteren beinhdten die Aminoséuren Phenyldanin 18 und Tryptophan 19 ein
lysosomaes Vermeidungssgnal, da eine Deletion dieser Aminoséuren zu einem Fehltransport
des Rezeptors ins Lysosom mit anschlieliender Degradation fuhrt. Zusézlich sand die
Aminoséuren 34 bis 39 mit einer essentidlen Pamitoylierung des Cysteins 34 wichtig fur die
Erkennung dieses Vermedungssignds ( Rohrer et d. ).
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1.5 Interaktion von AP 1 und AP 2 mit dem MPR 46 - Rezeptor

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dal3 sowohl AP 1 as auch AP 2 mit der
cytoplasmatischen Doméne des MPR 46 - Rezeptors interagieren konnen ( Sosa et al. 1996 ).
Die Andyse von Interaktionen zwischen AP 1 bzw. AP 2 mit verschiedenen MPR 46 -
Rezeptor Tail - Peptiden mit eéinem Biosensor konnte zeigen, dal3 drei Sequenzbereiche AP 1
und AP 2 binden ( Honing et d. 1997 ). Sowohl AP 1 as auch AP 2 snd in der Lage mit
einem Peptid, das die Aminosauren 49 bis 67 umfald, zu interagieren. An das Peptid 2 - 16
bindet jedoch nur AP 2 und an Peptid 27 - 43 nur AP 1. Wéhrend das Peptid 49 - 67 das
Leucin - hdtige Motiv enthdt, it im Peptid 2 - 16 das Interndiderungsmotiv mit dem
kritischen Phenyldaninrest enthalten. In Peptid 27 - 43 ist das zuvor beschriebene lysosomale
Vermadungssgnd lokdisert. Jedoch enthélt keines der 3 Peptide das Tyrosnmoativ.

Internalisierungssignal
Vermeidungssignal Phosphorylierungsstelle
Internalisierungssignal Internalisieryngssignal
1

QRLVVGAK(JM EQEPHLAFWQDLGNLVADGCDFVCRSK PRNVLAA_Y_RGVGDDQ GEESEERDDHLLPM
-|COCH

2-16 27-43 49-67

AP2 AP1 AP1/AP2

Abb.1.3 Aminosdur esequenz der cytoplasmatischen Doméne des M PR 46 - Rezeptors

1.6 Rezeptorver mittelte Endozytose

Durch die rezeptorvermittete Endozytose konnen Membranproteine, wie zum Bespid
Rezeptoren und an diese gebundene Liganden in die Zdle aufgenommen werden, um
beispidsveise Uber das endosomae Kompartiment zu den Lysosomen transportiert zu

werden.
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Die Endozytose wird durch den Zyklus der Assemblierung und Deassemblierung von CCV’ s
angetrieben.

1.6.1 Rekrutierung von AP 2

Die Bildung von CCV’ s an der Plasmamembran wird durch die Rekrutierung von AP 2 an
hochaffine, Sittigbare und proteasesengtive Bindungsstdlen initiiert ( Peeler et al. 1993,
Mahaffey et d. 1990 ). Obwohl AP 2 direkt mit Sortierungssignden in den cyto-plasmatischen
Doménen von Plasmamembran lokaigerten Rezeptoren interagieren kann, wird die Exisenz
eines spezifischen Bindungsproteins fir AP 2 an der Plasmamembran angenommen. Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, dal3 in neuronden Zdlen Syngptotagmin, einem haufigen
Protein in der syngptischen Plasmamembran und in synaptischen Veskeln as Bindungsprotein
fungieren kann ( Zhang et d. 1996, Hauke et d. 1999 ).

1.6.2 Rekrutierung von Clathrin und Bildung von ,, coated pits?

Nach der Rekrutierung von AP 2 an die Plasmamembran und ener eventudlen Vernetzung
von AP 2 - Komplexen durch Selbstassoziation ( Kirchhausen 1993 ) fordert das gebundene
AP 2 die Rekrutierung und Assemblierung von Clathrin an der Plasma-membran. Die
fortschreitende Assemblierung von Clathrin zu einem polyedrischen Gerlst fuhrt zu ener
Einkrimmung der Plasmamembran. Diese Struktur wird as

» coated pit 2 bezeichnet.

1.6.3 Einschnuirung der ,, coated pits?2

Dieses,, coat assembly 2 igt jedoch fir die Abschniirung von voll ausgebildeten CCV’s nicht
ausreichend. Fir die folgenden Schritte der Veskebildung snd zusizliche cytosolische
Proteine sowie die ATP - und GTP - Hydrolyse notwendig ( Marks et d. 1996, Prasad und
Keen 1991 ). Zunéchgt bilden sch tief eingestlipte ,, coated pits 2, die noch mit der
Plasmamembran verbunden snd. Bei diessm Vorgang spidt die GTPase Dynamin ene
wichtige Rolle. Die Rekrutierung von Dynamin an das Clathrin - Gerligt erfolgt in der GDP
gebundenen Form und wird vermutlich durch Amphiphysin vermittelt ( Takel et a. 1999 ). Die
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Bindung von GTP bewirkt eine Sdbstassemblierung von Dynamin zu hdikaen Ringstrukturen,
die den Einschnirungsprozel3 der ,, coated pits2 bewirken ( Kosaka und Ikeda 1983 ).

1.6.4 Abschnirungvon CCV' s

Fur die abschlieffende Abschnirung von CCV’s wird ATP - Hydrolyse benétigt, so dal3
davon ausgegangen werden muf3, dal3 neben Dynamin noch weitere Proteine, zum Beispie
Inositolpolyphosphate an diesem Prozef3 beteiligt Snd ( Beck und Keen 1991, Timerman &t d.
1992, Voglmair et a. 1992, Gaidarov et a. 1996 ).

Nachdem dch die CCV’s von der Plasmamembran abgeschnlrt haben, werden sowohl
Clathrin dsauch AP 2 vom Veske entfernt. Das Ablésen der Clathrin - Hulle (,, un-coating 2
) wird vermutlich durch Hsc70, der sogenannten ,, uncoating ATPase 2 vermittelt ( Green et dl.
1990).

Veske-
Bildung

Rezeptor ) ' Adaptin
\ Clathrin

cargo

Abb. 1.4 Schematische Darstellung zur Abschniirung von Clathrin beschichteten Vesikeln (
ausAlbertset al. 1995)
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1.7 Regulation der CCV - Bildung

1.7.1 Regulation der Rekrutierungvon AP 1

Obwohl AP 1 und AP 2 drukturdl sehr dnlich snd und beide die Bildung von CCV'’s
vermitteln, Uben se diese Funktion an verschiedenen Kompartimenten aus. Wéhrend AP 2
gpezifisch mit der Plasmamembran assoziiert, bindet AP 1 an die TGN — Membran sowie an
TGN - verwandte Kompartimente wie unreife sekretorische Granula ( Dittie et a. 1996 ) und
in gewissem Ausmal? an en frilhes endosomales Kompartiment ( Le Borgne et a. 1993).

Die Rekrutierung von AP 1 an die TGN - Membran wird in permegbiliserten Zdlen durch den
Zusatz von GTPgS simmuliert. Dagegen verhindert in Iebenden Zdlen der Einsaiz von
Brefdldin A ( BFA ) die AP 1 Rekrutierung und bewirkt eine Umvertellung von AP 1 ins
Cytosol ( Robinson und Kreis 1992, Wong und Brodsky 1992 ). Da beide Substanzen auf
ARF - Proteine, eine Familie von kleinen GTP bindenden Proteinen wirken, nimmt man an
dal3 ARF 1 an der Rekrutierung von AP 1 beteiligt igt, indem es die Bindung von AP 1 an die
TGN - Membran ermdglicht. Dajedoch ARF 1 auch be der Bindung von Coatomeren an der
Membran des Intermedidarkompartments betelligt ist ( Stamnes und Rothman 1993 ) sowie
bel der Rekrutierung von AP 3 an Membranen eine Rolle spidt ( Ooi et a. 1998 ), kann ARF
1 s=bg nicht zur Spezifizierung der Membranbindung von AP 1 beitragen..

1.7.2 Regulation der Rekrutierung von AP 2

Die Asozigion von AP 2 mit der Plasmamembran wird dagegen nicht von Brefddin A
beainflu¥, so dal3 ARF 1 an diesem Prozef3 nicht betelligt ist ( Seaman et a. 1996, Wong und
Brodsky 1992, Seaman et al. 1993 ). Jedoch bewirkt GTPgS ene,, Fehlrekrutierung? von AP
2 an ein endosomales Kompartiment ( Seaman et d. 1993 ) und an Lysosomen

( Traub et a. 1996 ). Desweteren inhibiet GTPgS in vitro die Bildung von CCV’s an der
Plasmamembran ( Carter et a. 1993).

Dies konnte darauf hindeuten dal? maglicherweise en anderes Mitglied der ARF - Familie, wie
zum Beispid ARF 6, das insendtiv gegeniiber Brefeldin A i, eine Rolle bel der Rekrutierung
von AP 2 spielt ( Cavenagh et al. 1996, Peterset a. 1995).
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Ebenso verhindert Neomycin, das Phospholipase D durch Bindung an dessen Kofaktor PIP,
inhibiert, die Bindung von AP 2 an die Plasmamembran ( West et a. 1997).

1.7.3 Weliter e Regulationsmechanismen

Neben Clathrin und den cytoplasmatischen Rezeptordoménen interagieren AP 1 und AP 2
noch mit weiteren Proteinen, die ebenfals an der Regulation der CCV - Bildung beteiligt sein
konnen (Sehe Tabdle 1.4).

S0 ig eine Regulation der CCV - Bildung durch Phosphorylierung von betalligten Proteinen
denkbar. Die Phosphorylierung von Dynamin 1 und Synaptojanin 1, einem welteren am
Endozytosgprozel betelligten Protein, inhibiert ihre Bindung an Amphiphysin. Dessen
Phosphorylierung wiederum verhindert die Bindung dieses Proteins an AP 2 und Clathrin (
Slepnev et d. 1998).

Ebenso i auch die Regulation der Funktion der Adaptor - Komplexe durch ihre Phos-
phorylierung denkbar. So verhindert die Phosphorylierung der b - Untereinheit von
cytosolischem AP 1 und AP 2 ihre Bindung an Clathrin ( Wilde und Brodsky 1996 ).

Adaptor - Komplex |interagierendes Protein | Referenz
AP1 g- Synergin Sowerby et a. 1996
AP2 EPS 15 Bemerah et d. 1995
AP2 Dynamin Wong et d. 1995
AP2 Synaptotagmin Zhang et d. 1994
AP2 Epsn Chen et al. 1998

Tab.1.4 AP 1und AP 2interagierende Proteine
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2. Problemstellung

Die Adaptor - Komplexe binden an spezifische Sequenzmotive ( = Sortierungssgnde ) in den
cytoplasmatischen Doméanen von Rezeptoren und Transmembranproteinen. Da verschiedene
Adaptorproteine an ein und dasselbe Sortierungssigna binden konnen, muld die Interaktion mit
den Rezeptoren und Transmembranproteinen reguliert werden, damit eine korrekte Sortierung
gewdhrleiget ig. Als mdgliche Regulationsmechaniamen and Modifiketionen , zum Beipid in
Form von Phosphorylierung, Siaylierung oder auch Pamitoylierung sowohl der Adaptor -
Komplexe as auch der cytoplasmatischen Doméanen denkbar.

Berets publizierte Arbeiten anderer Arbeitsgruppen haben die Phosphorylierung von AP 1
und AP 2 nachgewiesen, aul¥erdem ist bekannt dal3 eine Phosphorylierung der b -
Untereinheat in vitro die Bindung an Clathrin inhibiert ( Wilde und Brodsky 1996 ). Jedoch ist
die Bedeutung einer Adaptor - Phosphorylierung fUr die Interaktion mit Sortierungssignaden
bidang nicht bekannt. In diesr Arbeit sollte zundchst untersucht werden, ob der
Phosphorylierungszustand der Adaptor - Komplexe die Interaktion mit den cytoplasmatischen
Doménen von Rezeptoren beanfluld. Diese Experimente sollten mit aus Schweinehirn
aufgereinigtem AP 1 und AP 2 sowie synthetischen Peptiden aus dem MPR 46 - Rezeptor -
Tall ds Bindungspartner durchgefihrt werden. Da ebenfdls bereits bekannt ist, dal3 AP 2 im
Cytosol in phosphorylierter Form vorliegt wahrend an Membranen gebundenes AP 2
dephosphoryliert i, sollte diese Interaktionsandyse auch mit AP 2 aus Cytosol von MDBK -
Zdlen sowie mit AP 2, das von den Membranen durch 05 M Tris abgedst wurde,
durchgeftihrt werden.

Desweiteren sollte untersucht werden, welche der 4 Untereinheiten der Adaptor-Komplexe in
vitro phosphoryliert werden kénnen.

Mit Hilfe von Rekrutierungsexperimenten sollte zudem untersucht werden, ob eine Adaptor -
Phosphorylierung die Rekrutierung an isolierte Membranen beainflul.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Anaysenwaagen Typ 1602 MP u. M5P
BlAcore

CO,-Brutschrank Typ 2771

Dounce Homogenisator, 50ml

Drehrad fr Eppendorfgefde
Eismeschine

Elektrophoresesystem fir Minigele, Mini-V 8.10

mit Gelkammer und Blotmodul

FPLC - Anlage

Kuhlanlage fur FPLC: Minicoldlab 2023
Geltrockner

Heizblock, Thermostat 5320
Homogenisator Waring, eektrisch
Magnetrihrer

Mikrowellenherd

Netzgerdt Power Supply 2197 fur Elektrophorese

Netzgerdt ST 305 Power Supply fir
Elektrophorese

pH - Mef3gerdt Knicke 647

Semi Dry Blot System
SMART-HPLC-System

Spektral photometer Uvikon 932
Sterilbank SG 400

Vortex Genie-Mixer

Sartorius, Gottingen
Biacore AB, Uppsala, Schweden
Heraeus, Osterode
Braun,Me sungen
Eigenbau,Werkstatt des Ingtituts
Ziegralsernhagen
GibcoBRL, Eggendtein

Pharmacia, Freiburg

UKB, Brooma

Biorad, Hercules, CA, USA
Eppendorf, Hamburg
Bender + Hobein, Zirich
Heidolph, Kehlheim

Bosch, Stuttgart

LKB, Bromma, Schweden

GibcoBRL, Eggendtein
Schitt, Gottingen
cti Gmbh, Idstein
Pharmacia, Freiburg
Kontron, Eching
Baker Company. INC., Stanford,
USA
Bender & Hobein, Schweiz

14
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Zentrifugen:
Kahlzentrifuge 5402
Mikrozentrifuge MC-13
Ultrazentrifuge Optima L-80
Rotoren fur Ultrazentrifuge:
Ti-45 und Ti-50
Ultrazentrifuge TL-100

Rotoren:

TLA-45und TL-100.3
Zentrifuge Megafuge 1.0
Zentrifuge J-21C

Rotoren:

JA-10 und JA-20

3.1.2 Saulen fur FPLC und SMART

Leersaule HiLoad 16/60 fir Superose-6-Fullung
Leersaule HiLoad 5/10 fur Hydroxyapatit-Fullung
Superdex 200 SMART - Saule

3.1.3 Gebrauchsmaterial

Cdlophanfolien

Didyseschlauch ( cut of 50 kDa)
Einfrierkasten

Einfrierrdhrchen

Einmakantlen G22

Einmaspritzen 2ml
Gewebekulturflaschen 25cnt
Gewebekulturschalen A 10 und 14,5cm

Eppendorf, Hamburg
Amicon

Beckman, Minchen

Beckman, Minchen

Heraeus, Hanau

Beckman, M inchnen

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

Ptz Folien, Traunusstein Wehen
Biomol, Hamburg

Nationd Lab, Mdlin

Nunc, Wiesbaden

Braun, Mesungen

Braun, Mesungen

Greiner, Nartingen

Greiner, NUrtingen
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Konzentratoren Microcon 10 und 50

Nitrozdlulose Blot-Membran

Parefilma

Reaktionggefdle 0,5, 1,5 und 2ml
derile Plagtikrohrchen 10ml
Serile Plagtikrohrchen 50ml
Serilfilter:
Minisart 0.2mm Nitrozellulose
Durapored Membran Filter0.22mm
Whatman GB 003 Papier
Zentrifugenbecher:
JA-10 Polycarbonat, Polypropylen
JA-20 Polycarbonat, Teflon

Ti-45 Polycarbonat mit Deckel
Ti-50 Polycarbonat mit Deckel
TL-100 Ultrazentrifugenréhrchen

3.1.4 Chemikalien

Amicon, Osterode

Sartorius, Gottingen

American Nationd Cané , Neeah,
USA

Sargtedt, Braunschweig

Greiner, Nirtingen

Sarstedt, Braunschweig

Sartorius, Gottingen
Millipore, Eschborn
Schleicher und Schilll, Dassel

SCI Science Service, Miinchen

SCI Science Service, Minchen
Beckman, Minchen
Beckman, Minchen
Beckman, Miinchen

Alle Chemikaien wiesen, sofern nicht anders angegeben, den Reinheitsgrad pro andyd auf.

