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Einleitung

1 Einleitung

Zur Bekampfung von malignen Tumoren bei Menschen werden drei Behandlungsarten ange-
wandt: Die chirurgische Sanierung, die Strahlentherapie und die Gabe von Cytostatika. Die
L ebenserwartung wird vermindert, wenn die Tumorzellen gegen die eingesetzten Cytostatika
resistent werden. Diese Resistenzen beruhen haufig auf der Uberexpression des membran-
standigen P-Glykoproteins, welches eine breite Kreuzresistenz (, Multidrug Resistenz*) gegen
klinisch wichtige Cytostatika ausl0st. Ziel dieser Arbeit ist es, Substratbindungsstellen inner-
halb des P-Glykoproteins zu identifizieren.

1.1 P-Glykoprotein

Die P-Glykoprotein-Gene sind von Mensch, Hamster, Maus und Ratte vollstandig bekannt.
Eine Unterteilung in verschiedene Klassen erfolgt nach der Fahigkeit einer Ausbildung der

»Multidrug Resistenz".

Spezies Klassel Klassell Klasselll

Mensch MDR1 - MDR2/MDR3
Hamster pgpl pgp2 pgp3
Maus mdrl/mdrlb = mdr3/mdrla mdr2
Tabelle 1-1: Isoformen der P-Glykoproteingene aus Mensch, Hamster und Maus

nach Juranka et al. (1989). Die Isoformen der Klassen | und Il Gbertragen den
Phéanotyp der Multidrug Resistenz, die der Klasse Il dagegen nicht.

Wahrend die Isoformen der Klassen | und 11 den Phanotyp der ,Multidrug Resistenz* ausbil-
den kdnnen, sind die der Klasse I11 hierzu nicht in der Lage [Juranka et al. 1989, Gottesman et
al. 1993]. Obwohl humanes MDR3 zu 77 % in der Aminosauresequenz identisch zu MDR1
ist, kann dennoch nicht der MDR-Phénotyp ausgepragt werden.
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Abbildung 1-1:  Strukturmodell des P-Glykoproteins nach Juranka et al. (1989).

P-Glykoprotein wurde 1976 von Juliano und Ling entdeckt und in Zellinien Uberexprimiert
[R.L. Juliano, V. Ling, 1976]. P-Glykoprotein ist ein stark hydrophobes, 170 kDa grof3es
Membranprotein und umfaldt 1280 Aminosauren. Dieses Protein ist in der Zellmembran fir
den Transport verschiedener Substrate mit unterschiedlicher chemischer Struktur aus dem
Cytosol durch die Zellmembran nach auf3en zusténdig (Effluxpumpe). Dieser Transport ist
ATP-abhangig und wird durch die ATP-Hydrolyse an den nukleotidbindenden Doméanen
(NBD"s) ermdglicht. Durch den Transport cytotoxischer Substrate aus der Zelle erlangt diese
eine Resistenz, die aufgrund der Substratvielfalt als multidrug resistance (MDR) bezeichnet
wird. Es wird angenommen, dal3 beide NBD's fir die Funktion des MDR1 notwendig sind
[A. E. Senior, 1995]. Das in P-Glykoprotein enthaltene Walker A-Maotiv scheint hierfir eine
zentrale Rolle zu spielen, dabeim Austausch der Cysteine in diesem Bereich in beiden NBD's
(Aminoséaure 431 und 1074) die ATPase Aktivitdt von MDR1 inhibiert werden kann [T. M.
Loo, 1995]. Da schon die Mutation von einer NBD die Einstellung des Substrattransportes
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und der ATP-Hydrolyse bewirkt, wird angenommen, dal3 beide NBD"s miteinander kooperie-

ren.

P-Glykoprotein kommt in verschiedenen Geweben vor. Die Expression innerhalb der Blut-
Hirn- und Blut-Hoden-Schranken sowie in epithelialen Zellen des Darms und den Nebennie-
ren soll den Korper vor Toxinen schitzen [J.H. Charuk et al., 1998]. Ein Tumor kann sich
diesen physiologisch sinnvollen Schutz allerdings zu Nutze machen und sich so vor Che-
motherapeutika schiitzen. Daher wird in der Krebstherapie eine Kombination aus mehreren
Cytostatika verabreicht, um den Tumor zu behandeln. In klinischen Studien wird zudem
Uberprift, ob durch zusétzliche Gabe von Modulatoren, welche eine hdhere Affinitéat zu den
Bindungsstellen besitzen (Cyclosporin A), P-Glykoprotein inhibiert werden kann, damit die
Chemotherapeutika ihre Wirkung entfalten konnen [T. Saeki et al., 1993].

Zellen, die einer einzelnen zytotoxischen Substanz ausgesetzt sind, kdnnen den MDR-Ph&
notyp auspragen und eine Resistenz nicht nur gegeniiber dem selektiven Substrat, sondern
ebenfalls gegeniiber einem breiten Spektrum strukturell und funktionell unterschiedlicher
Substanzen erlangen [Seelig et al., 1998]. Eine P-Glykoprotein-Uberexpression wird ebenfalls
durch Rontgenstrahlung [Mc Clean et al., 1993], UV-Licht [Uchiumi et al., 1993] und Hitze-
schock [Chin et al., 1990] induziert.

1.2 Topologie des P-Glykoproteins

P-Glykoprotein besteht aus zwel homologen Halften mit je 610 Aminosauren, welche jeweils
sechs Transmembrandomanen (TM) und eine nukleotidbindenden Doméne enthalten, die
durch Schleifen variabler Lénge miteinander verbunden sind [M. M. Gottesman, 1993]. Beide

Halften sind durch eine , Linker*-Region verbunden, die 60 Aminosauren betragt.

Die Topologie von P-Glykoprotein ist noch nicht eindeutig gekléart. Anhand von Hydrophobi-
zitétsanalysen wurde eine theoretische P-Glykoprotein-Topologie abgeleitet. Die experimen-
telle Uberpriifung dieses Modells ergab jedoch eine abweichende Lokalisation von Trans-
membrandoméanen. Von Zhang et al. [1993], Skach et al. [1993] und Bibi et al. [1995] wird
angenommen, dal3 sich die zweite (TM 4-5) sowie die dritte cytoplasmatische Schleife (TM 8-
9) extrazellulér befinden. Die zweite cytoplasmatische Schleife (TM 4-TM 5) wurde mit An-
tikorpern extrazellulér lokalisiert [Zhang et al, 1996]. Diese Ergebnisse fihrten somit zu ei-

nem weiteren Topologiemodell. Fur den Transport der Cytostatika wird in diesem Fall eine
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Art Hip-Flop-Mechanismus durch die Zellmembran angenommen [Higgins et al., 1994]. In
der Literatur sind jedoch noch weitere Hypothesen Uber den P-Glykoproteintransport zu fin-
den (Kapitel 4.1.4). Detaillierte Analysen der P-Glykoprotein-Topologie kann zur Aufkérung
des Substrattransport-M echani smus beitragen.

@D ATP binding site @ ATP binding site

Abbildung 1-2: Topologiemodelle des P-Glykoproteins.
A) Modell erstellt durch Hydrophobizitatsanalysen.
B) Experimentell ermitteltes Modell nach Zhang et al. (1993).

Crosslinking-Versuche haben gezeigt, dal3 TM 6 und TM 12 nahe beieinander liegen und eine
ATP-abhéngige Konformationsanderung innerhalb des Reaktionszyklus durchmachen. Der
Substrattransport wird von Senior et al. [1995] in vier Stufen beschrieben: Substraterkennung,
ATP-Bindung, ATP-Hydrolyse, Kopplung von ATP-Hydrolyse und Substrattransport. Hier-
auf baut auch die Annahme der Konformationsanderung in der substraterkennenden Doméne
durch ATP-Hydrolyse auf.

Um ligandeninduzierte Konformationsanderungen im P-Glykoprotein zu identifizieren, wur-
den von fluoreszierenden Peptiden durch Proteasespaltung und HPLC-Aufreinigung Karten
hergestellt. Die P-Glykoproteinstruktur wies signifikante Unterschiede in den Fluoreszenzsig-
nalen auf, was auf unterschiedliche Zuganglichkeit der Peptide zurlickgefuhrt werden mufite.
Diese Peptide wurden aufgereinigt und mit MALDI (Matrix-unterstitzte Laserdesorp-
tion/lonisation) als die zweite cytoplasmatische Schleife identifiziert. Dieser Befund weist
darauf hin, dal3 der zweiten cytoplasmatischen Schleife eine entscheidende Bedeutung bei der
Energie-Transduktion zukommen muf3, da sie unter verschiedenen Ligand-Bedingungen kon-

formations-sensitiv ist [P. Lam, 1999].

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten eine grof3e Pore innerhalb des Proteins,

welche mit dem Phospholipidbilayer der Zellmembran kommuniziert [Rosenberg et al.,
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1997]. Die umgebende Lipidphase scheint ein Schlisselelement in der P-Glykoprotein ver-
mittelten ,Multidrug Resistenz* zu sein. Assoziierte Lipide sind Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylserin sowie Spuren von Phosphatidylcholin und Phosphatidylinositol, welches
der inneren Plasmamembran &hnelt [Sharom et al., 1995]. Ohne assoziierte Lipide ist ein
kompletter Aktivitatsverlust, gemessen anhand der ATP-Hydrolyse Kapazitét, die Folge
[Doigeet al., 1993].

1.3 ABC-Transporter

P-Glykoprotein gehort zu der grof3en Familie der ABC-Transporter (ATP-Binding-Cassette)
und ist aus zwei Transmembrandoménen mit jeweils sechs membrantberspannenden Seg-
menten und zwei nukleotidbindenden Doménen (NBD), die intrazellulér lokalisiert sind, auf-
gebaut. Die funktionelle Einheit kann wie bei P-Glykoprotein von einem Gen codiert werden
[Chen et al., 1986] oder durch Fusion einer Transmembrandomane mit einer NBD entstehen.
Die Bildung eines Homodimers a's funktionelle Einheit wird im Kapitel 1.4 bei LmrA be-
schrieben. ABC-Transporter kommen sowohl bei Prokaryonten a's auch bel Eukayonten vor,
sind aber fur verschiedene Funktionen wie zum Beispiel den Transport von lonen, Polysac-
chariden oder Cytostatika zustandig. Diese Proteinfamilie Ubernimmt auch regulatorische
Aufgaben. In Bakterien kontrolliert sie unter anderem die Zellteilung und das Zellvolumen.
Sie kénnen aber auch Antibiotikaresistenzen in Bakterien erzeugen. Die Transportrichtung,

Import oder Export, ist bei ABC-Transportern unidirektional.

Charakteristisch fur alle ABC-Transporter ist die grof3e Sequenzhomologie der NBD mit dem
fUr diese Transporterklasse kennzeichnenden LSGGQ-Motiv. Dises LSGGQ-Motiv verbindet
als Linkerpeptid zwei weitere konservierte Regionen, das Walker A-(NBD1= GNSGCGKST;
NBD2= GSSGCGKST) und Walker B-Motiv (NBD1 und NBD2= ILLLDE), miteinander.
Die Walker-Motive sind an der ATP-Bindung und —Hydrolyse beteiligt. Hierdurch wird die
Energie zur Verfigung gestellt, die fir Transporte bendtigt werden.

Neben der hier erwahnten NBD werden bel ABC-Transportern zwei weitere konservierte Re-
gionen beschrieben. Eine befindet sich in der ersten extrazelluléaren Schleife zwischen Trans-
membrandoméne (TM) 1 und TM 2 und wird im Zusammenhang mit dem korrektem Einbau
des P-Glykoproteinsin die Zellmembran diskutiert.

Bel dem zweiten Bereich handelt es sich um das EAA- (bei vielen Prokaryonten) oder EAA-

ahnliche Motiv (bei vielen Eukaryonten), welches sich in der zweiten cytoplasmatischen
5
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Schleife zwischen TM 4 und TM 5 befindet. Bei Prokaryonten umfal3t dieses Motiv 20 — 30
Aminosauren, wahrend das EAA-dhnlichen Motiv 15 Aminosauren be nhaltet.

extrazelluldrer Bereich

-

L1

g % Membran
3 gb@ggmm@o
% “mg\\é\\\\g@mﬂm W#4alsq ia,i
? L1 iBgggedsieHll }ﬂ@“ﬁé’fﬁifigj@ {i
A

Abbildung 1-3:  Hypothetisches Modell von Pxalp mit der Lokalisation der Proteinmotive
nach Shani et al. (1996)
L1= Motiv innerhalb der ersten extrazellularen Schleife; EAA= EAA-&hnliches
Motiv; A= Walker A-Motiv; B= Walker B-Motiv; C= LSGGQ-Motiv.

Der Maltosetransporter von E. coli beinhaltet zwei EAA-Motive. Dieser Transporter ist auf-
gebaut aus MalF, MaG, die je ein EAA-Motiv besitzen und zwei Untereinheiten von MalK,
die eine ATPase-Aktivitét aufweisen. Mutationen in den EAA-Motiven von MaF und MalG
haben gezeigt, dal3 die beiden EAA-Mative dieses Transporters kooperieren. Die EAA-Regi-
onen missen eine grof%e Rolle in der Zusammensetzung der Substratbindungsstellen oder in
der Ubermittlung eines Signals an MalK spielen. Durch die Mutationen innerhalb des EAA-
Motives wird eine Konformationsanderung in anderen Regionen des Proteins induziert [Mou-
rez et al., 1997].

In diesem Motiv befindet sich hinter den Aminosauren EAA an vierter Position ein Glycin.
Die Mutation dieses zentralen Glycins bewirkt den Verlust der kompletten Transporterfunk-
tion bel Bakterien [Koster et al., 1992]. Die Funktion des EAA-Motives ist allerdings noch
nicht geklart [Loo und Clarke, 1995].

1.4 LmrA

Die ausgepragteste Homologie eines bakteriellen ABC-Transporters zu P-Glykoprotein be-
sitzt LmrA aus Lactococcus lactis. LmrA besteht aus 590 Aminosauren und ist aus sechs
Transmembrandomanen und einer nukleotidbindenden Doméne aufgebaut. Es entspricht der

N-terminalen Héfte von P-Glykoprotein, wobei die Homologie zwischen diesen beiden
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ABC-Transportern 50 % betragt. LmrA nimmt die cytotoxischen amphiphilen Komponenten
in der inneren Plasmamembranseite auf und schleust diese direkt in den extrazelluldren Be-
reich (Medium). Dieser als ,, Vacuum-cleaner” bezeichnete Mechanismus ermdglicht, dal3 die
cytotoxischen Komponenten das Cytosol nicht erreichen und somit die Entfaltung ihrer toxi-
schen Wirkung verhindert wird. Der Transport durch LmrA ist alerdings erst a's Homodimer
moglich [H.W.van Veen, 1999]. Bel diesem Dimer konnte ein Transport nachgewiesen wer-
den. Dieses zeigen Ergebnisse aus Studien Uber LmrA-LmrA-Fusionsproteine, bei denen das
60 Aminosaure grof3e Linker-Peptid von P-Glykoprotein eingefligt wurde. Nach Austausch
des Lysins durch Methionin in der ersten und/oder der zweiten nukleotidbindenden Doméane
verlor das Dimer seine Fahigkeit, Substrate zu transportieren und wies auch keine ATP-Hy-
drolyse mehr auf. Aus diesen Ergebnissen 183t sich schlief3en, dal3 die ATP-Hydrolyse mit der
Substratbindung gekoppelt sein muf3.

LmrA vermittelt eine Resistenz gegenuber fur P-Glykoprotein typischen Substraten wie dem
Anthracyclin Daunomycin, dem Vinca-Alkaloid Vinblastin und cytotoxischen Substanzen
wie Colchicin [J.A. Endicott, 1989]. Auch die eingesetzten Modulatoren, die bei einer Che-
motherapie den Wirkungsgrad der Cytostatika erhohen, wirken bei LmrA und P-Glykoprotein
identisch, so zum Beispiel der Calcium-Kanal-Blocker Verapamil oder das Immunsuppressi-
vum Cyclosporin A. Die ATPase Aktivitat kann durch Verapamil stimuliert und durch Ortho-
vanadat komplett inhibiert werden.

1.5 Bindungsstellen im P-Glykoprotein

Um Substratbindungsstellen innerhalb des P-Glykoproteins zu identifizieren, wurde bisher
hauptséchlich mit den Methoden der zielgerichteten Mutagenese und Photoaffinitétsbindung
gearbeitet. Mutageneseexperimente ergaben, dal? die Substitution einer einzelnen Aminosaure
in den Transmembrandomanen 6, 11 oder 12 die P-Glykoprotein-Aktivitét und Substratspezi-

fitdt verandern.

Mutagenese verschiedener Aminosauren innerhalb der nukleotidbindenden Doméanen beein-
tréchtigten den Substrattransport, woraus auf eine enge Kopplung zwischen ATP-Hydrolyse

und Substrattransport geschlossen werden kann.
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Bei verwendeten Substanzen fir Photoaffinitdtsbindungsstudien handelt es sich unter
anderem um [**I]1odomycin, [**I]1odipin, [*H]Azidopin,[***I]lodoarylazidoprazosin und 3 p-

benzoyldihydrocinnamoyl-taxol.

Abbildung 1-4:  Substrate des P-Glykoproteins.
A) Azidopin B) lodipin C) lodomycin D) lodoarylazidoprazosin

lodomycin, das photoreaktive Bolton-Hunter Derivat des Anthrazyclins Daunomycin, bindet
innerhalb der Aminosauresequenz 230 — 312 (TM 4 -5) der Hamster-Isoform pgpl [Demmer
et al., 1997]. In diesem Bereich bindet ebenfalls lodipin, ein 1,4-Dihydropyridinderivat, wel-
ches zu den MDR Modulatoren gezahlt wird [Demmer et al., 1999]. Die Bindungsstellen die-

ser beiden Substanzen wurden anhand von Sequenzierung belegt.

lodomycin und lodipin besitzen beide eine Bolton-Hunter Gruppe, wéhrend lodipin ansonsten
eine Strukturdhnlichkeit mit Azidopin besitzt. Azidopin bindet an zwei Stellen im P-Gly-
koprotein. Eine Bindungsstelle befindet sich im N-terminalen (zwischen Aminosdure 198 —
440) und eine im C-terminalen Bereich, die nicht weiter eingegrenzt wurden [Bruggemann et

al., 1992]. Es wird angenommen, dal3 Azidopin und lodoarylazidoprazosin an dieselben Sub-
8
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strathbindungsstellen im P-Glykoprotein binden [Greenberger et al., 1990]. Die Bindungsstel-
len fUr lodoarylazidoprazosin wurden von Greenberger [1993] anhand von Epitopmapping
ermittelt. Nach Ergebnissen dieser Methode befinden sich die Hauptbindungsstellen im N-
terminalen Bereich der Transmembrandoméne 6 sowie im C-terminalen Bereich der Trans-
membrandoméne 12. Eine Nebenbindungsstelle soll sich vor der Transmembrandoméne 6

befinden, die in der TM 4 beginnt und bis kurz vor der TM 6 reichen soll.

