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1 Einleitung

Die Kompartimentierung lebender Zellen wird durch biologische Membranen realisiert, die
aus Lipiddoppelschichten aufgebaut sind. Biologische Membranen sind zwar für Wasser, Gase
(z. B. O2, CO2 oder NH3) sowie für kleine aliphatische Moleküle permeabel, für wasserlösliche
Substanzen stellen sie hingegen eine Permeabilitätsbarriere dar, die die unkontrollierte inter-
und intrazelluläre Diffusion verhindert. Ein Austausch von hydrophilen Substanzen über die-
se Permeabilitätsgrenzen hinweg, wie er aufgrund der Vielzahl der in der Zelle ablaufenden
Stoffwechselprozesse, der Zell-Zell-Kommunikation sowie dem Export toxischer Verbindungen
erforderlich ist, wird durch Transportproteine ermöglicht. Zu diesem Zweck steht der Zelle ei-
ne reichhaltige Auswahl an Transportproteinen, wie Shuttle, Carrier und Kanäle zur Verfügung,
die Barriereeigenschaften einer Phospholipidschicht selektiv modifizieren. Strukturell gesehen
gehören diese Proteine zur Klasse der Membranproteine. Im DarmbakteriumEscherichia coli
beispielsweise, bilden Transportproteine mit einem Anteil von 10 % am Gesamtproteingehalt
die umfangreichste funktionelle Gruppe.
Die Akkumulation von Substanzen im Zytoplasma bzw. in Zellkompartimenten ist thermody-
namisch nicht Vorteilhaft und erfordert im Gegensatz zur freien Diffusion und der Protein-
katalysierten Diffusion Energie. Bei dieser Art des Transports wird von einemaktiven Transport
gesprochen. Aktive Transportsysteme lassen sich nach der Energiequelle, die für die Aktivität
genutzt wird, in primäre und sekundäre Transportsysteme unterteilen.
Primäre Transportsysteme nutzen Adenosintriphosphat (ATP) als Energiequelle für den vekto-
riellen Transport über Membranen.ATP binding cassette(ABC)-Proteine sind dabei eine der
größten Proteinfamilien und wurden bisher in allen untersuchten Lebewesen gefunden.
Sekundäre Transportsysteme nutzen als Energiequelle für die durch sie vermittelte Transport-
Prozesse vorhandene elektrochemischer Gradienten. Je nach Stöchiometrie des Transports wird
dabei zwischenUniport, SymportoderAntiport unterschieden.1,2

Medizinisch relevante Vertreter der Transportproteine sind sowohl bei den primären als auch
bei den sekundären Transportproteine zu finden. Im folgenden soll eine Übersicht über die ver-
schiedenen Klasse der Transportproteine erbracht und damit das immense pharmakologische
Potential, das Transportproteine besitzen, gezeigt werden.

1.1 Die Funktion von Transportproteinen bei der Arzneimitteldisposition

Nukleotid-Transporter von Säugetieren vermitteln die zelluläre Aufnahme von physiologischen
Nukleosiden für die Synthese von Nukleinsäuren.3 Diese Transporter spielen jedoch eine ebenso
große Rolle bei derin vivoVerteilung und dem intrazellulären Protein-Targeting vieler Nukleosid-
Analoga, wie sie in der Krebs-Therapie und der medimentakösen Behandlung viraler Infektionen
eingesetzt werden.3

Peptid-Transporter sind in die Aufnahme von Peptiden aus der Nahrung involviert. Peptid Trans-
porter akzeptieren di- und tri-Peptide als Substrat und besitzen eine breitere Substratspezifität
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als Transporter anderer Nährstoffe. Aus diesem Grund dienen Peptid-Transporter nicht nur als
Nährstoff-Transporter sondern auch als Transporter von Medikamenten, die eine strukturelle
Ähnlichkeit mit Peptiden haben, wie z. B.β -Lactam Antibiotika.
Organic AnionTransportproteine undOrganic CationTransportproteine sind zwei der wichtig-
sten Klassen von Proteinen für die Aufnahme, Verteilung und die Eliminierung von natürlich
vorkommenden Xenobiotika, Toxinen und medizinisch relevanten Medikamenten. Obwohl bei-
de Vertreter dieser Klasse von Transportproteinen eine unterschiedliche Präferenz für Substra-
te besitzen, teilen sie einige gemeinsame Eigenschaften: Sie besitzen die gleiche vorhergesag-
te Transmembran-Topologie, interagieren beide mit einer Vielzahl strukturell und pharmakolo-
gisch verschiedener Substanzen und werden in unterschiedlichsten Gewebetypen exprimiert.4

Die Mitglieder derOrganic CationTransportprotein (OCT) Familie sind aktive Transporter or-
ganischer Kationen, endogener, biologisch aktiver Amine wie Acetylcholin, Cholin, Dopamin,
Epinephrin, Guanidin,N-Methylnicotinamid und -thiamin sowie Transporter therapeutischer
Arzneimittel wie Cimetidin, Amilorid, Mepiperphenidol, Morphin, Quinidin, Tetramethylam-
monium, Verapamil und Trimethoprim.
Im Fall von OAT1 und OAT3, die der Familie derOrganic AnionTransportproteine (OAT) an-
gehören, konnte ein tertiärer Transportprozess gezeigt werden. DerNa+/Dicarboxylat Cotrans-
porter SDCT2 nutzt einen durch die Na+K+-ATPase aufgebauten Ionengradienten, um einen
Dicarboxylat-Gradienten aufzubauen, der wiederum von OAT1 und OAT3 als Energiequelle
zum Transport genutzt wird.

1.1.1 Multidrug Resistenz

Bei der Behandlung maligner Gewebsveränderung ist die Applikation von Chemotherapeutika
oft eine aussichtsreiche Therapiestrategie, die allerdings durch die Ausbildung von Chemoresi-
stenzen limitiert wird. Viele Studien an Tumorzellinien haben zudem gezeigt, daß die Aufnahme
eines Medikamentes oft zu einer Kreuz-Resistenz mit anderen sowohl chemisch als auch struktu-
rell verschiedenen Substanzen führt. Eine Chemoresistenz richtet sich daher zumeist gegen eine
große Zahl strukturell unterschiedlicher Substanzen und wird durch zelluläre Transportsysteme
vermittelt. Dieses Phänomen wird gemeinhin alsmultidrug resistance(MDR) Phänotyp charak-
terisiert.
MDR ist ein Hauptfaktor für das Versagen vieler Formen der Chemotherapie. Ein Mechanismus
der MDR ist die gesteigerte Fähigkeit von Tumorzellen, zytotoxische Substanzen aktiv aus der
Zelle zu transportieren, um so die intrazelluläre Konzentration dieser Substanz unterhalb toxi-
scher Konzentrationen zu halten.5

Die medizinische Bedeutung der für die MDR verantwortlichen Transportproteine übersteigt
dabei ihre Rolle bei der Behandlung von Krebs mit einer Chemotherapie. Die Transportfunk-
tion dieser Proteine hindert zudem in vielen Fällen die Behandlung anderer Krankheiten, wie
z. B. Malaria und AIDS (Acquired Immune Deficency Syndrome). Da in die MDR involvierte
Proteine die Absorption, Distribution und Exkretion einer Vielzahl pharmakologisch wirksamer
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Substanzen modulieren, besteht ein ausgeprägtes medizinisches Interesse an diesen Proteinen.

Die Resistenz gegenüber einer Therapie bei der Behandlung von Krebs konnte mit minde-
stens zwei Transportern in Zusammenhang gebracht werden. Die beiden Transporter sind dasP-
glycoprotein(ABCB 1) und das sogenanntemultidrug resistance-associated protein(ABCC 1).
Sowohl ABCB 1 als auch ABCC 1 sind primäre Transporter und gehören der Überfamilie der
ABC-Transporter an. Aufgrund ihrer Funktion und Bedeutung sind sie das Ziel verschiedener
Ansätze bei der Krebs-Behandlung. Obwohl sich diese Arbeit ausschließlich mit ABCC 1 be-
schäftigt, ist es wichtig einen Überblick über die Familie der ABC-Transporter zu gewinnen.
Daher wird im folgenden zunächst die Familie der ABC-Transportproteine vorgestellt, bevor
auf ABCC 1 Bezug genommen wird.

1.2 ABC-Transportsysteme

Der spezifische Transport von Molekülen über Lipidmembranen ist unabdingbare Vorausset-
zung für alle lebenden Organismen und eine große Anzahl an spezifischen Transportern hat
sich entwickelt, um diese Aufgabe auszuführen. Dabei ist die größte Genfamilie der Transport-
proteine die der ABC-Transporter. Diese primären Transporter binden ATP und nutzen dessen
Hydrolyseenergie, um enorm viele, unterschiedliche Moleküle, darunter Zucker, Aminosäuren,
Metallionen, Peptide, Proteine und eine große Zahl hydrophober Moleküle und Metaboliten,
gegen elektrochemisch Gradienten über intrazelluläre Membranen und Plasmamembranen zu
transportieren. Viele ABC-Transporter verteilen Metaboliten zwischen den Zellkompartimenten.
Zudem pumpen Vertreter dieser Transportfamilie Substrate aus dem Zytoplasma auf die Au-
ßenseite der Zelle in das umgebende Gewebe oder zur Sekretion aus dem Körper. Daher sind
ABC-Transporter für viele in der Zelle ablaufende Prozesse essentiell. Mutationen der zugehö-
rigen Gene verursachen Krankheitsbilder wie Mukoviszidose, neurologische Krankheiten, re-
tinaler Degeneration, Cholesterol- und Gallensalz-Transportdefizite sowie Anämie bzw. tragen
zu deren Ausbildung bei. Darüber hinaus sind viele ABC-Transporter auch an derMultidrug-
Resistenz beteiligt (siehe Abbildung 1). Diese Medikamente transportierenden Proteine sind
in allen Gewebe- und Zelltypen in unterschiedlichen Mengen und, unter bestimmten Umstän-
den, unterschiedlichen Membranen vertreten. Zusammen bilden sie eine wichtige Einheit des
Verteidigungsmechanismus von sowohl normalen als auch malignen Zellen gegen zytotoxische
Substanzen.

Die Klassifizierung von Proteinen als ABC-Transporter erfolgt anhand dreier Sequenzmoti-
ve ihrer zytoplasmatischen ATP-Bindungsdomänen (NBDs), die hoch konserviert sind. Diese
Motive tragen die Namen Walker A Motiv, Walker B Motiv und ABC-Signatursequenz.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum
MDR involvierter ABC-Transporter. Eine fett
gedruckte Linie und ein Kreis indiziert die an
der MDR beteiligten Transporter. Ihre nahen
Verwandten sind ebenfalls im Diagramm ein-
getragen.

Derzeit sind auf Grundlage des humanen Genoms
48 Gene für ABC-Proteine identifiziert worden. Die
Gruppe der ABC-Proteine wurde in sieben Unter-
klassen, von ABCA bis ABCG, eingeteilt1. Die Ein-
teilung erfolgte basierend auf genomischer Orga-
nisation, Ordnung von Domänen und Sequenzho-
mologien. In Abbildung 1 ist der phylogenetische
Stammbaum der zur Zeit bekannten ABC-Transporter
dargestellt, die in die MDR involviert sind.

Die ABCA -Unterfamilie der ABC-Transporter be-
sitzt zwölf Mitglieder. Bisher wurden zwei Mitglie-
der dieser Unterfamilie eingehender studiert. Defek-
te des Transporters ABCA 1 führen zu Krankheits-
bildern des Cholesterol-Transports und der HDL Li-
poprotein Biosynthese. ABCA 4 transportiert Vit-
amin A Derivate in die äußeren Segmente von Photorezeptor-
Zellen und besitzt daher eine wichtige Funktion im Sehzyklus.
Die Einzigartigkeit derABCB-Unterfamilie besteht darin, daß in ihr sowohl Voll- als auch Halb-
transporter vertreten sind. ABCB1 (MDR 1, P-gp), ein 170 kDa großes Protein, war der erste
humane ABC-Transporter, der identifiziert und charakterisiert wurde. Dieser Transporter erreg-
te Aufsehen, da eine verstärkte Expression von ABCB 1 häufig mit einer MDR assoziiert werden
kann.6–9 Das Auftreten einer Multidrug-Resistenz konnte somit zum ersten Mal mit der Expres-
sion eines Proteins in Zusammenhang gebracht werden. ABCB 1 ist das am besten charakterisier-
te ABC-Transportsystem. Seine Substrate schließen hydrophobe und kationische Wirkstoffe ein.
So transportiert diese Protein beispielsweise die Anthracycline Doxo- und Daunorubicin, sowie
die Vinca Alkaloide Vincristin und Vinblastin. Eine wichtige physiologische Funktion von AB-
CB 1 wurde 1989 entdeckt, als dieses der luminalen, also der dem Blut zugewandten Seite der
Kapillarendothelzellen im Gehirn zugeordnet und damit ABCB 1 (P-gp) eine Rolle im Export
von Pharmaka aus dem Gehirn zugeschrieben werden konnte.10 ABCB 4 und ABCB 11 sind in
der Leber lokalisiert und an der Sekretion von Gallensalzen beteiligt. ABCB 2 und ABCB 3, die
auch TAP genannt werden, sind Halbtransporter, die zum Transport von Peptiden in das Endo-
plasmatische Retikulum ein Heterodimer bilden. Der Halbtransporter ABCB 9 befindet sich in
den Lysosomen und die Halbtransporter ABCB 6, ABCB 7, ABCB 8 und ABCB 10 wurden in
den Mitochondrien gefunden, wo sie am Eisen Metabolismus und dem Transport von Fe/S Pro-
tein Vorläufern beteiligt sind.
Die ABCC Unterfamilie enthält zwölf Volltransporter, die verschiedene Funktionen ausführen
und die nicht alle dem Phänotyp der MDR zugeordnet werden können. Transporter der ABCC
Unterfamilie transportieren Ionen, sind Rezeptoren an der Zelloberfläche und sekretieren Toxi-

1http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm
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ne. ABCC 7 (CFTR) ist ein cAMP regulierter Chloridkanal und ist beteiligt an der exokrinen
Sekretion.11 Mutationen des ABCC 7 führen zum Krankheitsbild der Mukoviszidose. ABCC 8
und ABCC 9 (SUR 1 und SUR 2) sind Zellrezeptoren, die Sulfonylurea binden. Sie regulieren
die in die Insulin Sekretion involvierten Kalium Kanäle und können am besten als intrazellulä-
re ATP-Sensoren beschrieben werden.11 Der Rest dieser Unterfamilie besteht aus neunMulti-
drug Resistance associatedProteingenen. Von diesen Proteinen transportieren ABCC 1, 2 und
3 (MRP 1, 2 und 3) zu Gluthathion konjugierte Medikamente und andere organische Anionen.
ABCC 4, ABCC 5 ABCC 11 und ABCC 12 sind kleiner als die anderen Mitglieder dieser Unter-
familie und besitzen nicht die aminoterminale Domäne. Diese Domäne scheint allerdings nicht
essentiell für den Transport zu sein. Die Membranproteine ABCC 4 und ABCC 5 (MRP 4 und
5) vermitteln Resistenzen gegen Nukleosidanaloga.
Die ABCD Unterfamilie ist aus vier Genen aufgebaut. Alle Gene kodieren für Halbtransporter,
die in den Peroxisomen lokalisiert sind. Dort fungieren sie als Homo- und/oder Heterodimere
bei der Regulation des Transports sehr langer Fettsäuren.
Die ABCE undABCF Unterfamilien enthalten Gene, die offensichtlich von ABC-Transportern
abstammen, aber keine Transmembrandomänen besitzen. Eine Transportaktivität in Membranen
ist nicht bekannt.
Die humaneABCG Unterfamilie besteht aus sechs sogenanntenreversenHalbtransportern, de-
ren NBD am Aminoterminus und deren Transmembrandomänen am Carboxyterminus positio-
niert ist. Der Säugetier ABCG 1 Transporter ist in den Cholesterol-Transport und seine Regula-
tion involviert. ABCG 2 ist ebenfalls einMultidrug-Transporter. Dieser Transporter wird unter
anderem in der Blut-Hirn-Schranke exprimiert.12,13ABCG 5 und ABCG 8 sind Transporter von
Sterolen in Darm und Leber.
Von den vorgestellten Transportern sind mindestens sieben ABC-Transporter an der MDR be-
teiligt (ABCB 1, ABCC 1–5 und ABCG 2). Durch ihr breites Substratspektrum und die große
Zahl an Transportern, wird Zellen die Resistenz zu einer solch großen Zahl strukturell diverser
Moleküle vermittelt.
Trotz der Fülle von Informationen, die bereits überMultidrug-Transporter vorliegt, ist jedoch
noch immer unklar, wie es zu der breiten Substratspezifität kommt und wie der eigentliche Trans-
portmechanismus auf molekularem Niveau abläuft.

1.3 ABCC 1

1987 wurde eine ABCB 1 (P-gp) unabhängige Form der MDR beschrieben16–18, die einem zwei-
tenMultidrug ResistanceProtein zugeschrieben werden konnte. Dieses Protein wurdeMultidrug
Resistance Associated Protein(MRP, MRP 1, ABCC 1) genannt und besitzt nur eine 20 %ige Se-
quenzhomologie zu ABCB 1 (P-gp). Dennoch besitzen beide Proteine ein sich überschneidendes
Spektrum an Substanzen, die von ihnen transportiert werden.19,20ABCC 1 ist das zuerst entdeck-
te und zugleich am besten charakterisierte Mitglied der zuvor erwähnten C-Typ Unterfamilie der
ABC-Transporter. Dieser Transporter wurde zuerst aus einer Zellinie kloniert, bei der die Expres-
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Symbol Synonym Funktion

ABCA 1 ABC1 Cholesterol-Transport
ABCA 2 ABC2 Drug resistance
ABCA 3 ABC3, ABCC Surfactant Sekretion?
ABCA 4 ABCR N-Retinylidiene-PE Efflux

ABCB 1 PGY1, MDR Multidrug Resistance
ABCB 2 TAP1 Peptidtransport
ABCB 3 TAP2 Peptidtransport
ABCB 4 PGY3 Phosphatidylcholin-Transport
ABCB 6 MTABC3 Eisen-Transport
ABCB 7 ABC7 Fe/S-Cluster transport
ABCB 11 SPGP Transport von Gallensalzen

ABCC 1 MRP 1 Drug resistance
ABCC 2 MRP 2 Organic Anion-Efflux
ABCC 3 MRP 3 Drug resistance
ABCC 4 MRP 4 Nukleosid-Transport
ABCC 5 MRP 5 Nukleosid-Transport
ABCC 6 MRP 6
ABCC 7 CFTR Chlorid Ionen Kanal
ABCC 8 SUR Sulfonylurea Rezeptor
ABCC 9 SUR2 K(ATP) Kanal Regulation
ABCC 10 MRP7

ABCD 1 ALD VLCFA-Transport-Regulation
ABCD 2 ALDL1, ALDR
ABCD 3 PXMP1, PMP70
ABCD 4 PMP69, P70R

ABCE 1 OABP, RNS4I Oligoadenylate-Bindungsprotein

ABCF 1 ABC50

ABCG 1 ABC8, White Cholesterol-Transport?
ABCG 2 ABCP, MXR, BCRP Toxin Efflux,Drug resistance
ABCG 5 White3 Sterol transport

Tabelle 1: Auflistung einer Auswahl von ABC-Transportproteinen. Neben der vorgeschlagenen Nomen-
klatur für ABC-Transporter ist/sind in der Tabelle der/die Trivialname(n) aufgeführt. Soweit bekannt ist
zudem die (vermutliche) Funktion des Transportes, bzw. die mit diesem Transporter in zusammenhang
gebrachte Krankheit aufgeführt. Fett hervorgehoben sind die Transportproteine die an dem Phänotyp der
multiplen Resistenz beteiligt sind.14,15
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sion von ABCB 1 (P-gp) nicht hochreguliert ist.16,21,22Das 190 kDa große Glycoprotein wird
in den meisten Gewebetypen synthetisiert, wobei das Expressionsniveau in der Lunge, den Ho-
den und der Niere geringfügig höher ist.21,23 Verschiedene Zelltypen des Hirns, wie z. B. der
Choroid Plexus, exprimieren ABCC 1 und es wird angenommen, daß ABCC 1 Teil der Permea-
bilitätsbarriere zwischen Blut und der cerebrospinalen Flüssigkeit ist.24 Es gibt Hinweise darauf,
daß die natürliche Funktion von ABCC 1 der Schutz von Zellen vor durch Xenobiotica induzier-
ten Schäden ist.24

In polarisierten Endothelzellen wird ABCC 1, im Gegensatz zu anderen Transportern wie AB-
CB 1 (P-gp), ABCC 2 und ABCG 2, die in der apikalen Membran gefunden werden, in der baso-
lateralen Membran gefunden.25 Unter gewissen Umständen und in bestimmten Zelltypen kann
ABCC 1 auch in in intrazellulären Membranen der sekretorischen Vesikel gefunden werden, die
dem Golgi-Apparat entstammen.26 Intrazelluläres ABCC 1 ist aktiv, seine physiologische Funk-
tion ist jedoch noch nicht verstanden.

Die Transportmechanismen von ABCC 1 und ABCB 1 (P-gp) unterscheiden sich. Im Gegen-
satz zu ABCB 1 benötigt ABCC 1 zum Transport einiger Naturstoffe, wie z. B. Vincristin und
Daunorubicin, physiologische Mengen Gluthation (GSH). Zudem ist ABCC 1 ein aktiver Trans-
porter erster Art bezüglich GSH, oxidiertem GSH (GSSG), sowie vieler mit GSH, Glucoronat
und Sulfat konjugierten organischer Anionen.11,27 In Tabelle 2 ist ein Ausschnitt des Subsrat-
spektrum von ABCC 1 aufglistet. Das Substrat mit der bislang höchsten Affinität zu ABCC 1
ist LTC4 4 (Km≈ 100 nM). Ein anderes, möglicherweise physiologisch relevantes Substrat von
ABCC 1 ist das GSH konjugierte 4-Hydroxy-trans-2-nonenol (4-HNE). 4-HNE ist ein hochre-
aktives, toxisches Produkt der Lipidperoxidation,28 das entsteht wenn Membranen oxidativem
Stress ausgesetzt werden. Dieser Stress kann von Substanzen wie Doxorubicin erzeugt werden.
Die Hauptentgiftungsroutine der Zelle für solche toxischen Aldehyde ist die spontane Konjuga-
tion mit GSH, das sukzessive aus dem Zellumen transportiert werden muß, um eine Produkt-
hemmung der konjugierenden Enzyme zu vermeiden. Die Affinität zu GSH (Km1–5 mM 29,30) ist
geringer als die seiner oxidierten Form.31,32 Die geringe Stereoselektivität und das breite Spek-
trum strukturell unterschiedlicher Substanzen, die ABCC 1 transportiert, können bislang noch
nicht durch ein Modell erklärt werden. Die Funktion von GSH in dem durch ABCC 1 vermittel-
tem Transport scheint Komplex zu sein und auch hierfür konnten noch keine mechanistischen
Details ergründet werden. Es ist jedoch klar, daß nicht die reduzierenden Eigenschaften von
GSH entscheidend sind, da auch nicht reduzierende GSH Analoga ohne Sulfhydrylfunktion in
der Lage sind, die Transportaktivität von ABCC 1 zu stimulieren.27,29,33,34
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Therapeutische Substanzen Vincrisitin, Vinblastin, Doxorubicin, Daunorubicin,
Epirubicin, Etoposide (VP-16), CPT-11, SN-38, Me-
thoxotrexate, Hydroxyflutamid, Flutamid, Ritonavir,
Sequinovar

GSH konjugierte Substanzen LTC4 , LTD4, GS-4-HNE, GS-Prostaglandin A2,
GS-15-deoxy-∆12,14, Prostaglandin J2, GS-Thiotepa,
GS-Cyclosphosphoamid, GS-chlorambucil, GS-
Melphalan, GS-ethacrynic Säure, GS-Sulforaphane,
GS-DNP, GS-CDNB, GS-4-Nitroquinolin- 1-oxid,
GS-aflatoxin B1, GS-metolachlor

Glucoronid Konjugierte Substanzen E217βG, SN-38-glucoronid, NNAL-O-glucoronid

Sulfat konjugierte Substanzen Sulfatolithocholat, Estrone-3-sulfat, DHEAS

Fluorophore Calcein, Fluo-3, BCECF, SNARF

Andere Substanzen GSH, GSSG, ALLN,99Tc-Sestamibi, 99mTc-
Tetrofosmin, B22956/1, Natriumarsenit, Kaliuman-
timonit, Natriumantimontartrat

Tabelle 2: Substrate des humanen ABCC 1. ABCC 1 transportiert endogene und exogene Metaboliten
einer bemerkenswerten strukturellen Diversität. Die Bandbreite der transportierten Substrate umfasst na-
türlich vorkommende Substanzen, aber auch synthetische Medikamente. Das Substratspektrum von AB-
CC 1 unterschiedet sich von dem des ABCB 1 (P-gp) als ABCC 1 eine stärkere Präferenz für organische
Anionen besitzt.25

1.4 Die Struktur von ABC-Transportern

Die Transmembrandomänen
Die meisten ABC-Proteine sind Transportproteine, die eine Vielzahl von Substanzen über Mem-
branen transportieren. Zu diesem Zweck enthalten diese Proteine Domänen, die Membranen
durchspannen, die im folgenden Transmembrandomänen (TMD) genannt werden. Diese Trans-
membrandomänen sind gewöhnlich aus sechs Transmembran-(TM-)Helices aufgebaut.
Neben den Transmembrandomänen enthalten ABC-Transporter auch zytosolische Domänen, die
die Fähigkeit zur Bindung und Hydrolyse von ATP besitzen. Die Domänen werden ATP-Bin-
dungsdomänen oder ABC-Domänen genannt.
Die Minimal-Voraussetzungen für einen aktiven ABC-Transporter sind anscheinend zwei TMD-
und zwei ATP-Bindungsdomänen. Diese Untereinheiten können innerhalb einer Polypeptidkette
liegen, wie es bei sogenannten Voll-Transportern der Fall ist; sie können aber auch als Homo-
oder Heterodimer innerhalb einer Membranmatrix vorliegen.15
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Abbildung 2: Wahrscheinliche Topolo-
gie der Transmembranbereiche der wich-
tigsten in die MDR involvierten ABC-
Transporter. Grüne Balken repräsentieren
die TM-Helices, die goldenen Verzweigun-
gen glykolisierte Bereiche auf der extrazel-
lulären Seite und die violetten Bereiche die
ATP-Bindungsdomänen.

In Abbildung 2 sind die wahrscheinlichsten topo-
logischen Modelle für die Transmembran-Helices der
drei am in die MDR involvierten ABC-Transporter il-
lustriert. ABCB 1 (P-gp) besitzt in beiden TMD jeweils
sechs TM Helices. Jede TMD wird von einer ABC-
Domäne gefolgt. Diese Tandem-Topologie wurde auch
für ABCB 4 (MDR 3) und ABCB 11 berechnet.
Im Gegensatz zu ABCB 1 besitzt ABCC 1 ein zusätz-
lichesN-terminales Segment von ca. 280 Aminosäu-
ren. Der größte Teil dieses Segments ist in die Mem-
bran eingebettet. Wahrscheinlich besitzt dieses Frag-
ment (TMD0) fünf Transmembran-Helices. Ein kurz-
er zytoplasmatischer Loop einer Länge von ungefähr
80 Aminosäuren verbindet die TMD0 mit den ande-
ren Transmembrandomänen.19,35Während die TMD0
alleine keine entscheidene Funktion bei der Transpor-
taktivität besitzt, ist die Anwesenheit des zytoplasma-
tischen Loops von entscheidender Bedeutung für die
intrazelluläre Ziel-Steuerung und die Transportaktivi-
tät des Proteins. Es gibt Hinweise darauf, daß die L0
Region eine ausgeprägte strukturelle und funktionelle

Domäne bildet, die mit dem Mittelstück von ABCC 1 interagiert.36

Das dritte ABC-Protein, das wahrscheinlich eine Funktion in der klinischen MDR besitzt ist
der sogenannte Halbtransporter ABCG 2 (MXR/BCRP/BMDP)12,37. Dieser Transporter hat ei-
ne einzigartige Anordnung seiner Domänen mit einerN-terminalen Lokalisierung der ATP-
Bindungsdomäne. Es konnte gezeigt werden, daß dieses Protein ein aktives Homodimer für
seine Transportaktivität formt.38,39

1.4.1 Die Struktur der ABC-Domäne

1998 wurde von der ersten hochaufgelösten Kristallstruktur einer ABC-Domäne berichtet40. In
Abbildung 3 ist das ATP-Bindungsmotiv von ABCB 2 (Tap 1) graphisch dargestellt.40 Diese,
wie auch andere ABC-Bindungsdomänen offenbaren eine aus zwei Unterdomänen aufgebau-
te Architektur. Zum einen eine Unterdomäne, die ausschließlich ausα-Helices aufgebaut ist
(Domäne II) und eine Unterdomäne, die aus einer zentralenα-Helix aufgebaut ist (Domäne I),
die vonβ -Faltblattstrukturen umgeben ist. Alle ABC-Proteine enthalten mindesten drei charak-
teristische Peptid Sequenzen. Zusätzlich zu ihren Walker A und Walker B Motiven41 enthalten
ABC-Transportproteine eine hoch konservierte Signatursequenz. Die ABC-Signatursequenz lau-
tet im IUPAC Einbuchstabencode für AminosäurenLSGGQ, von der angenommen wird, daß sie
an der Erkennung, der Bindung und der Hydrolyse von ATP beteiligt ist.42 Sämtliche dieser
Sequenzen befinden sich in der ABC-Domäne der Transporter. Während die Walker-Motive in
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allen ATP bindenden Proteinen präsent sind, ist anhand der ABC-Signatur, die sich in der Unter-
domäne II der 200–250 Aminosäure langen ATP-Bindungsdomäne befindet, die ausschließlich
α-Helices enthält, eine Identifizierung von ABC-Proteinen möglich. Domäne I besitzt eineα/β
Struktur und enthält die Bindungsstelle für Nukleotide. Diese Bindungstasche ist zum einen
aus dem Walker A Motiv aufgebaut, das aus den ersten drei Aminosäuren der zentralen Helix
besteht. Zum anderen ist an der ATP-Bindung das Walker B Motiv beteiligt, das sich imβ -
Faltblatt neun befindet und ein konserviertes Histidin besitzt, das alsγ-Phosphat-Sensor dient.
Dieses konservierte Histidin befindet sich in der sogenannten »switch II« Region zwischenβ -
Faltblatt zehn und Helix sieben der ATP-Bindungsdomäne.43 Die Interaktion der Phosphatan-

Abbildung 3: Ribbonstyle Darstellung der Kristallstruktur derC-Terminalen ATPase Domäne humanen
ABCB 2 (TAP 1). Die ATP-Bindungsdomäne komplexiert ADP und Magnesium(II ). Violett eingefärbt
ist das Walker A Motiv und blau das Walker B Motiv. Die Abbildung wurde mit dem ProgrammVMD

erstellt.

teile des Nukleotids erfolgt in kanonischer Weise mit den Aminosäure-Gruppen des Walker A
Motivs. Der Hauptkontakt erfolgt zwischen dem aromatischen Ringsystem des ATPs überπ-π-
Wechselwirkungen mit einem konservierten Tyrosin oder Phenylalanin. Dies erklärt die geringe
Präferenz von ABC-Domänen für verschiedene Nukleotidtriphosphate. Aufgrund der Koopera-
tivität der ATP-Hydrolyse und der Tatsache, daß für die Funktionalität der Transporteigenschaf-
ten von ABC-Transportern zwei ABC-Bindungsdomänen notwendig sind, führt zu der Annah-
me, daß die ATP-Bindungsdomänen miteinander interagieren. Nachdem verschiedene mögliche
ABC-Dimere kristallisiert wurden44,45, wird heute angenommen, daß die ATP-Hydrolyse ein ko-
operativer Prozeß ist, bei dem die Schlüsselaminosäuren jedes Monomers bei der ATP-Bindung
und -Sensorik teilnehmen und dabei ein Dimer in einer Kopf zu Schwanz Anordnung bilden.
Die sogenannte Signaldomäne Domäne II besteht ausschließlich ausα-Helices und enthält die
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Signatursequenz. Wahrscheinlich interagiert diese Domäne mit den Transmembrandomänen.
Bis heute wurden drei ABC-Transporter in voller Länge kristallisiert.46–48Abbildung 4 zeigt die
Struktur eines solchen Transporters.
Die gewonnenen Daten lassen den Schluß zu, daß die Struktur und die Packung der TMD wahr-
scheinlich von ABC-Transporter zu ABC-Transporter variieren wird und daß nicht nur Substrats-
pezifität, sondern auch die chemische Natur des transportierten Substrats einen Einfluß auf die
Anordnung haben könnte.43

1.4.2 Der Transportmechanismus von ABC-Transportern

Trotz der Aufklärung der Strukturen dreier unterschiedlicher ABC-Transporter in voller Länge
bleibt der Mechanismus des Transports von Substraten weiterhin heftig debatiert. Der Mangel
an aufgeklärten Strukturen in Schlüsselschritten des Transports mit Substraten und Inhibitoren
läßt trotz der inzwischen großen Zahl struktureller Daten bisher keine Schlüsse auf den genauen
Mechanismus zu. In Mutationsanalysen und auf Grundlage vonHomology Modellingbasierten
Strukturen konnten jedoch bisher wichtige Aminosäuren betreffend der Aktivität und der Sub-
stratspezifität verschiedener Transporter ermittelt werden.50 Es bleibt jedoch unklar auf welche
Weise der Substrat-Transport erfolgt und auf welche Weise die Bindung des Substrats an wel-
cher Stelle erfolgt.

Im Falle von MDR1 wird angenommen, daß es zwei Bindungsstellen, eine mit hoher und eine
(oder mehrere) mit niedriger Affinität, innerhalb seiner TMD besitzt. Die publizierte Struktur
geringer Auflösung von MDR151 läßt auf eine große konformationelle Umlagerung bei dem
Transportprozeß innerhalb der TMD schließen, die durch die Bindung von ATP induziert wird.
Beide vorgeschlagenen Modelle gehen von einer alternierend agierenden Weise der NBD aus. In
einem Modell wird der Transport des Substrats von der Bindungsstelle mit hoher Affinität zu der
niedriger Affinität bei Dissoziation anorganischem Phosphats von der NBD vorgeschlagen was
mit einem Übergang von einem energetisch hohem auf ein niedrigeres Niveau einhergeht.52 Das
andere Modell geht von einer simultanen Bindung zweier Substratmoleküle an Bindungsstellen
aus und daß ATP-Hydrolyse die notwendige Energie für die Dissoziation des Substrats liefert.

