Bjorn Schroder

Transporter-Eigenschaften

von ABCC 1 invitro und in silicio

—-2004—-






Biochemie

Transporter-Eigenschaften
von ABCC 1 in vitro und in silcio

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften im
FachbereictChemieund Pharmazieder Mathematische-Naturwissenschaftlichen
Fakultat der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster

vorgelegt von
BJORN SCHRODER
aus Siegen

—2004—-



Dekan: Prof. Dr. J. Leker
Erster Gutachter: Prof. Dr. H.-J. Galla
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. B. Krebs
Tag der mundlichen Prifung: 16.11.2004

Tag der Promotion: 16.11.2004



Die experimentellen Untersuchungen zu der vorliegenden Arbeit wurden in der Zeit von Oktober
2001 bis September 2004 am Institut fur Biochemie der Westféalischen Wilhelms-Universitat
Munster durchgefihrt.






Erfahrung ist immer die Parodie auf die Idee
Johann Wolfgang von Goethe (1749-1832)






Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Die Funktion von Transportproteinen bei der Arzneimitteldisposition . . . . . 1
1.1.1 MultidrugResistenz.. . . . . . . . . . ... 2
1.2 ABC-Transportsysteme . . . . . . . . . . e e 3
1.3 ABCC1 . . . . e 5
1.4 Die Struktur von ABC-Transportern . . . . . . . . . .. ... .. ... .. 8
1.4.1 Die Struktur der ABC-Doméane . . . .. ... ... ... ....... 9
1.4.2 Der Transportmechanismus von ABC-Transportern . . . . . . . .. 11
2 Zielsetzung 17
3 Material und Methoden 19
3.1 Zellkultur . . . . . e 19
3.2 Fluoreszenzmikroskopie und Konfokale Laser Scanning Mikroskopie . . . 2Q
3.3 Fast Performance Liquid Chromatography. . . . .. .. ... ... .. ... 23
3.4 Proteinbiochemische Methoden. . . . . . . ... ... ... ......... 24
3.4.1 Immunoprazipitation . . . . . .. ... ... . e 28
4 Molekildynamik 31
4.1 Einleitende Bemerkungen. . . . . . . . ... ... 31
4.2 Homology Modelling. . . . . . .. ... .. .. . . . .. 35
4.2.1 Strukturvorhersage aufgrund von Homology Modelling . . . . . . . . 35
4.2.2 \erwendete Programme und Kraftfelder . . . . .. ... ... .... 37
5 Ergebnisse 41
5.1 Die Modellierung de€-terminalen ATP Bindungsdoméne von ABCC1 . . . 41
5.1.1 Ergebnisse der Suche nach homologen Proteinen . . . . .. .. .. 41.
5.1.2 Sequenzabgleich der ausgewdahlten Proteinsequenzen . . . . . . . 41 .

5.1.3 Modellierung de€-terminalen ATP-Bindungsdoméane von ABCC1 . 43

5.1.4 Solvatisierung der erstellten Proteinmodelle in explizitem Wasser . 56

5.1.5 Zeitabhangige Analysen - Molecular Dynamics . . . . . .. .. ... 62
5.2 Die Isolierung von ABCC1 und seine Rekonstitution in Proteoliposomen . . 66
5.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen Verteilung von AB-

CC1linHB9AR Zellen . . . . . . . . . 70
5.3.1 Die Verteilung von Doxorubicin in Multidrug Resistenten Zellen . . . 73
5.4 Dielsolierungvon ABCC1 . ... .. .. . . . ... i 75
5.5 Funktionelle Rekonstitution von ABCC 1in Liposomen . . . . . . .. .. .. 78
5.5.1 ATP-abhéngige AufnahmevonlIC. . . ... ... ... ...... 79



6 Diskussion 83

6.1 Die Modellierung de€-terminalen ATP-Bindungsdomane von ABCC1 . . . 83
6.1.1 Die Modellierung de€-terminalen ATP-Bindungsdoméne. . . .. .. 84
6.1.2 Molekuldynamische Analysen désterminalen ATP-Bindungsdoméne

imKomplexmitATP . . . . . . . . . ... . 90
6.1.3 Analyse der Molekildynamischen Berechnungen . . . . . .. ... 92

6.1.4 \Vorschlag eines Modells zum sequentiellen Ablauf der ATP-Hydrolyse

und der Kommunikation der nicht-aquivalenten ATP-Bindungsdoménen
VONABCC L1 . . . . . e 94
6.2 Die Funktion intrazellularen ABCC 1 bei der Arzneimitteldisposition. . . . . 97

6.3 Die quantitative Isolierung und funktionelle Rekonstitution von ABCC 1 in Li-
POSOMEN . . . . . o o e e e e e e e e e e 100

6.3.1 Die Isolierung des monoklonalen Antikdrpers QCRL-1 im quantitati-
vemMalRstab. . . . ... 100
6.3.2 Die quantitative Isolierungvon ABCC1 . . . ... ... ... ... 102

7 Zusammenfassung 105

A Abkirzungen 121
B Materialien 123
C Gerate 125
C.1 Zellkultur . . . . . . e 125
C.2 Zentrifugen . . . . . . . . . e 125
C.3 Elektrophoreseund Blotten . . . . . . . ... ... ... ... ... . ... 125
C.4 Mikroskopie . . . . . . . e e 125
C.5 Photometer . . . . . . . . . e 125
C.6 Sonstiges . . . . . . . 125
C.7 \Verbrauchsmaterialien . . . ... ... ... ... .. ... ... ..., 126

D Verwendete Skripte und Steuerdateien 127

D.1 Eingabedateien fir die verwendeten Programme . . . . . . . .. ... ... 127
D.1.1 MoODELLER Steuerdateien . . . . . . .. ... ... ... .. 127
D.1.2 GRoOMAcCSParameterdatei . . ... ... ... ... ......... 130
D.1.3 Steuerdatei fKkPBS . . . . . . . . . . . 134

Xl






1 Einleitung

Die Kompartimentierung lebender Zellen wird durch biologische Membranen realisiert, die
aus Lipiddoppelschichten aufgebaut sind. Biologische Membranen sind zwar fir Wasser, Gase
(z.B. Oy, CO, oder NHg) sowie fur kleine aliphatische Molekile permeabel, fir wasserlosliche
Substanzen stellen sie hingegen eine Permeabilitatsbarriere dar, die die unkontrollierte inter-
und intrazellulare Diffusion verhindert. Ein Austausch von hydrophilen Substanzen tber die-
se Permeabilitatsgrenzen hinweg, wie er aufgrund der Vielzahl der in der Zelle ablaufenden
Stoffwechselprozesse, der Zell-Zell-Kkommunikation sowie dem Export toxischer Verbindungen
erforderlich ist, wird durch Transportproteine erméglicht. Zu diesem Zweck steht der Zelle ei-
ne reichhaltige Auswahl an Transportproteinen, wie Shuttle, Carrier und Kanale zur Verfigung,
die Barriereeigenschaften einer Phospholipidschicht selektiv modifizieren. Strukturell gesehen
gehoren diese Proteine zur Klasse der Membranproteine. Im Darmbaktesicimerichia 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 eaigiven Transport
gesprochen. Aktive Transportsysteme lassen sich nach der Energiequelle, die fur die Aktivitat
genutzt wird, in primare und sekundéare Transportsysteme unterteilen.

Primare Transportsysteme nutzen Adenosintriphosphat (ATP) als Energiequelle fir den vekto-
riellen Transport Uber MembraneATP binding cassettABC)-Proteine sind dabei eine der
gro3ten Proteinfamilien und wurden bisher in allen untersuchten Lebewesen gefunden.
Sekundére Transportsysteme nutzen als Energiequelle fiir die durch sie vermittelte Transport-
Prozesse vorhandene elektrochemischer Gradienten. Je nach Stéchiometrie des Transports wird
dabei zwischetniport, SymportoderAntiport unterschiedert:?

Medizinisch relevante Vertreter der Transportproteine sind sowohl bei den priméaren als auch
bei den sekundaren Transportproteine zu finden. Im folgenden soll eine Ubersicht iiber 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 Saugetieren vermitteln die zellulare Aufnahme von physiologischen
Nukleosiden fur die Synthese von Nukleinsaufdbiese Transporter spielen jedoch eine ebenso
grof3e Rolle bei dein vivo Verteilung und dem intrazelluléren Protein-Targeting vieler Nukleosid-
Analoga, wie sie in der Krebs-Therapie und der medimentakésen Behandlung viraler Infektionen
eingesetzt werdep.

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 Substratspezifitat



als Transporter anderer Nahrstoffe. Aus diesem Grund dienen Peptid-Transporter nicht nur als
Nahrstoff-Transporter sondern auch als Transporter von Medikamenten, die eine strukturelle
Ahnlichkeit mit Peptiden haben, wie z. B-Lactam Antibiotika.

Organic AnionTransportproteine un@rganic CationTransportproteine sind zwei der wichtig-

sten Klassen von Proteinen fir die Aufnahme, Verteilung und die Eliminierung von natirlich
vorkommenden Xenobiotika, Toxinen und medizinisch relevanten Medikamenten. Obwohl bei-
de Vertreter dieser Klasse von Transportproteinen eine unterschiedliche Praferenz fir 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 exXjprimiert.
Die Mitglieder derOrganic CationTransportprotein (OCT) Familie sind aktive Transporter or-
ganischer Kationen, endogener, biologisch aktiver Amine wie Acetylcholin, Cholin, Dopamin,
Epinephrin, GuanidinN-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 d€¥rganic AnionTransportproteine (OAT) an-
gehoren, konnte ein tertiarer Transportprozess gezeigt werdemN &débicarboxylat Cotrans-

porter SDCT nutzt einen durch die N&*-ATPase aufgebauten lonengradienten, 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 Gewebsverdnderung 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, dal? die Aufnahme
eines Medikamentes oft zu einer Kreuz-Resistenz mit anderen sowohl chemisch als auch struktu-
rell verschiedenen Substanzen fiihrt. Eine Chemoresistenz richtet sich daher zumeist gegen eine
grolRe Zahl strukturell unterschiedlicher Substanzen und wird durch zellulare Transportsysteme
vermittelt. Dieses Phanomen wird gemeinhinralgitidrug resistancéMDR) Phanotyp charak-
terisiert.

MDR ist ein Hauptfaktor fir das Versagen vieler Formen der Chemotherapie. Ein Mechanismus
der MDR ist die gesteigerte Fahigkeit von Tumorzellen, zytotoxische Substanzen aktiv aus der
Zelle zu transportieren, um so die intrazellulare Konzentration dieser Substanz unterhalb toxi-
scher Konzentrationen zu haltén.

Die medizinische Bedeutung der fur die MDR verantwortlichen Transportproteine Ubersteigt
dabei ihre Rolle bei der Behandlung von Krebs mit einer Chemotherapie. Die Transportfunk-
tion dieser Proteine hindert zudem in vielen Fallen die Behandlung anderer Krankheiten, wie
z.B. Malaria und AIDS Acquired Immune Deficency Syndrgmia in die MDR involvierte
Proteine die Absorption, Distribution und Exkretion einer Vielzahl pharmakologisch wirksamer



Substanzen modulieren, besteht ein ausgepréagtes medizinisches Interesse an diesen Proteinen.

Die Resistenz gegenlber einer Therapie bei der Behandlung von Krebs konnte mit minde-
stens zwei Transportern in Zusammenhang gebracht werden. Die beiden Transporter Bind das
glycoprotein(ABCB 1) und das sogenannteultidrug resistance-associated protgiBCC 1).
Sowohl ABCB 1 als auch ABCC 1 sind priméare Transporter und gehoren der Uberfamilie der
ABC-Transporter an. Aufgrund ihrer Funktion und Bedeutung sind sie das Ziel verschiedener
Ansétze bei der Krebs-Behandlung. Obwohl sich diese Arbeit ausschliel3lich mit ABCC 1 be-
schaftigt, ist es wichtig einen Uberblick Uber die Familie der ABC-Transporter zu gewinnen.
Daher wird im folgenden zunéchst die Familie der ABC-Transportproteine vorgestellt, bevor
auf ABCC 1 Bezug genommen wird.

1.2 ABC-Transportsysteme

Der spezifische Transport von Molekilen tber Lipidmembranen ist unabdingbare Vorausset-
zung fur alle lebenden Organismen und eine grol3e Anzahl an spezifischen Transportern hat
sich entwickelt, um diese Aufgabe auszufiihren. Dabei ist die grof3ste Genfamilie der Transport-
proteine die der ABC-Transporter. Diese primaren Transporter binden ATP und nutzen dessen
Hydrolyseenergie, um enorm viele, unterschiedliche Molekile, darunter Zucker, Aminosauren,
Metallionen, Peptide, Proteine und eine grol3e Zahl hydrophober Molekile und Metaboliten,
gegen elektrochemisch Gradienten Uber intrazellulare 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-
Renseite der Zelle in das umgebende Gewebe oder zur Sekretion aus dem Korper. Daher sind
ABC-Transporter fir viele in der Zelle ablaufende Prozesse essentiell. Mutationen der zugeho-
rigen Gene verursachen Krankheitsbilder wie Mukoviszidose, neurologische Krankheiten, re-
tinaler Degeneration, Cholesterol- und Gallensalz-Transportdefizite sowie Anamie bzw. tragen
zu deren Ausbildung bei. Dariiber hinaus sind viele ABC-Transporter auch aviudigadrug-
Resistenz beteiligt (siehe Abbildung 1). Diese Medikamente transportierenden Proteine sind
in allen Gewebe- und Zelltypen in unterschiedlichen Mengen und, unter bestimmten Umstéan-
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-Bindungsdomé&nen (NBDs), die hoch konserviert sind. Diese
Motive tragen die Namen Walker A Motiv, Walker B Motiv und ABC-Signatursequenz.



Derzeit sind auf Grundlage des humanen Genoms e MRP1
48 Gene fiir ABC-Proteine identifiziert worden. Die “. | (aBcen)
Gruppe der ABC-Proteine wurde in sieben Unter- " 4
klassen, von ABCA bis ABCG, eingetéiltDie Ein- I
teilung erfolgte basierend auf genomischer Orga-
nisation, Ordnung von Domé&nen und Sequenzho+gpmprs
mologien. In Abbildung 1 ist der phylogenetische “B<1
Stammbaum der zur Zeit bekannten ABC-Transporter
dargestellt, die in die MDR involviert sind.
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BMDP
MXR/BCRP
(ABCG2)
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Die ABCA-Unterfamilie der ABC-Transporter beappiiqung 1: Phylogenetischer Stammbaum

sitzt zwolIf Mitglieder. Bisher wurden zwei Mitglie-MDR involvierter ABC-Transporter. Eine fett

der dieser Unterfamilie eingehender studiert. Defajedruckte Linie und ein Kreis indiziert die an

te des Transporters ABCA 1 fiihren zu Krankheitder MDR beteiligten Transporter. lhre nahen
bildern des Cholesterol-Transports und der HDL LYerwandten sind ebenfalls im Diagramm ein-
poprotein Biosynthese. ABCA 4 transportiert \i@etragen.

amin A Derivate in die &ufReren Segmente von Photorezeptor-

Zellen und besitzt daher eine wichtige Funktion im Sehzyklus.

Die Einzigartigkeit deABCB-Unterfamilie besteht darin, dal3 in ihr sowohl Voll- als auch Halb-
transporter vertreten sind. ABCB1 (MDR 1, P-gp), ein 170 kDa grof3es Protein, war der erste
humane ABC-Transporter, der identifiziert und charakterisiert wurde. Dieser Transporter erreg-
te Aufsehen, da eine verstarkte Expression von ABCB 1 haufig mit einer MDR assoziiert werden
kann®-° 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 schlieRen 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 k6hABCB 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 Vorlaufern beteiligt sind.

Die ABCC Unterfamilie enthalt zwolf Volltransporter, die verschiedene Funktionen ausfuihren
und die nicht alle dem Phéanotyp der MDR zugeordnet werden kdnnen. Transporter der ABCC
Unterfamilie transportieren lonen, sind Rezeptoren an der Zelloberflache und sekretieren Toxi-

Ihttp:/nutrigene.4t.com/humanabc.htm



ne. ABCC7 (CFTR) ist ein cAMP regulierter Chloridkanal und ist beteiligt an der exokrinen
Sekretiont! Mutationen des ABCC 7 filhren zum Krankheitsbild der Mukoviszidose. ABCC 8
und ABCC9 (SUR 1 und SUR 2) sind Zellrezeptoren, die Sulfonylurea binden. Sie regulieren
die in die Insulin Sekretion involvierten Kalium Kanale und kdnnen am besten als intrazellula-
re ATP-Sensoren beschrieben werdémer Rest dieser Unterfamilie besteht aus niduiti-

drug Resistance associat&toteingenen. Von diesen Proteinen transportieren ABCC 1, 2 und

3 (MRP 1, 2 und 3) zu Gluthathion konjugierte Medikamente und andere organische Anionen.
ABCC 4, ABCC5 ABCC 11 und ABCC 12 sind kleiner als die anderen Mitglieder dieser Unter-
familie und besitzen nicht die aminoterminale Doméne. Diese Doméne scheint allerdings nicht
essentiell fir den Transport zu sein. Die Membranproteine ABCC 4 und ABCC5 (MRP 4 und
5) vermitteln Resistenzen gegen Nukleosidanaloga.

Die ABCD Unterfamilie ist aus vier Genen aufgebaut. Alle Gene kodieren fur Halbtransporter,
die in den Peroxisomen lokalisiert sind. Dort fungieren sie als Homo- und/oder Heterodimere
bei der Regulation des Transports sehr langer Fettséauren.

Die ABCE undABCF Unterfamilien enthalten Gene, die offensichtlich von ABC-Transportern
abstammen, aber keine Transmembrandomanen besitzen. Eine Transportaktivitat in Membranen
ist nicht bekannt.

Die humaneABCG Unterfamilie besteht aus sechs sogenanmggarserHalbtransportern, de-

ren NBD am Aminoterminus und deren Transmembrandomanen am Carboxyterminus positio-
niert ist. Der Saugetier ABCG 1 Transporter ist in den Cholesterol-Transport und seine Regula-
tion involviert. ABCG 2 ist ebenfalls eiMultidrug-Transporter. Dieser Transporter wird unter
anderem in der Blut-Hirn-Schranke exprimiéft:>ABCG 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 grof3e
Zahl an Transportern, wird Zellen die Resistenz zu einer solch groR3en Zahl strukturell diverser
Molekule vermittelt.

Trotz der Fulle von Informationen, die bereits Ulhultidrug-Transporter vorliegt, ist jedoch

noch immer unklar, wie es zu der breiten Substratspezifitdit kommt und wie der eigentliche Trans-
portmechanismus auf molekularem Niveau ablauft.

1.3 ABCC1

1987 wurde eine ABCB 1 (P-gp) unabhéngige Form der MDR beschriéténdie einem zwei-
tenMultidrug Resistanc@rotein zugeschrieben werden konnte. Dieses Protein viviuttedrug
Resistance Associated ProtéMRP, MRP 1, ABCC 1) genannt und besitzt nur eine 20 %ige Se-
guenzhomologie zu ABCB 1 (P-gp). Dennoch besitzen beide Proteine ein sich Giberschneidendes
Spektrum an Substanzen, die von ihnen transportiert wef4&tABCC 1 ist das zuerst entdeck-

te und zugleich am besten charakterisierte Mitglied der zuvor erwahnten C-Typ Unterfamilie der
ABC-Transporter. Dieser Transporter wurde zuerst aus einer Zellinie kloniert, bei der die Expres-



Symbol  Synonym Funktion

ABCA1 ABC1 Cholesterol-Transport
ABCA2 ABC2 Drug resistance

ABCA3 ABC3, ABCC Surfactant Sekretion?
ABCA4 ABCR N-Retinylidiene-PE Efflux
ABCB1 PGY1, MDR Multidrug Resistance
ABCB2 TAP1 Peptidtransport

ABCB3 TAP2 Peptidtransport

ABCB4 PGY3 Phosphatidylcholin-Transport
ABCB6 MTABC3 Eisen-Transport

ABCB7 ABC7 Fe/S-Cluster transport
ABCB11 SPGP Transport von Gallensalzen
ABCC1l MRP1 Drug resistance

ABCC2 MRP2 Organic AniorEfflux
ABCC3 MRP3 Drug resistance

ABCC4 MRP4 Nukleosid-Transport
ABCC5 MRP5 Nukleosid-Transport
ABCC6 MRP6

ABCC7 CFTR Chlorid lonen Kanal
ABCC8 SUR Sulfonylurea Rezeptor
ABCC9 SUR2 K(ATP) Kanal Regulation
ABCC10 MRP7

ABCD1 ALD VLCFA-Transport-Regulation

ABCD2 ALDL1, ALDR
ABCD3 PXMP1, PMP70
ABCD4 PMPG9, P70R

ABCE1 OABP, RNS4| Oligoadenylate-Bindungsprotein
ABCF1 ABC50

ABCG1 ABCS8, White Cholesterol-Transport?

ABCG2 ABCP, MXR, BCRP Toxin EffluxDrug resistance
ABCG5 White3 Sterol transport

Tabelle 1: Auflistung einer Auswahl von ABC-Transportproteinen. Neben der vorgeschlagenen Nomen-
klatur fir ABC-Transporter ist/sind in der Tabelle der/die Trivialname(n) aufgefuhrt. Soweit bekannt ist
zudem die (vermutliche) Funktion des Transportes, bzw. die mit diesem Transporter in zusammenhang
gebrachte Krankheit aufgefiuhrt. Fett hervorgehoben sind die Transportproteine die an dem Phanotyp der
multiplen Resistenz beteiligt sintf:1°



sion von ABCB 1 (P-gp) nicht hochreguliert i§:?1??Das 190 kDa groRe Glycoprotein wird

in den meisten Gewebetypen synthetisiert, wobei das Expressionsniveau in der Lunge, den Ho-
den und der Niere geringfiigig hoher 3t2% Verschiedene Zelltypen des Hirns, wie z. B. der
Choroid Plexus, exprimieren ABCC 1 und es wird angenommen, daf3 ABCC 1 Teil der Permea-
bilitatsbarriere zwischen Blut und der cerebrospinalen Fliissigkeit Bs gibt Hinweise darauf,

daR die natirliche Funktion von ABCC 1 der Schutz von Zellen vor durch Xenobiotica induzier-
ten Schaden ist?

In polarisierten Endothelzellen wird ABCC 1, im Gegensatz zu anderen Transportern wie AB-
CB1 (P-gp), ABCC 2 und ABCG 2, die in der apikalen Membran gefunden werden, in der baso-
lateralen Membran gefundeéfi.Unter gewissen Umsténden und in bestimmten Zelltypen kann
ABCC 1 auch in in intrazellularen Membranen der sekretorischen Vesikel gefunden werden, die
dem Golgi-Apparat entstammef Intrazellulares 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 benétigt 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 beziiglich GSH, oxidiertem GSH (GSSG), sowie vieler mit GSH, Glucoronat
und Sulfat konjugierten organischer AnionEr?’ In Tabelle 2 ist ein Ausschnitt des Subsrat-
spektrum von ABCC 1 aufglistet. Das Substrat mit der bislang hochsten Affinitat zu ABCC 1
ist LTC4 4 (Km = 100 rm). Ein anderes, moglicherweise physiologisch relevantes Substrat von
ABCC 1 ist das GSH konjugierte 4-Hydroxgans-2-nonenol (4-HNE). 4-HNE ist ein hochre-
aktives, toxisches Produkt der Lipidperoxidati%?ndas entsteht wenn Membranen oxidativem
Stress ausgesetzt werden. Dieser Stress kann von Substanzen wie Doxorubicin erzeugt werden.
Die Hauptentgiftungsroutine der Zelle fir solche toxischen Aldehyde ist die spontane Konjuga-
tion mit GSH, das sukzessive aus dem Zellumen transportiert werden muf3, um eine Produkt-
hemmung der konjugierenden Enzyme zu vermeiden. Die Affinitat zu GS-G mv 2239 ist
geringer als die seiner oxidierten Foh32 Die geringe Stereoselektivitat und das breite Spek-
trum strukturell unterschiedlicher Substanzen, die ABCC 1 transportiert, kbnnen bislang noch
nicht durch ein Modell erklart werden. Die Funktion von GSH in dem durch ABCC 1 vermittel-
tem Transport scheint Komplex zu sein und auch hierfir konnten noch keine mechanistischen
Details ergriindet werden. Es ist jedoch klar, dal3 nicht die reduzierenden Eigenschaften von
GSH entscheidend sind, da auch nicht reduzierende GSH Analoga ohne Sulfhydrylfunktion in
der Lage sind, die Transportaktivitat von ABCC 1 zu stimulieféa?33.34



Therapeutische Substanzen Vincrisitin, Vinblastin, Doxorubicin, Daunorubicin,
Epirubicin, Etoposide (VP-16), CPT-11, SN-38, Me-
thoxotrexate, Hydroxyflutamid, Flutamid, Ritonavir,
Sequinovar

GSH konjugierte Substanzen LTIC LTD4, GS-4-HNE, GS-Prostaglandin,A
GS-15-deoxyA'?14 Prostaglandina) GS-Thiotepa,
GS-Cyclosphosphoamid, GS-chlorambucil, GS-
Melphalan, GS-ethacrynic Saure, GS-Sulforaphane,
GS-DNP, GS-CDNB, GS-4-Nitroquinolin- 1-oxid,
GS-aflatoxin B, GS-metolachlor

Glucoronid Konjugierte Substanzen IS G, 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®°Tc-Sestamibi, 29™Tc-

Tetrofosmin, B22956/1, Natriumarsenit, Kaliuman-
timonit, Natriumantimontartrat

Tabelle 2: Substrate des humanen ABCC 1. ABCC 1 transportiert endogene und exogene Metaboliten
einer bemerkenswerten strukturellen Diversitat. Die Bandbreite der transportierten Substrate umfasst na-
turlich 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 starkere Praferenz fir organische
Anionen besitz£>

1.4 Die Struktur von ABC-Transportern

Die Transmembrandoménen

Die meisten ABC-Proteine sind Transportproteine, die eine Vielzahl von Substanzen tiber Mem-
branen transportieren. Zu diesem Zweck enthalten diese Proteine Doméanen, die Membranen
durchspannen, die im folgenden Transmembrandoméanen (TMD) genannt werden. Diese Trans-
membrandomanen sind gewdhnlich aus sechs Transmembran-(TM-)Helices aufgebaut.

Neben den Transmembrandoméanen enthalten ABC-Transporter auch zytosolische Doméanen, die
die Fahigkeit zur Bindung und Hydrolyse von ATP besitzen. Die Domanen werden ATP-Bin-
dungsdoméanen oder ABC-Domanen genannt.

Die Minimal-Voraussetzungen fiur einen aktiven ABC-Transporter sind anscheinend zwei TMD-
und zwei ATP-Bindungsdomanen. Diese Untereinheiten kdnnen innerhalb einer Polypeptidkette
liegen, wie es bei sogenannten \Voll-Transportern der Fall ist; sie kbnnen aber auch als Homo-
oder Heterodimer innerhalb einer Membranmatrix vorliegen.



In Abbildung 2 sind die wahrscheinlichsten topo-
logischen Modelle fur die Transmembran-Helices der
drei am in die MDR involvierten ABC-Transporter il-
lustriert. ABCB 1 (P-gp) besitztin beiden TMD jeweils
sechs TM Helices. Jede TMD wird von einer ABC-
Domane gefolgt. Diese Tandem-Topologie wurde auch
fur ABCB4 (MDR 3) und ABCB 11 berechnet.

Im Gegensatz zu ABCB 1 besitzt ABCC 1 ein zusatz-
liches N-terminales Segment von ca. 280 Aminosau-
ren. Der grof3te Teil dieses Segments ist in die Mem-
bran eingebettet. Wahrscheinlich besitzt dieses Frag-
ment (TMDO) funf Transmembran-Helices. Ein kurz-
er zytoplasmatischer Loop einer Lange von ungefahr
Abbildung 2: Wahrscheinliche Topolo-80 Aminosauren verbindet die TMDO mit den ande-
gie der Transmembranbereiche der wichen Transmembrandomanéh3>Wahrend die TMDO
tigsten in die MDR involvierten ABC- oaine keine entscheidene Funktion bei der Transpor-
Transporter. Griine Balken reprasentieren

die TM-Helices, die goldenen Verzweigun!f"lkt'v'tat besitzt, ist die Anwesenheit des zytoplasma-

gen glykolisierte Bereiche auf der extrazefischen Loops von entscheidender Bedeutung fir die

luldren Seite und die violetten Bereiche diéhtrazellulare Ziel-Steuerung und die Transportaktivi-

ATP-Bindungsdomaénen. tat des Proteins. Es gibt Hinweise darauf, dal3 die LO
Region eine ausgepragte strukturelle und funktionelle

Doméne bildet, die mit dem Mittelstiick von ABCC 1 interagigtt.

Das dritte ABC-Protein, das wahrscheinlich eine Funktion in der klinischen MDR besitzt ist

der sogenannte Halbtransporter ABCG 2 (MXR/BCRP/BMEPBY. Dieser Transporter hat ei-

ne einzigartige Anordnung seiner Domanen mit eiNeterminalen Lokalisierung der ATP-

Bindungsdomane. Es konnte gezeigt werden, dal3 dieses Protein ein aktives Homodimer fir

seine Transportaktivitat formi:39

FETSSUM 1 1 1 00

ABCG2 e
{MXR/BCRP/ | '
BMRP i

1.4.1 Die Struktur der ABC-Doméne

1998 wurde von der ersten hochaufgeldsten Kristallstruktur einer ABC-Doméne béfichtet
Abbildung 3 ist das ATP-Bindungsmotiv von ABCB 2 (Tap 1) graphisch dargeéfeliiese,

wie auch andere ABC-Bindungsdoménen offenbaren eine aus zwei Unterdomé&nen aufgebau-
te Architektur. Zum einen eine Unterdoméne, die ausschliel3lichwadglices aufgebaut ist
(Doméne 1) und eine Unterdomane, die aus einer zentralételix aufgebaut ist (Doméane 1),

die von -Faltblattstrukturen umgeben ist. Alle ABC-Proteine enthalten mindesten drei charak-
teristische Peptid Sequenzen. Zusétzlich zu inren Walker A und Walker B Mbtiegthalten
ABC-Transportproteine eine hoch konservierte Signatursequenz. Die ABC-Signatursequenz lau-
tet im IUPAC Einbuchstabencode flir Aminosaute8GGQ von der angenommen wird, dal’ sie

an der Erkennung, der Bindung und der Hydrolyse von ATP beteiligi§amtliche dieser
Sequenzen befinden sich in der ABC-Domane der Transporter. Wahrend die Walker-Motive in



allen ATP bindenden Proteinen prasent sind, ist anhand der ABC-Signatur, die sich in der Unter-
domaéne Il der 200—-250 Aminoséaure langen ATP-Bindungsdomane befindet, die ausschlie3lich
a-Helices enthalt, eine Identifizierung von ABC-Proteinen mdoglich. Doméane | besitzoéthe
Struktur und enthalt die Bindungsstelle fir Nukleotide. Diese Bindungstasche ist zum einen
aus dem Walker A Motiv aufgebaut, das aus den ersten drei Aminosauren der zentralen Helix
besteht. Zum anderen ist an der ATP-Bindung das Walker B Motiv beteiligt, das si¢h im
Faltblatt neun befindet und ein konserviertes Histidin besitzt, dag-Risosphat-Sensor dient.
Dieses konservierte Histidin befindet sich in der sogenannten »switch ll« Region zwjschen
Faltblatt zehn und Helix sieben der ATP-Bindungsdom#&hBie Interaktion der Phosphatan-

Abbildung 3: Ribbonstyle Darstellung der Kristallstruktur défTerminalen ATPase Doméne humanen
ABCB 2 (TAP 1). Die ATP-Bindungsdoméane komplexiert ADP und MagnesiymYiolett eingefarbt
ist das Walker A Motiv und blau das Walker B Motiv. Die Abbildung wurde mit dem Prograrwm
erstellt.

teile des Nukleotids erfolgt in kanonischer Weise mit den Aminosaure-Gruppen des Walker A
Motivs. Der Hauptkontakt erfolgt zwischen dem aromatischen Ringsystem des ATPs-iiber
Wechselwirkungen mit einem konservierten Tyrosin oder Phenylalanin. Dies erklart die geringe
Praferenz von ABC-Domanen fir verschiedene Nukleotidtriphosphate. Aufgrund der Koopera-
tivitat der ATP-Hydrolyse und der Tatsache, daf? fir die Funktionalitat der Transporteigenschaf-
ten von ABC-Transportern zwei ABC-Bindungsdoménen notwendig sind, fuhrt zu der Annah-
me, dal3 die ATP-Bindungsdomé&nen miteinander interagieren. Nachdem verschiedene mogliche
ABC-Dimere kristallisiert wurdef* wird heute angenommen, daR die ATP-Hydrolyse ein ko-
operativer Prozel} ist, bei dem die Schlisselaminosauren jedes Monomers bei der ATP-Bindung
und -Sensorik teilnehmen und dabei ein Dimer in einer Kopf zu Schwanz Anordnung bilden.