Eine Substratbindungsstudie von A. Shapiro et al. (1999) wies auf drei kooperative Sub-
stratbindungsstellen im P-Glykoprotein hin. Die Untersuchungen mit den fluoreszierenden
Substraten Hoechst 33342 und Rhodamin 123 zeigten, dal’ jedes Substrat den Transport des
anderen stimulierte. Aus diesem Ergebnis kann auf zwel kooperative Bindungsstellen ge-
schlossen werden. Beide Substratbindungsstellen liegen im cytoplasmatischen Teil des P-
Glykoproteins. Bei Zugabe von Prazosin oder Progesteron wird der Transport sowohl von
Hoechst 33342 als auch von Rhodamin 123 stimuliert. Diese Ergebnisse weisen auf eine dritte
Substratbindungsstelle innerhalb des P-Glykoproteins hin. Bei Progesteron handelt es sich um
ein Steroid, welches durch seine Hydrophobizitét von P-Glykoprotein nicht transportiert wer-
den kann und sich daher a's effizienter Modulator eignet.

1.6 Ziele dieser Arbeit

A)

lodoarylazidoprazosin wird in der Literatur als P-Glykoprotein-Substrat beschrieben. Die
Uberpriifung der Substratbindungsstellen erfolgte mittels Antikorper-Epitopmapping und
wies auf eine Hauptbindungsstelle im N-terminalen Bereich bei TM 6 und eine im C-termi-
nalen Bereich bel TM 12 hin. Neben diesen Hauptbindungsstellen wird eine Nebenbindungs-
stelle beschrieben, die sich im N-terminalen Bereich zwischen TM 4 bis kurz vor TM 6 befin-
den soll. In der angegebenen Nebenbindungsstelle befindet sich die zweite cytoplasmatische
Schleife. Innerhalb dieses AS-Bereiches sind die Substratbindungsstelle(n) fir zwei struktu-
rell unterschiedliche Substrate, dem lodomycin und dem lodipin, lokalisiert worden.

Ein Teil dieser Arbeit befaldt sich mit der Identifizierung der Substratbindungsstellen des
lodoarylazidoprazosins anhand der Sequenzierung photomarkierter Fragmente des P-Gly-

koproteins.
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B)

Fir das P-Glykoprotein ist die Topologie noch nicht eindeutig gekléart. Das durch Hydropho-
bizitétsanal ysen aufgestellte Modell sagt fur die zweite (TM 4- TM 5) und dritte (TM 8 — TM
9) cytoplasmatische Schleife eine intrazelluldre Lokalisation voraus. Experimentelle Untersu-

chungen ergaben jedoch eine abweichende Lokalisation von Transmembrandomanen.

Die zweite cytoplasmatische Schleife des humanem MDR1 beinhaltet eine konservierte Re-
gion, die als EAA-ahnliches Moativ beschrieben wird. Diese Region soll durch Interaktion mit
dem in der NBD lokalisierten LSGGQ-Motiv am Substrattransport beteiligt sein. Bedingt
durch diese Interaktion kann beim Cytostatikatransport eine Konformationsanderung der
Transmembrandoménen diese in die Nahe der extrazelluldren Seite bringen. Diese Konfor-
mationsanderung konnte der Grund fir die Antikorpererkennung der zweiten und der dritten

cytoplasmatischen Schleife im extrazelluldren Bereich sein.

Fur die Uberprifung der Zhang-Topologie stehen mit humanem MDR1 transfizierte Maus-
fibroblasten von Loo und Clarke zur Verfugung. Um eine Uberexpression des P-Glykopro-
teins zu erreichen, wurden diese Zellen mit 100 ng/ml Vinblastin und 9 pg/ml Colchizin se-
lektiert.

Ziel dieser Arbeit ist unter anderem die Herstellung von MDR1-Antikdrpern, mit denen die
durch die Selektion entstandenen unterschiedlichen Zellinien (siehe C) auf die Topologie des

P-Glykoproteins untersucht werden sollen.
C)

Nach der Selektion der mit MDR1 transfizierten Mausfibroblasten entstanden zwei morpholo-
gisch unterschiedliche Zellinien. Wahrend die als wt250 bezeichnete Zellinie unter 100 ng/ml
Vinblastin epithelial wéachst, weist die als C3000 beschriebene Zellinie bei einer Kultivierung
in Anwesenheit von 9 pg/ml Colchizin eine spindelférmige Morphologie auf. Bei der
elektrophoretischen Auftrennung von Gesamtmembranfraktionen dieser beiden Zellinien hat
das enthaltene P-Glykoprotein unterschiedliche Molekulargewichte. Diese Ergebnisse deuten
auf eine massive Veranderung durch den Cytostatikadruck innerhalb der Zelle hin.

10



Einleitung

Um einen Einblick in die unter Cytostatikadruck auftretende Differenzierung zu erhalten,
sollen im Vergleich zur wt250-Zéllinie unterschiedlichen Proteine mittels MALDI-TOF ana-

lysiert und Gber eine Datenbank identifiziert werden.

11
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2 Material und Methoden

Fur diesen Teil der Arbeit wurde ein nach Themen geordneter, chronol ogischer Arbeitsablauf

gewahit.

Diein dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders gekennzeichnet, von
Boehringer (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Hei-
delberg) und Sigma (M Unchen) bezogen. Die L ésungen wurden mit Reinstwasser H,O E-Pure
(Barnstead, Dubuque/lowa) angesetzt.

2.1 Bindungsstellen von lodoarylazidoprazosin in Hamster P-Glykoprotein

2.1.1 Zellkultur

Bel CHO B30 handelt es sich um eine zytostatikaresistente Zellinie, deren Expression von P-
Glykoprotein 10-20 % des Gesamtproteingehaltes der Plasmamembran betrégt. CHO B30 ist
aus CHO B1-Zéellen mittels Colchizin selektiert worden. Diese Zellinie toleriert ein vielfaches
der Colchizinkonzentration von CHO B1-Zellen. Dieser Unterschied ist ebenfalls morpholo-
gisch zu erkennen. Wahrend CHO B1-Zellen abgerundet erschienen, waren CHO B30-Zellen
durch spindelférmigen Wuchs charakterisiert.

Material:

Zellinien: CHO B30, Hamsterzellinie
NIH3T3, human MDR transfizierte Mauszellinie
Medium: a-MEM mit Ribo- und Desoxyribonukleosiden (Gibco 11900-057)
DMEM high Glucose 500 ml/ 10 % FCS
+ 5 ml Streptomycin/ Penicilin/ L-Glutamin (100 x) (PAA P11-013)
+ 5ml MEM (100x) nichtessentielle Aminosauren (Gibco BRL 11140-035)
Zytostatika:  Colchizin (Sigma C9754)

Vinblastinsulfat-GRY ®10 (Apotheke)

12
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Citratpuffer: NaCl 137 mM
KCl 2,7mM
Natriumcitrat* 2H,0O 3mM
NaHPO, 6,5 MM
KH2PO4 0,2 mM
Trypsinldsung: 2,59 Trypsin/Liter Citratpuffer
Phosphatpuffer (PBS):  NaCl 137 mM
KCl 2,7mM
NaHPO, 6,5 MM
KH2PO4 0,2 mM
CaCl,*2H,0 0,7 mM
MgCl,*6H,0 0,2 mM
Kultivierung:

Die CHO B30-Zéellen wurden in a-MEM Medium mit 10 % fétalem Kéberserum (FCS) unter
einer Colchizinendkonzentration von 30 pg/ml bel 37 °C, 5% CO, und ca. 60 % Luftfeuch-
tigkeit in Kultur gehalten. Unter diesen Bedingungen war diese Zéllinie innerhalb von 4 Ta-

gen konfluent gewachsen.

NIH3T3-, wt250- und C3000-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 % FCS, Antibiotika
und nichtessentiellen Aminosauren kultiviert. Wahrend NIH3T3 ohne Zytostatikazusatz
wuchs, wurden wt250 mit 100 ng/ml Vinblastin und C3000 mit 9 pg/ml Colchizin selektiert.

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und die Zellen wurden mit 5 ml sterilem PBS
gewaschen. Die Zellen konnten mit 1 ml Trypsinldsung vom Boden der Petrischale abgel 6st
und mit 5ml Medium in ein 15 ml Réhrchen Uberfuhrt werden. Das nach Zentrifugation fur
4 Min bei 800 x g (Hettich Labofuge) gewonnene Sediment wurde mit 10 ml frischem Me-

dium resuspendiert und auf 10 neue Kulturschalen mit je 9 ml vorgelegtem Medium verteilt.
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2.1.2 Membranpréaparation

Fur die nachfolgenden Versuche wurde das von den Zellen exprimierte P-Glykoprotein durch
Membranpraparation aufkonzentriert. FUr eine Ausbeute von ca 2 mg Protein waren 50 kon-

fluent gewachsene Zdllkulturplatten nétig. Die Arbeitsschritte erfolgten bel 4 °C.

Material:

Waschpuffer (PBS):  NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
NapHPO4 6,5 mM
KH2PO4 0,2 mM

Lysispuffer: HepespH 7,41 20 mM
H,0 bidest 24 ml
DTT 5mM
EGTA 1mM
EDTA 0,4 mM

Antiproteasecocktail: KCl 10 mM
MgCl, 1.5mM
TrissHCl pH 7,4 10 mM
Leupeptin (Sigma L8511) 2mg/ml
Tame (Sigma T4626) 9,9 mg/ml

Pefabloc: 1 mM Pefabloc (Merck 24839.0100) in H,O

E-Pure (24 mg/100 ml)

Saccharosel Gsung: 35% Saccharose (w/v) in 5mM Tris-HCI
pH 7,5

Membranpuffer A: 8,6 % Saccharose (w/v) in 5mM Tris-HCI
pH 7,5

14



Material und Methoden

Durchfihrung:

Nach Abgief3en des Mediums wurden die Zellen zundchst zweimal mit 10 ml PBS auf der
Platte gewaschen. Zu 25 ml Lysispuffer wurden 50 pl Antiproteasecocktail pipettiert. 500 pl
des frisch angesetzten Lysispuffers wurden nun auf die Zellen gegeben, welche anschlief3end
mit einem Teflonschaber abgekratzt und in einem Gefal3 aufgefangen wurden. Auf das End-
volumen der Zellsuspension wurden vor Ultraschallaufschlu® der Zellen 25 pl/ml Pefabloc
(Serinproteaseinhibitor) geben. Das Entfernen der Mitochondrien, Zellbruchstiicke und Kerne
geschah durch Zentrifugation bei 4000 x g fir 10 Min (Sorvall SS34). Eine weitere Zentrifu-
gation des Uberstandes bei 40.000 x g fiir 1 Std folgte. Das resultierende Mikrosomenpellet
wurde in 5mM Tris-HCI pH 7,5 resuspendiert und auf ein 2,5 ml Saccharosekissen (35 w/v)
aufgeschichtet. Es folgte ein Zentrifugationsschritt des Stufengradienten fur 1,5 Std bei
35.000 x g (ohne Bremse) in einem Ausschwingrotor (Beckmann SW55Ti). Die sich abzeich-
nende Bande auf dem Saccharosekissen wurde nach Entnahme erneut in 5 mM Tris-HCI ver-
dunnt und bei 100.000 x g fur 1 Std mit Bremse zentrifugiert. Das Pellet wurde in Membran-

puffer A aufgenommen und bei —80 °C fir die folgenden Versuche aufbewahrt.

2.1.3 Proteinbestimmung nach Peterson (1977)

Bel dieser Methode handelt es sich um eine Maodifizierung nach Lowry et al. (1951).
Material:

Stammldsungen fiir Reagenz A:

10 % SDSin H,0O E-Pure

- 0,8M NaOH

Kupfer-Tartrat-Carbonat-Ldsung (KTC)

Losung 1: 10 g Na,CO3
in 50 ml H,O E-Pure
Losung 2: 0,2 g Ko-Tartrat * 0,5 H,O
0,1 g CuSO4 * 5H,0

in 40 ml H,O E-Pure
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Losung 1 wird unter Rihren langsam in Losung 2 gege-
ben und mit H,O E-Pure auf 100 ml aufgefillt. (Lichtge-
schiitzt aufbewahren!)

Reagenz A: SDS, NaOH, KTC und H;0 zu gleichen Volumenanteilen
vor Gebrauch frisch ansetzen.

Reagenz B. 1 Volumenanteil Folin-Ciocal teau-Phenolreagenz
+ 5 Volumenanteile H,O E-Pure
(Lichtgeschitzt aufbewahren!)

72 % (v/v) Trichloressigsaure (TCA)

0,15 % (w/v) Natriumdesoxychol atldsung (DOC): frisch ansetzen

Berechnung:

Fir die Berechnung der Proteinkonzentration wurden aus der mit BSA erstellten Eichreithe ein
Wert im hohen (h) und einer im niedrigen (n) Konzentrationsbereich bendtigt.

Hg Protein = (A750 X |)S
Ao = Absorption bei 750 nm
S = log (hn) x log (Azso"/ Azs0") *

| = antilog (log h/s—log A7s")

h = pg Protein der Probe mit hoher Proteinkonzentration

As" =  die Absorption der hohen Proteinkonzentration bei 750 nm

n = Hg Protein der Probe mit niedriger Proteinkonzentration

A" = die Absorption der niedrigen Proteinkonzentration bei 750 nm
Durchfihrung:

5 ul der Membranpréparation wurden mit H,O E-Pure auf 1 ml aufgefillt. Die Nullprobe be-
stand aus 1 ml H,O E-Pure, und eine Eichrethe mit BSA wurde ebenfalls auf 1 ml mit H,O E-
Pure aufgefillt und nach Zugabe von 100 pl Natriumdesoxycholatlésung (0,15 %) fur 10 Min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteine wurden durch Zugabe von 100 pl eiskalter 72 %
Trichloressigséure bel 4 °C geféllt, bei 9000 x g (4 °C) fur 15 Min abzentrifugiert und das
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Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Die Proben kénnen hiernach im Kihlschrank bis zum
néchsten Tag aufbewahrt werden. Es folgte das Resuspendieren aller Pellets in je 500 pl H,O
E-Pure und die Zugabe von 500 pl Reagenz A mit anschlief3ender Inkubationszeit von 10 Min
bei Raumtemperatur. Bereits 35 Min (Raumtemperatur) nach Zugabe von 250 pl Reagenz B
konnte die durch Blauférbung sichtbare Komplexbildung bei 750 nm photometrisch bestimmt

werden.

2.1.4 Photoaffinitdtsmarkierung

Fir die Photoaffinitatsmarkierung des P-Glykoproteins wurde [**1] lodoarylazidoprazosin
verwendet. Hierbel handelt es sich um ein photoaktives Analogon des Prazosins, welches

durch photochemische Kopplung an P-Glykoprotein gebunden werden kann.

Material:
Lichtquelle: General Electric Sylvania Blacklight-Blue F 15W T8-BLB
366 nm (Richard Schahl GmbH & CO KG)
Substrat: lodoarylazidoprazosin (**°1)
NEN Life Technologies
Membranpuffer B: 10 mM TrissHCI pH 7,5
250 mM Saccarose
5mM mgCl,
Durchfihrung:

50 pg Membranprotein wurden nach Zugabe von 4 nM [**I] lodoarylazidoprazosin auf
100 pl mit Membranpuffer B aufgefillt und zunachst abgedunkelt auf Eis gestellt. Anschlie-
fend wurden die radioaktiven Proben in Kivetten (Quarzkivette Hellma QS 282; 0,1 cm
Volumentiefe, 0,9 cm Volumenbreite) pipettiert und bei 366 nm (4 °C) unter Ausschluf3 des
Tagedlichtes fir 5 Min mit einem Abstand von ca 15 cm belichtet. Nach der photochemischen
Kopplung des [**I] lodoarylazidoprazosins an das P-Glykoprotein wurden die Proben in ihre
Reagenzgefale zurlick Uberfihrt. Die Kuvette wurde mit 20 pl Membranpuffer B ausgespuihlt
und dieses zu den jeweiligen Proben hinzupipettiert. Die Fallung des substratgekoppelten P-
Glykoproteins erfolgte durch Zugabe von 1ml je Probe 100 % eiskaltem Ethanol Uber Nacht

bei —20 °C. Am folgenden Tag wurden die Proben 15 Min bei 15800 x g (Raumtemperatur)
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abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet 30 Min getrocknet. Die Proben wur-
den bei —20 °C gelagert.

2.1.5 Agarosegelaufreinigung

Um eine Aufreinigung von substratgebundenem P-Glykoprotein aus den Membranproteinen
Uber ein Agarosegel zu erreichen, wurde ein vertikales 2-Stufen Gradientengel verwendet.
Das Gel bestand zu 2/3 aus 7 % Agarose und wurde zu 1/3 mit 3,5 % Agarose Uberschichtet.
Aufgrund der schnellen Erstarrung der Agarose bei Abkihlung wurde ein kleines Gelsystem
bevorzugt (12,5 x 8,5 x 0,2 cm?). Wahrend die Agarose in Puffer L aufkochte, mufiten die
Gelplatten mindestens 10 Min bei 80 °C vorgeheizt werden.