Des weiteren bleibt umstritten, ob die Bindung von ATP, seine Hydrolyse oder die Dissozia-
tion des anorganischen Phosphats der Anstoß für den Transport ist.53 Ebenso diskutiert wird,
warum zwei ATP-Bindungsdomänen nötig sind und wie ihre Interaktion untereinander ist.
Es wurde ein modifiziertes Modell vorgeschlagen54, in dem beide ATP-Bindungsstellen zufäl-
lig belegt werden. Nach Bindung von ATP an eine Bindungsstellen wird dabei die Affinität der
anderen Bindungsstelle reduziert und erst nach ADP-Dissoziation wird die hohe Affinität dieser
ATP-Bindungsstelle wieder hergestellt. ATP bindet nun an diese zweite Bindungsstelle mit nun-
mehr hoher Affinität und seine Hydrolyse wird genutzt, um den Grundzustand des Transporter
wieder herzustellen. Während dieses Modell die Tatsache erklärt, daß ATP Hydrolyse und Bin-
dung des Substrats eng miteinander gekoppelt sind, impliziert das alternative Modell jedoch die
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Abbildung 4: RibbonstyleDarstellung der Kristallstruktur von MsbA ausvibrio cholera, einem ABC-
Transporter homologen Proteins, in einer Auflösung von 3,8 Å. Der Bereich der Aminosäuren, der das
obere Drittel der Abbildung repräsentiert, ist in die Membran eingebettet. Der untere Bereich enthält zwei
ATP-Bindungsmotive. Der Transporter liegt in der geschlossenen Form vor.48
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines möglichen Transportmechanismus für den Substrat-
Transport aus der Zelle durch ABCB 1 (P-gp).49 Das Substrat wird im Zytosol aufgenommen und aktiv
ins Medium tranportiert. Der Eintritt des Substratmoleküls in die Zelle erfolgt durch passive Diffusion
über die Membran. Trotz der schematischen Natur der Zeichnung sind die Größenverhältnisse von Protein
zu Membran und der Bereich mit dem das Protein in die Membran eingelagert ist, korrekt dargestellt.

Abbildung 6: Im linken Bereich ist der Mechanismus deshydrophobic vacuum cleanersvorgestellt. Das
in der Membran befindliche Molekül wird von der inneren Seite der Membran aufgenommen und ins Me-
dium transportiert. Rechts ist das Flippase-Modell abgebildet. Zwischen äußerer Seite der Membran und
Medium, sowie zwischen der inneren Seite der Membran und dem Medium besteht ein Konzentrations-
gleichgewicht, daß durch die Flippaseaktivität auf die äußere Membranseite und somit Richtung Medium
verschoben wird.
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Hydrolyse von jeweils zwei Molekülen ATP.

Im Falle von MDR1 und des Maltose-Importers konnte gezeigt werden, daß ungefähr ein ATP
während eines Transportzyklus hydrolisiert wird.55,56Inhibitorstudien haben zudem gezeigt, daß
jeweils nur eine der ATP-Bindungstellen durch Vanadat besetzt wurde.

Ein zur Zeit diskutiertes Modell schlägt eine Dimerisierung beider ATP-Bindungsdomänen
vor, die durch die Bindung von ATP induziert wird. Diese Dimerisierung ist nach diesem Mo-
dell der Schlüsselschritt zur ATP-Hydrolyse und die Umsetzung der freiwerdenden Energie in
einen Transportprozess. Dabei könnte die Dissoziation der Dimere den eigentlichen Transport-
prozess in Gang setzen. Da die ABC-Bindungsdomänen eng mit den Transmembrandomänen
verknüft sind, könnte die Assoziation/Dissization der ABC-Bindungsdomänen die Öffnung des
Translokationspfades regulieren.

Im Falle von ABCB 1 scheint der Kraftstoß für den Substrattransport dabei von der ATP-
Bindung und nicht von der Hydrolyse des ATP auszugehen.57 Die Beobachtung jedoch, daß
einige ABC-Transporter in Pilzen wie auch die humanen ABC-Transporter ABCC 7 (CFTR)
und ABCB 2 (TAP) einen degenerierten C-Loop in einer der beiden NBDs besitzen, läßt die
Möglichkeit offen, daß nur eine NBD funktionell agiert und die andere eine regulatorische Funk-
tion haben könnte, wie es auch für ABCC 1 diskutiert wird.25

Welches dieser Modelle den Transportmechanismen korrekt interpretiert, bleibt zur Zeit Gegen-
stand der aktueller Forschung. Insgesamt ist es jedoch immer noch ungewiß, ob und warum
beide Domänen unterschiedlich agieren, wie sie miteinander kommunizieren und zu welchem
Zeitpunkt des Substrat-Transport stattfindet.

Transportmechanismus von ABCC 1
Es konnte gezeigt werden, daß die Substrat-Bindung an ABCC 1 von der inneren Seite der Mem-
bran erfolgt58–64, während die Bindungsstelle für Glutathion jedoch von der zytosolischen Seite
zugänglich ist.65 Die ATP-Hydrolyse reduziert die Affinität von ABCC 1 für das Substrat derart,
daß es dessen Diffusion ins extrazelluläre Medium erlaubt.33,66

Manciu et al. untersuchten die in einem Glutathion abhängigen Substrat-Transport involvier-
ten strukturellen Änderungen von ABCC 167. Sie konnten zeigen, daß während eines GSH-
abhängigen Substrat-Transportes ABCC 1 keine Änderungen in seiner Sekundärstruktur voll-
zieht, sich jedoch die Zugänglichkeit zur äußeren Umgebung ändert. Die Substratbindung er-
zeugt eine Umordnung der in die Membran eingelagerten Domänen, die sich allerdings nicht
auf die zytosolischen Bereiche des Proteins auswirkt. Von der Bindung des Substrats allein geht
also kein allosterisches Signal aus. Die Bindung von GSH induziert wiederum eine strukturelle
Änderung der zytosolischen Bereiche des Transporters, die die Bindung und/oder Hydrolyse von
ATP verstärkt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß durch GSH-Bindung vermittelte Konfor-
mationsänderungen des Proteins für die Kopplung von Substrat-Transport und Hydrolyse von
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ATP entscheidend sind.
Nach Bindung von ATP adaptiert das Protein eine Konformation, die sich durch eine veringerte
Stabilität und/oder eine erhöhte Zugänglichkeit bezüglich des wässrigen Mediums auszeichnet.
Eine Änderung der Konformation der Transmembran-Helices konnte dem gegenüber nicht be-
obachtet werden.67

Kritische Determinaten für eine Interaktion von GSH mit seiner Bindungsdomäne in ABCC 1
sind der Raumbedarf derγ-Glutaminsäure und dessenγ-COOH Verknüpfung zum Cystein.34
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2 Zielsetzung

Ein Drittel aller im Menschen gefundener Proteine sind membrangebundene Proteine, von denen
ein signifikanter Teil Transport-Proteine ist. Eine der größten dieser Proteinfamilien ist dabei die
Überfamilie der ABC-Transporter. ABC-Transporter transportieren getrieben durch die Hydro-
lyse von ATP eine große Zahl unterschiedlichster Substanzen, von denen einige therapeutisch
wirksam sind, aktiv über Membranen.
Defekte bei diesen Transportern führen beim Menschen zu Krankheitsbildern wie z. B. der Mu-
koviszidose. Darüber hinaus sind mindestens drei dieser Proteine für eine Multiresistenz ge-
genüber strukturell und funktionell verschieder Substanzen verantwortlich. Die Überexpression
dieser Tranporter in malignem Gewebe erschwert die Behandlung durch eine Chemotherapie
aber auch die medikamentöse Behandlung anderer Krankheiten, wie z. B. AIDS.
Die Fähigkeit, in der Entwicklung befindliche Medikamente dahingend zu beurteilen, ob sie
mögliche Kandiaten für einen Transport durch Membran-Transporter sind, ist von großem In-
teresse. Diese Fähigkeit setzt jedoch detailierte mechanistische Kenntnisse des Transportablaufs
auf molekularer Basis voraus.
Eine elegante Methode zum Entwurf von Modellvorstellungen, der Deutung und Planung zu-
künftiger Experimente ist dasMolecular Modelling. Die homologie-basierte Konstruktion von
dreidimensionalen Modellen kann wertvolle Einblicke in mögliche strukturelle Details eines
Proteins liefern, auf deren Grundlage neue Ideen und Vorstellungen für Transportmechanismen
gewonnen werden können.

ABCC 1 ist eines der am besten untersuchten Transportproteine, die am Phänotyp multipler Resi-
stenzen beteiligt sind. Dennoch gibt es bisher nur wenig Informationen über die Struktur dieses
Proteins. Auf der anderen Seite ist die Struktur der ATP-Bindungsdomäne potentiell homologer
Proteine bekannt. Wie auch andere Volltransporter der ABC-Überfamilie enthält ABCC 1 zwei
ATP-Bindungsdomänen, die jedoch im Gegensatz zu anderen Tranportproteinen nicht äquivalent
sind. In der vorliegenden Arbeit soll die Struktur dieserC-terminalen ABC-Bindungsdomäne
von ABCC 1 mit der Methode der homologie-basierten Modellierung von Proteinen untersucht
werden. Um mechanistische Informationen über den Transportprozeß zu erhalten, soll die Funk-
tion der ATP-Bindung an dieC-terminale ATP-Bindungsdomäne charaktarisiert werden.
Mit Hilfe der gewonnenen Daten soll ein Modell entworfen werden, das die charakteristischen
Eigenschaften des Transportmechanismus desMultidrug-Transporters ABCC 1 zu deuten ver-
mag.

Darüber hinaus soll die Isolierung und funktionelle Rekonstituion von ABCC 1 die Voraussetzun-
gen schaffen, dieses Protein für Experimente einzusetzen, anhand derer diese Modellvorstellun-
gen experimentell evaluiert werden können. Gleichzeitig soll mit der Bereitstellung des Proteins
in quantitativen Mengen die Basis für die Entwicklung von dringend erforderlichen Screening-
Verfahren geschaffen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Zellkulturarbeiten wurden nach Vorschriften von Freshney68 durchgeführt. Alle Zellkulturar-
beiten wurden in einer Lamillar-Sterilbank (Flow BSB 4a/6a oder Lamin Air Model 1,2) mit
sterilem Equipment durchgeführt. Lösungen und Zellkulturmedium wurden steril bezogen oder
vor Gebrauch sterilisiert. Die Zellen wurden bei 37◦C in einer wassergesättigten Atmosphäre
mit 5 % (v/v) CO2 kultiviert.

Kultivierung der humanen Lungenkrebszellinie H69AR

Die Lungenkrebszellinie H69AR wurde durch Selektion aus der Zelline H69 erhalten. Einer Zel-
linie, die aus der Pleural-Flüssigkeit eines 55 Jahre alten Kaukasischen Mannes gewonnen wurde,
der an kleinzelligem Lungenkrebs erkrankt war. Die Zelline wurde vor Behandlung des Patien-
ten gewonnen. Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (GIBCO), versetzt mit 20 % Hitze
inaktiviertem FBS, 4 mM L -Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat und 1 % Penicillin/Streptomycin,
kultiviert. Die Aussat der Zellen erfolgte in 175 cm2 Zellkulturflaschen; sukzessive Mediumzu-
gabe während der Kultur erfolgte bis zu einem Gesamtvolumen von 100 ml. Die Zellzahl wurde
zwischen 6·105 und 3·106 Zellen ml-1 gehalten und verdoppelte sich alle 24 h. Bei Mediumzu-
fuhr wurde mit einer Pipette auf- und abpipettiert, um die Zellklumpen aufzubrechen. Adhärierte
Zellen wurden durch einen Zellschaber vorsichtig vom Boden gelöst. In regelmäßigen Abstän-
den (monatlich) wurden die Zellen in Medium kultivert, das 0,8 µM Adriamycin ADM enthielt
(drug challenge).

Kultivierung QCRL-1 exprimierender Hybridoma Zellen

Die Kultivierung von Hybridoma Zellen erfolgte in Standard Zellkulturmedium RPMI 1640 un-
ter Zusatz von 10 % FBS, 4 mM L -Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden
bei einer Zellzahl zwischen 2·104 und 106 Zellen ml-1 kultiviert. Subkultivierung erfolgte durch
Zugabe von Medium im Verhältnis von 1:10 bis 1:20, in Abhängigkeit von der Zelldichte. Die
Umstellung auf Serumfreie Bedingungen erfolgte durch sukzessive Konzentrationserniedrigung
des Serums und Verwendung geeigneten Mediums für die Kultur von Hybridomazellen unter
Serumfreien bedingungen.

Handhabung der Zelline zur Gewinnung großer Mengen ABCC1 spezifischen
Antikörpers

Die Zellen wurden zunächst bis zu einer Konzentration von 106 Zellen ml-1 kultiviert. Sobald
diese Zellzahl erreicht wurde, wurden die Zellen bei 400 · g für 10 min abzentrifugiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen erneut in einer Konzentration von 105 Zellen ml-1 in das bereits verwen-
dete Medium ausgesät und ihnen dann erlaubt, bis zum Tode zu wachsen. Zellfragmente wurden
bei 1000 · g abgetrennt und das Medium durch Filtration durch Sterilfilter einer Porengröße
von 20 µm von Partikeln getrennt. Anschließend wurde der Zellkulturüberstand über eine 1 ml-
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Protein G-Sepharose-Säule mittels Affinitätschromatograpaphie aufgereinigt (Kap. 3.3).

Kyrokonservierung von Zellen
Zur Vorratshaltung wurden regelmäßig Zellen tiefgefroren. Dazu wurden die Zellen zunächst
durch Zentrifugation bei 400·g geerntet und in einer Konzentration von 106 Zellen in je 1,8 µl
Einfriermedium (NCS+10 % DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden in Kyrogefäße gefüllt,
anschließend im Isopropanolbad bei−20 ◦C eingefroren und nach einer halben Stunde in den
Kyrotank überführt, wo sie bis zur Wiederverwendung in flüssigem Stickstoff gelagert wurden.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zunächst aus dem Kyrotank entnommen, für 20 min
bei −20 ◦C temperiert und schließlich in einem temperierten Wasserbad bei 37◦C aufgetaut.
Die Zellen wurden in ein Greinerröhrchen überführt und die Zellsuspension sofort tropfenweise
mit auf 37◦C temperierten Kulturmedium versetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
bei 800·g für 10 min pelletisiert um Reste von DMSO zu entfernen und anschließend in einer
Konzentration von 2·105 Zellen in Medium resuspendiert und in einer Kulturflasche ausgesät.

3.2 Fluoreszenzmikroskopie und Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die Konfokale Laserscanning Mikroskopie (Confocal Laser ScanningMikroskopie, CLSM) hat
ihre Wurzeln in den frühen 90er Jahren, obwohl das Fluoreszenzmikroskop bereits im Jahre
1904 entwickelt wurde. Die Einführung von Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt an Antikörper
und die damit gegebene Möglichkeit spezifisch Proteine z. B. des Zytoskeletts von Zellen zu fär-
ben69, verlieh der Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie einen weiteren Innovationsschub.
Als die Entwicklung geeigneter Laser weit genug fortgeschritten war, wurde schließlich fast 30
Jahre nach Einführung der konfokalen Mikroskopie das Konfokale Laserscanning Mikroskop
(CLSM) durch Boyde und Petran eingeführt70.
Das CLSM vereint die Vorzüge eines konfokalen Mikroskops mit denen Vorzügen eines Fluo-
reszenzmikroskops. Mit dem CLSM ist es möglich, optische Schnitte mit mikroskopischer Auf-
lösung in räumlich ausgedehnten Objekten zu erzeugen.71,72Mit einem Computer können diese
Schnittbilder dann schichtweise zu einer räumlichen Darstellung zusammengesetzt werden. Die
Auflösung des Ebenenabstandes zweier »optische Ebenen« beträgt ungefähr 100 µm, kann je-
doch unter günstigen Bedingungen auch bis auf 0,5 µm optimiert werden.
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Abbildung 7: Schematische Illustration eines kon-
fokalen Laserscanning Mikroskops. Streulicht, das
unter bzw. oberhalb der Fokussierebene liegt, wird
durch die konfokale Blendenanordnung vor der De-
tektion durch den Photomultipier eleminiert.71

Abbildung 7 illustriert schematisch das Prin-
zip der CLSM. Das von einem Laser erzeug-
te polarisierte Licht definierter Wellenlänge
wird mit Hilfe eines flexiblen Spiegelsystems
durch die Linsenanordnung des Mikroskops
auf die Probe gelenkt. Die zu untersuchende
Probe wird von dem Laserstrahl abgerastert,
wobei die Auslenkung des Lasers computer-
gesteuert durch eine Änderung der Auslenkung
der Spiegel erreicht wird. Die intrinsischen
bzw. extrinsischen Fluorophore werden durch
das Laserlicht angeregt und emittieren Fluo-
reszenzlicht, das zu einer längeren Wellenlän-
ge verschoben ist. Das emittierte und das re-
flektierte Licht werden durch die optischen
Elemente des Mikroskops zum dichroitischem
Spiegel geleitet. Das reflektierte Licht, das ei-
ne kleinere Wellenlänge besitzt als das emit-
tierte Fluoreszenzlicht, wird hier aus dem Strah-
lengang des Fluoreszenzlichtes gefiltert, so daß
schließlich alleine das emittierte Licht detek-
tiert wird.
Duch zwei Blenden, die in konfokaler Anordnung zueinander stehen, wird eine zusätzliche Ver-
besserung der Auflösung des Mikroskops erreicht. Bei einer konfokalen Blendenanordnung ste-
hen Anregungsblende und Detektionsblende im gleichen Abstand von der fokusierten Ebene.
Licht, das von Probenmaterial außerhalb der fokussierten Ebene emittiert wird, wird so durch
die Detektionsblende abgefangen und so von der Detektion ausgeschlossen. Das Ergebnis ist
die alleinige Detektion von Licht, das aus der Fokusebene emittiert wird. Durch Variation des
Durchmessers des Pinholes kann der Grad der Konfokalität bestimmt werden. Durch Öffnung
dieser Blende wird Ebenenschnitt verbreitert. Bei offener Blende fungiert das Mikrsokop als
herkömmliches Fluoreszenzmikroskop, da nun die Vorzüge der Konfokalität nicht mehr genutzt
werden. Da die Menge an Licht, die detektiert wird und damit die Empfindlichkeit des Mikro-
skops bezüglich Lichtausbeute, ebenfalls durch die Öffnung der Blende reguliert wird, ist in der
Praxis ein Kompromiss zwischen Konfokalität und Sensitivität zu schließen.
Bei dem Scanvorgang erfolgt die Fluoreszenzanregung der Probe zeilenweise durch das Laser-
licht. Das Fluoreszenzlicht der Fokussierebene, daß das konfokale Pinhole passiert wird mit
einem Photomuliplier (PMT) detektiert und die Information computergestützt verarbeitet.
Die Detektion intrinsischer bzw. extrinsischer Fluoreszenz erfolgt entweder mit einem konven-
tionellen Fluoreszenzmikroskop der FirmaNiconoder mit einem CLSM der FirmaLeica(Leica
TCS SL). Dieses Gerät besitzt einen Laser, der Licht der Wellenlängen 458 nm, 488 nm, 516 nm
und 543 nm aussenden kann.
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Immunocytochemie

Immunfluoreszenzfärbung wurde für den Nachweis und die Detektion der Position von Protei-
nen in kultivierten Zellen durchgeführt
Die verwendeten Suspensionszellen wurden zunächst auf Poly-L-Lysin immobilisiert. Lysin
kann zu Ketten beliebiger Länge polymerisiert werden und Poly-L-Lysin bindet aufgrund sei-
ner geladenen Seitenketten an die meisten Oberflächen. Das positiv geladene Polymer bietet
Zellen die Möglichkeit, an die mit dem Polymer beschichtete Oberfläche zu binden, da Zellen
auf der Außenseite negativ geladen sind. Obwohl diese Bindung nicht kovalenter Natur ist, ist
sie für die meisten Anwendungen ausreichend.
Zunächst erfolgt die Präparation der beschichteten Deckgläschen. Saubere Deckgläschen wur-
den für 15 min mit einer Poly-L-Lysin Lösung der Konzentration 1 mg/mL (Durchschnittliches
Molekulargewicht Mr = 400000) inkubiert. Die so beschichteten Deckgläschen werden anschlie-
ßend durch mehrmaliges Eintauchen in Wasser gewaschen, an der Luft getrocknet und bei Raum-
temperatur bis zur Verwendung gelagert.
Die Suspensionszellen werden durch Zentrifugation für 15 min bei 400 ·g geerntet und durch
Resuspendieren in PBS und erneuter Zentrifugation zweimal gewaschen. Das Zellpellet wird
in einer Konzentration von 105 Zellen ml-1 resuspendiert und die Suspension anschließend für
10 min bei Raumtemperatur mit den beschichteten Deckgläschen inkubiert und sind anschlie-
ßend bereit, fixiert zu werden.
Die adhärierten Zellen werden durch Inkubation von 5 min mit einer 4 % igen Lösung von Para-
formaldehyd in PBS bei Raumtemperatur fixiert, dreimal mit jeweils 1 mL PBS gewaschen und
schließlich mit 500 µL PBS x überschichtet.
Durch eine 5–10 minütige Inkubation mit einer 0,2 % igen TritonX 100 Lösung in PBS werden
die Zellen in einem weiteren Schritt zunächst permeabilisiert und dann erneut mit PBS gewa-
schen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 3 %iger (w/v) Lösung BSA in PBS
für 30 min bei 37◦C abgesättigt. Die Inkubation mit dem Erstantikörper erfolgte entweder bei
Raumtemperatur für eine Dauer von 1,5 Stunden, oder bei 4◦C über Nacht. Nach Inkubati-
on mit dem Erstantikörper wurden die Zellen fünf mal mit PBS gewaschen und anschließend
mit dem Zweitantikörper, gelöst in 0,5 %iger Lösung von BSA in PBS, bei Raumtemperatur
für eine Dauer von 40 min inkubiert. Als Zweitantikörper wurde je nach Experiment entweder
ein Fluorescein Isothiocyanat (FITC) oder Tetramethylrhodaminisocyanat (TRITC) markierter
Schaf-anti-Maus-Antikörper der FirmaChemiconverwendet. Anschließend wurden die Zellen
erneut gewaschen und inaqua polymount® (Polyscience) auf Objekträgern eingebettet. Die La-
gerung erfolgte bei 4◦C unter Ausschluß von Licht.

Zellkernfärbung mit Propiodin Iodid

Propiodiniodid ist ein DNA (und RNA) interkalierendes fluoreszierendes Molekül, das zur spe-
zifischen Zellkernfäbung verwendet wird. Wie auch im Falle von Ethidiumbromid steigt die
Fluoreszenz dieses Farbstoffes um ein Vielfaches, sobald es zwischen die Basenpaarungen der
DNA interkaliert. Neben der Interkalation dieses Farbstoffes zwischen die Basen der DNA ist
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auch in RNA-Interkalation möglich, führt jedoch zu einem schwächeren Fluoreszenzsignal. Die
Zellkernfärbung mit Propiodin Iodid wurde in dieser Arbeit in Kombination mit der Immunfluo-
reszenz angewandt. Die Applikation einer Propiodin Iodid Lösung der Konzentration 0,01 µg/ml
für 10 min bei 37◦C erfolgte nach dem Waschritt der Zweitantikörperzugabe vor dem Einbetten
in aqua polymount®(Polyscience) auf Objekträgern.

Membranfärbung mit DiI
Zur Fluoreszenzmarkierung von Membranen wurde der lipidlösliche Farbstoff 1,1’-Dioctadecyl-
3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat (DiI) verwendet.
Zur Färbung der Zellen wurde eine DiI-Stammlösung (3 mg/ml DiI in DMSO) 1:1000 in PBS
verdünnt und für 15–30 min bei 37◦C den Zellen appliziert. Die Zellen wurden anschließend
fünf mal gewaschen, um überschüssigen Farbstoff zu entfernen und so einen hohen Hintergrund
zu minimieren.

Detektion intrinsischer Doxorubicin-Fluoreszenz
Das ABCC1 Substrat Doxorubicin besitzt eine Eigenfluoreszenz und muß für Fluoreszenzauf-
nahmen nicht markiert werden. Doxorubicin wurde eingesetzt, um eine mögliche intrazelluläre
Umverteilung dieses Cytostatikum durch Transporter zu identifizieren. Die lebenden Zellen wur-
den zu diesem Zweck mit DiI angefärbt und eine halbe Stunde bei 37◦C im Brutschrank durch
Zugabe 1,8 µM Doxorubicin mit dem Fluorophor inkubiert.

Tabelle 3 gibt eine Übersicht über die verwendeten Fluorophore und die verwendeten Anre-
gungswellenlängen, sowie den Detektionsbereich.

Fluorophor Anregungswellenlänge (Maximale Absorption) Detektion der Fluoreszenz

TRITC 543 nm (550 nm) 560–610 nm
FITC 488 nm (488 nm) 505–540 nm
DiI 543 nm (540 nm) 565 nm

Propiodin Iodid 488 nm (535 nm) 615 nm
Doxorubicine 488 nm (480 nm) 560-590 nm

Tabelle 3: Verwendete Fluorophore: Anregung und Detektion ihrer Emsission. In Kombination wurden
die Fluorophore TRITC und Propiodin Idodid, DiI und Doxorubicin verwendet.

3.3 Fast Performance Liquid Chromatography

Für die Antikörperaufreinigung fand die Methode derFast Performance Liqid Chromatography
(FPLC) Anwendung. Für alle FPLC Experimente wurde ein Modell derÄkta-Seria der Firma
Amersham Biosciencesverwendet. Alle für die FPLC verwendeten Puffer wurden zunächst für
eine Stunde bei Raumtemperatur bei angelegtem Wasserstrahlvakuum unter Rühren entgast und
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Puffer Zusammensetzung pH-Wert

Bindungspuffer 0,02M Natriumphosphat 7,0
Elutionspuffer 0,10M Glycin 2,5
Neutralisationspuffer 1,00M Tris/HCl 9,0

Tabelle 4:Für die FPLC verwendete Puffer

vor Verwendung steril filtriert. Vor und nach jedem Lauf wurde die Säule zunächst mit zehn
Säulenvolumina (column volumes, CV) Wasser von MilliQ-Qualität gespült, dann mit fünf Säu-
lenvolumina Elutionspuffer und anschließend mit zehn Säulenvolumina Anbindungspuffer equi-
libriert (siehe Tabelle 4). Nach jedem Lauf wurde die Säule zunächst mit 10CV MilliQ-Wasser
gespült und anschließend mit 20 %iger wässriger Lösung von Ethanol equilibriert, in der sie
dann bei 4◦C gelagert wurde. Diese Prozedur diente der Vermeidung von Säulenkontaminatio-
nen.
Das verwendete FPLC Modell verfügte zur Analyse der Durchflusses neben einer Leitfähigkeits-
messung zwei UV Einheiten, die eine Detektion der UV Absorption bei 280 nm und bei 292 nm
erlaubten. Für die Proteindetektion wurde die Absorption bei 280 nm zugrunde gelegt.

Chromatographische Antikörperisolierung
Die Aufreinigung der der monoklonalen Antikörper von Subtyp IgG1 der SpeziesMus musculus
erfolgte mit Hilfe der FPLC an Protein G (Amersham Biosciences). Protein G, ein Zelloberflä-
chenprotein von Streptokokken der Serogruppe G mit Fc-Rezeptorfunktion, bindet IgG Antikör-
per über ihre Fc-Region durch einen nicht-immunologischen, pH-abhängigen Mechanismus und
besitzt im Vergleich zu Protein A eine höhere Affinität zu Antikörpern aus dem OrganismusMus
musculus. Das verwendete Protein G wurde rekombinant inE. coliexprimiert und besitzt ein Mo-
lekulargewicht von ca. 17 kDa.

Der Antikörper wurden bei nidrigem pH-Wert mit Elutionspuffer eluiert und in einem Au-
tosampler in vorgelegtem Neutralisationspuffer fraktioniert gesammelt. Der pH-Wert der ge-
sammelten Fraktionen wurde mit Neutralisationspuffer auf pH 7 eingestellt und die Protein-
konzentration nach Bradford bestimmt. Abschließend wurden die Konzentration der Antikörper
auf 5 mg/ml eingestellt, steril filtriert und mit NaN3 versetzt, so daß die resultierende Azid-
Konzentration 0,02 % betrug. Die Lagerung erfolgte bei−20 ◦C.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

Proteinbestimmung
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bradford-Testes bestimmt, wenn keine Detergen-
tien anwesend waren. Da Detergentien wie Triton X-100 oder CHAPS bei vielen Proteinbestim-
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mungsmethoden stören, jedoch bei der Arbeit mit Membranproteinen notwendig sind, kam die
Detergenz unempfindliche Bicinchoninsäure-Methode als Alternative zur Anwendung.

SDS-PAGE

Die Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe erfolgte mit Hilfe der
diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE).
Bei dieser Methode wird die das Protein enthaltene Probe mit Natriumdodecylsulfat (SDS) ver-
setzt und die Probe erhitzt. SDS ist ein anionisches Detergenz, das stark an Proteine bindet und
diese derart denaturiert, das die Sekundärstruktur des Proteins in einerrandom-coilAnordnung
vorliegt. SDS trägt eine negative Ladung, die die intrinsische Ladung des Proteins maskiert, was
in einer negativen Gesamtladung des Proteins resultiert. Die Ladung des SDS-Protein Komple-
xes ist dabei in erster Näherung abhängig von Proteingröße.
Wird der Komplex auf eine Gelmatrix gegeben und ein elektrisches Feld angelegt, wandern
die nun negativ geladenen Proteins zur Anode und werden durch die Gelmatrix aufgrund ih-
rer Größe aufgetrennt. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird ein Sammelgel mit einem
greingen Anteil an Acrylamid bei niedrigem pH (6,8) verwendet, um die Probe zunächst in ei-
ner scharfen Bande zu konzentrieren. Dem Sammelgel schließt ein Trenngel mit einem höheren
Anteil und einem pH-Wert von 8,8 an, das der eigentlichen Trennung der Proteine nach ihrer
Größe dient. Der Grad der Separation ist abhängig von der Maschenweite des Polyacrylamid
Netzwerks und somit von der Konzentration des eingesetzten Acrylamids. Die Beweglichkeit
der Proteine im Gel sind demlog10 der relativen Molekularmasse (Mr) umgekehrt proportional.
Die Molekularmasse der zu untersuchenden Proteine kann durch Vergleich mit den Wanderungs-
geschwindigkeiten von Proteinen mit bekannter Größe bestimmt werden. Vor Verwendung zur
Gelelektrophorese wurden die Proteine in für 10 min bei 95◦C in Probenpuffer erhitzt. Proben,
die Membranproteine und/oder Lipide enthielten wurden für 20 min bei 60◦C erhitzt. Für ein
9 cm×6 cm Gel, wurde die Elektrophorese mit Elektrophoresepuffer bei 80 V durchgeführt, bis
die Proteine in das Trenngel eingedrungen sind, um anschließend die Spannung auf 150 V zu
erhöhen. Experimentelle Bedingungen sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Western Blot

Der Nachweis von Proteinen mit immunologischen Methoden erfolgte mit Hilfe eines Western-
Blots. Nach der Gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE werden
die Proteine dabei auf eine positiv geladene Nylon-Membran übertragen. Die auf der Membran
immobilisierten Proteine sind daraufhin zugänglich für immunologische Methoden, sowie wei-
tere Detektionsverfahren, wie z. B. MALDI.
Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nylon Membran (Hybond,Amersham Biotech)
erfolgte mittelssemi-dry blotting. Die Nylon Membran wurde zunächst in Transferpuffer equili-
briert und das Gel auf die Membran gelegt. Das Gel und die Membran wurden zwischen jeweils
drei Lagen Transferpuffer getränktes Whatman™ Papier geschichtet und zur Vermeidung von
Luftblasen, die zu einem unvollständigen Transfer führten, wurde der Stapel mit einer sauberen
Glaspipette abgerollt. Über zwei planare Graphitelektroden wurde über Nacht ein elektrisches
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36,6 g Tris
8 ml 10 % SDS

ad 200 ml

(a) Trenngelpuffer (pH 8,8)

6,06 g Tris
4 ml 10 % SDS

ad 100 ml

(b) Sammelgelpuffer (pH 6,8)

14,4 g Glycin
3 g Tris

900 ml destilliertes Wasser
100 ml Methanol

(c) Transferpuffer

30,3 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS

mit destilliertem Wasserad 1 l

(d) 10× Laufpuffer

940 µl 10 % SDS
470 µl 1M Tris-HCl (pH 7,5)
95 µl 100 mM EDTA

2,45 ml Glycerin
545 µl destilliertes Wasser
205 µl β -Mercaptoethanol

(e) 5× SDS-PAGE Probenpuffer

Tabelle 5:Verwendete Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE

0,1 % (w/v) Coomassie Blau R-250
16 % (v/v) Essigsäure
mit destilliertem Wasserad 500 ml

(a) Coomassiefärber

25 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Essigsäure

70 % destilliertes Wasser

(b) Entfärber

Tabelle 6:Verwendete Lösungen bei der Coomassie-Blau Färbung
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Feld von 0,4 mA /m2 angelegt.
Um den Transfer der Proteine auf die Nylonmembran überprüfen zu können, wurde die Mem-
bran für 5 min mit Ponceau S-Lösung inkubiert (oder alternativ mit PROTOGOLD (BBInterna-
tional) entwickelt, siehe unten) und anschließend ausgiebig mit Wasser gewaschen, um den
Hintergrund zu entfernen. Bei erfolgreichem Transfer wurden die Proteinbanden auf der Nylon
Membran durch eine rote Färbung angezeigt und die Markerbanden darufhin mit einem weichen
Bleistift markiert. Zur Verwendung der geblotteten Membran für die darauf folgende Immunde-
tektion, wurde sie in einem weiteren Schritt zunächst durch Waschen mit PBS entfärbt.
Eine Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte anschließend mit 5 %igen Milchpul-
veremulsion in PBS/Tween bei Raumtemperatur (RT). Nach 30 min wurde das Blockierreagenz
entfernt und durch eine 0,5 %ige Milchpulverlösung in PBS/Tween ersetzt, die den Erstantikör-
per enthielt und, soweit nicht anders vermerkt, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurde die Membran dreimal mit PBS/Tween gewaschen und der mit POD ge-
labeltem Zweitantikörper in einer Emulsion von 0,5 % Milchpulver in PBS/Tween für 30 min
appliziert.
Die Signaldetektion erfolgte mit Hilfe der verstärkten Chemoluminiszenz-Immundetektion (ECL,
Amersham Biosciences Innovative ECL Kit®, (Amersham Biotech)). Diese Licht-emittierende,
nichtradioaktive Methode zur Detektion immobilisierter spezifischer Antigene nutzt die enzy-
matische Spaltung von Luminol im basischen Milieu, bei der Licht der Wellenlänge 428 nm
abgegeben wird. Dieses Licht schwärzt photographischen Film (Hyperfilm,Amersham Biotech),
der zur Detektion genutzt wird.
Bei allen Arbeitsschritten wurden Handschuhe getragen, um eine Proteinkontamination auf der
Nylon Membran zu vermeiden.