Acrylamid 30% / Bisacrylamid 0,8 %
Ammoniumperoxodisulfat ( APS)
Biotin LC - NHS

Bradford-Reagenz fir Proteinassay
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie, ServaBlueR
Dikdiumhydrogensulfat ( K;HPO, )
Dimethylsulfoxid, ultrarein (DM SO)

Roth, Karlsruhe
Pierce, St. Augudin

BioRad, Minchen
BioRad, Munchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Dithiotratol, ultrarein (DTT )

Essgsiure

Ethanol

Ethanolaminhydrochlorid
Ethylendiamintetraess gsiure-Dinatriumsalz
(EDTA)

Ethylenglycol-bis-(3-aminoethylether)-NNNAN ¢

tetraessigsaure

H issiggti cktoff

Ficoll 400

Glycerin, wasserfrei

Hydroxyapatit, M acro-Prep-Ceramic-grade

N-2-Hydroxyethyl piperazin-Né2ethansulfonsdure

(Hepes)

H.0O, fur Chromatographie

Kaliumacetat ( KAC)

Kaiumchlorid ( KCL )

Magnesumeacetat (MgAc)
Magnesiumchlorid ( MgCl )
Manganclorid (MgCh )
[>Mercaptethanol (-MSH )
Natriumacetat ( NaAc)

Natriumazid ( NaN3 )

Natriumchlorid ( NaCl )
Natriumlaurylsulfat ( SDS)
Natriumhydrogencarbonat ( NaHCOOs )
Natriumhydroxid ( NaOH )

N-ethyl-N’-( dimethylaminopropyl ) carbo
diimid (EDC)

N . hydroxysucciniimid ( NHS)
Rinderserumabumin ( BSA )

Saccharose

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Messer Grieshelm, Segen
Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
BioRed, Minchen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sgma, Delsenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BlAcore AB, Uppsala, Schweden

BlAcore AB, Uppsaa, Schweden
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
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Superose-6-Saulenmaterial

NNN &\ ¢Tetramethylethylendiamin ( TEMED )
Trichloressgsure ( TCA )
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan ( Tris)
Triton X-100

Tween 20

3.1.5 Molekulargewichtstandar ds

Prestain Marker, High range

Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
ICN, Eschwege
Sgma, Delsenhofen
Serva, Heidelberg

Cabiochem, Bad Soden

Proteine MW (kDa)

Myosin, H-Kette 200

Phosphorylase b 97

BSA 68

Ovabumin 43

Carbonic Anhydrase 29

(&L actoglobulin 18

Lysozym 14

HMW - Marker Sgma, Delsenhofen

Protein MW (kDa)
Myosin, Kaninchenmuskel 205
Galactosidase, E.coli 116
Phosphorylase b, Kaninchenmuskel 97
Fructose 6 phosphat Kinase 84
Albumin, Rinderserum 66
Glutamat Dehydrogenase, Rinderleber 55
Ovabumin, Huhnerei 45

18
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Glycerinddehyd 3 phosphat Dehydrogenase 36

3.1.6 Proteinaseinhibitoren

Aprotinin

Leupeptin

Jodacetamid

Pepstatin A

PM SF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Proteinase-Inhibitor-Cocktall

3.1.7 Phosphataseinhibitoren

Phosphatasai nhibitor-Cocktail 1

Microcysin LR

Cantharidin

(-)-p-Bromotetramisol

inDMSO
Phosphataseinhibitor-Cocktail 2

Natriumorthovanadat
Natriummolybdat
Natriumtartrat
Imidazol

inwéassriger Lésung, pH 10,0

3.1.8 Zdlinien

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heldeberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sgma, Delsenhofen

Sgma, Delsenhofen

19
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NRK 49 F ( Fibroblastenzellinie aus der Niere)
MDBK ( adhérente Zdlinie aus der Niere)

3.1.9 Antikor per

3.1.9.1 Primérantikor per

Antigen Immunisierte Aufberetung Referenz

Spezies, | g-Klasse,

Bezeichnung
a-Adaptin, Maus monoklond, | Affinitétsgeranigt Transduction
Maus N- lgG1, Klon 8 Laboratories,
terminaes Lexington,
Peptid Kentucky, USA
a-Adaptinaus | Maus monoklond, | Astites Sgma,
Rinderhirn 1gG 23, Klon 100/1 Deisenhofen
3 -Adaptin | Maus monoklond, | Affinitétsgerainigt Transduction

1gG1, Klon 74 Laboratories,
g-Adaptinaus | Maus monoklond, | Ascites Sgma,
Rinderhirn 19G 23, Klon 100/3 Deisenhofen
n2 Kaninchen Affinitésgeranigt M. Robinson
s2 Kaninchen Affinitésgeranigt M. Robinson
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3.1.9.2 Sekundar antikor per

Kaninchen anti Maus Ig

Ziege anti Kaninchen, HRP-Konjugat

Ziege anti Maus, HRP-K onjugat

3.1.10 EDV

3.1.10.1 Hardware

CCD-Kamera Cybertech CSC
Scanner Scan Jet 4¢/T

Laser Writer 16/ 600 PS

3.1.10.2 Software

Windows 95

Adobe Photoshop 3.0
Windows Powerpoint 95
Word 7.0

Exd 7.0

Software WinCam 2.2 fur PC

BlAcore Evauation - Software 2.1

Dako Diagnostika, Hamburg

Jackson Inc. Baltimore, USA

(Vertrieb Dianova, Hamburg)
Jackson Inc. Batimore, USA
(Vertrieb Dianova, Hamburg)

Cybertech, Berlin
Hewlett Packard, Palo Adlto,
USA

Microsoft, USA

Adobe Systems Inc.

Microsoft, USA

Microsoft, USA

Microsoft, USA

Cybertech, Berlin

Biacore AB, Uppsala, Schweden
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3.2 Methoden

3.2.1 Zdllbiologische M ethoden

3.2.1.1 Kultivieren von Zdlen

Die Zdlen wurden in wassergeséttigter Atmosphére unter 5% CO, bel 37°C kultiviert.
Medien und Lésungen wurden auf 37°C vorgewarmt, wenn nicht anders angegeben.

3.2.1.2 Trypsinieren von Zellen

Trypsn-EDTA-L6sung: 0,05% (w/v) Trypsn
0,02% (w/v) EDTA in modifizierter Puck’s Salzl6sung

Die konfluenten Zdlen wurden mit PBS gesplilt, um inhibierende Einfllisse von Serum-
bestandtellen auf die Aktivitét des Trypsins zu verhindern. Nach dem Absaugen des PBS
wurden die Zellen solange mit Trypsn-EDTA be 37°C inkubiert, bis sich die Zellen ablGsten.
Die Trypsn-Reaktion wurde durch Zugabe von serumhatigem Medium gestoppt, die Zdlen
durch mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette vereinzdt und anschliel3end die Zdlen in der
gewlnschten Dichte ausgesét.

3.2.1.3 Einfrieren von Zdlen
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Einfriermedium:  10% DMSO im jewelligen Zdlkulturmedium, sofort verbrauchen oder
enfrieren, da oxidiertes DM SO ds Zd|gift wirkt.

Die Zdlen wurden trypsiniert, in Medium aufgenommen und die Suspension in der Labo-fuge
sedimentiert (5 Minuten, 1000 x g). Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zdlen in
Iml Einfriermedium aufgenommen und in beschriftete und vorgekihlte Einfrier-réhrchen
Uberfiihrt. Die Zdlen wurden zunéchst bel -80°C eingefroren und anschlief3end in fliissgem
Stickstoff gelagert.

3.2.1.4 Revitaliserung von Zellen

Nach der Entnahme des Einfrierrdhrchens aus dem Stickstofftank wurde es 1 Minute in der
Hand angewarmt und anschlief3end im Ethanolbad bel 37°C aufgetaut, bis nur noch ein kleiner
Eiskern zu sehen war. Die Zdlsuspenson wurde entnommen, in 4ml katem PBS ( 4°C )
Uberfiinrt und in der Labofuge 5 Minuten bei 1000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Zdlpdlet in 5ml katem Medium resuspendiert und in eine Zdlkulturflasche
Uberfihrt. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt, um restliches DM SO, tote Zdllen

und Zdltrimmer zu entfernen.

3.2.2 Biochemische M ethoden

3.2.2.1 Fallung von Proteinen auswassriger L dsung

3.221.1TCA - Féllung

Die Proteinlésungen wurden mit einer 100% TCA - Ldsung auf eine TCA-End-konzentration

von 10% gebracht, durch vortexen gemischt und entweder Uber Nacht bei 4°C oder 2
Stunden auf Eis gefdlt. Anschlief3end wurden die gefdlten Proteine 15 Minuten bei 13000 rpm
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pelletiert und der Uberstand abgenommen. Das Pdllet wurde mit 2% NaCH;COO - Losung in
Ethanol gewaschen und anschlief3end in Probenpuffer aufgenommen.

3.2.2.1.2 Wessdl-Flugge-Fallung

( Wessdl und Fliigge, 1984 )

In einem 15 ml Rohrchen wurden zu 4 Probenvolumen Methanol die zu félende Probe
gegeben, gevortext und 10 s be 9000xg zentrifugiert. Dann wurde 1 Probenvolumen
Chloroform zugegeben, durch vortexen gemischt und wie oben zentrifugiert. Nachdem 3
Probenvolumen H,O bidest zugesetzt worden waren, bildeten sich 2 Phasen, welche mehrmas
kraftig ausgeschiittelt wurden. Nach der anschliel¥enden Zentrifugation fir 2 Minuten be
9000xg wurde die obere Phase vordgchtigs abgenommen. Anschlielfend wurden 3
Probenvolumen Methanol zugegeben und die gefditen Proteine bei 9000xg 5 Minuten
abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen worden war, wurde das Pellet auf Eis
luftgetrocknet und in Probenpuffer aufgenommen.

3.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

( Bradford, 1976 )

L Gsungen:
1. RotiQuanta , Bradford-Reagenz
2. BSA - Standard 1.0 mg/ml BSA in H,O bidest

Das Standardprotein wurde zusammen mit einem Leerwert in definierten Proteinmengen von
2, 4, 8 und 10 ng eingesetzt und wie die Proben auf 800 m Gesamtvolumen H,O bidest
aufgefillt. AnschlielZend wurden 200 mi RotiQuanta - Bradford-Reagenz zugegeben und 15
Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption des Farbstoffswurde bel | = 595 nm

gemessen und die Proteinkonzentration anhand einer Eichgeraden ermittelt.

3.2.2.3 Diskontinuierliche SDS - Polyacrylamid - Gelelektr ophorese ( SDS - Page)
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(LAEMMLI et d. 1970)

L sungen:

1. Trenngd puffer

2. Samme gelpuffer

3. Acrylamidlésung ( Roth)

4. APS

5. TEMED

6. Agarose - LOsung

7. Elektrophoresepuffer

8. 6 x Probenpuffer,reduzierend

1,5M Tris- HCL pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

0,5M Tris- HCL pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

30% (wiv) Acrylamid

0,8% (w/v) Bisacrylamid in H,O
10% (w/v) Ammoniumperoxidisulfat
inHO

99% (v/v) gebrauchsfertige LGsung

1% (w/v) Agarosein H,O

25mM Tris- HCL, pH 8,6
19mM Glydn
0,1% (w/v) SDS

24 ml 2M TrigHCL, pH 6,8
12 g SDS

45 ml 100 % Glycerin

60 mg Bromphenolblau

ad 88 ml H,0 bidest

12 ml [3-Mercaptoethanol

Pipettierschema fir 2 Minigde ( Angabeinml ):

25
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Trenngd Sammdgd

7,5% 10% |12,5% |15% |4,5%

AA /BA 2 2,67 333 |4 0,45

30%/0,8%

1,5M Tris 2 2 2 2 -

0,4% SDS

05M Tris - 0,45

0,4% SDS

H,O bidest 3,9 33 |2,62 195 (2

TEMED 8m 4m

10% APS 80m 40 m

Die Elektrophorese wurde im Minigdsystem von Gibco, BRL mit vertikd ausgerichteten
Gelen durchgeftihrt. Die Grof3e des Gels betrug 56 x 86 x 0,75 mm.

Das Giel}en der Gele efolgte zwischen zwel Glasplatten, die durch zwel Abstandshater

(,, Spacer 2 ) in definietem Abstand voneinander getrennt wurden. Die Untersaite der Gele
wurde mit 1 % Agarose abgedichtet. Die Trenngdl6sung wurde zligig zwischen die Glasplaiten
gegosen und sofort mit Butanol (| mit HO bidest geséttigt ) Uberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Butanol entfernt, die Sammelgd-Losung eingeftillt
und der Probenkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm
vorschtig entfernt und die Taschen mit H,O bidest gespilt. Das Gd wurde in die
Elektrophoresekammer eingesetzt und mit Elektro-phoresepuffer Uberschichtet. Anschlief3end
wurden die Proben mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen gefiillt. Die Elektrophorese
erfolgte bel einer kongtanten Stromstérke von zundchst 50 mA. Diese wurde auf 100 mA
erhoht, sobald die Lauffront das Trenngdl erreicht hatte.

3.2.2.4 | soelektrische Fokussierung ( |EF)

L sungen:
Kahodenpuffer 20 mM NaOH
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Anodenpuffer 10 mM Phosphorsaure
|EF-Gdll6sung 9 M Harngtoff
4% Acrylamid / Bisacrylamid

2% (w/v) NP-40
3% (viv) Ampholine pH 5-8
1% (v/iv) Ampholine pH 3,5-10

Lysspuffer 9,6 M Harnstoff

2 % NP-40 (w/v)

4% (viv) Ampholine pH 5-8

1% (viv) Ampholine pH 3,510

7,15 M 2-Mercaptoethanol
Overlaypuffer 8 M Harngtoff

2% (viv) Ampholine pH 5-8

0,5 % (viv) Ampholine pH 3,5-10

Fir die Herstdlung eines IEF-Gels ( 14cm x 10 cm x 1 cm ) wurden 30 ml Gellésung unter
leichtem Erwé&rmen hergestdllt. Nach Zugabe von 60 m 10 % Ammoniumper-sulfatlsung
sowie 42 mt TEMED wurde der Ansatz ziigig zwischen zwel Glasplatten, die am unterem Ende
mit einer 1 % igen Agarosel0sung abgedichtet wurden gegossen und anschlief3end vorschtig
der Kamm eingesatzt.

Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde der Kamm sowie die Agarosesbdichtung entfernt
und das Ged in ene Elekirophoresskammer eingespannt, deren untere Kammer mit
Anodenpuffer gefullt wurde. In jede Tasche wurden 60 ml Lyssouffer aengeftillt und
anschliel}end vorsichtig mit Kathodenpuffer Uberschichtet.

Der Vorlauf erfolgte fir 15 Minuten bel 200 V, 30 Minuten bel 300 V und eine weitere habe
Stunde be 400 V.

Nach dem Vorlauf wurde der Kathodenpuffer entfernt und die Taschen vollsténdig entleert.
Nun wurden die Proben in die Taschen eingeflllt und mit Kathodenpuffer Uberschichtet. Die
anchlief?ende Fokussierung erfolgte fir 12-15 Stunden bei 500 V.
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3.2.2.5 SDS - Harnstoff - Gelelektrophor ese

Durch eine SDS - Harngtoff - Geleektrophorese konnen die grol¥en Untereinheiten der

Adaptor - Komplexe voneinander getrennt werden.

L Gsungen:
1. Trenngdpuffer 1,5M Tris - HCI, pH 8,8
04% (w/v)SDS
6 M Harnstoff
EDTA
2. Sammdgdpuffer 0,5M Tris-HCl, pH 6,8
04%(w/v)
6 M Harngtoff
3. Acrylamidlésung ( Roth) 30% (w/v/Acylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid in H20
4. APS 10 % (w /v ) Ammoniumperoxidisulfat
in H20
5. TEMED 99% (v/v) gebrauchdfertige Ldsung
6. Agarose - Losung 1% (w/v) Agarose in H,O
7. Elektrophoresepuffer 25mM Tris- HCL, pH 8,6
19mM Glyan
0,1% (w/v) SDS

8. 6 x Probenpuffer,reduzierend 24ml 2M TrisHCL, pH 6,8
12 g SDS
45 ml 100 % Glycerin
60 mg Bromphenol blau
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ad 88 ml H,O bidest
12 ml 3-Mercaptoethanol

Fir die Hergtellung eines SDS - Harngtoff - Gels ( 14 cm x 10 cm x 1 cm ) wurden 30 ml
Trenngellésung unter leichtem Erwarmen hergestdlt. Nach der Zugabe von 250 ml APS sowie
25 ml TEMED wurde die L6sung zligig zwischen zwei Glasplatten, die mit Agarose am unteren
Ende abgedichtet wurden bis etwa 3 cm unter dem oberen Rand gegossen und mit Wasser
Uberschichtet. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Wasser entfernt, der
Kamm eingesetzt und anschlief}end mit Sammegelésung (10 ml Lésung mit 100 M APS und
10 M TEMED ) aufgefillt. Nach dem Poly-meriseren des Sammelgels wurde der Kamm
vorschtig entfernt und die Taschen mit Elektrophoresepuffer ausgesplilt. Die Elektrophorese
erfolgte ba einer konstanten Stromstérke von 50 mA.