Material:
Gelmaterial: Metaphor Agarose (FMC 50182)
Puffer L: 500 mM Tris

160 mM Borsaure pH 8,5
Ficollprobenpuffer: 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8

7.5 % Ficoll™ (Typ 400)

0,001 % Bromphenolblau

2% SDS

In 500 pl Ficollprobenpuffer wurden vor Gebrauch 3,5mg DTT

frisch eingewogen.
Elutionspuffer: 50 mM TrispH 10,4

3mM EDTA

0,5 % N-Lauroylsarcosinat
Anodenpuffer: 90 mM TrispH 8,5

90 mM Borsaure

0,1% SDS

18



Material und Methoden

Kathodenpuffer: 9mM TrispH 8,5

9 mM Borsaure
0,1 % SDS

Phosphoimager-Platte:  Fuji, Imaging Plate, Type BAS-I11

Durchfihrung:

Maximal 450 ug Gesamtprotein pro Agarosegel wurden in 20 ul Ficollprobenpuffer re-
suspendiert, bel 37 °C 30 Min denaturiert und anschlief3end auf das Agarosegel aufgetragen.
Bel einer zu grof3en Proteinmenge kann eine Vernetzung das Eluieren des Proteins aus dem
Gel behindern. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung von 80 V (4 °C) durchge-
fuhrt. Nach dem Gellauf wurde das Gel in Folie eingeschweif3t und radioaktive Tintenflecke
ober- und unterhalb des Gels fixiert, um ein spateres Ausschneiden der P-Glykoproteinbande
zu ermoglichen. Eine Phosphoimager-Platte (Fuji Imaging Plate BSA-111) wurde fur 3 Std auf
das Gel gelegt und anschlief3end ausgewertet. In vorgewogene Reaktionsgefalde wurden von
der ausgeschnittenen Bande je 100 mg des Gels gegeben. Nach Zugabe von je 1 ml Elu-
tionspuffer wurde das Gel zunéchst ca. 30 Min bel 80 °C vollstandig geschmolzen, so dal3 die
L 6sung homogen war, anschlief3end wurde es auf Eis wieder erstarrt und bei —80 °C eingefro-
ren. Die Proben wurden am folgenden Tag auf Eis aufgetaut, resuspendiert und 30 Min bel
13000 x g (4 °C) zentrifugiert. Das im Uberstand befindliche Protein wurde in Centriconrohr-
chen (Amicon) mit einer Ausschlu3grenze von 100 kDa (max. 1000 x g) mit 5 mM Tris-HCI
gewaschen, um die restliche Agarose, niedermolekulare Bruchstiicke sowie tberschiissiges
Lauroylsarcosinat zu entfernen. Es folgte eine Fallung des Proteins mit eiskaltem 100 %
Ethanol Uber Nacht bel —20 °C. Das Protein wurde nun 15 Min bei 9000 x g in einer Eppen-
dorf Zentrifuge abzentrifugiert und anschlief3end getrocknet. Die Lagerung des Proteinpellets
erfolgte bei —20 °C.

2.1.6 Spaltung des P-Glykoproteins

Die Spaltung des P-Glykoproteins mit unterschiedlichen Methoden wurde durchgefiihrt, um

eine Eingrenzung der Substratbindungsstelle auf Aminosaureebene zu erreichen.
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2.1.7 BNPS-Skatol-Spaltung (chemisch)

Hierbei handelt es sich um eine Methode nach Crimmins et al. [1990], bel der das Protein

chemisch jewells hinter der Aminosaure Tryptophan gespalten wurde.

Material:

Spaltmix: 1,3mg BNPS-Skatol (3-Bromo-3-methyl-2(2-nitrophenylmer-
capto)-3H-indole) (Fluka 17 625)
in 1 ml 100 % Essigsdure

Durchfihrung:

Zu dem Proteinpellet wurden je 7,5 ul H,O E-Pure und 22,5 pl Spaltmix gegeben. Nach Re-
suspension der Proben wurden diese fur 18 Std bei 47 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Verdinnung mit 24 pl H,O E-Pure abgestopt.

2.1.8 Lys C Spaltung (enzymatisch)

Bel Lys C handelt es sich um eine Endopeptidase, die ausschliefdlich C-terminal an Lysin-
resten spaltet.

Material:

Lys C-Probenpuffer: 39,6 mM TrispH 9

10,8 % Glycerin
3,8 mg Bromphenolblau

1% SDS

Durchfihrung:

Das Pellet wurde in max. 20 pl Lys C-Probenpuffer resuspendiert. Anschlief3end wurde die
Lys C-Stammldsung in einer Verdinnung von 1:1000 hinzupipettiert und der Ansatz fur
18 Std bei 37 °C in einem Warmeschrank inkubiert. Um die Proben fir die Elektrophorese
vorzubereiten, wurden 30 mg DTT in 120 ul Lys C-Probenpuffer eingewogen und von dieser

Losung je 0,56 pl/20 ul Probe eingesetzt.
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2.1.9 Trypsinverdau (enzymatisch)

Trypsin spaltet hinter Lysin und Arginin.

Material:

Enzym: Trypsin (Promega 5121)
Durchfihrung:

Fur diese Spaltung muféten die Membranproteine zunachst wie in Kap. 2.1.4 beschrieben mit
dem Substrat in einem max. Volumen von 100 pl frisch photochemisch gekoppelt und die
Proben hiernach fir 10 Min bei 37 °C vorgewarmt werden. Anschlief3end wurde in einem
Verhdltnis von 1:50 (Enzym/Protein) Trypsin zu den einzelnen Proben hinzugegeben und fiir
genau 30 Min bei 37 °C inkubiert. Das Abstoppen des Verdaus wurde durch die Falung der
Proteine mit 100 % eiskaltem Ethanol vorgenommen.

2.1.10 Trizingel

Hierbei handelt es sich um ein diskontinuierliches Gelsystem, welches von Schragger und
Jagow [1987] fur die differentielle Auftrennung niedermolekularer Proteine im Molekularge-
wichtsbereich von 1-70 kDa entwickelt wurde. Das Trizingel wurde daher fur die analytischen

sowie préparativen Auftrennungen der Spaltfragmente des P-Glykoproteins genutzt.

Material:
Gelpuffer: 3 M Tris-HCI pH 8,45
0,3% SDS
Acrylamidldsung: 38 % Acrylamid, 2 % Bisacrylamid (Gel 40, Art 3030.1, Roth)
Probenpuffer: 4 ml H,O E-Pur
1ml 0,5M Tris-HCI pH 6,8
0,8 ml Glycerin
1,6 ml 10 % SDS
3,8 mg Bromphenolblau
Ammoniumpersulfat: 40 %
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Kathodenpuffer: 0,1 M TrispH 8,15

0,1 M Trizin

0,1% SDS (pH nicht einstellen!)
Anodenpuffer: 0,2 M Tris-HCI pH 8,9
Phosphoimager-Platte: Fuji, Imaging Plate, Type BAS-1II
Durchfuhrung:

Das gegossene Trenngel wurde mit Isopropanol tberschichtet, um eine glatte Trenngelgrenze
zu erhalten. Nach erfolgter Polymerisation wurde der Isopropanol abgegossen und das Sam-
melgel auf das Trenngel geschichtet. Die Pellets wurden in 15-20 pl Probenpuffer resuspen-
diert. Fur ein anal ytisches Gel wurden 50 pg und fur ein praparatives Gel 1500 ug Protein pro
Geltasche aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte durch eine Vorelektrophorese fur 1 Std bei
40V und eine Elektrophorese fir 16 Std bel 80 V. Hiernach wurde das Gel mit Coomassie
Brilliant Blue gefarbt, getrocknet und Uber Nacht eine Phosphoi mager-Platte aufgel egt.

Acrylamidisg

38% AA, 9,75 ml 11,7 ml 14,63 ml 1,5 ml

2% Bis
Gelpuffer 13 ml 13 ml 13 ml 3,72 ml
Glycerin 529 5249 529 -
H,0 E-Pure Trenngel auf 39 ml mit H,O auffullen 10,08 ml
32,5 ul 32,5 ul 32,5 ul 30 ul
13 ul 13 pl 13 ul 12 ul
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2.1.11 Aufreinigung uber ,reversed phase* Chromatographie (HPLC)

Eine Aufreinigung der Peptide wurde mittels ,,reversed phase” Chromatographie vorgenom-
men. Bel dieser Methode binden die Peptide an das hydrophobe Saulenmaterial, die soge-
nannte stationare Phase, und werden durch einen ansteigenden hydrophoben Lésungsmittel-

gradienten von der Séule eluiert.

Material:
HPLC-Saule.  Phenylsaule (Applied Biosystems, Brownlee™ Columns)
Laufmittel A:  TFA 0,1%
Laufmittel B:  Acetonitril 60 %
Isopropanol 20 %

TFA 0,085 %

Nachdem die radioaktiv markierten Banden aus dem Gel ausgeschnitten wurden, wurde das
Protein Uber Nacht aus den Gelstreifen direkt in Centriconréhrchen (Ausschluf3grenze: 100
kDa) eluiert. Da die Elution in einem Laemmlipuffersystem vorgenommen wurde, muf3te das
Protein anschlief?end ausreichend mit 5mM TrissHCl gewaschen werden, um das im
Laemmlipuffer enthaltene SDS zu entfernen. Zu der gewaschenen eingeengten Probe wurde
1:1 (w/v) Guanidin HCI (Roth 0035.1) eingewogen. Bis zur HPLC-Analyse wurden die Pro-
ben bei —80 °C aufbewahrt.

Vor Auftrag der Proben wurden diese mit 99,8 % TFA zu einer Endkonzentration von 0,1 %
versetzt und vor Injektion kurz anzentrifugiert. In die einzelnen Reaktionsgeféfde, in denen die
HPLC-Fraktionen gesammelt wurden, wurden je 20 pl unverdinnter Isopropanol vorgelegt.
Die Aktivitét der einzelnen Fraktionen wurden mit dem Compu Gamma Zahler ermittelt und

nach Einengen der Fraktionen die Spaltprodukte sequenziert.
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2.1.12 Semi Dry Blot

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, HPLC-Fraktionen einer weiteren Aufreinigung zu
unterziehen. Die in der Flissigphase der einzelnen Fraktionen enthaltenen Verunreinigungen
wurden durch eine weitere elektrophoretische Auftrennung von der radioaktiv markierten
Protei nbande abgetrennt und auf eine PV DF-Membran durch Semi Dry Blot transferiert.

Material:

Coomassie-Farbung: Coomassie R250/1 L 19
Essigsaure 1%
Methanol 40 %
Diese StammlGsung wurde Uber Nacht gerdhrt und am néchsten Tag
mit Wasser bis zur angegebenen Prozentigkeit der Losungen verdinnt
und anschlief3end filtriert. Die Gebrauchslosung wurde 1:4 mit 40 %
Methanol in Wasser verdinnt.

Puffer A. Tris (pH nicht einstellen!) 0,3M
Methanol 20%

Puffer B: Tris (pH nicht einstellen!) 25mM
Methanol 20%

Puffer C: TrispH-Wert mit Borsaure auf 9 einstellen 25 mM
Methanol 20%

Membran: Fluorotrans Transfer Membrane, Biosup-

port, PVMO20C3R

Um proteingebundene Radioaktivitat zu Uberprifen, wurden die Fraktionen getrocknet und
auf ein 12 % Trizingel gegeben. Nach dem elektrophoretischen Lauf wurde das Gel auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Hierfir wurden in die Blotkammer, von der Anode (+) zur Ka-
thode (-) (Semiphor TE 70, Hoefer Scientifics), folgende Schichten luftblasenfrel Ubereinan-
dergel egt:

zwei Lagen Whatmanpapier in Puffer A getrankt

zwei Lagen Whatmanpapier in Puffer B getrankt
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die zundchst fir 10 Min in 100 % Ethanol und dann fur 10 Min in Puffer B vorinkubierte
PVDF-Membran

das vor dem Auflegen 15 Min in Puffer C inkubiert Trizingel
zwei mit Puffer C getrénkte Lagen Whatmanpapier

Der Transfer erfolgte fiir 30 Min bei 2,5 mA/cm?. Die Membran wurde nach dem Transfer fiir
2-5Minin ener im Verhdtnis 1:4 verdinnten Coomassiel 6sung geféarbt und anschlief3end mit
50 % Methanol entférbt. Bei dieser Farbung lag die Nachweisgrenze im Bereich von 0,1-2 g
Protein. Die luftgetrocknete Membran wurde tber Nacht auf einer Phosphoimager-Platte ex-
poniert. Durch einen Vergleich der Expositionssignale und der Coomassie-Signale wurde
ermittelt, ob die Proteinbanden radioaktiv markiert waren. Diese Proteinbanden wurden aus-

geschnitten und sequenziert.

2.2 Herstellung von polyklonalen Antikorpern

2.2.1 Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Zellen

Fur Transformationen durch Elektroporation wurde der E. coli-Stamm DH5a gewahlt. Frisch
praparierte Zellen besallen eine Transformationskompetenz von 108-10° gewachsenen Kolo-
nien/pug pUC (Referenz-Pasmid). Die Zellen kdnnen bei —80 °C gelagert werden, wobei die
K ompetenz sank 10°-10° K olonien/pg Plasmid innerhalb von vier Wochen sank.

Material:

LB-Medium: Caseinhydrolysat (GibcoBRL) 109
Hefeextrakt (Gibco BRL) 109
NaCl 59

ad 11 HO E-Pur, pH75,
autoklavieren

Der E.coli-Stamm DH5a wurde zunéchst in 25 ml LB-Medium angeimpft und tber Nacht
inkubiert. Diese Vorkultur konnte nun in 500 ml LB-Medium Uberfuhrt und bei 37 °C/200
upm bis zu einer ODgy von 0,5-0,6 (4-5 Std) inkubiert werden. Es folgte ein Zentrifuga
tionsschritt mit dem GS3-Rotor (RC 5B Plus, Sorvall) fir 20 Min bei 4000 x g (4 °C). Die

Zellen wurden anschlief3end zweimal mit je 500 ml eiskaltem, sterilem H,O E-Pure gewa
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schen und dann in 20 ml eiskaltem, sterilem 10 % Glycerin resuspendiert. Nach einer erneu-
ten Zentrifugation im SS34-Rotor (RC 5B Plus, Sorvall) fur 10 Min bei 4000 x g (4 °C) wur-
den die Zellen in 1,5 ml 10 % Glycerin resuspendiert und in 50 pl aliquotiert. Diese Aliquote
wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und konnten anschlief3end bei —80 °C gelagert
werden.

2.2.2 Expressionsvektor pGEX4T1

Hierbel handelt es sich um einen Expressionsvektor fur E.coli, der Uber Pharmacia bezogen
wurde. Die DNA-Sequenz von huMDR1 (AS 241-289) wurde an den Schnittstellen von Eco
Rl und Xho | am 3"-Ende in den Vektor ligiert. In dem pGEX4T1-Vektor sind sowohl der
lacl9-Repressor as auch eine Ampicillinresistenz codiert. Die Proteinexpression der MDR1-
Teilsequenz wurde durch Zugabe von IPTG, welches an den pc-Promotor bindet, induziert
[Smith und Johnson, 1989]. Fur die spatere Proteinaufreinigung war eine Throm-
binschnittstelle vorgesehen.

2.2.3 Transformation des Expressionsvektors

Die Transformation, also die Plasmidaufnahme in das Cytosol von E.coli, wurde mittels
Elektroporation durchgefuhrt.

Material:

SOC-Medium:  Bacto-Trypton (Gibco BRL) 2049
Bacto-Hefeextrakt (Gibco BRL) 59
NaCl 059
MgCl,*6H,0 2,59
D-(+)-Glukose 3649

ad 11 H,O E-Pure, pH 7,0, autoklavieren
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LB-Agarplatten: LB-Medium 0,51

bakteriologischer Agar (GibcoBRL) 7,59

autoklavieren, nach Abkihlung auf etwa
40 °C Zugabe von Ampicillin und Giel3en
der Agarplatten; ca. 2 Monate bei 4 °C la
gerfahig.

Auf 50 ul elektrokompetente, gefrorene E.coli-Zellen wurden in einem Eisbad 1-2 pl Plasmid
oder Ligationsansatz gegeben. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und sofort in
eine auf Eis gekuhlte Elektroporationskivette tberfiihrt. Die Elektroporation fand bei 1800V,
150 Q (Widerstand) und 50 pF (Kapazitét) statt (Elektroporator 11, Invitrogen, San Diego).
Der Stromversorger (2197 power supply, LKB Bromma) wurde auf eine max Voreinstellung
von 1500 V, 25 mA und 25 W reguliert. Nach der Transformation wurden die Z€ellen in die
jewelligen Reaktionsgefélie zuriickpipettiert, in 800 pul SOC-Medium resuspendiert und for
1 Std bei 37 °C in einem Thermomixer auf Stufe 11 (5436 Eppendorf) inkubiert. Es folgte
eine Zentrifugation bei 8000 g fur 1 Min (Raumtemperatur). Hiernach wurden die Z€ellen in
100-200 pl LB-Medium resuspendiert, auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Fur eine Kontaminationskontrolle wurde das Protokoll ohne Plasmid beziehungsweise ohne
Ligationsansatz durchgefthrt.

2.2.4 Plasmidpraparation

Bel der Maxiprdparation wurden zwischen 1-3 mg Plasmid-DNA aufgearbeitet. Diese Plas-
midmenge war fur den folgenden Ligationsansatz notwendig.

Material:

Pufferl: TrissHCI 50 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM

Puffer2: NaOH 02M

SDS 1%
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Puffer3: KaC; pH 5,5 3M
TE-Puffer:  TrissHCIl,pH 8,0 10 mM
Na&EDTA 1mM

QBT-, QC- und QF-Puffer sind bei der Bestellung der Qiagensaulen enthalten.

Fur die Préparation von Plasmid-DNA wurden entsprechende Saulen von Qiagen verwendet.
Der Reinheitsgrad und die Konzentration wurden durch Agarosegel elektrophorese und an-
hand eines UV-Spektrums (220-320 nm) bestimmt. Hierbei sollte der Reinheitsgrad (260/280)
bei 1,6-1,8 liegen. Die Konzentration wurde durch die Angabe 1 OD,6,=50 pug/ml berechnet.