Die sogenannte Signaldoméane Domane Il besteht ausschlie3liak-defices und enthéalt die
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Signatursequenz. Wahrscheinlich interagiert diese Domane mit den Transmembrandomanen.
Bis heute wurden drei ABC-Transporter in voller Lange kristallisté€rt® Abbildung 4 zeigt die
Struktur eines solchen Transporters.

Die gewonnenen Daten lassen den Schluf3 zu, daf3 die Struktur und die Packung der TMD wahr-
scheinlich von ABC-Transporter zu ABC-Transporter variieren wird und dal3 nicht nur Substrats-
pezifitét, sondern auch die chemische Natur des transportierten Substrats einen Einflul3 auf die
Anordnung haben konnt&

1.4.2 Der Transportmechanismus von ABC-Transportern

Trotz der Aufklarung der Strukturen dreier unterschiedlicher ABC-Transporter in voller Lange
bleibt der Mechanismus des Transports von Substraten weiterhin heftig debatiert. Der Mangel
an aufgeklarten Strukturen in SchlUsselschritten des Transports mit Substraten und Inhibitoren
l&Rt trotz der inzwischen grofRen Zahl struktureller Daten bisher keine Schllisse auf den genauen
Mechanismus zu. In Mutationsanalysen und auf GrundlageHamology Modellingasierten
Strukturen konnten jedoch bisher wichtige Aminosauren betreffend der Aktivitat und der Sub-
stratspezifitat verschiedener Transporter ermittelt werddfs 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, daf3 es zwei Bindungsstellen, eine mit hoher und eine
(oder mehrere) mit niedriger Affinitat, innerhalb seiner TMD besitzt. Die publizierte Struktur
geringer Auflésung von MDREE |43t auf eine groRe konformationelle Umlagerung bei dem
Transportprozel innerhalb der TMD schlief3en, 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 Affinitat zu der
niedriger Affinitat bei Dissoziation anorganischem Phosphats von der NBD vorgeschlagen was
mit einem Ubergang von einem energetisch hohem auf ein niedrigeres Niveau einRéiasi.
andere Modell geht von einer simultanen Bindung zweier Substratmolekiile an Bindungsstellen
aus und dal3 ATP-Hydrolyse die notwendige Energie fur die Dissoziation des Substrats liefert.

Des weiteren bleibt umstritten, ob die Bindung von ATP, seine Hydrolyse oder die Dissozia-
tion des anorganischen Phosphats der AnstoR fiir den TranspottEbenso diskutiert wird,
warum zwei ATP-Bindungsdomanen nétig sind und wie ihre Interaktion untereinander ist.

Es wurde ein modifiziertes Modell vorgeschlaggrin dem beide ATP-Bindungsstellen zufal-

lig belegt werden. Nach Bindung von ATP an eine Bindungsstellen wird dabei die Affinitat der
anderen Bindungsstelle reduziert und erst nach ADP-Dissoziation wird die hohe Affinitat dieser
ATP-Bindungsstelle wieder hergestellt. ATP bindet nun an diese zweite Bindungsstelle mit nun-
mehr hoher Affinitat und seine Hydrolyse wird genutzt, um den Grundzustand des Transporter
wieder herzustellen. Wahrend dieses Modell die Tatsache erklart, daf? ATP Hydrolyse und Bin-
dung des Substrats eng miteinander gekoppelt sind, impliziert das alternative Modell jedoch die

11



Abbildung 4: RibbonstyleDarstellung der Kristallstruktur von MsbA awibrio cholerg einem ABC-

Transporter homologen Proteins, in einer Auflésung von 3,8 A. Der Bereich der Aminoséuren, der das
obere Drittel der Abbildung représentiert, ist in die Membran eingebettet. Der untere Bereich enthalt zwei
ATP-Bindungsmotive. Der Transporter liegt in der geschlossenen Forfifvor.
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Energieabhé&ngiger ' Passive
Medium Efflux Diffusion

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines moglichen Transportmechanismus fir den Substrat-
Transport aus der Zelle durch ABCB 1 (P-dif)Das Substrat wird im Zytosol aufgenommen und aktiv

ins Medium tranportiert. Der Eintritt des Substratmolekiils in die Zelle erfolgt durch passive Diffusion
Uber die Membran. Trotz der schematischen Natur der Zeichnung sind die GréRenverhaltnisse von Protein
zu Membran und der Bereich mit dem das Protein in die Membran eingelagert ist, korrekt dargestellit.

' Membran-
ausschluf .

Membraninsertion

@
‘ADP

Abbildung 6: Im linken Bereich ist der Mechanismus dggdrophobic vacuum cleanevsrgestellt. Das

in der Membran befindliche Molekdl wird von der inneren Seite der Membran aufgenommen und ins Me-
dium transportiert. Rechts ist das Flippase-Modell abgebildet. Zwischen &uR3erer Seite der Membran und
Medium, sowie zwischen der inneren Seite der Membran und dem Medium besteht ein Konzentrations-

gleichgewicht, daf3 durch die Flippaseaktivitat auf die aullere Membranseite und somit Richtung Medium
verschoben wird.
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Hydrolyse von jeweils zwei Molekilen ATP.

Im Falle von MDR1 und des Maltose-Importers konnte gezeigt werden, dal3 ungefahr ein ATP
wahrend eines Transportzyklus hydrolisiert wiR® Inhibitorstudien haben zudem gezeigt, daR
jeweils nur eine der ATP-Bindungstellen durch Vanadat besetzt wurde.

Ein zur Zeit diskutiertes Modell schlagt eine Dimerisierung beider ATP-Bindungsdoméanen
vor, die durch die Bindung von ATP induziert wird. Diese Dimerisierung ist nach diesem Mo-
dell der Schlisselschritt zur ATP-Hydrolyse und die Umsetzung der freiwerdenden Energie in
einen Transportprozess. Dabei konnte die Dissoziation der Dimere den eigentlichen Transport-
prozess in Gang setzen. Da die ABC-Bindungsdomé&nen eng mit den Transmembrandomanen
verkniift sind, kénnte die Assoziation/Dissization der ABC-Bindungsdomanen die Offnung des
Translokationspfades regulieren.

Im Falle von ABCB 1 scheint der Kraftstol3 fir den Substrattransport dabei von der ATP-

Bindung und nicht von der Hydrolyse des ATP auszugeHeRie Beobachtung jedoch, daf
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, lait die
Mdglichkeit offen, dalR nur eine NBD funktionell agiert und die andere eine regulatorische Funk-
tion haben kdnnte, wie es auch fiir ABCC 1 diskutiert wArd.
Welches dieser Modelle den Transportmechanismen korrekt interpretiert, bleibt zur Zeit Gegen-
stand der aktueller Forschung. Insgesamt ist es jedoch immer noch ungewil3, ob und warum
beide Doméanen unterschiedlich agieren, wie sie miteinander kommunizieren und zu welchem
Zeitpunkt des Substrat-Transport stattfindet.

Transportmechanismus von ABCC 1

Es konnte gezeigt werden, daf? die Substrat-Bindung an ABCC 1 von der inneren Seite der Mem-
bran erfolgP®%4 wahrend die Bindungsstelle fiir Glutathion jedoch von der zytosolischen Seite
zuganglich ist® Die ATP-Hydrolyse reduziert die Affinitat von ABCC 1 fiir das Substrat derart,
daR es dessen Diffusion ins extrazellulare Medium erl&2iB.

Manciu et al. untersuchten die in einem Glutathion abhangigen Substrat-Transport involvier-
ten strukturellen Anderungen von ABCE’1 Sie konnten zeigen, daR wahrend eines GSH-
abhangigen Substrat-Transportes ABCC 1 keine Anderungen in seiner Sekundarstruktur voll-
zieht, sich jedoch die Zuganglichkeit zur &uf3eren Umgebung andert. Die Substratbindung er-
zeugt eine Umordnung der in die Membran eingelagerten Doméanen, 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
Anderung der zytosolischen Bereiche des Transporters, die die Bindung und/oder Hydrolyse von
ATP verstarkt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da durch GSH-Bindung vermittelte Konfor-
mationsanderungen des Proteins fiir 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
Stabilitat und/oder eine erhdhte Zuganglichkeit bezlglich des wéassrigen Mediums auszeichnet.
Eine Anderung der Konformation der Transmembran-Helices konnte dem gegentiber nicht be-
obachtet werdef!

Kritische Determinaten fir eine Interaktion von GSH mit seiner Bindungsdoméne in ABCC 1
sind der Raumbedarf dgrGlutaminséure und dessgrCOOH Verkniipfung zum Cysteif?
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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 gré3ten dieser Proteinfamilien ist dabei die
Uberfamilie der ABC-Transporter. ABC-Transporter transportieren getrieben durch die Hydro-
lyse von ATP eine grolRe Zahl unterschiedlichster Substanzen, von denen einige therapeutisch
wirksam sind, aktiv iber Membranen.

Defekte bei diesen Transportern fiihren beim Menschen zu Krankheitsbildern wie z. B. der Mu-
koviszidose. Dariliber hinaus sind mindestens drei dieser Proteine flr eine Multiresistenz ge-
geniiber strukturell und funktionell verschieder Substanzen verantwortlich. Die Uberexpression
dieser Tranporter in malignem Gewebe erschwert die Behandlung durch eine Chemotherapie
aber auch die medikamentdse Behandlung anderer Krankheiten, wie z. B. AIDS.

Die Fahigkeit, in der Entwicklung befindliche Medikamente dahingend zu beurteilen, ob sie
mogliche Kandiaten fir einen Transport durch Membran-Transporter sind, ist von gro3em In-
teresse. Diese Fahigkeit setzt jedoch detailierte mechanistische Kenntnisse des Transportablaufs
auf molekularer Basis voraus.

Eine elegante Methode zum Entwurf von Modellvorstellungen, der Deutung und Planung zu-
kunftiger Experimente ist ddglolecular Modelling Die homologie-basierte Konstruktion von
dreidimensionalen Modellen kann wertvolle Einblicke in mégliche strukturelle Details eines
Proteins liefern, auf deren Grundlage neue ldeen und Vorstellungen fir Transportmechanismen
gewonnen werden kdnnen.

ABCC 1 ist eines der am besten untersuchten Transportproteine, die am Ph&notyp multipler Resi-
stenzen beteiligt sind. Dennoch gibt es bisher nur wenig Informationen tber die Struktur dieses
Proteins. Auf der anderen Seite ist die Struktur der ATP-Bindungsdomane potentiell homologer
Proteine bekannt. Wie auch andere Volltransporter der ABC-Uberfamilie enthalt ABCC 1 zwei
ATP-Bindungsdomaénen, die jedoch im Gegensatz zu anderen Tranportproteinen nicht aquivalent
sind. In der vorliegenden Arbeit soll die Struktur die§eterminalen ABC-Bindungsdomane

von ABCC 1 mit der Methode der homologie-basierten Modellierung von Proteinen untersucht
werden. Um mechanistische Informationen tber den Transportprozel3 zu erhalten, soll die Funk-
tion der ATP-Bindung an di€-terminale ATP-Bindungsdoméne charaktarisiert werden.

Mit Hilfe der gewonnenen Daten soll ein Modell entworfen werden, das die charakteristischen
Eigenschaften des Transportmechanismushieiidrug-Transporters ABCC 1 zu deuten ver-
mag.

Daruber hinaus soll die Isolierung und funktionelle Rekonstituion von ABCC 1 die Voraussetzun-
gen schaffen, dieses Protein fur Experimente einzusetzen, anhand derer diese Modellvorstellun-
gen experimentell evaluiert werden kdnnen. Gleichzeitig soll mit der Bereitstellung des Proteins
in quantitativen Mengen die Basis fur 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 FresHifegurchgefiihrt. Alle Zellkulturar-
beiten wurden in einer Lamillar-Sterilbank (Flow BSB 4a/6a oder Lamin Air Model 1,2) mit
sterilem Equipment durchgefiihrt. Losungen und Zellkulturmedium wurden steril bezogen oder
vor Gebrauch sterilisiert. Die Zellen wurden bei 7 in einer wassergesattigten Atmosphére
mit 5 % (v/v) CQ kultiviert.

Kultivierung der humanen Lungenkrebszellinie H69AR

Die Lungenkrebszellinie H69AR wurde durch Selektion aus der Zelline H69 erhalten. Einer Zel-
linie, die aus der Pleural-Flussigkeit 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 m1 L-Glutamin, 1 mv Natriumpyruvat und 1 % Penicillin/Streptomycin,
kultiviert. Die Aussat der Zellen erfolgte in 175 érellkulturflaschen; sukzessive Mediumzu-
gabe wahrend der Kultur erfolgte bis zu einem Gesamtvolumen von 100 ml. Die Zellzahl wurde
zwischen 6-19und 3- 16 Zellen mt! gehalten und verdoppelte sich alle 24 h. Bei Mediumzu-
fuhr wurde mit einer Pipette auf- und abpipettiert, um die Zellklumpen aufzubrechen. Adhérierte
Zellen wurden durch einen Zellschaber vorsichtig vom Boden geldst. In regelméafRigen Abstan-
den (monatlich) wurden die Zellen in Medium kultivert, das Qv8Adriamycin ADM enthielt

(drug challeng®

Kultivierung QCRL-1 exprimierender Hybridoma Zellen

Die Kultivierung von Hybridoma Zellen erfolgte in Standard Zellkulturmedium RPMI 1640 un-
ter Zusatz von 10 % FBS, 4wnL-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden

bei einer Zellzahl zwischen 2-40nd 1¢ Zellen mit kultiviert. Subkultivierung erfolgte durch
Zugabe von Medium im Verhaltnis von 1:10 bis 1:20, in Abhangigkeit von der Zelldichte. Die
Umstellung auf Serumfreie Bedingungen erfolgte durch sukzessive Konzentrationserniedrigung
des Serums und Verwendung geeigneten Mediums fir die Kultur von Hybridomazellen unter
Serumfreien bedingungen.

Handhabung der Zelline zur Gewinnung groB3er Mengen ABCC1 spezifischen
Antikérpers

Die Zellen wurden zun&chst bis zu einer Konzentration vohZellen mit kultiviert. Sobald

diese Zellzahl erreicht wurde, wurden die Zellen bei 400 - g fir 10 min abzentrifugiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen erneut in einer Konzentration vonzedlen mtt in das bereits verwen-

dete Medium ausgeséat und ihnen dann erlaubt, bis zum Tode zu wachsen. Zellfragmente wurden
bei 1000 - g abgetrennt und das Medium durch Filtration durch Sterilfilter einer Porengrole
von 20 um von Partikeln getrennt. AnschlieRend wurde der Zellkulturiberstand Uber eine 1 ml-
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Protein G-Sepharose-Saule mittels Affinitdtschromatograpaphie aufgereinigt (Kap. 3.3).

Kyrokonservierung von Zellen

Zur Vorratshaltung wurden regelmafig Zellen tiefgefroren. Dazu wurden die Zellen zunéchst
durch Zentrifugation bei 40@-geerntet und in einer Konzentration vor®1@ellen in je 1,8 pl
Einfriermedium (NCS+10 % DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden in Kyrogefal3e gefllt,
anschlieRend im Isopropanolbad be20°C eingefroren und nach einer halben Stunde in den
Kyrotank Uberfihrt, wo sie bis zur Wiederverwendung in flissigem Stickstoff gelagert wurden.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zunachst aus dem Kyrotank entnommen, fiir 20 min
bei —20°C temperiert und schlieZlich in einem temperierten Wasserbad bB&l 2ilifgetaut.
Die Zellen wurden in ein Greinerréhrchen tGberfuhrt und die Zellsuspension sofort tropfenweise
mit auf 37°C temperierten Kulturmedium versetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
bei 800 g fir 10 min pelletisiert um Reste von DMSO zu entfernen und anschlieend in einer
Konzentration von 2 - f0Zellen in Medium resuspendiert und in einer Kulturflasche ausgest.

3.2 Fluoreszenzmikroskopie und Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die Konfokale Laserscanning Mikroskopi€gnfocal Laser Scanningikroskopie, CLSM) hat

ihre Wurzeln in den friihen 90er Jahren, obwohl das Fluoreszenzmikroskop bereits im Jahre
1904 entwickelt wurde. Die Einfihrung von Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt an Antikorper
und die damit gegebene Mdoglichkeit spezifisch Proteine z. B. des Zytoskeletts von Zellen zu far-
berf®, verlieh der Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie einen weiteren Innovationsschub.
Als die Entwicklung geeigneter Laser weit genug fortgeschritten war, wurde schlief3lich fast 30
Jahre nach Einfuhrung der konfokalen Mikroskopie das Konfokale Laserscanning Mikroskop
(CLSM) durch Boyde und Petran eingefiifftt

Das CLSM vereint die Vorziige eines konfokalen Mikroskops mit denen Vorzigen eines Fluo-
reszenzmikroskops. Mit dem CLSM ist es mdglich, optische Schnitte mit mikroskopischer Auf-
l6sung in raumlich ausgedehnten Objekten zu erzedgéhMit einem Computer kdnnen diese
Schnittbilder dann schichtweise zu einer rAumlichen Darstellung zusammengesetzt werden. Die
Auflédsung des Ebenenabstandes zweier »optische Ebenen« betragt ungefahr 100 um, kann je-
doch unter guinstigen Bedingungen auch bis auf 0,5 um optimiert werden.

20



Abbildung 7 illustriert schematisch das Prin- R Photomutiptier
zip der CLSM. Das von einem Laser erzeug- VAR ——
te polarisierte Licht definierter Wellenlange FA

wird mit Hilfe eines flexiblen Spiegelsystems ¥/ \\
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gesteuert durch eine Anderung der Auslenkung b
der Spiegel erreicht wird. Die intrinsischenscsnner

bzw. extrinsischen Fluorophore werden durch

das Laserlicht angeregt und emittieren Fluo-

reszenzlicht, das zu einer langeren Wellenlan-

ge verschoben ist. Das emittierte und das re-
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Elemente des Mikroskops zum dichroitischem

: : . . bbildung 7: Schematische lllustration eines kon-
Spiegel geleitet. Das reflektierte Licht, das €I- . : :
piegelg ’ 'okalen Laserscanning Mikroskops. Streulicht, das

ne Kleinere Welleqlange.bes!tzt als das emﬂ%ter bzw. oberhalb der Fokussierebene liegt, wird
tierte Fluoreszenzlicht, wird hier aus dem Strighyeh, die konfokale Blendenanordnung vor der De-
lengang des Fluoreszenzlichtes gefiltert, so @adion durch den Photomultipier eleminié#.
schlieBlich alleine das emittierte Licht detek-

tiert wird.

Duch zwei Blenden, die in konfokaler Anordnung zueinander stehen, wird eine zusatzliche Ver-
besserung der Auflosung des Mikroskops erreicht. Bei einer konfokalen Blendenanordnung ste-
hen Anregungsblende und Detektionsblende im gleichen Abstand von der fokusierten Ebene.
Licht, das von Probenmaterial au3erhalb 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 Konfokalitat bestimmt werden. Durch Offnung
dieser Blende wird Ebenenschnitt verbreitert. Bei offener Blende fungiert das Mikrsokop als
herkdmmliches Fluoreszenzmikroskop, da nun die Vorziige der Konfokalitat nicht mehr genutzt
werden. Da die Menge an Licht, die detektiert wird und damit die Empfindlichkeit des Mikro-
skops bezuglich Lichtausbeute, ebenfalls durch die Offnung der Blende reguliert wird, ist in der
Praxis ein Kompromiss zwischen Konfokalitdt und Sensitivitat zu schlie3en.

Bei dem Scanvorgang erfolgt die Fluoreszenzanregung der Probe zeilenweise durch das Laser-
licht. Das Fluoreszenzlicht der Fokussierebene, dal3 das konfokale Pinhole passiert wird mit
einem Photomuliplier (PMT) detektiert und die Information computergestiitzt verarbeitet.

Die Detektion intrinsischer bzw. extrinsischer Fluoreszenz erfolgt entweder mit einem konven-
tionellen Fluoreszenzmikroskop der Firtdeconoder mit einem CLSM der Firmieica(Leica

TCS SL). Dieses Gerat besitzt einen Laser, der Licht der Wellenlangen 458 nm, 488 nm, 516 nm
und 543 nm aussenden kann.

Farirteiler
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Immunocytochemie

Immunfluoreszenzfarbung wurde flr den Nachweis und die Detektion der Position von Protei-
nen in kultivierten Zellen durchgefiihrt

Die verwendeten Suspensionszellen wurden zunéchst aufLFglgin immobilisiert. Lysin

kann zu Ketten beliebiger Lange polymerisiert werden und Relysin bindet aufgrund sei-

ner geladenen Seitenketten an die meisten Oberflachen. Das positiv geladene Polymer bietet
Zellen die Mdglichkeit, an die mit dem Polymer beschichtete Oberflache zu binden, da Zellen
auf der AuRRenseite negativ geladen sind. Obwohl diese Bindung nicht kovalenter Natur ist, ist
sie fir die meisten Anwendungen ausreichend.

Zunachst erfolgt die Praparation der beschichteten Deckglaschen. Saubere Deckglaschen wur-
den fur 15 min mit einer Poly-Lysin Lésung der Konzentration 1 mg/mL (Durchschnittliches
Molekulargewicht M = 400000) inkubiert. Die so beschichteten Deckglaschen werden anschlie-
Bend durch mehrmaliges Eintauchen in Wasser gewaschen, an der Luft getrocknet und bei Raum-
temperatur bis zur Verwendung gelagert.

Die Suspensionszellen werden durch Zentrifugation fir 15 min bei ¢0feerntet und durch
Resuspendieren in PBS und erneuter Zentrifugation zweimal gewaschen. Das Zellpellet wird
in einer Konzentration von P@ellen mi! resuspendiert und die Suspension anschlieBend fiir
10 min bei Raumtemperatur mit den beschichteten Deckgléaschen inkubiert und sind anschlie-
Rend bereit, fixiert zu werden.

Die adharierten Zellen werden durch Inkubation von 5 min mit einer 4 % igen Losung von Para-
formaldehyd in PBS bei Raumtemperatur fixiert, dreimal mit jeweils 1 mL PBS gewaschen und
schlieB3lich mit 500 pL PBS x Uberschichtet.

Durch eine 5-10 minitige Inkubation mit einer 0,2 % igen TritonX 100 Lésung in PBS werden
die Zellen in einem weiteren Schritt zun&chst permeabilisiert und dann erneut mit PBS gewa-
schen.

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 3 %iger (w/v) Losung BSA in PBS
fir 30 min bei 37°C abgeséttigt. Die Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte entweder bei
Raumtemperatur fiir eine Dauer von 1,5 Stunden, oder b€ dber Nacht. Nach Inkubati-

on mit dem Erstantikdrper wurden die Zellen funf mal mit PBS gewaschen und anschlieRend
mit dem Zweitantikdrper, geldst in 0,5 %iger Lésung von BSA in PBS, bei Raumtemperatur
fur eine Dauer von 40 min inkubiert. Als Zweitantikérper wurde je nach Experiment entweder
ein Fluorescein Isothiocyanat (FITC) oder Tetramethylrhodaminisocyanat (TRITC) markierter
Schafanti-Maus-Antikdrper der Firm&hemicorverwendet. AnschlieRend wurden die Zellen
erneut gewaschen und agua polymourft (Polysciencauf Objektragern eingebettet. Die La-
gerung erfolgte bei 4C unter Ausschluf3 von Licht.

Zellkernfarbung mit Propiodin lodid

Propiodiniodid ist ein DNA (und RNA) interkalierendes fluoreszierendes Molekiil, das zur spe-
zifischen Zellkernfabung 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 mdglich, fuhrt jedoch zu einem schwéacheren Fluoreszenzsignal. Die
Zellkernfarbung mit Propiodin lodid wurde in dieser Arbeit in Kombination mit der Immunfluo-
reszenz angewandt. Die Applikation einer Propiodin lodid Losung der Konzentration 0,01 pg/ml
fir 10 min bei 37°C erfolgte nach dem Waschritt der Zweitantikbrperzugabe vor dem Einbetten
in aqua polymour@®(Polyscienciauf Objektragern.

Membranfarbung mit Dil

Zur Fluoreszenzmarkierung von Membranen wurde der lipidiésliche Farbstoff 1,1’-Dioctadecyl-
3,3,3',3'-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat (Dil) verwendet.

Zur Farbung der Zellen wurde eine Dil-Stammldsung (3 mg/ml Dil in DMSO) 1:1000 in PBS
verdiinnt und fur 15-30 min bei 3T den Zellen appliziert. Die Zellen wurden anschliel3end
funf mal gewaschen, um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen und so einen hohen Hintergrund
Zu minimieren.

Detektion intrinsischer Doxorubicin-Fluoreszenz

Das ABCC1 Substrat Doxorubicin besitzt eine Eigenfluoreszenz und muf fir Fluoreszenzauf-
nahmen nicht markiert werden. Doxorubicin wurde eingesetzt, um eine madgliche intrazellulare
Umverteilung dieses Cytostatikum durch Transporter zu identifizieren. Die lebenden Zellen wur-
den zu diesem Zweck mit Dil angefarbt und eine halbe Stunde 8T 3m Brutschrank durch
Zugabe 1,8 m Doxorubicin mit dem Fluorophor inkubiert.

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Fluorophore und die verwendeten Anre-
gungswellenlangen, sowie den Detektionsbereich.

Fluorophor Anregungswellenlange (Maximale Absorption) Detektion der Fluoreszenz

TRITC 543 nm (550 nm) 560-610 nm
FITC 488 nm (488 nm) 505-540 nm
Dil 543 nm (540 nm) 565 nm
Propiodin lodid 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, Dil und Doxorubicin verwendet.

3.3 Fast Performance Liquid Chromatography

Fur die Antikoérperaufreinigung fand die Methode @rast Performance Ligid Chromatography
(FPLC) Anwendung. Firr alle FPLC Experimente wurde ein Modell Alei-Seria der Firma
Amersham Biosciencegrwendet. Alle fir die FPLC verwendeten Puffer wurden zunéchst fir
eine Stunde bei Raumtemperatur bei angelegtem Wasserstrahlvakuum unter Rihren entgast und
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Puffer Zusammensetzung pH-Wert

Bindungspuffer 0,021 Natriumphosphat 7,0
Elutionspuffer 0,101 Glycin 2,5
Neutralisationspuffer 1,0Q Tris/HCI 9,0

Tabelle 4: Fir die FPLC verwendete Puffer

vor Verwendung steril filtriert. Vor und nach jedem Lauf wurde die S&ule zunachst mit zehn
Saulenvoluminadolumn volumesCV) Wasser von MilliQ-Qualitat gespult, dann mit finf Sau-
lenvolumina Elutionspuffer und anschlielRend mit zehn Saulenvolumina Anbindungspuffer equi-
libriert (siehe Tabelle 4). Nach jedem Lauf wurde die S&ule zunachst nav 19illiQ-Wasser
gespilt und anschlieRend mit 20 %iger wassriger Loésung von Ethanol equilibriert, in der sie
dann bei £C gelagert wurde. Diese Prozedur diente der Vermeidung von S&aulenkontaminatio-
nen.

Das verwendete FPLC Modell verfligte zur Analyse der Durchflusses neben einer Leitfahigkeits-
messung zwei UV Einheiten, die eine Detektion der UV Absorption bei 280 nm und bei 292 nm
erlaubten. Fur die Proteindetektion wurde die Absorption bei 280 nm zugrunde gelegt.

Chromatographische Antikérperisolierung

Die Aufreinigung der der monoklonalen Antikdrper von Subtyp {giér Speziesus musculus
erfolgte mit Hilfe der FPLC an Protein GA(nersham Biosciencesrotein G, ein Zelloberfla-
chenprotein von Streptokokken der Serogruppe G mit Fc-Rezeptorfunktion, bindet IgG Antikor-
per Uber ihre Fc-Region durch einen nicht-immunologischen, pH-abhangigen Mechanismus und
besitzt im Vergleich zu Protein A eine hdhere Affinitat zu Antikdrpern aus dem Organiginsis
musculusDas verwendete Protein G wurde rekombinari.igoliexprimiert und besitzt ein Mo-
lekulargewicht von ca. 17 kDa.

Der Antikorper 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 pH7 eingestellt und die Protein-
konzentration nach Bradford bestimmt. AbschlieRend wurden die Konzentration der Antikdrper
auf 5 mg/ml eingestellt, steril filtriert und mit NaNversetzt, so dal} die resultierende Azid-
Konzentration 0,02 % betrug. Die Lagerung erfolgte b2D°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 stéren, jedoch bei der Arbeit mit Membranproteinen notwendig sind, kam die
Detergenz unempfindliche Bicinchoninsdure-Methode als Alternative zur Anwendung.

SDS-PAGE

Die Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Gréf3e 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 Sekundarstruktur des Proteins imaidem-coilAnordnung
vorliegt. SDS tragt 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 Naherung abhangig von Proteingroiie.

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 GroRRe aufgetrennt. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird ein Sammelgel mit einem
greingen Anteil an Acrylamid bei niedrigem pH (6,8) verwendet, um die Probe zunachst in ei-
ner scharfen Bande zu konzentrieren. Dem Sammelgel schlief3t ein Trenngel mit einem héheren
Anteil und einem pH-Wert von 8,8 an, das der eigentlichen Trennung der Proteine nach ihrer
GroRRe dient. Der Grad der Separation ist abhangig von der Maschenweite des Polyacrylamid
Netzwerks und somit von der Konzentration des eingesetzten Acrylamids. Die Beweglichkeit
der Proteine im Gel sind detng; o der relativen Molekularmasse ¢(Mumgekehrt proportional.

Die Molekularmasse der zu untersuchenden Proteine kann durch Vergleich mit den Wanderungs-
geschwindigkeiten von Proteinen mit bekannter Gréf3e bestimmt werden. Vor Verwendung zur
Gelelektrophorese wurden die Proteine in fir 10 min bei®@%n Probenpuffer erhitzt. Proben,

die Membranproteine und/oder Lipide enthielten wurden fur 20 min b&{66rhitzt. Fur ein

9 cmx 6 cm Gel, wurde die Elektrophorese mit Elektrophoresepuffer bei 80 V durchgefuhrt, bis
die Proteine in das Trenngel eingedrungen sind, um anschlieRend die Spannung auf 150V zu
erhohen. 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 Ubertragen. Die auf der Membran
immobilisierten Proteine sind daraufhin zugénglich fir immunologische Methoden, sowie wei-
tere Detektionsverfahren, wie z. B. MALDI.