Die PROTOGOLD-Färbung ist empfindliche Methode, um Proteine auf einer Membran nachzu-
weisen. Kolloidale negativ geladene Goldpartikel binden bei dieser Methode selektiv an geblot-
tete Proteine mit einem sehr geringem Hintergundsignal. Die spezifische Färbung des Proteins
erfolgt dabei über hydrophobe und ionische Wechselwirkungen. Membranen wurden vor Be-
handlung mit PROTOGOLD nicht mit Milchpulver blockiert. Immunodetektion wird durch die
PROTOGOLD-Färbung nicht beeinflußt.
Die geblottete Membran wurde dabei zunächst 10min mit PBS, daß 0,3 % Tween20 enthielt
(PBS/Tween20), bei 37◦C blockiert und anschließend drei mal fünf Minuten bei 20◦C mit
PBS/Tween20 gewaschen. Um Puffersalze zu entfernen, folgten drei Waschschritte mit dioni-
siertem Wasser von jeweils einer Minute. Anschließend wurde die Membran in dem PROTO-
GOLD-Reagenz inkubiert, bis sich rötliche Banden abzeichneten. Anschließend wurde die PRO-
TOGOLD-Lösung recycelt und die Membran mit deionisiertem Wasser gewaschen.

Plasmamembranisolierung

Die mit ABCC1 angereicherte Plasmamembran wurde aus den kultivierten H69AR Zellen iso-
liert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Zellen für 15 min bei 800·g. Die Pellet
wurden mit Proteaseinhibitor (Roche) enthaltendem PBS gewaschen, indem die Zellen zunächst
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resuspendiert und anschließend erneut für 15 min bei 4◦C pelletisiert wurden. Das Pellet wur-
de entweder direkt auf Eis weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei
−80 ◦C bis auf weiteres bei−70 ◦C gelagert.
Zur Plasmamembranisolierung wurden ein Gramm (108) bei−80 ◦C gelagerte Zellen auf Eis in
30 ml Homogenisierungspuffer aufgetaut. Die so resuspendierten Zellen wurden in einen Potter
mit Teflonstößel überführt und durch 20 Stöße auf Eis homogenisiert. Zell-Trümmer wurden
durch Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit (500·g, 15 min) entfernt und das Pellet ein
mal mit 10 ml Homogenisierungspuffer gewaschen. Die vereinigten Überstände wurden mit Hil-
fe einer Kanüle mit 38 %iger Sucrose unterschichtet, so daß sich zwei Phasen bildeten und bei
100 000·g für 1,5 h bei 4◦C zentrifugiert. Das trübe Material an der Grenzfläche wurde ge-
sammelt und durch Zentrifugation bei 100 000·g für eine Stunde bei 4◦C pelletiert. Das Pellet
wurde in Aufbewahrungspuffer resuspendiert und die Membransuspension fünf mal durch eine
27,5 gauge Nadel gedrückt. Die Lagerung erfolgte anschließend bei−80 ◦C. Die Proteinkonzen-
tration wurde mit einem Bradfordtest bestimmt und auf 2–4 mg/ml justiert.

10 mM Tris-HCl pH 7,5
1 mM EDTA

(a) Puffer A

50 mM Tris-HCl pH 7,5
250 mM Sucrose

(b) Puffer B

10 mM Tris-HCl pH 7,5
250 mM sucrose

3 mM KCl
0,25 mM MgCl2

Proteaseinhibitor

(c) Homogenisierungspuffer

Tabelle 7:Verwendete Puffer und Lösungen für die Plasmamembranisolierung.

3.4.1 Immunopräzipitation

Mit Hilfe der Immunpräzipitation können Proteine spezifisch aus einem homogenen Zelllysat
isoliert werden. In dieser Arbeit wurde die Immunopräzipitation verwendet, um Multidrug Trans-
porter ABCC1 präparativ aus der kultivierten Zellinie H69AR zu isolieren. Zu diesem Zweck
wurden zwei veschiedene Strategien verfolgt:
Zum einen wurde eine klassische Immunoaffinitätssäule verwendet bei der die Anbindung im
batchVerfahren erfolgte und zum anderen wurden DYNABEADS® (Dynal Biotech) verwendet,
um ABCC1 zu isolieren.
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Zur Isolierung von Membranproteinen werden diese in der Regel erst durch milde Detergentien
in Lösung gebracht.73 In dieser Arbeit wurde das Detergenz [3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS) verwendet.74

Kopplung des Antikörpers QCRL-1 an Protein G

Der isolierte Antikörper wurde mit Diemethylpimelimidat (DMP) kovalent an Protein G gekop-
pelt. Dazu wurden ca. 2 mg Antikörper für 1 ml nasser Beads eingesetzt. Zunächst wurden die
Breads und der Antikörpereine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, indem vorichtig geschüt-
telt wurde. Die Beads wurden mit zehn Volumina 0,2M Natriumboratlösung pH 9,0 gewaschen,
resususpendiert und mit 20 mM DMP für 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Reaktin
wurde waschen mit 0,2M Ethanolamin pH 8,0 gestoppt und weitere zwei Stunden bei Raumtem-
peratur mit 0,2M Ethanolamin vorsichtig geschüttelt.

Kopplung des Antikörpers QCRL-1 an Dynabeads

DYNABEADS sind uniforme superparamagnetische Partikel einheitlicher Größe. Der magneti-
sche Charakter dieser Partikel ermöglicht es, die Partikel nach Inkubation wieder leicht mit
Hilfe eines Magneten zu isolieren. Die in dieser Arbeit verwendeten DYNABEADS wurden vom
Hersteller mit affinitätsgereinigtem Schaaf-anti-Maus Antikörper beschichtet und besitzen einen
Durchmesser von (2,8±0,2) µm. Die DYNABEADS wurden mit zuvor im Rahmen dieser Arbeit
isoliertem monoklonalen Antikörper (mAb) gegen ABCC1 gekoppelt und anschließend zur Im-
munopräzipitation eingesetzt. Bei der Anwendung der DYNABEADS gibt es prinzipiell zwei Me-
thoden: Bei derdirektenMethode werden Erst- und Zweitantikörper erst aneinander gekoppelt
und dann zur Immunopräzipitiation eingesetzt, bei derindirektenMethode wird mit Hilfe der
DYNABEADS der Antikörper-Antigenkomplex isoliert. Beide Methoden fanden in dieser Arbeit
Anwendung.

Vor jedem Gebrauch wurden die verwendeten Dynabeads zunächst drei mal mit PBS/BSA ge-
waschen,indem sie zunächst im Waschpuffer resuspendiert und dann mit Hilfe eines Magneten
von der Lösung separiert wurden. Die Seperation der Partikel erfolgte dabei jeweils über einen
Zeitraum von mindestens einer Minute. Für die eigentliche Kopplung des isolierten Antikörpers
QCRL-1 wurden 108 Dynabeads M-280 mit 15 µg mAb QCRL-1 über Nacht bei 4◦C unter vor-
sichtigem Schwenken inkubiert. Die Dynabeads wurden am Magneten über einen Zeitraum von
zwei Minuten gesammelt und anschließend drei mal gewaschen. Die Kopplung der Antikörper
erfolgte mit Hilfe des Reagenzes Dimethylpimelindiimidat (Sigma) im basischen Millieu wie
folgt: Die Beads wurden zunächst drei mal mit jeweils 1 ml 0,1 %iger Lösung von BSA in PBS
und weitere drei mal mit jeweils 1 ml0,2M Triethanolamin (pH 8,2). Die Beads wurden am Ma-
gneten für 5 min gesammelt und in 5 ml 20 mM Dimethylpimelindiimidat enthaltendem 0,2M
Triethanolamin (pH 8,2) resuspendiert. Es wurde für eine Stunde unter vorsichtigem Schwenken
durch Rotation bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden dann zunächst 20 min mit 5 ml
50 mM Tris (pH 7,5) geaschen und anschließend drei mal mit jeweils 1 ml einer 0,1 %igen (w/v)
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BSA Lösung in PBS. Die gekoppelten Beads wurden bei 4◦C in PBS gelagert, das mit 0,1 %
(w/v) BSA und 0,1 % Natriumazid enthielt.

Direkte Methode: Die solubilisierte Plasmamembran wurde eines Stunde bei Raumtempera-
tur mit den gekoppelten Dynabeads inkubiert, während die Beads durch Rotation vorsichtig in
Suspension gehalten wurden. Anschließend wurden die Dynabeads magnetisch abgetrennt und
gewaschen.Indirekte Methode: Der monoklonale Antikörper QCRL-1 wurde zunächst eine
Stunde bei Raumtemperatur mit der solubilisierten Plasmamembran preinkubiert. Erst anschlie-
ßend wurden zuvor gewaschene (nicht mit QCRL-1 gekoppelte) Dynabeads hinzugefügt. Die
Suspension wurde über Nacht bei 4◦C durch Rotation vorsichtig geschwenkt und die Beads am
folgenden Tag durch magnetische Seperation geerntet und gewaschen.

Elution des Proteins
Die Elution des Proteins nach Immunopräzipitation erfolgte durch Substitution mit einem Peptid.
8 mg Peptid mit der AminosäuresequenzSSYSGDIwurden in 2 ml Puffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7,4, 20 % Glycerin, 0,5M NaCl, 5 mM CHAPS, Protease Inhibitor (Roche)) auf Eis gelöst
und mit dem Immunopräzipitat über Nacht bei 4◦C unter Rotation inkubiert. Das Peptid wurde
durch Zentrifugation durch eine Membran mit 30 kDa Ausschlußgröße (Centricon) vom Protein
getrennt und durch Lyophilisierung recycelt.

Vesikelpräparation
Herstellung multilammelarer Vesikel: Lipide werden verblasen und in einer Konzentration von
∼1 mg/ml in Puffer resuspendiert (10 min im Wasserbad mir Puffer inkubieren und anschließend
30 s schütteln. Die Prozedur wird drei mal wiederholt.) Es wird eine trübe Lösung ehalten.

Herstellung Unilammelarer Vesikel
Prinzipell finden drei verschiedene Methoden zur Herstellung Unilammelarer Vesikel zur An-
wendung: Die Detergenzverdünnung, die Extrusionsmethode und die Ulttraschallmethode. Bei
der Detergenzmethode werden die Multilammelaren Vesikel mit Chaps versetzt, so daß die
Chaps-Konzentration oberhalb von 8 mM beträgt. Die klare Lösung wird über Sephadex gesäult
und die trüben Fraktionen des Eluats gesammelt.

In vitro Transportmessungen mit radioaktiven Substraten
Proteoliposomen wurden auf Eis aufgetaut und mit Puffer versetzt, so daß die finale Konzentra-
tion 10 mM Magnesiumchlorid, 4 mM AMP oder ATP enthielt. Wurde ATP eingesetzt, so wurde
zusätzlich 10 mM Kreatinphosphat und 100 µgml-1 Kreatin-Kinase hinzugefügt. Weiterhin wur-
den 100 nCi [3H]LTC4 (Moravek Biochemicals) zugesetzt. Das eingesetzte [3H]LTC4 besaß eine
Aktivität von 160 Ci/mmol.
Die Radioaktivität wurde durchliquid scintillation countingbestimmt. Soweit nicht anders an-
gegeben, wurden alle Werte bezüglich der Transportrate von [3H]LTC4 ermittelt, indem die Dif-
ferenz zwischen Aufnahme mit und ohne ATP gebildet wurde.
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4 Moleküldynamik

4.1 Einleitende Bemerkungen

Die computerunterstützte Modellrechnungen auf molekularer Basis ist ein sich rasch entwickeln-
des Forschungsgebiet in der modernen Biochemie. Obwohl die Idee eines mathematischen Mo-
dells für die Beschreibung von Molekülen zum Ziel der Vorhersage von biologischen, chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften in ihren Ursprüngen schon über 50 Jahre alt ist75–77,
konnten erst in den letzten Jahren entscheidende Fortschritte erzielt werden. Neben neuen Al-
gorithmen spielt dabei auch der enorme Geschwindigkeitszuwachs von Prozessoren eine große
Rolle.
Grundsätzlich sind zwei verschiedene Ansätze zur Berechnung von Molekülen zu betrachten:
ab initio Rechnungen und Kraftfeldberechnungen. Die Wahl der Methode bestimmt die Zeit, die
erforderlich ist, ein Minimum auf einern-Dimensionalen Potentialhyperfläche zu bestimmen.

Es wurden eine Reihe von Methoden entwickelt, die sich direkt aus quantenmechanischen
Gleichungen wie der SCHRÖDINGER-Gleichung herleiten und so keine empirischen Parame-
tersätze benötigen. Aus diesem Grund können mit einer quantenmechanischen Berechnungs-
grundlage auch Bindungsbrüche und Neuformationen – also chemische Reaktionen – berechnet
und damit beschrieben werden. Ein weiterer Vorteil dieses nicht empirischen Ansatzes ist, daß
quantenmechanische Rechnungen sehr akkurat sind, da sie keine Parameter aus experimentellen
Daten oder Näherungen benötigen. Der Nachteil dieser Rechenverfahren ist ihr enorm hoher
Rechenaufwand, der nur Problemstellungen bezogen auf Moleküle relativ geringer Größe recht-
fertigt. Beispiele für solche quantenmechanische Methoden sind Berechnungen nach HARTREE-
FOCK (HF) und die Dichtefunktionaltheorie (DFT).78

Für die Untersuchungen biochemischer Vorgänge, bei denen fast ausschließlich Makromole-
küle eine Rolle spielen, hat sich der empirische Ansatz der Kraftfeldberechnungen als geeig-
net erwiesen.79–81 Bei diesem molekülmechanischen Ansatz wird das System durch verhältnis-
mäßig einfache physikalische Gleichungen mit Hilfe von empirisch ermittelten Parametern be-
schrieben. Dabei wird die Gesamtenergie des Systems, daß aus einem oder auch mehreren Mole-
külen bestehen kann, in Abhängigkeit von der Konfiguration in vielen Rechenzyklen minimiert.
Berücksichtigt werden bei diesen Berechnungen sowohl Valenz- als auch nichtbindende Anteile.
Verschiedene Kraftfelder benutzen zu diesem Zweck unterschiedliche Gleichungen und Parame-
ter, die zumeist auf das spezielle Problem angepasst werden. Ergebnis einer solchen Rechnung
ist ein lokales Minimum auf einer 3N +1 dimensionalen Potentialhyperfläche, wobei jedes der
N Atome die 3N Parameter erzeugt und die zusätzliche Dimension durch die Energie definiert
wird.82

Für Proteine ist es zur Zeit noch nicht möglich, diesen 3N+1 dimensionalen Potentialhyper-
raum zufriedenstellend nach den physiologisch relevanten Energieminima abzusuchen. Für die
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computerunterstüzte Berechnung der Struktur von Proteinen wird aus diesem Grund die Me-
thode desHomology Modellingverwendet. Eine Grundannahme dieser Methode ist es, daß die
Struktur eines Proteins stärker konserviert ist, als seine Sequenz. Es ist also möglich, die be-
kannte Struktur von homologen Proteinen als Grundlage für die Struktur eines Proteins unbe-
kannter Struktur zu verwenden, um so eine physiologisch relevante Konfiguration zu erhalten.
Ausgehend von der so erstellten Struktur wird mit Hilfe von Kraftfeldern eine energieminimierte
Struktur erhalten.

Um ein molekulares System mit Kraftfeldern zu beschreiben, werden zwei fundamentale Nä-
herungen gemacht.
Zum einen, daß die Bewegungen eines Atoms bzw. eines Moleküls hinreichend langsam sind
und somit in Hinblick auf die Fluktuation der elektronischen Zustände des Systems als stationär
angesehen werden können. Elektronen können somit ihren Zustand sofort an eine beliebige Än-
derung der Situation eines Atomkerns anpassen. Die Konsequenz dieser sog. Born-Oppenheimer
Näherung ist, daß die mathematische Beschreibung des Systems von seinen elektronischen Zu-
ständen entkoppelt ist. Alle physikalischen Interaktionen sollten durch die Beschreibung von
Potentialen unter Verwendung von Funktionen, die nur abhängig von der Position des Atoms
bzw. Moleküls sind, erfasst werden können.
Daß sich die Atome und Moleküle des Systems klassisch verhalten, ist die zweite fundamentale
Näherung. Das Energiespektrum, das den Atomen und Molekülen des Systems zur Verfügung
steht, ist nicht diskret sondern kontinuierlich. Folglich ist dieNewtonsche Bewegungsgleichung
und nicht dieSchrödinger Gleichungfür die Dynamik des Systems bestimmend. Der Nachteil
dieser Näherungen ist, daß molekülmechanische Rechnungen nicht bei wichtigen Fragestellun-
gen wie z. B. enzymatischer Aktivität, Protonen- oder Elektronentransfer, Photochemie oder che-
mischen Reaktionen herangezogen werden können. Dennoch bleibt ein weites Feld biologischer
Fragestellungen moleküldynamischen Berechnungen zugänglich: Unter anderem die Studie von
Struktur und dynamischen Eigenschaften von Proteinen, wie auch die nicht-reaktive Assoziation
von Proteinen mit Liganden oder Substraten, Wasser und Ionen.83,84

Das Ensemble der Potentialfunktionen einer bestimmten Simulation, zusammen mit seinen Pa-
rametern, wird als Kraftfeld bezeichnet. Das Kraftfeld berücksichtigt in erster Linie elektrostati-
sche Interaktionen, d. h. die Interaktionen zwischen der molekularen oder atomaren Ladungsver-
teilung. Bei der Berechnung dieser elektrostatischen Kräfte in moleküldynamischen (Molecular
Dynamics, MD) Simulationen sind die am häufigsten verwendeten Methoden, die sogenannten
cutt-off Methode und derParticle Mesh EwaldAlgorithmus.85

Die cut-off Methode berechnet dieCoulombKräfte nur innerhalb einer vorgegebenen Distanz.
In Verbindung mit Algorithmen, die die nächsten Nachbarn berechnen, führt die Einführung
dieser Näherung zu einem Geschwindigkeitszuwachs der Kraftfeldberechnung gegenüber nicht
eingeschränkten Berechnungen vonCoulomb-Wechselwirkungen.
Der Particle Mesh EwaldAlgorithmus86 basiert auf derEwald Summation87 und wurde ent-

32



wickelt, um die Elektrostatik großer kristalliner Systeme präzise und ohne Einschränkungen zu
berechnen.

Die Gesamtenergie wird in der Regel aus der Summe von sieben verschiedenen Gleichungen
der klassischen Physik beschrieben.81,88Die folgende Gleichung ist eine typische Potentialener-
giefunktion, die die Valenzterme für Änderung der Bindungslängel , der Winkelθ und Torsionen
ω vs.γ sowie nichtbindende Wechselwirkungen, wie dieVan der Waals-Kräfte und elektrostati-
sche Effekte berücksichtigt.89 Eine Parameterisierung dieser Funktion erfolgt über die Kraftkon-
stantenki , die Ladungen der Atomeqi, j und ihrer Gleichgewichtsabständer i, j sowie den vom
Gleichgewichtsabstand abhängigen Paramterσi, j .
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Eine solche Funktion kann durch weitere Anpassung der Funktionstherme, z. B. durch eine An-
näherung des harmonischen Potentials an die Morsefunktion durch Beiträge höherer Ordnung,
erreicht werden.90 Trotz der Vielzahl der Beitrage, die sich auch schon bei Molekülen geringer
Größe ergeben, ist die Berechnung um Größenordnungen schneller als die Berechnung vergleich-
barer quantenmechanischer Probleme.
Zusätzlich zu den bereits genannten Energiethermen, werden in letzter Zeit noch zusätzlich
die sogenanntenout of plane-Deformationen (Eγ , bei aromatischen oder sp2-hybridisierten Sy-
stemen) und Wasserstoffbrückenbindungen (Eh) berücksichtigt. Für die Gesamtenergie des Sy-
stems ergibt sich daraus folgende Formel:

Utotal = ∑
3N+1

(Eb +Eθ +Eφ +Enb+Eγ +Eε +Ehb)

Die Gesamtenergie hat für sich allein genommen keinerlei interpretierbare physikalische Be-
deutung. Sie ist nur im Vergleich mit anderen Molekülen aussagekräftig. Die Parameter für die
Kraftkonstanten der einzelnen Terme entstammen experimentellen Beobachtungen aus z. B. Rönt-
genstrukturanalysen oder der Infrarotspektroskopie aber auch den Ergebnissen vonhigh-level ab
initio Berechnungen.

Um die wahrscheinlichste Struktur zu finden, wird in der Regel der Konfigurationsraum nach
Energieminima abgesucht, um ein globales Minimum zu finden. Dabei ist es, wie bereits bespro-
chen, für ein Molekül mit unendlich vielen Freiheitsgraden unmöglich, das globale Minimum
zu finden.
Das simulated annealing-Verfahren, das insbesondere bei großen Molekülen Anwendung fin-
det, ermöglicht es, mit stochastischen Methoden den Konfigurationsraum eines Moleküls nach
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Energieminima abzusuchen. Wie der Name impliziert, wird eine genügend große Temperatur-
erhöhung des Systems simuliert, so daß eine hohe Anzahl von Energiezuständen außerhalb der
lokalen Minima besetzt ist. Es wird so eine große Zahl an Startgeometrien erzeugt, die nicht
energieminimiert sind. Anschließend wird eine Systemabkühlung simuliert und es werden ener-
getisch tiefere Konfiguration eingenommen. Das System kann sich dabei für einen Minimums-
bereich entscheiden. Durch die Erzeugung repräsentativer Geometrien kann der Konfigurations-
raum nach relevanten Strukturen abgesucht werden. Der Hauptvorteil dessimulated annealing
Verfahrens ist es, daß nicht die Gefahr besteht, in einem irrelevanten Minimum gefangen zu wer-
den, da auch Zustände höherer Energien in Betracht gezogen werden.

Weitere Verfahren, die zur Energieminimierung eingesetzt werden können sind z. B. das Broy-
den-Fletcher-Goldfarb-Shanno (bfgs)91, steepest decentoderconjugate gradientVerfahren. Auf-
grund ihrer Geschwindigkeit ist die bfgs-Methode die Methode der Wahl bei der Suche nach
lokalen Energieminima.

In einem globalen MD-Algorithmus wird folgendes Schema prozessiert:

1. Startbedingungen festlegen.
Die Startbedingen werden durch eine PotentialinteraktionV der Atompositionenr aller
Atome des Systems und der Geschwindigkeitv aller Atome des Systems gegeben.

2. Kräfte berechnen.
Die KraftFi , die auf ein jedes Atom wirkt, wird über die Summe der Kräfte zwischen nicht-
gebundenen Atompaaren plus der Kräfte für bindende Interaktionen, plus beschränkender
oder externer Kräfte berechnet. Die potentielle und kinetische Energie wird berechnet.

3. Konfiguration auffrischen.
Die Bewegung der Atome wird durch numerische Lösung der Newtonschen Bewegungs-
gleichung simuliert.

d2r i

dt2 =
Fi

mi

4. Daten ausgeben.
Die Positionen, Geschwindigkeiten, Energien, Temperaturen, Druck und andere Umge-
bungsvariablen werden zur Analyse ausgegeben
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4.2 Homology Modelling

4.2.1 Strukturvorhersage aufgrund von Homology Modelling

Homology Modellingist derzeit die einzige verläßliche Methode für die Strukturvorhersage von
Proteinen. Durch die Annahme, daß bei homologen Proteinen die Struktur des Proteins stärker
konserviert ist, als seine Sequenz, läßt sich ein homologes Protein als Strukturgrundlage für Mo-
dellberechnungen verwenden.92 Bei einer Ähnlichkeit auf Basis der Aminosäuresequenz kann
daher auf eine strukturelle Analogie geschlossen werden. Zudem sind häufig Proteine, die keine
Sequenzhomologien aufweisen, dennoch in ihrer dreidimensionalen Struktur ähnlich. Folgende
fünf Schritte werden beimHomology Modellingverwendet:

1. Die Suche nach homologen Proteinstrukturen.

2. Die Auswahl von einem bzw. mehreren Strukturen als Template

3. Die Anpassung von Ziel und Template

4. Die Modellerstellung

5. Die Modellevaluation

Es wird zunächst nach homologen Proteinen bekannter Struktur gesucht und anschließend
eine Anpassung der Sequenzen aneinander durchgeführt (Sequence Alignmentgenannt). Auf
Grundlage dieser Übereinstimmung wird im weiteren Verlauf ein Modell erstellt und dieses Mo-
dell dann evaluiert. Entscheidend ist, daß das Modell alle experimentellen Ergebnisse erklären
kann und ihnen nicht widerspricht. Genügt das Modell den Anforderungen und verletzt keine ste-
reochemischen Parameter, dann kann dieses Modell sowohl für die Interpretation vorhandener
Ergebnisse dienen als auch für die Planung zukünftiger Experimente hilfreich sein. Verletzt das
erstellte Modell diesen Anforderungen jedoch, wird der Vorgang wiederholt. Die Aminosäure-
sequenzen des Proteins unbekannter und bekannter Struktur müssen erneut angeglichen werden
und auf Grundlage dieser alternativen Sequenzübereinstimmung wird ein neues Protein entwor-
fen.
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Abbildung 8: Globales Schema für
Homologie basierte Modellerstllun-
gen

Obwohl die Richtigkeit eines Modells in letzter Konse-
quenz erst nach Lösung der Struktur durch NMR und der
Röntgenstrukturanalyse bewiesen werden kann, hat die Struk-
turvorhersage aufgrund von Homology Modelling auch Vor-
teile gegenüber der Strukturlösung. Zum einen ist die Me-
thode der Strukturvorhersage wesentlich schneller als die
experimentelle Strukturlösung. Sie ist damit auch geeignet
die Struktur einer größere Zahl an Proteinen zu bestimmen
und damit bei Screeningverfahren eingesetzt zu werden. Sie
ist zum anderen aber auch auf Proteine anwendbar, die aus
bestimmten Gründen nicht kristallisieren und deren Struk-
turen nicht mit Hilfe von NMR-Methoden zu lösen sind.
Da das Homology Modelling, wie sein Name bereits im-
pliziert, jedoch auf bekannte Strukturen zurückgreift, ergän-
zen sich die Methoden der klassischen Strukturaufklärung
und die des Homology Modelling auf ausgezeichnete Wei-
se.

Homology Modelling bleibt trotz des Fortschritts derab
initio Protein-Struktur-Bestimmung auch weiterhin die ein-
zige verläßliche Methode die dreidimensionale Struktur von
Proteinen mit einer Präzesion vorherzusagen, die vergleich-
bar ist mit der Strukturbestimmungen bei geringer Auflö-
sung. Doch auch Strukturvorhersagen mit verhältnismäßig
geringer Auflösung können sich als wertvoll erweisen, da ei-
nige Aspekte der Funktionsweise von Proteinen schon auf
Basis einer grob umrissenen Struktur bestimmt werden kön-
nen. Typische Verwendung von Homologie basiertem Modelling sind z. B. :

• Entwicklung von Mutanten, um Hypothesen bezüglich der Funktion von Proteinen zu
testen.

• Identifizierung aktiver Bereiche und Bindungsstellen

• Design und Verbesserung von Liganden für identifizierte Bindungsstellen

• Modellieren von Substratspezifität

• Protein-Protein-Bindungs-Simulationen

• Vorhersage antigener Epitope

• Strukturverfeinerung von Modellen gegen Daten aus dipolaren Kopplungen bei der NMR
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• Molecular Replacementin der Röntgenstruktur-Verfeinerung

• Rationalisierung gewonnener Experimenteller Daten

• Planung neuer Experimente

Molecular Modellingkonnte insbesondere auch bei der Analyse putativer mechanistischer Ab-
läufe im Falle von ABC-Transportern dienlich sein. So konnte auf Grundlage der verschiedender
Kristallstrukturen mit Hilfe von MD-Simulationen ein Mechanismus vorgeschlagen werden, der
die Interaktion beider ATP-Bindungsdomänen eines ABC-Transporters miteinander beschreibt.
45,93 Campbell et al. modellierten die Transmembranhelices von ABCC 1 und entwarfen eine
Struktur für die Pore dieses Proteins. Darauf folgende Mutationsexperimente bestätigten die vor-
rausgesagte funktionelle Relevanz des Phenylalanins594. Das entwickelte Modell erklärte eben-
falls die zuvor experimentell gefundene Bedeutung diverser anderer Aminosäuren.94,95 Calle-
baut et al. haben ein Homologie basiertes Modell des humanen CFTR-NBD-Heterodimers vor-
geschlagen, daß eine mögliche Interaktion beider ATP-Bindungsdomänen des CFTR mit ATP
beschreibt.96 Und schließlich konnten Seigneuret et al. auf Grundlage der MsbA Kristallstruktur
ein Modell für ABCB 1 (P-gp) vorschlagen.97

4.2.2 Verwendete Programme und Kraftfelder

Zur Vorhersage der dreidimensionalen Struktur der zweiten ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1
wurde zunächst eine Homologiesuche mit FASTA durchgeführt. DasSequence Alignmentwur-
de mit CLUSTALW durchgeführt. Homologe Proteine mit einer Sequenzhomologie von über
30 % wurden für die initiale Strukturerstellung mit dem Program MODELLER verwendet. An-
schließend erfolgte eine Simulation des Proteins in einer Wasserbox mit Hilfe des Programs
GROMACS an. Die Evaluation der mit MODELLER sowie GROMACS erhaltenen Modelle wurde
mit PROCHECK durchgeführt. Die graphische Darstellung der erhaltenen Modelle und anderer
in dieser Arbeit abgebildeter Proteine wurde mit CHIMERA realisiert, während die Analyse von
Trajektorien mittelsGOPENMOL bewerkstelligt wurden.

FASTA

Zunächst wurde die Aminosäuresequenz des ATP-Bindungsmotivs unter Verwendung des FA-
STA Suchalgorithmus mit Sequenzen bekannter Proteinstrukturen der Brookhafen Protein Da-
tenbank für Proteinstrukturen verglichen.98–100 Es wurde eine Sequenz von 252 Aminosäuren
abgefragt (siehe Abbildung 10 und 11) und die Blosum5099,100 Matrix verwendet. DerGap
extension penaltybetrug−2 und derOpen Gap penaltybetrug−10. Von den erhaltenen homolo-
gen Proteinen wurden die Proteine mit der höchsten Übereinstimmung für weitere Berechnungen
verwendet.
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MODELLER

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine mit dem Program MODELLER erstellt, daß die
Modelle auf Grundlage bekannter Strukturen durch Satisfaktion räumlicher Einschränkungen be-
rechnet.101–104Diese auf räumliche Einschränkungen aufbauende Methode der Homologie ba-
sierten Strukturvorhersage extrahiert Abstände und/oder Torsionswinkel-Einschränkungen der
Zielsequenz des Sequenzabgleichs und fügt aufgrund der Sequenz bedingte stereochemische
Einschränkungen hinzu. Das Modell wird durch eine Minimierung der Verletzungen dieser Ein-
schränkungen erstellt.
MODELLER benötigt für die Berechnung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen eine
im PIR-Format vorliegende Eingabedatei, die Informationen über homologe Bereiche enthält.
Diese Eingabedatei wurde mit CLUSTALW erstellt.105,106

PROCHECK

PROCHECK evaluiert die Struktur von Proteinen basierend auf stereochemischen Parametern.
Ein wichtiges Analysemittel ist dabei die Erstellung von RAMACHANDRAN Diagrammen.107

In einer Polypeptidkette ist die Rotation um die Peptidbindung stark eingeschränkt, da die Pep-
tidbindung zu ca. 40 % Doppelbindungscharakter besitzt. Die Rotation um dieC−Nα Bindung
(Φ) und die Drehung um dieCα −C (Ψ) Bindungen sind jedoch eingeschränkt möglich (siehe
Diagramm 9(a)). Diese Einschränkungen resultieren hauptsächlich aufgrund sterischer Interak-
tionen benachbarter Peptidgruppen bei bestimmten Torsionswinkeln.1 Die Analyse von Torsi-
onswinkeln in Kristallstrukturen von Proteinen erlaubt die Beurteilung von Torsions- oder Die-
derwinkeln aufgrund empirischer Werte. Die Auftragung der DiederwinkelΨ als Funktion von
Φ wird Ramachandran Diagramm genannt (siehe Abbildung 9(b)). In einem Ramachandran Dia-
gramm werden gewöhnlich die Bereiche die koloriert, deren Winkelkombinationen vonΨ und
Φ den experimentell ermittelten Daten zugeordnet werden konnten. Abhängig von der Datener-
hebung der erlaubten Winkelkombinationen variieren diese Bereiche zwischen verschiedenen
Ramachandran Diagrammen.108–110 Die Ramachandran Diagramme dieser Arbeit verwenden
eine Einteilung in vier Bereiche. Die am meisten bevorzugten Bereiche sind grau schattiert und
mit den Buchstaben A,B und L gekennzeichnet. Bereiche die darüber hinaus erlaubt sind, sind
etwas heller schattiert und werden mit den Kleinbuchstaben a, b, l und p gekennzeichnet. Der
dritte Bereich, der großzügig erlaubt ist, ist hellgrau und mit der Zeichenkombination∼a,∼b,∼l
und∼p markiert während der nicht erlaubte Bereich weiß und ohne eine Markierung dargestellt
wird. Aminosäuren, die in nicht erlaubten Bereichen sowie in großzügig erlaubten Bereichen vor-
liegen, werden zusätzlich mit ihrer Nummer abgebildet. Eine Ausnahme hiervon bilden Glycin
und Prolin, die Aufgrund ihrer Struktur weitere Diederwinkel erlauben.

Zudem wird die Struktur aufVan der WaalsKontakte2, Bindungslängen und Winkel überprüft,
sowie eine Analyse der Sekundärstruktur durchgeführt. PROCHECKgreift dabei auf experimen-
telle Daten zurück.107,111

2Nicht gebundene Atome, die näher als 2,6 Å liegen werden bei diesem einfachen Test gekennzeichnet. Mögliche
Wasserstoffbrückenbindungen werden von diesem Test ausgenommen.
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(a) Strukturformel einer Peptidbindung. Die in ei-
nem Ramachandran Diagram aufgetragenen Winkel
sind gekennzeichnet. Ebenso die Ebene, die Auf-
grund des Doppelbindungscharakters von Peptid-
bindungen keine Rotation zuläßt.

(b) Ramachandran Diagramm Dar-
stellung für ein unbekanntes Prote-
in. Rot gekennzeichnet sind erlaubte
und blau gekennzeichnet sind groß-
zügig erlaubte Bereiche. Punkte stel-
len Kombinationen der Torsionswin-
kel Φ undΨ dar.