Fur die Plasmidmaxiprdparation wurde eine Kolonie vom LB/Amp-Nahrboden mit einem
sterilen Zahnstocher in 20 ml LB-Medium/100 pg/ml Ampicillin tUberfihrt und fir 6 Std bei
37 °C unter Schutteln (200 upm) inkubiert. Hiernach wurden je 10 ml der Vorkultur in 500 ml
LB/Amp-Medium gegeben und Uber Nacht bei 37 °C/200 upm inkubiert. Die Zellen wurden
am néchsten Tag in zwei GS3-Bechern bei 15 °C, 6100 x g fur 10 Min abzentrifugiert, in je
50 ml Pufferl durch Umschwenken (Raumtemperatur) resuspendiert und in einen GSA-Be-
cher Uberfuhrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 15 °C, 6420 x g (Sorval RC 5B Plus)
far 10 Min. Das Pellet wurde in 18 ml Pufferl mit 100 pg/ml DNAse-freie RNAse resuspen-
diert und mit 10 mg/ml Lysozym unter leichtem Schwenken 5 Min bei Raumtemperatur inku-
biert. Nun wurden 40 ml frischer Puffer2 dazugegeben und alles vorsichtig fur 5 Min bel
Raumtemperatur gemischt. Es folgte eine Zugabe von 20 ml eiskaltem Puffer3. Dieses wurde
vorsichtig vermischt und 10 Min auf Eis inkubiert, bevor im GSA-Becher bel 15 °C, 6420 x g
fur 15 Min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde Uber einen Filter in einen neuen GSA-
Becher gegeben und mit 50 ml 100 % Isopropanol versetzt. Es folgte eine weitere Zentrifuga-
tion bei 15°C, 12800 x g fur 30 Min. Das erhatene DNA-Pellet wurde in 1 ml TE-Puffer
resuspendiert und mit QBT-Puffer auf 12 ml aufgefillt. Der Qiagen-tip 500 wurde mit 10 ml
QBT-Puffer equilibriert und die resuspendierte DNA auf die Saule gegeben. Anschlief3end
wurde die Sdule mit 2 x 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die DNA konnte nun mit 15 ml QF-
Puffer von der Saule in einen SS34-Becher eluiert werden. Das Prézipitieren der DNA er-
folgte durch Zugabe von 0,7 Volumenanteilen 100 % Isopropanol. Nach vorsichtigem Mi-
schen wurde fur 30 Min bei 15000 x g/15 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und das DNA-Pellet mit 2-10 ml 70 % Ethanol bei 15000 x g fur 10 Min gewaschen. Nach
erneuter Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet zunachst 5-10 Min getrocknet und an-
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schlieffend in max 500 ul TE-Puffer aufgenommen. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bei —

20 °C gelagert.

2.2.5 huMDR1-Teilsequenz

Basierend auf der Verdffentlichung von Zhang et al. [1996] wurde der Bereich der zweiten
cytoplasmatischen Schleife (AS 241-289) der huMDR1-cDNA-Sequenz fur die Herstellung
eines polyklonalen Antikérpers ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um einen Grof3enbereich
von 167 bp, der in den pGEX4T1-Vektor ligiert wurde. Um eine am Leseraster ausgerichtete
Ligation in die multiple cloning site des Vektor zu ermoglichen, wurden Oligonukleotide
(Gibco BRL) synthetisiert, an deren Enden der jeweils amplifizierten DNA-Sequenzen
Schnittstellen fur die spezifischen Restriktionsendonukleasen eingefiihrt wurden (siehe An-

hang).

PCR-Standar dprotokoll fur 50 yul Reaktionsansatz:

50 pmol Oligonukleotid (5"-Ende)

50 pmol Oligonukleotid (3 -Ende)

0,8 mM dNTP
DAP-Goldpolymerase-Puffer (Eurogentec)
2 mM mgCl, (Eurogentec)

1 unit DAP-Goldpolymerase (Eurogentec)
1-5 ng Matrize (Plasmidpraparation)

ad 50 ul H,0 E-Pure, autoklaviert

mit Paraffindl Uberschichten; pro Ligation 4 x 50 pl

1. Zyklus(1x) 300 Sek bei 95 °C
2. Zyklus (20x) 5 Sek bei 50 °C, dann 60 Sek bei 50 °C
5 Sek bei 72 °C, dann 120 Sek bei 72 °C

5 Sek bei 92 °C, dann 60 Sek bei 92 °C

30

10 pl (5uM)
10 pl (B5uM)

5 ul (8mM)
5ul (10 fach)
2 ul (50 mMm)
0,2 ul (5 U/ul)

0,5ul
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3. Zyklus (1x) 5 Sek bei 50 °C, dann 60 Sek bei 50 °C
5 Sek bei 72 °C, dann 240 Sek bei 72 °C

Bis zur Aufarbeitung bel 4 °C

2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Fir die Uberpriifung von Plasmiden, PCR-Produkten und Restriktionsverdaufragmenten
wurde ein TBE-Agarosegel (Tris-Borat- EDTA) gewéhlt. Es wurden in Abhéngigkeit der
DNA-Fragmentgrof3e 0,8-2 % TBE-Agarosegel e hergestellt.

Material:

10 x TBE-Puffer: Tris 0,89 M
Borat (HsBO3) 0,89 M
EDTA; pH 8,0 20 mM

ad 11 H,O E-Pure, autoklavieren

6 x DNA-Auftragspuffer: ~ Bromphenolblau 0,001 % (w/v)

Xylencyanol 0,002 % (w/v)
Saccharose 50 % (w/v)
EDTA, pH 8,0 1 mM

ad 50 ml H,O E-Pure, in 2 ml Ali-
quots Lagerung bei —20 °C

Dementsprechend wurden 0,4-1 g Agarose (Gibco BRL, elektrophoretical grade) in 50 ml
TBE-Puffer durch Aufkochen gelost, in die Elektrophoresekammer gegossen und bel 4 °C
ausgekihlt. Das Gel wurde anschlief3end mit 1 x TBE-Puffer Gberschichtet. Die elektrophore-
tische Auftrennung erfolgte mit 6 V/cm bei 4 °C und die anschlief3ende Detektion nach An-
farbung der DNA-Banden mit Ethidiumbromid im UV-Licht. Bel den Grof3enstandards han-
delte es sich um einen 1 kbp-Standard (New England Biolabs) und A-BstE |1. Den A-BstE I1-
Standard erh@t man durch den Verdau der DNA des Phagen A mit dem Restriktionsenzym
BstE Il. (Fragmentgrof3en siehe Anhang). Die Gele wurden nach der elektrophoretischen

Auftrennung far 10 Min in einer 1 pg/ml wéal¥igen Ethidiumbromidlésung gefarbt und an-
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schlieffend 20-30 Min in H,O bel Raumtemperatur entférbt. Die Dokumentation der DNA-
Agarosegele erfolgte nach Entféarbung bel UV-Licht lber eine digitale Kamera (Gel Print
2000i, MWG-Biotech) mit anschlief3ender Abspeicherung als TIFF-Datei auf Diskette.

2.2.7 Restriktionsverdau

Fur den Ligationsansatz mufdten zunédchst das Insert sowie der Rahmen mit den entsprechen-

den Restriktionsendonukleasen verdaut werden.

| nsert-Prapar ation:

Zu den aufgereinigten 200 pl PCR-Produkte (4x50 ul) wurden 40 pl 10 x Restriktionspuffer,
4 ul 100 x BSA, 2 ul Restriktionsendonuklease (20 U/ul) hinzupipettiert und alles auf 400 pl
H,0O E-Pure aufgeflillt. Der Verdau wurde 3 Std bel 37 °C durchgefihrt. Nach dieser Inkuba-
tionszeit wurde der Verdau fir 20 Min bel 65 °C erhitzt, um die Restriktionsendonukleasen zu
inaktivieren, dann 2 Min auf Eis gestellt, bevor kurz anzentrifugiert wurde. Die Aufreinigung
des Insert erfolgte Uber eine QIAquick spin-Saule (Qiagen).

Rahmen-Pr &par ation:

Fur die Rahmen-Prdparation wurden 7-10 pg Plasmid aus der Plasmidmaxipraparation einge-
setzt. Zu dem Plasmid wurden 8 pl Restriktionspuffer, 0,8 ul 100 fach BSA und 2 pl Restrik-
tionsendonuklease (20 U/pl) hinzupipettiert und auf 80 pl mit H,O E-Pure aufgefillt. Es
folgte ein 2 Std Verdau bei 37 °C. Hiernach wurde der Ansatz fir 20 Min bei 65 °C erhitzt
und anschliefiend fur 2 Min auf Eis gestellt, bevor der Verdau kurz anzentrifugiert wurde.
Eine Dephosphorylierung der geschnittenen Enden der DNA wurde durch Zugabe von 10 U
alkalischer Phosphatase (Kalb, CIP Boehringer Mannheim) fur 60 Min bei 37 °C erreicht. Bei
dieser enzymatischen Behandlung wurde der 5°-Phosphatrest am linearisierten DNA-Strang
hydrolisiert, wodurch die Religation des Vektors unterdriickt werden konnte. Es folgte eine
Inkubation von 20 Min bel 65 °C zur Hitzeinaktivierung der Phosphatase, 2 Min auf Eis, dann

wurde kurz anzentrifugiert.

Der Verdau konnte nun zur Gewinnung der DNA-Restriktionsverdaufragmente Uber eine
elektrophoretische Auftrennung in einem praparativen TBE-Agarosegel erfolgen. Die der
Fragmentgrofe entsprechende Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und Gber QIAquick
spin-Saulen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNA wurde bel —20 °C gelagert.
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2.2.8 Ligation

Uber Inkubation mit T4-DNA-Ligase erfolgte die Ligation von den praparierten Insert und
Rahmen. Zur Kontrolle wurden ebenfalls Ansétze ohne Insert oder Rahmen vorgenommen.
Durchfihrung wie folgt:

3 ul dephosphorylierter Rahmen; 200-500 ng

6 ul Insert; 200-500 ng

2 ul Ligase-Puffer (5 fach, Gibco BRL)

2 ul T4-DNA-Ligase (Gibco BRL, 1 Weiss-Unit/ul)

2 ul HL0 E-Pure, autoklaviert

Es wurde 1 Std bei Raumtemperatur, anschlie3end 20 Min bel 65 °C inkubiert und bis zur
Transformation (siehe 2.2.3) auf Eis aufbewahrt.

2.2.9 Uberprufung positiver Klone

Die Uber Nacht auf den LB-Agarplatten gewachsenen Kolonien, nach Elektroporation der
Ligation der huMDRL1 in den Vektor, wurden mit einem sterilen Zahnstocher von der Plattein
5ml LB/Amp-Medium tberfiihrt und bei 37 °C/200 upm (Certomat®MO+HK) iiber Nacht
inkubiert. 0,5 ml dieser Vorkulturen wurden auf 5 ml LB/Amp- Medium Gberimpft und fir
2 Std bei 37 °C/200 upm wachsen gelassen. Nach diesen 2 Std wurde je 1 ml enthommen und
die ODegy bestimmt, bevor die Induzierung der Proteinexpression mit 1 mM IPTG erfolgte.
Hiernach wurden die Zellen erneut 2 Std bel 37 °C/200 upm inkubiert, bevor eine weitere
ODgpo-Bestimmung erfolgte. Die Proteinexpression wurde anhand eines Polyacrylamidgeles

Uberpruft.

Ein geeigneter Klon wurde in 200 ml LB/Amp-Medium bei 37 °C/200 upm Uber Nacht inku-
biert. Je 50 ml wurden in 500 ml LB/Amp-Medium GUberfihrt und 2 Std bel 37 °C/200 upm
inkubiert, bevor ein 1 ml Aliquot bel ODgoo gemessen wurde. Ab einer ODgoo=1 wurde mit
1 mM IPTG induziert und weiter inkubiert. Nach ca. 3 Std war eine ODgy Von 2,0-3,0 er-
reicht. Die Zellen wurden nun in einem GS3-Becher bei 15 °C, 6100 x g fur 10 Min zentrifu-
giert und anschlief3end in insgesammt 120 ml PBS auf Eis resuspendiert. Je 30 ml wurden in
einen vorgewogenen SS34-Becher Uberfuhrt und bei 15 °C, 9700 x g fur 10 Min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet abgewogen und bei —80 °C gelagert.
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2.2.10 Proteinaufreinigung

Das Z€llpellet von ca. 6 g Biofeuchtmasse wurde auf Eis mit 30 ml eiskaltem PBS resuspen-
diert und anschlieffend mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach Zugabe von Triton X-100
(1%/Vol) wurde bei 12000 x g 4 °C fir 10 Min zentrifugiert. Zu dem klaren Uberstand, der
in ein 50 ml Reaktionsgefal’ dberfuhrt wurde, wurden 2 ml &quilibrierte Glutathion Sepharose
4B pipettiert und fr min 30 Min bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. Es folgte eine Zentrifu-
gation bei 500 x g, 4 °C fur 30 Sek. Das Bettvolumen wurde nun dreimal mit 15 ml PBS bel
4 °C gewaschen und anschliefiend auf eine Elutionssdule Uberfthrt. Auf der Saule wurde
zweima mit 10 ml PBS gewaschen, bevor das Fusionsprotein mit 10 ml SDS-haltigem Auf-
tragspuffer ohne Bromphenolblau eluiert wurde. Die Fraktionen wurden je zu 1 ml aufgefan-
gen und konnten bis zur Proteinbestimmung Uber ein analytisches SDS-Polyacrylamidgel bei
4 °C aufbewahrt werden. Die einzelnen Fraktionen wurden hierfr 1:1 mit Auftragspuffer (+
Bromphenolblau) verdinnt.

2.2.11 Thrombinverdau

Mittels Thrombinverdau sollte das Peptid vom GST-Fusionsprotein abgetrennt und fur die

Immunisierung verwendet werden.

Nachdem das GST-Fusionsprotein an die Sepharose4B gebunden hatte und mit 3 x 15 ml PBS
bei 4 °C gewaschen wurde, wurde das Gemisch in 2,5 ml PBS resuspendiert. Es wurden 50 U
Thrombin hinzugegeben und dieser Ansatz fur 4 Std bel Raumtemperatur auf einer Wippe
inkubiert. Anschlief}end wurde bei 500 x g fiir 30 Sek zentrifugiert, der Uberstand abgenom-
men und die Sepharose nochmals mit PBS gewaschen. In dem Uberstand befand sich das ab-

gespaltene P-Glykoprotei n-Fragment, welches bel —80 °C aufbewahrt wurde.

2.2.12 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Hierbei handelt es sich um ein diskontinuierliches Gelsystem, in dem Proteine anhand ihres
Molekulargewichtes elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die Proteine mufdten mit einem

SDS-haltigen Probenpuffer vorbehandelt werden, um eine negative Ladung anzunehmen.
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Material:
Acrylamidldsung: 30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid
(Gel 30, Art 3029.1, Roth)
Auftragspuffer: Tris-HCI pH 6,8 05M
SDS 10 % (wi/v)
Glycerin 100 % (w/v)
Bromphenolblau 0,0025¢g
DTT 01M
Tris-Puffer 1: Tris-HCI pH 8,8 15M
Tris-Puffer 2: Tris-HCl pH 6,8 05M
10 x Lammlipuffer: Tris 025M
Glycin 19M
SDS 1%
Fixier- und Farbeldsung: Methanol 120 ml
Coomassie G250 (Serva) 0,39
H,O E-Pure 120 mi
96 % Essigsaure 24 ml

Filtration Gber 0,22 um Filter

Die vorbereiteten und bei 4 °C gelagerten Proben (siehe 2.2.10) wurden auf ein analytisches
SDS-Polyacrylamidgel mit der unten angegebenen Zusammensetzung aufgetragen. Fur die
Auftrennung wurde eine MiniProtean |1 Kammer (BioRad) gewdhlt, die bel konstanter Strom-
stérke (35 mA/Gel) betrieben wurde.

Die Gele wurden nach der Auftrennung fur 10 Min auf einem Schittler (Raumtemperatur) in
einer Kombinationslésung gleichzeitig fixiert und geféarbt. Die Entfarbung erfolgte zunachst
durch Aufkochen der Gele fur 2-3 Min in H,O E-Pure und anschlief3end durch 7 % Essig-
saure. Die Gele konnten in H,O E-Pure gelagert werden.
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H,O E-Pur

Tris-Puffer 1
Tris-Puffer 2

30% AA/
0,8 % Bis

10 % SDS
40 % APS

TEMED

2.2.13 Kupfer-Farbung [Lee et al., 1987]

Es handelte sich bel dieser Methode um eine Negativ-Farbung. Der Gelhintergrund wurde
durch die Entstehung eines Tris-Cu®*-SDS Prézipitats angefarbt, wahrend die Proteinbanden
farblos erschienen.

Material:

Farbel 6sung: 0,3 M CuCl,

Nachdem Uber das analytische SDS-Polyacrylamidgel die Elutionsfraktionen mit dem GST-
Fusionsprotein identifiziert wurden, konnten diese mittels eines praparativen SDS-Gels auf-
getrennt werden. Nach dem Lauf wurden die Gele kurz mit H,O E-Pure gewaschen, fur 5 Min
in die Farbel 6sung auf einem Schittler (Raumtemperatur) gegeben und anschlief3end erneut in
H,O E-Pure gewaschen. Die das Fusionsprotein enthaltene Bande konnte nun aus dem Gel

ausgeschnitten und das Protein aus dem Gelstreifen in einen Dialyseschlauch eluiert werden.
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2.2.14 Dialyse

Material:

Lagerpuffer: EDTA pH 8,0 1mM
NaN3 10 mM
Ethanol 20 %

Dialyseschlauch: [0 16 mm, Serva No.
44145

Der ausgeschnittene Gelstreifen wurde in ein 15 ml Reaktionsgefald mit Lochern im Boden
gegeben und in Agarose eingegossen. Ein Dialyseschlauch (Serva) wurde an dem unteren
Ende des Reaktionsgefél3es befestigt und nach dem Prinzip des Centricon-Eluters (Millipore)
konnte so das Protein aus dem Gel direkt in den Diayseschlauch eluiert werden. Das Protein
im Dialyseschlauch wurde Uber 3 Tage bei 4 °C in PBS, welches mehrfach gewechselt wurde,
schonend umgepuffert. Dieses umgepufferte und konzentrierte GST-Fusionsprotein wurde in
500 pl Aliguots bei —80 °C gelagert.

Die Dialyseschlauche mufdten vor Gebrauch vorbehandelt werden. Zunéchst wurden sie fiir 2
X 1Std in einer 2% NaHCO3; / 1 mM EDTA-L6sung (pH 8,0) gekocht und anschlief3end
mehrmalsin 1 mM EDTA (pH 8,0) gewaschen, bis der pH von 8,0 erreicht wurde. Hiernach
wurden die Schlduche 1 x mit Lagerpuffer gewaschen, bevor sie in diesem bel 4 °C aufbe-
wahrt werden konnten.