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nylon Membran (Hybamersham Biotegh
erfolgte mittelssemi-dry blotting Die Nylon Membran wurde zunachst in Transferpuffer equili-
briert und das Gel auf die Membran gelegt. Das Gel und die Membran wurden zwischen jeweils
drei Lagen Transferpuffer getranktes Whatman™ Papier geschichtet und zur Vermeidung von
Luftblasen, die zu einem unvollstandigen Transfer fihrten, wurde der Stapel mit einer sauberen
Glaspipette abgerollt. Uber zwei planare Graphitelektroden wurde tiber Nacht ein elektrisches
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36,69 Tris 6,06g Tris

8ml 10% SDS 4ml 10% SDS
ad 200 ml ad 100 ml
(a) Trenngelpuffer (pH 8,8) (b) Sammelgelpuffer (pH 6,8)

14,49 Glycin 30,3g Tris

3g Tris 144 g Glycin
900 ml  destilliertes Wasser 10g SDS
100 ml  Methanol mit destilliertem Wassead 1 |

(c) Transferpuffer (d) 10x Laufpuffer

940 ul  10% SDS
470 ul - 1m Tris-HCI (pH 7,5)
95ul 100 nv EDTA
2,45 ml Glycerin
545 ul destilliertes Wasser
205 pl  B-Mercaptoethanol

(e) 5x SDS-PAGE Probenpuffer

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Losungen fir die SDS-PAGE

0,1% (w/v) Coomassie Blau R-250 25% (viv) Methanol
16 % (v/v) Essigsaure 5% (v/v) Essigsaure
mit destilliertem Wassead 500 ml 70% destilliertes Wasser
(a) Coomassiefarber (b) Entfarber

Tabelle 6: Verwendete Losungen bei der Coomassie-Blau Farbung
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Feld von 0,4 mA /m angelegt.

Um den Transfer der Proteine auf die Nylonmembran Gberprufen zu kbénnen, wurde die Mem-
bran fur 5 min mit Ponceau S-Losung inkubiert (oder alternativ mioRoGoLD (BBInterna-

tional) entwickelt, siehe unten) und anschlieRend ausgiebig mit Wasser gewaschen, um den
Hintergrund zu entfernen. Bei erfolgreichem Transfer wurden die Proteinbanden auf der Nylon
Membran durch eine rote Farbung angezeigt und die Markerbanden darufhin mit einem weichen
Bleistift markiert. Zur Verwendung der geblotteten Membran fir die darauf folgende Immunde-
tektion, wurde sie in einem weiteren Schritt zunachst durch Waschen mit PBS entfarbt.

Eine Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte anschlie3end mit 5 %igen Milchpul-
veremulsion in PBS/Tween bei Raumtemperatur (RT). Nach 30 min wurde das Blockierreagenz
entfernt und durch eine 0,5 %ige Milchpulverlésung in PBS/Tween ersetzt, die den Erstantikor-
per enthielt und, soweit nicht anders vermerkt, fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran dreimal mit PBS/Tween gewaschen und der mit POD ge-
labeltem Zweitantikdrper in einer Emulsion von 0,5 % Milchpulver in PBS/Tween fir 30 min
appliziert.

Die Signaldetektion erfolgte mit Hilfe der verstarkten Chemoluminiszenz-Immundetektion (ECL,
Amersham Biosciences Innovative ECL Kjt(Amersham Biotedh Diese Licht-emittierende,
nichtradioaktive Methode zur Detektion immobilisierter spezifischer Antigene nutzt die enzy-
matische Spaltung von Luminol im basischen Milieu, bei der Licht der Wellenlange 428 nm
abgegeben wird. Dieses Licht schwarzt photographischen Film (Hypeffitreysham Biotegh

der zur Detektion genutzt wird.

Bei allen Arbeitsschritten wurden Handschuhe getragen, um eine Proteinkontamination auf der
Nylon Membran zu vermeiden.

Die PROTOGOLD-Farbung 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 Farbung des Proteins
erfolgt dabei Uber hydrophobe und ionische Wechselwirkungen. Membranen wurden vor Be-
handlung mit RoToGoLD nicht mit Milchpulver blockiert. Immunodetektion wird durch die
PrRoToGoOLD-Farbung nicht beeinfluf3t.

Die geblottete Membran wurde dabei zunachstl® mit PBS, daf} 0,3 % Tween20 enthielt
(PBS/Tween20), bei 37C blockiert und anschlieRend drei mal funf Minuten bei°@0mit
PBS/Tween20 gewaschen. Um Puffersalze zu entfernen, folgten drei Waschschritte mit dioni-
siertem Wasser von jeweils einer Minute. AnschlieRend wurde die Membran in demoP
GoLD-Reagenz inkubiert, bis sich rétliche Banden abzeichneten. AnschlieRend wurdecdie P
TOGOLD-L&sung recycelt und die Membran mit deionisiertem Wasser gewaschen.

Plasmamembranisolierung

Die mit ABCC1 angereicherte Plasmamembran wurde aus den kultivierten HG9AR Zellen iso-
liert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Zellen fir 15 min bei 80®ie Pellet
wurden mit ProteaseinhibitoRpché enthaltendem PBS gewaschen, indem die Zellen zunéchst

27



resuspendiert und anschlielBend erneut fir 15 min B€i gelletisiert wurden. Das Pellet wur-

de entweder direkt auf Eis weiterverarbeitet oder in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
—80°C bis auf weiteres bei 70°C gelagert.

Zur Plasmamembranisolierung wurden ein Gramn?¥Yb@i —80°C gelagerte Zellen auf Eis in

30 ml Homogenisierungspuffer aufgetaut. Die so resuspendierten Zellen wurden in einen Potter
mit TeflonstéRel Uberfuhrt und durch 20 Stél3e auf Eis homogenisiert. Zell-Trimmer wurden
durch Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit (56015 min) entfernt und das Pellet ein

mal mit 10 ml Homogenisierungspuffer gewaschen. Die vereinigten Uberstande wurden mit Hil-
fe einer Kanule mit 38 %iger Sucrose unterschichtet, so daf? sich zwei Phasen bildeten und bei
100000g fur 1,5 h bei 4C zentrifugiert. Das triibe Material an der Grenzflache wurde ge-
sammelt und durch Zentrifugation bei 100 0§@ir eine Stunde bei 4C pelletiert. Das Pellet
wurde in Aufbewahrungspuffer resuspendiert und die Membransuspension finf mal durch eine
27,5 gauge Nadel gedruckt. Die Lagerung erfolgte anschliel3endd@eiC. Die Proteinkonzen-
tration wurde mit einem Bradfordtest bestimmt und auf 2—4 mg/ml justiert.

10mm  Tris-HCIpH7,5 50mv  Tris-HCl pH 7,5
1mm EDTA 250 mv  Sucrose

(a) Puffer A (b) Puffer B

10mm  Tris-HCI pH 7,5
250 mMmv  sucrose
3mm KCI
0,25mv  MgCl,
Proteaseinhibitor

(c) Homogenisierungspuffer

Tabelle 7: Verwendete Puffer und Losungen fur die Plasmamembranisolierung.

3.4.1 Immunoprazipitation

Mit Hilfe der Immunpréazipitation kdénnen Proteine spezifisch aus einem homogenen Zelllysat
isoliert werden. In dieser Arbeit wurde die Immunoprazipitation verwendet, um Multidrug Trans-
porter ABCC1 préaparativ aus der kultivierten Zellinie HG9AR zu isolieren. Zu diesem Zweck
wurden zwei veschiedene Strategien verfolgt:

Zum einen wurde eine klassische Immunoaffinitatssaule verwendet bei der die Anbindung im
batch Verfahren erfolgte und zum anderen wurdemNaBeADS® (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 Lésung gebracht? In dieser Arbeit wurde das Detergenz [3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS) verwendét.

Kopplung des Antikérpers QCRL-1 an Protein G

Der isolierte Antikorper wurde mit Diemethylpimelimidat (DMP) kovalent an Protein G gekop-
pelt. Dazu wurden ca. 2 mg Antikorper fir 1 ml nasser Beads eingesetzt. Zunachst wurden die
Breads und der Antikérpereine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, indem vorichtig gescht-
telt wurde. Die Beads wurden mit zehn Volumina &, 2atriumboratldsung pH 9,0 gewaschen,
resususpendiert und mit 20MrDMP fur 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Reaktin
wurde waschen mit 0,2 Ethanolamin pH 8,0 gestoppt und weitere zwei Stunden bei Raumtem-
peratur mit 0,2v Ethanolamin vorsichtig geschiuittelt.

Kopplung des Antikérpers QCRL-1 an Dynabeads

DYNABEADS sind uniforme superparamagnetische Partikel einheitlicher GroRe. Der magneti-
sche Charakter dieser Partikel ermdglicht es, die Partikel nach Inkubation wieder leicht mit
Hilfe eines Magneten zu isolieren. Die in dieser Arbeit verwendeteRABEADS wurden vom
Hersteller mit affinitatsgereinigtem Scheaaiti-Maus Antikorper beschichtet und besitzen einen
Durchmesser von (2;:80,2) um. Die IYNABEADS wurden mit zuvor im Rahmen dieser Arbeit
isoliertem monoklonalen Antikdrper (mAb) gegen ABCC1 gekoppelt und anschlieRend zur Im-
munoprazipitation eingesetzt. Bei der Anwendung derRBBEADS gibt es prinzipiell zwei Me-
thoden: Bei dedirektenMethode werden Erst- und Zweitantikbrper erst aneinander gekoppelt
und dann zur Immunoprézipitiation eingesetzt, bei iddirektenMethode wird mit Hilfe der
DYNABEADS der Antikorper-Antigenkomplex isoliert. Beide Methoden fanden in dieser Arbeit
Anwendung.

Vor jedem Gebrauch wurden die verwendeten Dynabeads zunachst drei mal mit PBS/BSA ge-
waschen,indem sie zunachst im Waschpuffer resuspendiert und dann mit Hilfe eines Magneten
von der Losung separiert wurden. Die Seperation der Partikel erfolgte dabei jeweils Uiber einen
Zeitraum von mindestens einer Minute. Fur die eigentliche Kopplung des isolierten Antikérpers
QCRL-1 wurden 18 Dynabeads M-280 mit 15 pg mAb QCRL-1 iber Nacht beC4unter vor-
sichtigem Schwenken inkubiert. Die Dynabeads wurden am Magneten iber einen Zeitraum von
zwei Minuten gesammelt und anschlie3end drei mal gewaschen. Die Kopplung der Antikérper
erfolgte mit Hilfe des Reagenzes Dimethylpimelindiimid&igmag im basischen Millieu wie
folgt: Die Beads wurden zundchst drei mal mit jeweils 1 ml 0,1 %iger Lésung von BSA in PBS
und weitere drei mal mit jeweils 1 mlON Triethanolamin (pH 8,2). Die Beads wurden am Ma-
gneten fur 5 min gesammelt und in 5 ml 20nDimethylpimelindiimidat enthaltendem O\2
Triethanolamin (pH 8,2) resuspendiert. Es wurde flr eine Stunde unter vorsichtigem Schwenken
durch Rotation bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden dann zunachst 20 min mit 5 ml
50 mm Tris (pH 7,5) geaschen und anschlieBend drei mal mit jeweils 1 ml einer 0,1 %igen (w/v)
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BSA Losung in PBS. Die gekoppelten Beads wurden 3&t 4n 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, wahrend die Beads durch Rotation vorsichtig in
Suspension gehalten wurden. AnschlieRend wurden die Dynabeads magnetisch abgetrennt und
gewaschenlndirekte Methode: Der monoklonale Antikdrper QCRL-1 wurde zunéchst eine
Stunde bei Raumtemperatur mit der solubilisierten Plasmamembran preinkubiert. Erst anschlie-
Bend wurden zuvor gewaschene (nicht mit QCRL-1 gekoppelte) Dynabeads hinzugefiigt. Die
Suspension wurde Uber Nacht béi@ durch Rotation vorsichtig geschwenkt und die Beads am
folgenden Tag durch magnetische Seperation geerntet und gewaschen.

Elution des Proteins

Die Elution des Proteins nach Immunoprazipitation erfolgte durch Substitution mit einem Peptid.
8 mg Peptid mit der AminosauresequeB3YSGDMwurden in 2 ml Puffer (50 m Tris-HCI,

pH 7,4, 20% Glycerin, 0, NaCl, 5 mm CHAPS, Protease InhibitoRpch¢) auf Eis geldst

und mit dem Immunoprézipitat Uber Nacht bei@ unter Rotation inkubiert. Das Peptid wurde
durch Zentrifugation durch eine Membran mit 30 kDa Ausschlufl3grG8atficor) vom Protein
getrennt und durch Lyophilisierung recycelt.

Vesikelpraparation

Herstellung multilammelarer Vesikel: Lipide werden verblasen und in einer Konzentration von
~1 mg/mlin Puffer resuspendiert (10 min im Wasserbad mir Puffer inkubieren und anschliel3end
30 s schutteln. Die Prozedur wird drei mal wiederholt.) Es wird eine triibe Losung ehalten.

Herstellung Unilammelarer Vesikel

Prinzipell finden drei verschiedene Methoden zur Herstellung Unilammelarer Vesikel zur An-
wendung: Die Detergenzverdiinnung, die Extrusionsmethode und die Ulttraschallmethode. Bei
der Detergenzmethode werden die Multilammelaren Vesikel mit Chaps versetzt, so dal3 die
Chaps-Konzentration oberhalb von 8mbetragt. Die klare Losung wird Uber Sephadex gesault
und die triiben Fraktionen des Eluats gesammelt.

In vitro Transportmessungen mit radioaktiven Substraten

Proteoliposomen wurden auf Eis aufgetaut und mit Puffer versetzt, so daf? die finale Konzentra-
tion 10 mv Magnesiumchlorid, 4 m AMP oder ATP enthielt. Wurde ATP eingesetzt, so wurde
zusatzlich 10 mn Kreatinphosphat und 100 pgrhKreatin-Kinase hinzugefiigt. Weiterhin wur-

den 100 nCi{H]LTC,4 (Moravek Biochemica)zugesetzt. Das eingesetztel[LTC 4 besaR eine
Aktivitat von 160 Ci/mmol.

Die Radioaktivitat wurde durchiquid scintillation countingbestimmt. Soweit nicht anders an-
gegeben, wurden alle Werte bezuglich der TransportratejhTC 4 ermittelt, indem die Dif-

ferenz zwischen Aufnahme mit und ohne ATP gebildet wurde.
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4 Molekuldynamik

4.1 Einleitende Bemerkungen

Die computerunterstitzte Modellrechnungen auf molekularer Basis ist ein sich rasch entwickeln-
des Forschungsgebiet in der modernen Biochemie. Obwohl die Idee eines mathematischen Mo-
dells fur die Beschreibung von Molekiilen zum Ziel der Vorhersage von biologischen, chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften in inren Urspriingen schon iiber 50 Jahré&4l; ist
konnten erst in den letzten Jahren entscheidende Fortschritte erzielt werden. Neben neuen Al-
gorithmen spielt dabei auch der enorme Geschwindigkeitszuwachs von Prozessoren eine grol3e
Rolle.

Grundsétzlich sind zwei verschiedene Ansatze zur Berechnung von Molekilen zu betrachten:
ab initio Rechnungen und Kraftfeldberechnungen. Die Wahl der Methode bestimmt die Zeit, die
erforderlich ist, ein Minimum auf einer-Dimensionalen Potentialhyperflache zu bestimmen.

Es wurden eine Reihe von Methoden entwickelt, die sich direkt aus quantenmechanischen
Gleichungen wie der SHRODINGERGleichung herleiten und so keine empirischen Parame-
tersatze bendtigen. Aus diesem Grund kénnen mit einer quantenmechanischen Berechnungs-
grundlage auch Bindungsbriiche und Neuformationen — also chemische Reaktionen — berechnet
und damit beschrieben werden. Ein weiterer Vorteil dieses nicht empirischen Ansatzes ist, daf3
guantenmechanische Rechnungen sehr akkurat sind, da sie keine Parameter aus experimentellen
Daten oder Naherungen bendtigen. Der Nachteil dieser Rechenverfahren ist ihr enorm hoher
Rechenaufwand, der nur Problemstellungen bezogen auf Molekiile relativ geringer Gro3e recht-
fertigt. Beispiele fur solche quantenmechanische Methoden sind Berechnungenaractes-

Fock (HF) und die Dichtefunktionaltheorie (DFT$.

Fur die Untersuchungen biochemischer Vorgénge, bei denen fast ausschlie3lich Makromole-
kile eine Rolle spielen, hat sich der empirische Ansatz der Kraftfeldberechnungen als geeig-
net erwieser!?-81 Bei diesem molekilmechanischen Ansatz wird das System durch verhaltnis-
maRig einfache physikalische Gleichungen mit Hilfe von empirisch ermittelten Parametern be-
schrieben. Dabei wird die Gesamtenergie des Systems, daf3 aus einem oder auch mehreren Mole-
kulen bestehen kann, in Abhangigkeit von der Konfiguration in vielen Rechenzyklen minimiert.
Berucksichtigt 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 einerN8+ 1 dimensionalen Potentialhyperflache, wobei jedes der
N Atome die N Parameter erzeugt und die zusatzliche Dimension durch die Energie definiert
wird.®?

Fur Proteine ist es zur Zeit noch nicht mdglich, diesdh+31 dimensionalen Potentialhyper-
raum zufriedenstellend nach den physiologisch relevanten Energieminima abzusuchen. Fir die
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computerunterstiizte Berechnung der Struktur von Proteinen wird aus diesem Grund die Me-
thode desHomology Modellingzerwendet. Eine Grundannahme dieser Methode ist es, daf3 die
Struktur eines Proteins starker konserviert ist, als seine Sequenz. Es ist also mdglich, die be-
kannte Struktur von homologen Proteinen als Grundlage fiir 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 Na-
herungen gemacht.
Zum einen, daf} die Bewegungen eines Atoms bzw. eines Molekils hinreichend langsam sind
und somit in Hinblick auf die Fluktuation der elektronischen Zustande des Systems als stationar
angesehen werden konnen. Elektronen kénnen somit ihren Zustand sofort an eine beliebige An-
derung der Situation eines Atomkerns anpassen. Die Konsequenz dieser sog. Born-Oppenheimer
Naherung ist, da die mathematische Beschreibung des Systems von seinen elektronischen Zu-
standen entkoppelt ist. Alle physikalischen Interaktionen sollten durch die Beschreibung von
Potentialen unter Verwendung von Funktionen, die nur abhangig von der Position des Atoms
bzw. Molekdls sind, erfasst werden kbnnen.
DaR sich die Atome und Molekiile des Systems klassisch verhalten, ist die zweite fundamentale
Naherung. Das Energiespektrum, das den Atomen und Molekilen des Systems zur Verfigung
steht, ist nicht diskret sondern kontinuierlich. Folglich ist Niewtonsche Bewegungsgleichung
und nicht dieSchrddinger Gleichunfjir die Dynamik des Systems bestimmend. Der Nachteil
dieser Naherungen ist, dal3 molekilmechanische Rechnungen nicht bei wichtigen Fragestellun-
gen wie z. B. enzymatischer Aktivitat, Protonen- oder Elektronentransfer, Photochemie oder che-
mischen Reaktionen herangezogen werden kénnen. Dennoch bleibt ein weites Feld biologischer
Fragestellungen molekildynamischen Berechnungen zugénglich: 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 1&H#&n.

Das Ensemble der Potentialfunktionen einer bestimmten Simulation, zusammen mit seinen Pa-
rametern, wird als Kraftfeld bezeichnet. Das Kraftfeld berticksichtigt in erster Linie elektrostati-
sche Interaktionen, d. h. die Interaktionen zwischen der molekularen oder atomaren Ladungsver-
teilung. Bei der Berechnung dieser elektrostatischen Kréfte in molektldynamiddioéat(lar
Dynamics MD) Simulationen sind die am haufigsten verwendeten Methoden, die sogenannten
cutt-off Methode und deParticle Mesh EwaldAlgorithmus 8°
Die cut-off Methode berechnet diéoulombKréafte nur innerhalb einer vorgegebenen Distanz.

In Verbindung mit Algorithmen, die die nachsten Nachbarn berechnen, fihrt die Einfihrung
dieser Naherung zu einem Geschwindigkeitszuwachs der Kraftfeldberechnung gegeniber nicht
eingeschrankten Berechnungen v@oulombWechselwirkungen.

Der Particle Mesh EwaldAlgorithmus2® basiert auf deEwald Summatioff und wurde ent-
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wickelt, um die Elektrostatik grof3er kristalliner Systeme prazise und ohne Einschradnkungen zu
berechnen.

Die Gesamtenergie wird in der Regel aus der Summe von sieben verschiedenen Gleichungen
der klassischen Physik beschrielf8 Die folgende Gleichung ist eine typische Potentialener-
giefunktion, die die Valenzterme fiir Anderung der Bindungsldnder Winkel® und Torsionen
o VS. y sowie nichtbindende Wechselwirkungen, wie dan der WaalKréfte und elektrostati-
sche Effekte beriicksichti§f Eine Parameterisierung dieser Funktion erfolgt tiber die Kraftkon-
stanterk;, die Ladungen der Atome ; und ihrer Gleichgewichtsabstandg sowie den vom
Gleichgewichtsabstand abhangigen Paramiter

E = ; I—|O| zk 90|
Bin ungen w eI

+ z Vo (1+cosnw —7))

Torsionen

DN CI IR CONRPE

141 rij Tij 4megrj

Eine solche Funktion kann durch weitere Anpassung der Funktionstherme, z. B. durch eine An-
naherung des harmonischen Potentials an die Morsefunktion durch Beitrage héherer Ordnung,
erreicht werder?? Trotz der Vielzahl der Beitrage, die sich auch schon bei Molekiilen geringer
GrolRe ergeben, ist die Berechnung um GroRenordnungen schneller als die Berechnung vergleich-
barer guantenmechanischer Probleme.
Zusatzlich zu den bereits genannten Energiethermen, werden in letzter Zeit noch zuséatzlich
die sogenannteaut of planeDeformationen (k& bei aromatischen oder %pybridisierten Sy-
stemen) und Wasserstoffbriickenbindungey) @eriicksichtigt. Fir die Gesamtenergie des Sy-
stems ergibt sich daraus folgende Formel:

Utotal = (Eb + EG + Ed) + Enb+ Ey+ Ee + Ehb)
3N+1

Die Gesamtenergie hat fir sich allein genommen keinerlei interpretierbare physikalische Be-
deutung. Sie ist nur im Vergleich mit anderen Molekulen aussagekratftig. Die Parameter fur die
Kraftkonstanten der einzelnen Terme entstammen experimentellen Beobachtungen aus z. B. Ront-
genstrukturanalysen oder der Infrarotspektroskopie aber auch den Ergebnishaghvienel 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, fur ein Molekil mit unendlich vielen Freiheitsgraden unmdéglich, das globale Minimum
zu finden.

Das simulated annealing/erfahren, das insbesondere bei gro3en Molekilen Anwendung fin-
det, erméglicht es, mit stochastischen Methoden den Konfigurationsraum eines Molekils nach
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Energieminima abzusuchen. Wie der Name impliziert, wird eine gentigend gro3e Temperatur-
erhdhung des Systems simuliert, so daf? eine hohe Anzahl von Energiezustanden auf3erhalb der
lokalen Minima besetzt ist. Es wird so eine grol3e Zahl an Startgeometrien erzeugt, die nicht
energieminimiert sind. Anschliel3end wird eine Systemabkiihlung simuliert und es werden ener-
getisch tiefere Konfiguration eingenommen. Das System kann sich dabei fur einen Minimums-
bereich entscheiden. Durch die Erzeugung reprasentativer Geometrien kann der Konfigurations-
raum nach relevanten Strukturen abgesucht werden. Der Hauptvortsinogated annealing
Verfahrens ist es, daf3 nicht die Gefahr besteht, in einem irrelevanten Minimum gefangen zu wer-
den, da auch Zustande hdherer Energien in Betracht gezogen werden.

Weitere Verfahren, die zur Energieminimierung eingesetzt werden kénnen sind z. B. das Broy-
den-Fletcher-Goldfarb-Shanniof§9 %2, steepest decenterconjugate gradienterfahren. 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 Potentialinterakfiarer Atompositionen aller
Atome des Systems und der Geschwindigkeitler Atome des Systems gegeben.

2. Kréafte berechnen.
Die KraftF;, die auf ein jedes Atom wirkt, wird Gber die Summe der Kréfte zwischen nicht-
gebundenen Atompaaren plus der Krafte fir bindende Interaktionen, plus beschréankender
oder externer Krafte berechnet. Die potentielle und kinetische Energie wird berechnet.

3. Konfiguration auffrischen.
Die Bewegung der Atome wird durch numerische Losung der Newtonschen Bewegungs-
gleichung simuliert.
dzri Fi
a2  m
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 Modellingst derzeit die einzige verlallliche Methode fiir die Strukturvorhersage von
Proteinen. Durch die Annahme, dal3 bei homologen Proteinen die Struktur des Proteins starker
konserviert ist, als seine Sequenz, laf3t sich ein homologes Protein als Strukturgrundlage fiir Mo-
dellberechnungen verwendéhBei einer Ahnlichkeit auf Basis der Aminosauresequenz kann
daher auf eine strukturelle Analogie geschlossen werden. Zudem sind haufig Proteine, die keine
Sequenzhomologien aufweisen, dennoch in ihrer dreidimensionalen Struktur &hnlich. Folgende
funf Schritte werden beirslomology Modellingrerwendet:

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 zundchst nach homologen Proteinen bekannter Struktur gesucht und anschlieRend
eine Anpassung der Sequenzen aneinander durchgefdmquénce Alignmemgtenannt). Auf
Grundlage dieser Ubereinstimmung wird im weiteren Verlauf ein Modell erstellt und dieses Mo-
dell dann evaluiert. Entscheidend ist, dal3 das Modell alle experimentellen Ergebnisse erkléaren
kann und ihnen nicht widerspricht. Genugt das Modell den Anforderungen und verletzt keine ste-
reochemischen Parameter, dann kann dieses Modell sowohl fir die Interpretation vorhandener
Ergebnisse dienen als auch fur die Planung zukunftiger Experimente hilfreich sein. Verletzt das
erstellte Modell diesen Anforderungen jedoch, wird der Vorgang wiederholt. Die Aminosaure-
sequenzen des Proteins unbekannter und bekannter Struktur miissen erneut angeglichen werden
und auf Grundlage dieser alternativen Sequenzibereinstimmung wird ein neues Protein entwor-
fen.
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Obwohl die Richtigkeit eines Modells in letzter Konse-
quenz erst nach Losung der Struktur durch NMR und der

Rontgenstrukturanalyse bewiesen werden kann, hat die Struk-
turvorhersage aufgrund von Homology Modelling auch Vor-

Identifizierung verwandter

teile gegentber der Strukturlésung. Zum einen ist die Mer Strukturen
thode der Strukturvorhersage wesentlich schneller als die——— =
experimentelle Strukturldsung. Sie ist damit auch geeignet i

die Struktur einer gréRere Zahl an Proteinen zu bestimmen
und damit bei Screeningverfahren eingesetzt zu werden.:Sie

ist zum anderen aber auch auf Proteine anwendbar, dieraus - ﬂ
bestlmmten QrUnQen nicht kristallisieren und deren Stryk- Abgleich von Zielsequenz
turen nicht mit Hilfe von NMR-Methoden zu l6sen sind. und Template—Struktur
Da das Homology Modelling, wie sein Name bereits im- ¢

pliziert, jedoch auf bekannte Strukturen zurtickgreift, ergén
zen sich die Methoden der klassischen Strukturaufklérdng{ Modellerstellung
und die des Homology Modelling auf ausgezeichnete Wei ‘

se. ‘

| Modellevaluation

Homology Modelling bleibt trotz des Fortschritts dao
initio Protein-Struktur-Bestimmung auch weiterhin die ein- i
zige verlaBlliche Methode die dreidimensionale Struktur von
Proteinen mit einer Prazesion vorherzusagen, die vergleich™™ __ ﬁ‘o‘fif“ J
bar ist mit der Strukturbestimmungen bei geringer Aufl6- OK?
sung. Doch auch Strukturvorhersagen mit verhaltnisméaighildung 8: Globales Schema fiir
geringer Aufldsung kdnnen sich als wertvoll erweisen, dal@emologie basierte Modellerstllun-
nige Aspekte der Funktionsweise von Proteinen schon gaf
Basis einer grob umrissenen Struktur bestimmt werden kdn-
nen. Typische Verwendung von Homologie basiertem Modelling sind z. B. :

» Entwicklung von Mutanten, um Hypothesen bezliglich der Funktion von Proteinen zu
testen.

* |dentifizierung aktiver Bereiche und Bindungsstellen

» Design und Verbesserung von Liganden fir identifizierte Bindungsstellen

Modellieren von Substratspezifitéat

Protein-Protein-Bindungs-Simulationen

» Vorhersage antigener Epitope

Strukturverfeinerung von Modellen gegen Daten aus dipolaren Kopplungen bei der NMR
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» Molecular Replacemeri der Réntgenstruktur-Verfeinerung
» Rationalisierung gewonnener Experimenteller Daten
* Planung neuer Experimente

Molecular Modellingkonnte insbesondere auch bei der Analyse putativer mechanistischer Ab-
laufe 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-Bindungsdomanen eines ABC-Transporters miteinander beschreibt.
4593 Campbell et al. modellierten die Transmembranhelices von ABCC 1 und entwarfen eine
Struktur fUr die Pore dieses Proteins. Darauf folgende Mutationsexperimente bestéatigten die vor-
rausgesagte funktionelle Relevanz des PhenylalairBas entwickelte Modell erklarte eben-
falls die zuvor experimentell gefundene Bedeutung diverser anderer Aminos4dreDalle-
baut et al. haben ein Homologie basiertes Modell des humanen CFTR-NBD-Heterodimers vor-
geschlagen, dalR eine mdgliche Interaktion beider ATP-Bindungsdomanen des CFTR mit ATP
beschreibf® Und schlieRlich konnten Seigneuret et al. auf Grundlage der MsbA Kristallstruktur
ein Modell fir ABCB 1 (P-gp) vorschlage¥.

4.2.2 Verwendete Programme und Kraftfelder

Zur Vorhersage der dreidimensionalen Struktur der zweiten ATP-Bindungsdoméane von ABCC 1
wurde zunéchst eine Homologiesuche mitsFA durchgefiihrt. DaSequence Alignmemiur-

de mit QLUSTALW durchgefuihrt. Homologe Proteine mit einer Sequenzhomologie von Uber
30 % wurden fir die initiale Strukturerstellung mit dem Prograrot#LLER verwendet. An-
schlieend erfolgte eine Simulation des Proteins in einer Wasserbox mit Hilfe des Programs
GROMAcCSs an. Die Evaluation der mit MDELLER sowie GROMACS erhaltenen Modelle wurde

mit PROCHECK durchgefuihrt. Die graphische Darstellung der erhaltenen Modelle und anderer
in dieser Arbeit abgebildeter Proteine wurde mitI@ERA realisiert, wahrend die Analyse von
Trajektorien mittelssOPENMOL bewerkstelligt wurden.