3.2.2.6 Coomassiefarbung von Polyacrylamidgelen

L Gsungen:

1. Coomassie - Farbel 6sung 0,5 % (w/v) CoomasseBlauR
50 % (v/v) Methanal, technisch
10 % (v/v) Essigsiure, technisch
in HO bidest

2. Entférbe 6sung 50 % (v/v) Methanal, technisch
10 % (v/v) Essigsiure, technisch
in H,O bidest

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder fur 30
Minuten be 37°C auf enem Horizontaschittler in Coomasse - Farbdsung inkubiert.
Nachdem das Gd vollstdndig durchgefarbt war, wurde die Féarbe 6sung abgenommen und das
Gd solange auf dem Schittler in Entfarber inkubiert, bis der Gelhintergrund vollstandig entfarbt
war. Dazu wurde die Entfarbeldsung mehrfach gewechsdt. Anschlief?end wurde das Gel
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zweimd 15 Minuten gewéssart. Das Trocknen des Gds efolgte in enem  Umlufttrockner,
nachdem das Gd |uftblasenfrel zwischen zwel nasse Cellophanfolien eingespannt worden war.

3.2.2.7 Westernblot

3.2.2.7.1 Elektrophoretischer Proteintransfer von SDS-Gelen durch das
Nalblotverfahren ( Minigele)

Nach der Elektrophorese wurde das Gd 5 - 10 Minuten in Trandferpuffer &quilibriert.
Inzwischen wurde pro Gel eine Nitrozellulosemembran sowie zwel Whatman-Filter-papiere
auf die Grof3e des Gels zurechtgeschnitten und ebenfalsin Transferpuffer &qui-libriert. Flr den
Protentransfer wurden die einzelnen Bedandteille in den Bloteinsaiz |uftblasenfrel nach
folgendem Schema aufeinander geschichtet:

| ] Pad3

| | Pad2
Whamanpgoer
Nitrozdlulose
Gd
Whamanpgoer
| | Pl

Abb.3.1: schematischer Aufbau einesNafiblots

Der Blotensatz wurde anschlie?end in die Elektrophoresskammer eingesetzt und mit
Trandferpuffer Uberschichtet. Um ein zu starkes Erwarmen der  Elektrophorese-kammer zu
verhindern, wurde diese in ein Eisbad gestellt. Der Transfer wurde fir eine Stunde bei 150 V

durchgefhrt.

3.2.2.7.2 Elektrophor etischer Proteintransfer von | EF-Gelen durch das Semi-Dry-
Verfahren
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L Gsungen:

1. Kathodenpuffer 25 mM Trig/HCI, pH 9,0
40 mM e- Aminocapronséure
20 % (v/iv) Methanol p.a

2. Anodenpuffer 300 mM TrigHCI, pH 7,4

20 % (v/v) Methanol p.a

Nach Beendigung der Fokusserung wurde das Fokusserungsgd 10 Minuten in
Kathodenpuffer + 0,01 % SDS é&quilibriert. In der Zwischenzeit wurde eine Nitro-
zdlulosemembran, sowie 6 Whatmanfilterpapiere auf die Grole des Gels zurecht geschnitten.
Die enzenen Bedandtelle wurden anschlief3end luftblasenfrel nach folgendem Schema
aufeinander geschichtet:

- Gewicht

Kathode

3x Whatmanpapier

Gd
Nitrozellulose

3x Whatmanpapier

I A

Abb.3.2: schematischer Aufbau eines Semi-Dry-Blots

Der Transfer erfolgte 30 Minuten bel einer konstanten Stromstérke von 1 mA/cn.

3.2.2.7.3 Immunodetektion:

L Gsungen:
1. PBS 140 mM NaCl
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2,7mM KCl

8,1 mM NaHPO,
1,5 mM KH,PO,
pH 7,4

2. Blockierungdsung 5 % Magermilchpulver
0,05 % Tween 20
in PBS

3. Waschpuffer 0,05 % Tween 20
in PBS

4. Chemilumineszenzsystem SuperSignda -Kit ( Pierce, Rockford, USA )

Das Kit besteht aus zwel verschiedenen Lasungen, von denen gleiche Volumina miteinander
vermischt werden. Zur Erzeugung des Chemilumineszenz-Signals wird das Gemisch ene
Minute auf der Nitrozdlulose inkubiert.

Alle Inkubationen und Waschschritte erfolgten auf einem Wipptisch oder Horizontal schittler.
Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die Nitrozdlulose 1 Minute in PBS gesplilt, um
Regte von Methanol zu entfernen. Anschlief3end wurden die freen Proteinbindungsstellen auf
der Nitrozdlulose 1 Stunde bel Raumtemperatur, oder Uber Nacht bel 4°C mit
Blockierungd 6sung abgeséttigt. Die Blockierungd sung wurde mit PBS/Tween abgesplilt und
die Nitrozdlulose fur 2 Stunden bei Raumtemperatur, oder Uber Nacht be 4°C mit dem
Primérantikorper inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Nitrozdlulose dreimd 10
Minuten in PBS/Tween gewaschen. Die Inkubation des Sekundérantikorpers erfolgte fir eine
Stunde bel Raumtemperatur. Anschlief3end wurde wieder dreimal 10 Minuten mit PBS/Tween
gewaschen. Vor der Detektion mit Pierce Supersgna wurde die Nitrozellulose kurz mit PBS
gespllt. Die Chemi-lumineszenzsignde wurden mit ener CSC-Kamera detektiert und as
elektronisches Bild gespeichert. Die Expostionszeit richtete sich nach der Stérke der Signde..

3.2.2.8 Praparation von AP 1 und AP 2 aus Schweinehirn
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3.2.2.8.1 Praparation von Clathrin beschichteten Vesikel

Losungen (dle4°C):

1. Mes- Puffer 0,1 M Mes, pH 6,5
1 mM EGTA
0,5 mM MgClz
0,02% NaN3
2. Dichtemedium 12,5% (w/v)  Saccharose

12,5% (wiv) Fcolla 400in Mes - Puffer

Um im Blut enthaltene Proteasen zu entfernen, wurden die Hirnhéute mit einer Pinzette entfernt
und das Gewebe grindlich mit VS - Wasser gesplilt. Die so vorbereiteten Schweinehirne
wurden in Portionen von ca. 300g bel - 80°C gdagert. Fir eine Prdparation wurde eine
Portion tber Nacht im Kihlschrank aufgetaut. Das Hirngewebe wurde mit ca. 500 ml Mes -
Puffer im Mixer dreamd fir 10 s homogenisert. Anschlief3end wurde mit Puffer auf en
Endvolumen von 1 | aufgeftllt und noch enma homogenisiert. Das Homogenat wurde zunéchst
fir 30 Minuten bei 9000 rpm zentrifugiert ( JA 10-Rotor ) und anschlieRend der Uberstand
vorschtig abgenommen und fir eine Stunde ba 100000xg zentrifugiert ( Ti 45-Rotor ). Die
Sedimente aus dieser Ultrazentrifugation ( Gesamtmembranen ) wurden mit jewells 5ml Mes-
Puffer versetzt und mit Hilfe eines Glasstabes vom Boden der Zentrifugenrdhrchen geést ( ca
60 ml Gesamtvolumen ). Die gdosen Sedimente wurden in enem 50ml Dounce-Glas-
homogenisator homogenisiert. Das Homogenat wurde mit gleichem Volumen Saccharose-
Ficolla -Dichtemedium vermischt und 40 Minuten be 15000 rpm ( JA 20-Rotor )
zentrifugiert. Der Uberstand wurde &uRerst vorsichtig abgenommen, mit Mes-Puffer verdiinnt
und be 100000xg fur eine Stunde zentrifugiert ( Ti 45-Rotor ). Anschlief3end wurden die
Sedimente mit jewells enem ml - Mes-Puffer vom Boden geldgt ( ca 8ml Gesamtvolumen )
und in enem 10ml Dounce-Glashomogenisator homo-genisert. Das Homogenat wurde 15
Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert und der Uberstand, der die Clathrin beschichteten
Veskd enthidt wurde abgenommen.
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3.2.2.8.2 Abldsen von Clathrin und Adaptoren

L Gsungen: 2M TrigHCL pH 7,5

Der Uberstand wurde mit 2 M TrisHCL auf eine Endkonzentration von 0,5 M Tris’HCL
eingestdlt. Diesess Gemisch wurde ca. ene Stunde bel 4°C auf einem Drehrad inkubiert.
Anschlief?end wurde 30 Minuten bel 100000xg zentrifugiert ( Ti 50-Rotor ). Der klare
Uberdand ( TrisExtrakt ) wurde abgenommen und zur weiteren Aufreinigung  Uber
Gdfiltrationschromatographie eingesatzt.

3.2.2.8.3 Gdlfiltration Uber Superose 6a -Saule

L Gsungen:

Trennungspuffer 05M TrigHCL. pH 7,0
1mMDTT
0,02 % NaN3

Der Trennungspuffer wurde vor Gebrauch durch einen 0,2mm Millipore-Filter Sexilfiltriert.

Die Superose 62 -Saule ( Bettvolumen 130ml ) wurde in Trennunspuffer aquilibriert bis ene
Stabile Basdinie vorhanden war. Anschlief3end wurden 5 - 6ml Tris-Extrakt ( ca 10 bis 15mg
Gesamtprotein ) aufgeladen. Die Trennung der Proteine erfolgte mit einer FPLC-Anlage be

4°C. Folgende Parameter wurden angewandt:

Hul¥ate: 0,3 ml/min
Schreiber: 0,1 cmVmin
OD: 0,2

Fraktionssammler: 5min(15ml Val.)
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Nach Beendigung des Laufs wurde anhand eines coomassegefarbten SDS-Gdls digenigen
Fraktionen ermittelt, die AP1 und AP2 enthielten. Die entsprechenden Fraktionen wurden
vereinigt und Uber eine Hydroxyapatit-Saule welter aufgereinigt.

3.2.2.8.4 Hydr oxyapatit-Chromatogr aphie

( Manfredi und Bazari, 1987 )

L Gsungen:
1. Niedrigsalzpuffer 10 mM K,HPQO,, pH 8,2
10% Glycerin
100 mM NaCl
1mM DTT
0,02% NaN3
2. Hochsal zpuffer 500 mM K;HPO,, pH 8,2
10% Glycerin
100 mM NaCl
1mM DTT
0,02% NaN3

Packen der Saule:

Zum Packen der Sule wurde zunéchgt etwa zwel grof3e Spatel spitzen Hydroxyapetit in 20 ml
Hochsal zpuffer resuspendiert und der Uberstand nach dem Absetzen der Partikel vorsichtig
dekantiert. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt, bevor die Hydroxyapatit-Suspension
in eine Leersaule fir FPLC ( 5 mm Durchmesser, 10 cm Lange ) gefillt wurde. Die Saule
wurde an die FPLC angeschlossen, und solange mit Niedrigsalzpuffer aquilibriert, bis eine
Sabile Basdinie vorlag.

( Dadie Proben in einem 0,5 M Tris-Puffer Gber die Saule gegeben wurden, mufte diese nach
etwa 5-6 Durchgangen neu gepackt werden.)
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Pro Sulenlauf wurden ca 10 - 12 ml AP - Pool aufgeladen. Folgende Parameter wurden

angewandt:

Hulyae 0,2 ml/min
Schreiber: 0,1 cmVmin
OD: 0,2

Fraktionssammler: 5min(1ml Val.)
Gradient: drei Stunden (36 ml )

Nach Beendigung des Laufs wurden pro Fraktion 90 mi Probe entnommen und eine TCA-

Falung durchgeftihrt. Die Proben wurde anschliel¥end auf einem SDS-Gd aufgetrennt und mit

Coomassie angefarbt.

3.2.2.9 MDBK - Zdlfraktionierung

L Gsungen:

MES - Puffer 100 mM Mes, pH 6,8
1 mM EGTA
0,5mM MgCl,
02mM DTT

Als Ausgagnsmaterid dienten konfluent bewachsenen 15 cm Platten. Soweit moglich erfolgten
dle Préparationsschritte auf Eis.

Zur Prgparation wurde das Medium abgenommen und die Zdlen zweimd mit jewells 2 ml
katem PBS gewaschen. Anschlief3end wurden die Zdlen in 1 ml Mes - Puffer abgeschabt.
Um die Zdlen aufzubrechen wurde die Zdlsuspenson mit einer 2 ml Spritze 20x durch ene
22xg Kanile gezogen. Durch eine Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1000xg wurden die
Zdlkerne, unlysierte Zellen sowie grolere Zdltrimmer abzentri-fugiert. Der Uberstand wurde
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anchlielfend 30 minuten ba 100000xg zentrifugiert, wodurch die Membranbestandteile
pelletiert wurden und die cytosolischen Bestandteile im Uberstand verblieben.

3.2.2.9.1 Extraktion der Membranen mit 0,5M Tris

Um die Adaptor - Komplexe von den Membranen abzul6sen, wurde das Membranpellet 1
Stunde mit 0,5 M Tris, pH 7,5 auf einem Drehrad be 4°C inkubiert. Anschlief3end wurde
durch eine Ultrazentrifugation bei 100000xg die abgel0sten Proteine von den Membranen

getrennt.

3.2.2.9.2 Gdlfiltration Uber eine Superdex 200 - Saule

L Gsungen:
Superdex - Laufpuffer 20 mM Hepes, pH 7,0
150 mM NaCl
10 mM KCI
2 mM MgCl,
02mM DTT

Die an en SMART - HPLC - System angeschlossene Superdex 200 - Saule wurde mit dem
Laufpuffer aquilibriert und anschlief?end jewells 50 m Cytosol bzw. Membranextrakt
aufgeladen. Die Elution erfolgte bel einer Hul¥rate von 40 m / min wobe jewels 50 ni
Fraktionen gesammelt wurden.

3.2.2.10 Préparation von NRK - Membranen

NRK - Zdlen wurden auf 15 cm Platten ausplattiert und so lange kultiviert bis Se konfluent
waren. Alle Prgparationsschritte erfolgten ba 4°C.

Zur Pr8paration wurde das Medium abgesaugt und die Zdlen pro Platte 2x mit jewells 2 ml
katem PBS gespiilt. AnschlielRend wurden die Zdlen in Bindungspuffer abgeschabt und mit
Hilfe einer 22xg Kantle lysert. Durch eine Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1000xg wurden
die Kerne sowie noch intakte Zellen pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen
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und 30 Minuten bei 100000xg zentrifugiert. Nachdem das Cytosol ( = Uberstand ) volstandig
abgenommen worden war, wurde das Membranpellet in 500 m 0,5 M Tris, pH 7,5 sorgfdtig
mit einer ausgezogegenen Pasteurpipette resuspendiert und fir eine Stunde bel 4°C auf einem
Drehrad inkubiert, um die endogenen Adaptor - Komplexe abzuldsen. Anschlief3end wurden
die Membranen 30 Minuten be 100000xg &bzentrifugiet und in Bindungspuffer
aufgenommen. Das Resuspendieren des Pdlets efolgte wiederum mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette.

3.2.2.11 Dephosphorylierung von Adaptor - Komplexen mit alkalischer Phos-phatase

L Gsungen:

Bindungspuffer 25 mM Hepes - Koh, pH 7,2
125 mM Kac
5mM MgAc

Als Phosphatase wurde cdf intesinde akdine Phosphatase von Boehringer, Mannhem
verwendet.

Fur die Dephosphorylierung der Uber Hydroxyapatit aufgereinigten AP 1 - und AP 2 -
Komplexe wurden diese zunéchst gegen einen geeigneten Puffer dialysiert ( BIA - Puffer bzw.
Bindungspuffer ). Pro Dephosphorylierungsansatz wurde die entsprechende Menge an
akaischer Phosphatase ( 0,01 bis 2 U ) zugesetzt und fur 30 bis 60 Minuten ba 37°C
inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben sofort auf Eis gestdlt, um die Aktivité der
akalischen Phosphatase zu minimieren.

3.2.2.12 Inkubation von gereinigtem AP 2 mit ATP

L Gsungen:

Bindungspuffer 25 mM Hepes - KOH, pH 7,2
125 mM KAc
5mM MgAc
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Fur die Behandlung von AP 2 mit ATP wurde das Uber Hydroxyapdtit aufgereinigte AP- 2
gegen Bindungspuffer didysiert und anschliel3end die entsprechende Menge an AP 2 mit 2
mM ATP ( Enkonzentration ) versetzt. Die Resktion erfolgte fir 15 Minuten bei 37°C und
wurde nach Beendigung der Inkubationszeit auf Eis abgestoppt. Als Negativkontrolle wurde
der gleche Ansaiz ohne ATP fur 15 Minuten inkubiert. Im Anschlul3 daran wurden die
behandelten Adaptor - Komplexe in einem Rekrutierungs-assay eingesetzt.

3.2.2.13 Rekrutierung von gereinigtem AP 2 an NRK - Membranen

Die Uber Chromatographie aufgereinigten Adgptoren wurden gegen Bindungspuffer diaysert
und anschlief}end auf eine Konzentration von 0,02 g / m eingeste It und bel

-70°C gelagert.

Pro Rekrutierungsansatz wurden 100 bzw. 200 m didysertes AP2, das je nach Experiment
vorbehandelt wurde ( Dephosphorylierung etc. ) mit NRK - Membranen vermischt und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die Membranen 15 Minuten bei 100000xg
sedimentiert und in 2x Probenpuffer + SH resuspendiert und anschlief}end fir 10 s mit
Ultraschdl behanddt. Die weltere Auswertung erfolgte anhand eines Westernbl ots.
3.2.2.14in vitro Phosphorylierung von AP 2 mit g** P- ATP

L Gsungen:

Phosphorylierungspuffer 50 mM Hepes- KOH, pH 7,4
5mM MgCh
2mM MnCh,

Die Uber Hydroxyapatit aufgereinigten AP 2 - Komplexe wurden mehrere Stunden gegen
Phosphorylierungspuffer diaysiert. Fiir die Phosphorylierungsresktion wurde das AP 2 mit g*
P - ATP versatzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel?end wurde die
Phosphorylierungsresktion durch Zugabe von SDS - Probenpuffer abgestoppt und die Proben
auf einem SDS - Gd aufgetragen und durch ein Autoradiogramm sichtbar gemacht.