Abbildung 9: Erläuterung zur Ramachandran-Diagramm Darstellung

GROMACS

Energieminimierungen in einer periodischen Wasserbox undMolecular DynamicsSimulationen
wurden mit dem Program GROMACSdurchgeführt, das ein modifiziertes GROMOS87 Kraftfeld
mit der united atomsMethode verwendet. Dabei wurde das Protein mit, bzw. ohne Ligand in
einer kubischen Box expliziten Wassers (spc216) mit einem Rahmen von 2 nm solvatisiert und
negative Ladung durch Natriumionen ausgeglichen.
Um ungünstigeVan der Waals-Kontakte auszugleichen wurde anschließend eine kurze Ener-
gieminimierung von 100 Schritten eines Intervalls von 0,001 ps nach der dersteepest descent
Methode durchgeführt, wobei die Bindungslängen festgehalten wurden.
Das explizite Wasser wurde in einem darauffolgendem Schritt ebenfalls relaxiert, wobei die Kon-
figuration des Proteins und seines Liganden (wenn vorhanden) fixiert wurden. Unter Annahme
einer Relaxationszeit des Wassers von 10 ps wurde für diese Simulation ein Zeitrahmen von
20 ps gewählt. Die anschließende Energieminimierung des Gesamtsystems erfolgte nach der l-
bfgs Methode.
Alle Simulationsschritte wurden mit demParticle Mesh EwaldSystem durchgeführt. Nach er-
folgreicher Simulation wurde für strukturelle Betrachtungen das Modell mit der geringsten po-
tentiellen Energie gewählt, das auch für anschließendeMolecular DynamicsSimulationen ver-
wendet wurde. Die Simulation erfolgte bei einer konstanten Temperatur von 300 K unter Ver-
wendeung desBerendsen CouplingAlgorithmus.85
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Um die Interaktionen zwischen den Wassermolekülen, bzw. den Wassermolekülen und seinen
Solubilisaten zu berechnen, wird häufig dasSimple Point Charge(SPC) Modell verwendet. Die-
ses Wassermodell wurde auch in dieser Arbeit verwendet. In diesem Modell besitzt das Wasser-
molekül drei Zentren konzentrierter Ladung: Eine positive Ladung an den Wasserstoffatomen
und eine negative Überschussladung am Sauerstoffatom. Die Annahme von Punktladungen führt
jedoch zu einem nicht korrekten Wert für den permanenten Dipol des Wassermodells. Um dies zu
ändern, wurde der Bindungswinkel von dem experimentell bestimmten Winkel von 104,45◦auf
einen Winkel von 109,42◦ angepasst. Diese Winkeländerung passt zum einen das Dipolmoment
des Wassermodells an den experimentell ermittelten Wert an, ändert jedoch das Geschwindig-
keitsverhalten des Wassermodells aufgrund nicht berücksichtigter freier Elektronenpaare. Dieser
Effekt verringert sich jedoch mit steigender Temperatur.

PRODRG

Da GROMACSnicht in der Lage ist Moleküle zu parametisieren, die nicht aus Aminosäuren oder
Wasser bestehen, wurde zur Parametisierung von ATP der Onlinedienst PRODRG112 verwendet.
PRODRG verwendet eine Datei im PDB-Format und generiert daraus unter anderem Topologie
und Koordinaten Dateien zur Verwendung für unter anderen Programmen auch GROMACS .

Weitere Programme
Neben den bereits genannten Programmen wurden für die Analyse von Trajektorien das Pro-
grammVMD 113 verwendet. Zur Visualisierung wurden je nach Bedarf entweder CHIMERA oder
VMD verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Die Modellierung der C-terminalen ATP Bindungsdomäne von ABCC 1

Wie in Kapitel 1.4.2 erläutert, ist der Mechanismus, mit dem ABC-Transporter, die am Phänotyp
der multiplen Resistenz beteiligt sind, bisher noch nicht geklärt. Dies liegt unter anderem an der
limitierten Zahl bekannter dreidimensionaler Strukturen für ABC-Transportproteine.
Während die Primärsequenz dieser Transporter sehr stark variiert, besteht eine große Sequenzho-
mologie innerhalb der ATP-Bindungsdomänen dieser Transporter, die diese Domänen zu einem
geeignetem Ziel für Homologie basierte Simulationen macht.
Während für einige Transporter zwei ATB-Bindungsdomänen aufweisen, die anscheinend äqui-
valent sind, gibt es für ABCC 1 Hinweise darauf, daß die ATP-Bindungsdomänen nicht gleich-
wertig sind. Während die Möglichkeit besteht, daß dieN-terminale ATP-Bindungsdomäne nur
eine regulatorische Funktion wahrnimmt, ist dieC-terminale ATP-Bindungsdomäne wahrschein-
lich an dem eigentlichen Transportprozess beteiligt.

Im folgenden werden die Ergebnisse des Homology Modelling dargestellt. Ausgehend von der
Sequenz derC-terminalen ATP-Bindungsdomäne (NBD2) wurde zunächst eine Suche nach Pro-
teinen mit einer homologen Sequenz durchgeführt, die eine bekannte dreidimensionale Struktur
besitzen. Auf Grundlage der ermittelten homologen Strukturen wurden verschiedene Proteinmo-
delle für die NBD2 erstellt. Die erstellten Modelle wurden nach stereochemischen Parametern
evaluiert und zwei Modelle für weitere Analysen verwendet.

5.1.1 Ergebnisse der Suche nach homologen Proteinen

ABCC 1 ist ein sogenannter Volltransporter, der zwei ATP-Bindungsdomänen besitzt. Von bei-
den Domänen wurde dasC-terminale ATP-Bindungsmotiv für die Recherchen nach homologen
Proteinen verwendet. Für die Recherche wurde eine FASTA-Datenbankabfrage durchgeführt.
Die gewählten Parameter sind Kapitel 4.2.2 zu entnehmen. Tabelle 8 gibt über die Ergebnisse der
FASTA -Datenbanksuche nach homologen Sequenzen zurC-terminalen ATP-Bindungsdomäne
Auskunft. Es sind nur Proteine mit gelöster Struktur aufgeführt. Der Tabelle sind zusätzliche In-
formationen zu entnehmen, wie Sequenzübereinstimmung zur NBD2-Sequenz von ABCC 1, die
Auflösung mit der die Struktur geklärt wurde und mitkristallisierte Heteroatome. Auf Grundlage
dieser Daten erfolgte die Auswahl der Templates, wie in der Diskussion erörtert wird.

5.1.2 Sequenzabgleich der ausgewählten Proteinsequenzen

Der Sequenzabgleich zwischen der Sequenz des Proteins unbekannter Struktur und der Sequenz
der bekannten Zielstrukur wurde mit dem Programm ClustalW wie im Experimentellen Teil
beschrieben durchgeführt und nach Begutachtung auf Fehler und/oder Unstimmigkeiten ohne
weiter Anpassungen verwendet.
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Abbildungen 10 und 11 zeigen die Sequenzvergleiche derC-terminalen ATP- Bindungsdomäne
des humanen ABCC 1. Von den Leitstrukturen und Sequenzen, die aufgrund der FASTA -Abfrage
erhalten wurden, wurden zum einen die Struktur von Haemolysin B und MsbA als Template-
grundlage für ein Modell ohne ATP und die Struktur von LmrA als Modell für eine Struktur mit
komplexiertem ATP verwendet.
Unterhalb der Aminosäuresequenzabfolgen ist in Form einer Balkendarstellung der Grad der
Übereinstiummung zwischen den Sequenzen abgebildet. Türkis gefärbt in beiden Abbildungen
das Walker A-Motiv der ABC-Bindungsdomänen, blau das Walker B Motiv. Die intensivere Tö-
nung gibt die Position des Strukturmerkmals des jeweiligen Motivs an. Rot abgebildet ist die
ABC-Signatursequenz der ABC-Transportproteine.

In Abbildung 10 ist der Sequenzabgleich zwischen der NBD2 von ABCC 1 und der ABC-
Bindungsdomäne von MsbA ausVibrio choleraabgebildet. AmN-Terminus der Sequenz, der
mit einer grauen Box markiert ist, liegt ein Bereich vor, der keine Sequenzübereinstimmung zwi-
schen den Sequenzen zeigt. Es wurden sowohl Modelle mit als auch ohne diesen Bereich erstellt.
Der Abgleich dreier Sequenzen zeigt, durch Sterne indiziert, Bereiche identischer Aminosäuren.
Der Doppelpunkt zeigt Bereiche ähnlicher Aminosäuren, d. h. Aminosäuren mit ähnlichen che-
mischen Eigenschaften an. Insbesondere imC-terminlen Bereich ist die Übereinstimmung mit
einer großen Zahl identischer Aminosäuren gut zu sehen.
In Abbildung 11 ist der Sequenzvergleich zwischen den Aminosäuresequenzen von ABCC 1 und
LmrA wiedergegeben. Auch hier liegt eine sehr gute Übereinstimmung zwischen den Sequenzen
vor. Wie auch bei dem Vergleich der Sequenzen für das Modell ohne ATP stimmen insbesondere
die charakteristischen Motive für die ATP-Bindungsdomäne gut überein. Auch hier liegt imC-
terminalen Bereich der Sequenz über weite Strecken eine identische Abfolge der Aminosäuren
vor.

5.1.3 Modellierung der C-terminalen ATP-Bindungsdomäne von ABCC1

Basierend auf den Strukturen der Template-Proteine und dem Sequenzabgleich zwischen den
Sequenzen der Template-Proteine und der NBD2 von ABCC 1 wurden mit dem Programm MO-
DELLER jeweils 150 Proteinmodelle für ein Modell mit und ohne komplexiertes ATP erstellt.
Abbildung 12 zeigt Beispielhaft eine Überlagerung von 50 erstellten Modellen ohne komplexier-
tes ATP. Dargestellt ist für jedes Protein der Abfolge derα-Kohlenstoffatome der Aminosäure-
ketten.
Die einzelnen Proteine sind zwar in ihrer Sequenz identisch, der dreidimensionale Aufbau un-
terscheidet sich jedoch zwischen den einzelnen erstellten Modellen. Aus der Überlagerung der
Strukturen wird ersichtlich, daß es sich bei der Organisation der dreidimensionalen Struktur be-
zogen auf die verknüpftenα-Kohlenstoffatome um eine Streuung um wenige Leitmotive handelt.
In Abbildung sind zur besseren Orientierung für den Leser zwei Strukturen als Leitmotiv in ei-
nerRibbonstyle-Darstellung abgebildet.

43



Abbildung 10: Sequenzabgleich zwischen der NBD2 von humanem ABCC 1, hier ABC2 genannt, Hae-
molysin B ausE. coli (PDB-Code 1MTO) und MsbA ausVibrio cholera(PDB-Code 1PF4). Es wurde nur
der relevante Bereich dargestellt. Sterne indizieren Bereiche mit Sequenzübereinstimmung, Doppelpunk-
te und Punkte indizieren Bereiche ähnlicher Sequenz. Zur besseren Übersicht ist unterhalb des Sequenz-
vergleichs jeweils der Grad der Homologie durch ein Balkendiagramm angegeben. Die grau unterlegte
Box gibt einen Bereich an, der keine Sequenzübereinstimmung mit der NBD2 von ABCC 1 besitzt. Die-
ser Bereich wurde in frühen Studien zu dieser Arbeit zunächst verwendet. Bei späteren Modellen wurde
er nicht mehr verwendet. Türkis und blau unterlegt sind die Walker A und Walker B Motivsequenzen,
die stark konserviert sind. Rot unterlegt ist die ABC-Signatursequenz. Die jeweils intensiver gefärbten
Bereiche geben das Erkennungsmuster der jeweiligen Sequenz wieder.

Abbildung 11: Sequenzvergleich zwischen der NBD2 humanen ABCC 1 (ABC2) und der Sequenz von
LmrA. Türkis und blau unterlegt sind die Walker A und Walker B Motivsequenzen, die stark konserviert
sind. Rot unterlegt ist die ABC-Signatursequenz. Die jeweils intensiver gerfärbten Bereiche geben das
Erkennungsmuster der jeweiligen Sequenz wieder.
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Abbildung 12: Überlagerung von 50 mit MODELLER erstellten Modellen. Die Strukturen der Modellpro-
teine »streuen« um einige wenige globale Faltungsmotive, daher sind zwei der 50 Strukturen zur besseren
Übersicht als Leitstrukturen hervorgehoben. Die Auswahl der Modelle erfolgte zufällig ohne eine Wer-
tung der Strukturen vorzunehmen.

45



Die Auswahl von biochemisch relevanten Strukturen erfolgte zunächst auf Grundlage von
stereochemischen Paramtern. Die Daten für eine solche Beurteilung stammt aus Röntgenstruk-
turen, die einen kristallographischen R-Wert von wenigstens 2.0 besitzen, wobei die Evaluation
mit Hilfe des Programms PROCHECKdurchgeführt wurde. Grundlage für die Evaluation der er-
stellten Modelle war der Anteil der erlaubtenΨ/Φ-Winkelkombinationen.
In Tabelle 9 ist das Ergebnis der Evaluation mit PROCHECK aufgeführt. Die ATP-Koordinaten
wurden vor Evaluation aus der Strukturdatei gelöscht. Die Auswahl der weiter verwendeten
Modelle erfolgte zunächst anhand des geringsten Anteils an Aminosäuren im nicht erlaubten
Bereich. Tabellarisch aufgelistet sind jeweils nur die vier Modelle, die den geringsten Anteil
nicht erlaubterΦ/Ψ-Torsionswinkel aufweisen. Zusäztlich aufgeführt ist der Anteil anΦ/Ψ-
Torsionswinkel in favorisierten Bereichen.

Modellnummer Nicht erlaubt Favorisiert

Modellierung ohne Nucleotid

047 0,2 % 86,0 %
052 0,5 % 90,3 %
075 0,5 % 85,7 %
084 0,5 % 89,4 %

Modellierung mit ATP

021 1,8 % 89,2 %
085 1,8 % 87,4 %
134 1,8 % 89,2 %
136 1,3 % 87,0 %

Template-Strukturen

1MTO 0,0 % 87,3 %
1PF4 0,2 % 74,1 %
1MV5 1,4 % 78,6 %

Tabelle 9: Ergebnis der Evaluation der erlaubten Diederwinkel der erstellten Modelle. Es ist der An-
teil der Φ/Ψ-Diederwinkel in nicht erlaubten, bzw. favorisierten Bereichen für die jeweilsbestenvier
Modelle mit und ohne ATP aufgeführt. Jeweils 150 Strukturen wurden mit PROCHECK bezüglich ihrer
Φ/Ψ-Diederwinkel sortiert. Neben den erstellten Modellen, wurden auch die Template-Strukturen mit
den PDB-Codes 1MT0, 1PF4 und 1MV5 zum Vergleich untersucht.

Die Modelle, die nach diesen anglegten Maßstäben diebestenModelle waren, wurden an-
schließend visuell auf Mängel geprüft. Nur in sich konsistente Modelle wurden in die weitere
Betrachtung einbezogen. Von den vier nach Maßstäben der EvaluationbestenModellen wurden
zwei Modelle aufgrund von »Schleifenbildung« aussortiert (siehe Abbildung 13). Dabei handelt
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es sich um eine Einfädelung der Aminosäurekette in einen entfernten Loop, so daß eine Struktur
entsteht, die wie zwei Ringe einer Kette ineinander greifen. Diese Modelle wurden nicht weiter
verwendet.

Abbildung 13: Ein mit MODELLER erstelltes Proteinmodell. Rot markiert ist eine Schleifenbildung
in der Primärstruktur des Modells, die zu einer physiologisch irrelevanten Struktur führt. Fehler dieser
Art verletzen keine stereochemischen Einschränkungen und besitzen keine ungünstigen intramolekularen
Wechselwirkungen. Aus diesem Grund besitzt das Modell keine ungewöhnlich hohe Energie, die die Er-
stellung mit MODELLER einschränken würde, noch kann ein solches Modell durch eine automatisierte
Prozessierung erfasst und aussortiert werden.

In Abbildung 14 sind die Modelle 047 und 084 und das Ergebnis ihrer stereochemischen Eva-
luation bezüglich ihrer Diederwinkel im Detail aufgeführt.
Abbildungen 14(b) und 14(c) zeigen die Ramachandran Diagramme dieser Strukturen. Die
zugehörigen dreidimensionalen Darstellungen sind in den Abbildungen 14(b) und 14(c) sche-
matisch dargestellt. Eine Färbung erfolgte aufgrund der Einordnung der Aminosäuren in das
Ramachandran-Diagramm. Grundlage waren die Daten der PROCHECK -Analyse. Rottöne zei-
gen bei dieser Darstellung ungünstigeΦ/Ψ-Winkelkombinationen an und blautöne favorisierte
Torsionswinkel.
Wie aus den Ramachandran Diagrammen ersichtlich ist, liegen in beiden Modellen die meisten
Diederwinkel-Kombinationen in favorisierten Bereichen. Nur wenige Aminosäuren liegen au-
ßerhalb der erlaubten Bereiche, jedoch in der Nähe von den sogenannten großzügig erlaubten
Bereichen. Wie aus der dreidimensionalen Abbildung zu entnehmen ist, liegen die unerlaubten
Torsionswinkel in Loop-Bereichen des Proteins, die im allgemeinen weniger konserviert sind.

Abbildung 15 zeigt die Überlagerung aller vier Modelle. Das komplexierte ATP ist nicht mit
abgebildet, da vor Evaluation die Löschung der Koordinaten des ATP aus der Datei erfolgte.
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(a) Darstelltung der modellierten Struktur der Modelle 047 (links) und 084 (recht). Die Färbung der Aminosäu-
ren erfolgte Aufgrund berechneterΨ/Φ-Winkel. Warme Farben, wie Rot, zeigen ungünstige Konformationen
an, die in nicht erlaubten Bereichen liegen.

(b) (c)

Abbildung 14: Visualisierung der Dieder-Winkel.Oben: Darstellung mit Hilfe einer kolorierten drei-
dimensionalen Struktur.Unten: Darstellung der Dieder-Winkel mit einem Ramachandran-Diagramm.
Links:Modell 047,rechts:Modell 084.
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Die Färbung gibt an, in welche Kategorie derΦ/Ψ-Diederwinkel der jeweiligen Aminosäure
fällt. Die zugehörigen Ramachandran- Diagramme sind in Abbildung 16 wiedergegeben. Ne-
ben Rottönungen, die in Loop-Bereichen zu finden sind, stehen im Gegensatz zum ATP-freien
Modell auch Aminosäuren im zentralen Bereich, in demβ -Faltblattstrukturen vorliegen, Torsi-
onsspannungen vor. Die Überlagerung der vier Modelle zeigt zudem, daß eine sehr gute Überein-
stimmung der besten vier ausgewählten Modelle vorliegt, die nur in dem ausgeprägten flexiblen
Loop, der im Bild unten rechts zu sehen ist, nicht vorhanden ist.

Abbildung 15: Analyse derΦ/Ψ-Diederwinkel der vierbestenmodellierten Strukturen, die ATP ent-
halten.a: Dreidimensionale Struktur der modellierten Proteine im Komplex mit ATP (ATP ist nicht
gezeigt). Ribbonstyle Darstellung vierer überlagerter Modellstrukturen. Die Färbung korreliert mit den
Ψ/Φ-Diederwinkeln.
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Abbildung 16: Ramachandran Diagramme für Strukturen 021, 085, 134 und 136. Wie auch bei der
Überlagerung der dreidimensionalen Strukturen, sind sich alle erstellten Modelle sehr ähnlich. Nur wenig
Aminosäuren liegen in Bereichen nicht erlaubterΦ/Ψ-Torsionswinkel.
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Abbildung 17 zeigt links ein erstelltes Modell mit komplexierten ATP und rechts ein Modell
ohne komplexiertes ATP in jeweils einerribbonstyleDarstellung. Beide Modelle besitzen ein
vergleichbares Muster der Sekundärstrukturen. Darüber hinaus weichen die Modelle in ihrer
dreidimensionalen Struktur jedoch voneinander ab. Im Kern beider Modelle liegen sechs paral-
lel angeordneteβ -Faltblatt Strukturen, die vonα-Helices gesäumt sind. Jedemβ -Faltblattmotiv
folgt dabei jeweils eineα-Helix. Die sechs parallelenβ -Faltblattstrukturen umgeben zusam-
men mit drei weiteren periphär gelegenenβ -Faltblatt Strukturen eine einzelneα-Helix, deren
N-terminales Ende das sogenannte Walker A Motiv3 enthält. Das Walker A Motiv ist an der elek-
trostatischen Bindung von ATP beteiligt. Die ATP-Bindungsdomäne enthält eine Untereinheit,
die ausschließlich ausα-Helices besteht. Dieser Bereich ist mit dem Rest der Domäne über fle-
xible Loops verknüpft. Eine lange zentrale Helix mit einer Länge von 15 Aminosäuren wird von
vier kleineren Helices flankiert. Das ATP-komplexierende Modell enthält im Vergleich zum Mo-
dell ohne ATP zusätzlich einen flexiblenN-terminalen Loop. Dieser Loop wurde im Modell ohne
ATP nicht modelliert, da der Loop bei der Modellerstellung im Kern des Proteins eingeschlos-
sen war. Aus diesem Grund wurde er bei der Modellierung der ATP-freien Bindungssomäne
nicht berücksichtigt. Das Problem entstand bei dem ATP-haltigen Modell nicht, die verwendete
Sequenz wurde daher nicht verkürzt.

(a) Schematische Darstellung des Modells 021 im
Komplex mit ATP. Das Modell enthält zehnα-
Helices und neunβ -Faltblätter.

(b) Schematishe Darstellung des Modells 084. Das
Modell entstand ohne ATP. Das Modell enthält
zwölf α-Helices und ebenfalls neunβ -Faltblätter.

Abbildung 17: Schematische Darstellung der modellierten ATP Bindungsdomänen im Komplex mit und
ohne ATP.

3Das Walker A Motiv wird auch P-Loop genannt
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Auffällig ist in der ribbonstyle-Darstellung der Modelle, daß das ATP-freie Modell anschei-
nend zweiα-Helices mehr aufweist. Eine kurze Helix in der ausschließlich ausα-Helices be-
stehenden Domäne II und eine weitere in der Domäne I. Die stark schematisierte Natur einer
ribbonstyle-Darstellung birgt die Gefahr einen solchen Unterschied zu stark zu bewerten.

Abbildung 18(a) stellt eine schematische Detailaufnahme von ATP im Komplex mit dem Pro-
teinmodell 021 dar. ATP ist mit einer transparenten Hülle dargestellt, die dem VDW-Abstand
der Atome entspricht. Schleife A (siehe Abbildung 18(a)) enthält eine konservierte aromatische
Aminosäure (hier Tyrosin), deren aromatischer Rest sich mit dem Adeningerüst von ATP stapelt.
Die aromatischen Ringe liegen nicht planar übereinander und die Kohlensoffatome sind versetzt
zueinander. Der Abstand der Ebenen beträgt ca. 3,3 Å (Vergleiche Abbildung 18(b)). Schlei-
fe B ist eineα-Helix und enthält das ebenfalls stark konservierte Walker A Motiv, das allen
ATP-Bindungdomänen gemein ist. Schleife C und D besitzen eineβ -Faltblatt Struktur. Darge-
stellt sind die konservierten Aminosäuren Asparaginsäure und Histidin, Asparaginsäure besitzt
in diesem Modell einen Abstand von ungefähr 6,5 Å zwischen demγ-Kohlenstoff des Aspa-
raginsäure und dem zentralen Phosphortatom derγ-Phosphatgruppe und einen Abstand von ca.
6,1 Å zwischen dem C1-Kohlenstoff des Imidazolringes des Histidins und dem zuvor genannten
Phosphoratom.

Die Überlagerung zweier modellierter ATP-Bindungdomänen ist in Abbildung 19 gezeigt.
Die Darstellung erfolgt zum Zwecke der Übersichtlichkeit imribbonsyte. Die Ausrichtung der
Modelle aufeinander wurde mit dem Program CHIMERA realisiert und erfolgte anhand der be-
sten Übereinstimmung derCα -Atome nach einem Sequenzabgleich.
Während es zu einer guten Übereinstimmung derβ -Faltblatt Strukturmerkmale kommt, beste-
hen große Unterschiede zwischen der Anordnung der Loops und der Orientierung derα-Helices.
Darüber hinaus unterscheiden sich beide Strukturen in der Ausbildung ihrer Sekundärstrukturen,
wie bereits zuvor beschrieben wurde. Während die prinzipelle Lage der Helices und Faltblätter
übereinstimmt, unterscheiden sich beide Modelle in der Ausbildung ihrer Sekundärstrukturen
insofern als sie nicht im gleichen Maße ausgebildet werden. Dabei ist die Bewertung von Sekun-
därstrukturen anhand ihrer Repräsentation in einer schematisierten Abbildung kritisch zu hinter-
fragen, da unter Umständen geringe Variationen der Torsion dazu führen können, daß z. B. eine
α-Helix nicht mehr als solche, sondern als Loop dargestellt wird.

52



(a) Detailaufnahme des komplexierten ATP. ATP ist mit einer transparenten Hülle entsprechend derVan der
WaalsRadii abgebildet. Relevante Aminosäuren des Proteinmodells 021 in der näheren Umgebung des ATP
sind in einerball and stickDarstellung gezeigt. Die gelben Fäden symbolisieren den dreidimensionalen Verlauf
derα-Kohlenstoffatome im Protein. Im Modell ist kein Wasserstoff wiedergegeben.

(b) Visualisierung ausgewählte Abstande zwischen ATP und komplexierenden Aminosäuren.

Abbildung 18: Detailaufnahme des komplexierten ATP im Modell 021. Eine genaue Beschreibung er-
folgt im Text.
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Abbildung 19: Überlagerung des Protein-ATP Komplexes (Modell 021) mit Modell 085. Die Darstel-
lung erfolgte stark schematisiert imRibbonstyle. Die Sekundärstrukturmerkmale beider Strukturen sind
jeweils in einer unterschiedlichen Schattierung des gleichen Farbtons hervorgehoben.β -Faltblätter sind in
gelb, bzw. gold dargestellt währendα-Helices in rot, bzw. dunkelrot und Loops in hell- und dunkelblau
abgebildet sind. Die Ausrichtung erfolgte manuell. Während die Sekundärstrukturen zu einem großen
Teil übereinstimmen, so weicht ihre absolute Position doch weit voneinander ab. Auffällig ist diese Ab-
weichung insbesondere in demα-Helikalen Bereichen des Proteins. Bereiche mitβ -Faltblattstruktur va-
riieren weniger.
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Abbildung 20: Überlagerung wichtiger konservierter Aminosäuren der zwei Proteinmodelle im Kom-
plex mit (rot) und ohne (blau) ATP zusammen mit dem ATP-Molekül (gelb). Darstellung wichtiger kon-
servierter Aminosäuren nach einer RMSD basierten Überlagerung derCα -Atome. Gelb dargestellt ist
das vom rot abgebildeten Modell 021 komplexierte ATP und blau dargestellt ist Proteinmodell 085. Die
Cα -Atome der abgebildeten Tyrosine weichen um 1,2 Å voneinander ab, dieCα -Atome der dargestellten
Aminosäuren Asparaginsäure und Histidin weichen jeweils 2,5 Å voneinander ab. Die Auslenkung der
Carbonsäuregruppe der Asparaginsäure beträgt 3,3 Å.

In Abbildung 20 ist eine Detailaufnahme wichtiger konservierter Aminosäuren abgebildet.
Die Auswahl der Aminosäuren richtete sich nach einer in der Literatur beschriebenen Interakti-
on mit demγ-Phosphat des ATP. Sowohl für das abgebildete Histdin als auch für die abgebildete
Asparaginsäure wird eine mögliche Interaktion mit ATP diskutiert. Die Natur dieser Interakti-
on ist jedoch noch nicht bekannt. Die Atome der Aminosäurereste im Modell mit und ohne
ATP weichen in ihrer modellierten Position innerhalb eines Bereiches zwischen ein und zwei
Angström voneinander ab. Die dargestellten Aminosäuren Asparaginsäure und Histidin sind ver-
glichen mit ihrer Position im Modell, das ohne ATP erstellt wurde, vomγ-Phosphat des ATP weg
ausgelenkt. Die relative Position derCα -Atome dieser Aminosäuren weichen zwischen den Mo-
dellen 1,2 Å im Falle der Asparaginsäure und 2,5 Å voneinander ab. Die maximale Auslenkung
der Aminosäuren beträgt für die Säurefunktion der Asparginsäure 3,3 Å.
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5.1.4 Solvatisierung der erstellten Proteinmodelle in explizitem Wasser

Für eine realistischere Betrachtung der erstellten Modelle wurden die Modelle solvatisiert. Es er-
folgte eine Simulation des Proteinmodells in einer Wasseratmosphäre. Zudem wurde das Modell
mit Wasserstoffatomen ausgestattet, die bei der Modellerstellung mit MODELLER nicht berück-
sichtigt wurden. Die Parameterisierung der Amiosäuren für das Protein erfolgte mit GROMACS.
Die Koordinaten des ATPs wurden aus der Brookhaven Databank Datei extrahiert und mit Hilfe
PRODRGparametisiert. Anschließend wurden die Dateien wieder zusammgeführt.
Die anschließende Solvatisierung ausgewählter Modelle wurde mit GROMACS, wie im experi-
mentellen Teil beschrieben, durchgeführt. Dazu wurden die, nach Maßstäben der in der Evalua-
tion angelegten Kriterien,bestenvier mit MODELLER erhaltenen Modell für weitere Untersu-
chungen verwendet.

(a) Energieminiemierung der ATP-Bindungsdomäne
im Komplex mit ATP. Modell ATP136 konvergier-
te bei der niedrigsten potentiellen Energie von
−1,78·10−6 kJmol-1

(b) Energieminimierung der ATP-Bindungsdomäne
ohne Nukleotid.

Abbildung 21: Verlauf der potentiellen Energie der in Wasser solvatisierten ATP-Bindungsdomäne wäh-
rend der Energieminimierung mit dem bfgs-Algorithmus. Die Struktur, die gegen die geringste potentielle
Energie konvergierte, wurde für weitere Experimente verwendet.

Zunächst erfolgte eine energiebasierte Optimierung in einer simulierten Wasserbox. Die Struk-
turen wurden in GROMACSeingelesen und in einer kubischen Box mit periodischen Grenzen der
Kantenlänge 10 nm solvatisiert. Es erfolgte zunächst eine Energieminimierung, um energetisch
ungünstigeVan der Waals-Kontakte auszugleichen. Dies erfolgte mit der Methode des steilsten
Gradienten mit anschließendem Relaxieren der Wassermoleküle über einen Zeitraum von 20 ps.
Anschließend wurde eine Energieminimierung des Gesamtsystems nach dem bfgs-Algorythmus
durchgeführt. Die Resultate der Energieminimierung nach dem bfgs-Algorithmus sind in Abbil-
dung 21(a) und 21(b) graphisch dargestellt. Die Modelle wurden erneut mit PROCHECK evalu-

56



iert. Wassermoleküle sind aus Gründen der Übersichtlichkeit in den nachfolgenden Darstellun-
gen nicht abgebildet. In Abbildung 21 ist der Verlauf der potentiellen Energie im Verlauf der Ge-
samtenergie des Systems in explizitem SPC-Wasser für alle acht verwendeten Modelle wieder-
gegeben. Die potentielle Energie des Modells 021 (ATP021) konvergiert bei−1,5·106 kJmol-1,
die Energien der drei anderen Modelle konvergiert bei−1,5·106 kJmol-1, −1,7·106 kJmol-1

und−1,78·106 kJmol-1. Alle Modelle, die ohne komplexiertes ATP erstellt wurden konvergie-
ren zwischen−1,4·106 kJmol-1 und−1,5·106 kJmol-1.
Bei allen Energieminimierungen erfolgt zunächst ein steiler Abfall der potentiellen Energie, der
dann nach einer Anzahl von ca. 500 Schritten (500 ps) abgeflacht ist, so daß im Prizip keine
nennenswerte Energieminimierung mehr stattfand.
Die optimierten Modelle wurden erneut einer Evaluation unterworfen, deren detailierte Ergeb-
nisse in 22 abgebildet sind. In Abbildung 22(a) ist jeweils eine anhand der Diederwinkelanalyse
gefärbteribbonstyleDarstellung der Modelle 021 (links, ATP nicht abgebildet) und 084 (rechts)
abgebildet. Die zugehörigen Ramachandran- Diagramme sind in Abbildung 22(b) dargestellt.
Tabelle 10 gibt tabellarische eine Zusammenfassung der Evaluation.

mit ATP (ATP) ohne ATP (AXP)

Bereich ATP021 AXP075 AXP084

favorisiert 169 (75,8 %) 173 (79,7 %) 174 (80,2 %)
erlaubt 47 (21,1 %) 36 (16,6 %) 36 (16,6 %)
großzügig erlaubt 4 (1,8 %) 5 (2,3 %) 4 (1,8 %)
nicht erlaubt 3 (1,3 %) 3 (1,4 %) 3 (1,4 %)

Modell Aminosäuren in nicht erlaubten Bereichen

ATP021 Lys 081, Ala 145, Ala 180
AXP075 Lys 130, Thr 169, Glu 164
AXP084 Glu 016, Lys 130, Asp 190

Tabelle 10:Zusammenfassung der Evaluation der in einer Wasserbox energieminimierten Strukturen

Verglichen mit denΦ/Ψ-Torsionswinkeln liegen bei der Simulation in Wasser weniger Torsi-
onswinkel im optimalen Bereich. Die Anzahl der Aminosäuren im Modell verschiebt sich von
favorisiertenΦ/Ψ-Torsionswinkeln zu erlaubten Bereichen. Auch in nicht erlaubten sowie dem
großzügig erlaubten Bereichen nimmt die Anzahl der Amiosäuretorsionswinkel zu.
Wie in der dreidimensionalen Darstellung ersichtlich ist, befinden sich die unerlaubten Torsi-
onswinkel in solvensexponierten Loop-Bereichen des Proteinmodells. Im Vergleich zu dem mit
MODELLER erstellten Proteinmodell mit ATP befinden sich die nicht erlaubten Torsionswinkel
jedoch nicht im zentralenβ -Faltblatt-Bereichen im Zentrum des Proteinmodells.
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(a) RibbonstyleDarstellung der solvatisierten Proteinmodelle. Die Färbung erfolgte auf Grundlage der Analy-
se derΦ/Ψ-Diederwinkel und ihrer Zuordnung in erlaubte und nicht erlaubte Bereiche. Rot dargestellt sind
Aminosäuren mit nicht erlaubten Diederwinkeln. Links ist Modell 021 abgebildet und rechts Modell 084.

(b) Ramachandran-Diagramme der Proteinmodelle 021 (links) und 084 (rechts)

Abbildung 22: Analyse der Diederwinkel der solvatisierten Proteinmodelle 021 und 084.
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Es wurden die elektrostatischen Eigenschaften der beidenbestenin Wasser optimierten Pro-
teinmodelle untersucht. Dazu wurden dieBrookhaven DatabankDatei zunächst mit Hilfe des
pdb2pqr Onlineserververs derart modifiziert, daß die Information für Ordnungszahl und Parti-
alladung der Atome hinzugefügt wurde. Die erhaltende pqr-Datei kann anschließend mit dem
ProgrammAPBS eingelesen werden.APBS löst die Poisson-Boltzmann Gleichung numerisch.
Die verwendeten Steuerdateien, die die verwendeten Dielektrizitätskonstanten enthalten, sind
dem Anhang zu entnehmen.

Abbildung 23: Darstellung der einer Sonde von 1,4 nm Radius zugänglichen Bereiche (solvent accessible
area). Die Färbung erfolgt aufgrund des auf dieser Oberfläche berechneten elektrostatischen Potentials
(Isosurface). Rot eingerahmt ist die Bindungsstelle von ATP. Links im Bild ist das Modell 021 im Kom-
plex mit ATP gezeigt. Die der Sonde zugänglichen Bereiche wurden jeweils separat für ATP und das
Protein berechnet. Rechts ist das Modell 021 ohne komplexiertes ATP gezeigt, um die elektrostatischen
Eigenschaften der Oberfläche in Bindungsstelle zeigen zu können.