FASTA

Zunachst wurde die Aminosauresequenz des ATP-Bindungsmotivs unter Verwenduriy des F
STA Suchalgorithmus mit Sequenzen bekannter Proteinstrukturen der Brookhafen Protein Da-
tenbank fiir Proteinstrukturen verglich&r% Es wurde eine Sequenz von 252 Aminosauren
abgefragt (siehe Abbildung 10 und 11) und die Blosuf{58° Matrix verwendet. DeiGap
extension penaltetrug—2 und defOpen Gap penaltipetrug—10. Von den erhaltenen homolo-

gen Proteinen wurden die Proteine mit der hochsten Ubereinstimmung fiir weitere Berechnungen
verwendet.
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MODELLER

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine mit dem PrograoDFLLER erstellt, dal3 die

Modelle auf Grundlage bekannter Strukturen durch Satisfaktion raumlicher Einschrédnkungen be-
rechnet!91-1%4Djese auf raumliche Einschréankungen aufbauende Methode der Homologie ba-
sierten Strukturvorhersage extrahiert Abstadnde und/oder Torsionswinkel-Einschrankungen der
Zielsequenz des Sequenzabgleichs und figt aufgrund der Sequenz bedingte stereochemische
Einschrankungen hinzu. Das Modell wird durch eine Minimierung der Verletzungen dieser Ein-
schrénkungen erstellt.

MODELLER bengtigt fur die Berechnung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen eine

im PIR-Format vorliegende Eingabedatei, die Informationen tber homologe Bereiche enthalt.
Diese Eingabedatei wurde mittGSTALW erstellt10°106

PROCHECK

PROCHECK evaluiert die Struktur von Proteinen basierend auf stereochemischen Parametern.
Ein wichtiges Analysemittel ist dabei die Erstellung voAaNRACHANDRAN Diagramment%’
In einer Polypeptidkette ist die Rotation um die Peptidbindung stark eingeschrankt, da die Pep-
tidbindung zu ca. 40 % Doppelbindungscharakter besitzt. Die Rotation u@-did, Bindung
(®) und die Drehung um di€, — C (W) Bindungen sind jedoch eingeschrankt mdglich (siehe
Diagramm 9(a)). Diese Einschrankungen resultieren hauptsachlich aufgrund sterischer Interak-
tionen benachbarter Peptidgruppen bei bestimmten Torsionswihkgie.Analyse von Torsi-
onswinkeln in Kristallstrukturen von Proteinen erlaubt die Beurteilung von Torsions- oder Die-
derwinkeln aufgrund empirischer Werte. Die Auftragung der Diederwikkals Funktion von
@ wird Ramachandran Diagramm genannt (siehe Abbildung 9(b)). In einem Ramachandran Dia-
gramm werden gewohnlich die Bereiche die koloriert, deren Winkelkombinationekvard
@ den experimentell ermittelten Daten zugeordnet werden konnten. Abhéngig von der Datener-
hebung der erlaubten Winkelkombinationen variieren diese Bereiche zwischen verschiedenen
Ramachandran Diagrammé®—110Die 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 dartiber hinaus erlaubt sind, sind
etwas heller schattiert und werden mit den Kleinbuchstaben a, b, | und p gekennzeichnet. Der
dritte Bereich, der gro3ziigig erlaubt ist, ist hellgrau und mit der Zeichenkombinatignb, ~I
und~p markiert wahrend der nicht erlaubte Bereich weil3 und ohne eine Markierung dargestellt
wird. Aminosauren, die in nicht erlaubten Bereichen sowie in gro3zlgig erlaubten Bereichen vor-
liegen, werden zusatzlich mit ihnrer Nummer abgebildet. Eine Ausnahme hiervon bilden Glycin
und Prolin, die Aufgrund ihrer Struktur weitere Diederwinkel erlauben.

Zudem wird die Struktur aufan der Waalontakte’, Bindungslangen und Winkel tiberpriift,
sowie eine Analyse der Sekundarstruktur durchgefulrodHECK greift dabei auf experimen-
telle Daten zuriick97-111

2Nicht gebundene Atome, die naher als 2,6 A liegen werden bei diesem einfachen Test gekennzeichnet. Mégliche
Wasserstoffbriickenbindungen werden von diesem Test ausgenommen.
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nem Ramachandran Diagram aufgetragenen Winkel stellung fiir ein unbekanntes Prote-

sind gekennzeichnet. Ebenso die Ebene, die Auf- in. Rot gekennzeichnet sind erlaubte

grund des Doppelbindungscharakters von Peptid- und blau gekennzeichnet sind grof3-

bindungen keine Rotation zulaft. zugig erlaubte Bereiche. Punkte stel-
len Kombinationen der Torsionswin-
kel ® und¥ dar.

Abbildung 9: Erlauterung zur Ramachandran-Diagramm Darstellung

GROMACS

Energieminimierungen in einer periodischen WasserboxX\iolécular DynamicSimulationen
wurden mit dem Program @MACs durchgefiihrt, das ein modifiziertes GROMOS87 Kraftfeld

mit der united atomdMethode 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 unglnstigevan der WaalsKontakte auszugleichen wurde anschliel3end eine kurze Ener-
gieminimierung von 100 Schritten eines Intervalls von 0,001 ps nhach destelepest descent
Methode durchgefihrt, wobei die Bindungslangen 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 fiir diese Simulation ein Zeitrahmen von
20 ps gewahlt. Die anschlieRende Energieminimierung des Gesamtsystems erfolgte nach der I-
bfgs Methode.

Alle Simulationsschritte wurden mit defarticle Mesh EwaldSystem durchgefiihrt. Nach er-
folgreicher Simulation wurde fur strukturelle Betrachtungen das Modell mit der geringsten po-
tentiellen Energie gewahlt, das auch fur anschlieReéndiecular DynamicsSimulationen ver-
wendet wurde. Die Simulation erfolgte bei einer konstanten Temperatur von 300 K unter Ver-
wendeung deBerendsen Couplinglgorithmus8®
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Um die Interaktionen zwischen den Wassermolektlen, bzw. den Wassermolekiilen und seinen
Solubilisaten zu berechnen, wird haufig &sple Point ChargéSPC) Modell verwendet. Die-

ses Wassermodell wurde auch in dieser Arbeit verwendet. In diesem Modell besitzt das Wasser-
molekdl drei Zentren konzentrierter Ladung: Eine positive Ladung an den Wasserstoffatomen
und eine negative Uberschussladung am Sauerstoffatom. Die Annahme von Punktladungen fiihrt
jedoch zu einem nicht korrekten Wert flr den permanenten Dipol des Wassermodells. Um dies zu
andern, wurde der Bindungswinkel von dem experimentell bestimmten Winkel von 184f45
einen Winkel von 109,42angepasst. Diese Winkelanderung passt zum einen das Dipolmoment
des Wassermodells an den experimentell ermittelten Wert an, andert jedoch das Geschwindig-
keitsverhalten des Wassermodells aufgrund nicht berticksichtigter freier Elektronenpaare. Dieser
Effekt verringert sich jedoch mit steigender Temperatur.

PRODRG

Da GRoMAcSshicht in der Lage ist Molekule zu parametisieren, die nicht aus Aminosauren oder
Wasser bestehen, wurde zur Parametisierung von ATP der OnlinediemsrR!? verwendet.
PRODRG verwendet eine Datei im PDB-Format und generiert daraus unter anderem Topologie
und Koordinaten Dateien zur Verwendung fir unter anderen Programmen &amhAGS .

Weitere Programme

Neben den bereits genannten Programmen wurden fir die Analyse von Trajektorien das Pro-
grammvMmb 113 verwendet. Zur Visualisierung wurden je nach Bedarf entwede@mMERA oder

VMD verwendet.
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5 Ergebnisse

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

Wie in Kapitel 1.4.2 erlautert, ist der Mechanismus, mit dem ABC-Transporter, die am Phanotyp
der multiplen Resistenz beteiligt sind, bisher noch nicht geklart. Dies liegt unter anderem an der
limitierten Zahl bekannter dreidimensionaler Strukturen fir ABC-Transportproteine.

Wahrend die Primarsequenz dieser Transporter sehr stark variiert, besteht eine grof3e Sequenzho-
mologie innerhalb der ATP-Bindungsdoménen dieser Transporter, die diese Doméanen zu einem
geeignetem Ziel fir Homologie basierte Simulationen macht.

Wahrend fir einige Transporter zwei ATB-Bindungsdoméanen aufweisen, die anscheinend aqui-
valent sind, gibt es fur ABCC 1 Hinweise darauf, dal’ die ATP-Bindungsdomé&nen nicht gleich-
wertig sind. Wahrend die Mdglichkeit besteht, dal3 Mi¢erminale ATP-Bindungsdomé&ne nur

eine regulatorische Funktion wahrnimmt, ist Qiderminale ATP-Bindungsdoméne wahrschein-

lich an dem eigentlichen Transportprozess beteiligt.

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

5.1.1 Ergebnisse der Suche nach homologen Proteinen

ABCC 1 ist ein sogenannter Volltransporter, der zwei ATP-Bindungsdoménen besitzt. Von bei-
den Doménen wurde d&terminale ATP-Bindungsmaotiv fir die Recherchen nach homologen
Proteinen verwendet. Fur die Recherche wurde eine FASTA-Datenbankabfrage durchgefiihrt.
Die gewahlten Parameter sind Kapitel 4.2.2 zu entnehmen. Tabelle 8 gibt tiber die Ergebnisse der
FasTA -Datenbanksuche nach homologen Sequenze&zarminalen ATP-Bindungsdoméne
Auskunft. Es sind nur Proteine mit geltdster Struktur aufgefiihrt. Der Tabelle sind zusatzliche In-
formationen zu entnehmen, wie Sequenzibereinstimmung zur NBD2-Sequenz von ABCC 1, die
Auflésung mit der die Struktur geklart wurde und mitkristallisierte Heteroatome. Auf Grundlage
dieser Daten erfolgte die Auswahl der Templates, wie in der Diskussion erortert wird.

5.1.2 Sequenzabgleich der ausgewahlten 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 durchgefihrt und nach Begutachtung auf Fehler und/oder Unstimmigkeiten ohne
weiter Anpassungen verwendet.
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PDB Daten- Proteininformationen Auflésung

Sequenziuberein-E-Wert

Kristallisierte He-

bank Code stimmung mit teroatome
C-Terminaler ATP
Bindungsdoméne

1IMTO ATP-Bindungsdomane des Hae2,6 A 38,362 % 87-10%0
molysin B aust. coli

1JSQ MsbA au£. coli 45A 38,075% 91-10°3¢

1MV5 LmrA, ATP-Bindungsdoméane 3,10A 36,818 % ,0210°29 Mg, ATP, ADP

1PF4 MsbA ausVibrio cholera Ein 3,80 A 34,874 % 8.10%° ohne Nucleotide
Multidrug Resistance ABC
Transport homologes Protein in
geschlossener Konformation

1337 C-terminale  ATPase-Doméane2,40 A 30,165 % 2-102% ADP, Mg
humanen TAP1

10XV GLCV, ATP-Bindungsdomane 1,95 A 27,155% 21011 Mg, I, ANP
eines Glucose-Transporters aus
Sulfolobus solfataricus

1G6H ADP-Konformation von 1,6 A 24,299 % 77-10% Methylmercurat
MJ1267. ATP-Bindungsdomane (HGC), ADP, Mg
eines ABC-Transporters

1JI0 ABC-Transporter auShermoto- 2,00 A 23,113 % 12.10°° ATP, Selenmethio-

ga maritima

nin (MSE)

Tabelle 8: Ergebnis der ESTA -Datenbank-Abfrage und zusatzliche Informationen zu den ermittelten Proteinen, wie z. B. kristallisierte

Heteroatome und die Aufldsung, mit der die Struktur der Proteins geldst wurde.
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Abbildungen 10 und 11 zeigen die Sequenzvergleich€erminalen ATP- Bindungsdomane

des humanen ABCC 1. Von den Leitstrukturen und Sequenzen, die aufgrunskderfAbfrage
erhalten wurden, wurden zum einen die Struktur von Haemolysin B und MsbA als Template-
grundlage fur ein Modell ohne ATP und die Struktur von LmrA als Modell fir eine Struktur mit
komplexiertem ATP verwendet.

Unterhalb der Aminosauresequenzabfolgen ist in Form einer Balkendarstellung der Grad der
Ubereinstiummung zwischen den Sequenzen abgebildet. Tirkis gefarbt in beiden Abbildungen
das Walker A-Motiv der ABC-Bindungsdomaénen, blau das Walker B Motiv. Die intensivere To-
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-
Bindungsdoméne von MsbA albrio choleraabgebildet. AmN-Terminus der Sequenz, der
mit einer grauen Box markiert ist, liegt ein Bereich vor, der keine Sequenzibereinstimmung 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 Aminosauren.
Der Doppelpunkt zeigt Bereiche ahnlicher Aminosauren, d. h. Aminosauren mit ahnlichen che-
mischen Eigenschaften an. Insbesondere&iterminlen Bereich ist die Ubereinstimmung mit
einer grol3en Zahl identischer Aminosauren gut zu sehen.
In Abbildung 11 ist der Sequenzvergleich zwischen den Aminosauresequenzen von ABCC 1 und
LmrA wiedergegeben. Auch hier liegt eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen
vor. Wie auch bei dem Vergleich der Sequenzen fiir das Modell ohne ATP stimmen insbesondere
die charakteristischen Motive firr die ATP-Bindungsdomane gut Giberein. Auch hier liggt im
terminalen Bereich der Sequenz Uber weite Strecken eine identische Abfolge der Aminoséuren
vor.

5.1.3 Modellierung der C-terminalen ATP-Bindungsdoméane 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 M
DELLER jeweils 150 Proteinmodelle flr ein Modell mit und ohne komplexiertes ATP erstellt.
Abbildung 12 zeigt Beispielhaft eine Uberlagerung von 50 erstellten Modellen ohne komplexier-
tes ATP. Dargestellt ist fir jedes Protein der Abfolge delKohlenstoffatome der Aminosaure-
ketten.

Die einzelnen Proteine sind zwar in ihrer Sequenz identisch, der dreidimensionale Aufbau un-
terscheidet sich jedoch zwischen den einzelnen erstellten Modellen. Aus der Uberlagerung der
Strukturen wird ersichtlich, dal3 es sich bei der Organisation der dreidimensionalen Struktur be-
zogen auf die verkniipftesm-Kohlenstoffatome um eine Streuung um wenige Leitmotive handelt.

In Abbildung sind zur besseren Orientierung flr den Leser zwei Strukturen als Leitmotiv in ei-
nerRibbonstyleDarstellung abgebildet.
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Abbildung 10: Sequenzabgleich zwischen der NBD2 von humanem ABCC 1, hier ABC2 genannt, Hae-
molysin B ausE. coli(PDB-Code 1MTO) und MsbA augbrio cholera(PDB-Code 1PF4). Es wurde nur

der relevante Bereich dargestellt. Sterne indizieren Bereiche mit Sequenzibereinstimmung, Doppelpunk-
te und Punkte indizieren Bereiche @hnlicher Sequenz. Zur besseren Ubersicht ist unterhalb des Sequenz-
vergleichs jeweils der Grad der Homologie durch ein Balkendiagramm angegeben. Die grau unterlegte
Box gibt einen Bereich an, der keine Sequenzibereinstimmung mit der NBD2 von ABCC 1 besitzt. Die-
ser Bereich wurde in frhen Studien zu dieser Arbeit zunéchst verwendet. Bei spateren Modellen wurde
er nicht mehr verwendet. Tlrkis und blau unterlegt sind die Walker A und Walker B Motivsequenzen,
die stark konserviert sind. Rot unterlegt ist die ABC-Signatursequenz. Die jeweils intensiver gefarbten
Bereiche geben das Erkennungsmuster der jeweiligen Sequenz wieder.
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Abbildung 11: Sequenzvergleich zwischen der NBD2 humanen ABCC 1 (ABC2) und der Sequenz von
LmrA. Turkis und blau unterlegt sind die Walker A und Walker B Motivsequenzen, die stark konserviert
sind. Rot unterlegt ist die ABC-Signatursequenz. Die jeweils intensiver gerfarbten Bereiche geben das
Erkennungsmuster der jeweiligen Sequenz wieder.
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Abbildung 12: Uberlagerung von 50 mit DELLER erstellten Modellen. Die Strukturen der Modellpro-

teine »streuen« um einige wenige globale Faltungsmotive, daher sind zwei der 50 Strukturen zur besseren
Ubersicht als Leitstrukturen hervorgehoben. Die Auswahl der Modelle erfolgte zufallig ohne eine Wer-
tung der Strukturen vorzunehmen.
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Die Auswahl von biochemisch relevanten Strukturen erfolgte zunachst auf Grundlage von
stereochemischen Paramtern. Die Daten fir eine solche Beurteilung stammt aus Rontgenstruk-
turen, die einen kristallographischen R-Wert von wenigstens 2.0 besitzen, wobei die Evaluation
mit Hilfe des Programms ®ocHECK durchgefiihrt wurde. Grundlage fuir die Evaluation der er-
stellten Modelle war der Anteil der erlaubtéfid-Winkelkombinationen.

In Tabelle 9 ist das Ergebnis der Evaluation mikdZHECK aufgefiihrt. Die ATP-Koordinaten
wurden vor Evaluation aus der Strukturdatei geléscht. Die Auswahl der weiter verwendeten
Modelle erfolgte zunéachst anhand des geringsten Anteils an Aminosauren im nicht erlaubten
Bereich. Tabellarisch aufgelistet sind jeweils nur die vier Modelle, die den geringsten Anteil
nicht erlaubter®d/W-Torsionswinkel aufweisen. Zuséaztlich aufgefuhrt ist der AnteildfiV-
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
1IMTO 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 ®/W-Diederwinkel in nicht erlaubten, bzw. favorisierten Bereichen fir die jewmslstenvier
Modelle mit und ohne ATP aufgefiihrt. Jeweils 150 Strukturen wurden mitd®ECK beziglich ihrer
@®/Y-Diederwinkel sortiert. Neben den erstellten Modellen, wurden auch die Template-Strukturen mit
den PDB-Codes 1MTO, 1PF4 und 1MV5 zum Vergleich untersucht.

Die Modelle, die nach diesen anglegten Mal3staberbdstenModelle waren, wurden an-
schlieBend visuell auf Mangel geprift. Nur in sich konsistente Modelle wurden in die weitere
Betrachtung einbezogen. Von den vier nach Maf3staben der EvalbasterModellen wurden
zwei Modelle aufgrund von »Schleifenbildung« aussortiert (siehe Abbildung 13). Dabei handelt
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es sich um eine Einfadelung der Aminosaurekette in einen entfernten Loop, so dal3 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 Primarstruktur des Modells, die zu einer physiologisch irrelevanten Struktur fihrt. Fehler dieser
Art verletzen keine stereochemischen Einschrankungen und besitzen keine unguinstigen intramolekularen
Wechselwirkungen. Aus diesem Grund besitzt das Modell keine ungewdhnlich hohe Energie, die die Er-
stellung mit MODELLER einschréanken wirde, 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 bezuglich ihrer Diederwinkel im Detail aufgefthrt.
Abbildungen 14(b) und 14(c) zeigen die Ramachandran Diagramme dieser Strukturen. Die
zugehdrigen dreidimensionalen Darstellungen sind in den Abbildungen 14(b) und 14(c) sche-
matisch dargestellt. Eine Farbung erfolgte aufgrund der Einordnung der Aminosauren in das
Ramachandran-Diagramm. Grundlage waren die Daten RecRECK -Analyse. Rottone zei-
gen bei dieser Darstellung unginsti@é&¥-Winkelkombinationen an und blauténe favorisierte
Torsionswinkel.
Wie aus den Ramachandran Diagrammen ersichtlich ist, liegen in beiden Modellen die meisten
Diederwinkel-Kombinationen in favorisierten Bereichen. Nur wenige Aminosauren liegen au-
Berhalb der erlaubten Bereiche, jedoch in der Nahe von den sogenannten grof3zligig 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 Uberlagerung aller vier Modelle. Das komplexierte ATP ist nicht mit
abgebildet, da vor Evaluation die Léschung 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 Farbung der Aminoséau-
ren erfolgte Aufgrund berechnet#/®-Winkel. Warme Farben, wie Rot, zeigen unglinstige Konformationen
an, die in nicht erlaubten Bereichen liegen.
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Abbildung 14: Visualisierung der Dieder-WinkeDben: Darstellung mit Hilfe einer kolorierten drei-
dimensionalen Struktutdnten: Darstellung der Dieder-Winkel mit einem Ramachandran-Diagramm.

Links: Modell 047 ,rechts:Modell 084.
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Die Farbung gibt an, in welche Kategorie deAP-Diederwinkel der jeweiligen Aminosaure

fallt. Die zugehotrigen Ramachandran- Diagramme sind in Abbildung 16 wiedergegeben. Ne-
ben Rottbnungen, die in Loop-Bereichen zu finden sind, stehen im Gegensatz zum ATP-freien
Modell auch Aminoséuren im zentralen Bereich, in desRaltblattstrukturen vorliegen, Torsi-
onsspannungen vor. Die Uberlagerung der vier Modelle zeigt zudem, daf eine sehr gute Uberein-
stimmung der besten vier ausgewahlten Modelle vorliegt, die nur in dem ausgepréagten flexiblen
Loop, der im Bild unten rechts zu sehen ist, nicht vorhanden ist.

Abbildung 15: Analyse der®/\W-Diederwinkel der vielbestenmodellierten Strukturen, die ATP ent-
halten.a: Dreidimensionale Struktur der modellierten Proteine im Komplex mit ATP (ATP ist nicht
gezeigt). Ribbonstyle Darstellung vierer Uberlagerter Modellstrukturen. Die Farbung korreliert mit den
W/d-Diederwinkeln.
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Abbildung 16: Ramachandran Diagramme fiir Strukturen 021, 085, 134 und 136. Wie auch bei der

Uberlagerung der dreidimensionalen Strukturen, sind sich alle erstellten Modelle sehr &hnlich. Nur wenig
Aminosauren liegen in Bereichen nicht erlaubteé®-Torsionswinkel.
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Abbildung 17 zeigt links ein erstelltes Modell mit komplexierten ATP und rechts ein Modell
ohne komplexiertes ATP in jeweils eindgbbonstyleDarstellung. Beide Modelle besitzen ein
vergleichbares Muster der Sekundarstrukturen. Dartiber hinaus weichen die Modelle in ihrer
dreidimensionalen Struktur jedoch voneinander ab. Im Kern beider Modelle liegen sechs paral-
lel angeordnet@-Faltblatt Strukturen, die voa-Helices gesaumt sind. JedgdvFaltblattmotiv
folgt dabei jeweils einex-Helix. Die sechs parallelefi-Faltblattstrukturen umgeben zusam-
men mit drei weiteren periphar gelegeng+taltblatt Strukturen eine einzelreHelix, deren
N-terminales Ende das sogenannte Walker A Mognthalt. Das Walker A Motiv ist an der elek-
trostatischen Bindung von ATP beteiligt. Die ATP-Bindungsdomane enthalt eine Untereinheit,
die ausschliel3lich aus-Helices besteht. Dieser Bereich ist mit dem Rest der Doméne (ber fle-
xible Loops verkniipft. Eine lange zentrale Helix mit einer L&nge von 15 Aminosauren wird von
vier kleineren Helices flankiert. Das ATP-komplexierende Modell enthélt im Vergleich zum Mo-
dell ohne ATP zusétzlich einen flexibl&hterminalen 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 Bindungssomane
nicht berticksichtigt. Das Problem entstand bei dem ATP-haltigen Modell nicht, die verwendete
Sequenz wurde daher nicht verkirzt.

(a) Schematische Darstellung des Modells 021 im (b) Schematishe Darstellung des Modells 084. Das
Komplex mit ATP. Das Modell enthalt zehn- Modell entstand ohne ATP. Das Modell enthalt
Helices und neug-Faltblatter. zwolf a-Helices und ebenfalls neyd+Faltblatter.

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

3Das Walker A Motiv wird auch P-Loop genannt

51



Auffallig ist in der ribbonstyleDarstellung der Modelle, dal3 das ATP-freie Modell anschei-
nend zweix-Helices mehr aufweist. Eine kurze Helix in der ausschlielichaielices be-
stehenden Doméne Il und eine weitere in der Doméane |. Die stark schematisierte Natur einer
ribbonstyleDarstellung 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 Hille dargestellt, die dew-¥Xbstand
der Atome entspricht. Schleife A (siehe Abbildung 18(a)) enthélt eine konservierte aromatische
Aminosaure (hier Tyrosin), deren aromatischer Rest sich mit dem Adeningerist von ATP stapelt.
Die aromatischen Ringe liegen nicht planar tbereinander und die Kohlensoffatome sind versetzt
zueinander. Der Abstand der Ebenen betragt ca. 3,3 A (Vergleiche Abbildung 18(b)). Schlei-
fe B ist einex-Helix und enthélt das ebenfalls stark konservierte Walker A Motiv, das allen
ATP-Bindungdoméanen gemein ist. Schleife C und D besitzen gifaltblatt Struktur. Darge-
stellt sind die konservierten Aminoséuren Asparaginsaure und Histidin, Asparaginsaure besitzt
in diesem Modell einen Abstand von ungefahr 6,5 A zwischen geftohlenstoff des Aspa-
raginsédure und dem zentralen Phosphortatonyd@nosphatgruppe und einen Abstand von ca.
6,1 A zwischen dem C1-Kohlenstoff des Imidazolringes des Histidins und dem zuvor genannten
Phosphoratom.

Die Uberlagerung zweier modellierter ATP-Bindungdomanen ist in Abbildung 19 gezeigt.
Die Darstellung erfolgt zum Zwecke der Ubersichtlichkeitrilsbonsyte Die Ausrichtung der
Modelle aufeinander wurde mit dem PrograrRi@ERA realisiert und erfolgte anhand der be-
sten Ubereinstimmung d&;,-Atome nach einem Sequenzabgleich.

Wahrend es zu einer guten Ubereinstimmung @iéfaltblatt Strukturmerkmale kommt, beste-

hen groRe Unterschiede zwischen der Anordnung der Loops und der Orientierungidéces.
Dariber hinaus unterscheiden sich beide Strukturen in der Ausbildung ihrer Sekundarstrukturen,
wie bereits zuvor beschrieben wurde. Wahrend die prinzipelle Lage der Helices und Faltblatter
Ubereinstimmt, unterscheiden sich beide Modelle in der Ausbildung ihrer Sekundarstrukturen
insofern als sie nicht im gleichen Mal3e ausgebildet werden. Dabei ist die Bewertung von Sekun-
darstrukturen anhand ihrer Représentation in einer schematisierten Abbildung kritisch zu hinter-
fragen, da unter Umstanden geringe Variationen der Torsion dazu fiihren kénnen, dal3 z. B. eine
a-Helix nicht mehr als solche, sondern als Loop dargestellt wird.
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(a) Detailaufnahme des komplexierten ATP. ATP ist mit einer transparenten Hiille entsprech&fach dier
WaalsRadii abgebildet. Relevante Aminosauren des Proteinmodells 021 in der néheren Umgebung des ATP
sind in einetball and stickDarstellung gezeigt. Die gelben Faden symbolisieren den dreidimensionalen Verlauf
der a-Kohlenstoffatome im Protein. Im Modell ist kein Wasserstoff wiedergegeben.

(b) Visualisierung ausgewahlte Abstande zwischen ATP und komplexierenden Aminoséauren.

Abbildung 18: Detailaufnahme des komplexierten ATP im Modell 021. Eine genaue Beschreibung er-
folgt im Text.
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Abbildung 19: Uberlagerung des Protein-ATP Komplexes (Modell 021) mit Modell 085. Die Darstel-
lung erfolgte stark schematisiert iRibbonstyle Die Sekundarstrukturmerkmale beider Strukturen sind
jeweils in einer unterschiedlichen Schattierung des gleichen Farbtons hervorgehdtadinlatter sind in

gelb, bzw. gold dargestellt wahrewmdHelices in rot, bzw. dunkelrot und Loops in hell- und dunkelblau
abgebildet sind. Die Ausrichtung erfolgte manuell. Wahrend die Sekundérstrukturen zu einem grof3en
Teil Ubereinstimmen, so weicht ihre absolute Position doch weit voneinander ab. Auffallig ist diese Ab-
weichung insbesondere in demHelikalen Bereichen des Proteins. Bereiche faaltblattstruktur va-
riieren weniger.
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Walker A-Motiv

Abbildung 20: Uberlagerung wichtiger konservierter Aminosauren der zwei Proteinmodelle im Kom-
plex mit (rot) und ohne (blau) ATP zusammen mit dem ATP-Molekul (gelb). Darstellung wichtiger kon-
servierter Aminosauren nach einer RMSD basierten Uberlagerunggétome. Gelb dargestellt ist

das vom rot abgebildeten Modell 021 komplexierte ATP und blau dargestellt ist Proteinmodell 085. Die
C,-Atome der abgebildeten Tyrosine weichen um 1,2 A voneinander al, distome der dargestellten
Aminosauren Asparaginsaure und Histidin weichen jeweils 2,5 A voneinander ab. Die Auslenkung der
Carbonsauregruppe der Asparaginsaure betragt 3,3 A.

In Abbildung 20 ist eine Detailaufnahme wichtiger konservierter Aminosauren abgebildet.
Die Auswahl der Aminosauren richtete sich nach einer in der Literatur beschriebenen Interakti-
on mit demy-Phosphat des ATP. Sowohl fiir das abgebildete Histdin als auch fur die abgebildete
Asparaginsaure wird eine mégliche Interaktion mit ATP diskutiert. Die Natur dieser Interakti-
on ist jedoch noch nicht bekannt. Die Atome der Aminosaurereste im Modell mit und ohne
ATP weichen in ihrer modellierten Position innerhalb eines Bereiches zwischen ein und zwei
Angstrom voneinander ab. Die dargestellten Aminosduren Asparaginsaure und Histidin sind ver-
glichen mitihrer Position im Modell, das ohne ATP erstellt wurde, yeRhosphat des ATP weg
ausgelenkt. Die relative Position dgg-Atome dieser Aminosauren weichen zwischen den Mo-
dellen 1,2 A im Falle der Asparaginséure und 2,5 A voneinander ab. Die maximale Auslenkung
der Aminos&uren betragt fur die Saurefunktion der Asparginsaure 3,3 A.
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5.1.4 Solvatisierung der erstellten Proteinmodelle in explizitem Wasser

Fur eine realistischere Betrachtung der erstellten Modelle wurden die Modelle solvatisiert. Es er-
folgte eine Simulation des Proteinmodells in einer Wasseratmosphéare. Zudem wurde das Modell
mit Wasserstoffatomen ausgestattet, die bei der Modellerstellung oitEMLER nicht bertick-
sichtigt wurden. Die Parameterisierung der Amiosauren fur das Protein erfolgtermit &CS.

Die Koordinaten des ATPs wurden aus der Brookhaven Databank Datei extrahiert und mit Hilfe
PRODRGparametisiert. Anschlie3end wurden die Dateien wieder zusammgefuhrt.

Die anschlie3ende Solvatisierung ausgewdahlter Modelle wurde RGIMACS, wie im experi-
mentellen Teil beschrieben, durchgefuihrt. Dazu wurden die, nach Maf3stédben der in der Evalua-
tion angelegten Kriteriehestenvier mit MODELLER erhaltenen Modell fur weitere Untersu-
chungen verwendet.
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Abbildung 21: Verlauf der potentiellen Energie der in Wasser solvatisierten ATP-Bindungsdoméne wah-
rend der Energieminimierung mit dem bfgs-Algorithmus. Die Struktur, die gegen die geringste potentielle
Energie konvergierte, wurde fur weitere Experimente verwendet.