3.2.3 Messung von I nteraktionen zwischen Adaptor proteinen und Peptiden mit einem

Biosensor ( BIAcore)
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Der Biosensor verwendet das optische Phanomen der ,, surface plasmon resonance 2

( SPR ) um Interaktionen zwischen Biomolekilen zu untersuchen. Die Detektion beruht auf
Veranderungen in der Massenkonzentrationen von Makromolekilen auf der Oberflache des
Sensorchips. Diese Veranderungen der Massenkonzentration bewirken eine Ablenkung des
reflektierten Lichts ( = ,, resonance angd 2 ). Das Ausmal3 diesser Ablenkung hangt von
verschiedenen Faktoren ab, unter anderem vom Refraktionsindex des Mediums, das sich nahe
der unbestrahlten Seite des Metalfilms befindet. Der Refraktionsindex korreliert direkt mit der
Konzentration von gadsten Molekilen im Medium. Durch das Konstanthalten der anderen
Faktoren ist es mdglich durch SPR Verdnderungen in der Konzentration von Molekilen in der
Ldsung, die sich im Kontakt mit der Sensoroberfléche befindet zu messen.

Durch die Verwendung eines kontinuierlichen Husses ist es mdglich Interaktionen in

» Red - Zat 2 zu beobachten. Eine der beiden interagierenden Komponenten wird auf der
Sensoroberfléche immobilisert und die andere in einem kontinuierlichen HuR  Uber die
Sensoroberfléche geleitet. Aus dem Binden von Molekilen aus der Ldsung an die
immobiliserte Komponente resultiert eine Ablenkung des Lichtgtrahls, das ds,, response 2
registriert wird.

Die Auswertung der Messunge erfolgt durch das BIAcore - Evauierungsporogramm in Form
eines Sensogramms, in welchem die Verénderung des Resonanzwinkels ( = Resonanzsignd )
gegen die Zet aufgetragen is. Die Vednderung des Resonanzsgnas wird durch
Resonanzeinheiten ( RU ) dargestdit. Eine Ver&nderung des Resonanz-sgnas um 1000 RU
korrespondiert mit einer Zunahme der Oberfléachenkonzentration auf dem Sensorchip um etwa
Ang/ mn?.

3.2.3.1 Synthese von Peptiden

Die fur die Synthese verwendeten Aminosduren waren durch N - (9 fluorenyl )
methoxycarbonyl ( Fmoc ) geschitzt und wurden durch Benzotriazol-1-yl  oxy-
tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphat aktiviert. Als Synthesegeré wurde der Peptid
Synthesizer von Millipore verwendet. Nach dem Abspdten des Syntheseprodukts von der
Tragermatrix und den Schutzgruppen wurden die Peptide Uber Reverse Phase HPLC gerenigt
( Dedta Pac C-18 - Saule, Millipore ). Der Elutionsgradient ersireckte sich tber 0-50%
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Acetonitril in 0,1% Trifluoressigsdure/Wasser in 50 Minuten. Die Reinhelt der Peptide wurde
durch HPLC, UV -Spektrometrie und Massenspektrometrie Uberprift.

3.2.3.2 Kopplung von Peptiden an einen Sensor chip

Der Sensorchip besteht aus einem Glagtréger dessen eine Saite mit einem diinnen Goldfilm
beschichtet ist. An diesem Goldfilm ist eine Oberflachenmatrix kovaent gebunden.

3.2.3.2.1 Kopplung Uber Aminogruppe (pl tber 35)

L Gsungen: N-hydroxysuccinimid ( NHS)
N-ethyl-N’-( dimethylaminopropyl ) carbodiimid (EDC)
1 M Ethanolaminhydrochlorid, pH 8,5
HBS-EP-Puffer

verwendeter Chip Sensorchip CM 5

1 Aktivierung

Zunéchst wurde die Sensorchipoberflache durch eine Modifikation der Carboxylgruppen mit
einer Mischung aus N-hydroxysuccinimid (NHS) und N-ethyl-N’ -(dimethyl-amino-propyl)-
cabodiimid (EDC) aktiviert. Dadurch wurden diese Carboxylgruppen in resktive Ester
Uberfihrt, die spontan mit Aminen und anderen nukleophilen Gruppen reagieren und kovaente
Bindungen ausbilden.

Um diese Aktivierung durchzufiihren wurde bel einer Hul¥ate von 5 ni/min insgesamt 35ni
0,05M NHS/0,2M EDC injiziert.

2. Kopplung des Peptids

Da ba ener Kopplungsresktion die Aminogruppen des Peptids ungdaden sain miissen,

wurde die Resktion bei enem hohen pH durchgefiihrt. Der optimae pH-Bereich der
Ligandenl Gsungen héngt von der Beschaffenheit des Peptids ab.
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Die Kopplungsreaktion wurde ebenfdls bel einer Flul¥rate von 5 mi/min durchgeftihrt, wobe
inggesamt 35m Ligandenldsung ( Peptidkonzentration = 200 ng/ml ) injiziert wurde.

3. Deaktivierung

Durch die Deaktivierung wurden Uberschiissige reektive Ester entfernt, sowie durch die hohe
lonenstérke der Deaktivierungddsung nicht-kovaent gebundenes Materid entfernt. Fir die
Desktivierung wurden 35m 1M Ethanolaminhydrochloridldsung pH 8,5 fir 7 Minuten injiziert.

3.2.3.2.2 Kopplung Gber Streptavidin - Biotin ( pl unter 3,5)

Da der isoelektrische Punkt des MPR 46 - Peptids 49-67 unter 3,5 liegt, mufite dieses Uber
Strepavidin-Biotin an einen pezidlen Sensorchip ( Sensorchip SA mit immobi-ligertem
Streptavidin) gekoppelt werden, da eine Kopplung des Peptids Uber  Aminokopplung nicht
maglich war. Dazu mulde zunéchst das Peptid biotinyliert werden.

3.2.3.2.2.1 Biotinylierung von Peptiden

L Gsungen: 0,1 M NaHCOOQO3, pH 8,5
Biotin-LC-NHS 10 mg/ml

Fur die Biotynilierung von Peptiden wurde entweder wasserlddiches oder in DM SO gel6stes
Biotin verwendet, das jewels vor Gebrauch frisch angesstzt wurde. In  die
Biatinylierungsresktion wurde Biotin im Vehdtnis von 1:10 zur Peptidkonzentration
eingesetzt.

Folgendes Beispiel zeigt einen solchen Reektionsansaiz:

1 mg Peptid (0,5 mmoal) in HO bidest gel0st
220 m NaHCOOQO3

227 m Biotin-LC-NHS (5 nmoal)

ad 1000 m NaHCOO3
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Der Biotinylierungsansatz wurde 90 Minuten bel Raumtemperatur auf dem Drehrad inkubiert
und anschliel}end 15 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Das frele Biotin sowie das nicht
gekoppelte Peptid wurde Uber eine C 18 - Cartridge gereinigt und anschlief3end durch
M assenspektrometrie Uberprift.

3.2.3.2.2.2 Reinigung von Peptiden Uber eine C 18 - Cartridge

L ésungen: Methanol p.a.
0,1% Trifluoressigsaure in Wasser

30-70 % Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser

Zunéchgt wurde die Cartridge mit 2ml Methanol, 5 ml Wasser und anschlief3end mit 5ml 0,1%
TFA vorgespiilt. Die Spilfliissgkeit wurde mit einer 5ml Plagtikspritze durch die Cartridge
gepresst. Fir ale folgenden Schritte wurde eine Spritze d's Reservoir auf die Cartridge gesetzt,
in welche die Probe und anschlief3end der Elutionspuffer mit ener Pasteurpipette gefiillt wurde.
Das Spuilen der Cartridge mit diesen Losungen erfolgte durch Schwerkraft.

Zunéchgt wurde die Cartridge mit bis zu 10 mg Peptid in Iml 0,1% TFA beladen und
anschlieffend mit 30ml 0,1% TFA gewaschen und der Durchflud in 1,5ml Fraktionen
gesammdt. Danach erfolgte die Elution mit 30 - 70% ( gewahlt nach dem Elutionsprofil

der HPLC ) in 0,1% TFA, wobe der Durchflufd in 10x0,5ml Fraktionen gesammelt wurde.
Nach Beendigung der Elution wurden die Eluatfraktionen bel ODogonm gegen 0,1% TFA
gemessen und digienigen Fraktionen, die das Peptid enthaten wurden auf ca. 0,1ml in der
Speedvac eingeengt, um das Acetonitril zu entfernen. Anschlief3end wurden die Proben auf
Iml mit bidest Wasser aufgeflllt, lyophilisert, noch enmd in 1ml bidest Wasser aufgenommen
und erneut lyophilisert. Die Lagerung des getrockneten Peptids erfolgte bei -20°C.

3.2.3.2.2.3 Kopplung des biotinylierten Peptids

Verwendeter Sensorchip Sensorchip SA
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Fur die Immobiliserung des biotinylierten Peptids wurde dieses in einer Konzentration von 50
no/ml be einer Hulrate von 5 m/min fir 7 Minuten injiziert( insgesamt 35 ).

3.2.3.2.3 Messung der Interaktion

L Gsungen:
BIA-Puffer: 20 mM Hepes-NaOH, pH 7,0
150 mM NaCL
10 mM KCI
2mM MgCh
0,2mM DTT

Regeneraiond dsung: 10 mM NaOH

0,5% SD
Die zu untersuchenden Proben wurden gegen BIA - Puffer didyset und kurz vor
Verwendung fur 15 Minuten bal 13000xg zentrifugiert.
Die Injektion der Proben efolgte bei ener Hul¥yae von 10 - 20 ni/min. Nach ener
Asozidion von 2 Minuten erfolgte eine zweiminiitige Dissoziation, wobel die Probenldsung
durch BIA - Puffer verdréngt wurde.
Anschlieffend wurden gebundene Proteine durch eine kurze Injektion ( 15 Sekunden ) von
Regenerationd dsung entfernt, wodurch die Ausgangshasidinie wieder erreicht wurde.
Die Auswertung erfolgte Uber das BIA - Evauierungsprogramm 2.1.

3.2.3.2.4 Auswertung der gemessenen I nteraktionen

Die Berechnung der Assoziationskondtante k, der Dissoziaionskongtante ky sowie der

Gleichgewichtskonstante Kp erfolgte mit der Hilfe des BIA - Evauierungsprogramms. Fir die
Berechnung wurden folgende Parameter festgelegt:
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Abb. 3.3 Sensogramm: Bindung eines Proteinsan ein immobilisirtes Peptid.

Assoziation: Der Beginn der Assoziationsphase wurde ds der Zeitpunkt 15 bis 20s nachdem
der Wechsd von der Pufferlésung auf die Probenlésung erfolgt it festgelegt, um Effekte
welche durch den,, Puffershift 2 verursacht werden auszuschliel3en.

Dissoziation: Als Beginn der Dissoziationsphase wurde der Zeitpunkt nach der Rickkehr zur
Pufferlésung festgdegt. Um die Adaptorkonzentration zu berechnen wurde eine molekulare
Masse von jewells 280 kDa angenommen.

Desweiteren wurde eine Kinetik 1. Ordnung fur die Berechnung zugrunde gelegt.

A+BU AB

Die Assoziationskongtante k, die Dissoziationskongtant ky sowie die Gleich-gewichtskongtante
Kb wurden nach folgenden Formeln berechnet.

Berechnung der Glechgewichtskonstanten Kp:
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Berechnung der Assoziationskonstante K.

R = Req(L- @~ (kaCn-+kd) (- to))

t = Zeit (in Sekunden)

R =, Steady state response level 2

¢ = molare Konzentration der Adaptoren in der injizierten Losung

N = derischer Interferenzfaktor ( beschreibt die Wertigkeit der Interaktion zwischen den
Adaptorproteinen und dem MPR 64 Tail Peptid, gleich 1 gesetzt )

Berechnung der Dissoziationskonstante Kg:

R = % e’ kd(t-to)

R, =, response levd 2 zum Zetpunkt t = 0 ( = Beginn der Dissoziationsphase)
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4. Ergebnisse

4.1 Préaparation von AP 1 und AP 2

Zid dieser Arbeit war es, den Einflu? des Phosphorylierungszustandes der Adaptor -
Komplexe auf ihre Interaktion mit cytoplasmatischen Rezeptordoméanen zu untersuchen. Fir
die Andyse dieser Interaktionen wurden Adaptorproteine verwendet, die aus Schweinehirn

aufgereinigt wurden. Untenstehendes Schema zeigt die einzelnen Schritte dieser Aufreinigung.

Schweinehirn
Homogenisation l
Homogenat
Differentielle Zentrifugation i
Gesamtmembranen
Saccharose-Ficoll-Gradient i

Clathrinbeschichtete Vesikel

i

Hochsal zextraktion Tris- Extrakt

Gdfiltration i
Adaptor - Pool

Hydroxyapatit - / \

chromatographie
AP-1 AP-2

Abb. 4.1: Schematische Dar stellung der Adaptor pré&par ation.

Von den aus Schweinehirn aufgereinigten Clathrin beschichteten Vesikel wurde ein,, Tris-Extrakt 2
gewonnen und daraus AP 1 und AP 2 durch eine Gelfiltration und anschlief3ender
Hydroxyapatitchromatographie aufgereinigt.
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Aus jeweils 300 g Schweinehirn wurde durch differentidle Zentrifugation und anschlief3ender
Extraktion der préparierten Clathrinbeschichteten Veskd (CCV ) mit 05 M Tris5ml ,, Tris
Extrakt 2 mit einer Proteinkonzentration von 2 - 3mg/ ml gewonnen.
Um die Adaptoren von Clathrin und niedermolekularen Proteinen zu trennen, wurde zunéchst
eine Gdfiltration mit einer Superose 6 Saule ( Saulengréle = 1,6 cm x 55cm, Bettvolumen =
130 ml ) durchgeftihrt. Abbildung 4.2 zeigt das Elutionsprofil dieser Gdfiltration.
OD (280 nm)
A
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Lipide Clathrin AP1/ Kleinere Proteine
AP2

Abb. 4.2: Gdfiltration von CCV'’s.

Die durch differentielle Zentrifugation aufgereinigten CCV wurden mit 0,5 M Tris, pH 7,5 extrahiert, bei
100000xg abzentrifugiert und der Adaptor - haltige Uberstand (iber eine Superose 6 Saule aufgetrennt. Die
Elution erfolgte bei einer FluRrate von 0,3 ml / minin 0,5M Trisund einer Fraktionsgrofze von 1,5 ml.

Auf der X-Achse ist der zeitliche Verlauf der Elution aufgetragen. Die Pfeille markieren die zu den
angegebenen Zeiten eluierten Proteine.

DieY-Achse zeigt die Absorption der Proteine bei OD,go0m.
Der erste Pesk des Elutionsprofils ( tmin = 100-160 ) benhdtete vorwiegend Lipide. Im

welteren Verlauf der Gdfiltration erfolgte die Elution von Clathrin ( t.i, = 160-200 ), gefolgt
von den Adaptorproteinen ( tyin = 200-250 ) und danach niedermolekulare, nicht néher
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bestimmte Proteine ( tyin = 250-400 ). Dadie beiden Adaptor - Komplexe ein sehr ahnliches
Molekulargewicht aufweisen, ekemdglicht die Gdfiltration keine Trennung zwischen AP 1 und
AP 2 sondern lediglich eine Anreicherung.

Die Adaptor - hdtigen Fraktionen wurden mittds SDS - Geleekrophorese und
anschlielfender Coomassiefarbung der aufgetrennten Proteine ermittelt. Pogtive Frak-tionen
wurden fir die weitere Aufreinigung verenigt . Das Volumen des AP - Poals betrug 12 ml und
wiesin der Rege eine Proteinkonzentration von 0,1 - 0,2 mg / ml auf.

Frakt.Nr.

Abb. 4.3: Coomassie - geférbtes SDS - Gel ver schiedener Super ose-Fraktionen.
Eswurden jeweils 20 m pro Fraktion auf einem 10 % SDS - Gel aufgetragen und mit
Coomassie angefarbt. Die Pfeile markieren die grof3en - und mittleren Untereinheiten
der beiden Adaptor-K omplexe. In den Fraktionen 22 - 26 befindet sich vor -
wiegend Clathrin, wahrend sich die beiden Adaptorkomplexe vor allemin den
Fraktionen 28 - 32 befinden.

Die weiteren Fraktionen enthalten niedermolekulare Proteine.
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Die abschlielfende Trennung von APL und AP2 wurde mit Hilfe ener Hydroxy-
gpatitchromatographie durchgefiihrt. Da APL bzw. AP2 be unterschiedlichen Phosphat-
konzentrationen eluieren, erfolgte die Trennung der beiden Komplexe durch einen K;HPO, -
Sdzgradienten. Die Adaptor - hdtigen Fraktionen ( 26 - 32 ) wurden vereinigt und auf die
Hydroxyapatitsdule geladen ( Saulengréle = 0,5 cm x 5 cm, Bettvolumen der Saule=1ml )
Abbildung 4.4. zeigtdas Elutionsprofil dieser Hydroxyapetitchromatographie.