2.2.15Immunisierung

Bel der Immunisierung wird der Kontakt mit dem produzierten Antigen hergestellt, wodurch
in dem immunisierten Organismus die Produktion von spezifischen Antikorpern induziert

wird. Fir die Immunisierung wurden Kaninchen (Chinchilla Bastard) verwendet.
Material:

Freunds Adjuvant:  Adjuvant Complete Freund, Difco Laboratories, No 0638-60-7

Adjuvant Incomplete, Sigma, No F-5506
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Die Immunisierung der Kaninchen erfolgte subkutan mit ca 500 pg GST-Fusionsprotein in
PBS. Zu den 500 ul Proteinsuspension wurden 500 pl complete Freunds' Adjuvant hinzuge-
geben und in zwei Spritzen mit einem Aufsatz homogenisiert. 14 Tage nach der Immunisie-
rung der Kaninchen wurde Blut entnommen. Die drei folgenden Boosterungen erfolgten jein
ca 14 —Tages-Rhythmus mit den Blutentnahmen. Hierbel wurde fur die Injektion lediglich
noch ca 150 pg GST-Fusionsprotein (500 ul) verwendet und mit incomplete Freunds™ Adju-
vant (500 pl) homogenisiert.

2.2.16 Aufarbeitung des Serums

Das enthnommene Blut wurde zunéchst fur 1 Std bel 37 °C geronnen und tber Nacht bei 4 °C
stehengelassen. Nun konnte bei 2000 x g fur 15 Min (4 °C) zentrifugiert und das Serum dann
vorsichtig abgenommen werden. Um unldsliche Bestandteile zu entfernen, wurde nochmals
far 15 Min bei 13000 x g (4 °C) zentrifugiert und das Serum in frische Reagenzgefalie Uber-
fuhrt, zu je 100 ul aliquotiert und bel —-80 °C gelagert.

2.2.17 Western-Blot

Bei dieser Methode handelt es sich um den elektrophoretischen Transfer aufgetrennter Prote-
inbanden aus einem SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran. Die Proteine kénnen auf diese

Weise mittels Antikdrpern identifiziert werden.
Material:

PBS-Tween: 100 ml PBS + 50 pl Tween 20

(Polyoxyethylenesorbitan
Monolaurate; Sigma P-7949)
Tintenfarbung: PBS-Tween 30 ml
CH3;COOH 300 pl
Tinte 30 ul
filtrieren

Die Proteinproben wurden zunéchst Uber ein Gelsystem (SDS-, Trizingel) aufgetrennt. Hier-

nach konnte der Blot wie folgt zusammengebaut werden: 6 Lagen in Blot-Puffer getranktes

38



Material und Methoden

Whatmanpapier, Gel, zwei Nitrocellulosemembranen (luftblasenfrei) und weitere 6 Lagen
getranktes Whatmanpapier. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembranen er-
folgte bei 300 mA fiur 18 Std. Die erste Membran nach dem Gel wurde fir den Western-Blot,
die zweite Membran fir eine Tintenfarbung genutzt.

Fur die Tintenfarbung wurde die Membran zunéachst fir 5 Min in 0,2 M NaOH geschwenkt
und dann 4 x 10 Min in PBS-Tween gewaschen. Die Membran wurde nun in die vorbereitete
Farbel 6sung gelegt. Nach Farbung der Banden wurde die Membran luftgetrocknet. Auf diese
Weise sollte der Transfer der Proteine aus dem Gel Uberprift werden.

Material:

Blot-Puffer: Tris 25mM
Glycin 200 mM
SDS 0,02 %

Waschpuffer:  NaHPO, 58 mM
NaCl 68 mM
NaH,PO4 17mM
1ml PBS+ 1 pul Tween 20

|-Blocklésung:  1-Block (Tropix I-Block™ AB100) 01g
In 50 ml Waschpuffer

Assay Puffer:  autoklaviertes H,O E-Pure auffillen 100 ml
DEA (Diethanolamin; Tropix AD120) 960 pl
MgCl, 100 pl
Mit HCI auf pH 10 einstellen

Nitroblock I1: 100 pl Nitroblock I1 (Tropix Nitro-Block 11™ LNX200)

In 2 ml Assay Puffer

Substratlésung: 10 pl (25 mM) CDP-Star
In 2 ml Assay Puffer
Film: Kodak
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Die Membran fur den Immunoblot wurde fur mindestens 1 Std in I-Blockl 6sung zur Blockie-
rung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Der primére Antikorper wurde in einer 1:5000
Verdunnung in 1:2 I-Blocklésung/ Waschpuffer fur 1 Std zur Inkubation auf die Membran
gegeben. Das Serum wurde in einer 1:400 Verdinnung eingesetzt. Hiernach wurde dreimal
far je 10 Min mit Waschpuffer gewaschen, bevor der sekundéare Antikdrper (1:10000) in
Waschpuffer auf die Membran gegeben werden konnte. Es folgten erneut dreimal fur je
10 Min Waschschritte mit Waschpuffer. Anschlief3end wurde zum Umpuffern zweimal 5 Min
mit Assay Puffer gewaschen. Nach einer 5 Min Inkubation in Nitroblock 11 folgten zwei wei-
tere Waschschritte mit Assay Puffer fur je 5 Min. Die Membran wurde nun fir 5 Min in Sub-
stratlésung geschwenkt, abtropfen gelassen und in eine Folie gelegt. Die Zeitspanne bis zur

Entwicklung des aufgel egten Films variierte zwischen 30 Sek und 2 Std.

2.2.18 FACS (fluorescence-activated cell sorting)

Bel dieser Methode wird zur Analyse eine Sortierung der Zellen anhand ihres Gehaltes an
Fluoreszenzmarkern vorgenommen. Die eingesetzten Antikorper binden an ihr spezifisches
Epitop und werden von einem sekundaren fluoreszenzmarkierten Antikorper nochmals ge-
bunden. Diese Fluoreszenz ermdglicht eine Sortierung der Zellen mit diesem gesuchten spezi-
fischen Epitop.

Der Unterschied zwischen dem intra- und extrazelluldren FACS bestand lediglich in dem
Fixierungsschritt mit 2 % Paraformaldehyd und der anschlief3enden Zugabe von 0,05 % Tri-
ton, welches bis nach der Zugabe des sek. Antikorpers in den Waschschritten beibehalten

wurde.

Fiir jeden Ansatz wurden 5x10° Zellen/Ansatz bendtigt. Hierfir muRten zunéchst die Zellen
mit Accutase von den Kulturschalen gel6st werden. Mit Medium wurde die Reaktion abge-
stoppt, die Zellen abgesplhlt und in ein Reaktionsgeféal tberfihrt. Nun konnten sie abzentri-
fugiert und in 5-10 ml PBS/FCS resuspendiert werden. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer
Kammer (c = n x 10% bestimmt. Die bendtigte Zellzahl wude in Mikrotiterplatten gegeben
und diese fur 4 Min zentrifugiert (400 x g).

Durch die Zugabe von 2 % Paraformaldehyd in PBS/FCS wurden die Zellen fir 10 Min bei
4 °C fixiert. Die anschlief3ende Inkubation mit 0,05 % Triton in PBS/FCS fur 10 Min bei 4 °C
ermdglichte eine Perforation der Zellmembran, so dal3 intrazellulare Messungen ermdglicht

wurden.
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Hiernach wurden die Zellen 2 x mit PBS/FCS gewaschen (400 x g) und durch Schitteln re-
suspendiert, bevor mit 20 pl Pentaglobin (10 mg/ml) (1-2 Min schiitteln) geblockt wurde. Die
entsprechende Menge primérer Antikorper oder 1gG2a (Tabelle) wurde direkt zu dem Pen-
taglobin pipettiert und fir 30 Min bel 4 °C inkubiert. Es folgten erneut zwei Waschschritte
mit 200ul PBS/FCS (400 x g), bevor zu den Zellen der sekundére Antikorper (1:21 Verdin-
nung) hinzugegeben wurde. Die Inkubationszeit betrug 10 Min im Dunkeln. Nachdem die
Zellen erneut zweimal mit 200 pl PBS/FCS (400 x g) gewaschen und anschlief3end in 250 pl
PBS/FCS resuspendiert wurden, mufdten die Proben bis zur Messung auf Eis gelagert werden.

Antikor per pl/Ansatz Hersteller

MM 4.17 10 pl Prof. Cianfriglia
C219 5ul Calbiochem 517310
MRK 16 4 pl Kamiya Biomedical MC-012
Vimentin 20 pl Oncogene IF 01
IgG2a (Isotypkontrolle) 10 ul DAKO X0943
KDI 3541 7wl Bioscience Gottingen
aMDR-L4 7 ul Dipl.-Biol. Isenberg
Anti Kaninchen Ig 1 DAKO F0054
Anti Maus Ig 1 DAKO F0313

2.3 Zwei Dimensionale (2D) Gelelektrophorese

Bei diesser Methode wurden die vorliegenden Protein-Zellextrakte zunachst anhand ihres
isoelektrischen Punktes mittels immobilisiertem pH-Gradienten und anschlief3end anhand
ihres Molekulargewichtes in einem 10 % Trizingel aufgetrennt. Fur die Versuche wurde das

2D-System von Pharmacia Biotech gewahlt.
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Material:

pH-Gradient:

SBIV-Puffer:

| PG-Puffer:

Equilibrierung
Stamml 8sung (EP):

EP1L: +

Durchfihrung:

Die Proben, die je 100 pg Protein enthalten, wurden auf 245 pl mit SBIV-Puffer aufgefillt
und anschliefRend mit 5 ul IPG-Puffer (pH 3-10) versetzt. Diese wurden in die vorgesehenen
Kammern gegeben und der immobilisierte pH-Gradient (13 cm) in Form eines Gelstreifens
luftblasenfrei zur Rehydration aufgelegt. Der Gelstreifen wurde mit Ol (Cover Fluid) Uber-
schichtet und tUber Nacht bel Raumtemperatur stehengelassen. Vor der isoel ektrischen Fokus-
sierung wurden die Gelstreifen mit H,O E-Pure abgesptilt und mit einem Filterpapier abge-
tupft. Die Kontakte der Gelstreifen zur Anode und Kathode wurden mit H,O-getrénktem Fil-

Immobiline™ Dry Strip 13cm pH 3-10 (17-

6001-14)

Harnstoff
Chaps (Merk 11662)

Pharmalyte 3-10 (Esa 80-
0159)

DTT

(17-6000-87)

Harnstoff

Glycerin
SDS
Tris-HCI pH 8,8

Bromphenolblau

I9M
2%

0,8%

15mM

3-10 pH

6M

30 %
2%
0,056 M
0,25 %

100 mg DTT/10 ml Stammlésung = 1 immobili-

sierter pH-Gradient

480 mg lodoacetamid/10ml Stammldésung = 1
immobilisierter pH-Gradient (Sigma 1-6125)

Dry Strip Cover Fluid (17-1335-01)
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terpapier hergestellt. Der restliche Gelstreifen wurde mit Kerosin unterlegt und mit Ol (Cover
Fluid) Gberschichtet. Die isoel ektrische Fokussierung fand stufenwel se statt.

=500
1000 4 10 1 = 1500
1500 4 10 1 =3000
3500 4 10 3 =13500

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die Gelstreifen zunéchst fur 15 Min mit EP1
und dann fur 15 Min mit EP2 equilibriert, bevor sie auf die zweite Dimension, ein 10 % Tri-
zingel, gelegt werden konnten. Ein hochmolekularer Standard wurde am basischen Ende als
Gelblock hinzugefihrt und beides zum besseren Transfer in die zweite Dimension mit Aga
rose Uberschichtet. Der Gellauf erfolgte Uber Nacht bei 40 V. Die Gele wurden anschlief3end
mit Silber oder Coomassie geférbt.

2.3.1 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine sehr emfindliche Farbemethode, mit der sogar noch 5 ng Protein
nachgewiesen werden konnen. Innerhalb des Polyacrylamidgels entsteht hierbei ein Protein-
Silber-Komplex, der durch eine bréunliche Farbung sichtbar wird.

Material:

Fixierldsung: M ethanol 50 %
Eisessig 12 %
Formalin (37 %) 0,4 ml

mit H>O E-Pure auf 400 ml auffullen.

Di-Natriumthiosulfat: 0,1 gin 500 ml H,O dest (!) [6sen.
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Farbel 6sung: Silbernitrat 08¢g
Formalin (37 %) 0,3ml

mit H,O dest (1) auf 400 ml auffdllen.

Entwicklerl6sung: Di-Natriumthiosulfat 1,6 mg
Formalin (37 %) 0,2 ml
Natriumcarbonat 249

mit H,O dest (1) auf 400 ml auffdllen.
Stoppl 6sung: Methanol 50 %
Eisessig 12 %

mit H>O E-Pure auf 400 ml auffillen.

Nach der Auftrennung wurden die Gele zundchst fir mindestens 2 Std fixiert, dann fir
dreimal 20 Min mit 40 % Methanol und anschlief3end einmal 20 Min mit 25 % Methanol
gewaschen. Bevor die Gele max 1Std gefarbt wurden, wurden sie fir 1 Min in Di-
Natriumthiosulfat und dreimal 20 Sek in H,O E-Pure geschwenkt. Nach der Farbung wurde
fir zweima 1 Min mit H,O E-Pure gewaschen und anschlieffend entwickelt. Um die
Entwicklung abzustoppen, wurde erneut mit H,O E-Pure (zweimal 20 Sek) gewaschen und
die Gele anschlief3end fur 10 Min in die Stoppl6sung gelegt. Damit die Gele beim Trocknen
nicht so schnell reifRen oder falls sie nicht sofort getrocknet werden konnten, wurden sie in
einer 10 % Methanol / 7 % Glycerin-L6sung aufbewahrt.

2.3.2 Coomassie-Farbung (kolloidale Farbung)

Um die erhaltenen Spots des 2D-Gels weiter zu untersuchen (HPLC, MALDI-TOF), wurde
eine Coomassie-Farbung gewahlt, die bel den folgenden Methoden keine stbrenden Effekte

aufweist.
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Material:

Farbung: Coomassie G-250 (Serva) 0,1 %

M ethanol 20 %
(NH4)2SO4 10 %
H3PO4 2%

Nach dem Lauf der zweiten Dimension wurde das Gel zunéchst fur 6 Std in 50 % Metha-
nol/10 % Eisessig fixiert. Danach wurde jedes Gel einzeln fir 16 Std mit Coomassie gefarbt
und anschlieffend erst mit 25 % Methanol in H,O, dann mit H,O E-Pure gewaschen. Die
Coomassie-gefarbten Spots konnten nun ausgeschnitten und bei —80 °C eingefroren werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung der Substratbindungsstellen von lodoarylazidoprazosins
innerhalb des P-Glykoproteins aus CHO B30-Zellen

3.1.1 Photomarkierung

Eine anerkannte Technik zur Identifizierung von Substratbindungsstellen in P-Glykoprotein
ist die Photoaffinitétssmarkierung, durch die die zweite cytoplasmatische Schleife zwischen
TM 4 und TM 5 bereits als wichtige Region identifiziert wurde. Mit dieser Methode wurde
gezeigt, dal3 die strukturell unterschiedlichen Substrate lodomycin und lodipin in diesem Be-
reich der Hamster-1soform pgpl binden. HierfUr wurde aus der cytostatikasensitiven Zellinie
CHO B1 die cytostatikaresistente CHO B30-Zéllinie selektiert, die hiernach durch eine Uber-
expression von P-Glykoprotein charakterisiert ist. Erst eine ausreichende Menge an P-Gly-

koprotein ermoglicht die Photomarkierbarkeit von Substraten.

Photoreaktive Untersuchungen mit lodoarylazidoprazosin wiesen auf je eine Hauptbindungs-
stelle im N-terminalen Bereich in der TM 6 und im C-terminalen Bereich in der TM 12 hin.
Zusétzlich wurde fur dieses Substrat eine Nebenbindungsstelle in dem Bereich TM 4 bis kurz
vor TM 6 beschrieben [Greenberger et al., 1993]. Zwischen lodipin und Azidopin besteht eine
Strukturéhnlichkeit. Es wird angenommen, dal3 Azidopin und lodoarylazidoprazosin an die-
selben Substratbindungsstellen im P-Glykoprotein binden [ Greenberger et al., 1990].

Mit dem chemischen BNPS-Skatol-Verdau, der hinter Tryptophan in der Aminosaure-Se-
guenz spaltet, sollte das Spaltmuster des mit lodoarylazidoprazosin photomarkierten P-Gly-
koprotein mit dem des lodomycins und lodipins verglichen werden. P-Glykoprotein enthalt
11 Tryptophane in der Aminosauresequenz. Bel einem Verdau mit BNPS-Skatol resultieren
daraus 12 Spaltfragmente in unterschiedlichen Grofen.
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. Abschnitt innerhalb

Molekull(%gewmht/ der primaren Amino- | Transmembranbereich
sauresequenz

5343 1—_4a N-terminale thleife vor T™M
9,635 45 -133 TM1-TM?2
3,092 134 — 159 TM 2 —cyt. Schl. 1
5,566 160 — 209 cyt. Schl. 1 - T™M 3
2,062 210 - 229 TM3-TM 4
“ 9,045 230 — 312 TM4-TM 5
42,213 313 - 695 TMS = NBD 1 inter
“ 1,244 696 — 705 NBD 1
_ 10,823 706 — 800 TM 7 —-TM 8 —cyt. Schl. 3
5,366 801 — 852 cyt. Schl. 3-TM 9
27,795 853 — 1105 TM 9 -NBD 2
18,810 1106 - 1276 NBD 2 hinter Walker A
Tabelle 3-1: Fragmente der primé&ren Aminosauresequenz des P-Glykoproteins

TM= Transmembrandoméane; cyt. Schl.= cytoplasmatische Schleife; NBD=
nukleotidbindende Domaéne.

lodomycin und lodipin wiesen bei diesem chemischen Verdau ein photomarkiertes Spalt-
fragment in der Gréf3e von ca. 8 — 10 kDa auf, welches durch Edman-Sequenzierung als Ami-
nosaureabschnitt 230-312 identifiziert wurde. In der Tabelle 3-1 handelt es sich hierbei um
das Fragment 6 mit der Grof3e von 9,045 kDa.