Zundachst erfolgte eine energiebasierte Optimierung in einer simulierten Wasserbox. Die Struk-
turen wurden in @OMACSeingelesen und in einer kubischen Box mit periodischen Grenzen der
Kantenlange 10 nm solvatisiert. Es erfolgte zunéchst eine Energieminimierung, um energetisch
ungunstigevan der Waalskontakte auszugleichen. Dies erfolgte mit der Methode des steilsten
Gradienten mit anschlieBendem Relaxieren der Wassermolekile Gber einen Zeitraum von 20 ps.
AnschlieRend wurde eine Energieminimierung des Gesamtsystems nach dem bfgs-Algorythmus
durchgefiihrt. Die Resultate der Energieminimierung nach dem bfgs-Algorithmus sind in Abbil-
dung 21(a) und 21(b) graphisch dargestellt. Die Modelle wurden erneutroit RPECK evalu-
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iert. Wassermolekile sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit 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 fir alle acht verwendeten Modelle wieder-
gegeben. Die potentielle Energie des Modells 021 (ATP021) konvergierthéi- 16 kJmol?,

die Energien der drei anderen Modelle konvergiert b&j5-1® kJmolt, —1,7-1¢ kJmot!

und —1,78- 16 kIJmolL. Alle Modelle, die ohne komplexiertes ATP erstellt wurden konvergie-
ren zwischen-1,4 - 1 kJmol! und—1,5- 1 kJmot™.

Bei allen Energieminimierungen erfolgt zunachst ein steiler Abfall der potentiellen Energie, der
dann nach einer Anzahl von ca. 500 Schritten (500 ps) abgeflacht ist, so daf’ 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
gefarbteribbonstyleDarstellung der Modelle 021 (links, ATP nicht abgebildet) und 084 (rechts)
abgebildet. Die zugehérigen Ramachandran- Diagramme sind in Abbildung 22(b) dargestelit.
Tabelle 10 gibt tabellarische eine Zusammenfassung der Evaluation.

mit ATP (ATP) ohne ATP (AXP)
Bereich ATP021 AXPO75 AXP084
favorisiert 169 (75,8%) 173 (79,7%) 174 (80,2%)
erlaubt 47 (21,1 %) 36 (16,6%) 36 (16,6 %)
grol3zlgig erlaubt 4 (1,8 %) 5(2,3%) 4 (1,8%)
nicht erlaubt 3 (1,3%) 3 (1,4 %) 3(1,4%)
Modell Aminosauren in nicht erlaubten Bereichen
ATP021 Lys 081, Ala 145, Ala 180
AXPO75 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 derd/W-Torsionswinkeln liegen bei der Simulation in Wasser weniger Torsi-
onswinkel im optimalen Bereich. Die Anzahl der Aminoséuren im Modell verschiebt sich von
favorisiertend/W-Torsionswinkeln zu erlaubten Bereichen. Auch in nicht erlaubten sowie dem
grol3zligig erlaubten Bereichen nimmt die Anzahl der Amiosauretorsionswinkel 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 zentralefi-Faltblatt-Bereichen im Zentrum des Proteinmodells.
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(a) RibbonstyleDarstellung der solvatisierten Proteinmodelle. Die Farbung erfolgte auf Grundlage der Analy-
se derd/Y-Diederwinkel und ihrer Zuordnung in erlaubte und nicht erlaubte Bereiche. Rot dargestellt sind
Aminosauren mit nicht erlaubten Diederwinkeln. Links ist Modell 021 abgebildet und rechts Modell 084.

Psi (degrees)

Psi (degrees)

Phi (degrees) Phi (degrees)

(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 bdidetenn Wasser optimierten Pro-
teinmodelle untersucht. Dazu wurden @eokhaven Databanatei zunachst mit Hilfe des
pdb2pgr Onlineserververs derart modifiziert, dal® die Information fr Ordnungszahl und Parti-
alladung der Atome hinzugefiigt wurde. Die erhaltende pqgr-Datei kann anschlieRend mit dem
ProgrammaPBS eingelesen werdempPBs lost die Poisson-Boltzmann Gleichung numerisch.

Die verwendeten Steuerdateien, die die verwendeten Dielektrizitatskonstanten enthalten, sind
dem Anhang zu entnehmen.

Abbildung 23: Darstellung der einer Sonde von 1,4 nm Radius zuganglichen Bersmlerit accessible

aread). Die Farbung erfolgt aufgrund des auf dieser Oberflache 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 zuganglichen Bereiche wurden jeweils separat fur ATP und das
Protein berechnet. Rechts ist das Modell 021 ohne komplexiertes ATP gezeigt, um die elektrostatischen
Eigenschaften der Oberflache in Bindungsstelle zeigen zu kénnen.

In Abbildung 23 ist das Proteinmodell 021 in einer Isosurface-Darstellung abgebildet. Die
Oberflache des Proteins wurde mit einer Sonde von 0,14 nm Radius getestet und zugangliche
Bereiche (sogsolvent accessible surfacals Oberflache dargestellt. Die Farbung erfolgte auf-
grund des auf dieser Oberflache berechneten elektrostatischen Potentials. Um einen besseren
Einblick in die Bindungstasche fir ATP zu erhalten, wurde in der rechten Abbildung das ATP-
Molekul nicht abgebildet. Die Entfernung erfolgte durch Léschung der Koordinaten aus der
Brookhaven-Datenbank-Datei und anschliel3ender Analyse der elektrostatischen Eigenschaften
mit dem Programm APB&!4
Wie es fiir den zytosolischen Bereich eines Proteins zu erwarten ist, ist die Oberflache des Pro-
teins hydrophil. Insgesamt Uberwiegen die negativ geladenen Bereiche an der Solvenszugéng-
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lichen Oberflache 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, daf? das ATP-Molekdl nicht tief in eine Bindungstasche ein-
gebettetist, wie es bei vielen Enzymen der Fall ist. Vielmehr ist das ATP-Molekil an das Protein
angelagert. Die Wechselwirkung zwischen Proteinmodell und ATP ist zum Teil elektrostatischer
Natur Uber Coulomb-Wechselwirkungen, aber auch durch Wasserstoffbriicken, wie im weiteren
Verlauf des Ergebnisteils beschrieben wird. Dies wurde auch fir die ATP-Bindungsdomanen an-
derer Transporter gefunden.

Eine Mdglichkeit, das elektrostatische Potential durch den Raum darzustellen, bietet die in der

Abbildung 24: Darstellung der Isopotentialflachen der modellierten Proteine in Wasser. Links ist Modell
021 im Komplex mit ATP abgebildet, das bei der Berechnung der Isopotentialflache nicht berticksichtigt
wurde. Rechts abgebildet ist Modell 085. Beide Modelle sind von der gleichen Seite in der gleichen
Orientierung abgebildet. Die abgebildete Seite des Proteins enhalt die Bindungsstelle fir ATP. ATP selbst
ist in derVan der WaaldDarstellung im Modell links zu erkennen. Die Fadenkreuze sind zur besseren
Orientierung zugefigt.

Abbildung 24 gezeigte Darstellung von Isopotentialflachen 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 bertcksichtigt, 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. ieHelicale Doméane Il 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 volumindsen 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 ausgepragt. 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 Zeitabhangige Analysen - Molecular Dynamics

Nach der Solvatisierung deesterProteinmodelle und der anschlieRenden Energieminimierung
wurde eine dynamische Analyse der ATP-haltigen Doméne des Proteinmodells 021 durchge-
fuhrt. Im folgenden sind die Ergebnisse der zeitabhangigen Analysen aufgefuhrt.

Es wurde eine Simulation Gber einen Verlauf von 50 ms durchgefiihrt. Wahrend dieser Zeit
wurden keine Einschréankungen definiert. In Abbildung 25 ist der Energieverlauf wahrend der
Simulation wiedergegeben. Aufgefuhrt 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 wahrend der Gesamtlaufzeit der
Simulation konstant bleibt. Die kinetische Energie des Systems betragt Tal@kJmol?,
die potentielle Energie betragtl, 1-1¢ kJmol! und die Gesamtenergiel, 1 -1 kJmot? ca.

—2-1¢ kdmot!. Die thermoynamischen Daten wéhrend des Simulationsverlaufs sind in Abbil-
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Abbildung 25: Trajektorie der potentiellen, kinetischen und Gesamtenergie der modellierten ATP Bin-
dungsdoméne im Komplex mit ATP Uber 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 (838 2) nn? ein und bleibt dann innerhalb dieses Rahmens konstant.
GroRere Fluktuationen treten bei Driicken auf, die sich um einen Wert woh00 bar bewe-

gen. Die Temperatur sinkt innerhalb der ersten Picosekunde zunachst auf einen Wert von 200 K,
steigt aber anschlieBend auf den Sollwert von 300 K an und bleibt wahrend der restlichen Lauf-
zeit der Simulation konstant bei diesem Wert. In Abbildung 27(a) ist die Anzahl der Wasserstoff-
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Abbildung 26: Trajektorie der thermodynamishen Daten der modellierten ATP-Bindungsdoméne im
Komplex mit ATP Uber einen Zeitraum von 50 ps.

brickenbindungen zwischen ATP und dem Modell 021 im Laufe der 50 ps dauernden Simulati-
on graphisch dargestellt. Zur Bestimmung der Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen wurde
ein Abstand von maximal 0,25 nm und ein Winkel vort &@@rwendet. Die Anzahl der Wasser-
stoffbriickenbindungen fluktuiert wahrend der Simulation zwischen vier und acht und betrégt
durchschnittlich sechs. Bei stringenteren Bedingungen zur Berechnung der Anzahl der Wasser-
stoffbriickenbindungernr & 0,225 nm;a = 120°) werden keine Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen ATP und dem Protein gefunden. Wassermolekuil vermittelte Wasserstoffbriickenbin-
dung werden bei dieser Berechnung nicht berlicksichtigt.
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Abbildung 27: a: Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Proteinmodell 021 und dem
komplexierten ATP wéhrend der MD-Simulation Uber einen Zeitraum von 50 g90(35nm o < 30°).
b: Definition der geometrischen Parameter zur Berechnung von Wasserstoffbriickenbindungen.

Abbildung 28 gibt Abstande zwischen ausgewahlten konservierten Aminosauren und dem kom-
plexierten ATP im Verlauf der Simulation wieder. Auch hier bleiben die Abstande zwischen den
konservierten Aminosduren und dem Nukleotid wahrend der gesamten Simulation konstant. Der
Abstand zwischen dem konservierten Histidin 207 und dem PhosphoratoprRitesphats des

ATP betragt dabei ca. 7,5 A. Asparaginséure 175, im Q-Loop der ATP-Bindungsdoméane positio-
niert, besitzt durchschnittlich einen Abstand vost @ A zum Phosphor dey-Phosphatgruppe

des ATP. Der Abstand zwischen den Ebenen, die die aromatischen Ringe Tyrosin 23 und des
Adenin spannen, betragt wahrend der gesamten Simulation ca. 4 A, wavateder Waals
Abstand entspricht. Bei 30 ps erscheint ein Peak, der einen Abstand anzeigt, der Uber die Skala
hinnausgeht. Dieser Peak entsteht durch den Austritt beteiligter Gruppen aus der Elementarzelle.
Die Simulation wurde mit periodischen Grenzen dieser Zelle durchgefuhrt, die von der Analy-
sesoftware nicht interpretiert wurden. Der Austritt von Gruppen aus der Zelle auf einer Seite
fuhrt zum Eintritt der Gruppe auf der gegeniiberliegenden Seite, was zu gednderten Abstanden
fuhrt. In Abbildung 29 ist die Abweichung von der Ausgangstruktur im Verlauf der Simulation

fur ATP sowie firr das Proteinmodell graphisch dargestellt. Die Anderung der Struktur wurde als
Wurzel der mittleren Fehlerquadrate nach folgender Formel berechnet.

N oy — v |2
RMSON;X,y) = ¢Z'—1 W'N|X' yil
NYiZi W

Mit N gegebenen Atompositionen der Struktubzw.y und dem Gewichtungsfaktey;, der zu

einer Differenzierung von Wasserstoffatomen und schwereren Atomen fihrt.

Wahrend die Position der Atome des ATP wahrend der Simulation im Mittel nur ca. 0,04 nm ab-
weicht, andert sich die Struktur des Proteins innerhalb der ersten 40 ps bis auf 0,2 nm. Wahrend
der letzen 10 ps der Simulation stagniert die Abweichung bei diesem Wert.
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Abbildung 28: Ausgewéhlte Absténde zwischen dem ATP-Molekil und konservierten Aminosauren der
ATP- Bindungsdomane im Modell 021.
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Abbildung 29: Anderung der Struktur im Verlauf der Simulation tiber 50[Re¢t 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 Affinitditschromatographie
an monoklonalem Antikdrper des Subtyps lg&isMus musculusnit der Bezeichnung QCRL-

1. Der Antikorper aus Zellkulturiberstand einer QCRL-1 exprimierenden Hybridoma Zellinie
chromatographisch an Protein G aufgereinigt und isoliert. In Abbildung 30 ist das Elutionspro-
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Abbildung 30: Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC)-Chromatogramm der Antikbrperauf-
reinigung

fil der Affinitatschromatographie der Antikérperaufreinigung 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 Wellenlédnge von 280 nm in Einheiten von
mAU an. Die Saule wurde zunachst jeweils mit 50 ml sterilem Medium des Uberstandes der Hy-
bridomakulturen beladen und anschlieend mit 5 ml Bindungspuffer gespult, bis die Absorption
bei 280 nm auf das Niveau der Basislinie zurlickgegangen ist. Bei 46 ml wurde die Elution des
Antikdrpers mit Hilfe des Elutionspuffers eingeleitet. Der Peak bei 50 ml gibt die Elution des
Antikorpers in einem scharfen Peak und in grof3er Menge wieder.

Es konnten in mehreren chromatographischen Aufreinigungsansatzen aus 450 ml Hybrido-
mazellkultur Mediumuberstand 15 mg Antikérper isoliert werden (Literatur: 9d¢38 pg/ml).
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Bradford und mit Hilfe desg@D

Die gesammelten Fraktionen wurden mit Hilfe eines Dotblotes auf Antikérper getestet und die
Antikdrper enthaltenden Fraktionen zusammengefihrt. Abbildung 31 zeigt ein mit Coomassie-
brilliant-blue gefarbtes Gel einer 10 %igen SDS-PAGE einer Probe der vereinigten Fraktionen.
Die Spuren 1 und 2 wurden mit erworbenen Antikorper beladen und die dritte Spur mit isolier-
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Abbildung 31: Coomassiegefarbtes Gel einer 10 %igen SDS-PA&Hr 1und Spur 2:3 pl, bzw. 14 pl
gewerblichen AntikbrpersSpur 3:3 pl isolierten Antikorpers.

tem Antikdrper vor der Zugabe von BSA. Wahrend 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 Antikérper wurde dahingehend tberpruft, ob er fir Westernblot und Immunfluo-
reszenzanwendungen geeignet ist. Zu diesem Zweck wurden seine Eigenschaften mit denen des
komerziell erhéltlichen Antikérpers verglichen.

Abbildung 32 zeigt den Vergleich der Immunfluoreszenzeigenschaften des gewerblichen und
isolierten QCRL-1 in Hinblick auf eine Kontrollmessung (Abbildung 32(b)). Fur die positiv
Kontrolle wurde die gleiche Menge Antikorper verwendet wie im Immunfluoreszenzexperiment
mit dem isolierten Antikorper. In Abbildung 32(a) und 32(c) sind sowohl Intensitat als auch
das Muster der Immunomarkierung equivalent. Die Plasmamembran wird intensiver angefarbt
als das Zellinnere. In der Negativkontrolle (Abbildung 32(b)) sind die Zellen zwar schwach zu
erkennen, es ist jedoch keine Fluoreszenz detektierbar, die Uber die Hintergrund-Fluoreszenz
in der Positivkontrolle, sowie jener in der Immunfluoreszenzfarbung mit isolierten Antikorper,
hinausgeht.

Fur die quantitative Isolierung von ABCC1 wurde in dieser Arbeit eine Zelline verwendet,
die einen erhdhten Expressionslevel von ABCC1 beéithie Zelline wurde freundlicherwei-
se von S. P.Cole zur Verfugung gestellt. Um den erhdhten Expressionslevel der verwendeten
Zellinie zu gewahrleisten, wurden die Zellen in regelméaf3igen Abstanden in Medium kultiviert,
das Doxorubicin enthielt. Mit Hilfe von RT-PCR konnte der erhfhte 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 ZyklenzghiAltin
und ABCC 1 bestimmt, um eine gleiche Signalintensitat zu erreichen. Durch die reziproke Auf-

67



(a) Kommerzieller QCRL-1 (Po- (b) Negativkontrolle (c) Verwendung von isoliertem
sitivkontrolle) QCRL-1

Abbildung 32: Immunfluoreszenzexperiment zur Kontrolle der Aktivitét des isolierten QCRL-1. Die Zel-
len wurden auf Poly-Lysin fixiert und permeabilisiert und anschlielend entwederamkommerziell
erhéltlichen QCRL-1h: ohne Erstantikérper und: mit isolierten QCRL-1 markiert. Nach Inkubation

mit einem fluoreszenzmarkierten Antikdrper gegen Maus-Antigen wurde die Fluoreszenz detektiert. In-
kubationsdauer und experimentelle Details sind Kapitel 3.2 zu enthehmen.

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 f-Aktin aufgetragen. Der Expressionslevel von ABCC 1 in H69AR ist um den Faktor 1,4
groRer als in PBCEC Zellen.
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5.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen 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 Mdglichkeit einer Intrazellularen 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 intrazellulare 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 subzellulare Verteilung von ABCC 1 vorliegt.

Zu diesem Zweck wurde zunachst eine kombinierte Fluoreszenzfabung mit unterschiedlichen
Fluorophoren verwendet. Zum einen wurde der Zellkern geféarbt 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 Zweitantikdrper war TRITC
markiert und die Fluoreszenz wurde bei 570-605 nm detektiert. Die Fluoreszenz von Pl wur-
de zwischen 610 nm und 640 nm gemessen. In Abbildung 34 ist das Ergebnis dieser Farbung

Abbildung 34: Konfokaler Schnitt durch eine HE9AR Zelle: Immunfluoreszenzfarbung. Es wurde AB-
CC1 mit QCRL-1 markiert und die Fluoreszenz bei 570-605 nm deteKktietiberlagerung der detek-
tierten Fluoreszenzen vanundc. ¢ Zellkern- (bzw. DNA-) Farbung 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 Féarbung liegt innerhalb des Zytoplasmas vor.
Abbildung 34c illustriert das Fluoreszenzsignal nach Anregung von Pl in griiner Farbe. Neben
einer detektieren Fluoreszenz, die mit der detektierten Fluoreszenz in Abbildung 34a korreliert,
ist in diesem Fall auch der Kern der Zelle angefarbt worden.

Die Uberlagerung der detektierten Fluoreszenzen der Anregung von Pl und derjenigen von
TRITC ist in Abbildung 34b abgebildet. Eine gelbe Farbung zeigt die Uberlagerung von de-
tektierten Fluoreszenzsignalen an. Die Detektion des Pl Signals, das grin dargestellt wurde,
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Uberlagert demnach im Bereich des Zellkerns nicht mit dem Fluoreszenzsignal des Farbstoffes
TRITC. Der duRerste Bereich der Zelle, der dem Ort der Plasmamembran entspricht, ist in der
Abbildung rot gefarbt.

Neben einer kombinierten Fluoreszenzmarkierung, wie sie im vorausgegangem Abschnitt ge-
zeigt wurde, wurde die Markierung von ABCC 1 auch als einfache Immunfluoreszenzfarbung
durchgefiihrt. Diese Messung hat den Vorteil, dal3 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 zunachst mit QCRL-1 markiert; die Detekti-
on des Immunkomplexes erfolgte mit einem TRITC gekoppelten Zweitantikérper. Abbildung 35

(@) (b)

Abbildung 35: Immunfluoreszenzaufnahmen von fluoreszenzmarkierten Zellen. ABCC1 wurde mit
QCRL-1 markiert und das Fluoreszenzsignal des FITC-markierten Zweitantikdrpers in einer konfokalen
Ebene detektieri: Ubersichtsaufnahmé; Detailaufnahme einer einzelnen Zelle.

zeigt einen konfokalen Schnitt durch eine H69AR Zelle. In Abbildung 35(a) ist eine Ubersicht
Uber eine gréfRere 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 Féarbung der
Plasmamembran auch eine schwéachere Farbung intrazellularer Bereiche auf.

Abbildung 35(b) zeigt einen konfokalen Schnitt durch eine isoliert vorliegende Zelle. Es ist
deutlich die intensive Farbung der Plasmamembran zu erkennen. Ebenso deutlich ist auch die
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Farbung intrazellularer Bereiche ersichtlich. Neben Bereichen nahe der Plasmamembran ist das
gesamte Zytoplasma schwach markiert worden. Innerhalb des Zytoplasmas liegt ein kreisformi-
ger ungefarbter Bereich vor. In Abbildung 35(a) sind weitere Zellen mit einem Pfeil markiert,
bei denen ebenfalls ein solcher ungefarbter kreisférmiger Bereich vorliegt. Bei hdherer Auflo-
sung ist dieses Phanomen auch bei anderen Zellen zu erkennen.

Abbildung 36: Konfokaler Schnitt durch eine immunfluoreszenz-gefarbte Zelle. Die Farbung erfolgte
gegen ABCCL. Entlang der Bildkanten sind mit den weil3en Buchstabemndz die Achsen des karte-
sischen Koordinatensystems benannt. In blau sindkniindy/zdie Schnitte entlang des Fadenkreuzes
gekennzeichnet. Die Balkenlange oben links im Bild entspricht 2 um.

In Abbildung 36 ist die Darstellung einer weiteren fluoreszensmarkierten Zelle dieser Pra-
paration zu sehen. Die Zelle wurde schichtweise mit Hilfe des CLSM Kkartiert 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 Langsschnitte 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 Farbung der Plasmamembran, ist eine geringere Farbung im
Zytoplasma zu erkennen. Innerhalb des Zytoplasma wiederum ist ein Bereich ungefarbt, der et-
wa die GroR3e eines Zellkerns besitzt (Fadenkreuz). Entlang dieser ungefarbten Region erscheint
kein Bereich erhdhter Fluoreszenz, der eine erhdhte Prasenz von ABCC1 in der Kernmembran
anzeigen wirde.

5.3.1 Die Verteilung von Doxorubicin in Multidrug Resistenten Zellen

Das Vorkommen intrazellularen ABCC 1 wirft die Frage nach einer méglichen Funktion diese
Proteins innerhalb der Zelle im Gegensatz zu einer ausschliel3lichen 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 intrazellularen Verteilung von ABCC 1 in permeabilisierten und fixier-
ten Zellen wurde deshalb die Verteilung von Doxorubicin innerhalb der Zelliro untersucht.
Hiermit wurde die Hypothese tberprift, ob ABCC1 in H69AR neben seiner Exportfunktion in
der Plasmamembran auch fir eine intrazellulare Umverteilung seiner Substrate verantwortlich
ist.

Abbildung 37(b) zeigt die Fluoreszenzaufnahme von auf Relysin immobilisierten Zellen,

die eine halbe Stunde mit Doxorubicin inkubiert wurden. Die Zellen wurden in einem Medium
aufgezogen, dal3 kein Phenolrot als pH-Indikator enthielt, da die Eigenfluoreszenz von Phenol-
rot das Ergebnis verfalschen konnte. Direkt vor dem Experiment wurden die Zellen einmal mit
diesem Medium gewaschen. Fur die Untersuchung wurden Zellen verwendet, die zuvor in Do-
xorubicin selektiert wurden. Da eine Fluoreszenzmarkierung intrazellularen ABCC 1 mit Anti-
kérpern ohne Permeabilisierung nicht moglich ist, wurde statt dessen eine Membranfarbung mit
dem membranléslichen Fluroreszenzfarbstoff Dil durchgefuhrt, um Membranen zu markieren
und somit die Zellen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.

Abbildung 37(aq zeigt die detektierte Fluoreszenz nach Anregung von Doxorubicin, Abbildung
37(a) zeigt die gefarbte Membran und Abbildung 3%agigt das Uberlagerte Signal. In Abbil-
dung 37(b) ist der Intensitatsverlauf der Fluoreszenz entlang der in Abbildun@3o(@ie die
Intensitat der in Abbildung 37(B)markierten Linie dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den
Intensitatsverlauf der Intensitat von Doxorubicin und die durchgezogene Linie den Verlauf der
Intensitat der Fluoreszenz von Dil. Der Verlauf der Fluoreszenzstérke entlang der indizierten Li-
nie korreliert zwar, ist jedoch keineswegs identisch mit dem Kurvenverlauf in Abbildung 37(b).
Generell steigt die Fluoreszenzintensitat in Bereichen, in denen eine Zelle vorliegt sowohl bei
dem Fluoreszenzsignal von Doxorubicin als auch bei dem Fluoreszenzsignal des Dil. Die Spit-
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(a) Fluoreszenzaufnahmen von Dil gefarbten H69AR Zellen nach Inkubation mit Doxoruiiéa.
tektion der Fluoreszenz von DoxorubicimDetektion der Fluoreszenz von Did Uberlagerung der
Fluoreszenzen von Dil und Doxorubicin.
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(b) Intensitatsverlauf der Fluoreszenz entlang der in der linken Abbildung markierten
Linie. Die gestrichelte Linie gibt den Intesitatsverlauf der Fluoreszenz ges Doxorubicin
wieder, die durchgezogene diejenige von Dil.

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

Es wurde Uberprift, ob die Inhibierung von ABCC 1 das in-
trazellulare Verteilungsmuster von Doxorubicin verandert.
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 gefarbtist, istinner-
halb der Zelle eine intensivere Farbung zu erkennen. Dieses
Phanomen ist jedoch nicht bei allen beobachteten Zellen zu
erkennen und ein hoher Hintergrund, der bei Messungen
Abbildung 38: Fluoreszenzaufnah-dieser Art auftrat, erlaubte keine statistische Analyse. Bei
me einer Zelle, die mit Curcumin unddiesem Versuch erwies sich eine Vielzahl von Zellen als
Doxorubicin inkubiert wurde. 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

Fir die Isolierung von ABCC 1 wurde zunéchst 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 Aufschluf der Zellen
mit Hilfe eines Sucrose-Dichtegradienten durch Ultrazentrifugation.

In Abbildung 39(a) zu sehen ist ein&RBTOGOLD gefarbte Membran, nach Transfer der mit

Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine einer isolierten Plasmamembranfraktion. In Ab-
bildung 39(b) ist die Immunfluoreszenzfarbung 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, zusétzlich 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 fur hydrophobe Proteine zu erwarten ist.
Die Ausbeute an Plasmamembran betragt bei dieser Vorgehensweise aus einem Gramm Zellen
150 pg Plasmamembran mit einer Proteinkonzentration von 3,7 Tagbi¢ 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. Fur 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. Wahrend bei der direkten Methode ABCC 1 von demABEADS fir 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-

75



et .. 4220 <4220
Q70 4170

« 4116 4116

476 d 476

@) (b)

Abbildung 39: Westernblotanalyse der isolierten Plasmamfraktion auf AB@CRrotogoldfarbung der
geblotteten Membrarh; Die Membran wurde mit QCRL-1 in einer Verdiinnung 1:1500 fir eine Stunde
inkubiert. Es wurden 5 pl isolierte Plasmamembran in Spur 1, bzw. 1 pl 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 Antikorper (MRPmMG) verifiziert.

In der ersten Spur ist ein starkes Signal zwischen 100 kDa und 170 kDa zu erkennen. Aufgrund
der starke des Signals ist keine eindeutige Zuordnung des Signals zu einem Molekulargewicht
moglich. 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 schwa-
cher Bande oberhalb von 220 kDa zu erkennen.

In Abbildung 40(b) ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der Proteinisolierung mit Hil-

fe einer Affinitdtschromatographie 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 Ausschlu3gréfie
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 schwachere Banden im Bereich oberhalb 300 kDa und bei ca.
70 kDa zu erkennen. Darlber hinaus, sind in Spur 1 verschiedene Banden im niedermolekularen
Bereich zu erkennen, von denen eine ein sehr starkes Signal besitzt.
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Abbildung 40: (a): Westernblotanalyse der Aufreinigung von ABCC 1 mitNBABEADS. Spur 1:indi-
rekte MethodeSpur 2:direkte Methode (kurz belichtetpur 3:direkte Methode (langer belichte§pur

4: Entwicklung erfolgte mit Erstantikbrper MRPmM@): Westernblotanalyse der Proteinaufreinigung mit
einer Protein G Affinitatschromatographie Batch-Verfahren.Spur 1: QCRL-1 an Protein G gekoppelt

nach Inkubation mit solubilisierter Plasmamembran isoliert aus H6SpRr 2:Eluat der Affinitatschro-
matographie.

<4116

. <76

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

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

5.5 Funktionelle Rekonstitution von ABCC 1 in Liposomen

Das isolierte und aufgereinigte Protein wurde mit Hilfe einer Detergenzverdinnung durch Gel-
filtration in Vesikel, rekonstituiert. Dazu wurde isoliertes ABCC 1 mit solubilisiertem Lipio-(

vine Brain Lipid Extract, FraktionV) inkubiert und das Detergenz anschlie3end durch Gelfil-
tration entfernt. Die triben 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 Antikérper QCRL-1. Die
Fraktionen zwei bis funf enthalten ABCC 1, wie die Schwérzung des Photofilms anzeigt. Diese
Fraktionen sind die getriibten Fraktionen des Eluats.

ol ) 4 X
OO

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

Die Isolierung von Membranproteinen ist ein schwieriges Unterfangen, da das Protein bei der
Isolierung im allgemeinen aus seiner Membranmatrix geldst werden muf3. Dabei besteht die Ge-
fahr, dal3 das Protein an Aktivitat verliert oder seine Funktionalitéat einblf3t. Aus diesem Grund
wurde die Aktivitat des Proteins beziiglich seiner Transportleisung nach Rekonstitution in Vesi-
kel Uberprift.

Zu diesem Zweck wurden Proteoliposomen rfiH]JLTC 4 inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wur-

de jeweils ein Aliquot Vesikel entnommen. Die Vesikel wurden von freigfjL[TC4 mit Hilfe

einer durch Zentrifugation beschleunigten Gelfiltration getrennt und die die Radioaktivitat der
sogewaschenelesikel durch einen Scintillationstest bestimmt. Die gemessene Radioaktivitat
wurde in eine Stoffmenge umgerechnet und die transportierte StoffméAYa €4 normiert

auf ABCC 1-Gehalt gegen die Zeit aufgetragen. Zur Kontrolle wurde das gleiche Experiment an
Stelle von ATP mit AMP durchgefiuhrt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbildung 43 zu
sehen. Die Unsicherheit des MeBwertes wurde aus drei unabhangigen Experimenten bestimmmt.
Sowohl die Aufnahme vorPH]LTC,4 in Anwesenheit von ATP als auch die Aufnahme des ra-
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Abbildung 43: Zeitabh&ngige Aufnahme von HLT;Gh Gegenwart von ATP, bzw. AMP in Proteoliposo-
men. Die ABCC1 enthaltenden Liposomen wurden mit BJ#H]LTC 4, 10 mm MgCl,, Nukleotid (ATP,

bzw. AMP), 10 nm Kreatinphosphat und 100 g/thKreatinkinase bei 37C inkubiert. Zu verschiedenen
Zeiten wurde jeweils eine Probe von 20 pl entnommen, in eiskaltem Transportpuffer verdiinnt und sofort
auf Spincolumns zur Gelfiltration Uberfihrt. Die Radioaktivitat 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 Uber
die Zeit zu. Allerdings nimmt der Gehalt an Radioaktivitat in der ATP-haltigen Probe starker
zu. Uber einen Zeitraum von 10 min scheint die Aufnahme VHL[TC,4 noch nicht in einen
Sattigungszustand Gibergegangen zu sein.