OD (280 nm) Gradient (%)
A o 100
0,14 [0
i - 80
0,12
.70
0,10 60
0,08 i 50
0,06 - |4
30
0,04
IS '+ 20
0,02 7 } _ 10
O T 1T 1 | I T 1 If; | 1T 1T 1 | I 1T 1T 1 | I 1T 1T | I T 1 O
0 50 100 T_TlsoT T 200 250 it (min)
APl AP2

Abb. 4.4: Elutionsprofil der Hydr oxyapatitchromatographie.

12 ml eines AP - Pools wurden auf einer mit 10 mM K,HPO, &quilibrierten HA - Saule mit einer Flurate von
0,2 mi/min aufgetragen. Nachdem die Sdule bei gleicher Flufrate weitere 90 Minuten mit dem
Auftragspuffer gespllt worden war, erfolgte die Elution innerhalb von 3 Stunden mit einem Gradienten von
10 mM bis 500 mM K,HPQO, bei einer FluRrate von 0,2 ml/min. Wahrend der Elution wurden 1 ml Fraktionen
gesammelt.

Durch die gestrichelte Linie ist der Salzgradient dargestellt. Die X-Achse zeigt den zeitlichen Verlauf der
Chromatographie. Die Pfeile markieren die Fraktionen, welche AP 1 bzw. AP 2 enthalten.
Auf der linken Y-Achse ist die Absorption der Proteine dargestellt und auf der rechten Y-Achse der
Salzgradient.
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Die ansthlieliende Andyse der enzelnen Fraktionen efolgte durch ene SDS -
Gedektrophorese mit anschlief3ender Coomassiefarbung der aufgetrennten Proteine,

Frakt.Nr.

9 10 121516 18 20 22 24
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Abb. 4.5: Coomassie-gefarbtes SDS - Gel von Fraktionen der HA - Chromatogr aphie.

90 m pro Fraktion wurden mit 10 % TCA gefdlt, auf einem 10 % SDS - Gel aufgetrennt und
anschlieRend durch Coomassie angeféarbt.

Die beiden Pfeile markieren die mittlere Untereinheit des AP 1 - sowie des AP 2 - Komplexes.
Diese mittleren Untereinheiten lassen sich im Gegensatz zu den grof3en Untereinheiten aufgrund

ihrer unterschiedlichen Gréfe ( 50 bzw. 47 kDa) im Gel leicht voneinander unterscheiden.

AP 1ig in den Fraktionen 9 und 10 enthaten wahrend AP 2 vorwiegend in den Frak-tionen
15 bis 24 zu finden ist. Auf die Weise konnten ca 0,2 mg AP 1 sowie ca 0,8 mg AP 2
aufgereinigt werden.

FUr die nachfolgenden Experimente war eine saubere Trennung von AP 1 und AP 2 von
grol3er Wichtigkeit. Aus diesem Grund sollte eine eventuelle Kontamination von AP 1 -
hatigen Fraktionen mit AP 2 bzw. eine Kontamination von AP 2 - hdtigen Fraktionen mit AP
1 durch eine Westernbl otanalyse ausgeschl ossen werden. Von den Fraktionen 10, 14,17 und
18 wurden jeweils zwel Proben auf einem SDS - Gd aufgetrennt und anschlief?end en
Westernblot durchgefiihrt. Die Immunodetektion erfolgte mit eéinem monoklonalen Antikorper
gegendieg- und diea - Untereinhelt.
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Frekt.Nr. FraktNr.
10 14 17 18 10 14 17 18
anig atia

Abb.4.6: Westernblot von Fraktionen der HA - Chromatographie.

Pro Fraktion wurden 2 x 100 m Probenvolumen nach der Methode von Wessel und Fliigge geféllt, auf
einem 10 % SDS - Gel aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Fir die Immunodetektion wurden
monoklonalen Antikdrper ( Sigma) gegen dieg- und die a - Untereinheit in einer Verdiinnung von 1:2000

eingesetzt.

Die Westernblotanalyse mit dem Antikorper gegen die g - Untereinheit zaeigt, dal3 lediglich bel
Fraktion 10 und nicht bei den weliteren Fraktionen ( 14, 17 und 18 ) ein Signa detektierbar
ist. Die Immunodetektion mit dem Antikdrper gegen die a - Untereinheit zeigt dagegen ein
schwaches Signa bel Fraktion 14 sowie ein starkes Signd bel Fraktion 17 und 18. Diese
Andyse zeigt, dal3 die AP 1 - Fraktionen 9 und 10 kein AP 2 enthdten und dal3in den AP 2
- Fraktionen (15 bis 24 ) kein AP 1 enthalten ist.

Demzufolge kann bei den nachfolgenden Interaktionsandysen von AP 1 und AP 2 mit
cytoplasmatischen Rezeptordoménen eine Kompetition der beiden Adaptorkomplexe um die
Bindung an das Peptid oder eine gegensaitige Beainflussung ausgeschl ossen werden.
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4.2 Einflul der Adaptordephosphorylierung auf ihre Interaktion mit den
cytoplasmatischen Tail desMPR 46 - Rezeptor

Zid dieser Arbeit war es den Einflul? des Phosphorylierungsgrades der Adaptoren auf ihre
Interaktion mit cytoplasmatischen Rezeptordoménen zu untersuchen. Mit Hilfe enes
Biosensors |18 sch die (in vitro)interaktion zwischen Adaptoren und Rezeptor Tall -
Peptiden schnell und mit geringen Probenmengen andysieren. Als Rezeptor Tail - Peptide
wurden zwel bereits in friheren Studien verwendete MPR 46 - Peptide ( Peptid 49 - 67 und
Peptid 2 - 16 ) verwendet ( Sehe Einleitung ).

4.2.1 Kopplung der MPR 46 Peptide 49 - 67 und 2 - 16 an den Sensor chip

Zunéchst wurde das Peptid 49 - 67 in den Interaktionsanalysen eingesetzt, da bereits bekannt
war, dal3 sowohl AP 1 dsauch AP 2 an dieses Peptid binden kdnnen. Das Peptid enthdt eine
Casein Kinase Il Phosporylierungsstelle und ein Di - Leucinmotiv, das eines der dre
Interndiserungssgnde darstdlt.

GDDQCGEESEERDDHLLPM-COOH

Abb. 4.7: Aminosauresequenz desM PR 46 - Peptids49 - 67

Die unterstrichenen Bereiche zeigen die Casein Kinase || Phospho-
rylierungsstelle ( Serin 57 ) sowie dasDi - Leucin - Motiv

(Leucin 64 und 65).

Als zweites Peptid wurde das Peptid 2 - 16 verwendet, das nur mit AP 2 interagiert. Dieses
Peptid enthdt ebenfdls en Interndiserungssgna, das jedoch nicht der Klase der
Tyrosnhdtigen - oder Leucin - hatigen Motive zugerechnet werden kann.

RLVVGAK GMEQFPHL

Abb.4.8: Aminosauresequenz des M PR 46 Peptids 2 - 16
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Die unterstrichenen Aminosduren markieren das Internalisierungssignal. Das

essentielle Phenylalanin ist fett dargestellt.

Da der isoelektrische Punkt des Peptids 49 - 67 unter 3,5 lag, war eine Kopplung an den
Sensorchip CM5 Uber Aminogruppen nicht maglich. Deshab erfolgte die Immo-biliserung an
einen mit Streptavidin derivatiserten Sensorchip. Das Peptid wurde nach der Synthese mit
Biotin - LC - NHS bictinyliert, anschlief3end Uber eine C 18 Cartridge aufgereinigt und die
Biotinylierung sowie die Renhet des Peptids Uber Reverse Phase - HPLC und
Massenspektrometrie andysert. Fir die Kopplung des biotinylierten Peptids wurde der
Sensorchip zunéchst 3 x mit NaOH aktiviert und anschlieffend 35 mi Peptididsung (
Konzentration =50 ng/ ml ) injizient.

Im Gegensatz zum Peptid 49 - 67 lag der isoelektrische Punkt des Peptids 2 -16 Uber 3,5 0
dal? die Immobiliserung des Peptids an den Sensorchip CM5 Uber Aminogruppen erfolgen
konnte.

Nach der Synthese wurde das Peptid Uber Reverse Phase HPLC aufgereinigt und die Reinheit
des Peptids durch Reverse Phase HPLC, UV - Spektrometrie und Massen-spektrometrie
Uberpruft.

Fur die Kopplung des Peptids wurde der Sensorchip CM5 zunéchst durch 0,05 M NHS /
0,2 M EDC aktiviert und anschlief3end die Peptidlsung ( 200 ng/ ml ) injiziert. Abschlief3end
efolgte die Desktivieeung des Sensorchips durch Injektion von 1 M
Ethanolaminhydrochloridlésung.

Der gesamte Kopplungsvorgang kann wéahrend der Ausfihrung Uber das Sensorgramm
kontrolliert werden. Untenstehende Abbildung zeigt ds Beispid die Kopplung des Peptids 2 -
16.
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Abb. 4. 9: Kopplung desMPR 46 Peptids 2 - 16 an den Sensor chip CM5

Durch die Injektion von 35 mi 0,05 M NHS/ 0,2 M EDC bei einer FluRrate von 5 m / min wurde der
Sensorchip aktiviert und anschlief3end bei derselben Flufrate 35 m der Peptididsung ( 200 ng / ml )
injiziert. Die abschlieRende Deaktivierung erfolgte durch die Injektion von 35 m 1 M
Ethanolaminhydrochloridl ésung.

Die X-Achse zeigt den zeilichen Verlauf der Kopplungsreaktion und die Y-Achse die Anderung des
SPR - Signals.

4.2.2 Einfluld von alkalischer Phosphatase auf die Interaktion von AP 1 und AP 2 mit
dem MPR 46 - Peptid 49 - 67

Fur die Dephosphorylierungsreaktion wurden die belden Adaptorkomplexe gegen BIA-Puffer
didysert und anschliel¥end jewells AP 1 bzw. AP 2 mit 2 Units akdischer Phosphatase
inkubiert. Das Abstoppen der Dephosphorylierungsresktion erfolgte durch Abkihlen der
Proben auf Eis. Als Kontrolle wurde der gleiche Ansatz ohne Phosphatase inkubiert und
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anchliellend die Interaktion der jewelligen AP - hdtigen Ansétze mit dem Peptid 49 - 67
gemessen.

Die Auswertung der Messung erfolgte durch das BlIAcore - Evauierungsprogramm 2.1
anhand eines Sensorgramms ( Sehe Abbildung 4.10 und 4.11). In diesem Sensorgramm wird
die Anderung des SPR - Signd's ( sehe Materia und Methoden ) in Abhangigkeit von der Zeit
affgenommen. Da die Andeung des SPR - Signds der Veédndeung der
Massenkonzentration auf der Sensorchipoberfléche entspricht, 18 sich anhand der Kurve die
Interaktion ( Assoziation und Dissoziation ) der injizierten Probe mit dem gekoppelten
Rezeptor-Peptid verfolgen.

RU _ Assoziation | Dissoziation
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Abb.4.10 Sensorgramm: EinfluR der Dephosphorylierung von AP1 auf die Bindung an das MPR
46 - Peptid 49 - 67.

AP1(100ng/ ml) wurde mit 2 U akalischer Phosphatase bzw.als Kontrolle ohne Phosphatase 30
Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieRend die Interaktion mit dem MPR 46 - Peptid 49 - 67

gemessen. Die Injektion der Proben erfolgte bel einer FluRrate von 20 m / min ( Konzen-tration = 2,5
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ng ). Nach einer Assoziation von zwei Minuten erfolgte eine zweimintiitige Dissoziation wobel die

Probenl 6sung durch Puffer verdrangt wurde.

Auf der X - Achseist der zeitliche Verlauf der Messung (in Sekunden ) dargestellt und auf der Y -

Achse die Anderung des SPR - Signals ( ,, response units 2 ).

Die Interaktionsanalyse der unbehandelten AP 1 - Komplexe ( = ohne Phosphatase ) zeigte
erwartungsgeméal3 eine Bindung an das MPR 46 Peptid 49 - 67. Durch die Vorinkubation von
AP1 mit akaischer Phogphatase wurde diese Bindung nur geringfligig vermindert.

Response
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Abb. 4.11 Sensorgramm: Einflul? der alkalischen Phosphatase auf die Bindung von AP 2 an das

MPR 46 - Peptid 49-67.
AP2(100ng / ml ) wurde mit 2 U alkalischer Phosphatase bzw. als Kontrolle ohne Phosphatase
30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlief3end die Interaktion mit dem MPR 46 - Peptid 49 - 67

gemessen. Siehe Abb. 4.
Auf der X - Achse ist der zeitliche Verlauf der Messung dargestellt und auf der Y - Achse die

Anderung des SPR - Signals.

Auch bet AP 2 zeigte sich eine Bindung an das MPR 46 Peptid 49 - 67. Jedoch resultierte im
Vergleich zu AP 1 aus der Vorinkubation von AP 2 mit Phosphatase ene sgnifikante
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Abnahme der Bindung an das Peptid. Aus diessm Grund konzentrierte sich die welteren
Untersuchung auf AP 2.

Mit der Hilfe des BIAcore Evduierungsprogramms wurden fir AP1 und AP 2 die jewelligen
Assoziations ( k, ) - und Dissoziationskongtanten ( Ky ) sowie die Gleich-gewichtskonstanten (
Kp ) errechnet ( Sehe Materid und Methoden ).

AP1
ak.Phosphatase [ka[ UM xs] [ ke[ Us] |Kp = kdke [NM ]

- 15 x 10* 39x 103 26

+ 8,9 x 10* 34x 103 38

Tab. 4.1: Berechnung der Assoziations -, Dissoziations - sowie der Gleichgewichts-

konstante von Phosphatase behandeltem und unbehanddtem AP 1

Ba AP 1 reaultierte aus der Phosphatase - Behandlung nur eine geringe Abnahme der
Assoziationskongtante, wahrend die Dissoziationskonstante nahezu gleich blieb. Ebenso zeigt
die Gleichgewichtskongtante nur eine geringe Abnahme der Bindungsaffinitét.

AP2

ak.Phosphatase |ka[ UM xs] |ke[1/s] |Kp=Kkdks[nM ]
- 25x 10* 41x10° 16
+ 1,5x 10* 55x 103 366

Tab. 4.2: Berechnung der Assoziations -, Dissoziations - sowie der Gleichgewichts-konstante
von Phosphtatase behandeltem und unbehandeltem AP 2.
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Bel AP 2 dagegen nahm die Assoziationskonstante bel der Phosphatase behandelten Probe im
Vergleich zur Kontrolle um das 15 - fache ab, wéhrend die Dissoziationskonstante wie bel AP
1 ungeféhr gleich blieb. Die Berechnung der Gleichgewichtskongtante ergab eine deutliche
Verminderung der Bindungssffinitét.

Somit wird durch die Inkubation von AP 2 mit Phosphatase die Assoziation an das MPR 46
Rezeptor Tail - Peptid benflu® , wahrend die Dissoziation der AP 2 - Komplexe nahezu

unverandert blebt.

4.2.3 Dosisabhangigkeit der AP 2 - Dephosphorylierung

Als néchstes wurde die Dosisabhangigkeit der Dephosphorylierung von AP 2 mit akalischer
Phosphatase untersucht. Zu diesem Zweck wurde AP 2 mit jewells unterschiedlichen Mengen
an dkalischer Phosphatase inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Messung der Interaktion der
dephosphorylierten Adaptoren mit dem MPR 46 - Peptid 49 - 67 am BlAcore 2000. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Adaptoren analysiert.

Die Auswertung erfolgte wiederum mit dem BlAcore - Evauierungsprogramm. Zur besseren
Veanschaulichung snd die enzednen Kurven des Sensogramms zu ener Graphik
zusammengefdd. Untengtehende Graphik zeigt die fUr die jewells eingesetzten Mengen an
Phosphatase nach ener 2 mindtigen Assoziations - und Dissozigtionsphase gemessene

Resthindung in Abhéngigkeit von der Negativkontrolle ( AP 2 ohne Phosphatase ).

100

Restbindung (% der Kontrolle)
o BB 88 88 3 88

0 0,01 0,05 0,2 2
alk.Phosphatase (U)
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Abb. 4.12: Dosisabhangigkeit der AP 2 - Dephosphorylierung.

AP 2 (60 ng/ ml) wurden mit verschiedenen Mengen ( 0.01, 0.05, 0.2 und 2 U ) an alkalischer
Phosphatase bzw. as Kontrolle ohne Phosphatase fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und
anschlief3end jeweils die Interaktion mit dem MPR 46 - Peptid 49 - 67 gemessen. Die Injektion der
Proben (0,3 ng ) erfolgte bei einer Flul3rate von 10 g / .

Auf der X-Achse sind die eingesetzten Mengen (in Units) an alkalischer Phosphatase aufgetragen.
Die Y-Achse zeigt die jeweiligen gemessenen Restbindungen in Abhéngigkeit ( % ) von der

Negativkontrolle ( = ohne Phosphatase ).