In Abbildung 23 ist das Proteinmodell 021 in einer Isosurface-Darstellung abgebildet. Die
Oberfläche des Proteins wurde mit einer Sonde von 0,14 nm Radius getestet und zugängliche
Bereiche (sog.solvent accessible surface) als Oberfläche dargestellt. Die Färbung erfolgte auf-
grund des auf dieser Oberfläche berechneten elektrostatischen Potentials. Um einen besseren
Einblick in die Bindungstasche für ATP zu erhalten, wurde in der rechten Abbildung das ATP-
Molekül nicht abgebildet. Die Entfernung erfolgte durch Löschung der Koordinaten aus der
Brookhaven-Datenbank-Datei und anschließender Analyse der elektrostatischen Eigenschaften
mit dem Programm APBS.114

Wie es für den zytosolischen Bereich eines Proteins zu erwarten ist, ist die Oberfläche des Pro-
teins hydrophil. Insgesamt überwiegen die negativ geladenen Bereiche an der Solvenszugäng-
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lichen Oberfläche des Proteinmodells. Eine bevorzugte Verteilung der Ladung ist nicht zu er-
kennen. Die negative Nettoladung, der Modelle wurde in allen Simulationn durch Natriumionen
neutralisiert.
In diese Darstellung wird ersichtlich, daß das ATP-Molekül nicht tief in eine Bindungstasche ein-
gebettet ist, wie es bei vielen Enzymen der Fall ist. Vielmehr ist das ATP-Molekül an das Protein
angelagert. Die Wechselwirkung zwischen Proteinmodell und ATP ist zum Teil elektrostatischer
Natur über Coulomb-Wechselwirkungen, aber auch durch Wasserstoffbrücken, wie im weiteren
Verlauf des Ergebnisteils beschrieben wird. Dies wurde auch für die ATP-Bindungsdomänen an-
derer Transporter gefunden.
Eine Möglichkeit, das elektrostatische Potential durch den Raum darzustellen, bietet die in der

Abbildung 24: Darstellung der Isopotentialflächen der modellierten Proteine in Wasser. Links ist Modell
021 im Komplex mit ATP abgebildet, das bei der Berechnung der Isopotentialfläche nicht berücksichtigt
wurde. Rechts abgebildet ist Modell 085. Beide Modelle sind von der gleichen Seite in der gleichen
Orientierung abgebildet. Die abgebildete Seite des Proteins enhält die Bindungsstelle für ATP. ATP selbst
ist in derVan der Waals-Darstellung im Modell links zu erkennen. Die Fadenkreuze sind zur besseren
Orientierung zugefügt.

Abbildung 24 gezeigte Darstellung von Isopotentialflächen der in Wasser solvatisierten Proteine,
die ebenfalls mit dem Programm APBS berechnet wurden. Es sind jeweils ein Modell mit ATP
(links) und ein Modell ohne ATP (rechts) dargestellt. Bei der Berechnung der Potentiale wurde
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das elektrostatische Potential von ATP nicht berücksichtigt, das Potential des Solvens dagegen
wurde in die Berechnung mit einbezogen. Die Modelle sind jeweils von der gleichen Seite abge-
bildet und besitzen die gleiche Orientierung. Dieα-Helicale Domäne II ist in beiden Modellen
»nach oben« ausgerichtet.
Die Unterschiede der Isopotentialwolken offenbaren Unterschiede der elektrostatischen Eigen-
schaften zwischen den Modellen 021, das ATP gebunden hat und dem Modell 085, das in der
ATP-freien Form vorliegt. Die Isopotentialwolken besitzen in beiden Modellen eine unterschied-
liche Verteilung.Insbesondere die voluminösen negativen Potentialwolken im Modell mit ATP,
die im Quadranten oben-rechts und unten-links zu erkennen sind, sind im Modell ohne ATP we-
niger stark ausgeprägt. Die positive Potentialwolke an der Grenze des oberen rechten mit dem
unteren rechten Quadranten im Modell ohne ATP hat sich im Modell mit ATP zur dargestellten
Modellfront verlagert.
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5.1.5 Zeitabhängige Analysen - Molecular Dynamics

Nach der Solvatisierung derbestenProteinmodelle und der anschließenden Energieminimierung
wurde eine dynamische Analyse der ATP-haltigen Domäne des Proteinmodells 021 durchge-
führt. Im folgenden sind die Ergebnisse der zeitabhängigen Analysen aufgeführt.

Es wurde eine Simulation über einen Verlauf von 50 ms durchgeführt. Während dieser Zeit
wurden keine Einschränkungen definiert. In Abbildung 25 ist der Energieverlauf während der
Simulation wiedergegeben. Aufgeführt sind die Gesamtenergie, die kinetische Energie und die
potentielle Energie des Systems. Alle Energien streben in den ersten zwei Picosekunden des Si-
mulationsverlauf einem konstanten Wert entgegen, der dann während der Gesamtlaufzeit der
Simulation konstant bleibt. Die kinetische Energie des Systems beträgt ca. 2,5·105 kJmol-1,
die potentielle Energie beträgt−1,1·106 kJmol-1 und die Gesamtenergie−1,1·106 kJmol-1 ca.
−2·106 kJmol-1. Die thermoynamischen Daten während des Simulationsverlaufs sind in Abbil-

Abbildung 25: Trajektorie der potentiellen, kinetischen und Gesamtenergie der modellierten ATP Bin-
dungsdomäne im Komplex mit ATP über einen Zeitraum von 50 ps.

dung 26 wiedergegeben. Auch hier nehmen die Daten nach einer kurzen Equilibrationsphase
von 1–2 ps einem konstanten Wert an. Das Volumen pendelt sich nach einer kurzen Fluktuation
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bei einem Volumen von (833±2) nm3 ein und bleibt dann innerhalb dieses Rahmens konstant.
Größere Fluktuationen treten bei Drücken auf, die sich um einen Wert von 1±100 bar bewe-
gen. Die Temperatur sinkt innerhalb der ersten Picosekunde zunächst auf einen Wert von 200 K,
steigt aber anschließend auf den Sollwert von 300 K an und bleibt während der restlichen Lauf-
zeit der Simulation konstant bei diesem Wert. In Abbildung 27(a) ist die Anzahl der Wasserstoff-

Abbildung 26: Trajektorie der thermodynamishen Daten der modellierten ATP-Bindungsdomäne im
Komplex mit ATP über einen Zeitraum von 50 ps.

brückenbindungen zwischen ATP und dem Modell 021 im Laufe der 50 ps dauernden Simulati-
on graphisch dargestellt. Zur Bestimmung der Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen wurde
ein Abstand von maximal 0,25 nm und ein Winkel von 60◦ verwendet. Die Anzahl der Wasser-
stoffbrückenbindungen fluktuiert während der Simulation zwischen vier und acht und beträgt
durchschnittlich sechs. Bei stringenteren Bedingungen zur Berechnung der Anzahl der Wasser-
stoffbrückenbindungen (r = 0,225 nm;α = 120◦) werden keine Wasserstoffbrückenbindungen
zwischen ATP und dem Protein gefunden. Wassermolekül vermittelte Wasserstoffbrückenbin-
dung werden bei dieser Berechnung nicht berücksichtigt.
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(a) (b)

Abbildung 27: a: Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Proteinmodell 021 und dem
komplexierten ATP während der MD-Simulation über einen Zeitraum von 50 ps (r ≤ 0.35nm, α ≤ 30◦).
b: Definition der geometrischen Parameter zur Berechnung von Wasserstoffbrückenbindungen.

Abbildung 28 gibt Abstände zwischen ausgewählten konservierten Aminosäuren und dem kom-
plexierten ATP im Verlauf der Simulation wieder. Auch hier bleiben die Abstände zwischen den
konservierten Aminosäuren und dem Nukleotid während der gesamten Simulation konstant. Der
Abstand zwischen dem konservierten Histidin 207 und dem Phosphoratom desγ-Phosphats des
ATP beträgt dabei ca. 7,5 Å. Asparaginsäure 175, im Q-Loop der ATP-Bindungsdomäne positio-
niert, besitzt durchschnittlich einen Abstand von 9±1 Å zum Phosphor derγ-Phosphatgruppe
des ATP. Der Abstand zwischen den Ebenen, die die aromatischen Ringe Tyrosin 23 und des
Adenin spannen, beträgt während der gesamten Simulation ca. 4 Å, was demVan der Waals
Abstand entspricht. Bei 30 ps erscheint ein Peak, der einen Abstand anzeigt, der über die Skala
hinnausgeht. Dieser Peak entsteht durch den Austritt beteiligter Gruppen aus der Elementarzelle.
Die Simulation wurde mit periodischen Grenzen dieser Zelle durchgeführt, die von der Analy-
sesoftware nicht interpretiert wurden. Der Austritt von Gruppen aus der Zelle auf einer Seite
führt zum Eintritt der Gruppe auf der gegenüberliegenden Seite, was zu geänderten Abständen
führt. In Abbildung 29 ist die Abweichung von der Ausgangstruktur im Verlauf der Simulation
für ATP sowie für das Proteinmodell graphisch dargestellt. Die Änderung der Struktur wurde als
Wurzel der mittleren Fehlerquadrate nach folgender Formel berechnet.

RMSD(N;x,y) =

√
∑N

i=1 wi | xi −yi |2

N∑N
i=1 wi

Mit N gegebenen Atompositionen der Strukturx, bzw.y und dem Gewichtungsfaktorwi , der zu
einer Differenzierung von Wasserstoffatomen und schwereren Atomen führt.
Während die Position der Atome des ATP während der Simulation im Mittel nur ca. 0,04 nm ab-
weicht, ändert sich die Struktur des Proteins innerhalb der ersten 40 ps bis auf 0,2 nm. Während
der letzen 10 ps der Simulation stagniert die Abweichung bei diesem Wert.
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Abbildung 28: Ausgewählte Abstände zwischen dem ATP-Molekül und konservierten Aminosäuren der
ATP- Bindungsdomäne im Modell 021.

Abbildung 29: Änderung der Struktur im Verlauf der Simulation über 50 ps (Root mean square displace-
ment, RMSD).
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5.2 Die Isolierung von ABCC1 und seine Rekonstitution in Proteoliposomen

Die Isolierung von ABCC1 erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe von Affinitätschromatographie
an monoklonalem Antikörper des Subtyps IgG1 ausMus musculusmit der Bezeichnung QCRL-
1. Der Antikörper aus Zellkulturüberstand einer QCRL-1 exprimierenden Hybridoma Zellinie
chromatographisch an Protein G aufgereinigt und isoliert. In Abbildung 30 ist das Elutionspro-

Abbildung 30: Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC)-Chromatogramm der Antikörperauf-
reinigung

fil der Affinitätschromatographie der Antikörperaufreinigung an Protein G wiedergegeben. Die
Kurve mit dem rechteckigen Verlauf gibt die Konzentration des Elutionspuffers wieder, die an-
dere Kurve gibt die Absorption des Eluats bei einer Wellenlänge von 280 nm in Einheiten von
mAU an. Die Säule wurde zunächst jeweils mit 50 ml sterilem Medium des Überstandes der Hy-
bridomakulturen beladen und anschließend mit 5 ml Bindungspuffer gespült, bis die Absorption
bei 280 nm auf das Niveau der Basislinie zurückgegangen ist. Bei 46 ml wurde die Elution des
Antikörpers mit Hilfe des Elutionspuffers eingeleitet. Der Peak bei 50 ml gibt die Elution des
Antikörpers in einem scharfen Peak und in großer Menge wieder.

Es konnten in mehreren chromatographischen Aufreinigungsansätzen aus 450 ml Hybrido-
mazellkultur Mediumüberstand 15 mg Antikörper isoliert werden (Literatur: c(IgI1)=38 µg/ml).
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Bradford und mit Hilfe der OD280.

Die gesammelten Fraktionen wurden mit Hilfe eines Dotblotes auf Antikörper getestet und die
Antikörper enthaltenden Fraktionen zusammengeführt. Abbildung 31 zeigt ein mit Coomassie-
brilliant-blue gefärbtes Gel einer 10 %igen SDS-PAGE einer Probe der vereinigten Fraktionen.
Die Spuren 1 und 2 wurden mit erworbenen Antikörper beladen und die dritte Spur mit isolier-
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Abbildung 31: Coomassiegefärbtes Gel einer 10 %igen SDS-PAGE.Spur 1undSpur 2:3 µl, bzw. 14 µl
gewerblichen Antikörpers.Spur 3:3 µl isolierten Antikörpers.

tem Antikörper vor der Zugabe von BSA. Während in den Spuren 1 und 2 viele Banden mit
geringem Molekulargewicht zu finden sind, erscheinen in der dritten Spur zwei deutliche Ban-
den bei ca. 55 kDa und bei ca. 25 kDa.

Der isolierte Antikörper wurde dahingehend überprüft, ob er für Westernblot und Immunfluo-
reszenzanwendungen geeignet ist. Zu diesem Zweck wurden seine Eigenschaften mit denen des
komerziell erhältlichen Antikörpers verglichen.
Abbildung 32 zeigt den Vergleich der Immunfluoreszenzeigenschaften des gewerblichen und

isolierten QCRL-1 in Hinblick auf eine Kontrollmessung (Abbildung 32(b)). Für die positiv
Kontrolle wurde die gleiche Menge Antikörper verwendet wie im Immunfluoreszenzexperiment
mit dem isolierten Antikörper. In Abbildung 32(a) und 32(c) sind sowohl Intensität als auch
das Muster der Immunomarkierung equivalent. Die Plasmamembran wird intensiver angefärbt
als das Zellinnere. In der Negativkontrolle (Abbildung 32(b)) sind die Zellen zwar schwach zu
erkennen, es ist jedoch keine Fluoreszenz detektierbar, die über die Hintergrund-Fluoreszenz
in der Positivkontrolle, sowie jener in der Immunfluoreszenzfärbung mit isolierten Antikörper,
hinausgeht.

Für die quantitative Isolierung von ABCC1 wurde in dieser Arbeit eine Zelline verwendet,
die einen erhöhten Expressionslevel von ABCC1 besitzt.21 Die Zelline wurde freundlicherwei-
se von S. P. Cole zur Verfügung gestellt. Um den erhöhten Expressionslevel der verwendeten
Zellinie zu gewährleisten, wurden die Zellen in regelmäßigen Abständen in Medium kultiviert,
das Doxorubicin enthielt. Mit Hilfe von RT-PCR konnte der erhöhte Expressionslevel verifiziert
werden. Die Ergebnisse der RT-PCR sind in Abbildung 33 dargestellt. Im linken Teil der Abbil-
dung 33 ist auf der Ordinate die Anzahl der PCR-Zyklen reziprok aufgetragen. Es wurden zwei
verschiedene Zellarten (PBCEC und H69AR) verwendet und jeweils die Zyklenzahl fürβ -Aktin
und ABCC 1 bestimmt, um eine gleiche Signalintensität zu erreichen. Durch die reziproke Auf-
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(a) Kommerzieller QCRL-1 (Po-
sitivkontrolle)

(b) Negativkontrolle (c) Verwendung von isoliertem
QCRL-1

Abbildung 32: Immunfluoreszenzexperiment zur Kontrolle der Aktivität des isolierten QCRL-1. Die Zel-
len wurden auf Poly-L-Lysin fixiert und permeabilisiert und anschließend entweder mita: kommerziell
erhältlichen QCRL-1,b: ohne Erstantikörper undc: mit isolierten QCRL-1 markiert. Nach Inkubation
mit einem fluoreszenzmarkierten Antikörper gegen Maus-Antigen wurde die Fluoreszenz detektiert. In-
kubationsdauer und experimentelle Details sind Kapitel 3.2 zu entnehmen.

tragung entspricht ein hoher Wert einem hohen RNA- und somit einem hohen Expressionslevel
des betreffenden Proteins.
Rechts in Abbildung 33 ist der Expressionslevel von ABCC 1 normiert auf den Expressionslevel
von β -Aktin aufgetragen. Der Expressionslevel von ABCC 1 in H69AR ist um den Faktor 1,4
größer als in PBCEC Zellen.
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Abbildung 33: Quantifizierung der Transkription von ABCC1 mit Hilfe vonRealtime-PCR. Vergleich
der Transkription von ABCC1 in H69AR Zellen und in PBCEC.
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5.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellulären Verteilung
von ABCC 1 in H69AR Zellen

Die Isolierung von ABCC 1 erfolgte aus der Plasmamembran von H69AR-Zellen. Die in Ab-
bildung 32 gezeigten Fluoreszenzaufnahmen lassen neben dem Auftreten von ABCC 1 in der
Plasmamembran auch die Möglichkeit einer Intrazellulären Verteilung offen. Aus diesem Grund
wurde die Verteilung von ABCC 1 auch mit mitteln der konfokalen Laser Scanning Mikrosko-
pie (CLSM) untersucht. Es wurde die intrazelluläre Verteilung von ABCC 1 in unpolarisierten
Zellen an immunologisch markierten H69AR Zellen untersucht. Insbesondere wurde neben der
bereits gut charakterisierten Lokalisierung von ABCC 1 in der Plasmamembran dieser Zellen
auch erforscht, ob eine subzelluläre Verteilung von ABCC 1 vorliegt.
Zu diesem Zweck wurde zunächst eine kombinierte Fluoreszenzfäbung mit unterschiedlichen
Fluorophoren verwendet. Zum einen wurde der Zellkern gefärbt und zum anderen ABCC 1
fluoreszenzmarkiert, um die Position des Zellkerns mit ABCC1 markierten Bereichen zu kor-
rellieren. ABCC 1 wurde mit QCRL-1 markiert. Der verwendete Zweitantikörper war TRITC
markiert und die Fluoreszenz wurde bei 570–605 nm detektiert. Die Fluoreszenz von PI wur-
de zwischen 610 nm und 640 nm gemessen. In Abbildung 34 ist das Ergebnis dieser Färbung

Abbildung 34: Konfokaler Schnitt durch eine H69AR Zelle.a: Immunfluoreszenzfärbung. Es wurde AB-
CC1 mit QCRL-1 markiert und die Fluoreszenz bei 570–605 nm detektiert.b: Überlagerung der detek-
tierten Fluoreszenzen vona undc. c Zellkern- (bzw. DNA-) Färbung mit Propioniodid. Die Fluoreszenz
wurde zwischen 610 nm und 640 nm detektiert.

dargestellt. Abbildung 34a zeigt die von TRITC emittierte Fluoreszenz. Es tritt eine deutliche
Fluoreszenz der Plasmamembran auf, die sich allerdings auch in Bereiche der Zelle fortsetzt die
innerhalb der Zelle liegen. Eine schwache Färbung liegt innerhalb des Zytoplasmas vor.
Abbildung 34c illustriert das Fluoreszenzsignal nach Anregung von PI in grüner Farbe. Neben
einer detektieren Fluoreszenz, die mit der detektierten Fluoreszenz in Abbildung 34a korreliert,
ist in diesem Fall auch der Kern der Zelle angefärbt worden.
Die Überlagerung der detektierten Fluoreszenzen der Anregung von PI und derjenigen von
TRITC ist in Abbildung 34b abgebildet. Eine gelbe Färbung zeigt die Überlagerung von de-
tektierten Fluoreszenzsignalen an. Die Detektion des PI Signals, das grün dargestellt wurde,
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überlagert demnach im Bereich des Zellkerns nicht mit dem Fluoreszenzsignal des Farbstoffes
TRITC. Der äußerste Bereich der Zelle, der dem Ort der Plasmamembran entspricht, ist in der
Abbildung rot gefärbt.

Neben einer kombinierten Fluoreszenzmarkierung, wie sie im vorausgegangem Abschnitt ge-
zeigt wurde, wurde die Markierung von ABCC 1 auch als einfache Immunfluoreszenzfärbung
durchgeführt. Diese Messung hat den Vorteil, daß es zu keiner Signalinterferrenz zwischen den
verwendeten Fluorophoren kommen kann . Abbildung 35 zeigt das Ergebnis der der Immunfluo-
reszenzanalyse mit Hilfe des CLSM. ABCC 1 wurde zunächst mit QCRL-1 markiert; die Detekti-
on des Immunkomplexes erfolgte mit einem TRITC gekoppelten Zweitantikörper. Abbildung 35

(a) (b)

Abbildung 35: Immunfluoreszenzaufnahmen von fluoreszenzmarkierten Zellen. ABCC 1 wurde mit
QCRL-1 markiert und das Fluoreszenzsignal des FITC-markierten Zweitantikörpers in einer konfokalen
Ebene detektiert.a: Übersichtsaufnahme,b: Detailaufnahme einer einzelnen Zelle.

zeigt einen konfokalen Schnitt durch eine H69AR Zelle. In Abbildung 35(a) ist eine Übersicht
über eine größere Anzahl von Zellen zu sehen. Die Zellen liegen nur selten isoliert vor, sondern
bilden vielmehr Zellagglomerate. Die Plasmamembran der abgebildeten Zellen ist deutlich mar-
kiert und besitzt demzufolge einen hohen ABCC 1-Anteil. Weiterhin tritt neben der Färbung der
Plasmamembran auch eine schwächere Färbung intrazellulärer Bereiche auf.
Abbildung 35(b) zeigt einen konfokalen Schnitt durch eine isoliert vorliegende Zelle. Es ist
deutlich die intensive Färbung der Plasmamembran zu erkennen. Ebenso deutlich ist auch die
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Färbung intrazellulärer Bereiche ersichtlich. Neben Bereichen nahe der Plasmamembran ist das
gesamte Zytoplasma schwach markiert worden. Innerhalb des Zytoplasmas liegt ein kreisförmi-
ger ungefärbter Bereich vor. In Abbildung 35(a) sind weitere Zellen mit einem Pfeil markiert,
bei denen ebenfalls ein solcher ungefärbter kreisförmiger Bereich vorliegt. Bei höherer Auflö-
sung ist dieses Phänomen auch bei anderen Zellen zu erkennen.

Abbildung 36: Konfokaler Schnitt durch eine immunfluoreszenz-gefärbte Zelle. Die Färbung erfolgte
gegen ABCC1. Entlang der Bildkanten sind mit den weißen Buchstabenx, yundz die Achsen des karte-
sischen Koordinatensystems benannt. In blau sind mitx/zundy/zdie Schnitte entlang des Fadenkreuzes
gekennzeichnet. Die Balkenlänge oben links im Bild entspricht 2 µm.

In Abbildung 36 ist die Darstellung einer weiteren fluoreszensmarkierten Zelle dieser Prä-
paration zu sehen. Die Zelle wurde schichtweise mit Hilfe des CLSM kartiert und daraus die
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dreidimensionale Verteilung des Fluoreszenzsignals berechnet. Das Bild zeigt zum einen einen
konfokalen Schnitt parallel zu x/y-Ebene und zum anderen zwei Längsschnitte entlang der x/z
bzw. der y/z-Achse eines kartesischen Koordinatensystems durch die Zelle. Wie in den Schnitten
durch die x/z-Achse, bzw. durch die y/z-Achse zu sehen ist, ist die Zelle nicht kugelrund, sondern
abgeflacht. Neben der deutlichen Färbung der Plasmamembran, ist eine geringere Färbung im
Zytoplasma zu erkennen. Innerhalb des Zytoplasma wiederum ist ein Bereich ungefärbt, der et-
wa die Größe eines Zellkerns besitzt (Fadenkreuz). Entlang dieser ungefärbten Region erscheint
kein Bereich erhöhter Fluoreszenz, der eine erhöhte Präsenz von ABCC1 in der Kernmembran
anzeigen würde.

5.3.1 Die Verteilung von Doxorubicin in Multidrug Resistenten Zellen

Das Vorkommen intrazellulären ABCC 1 wirft die Frage nach einer möglichen Funktion diese
Proteins innerhalb der Zelle im Gegensatz zu einer ausschließlichen Exportfunktion innerhalb
der Plasmamembran auf. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob und wie Doxorubicin, eine
Substrat von ABCC 1 mit intrinsischer Fluoreszenz, innerhalb der Zelle verteilt ist.
Neben der Analyse der intrazellulären Verteilung von ABCC 1 in permeabilisierten und fixier-
ten Zellen wurde deshalb die Verteilung von Doxorubicin innerhalb der Zellein vitro untersucht.
Hiermit wurde die Hypothese überprüft, ob ABCC1 in H69AR neben seiner Exportfunktion in
der Plasmamembran auch für eine intrazelluläre Umverteilung seiner Substrate verantwortlich
ist.
Abbildung 37(b) zeigt die Fluoreszenzaufnahme von auf Poly-L-Lysin immobilisierten Zellen,
die eine halbe Stunde mit Doxorubicin inkubiert wurden. Die Zellen wurden in einem Medium
aufgezogen, daß kein Phenolrot als pH-Indikator enthielt, da die Eigenfluoreszenz von Phenol-
rot das Ergebnis verfälschen könnte. Direkt vor dem Experiment wurden die Zellen einmal mit
diesem Medium gewaschen. Für die Untersuchung wurden Zellen verwendet, die zuvor in Do-
xorubicin selektiert wurden. Da eine Fluoreszenzmarkierung intrazellulären ABCC 1 mit Anti-
körpern ohne Permeabilisierung nicht möglich ist, wurde statt dessen eine Membranfärbung mit
dem membranlöslichen Fluroreszenzfarbstoff DiI durchgeführt, um Membranen zu markieren
und somit die Zellen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.
Abbildung 37(a)a zeigt die detektierte Fluoreszenz nach Anregung von Doxorubicin, Abbildung
37(a)b zeigt die gefärbte Membran und Abbildung 37(a)c zeigt das überlagerte Signal. In Abbil-
dung 37(b) ist der Intensitätsverlauf der Fluoreszenz entlang der in Abbildung 37(a)a sowie die
Intensität der in Abbildung 37(a)b markierten Linie dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den
Intensitätsverlauf der Intensität von Doxorubicin und die durchgezogene Linie den Verlauf der
Intensität der Fluoreszenz von DiI. Der Verlauf der Fluoreszenzstärke entlang der indizierten Li-
nie korreliert zwar, ist jedoch keineswegs identisch mit dem Kurvenverlauf in Abbildung 37(b).
Generell steigt die Fluoreszenzintensität in Bereichen, in denen eine Zelle vorliegt sowohl bei
dem Fluoreszenzsignal von Doxorubicin als auch bei dem Fluoreszenzsignal des DiI. Die Spit-
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(a) Fluoreszenzaufnahmen von DiI gefärbten H69AR Zellen nach Inkubation mit Doxorubicin.aDe-
tektion der Fluoreszenz von Doxorubicin.b Detektion der Fluoreszenz von DiI.c Überlagerung der
Fluoreszenzen von DiI und Doxorubicin.

(b) Intensitätsverlauf der Fluoreszenz entlang der in der linken Abbildung markierten
Linie. Die gestrichelte Linie gibt den Intesitätsverlauf der Fluoreszenz ges Doxorubicin
wieder, die durchgezogene diejenige von DiI.

Abbildung 37: Doppelfluoreszenzstudie von nicht fixierten Zellen. Die Aufnahmen fanden nach halb-
stündiger Inkubation mit Doxorubicin- und DiI-haltigem Medium ohne Phenolrot statt.
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zen der Kurven liegen jedoch an unterschiedlichen Positionen der Ordinate.

Abbildung 38: Fluoreszenzaufnah-
me einer Zelle, die mit Curcumin und
Doxorubicin inkubiert wurde.

Es wurde überprüft, ob die Inhibierung von ABCC 1 das in-
trazelluläre Verteilungsmuster von Doxorubicin verändert.
Abbildung 38 zeigt eine Zelle, die vor Inkubation mit Do-
xorubicin, mit Curcumin, einem Inhibitor von ABCC 1 be-
handelt wurde. Es wurde die Fluoreszenz von Doxorubicin
detektiert. Obwohl die gesamte Zelle ist gefärbt ist, ist inner-
halb der Zelle eine intensivere Färbung zu erkennen. Dieses
Phänomen ist jedoch nicht bei allen beobachteten Zellen zu
erkennen und ein hoher Hintergrund, der bei Messungen
dieser Art auftrat, erlaubte keine statistische Analyse. Bei
diesem Versuch erwies sich eine Vielzahl von Zellen als
nicht vital. Nach Inkubation mit Doxorubicin wurden die
Zellen einmal mit Medium gewaschen. Die Aufnahmen er-

folgten ca. 15 min nach Inkubation mit Doxorubicin.

5.4 Die Isolierung von ABCC 1

Für die Isolierung von ABCC 1 wurde zunächst die Plasmamembran isoliert, da innerhalb der
Plasmamembran der Hautpanteil an ABCC 1 zu finden ist, wie die fluoreszenzstudien gezeigt
haben. Die Isolierung der Plasmamembran erfolgte nach mechanischem Aufschluß der Zellen
mit Hilfe eines Sucrose-Dichtegradienten durch Ultrazentrifugation.
In Abbildung 39(a) zu sehen ist eine PROTOGOLD gefärbte Membran, nach Transfer der mit
Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine einer isolierten Plasmamembranfraktion. In Ab-
bildung 39(b) ist die Immunfluoreszenzfärbung dieser Membran abgebildet. In Spur 2 der We-
sternblotanalyse ist eine einzelne Bande unterhalb von 170 kDa zu erkennen. In Spur 2 ist ne-
ben einer starken Bande unterhalb von 170 kDa, zusätzlich eine schwache Bande oberhalb von
220 kDa und eine Bande zwischen 76 und 116 kDa entwickelt. Keines dieser Signal bildet eine
diskrete Bande, sondern ist vielmehr unscharf, so wie es für hydrophobe Proteine zu erwarten ist.
Die Ausbeute an Plasmamembran beträgt bei dieser Vorgehensweise aus einem Gramm Zellen
150 µg Plasmamembran mit einer Proteinkonzentration von 3,7 mgml-1. Die Konzentrationsbe-
stimmung erfolgte mit einem Bradfordtest.

ABCC 1 wurde mit verschiedenen Methoden aus der Plasmamembran von H69AR Zellen iso-
liert. In Abbildung 40(a) ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der Isolierung von ABCC 1
mit Hilfe von DYNABEADS gezeigt. Für die Isolierung wurde die indirekte Methode (erste Spur
in Abbildung 40(a)) sowie die direkte Methode (Spuren 2 und 3 in Abbildung 40(a)) herange-
zogen. Während bei der direkten Methode ABCC 1 von den DYNABEADS für den Nachweis
im Westernblot durch aufkochen in reduzierendem Probenpuffer eluiert wurde, wurde bei der
indirekten Methode das Protein durch aufkochen mit nicht reduzierendem Probenpuffer eluiert.
In Spur 4 wurde das Ergebnis der direkten Methode nach Strippen der Membran durch Entwick-
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(a) (b)

Abbildung 39: Westernblotanalyse der isolierten Plasmamfraktion auf ABCC1.a: Protogoldfärbung der
geblotteten Membran.b: Die Membran wurde mit QCRL-1 in einer Verdünnung 1:1500 für eine Stunde
inkubiert. Es wurden 5 µl isolierte Plasmamembran in Spur 1, bzw. 1 µl isolierte Plasmamembran in Spur
2 aufgetragen. Neben den Abbildungen ist jeweils die Position des Proteinstandards mit dem entsprechen-
dem Molekulargewicht markiert.

lung mit einem alternativen Antikörper (MRPm6) verifiziert.
In der ersten Spur ist ein starkes Signal zwischen 100 kDa und 170 kDa zu erkennen. Aufgrund
der stärke des Signals ist keine eindeutige Zuordnung des Signals zu einem Molekulargewicht
möglich. Der Mittelpunkt diese Signals befindet sich bei ca. 150 kDa. In den Spuren 2–4 ist
jeweils eine Bande unterhalb von 170 kDa und, verglichen mit dieser Bande, eine etwas schwä-
cher Bande oberhalb von 220 kDa zu erkennen.

In Abbildung 40(b) ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der Proteinisolierung mit Hil-
fe einer Affinitätschromatographie wiedergegeben. Es wurde QCRL-1 kovalent an Protein G
gekoppelt. Das gewaschene Kopplungsprodukt wurde mit solubilisierter Plasmamembran inku-
biert. Eine gewaschene Probe nach Inkubation mit solubilisierter Plasmamembran wurde in der
ersten Spur in Abbildung 40(b) aufgetragen. ABCC 1 wurde durch Inkubation mit einem Hepta-
peptid eluiert. ABCC 1 wurde durch Filtration durch eine Membran mit einer Ausschlußgröße
von 30 kDa vom Heptapeptid getrennt und eine Probe des aufkonzentrierten Proteins in Spur 2
in Abbildung 40(b) aufgetragen.
Sowohl in Spur 1 als auch in Spur 2 sind unterhalb von 175 kDa jeweils eine Bande zu erkennen.
Ebenfalls in beiden Bahnen sind schwächere Banden im Bereich oberhalb 300 kDa und bei ca.
70 kDa zu erkennen. Darüber hinaus, sind in Spur 1 verschiedene Banden im niedermolekularen
Bereich zu erkennen, von denen eine ein sehr starkes Signal besitzt.
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(a) (b)

Abbildung 40: (a): Westernblotanalyse der Aufreinigung von ABCC 1 mit DYNABEADS. Spur 1: indi-
rekte Methode,Spur 2:direkte Methode (kurz belichtet),Spur 3:direkte Methode (länger belichtet),Spur
4: Entwicklung erfolgte mit Erstantikörper MRPm6.(b): Westernblotanalyse der Proteinaufreinigung mit
einer Protein G Affinitätschromatographie imBatch-Verfahren.Spur 1:QCRL-1 an Protein G gekoppelt
nach Inkubation mit solubilisierter Plasmamembran isoliert aus H69AR.Spur 2:Eluat der Affinitätschro-
matographie.

Abbildung 41: SDS-PAGE einer Probe aufgereinigten ABCC 1 nach einer alkalischen Silberfärbung des
Gels. Es wurden 0,6 µg Protein aufgetragen.
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Abbildung 41 zeigt das Ergebnis einer SDS-PAGE mit anschließender alkalischer Silberfär-
bung einer aufkonzentrierten Probe des isolierten ABCC 1. Kurz unterhalb von 170 kDa sind
zwei Banden zu erkennen. Darüber hinaus sind keine weiteren Banden sichtbar, die eine Verun-
reinigung mit anderen Proteinen anzeigen würden.

Es konnte in mehreren Isolierungen insgesamt 1,3 mg QCRL-1 in reiner Form isoliert werden.
Aus einem Gramm Zellen konnten dabei 90 µg ABCC 1 isoliert werden.

5.5 Funktionelle Rekonstitution von ABCC 1 in Liposomen

Das isolierte und aufgereinigte Protein wurde mit Hilfe einer Detergenzverdünnung durch Gel-
filtration in Vesikel, rekonstituiert. Dazu wurde isoliertes ABCC 1 mit solubilisiertem Lipid (Bo-
vine Brain Lipid Extract, FraktionV) inkubiert und das Detergenz anschließend durch Gelfil-
tration entfernt. Die trüben Fraktionen des Durchlaufs wurden fraktioniert gesammelt und mit
Hilfe einer Dotblot-Analyse auf ABCC 1 getestet. In Abbildung 42 ist das Ergebnis der Analyse
gezeigt. Mit Kreisen markiert sind die Orte der Auftragung der unterschiedlichen Eluatfraktio-
nen auf die Membran. Die Entwicklung des Dotblots erfolgte mit dem Antikörper QCRL-1. Die
Fraktionen zwei bis fünf enthalten ABCC 1, wie die Schwärzung des Photofilms anzeigt. Diese
Fraktionen sind die getrübten Fraktionen des Eluats.