Um die ATP-abhangigkeit der Transportes des isolierten ABCC 1 zu zeigen, wurde zudem die
Tranportleistung von rekonstituiertem ABCC 1 in Abhangigkeit der ATP-Konzentration unter-
sucht. Dazu wurden die ABCC 1-haltigen Proteoliposomen bei unterschiedlichem ATP-Gehalt
fur jeweils 10 min inkubiert und wie bereits beschrieben von frei@HilTC, getrennt, die
Radioaktivitat bestimmt und in eine Stoffmenge umgerechnet. Die Stoffmenge des in die Pro-
teoliposomen transportierte?H]LTC 4 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 gréReren ATP-Konzentrationen. Im Bereich einer Konzentra-
tion von 4 mv ATP ist die Aufnahme von3H]LTC4 am schnellsten. In der doppelt-reziproken
Auftragung wird dieser Trend deutlich wiedergegeben. Neben einer Auftragung des in 10 min
transportiertendH]LTC 4 gegen die ATP-Konzentration wurde auch eine doppelt reziproke Auf-
tragung nach Lineweaver-Burk gewahlt. In dieser Darstellungsweise liegt der Schnittpunkt der
Regressionsgraden mit der Ordinate bei 72 31gmin/pmol. Das entspricht einem Wert von
Vmax von 13 pmol/min/mg ABCC 1. Der Wert flK,, betragt 0,221.In Abbildung 44 ist das
Ergebnis der Untersuchung der ATP-abhangigkeit zu finden.
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Abbildung 44: ATP-Abhdagigkeit der HLT@ Aufnahme durch ABCC 1 Proteoliposomen: Die Aufnah-
me von HLTG wurde als Funktion der ATP Konzentration ermittelt. Die HiT-®ufnahme wurde in
Gegenwart von 25y ATP bis 4 nm ATP, 10 mv MgCl,, 50 v HLTC4 und dem ATP regenerierendem
Kreationphosphat/Kreatinkinase System uber einen Zeitraum von 10 min inkubiert.
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6 Diskussion

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

Homology Modellingpielt bei der Untersuchung vésultidrug-Transportern eine wichtige Rol-

le, denn trotz einer Vielzahl an biochemischen und strukturellen Daten aus der Strukturauflésung
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 fir Experimente liefern
und Vorschlage fiir mégliche Transportmechanismen bririgen.

Erst kirzlich wurden die Transmembrandomanen von ABCC 1 modelliert und Vorhersagen tber
Aminosauren, die fur den Substrat-Transport wichtig sind, konnten experimentell bestatigt wer-
den®% Diese Beispiel zeigt, dal die Kombination aus biochemischen Experimentein und
silicio Analysen ein machtiges Werkzeug ist, dal3 bei der Auflésung des Transportvorganges
von Multidrug-Transportern helfen kann.

Wahrend die Transmembrandoménen der Uberfamilie der ABC-Transporter groRe Unterschie-
de in ihrer Sequenz aufweisen, offenbaren ihre ATP-Bindungsdoménen einen hohen Grad an
sequenzieller und struktureller Konservierung. Die ATP-Bindungsdomanen enthalten viele kon-
servierte Sequenzmotivé®1’wie die Walker A und B Motive, die ABC-Signatursequenz und
zwei kirzere Sequenzen, die ein konserviertes Glutamin (Gln-Loop) und Histidin (His-Loop)
enthalten.

Im Gegensatz zu den Transmembrandomanen sind die ATP-Bindungsdomé&nen zum einen star-
ker konserviert und zum anderen im zytosolischen Bereich lokalisiert und nicht in die Membran
eingebettet. Beides sind gute Voraussetzungen, um diese Doméanen 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 Uberlappendes
Spektrum transportierter Substanzen. Im Gegensatz zu ABCB 1 ist der Transport vieler Substra-
te durch ABCC 1 abhéangig von GSH.

Wahrend fur die ATP-Bindungsdoméanen von ABCB 1 von einer dquivalenz ausgegangen
wird, gibt es Hinweise darauf, daf3 dies fiir die ABC-Bindungsdoméanen von ABCC 1 nicht zu-
trifft. 118-120ABCB 1 besitzt zwei ATP-Bindungsdoménen, die funktionell 4quivalent sind. ATP-
Hydrolyse findet abwechselnd in beiden Doménen $tatt?2
Auch beide ATP-Bindungsdoménen von ABCC 1 sind in der Lage ATP zu bitfett®Den-
noch agieren beide Bindungsdomanen in unterschiedlicher Weise. Die Bindung allein von ATP
an dieN-terminale ATP-Bindungsdoméne (NBD1) von ABCC 1 fuhrt bef87zu einer Konfor-
mationsdnderung des Proteins. Fiur diese Konformationséanderung isRtesphat des ATPs
von entscheidender Bedeutung. Die Bindung von ATP an die NBD1 fuhrt dazu, dalR verstarkt
ADP in derC-terminalen ATP-Bindungsdoméane abgefangen und nachgewiesen werden kann.
Bindung von ADP an die NBD1 verstéarkt wiederum die Bindung von ATP arNdierminale
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ATP-Bindungsdomané!®126

Es ist derzeit nicht bekannt, was mit dem an Neterminalen ATP-Bindungsdoméane gebun-
denen ATP nach Hydrolyse von ATP an deiterminalen Bindungsdoméane geschieht. Es ist
jedoch wahrscheinlich, dal3 die Entlassung von ATP aus der Bindungsdoméne, entweder nach
Hydrolyse oder oder in Form von ATP, die Ausgangskonformation wieder herstelit.

In dieser Arbeit wurde der Effekt von ATP auf die Struktur terminalen ATP-Bindungs-
doméne untersucht. Um den Effekt der Bindung von ATP an diese Domé&ne 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 gewahlt, um die Bindung von ATP an diese Doméane zu
simulieren und nicht den Effekt der ATP-Hydrolyse auf Konformationsanderungen. Der kataly-
tische Zyklus, der zudem nicht mit molektldynamischen Berechnungen zu erfassen ist, besteht
aus der Bindung von ATP, seiner Hydrolyse und der Freisetzung von anorganischem Phosphat
mit anschliel3ender Dissoziation von ADP vom Komplex. Biochemische Daten sprechen dafir,
daR die Hydrolyse von ATP und die Freisetzung von Phosphat relativ schnelle Prozesse in die-
sem Zyklus sind?’ 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-Bindungsdomane.

Verschiedene Faktoren sind bei der Auswahl der Templates in Betracht gezogen worden. Zu-
nachst steigt die Qualitdt mit der Sequenzubereinstimmung mit der Zielsequenz und sinkt mit
der Anzahl und Lange der Liicken der Sequenziberlagerung. Die einfachste Auswahlregel ist die
Wahl einer Templatesequenz, die die beste Ubereinstimmung mit der der Zielsequenz besitzt. Da
die Proteinfamilie, der sowohl Ziel als auch Templateprotein angehoért, oft in Sub-Familien auf-
geteilt werden kann, ist die Konstruktion vbultiple Alignmentsind einem phylogenetischen
Stammbaum oft hilfreich, um die Sequenz zu finden, die mit der Zielsequenz am engsten ver-
wandt ist1?8

Von den erhaltenen homologen Proteinen wurden die Sequenzen ausgewahlt, die eine bekann-
te dreidimensionale Struktur und eine hohe Wahrscheinlichkeit besitzen, der gleichen Protein-
familie anzugehdren. Bewertet wurde diese Wahrscheinlichkeit auf Basis des E-Wertes. Der
E-Wert (Erwartungswert) spiegelt den Grad der Ubereinstimmung des Zielproteins mit dem
Protein von Interesse auf Grundlaged der Sequenzibereinstimmung wieder. Dabei wird eine
Ubereinstimmung identischer Aminosauren héher bewertet die Ubereinstimmung mit &hnlichen
Aminosauren. Der E-Wert hangt somit von der Gesamtlange der Ubereinstimmenden Sequenz
ab. Die GroRe des E-Wertes korelliert reciprok mit der Ahnlichkeit der Sequenzen. Proteine
mit gemeinsamen evolutiondren Stammbaum besitzen Werte kleiner al¥®epWerten klei-

ner als 103° kann auf eine strukturellen Verwandtheit geschlossen weltfdgine bekanntere
Vergleichsmethode fur zwei Sequenzen ist die prozentuale Sequenzibereinstimmung. Diese Se-
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guenzibereinstimmung betragt bei den verwendeten Template-Strukturen mehr als 30 %.

Weiterhin muf die Ahnlichkeit dddmgebungder zu vergleichenden Protein in Betracht ge-
zogen werden. Der Begrifimgebungzielt dabei auf Wechselwirkungen, die nicht das Protein
allein betreffen, wie z. B. pH-Wert, Liganden, Lésungsmittel usw. ab.

Zur Modellierung des Proteins wurde zudem bericksichtigt, ob das Protein im Komplex mit
oder ohne Nukleotid vorliegt. Zur Modellierung eines ATP-haltigen Komplexes wurde folglich
eine Struktur verwendet, die ATP enthalt. Zur Modellierung efresen ATP-Bindungsdomane
wurden nur Vorlagen verwendet, die frei von Nukleotiden kristallisiert wurden.

Aus den genannten Grinden wurde als Grundlage zur ModellierurfigetsProteins die ATP-
Bindungsdomane des Haemolysin B &ugoliverwendet und fur die Modellierung des Protein-
ATP-Komplexes wurden die Strukturen der Proteine LmrA und MsbA verwéfd& 132 Alle

drei Strukturen gehoren der ABC-Transporter-Uberfamilie an und sind damit homologe Protei-
ne zu ABCC 1.

Es ist bekannt, daf3 fiir die Hydrolyse von ATP ein divalentes lon, meist MagnesiuneQotigt

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 Magnesiumerstellt. Die Méglichkeit, dal? Magnesiurm)eine

Rolle bei Konformationsanderungen des Proteins spielen kdnnte, wird dabei jedoch nicht aulRer
acht gelassen.

Die Qualitat der experimentell bestimmten Templatestruktur ist ein weiterer wichtiger Faktor
bei der Templateauswahl. Die Auflosung, der kristallographische R-Faktor und die Anzahl der
Einschréankungen pro Aminoséure bei NMR-Strukturen sind hier ein Maf3 fur die Qualitat des
Templates.

Von den homologen Proteinen wurden die Strukturen ausgewahlt, deren Struktur mit einer Auf-
l6sung besser als 3,8 A geldst werden konnten.

Die Sequenzen der Zielstrukturen wurden untereinander und mit der Sequéhtederinalen
ATP-Bindungsdomane von ABCC 1 verglichen und die Sequenzen aufeinander abge&enmt (
guence Alignmeht Fur die Erstellung eines Modells im Komplex mit ATP wurden die Sequen-
zen der ATP-Bindungsdomane des Proteins Haemolysin Eacsli und die ATP-Bindungsdo-
méane von MsbA au¥ibrio choleramit der C-terminalen ATP-Bindungsdoméne von ABCC 1
verglichen und abgestimmt. Fir ein Modell déiterminalen ATP-Bindungsdoméane im Kom-
plex mit ATP wurde die Sequenz mit der Sequenz der Proteins LmrA verglichen und aufeinander
abgestimmt.

Alle Sequenzen weisen die fiir ABC-Transporter typischen Signatursequenz&tt Bafi. Se-
quenzabgleich liefert in allen Fallen eine Uberlagerung dieser typischen Sequenzen iiber al-
le verglichenen Primarstrukturen hinaus. Merkmale der ATP-Bindungsdomaéne, die fur die ka-
talytische Funktion von Bedeutung sind, stimmen somit in ihrer Position Uberein. Weiterhin
sind weite Bereiche der Sequenz identisch oder semikonserviert, d. h. konserviert beziglich der
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Aminosaure-Eigenschaften wie Aciditat/Basizitat, dem aromatischen Charakter und/oder ihre
GrofRe. Zwischen den Signatursequenzen befinden sich ausschliel3lich kurze Bereiche, in denen
keine (Semi-)Konservierung der Sequenzen vorliegt.

Die gute Entsprechung der Sequenzen und die Tatsache, dal3 keine gréReren Sequenzliicken bei
der Abstimmung vorliegen, spricht dafiir, dal3 die Templates korrekt aufeinander abgestimmt
wurden und als Grundlage fiir die Modell-Erstellung geeignet ridlies ist eine bemerkens-

werte Tatsache, da die Qualitat der Sequenz-Abstimmung sich direkt auf die Qualitat des Mo-
dells auswirkt (siehe unterd¥®

Eine schwierige Aufgabe ist die Beurteilung der Qualitét eines Modells. Ein Modell wird als
falsch angesehen, wenn Teile seiner Struktur bezogen auf den Rest des Makromolekils falsch
platziert sind. Dies trafe bei einem Modell zu, in welchem zwetHelices die falsche Orien-
tierung zueinander besitzen. Ein solches Modell muf3 jedoch nicht zwangslaufig auch stereo-
chemische Kriterien verletzett® Eine Maglichkeit, diesen Fehler zu quantifizieren, wiirde die
Analyse der Koordinaten des Proteins auf Basis einer Fehlerabweichung bieten. Ein akkurates
Modell darf nicht mehr als 0,5 A von der Struktur einer Kontrollstruktur abweiéheba eine
solche Kontrollstruktur jedoch nicht vorhanden ist, ist eine solche Kontroliméglichkeit fur die
Struktur meist nicht gegeben. Zum anderen sind flexible Gruppen in fur die Aktivitat eines Pro-
teins nicht relevanten Bereichen oft der Grund flr einen erheblichen Fehler. Aus diesem Grund
kann die Fehlerabweichung nicht ausschlie3lich als Mal3 fur die Genauigkeit eines Modells ver-
wendet werden.

Ein weitere Quelle fuir Ungenauigkeiten des Modells sind Abweichungen von idealen stereoche-
mischen Werten fur Bindungslangen und Winkel. Allerdings liefert auch solch ein Modell, daf?
die experimentell bestimmten Bindungslangen und Winkeln erfillt, nicht zwangslaufig ein kor-
rektes Modell. Eine Aminosaurekette, die keine Sekundarstruktur besitzt, kann durchaus stim-
mige Bindungswinkel und Langen besitzen und dennoch keine biologisch relevante Funktion
besitzen. Nur ein Modell, daf3 biologisch relevant einzustufen ist, kann als korrekt angesehen
werden.

Die Genauigkeit eines Modells wird insbesondere durch die Qualitédgaence Alignment
beeinflusst. Ist die Ubereinstimmung in einigen Regionen falsch, wird auch das die Anordnung
dieser Aminosauren in diesem Bereich falsch sein. Aus diesem Grund ist die Genauigkeit eines
Modells auch direkt beeinfluRt durch die Ubereinstimmung der homologen Sequenzen.

Daruber hinaus ist die Qualitat der Templatestruktur von entscheidender Bedeutung. Ein Modell,
daf3 durch auf Vergleich basierenden Methoden entstand, kann nicht genauer sein, als die Diffe-
renz zwischen einer mit NRM und einer kristallographischen Methoden gelésten Struktur des
gleichen Proteins. Dieser Unterschied liegt im Bereich von 1-118°A,

Nahezu jedes Protein besitzt nicht konservierte Loops. Diese Loops sind die am wenigsten ver-
laRlichen Bereiche bei der Modellierung. Tatséchlich weichen diese Strukturen auch bei experi-
mentell bestimmten Strukturen voneinander ab. In vielen Fallen sind diese Loops jedoch auch
sehr flexible Bereiche, wie aus dem kristallographischen Temperaturfaktor oder multiplen L6-
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sungen in NMR-Experimenten zu lesen ist.

Es liegt in der Natur eines Modells, dal3 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. Fur Proteine und andere Molekile kann es nicht nur
die einerichtige L6sung 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 Abhangigkeit von Energie und Temperatur
nach Boltzman populiert sind. Die Schwierigkeit, die es zu meistern gilt, ist die Auswahl eines
reprasentativen 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 ProgranmpELLER erstellt. Mo-
DELLER nutzt zur Modell-Erstellung eine auf Homologie basierende Methode, die ein Modell
durch Satisfaktion raumlicher Einschrankungen berechet. Eine Implementierung zur Parameti-
sierung von Heteroatomen, die nicht in Aminosauren vorkommen, erlaoineVLER, Protein-
strukturen zu erstellen, die Heteroatome enthaltgr35136
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 Spurder a-Kohlenstoffatome um mehrere globale Motive, wie aus einer Uberlagerung 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 zun&chst durch ein Analyse der Torsionswinkel und anschlieRend durch eine Begutachtung
der Modelle. Es zeigte sich, dal3 zwei der Modelle, die ohne ATP modelliert wurden, fir ein
realistisches Protein-Modell ungeeignet sind. Bei diesen Modellen tratM@&sehenbildung
zweier Loops auf. Eine solche Masche, wie sie in Abbildung 13 wiedergeben ist, wurde in kei-
ner der bekannten Kristallstrukturen fiir ATP-Bindungsdomanen beobachtet. Darliber hinaus ist
die Bildung einer solchen Schleiiie vivo duRerst unwahrscheinlich, da sich die naszierend Ami-
nosaurekette vor Ausbildung von Sekundarstrukturen durch einen Loop fadeln mufite. Dennoch
ist dies ein gutes Beispiel dafir, daf3 nicht immer alle Fehler in Modellen durch eine automati-
sierte Bestimmung von Bindungsléangen und (Torsions-)Winkeln ausreichend sind, sondern daf3
es vielmehr auch der Wertung durch den Wissenschaftler bedarf.

Neben einer moglichst geringen Zahl sogenannter nicht erlaubter Torsionswinkel wurde auch
die Anzahl deid/W-Winkel in favorisierten Bereichen begutachtet. Bei den Modellen ohne Nu-
kleotid besitzen dibestervier Modelle einen Anteil von tber 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 ermdglicht es, zu beurteilen, ob eine Verletzung der in Kristall-
strukturen beobachteteb/W-Winkel in Bereichen des Proteins auffindbar sind, die aufgrund
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bereits beschriebener experimenteller Daten eine grol3ere Verletzung ficheiges Modell
darstellen, als die Werte an sich vermuten lassen. Fir vier der 150 ausgewahlten Modellen be-
finden sich die®d/W-Winkel, die in nicht erlaubten Bereichen des Ramachandran-Diagramms
liegen jedoch in Bereichen, die, soweit eine Beurteilung moglich ist, fir eine Funktion des Pro-
teinsegments nicht entscheidend sind.

In Anbetracht der Qualitét der Ausgangsstrukturen kann daher aus der Diederwinkelanalyse ge-
schlossen werden, dafl3 optimale Werte in Bezug aubdié Torsionswinkel erreicht wurden.

Zum Vergleich der Strukturen mit und ohne komplexiertes ATP wurden schlief3lich die Mo-
delle mit besteDiederwinkelausstattungewahlt. Flr ein repréasentatives Modell fur die ATP-
Bindungsdoméne im Komplex mit ATP wurde Modell 021 verwendet und fur das Modell ohne
Nukleotid wurde Modell 084 ausgewdhlt.

Beide Modelle weisen einige fur die ATP-Bindungsdomane typischen Strukturmerkmale auf
(siehe Abbildung 17). Sie besitzen funf im Protein verborgene pargiétaltblattstrukturen,

die eine einzelne zentrale-Helix umfachern, die das Walker A Motiv enthalt. Dieses Motiv

ist fur die Bindung und Hydrolyse von ATP essentiell. Den fnFaltblattstrukturen folgt ei-

ne weitereB-Faltblattstruktur, die solvensexponiert ist und wiederum in Nachbarschaft zu drei
weiteren antiparallel orientiertef-Faltblattern steht, die die gleiche-Helix umfachern. Die

im Inneren der Proteindoméane vorliegeng®ifraltbalttstrukturen stehen auf der einen Seite in
Nachbarschaft zu der bereits mehrfach erwéhnten einzelrdnlix, die das Walker A Motiv
enthalt, auf der anderen Seite werden diese Faltblatt-Strukturen ihrerseits-Mefices um-
rahmt. Diesax-Helices gehdren zu einer Substruktur der Proteindoméne, die ausschlielich aus
helikalen Strukturen besteft.

Die erstellten Modelle spiegeln nahezu exakt die Topologie bekannter ATP-Bindungsdoméanen
wieder. Wie es auch auf Grundlage biochemischer Mutationsstudien erwartétWird.

Die in Abbildung 19 dargestellte Uberlagerung beider Modelle enthiillt Unterschiede zwi-
schen beiden Strukturen, die hier zunachst Qualitativ diskutiert werden sollen. Wahrend der
a-helikale Bereich eine gréRere Abweichung zwischen beiden Strukturen aufweist, besteht im
der Unterdoméne | eine bessere Ubereinstimmung. Strukturen ohne Sekundarstruktur, die Loops
der Modelle, sind bei einer Modellsuperpositionierung nicht zur Deckung zu bringen. Dies ist zu
erwarten, da die Loops haufig wenig konservierte Bereiche sind und daher eine gré3ere Varianz
bei der Modellerstellung vorliegt.

Die strukturellen Unterschiede insbesondere in der Unterdoméne | des erstellten Modells wer-
fen die Frage auf, ob ATP an der Bildung der unterschiedlichen Konformationen beteiligt ist und
wo die molekularen Ursachen fir die Konformationsanderung zu finden sind.

Die Detailuntersuchung der ATP-Bindungsdomane wie sie in Abbildung 18(a) zeigt ATP und sei-
ne Koordinationsphére im Modell 021. Abgebildet sind neben dem ATP-Molekil das Walker A
Motiv, das Histidin des sogenannt€rLoop die konservierte Asparaginsaure des Walker B
Motivs sowie ein Uber — n-Wechselwirkungen mit dem Adeninring des ATP koordinierendes
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Tyrosin. Wéahrend die Aminosaure Tyrosin und die Aminoséuren des Walker A-Motivs in direk-
ter Nachbarschaft mit ATP liegen, sind sowohl die Asparaginsaure als auch das Histidin des
Q-Loopsca. 6 A vomy-Phosphat des ATP entfernt. Aus der Uberlagerung der Koordinations-
sphéren der Modelle mit und ohne ATP, wie sie in Abbildung 19 zu sehen ist, wird deutlich,
dalR die negativ geladene Asparaginsaure und das Histidin durch die negative Ladung des ATP
v-Phosphats verdrangt werden. Die repulsive Interaktion zwischen den Aminosauren fuhrt zur
Auslenkung dieser Aminosauren. Die Analyse der Torsionswinkel in der dreidimensionalen Dar-
stellung fur das Modell 021 (Abbildung 15) zeigt, dal3 eben genau an den Positionen dieser
Aminosauren unerlaubte Diederwinkel-Kombinationen auftreten. Dies spiegelt die Spannung
wieder, der die Aminosaure durch die repulsiven Interaktionen ausgesetzt ist. Eine solche Inter-
aktion zwischen Protein und ATP ist jedoch energetisch unglnstig. Das Modell enthalt jedoch
weder Wasser noch Magnesium(die in geeigneter Position einen stabilisierenden Effekt hat-
ten 138

Wahrend die maximale Auslenkung der Aminoséuren Histidin und Asparaginséure bis zu 3 A be-
tragt, &ndert sich die Position d&g-Atome der gleichen Aminoséuren nur um ca. ein Angstrom.
Diese Anderung ist innerhalb der Fehlergrenzen bei der Modellerstellung vernachlassigbar und
eine Anderung der Signaldomane 11 daher nicht auf eine Interaktion zwischery-8msphat

des ATP und der Asparaginssaure oder dem Histidin zurlickzufihren.

Die Anwesenheit von Magnesium zwischen dem Histidin, der Asparaginsaure ung ebas-

phat des ATP konnte den Effekt haben, dal? die starken elektrostatischen Wechselwirkungen auf
kurze Distanz zu einem Zug auf die Aminosauren fihren wirden. Die Asparaginsaure und das
Histidin wirden demy-Phosphat des ATP quasi nicht durch Auslenkung ausweichen kénnen
sondern wirden vielmehr einen Zug Richtung ATP ausgesetzt sein.

Ob eine solche Interaktion jedoch zu einer Konformationsénderung der Doméne zwei fihren
wurde laft sich hier nicht beantworten. Die Tatsache allerdings, dal3 zwischen den Signaldo-
méanen der Modelle mit und ohne ATP eine groR3ere Varianz vorhanden ist, als innerhalb der
Domane | beider Modelle, 1a3t Vermuten, dal? diese Doméne eine relativ grof3e Flexibilitat auf-
weist. Tatsachlich ist diese Doméne in den erstellten Modellen Uber zwei lange Loops mit der
Unterdomane | verbunden. Diesgiigek lassen einen grof3en Spielraum zu, der diese Flexibli-
tat erlauben kdnnte.

Wie gezeigt werden konnte, fallt die Bindung von ATP bei einigen ABC-Bindungsdomanen
mit Konformationsanderungen des Transporters zusanmiifet:! AuRerdem erfolgen Konfor-
mationsdnderungen auch in isolierten NBDs nach ATP-Bindung an diese Domane, wie flr so-
wohl MalK als auch HisP gezeigt werden konAfg:143
Die biochemische Analyse der NBDs von ABCC 1 hat jedoch gezeigt, dal3 beide ATP-Bindungs-
domé&nemicht aquivalent sind1812°Es konnte gezeigt werden, daR bei dem Tranportprozess
vermutlich ein sequentieller Mechanismus vorliegt. So fuhrt die Bindung eines Substrats zu ei-
ner strukturellen Anderung des Transmembranbereiches, die sich jedoch nicht auf zytosolische
Bereiche erstreckt. Die Bindung von GSH dagegen fiihrt im Gegensatz zur Substratbindung zu
einer Konformationséanderung, in die die NBDs involviert $ihdnd die die ATP-Bindung oder
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seine Hydrolyse an der ersten NBD verst#rkDie Bindung von ATP an die NBD1 wiederum
verstarkt die Hydrolyse von ATP an der zweiten NBD. DaBhosphat des ATP ist hier bei der
Bindung an die erste NBD von entscheidender Bedeutdhg.

Erst kirzlich verwendeten Campbell et al. einen dynamischen Ansatz, um den Effekt von ATP
auf strukturelle Anderungen der ATP-Bindungsdoméne von HisgdMRsSalmonella thyphi-
muriumzu untersuchei® Sie verwendeten eine relativ lange Simulation mit einer Dauer von
80 ns, um ATP induzierte Anderungen in der Konformation dieses Proteins erfassen zu kénnen
(siehe Abbildung 45), die bei kirzerer Simulationsdauer nicht zu erfassen sind und kamen zu der
Schluf3folgerung, daf3 die Bindung von ATP an die Modellierte Bindungsdoméne zu einer Kon-
formationsénderung dex-helikalen Untereinheit fiihrt. Abbildung 45 zeigt zur Orientierung
schematisch die GroRenordung einiger biochemischer Prozesse. Aus der Abbildung wird deut-
lich, daf3 Konformations&nderungen von Proteinen mit Molektldynamischen Methoden derzeit
noch nicht vollstandig erfasst werden kdnnen.

Konformationsénderung

. . enzymkatalysierte
in Proteinein

Entspiralisierung Reaktion Synthese eines
der DNA Proteins
| | | ‘
) —6 3 S >
10 10 10 10 10
Zeit [s]

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

6.1.2 Molekuldynamische Analysen der  C-terminalen ATP-Bindungsdoméane im
Komplex mit ATP

Um die elektrostatischen und dynamischen Eigenschaften des ATP-Proteinkomplexes beurteilen
zu kénnen, wurde den die Proteinmodelle und das ATP mit Hilfe vam@cs und PRODRG

erneut parametisiert und dabei mit polaren Wasserstoffatomen ausgestattet. Anschlie3end folg-
te eine molekuldynamische Analyse des Protein-(Komplexes) in einem Kasten expliziten SPC-

Wassers.

Nach der Parametisierung und Solubilisierung der verwendeten Modelle in expliziten Wasser
wurde es den Wassermolekilen und anschlieend dem Protein und dem ATP erlaubt, zu rela-
xieren. Anschliel3end fand eine Energieminimierung statt und die verwendeten Modelle wurden,
wie schon zuvor auf Grundlage d@f\W-Diederwinkel evaluiert.

Die Energieminimierung zeigt, daf einige Modelle, die ATP komplexieren, bei niedrigeren Ener-
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gien konvergieren als die Modelle ohne ATP, was auf eine Stabilisierung des Modells durch
ATP zurickzufiihren sein kdnnte. Es besteht jedoch auch die Méglichkeit eines Energieunter-
schieds zwischen den Modellversionen aufgrund unterschiedlicher intramolekularer Interaktion
von Aminoséauren und Wasser—Aminosaureinteraktionen. Es ist nicht abschliel3end zu beurteilen,
worin die Griinde fir diesen relativ geringen Energiegewinn von etwa 0,2 iiiegen.

Es zeigt sich, dal in allen Modellen die Zahl so genannter favorisierter und erlaubter Torsions-
winkel nach Durchflihrung von Realxations- und Energieminimierungsschritten abnimmt und
die der ungunstigen 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, dal3 solvensexponierte Faltblatt-Sekundéarstrukturen in weniger strukturierte Organi-
sationsgrade Ubergehen. Die Auflésung fidfaltblatt Sekundarstruktur in solvensexponierten
Bereichen resultiert aus der Interaktion von Wassermolekilen mit den Seitenketten des Proteins
in diesen Bereichen. Wasser substituiert die H-Bindungspartner der einzelnen Aminosauren und
fuhrt 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 Wassermolekiilen zum tragen kommen kdnnen. 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 »grof3ziigig erlaubter« Bereiche zu einem héheren Anteil besetzt,
als bei Rontgentrukturen. Eine Verschiebung in diesen Bereich ist bei einer Energieminimierung
in Wasser daher zu erwartéff—146

Ein Vergleich von beobachteten Diederwinkeln von Strukturen aus NRM-Strukturauflosungen
ware bei einem solvatisierten Modell die bessere Wahl, jedoch fir solubilisierte Strukturen zur
Zeit nicht vorhanden. Um jedoch einen Uberblich tiber Anderungen 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, daf3 im
solvatisierten Modell das Aminosauregerist nicht mehr im zentEaltblatt-Bereich auftritt.

Die Abschirmung der elektrostatischen Ladungen durch Wassermolekile hat die ungiinstigen
Wechselwirkungen iber die Distanz von ca. 6 A geschwacht, so daR das Riickgrat nicht mehr
unter Torsionsspannung steht.

Um die elektrostatischen Eigenschaften der erhaltenen Modelle zu untersuchen, wurden zum
einen eingsosurfaceDarstellung (Abbildung 23) und zum anderen eine Isopotential-Darstellung
(24) der Doméne erstellt und abgebildet. Abbildung 23 zeigt die Oberflache, die einem sphari-
schem Molekiil, das einen Radius von 1,4 nm besitzt, zuganglich ist. Diese Oberflache wird auch
solvent accessible arggenannt. Die Darstellung dieser Flache ermdglicht die Visualisierung der
elektrostatischen Oberflacheneigenschaften. 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 Verhdltnisse innerhalb der Bindungstasche zu
erhalten. Der Hauptanteil an der Bindung hat das negativ geladenen Phosphatgeriist des ATP,
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dal’ mit positiv polarisierten Bereichen des Proteins interagiert. Das ATP-Molekiil ist nicht, wie
haufig zu finden ist, tief in einer Tasche zu finden, sondern vielmehr an die Oberflache des Pro-
teins angeschmiegt.