Um das lodoarylazidoprazosin-Spatmuster zu erhalten, wurde zunédchst radioaktiv markiertes
Prazosin, [**°I]lodoarylazidoprazosin, durch photochemische Kopplung bei 366 nm an
Gesamtmembranfraktionen von CHO B30-Zellen gebunden und anschliefend mit BNPS-
Skatol chemisch gespalten. Nach der Spaltung wurden die Proben Gber ein 15 % Trizingel
elektrophoretisch aufgetrennt. Dieses Gelsystem ermoglicht ein hoheres Auflsungsvermogen
der niedermolekularen Spaltfragmente. Die aufgetrennten photomarkierten Fragmente wurden
mit einer Phospho-Imager-Platte erkannt und anschlief3end identifiziert.

47



Ergebnisse

niedermol.
Standard (kDa)
i 46

i 29

i 20,3
i 14,6
i 58

m 3,0

Abbildung 3-1:  Tryptophanspaltung (BNPS-Skatol-Verdau) der mit lodoarylazidoprazosin
gekoppelten Gesamtmembranfraktion aus CHO B30-Zellen.
15 % Trizingel; Autoradiographie.

Zu erkennen war ein reproduzierbares Spaltmuster von drei hochmarkierten Fragmenten, die
nach eigengewéhlter Nomenklatur als A-(ca. 16 kDa), B- (ca. 12 kDa) und C-Bande (ca
8kDa) bezeichnet wurden, und 2zwe geringmarkierte Fragmente, mit einem
Molekulargewicht von ca. 26 und 45 kDa.

lodoarylazidoprazosin wies, verglichen mit dem Spaltmuster von lodomycin und lodipin,
ebenfals eine hochmarkierte ca. 8 kDa (C-) Bande auf, aber auch eine bei ca. 12 kDa (B-

Bande), bei denen es sich um die Fragmente 2, 6 oder 9 (Tabelle 3-1) handeln kdnnte.

Bel den Bandengrof3en, die auf der Abbildung 3-1 zu sehen sind, kdnnte es sich um die Spalt-
fragmentgrof3en 9,635 kDa (2), 9,045 kDa (6) und 10,823 kDa (9) fur die Banden B und C
handeln. Fir die Bande A k&me das Molekulargewicht von 18,810 kDa des Fragmentes 12 in
Betracht. Bei diesen GroRenordnungen sind Partialverdaufragmente, wie z.B. eine unvollstan-
dige Spaltung von Fragment 3 (3,092 kDa) und 4 (5,566 kDa), welches eine Grof3e von 8,658
kDa entsprechen wiirde, nicht berlicksichtigt worden. Fir eine eindeutige Identifizierung war
die Sequenzierung der Banden unabdingbar. Da mehrere Spaltfragmente mit dhnlicher Grol3e
innerhalb der photomarkierten Banden komigrieren, muf3te eine Auftrennung Uber HPLC er-

folgen.
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3.1.2 HPLC-Aufreinigung des BNPS-Skatol-Verdaus

Mittels eines préparativen 15 % Trizingels wurden je 1500 pg BNPS-Skatol-verdaute

[***I]1odoarylazidoprazosin-gekoppelte Gesamtmembranfraktionen elektrophoretisch aufge-
trennt, die jeweilige Bande mit einem Skalpell aus dem feuchten Gel herausgeschnitten und in
vorgesehene Einsdtze fur die Centricon-Réhrchen (Millipore) Uberfuhrt. In einem Centricon-
Eluter (Millipore) wurde das Protein aus dem Gel in die Réhrchen eluiert und muf3te von dem
in Laemmliepuffer enthaltenen SDS durch Waschschritte mit Tris-HCI befreit werden. Das
eingeengte und SDS-freie Proteinkonzentrat wurde 1:1 (w/v) mit Guanidin-HCI versetzt und
vor dem Auftrag auf die HPLC mit TFA auf eine Endkonzentration von 0,1 % eingestellt, die
dem Laufmittel A (0,1 % TFA) entsprach. Die HPLC-Aufreinigung wurde Uber eine Phenyl-
sdule nach dem unter Kapitel 2.1.11 angegebenen BNPS-Gradienten vorgenommen.
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Abbildung 3-2:  Elutionsprofil

der Aufreinigung des ca. 8 kDa-Fragmentes Uber eine
Phenylsaule.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Tryptophanspaltprodukte in einem 15 %

Trizingel wurde die ca. 8 kDa grof3e Bande mittels einer Phosphoimager-Platte
detektiert, aus dem Gel eluiert und auf die Phenylsaule aufgetragen.

Die Uber die HPLC erhatenen Fraktionen wurden zundchst anhand eines Compu Gamma

Zahler auf die spezifische Aktivitét Gberpriift. In den einzelnen Fraktionen befanden sich wie
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erwartet mehrere Spaltfragmente. Durch die Komigration muféte daher eine weitere Aufreini-
gung vorgenommen werden. Die Proben wurden hierfir konzentriert, in Probenpuffer aufge-
nommen und auf ein 12 % Trizingel fur eine weitere elektrophoretische Auftrennung aufge-
tragen. Das Protein wurde durch einen Semi Dry Blot auf eine PVDF-Membran Ubertragen,
Coomassie-Blue geféarbt, mit einer Phosphoimagerauswertung tberprift und flr einen en-
deutigen Nachweis sequenziert.

Fur die Edman-Sequenzierung ist eine freie N-terminale Aminogruppe notwendig, an die das
Phenylisothiocyanat (PITC) gekoppelt werden kann. Erst nach dieser Kupplung kann die Se-

guenzierung erfolgen.

Nach den Sequenzierversuchen der aufgereinigten HPLC-Fraktionen stellte sich heraus, dai3
sowohl die A- as auch die B-Bande N-terminal blockiert waren. Lediglich von der ca. 8 kDa

C-Bande konnte eine N-terminale Tellsequenz ermittelt werden.

niedermol.

Standard (kDa)

i 46

i 29

i 20,3

i 14,6
D 58

m 3,0

Abbildung 3-3:  Aufreinigung der C-Bande uber Semi Dry Blot.
PVDF-Membran; Autoradiografie. Die Uber die HPLC erhaltene Fraktion mit
spezifischer Aktivitdt wurde nach Aufkonzentration Uber ein 12 % Trizingel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Semi Dry Blot auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde nach dem Transfer mit Coomassie Blue gefarbt
und die aufgereinigte Probe anschlieBend von der Membran mittels Edman-
Sequenzierung analysiert.
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Sequenzierung der C-Bande:
AKILSSFTDKELQAYAKA

Anhand der vorliegenden Teilsequenz wird die spezifische chemische Spaltung des BNPS-
Skatols bestétigt, da sich in der Primérsequenz vor dem Alanin ein Tryptophan befindet (Se-
guenz siehe Anhang). Bei dieser Sequenz handelt es sich um das Fragment 6 (Tabelle 3-1),
das den AS-Bereich 230-312 umfal und eine Grofe von 9,045 kDa besitzt. Dieses
herausragende Ergebnis beweist, dal3 die zweite cytoplasmatische Schleife neben lodomycin

und lodipin ebenfalls fir lodoarylazidoprazosin einen Substratbindungsbereich darstellt.

3.1.3 HPLC-Aufreinigung des Lys C-Verdaus

Die Endonuklease Lys C spaltet hinter Lysin und Glycin. Fur die zum BNPS-Skatol-V erdau
korrespondierenden Lys C-Fragmente, welche an identischer Position die Photobindung auf-

weisen, wurde die Nomenklatur der A- und B-Bande beibehalten.

niedermol.
Standard (kDa)
i 46
i 29
i 20,3
14,6
58
3,0

Abbildung 3-4: Lys C-Spaltung der mit lodoarylazidoprazosin gekoppelten
Gesamtmembranfraktion aus CHO B30-Zellen.
15 %Trizingel; Autoradiografie. Nach elektrophoretischer Auftrennung der
Spaltprodukte in einem 15 % Trizingel wurde die ca. 6 kDa grol3e Bande mittels
einer Phosphoimager-Platte detektiert, aus dem Gel eluiert und auf die
Phenylsaule aufgetragen.
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Anhand des enzymatischen Lys C-Spaltmusters sind zwel radioaktiv markierte Banden zu
erkennen, die im Molekulargewichtsbereich von ca. 12 kDa und 6 kDa liegen. Eine Sequen-
zierung konnte auch nach diesem Verdau nicht direkt aus der FlUssigphase der Fraktionen
durchgefuihrt werden, da wie beim BNPS-Skatol-Verdau die Komigration eine eindeutige
Identifizierung der gesuchten substratgekoppelten AS-Sequenzen verhinderte. Die Lys C-ver-
dauten Proben wurden wie beschrieben aufgereinigt und mittels eines HPLC-Laufes in ihre
Peptide aufgetrennt. Um eine optimale Auftrennung der aus dem Verdau entstandenen Frag-
mente Uber eine Phenylsdule zu erhalten, muféte ein veranderter Gradient benutzt werden, der
as Lys C-Gradient bezeichnet wurde.

Der HPLC-Gradient ergab nach Messung der Fraktionen zwei hochmarkierte Bereiche im
Elutionsspektrum, die sich bei ca. 50 und ca. 85 % Laufmittel B (60 % Acetonitril, 20 %
Isopropanol, 0,085 % TFA) befanden. Diese Fraktionen wurden ebenfalls Uber einen Semi
Dry Blot aufgereinigt und sequenziert.
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Abbildung 3-5:  Elutionsprofil der Auftrennung des ca. 6 kDa-Fragmentes Uber eine
Phenylsaule.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Spaltprodukte in einem 15 % Trizingel
wurde die ca. 6 kDa groRe Bande mittels einer Phosphoimager-Platte detektiert,
aus dem Gel eluiert und auf die Phenylsaule aufgetragen.
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Aus dem Elutionsspektrum des HPLC-Verlaufes kann abgeleitet werden, dal3 es sich sowonhl
bei ca. 50 %, as auch bel ca. 85 % Laufmittel B um den ansteigenden und absteigenden
Hauptpeak handelt. Anhand der nachfolgenden Sequenzierung wird ersichtlich, dal? durch die

HPLC-Aufreinigung die A- und B-Bande voneinander getrennt wurden.

Die Fraktion, die bel ca. 50 % Laufmittel B eine hohe Markierung zeigte, erwies sich laut
BNPS-Skatol-Verdau als die gesuchte A-Bande.

niedermol. Standard
ABande  B-Bande (kDa)

m 46
m 29
. m 203
m 146
m 58
m 30

Abbildung 3-6:  Aufreinigung der A- und B-Bande lGiber Semi Dry Blot.
PVDF-Membran; Autoradiografie. Die Uber die HPLC erhaltene Fraktion mit
spezifischer Aktivitat wurde nach Aufkonzentration Uber ein 12 % Trizingel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Semi Dry Blot auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde nach dem Transfer mit Coomassie Blue gefarbt
und die aufgereinigte Probe anschlieend von der Membran mittels Edman-
Sequenzierung analysiert.

Sequenzierung der A-Bande:
EANIHQFIESLP

Die erhaltene AS-Tellsequenz befindet sich innerhalb des BNPS-Fragments 12 (Tabelle 3-1)
und ist 18,810 kDa grol3. Ausgehend von diesem BNPS-Skatol-Fragment konnte durch die
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Spaltung mit Lys C der korrespondierende AS-Bereich, an dem das photoreaktive
lodoarylazidoprazosin bindet, weiter eingegrenzt werden. Die Spaltung erfolgte hinter Lysin
innerhalb des AS-Bereiches 1106-1276 (Tabelle 3-1). Der Substratbindungsbereich muf3
daher innerhalb der AS 1148-1276 und somit hinter dem Walker A-Motiv der zweiten

nukl eotidbindenden Domaéne liegen.
Bel der ca. 85 % Laufmittel B-Fraktion handelte es sich um die gesuchte B-Bande.

Sequenzierung der B-Bande:
RHDSNLFSLLFL

Die N-terminale Teilsequenz entspricht dem BNPS-Fragment 9 (Tabelle 3-1) mit einer Grol3e
von 10,823 kDa. Auch hier konnte durch den Lys C-Verdau der zum BNPS-Skatol-Verdau
korrespondierende AS-Bindungsbereich 706-800 weiter eingegrenzt werden. Die Lys C-
Spaltung erfolgte ebenfalls hinter Lysin und grenzt daher die Substratbindung in dem AS-
Bereich 746-800 ein. Dieser liegt in der dritten extrazelluléren Schleife hinter TM 7 und reicht
Uber TM 8 in die dritte cytoplasmatische Schleife hinein.

3.1.4 Trypsinverdau

Der milde Trypsinverdau nach Georges et al. [1991] ermdglicht durch die vorgegebenen Re-
aktionsbedingungen die selektive Zuganglichkeit des singuldren Epitops innerhalb der Linker-
region des P-Glykoproteins. Hierdurch kann das P-Glykoprotein in N- und C-terminale Half-
ten gespalten werden. Die N-terminale Hélfte weist durch die Glykosilierung ein Molekular-
gewicht von ca. 100 kDa auf, wahrend die C-terminale Halfte ca. 65 kDa grof3ist.
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hochmol. Standard
1 23456 7 829 (kDa)

@ 190
M 125
[ 88
M 65
43

Abbildung 3-7:  Trypsinverdau nach Georges et al. (1991) des mit lodoarylazidoprazosin

markierten P-Glykoproteins.

6 M Harnstoffgel; Autoradiografie

Spur 1: 50 pg Gesamtmembranfraktion mit lodomycin gekoppelt

Spur 3 +4: 50 pg Gesamtmembranfraktion mit lodomycin gekoppelt und
anschlielend mit Trypsin verdaut.

Spur 6: 75 pg Gesamtmembranfraktion mit lodoarylazidoprazosin gekoppelt

Spur 8+9: 75 pug Gesamtmembranfraktion mit lodoarylazidoprazosin gekoppelt
und anschlieend mit Trypsin verdaut.

Mit diesem Verdau kann eine grobe Lokalisierung der Substratbindungsstellen vorgenommen
werden. Die Kontrolle mit lodomycin-markierter Gesamtmembranfraktion zeigt nach
Trypsinverdau einen Hauptbindungsbereich in der N-terminalen Hafte und einen gering mar-
kierten Nebenbindungsbereich in der C-terminalen Halfte [Demmer et a., 1997].

Fur mit lodoarylazidoprazosin-markierter Gesamtmembranfraktion konnte jedoch keine defi-
nierte Aussage getroffen werden. Dieses Ergebnis deutet auf eine Unzuganglichkeit des sin-
guldren Epitops im photomarkierten P-Glykoprotein hin.

3.2 Herstellung und Charakterisierung von polyklonalen Antikdrpern

Die zweite cytoplasmatische Schleife zwischen TM 4 und TM 5 hat eine grof3e Bedeutung fur
die Aktivitét des ABC-Transporters P-Glykoprotein. In diesem Bereich (AS 230-312) binden
die drei strukturell unterschiedlichen Substrate lodomycin, lodipin [Demmer et al., 1997,
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1999] und lodoarylazidoprazosin. Zusétzlich befindet sich in diesem Bereich eine fur ABC-
Transporter konservierte Region, die as EAA- oder EAA-ahnliches Motiv bezeichnet wird.
Bel bakteriellen Transportern wurde eine Interaktion des 20 AS umfassenden EAA-Matives
mit der nahegel egenen nukleotidbindenden Doméane gezeigt [Mourez et al, 1997]. Der Aus-
tausch des zentralen Glycins innerhalb dieses EAA-Motives bewirkte einen kompletten Ver-
lust der Transporterfunktion [Koster et al., 1992]. Die Funktion des eukaryontischen EAA-
ahnlichen Moativesist jedoch noch nicht geklart [Loo und Clarke, 1995].

Dieser Bereich sollte mittels eines dafir hergestellten polyklonalen Antikorpers untersucht
werden, der im weiteren die Bezeichnung KDI 3541 erhalten hat. Hierbei handelt es sich um
einen huM DR1-Peptidantikorper (Bioscience, Gottingen), der aus 15 Aminosduren der zwel-
ten cytoplasmatischen Schleife im Bereich des EAA-&hnlichen Motives besteht.

In der Literatur herrscht keine Einigkeit Uber die Lokalisation der zweiten cytoplasmatischen
Schleife. Es wurden zwei unterschiedliche Topologiemodelle beschrieben, von denen eines

von einer intrazellul&ren Lage ausgeht, das zweite jedoch von einer extrazellul&ren.

Da es fur den Bereich der zweiten cytoplasmatischen Schleife keinen huMDR1-Antikorper
gibt, wurde fir die Herstellung dieses polyklonalen Antikorpers der identische Aminosaurebe-
reich 241-289 (=144 bp) nach einer Vertffentlichung von Zhang et al. [1996] gewahlt, der fur
die Herstellung von Hamster pgpl-Antikérper verwendet wurde. Mit diesem humanem
MDR1 polyklonalen Antikdrper sollte die vorliegende Zellkultur und das umstrittene Topolo-
giemodell Uberpruft werden. Aufgrund der vorliegenden Nomenklatur von Zhang wurde die-
ser Antikorper als aM DR-L 4 bezeichnet. Da Peptide in der GrofRenordnung des EAA-8hnli-
chen Motives (15 AS) Uber Fusionsproteine schwer aufzureinigen sind, wurden zwei polyklo-
nale Antikorper gegen die zweite cytoplasmatische Schleife hergestellt. Synthetisch herge-
stellte Peptide in dieser Grof3e kénnten in der Tertidrstruktur jedoch Unterschiede zu Peptiden

mit l&ngerer Aminosauresequenz aufwel sen.

3.2.1 PCR-Expressionsklonierung von aMDR-L4

Die huMDR1-Teilsequenz wurde durch spezifisch synthetisierte Oligonukleotide in die mul-
tiple cloning site des pGEX4T1-Vektors ligiert. Diese Oligonukleotide erméglichten die Ein-
fuhrung von Schnittstellen fir bestimmte Restriktionsendonukleasen, die durch tberhéngende
Enden an der huMDR1-Teilsequenz und dem Vektor eine am Leseraster ausgerichtete Liga

tion ermdglichten.
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1 2 3 4 1kbpStandard

I 5000
[ 4000
I 3000

I 2000

Abbildung 3-8: Restriktionsverdau des pGEX4T1-Vektors mit BamHI und Xhol.
1 % Agarosegel
Spur 1: pGEX4T1 mit BamHI und Xhol verdaut.
Spur 2: pGEX4T1 mit BamHI und Xhol verdaut.
Spur 3: 1 kbp Standard
Spur 4: A BstE I

Die Abbildung 3-8 zeigt das Foto eines Agarosegels, auf dem ein Restriktionsverdau des
pGEX4T1-Vektors (Rahmen) mit BamHI und Xhol aufgetragen und somit einer Qualitéts-
kontrolle unterzogen wurde. Das Originalplasmid pGEX4T1 ist 4969 bp grof3. Nach Verdau
mit BamHI und Xhol wurden 20 bp herausgeschnitten, die durch elektrophoretische Auftren-
nung Uber ein Agarosegel mit anschlief3ender Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht

werden konnten.
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3 4 5 6 7 8 25bpStandard

200
175
150
125

100

B B BB8E8EH
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Abbildung 3-9: PCR-Produkt der MDR1-Teilsequenz (Insert)
3 % Agarosegel.