Abbildung 42: Dotblot-Analyse der Rekonstitution des aufgereinigten ABCC1 in Vesikel. Das Eluat
der Gelfiltration wurde fraktioniert gesammelt und jeweils ein Volumen von 20 µl auf eine Membran
appliziert. Die Kreise zeigen den Ort der Auftragung der Probe auf die Membran an. Die Schwärzung des
Photofilms, die ABCC 1 anzeigt, korreliert mit den vesikelhaltigen Fraktionen des Eluats.
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5.5.1 ATP-abhängige Aufnahme von LTC 4

Die Isolierung von Membranproteinen ist ein schwieriges Unterfangen, da das Protein bei der
Isolierung im allgemeinen aus seiner Membranmatrix gelöst werden muß. Dabei besteht die Ge-
fahr, daß das Protein an Aktivität verliert oder seine Funktionalität einbüßt. Aus diesem Grund
wurde die Aktivität des Proteins bezüglich seiner Transportleisung nach Rekonstitution in Vesi-
kel überprüft.
Zu diesem Zweck wurden Proteoliposomen mit [3H]LTC4 inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wur-
de jeweils ein Aliquot Vesikel entnommen. Die Vesikel wurden von freiem [3H]LTC4 mit Hilfe
einer durch Zentrifugation beschleunigten Gelfiltration getrennt und die die Radioaktivität der
sogewaschenenVesikel durch einen Scintillationstest bestimmt. Die gemessene Radioaktivität
wurde in eine Stoffmenge umgerechnet und die transportierte Stoffmenge [3H]LTC4 normiert
auf ABCC 1-Gehalt gegen die Zeit aufgetragen. Zur Kontrolle wurde das gleiche Experiment an
Stelle von ATP mit AMP durchgeführt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbildung 43 zu
sehen. Die Unsicherheit des Meßwertes wurde aus drei unabhängigen Experimenten bestimmmt.
Sowohl die Aufnahme von [3H]LTC4 in Anwesenheit von ATP als auch die Aufnahme des ra-

Abbildung 43: Zeitabhängige Aufnahme von HLTC4 in Gegenwart von ATP, bzw. AMP in Proteoliposo-
men. Die ABCC1 enthaltenden Liposomen wurden mit 50 nM [3H]LTC4 , 10 mM MgCl2, Nukleotid (ATP,
bzw. AMP), 10 mM Kreatinphosphat und 100 g/ml-1 Kreatinkinase bei 37◦C inkubiert. Zu verschiedenen
Zeiten wurde jeweils eine Probe von 20 µl entnommen, in eiskaltem Transportpuffer verdünnt und sofort
auf Spincolumns zur Gelfiltration überführt. Die Radioaktivität des Durchlaufs wurde bestimmt und die
Stoffmenge transportieren Substrats berechnet.
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dioaktiv Markierten Substrats in Anwesenheit von AMP in die Proteoliposomen nimmt über
die Zeit zu. Allerdings nimmt der Gehalt an Radioaktivität in der ATP-haltigen Probe stärker
zu. Über einen Zeitraum von 10 min scheint die Aufnahme von [3H]LTC4 noch nicht in einen
Sättigungszustand übergegangen zu sein.

Um die ATP-abhängigkeit der Transportes des isolierten ABCC 1 zu zeigen, wurde zudem die
Tranportleistung von rekonstituiertem ABCC 1 in Abhängigkeit der ATP-Konzentration unter-
sucht. Dazu wurden die ABCC 1-haltigen Proteoliposomen bei unterschiedlichem ATP-Gehalt
für jeweils 10 min inkubiert und wie bereits beschrieben von freiem [3H]LTC4 getrennt, die
Radioaktivität bestimmt und in eine Stoffmenge umgerechnet. Die Stoffmenge des in die Pro-
teoliposomen transportierten [3H]LTC4 wurde normiert auf ABCC 1 gegen die eingesetzte Kon-
zentration von ATP aufgetragen. Dabei wurde die Differenz der Aufnahme mit ATP und der
Aufnahme mit AMP zugrunde gelegt.
Bei kleinen ATP-Konzentrationen ist die innerhalb von 10 min aufgenommene Menge an radio-
aktivem Substrat geringer, als bei größeren ATP-Konzentrationen. Im Bereich einer Konzentra-
tion von 4 mM ATP ist die Aufnahme von [3H]LTC4 am schnellsten. In der doppelt-reziproken
Auftragung wird dieser Trend deutlich wiedergegeben. Neben einer Auftragung des in 10 min
transportierten [3H]LTC4 gegen die ATP-Konzentration wurde auch eine doppelt reziproke Auf-
tragung nach Lineweaver-Burk gewählt. In dieser Darstellungsweise liegt der Schnittpunkt der
Regressionsgraden mit der Ordinate bei 72·10−3 mgmin/pmol. Das entspricht einem Wert von
Vmax von 13 pmol/min/mg ABCC 1. Der Wert fürKm beträgt 0,22M.In Abbildung 44 ist das
Ergebnis der Untersuchung der ATP-abhängigkeit zu finden.
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Abbildung 44: ATP-Abhägigkeit der HLTC4 Aufnahme durch ABCC 1 Proteoliposomen: Die Aufnah-
me von HLTC4 wurde als Funktion der ATP Konzentration ermittelt. Die HLTC4 -Aufnahme wurde in
Gegenwart von 25 µM ATP bis 4 mM ATP, 10 mM MgCl2, 50 nM HLTC4 und dem ATP regenerierendem
Kreationphosphat/Kreatinkinase System über einen Zeitraum von 10 min inkubiert.
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6 Diskussion

6.1 Die Modellierung der C-terminalen ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1

Homology Modellingspielt bei der Untersuchung vonMultidrug-Transportern eine wichtige Rol-
le, denn trotz einer Vielzahl an biochemischen und strukturellen Daten aus der Strukturauflösung
verschiedener Mitglieder der ABC-Familie liegen die molekularen Details des Transportmecha-
nismuses weitgehend im Dunkeln. Homologiebasierte Strukturerstellung von Proteinen hat in
der Vergangenheit und wird auch in Zukunft wertvolle Ansatzpunkte für Experimente liefern
und Vorschläge für mögliche Transportmechanismen bringen.115

Erst kürzlich wurden die Transmembrandomänen von ABCC 1 modelliert und Vorhersagen über
Aminosäuren, die für den Substrat-Transport wichtig sind, konnten experimentell bestätigt wer-
den.94,95 Diese Beispiel zeigt, daß die Kombination aus biochemischen Experimenten undin
silicio Analysen ein mächtiges Werkzeug ist, daß bei der Auflösung des Transportvorganges
vonMultidrug-Transportern helfen kann.

Während die Transmembrandomänen der Überfamilie der ABC-Transporter große Unterschie-
de in ihrer Sequenz aufweisen, offenbaren ihre ATP-Bindungsdomänen einen hohen Grad an
sequenzieller und struktureller Konservierung. Die ATP-Bindungsdomänen enthalten viele kon-
servierte Sequenzmotive,116,117wie die Walker A und B Motive, die ABC-Signatursequenz und
zwei kürzere Sequenzen, die ein konserviertes Glutamin (Gln-Loop) und Histidin (His-Loop)
enthalten.
Im Gegensatz zu den Transmembrandomänen sind die ATP-Bindungsdomänen zum einen stär-
ker konserviert und zum anderen im zytosolischen Bereich lokalisiert und nicht in die Membran
eingebettet. Beides sind gute Voraussetzungen, um diese Domänen zu modellieren. ABCC 1 ist
ein Transporter, der sich trotz vieler Gemeinsamkeiten doch in vielerlei Hinsicht von ABCB 1 (P-
gp) unterscheidet. Beide Transporter besitzen ein unterschiedliches, wenn auch überlappendes
Spektrum transportierter Substanzen. Im Gegensatz zu ABCB 1 ist der Transport vieler Substra-
te durch ABCC 1 abhängig von GSH.

Während für die ATP-Bindungsdomänen von ABCB 1 von einer äquivalenz ausgegangen
wird, gibt es Hinweise darauf, daß dies für die ABC-Bindungsdomänen von ABCC 1 nicht zu-
trifft. 118–120ABCB 1 besitzt zwei ATP-Bindungsdomänen, die funktionell äquivalent sind. ATP-
Hydrolyse findet abwechselnd in beiden Domänen statt.121,122

Auch beide ATP-Bindungsdomänen von ABCC 1 sind in der Lage ATP zu binden.123–125Den-
noch agieren beide Bindungsdomänen in unterschiedlicher Weise. Die Bindung allein von ATP
an dieN-terminale ATP-Bindungsdomäne (NBD1) von ABCC 1 führt bei 37◦C zu einer Konfor-
mationsänderung des Proteins. Für diese Konformationsänderung ist dasγ-Phosphat des ATPs
von entscheidender Bedeutung. Die Bindung von ATP an die NBD1 führt dazu, daß verstärkt
ADP in derC-terminalen ATP-Bindungsdomäne abgefangen und nachgewiesen werden kann.
Bindung von ADP an die NBD1 verstärkt wiederum die Bindung von ATP an dieN-terminale
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ATP-Bindungsdomäne.119,126

Es ist derzeit nicht bekannt, was mit dem an derN-terminalen ATP-Bindungsdomäne gebun-
denen ATP nach Hydrolyse von ATP an derC-terminalen Bindungsdomäne geschieht. Es ist
jedoch wahrscheinlich, daß die Entlassung von ATP aus der Bindungsdomäne, entweder nach
Hydrolyse oder oder in Form von ATP, die Ausgangskonformation wieder herstellt.126

In dieser Arbeit wurde der Effekt von ATP auf die Struktur derC-terminalen ATP-Bindungs-
domäne untersucht. Um den Effekt der Bindung von ATP an diese Domäne zu untersuchen,
wurde ein Komplex mit ATP sowie ein Modell ohne ATP erstellt. Es wurde der Komplex mit
ATP und nicht der Komplex mit ADP gewählt, um die Bindung von ATP an diese Domäne zu
simulieren und nicht den Effekt der ATP-Hydrolyse auf Konformationsänderungen. Der kataly-
tische Zyklus, der zudem nicht mit moleküldynamischen Berechnungen zu erfassen ist, besteht
aus der Bindung von ATP, seiner Hydrolyse und der Freisetzung von anorganischem Phosphat
mit anschließender Dissoziation von ADP vom Komplex. Biochemische Daten sprechen dafür,
daß die Hydrolyse von ATP und die Freisetzung von Phosphat relativ schnelle Prozesse in die-
sem Zyklus sind.127 Aus diesem Grund sind entweder die Bindung des Nukleotids oder die
ADP-Dissoziation der Geschwindigkeits-bestimmende Schritt des Zyklus.

6.1.1 Die Modellierung der C-terminalen ATP-Bindungsdomäne.

Verschiedene Faktoren sind bei der Auswahl der Templates in Betracht gezogen worden. Zu-
nächst steigt die Qualität mit der Sequenzübereinstimmung mit der Zielsequenz und sinkt mit
der Anzahl und Länge der Lücken der Sequenzüberlagerung. Die einfachste Auswahlregel ist die
Wahl einer Templatesequenz, die die beste Übereinstimmung mit der der Zielsequenz besitzt. Da
die Proteinfamilie, der sowohl Ziel als auch Templateprotein angehört, oft in Sub-Familien auf-
geteilt werden kann, ist die Konstruktion vonMultiple Alignmentsund einem phylogenetischen
Stammbaum oft hilfreich, um die Sequenz zu finden, die mit der Zielsequenz am engsten ver-
wandt ist.128

Von den erhaltenen homologen Proteinen wurden die Sequenzen ausgewählt, die eine bekann-
te dreidimensionale Struktur und eine hohe Wahrscheinlichkeit besitzen, der gleichen Protein-
familie anzugehören. Bewertet wurde diese Wahrscheinlichkeit auf Basis des E-Wertes. Der
E-Wert (Erwartungswert) spiegelt den Grad der Übereinstimmung des Zielproteins mit dem
Protein von Interesse auf Grundlaged der Sequenzübereinstimmung wieder. Dabei wird eine
Übereinstimmung identischer Aminosäuren höher bewertet die Übereinstimmung mit ähnlichen
Aminosäuren. Der E-Wert hängt somit von der Gesamtlänge der übereinstimmenden Sequenz
ab. Die Größe des E-Wertes korelliert reciprok mit der Ähnlichkeit der Sequenzen. Proteine
mit gemeinsamen evolutionären Stammbaum besitzen Werte kleiner als 0,02.99 Bei Werten klei-
ner als 10−30 kann auf eine strukturellen Verwandtheit geschlossen werden.129 Eine bekanntere
Vergleichsmethode für zwei Sequenzen ist die prozentuale Sequenzübereinstimmung. Diese Se-
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quenzübereinstimmung beträgt bei den verwendeten Template-Strukturen mehr als 30 %.

Weiterhin muß die Ähnlichkeit derUmgebungder zu vergleichenden Protein in Betracht ge-
zogen werden. Der BegriffUmgebungzielt dabei auf Wechselwirkungen, die nicht das Protein
allein betreffen, wie z. B. pH-Wert, Liganden, Lösungsmittel usw. ab.
Zur Modellierung des Proteins wurde zudem berücksichtigt, ob das Protein im Komplex mit
oder ohne Nukleotid vorliegt. Zur Modellierung eines ATP-haltigen Komplexes wurde folglich
eine Struktur verwendet, die ATP enthält. Zur Modellierung einerfreienATP-Bindungsdomäne
wurden nur Vorlagen verwendet, die frei von Nukleotiden kristallisiert wurden.
Aus den genannten Gründen wurde als Grundlage zur Modellierung desfreienProteins die ATP-
Bindungsdomäne des Haemolysin B ausE. coliverwendet und für die Modellierung des Protein-
ATP-Komplexes wurden die Strukturen der Proteine LmrA und MsbA verwendet48,130–132. Alle
drei Strukturen gehören der ABC-Transporter-Überfamilie an und sind damit homologe Protei-
ne zu ABCC 1.
Es ist bekannt, daß für die Hydrolyse von ATP ein divalentes Ion, meist Magnesium(II ), benötigt
wird. Da hier der Effekt der Bindung von ATP an die Teilstruktur von ABCC 1 untersucht wird
und die Hydrolyse von ATP prinzipiell nicht von den hier verwendeten Methoden zu erfassen
ist, wurden alle Modelle ohne Magnesium(II ) erstellt. Die Möglichkeit, daß Magnesium(II ) eine
Rolle bei Konformationsänderungen des Proteins spielen könnte, wird dabei jedoch nicht außer
acht gelassen.

Die Qualität der experimentell bestimmten Templatestruktur ist ein weiterer wichtiger Faktor
bei der Templateauswahl. Die Auflösung, der kristallographische R-Faktor und die Anzahl der
Einschränkungen pro Aminosäure bei NMR-Strukturen sind hier ein Maß für die Qualität des
Templates.
Von den homologen Proteinen wurden die Strukturen ausgewählt, deren Struktur mit einer Auf-
lösung besser als 3,8 Å gelöst werden konnten.

Die Sequenzen der Zielstrukturen wurden untereinander und mit der Sequenz derC-terminalen
ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1 verglichen und die Sequenzen aufeinander abgestimmt (Se-
quence Alignment). Für die Erstellung eines Modells im Komplex mit ATP wurden die Sequen-
zen der ATP-Bindungsdomäne des Proteins Haemolysin B ausE. coli und die ATP-Bindungsdo-
mäne von MsbA ausVibrio choleramit derC-terminalen ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1
verglichen und abgestimmt. Für ein Modell derC-terminalen ATP-Bindungsdomäne im Kom-
plex mit ATP wurde die Sequenz mit der Sequenz der Proteins LmrA verglichen und aufeinander
abgestimmt.
Alle Sequenzen weisen die für ABC-Transporter typischen Signatursequenzen auf.133 Der Se-
quenzabgleich liefert in allen Fällen eine Überlagerung dieser typischen Sequenzen über al-
le verglichenen Primärstrukturen hinaus. Merkmale der ATP-Bindungsdomäne, die für die ka-
talytische Funktion von Bedeutung sind, stimmen somit in ihrer Position überein. Weiterhin
sind weite Bereiche der Sequenz identisch oder semikonserviert, d. h. konserviert bezüglich der
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Aminosäure-Eigenschaften wie Acidität/Basizität, dem aromatischen Charakter und/oder ihre
Größe. Zwischen den Signatursequenzen befinden sich ausschließlich kurze Bereiche, in denen
keine (Semi-)Konservierung der Sequenzen vorliegt.
Die gute Entsprechung der Sequenzen und die Tatsache, daß keine größeren Sequenzlücken bei
der Abstimmung vorliegen, spricht dafür, daß die Templates korrekt aufeinander abgestimmt
wurden und als Grundlage für die Modell-Erstellung geeignet sind.96 Dies ist eine bemerkens-
werte Tatsache, da die Qualität der Sequenz-Abstimmung sich direkt auf die Qualität des Mo-
dells auswirkt (siehe unten).128

Eine schwierige Aufgabe ist die Beurteilung der Qualität eines Modells. Ein Modell wird als
falsch angesehen, wenn Teile seiner Struktur bezogen auf den Rest des Makromoleküls falsch
platziert sind. Dies träfe bei einem Modell zu, in welchem zweiα-Helices die falsche Orien-
tierung zueinander besitzen. Ein solches Modell muß jedoch nicht zwangsläufig auch stereo-
chemische Kriterien verletzen.128 Eine Möglichkeit, diesen Fehler zu quantifizieren, würde die
Analyse der Koordinaten des Proteins auf Basis einer Fehlerabweichung bieten. Ein akkurates
Modell darf nicht mehr als 0,5 Å von der Struktur einer Kontrollstruktur abweichen92. Da eine
solche Kontrollstruktur jedoch nicht vorhanden ist, ist eine solche Kontrollmöglichkeit für die
Struktur meist nicht gegeben. Zum anderen sind flexible Gruppen in für die Aktivität eines Pro-
teins nicht relevanten Bereichen oft der Grund für einen erheblichen Fehler. Aus diesem Grund
kann die Fehlerabweichung nicht ausschließlich als Maß für die Genauigkeit eines Modells ver-
wendet werden.
Ein weitere Quelle für Ungenauigkeiten des Modells sind Abweichungen von idealen stereoche-
mischen Werten für Bindungslängen und Winkel. Allerdings liefert auch solch ein Modell, daß
die experimentell bestimmten Bindungslängen und Winkeln erfüllt, nicht zwangsläufig ein kor-
rektes Modell. Eine Aminosäurekette, die keine Sekundärstruktur besitzt, kann durchaus stim-
mige Bindungswinkel und Längen besitzen und dennoch keine biologisch relevante Funktion
besitzen. Nur ein Modell, daß biologisch relevant einzustufen ist, kann als korrekt angesehen
werden.
Die Genauigkeit eines Modells wird insbesondere durch die Qualität desSequence Alignment
beeinflusst. Ist die Übereinstimmung in einigen Regionen falsch, wird auch das die Anordnung
dieser Aminosäuren in diesem Bereich falsch sein. Aus diesem Grund ist die Genauigkeit eines
Modells auch direkt beeinflußt durch die Übereinstimmung der homologen Sequenzen.
Darüber hinaus ist die Qualität der Templatestruktur von entscheidender Bedeutung. Ein Modell,
daß durch auf Vergleich basierenden Methoden entstand, kann nicht genauer sein, als die Diffe-
renz zwischen einer mit NRM und einer kristallographischen Methoden gelösten Struktur des
gleichen Proteins. Dieser Unterschied liegt im Bereich von 1–1,5 Å.134

Nahezu jedes Protein besitzt nicht konservierte Loops. Diese Loops sind die am wenigsten ver-
läßlichen Bereiche bei der Modellierung. Tatsächlich weichen diese Strukturen auch bei experi-
mentell bestimmten Strukturen voneinander ab. In vielen Fällen sind diese Loops jedoch auch
sehr flexible Bereiche, wie aus dem kristallographischen Temperaturfaktor oder multiplen Lö-
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sungen in NMR-Experimenten zu lesen ist.

Es liegt in der Natur eines Modells, daß es Fehler aufweisen wird. Ebenso weist ein Modell
jedoch auch Merkmale auf, die helfen, experimentelle Ergebnisse zu deuten und die hilfreich
bei der Planung neuer Experimente sind. Für Proteine und andere Moleküle kann es nicht nur
die einerichtige Lösung geben, da Proteine dynamische und flexible Strukturen sind, denen ein
starres Modell nicht gerecht wird. Ein Protein besitzt einen nahezu unbegrenzten Konformations-
spielraum, wobei verschiedene Konformationen in Abhängigkeit von Energie und Temperatur
nach Boltzman populiert sind. Die Schwierigkeit, die es zu meistern gilt, ist die Auswahl eines
repräsentativen Modells, mit dessen Hilfe man in der Lage ist, experimentelle Befunde auf der
einen Seite zu deuten und auf der anderen Seite Hypothesen aufzustellen, die es mit weiteren
Experimenten zu beweisen gilt.

Die in dieser Arbeit erstellten Modelle wurden durch das Programm MODELLER erstellt. MO-
DELLER nutzt zur Modell-Erstellung eine auf Homologie basierende Methode, die ein Modell
durch Satisfaktion räumlicher Einschränkungen berechet. Eine Implementierung zur Parameti-
sierung von Heteroatomen, die nicht in Aminosäuren vorkommen, erlaubt MODELLER, Protein-
strukturen zu erstellen, die Heteroatome enthalten.103,135,136

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit jeweils 150 Strukturen mit, sowie 150 Strukturen ohne
ATP erstellt. Die erstellten Strukturen sind, wie zu erwarten, nicht identisch. Vielmehr variiert
die Spurderα-Kohlenstoffatome um mehrere globale Motive, wie aus einer Überlagerung der
Strukturen, wie sie in Abbildung 12 zu sehen ist, ersichtlich wird.
Die Reduktion der erhaltenen Modelle auf eine geringere Anzahl relevanter Strukturen erfolg-
te zunächst durch ein Analyse der Torsionswinkel und anschließend durch eine Begutachtung
der Modelle. Es zeigte sich, daß zwei der Modelle, die ohne ATP modelliert wurden, für ein
realistisches Protein-Modell ungeeignet sind. Bei diesen Modellen trat eineMaschenbildung
zweier Loops auf. Eine solche Masche, wie sie in Abbildung 13 wiedergeben ist, wurde in kei-
ner der bekannten Kristallstrukturen für ATP-Bindungsdomänen beobachtet. Darüber hinaus ist
die Bildung einer solchen Schleifein vivoäußerst unwahrscheinlich, da sich die naszierend Ami-
nosäurekette vor Ausbildung von Sekundärstrukturen durch einen Loop fädeln müßte. Dennoch
ist dies ein gutes Beispiel dafür, daß nicht immer alle Fehler in Modellen durch eine automati-
sierte Bestimmung von Bindungslängen und (Torsions-)Winkeln ausreichend sind, sondern daß
es vielmehr auch der Wertung durch den Wissenschaftler bedarf.

Neben einer möglichst geringen Zahl sogenannter nicht erlaubter Torsionswinkel wurde auch
die Anzahl derΦ/Ψ-Winkel in favorisierten Bereichen begutachtet. Bei den Modellen ohne Nu-
kleotid besitzen diebestenvier Modelle einen Anteil von über 85 %. Dieser Wert ist vergleichbar
bzw. besser als die Anzahl der favorisierten Diederwinkel, die als Vorlage dienten.
Die Darstellung eines Ramachandran-Diagramms im Zusammenhang mit der dreidimensionalen
Struktur eines Proteinmodells ermöglicht es, zu beurteilen, ob eine Verletzung der in Kristall-
strukturen beobachtetenΦ/Ψ-Winkel in Bereichen des Proteins auffindbar sind, die aufgrund
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bereits beschriebener experimenteller Daten eine größere Verletzung für einrichtigesModell
darstellen, als die Werte an sich vermuten lassen. Für vier der 150 ausgewählten Modellen be-
finden sich dieΦ/Ψ-Winkel, die in nicht erlaubten Bereichen des Ramachandran-Diagramms
liegen jedoch in Bereichen, die, soweit eine Beurteilung möglich ist, für eine Funktion des Pro-
teinsegments nicht entscheidend sind.
In Anbetracht der Qualität der Ausgangsstrukturen kann daher aus der Diederwinkelanalyse ge-
schlossen werden, daß optimale Werte in Bezug auf dieΦ/Ψ-Torsionswinkel erreicht wurden.

Zum Vergleich der Strukturen mit und ohne komplexiertes ATP wurden schließlich die Mo-
delle mit besterDiederwinkelausstattunggewählt. Für ein repräsentatives Modell für die ATP-
Bindungsdomäne im Komplex mit ATP wurde Modell 021 verwendet und für das Modell ohne
Nukleotid wurde Modell 084 ausgewählt.
Beide Modelle weisen einige für die ATP-Bindungsdomäne typischen Strukturmerkmale auf
(siehe Abbildung 17). Sie besitzen fünf im Protein verborgene paralleleβ -Faltblattstrukturen,
die eine einzelne zentraleα-Helix umfächern, die das Walker A Motiv enthält. Dieses Motiv
ist für die Bindung und Hydrolyse von ATP essentiell. Den fünfβ -Faltblattstrukturen folgt ei-
ne weitereβ -Faltblattstruktur, die solvensexponiert ist und wiederum in Nachbarschaft zu drei
weiteren antiparallel orientiertenβ -Faltblättern steht, die die gleicheα-Helix umfächern. Die
im Inneren der Proteindomäne vorliegendenβ -Faltbalttstrukturen stehen auf der einen Seite in
Nachbarschaft zu der bereits mehrfach erwähnten einzelnenα-Helix, die das Walker A Motiv
enthält, auf der anderen Seite werden diese Faltblatt-Strukturen ihrerseits vonα-Helices um-
rahmt. Dieseα-Helices gehören zu einer Substruktur der Proteindomäne, die ausschließlich aus
helikalen Strukturen besteht.93

Die erstellten Modelle spiegeln nahezu exakt die Topologie bekannter ATP-Bindungsdomänen
wieder. Wie es auch auf Grundlage biochemischer Mutationsstudien erwartet wird.137

Die in Abbildung 19 dargestellte Überlagerung beider Modelle enthüllt Unterschiede zwi-
schen beiden Strukturen, die hier zunächst Qualitativ diskutiert werden sollen. Während der
α-helikale Bereich eine größere Abweichung zwischen beiden Strukturen aufweist, besteht im
der Unterdomäne I eine bessere Übereinstimmung. Strukturen ohne Sekundärstruktur, die Loops
der Modelle, sind bei einer Modellsuperpositionierung nicht zur Deckung zu bringen. Dies ist zu
erwarten, da die Loops häufig wenig konservierte Bereiche sind und daher eine größere Varianz
bei der Modellerstellung vorliegt.

Die strukturellen Unterschiede insbesondere in der Unterdomäne I des erstellten Modells wer-
fen die Frage auf, ob ATP an der Bildung der unterschiedlichen Konformationen beteiligt ist und
wo die molekularen Ursachen für die Konformationsänderung zu finden sind.
Die Detailuntersuchung der ATP-Bindungsdomäne wie sie in Abbildung 18(a) zeigt ATP und sei-
ne Koordinationsphäre im Modell 021. Abgebildet sind neben dem ATP-Molekül das Walker A
Motiv, das Histidin des sogenanntenQ-Loop, die konservierte Asparaginsäure des Walker B
Motivs sowie ein überπ−π-Wechselwirkungen mit dem Adeninring des ATP koordinierendes
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Tyrosin. Während die Aminosäure Tyrosin und die Aminosäuren des Walker A-Motivs in direk-
ter Nachbarschaft mit ATP liegen, sind sowohl die Asparaginsäure als auch das Histidin des
Q-Loopsca. 6 Å vomγ-Phosphat des ATP entfernt. Aus der Überlagerung der Koordinations-
sphären der Modelle mit und ohne ATP, wie sie in Abbildung 19 zu sehen ist, wird deutlich,
daß die negativ geladene Asparaginsäure und das Histidin durch die negative Ladung des ATP
γ-Phosphats verdrängt werden. Die repulsive Interaktion zwischen den Aminosäuren führt zur
Auslenkung dieser Aminosäuren. Die Analyse der Torsionswinkel in der dreidimensionalen Dar-
stellung für das Modell 021 (Abbildung 15) zeigt, daß eben genau an den Positionen dieser
Aminosäuren unerlaubte Diederwinkel-Kombinationen auftreten. Dies spiegelt die Spannung
wieder, der die Aminosäure durch die repulsiven Interaktionen ausgesetzt ist. Eine solche Inter-
aktion zwischen Protein und ATP ist jedoch energetisch ungünstig. Das Modell enthält jedoch
weder Wasser noch Magnesium(II ), die in geeigneter Position einen stabilisierenden Effekt hät-
ten.138

Während die maximale Auslenkung der Aminosäuren Histidin und Asparaginsäure bis zu 3 Å be-
trägt, ändert sich die Position derCα -Atome der gleichen Aminosäuren nur um ca. ein Angström.
Diese Änderung ist innerhalb der Fehlergrenzen bei der Modellerstellung vernachlässigbar und
eine Änderung der Signaldomäne II daher nicht auf eine Interaktion zwischen demγ-Phosphat
des ATP und der Asparaginssäure oder dem Histidin zurückzuführen.
Die Anwesenheit von Magnesium zwischen dem Histidin, der Asparaginsäure und demγ-Phos-
phat des ATP könnte den Effekt haben, daß die starken elektrostatischen Wechselwirkungen auf
kurze Distanz zu einem Zug auf die Aminosäuren führen würden. Die Asparaginsäure und das
Histidin würden demγ-Phosphat des ATP quasi nicht durch Auslenkung ausweichen können
sondern würden vielmehr einen Zug Richtung ATP ausgesetzt sein.
Ob eine solche Interaktion jedoch zu einer Konformationsänderung der Domäne zwei führen
würde läßt sich hier nicht beantworten. Die Tatsache allerdings, daß zwischen den Signaldo-
mänen der Modelle mit und ohne ATP eine größere Varianz vorhanden ist, als innerhalb der
Domäne I beider Modelle, läßt Vermuten, daß diese Domäne eine relativ große Flexibilität auf-
weist. Tatsächlich ist diese Domäne in den erstellten Modellen über zwei lange Loops mit der
Unterdomäne I verbunden. Diese »Zügel« lassen einen großen Spielraum zu, der diese Flexibli-
tät erlauben könnte.

Wie gezeigt werden konnte, fällt die Bindung von ATP bei einigen ABC-Bindungsdomänen
mit Konformationsänderungen des Transporters zusammen.139–141Außerdem erfolgen Konfor-
mationsänderungen auch in isolierten NBDs nach ATP-Bindung an diese Domäne, wie für so-
wohl MalK als auch HisP gezeigt werden konnte.142,143

Die biochemische Analyse der NBDs von ABCC 1 hat jedoch gezeigt, daß beide ATP-Bindungs-
domänennicht äquivalent sind.118,120Es konnte gezeigt werden, daß bei dem Tranportprozess
vermutlich ein sequentieller Mechanismus vorliegt. So führt die Bindung eines Substrats zu ei-
ner strukturellen Änderung des Transmembranbereiches, die sich jedoch nicht auf zytosolische
Bereiche erstreckt. Die Bindung von GSH dagegen führt im Gegensatz zur Substratbindung zu
einer Konformationsänderung, in die die NBDs involviert sind67 und die die ATP-Bindung oder
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seine Hydrolyse an der ersten NBD verstärkt.67 Die Bindung von ATP an die NBD1 wiederum
verstärkt die Hydrolyse von ATP an der zweiten NBD. Dasγ-Phosphat des ATP ist hier bei der
Bindung an die erste NBD von entscheidender Bedeutung.126

Erst kürzlich verwendeten Campbell et al. einen dynamischen Ansatz, um den Effekt von ATP
auf strukturelle Änderungen der ATP-Bindungsdomäne von HisQMP2J ausSalmonella thyphi-
muriumzu untersuchen.138 Sie verwendeten eine relativ lange Simulation mit einer Dauer von
80 ns, um ATP induzierte Änderungen in der Konformation dieses Proteins erfassen zu können
(siehe Abbildung 45), die bei kürzerer Simulationsdauer nicht zu erfassen sind und kamen zu der
Schlußfolgerung, daß die Bindung von ATP an die Modellierte Bindungsdomäne zu einer Kon-
formationsänderung derα-helikalen Untereinheit führt. Abbildung 45 zeigt zur Orientierung
schematisch die Größenordung einiger biochemischer Prozesse. Aus der Abbildung wird deut-
lich, daß Konformationsänderungen von Proteinen mit Moleküldynamischen Methoden derzeit
noch nicht vollständig erfasst werden können.

10 1010 10 10
−9 −6 −3 0 3
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in Proteinein
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der DNA
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enzymkatalysierte

Proteins
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Abbildung 45: Zeitleiste zum Vergleich der Geschwindigkeit einiger biologischer Prozesse. Moleküldy-
namische Berechnungen von Makromolekülen liegen zur Zeit im Bereich von Pico- bis Nanosekunden.

6.1.2 Moleküldynamische Analysen der C-terminalen ATP-Bindungsdomäne im
Komplex mit ATP

Um die elektrostatischen und dynamischen Eigenschaften des ATP-Proteinkomplexes beurteilen
zu können, wurde den die Proteinmodelle und das ATP mit Hilfe von GROMACS und PRODRG

erneut parametisiert und dabei mit polaren Wasserstoffatomen ausgestattet. Anschließend folg-
te eine moleküldynamische Analyse des Protein-(Komplexes) in einem Kasten expliziten SPC-
Wassers.