Die Bindung der dephosphorylierten AP 2 - Komplexe an das MPR 46 - Peptid 49-67 nahm
mit zunehmender Phosphatasekonzentration bestandig ab. Ab einer Konzentration von 0,2
Units war die Bindung an das Peptid jedoch nicht weiter inhibierbar. Dies &% darauf
schlief¥en, dal3 neben der durch Phosphatasebehandlung beainfluf¥aren Bindung noch ene
weitere, Phosphatase - insengdtive,, Bindungskomponente 2 vorhanden ist.

Mit Hilfe des BlAcore - Evaduierungsprogranms wurden zusitzlich die jewaligen
Gleichgewichtskonganten ( Kp - Werte ) erechnet. Se zeigen ebenfdls dal3 mit
zunehmender Phosphatasekonzentration die Bindungsaffinitét kontinuierlich aonimmit. Jedoch
liel¥en sch die Werte fur 0,2 und 2 Units Phosphatase nicht berechnen.

ak.Phosphatase[U] |Kp[NnM ]
0 12

0,01 60

0,05 260

0,2 n. ber.

2 n. ber.

Tabelle4.3: Berechnung der Gleichgewichtskonstanten
In der ersten Spalte sind die eingesetzten Mengen an alkalischer Phosphatase in Units
aufgetragen. Die zweite Spalte enthélt die jewelligen erechneten K - Werte. Fir 0,2

und 2 Unitslief3en sich die Werte nicht berechnen.
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4.2.4 Inhibierung der Dephosphorylierung von AP 2 durch ver schiedenel nhibitoren

Die vorausgegangenen Experimente zeigten eine Beainflussung der Bindung von AP 2 an das
MPR 46 - Peptid 49-67 durch eine Vorinkubation von AP 2 mit dkalischer Phosphatase. Im
folgenden Experiment sollte nun durch den Einsatz von Phosphatasainhibitoren Uberpriift
werden, ob die beobachteten Effekte tatsschlich auf die  Aktivitd  der
Phosphatasezurtickzufiihren sind. Daher wurde AP 2 mit 0,05 U akaischer Phosphatase in
Gegenwart von NaF ( 10 mM ), Natriumpyrophosphat (1mM ) oder Natriumvanadat ( 1 mM
) inkubiert. Zur Kontrolle wurde AP 2 ohne Inhibitoren bzw. ohne Phosphatase jedoch mit
Inhibitoren inkubiert. Die in diesem Experiment eingesetzte Menge an Phosphatase wurde so
gewahlt, dal? daraus eine etwa 50 %ige Abnahme der Bindung an das Peptid resultierte und
somit inhibitorische Effekte der Phogphatasainhibitoren gut zu andyseren waren.

FUr die Messung der Interaktion der jeweiligen Ansétze wurde das MPR 46 - Peptid 2 - 16
verwendet, an das nur AP 2 und nicht AP 1 binden kann. Wie schon im vorausgegangenen
Experiment wurde auch hier die mittds Sensorgramm gemessene Restbindung in @nem
Bakendiagramm zusammengefalt.

— AP?2
I AP2+ alk. Phosphatase

AP 2 + ak. Phosphatase + Pyrophosphat

AP 2 + alk. Phosphatase + Vanadat

, . , , AP 2+ ak. Phosphatase + Fluorid

o
N
o

40 60 80 100
Restbindung ( % der Kontrolle )

Abb.4.13: Inhibierung der AP 2 Dephosphorylierung durch ver schiedene Inhibitoren
AP2(70ng/ ml ) wurde mit 0,05 U alkalischer Phosphatase und entweder 10 mM NaF, 1 mM NaPPi oder 1

mM NasV0, fir 30 Minuten bel 37°C inkubiert. Ebenso wurde als Negativ - bzw. Positivkontrolle AP 2 ohne
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jede Zusétze oder nur mit Phosphatase inkubiert und anschlief3end die Interaktion mit dem MPR 46 - Peptid
2 - 16 gemessen. Die Injektion der Proben ( jeweils 0,35 ng ) erfolgte bei einer FluRrate von 10 m / min.

Es sind die jeweiligen Restbindungen in Abhangigkeit ( % ) von der unbehandelten Probe ( = ohne
Phosphatase und Inhibitoren ) aufgetragen.

Durch den Einsatz von Natriumpyrophosphat konnte die Aktivitét der dkaischen Phosphatase
vollsténdig inhibiert werden, so dald im Vergleich zur Kontrolle ( = Ansatz ohne Phosphatase )
die Bindung von AP 2 an das Peptid nicht abnahm. Die inhibierende Wirkung von
Natriumvanadat war schwédcher und lag im Vergleich dazu be 89 %, wohingegen
Natriumfluorid unter diesen experimentellen Bedingungen keinen inhibitorischen Effekt zeigte.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die durch Phosphatasebehandlung beobachteten Effekte auf die
AP 2 - Bindung tatséchlich durch die Aktivitét der akalischen Phosphatase hervorgerufen

wurden.

4215 Untersuchungen zum Phosphorylierungszustand aufgerenigter AP 2 -

Komplexe

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Inkubation mit Phosphatase
tatschlich zu ener Dephosphorylierung der AP 2 - Komplexe fuhrt. Die Andyse efolgte
durch eine isodektrische Fokusserung, bel der eine Proteindephosphorylierung durch ene
Verschiebung des Bandenmusters sichtbar wird ( ,Shift2 ). Dementsprechend milde die
Dephogphorylierung von AP 2 und der damit verbundene Verlust negativer Ladung zu einer
Verschiebung des Bandenmusters zum basschen hin fihren.  Nach der isodektrischen
Fokusserung der mit akaischer Phosphatase behanddten bzw. unbehanddten AP 2 -
Komplexe wurde anhand eines Westernblots untersucht, welche der 4 Untereinheiten eine
Verschiebung des Bandenmusters zeigten, also phosphoryliert waren.

Die Immunodetektion erfolgte mit enem monoklonalen Antikorper gegen die a - und b -
Untereinheit, sowie mit affinitétsgereinigten Antikdrpern gegen dien® - und s 2 - Untereinheit.
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pH | dkPhosphatase | - + - +
bassch +
6,32
6,03 IEF
575
Sauer -

anti a ai s

Abb. 4.14a:Wester nblot nach isoelektrischen Fokussierung

Jeweils 20 ng AP 2 wurde mit 2 U Phosphatase sowie al's Kontrolle ohne Phosphatase 30 Minuten
bei 37°C inkubiert und anschlieffend die Proteine nach Wessel und Fligge gefdlt. Nach der
Fokussierung der Proben fir 15 Stunden bei 500 wurden diese auf Nitrozellulose transferiert. Die

Immunodetektion erfolgte mit einem Antikorper gegen diea - und s - Untereinheit.

Obengtehende Abbildung ( Abb. 4.14a) zeigt den Westernblot fir die a - und die s -
Untereinheit. Der Westernblot fir die a - Kette zeigt im Bandenmuster einen deutlichen
Unterschied zwischen Kontrolle und der Phosphatase - behandelten Probe. So ist die
Intengitét der drel untersten Banden bei der Kontrolle wesentlich stérker alsbel der Probe (=
mit Phosphatase ). Dagegen igt die Intensitét der obersten Bande bel der Probe wesentlich
intensver ds die entsorechende Bande be der Kontrolle. Somit hat in diessm Fdl ene
Verschiebung zum Basschen hin gtattgefunden, verursacht durch enen Verlust von negetiven
Ladungen infolge der Phosphataseinkubation. Beim Westernblot fir die s - Kette ist dagegen
sowohl bei der Kontrolle als auch bei der Probe nur eine Bande zu sehen, die sich zudem auf
gleicher Hohe befinden, so dal3 in diesem Fal die Inkubation mit Phosphatase keine
Veranderung der Ladung zur Folge hatte. Ebenso zeigte der Westernblot fur die b - und m-
Kette (Abb. 4.14b ) bel der Probe bzw. der Kontrolle ein unterschiedliches Bandenmuster.
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Somit zeigte die isoelektrische Fokussierung eine Phosphorylierung der a -, b - und der m-
Untereinheit, jedoch keine Phosphorylierung der s - Untereinheit.

pH | dk.Phosphatase | - + - +
bessch  +
6,32
6,03 |EF ‘? -
575 - <—
e | —

ati b anti m

Abb. 4.14b: Wester nblot nach Isoelektrischen Fokussierung

Jeweils 20 ng AP 2 wurde mit 2 U Phosphatase sowie al's Kontrolle ohne Phosphatase 30
Minuten bei 37°C inkubiert und anschlielend die Proteine nach Wessel und Fligge gefallt.
Nach der Fokussierung der Proben fir 15 Stunden bei 500 V wurden diese auf Nitrozellulose
transferiert. Die Immunodetektion erfolgte mit einem Antikérper gegen die b - und m -

Untereinheit.

4.3 Interaktionsanalyse von AP 2 ausM DBK-Zellen mit dem MPR 46 Peptid 2 -16

In den vorausgegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 die Dephosphorylierung
von aufgereinigtem AP 2 durch akalische Phosphatase zu einer Verminderung der Bindung an
MPR 46 Rezeptor Tail - Peptide fuhrt.

Da bereits bekannt war, dal3 AP 2 im Cytosol in phosphorylierter Form vorliegt, wahrend
membrangebundenes AP 2 dephosphoryliert ist, sollte nun die Interaktion von AP 2 aus dem
Cytosol von MDBK-Zédlen sowie die Interaktion von AP 2, das von MDBK- Membranen
durch 0,5 M Tris abge 6t wurde mit dem MPR 46 Peptid 2 - 16 untersucht werden.

4.3.1 Préparation von Cytosol und Membranen aus MDBK - Zellen
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Die MDBK — Zdlen wurden mit Mes — Puffer abgeschabt und mit einer Spritze durch eine 22
xg Kanile geprefd. Die Zdlkerne, unlyserte Zdlen sowie grof¥ere Zdltrimmer wurden durch
eine Zentrifugation be 1000 xg entfernt und abschliel}end durch ene Ultrazentrifugation bel
100000 xg Cytosol und Membranpellet gewonnen. Die Ablésung der AP 2 - Komplexe von
den Membranen erfolgte durch Extraktion des Membranpdlets mit 0,5 M Tris fur 1 Stunde
bel 4°C. Anschlielfend wurden die abgedsten Proteine durch Ultrazentrifugation von den
Membranen abgetrennt ( = Membran - Trisextrakt ).

4.3.2 Untersuchung zum Phosphorylierungszusand von AP 2 im Cytosol und

Membran - Trisextrakt

Die Uberpriifung des Phosphorylierungszustandes von AP 2 im Cytosol und dem Membran -
Trisextrakt erfolgte durch isod ektrische Fokussierung. Dazu wurde zunéchst

das cytosolische AP 2 bzw. Membranextrahierte AP 2 durch ene Gdfiltraions
chromatographie angereichert.

Die Gdfiltration erfolgte Uber eine Superdex 200 - Saule, die an ein SMART - HPLC -
System angeschlossen wurde. Die Saule wurde mit BIA - Puffer &quilibriert und anschlief¥end
jewells 50 m Cytosol bzw. Membran - Trisextrakt aufgeladen. Die Elution erfolgte bei einer
Flul¥rate von 40 m / min,

Anschlielfend wurden die AP 2 - hdtigen Fraktionen mittels Westernblot ermittelt ( nicht
dargestdlt ) und jewells die pogtiven Fraktionen verenigt.

Von der Cytosol - und Membranfraktion wurden jewells gleiche Proteinmengen auf en
Fokusserungsgd aufgetragen, nach Beendigung der Fokusserung die Proteine auf
Nitrozellulose trandferiert und eine Immunodetektion mit einem monoklonaden Antikorper
gegen diea - Untereinhelt durchgefhrt.
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pH
60 basisch +
57 sauer -

Abb.4.15: Westernblot nach isoelektrischer Fokussierung

Jeweils 18 ng Gesamtprotein von Cytosol - und Membranfraktion wurden nach Wessel und
Fligge gefdllt und auf einem Fokussierungsgel aufgetragen. Nach der Fokussierung fur 15
Stunden bei 500 V wurden die Proteine auf Nitrozellulose transferiert und eine Immunodetektion
mit einem Antikorper gegen diea - Untereinheit durchgefiihrt.

C = Cytosolfraktion, M = Membranfraktion

Der Wegternblot ( Abb.4.15 ) zeigte einen deutlichen Unterschied im Bandenmuster zwischen
der Cytosol - und der Membranfraktion. Somit konnte davon ausgegangen werden, dal die
AP 2 - Komplexe in der Cytosol- und Membranfrektion enen unterschiedlichen
Phosphorylierungsgrad aufwel sen.

4.3.3 Messung der Interaktion von Cytosol - und Membranfraktion mit dem MPR 46
Peptid 2- 16

Da die Fraktionen neben AP 2 auch AP 1 enthdten, wurde fur die Interaktionsanalyse das
MPR 46 Peptid 2 - 16 verwendet, das nur mit AP 2, jedoch nicht mit AP 1 interagiert.
Anhand enes Wegernblots mit gereinigtem AP 2 ds Standard wurde die AP 2 -
Konzentration in der Cytosol - und der Membranfraktion ermittelt, die beiden Proben auf die
gleiche AP 2 - Konzentration eingestellt und anschlief3end die Interaktion mit dem MPR 46
Peptid 2 - 16 gemessen. Die Auswertung erfolgte Uber das BIA - Evauierungsprogramm 2.1

anhand eines Sensorgramms.
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ADbb.4.16 Sensorgramm: I nter aktionsanalyse der Cytosol - und Membranfraktion mit dem MPR

46 - Peptid 2 - 16.

Die Cytosol - und Membranfraktion wurde auf die gleiche AP 2 - Konzentration eingestel It

( Konzentration an AP 2 in der injizierten Probe jeweils 10 nM ) und die Interaktion mit dem MPR

46 - Peptid 2 - 16 bei einer Fluf3rate von 10 m / min gemessen.

Auf der X-Achseist der zeitliche Verlauf der Messung ( in Sekunden ) dargestellt und auf der Y-

Achse die Anderung des SPR-Signals(in,, response units? ).

Die Interaktionsanayse sowohl der Cytosol - as auch der Membranfraktion zeigt jewells eine
Bindung von AP 2 an das MPR 46 Peptid 2 - 16. Jedoch ist die Bindung be der
Membranfraktion schwéacher s bei der Cytosolfraktion.

Zusétzlich wurden mit dem BlAcore - Evauierungsprogranm 2.1 die jewelligen Assoziations -

, Dissoziations - und Gle chgewichtskonstanten berechnet.

Ka[ UM xS] [Kq[ 1/S] |Kp=Kdkg[NM]
Cytosolfraktion | 2.8 x 10° 3,09x 10° 11
Membranfraktion | 2,3 x 10 1,4x 10° 61

Tab. 4.4: Berechnung der Assoziations -, Dissoziations - und Gleichgewichts-konstanten der

Cytosol - und Membranfraktion.
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Die Berechnung der Kongtanten ergab fir die Membranfraktion eine um den Faktor 10
geringere Assoziationskongtante, wahrend sich die Dissoziationskonstante bel der Membran -
und Cytosolfraktion nur geringfligig unterschied. Ebenso it die Glechgewichtskongtante bel
der Cytosolfraktion um das 6 x fache erhoht gegentiber der Membranfraktion.

Somit zeigt auch diese Interaktionsandyse wie die vorherigen Experimente ( 4.2 ) ene
schwéchere Bindung von dephosphoryliertem AP 2 gegentiber phosphoryliertem AP 2 sowie
einen Unterschied in der Assoziation an das Peptid jedoch nicht bel der Dissoziation. Die fur
die Cytosolfrektion erechnete Gleichgewichtskongtante entpricht in  ewa der
Glechgewichtskongante, die fir die Bindung von aufgereinigtem AP 2 an das MPR 46 —
Peptid ermittelt wurde.

4.4 Rekrutierung von AP 2 an NRK - Membranen

4.4.1. Rekrutierung von dephosphoryliertem AP 2

Durch die vorausgegangenen Experimente mit dem Biosensor konnte gezeigt werden, dald mit
akaischer Phosphatase behandelte AP 2 - Komplexe eine verminderte Bindung an die MPR
46 - Tail - Peptide zeigten und dal? dieser Effekt durch die Aktivité der Phosphatase
hervorgerufen wurde. Desweteren konnte durch isodekirische Fokusserung mit
anchlief?endem Westernbl ot gezeigt werden, dal3 von den 4 Untereinheiten 3 (a, b2 und n2
) in e@nem phosphorylierten Zustand vorliegen.

In dem folgenden Experiment sollte nun der Einflul3 der Dephosphorylierung von AP 2 auf die
Rekrutierung der AP 2 - Komplexe an isolierte NRK - Membranen untersucht werden. Um
eine Beinflussung der Rekrutierung durch endogenes AP 2 zu vermeiden, wurde das endogene
AP 2 mit 05 M Trisvon den NRK - Membranen entfernt.

AP 2 ( in Bindungspuffer ) wurde mit akalischer Phosphatase bei 37°C inkubiert und
anschlieffend  die  Dephosphorylierungsresktion  durch  Zugabe eines  Phosphatase-
inhibitorcocktalls gestoppt. Auf die gleiche Weise efolgte die Inkubation enes
Kontrollansatzes ohne Phosphatase. Die anschlief3ende Rekrutierung erfolgte durch Inkubation
der jewelligen Ansdize mit den NRK - Membranen auf Eis. Als weitere Kontrolle wurden

NRK - Membranen mit Bindungspuffer inkubiert. Anschliel3end wurden die Membranen
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sedimentiert, auf enem 10 % SDS - Gd aufgetrennt und anschlief3end auf Nitrozdlulose
trandferiert. Die Immunodetektion von rekrutiertem AP 2 erfolgte mit einem Antikorper gegen

diea - Unterenheit.