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
Spur 6:
Spur 7:
Spur 8:

25 bp Standard

Insert vor Verdau mit BamHI / Xhol
Insert verdaut mit BamHI / Xhol 0,5 pl
Insert verdaut mit BamHI / Xhol 1 pl
Insert verdaut mit BamHI / Xhol 2 pl
Insert verdaut mit BamHI / Xhol 4 pl
25 bp Standard

1 kbp Standard

Die mit PCR aus der huMDR1-Sequenz amplifizierte Tellsequenz wurde vor dem Ligations-

ansatz ebenfalls mittels Agarosegel el ektrophorese auf seine Groéf3e von 167 bp Uberprift.

Anschlief3end wurde dieser Ligationsansatz Uber Elektroporation in den E.coli-Stamm DH5a

transformiert. Die Identifizierung der positiven Klone erfolgte Uber Kolonie-PCR.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 25bpStandard

o 200
m 175

Abbildung 3-10: Kolonie-PCR-Uberpriifung.

Spurl: Klon1l

Spur 2: Klon 2

Spur 3: Klon 3

Spur 4: 25 bp Standard
Spur 5:  Klon 4;

Spur 6: Klon5

Spur 7: Klon 6

Spur 8: Klon7

Spur 9: Klon 8

Spur 10: pGEX4T1-Vektor

In Abbildung 3-10 erkennt man in den Spuren 1,6 und 8 Banden, woraus geschlossen werden

konnte, dai3 lediglich drei Klone die Fremd-DNA (positive Klone) aufgenommen hatten.

3.2.2 Proteinexpression der positiven Klone

Die heterologe Uberexpression des GST-Fusionsproteins wurde in E. coli (DH5a) durchge-
fahrt. Durch Zugabe von IPTG wéahrend der logarithmischen Wachstumsphase erfolgte -
durch Anlagerung an den pic-Promotor - die Induktion der Proteinexpression. Zur Induk-
tionstiberprifung wurden von den einzelnen positiven Klonen vor und nach Zugabe von IPTG
ein Aliquot mittels eines 15 % Acrylamidgels elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomas-
sie-Blue gefarbt.
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MMW-
Standard

(kDa) )

97,4

66,2 [
55 [

42,7 [
40

31

21,50

14,41

Abbildung 3-11: Induktion der Proteinexpression mit IPTG.
15 % Acrylamidgel; Coomassie Blue gefarbt.
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Es ist zu erkennen, dal3 adle drei Klone nach IPTG-Zugabe (Spur 4, 6, 8) das gewtinschte
Protein exprimieren. Klon 7 wurde fir die weitere Aufarbeitung des GST-Fusionsproteins

ausgewahlt.

3.2.3 Aufarbeitung des Fusionsproteins und Thrombinspaltung

Von Klon 7 wurde eine 1000 ml Ubernachtkultur angelegt und die Proteinexpression mit
IPTG induziert. Hiernach betrug die Ausbeute an Biofeuchtmasse ca. 2-3 g, wovon ca. 500 ug
das GST-Fusionsprotein darstellten. Der Versuch, das P-Glykoprotein-Teilfragment Gber
Thrombinspaltung von dem an der SepharosedB spezifisch gekoppelten GST-Fusionsproteins

abzutrennen, erwies sich als unzureichend.

niedermol.
Standard (kDa) 1 2 3 4 5 6

46 I

29 I

20,3 [
14,6

5,8 [

Abbildung 3-12: Thrombinspaltung des P-Glykoprotein-Teilfragments (ca. 4 kDa) von dem
spezifisch an Sepharose4B gekoppelten GST-Fusionsprotein (ca. 29 kDa).
Spur 1: niedermolekulare Standard
Spur 2:  GST-Fusionsprotein
Spur 3: Thrombinspaltung 1 Stunde
Spur 4:  Thrombinspaltung 2 Stunden
Spur 5:  Thrombinspaltung 3 Stunden
Spur 6:  Thrombinspaltung 4 Stunden

Da die Teilfragment-Ausbeute fir eine Immunisierung nicht ausreichend war, wie auf der

Abbildung 3-12 zu erkennen ist, wurde das gesamte GST-Fusionsprotein verwendet.
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Hierfir wurde zundchst das GST-Fusionsprotein durch Affinitétschromatographie an einer
mit Gluthation konjugierten Sepharose4B-Saule aufgereinigt. Nach der Elution des GST-Fu-
sionsproteins von der Sepharose4dB wurden die Fraktionen mit dem hdchsten Proteinanteil
(Fraktion 2, 3, 4) mittels eines préparativen SDS-Gels elektrophoretisch aufgetrennt, mit 0,3
M CuCl;, negativ gefarbt und die aufgereinigte Proteinbande mittels Elution und Dialyse fir

die Immunisierung aufbereitet.

MMW Standard(kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

97,4 [
66,2 [

55

42,7
40 M@

31

21,5

14,41

r'e @it

Abbildung 3-13: Elutionsprofil des aufgereinigtem  GST-Fusionsproteins von  der
Sepharose4B.
Spur 1: MMW Standard
Spur 3-10: Elution des GST-Fusionsproteins.

Somit wurden aufgetrennte Nebenbanden entfernt und damit lediglich das gewtnschte Fu-
sionsprotein injiziert. Dieses war notwendig, da bei verunreinigtem Antigen mehr unspezifi-
sche Antikdrper gebildet werden, die die Immunprazipitierung des Substrates erschweren oder

unmoglich machen.

3.2.4 Uberprufung der AntikGrperspezifitat

Durch Verdrangungsexperimente wurde der Antikorper aMDR-L4 auf seine Spezifitét
Uberpruft. Hierfir wurden zunéchst beide Seren mit 100 ng und 1 pg aufgereinigtem GST-
Fusionsprotein fur 1 Std. vorinkubiert, bevor der Immunoblot durchgeftihrt wurde. Auf die
Nitrocellulosemembran wurde 100 ng GST-Fusionsprotein in  1:10 Verdinnungen

aufgetragen.
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Abbildung 3-14: Verdrangungstitration des hergestellten Antikdrpers (aMDR-L4) mit 100ng

bzw. 1 ug GST-Fusionsprotein.
Pra= Praimmunserum; 1 B= erste Boosterung; 2 B= zweite Boosterung; 3 B= dritte

Boosterung;
570 und 571= Seren des Antikdrpers aMDR-L4 aus zwei Kaninchen

Das GST-Fusionsprotein wurde in abfallenden Zehnerpotenzen, beginnend mit
100 ng von oben nach unten, auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen.

Die hergestellten Antikorper (3. Boosterung) wiesen ohne Vorinkubation eine Spezifitét von
bis zu 1 ng, mit Vorinkubation von 1 pg Protein eine Spezifitét von 100 ng auf.
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Abbildung 3-15: Uberpriifung der Intensitatssteigerung der einzelnen Seren nach den
Boosterungen.
Pra= Praimmunserum; 1 B= erste Boosterung; 2 B= zweite Boosterung;
570 und 571= Seren des Antikdrpers aMDR-L4 aus zwei Kaninchen.
124 und 154= Seren des Antikérpers KDI 3541 aus zwei Kaninchen.
Das GST-Fusionsprotein wurde in abfallenden Zehnerpotenzen, beginnend mit
100 ng von oben nach unten, auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen.

Auch ene Intensitdtssteigerung nach den einzelnen Boosterungen ist zu verzeichnen
(Abbildung 3-15). Von einer Antikorperspezifitdt kann durch die vorgenommene
Verdrangungstitration ausgegangen werden.

Die Spezifitét, ob die Antikdrper das gesuchte P-Glykoprotein erkennen, oder unspezifisch
innerhalb der Zelle binden, wurde mittels Western-Blot Gberprift. Hierfir wurden neben den
Membranprdparationen auch Zellysate der zu untersuchenden Zellinien wt250 und C3000
(Kap. 3.6) hergestellt und tUber ein 6 M Harnstoffgel elektrophoretisch aufgetrennt. Zu den auf
eine Nitrozellulosemembran geblotteten Proteinen wurden die Antikorperseren in einer 1:400

Konzentration inkubiert.
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Abbildung 3-16: Immunowesternblot der human MDR1 transfizierten NIH3T3-Zellinien mit dem
hergestellten polyklonalen Antikérpern KDI 3541
Spur 1: NIH3T3 Negativkontrolle.
Spur 2:  Zellysat wt250.
Spur 3:  Zellysat C3000.
Spur 4:  wt250-Gesamtmembranfraktion.
Spur 5:  C3000-Gesamtmembranfraktion.

In den Zellysaten der wt250, C3000 Zellinie sowie in der NIH3T3-Membranpraparation weist
der hergestellte Peptidantikorper KDI 3541 (Abbildung 3-16) leichte Kreuzreaktivitét auf. Die
hohere Sensitivitét zeigt dieser Antikorper jedoch bel dem in den Membranpréparationen ent-
haltenen P-Glykoprotein der wt250- und C3000-Zellinie. Auffallend ist die Signalstéarke, die
bei wt250 wesentlich héher ist als bei der resistenteren C3000-Z€llinie. Im Gegensatz zu dem
Serum 154 hat das Serum 124 die stérkere Sensitivitét — die Befunde sind jedoch vergleich-

bar.
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Abbildung 3-17: Immunowesternblot der human MDR1 transfizierten NIH3T3-Zellinien mit dem
hergestellten polyklonalen Antikérpern aMDR-L4

Spur 1: NIH3T3 Negativkontrolle.

Spur 2: Zellysat wt250.

Spur 3: Zellysat C3000.

Spur 4: wt250-Gesamtmembranfraktion.
Spur 5: C3000-Gesamtmembranfraktion.

Der auf Abbildung 3-17 dargestellte aMDR-L4 Fusionsproteinantikorper erkennt wie ge-
wunscht lediglich in den Membranprdparationen von wt250 und C3000 das gesuchte P-Gly-
koprotein. Wie schon bei dem KDI 3541 ist auch hier ein stérkeres Signal bei der wt250-Z€ll-
linie zu verzeichnen. Das Serum 570 zeigt gegenluber dem Serum 571 die eindeutigeren Sig-

nale.
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Abbildung 3-18: Immunowesternblot der human MDR1 transfizierten NIH3T3-Zellinien mit den
hergestellten polyklonalen Antikérpern KDI 3541 und MDR-L4
Spur 1: B30-Gesamtzellmembranfraktion
Spur 2:  NIH3T3-Geasamtzellmembranfraktion
Spur 3:  wt250-Gesamtzellmembranfraktion
Spur 4: C3000-Gesamtzellmembranfraktion

Die Uberpriifung auf Humanspezifitat deutet darauf hin, dai? die beiden Antikérper KDI 3541
und aMDR-L4 ebenfalls das in CHO B30-Zellen enthaltene Hamster pgpl erkennen. Das
Serum 124 des Antikérpers KDI 3541 erkennt das humane MDR1 der wt250-Zellen starker
as das der C3000-Zellinie oder das Hamster pgpl (Abbildung 3-18). Auch wenn die
Sensitivitét des Serums 154 nicht so hoch ist, handelt es sich um vergleichbare Befunde.

Bel den Seren 570 und 571 des Antikdrpers aMDR-L4 ist kein Unterschied zwischen dem
humanen MDR1 der wt250- und dem Hamster pgpl der CHO B30-Zellinie vorhanden
(Abbildung 3-18). Jedoch ist eine Signalabstufung bei dem Serum 571 zwischen dem
Hamster pgpl und dem humanem MDR1 der wt250-Z€llinie im Gegensatz zu der C3000-
Zdlinie zu erkennen. Die C3000-Zéllinie wird schwécher erkannt.

67



Ergebnisse

124 hochmolekularer
1 2 Standard (kDa)

M 230010

M 13500
M 97

M 230D

M 13500
M 97

Abbildung 3-19: Immunowesternblot der human MDR1 transfizierten NIH3T3-Zellinien mit den
hergestellten polyklonalen Antikdrpern KDI 3541 und aMDR-L4
Spur 1: CHO B30-Gesamtzellmembranfraktion
Spur 2:  Mausdarm-Gesamtmembranfraktion

Auf der Abbildung 3-19 wird die Uberprifung der Antikorper gegen Maus mdrl gezeigt.

Beide Antikorper erkennen ebenfalls das mdrl aus Mausdarm. Da es sich hierbel um keine
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Zellkultur, sondern um Gewebeaufarbeitung handelt, sind mehrere Nebenbanden zu erkennen.

Diese Nebenbanden werden von den Antikorpern unterschiedlich erkannt.

3.2.5 Topologieuberpriufung im FACS

In dem von Zhang aufgestellten Topologiemodell wurde mit Antikdrpern die zweite cy-

toplasmatische Schleife extrazelluldr lokalisiert. Mittels der hergestellten Antikdrper gegen

humanes MDR1 sollte die vorliegende Zellkultur (Kap. 3.6) auf dieses Modell Uberpriift wer-

den. Die nicht transfizierten Mausfibroblasten wurden bei dieser Analyse al's Negativkontrolle

genutzt.
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Abbildung 3-20:

Uberpriifung der human MDR1 transfizierten NIH3T3-Zellinien im extrazellula-

ren FACS mit dem hergestellten polyklonalen aMDR-L4 und den anti-human
Antikérpern MRK16 sowie MM 4.17.

[T= Isotypkontrolle IgG2a / Prdimunserum
M = Antikdrpersignale

Als Kontrolle wurden die anti-human MDR1 Antikorper MM4.17 und MRK 16 gewahlt und
mit der Isotypkontrolle IgG2a verglichen. Der MRK 16 besitzt ein zusammengesetztes Epitop,
welches die extrazelluldren Schleifen 1 (TM 1-2) und 4 (TM 7-8) beinhaltet. Das lineare Epi-
top des MM4.17 weist zu dem MRK16 Homologien in der Aminosauresequenz der vierten

extrazelluldren Schleife auf. Wéahrend beide Antikorper im extrazelluldren FACS ein spezifi-
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sches Signal bei der wt250-Zellinie aufweisen, ist das Epitop bel der C3000-Zellinie nicht
mehr zugéanglich oder wie bel der NIH3T3-Zellinie nicht vorhanden.

Von den hergestellten Antikorpern wies nur das Serum 571 von aMDR-L4 bei der C3000-
Zellinie ein marginales Signal auf. Ausgehend von den Transkriptionsdaten der zu untersu-
chenden Zellinien handelt es sich hier um die Erkennung der anomalen murinen mdr-Isoform.

Die zwelite cytoplasmatische Schleife wurde von alen Antikorpern extrazellulér nicht erkannt.

Als Positivkontrolle fur das intrazellulére FACS (Daten nicht gezeigt) wurde der Antikorper
C219 benutzt, der als Epitope beide NBD's erkennt. Die Epitoperkennung der zweiten cy-

toplasmatischen Schleife war mit dieser Methode nicht nachzuwel sen.

Mit den vorliegenden FACS-Daten kann das von Zhang ermittelte Topologiemodell des P-
Glykoproteins nicht bestatigt werden. Es gibt keinen Hinweis auf eine extrazellulére Lokali-
sation der zweiten cytoplasmatischen Schleife.

3.3 2D Gelelektrophorese

Cytostatika bewirken unter anderem eine Uberexpression von P-Glykoprotein innerhalb von
Zellen. Eine niedrige Cytostatikakonzentration ermdglicht der resistenten Zellinie jedoch
nicht sofort, auch bel einer hohen Konzentration zu Uberleben. Das Erlangen einer htheren
Resistenz wird durch Selektionsschritte ermdglicht. Bei der wt250- und C3000-Z€llinie han-
delt es sich um mit humanem MDR1 transfizierte NIH3T3-Zellen, die von Loo und Clarke
[1993] hergestellt und unserer Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt wurden. Da die P-Gly-
koprotein-Expression sehr gering war und fur eine photochemische Koppelung mit Substraten
nicht ausreichte, wurde in unserer Arbeitsgruppe eine langsame stufenweise Nach-Selektion
mit Vinblastin vorgenommen. Hiernach wuchs die wt250-Zellinie bei 100 ng Vinblastin/ml
Medium. Die C3000-Zellinie wuchs nach Selektion bei einer hohen Cytostatikakonzentration
von 9 ug Colchizin/ml Medium. Beide Zellinien zeigten hiernach eine hohe P-Glykoprotein-

Expression.
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Abbildung 3-21: Human MDR1 transfizierte NIH3T3-Zellinie von Loo und Clarke.
A) Selektiert mit 100 ng/ml Vinblastin weist die wt250-Zellinie einen epithelialen
Wuchs auf.
B) Die C3000-Zellinie zeigt mit 9 pug/ml Colchizin einen spindelfdrmigen Wuchs.

Auf der Abbildung 3-21 A ist die wt250-Zellinie zu sehen. Sie zeigt einen epithelialen Wuchs
und entspricht vom &ufBeren Erscheinungsbild der Ursprungszellinie NIH3T3. Der
morphologischen Unterschied der C3000-Zellinie (Abbildung 3-21 B) ist deutlich zu
erkennen. Sie wachst spindelférmig, lang ausgezogen. Aufbauend auf diese Beobachtungen
wurden diese Zellinien anhand der 2D-Gel el ektrophorese Uberpruft.