Nach der Parametisierung und Solubilisierung der verwendeten Modelle in expliziten Wasser
wurde es den Wassermolekülen und anschließend dem Protein und dem ATP erlaubt, zu rela-
xieren. Anschließend fand eine Energieminimierung statt und die verwendeten Modelle wurden,
wie schon zuvor auf Grundlage derΦ/Ψ-Diederwinkel evaluiert.
Die Energieminimierung zeigt, daß einige Modelle, die ATP komplexieren, bei niedrigeren Ener-

90



gien konvergieren als die Modelle ohne ATP, was auf eine Stabilisierung des Modells durch
ATP zurückzuführen sein könnte. Es besteht jedoch auch die Möglichkeit eines Energieunter-
schieds zwischen den Modellversionen aufgrund unterschiedlicher intramolekularer Interaktion
von Aminosäuren und Wasser–Aminosäureinteraktionen. Es ist nicht abschließend zu beurteilen,
worin die Gründe für diesen relativ geringen Energiegewinn von etwa 0,2 kJmol-1 liegen.
Es zeigt sich, daß in allen Modellen die Zahl so genannter favorisierter und erlaubter Torsions-
winkel nach Durchführung von Realxations- und Energieminimierungsschritten abnimmt und
die der ungünstigen und nicht erlaubten Diederwinkel zunimmt und Werte annimmt, die ver-
gleichbar sind mit Strukturen, die mit Hilfe von NMR-Analysen erhalten wurden. Zudem er-
scheint es, daß solvensexponierte Faltblatt-Sekundärstrukturen in weniger strukturierte Organi-
sationsgrade übergehen. Die Auflösung derβ -Faltblatt Sekundärstruktur in solvensexponierten
Bereichen resultiert aus der Interaktion von Wassermolekülen mit den Seitenketten des Proteins
in diesen Bereichen. Wasser substituiert die H-Bindungspartner der einzelnen Aminosäuren und
führt somit zu einer Destabilisierung der intramolekularen Wechselwirkung des Proteins in die-
sen Bereichen.
Dieser Effekt kommt bei der initialen Modellerstellung nicht zum tragen, da hier keine intermo-
lekularen Wechselwirkungen mit Wassermolekülen zum tragen kommen können. Die dem Ra-
machandranplot zugrundelegenden Daten entstammen der Analyse von Kristallstrukturen. Aus
diesem Grund ist der Ramachandranplot vor allem auf kristalline Systeme anwendbar. Bei NMR
Strukturen z. B. ist der Bereich »großzügig erlaubter« Bereiche zu einem höheren Anteil besetzt,
als bei Röntgentrukturen. Eine Verschiebung in diesen Bereich ist bei einer Energieminimierung
in Wasser daher zu erwarten.144–146

Ein Vergleich von beobachteten Diederwinkeln von Strukturen aus NRM-Strukturauflösungen
wäre bei einem solvatisierten Modell die bessere Wahl, jedoch für solubilisierte Strukturen zur
Zeit nicht vorhanden. Um jedoch einen Überblich über Änderungen in der Struktur im Verlauf
der Energieminimierung zu erhalten, wurden die Diederwinkel dennoch mit Hilfe eines Rama-
chandran Diagramms begutachtet.
Insbesonder zeigt die Analyse der Diederwinkel anhand der dreidimensionalen Modelle, daß im
solvatisierten Modell das Aminosäuregerüst nicht mehr im zentralenβ -Faltblatt-Bereich auftritt.
Die Abschirmung der elektrostatischen Ladungen durch Wassermoleküle hat die ungünstigen
Wechselwirkungen über die Distanz von ca. 6 Å geschwächt, so daß das Rückgrat nicht mehr
unter Torsionsspannung steht.

Um die elektrostatischen Eigenschaften der erhaltenen Modelle zu untersuchen, wurden zum
einen eineIsosurface-Darstellung (Abbildung 23) und zum anderen eine Isopotential-Darstellung
(24) der Domäne erstellt und abgebildet. Abbildung 23 zeigt die Oberfläche, die einem sphäri-
schem Molekül, das einen Radius von 1,4 nm besitzt, zugänglich ist. Diese Oberfläche wird auch
solvent accessible areagenannt. Die Darstellung dieser Fläche ermöglicht die Visualisierung der
elektrostatischen Oberflächeneigenschaften. Dargestellt ist das in Anwesenheit von ATP erstell-
te Modell 021 nach Energieminimierung in Wasser zum einen mit ATP und zum anderen ohne
ATP, um einen Einblick in die elektrostatischen Verhältnisse innerhalb der Bindungstasche zu
erhalten. Der Hauptanteil an der Bindung hat das negativ geladenen Phosphatgerüst des ATP,
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daß mit positiv polarisierten Bereichen des Proteins interagiert. Das ATP-Molekül ist nicht, wie
häufig zu finden ist, tief in einer Tasche zu finden, sondern vielmehr an die Oberfläche des Pro-
teins angeschmiegt.
Wie aus detailierten Betrachtungen der konservierten Aminosäuren zu schließen ist, befindet
sich mit Ausnahme des Lysins, das unter physiologischen Bedingungen positiv geladen ist, kei-
ne zum nukleophilen Angriff auf das Phosphatgerüst befähigten Aminosäuren in der Nähe des
β - undγ-Phosphats. Die Präsentation des ATP an der Oberfläche der Proteindomäne, im Gegen-
satz zu einer enzymatischen Spaltung tief in einer Proteinhöhle, wie es bei anderen Proteinen zu
finden ist, und die Abwesenheit von Nukleophilen in der Nähe des Phosphatrückgrades, führt zu
der Annahme, daß die ATP-Spaltung entweder durch Interaktion mit anderen Proteindomänen
und/oder durch Wasser als Nukleophil zustande kommt. Dieses Modell wird in der Tat in der
Literatur für den Transportmechanismus und die ATP-Hydrolyse diskutiert. Die hier erhaltenen
Ergebnisse unterstützen diese These.

Die Darstellung von Isopotentialflächen, wie sie in Abbildung 24 zu sehen ist, erlaubt dem Be-
trachter einen räumlichen Eindruck des elektrischen Potentials in der Nähe des Proteins. Links
in Abbildung 24 ist die Isopotentialfläche des Proteins in der ATP-gebundenen Konformation
abgebildet. Rechts in Abbildung 24 ist das Modell ohne ATP nach abgebildet. Zwischen der
Verteilung der Isopotentialwolekn der Modelle besteht ein deutlicher Unterschied. Obwohl das
elektrostatische Potential des ATP nicht bei der Erstellung der Isopotentialflächen berücksichtigt
worden ist, zeigt sich für die unterschiedlichen Modelle ein unterschiedlichesPotentialmuster.
Diese Verschiebung des elektrostatischen Potentials könnte das Protein nutzen, um über den
Raum mit einer benachbarten ATP-Bindungsdomäne zu kommunizieren und eine Interaktion zu
forcieren, die schließlich in der Hydrolyse von ATP und der Umsetzung seiner Hydrolyseenergie
in einen Transportprozess münden könnte. Um diese These weiter zu stützen, sind Modelle der
C-terminalen ATP-Bindungsdomäne und seinesIsopotentialraumsnötig.

6.1.3 Analyse der Moleküldynamischen Berechnungen

Neben den statischen Analysen wurden auch molekülmechanische Simulationen der modellier-
tenC-terminalen ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1 durchgeführt, um weitere Informationen
über das Wechselspiel zwischen ATP und der Bindungsdomäne zu erhalten. Die Simulation
wurde über einen Zeitraum von 50 ps durchgeführt. Innerhalb dieses Zeitfensters ist keine weit-
reichenden Konformationsänderungen des Proteins zu erwarten; dennoch ist es möglich Infor-
mationen über die Stabilität des Protein–ATP-Komplexes zu erfahren.
Zunächst wurde die Stabilität des Systems überwacht, indem die Energie des Systems, sowie die
thermodynamischen Daten während des Verlaufs der Simulation überwacht wurden. Während
des Simulationsverlauf wurden zum einen die Gesamtenergie sowie die kinetische und poten-
tielle Energie des Systems kontrolliert, sowie die damit verknüpften Zustandsvariablen Druck,
Temperatur und Volumen. In einem geschlossenen System sind diese Größen voneinander ab-
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hängig und sollten in einem stabilen System konstant sein, da z. B. auf eine Druckänderung des
Systems eine Regulation auf konstante Werte durch Anpassung von Temperatur und/oder Vo-
lumen erfolgt. Eine überwachung der kinetischen Energie ist ebenfalls zweckmäßig. Zu große
Zeitintervalle bei der Berechnung von Ort und Geschwindigkeit eines Atoms in einer Model-
lierung kann zu einer Überlagerung von Atomen führen. Diese Positionsüberlappung würde zu
hohen kinetischen Energien führen, da starke repulsive Kräfte entstehen würden.
Die Evaluation der Energien zeigt jedoch nach einer kurzen Äquilibrationsphase, daß die Ge-
samtenergie des Systems, die Summe der kinetischen Energie über alle Atome und die Summe
der potentiellen Energie über alle Atome des Systems konstant ist. Ein gleiches Bild ergibt sich
bei Betrachtung der thermodynamischen Daten des Systems. Volumen, Druck und Temperatur
bewegen sich im Mittel um jeweils einen konstanten Wert. Da es sich um ein kondensiertes
System handelt, sind die Druckschwankungen um einen konstanten Mittelwert verhältnismäßig
groß, denn eine kleine Volumenänderung muß zur Kompensation in einer großen Druckände-
rung resultieren.
Aus den erhobenen Daten läßt sich schließen, daß es sich im Rahmen des untersuchten Zeitfen-
sters um ein stabiles System handelt.

Die moleküldynamische Untersuchung hatte zum Ziel, zu untersuchen, ob ATP in seiner Bin-
dungstasche stabil komplexiert ist oder ob es zur Diffusion von ATP aus seiner Bindungstasche
führt. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl der Wassestoffbrückenbindungen zwischen Protein
und ATP während der Simulationsdauer gemessen. Zudem wurden während der Simulations-
dauer die Abweichung der Atome im Protein und im ATP bestimmt und die Abstände zwischen
ausgewählten konservierten Aminosäuren und Atomen des ATP gemessen.
In Abbildung 27(a) ist das Ergebnis der Messung der Anzahl der Wasserstoffbrückenbindun-
gen während des Simulationsverlauf abgebildet. In die Bestimmung der Anzahl der Wasserstoff-
brücken zwischen Protein und ATP wurde eine mögliche Beteiligung durch Insertion von Was-
sermolekülen nicht berücksichtigt. Das Kriterium für eine Wasserstoffbrückenbindung war rein
geometrischer Natur. Es wurde ein Radius von 0,35 nm und ein Winkel zwischen dem Brücken-
bildenden Wasserstofffatom, dem Donor und dem Akzeptor von 30◦ verwendet.147 Während
der gesamten Simulation fluktuiert die Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen um einen Wert
von sieben. ATP wird also nicht nur durch elektrostatische Kräfte zwischen dem Protein und
dem ATP in der Bindungstasche fixiert, sondern auch durch Wasserstoffbrücken. Neben den
gemessenen Wasserstoffbrücken ist es möglich, daß noch weiter Wasserstoffbrückenbindungen
zwischen ATP und Protein vorhanden sind, die von Wassermolekülenüberbrücktwerden und
somit einen weiteren Term zur Stabilisierung beitragen. Eine Quantifizierung der Bindungsener-
gie im solvatisierten Zustand erfolgt an dieser Stelle nicht.

Neben der Anzahl der Wassestoffbrückenbindungen wurden verschiedene Abstände im Si-
mulationsverlauf gemessen. Berücksichtigt wurden dabei Aminosäuren, die entweder direkt an
der Bindung von ATP beteiligt sind, aber auch Aminosäuren, deren Interaktion mit ATP vor-
ausgesagt wird. Der Ebenenabstand zwischen den aromatischen Ringen des Adenins und des
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Tyrosin 123 beträgt während des gesamten Simulationsverlaufs ca. 4±1 Å. 15N-1H TROSY
NMR-Experimente konnten für dieC-Terminale ATP-Bindungsdomäne von ABCC 1 ebenfalls
eine enge Interaktion zeigen.148 Der konstante Abstand zwischen dem Histidin 207 und der As-
parignsäure 175 von über sechs Angström während der Simulation ist für eine Wechselwirkung
über Wasserstoffbrückenbindungen zu groß. Dieser Zwischenraum wird vermutlich durch Ma-
gnesium(II) besetzt und führt über elektrostatische Wechselwirkungen zu einer weiteren ATP-
Stabilisierung. Magnesium(II) ist jedoch nach Analyse der hier durchgeführten Experimente
nicht für eine stabile Bindung von ATP an die Bindungsdomäne erforderlich. Dies stimmt mit
den Beobachtungen von Ramaen et al. für die erste ATP-Bindungsdomäne überein.148

Die Fluktuation der Gesamtheit der Atome für das Proteinmodell und für ATP wurden als
RMSD über den Simulationsverlauf beobachtet, um einen Eindruck von der Flexiblität beider
Moleküle zu erhalten. Während ATP in seiner Bindungsdomäne fixiert ist und nur eine Abwei-
chung von 0,5 Å besitzt, wie es für die thermische Bewegung eines Moleküls zu erwarten ist
1, steigt die Abweichung des Proteins von der Ausgangsstruktur während der ersten 40 ps auf
einen Wert von zwei Angström um dort zu stagnieren. Ob dies nur ein lokales Plateau ist, läßt
sich ohne längere Simulationszeiten nicht zu beurteilen.

6.1.4 Vorschlag eines Modells zum sequentiellen Ablauf der ATP-Hydrolyse und der
Kommunikation der nicht-äquivalenten ATP-Bindungsdomänen von ABCC 1

An dieser Stelle soll ein Modell für einen möglichen Verlauf der Umsetzung von ATP in einen
Transportprozess für ABCC 1 vorgestellt werden.
Bei diesem Modell führt die Bindung von ATP an die NBD1 zu einer Konformationsänderung in
der Signaldomäne I dieser Bindungsdomäne, so daß die ABC-Signatursequenz in eine Position
gebracht wird, ATP an der zweiten Bindungsdomäne zu hydrolysieren. An den Konformations-
änderungen ist dasγ-Phosphat des gebundenen ATPs maßgeblich beteiligt.
Eine Bindung von ATP an dieC-terminale Bindungsdomäne könnte durch diese Konformations-
änderung verstärkt werden, ist aber nach den hier durchgeführten Studien nicht notwendig. Wie
gezeigt werden konnte diffundiert ATP innerhalb der Simulationsdauer nicht aus der Koordina-
tionsphäre des Proteins.
Zu einem Zeitpunkt, an dem beide ATP-Bindungsdomänen mit ATP beladen sind, führt eine
Konformationsänderung der Signaldomäne I der NBD2 zu einem Zustand, der den engen Kon-
takt beider ATP-Bindungsdomänen erlaubt und zur Hydrolse von ATP in derC-terminalen Bin-
dungsdomäne führt. Mutationen, bei denen das zweite Glycin desLSGGQ mutiert ist, führt zu
Transport-Inkompetenten Proteinen, bei denen keine Hydrolyse von ATP erfolgt.149 Die Bewe-
gung beider Bindungsdomänen aufeinander zu, führt zu einer Konformationsänderung innerhalb
der Transmembrandomänen, die den Transportprozeß vorantreibt. Die Bindung von ATP an die
C-terminale Bindungsdomäne im Komplex mit MagnesiumII könnte zu dieser Konformations-
änderung in derC-terminalen ATP-Bindungsdomäne führen. Allerdings zeigt die Varianz zwi-
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schen den aufgestellten Modelle mit und ohne ATP eine Flexiblität dieser Signaldomäne, die
vermuten läßt, daß eine Regulation wahrscheinlich eher über die Transmembrandomänen er-
folgt.
Die Hydrolyse von ATP zu ADP undPi führt dazu, daß die beiden Bindungsdomänen wieder
auseinander getrieben werden, um ADP undPi entlassen zu können. Die Zugänglichkeit von
ABCC 1 zur Wasserphase verringert sich wieder.150 Dabei wied der Ausgangszustand wieder
hergestellt. Bei diesem Modell ist eine Hydrolyse des ATP der NBD1 wahrscheinlich, ist jedoch
von den Eigenschaften der ABC-Signatursequenz der NBD2 abhängig. Beide Scenearien, die
Hydrolyse aber auch der Fall, daß ATP an dieser Domäne nicht hydrolisiert wird, bleiben mög-
lich.
Eine Regulation der ATP-Hydrolyse über Konformationsänderungen der Signaldomänen einer
oder beider Bindungsdomänen durch eine Substratbindung könnte in diesem Modell dafür Sor-
gen, daß es nicht zu einemLehrlaufprozesskommt, in dem ATP ohne Substrattransport hydroli-
siert wird. Moleküldynamische Studien von HisP führten zu dem Vorschlag, daß eine Rotation
der Signaldomänen durch die Transmembrandomänen reguliert wird.151
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Abbildung 46: Modellvorstellung zum Tranportmechanismus von ABCC 1. Die Bindung von ATP an
NBD1 führt zu einer Konformationsänderung der Signaldomäne S1. ATP bindet an die zweite ATP-
Bindungsdomäne NBD2. Die Bindung von Glutathion führt zu einer Konformationsänderung der Si-
gnaldomäne S2, so daß es zur paarweisen Ausbildung von Kontakten zwischen den Signaldomänen
und den ATP-komplexierenden Walker A-Motiven der Bindungsdomänen kommt. Dieser Prozess führt
zum Substrat-Transport und zur ATP-Hydrolyse an der NBD2. Die Hydrolyse des ATP führt dazu, daß
die ATP-Bindungsdomänen wieder auseinander getrieben werden und die Ausgangskonformation wieder
herstellen.
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6.2 Die Funktion intrazellulären ABCC 1 bei der Arzneimitteldisposition.

Tumorzellen können nach Exposition mit zytotoxischen Medikamenten eine Resistenz gegen-
über strukturell und funktionell verschiedenen Medikamenten erwerben.152 Das Phänomen der
MDR ist an die Überexpression von Multidrug-Transportern gekoppelt, die in der Plasmamem-
bran lokalisiert sind. Dieser MDR Phänotyp ist mit der Überexpression verschiedener Mitglieder
der ABC Familie verbunden. Es ist allgemein akzeptiert, daß eine Verminderung der Akkumula-
tion toxischer Substanzen über die Zeit durch diese Transporter zum Phänotyp der MDR beiträgt.
153 Auf der anderen Seite existieren jedoch auch insbesondere für ABCB 1 (P-gp) Berichte, die
eine subzelluläre Verteilung von Multidrug-Transportern vorschlagen.26,55,154–162Es wird vorge-
schlagen, daß ABCC 1 in sekretorischen Vesikeln, sowie in Lysosomen positioniert ist, wo es an
der Detoxifizierung der Zelle durch Substrattransport in intrazelluläre Kompartimente beiträgt.
Neben der Expression von Multidrug-Transportern in die Plasmamembran, um zum einen eine
Barriere für zytotoxische Substanzen darzustellen und zum anderen die zelluläre Konzentrati-
on aus Sicht der Zelle schädlicher Substanzen zu minimieren, scheint also auch ein alternativer
Mechanismus für das Ausschleusen von Substanzen aus der Zelle, die den Golgi Apparat und
vesikuläre Transportmechanismen utilisieren, möglich zu sein. Diese Vermutung wird von Un-
tersuchungen von Coley et al. unterstützt, die eine subzelluläre Verteilung von Anthrazyklinen
beobachten konnten.163

Die Überprüfung der Lokalisierung von ABCC 1 in der Plasmamembran der H69AR-Zellen
zeigt, daß die Präferierte Expression von ABCC 1 in der Plasmamembran ist, daß jedoch ein
großer Anteil des Proteins auch intrazellulär vorliegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluo-
reszenzstudien durchgeführt, die die Hypothese eines möglichen alternativen Detoxifizierungs-
Mechanismus, untersuchen sollten. Zur Detektion wurde ein monoklonaler Antikörper (QCRL-
1) verwendet, der ein kurzes lineares Epitop einer Länge von sieben Amiosäuren erkennt.
Neben der zu erwartenden Postition von ABCC 1 in der Plasmamembran ist auch zu erwarten,
daß zu einem geringen Anteil auch Lysosomen und der Golgi Apparat gefärbt sind, da dies Orte
der Proteinreifung und des Proteinsabbaus sind. In der Tat ist neben der Plasmamembran eine
Immunfluoreszenzfärbung innerer Bereiche der Zelle zu erkennen. Diese Färbung tritt in Plasma-
membran nahen Bereichen auf und ist in nahezu jeder Zelle zu erkennen. Die Immunfluoreszenz-
experimente zeigen somit eine über eine Lokalisierung in der Plasmamembran hinausgehende
Verteilung von ABCC 1.

Mit Hilfe einer Kernfärbung mit dem zwischen die Basen der DNA interkalierenden Fluores-
zenzfarbstoff PI wurde untersucht, ob ABCC 1 wie Pgp auch in der Kernmembran exprimiert
wird, um den Zellkern vor schädigenden Einflüssen von Zytostatika zu schützen.164

Bei Interkalation zwischen die DNA-Basen wird das Fluoreszenzsignal, ähnlich wie bei Ethidi-
umbromid, verstärkt. Ein Fluoreszenzsignal von PI zeigt also zeigt seine Interkalation in DNA
an. Eine schwächere Färbung dieses Fluoreszenzfarbstoffes kann durch Interkalation zwischen
die Basen der RNA erfolgen. Demzufolge kann also ebenso eine Färbung ribosomaler RNA so-
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wie t-RNA auftreten, die allerdings in schwächerer Intensität erfolgt.
Die gelbliche Färbung innerhalb der Zelle in Abbildung 34b könnte das rauhe Endoplasmatische
Retikulum detektieren, einem Ort, an dem sowohl rRNA als auch ABCC 1 gleichzeitig detektiert
werden könnten. Allerdings ist in direkter Nachbarschaft zum Zellkern, der mit dem rauhen ER
verknüpft ist, keine Überlagerung der Fluoreszenzen von PI und TRITC zu erkennen, was gegen
diese These spricht.
Vielmehr ist es wahrscheinlicher, daß es sich bei der gelblichen Färbung um ein Artefakt bei der
Bildkonstruktion handelt. Die Anregung der PI-Fluoreszenz hat auch die Fluoreszenz des Farb-
stoffes TRITC angeregt. Die Detektion der Fluoreszenz im Bereich von 610–640 nm detektiert
nicht ausschließlich die Emission des TRITC-Farbstoffes. Erst die Überlagerung der angeregten
Fluoreszenz von PI und FRITC liefert Unterschiede. Aus dem Vergleich der Information ist klar
ersichtlich, daß die DNA des Zellkerns und ABCC1 unabhängig voneinander markiert wurden.
Die Darstellung der detektierten Fluoreszenz erfolgte in grüner Farbe und muß zwangsläufig
mit der detektierten FLuoreszenz der ABCC 1 Markierung überlagern. Die Überlagerung der
Bildinformationen aus Abbildung 34a mit der in Abbildung 34c führt schließlich zu der Dreifar-
bendarstellung in Abbildung 34b.

Die teilweise Überlagerung der Fluoreszenzanregung und die der Fluoreszenzemission führt
zu einer erschwerten Interpretation bei der Fragestellung, ob sich ABCC 1 auch in der Kern-
membran befindet. Aus diesem Grund wurde auch eine Immunfluoreszenzfärbung auschließlich
basierend auf der Immunofärbung von ABCC 1 mit QCRL-1 durchgeführt. Diese Immunfluores-
zenzaufnahmen zeigen in der Darstellung einer konfokalen Ebene eine Färbung der Plasmamem-
bran, die deutlich zu erkennen ist. Auch hier sind intrazelluläre Kompartimente und weite Berei-
che des Zytoplasmas immunologisch markiert und weisen damit auf intrazelluläres ABCC 1 hin.
Wie bereits erwähnt könnte die Färbung von ABCC 1 stammen, daß im Golgi-Apparat posttrans-
latorisch modifiziert wird, oder sich bereits in einem degenerierten Zustand in den Lysosomen
befindet. Anhand der durchgeführten Experimente kann dies nicht ausgeschlossen werden. Es
kann allerdings kein ABCC 1 in der Kernmembran detektiert werden, wie es bei einer intrazellu-
lären Verteilung von ABCC 1 zum Schutz der DNA zu erwarten wäre.

Um Rückschlüsse auf die Funktion intrazellulären ABCC 1 ziehen zu können, wurden die
Zellen mit Doxorubicin inkubiert. Die intrinsische Fluoreszenz dieses Zytostatikums läßt seine
Detektion mit Hilfe der CLSM ortsaufgelöst zu.165

Nach einer eingehenden Analyse der intrazellulären Verteilung von ABCC 1 mit Hilfe konfo-
kaler Laserscanning-Mikroskopie an fixierten Zellen, wurde in weiteren Experimenten die Ver-
teilung von Doxorubicin in nicht-fixierten, sondern vitalen, immobilisierten Zellen erkundet.
In einem Doppelfluoreszenzexperiment, in dem zum einen DiI als Marker für Zellmembranen
verwendet wurde und die Zellen zum anderen mit Doxorubicin inkubiert wurden, sollte die Ver-
teilung von Doxorubicin in Zellen untersucht werden.

98



Abbildung 37 zeigt eine deutliches Vorkommen von Doxorubicin nach Inkubation innerhalb
der Zelle. Die resistenten Zellen nehmen nicht unerhebliche Mengen des Zytostatikums auf.
Auch nach 60 min ist die Fluoreszenz von Doxorubicin mit gleicher Intensität innerhalb der Zel-
len zu detektieren. Ob die Konzentration des Zytostatikum jedoch ober- oder unterhalb toxischer
Konzentrationen befindet ist unklar. Es eröffnet sich die Frage, ob intrazellulär vorkommendes
ABCC 1 Doxorubicin in intrazelluläre Kompartimente transportiert.162,166Aus Sicht der Zelle
macht es durchaus Sinn, neben einem Export über die Plasmamembran auch innerhalb der Zel-
le zellschädigende Substanzen zum vesikulären Export aus der Zelle in sekretorische Vesikel
zu verpacken. Neben einer Vergrößerung der Oberfläche, die an der Detoxifizierung beteiligt ist,
muß die toxische Substanz nicht erst zur Plasmamembran diffundieren, um aus der Zelle entfernt
werden zu können. Daß in Zellen die das Phänomen der MDR aufweisen oft Annexin II, ein kal-
ziumabhängiges Protein, daß an Prozessen der Membranregulation beteiligt ist, überexprimiert
wird167, mag ein weiteres Indiz dafür sein, daß intrazelluläre Mechanismen eine wichtige Rolle
bei dem Phänomen der MDR spielen.

Im Falle von Doxorubicin wird neben einer Schädigung der DNA durch dieses Medikament
auch die Schädigung von Membranen als Möglichkeit für die Toxizität dieser Substanz disku-
tiert.168,169Unter Berücksichtigung dieser Möglichkeit wäre es für die Zelle neben dem Export
dieser Substanz aus der Zelle hinaus auch von Bedeutung, diese Substanz aus anderen Membra-
nen neben der Plasmemembran zu entfernen. Auch aus diesem Grund wäre es daher konsequent,
ABCC 1 auch in intrazellulären Membranen zu finden. Die Tatsache, daß ABCC 1 jedoch nicht
im Gegensatzt zu P-gp in der Zellkernmembran gefunden wurde, spricht gegen diese These.

Zusammenfassend zeigen die unternommenen Versuche, daß ABCC 1 intrazelluläre Auftritt.
Eine Expression erfolgt jedoch nicht in der Kernmembran, sondern allenfalls im Golgiapparat.
Zudem wird Doxorubicin nach Inkubation innerhalb von Stunden noch nicht vollständig aus der
Zelle transportiert.
Die starke Expression von ABCC 1 in der Plasmamembran deutet darauf hin, daß ABCC 1 in er-
ster Linie verhindert, daß Zellschädigende Substanzen überhaupt in die Zelle vordringen können.
Schon während zellschädigende Substanzen die Membran durch Diffusion überqueren, werden
sie von ABCC 1 aktiv in den extrazellulären Bereich transportiert. Substanzen, die dennoch ins
innere der Zelle gelangen, könnten von aktiven intrazellulären ABCC 1 in Vesikel transportiert
werden, um mit Hilfe eines Vesikulären Transportes aus der Zelle transportiert zu werden. Ein
solcher Tranportmechanismus scheint jedoch zumindest für ABCC 1 eine untergeordnete Rolle
zu spielen.
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6.3 Die quantitative Isolierung und funktionelle Rekonstitution von ABCC 1 in
Liposomen

Eine eingehendere Untersuchung vonMultidrug Transportern mit biophysikalischen Methoden
ist nur möglich, wenn große Mengen an aufgereinigtem Protein zur Verfügung stehen. Anhand
von biophysikalischen Experimenten, in denen das Protein in isolierter Form vorliegt, ist es
möglich Experimente durchzuführen, die die wichtige Beiträge leisten können, um Struktur und
Funktion des Proteins aufzuklären. In biophysikalischen Experimenten ist die gezielte Untersu-
chung des Proteins in definierter Umgebung und seine Interaktion mit definierten Substanzen
möglich.

Moderne Screeningmethoden auf Basis von Zellkulturexperimenten170 oder artifiziellen Sy-
stemen, die sich der Rekonstitution von Proteinen in Membranen bedienen, sollen in Zukunft die
Möglichkeit bieten, Transportprozesse in Screeningverfahren zu untersuchen. Zu diesem Zweck
soll ein System im Arbeitkreis bereitgestellt werden, daß geeignete Proteinmengen eines Mutl-
tidrug Transporters bereitstellt. Die Etablierung und die Möglichkeit der Modifizierung eines
solches Systems im Arbeitskreis wurde zum Ziel gesetzt.

Obwohl die Rekonstituiton von Membranproteinen seit langer Zeit ein wichtiges Werkzeug
der Biophysiker war, bleibt es dennoch eine schwierige Aufgabe, ausreichende Mengen eines
Membranproteins zu isolieren, seine Funktionalität zu erhalten und das betreffende Protein
funktionell zu rekonstituieren. Zudem ist der Expressionslevel von Membranproteinen in Ge-
webekultur im Vergleich zu zytosolischen Proteinen im allgemeinen nur sehr gering. Diese Um-
stand führt dazu, daß es schwierig ist, Membranproteine in ausreichenden Mengen zu isolie-
ren. Weiterhin besitzen Membranproteine naturgemäß mehr oder weniger große Bereiche hoher
Hydrophobizität, die im funktionellen biologischen System die Membran durchspannen. Diese
Bereiche führen zu einer verringerten Löslichkeit im wässrigen Medium, so daß das Protein
mit Hilfe von milden Detergentien gelöst werden muß. Außerdem ändert der hohe Grad an Hy-
drophobizität die physikalsch-chemischen Eigenschaften von Membranproteinen verglichen mit
zytosolischen, löslichen Proteinen. Membranproteine sind zudem unter Umständen glykolisiert.
Auch dies führt zu oft außergewöhnlichen Eigenschaften von Membranproteinen. Dies macht
sich z. B. an den Laufeigenschaften von vielen Membranproteinen in der SDS-PAGE bemerk-
bar. Aufgrund der veränderten Laufeigenschaften erscheint die Bande von ABCC 1 nicht bei
190 kDa sondern bei 160 kDa.

6.3.1 Die Isolierung des monoklonalen Antikörpers QCRL-1 im quantitativem
Maßstab.

Die Isolierung von ABCC 1 erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe der Immunopräzipitation, an-
gelehnt an die Arbeiten von Cole et al.171,172. Für die quantitative Isolierung von ABCC 1 mit
Hilfe der Immunopräzipitation ist eine relativ große Menge Antikörper notwendig. Bereitgestellt
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wurde die Versorgung durch diesen Antikörper durch die Zellkultur einer QCRL-1 sekretieren-
den Hybridoma-Zellinie. Aus dem Mediumüberstand der Zellen wurden mit Hilfe der FPLC
quantitative Mengen des monoklonaler Antikörper QCRL-1 isoliert. Monoklonale Antikörper
sind für die Proteinisolierung mit Immunologischen Methoden sehr gut geeignet, da sie die
Elution des Antigens, im Gegensatz zu Polyklonalen Antikörpern, unter definierten und mil-
den Bedingungen zulassen.173 In Abbildung 30 ist das Elutionsprofil des Antikörpers von der
Chromatographie an Protein G wiedergegeben. Es ist nur ein einzelner Peak während der Elu-
tion des Immunogens vorhanden. In Abbildung 31 das Ergebnis einer SDS-PAGE Analyse des
aufgereinigten Anikörpers im Vergleich zu komerziell erhältlichem Antikörper wiedergegeben.
Die Behandlung des Antikörpers unter reduzierenden und denaturierenden Bedingungen hat zur
Spaltung des Immunglobulins in seine Fragmente, die schweren Fc-Ketten und die leichten Fab
Fragmente geführt. Die Bande in Spur eins und zwei des Gels bei 66 kDa koresspondiert mit
dem Modlekulargewicht von BSA von 67 kDa. BSA wurde vom Hersteller zur Stabilisierung
des Antikörpers zugesetzt. Die ausgeprägte BSA Bande verdeckt in Spur zwei die Bande bei
55 kDa, die dem Fc-Fragment zuzuornden und in Spur eins zu erkennen ist. In Spur drei der
SDS-Page ist diese Bande sehr ausgeprägt. Andere Banden sind nur sehr schwach ausgeprägt.
Zusammen mit dem Elutionsprofil der FPLC-Aufreinigung des Antikörpers kann gefolgert wer-
den, daß der Antikörper sehr rein isoliert werden konnte.
Es konnten in meherer Durchgängen insgesamt 15 mg hochreinen Antikörpers isoliert werden.

Vor dem Einsatz zur Proteinisolierung wurde zunächst die Aktivität des Antikörpers im Ver-
gleich zu seinem komerziell erhältlichen Pendant in einem Immunfluoreszenzexperiment gete-
stet. Wie es in Abbildung 32 zu sehen ist, haben beide Antikörper vergleichbare Eigenschaften.
Während in einem Kontrollexperiment keine Fluoreszenz vorhanden war, gaben sowohl die Po-
sitivkontrolle als auch das Immunfluoreszenzexperiment mit dem isolierten Antikörper ein deut-
liches Fluoreszenzsignal. Der Antikörper erkennt sein Antigen offenbar und ist demnach für
Immunopräzipitationsexperimente geeignet. Dies konnte auch in Westernblotanalysen gezeigt
werden (hier nicht abgebildet).
Die Isolierung von ABCC 1 erfolgte aus der Plasmamembran der Lungenkrebszellinie (H69AR).
P-gp wird in dieser Zellinie nicht überexprimiert, dennoch weist diese Zellinie die Eigenschaften
multipler Resistenzen auf, was auf einen erhöhten Expressionslevel von ABCC 1 zurückzufüh-
ren ist.22 Dieser erhöhte Expresionslevel an ABCC 1 wurde durch regelmäßige Subkultivierung
in Doxorubicin-haltigen Medium aufrechterhalten. EineRealtime-PCR Analyse, deren Ergebnis
in Abbildung 33 wiedergegeben ist, demonstriert, daß die Expression von ABCC 1 in der Tat
hochreguliert ist. Der Vergleich des Transkriptionslevels von ABCC 1 in PBCE-Zellen und in
H69AR-Zellen normiert auf den Transkriptionslevel vonβ -Aktin zeigt eine um den Faktor 1,4
erhöhte Transkription von ABCC 1 in der Lungenkrebszellinie.
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6.3.2 Die quantitative Isolierung von ABCC 1

Die Plasmamembranisolierung aus H69AR-Zellen erfolgte routinemäßig nach den im experi-
mentellen Teil beschriebenen Methode. In Abbildung 39 ist das Ergebnis der Analyse der iso-
lierten Plasmamembranfraktion abgebildet. Abbildung 39(a) zeigt eine PROTOGOLD gefärbte
Membran vor der Westernblotanaylse. Das Ergebnis des Westernblot ist in Abbildung 39(b)
abgebildet. Wie die PROTOGOLD-Färbung der Nylonmembran zeigt, enthält die Plasmamem-
branfraktion eine große Zahl von Membranproteinen. Neben einer Zahl unbekannter Proteine
zeigt die Westernblotanalyse deutlich die Anwesenheit von ABCC 1. Die Schwärzung des Pho-
tofilms erfolgte auf einer Höhe von ca. 160 kDa. Der Auftrag der fünffachen Menge der Plasma-
membranfraktion führt zu weiteren Schwärzungen des Photofilms oberhalb von 300 kDa, was
auf eine Dimerisierung, wie sie bei Membranproteinen häufig zu beocachten ist, von ABCC 1
hinweisen. Eine weitere Bande ist unterhalb von 116 kDa zu finden. Diese Bande stammt wahr-
scheinlich von degradiertem ABCC 1. Auffällig ist, daß trotz eines intensiven Signals im We-
sternblot nur relativ schwache Banden nach der Färbung der Nylonmembran mit PROTOGOLD-
Färbung bei einem entsprechendem Molekulargewicht zu finden ist. Es ist jedoch bekannt, daß
einige Membranproteine neben ihren ungewöhnlichen Laufeigenschaften auch ein anderes Fär-
beverhalten zeigen. Ob dies für eine PROTOGOLD-Färbung im Falle von ABCC 1 zutrifft, wurde
nicht weiter untersucht. ABCC 1 besitzt ein glykolisiert ein Molekulargewicht von 190 kDa. Die
Schwärzung des Photofilms unterhalb von 170 kDa ist auf die ungewöhnlichen Laufeigenschaf-
ten von glykolisierten Membranproteinen zurückzuführen. Die hohe Hydrophobizität dieses Pro-
teins führt zu einer vermehrten einlagerung von SDS in das Protein und damit zu einem erhöhten
Masse/Ladungsverhältnis. Vergleichen mit dem Proteinstandard erfährt ein hydrophobes Protein
also eine größere Beschleunigung bei gleicher Masse.