Wie aus detailierten Betrachtungen der konservierten Aminosauren zu schlie3en ist, befindet
sich mit Ausnahme des Lysins, das unter physiologischen Bedingungen positiv geladen ist, kei-
ne zum nukleophilen Angriff auf das Phosphatgerist befahigten Aminosauren in der Nahe des
B- undy-Phosphats. Die Prasentation des ATP an der Oberflache der Proteindoméane, im Gegen-
satz zu einer enzymatischen Spaltung tief in einer Proteinhéhle, wie es bei anderen Proteinen zu
finden ist, und die Abwesenheit von Nukleophilen in der Nahe des Phosphatriickgrades, fihrt zu
der Annahme, dal3 die ATP-Spaltung entweder durch Interaktion mit anderen Proteindoméanen
und/oder durch Wasser als Nukleophil zustande kommt. Dieses Modell wird in der Tat in der
Literatur fur den Transportmechanismus und die ATP-Hydrolyse diskutiert. Die hier erhaltenen
Ergebnisse unterstitzen diese These.

Die Darstellung von Isopotentialflachen, wie sie in Abbildung 24 zu sehen ist, erlaubt dem Be-
trachter einen raumlichen Eindruck des elektrischen Potentials in der Nahe des Proteins. Links
in Abbildung 24 ist die Isopotentialflache 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 Isopotentialflachen beriicksichtigt
worden ist, zeigt sich fur die unterschiedlichen Modelle ein unterschiedlbentialmuster
Diese Verschiebung des elektrostatischen Potentials konnte das Protein nutzen, um tber den
Raum mit einer benachbarten ATP-Bindungsdoméane zu kommunizieren und eine Interaktion zu
forcieren, die schlie3lich in der Hydrolyse von ATP und der Umsetzung seiner Hydrolyseenergie
in einen Transportprozess miunden konnte. Um diese These weiter zu stltzen, sind Modelle der
C-terminalen ATP-Bindungsdoméne und seitsepotentialraumsotig.

6.1.3 Analyse der Molekildynamischen Berechnungen

Neben den statischen Analysen wurden auch molekilmechanische Simulationen der modellier-
ten C-terminalen ATP-Bindungsdoméane von ABCC 1 durchgefuhrt, um weitere Informationen
Uber das Wechselspiel zwischen ATP und der Bindungsdoméne zu erhalten. Die Simulation
wurde Uber einen Zeitraum von 50 ps durchgefihrt. Innerhalb dieses Zeitfensters ist keine weit-
reichenden Konformations&nderungen des Proteins zu erwarten; dennoch ist es méglich Infor-
mationen Uber die Stabilitdt des Protein—ATP-Komplexes zu erfahren.

Zunachst wurde die Stabilitat des Systems Uberwacht, indem die Energie des Systems, sowie die
thermodynamischen Daten wéahrend des Verlaufs der Simulation Giberwacht wurden. Wahrend
des Simulationsverlauf wurden zum einen die Gesamtenergie sowie die kinetische und poten-
tielle Energie des Systems kontrolliert, sowie die damit verknlpften Zustandsvariablen Druck,
Temperatur und Volumen. In einem geschlossenen System sind diese Gré3en voneinander ab-
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hangig und sollten in einem stabilen System konstant sein, da z. B. auf eine Druckanderung des
Systems eine Regulation auf konstante Werte durch Anpassung von Temperatur und/oder Vo-
lumen erfolgt. Eine Uberwachung der kinetischen Energie ist ebenfalls zweckmé&Rig. Zu grol3e
Zeitintervalle bei der Berechnung von Ort und Geschwindigkeit eines Atoms in einer Model-
lierung kann zu einer Uberlagerung von Atomen filhren. Diese Positionsiiberlappung wiirde zu
hohen kinetischen Energien fiihren, da starke repulsive Kréafte entstehen wirden.

Die Evaluation der Energien zeigt jedoch nach einer kurzen Aquilibrationsphase, daR die Ge-
samtenergie des Systems, die Summe der kinetischen Energie tber alle Atome und die Summe
der potentiellen Energie Uber 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 verhaltnismafig
grof3, denn eine kleine Volumenanderung muf3 zur Kompensation in einer grof3en Druckande-
rung resultieren.

Aus den erhobenen Daten IRt sich schliel3en, daf’ es sich im Rahmen des untersuchten Zeitfen-
sters um ein stabiles System handelt.

Die molekildynamische 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
fuhrt. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl der Wassestoffbriickenbindungen zwischen Protein
und ATP wahrend der Simulationsdauer gemessen. Zudem wurden wahrend der Simulations-
dauer die Abweichung der Atome im Protein und im ATP bestimmt und die Abstande zwischen
ausgewahlten konservierten Aminoséuren und Atomen des ATP gemessen.

In Abbildung 27(a) ist das Ergebnis der Messung der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindun-
gen wahrend des Simulationsverlauf abgebildet. In die Bestimmung der Anzahl der Wasserstoff-
bricken zwischen Protein und ATP wurde eine mogliche Beteiligung durch Insertion von Was-
sermolekilen nicht beriicksichtigt. Das Kriterium fir eine Wasserstoffbriickenbindung war rein
geometrischer Natur. Es wurde ein Radius von 0,35 nm und ein Winkel zwischen dem Briicken-
bildenden Wasserstofffatom, dem Donor und dem Akzeptor vénvaévendet:*’” Wahrend

der gesamten Simulation fluktuiert die Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen um einen Wert
von sieben. ATP wird also nicht nur durch elektrostatische Krafte zwischen dem Protein und
dem ATP in der Bindungstasche fixiert, sondern auch durch Wasserstoffbricken. Neben den
gemessenen Wasserstoffbriicken ist es moglich, dal noch weiter Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen ATP und Protein vorhanden sind, die von Wassermolekilderbriicktwerden 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 Wassestoffbriickenbindungen wurden verschiedene Abstéande im Si-
mulationsverlauf gemessen. Berticksichtigt wurden dabei Aminoséauren, die entweder direkt an
der Bindung von ATP beteiligt sind, aber auch Aminosauren, deren Interaktion mit ATP vor-
ausgesagt wird. Der Ebenenabstand zwischen den aromatischen Ringen des Adenins und des

93



Tyrosin 123 betragt wéahrend des gesamten Simulationsverlaufstca A4 1°N-TH TROSY
NMR-Experimente konnten fur dié-Terminale ATP-Bindungsdoméne von ABCC 1 ebenfalls
eine enge Interaktion zeigeéfi® Der konstante Abstand zwischen dem Histidin 207 und der As-
parignsaure 175 von Uber sechs Angstrom wahrend der Simulation ist fir eine Wechselwirkung
Uber Wasserstoffbriickenbindungen zu grof3. Dieser Zwischenraum wird vermutlich durch Ma-
gnesium(ll) besetzt und fihrt Uber elektrostatische Wechselwirkungen zu einer weiteren ATP-
Stabilisierung. Magnesium(ll) ist jedoch nach Analyse der hier durchgeflhrten Experimente
nicht fur eine stabile Bindung von ATP an die Bindungsdomane erforderlich. Dies stimmt mit
den Beobachtungen von Ramaen et al. fiir die erste ATP-Bindungsdoméne dt&rein.

Die Fluktuation der Gesamtheit der Atome fiir das Proteinmodell und fir ATP wurden als
RMSD uber den Simulationsverlauf beobachtet, um einen Eindruck von der Flexiblitat beider
Molekile zu erhalten. Wahrend ATP in seiner Bindungsdomaéne fixiert ist und nur eine Abwei-
chung von 0,5 A besitzt, wie es fiir die thermische Bewegung eines Molekiils zu erwarten ist
1 steigt die Abweichung des Proteins von der Ausgangsstruktur wahrend der ersten 40 ps auf
einen Wert von zwei Angstrom um dort zu stagnieren. Ob dies nur ein lokales Plateau ist, laft
sich ohne langere Simulationszeiten nicht zu beurteilen.

6.1.4 Vorschlag eines Modells zum sequentiellen Ablauf der ATP-Hydrolyse und der
Kommunikation der nicht-aquivalenten ATP-Bindungsdomé&nen von ABCC 1

An dieser Stelle soll ein Modell fiir einen moéglichen Verlauf der Umsetzung von ATP in einen
Transportprozess fir ABCC 1 vorgestellt werden.

Bei diesem Modell fihrt die Bindung von ATP an die NBD1 zu einer Konformations&nderung in
der Signaldoméne | dieser Bindungsdoméne, so dal3 die ABC-Signatursequenz in eine Position
gebracht wird, ATP an der zweiten Bindungsdomane zu hydrolysieren. An den Konformations-
anderungen ist dasPhosphat des gebundenen ATPs malgeblich beteiligt.

Eine Bindung von ATP an di€-terminale Bindungsdoméne kdnnte durch diese Konformations-
anderung verstarkt werden, ist aber nach den hier durchgefiihrten Studien nicht notwendig. Wie
gezeigt werden konnte diffundiert ATP innerhalb der Simulationsdauer nicht aus der Koordina-
tionsphare des Proteins.

Zu einem Zeitpunkt, an dem beide ATP-Bindungsdomé&nen mit ATP beladen sind, fihrt eine
Konformationsanderung der Signaldoméne | der NBD2 zu einem Zustand, der den engen Kon-
takt beider ATP-Bindungsdomanen erlaubt und zur Hydrolse von ATP i€derminalen Bin-
dungsdomane fuhrt. Mutationen, bei denen das zweite Glycih 8&Q mutiert ist, fihrt zu
Transport-Inkompetenten Proteinen, bei denen keine Hydrolyse von ATP €¥fdQte Bewe-

gung beider Bindungsdomanen aufeinander zu, fuhrt zu einer Konformationsanderung innerhalb
der Transmembrandoménen, die den Transportprozel3 vorantreibt. Die Bindung von ATP an die
C-terminale Bindungsdoméne im Komplex mit Magnesiurkdnnte zu dieser Konformations-
anderung in de€C-terminalen ATP-Bindungsdomaéne fihren. Allerdings zeigt die Varianz zwi-
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schen den aufgestellten Modelle mit und ohne ATP eine Flexiblitat dieser Signaldomane, die
vermuten laRt, dalR eine Regulation wahrscheinlich eher Uber die Transmembrandoméanen er-
folgt.

Die Hydrolyse von ATP zu ADP un@ fuihrt dazu, dal3 die beiden Bindungsdomé&nen wieder
auseinander getrieben werden, um ADP #heéntlassen zu kénnen. Die Zuganglichkeit von
ABCC 1 zur Wasserphase verringert sich wietherDabei 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 abhangig. Beide Scenearien, die
Hydrolyse aber auch der Fall, daf3 ATP an dieser Doméne nicht hydrolisiert wird, bleiben mog-
lich.

Eine Regulation der ATP-Hydrolyse Uiber Konformationsanderungen der Signaldoméanen einer
oder beider Bindungsdoméanen durch eine Substratbindung kénnte in diesem Modell dafir Sor-
gen, daf} es nicht zu eindrehrlaufprozesgommt, in dem ATP ohne Substrattransport hydroli-
siert wird. Molekuldynamische Studien von HisP fiihrten zu dem Vorschlag, dal3 eine Rotation
der Signaldomé&nen durch die Transmembrandoménen reguliert¥ird.
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Abbildung 46: Modellvorstellung zum Tranportmechanismus von ABCC 1. Die Bindung von ATP an
NBD1 fuhrt zu einer Konformationsédnderung der Signaldoméne S1. ATP bindet an die zweite ATP-
Bindungsdoméne NBD2. Die Bindung von Glutathion fiihrt zu einer Konformationsanderung der Si-
gnaldoméane S2, so dal} es zur paarweisen Ausbildung von Kontakten zwischen den Signaldoménen
und den ATP-komplexierenden Walker A-Motiven der Bindungsdomé&nen kommt. Dieser Prozess fuhrt
zum Substrat-Transport und zur ATP-Hydrolyse an der NBD2. Die Hydrolyse des ATP fihrt dazu, daf3
die ATP-Bindungsdoménen wieder auseinander getrieben werden und die Ausgangskonformation wieder
herstellen.
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6.2 Die Funktion intrazellularen ABCC 1 bei der Arzneimitteldisposition.

Tumorzellen kdnnen nach Exposition mit zytotoxischen Medikamenten eine Resistenz gegen-
Uber strukturell und funktionell verschiedenen Medikamenten erwef¥ebas Phanomen der

MDR ist an die Uberexpression von Multidrug-Transportern gekoppelt, die in der Plasmamem-
bran lokalisiert sind. Dieser MDR Phéanotyp ist mit der Uberexpression verschiedener Mitglieder
der ABC Familie verbunden. Es ist allgemein akzeptiert, daf3 eine Verminderung der Akkumula-
tion toxischer Substanzen lber die Zeit durch diese Transporter zum Phénotyp der MDR beitragt.
153 Auf der anderen Seite existieren jedoch auch insbesondere fiir ABCB 1 (P-gp) Berichte, die
eine subzelluldre Verteilung von Multidrug-Transportern vorschla§e:1>4-16%&s wird vorge-
schlagen, daR ABCC 1 in sekretorischen Vesikeln, sowie in Lysosomen positioniert ist, wo es an
der Detoxifizierung der Zelle durch Substrattransport in intrazellulare Kompartimente beitragt.
Neben der Expression von Multidrug-Transportern in die Plasmamembran, um zum einen eine
Barriere fur zytotoxische Substanzen darzustellen und zum anderen die zellulare Konzentrati-
on aus Sicht der Zelle schadlicher Substanzen zu minimieren, scheint also auch ein alternativer
Mechanismus fur das Ausschleusen von Substanzen aus der Zelle, die den Golgi Apparat und
vesikulare Transportmechanismen utilisieren, moglich zu sein. Diese Vermutung wird von Un-
tersuchungen von Coley et al. unterstitzt, die eine subzellulare Verteilung von Anthrazyklinen
beobachten konntetf3

Die Uberpriifung der Lokalisierung von ABCC 1 in der Plasmamembran der H69AR-Zellen
zeigt, dal die Praferierte Expression von ABCC 1 in der Plasmamembran ist, daf jedoch ein
groRer Anteil des Proteins auch intrazellular vorliegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluo-
reszenzstudien durchgefihrt, die die Hypothese eines mdglichen alternativen Detoxifizierungs-
Mechanismus, untersuchen sollten. Zur Detektion wurde ein monoklonaler Antikorper (QCRL-
1) verwendet, der ein kurzes lineares Epitop einer Lange von sieben Amiosauren erkennt.
Neben der zu erwartenden Postition von ABCC 1 in der Plasmamembran ist auch zu erwarten,
dalR zu einem geringen Anteil auch Lysosomen und der Golgi Apparat gefarbt sind, da dies Orte
der Proteinreifung und des Proteinsabbaus sind. In der Tat ist neben der Plasmamembran eine
Immunfluoreszenzfarbung innerer Bereiche der Zelle zu erkennen. Diese Farbung tritt in Plasma-
membran nahen Bereichen auf und ist in nahezu jeder Zelle zu erkennen. Die Immunfluoreszenz-
experimente zeigen somit eine Uber eine Lokalisierung in der Plasmamembran hinausgehende
Verteilung von ABCC 1.

Mit Hilfe einer Kernfarbung mit dem zwischen die Basen der DNA interkalierenden Fluores-
zenzfarbstoff Pl wurde untersucht, ob ABCC 1 wie Pgp auch in der Kernmembran exprimiert
wird, um den Zellkern vor schadigenden Einflissen von Zytostatika zu schtftzen.

Bei Interkalation zwischen die DNA-Basen wird das Fluoreszenzsignal, ahnlich wie bei Ethidi-
umbromid, verstarkt. Ein Fluoreszenzsignal von Pl zeigt also zeigt seine Interkalation in DNA
an. Eine schwachere Farbung dieses Fluoreszenzfarbstoffes kann durch Interkalation zwischen
die Basen der RNA erfolgen. Demzufolge kann also ebenso eine Farbung ribosomaler RNA so-
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wie t-RNA auftreten, die allerdings in schwécherer Intensitét erfolgt.

Die gelbliche Farbung innerhalb der Zelle in Abbildung 34b kénnte das rauhe Endoplasmatische
Retikulum detektieren, einem Ort, an dem sowohl rRNA als auch ABCC 1 gleichzeitig detektiert
werden kdnnten. Allerdings ist in direkter Nachbarschaft zum Zellkern, der mit dem rauhen ER
verkniipft ist, keine Uberlagerung der Fluoreszenzen von Pl und TRITC zu erkennen, was gegen
diese These spricht.

Vielmehr ist es wahrscheinlicher, daf es sich bei der gelblichen Farbung 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 ausschlieRlich die Emission des TRITC-Farbstoffes. Erst die Uberlagerung der angeregten
Fluoreszenz von Pl und FRITC liefert Unterschiede. Aus dem Vergleich der Information ist klar
ersichtlich, daf3 die DNA des Zellkerns und ABCC1 unabhangig voneinander markiert wurden.
Die Darstellung der detektierten Fluoreszenz erfolgte in griiner Farbe und muf3 zwangslaufig
mit der detektierten FLuoreszenz der ABCC 1 Markierung tberlagern. Die Uberlagerung der
Bildinformationen aus Abbildung 34a mit der in Abbildung 34c fuhrt schlie3lich zu der Dreifar-
bendarstellung in Abbildung 34b.

Die teilweise Uberlagerung der Fluoreszenzanregung und die der Fluoreszenzemission fiihrt
zu einer erschwerten Interpretation bei der Fragestellung, ob sich ABCC 1 auch in der Kern-
membran befindet. Aus diesem Grund wurde auch eine Immunfluoreszenzfarbung auschlief3lich
basierend auf der Immunoféarbung von ABCC 1 mit QCRL-1 durchgefiihrt. Diese Immunfluores-
zenzaufnahmen zeigen in der Darstellung einer konfokalen Ebene eine Farbung der Plasmamem-
bran, die deutlich zu erkennen ist. Auch hier sind intrazellulare Kompartimente und weite Berei-
che des Zytoplasmas immunologisch markiert und weisen damit auf intrazellulares ABCC 1 hin.
Wie bereits erwdhnt kénnte die Farbung von ABCC 1 stammen, daf3 im Golgi-Apparat posttrans-
latorisch modifiziert wird, oder sich bereits in einem degenerierten Zustand in den Lysosomen
befindet. Anhand der durchgefihrten Experimente kann dies nicht ausgeschlossen werden. Es
kann allerdings kein ABCC 1 in der Kernmembran detektiert werden, wie es bei einer intrazellu-
laren Verteilung von ABCC 1 zum Schutz der DNA zu erwarten ware.

Um Ruckschliisse auf die Funktion intrazellularen ABCC 1 ziehen zu kdnnen, wurden die
Zellen mit Doxorubicin inkubiert. Die intrinsische Fluoreszenz dieses Zytostatikums a3t seine
Detektion mit Hilfe der CLSM ortsaufgeldst 2§°
Nach einer eingehenden Analyse der intrazelluldaren 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 Dil als Marker fiir Zellmembranen
verwendet wurde und die Zellen zum anderen mit Doxorubicin inkubiert wurden, sollte die Ver-
teilung von Doxorubicin in Zellen untersucht werden.
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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 Intensitat innerhalb der Zel-
len zu detektieren. Ob die Konzentration des Zytostatikum jedoch ober- oder unterhalb toxischer
Konzentrationen befindet ist unklar. Es erdffnet sich die Frage, ob intrazellular vorkommendes
ABCC 1 Doxorubicin in intrazelluldre Kompartimente transportfé?#16 Aus Sicht der Zelle
macht es durchaus Sinn, neben einem Export tUber die Plasmamembran auch innerhalb der Zel-
le zellschadigende Substanzen zum vesikuldren Export aus der Zelle in sekretorische Vesikel
zu verpacken. Neben einer VergrofRerung der Oberflache, die an der Detoxifizierung beteiligt ist,
muf} die toxische Substanz nicht erst zur Plasmamembran diffundieren, um aus der Zelle entfernt
werden zu kénnen. Dald in Zellen die das Phanomen der MDR aufweisen oft Annexin Il, ein kal-
ziumabhangiges Protein, dal} an Prozessen der Membranregulation beteiligt ist, Gberexprimiert
wird167, mag ein weiteres Indiz dafiir sein, daR intrazellulare Mechanismen eine wichtige Rolle
bei dem Phanomen der MDR spielen.

Im Falle von Doxorubicin wird neben einer Schadigung der DNA durch dieses Medikament
auch die Schadigung von Membranen als Mdglichkeit fur die Toxizitat dieser Substanz disku-
tiert.168.169Unter Beriicksichtigung dieser Méglichkeit wére es fiir 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 ware es daher konsequent,
ABCC 1 auch in intrazellularen Membranen zu finden. Die Tatsache, dalR ABCC 1 jedoch nicht
im Gegensatzt zu P-gp in der Zellkernmembran gefunden wurde, spricht gegen diese These.

Zusammenfassend zeigen die unternommenen Versuche, dal3 ABCC 1 intrazellulare Auftritt.
Eine Expression erfolgt jedoch nicht in der Kernmembran, sondern allenfalls im Golgiapparat.
Zudem wird Doxorubicin nach Inkubation innerhalb von Stunden noch nicht vollstandig aus der
Zelle transportiert.

Die starke Expression von ABCC 1 in der Plasmamembran deutet darauf hin, daR ABCC 1 in er-
ster Linie verhindert, daf3 Zellschadigende Substanzen tUberhaupt in die Zelle vordringen kénnen.
Schon wahrend zellschadigende Substanzen die Membran durch Diffusion Uberqueren, werden
sie von ABCC 1 aktiv in den extrazellularen Bereich transportiert. Substanzen, die dennoch ins
innere der Zelle gelangen, konnten von aktiven intrazellularen ABCC 1 in Vesikel transportiert
werden, um mit Hilfe eines Vesikuldren Transportes aus der Zelle transportiert zu werden. Ein
solcher Tranportmechanismus scheint jedoch zumindest fir 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 Waltidrug Transportern mit biophysikalischen Methoden

ist nur moglich, wenn grof3e Mengen an aufgereinigtem Protein zur Verfigung stehen. Anhand
von biophysikalischen Experimenten, in denen das Protein in isolierter Form vorliegt, ist es
maoglich Experimente durchzufiihren, die die wichtige Beitrage leisten kdnnen, um Struktur und
Funktion des Proteins aufzuklaren. In biophysikalischen Experimenten ist die gezielte Untersu-
chung des Proteins in definierter Umgebung und seine Interaktion mit definierten Substanzen
moglich.

Moderne Screeningmethoden auf Basis von Zellkulturexperiméfteder artifiziellen Sy-
stemen, die sich der Rekonstitution von Proteinen in Membranen bedienen, sollen in Zukunft die
Mdglichkeit bieten, Transportprozesse in Screeningverfahren zu untersuchen. Zu diesem Zweck
soll ein System im Arbeitkreis bereitgestellt werden, dal} geeignete Proteinmengen eines Mutl-
tidrug Transporters bereitstellt. Die Etablierung und die Mdglichkeit 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 Funktionalitat 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 fuhrt dazu, daf} es schwierig ist, Membranproteine in ausreichenden Mengen zu isolie-
ren. Weiterhin besitzen Membranproteine naturgemaf mehr oder weniger grol3e Bereiche hoher
Hydrophobizitat, die im funktionellen biologischen System die Membran durchspannen. Diese
Bereiche filhren zu einer verringerten Ldslichkeit im wassrigen Medium, so dal3 das Protein
mit Hilfe von milden Detergentien geltst werden muf3. Auerdem &ndert der hohe Grad an Hy-
drophobizitat die physikalsch-chemischen Eigenschaften von Membranproteinen verglichen mit
zytosolischen, l8slichen Proteinen. Membranproteine sind zudem unter Umstanden glykolisiert.
Auch dies fuhrt zu oft auRergewdhnlichen Eigenschaften von Membranproteinen. Dies macht
sich z. B. an den Laufeigenschaften von vielen Membranproteinen in der SDS-PAGE bemerk-
bar. Aufgrund der veranderten Laufeigenschaften erscheint die Bande von ABCC 1 nicht bei
190 kDa sondern bei 160 kDa.

6.3.1 Die Isolierung des monoklonalen Antikdrpers QCRL-1 im quantitativem
Mal3stab.

Die Isolierung von ABCC 1 erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe der Immunoprazipitation, an-
gelehnt an die Arbeiten von Cole et dl172 Fiir die quantitative Isolierung von ABCC 1 mit
Hilfe der Immunoprazipitation ist eine relativ groRe Menge Antikdrper notwendig. Bereitgestellt
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wurde die Versorgung durch diesen Antikérper durch die Zellkultur einer QCRL-1 sekretieren-
den Hybridoma-Zellinie. Aus dem Mediumiberstand der Zellen wurden mit Hilfe der FPLC
guantitative Mengen des monoklonaler Antikorper QCRL-1 isoliert. Monoklonale Antikérper
sind fur die Proteinisolierung mit Immunologischen Methoden sehr gut geeignet, da sie die
Elution des Antigens, im Gegensatz zu Polyklonalen Antikorpern, unter definierten und mil-
den Bedingungen zulasséf? In Abbildung 30 ist das Elutionsprofil des Antikérpers von der
Chromatographie an Protein G wiedergegeben. Es ist nur ein einzelner Peak wéahrend der Elu-
tion des Immunogens vorhanden. In Abbildung 31 das Ergebnis einer SDS-PAGE Analyse des
aufgereinigten Anikorpers im Vergleich zu komerziell erhaltlichem Antikdrper wiedergegeben.
Die Behandlung des Antikdrpers unter reduzierenden und denaturierenden Bedingungen hat zur
Spaltung des Immunglobulins in seine Fragmente, die schweren Fc-Ketten und die leichten Fab
Fragmente gefuhrt. 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 Antikorpers zugesetzt. Die ausgepragte 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 ausgepragt. Andere Banden sind nur sehr schwach ausgepréagt.
Zusammen mit dem Elutionsprofil der FPLC-Aufreinigung des Antikorpers kann gefolgert wer-
den, dal3 der Antikdrper sehr rein isoliert werden konnte.

Es konnten in meherer Durchgéngen insgesamt 15 mg hochreinen Antikdrpers isoliert werden.

Vor dem Einsatz zur Proteinisolierung wurde zunéchst die Aktivitdt des Antikorpers im Ver-
gleich zu seinem komerziell erhaltlichen Pendant in einem Immunfluoreszenzexperiment gete-
stet. Wie es in Abbildung 32 zu sehen ist, haben beide Antikorper vergleichbare Eigenschaften.
Wahrend in einem Kontrollexperiment keine Fluoreszenz vorhanden war, gaben sowohl die Po-
sitivkontrolle als auch das Immunfluoreszenzexperiment mit dem isolierten Antikérper ein deut-
liches Fluoreszenzsignal. Der Antikorper erkennt sein Antigen offenbar und ist demnach fir
Immunoprazipitationsexperimente 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 Gberexprimiert, dennoch weist diese Zellinie die Eigenschaften
multipler Resistenzen auf, was auf einen erhdéhten Expressionslevel von ABCC 1 zurtickzufih-
ren ist?2 Dieser erhdhte Expresionslevel an ABCC 1 wurde durch regelmaRige Subkultivierung
in Doxorubicin-haltigen Medium aufrechterhalten. ERealtimePCR Analyse, deren Ergebnis

in Abbildung 33 wiedergegeben ist, demonstriert, dafd 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 vBrAktin zeigt eine um den Faktor 1,4
erhohte 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 routinemaRig 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 ekwer&GoLD gefarbte
Membran vor der Westernblotanaylse. Das Ergebnis des Westernblot ist in Abbildung 39(b)
abgebildet. Wie die RoTocoLD-Farbung der Nylonmembran zeigt, enthélt die Plasmamem-
branfraktion eine groRe Zahl von Membranproteinen. Neben einer Zahl unbekannter Proteine
zeigt die Westernblotanalyse deutlich die Anwesenheit von ABCC 1. Die Schwarzung des Pho-
tofilms erfolgte auf einer Hohe von ca. 160 kDa. Der Auftrag der finffachen Menge der Plasma-
membranfraktion fuhrt zu weiteren Schwarzungen des Photofilms oberhalb von 300 kDa, was
auf eine Dimerisierung, wie sie bei Membranproteinen haufig 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. Auffallig ist, dal3 trotz eines intensiven Signals im We-
sternblot nur relativ schwache Banden nach der Farbung der NylonmembraromioBoLD-
Farbung bei einem entsprechendem Molekulargewicht zu finden ist. Es ist jedoch bekannt, dal3
einige Membranproteine neben ihren ungewdhnlichen Laufeigenschaften auch ein anderes Far-
beverhalten zeigen. Ob dies flirr einedrocoLD-Farbung im Falle von ABCC 1 zutrifft, wurde

nicht weiter untersucht. ABCC 1 besitzt ein glykolisiert ein Molekulargewicht von 190 kDa. Die
Schwarzung des Photofilms unterhalb von 170 kDa ist auf die ungewdhnlichen Laufeigenschaf-
ten von glykolisierten Membranproteinen zuriickzufiihren. Die hohe Hydrophobizitat dieses Pro-
teins flhrt zu einer vermehrten einlagerung von SDS in das Protein und damit zu einem erhéhten
Masse/Ladungsverhaltnis. Vergleichen mit dem Proteinstandard erféhrt ein hydrophobes Protein
also eine grolRere Beschleunigung bei gleicher Masse.

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

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

* QCRL-1 wurde kovalent an Antikorper-beschichteteNABEADS gekoppelt (direkte Me-
thode).

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

Die Kopplung von QCRL-1 an Protein G und an Antikdrper-beschichtetsABEADS erhalt

dabei die volle Aktivitat des Antikorpers, da die Kopplung tber die Fc-Fragmenten des Anti-
korpers erfolgt. Der Vorteil der kovalenten Kopplung des Antikdrpers an eine Tragermatrix vor
Immunoprazipitation, liegt unter anderem in der Wiederverwendbarkeit des Antikdrpers nach
Proteinelution. Die direkte Applikation des Antikdrpers bei der Immunoprazipitation hat unter
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Umstanden der Vorteil hbherer Mobiltat und Vermeidung von sterischen Faktoren bei der Immu-
noprazipitation.

In Abbildung 40 ist das Ergebnis der Westernblotanalyse der verschiedenen Aufreinigungs-
strategien zu finden. Abbildung 40(a) ist das Ergebnis deNABEADS basierten Methode,
wahrend 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
Schwérzung des Photofilms unterhalb von 170 kDa. Bei der indirekten Methode wird der Anti-
kérper zunéchst mit dem Antigen inkubiert und der Antikérper-Antigen Komplex anschlieRend
mit den Zweitantikdrper beschichtetery ®ABEADS isoliert. Der Nachteil dieser Methode liegt
darin, dal3 die Elution des Proteins zur Gleichzeitigen Elution des Antikorpers fuhren kann, der
zu einem Signal im Westernblot fuhrt. Diese Antikongenunreinigungst als starkes Signal in

Spur eins der Abbildung 40(a) zu finden. Der Schwerpunkt dieses Signals liegt etwas unterhalb
der vom Antigen verursachten Bande. Wéahrend allerdings sowohl bei der direkten Methode als
auch bei der Proteinisolierung mit an Protein G gekoppeltem Antikorper eine Bande oberhalb
des Proteinstandards bei 220 kDa zu finden ist, ist diese bei der direkten Methode obsolet, was
darauf schlieRen laft, dafl im Verhdltnis 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-Antikorper-
Matrix gekoppelten ABCC 1 aufgetragen. Das Eluat dieser S&ule wurde in Spur zwei aufgetra-
gen. Da Protein G naturbedingt eine hohe Affinitat zu Antikbrpern besitzt, sind in Spur eins
zusatzliche Banden zu finden, die Aufgrund der Bindung von Protein G-Fragmenten an Erst-
und Zweitantikdrper stammen.