Meambr. - +
- dkPhos | dk.Phos
AP2 phatase phetase

—

Abb.4.17: Rekrutierung von Phosphatase behandelten und unbehandeten AP 2 an NRK -
Membranen.

3 ng AP 2 wurde 1 Stunde bei 37°C mit 2 U alkalischer Phosphatase bzw.als Kontrolle ohne
Phosphatase inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Rekrutierung an NRK - Membranen ( 10 g ) fir
30 Minuten auf Eis. Die Auswertung erfolgte durch einen Westernblot mit einem monoklonalen

Antikorper gegen die a - Untereinheit.

Die Auswertung des Westernblots ( Abb. 4.17 ) zeigte, dal3 bel der mit Phosphatase
vorinkubierten Probe ein schwécheres Signd detektierbar it als bel der Kontrolle ( ohne
Phosphatase ). Deswelteren it bel der Negativkontrolle ( = NRK - Membranen ohne
Adaptor - Inkubation ) erwartungsgemald kein Signal detektierbar, da die endogenen
Adaptoren durch die Behandlung der Membranen mit 0,5 M Tris weitgehend entfernt worden
waren. Die Quantifizierung der jewelligen Banden von verschiedenen, unabhéngig voneinander
durchgefihrten Rekrutierungsexperimenten ergab ene  Veminderung der
Rekrutierungseffizienz von dephosphoryliertem AP 2 zwischen 20 und 50 %.

Aus diesem Experiment 1% sich schliefl3en, dal? die Rekrutierung dephosphorylierter AP 2 -
Komplexe weniger effizient erfolgt ds die Rekrutierung unbehandelter AP 2 - Komplexe.

4.4.2 Rekrutierung von phosphoryliertem AP 2
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Wie zuvor gezeigt resultiert aus einer Dephosphorylierung von gereinigtem AP 2 durch
akalische Phosphatase eine verminderte Bindung an MPR 46 - Tall - Peptide. Dartberhinaus
binden mit Phosphatase behandelte AP 2 - Komplexe mit geringerer Effizienz an NRK -
Membranen as unbehanddte. Mit den folgenden Experimenten sollte nun untersucht werden,
ob eine Inkubation mit ATP zu ener verstérten Rekrutierung an NRK - Membranen fihrt.

Fir den Rekrutierungsassay wurde AP 2 mit ATP ( Endkonzentration 2 mM ) und pardld ds
Kontrolle ohne ATP bel 37°C vorinkubiert. Nach Beendigung der Inkubation erfolgte die
Rekrutierung an NRK - Membranen wahrend einer Inkubation fir 30 Minuten auf Eis. Die
Anayse dieser Rekrutierung erfolgte wie oben beschrieben durch einen Westernblot mit einem
monoklonalen Antikorper gegen diea - Untereinheit.

Mearm.| AP2 AP2
AP2 ATP ATP

= —

Abb.4.18: Einflu von ATP auf die Rekrutierung von AP 2 an NRK - Membranen.

AP 2 (3 ng) wurde mit bzw.ohne ATP ( Endkonzentration 2 mM ) fir 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Anschlieend erfolgte die Rekrutierung an NRK - Membranen (10 ng ) fir 30
Minuten auf Eis. Die Auswertung erfolgte durch einen Westernblot ( 10 % SDS - Gel ) mit

einem monoklonalen Antikorper gegen die a - Untereinheit.

Die Auswertung dieses Westernblots zeigte eine wesentlich intensvere Bande bal der mit ATP
vorinkubierten Probe ds bel der Probe ohne ATP - Zusatz. Ebenso ist auch in diesem Fdl bel
der Negativkontrolle kein Signa detektierbar. Die Quantifizierung der entsprechenden Banden
ergab eine Steigerung der Rekrutierungseffizienz um das Doppelte.

Aus diesem Experiment 18 sich schlief3en, dal? eine Behandlung von AP 2 - Komplexen mit
ATP die Rekrutierung an NRK - Membranen simmuliert.
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Als Kontrolle zu den beiden vorausgegangenen Experimenten wurde eine Rekrutierung von
AP 2 in Gegenwart von akalischer Phosphatase bzw. ATP auf Eis durchgefiihrt. Anschlief3end
erfolgte die Auswertung anhand eines Westerblots mit einem Antikorper gegen die a -
Untereinhet.

+dkPhos

Abb.4.19: Kontrolleder Rekrutierung

3y AP 2 wurden mit 2 U alkalischer Phosphatase bzw. ATP in einer Endkonzentration von 2 mM

sowie als Kontrolle ohne jeden Zusatz in Gegenwart von 10 mg NRK - Membranen 30 Minuten auf
Eisinkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Membranen sedimentiert, auf einem 10
% SDS - Gel aufgetrennt und anschliefRend auf Nitrozellulose transferiert. Die Immunodetektion

erfolgte mit einem Antikorper gegen die a - Untereinheit

Sowohl bel der Kontrolle as auch bel der mit ATP bzw. Phosphatase inkubierten Probe war
en in etwa gleich starkes Signd detektierbar. Somit konnte davon ausgegangen werden, dal3
wahrend der Rekrutierung auf Eis die Phosphatase sowie Prozesse , die ATP as Subdtrat
benttigen, gehemmt wurden und ene Bednflussung der Rekrutieeung oder ene
Dephosphorylierung der Membranen selbst ausgeschlossen werden konnte,

4.4.3 In vitro Phosphorylierung von AP 2 mit g* P - ATP

Wie das vorausgegangene Experiment zeigte, flhrt eine Vorinkubation der AP 2 - Komplexe
mit ATP zu ener verdédrkten Rekrutierung an die NRK - Membranen. In diesem
Zusammenhang <ollte nun andysert werden, ob diese Inkubation mit ATP ene
Phosphorylierung der gereinigten AP 2 - Komplexe bewirkt. Dazu wurden die Adaptor-
proteine gegen Phosphorylierungspuffer didysiet und dann mit g P - ATP inkubiert.
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Nachdem die Phosphorylierungsreaktion durch Zugabe von Probenpuffer abgestoppt worden
war, wurde der Ansatz auf eéinem 7,5 % igen SDS - G mit 6 M Harngtoff aufgetrennt und
dieses anschlief3end durch Autoradiographie andysert. Durch die Auftrennung der Proben auf
einem SDS - Harngtoff - Gel wird eine Trennung der a - und b - Untereinheit ermdglicht.
Glechzetig wurde ein Westerblot durchgefiihrt, um die einzelnen Banden des Autoradiograms
2u identifizieren. Die Immunodetektion erfolgte mit monoklonaen Antikorpern gegen die a -
und b - Untereinheit, sowie mit enem afinitéisgerainigten Antikdrper gegen die m -
Untereinhet.

Autora- Westernbl ot
diogram
b2 n

Abb.4.20a: Phosphorylierung von AP-2 mit g P - ATP.

05my AP 2 wurden mit ¢ P - ATP 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das
phosphorylierte AP 2 wurde auf einem 7,5 % SDS-Gel mit 6 M Harnstoff unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

Abb.4.20b: Westernblot von AP 2

3ng AP 2 wurde auf einem 7,5 % SDS - Gel mit 6 M Harnstoff aufgetrennt und anschlief3end ein
Westernblot mit monoklonalen Antikorpern gegen die a - und b - Untereinheit, sowie einem

Affeninitétsgereinigtem Antikorper gegen die m- Untereinheit durchgeftihrt.

Durch die Inkubation von AP 2 mit g P - ATP wurden die beiden groRen Untereinheiten ( a
und b2 ), sowie die m- Kette phosphoryliert.
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Desweiteren zeigt diese in vitro Phosphorylierung, dald in der AP 2 - Préparaion eine
Kinaseaktivitét vorhanden ist.
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5. Diskussion

Ba viden zdlul&ren Prozessen spidt ene Regulaion durch  Phosphorylierung und
Dephosphorylierung betelligter Proteine eine wichtige Rolle. So wird bel der Desenstiserung
und Interndisierung von G - Protein - gekoppelten Rezeptoren die Phosphorylierung von b -
Arredtin, das ds Adaptorprotein fungiert, sowie die Phosphorylierung des Rezeptors as
bedeutend fUr die Regulation angesehen. b - Arrestin bindet sowohl an die G - Protein -
gekoppelten Rezeptoren, wie zum Beispid an den b - adrenergen Rezeptor, as auch an
Clahrin und vermittelt auf diese Weise die Interndiserung der desensitiserten Rezeptoren
durch Clathrin beschichtete Veske Goodman et a. 1996, Goodman et a. 1997 ).

Durch die Bindung eines Agonisten werden die G - Protein - gekoppelten Rezeptoren durch
eine spezielle G - Protein - gekoppete Rezeptor - Kinase phosphoryliert und dadurch die
Rekrutierung von cytosolischem, phosphorylierten b - Arrestin an die Plasmamembran
veranlay. Die Bindung des phosphorylierten b - Arrestins an den Rezeptor bewirkt eine
Entkopplung des Rezeptors von seinem assoziierten heterotrimeren G - Protein ( Kuhn et A.
1984 ). An der Plasmamembran erfolgt die Dephosphorylierung des b - Arresting, wodurch
dessen Interaktion mit Clathrin und die anschliel3ende Interndiserung durch Clathrin
beschichtete Veskd ermdglicht wird. Die Resengtiserung des Rezeptors erfolgt in den spéten
Endosomen durch Dephosphorylierung des Rezeptors, der daraufhin zur Plasmamembran
zurtickkehrt. Der exakte Zeitpunkt und der Ort an dem sich das b - Arrestin vom Rezeptor
|6t und erneut phosphoryliert wird ist noch unbekannt ( Lin et a. 1997 ).

Die Funktionvon b - Arrestin weist vide Pardlden mit der Funktion des Adaptorkomplexes
AP 2 auf. Dies 1&% vermuten, da3 zumindest enige Funktionen diesr beiden
Adaptorkomplexe durch Phosphorylierung reguliert werden konnen. Untersuchungen mehrerer
Arbeitsgruppen haben gezeigt, dal3 AP 1 und AP 2 in vitro und in vivo phosphoryliert
werden ( Bar-Zwi et d. 1988, Morris et a.1990, Schréder und Ungewickd 1991, Pauloin
und Thurieau 1993, Wilde und Brodsky 1996 ). In der Arbeitsgruppe von F. Brodsky wurde
gezeigt, dal? ebenso wie bel b - Arredtin die cytosolische Formen des AP 1 und AP 2
phosphoryliert snd, wéhrend membrangebundenes AP1 und AP 2 dephosphoryliert idt.
Ebenso konnte auch bei  phosphorylietem AP 1 und AP 2 eine Inhibierung der in vitro
Bindung an Clathrin nachgewiesen werden ( Wilde und Brodsky 1996 ).
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Im Rahmen dieser Arbelt sollte nun untersucht werden, ob der Phosphorylierungszustand  der
Adaptor - Komplexe auch ihre Interaktion mit cytoplasmatischen Rezeptordomanen
beainflul¥.

5.1 Interaktionsanalysen von AP 1 und AP 2 mit MPR 46 - Rezeptor Tail - Peptiden

Im ersten Teil dieser Arbait wurde mit einem Biosensor die Interaktion von phosphoryliertem
und dephosphoryliertem AP 1 und AP 2 mit eénem MPR 46 - Rezeptor Tall - Peptid ds
Bindungspartner andysert. Um gentigend Materid fir die Interaktionsanalysen zu erhdten,
wurde AP 1 und AP 2 aus Schweinehirn aufgereinigt, da diese Methode gut etabliert war und
auf diese Weise ausreichende Mengen an AP 1 und AP 2 gewonnen werden konnten. Durch
Westernblotanalysen wurde sichergestellt, dal? keine gegensaitige Kontamination der AP 1 -
bzw. AP 2 - Prdparation vorlag. Somit konnte bel den Interaktionsanalysen eine Kompetition
zwischen AP 1 und AP 2 um die Bindung an das Peptid sowie eine mogliche gegensaitige
Beinflussung ausgeschlossen werden.

Als Bindungspartner wurden zwei berdts in friheren Studien verwendete MPR 46 - Rezeptor
Tall - Peptide eingesetzt, von denen bekannt war, dald se mit AP 1 und AP 2 interagieren (
Honing et a. 1997 ). Zunéchst wurde das Peptid 49 - 67 eingesetzt, da an dieses AP 1 und
AP 2 binden. Dieses Peptid enthédt neben dem Leucin - Motiv ene Kasan Kinase |l
Phosphorylierungsstelle ( EESEER ) ( Mauxion et a. 1996 ), die aus enem Serinrest in
Position 57, der in vivo phosphoryliert werden kann ( Hemer et a. 1993, Korner et al. 1994
), sowie flankierende saure Aminosduren besteht. Interaktionsanalysen mit dem BIAcore
haben gezeigt, dal3 die Phosphorylierung des Serinrestes die Bindung von AP 1 und AP 2 nur
wenig erhoht, jedoch die sauren Reste wichtig fur die AP - Bindung snd ( eigene
unveroffentlichte Daten ). Als zweites Peptid wurde das Peptid 2 - 16 verwendet, das en
Interndiserungssigna ( Aminosduren 7 - 13 ) mit einem essentidlen Phenyldanin enthdt (
Denzer et d. 1997 ) und nur mit AP 2 interagiert.

5.1.1 Dephosphorylierung von AP 1

Durch die Vorinkubation von AP 1 mit akaischer Phosphatase wurde die Bindung an das
MPR 46 Peptid 49 - 67 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nur wenig vermindert. Die
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Tatsache, dal3 in verschiedenen Verdffentlichungen einein vivo und in vitro Phosphorylierung
von AP 1 nachgewiesen wurde ( Bar-Zvi et a. 1988, Morris et a. 1990, Schroder und
Ungewicke 1991, Wilde und Brodsky 1996 ), |&% folgende Mdglichkeiten zu:
1. AP 1 Iag nach der Aufreinigung berats in einem vollkommen dephosphoryliertem Zustand
vor.
Da dies jedoch fur AP 2 nicht bzw. nur in begrenztem Umfang zutraf, ist diese Moglichkelt
relativ unwahrscheinlich, da AP 1 und AP 2 gemeinsam aufgereinigt wurden.
2. Alkdische Phosphatase it nicht in der Lage AP 1 zu dephosphorylieren.
Da dkdische Phosphatase ene rdativ  unspezifische Phosphatase i und zudem AP 2
durch diese dephosphoryliert wurde, ist diese Mdglichket ebenso recht unwahrscheinlich.
3. Unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen konnte eine Beeinflussung der AP 1 -
Bindung nicht entsprechend nachgewiesen werden.
4. Der Phosphorylierungszustand von AP 1 spielt bel der Interaktion mit cytoplasmatischen

Rezeptordomanen keine Ralle.

Da jedoch mit dephosphorylietem AP 1 nur zwe Interaktionsandysen mit dem Biosensor
durchgeftihrt wurden, kann letzendlich keine dlgemen gliltige Aussage Uber die Rolle der
Phosphorylierung von AP 1 bel der Interaktion von AP 1 mit cytoplasmatischen

Rezeptordoménen getroffen werden.

5.1.2 Dephosphorylierung von AP 2

Be AP 2 dagegen konnte durch die Dephosphorylierung mit Phosphatase eine sgnifikante
Abnahme der Bindung im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. Aus diesem Grund
konzentrierte Sch die wetere Untersuchung auf AP 2. Die Berechnung der Assoziations,
Dissoziations- und der Gleichgewichtskonstanten zeigte, dal3 die Assoziation von AP 2 an das
Peptid durch die Dephosphorylierung beeinfluld wurde, wahrend die Dissoziation unveréndert
blieb.

Durch die Verwendung verschiedener Mengen an Phosphatase konnte ein Dosseffekt auf die
AP 2 - Bindung gezeigt werden, jedoch war die Bindung auch durch den Einsatz hoherer
Phosphatasekonzentrationen nicht vollsténdig inhibierbar. Offenbar trégt zu der durch den
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Phosphorylierungszustand von AP 2 modulierbaren Bindung noch eine weitere, Phosphatase
insendtive,, Bindungskomponente 2 bel.

Dies |&3% vermuten, dal3 entweder weitere Modifikationen von AP 2 oder Modifikationen des
Rezeptor Talls zur Modulierung der Bindung zwischen AP 2 und dem Rezeptor - Peptid
beitragen. Wie bereits zuvor erwahnt, enthdlt das hier eingesetzte Peptid nicht nur das Leucin -
Moativ, sondern auch fir die AP - Bindung as wichtig identifizierten flankierende saure Reste.
Um scherzugelen, dal3 die beobachteten Effekte tatsachlich durch das Wirken der
Phosphatase hervorgerufen werden, wurde die Dephosphorylierungsresktion in Gegenwart
verschiedener Phosphatasainhibitoren durchgefiihrt. Die in diessm Experiment eingesetzte
Menge an Phosphatase wurde so gewahlt, dal? eine etwa 50 %ige Abnahme der Bindung an
das Peptid 2 - 16 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle vorlag und somit inhibitorische
Effekte der Phosphatasainhibitoren gut zu andyseren waen. Hierbel ewies dch
Natriumpyrophosphat, das mit AP 2 ds Substrat konkurriert a's besonders geeignet, um die
Dephosphorylierung von AP 2 zu inhibieren. Wéhrend Natriumvanadat weniger effizient war,
konnte Natriumfluorid die Wirkung der akalischen Phosphatase nicht inhibieren.