Die isolierte Plasmamembran wurde im weiteren Verlauf der Proteinisolierung mit CHAPS,
einem zwitterionischen Detergenz, zunächst solubilisiert, um dann sofort immunopräzipitiert
zu werden. Die Immunopräzipitation erfolgte mit dem isolierten Antikörper. Dabei wurden ver-
schiedene Strategien verfolgt:

• Isoliertes QCRL-1 wurde kovalent an Protein G gekoppelt.

• QCRL-1 wurde kovalent an Antikörper-beschichtete DYNABEADS gekoppelt (direkte Me-
thode).

• QCRL-1 wurde direkt eingesetzt (indirekte Methode).

Die Kopplung von QCRL-1 an Protein G und an Antikörper-beschichtete DYNABEADS erhält
dabei die volle Aktivität des Antikörpers, da die Kopplung über die Fc-Fragmenten des Anti-
körpers erfolgt. Der Vorteil der kovalenten Kopplung des Antikörpers an eine Trägermatrix vor
Immunopräzipitation, liegt unter anderem in der Wiederverwendbarkeit des Antikörpers nach
Proteinelution. Die direkte Applikation des Antikörpers bei der Immunopräzipitation hat unter
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Umständen der Vorteil höherer Mobiltät und Vermeidung von sterischen Faktoren bei der Immu-
nopräzipitation.

In Abbildung 40 ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der verschiedenen Aufreinigungs-
strategien zu finden. Abbildung 40(a) ist das Ergebnis der DYNABEADS basierten Methode,
während in Abbildung 40(b) das Ergebnis der Isolierung mit Protein G gekoppelten QCRL-1
wiedergibt.
Die Proteinisolierung gelingt mit allen drei verwendeten Methoden. Wie schon zuvor erfolgt die
Schwärzung des Photofilms unterhalb von 170 kDa. Bei der indirekten Methode wird der Anti-
körper zunächst mit dem Antigen inkubiert und der Antikörper-Antigen Komplex anschließend
mit den Zweitantikörper beschichteten DYNABEADS isoliert. Der Nachteil dieser Methode liegt
darin, daß die Elution des Proteins zur Gleichzeitigen Elution des Antikörpers führen kann, der
zu einem Signal im Westernblot führt. Diese Antikörperverunreinigungist als starkes Signal in
Spur eins der Abbildung 40(a) zu finden. Der Schwerpunkt dieses Signals liegt etwas unterhalb
der vom Antigen verursachten Bande. Während allerdings sowohl bei der direkten Methode als
auch bei der Proteinisolierung mit an Protein G gekoppeltem Antikörper eine Bande oberhalb
des Proteinstandards bei 220 kDa zu finden ist, ist diese bei der direkten Methode obsolet, was
darauf schließen läßt, daß im Verhältnis eine geringe Proteinmenge isoliert wurde. In Bezug auf
die zu isolierende Proteinmenge ist in diesem Fall folglich die direkte Methode zu bevorzugen.
In Abbildung 40(b) ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der Proteinisolierung mit Protein G
gekoppeltem QCRL-1 abgebildet. In Spur eins ist eine Probe des an die Protein G-Antikörper-
Matrix gekoppelten ABCC 1 aufgetragen. Das Eluat dieser Säule wurde in Spur zwei aufgetra-
gen. Da Protein G naturbedingt eine hohe Affinität zu Antikörpern besitzt, sind in Spur eins
zusätzliche Banden zu finden, die Aufgrund der Bindung von Protein G-Fragmenten an Erst-
und Zweitantikörper stammen.
Bei der Proteinisolierung fand letztendlich die Kopplung des Antikörpers an Protein G mit an-
schließender Immunopräzipitation Anwendung. Prinzipell sind erscheint diese Methode jedoch
zu der Isolierung mit Hilfe der DYNABEADS (direkte Methode) equivalent zu sein. Eine Protei-
nisolierung mit Hilfe von DYNABEADS bietet sich bei kleineren zu isolierenden Mengen an, da
diese Methode schnell und effizient ist.

In Abbildung 41 ist die Silberfärbung einer SDS-PAGE aufgereinigten Proteins abgebildet.
Bei ca. 160 kDa sind zwei Banden zu erkennen. Weitere Banden haben sich nichtentwickelt.
Bei der oberen Bande handelt es sich um ABCC 1, wie Westernblotanalysen zuvor gezeigt ha-
ben; bei der unteren Bande handelt es sich wahrscheinlich um eine Abbaubande des ABCC 1.
Die Abwesenheit weitere Banden bei Kontrolle der Reinheit des Proteins zeigt, daß die verwen-
dete Methode in der Lage ist, ABCC 1 in reiner Formzu isolieren.

Die Rekonstitution isolierten ABCC 1 erfolgte direkt im Anschluß an die Isolierung aus der
Plasmamebran, da solubilisierte Membranproteine im solubilisierten Zustand eine höhere Proteo-
lyseempfindlichkeit aufweisen. Die Rekonstitution gelang mit Hilfe einer Detergenzentfernung
durch die Entfernung des Detergenz in Anwesenheit ebenfalls solubilisierten Lipids durch Gel-

103



filtration. Dabei wird das Detergenz unterhalb derkritischen micellaren Konzentrationverdünnt,
so daß sich Proteoliposomen bilden.74

Zur Kontrolle der Proteinrekonstitution wurde von den Fraktionen der Gelfiltrationssäule eine
Probe genommen und auf eine Nylonmembran appliziert. Die Membran wurde entsprechend
eines Westernblots entwickelt. Das Ergebnis diese sogenannten Dotblots ist in Abbildung 42
gezeigt. Die Schwärzung des Photofilms korelliert mit den trüben Fraktionen des Eluats der
Gelfiltration. Der Dotlot dokumentiert damit die erfolgreiche Rekonstitution des aufgereinigten
ABCC 1 in Liposomen.

Um die Funktionsfähigkeit des isolierten Proteins zu zeigen, wurden Transportstudien mit ra-
dioaktiv markiertem LTC4 durchgeführt. Abbildung 43 zeigt das Ergebnis der zeitabhängigen
Transportstudie mit [3H]LTC4 bei konstantem Nukleotidgehalt mit ATP, bzw. mit AMP in Gegen-
wart eines ATP-regenerierenden Systems. Das Experiment zeigt, daß der Gehalt an [3H]LTC4

innerhalb der Proteoliposomen über die Zeit während der Dauer des Versuchs steigt. Auch die
Variation des ATP-Gehaltes zeigt, daß die Reaktion ATP-abhängig ist. Aufgrund der großen Feh-
ler, die durch die Lineweaver-Burk-Auftragung entstehen1, soll an dieser Stelle jedoch nur eine
qualitative Diskussion erfolgen.
Bei Anwesenheit von ATP ist der Gehalt an Radioaktivität innerhalb der Proteoliposomen höher
als bei der Vergleichsmessung in Anwesenheit von AMP. Dies ist für einen ATP abhängigen Pro-
zess zu erwarten. Eine Möglichkeit für die Aufnahme von [3H]LTC4 in Anwesenheit von AMP
liegt in der passiven Diffusion von [3H]LTC4 durch die Membran zum Ausgleich der Konzentra-
tion.172

Wie gezeigt werden konnte, ist die Bereitstellung eines Systems für die quantitative und zu-
gleich funktionelle Isolierung eines ABC-Transportes innerhalb der Arbeitsgruppe gelungen.
Die Eigenschaften des isolierten Tranportes bezüglich der ATP Abhängigkeit des Tranportes
von HLTC4 sind vergleichbar mit den Ergebnissen anderen Gruppen.172

Für die Isolierung wurden zwei Systeme vewendet, die beide gleichermaßen für die quantitative
Isolierung von nativen ABCC 1 geeignet sind und so eine flexible Anpassung der Prozedur an
die jeweiligen Bedürfnisse erlauben.
Es ist zu erwarten, daß die verwendeten Methoden Isolierung auch auf Transporter mit ähnlichen
Eigenschaften anzuwenden sind. Damit ist eine wichtige Vorraussetzungen für die Entwicklung
von Screeningverfahren mit artifiziellen Systemen erfüllt.
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7 Zusammenfassung

Trotz des Designs und der Entwicklung neuer potenter Medikamente, entzieht sich malignes Ge-
webe häufig der Behandlung durch die Ausbildung von Resistenzen. Die Resistenz von Tumoren
gegenüber einer großen Zahl strukturell und funktionell verschiedenartiger Substanzen ist bei
der Behandlung von Krebs mit einer Chemotherapie eine große Herausforderung. Ein Mechanis-
mus des Phänotyps der multiplen Resistenzen basiert auf der Überexpression von mindestens ei-
nem der drei zur Zeit bekanntenMultidrug-Transporter. Alle drei Transporter gehören zur Über-
familie der ABC-Transportproteine, deren gemeinsames Merkmal die ATP-Bindungsdomänen
sind.
Der Erforschung von ABC-Transportern kommt eine enorme Bedeutung zu. Insbesondere da
diese Art von Transportproteinen nicht nur eine Chemotherapie wirkungslos macht, sondern
auch die medikamentöse Behandlung von Krankheiten, wie z. B. AIDS erschwert. Darüber hin-
aus sind ABC-Transporter an verschiedenen anderen Krankheitsbildern wie der Mukoviszidose
oder dem Dubin-Johnson Syndrom beteiligt.

Obwohl die molekularen Mechanismen des Transportes für die Entwicklung von therapeutisch
interessanten Inhibitoren von immensen Interesse ist, so ist derzeit wenig über den genauen Ab-
lauf des Transportprozesses bekannt. Darüber hinaus besteht ein großes Interesse an Screening-
verfahren, um potentielle Kandidaten für Multidrug-Transporter in der medizinischen Forschung
auszusortiern, bevor kostenintensive klinische Studien Anwendung finden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es mit Methoden der homologie-basierten Modellierung gelun-
gen, Modelle für die zur Zeit unbekannte dreidimensionale Struktur derC-Terminalen ATP-
Bindungsdomäne zu erstellen. Dabei wurde sowohl ein Modell im Komplex mit ATP erstellt
sowie eine nukleotidfreie Struktur modelliert und diskutiert. Diese entwickelten strukturellen
Modelle erklären alle zur Zeit vorliegenden experimentellen Befunde für diese Bindungsdomäne.
So zeigte sich, daß ATP zwar in der Lage ist, durch das Protein komplexiert zu werden, jedoch
nur an der Oberfläche des Proteins angelagert ist. Eine Hydrolyse von ATP erfolgt daher wahr-
scheinlich wie bei anderen ABC-Transportern aus dem Zusammenspiel mit derN-terminalen
ATP-Bindungsdomäne. Die Unterschiede der Modelle mit und ohne ATP lassen auf eine Modu-
lation derα-helikalen Domänenuntereinheit durch die Transmembrandomänen des Proteins und
nicht durch die Bindung von ATP schließen.
Diese Beobachtung konnte zur Entwicklung eines Modell-Mechanismus genutzt werden, der
unter Einbeziehung experimenteller Daten, die Divergenz der ATP-Bindungsdomänen von AB-
CC 1 deutet.
Mit der putativen Struktur dieser Bindungsdomäne konnte somit ein wertvoller Beitrag zur Dis-
kussion und dem Verständnis des Transportmechanismuses des Multidrug-Transporters ABCC 1
geleistet werden.
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Weiterhin konnte der ABC-Transporter ABCC 1 im Milligramm-Maßstab funktionell isoliert
und rekonstituiert werden.
Die ATP-Abhängigkeit des Transportes wurde mit Hilfe von radioaktiven Methoden demon-
striert. Damit wurden im Arbeitskreis die Voraussetzungen geschaffen, die Struktur dieses Trans-
porters mit biophysikalischen Methoden weiter zu erforschen und das Protein für die Entwick-
lung von Screeningverfahren einzusetzten. Die Expertise zur Aufreinigung von Transmembran-
proteinen mit hohen Molekulargewicht kann auf weitere Transportproteine, wie das BMDR Pro-
tein angewendet werden.
In dieser Arbeit konnten darüber hinaus weitere Indizien für die in der Literatur seit kurzer Zeit
intensiver diskutierte subzelluläre Verteilung von ABCC 1 gewonnen werden, die die Möglich-
keit eines vesikulären Transportes unter Beteiligung von ABCC 1 nicht ausschließen.
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A Abkürzungen

α- Antikörper gegen
ABC ATP BindungsdomäneATP binding cassette
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrom
APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
BCRP Breast Cancer Resistance Protein
bfgs Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno Algorythmus
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BSA Bovine Serum Albumin
CHAPS [3-(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
Ci Curie
CLSM Konfokales Laser Scanning Mikroskop
dd bidest
DiI 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat
DME Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DTT 1,4-Dithio-DL-threitol
ECL enhanced chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGTA Ethylenglycol-bis(β -amino-ethylether)-N,N,N’,N’-tetraessegsäure
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FKS fötales Kälberserum
FPLC Fast Performance Liquid Chromatography
g mittlere Erdbeschleunigung (1 g = 9.80665 m s-2)
GSH Glutathion
GSSG Glutathion, reduzierte Form
HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsäure]
HFCS Hitze inaktiviertes Fötales Kälberserum
HF Hartree-Fock
h Stunde
HLTC4 Leukotrien C4
IgG1 Immunglobulin Subtyp 1
IgG Immunglobulin G
IPTG Isopropyl-β -D-thiogalactopyranosid
IR Infrarot
kb Kilobasenpaare
MALDI matrix-assisted laser desorption/ionisation
MD Molecular Dynamics, Moleküldynamik
MEM modified eagle medium
min Minuten
M mol/l
MRP Multidrug Resistance Assosiated Protein
MS Massenspektrometrie
NBD Nukleotid Bindungsdomäne
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NBD1 C-terminale Nukleotid Bindungsdomäne
NBD2 N-terminale Nukleotid Bindungsdomäne
Neo Neomycin
NMR Nuclear Magnetic Resonance
OAT Organic AnionTransporter
OCT Organic CationTransporter
ODλ Optische Dichte bei der Wellenlängeλ

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PBCEC Porcine Brain Capillary Endothelian Cells
PBS phosphate buffered saline
PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reacion)
P-gp P-Glycoprotein
PME Particle Mesh Ewald
PMSF Phenyl-methyl-sulfonylfluorid
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium
SDS Natrium Dodekylsulfat (sodium dodecylsulfate)
TBS Tris buffered saline
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris TRIZMA Base (Tris[hydroxymethyl]aminomethan
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat
U unit (Enzymaktivitätseinheit)
UV Ultraviolett
V Spannung
(v/v) Volumenprozent, bezogen auf das Gesamtvolumen
(w/v) Massenprozent, bezogen auf das Gesamtvolumen
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B Materialien

Acrylamid/Bisacrylamid AppliChem(Darmstadt, Deutschland)
Adult Bovine Serum PAA(Paching, Österreich)
Ammonium Acetat Riedel-dde Haën(Seelze, Deutschland)
Ampicillin Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Germany)
APS Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Germany)

β -Mercaptoethanol Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Bio-Rad® Protein Assay BioRad(Hercules, Californien/USA)
Broad RangeDNA-Marker Invitrogen(Carlsbach, CA, USA)
Bromphenolblau ICN Biochemicals(Eschwege, Deutschland)

CaCl2 Merck(Darmstadt, Deutschland)
Chloroform Merck(Darmstadt, Deutschland)

DMF Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
DMSO Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Dynabeads® M-280sheep anti-mouse Dynal Biotech(Oslo, Norwegen)

ECL Kit™ Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)
EDTA Merck(Darmstadt, Deutschland)
Essigsäure Merck(Darmstadt, Deutschland)
Essigsäure Merck(Darmstadt, Germany)
Ethanol Merck(Darmstadt, Deutschland)

FCS PAA(Pasching, Österreich)
Formaldehyd (37 %) Merck(Darmstadt, Deutschland)

Glucose Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Glutardialdehyd Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Glycin Merck(Darmstadt, Deutschland)

HCl Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
High molecular weight marker Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)
Hyperfilm MP Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)

Kälberserum PAA(Pasching, Österreich)
KCl Merck(Darmstadt, Deutschland)
KH2PO4 Merck(Darmstadt, Deutschland)
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KHCO3 Merck(Darmstadt, Deutschland)

Low molecular weight marker Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)

Methanol Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
MicroSpin G-50 Säulen Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)

Na2HCO3 Merck(Darmstadt, Deutschland)
NaCl Merck(Darmstadt, Deutschland)
NaH2PO4 Merck(Darmstadt, Deutschland)
NaN3 Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
NaOH Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)

Paraformaldehyd Merck(Darmstadt, Deutschland)
Paramount Polysciences Inc.(Warrington, PA/USA)
Penicillin G Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin Seromed(Berlin, Deutschland)
Protease Inhibitor Cocktail Roche(Basel, Schweiz)
Protogold Detection Kit™ BBI International(Plemington, NJ, USA)

Nitrozellulose Membran Hybond ECL RPN203 DAmersham Biotech(Uppsala, Schweden)
RPMI 1640 Biochrom(Berlin, Deutschland)

Schaaf anti-Maus IgG (Alexa Fluor 546) Mobitech(Göttingen, Deutschland)
Schaaf anti-Maus IgG (POD) Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
SDS Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sucrose Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)

TEMED Applichem(Darmstadt, Germany)
Trietanolamin Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Tris ICN Biochemicals(Eschwege, Deutschland)
TRITC-Phalloidin Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
TritonX-100 Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Tween20 ICN Biochemicals(Eschwege, Deutschland)
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C Geräte

C.1 Zellkultur

Laminar flow hood BSB 6A und BSB 4A Gelaire(Meckenheim, Deutschland)
Wasserbad GFL 1004 GFL (Burgwedel, Deutschland)
Brutschrank Inkubator IG 150 Astel(Chateau Gontier, Frankreich)
Autoklav Steam Sterilisator 3870EL Jürgens(Münster, Deutschland)

C.2 Zentrifugen

Avanti 300 Beckmann(München, Deutschland)
Zentrifuge 5415 D Eppendorf(Hamburg, Deutschland)
Zentrifugen 5804 R Eppendorf(Hamburg, Deutschland)
Ultrazentrifuge Optima-L70 mit Rotot JA-14Beckmann(München, Deutschland)

C.3 Elektrophorese und Blotten

Power Supply EPS 1000 Amersham Biotech(Uppsala, Schweden)
Power Pac 200 BioRad(Hercules, Californien/USA)
Semi-dry Blotting Ausstattung Sigma(Steinheim, Deutschland)
SDS-Gelelektrophorese Sigma(Steinheim, Deutschland)

C.4 Mikroskopie

Inverses Phasenkontrast Mikroskop Leica(Wetzlar, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop Diaphot TMD Nicon(Düsseldorf, Deutschland)
CLSM TCS SL Leica(Wetzlar, Deutschland)

C.5 Photometer

Shimdazu UV-2100 Shimadzu(Düsseldorf, Deutschland)
Microplate Reader Dynatech(Denkendorf, Deutschland)

C.6 Sonstiges

Scintillationszähler Beckmann(München, Deutschland)
Agfa Curix 60 Film Processor Agfa(Leverkusen, Deutschland)
Waage Sartorius(Göttingen, Deutschland)
Magnet Dynal Biotech(Oslo, Norwegen)
MilliQ RO 10 Plus Wasserbereiter Millipore (Eschborn, Deutschland)
pH-Meter pH 213 Merck(Darmstadt, Deutschland)
Vortex IKA Labortechnik(Staufen, Deutschland)
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C.7 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturschalen Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Zentrifugenröhrchen Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Cyro-Röhrchen Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Glasdeckgläschen Roth(Karlsruhe, Deutschland)
Multiwell Zellkulturplatten Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Petrischalen Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Sterilfilter Sarto(Göttingen, Deutschland)
Whatman Papier Whatman(Maidstore, UK)
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D Verwendete Skripte und Steuerdateien

D.1 Eingabedateien für die verwendeten Programme

D.1.1 MODELLER Steuerdateien

Folgende Steuerdateien wurden für das Programm MODELLER bei der Erstellung der Modelle
verwendet.136

Steuerdateien für die Modellierung der ATP Bindungsdomäne im Komplex mit ATP
INCLUDE
SET ALNFILE = ’ABC2vs1MV5mitATP.ali’
SET KNOWNS = ’1MV5’
SET SEQUENCE = ’ABC2’
SET STARTING_MODEL = 1
SET ENDING_MODEL = 150
SET TOPOLOGY_MODEL = 3, HYDROGEN_IO = off, WATER_IO = off,\\

HETATM_IO = on
SET TOPLIB = ’/usr/src/modeller6v2/modlib/top_heav.lib’
SET PARLIB = ’/usr/src/modeller6v2/modlib/par.lib’
SET DEVIATION = 4.0
SET LIBRARY_SCHEDULE = 1
SET MAX_VAR_ITERATIONS = 300
SET FINAL_MALIGN3D = 1
SET MD_LEVEL = ’refine_1’
CALL ROUTINE = ’model’
SET OUTPUT_CONTROL = 1 1 1 1 1
SET OUTPUT = ’LONG’
ENERGY OUTPUT = ’ENERGY_PROFILE’

Sequenzalignment Steuerdatei für MODELLER :

>P1;1MV5
structureX:1MV5:342:.:584:.::::
------------MLSARHVDFAY-DDSEQILRDISFEAQPNSIIAFAGPSGGGKSTIFSL
LERFYQPTAGEITIDGQPIDNISLENWRSQIGFVSQDSAIMAGTIRENLTYGLEGDYTDE
DLWQVLDLAFARSFVENMPDQLNTEVGERGVKISGGQRQRLAIARAFLRNPKILMLDEAT
ASLDSESESMVQKALDSLMKGRTTLVIAHRLSTIVDADKIYFIEKGQITGSGKHNELVAT
HPLYAKYVSEQLTVG-@
*

>P1;ABC2
sequence:ABC2:.:.:.:.::::
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ETAPPSSWPQVGRVEFRNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLG
LFRINESAEGEIIIDGINIAKIGLHDLRFKITIIPQDPVLFSGSLRMNLDP--FSQYSDE
EVWTSLELAHLKDFVSALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEAT
AAVDLETDDLIQSTIRTQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQQ
RGLFYSMAKDAGLV--@
*

Steuerdateien für die Modellierung der ATP Bindungsdomäne ohne ATP
INCLUDE
SET OUTPUT_CONTROL = 1 1 1 1 1
SET OUTPUT = ’LONG’
SET ALNFILE = ’ABC2AXP_komplett.ali’
SET KNOWNS = ’1MT0’ ’1PF4’
SET SEQUENCE = ’ABC2’
SET STARTING_MODEL = 1
SET ENDING_MODEL = 100
SET DEVIATION = 4.0
SET LIBRARY_SCHEDULE = 1
SET MAX_VAR_ITERATIONS = 300
SET FINAL_MALIGN3D = 1
SET MD_LEVEL = ’refine_1’
CALL ROUTINE = ’model’
ENERGY OUTPUT = ’ENERGY_PROFILE’

Alignement Datei für M ODELLER (lange Sequenz)
>P1;1MT0
structureX:1MT0:.:.:.:.::::
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------DITF
RNIRFRYKPDSPVILDNINLSIKQGEVIGIVGRSGSGKSTLTKLIQRFYIPENGQVLIDG
HDLALADPNWLRRQVGVVLQDNVLLNRSIIDNISLANP-GMSVEKVIYAAKLAGAHDFIS
ELREGYNTIVGEQGAGLSGGQRQRIAIARALVNNPKILIFDEATSALDYESEHVIMRNMH
KICKGRTVIIIAHRLSTVKNADRIIVMEKGKIVEQGKHKELLSEPESLYSYLYQLQSD
*

>P1;1PF4
structureX:1PF4:.:.:.:.::::
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WQTFKRLWTYIRLYKAGLVVSTIALVINAAADTYMISLLKPLLDEGFGNAESNFLRILPF
MILGLMFVRGLSGFASSYCLSWVSGNVVMQMRRRLFNHFMHMPVRFFDQESTGGLLSRIT
YDSEQVAGATSRALVSIVREGASIIGLLTLMFWNSWQLSLVLIVVAPVVAFAISFVSKRF
RKISRNMQTAMGHRQQTMKLVSAQSIADPVIQMIASLALFAVLFLASVDSIRAELTPGTF
TVVFSAMFGLMRPLKALTSVTSEFQRGMAACQTLFGLMDLETERDNGKYEAERVNGEVDV
KDVTFTYQGKEKPALSHVSFSIPQGKTVALVGRSGSGKSTIANLFTRFYDVDSGSICLDG
HDVRDYKLTNLRRHFALVSQNVHLFNDTIANNIAYAAEGEYTREQIEQAARQAHAMEFIE
NMPQGLDTVIGENGTSLSGGQRQRVAIARALLRDAPVLILDEATSALDTESERAIQAALD
ELQKNKTVLVIAHRLSTIEQADEILVVDEGEIIERGRHAD------------------
*

>P1;ABC2
sequence:ABC2:.:.:.:.::::
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
--------------------------------------------ETAPPSSWPQVGRVEF
RNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLGLFRINESAEGEIIIDG
INIAKIGLHDLRFKITIIPQDPVLFSGSLRMNLDPFSQ--YSDEEVWTSLELAHLKDFVS
ALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEATAAVDLETDDLIQSTIR
TQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQQRGLFYSMAKDAGLV
*

Alignement Datei für M ODELLER (verkürzte Sequenz)
>P1;1MT0
structureX:1MT0:.:.:.:.::::
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------DITF
RNIRFRYKPDSPVILDNINLSIKQGEVIGIVGRSGSGKSTLTKLIQRFYIPENGQVLIDG
HDLALADPNWLRRQVGVVLQDNVLLNRSIIDNISLANP-GMSVEKVIYAAKLAGAHDFIS
ELREGYNTIVGEQGAGLSGGQRQRIAIARALVNNPKILIFDEATSALDYESEHVIMRNMH
KICKGRTVIIIAHRLSTVKNADRIIVMEKGKIVEQGKHKELLSEPESLYSYLYQLQSD
*

>P1;1PF4
structureX:1PF4:.:.:.:.::::
WQTFKRLWTYIRLYKAGLVVSTIALVINAAADTYMISLLKPLLDEGFGNAESNFLRILPF
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MILGLMFVRGLSGFASSYCLSWVSGNVVMQMRRRLFNHFMHMPVRFFDQESTGGLLSRIT
YDSEQVAGATSRALVSIVREGASIIGLLTLMFWNSWQLSLVLIVVAPVVAFAISFVSKRF
RKISRNMQTAMGHRQQTMKLVSAQSIADPVIQMIASLALFAVLFLASVDSIRAELTPGTF
TVVFSAMFGLMRPLKALTSVTSEFQRGMAACQTLFGLMDLETERDNGKYEAERVNGEVDV
KDVTFTYQGKEKPALSHVSFSIPQGKTVALVGRSGSGKSTIANLFTRFYDVDSGSICLDG
HDVRDYKLTNLRRHFALVSQNVHLFNDTIANNIAYAAEGEYTREQIEQAARQAHAMEFIE
NMPQGLDTVIGENGTSLSGGQRQRVAIARALLRDAPVLILDEATSALDTESERAIQAALD
ELQKNKTVLVIAHRLSTIEQADEILVVDEGEIIERGRHAD------------------
*

>P1;ABC2
sequence:ABC2:.:.:.:.::::
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------QVGRVEF
RNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLGLFRINESAEGEIIIDG
INIAKIGLHDLRFKITIIPQDPVLFSGSLRMNLDPFSQ--YSDEEVWTSLELAHLKDFVS
ALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEATAAVDLETDDLIQSTIR
TQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQQRGLFYSMAKDAGLV
*

D.1.2 GROMACS Parameterdatei

Shellskript zur Steuerung der G ROMACS basierten Simulationen
Im folgenden sind die verwendeten Parameter und Kommandozeilenparameter aufgeführt, die
bei der Verwendung des Programms GROMACS verwendet wurden.147

Die Implementierung von Subprogrammen zur Durchführung von Simulationen bietet in einer
Unix oder Linuxumgebung die Möglichkeit, Shellskripte zur automatisierten Durchführung und
Parameterisierung anzulegen. Im folgenden ist das von mir erstellte und verwendete Skript zu fin-
den, daß zur Durchführung automatisierbarer Abläufe verwendet wurde. Das Skript wurde vor
jedem Lauf überprüft und gegebenenfalls an die Problemstellung angepasst. Das Nachfolgen-
de Skript erstellt mit Hilfe von Programmen des GROMACS Packetes die Eingabedateien (die
unabhängig vom Skript jeweils anzupassen waren), erstellt eine periodische Wasserbox, sorgt in-
teraktiv für Ladungsneutralität, führt sukzessive Energieminimierungen, wie im experimentellen
Teil beschrieben durch und läßt eine optinale MD Simulation durchführen.

read MOL
editconf -bt octahedron -f ${MOL}.gro -o ${MOL}.gro \\

-c -d 2.0
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genbox -cp ${MOL}.gro -cs spc216.gro -o ${MOL}_b4em.gro\\
-p ${MOL}.top

#### verwendete Parameter ##############################
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
integrator = steep
dt = 0.001
nsteps = 500
emtol = 1000.0
emstep = 0.01
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
fourier_nx = 0
fourier_ny = 0
fourier_nz = 0
pme_order = 4
ewald_rtol = 1e-5
optimize_fft = yes
constraints = none
#########################################################
grompp -v -f em1 -c ${MOL}_b4em -p ${MOL} -o ${MOL}_em
genion -s ${MOL}_em -o ${MOL}_em_ions.gro -pname Na -np 10
grompp -v -f em1 -c ${MOL}_em_ions -p ${MOL} -o ${MOL}bc
mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}bc -o ${MOL}bc -c ${MOL}b4pr \\

-e ${MOL}bc_energie
#### verwendete Parameter ##############################
warnings = 10
cpp = /lib/cpp
define = -DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md
dt = 0.002
nsteps = 10000
nstcomm = 1
nstxout = 250
nstvout = 1000
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nstfout = 0
nstlog = 10
nstenergy = 10
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
fourier_nx = 0
fourier_ny = 0
fourier_nz = 0
pme_order = 4
ewald_rtol = 1e-5
optimize_fft = yes
Tcoupl = berendsen
tau_t = 0.1 0.1 0.1
tc-grps = protein sol Na
ref_t = 300 300 300
Pcoupl = berendsen
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref_p = 1.0
gen_vel = yes
gen_temp = 300.0
gen_seed = 173529
#########################################################
grompp -f PR -c ${MOL}b4pr -p ${MOL} -o ${MOL}PR
mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}PR -o ${MOL}PR -c ${MOL}PR
#### verwendete Parameter ###############################
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
integrator = l-bfgs
tinit = 0
dt = 0.001
nsteps = 10000
init_step = 0
comm_mode = Linear
nstcomm = 1
emtol = 100.0
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emstep = 0.01
nbfgscorr = 10
nstxout = 100
nstvout = 100
nstenergy = 10
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
fourier_nx = 0
fourier_ny = 0
fourier_nz = 0
pme_order = 4
ewald_rtol = 1e-5
optimize_fft = yes
constraints = none
#########################################################
grompp -f EM -c ${MOL}PR -p ${MOL} -o ${MOL}EM
mdrun -nice 4 -s ${MOL}EM -o ${MOL}EM_trajektorie \\

-c ${MOL}EM_structure -e ${MOL}EM_energie \\
-x ${MOL}EM_trajektorie_xdr

#### verwendete Parameter ###############################
cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
integrator = md
dt = 0.002
nsteps = 25000
nstcomm = 1
nstxout = 50
nstvout = 50
nstfout = 50
nstlog = 50
nstenergy = 50
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9
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rvdw = 1.0
fourierspacing = 0.12
fourier_nx = 0
fourier_ny = 0
fourier_nz = 0
pme_order = 6
ewald_rtol = 1e-5
optimize_fft = yes
Tcoupl = berendsen
tau_t = 0.1 0.1 0.1
tc-grps = protein Na SOL
ref_t = 300 300 300
Pcoupl = berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref_p = 1.0
gen_vel = yes
gen_temp = 300
gen_seed = 179529
constraints = all-bonds
#########################################################
grompp -f MD -c ${MOL}EM_structure -p ${MOL} -o ${MOL}MD
mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}MD -o ${MOL}MD_trajektorie \\

-c ${MOL}MD_structure -e ${MOL}MD_energie \\
-x ${MOL}MD_trajektorie_xdr

D.1.3 Steuerdatei für APBS

read
mol pqr 10957882924.pqr

end
elec

mg-auto
dime 129 129 129
cglen 87.5262 83.4564 98.9230
fglen 71.4860 69.0920 78.1900
cgcent mol 1
fgcent mol 1
mol 1
lpbe
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bcfl sdh
ion 1 0.150 2.0
ion -1 0.150 2.0
pdie 2.0
sdie 78.54
srfm smol
chgm spl2
srad 1.4
swin 0.3
temp 298.15
gamma 0.105
calcenergy total
calcforce no

end
elec

mg-auto
dime 129 129 129
cglen 87.5262 83.4564 98.9230
fglen 71.4860 69.0920 78.1900
cgcent mol 1
fgcent mol 1
mol 1
lpbe
bcfl sdh
ion 1 0.150 2.0
ion -1 0.150 2.0
pdie 2.0
sdie 2.00
srfm smol
chgm spl2
srad 1.4
swin 0.3
temp 298.15
gamma 0.105
calcenergy total
calcforce no

end
print energy 2 - 1 end
quit
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