Bei der Proteinisolierung fand letztendlich die Kopplung des Antikérpers an Protein G mit an-
schlieBender Immunoprazipitation Anwendung. Prinzipell sind erscheint diese Methode jedoch
zu der Isolierung mit Hilfe der BPNABEADS (direkte Methode) equivalent zu sein. Eine Protei-
nisolierung mit Hilfe von YNABEADS bietet sich bei kleineren zu isolierenden Mengen an, da
diese Methode schnell und effizient ist.

In Abbildung 41 ist die Silberfarbung 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, dal3 die verwen-
dete Methode in der Lage ist, ABCC 1 in reiner Formzu isolieren.

Die Rekonstitution isolierten ABCC 1 erfolgte direkt im Anschlul3 an die Isolierung aus der
Plasmamebran, da solubilisierte Membranproteine im solubilisierten Zustand eine héhere Proteo-
lyseempfindlichkeit aufweisen. Die Rekonstitution gelang mit Hilfe einer Detergenzentfernung
durch die Entfernung des Detergenz in Anwesenheit ebenfalls solubilisierten Lipids durch Gel-
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filtration. Dabei wird das Detergenz unterhalb 8gtischen micellaren Konzentratiorerdiinnt,

so daf sich Proteoliposomen bildén.

Zur Kontrolle der Proteinrekonstitution wurde von den Fraktionen der Gelfiltrationssaule 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 Schwarzung des Photofilms korelliert mit den triben Fraktionen des Eluats der
Gelfiltration. Der Dotlot dokumentiert damit die erfolgreiche Rekonstitution des aufgereinigten
ABCC 1 in Liposomen.

Um die Funktionsfahigkeit des isolierten Proteins zu zeigen, wurden Transportstudien mit ra-
dioaktiv markiertem LTG durchgefuihrt. Abbildung 43 zeigt das Ergebnis der zeitabh&ngigen
Transportstudie mifH]LTC 4 bei konstantem Nukleotidgehalt mit ATP, bzw. mit AMP in Gegen-
wart eines ATP-regenerierenden Systems. Das Experiment zeigt, daR der GeRHILAC |
innerhalb der Proteoliposomen Uber die Zeit wahrend der Dauer des Versuchs steigt. Auch die
Variation des ATP-Gehaltes zeigt, dal? die Reaktion ATP-abhéngig ist. Aufgrund der grof3en Feh-
ler, die durch die Lineweaver-Burk-Auftragung entstehesoll an dieser Stelle jedoch nur eine
gualitative Diskussion erfolgen.

Bei Anwesenheit von ATP ist der Gehalt an Radioaktivitat innerhalb der Proteoliposomen héher
als bei der Vergleichsmessung in Anwesenheit von AMP. Dies ist fiir einen ATP abhangigen Pro-
zess zu erwarten. Eine Moglichkeit fiir die Aufnahme vé]LTC4 in Anwesenheit von AMP

liegt in der passiven Diffusion vorfiH]LTC 4 durch die Membran zum Ausgleich der Konzentra-
tion.172

Wie gezeigt werden konnte, ist die Bereitstellung eines Systems fiir die quantitative und zu-
gleich funktionelle Isolierung eines ABC-Transportes innerhalb der Arbeitsgruppe gelungen.
Die Eigenschaften des isolierten Tranportes bezilglich der ATP Abhangigkeit des Tranportes
von HLTC;, sind vergleichbar mit den Ergebnissen anderen Grupfen.

Fur die Isolierung wurden zwei Systeme vewendet, die beide gleichermalien fiir die quantitative
Isolierung von nativen ABCC 1 geeignet sind und so eine flexible Anpassung der Prozedur an

die jeweiligen Bedurfnisse erlauben.

Es ist zu erwarten, daR3 die verwendeten Methoden Isolierung auch auf Transporter mit &hnlichen
Eigenschaften anzuwenden sind. Damit ist eine wichtige Vorraussetzungen fiir die Entwicklung

von Screeningverfahren mit artifiziellen Systemen erfllt.
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7 Zusammenfassung

Trotz des Designs und der Entwicklung neuer potenter Medikamente, entzieht sich malignes Ge-
webe haufig der Behandlung durch die Ausbildung von Resistenzen. Die Resistenz von Tumoren
gegenuber einer groRen Zahl strukturell und funktionell verschiedenartiger Substanzen ist bei
der Behandlung von Krebs mit einer Chemotherapie eine groRe Herausforderung. Ein Mechanis-
mus des Phanotyps der multiplen Resistenzen basiert auf der Uberexpression von mindestens ei-
nem der drei zur Zeit bekanntétultidrug-Transporter. Alle drei Transporter gehéren zur Uber-
familie der ABC-Transportproteine, deren gemeinsames Merkmal die ATP-Bindungsdomanen
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 medikamentdse Behandlung von Krankheiten, wie z. B. AIDS erschwert. Dariiber hin-
aus sind ABC-Transporter an verschiedenen anderen Krankheitsbildern wie der Mukoviszidose
oder dem Dubin-Johnson Syndrom beteiligt.

Obwohl die molekularen Mechanismen des Transportes fiir die Entwicklung von therapeutisch
interessanten Inhibitoren von immensen Interesse ist, so ist derzeit wenig Uber den genauen Ab-
lauf des Transportprozesses bekannt. Dartiber hinaus besteht ein grof3es Interesse an Screening-
verfahren, um potentielle Kandidaten fiir 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 fur die zur Zeit unbekannte dreidimensionale StrukturCd@&erminalen ATP-
Bindungsdoméne zu erstellen. Dabei wurde sowohl ein Modell im Komplex mit ATP erstellt
sowie eine nukleotidfreie Struktur modelliert und diskutiert. Diese entwickelten strukturellen
Modelle erklaren alle zur Zeit vorliegenden experimentellen Befunde fur diese Bindungsdomane.
So zeigte sich, daR ATP zwar in der Lage ist, durch das Protein komplexiert zu werden, jedoch
nur an der Oberflache des Proteins angelagert ist. Eine Hydrolyse von ATP erfolgt daher wahr-
scheinlich wie bei anderen ABC-Transportern aus dem Zusammenspiel nit-geminalen
ATP-Bindungsdomane. Die Unterschiede der Modelle mit und ohne ATP lassen auf eine Modu-
lation dera-helikalen Domanenuntereinheit durch die Transmembrandoménen des Proteins und
nicht durch die Bindung von ATP schliel3en.

Diese Beobachtung konnte zur Entwicklung eines Modell-Mechanismus genutzt werden, der
unter Einbeziehung experimenteller Daten, die Divergenz der ATP-Bindungsdoménen von AB-
CC 1 deutet.

Mit der putativen Struktur dieser Bindungsdomane konnte somit ein wertvoller Beitrag zur Dis-
kussion und dem Verstandnis des Transportmechanismuses des Multidrug-Transporters ABCC 1
geleistet werden.
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Weiterhin konnte der ABC-Transporter ABCC 1 im Milligramm-Maf3stab funktionell isoliert
und rekonstituiert werden.

Die ATP-Abhéangigkeit 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 fiir 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 darlber hinaus weitere Indizien fur die in der Literatur seit kurzer Zeit
intensiver diskutierte subzellulare Verteilung von ABCC 1 gewonnen werden, die die Mdglich-
keit eines vesikularen Transportes unter Beteiligung von ABCC 1 nicht ausschlie3en.
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A Abklrzungen

o-
ABC
AIDS
APS
AS
ATP
BCRP
bfgs
BLAST
BSA
CHAPS
Ci
CLSM
dd

Dil
DME
DMSO
DNA
DTT
ECL
EDTA
EGTA
FITC
FKS
FPLC
g

GSH
GSSG
HEPES
HFCS
HF

h
HLTC4
[e[€7]
IgG
IPTG
IR

kb
MALDI
MD
MEM
min

M
MRP
MS
NBD

Antikdrper gegen

ATP Bindungsdom&nATP binding cassette
Acquired Immune Deficiency Syndrom
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Breast Cancer Resistance Protein
Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno Algorythmus
Basic Local Alignment Search Tool

Bovine Serum Albumin
[3-(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
Curie

Konfokales Laser Scanning Mikroskop

bidest
1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

1,4-DithioDL-threitol

enhanced chemoluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis@-amino-ethylether)-N,N,N’,N'-tetraessegséaure
Fluoresceinisothiocyanat

fotales Kélberserum

Fast Performance Liquid Chromatography
mittlere Erdbeschleunigung (1 g = 9.806651) s
Glutathion

Glutathion, reduzierte Form
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsaure]
Hitze inaktiviertes Fotales Kéalberserum
Hartree-Fock

Stunde

Leukotrien C4

Immunglobulin Subtyp 1

Immunglobulin G
Isopropyl$3-D-thiogalactopyranosid

Infrarot

Kilobasenpaare

matrix-assisted laser desorption/ionisation
Molecular DynamicsMolekuldynamik

modified eagle medium

Minuten

mol/l

Multidrug Resistance Assosiated Protein
Massenspektrometrie

Nukleotid Bindungsdoméne
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NBD1
NBD2
Neo
NMR
OAT
OoCT
OD,,
SDS-PAGE
PBCEC
PBS
PCR
P-gp
PME
PMSF
RNA
RT
RPMI
SDS
TBS
TEMED
Tris
TRITC
U

uv

\Y

(viv)
(wiv)
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C-terminale Nukleotid Bindungsdoméne
N-terminale Nukleotid Bindungsdomane
Neomycin

Nuclear Magnetic Resonance

Organic AnionTransporter

Organic CationTransporter

Optische Dichte bei der Wellenlange
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Porcine Brain Capillary Endothelian Cells
phosphate buffered saline

Polymerase Kettenreaktiopglymerase chain reacign
P-Glycoprotein

Particle Mesh Ewald

Phenyl-methyl-sulfonylfluorid

Ribonukleinséure

Raumtemperatur

Roswell Park Memorial Institute Medium

Natrium Dodekylsulfatgodium dodecylsulfate

Tris buffered saline
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TRIZMA Base (Tris[hydroxymethylJaminomethan
Tetramethylrhodaminisothiocyanat

unit (Enzymaktivitatseinheit)

Ultraviolett

Spannung

Volumenprozent, bezogen auf das Gesamtvolumen
Massenprozent, bezogen auf das Gesamtvolumen



B Materialien

Acrylamid/Bisacrylamid
Adult Bovine Serum
Ammonium Acetat
Ampicillin

APS

B-Mercaptoethanol
Bio-Rad® Protein Assay
Broad RangddNA-Marker
Bromphenolblau

CaCbh
Chloroform

DMF
DMSO
Dynabead8 M-280 sheep anti-mouse

ECL Kit™
EDTA
Essigsaure
Essigsaure
Ethanol

FCS
Formaldehyd (37 %)

Glucose
Glutardialdehyd
Glycin

HCI
High molecular weight marker
Hyperfilm MP

Kalberserum
KCI
KH>PO4

AppliChem(Darmstadt, Deutschland)
PA@aching, Osterreich)

Riedel-dde HaéfSeelze, Deutschland)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Germany)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Germany)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
BioRad(Hercules, Californien/USA)
Invitrogen(Carlsbach, CA, USA)

ICN Biochemical¢Eschwege, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-AldricliDeisenhofen, Deutschland)
Dynal Biote@@slo, Norwegen)

Amersham BiotecfiUppsala, Schweden)
Merck(Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Germany)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

PAA (Pasching, Osterreich)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Amersham Biotétlppsala, Schweden)
Amersham BiotecfiUppsala, Schweden)

PAA (Pasching, Osterreich)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
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KHCO3
Low molecular weight marker

Methanol
MicroSpin G-50 Saulen

NaHCO3
NaCl
NaH,PO4
NaN;
NaOH

Paraformaldehyd
Paramount

Penicillin G
Penicillin/Streptomycin
Protease Inhibitor Cocktail
Protogold Detection Kit

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Amersham Biotétippsala, Schweden)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Amersham BiotecfiUppsala, Schweden)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck(Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-Aldrici{Deisenhofen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Polysciences Inc(Warrington, PA/USA)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
SeromedBerlin, Deutschland)
Roche(Basel, Schweiz)

BBI International(Plemington, NJ, USA)

Nitrozellulose Membran Hybond ECL RPN203 DAmersham Biotectippsala, Schweden)

RPMI 1640

Schaaf anti-Maus IgG (Alexa Fluor 546)
Schaaf anti-Maus IgG (POD)

SDS

Sucrose

TEMED
Trietanolamin
Tris
TRITC-Phalloidin
TritonX-100
Tween20
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Biochrom(Berlin, Deutschland)

Mobitech(Gottingen, Deutschland)

Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)

Applichem(Darmstadt, Germany)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
ICN BiochemicalgEschwege, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
Sigma-Aldrich(Deisenhofen, Deutschland)
ICN Biochemical¢Eschwege, Deutschland)



C Gerate

C.1 Zellkultur

Laminar flow hood BSB 6A und BSB 4A
Wasserbad GFL 1004

Brutschrank Inkubator IG 150

Autoklav Steam Sterilisator 3870EL

C.2 Zentrifugen

Avanti 300
Zentrifuge 5415 D
Zentrifugen 5804 R

Gelaire (Meckenheim, Deutschland)
GFL (Burgwedel, Deutschland)
Astel(Chateau Gontier, Frankreich)
JurgengMinster, Deutschland)

Beckmanr{Munchen, Deutschland)
Eppendorf(Hamburg, Deutschland)
Eppendorf(Hamburg, Deutschland)

Ultrazentrifuge Optima-L70 mit Rotot JA-14 BeckmanriMinchen, Deutschland)

C.3 Elektrophorese und Blotten

Power Supply EPS 1000
Power Pac 200

Semi-dry Blotting Ausstattung
SDS-Gelelektrophorese

C.4 Mikroskopie

Inverses Phasenkontrast Mikroskop
Fluoreszenzmikroskop Diaphot TMD
CLSM TCS SL

C.5 Photometer

Shimdazu UV-2100
Microplate Reader

C.6 Sonstiges

Scintillationszahler

Agfa Curix 60 Film Processor
Waage

Magnet

MilliQ RO 10 Plus Wasserbereiter
pH-Meter pH 213

\ortex

Amersham BiotectiUppsala, Schweden)
BioRad(Hercules, Californien/USA)
Sigma(Steinheim, Deutschland)
Sigma(Steinheim, Deutschland)

Leica(Wetzlar, Deutschland)
Nicon(Dusseldorf, Deutschland)
Leica(Wetzlar, Deutschland)

ShimadzyDusseldorf, Deutschland)
Dynatech(Denkendorf, Deutschland)

Beckmanr{Muinchen, Deutschland)
Agfa(Leverkusen, Deutschland)
Sartorius(Gottingen, Deutschland)
Dynal Biotech(Oslo, Norwegen)
Millipore (Eschborn, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

IKA Labortechnik(Staufen, Deutschland)
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C.7 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturschalen
Zentrifugenréhrchen
Cyro-Rohrchen
Glasdeckglaschen
Multiwell Zellkulturplatten
Petrischalen

Sterilfilter

Whatman Papier
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Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Roth(Karlsruhe, Deutschland)
Nunc(Wiesbaden, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Sarto(Géttingen, Deutschland)
WhatmanMaidstore, UK)



D Verwendete Skripte und Steuerdateien

D.1 Eingabedateien fur die verwendeten Programme
D.1.1 MODELLER Steuerdateien

Folgende Steuerdateien wurden fur das Programop ML LER bei der Erstellung der Modelle
verwendet!36

Steuerdateien fir die Modellierung der ATP Bindungsdomane im Komplex mit ATP

INCLUDE

SET ALNFILE = 'ABC2vs1IMV5mitATP.al’

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 = ’lusr/src/modeller6v2/modlib/par.lib’

SET DEVIATION = 4.0

SET LIBRARY_SCHEDULE =

SET MAX_VAR_ITERATIONS

SET FINAL_MALIGN3D = 1

SET MD_LEVEL = ’refine_1’

CALL ROUTINE = ’'model’

SET OUTPUT_CONTROL =1 1111

SET OUTPUT = 'LONG’

ENERGY OUTPUT = 'ENERGY_PROFILE’

1
= 300

Sequenzalignment Steuerdatei fUDMELLER :

>P1;1IMV5

------------ MLSARHVDFAY-DDSEQILRDISFEAQPNSIIAFAGPSGGGKSTIFSL
LERFYQPTAGEITIDGQPIDNISLENWRSQIGFVSQDSAIMAGTIRENLTYGLEGDYTDE
DLWQVLDLAFARSFVENMPDQLNTEVGERGVKISGGQRQRLAIARAFLRNPKILMLDEAT
ASLDSESESMVQKALDSLMKGRTTLVIAHRLSTIVDADKIYFIEKGQITGSGKHNELVAT
HPLYAKYVSEQLTVG-@

*

>P1;ABC2
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ETAPPSSWPQVGRVEFRNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLG
LFRINESAEGEIIIDGINIAKIGLHDLRFKITIPQDPVLFSGSLRMNLDP--FSQYSDE
EVWTSLELAHLKDFVSALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEAT
AAVDLETDDLIQSTIRTQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQQ
RGLFYSMAKDAGLV--@

Steuerdateien fur die Modellierung der ATP Bindungsdomane ohne ATP
INCLUDE

SET OUTPUT_CONTROL =1 1111

SET OUTPUT = 'LONG’

SET ALNFILE "ABC2AXP_komplett.ali’

SET KNOWNS = '1IMTO" '1PF4’

SET SEQUENCE = 'ABC2
SET STARTING_MODEL = 1
SET ENDING_MODEL = 100
SET DEVIATION = 4.0

SET LIBRARY_SCHEDULE =
SET MAX_VAR_ITERATIONS
SET FINAL_MALIGN3D = 1
SET MD_LEVEL = ’'refine_1’
CALL ROUTINE = ’'model’
ENERGY OUTPUT = 'ENERGY_PROFILE’

1
= 300

Alignement Datei fir M ODELLER (lange Sequenz)
>P1;1IMTO

DITF
RNIRFRYKPDSPVILDNINLSIKQGEVIGIVGRSGSGKSTLTKLIQRFYIPENGQVLIDG
HDLALADPNWLRRQVGVVLQDNVLLNRSIIDNISLANP-GMSVEKVIYAAKLAGAHDFIS
ELREGYNTIVGEQGAGLSGGQRQRIAIARALVNNPKILIFDEATSALDYESEHVIMRNMH
KICKGRTVIHAHRLSTVKNADRIIVMEKGKIVEQGKHKELLSEPESLYSYLYQLQSD

*

>P1;1PF4
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WQTFKRLWTYIRLYKAGLVVSTIALVINAAADTYMISLLKPLLDEGFGNAESNFLRILPF
MILGLMFVRGLSGFASSYCLSWVSGNVVMQMRRRLFNHFMHMPVRFFDQESTGGLLSRIT
YDSEQVAGATSRALVSIVREGASIIGLLTLMFWNSWQLSLVLIVVAPVVAFAISFVSKRF
RKISRNMQTAMGHRQQTMKLVSAQSIADPVIQMIASLALFAVLFLASVDSIRAELTPGTF
TVVFSAMFGLMRPLKALTSVTSEFQRGMAACQTLFGLMDLETERDNGKYEAERVNGEVDV
KDVTFTYQGKEKPALSHVSFSIPQGKTVALVGRSGSGKSTIANLFTRFYDVDSGSICLDG
HDVRDYKLTNLRRHFALVSQNVHLFNDTIANNIAYAAEGEYTREQIEQAARQAHAMEFIE
NMPQGLDTVIGENGTSLSGGQRQRVAIARALLRDAPVLILDEATSALDTESERAIQAALD
ELQKNKTVLVIAHRLSTIEQADEILVVDEGEIIERGRHAD------------------

*

>P1;ABC2

ETAPPSSWPQVGRVEF
RNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLGLFRINESAEGEIIDG
INIAKIGLHDLRFKITHPQDPVLFSGSLRMNLDPFSQ--YSDEEVWTSLELAHLKDFVS
ALPDKLDHECAEGGENLSVGQRQLVCLARALLRKTKILVLDEATAAVDLETDDLIQSTIR
TQFEDCTVLTIAHRLNTIMDYTRVIVLDKGEIQEYGAPSDLLQQRGLFYSMAKDAGLV

*

Alignement Datei fir M ODELLER (verkirzte Sequenz)
>P1;1IMTO

DITF
RNIRFRYKPDSPVILDNINLSIKQGEVIGIVGRSGSGKSTLTKLIQRFYIPENGQVLIDG
HDLALADPNWLRRQVGVVLQDNVLLNRSIIDNISLANP-GMSVEKVIYAAKLAGAHDFIS
ELREGYNTIVGEQGAGLSGGQRQRIAIARALVNNPKILIFDEATSALDYESEHVIMRNMH
KICKGRTVIHAHRLSTVKNADRIIVMEKGKIVEQGKHKELLSEPESLYSYLYQLQSD

*

>P1;1PF4

WQTFKRLWTYIRLYKAGLVVSTIALVINAAADTYMISLLKPLLDEGFGNAESNFLRILPF
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MILGLMFVRGLSGFASSYCLSWVSGNVVMQMRRRLFNHFMHMPVRFFDQESTGGLLSRIT
YDSEQVAGATSRALVSIVREGASIIGLLTLMFWNSWQLSLVLIVVAPVVAFAISFVSKRF
RKISRNMQTAMGHRQQTMKLVSAQSIADPVIQMIASLALFAVLFLASVDSIRAELTPGTF
TVVFSAMFGLMRPLKALTSVTSEFQRGMAACQTLFGLMDLETERDNGKYEAERVNGEVDV
KDVTFTYQGKEKPALSHVSFSIPQGKTVALVGRSGSGKSTIANLFTRFYDVDSGSICLDG
HDVRDYKLTNLRRHFALVSQNVHLFNDTIANNIAYAAEGEYTREQIEQAARQAHAMEFIE
NMPQGLDTVIGENGTSLSGGQRQRVAIARALLRDAPVLILDEATSALDTESERAIQAALD
ELQKNKTVLVIAHRLSTIEQADEILVVDEGEIERGRHAD------------------

*

>P1;ABC2

QVGRVEF
RNYCLRYREDLDFVLRHINVTINGGEKVGIVGRTGAGKSSLTLGLFRINESAEGEIIDG
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 aufgefihrt, die
bei der Verwendung des Programme@vAcs verwendet wurdef®’

Die Implementierung von Subprogrammen zur Durchfiihrung von Simulationen bietet in einer
Unix oder Linuxumgebung die Mdéglichkeit, Shellskripte zur automatisierten Durchfiihrung und
Parameterisierung anzulegen. Im folgenden ist das von mir erstellte und verwendete Skript zu fin-
den, dal3 zur Durchfihrung automatisierbarer Ablaufe verwendet wurde. Das Skript wurde vor
jedem Lauf Uberprift und gegebenenfalls an die Problemstellung angepasst. Das Nachfolgen-
de Skript erstellt mit Hilfe von Programmen defR@VACsS Packetes die Eingabedateien (die
unabh&ngig vom Skript jeweils anzupassen waren), erstellt eine periodische Wasserbox, sorgt in-
teraktiv fur Ladungsneutralitat, fihrt sukzessive Energieminimierungen, wie im experimentellen
Teil beschrieben durch und a3t eine optinale MD Simulation durchfiihren.

read MOL
editconf -bt octahedron -f ${MOL}.gro -0 ${MOL}.gro \\
-c -d 2.0
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genbox -cp ${MOL}.gro -cs spc216.gro -0 ${MOL} b4em.gro\\
-p ${MOL}.top
#HE verwendete Parameter #HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
integrator = steep

dt = 0.001
nsteps = 500
emtol = 1000.0
emstep = 0.01
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist =09
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 = 1le-5

optimize_fft = yes

constraints = none

T R R R R R R
grompp -v -f eml -c ${MOL} bdem -p ${MOL} -0 ${MOL} em
genion -s ${MOL} em -0 ${MOL} em_ions.gro -pname Na -np 10
grompp -v -f eml -c ${MOL} em_ions -p ${MOL} -0 ${MOL}bc
mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}bc -0 ${MOL}bc -c ${MOL}b4pr \\

-e ${MOL}bc_energie
#HH# verwendete Parameter #HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH

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 = 09
coulombtype = PME
rcoulomb = 09

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
fourier_nx = 0

fourier_ny = 0

fourier_nz = 0
pme_order = 4
ewald_rtol = le-5
optimize_fft = yes

Tcoupl = berendsen
tau_t = 010101
tc-grps = protein sol Na

ref t = 300 300 300
Pcoupl = berendsen
tau_p = 05
compressibility = 4.5e-5

ref_p = 10
gen_vel = vyes
gen_temp = 300.0
gen_seed = 173529

W
grompp -f PR -¢c ${MOL}b4pr -p ${MOL} -0 ${MOL}PR

mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}PR -0 ${MOL}PR -c ${MOL}PR

#iH#H verwendete Parameter #Hf#HHHHTHHTHTHHTHHHHHHTHHTHH T

cpp = [lib/cpp
define = -DFLEXIBLE
integrator = |-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 =09

fourierspacing = 0.12

fourier nx =0

fourier_ny 0

fourier nz =0

pme_order = 4

ewald rtol = 1le-5

optimize_fft = yes

constraints = none

HH R R R R R R R R

grompp -f EM -c ${MOL}PR -p ${MOL} -0 ${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

###H## verwendete Parameter #HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

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 =09
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9
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rvdw = 1.0

fourierspacing = 0.12

fourier nx =0

fourierny =0

fourier nz =0

pme_order = 6

ewald_rtol = 1le-5

optimize_fft = yes

Tcoupl = berendsen
tau_t = 010101
tc-grps = protein Na SOL
ref t = 300 300 300
Pcoupl = berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p = 05
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen_vel = yes
gen_temp = 300
gen_seed = 179529
constraints = all-bonds

HH A R R R R R
grompp -f MD -¢ ${MOL}EM_structure -p ${MOL} -0 ${MOL}MD
mdrun -v -nice 4 -s ${MOL}MD -0 ${MOL}MD_trajektorie \\

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

-x ${MOL}MD_trajektorie_xdr

D.1.3 Steuerdatei fir APBS

read
mol pgr 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
Ipbe
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end
elec

end

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

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

Ipbe

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

print energy 2 - 1 end

quit

135






LEBENSLAUF

PERSONLICHEDATEN

Geburtsdatum:

Geburtsort:

Familienstand:
Eltern:

DISSERTATION

22 Oktober 1974

Siegen, Deutschland

ledig

Konrad und Anna Schréder (geb. Mansen)

seit 10/2001

PRUFUNGEN

Dissertation in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hans-Joachim Galla

16.10.2001
09.04.1999

FORDERUNGEN

Diplom im Fach Chemie, Westfalische Wilhelms-Universitat Munster

Vordiplom im Fach Chemie, Westfélische Wilhelms-Universitat Min-
ster

10/2001-09/2004

TATIGKEITEN

Stipendium der International Graduate School of Chemistry

06/2001-09/2001

STUDIUM

Studentische Hilfskraft im Institut fiir Biochemie, Westfalische Wilhelms-
Universitat Minster

10/1996-09/2001

04/2000-10/2000

ZIVILDIENST

Studium der Chemie mit dem Studienziel Diplom, Westfélische Wil-
helms Universitat Minster

Auslandsemester in der Arbeitsgruppe von P. J. Sadler, University of
Edinburgh, UK

1995-1996

Zivildienst im Altenpflegeheim der Arbeiterwohlfahrt in Emden



SCHULBILDUNG

17.05.1995 Erwerb der Hochschulreife in Leer, Ostfriesland
1987-1995 Gymnasium Teletta-Grof3 in Leer (Gymnasium)
1981-1985 Plytenbergschule in Leer (Grundschule)

Miunster, 13. Februar 2005



Danksagung

Mein Dank gilt all denen, die direkt oder indirekt an dem Gelingen dieser Arbeit beteiligt waren,
indem sie mir hilfreich zur Seite standen und mich bei der Anfertigung dieser Arbeit untersitzten.

Herrn Prof. Dr. Hans-Joachim Galla danke ich ganz herzlich fir die interessante Themenstel-
lung, seine stetige Diskussionsbereitschaft sowie den Freiraum flr die Gestaltung meiner wis-
senschaftlichen Tatigkeit.

Ich méchte mich bei meinen Mentoren Herrn Prof. Dr. Bernt Krebs, Herrn Prof. Dr. Hans-Jirgen
Hinz und Herrn Prof. Dr. Hans-Joachim Galla sowie der International Graduate School of Che-
mistry fUr die wissenschaftliche und finanzielle Férderung bedanken, die sie mir zukommen lie-
Ben.

Fir die bereitwillige Uberlassung der H69AR Zellen mochte ich Prof. S. P. Cole danken.

Fur die kritische Durchsicht meines Manuskriptes und ihre wertvollen Ratschlage danke ich Sil-
ke, Sebastian und insbesondere Daniel. Bei Janita bedanke ich mich ganz herzlich fur die Hilfe
bei der Korrektur in stirmischen Zeiten.

Bedanken méchte ich mich auch bei allen Mitgliedern des Institutes, die eine wundervolle Zu-
sammenarbeit auch Gber die Schranken von Arbeitskreisen erméglichten. Insbesondere danke
ich Jorg, Nadja, Thorsten und Heike sowie Holger fur Aktivitaten aul3erhalb der Arbeitszeit, die
mir sehr viel Spal3 bereitet haben.

Ich méchte Anja danken, die mir mit Rat, Tat und oft auch Ressourcen beigestanden hat und sich
dabei nie beklagte. Sabine danke ich fur ihre hervorragende Einarbeitung in die Zellkultur und
ihr bestandiges Engagement alles am Laufen zu halten.

Meinen besten Freunden Adriano und Jérg mochte ich fur ihre Freundschaft danken! Meike be-
kommt den Preis der besten Mitbewohnerin, die es gibt, von mir!

Ich danke Sarah fiir all die wundervollen Jahre, die mir immer in Erinnerung bleiben werden.

Den Mitgliedern der Arbeitsgruppe Lipidis danke ich fur die tolle Zusammenarbeit und die gute
Atmosphéare im Labor, die einem so manchen Tag die Arbeit leichter von der Hand gehen liel3.
Die Zusammenarbeit mit Daniel Breitenstein, Christian Hennesthal, Lutz Hilterhaus, Andreas
Hinz, Ute Klenz, Stefan Malcharek, Michaela Meyer, Pariya NaNakorn, Fabian Reuter, Silke
Steffens, Sebastian Schrot, Stephanie Wulff war einzigartig. Vielen Dank, Stefan, Andreas, Se-
bastian und Daniel fiir euren Humor, der den Lipids erst die besondere Note gab. Ohne Steffi
hatten wir eine gute Seele weniger am Institut. Vielen Dank fir Deinen Einsatz. Danke auch Dir,



Pariya, fur deine zahlreichen selbstlosen Hilfsangebote.

Bei meinen Eltern und meinen Geschwistern Timo, Sabrina und Torben méchte ich mich fir den
familliaren Rickhalt und ihr Vertrauen bedanken, ohne das diese Arbeit nicht zustande gekom-
men ware.