Somit konnte durch diese Kontrollexperimente sichergestellt werden, dal? hier ein spezifischer,
durch Dephosphorylierung von AP 2 ausgel0ster Effekt auf die Bindung an das MPR 46 -
Rezeptor - Peptid vorlag.

5.1.3 I soelektrische Fokussierung

Durch die isodektrische Fokusserung konnte zum einen nachgewiesen werden, dal3 die
Inkubation von AP 2 mit Phosphatase eine Dephosphorylierung von AP 2 verursacht, zum
anderen ergaben die Westernblotanalysen eine Phosphorylierung der a -, b - und der m-
Untereinhelt, jedoch keine Phosphorylierung der s - Untereinheit. Diese Befunde stehen im
Einklang mit berets publizierten Arbeiten, die eine in vivo Phosphorylierung der grolien
Untereinheiten sowie der m- Kette zeigen ( Bar-Zwi 1988, Wilde und Brodsky 1996 ).

Die Westernblotanalysen der a -, b - und m- Kette zeigen im Gegensatz zur Andyse der s -
Untereinheit sowohl bel der Kontrolle ads auch bel der Phosphatase behandelten Probe
mehrere Banden. Dies konnte folgende Ursachen haben:

1. Es liegt weder bei der Kontrolle noch bei der mit Phosphatase behandelten Probe eine
vollgandige Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung vor, so dal3 durch die Phosphatase -
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Inkubation lediglich das Verhdtnis von phosphoryliertem AP 2 zu dephosphoryliertem AP 2
verandert wurde,

2. Es dnd weitere Modifikationen, die ebenfdls den isoeekirischen Punkt verandern
vorhanden.

3. Durch Carbamatbildung wurde der isodektrische Punkt verandert, so dal3 die spezifische
Bande in mehrere Unterbanden fokussierte. Da dies jedoch fir den s - Westernblot nicht
zutref, ist diese Moglichkeit ener unwahrschenlich.

5.2 In vitro Phosphorylierung

Durch die in vitro Phosphorylierung von AP 2 mit g* P - ATP konnten die Resultate der
isoelektrischen Fokussierung bestétigt werden. Auch in diesem Fall trat eine Phosphorylierung
der grofRen Untereinheiten und der m - Kette auf. Das Resaultat dieser in vitro
Phosphorylierung steht ebenfals im Einklang mit bereits publizierten Arbeiten Pauloin et al.
1982, Morris et al.1990, Schroder und Ungewickel 1990 ).

Zudem zeigt die in vitro Phosphorylierung, dal3 mit AP 2 eine Kinasesktivitdt aufgereinigt
wurde. Dies wurde berets in friheren Verdffentlichungen verschiedener Arbetsgruppen
nachgewiesen. So haben sowohl die Arbeiten von Morris et a. 1990 a's auch von Pauloin und
Thurieau 1982 eine Kinasesktivitét nachgewiesen, die spezidl die m- Kette phosphoryliert. Im
Gegensatz zu den hier gewonnenen Daen postulieren Pauloin und Thurieau jedoch ene
Assozigtion dieser Kinasesktivitét mit AP 1.

Ebenso wie zuvor die isodektrische Fokusserung zeigt auch die in vitro Phosphorylierung,
daid das aufgereinigte AP 2 sowohl mit Phosphatase dephosphoryliert as auch durch en
Angebot an ATP ds Substrat phosphoryliert werden kann. Aus diesem Grund muf3 davon
ausgegangen werden, dald in der AP 2 - Prgparation sowohl phosphoryliertes als auch
dephosphoryliertes AP 2 enthdten ist. Durch die Inkubation mit Phosphatase bzw. ATP wird
aso jewellsder Antell an dephosphoryliertem bzw. phosphoryliertem AP 2 erhoht. Da jedoch
die Vollstandigkeit der Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung nicht Gberpriift werden
konnte, lassen die Experimenten zur Zeit nur quditative, jedoch keine quantitativen Aussagen

2U.
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5.3 Interaktionsanalyse von AP 2 aus Cytosol - und Membranfraktion mit dem MPR
46 Rezeptor Tail - Peptid 2 - 16

Wie bereits zuvor erwdhnt wurde in der Arbeitsgruppe von F.Brodsky gezeigt, dal3 AP 2 im
Cytosol in  phosphorylierter Form  vorliegt, wéahrend membrangebundenes AP 2
dephosphoryliert ist. Aus diessm Grund wurde die Interaktion von AP 2 aus MDBK -
Cytosol sowie von AP 2, das von Membranen durch 0,5 M Tris abgel6st worden war mit

dem MPR 46 Rezeptor Tail - Peptid 2 - 16 analysiert.

5.3.1 I soelektrische Fokussierung

Die Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von AP 2 in der Cytosol - bzw.
Membranfraktion durch isodektrische Fokusserung zeigte enen Unterschied im
Bandenmuster zwischen diesen beiden Proben. Jedoch war bel der Cytosolfraktion wie bei
den vorherigen Fokussierungsexperimenten mehrere Banden vorhanden. Dies konnte darauf
zurlckzufiihren sain, dald das AP 2 in der Cytosolfraktion durch Phosphatasen tellweise
dephosphoryliert worden war. Somit zeigt diese isodektrische Fokusserung lediglich en
unterschiedlichen Grad an Phosphorylieeung von AP 2 in der Cytosol - bzw.
Membranfraktion. Jedoch wurde diese Andyse nur fir eine Untereinheit durchgefthrt.

5.3.2 Interaktionsanalyse mit dem M PR 46 Peptid 2 - 16

Da aufgrund des ahnlichen Molekulargewichts von AP 1 und AP 2 beide Adaptor -
Komplexe in der Cytosol - bzw. Membranfraktion enthdten snd, wurde fir die
I nteraktionsanayse mit dem Biosensor das MPR 46 Peptid 2 - 16 verwendet.

Sowohl die Messung mit der Cytosolfraktion as auch die Messung mit der Membranfraktion
zeigte eine Bindung an das Peptid 2 - 16. Jedoch war die Bindung von AP 2 in der
Membranfraktion schwécher dsvon AP 2 in der Cytosolfraktion. Somit stehen diese Befunde
mit den vorherigen Interaktionsandysen im Einklang. Auch in diesem Fdl war die Bindung von
dephosphoryliertem AP 2 ( = Membranfraktion ) an das Peptid schwéacher ds die Bindung
von phosphorylietem AP 2 ( = Cytosolfraktion ). Ebenso zeigt die Berechnung der



5. Diskussion 79

Kongtanten einen Unterschied in der Assoziation an das Peptid, jedoch nicht bei der

Dissoziation der gebundenen AP 2 - Komplexe vom Peptid.

5.4 Rekrutierungsexperimente

Im zweiten Tell dieser Arbeait wurde untersucht, ob die Rekrutierung von gereinigtem AP 2 an
isolierte Membranen durch eine Dephosphorylierung von AP 2 mit Phosphatase, bzw. ene
Phosphorylierung von AP 2 durch ATP - Zusatz beainflufd wird.

Die Membranen wurden aus NRK - Zdlen prépariert, da der verwendete Antikorper, der die
a - Untereinheit von AP 2 erkennt, speziesspezifisch AP 2 aus Schwein sehr vid besser
detektiert ds AP 2 aus Ratte. Somit wurde die Auswertung sehr erleichtert. Zusétzlich wurde
endogenes AP 2 durch 0,5 M Tris entfernt, um ene Beaintrachtigung der Rekrutierung durch
bereits gebundenes, endogenes AP 2 auszuschlief3en.

Die Durchfihrung der Rekrutierung erfolgte auf Eis, um ene Dephosphorylierung der
Membranen bzw. eine Beaintrachtigung der Rekrutierung durch Prozesse, die ATP bendtigen,
zu verhindern.

Durch Dephosphorylierung von AP 2 mit Phogohatase verminderte dch  die
Rekrutierungseffizienz im Vergleich zur Kontrolle wahrend die Rekrutierung durch die
Phosphorylierung von AP 2 mit ATP stimmuliert wurde. Somit stehen diese Befunde mit den
zuvor durch Interaktionsanalysen erzielten Ergebnissen im Einklang.

Jedoch sollte nicht unerwéhnt bleiben, dald das Ausma? der Verminderung der
Rekrutierungseffizienz durch die Behandlung von AP 2 mit dkadischer Phosphaase
unterschiedlich war und zwischen 20 und 50 % lag. Dies konnte darauf zuriickzufihren sain,
dal3 der Anteil an phosphorylietem und dephosphoryliertem AP 2 von Pr8paration zu
Prgparation unterschiedlich war.

Zudem muid be diesen Rekrutierungsexperimenten berticksichtigt werden, dal3 fur die
Rekrutierung  Gesamtmembranen  verwendet  wurden.  Diese enthdten  neben
Plasmamembranen auch TGN - Membranen, Endosomen, Lysosomen sowie grofiere
Veskd. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 durch die Dephosphorylierung von AP
2 eine,, Fehlrekrutierung 2 an andere Membranen stattgefunden hat.

Deweiteren darf bel der Bewertung dieser Resultate nicht aul3er Acht gelassen werden, dald an
der Rekrutierung von AP 2 an Membranen sicherlich noch weitere Proteine beteiligt sind. So
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wird die Exigenz eines spezifischen,, docking proteins 2 fur AP 2 an der Plasmamembran
postuliert. Neuere Verdffentlichungen deuten darauf hin, dal3 in neuronden Zelen
Synaptotagmin as docking protein fungiert ( Haucke et a. 1999 ). Desweiteren wird
postuliert, dald in nicht neuronden Zdlen eén Synaptotagminhomologes Protein  die Funktion
enes,, docking proteins? fur AP 2 audiibt.

Zudem wird angenommen, dal} an der Bindung von AP 2 an Membranen neben
Membranproteinen auch Lipide beteiligt sind ( Matsuoka et al. 1998, Take etal. 1998,
Gaidarov etal. 1998 ). Daneben wird auch eine Betelligung von Inositolpolyphosphate an der
Rekrutierung von AP 2 diskutiert, da die Rekrutierung durch Phospholipase D simmuliert
werden kann (West et a. 1997, Haucke etal 1999 ).

Somit sdlt die Rekrutierung von AP 2 an die Plasmamembran ein multifaktorelles Ereignis dar
an dem mehrere Proteine entweder in kooperativer oder sequentieller Welse betelligt sind.
Daher sdlt die Modulierung der Interaktion von AP 2 mit den cytoplasmatischen
Rezeptordoménen durch den Phosphorylierungszustand von AP 2 scherlich lediglich en
Teilagpekt des gesamten Regulationsmechanismus dar.

5.5 Schluf3folgerung

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten sprechen dafir, dal3 die Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von AP 2 zur Regulation der Interaktion mit cytoplasmatischen
Rezeptordoménen baitrégt. Diese Aussage wird von den Rekruiterungsexperimenten gestiitzt.
Jedoch sollte hierbel bedacht werden, dal3 die Interaktion von AP 2 mit cytoplasmatischen
Rezeptordoméanen nur einen Tellaspekt des gesammten Rekrutierungsvorgangs darstelIt.
Zusitzlich konnte die Existenz einer Kinasesktivitét nachgewiesen werden, die offenbar mit AP
2 asoziiert ist und die Rekrutierung bzw. Tail - Interaktion beainflussen kann.

5.6 Ausblick

Diein dieser Arbeit gewonnenen Daten ziehen eine Relhe weiterer Fragestellungen nach sch:
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1. Welche der drei phosphorylierbaren Untereinheit(en) ist ( and ) fir die beobachteten
Effekte verantwortlich ?

Wie bereits zuvor erwahnt konnte eine Inhibierung der in vitro Bindung an Clahrin durch die
Phosphorylierung der b - Untereinhet nachgewiesen werden ( Wilde und Brodsky 1996 ).
Dies schliefd jedoch nicht aus, dal3 die Phosphorylierung dieser Untereinheit nicht auch an der
Regulation der Interaktion mit cytoplasmatischen Rezeptordoménen betelligt ist. So wurde von
Rapoport et d. durch Protein - Protein - Interaktion eine Interaktion der b - Untereinheit mit
Leucin - Motiven gezeigt.

Da ene Interektion der i - Untereinheit mit Tyrosn — Motiven in mehreren Studien
nechgewiesen wurde, sollten sich die weiteren Untersuchungen vor dlem auf diese Untereinheit

konzentrieren.

2. Gibt es in den jewelligen Untereinheiten mehrere Phosphorylierungsstellen? In welchem
Berech der Unterenheit(en) befinden dgch diese? Um  wedche Art von

Phosphorylierungstelen ( Serin, Threonin oder Tyrosin ) handdt es Sch hierbe?

Fur diea - und b - Untereinheit wurde eine Phosphorylierung von Serinresten in der hinge -
Region gezeigt ( Wilde und Brodsky 1996 , Schroder und Ungewicke 1991 ), wahrend bei
der m- Kette die Exisenz einer einzigen Phosphorylierungsstelle ( Threonin 156 ) postuliert
wurde ( Pauloin und Thurieau 1987 ).

3. Handdt essich ba der assoziierten Kinasesktivité um eine spezifische Kinase? Zu welcher

Familie gehort diese?

Da die Kinasesktivitdh wdrend der Aufreinigung Uber  Gdfiltraion  und
Hydroxyapatitchromatographie mit AP2 asoziiert bleibt, sollte es sich um eine spezifische, mit
dem CCV - coat assoziierte Kinase handeln. Um diese walter zu charakteriseren soll ds
néchdes die in vitro Phosphorylierung in Gegenwat  spezifischer  Kinasainhibitoren
durchgefihrt werden. Desweiteren <oll die AP 2 - Prdparation nach der
Hydroxyapatitchromatographie weiter aufgereinigt werden. Auf diese Weise soll untersucht
werden, ob dadurch die Kinaseektivitdt entfernt werden kann oder eventuel eine
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Autophosphorylierung der AP 2 - Untereinheiten vorliegt bzw. eine der Untereinheten selbst
eine Kinasesktivitét bestzt.

4. Welche weiteren Faktoren / Proteine sind an der Rekrutierung von AP 2 an Membranen
beteligt?

Um andere am Rekrutierungsvorgang betelligte Proteine bzw. weitere modulierende Einfliisse
zu identifizieren sollen weitere Rekrutierungsexperimente durchgefiinrt werden. So soll zum
Beagpid untersucht werden, ob die Inkubation von AP 2 mit Peptiden oder einem
Synaptotagmin - GST - Fusonsprotein die Rekrutierung an Membranen durch Abséitigung
von Bindungsstellen am AP 2 - Komplex inhibiert.
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6. Zusammenfassung

Ba viden zdlul&ren Prozessen spidt die Phosphorylierung von betelligten Protenen ene
wichtige Ralle ds Regulationsmechanismus. Da eine Reihe verschiedener Verdffentlichungen
einein vivoundin vitro Phosphorylierung von AP 1 und AP 2 nachgewiesen haben, lag die
Vermutung nahe, dal3 die Phosphorylierung der Adaptor - Komplexe eine Rolle be der
Regulation ihrer Funktion spidt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der
Phosphorylierungszustand der Adaptor - Komplexe die Interaktion mit cytoplasmatischen
Rezeptordoménen beeinfluld. Dazu wurde mit eénem Biosensor die in vitro Interaktion von
phosphorylierten und dephosphorylierten AP 1 - und AP 2 - Komplexen mit eénem MPR 46 -
Rezeptor Tail - Peptid ds Bindungspartner andysert. Die Dephosphorylierung von AP 2 mit
akalischer Phosphatase fihrte zu einer signifikanten Abnahme der Bindung an das Peptid. Bel
AP 1 dagegen konnte durch Dephosphorylierung unter den gewéhlten experimentdlen
Bedingungen keine bedeutende Veranderung der Bindung nachgewiesen werden, so dal3 Sch
die weitere Andyse auf AP 2 konzentrierte. Der Effekt der dkaischen Phosphatase war
abhangig von der Enzymkonzentretion und durch Inhibitoren der akaischen Phosphatase
blockierbar. Desweiteren konnte gezeigt werden, dal3 AP 2 aus Cytosol, das in
phosphorylierter Form vorliegt, stéarker an das MPR 46 - Peptid 2 - 16 bindet, as von
Membranen abgel dstes AP 2, das dephosphoryliert ist.

Mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung sowie der in vitro Phosphorylierung von AP 2 mit
g* P- ATP wurde eine Phosphorylierung der a -, b - und der m- Kette gezeigt. Die in vitro
Phosphorylierung ligferte zudem Hinwelse auf das Vorhandensain einer Kinasesktivitét, die mit
AP 2 aufgereinigt wird.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Beainflussung der Rekrutierung von aufgereinigtem AP
2 an ioliete Membranen durch Dephosphorylierung und Phosphorylierung von AP 2
untersucht. Die Vorinkubation von AP 2 mit Phosphatase flhrte zu einer Verminderung der
Rekrutierung von AP 2 an die Membranen wéhrend die Vorinkubation mit ATP ene
Stimulation zur Folge hatte.

Somit sprechen die bisher gewonnenen Daten fir eine Modulation der Interaktion von AP 2
mit den cytoplasmatischen Rezeptordoméanen durch die Phosphorylieeung  und
Dephosphorylierung von AP 2.
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