Ein unterschiedliches Proteinmuster war schon im eindimensionalen Gel zu erkennen. Im
Gegensatz zu der wt250-Z€llinie wies die P-Glykoproteinbande von C3000 ein héheres Mo-
lekulargewicht auf. Aul3erdem zeichnete sich die C3000-Zellinie durch eine extrem hohe Cy-
tostatikatoleranz aus. Diese Ergebnisse lief3en darauf schlief3en, dal? innerhalb der C3000-
Zelinie mehr als nur die Hochregulation der P-Glykoprotein-Expression geschehen sein
multe. Uber die 2D-Gelelektrophorese sollten die unter Cytostatikadruck aufgetretenen
Anderungen im Proteinmuster innerhalb der Plasmamembran ermittelt werden.
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Abbildung 3-22: 2D-Plasmamembranproteinmuster der wt250- und C3000-Zellinie.
Die Auftrennung erfolgte tber den pH-Bereich von 3 bis 10 fiir die erste Dimension
mit anschlieRender Auftrennung der Molekulargewichte tber ein 10 % Laemmligel.
Von den sieben markierten Spots innerhalb des Proteinmusters der C3000-Zellinie
konnten fur die massenspektrometrische Untersuchung vier mit Coomassie Blue
angefarbt werden.

Das Proteinmuster der beiden Zellinien ist deutlich zu unterscheiden. Um die Proteinmuster
analysieren zu konnen, war ein Computerprogramm nétig. Die Auswertung wurde mit
freundlicher Unterstiitzung der GBF Braunschweig vorgenommen. Die vorhandenen Spots
konnten nach Markierung Ubereinandergelegt und verglichen werden (Abbildung 3-23). Die
Reproduzierbarkeit der Gele innerhalb einer Zellinie liegt bei ca. 95 %, welches jedoch schon
durch unterschiedliche Silberanfarbung mitbedingt wird. Das gewahlte Referenzgel stellt hier
die wt250-Z€llinie dar, da der Unterschied zwischen geringem und hohen Cytostatikadruck
ermittelt werden sollte. Zwischen den Proteinmustern der wt250- und C3000-Zéellinie besteht

lediglich noch eine Identitét von ca. 25 %.
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Abbildung 3-23: Computervergleich des wt250- und C3000-Proteinmusters.
Grau= C3000-Zellinie

Schwarz= wt250-Zellinie

U= manuell eingegebene Vermerke fur den Vergleich der Proteinmuster
Es besteht eine Identitat der Proteinmuster von ca. 25 %

Fur die Untersuchung einzelner Spots mittels MALDI-TOF wurde eine Proteinmenge bent-
tigt, die mit Coomassie anféarbbar war. Hierbel wurde sich auf die C3000-Zellinie konzen-
triert, da diese extreme Konzentrationen an Cytostatika toleriert.

Die mit Coomassie sichtbaren Spots der C3000-Zellinie wurden mit denen der wt250-Zellinie

verglichen. In ausreichender Menge wurden vier Proteinspots different exprimiert, die zur
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weiteren Analyse mit MALDI-TOF geeignet waren. Hierbei handelt es sich um vier Spots, die
sich im pH-Bereich 7-9,5 befinden.

Die ausgeschnittenen Spots wurden mit freundlicher Unterstitzung der GBF Braunschweig
ausgewertet.

Spot | PH-Bereich | Zuordnung Giber Datenbank Zuordnung Uber Datenbank

Ca. 9,5 Metalloprotease Zink Finger Protein
Glycerinaldehyd . . .
Ca. 7,9 3-Phosphat Dehydrogenase Zink Finger Protein
Ca. 7 T-Cadherin
Ca. 7,5 Annexin Il (Lipocortin I1)
Tabelle 3-2: Zuordnung der Gber MALDI-TOF ermittelten Massen tber Datenbanken.

Die ermittelten Peptid-Spektren sind im Anhang zu finden.
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4 Diskussion

Die Behandlung mit Chemotherapeutikaist ein wichtiger Aspekt in der Krebsbehandlung. Ein
Therapieversagen wird im Zusammenhang mit der Uberexpression von P-Glykoprotein gese-
hen, das in der Lage ist eine Multidrug Resistenz (MDR) auszubilden. Bei diesem Protein
handelt es sich um einen ABC-Transporter, ATP-Binding-Cassette, der mittels ATP-Hydro-

lysein der Lage ist, Chemotherapeutika aus der Zelle herauszutransportieren.

4.1 Photobindungsstellen innerhalb des P-Glykoproteins

4.1.1 Substratbindungsstellen und ihre Bedeutung

P-Glykoprotein ist im direkten Zusammenhang mit dem Phanotyp der Multidrug Resistenz zu
sehen. Dieses Protein erkennt und transportiert ein breites Spektrum an Substraten und er-
schwert damit die Tumorbehandlung mittels Chemotherapie betrachtlich. Lediglich die Gabe
von mehreren Cytostatika oder von sogenannten Modulatoren 183 Chemotherapeutika ihre
Wirkung innerhalb des Tumors entfalten. Bei Modulatoren handelt es sich um Substanzen
unterschiedlicher Struktur, die von P-Glykoprotein erkannt, gebunden, aber nicht transportiert
werden. Bei der Gabe von Modulatoren binden diese an P-Glykoprotein und verhindern so die
Bindung und den Transport der Chemoterapeutika, so dal? diese ihre Wirkung entfalten kon-
nen. Fur die Herstellung effizienter Chemotherapeutika ist eine ausreichende Aufkléarung von
Bindungsstellen innerhalb des P-Glykoproteins notwendig. Durch die Aufklérung der Bin-
dungsstellen und des Erkennungsmechanismus konnten synthetisch hergestellte Substanzen
eine Optimierung der Chemotherapie erreichen Die Identifizierung von Bindungsstellen kann
auch hinsichtlich der Topologie und der Transportfunktion weiterhelfen, da vermutet wird,
dai3 die Bindungsstellen im N- und C-terminalen Bereich des P-Glykoproteins eine gemein-
same Bindungstasche darstellen. Des weiteren ist noch nicht viel tber die 3D-Struktur des P-
Glykoproteins innerhalb der Membran bekannt. Die Kristallstruktur eines ABC-Transporters
konnte bisher lediglich fir HisP, die ATP-Bindungsuntereinheit der Histidinpermease aus
Salmonella typhimurium gezeigt werden. Die Struktur weist eine L-Form auf, die in zwel
Arme unterteilt wird. Arm 1 besteht aus zwel a-Helices- sowie sechs [3-Faltblatt-Unterein-
heiten und wird mit Arm 2 durch sechs [3-Untereinheiten verbunden. Die ATP-Bindungs-
tasche soll sich in Arm 1 befinden und @nelt eher einer Bindungsschleife. Der Arm 2

beinhaltet lediglich a-Helices-Untereinheiten (sechs). Diese vorliegende Kristallstruktur
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wurde mit NBD's von dem CFTR-Protein verglichen und es wurde festgestellt, dal3 eine
Mutation in dem Arm 2 die Interaktion zwischen NBD und TM unterbinden kann. Welitere
Mutationen betreffen die ATP-Bindungstasche [Hung, 1998]. Hieraus resultiert, da3 die
Kristallstruktur von HisP ein gutes Modell fir die NBD s der ABC-Transporter darstellt.

4.1.2 Uberprifung der lodoarylazidoprazosinbindungsstellen

Die Bindungsstellen des lodoarylazidoprazosins wurden 1993 anhand von Epitopmapping
von Greenberger ermittelt. Hierbel wurden zwei Haupt- und eine Nebenbindungsstelle festge-
stellt, von denen sich eine der Hauptbindungsstellen im N-terminalen Bereich bei TM 6 und
die zweite im C-terminalen Bereich bei TM 12 befindet. Die Nebenbindungsstelle wird im N-
terminalen Teil von TM 4 bis kurz vor TM 6 beschrieben. Dieser Bereich beinhaltet die
zweite cytoplasmatische Schleife, die als Photobindungsstelle bereits fur lodomycin und lodi-
pin [Demmer et al, 1997, 1999] bekannt ist. Die Vermutung lag daher nahe, dal3 es sich bei
der beschriebenen Nebenbindungsstelle von lodoarylazidoprazosin ebenfalls um die zweite
cytoplasmatische Schleife handeln kénnte. Die Photobindungsstellen des lodoaryl azidoprazo-
sins sollten in der vorliegenden Arbeit mit der in unserer Arbeitsgruppe etablierten Methode
zur Aufreinigung und anschlief3ender Sequenzierung der Aminosdureteilsequenzen identifi-

ziert werden.

Das nach chemischer Spaltung (BNPS-Skatol-Verdau) erhaltene, reproduzierbare Spaltmuster
wies wie erwartet drel radioaktivmarkierte Banden bei ca. 16, 12 und 8 kDa auf. Diese wur-
den anhand eines etablierten Protokolls aufgereinigt. Bedingt durch die Hydrophobizitdt der
Spaltfragmente erwies sich die Aufreinigung Uber HPLC a's nicht problemlos. Wéhrend das
ca. 8 kDa-Fragment mittels Edman-Sequenzierung als zweite cytoplasmatische Schleife (AS
230 — 312) mit der Grofe von 9,045 kDa identifiziert wurde, muféte fir die beiden anderen
Fragmente ein anderer Weg gefunden werden, da sie auf diese Weise N-terminal blockiert
waren. Daher wurde der Lys C-Verdau gewahlt und die korrespondierenden Photobindungs-
stellen der Fragmente mit denen des BNPS-Skatol-Verdaus verglichen. Mit diesem Verdau
konnten die ca. 16 und 12 kDa-Fragmente Uber Edman-Sequenzierung identifiziert werden
und der AS-Bereich, an dem das photoreaktive lodoarylazidoprazosin bindet, weiter
eingegrenzt werden. Bei dem ca 16 kDa-Fragment handelt es sich um das 18,810 kDa
Fragment, das sich in der zweiten nukleotidbindenden Doméane befindet und den
Aminosaurebereich 1148 — 1276 umfaldt. Das als B-Bande bezeichnete ca. 12 kDa-Fragment
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wurde als 10,823 kDa-Fragment identifiziert. Hierbei handelt es sich um den
Aminosaurebereich 746 —800 und reicht von TM 7 bisTM 8.

Eine grobe Zuordnung des Hauptbindungsbereiches von photoreaktiven Substanzen innerhalb
des P-Glykoproteins kann mit dem sanften Trypsinverdau nach Georges [1991] erfolgen. Bei
diesem Verdau wird durch die Zuganglichkeit einer einzelnen Schnittstelle das P-Glykopro-
tein in die N- und C-terminale Hélfte gespalten. Kontrollversuche mit Gesamtmembranfrak-
tionen an die lodomycin photochemisch gekoppelt wurde, zeigten nach dem Trypsinverdau
den Hauptbindungsbereich in der N-terminalen Hafte. Bei dem Trypsinverdau von
lodoarylazidoprazosin gekoppelten P-Glykoprotein aus CHO B30-Membranpréparationen
konnte keine deutliche Spaltung in diese zwel Hélften gezeigt werden. Dey et al beschrieben
1998, dal? fur eine eindeutige Spaltung zunéchst der Trypsinverdau mit anschlief3ender
photochemischen Kopplung notwendig ist. Hieraus la%t sich eine Blockierung der
Trypsinschnittstelle  vermuten, die durch die sequenzierten Bindungsstellen fir
lodoarylazidoprazosin ermittelt wurden. Die Bindungsstellen TM 4-5 und TM 7-8 liegen, 3-
dimensional vorgestellt, so dicht nebeneinander, dal3 durch Kopplung des
lodoarylazidoprazosins eine Trypsinspaltung in der Linkerregion hinter der 1 NBD erschwert
wird. Es konnte jedoch auch sein, dal3 lediglich die Bindung im Bereich TM 7-8 hierfir
ausschlaggebend ist. Dieses konnte bedeuten, dal3 die Trypsinspaltstelle Uberlagert wird.

4.1.3 Bindungsstellen innerhalb des P-Glykoproteins

Waéhrend fir das Bolton-Hunter-Derivat lodomycin [Demmer et al, 1997], das zu dem
Anthrazyclin Daunomycin gezahlt wird, und dem 1,4-Dihydropyridinderivat lodipin [Dem-
mer et al, 1999] lediglich eine Bindungsstelle innerhalb des P-Glykoproteins identifiziert
wurden (AS 230 — 312), sind fUr andere Substrate mehrere Bindungsstellen gezeigt worden,

die sich jeweils N- und C-terminal befinden.
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Abbildung 4-1:  Theoretische P-Glykoproteinstruktur mit den ermittelten und aus der
Literatur entnommenen Substratbindungsstellen.
Azidopin [Bruggemann et al., 1992] bindet N-terminal in dem Aminosaurebereich 198 — 440
und C-terminal. Diese Bindungsstellen sind nicht weiter eingegrenzt worden, aber es wird
diskutiert, dal? Azidopin und lodoarylazidoprazosin identische Bindungsstellen besitzen
[Greenberger et al., 1990]. Fir lodoarylazidoprazosin wurden von Greenberger [1993] drei
Bindungsstellen beschrieben, die sich in den Bereichen TM 4 bis kurz vor TM 6, TM 6 und
TM 12 befinden sollen. Durch die vorliegenden Ergebnisse missen diese Angaben auf TM 4
—-5(AS230-312), TM 7 —TM 8 (AS 746 — 800) und 2 NBD (AS 1148 — 1276) fir das
photoreaktive [*%I]lodoarylazidoprazosin korrigiert werden. Sollten Azidopin und lodoaryla-
zidoprazosin wirklich Bindungsstellen teilen, dann mufite es sich N-terminal ebenfalls um die
zweite cytoplasmatische Schleife und im C-terminalen Bereich um die zweite nukleotidbin-
dende Domane handeln. Die Uberprifung und somit Eingrenzung der Azidopinbindungs-
stellen konnte eventuell ebenfalls die Wichtigkeit der zweiten cytoplasmatischen Schleife
bestétigen. Die ermittelten Bereiche fiir lodoarylazidoprazosin zeigen eine Ubereinstimmung
mit den Bereichen fir die hergestellten Taxol-Analoga 3 -p-benzoyldihydrocinnamoyl
(BzDC) und dem korrespondierenden C-7-Analogon [Wu et al., 1998]. Fur 7-BzDC wurde
der Aminosaurebereich 683 — 760 gefunden. Hierbei kénnte es sich um den Bindungsbereich
AS 746 — 800 von lodoarylazidoprazosin handeln. Die Sequenzen fur 3'-BzDC sind zwar
nicht identisch, aber auch hier wird die Bedeutung der zweiten nukleotidbindenden Domane
gezeigt. Der Bereich TM 7 — TM 8 wurde erst mit dem Taxol-Analogon 7-BzDC als
Bindungsstelle fur photoreaktive Substrate innerhalb des P-Glykoproteins beschrieben. Laut

Mutagenesestudien wird dieser Bereich jedoch schon seit 1991 [Buschman et al] als relevant
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angesehen, da ein Austausch dieser Region (MDR1) gegen den identischen aus MDR2 den
Verlust der Transporterfunktion zur Folge hatte. Ein identisches Resultat wurde nach
einzelnen Mutationen an spezifischen Positionen innerhalb TM 7 erzielt [Loo und Clarke,
1993, 1996].

Fur Substratbindung und Transport wurden auch kooperative Bindungsstellen innerhalb des
P-Glykoproteins beschrieben [Shapiro et al., 1999]. Colchizin inhibiert zum Beispiel den
Hoechst 33342-Transport, wahrend der von Rhodamin 123 stimuliert wird. Colchizin muf3
demnach von der Hoechst 33342-Bindungsstelle erkannt und mit héherer Affinitét gebunden
werden. Anthracycline wirken hierzu gegensétzlich und Vinblastin inhibiert beide Bindungs-
stellen. Die Hoechst 33342- und Rhodamin 123-Bindungsstellen befinden sich im cytoplas-
matischen Teil des P-Glykoproteins. Die Stimulierung beider Substrate wird durch Prazosin
und Progesteron erreicht. Durch diesen Versuch wurde ebenfalls das Vorhandensein von drei
Bindungsstellen innerhal b des P-Glykoproteins bestétigt.

Bel Untersuchungen welche Voraussetzungen Substrate haben miissen, die an P-Glykoprotein
binden wurde herausgefunden, dal3 alle Substrate eine hohe Anzahl an Elektronendona-
torgruppen besitzen. Als solche werden Gruppen mit einem freien Elektronenpaar an einem
elektronegativen Atom (O, N, S, F, Cl) bezeichnet oder die TeElektronen innerhalb eines un-
geséttigtem Systems besitzen [Vinogradov et al., 1971]. Die Erkennungselemente sind aus 2
(Typ 1) oder 3 Elektronendonatorgruppen (Typ Il) in einem festen rdumlichen Abstand aufge-
baut. Interaktionen zwischen P-Glykoprotein und seinen Substraten basiert auf Wasserstoff-
briickenbindungen die bei Typ | einen Abstand von 2,5 + 0,3A, und bei Typ Il einen Abstand
von 4,6 + 0,6 A haben [Seelig, 1998].

4.1.4 Der Substrattransport

Eine umfassende Aufklarung der P-Glykoproteintopologie kann helfen, den Substrattransport-
Mechanismus und somit die Multidrug Resistenz zu verstehen. Da die Art und Weise des
Transports noch nicht bekannt ist, stehen lediglich Hypothesen als Erklarung zur Verfligung.
Wie auf den Abbildungen 1-2 in der Einleitung zu erkennen ist, werden die zweite (TM 4-5)
und dritte (TM 8-9) cytoplasmatische Schleife auch extrazellulér diskutiert. Da es sich bei der
zweiten cytoplasmatischen Schleife um die Substratbindungsstelle von lodomycin, lodipin
[Demmer et al., 1997, 1999] und lodoarylazidoprazosin handelt, ist die Lokalisation dieses
Abschnittes von grof3er Bedeutung, die weitergehend in dem Abschnitt Gber die polyklonalen
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Antikorper behandelt wird. Die bisherige Vorstellung der Substratbindung und dem anschlies-
senden Transport wurde 1989 zunéchst von Endicott und Ling beschrieben. Sie nehmen an,
dai3 P-Glykoprotein als ATP-Effluxpumpe die vorliegenden Cytostatika aus dem Cytosol di-
rekt herauszutransportieren vermag. Raviv et al haben 1990 die Hypothese aufgestellt, dal3 P-
Glykoprotein wie ein hydrophober Staubsauger arbeitet, der Substrate aus dem Lipidbilayer
zunéchst in eine wassergefullte Pore saugt und von dort aus exportiert. Eine weitere Vorstel-
lung fUr den Transport, in der P-Glykoprotein as Flippase die hydrophoben Substrate direkt
aus dem Lipidbilayer abfangt und wieder nach aul3en transportiert, wird ebenfalls diskutiert
[Higgins und Gottesman, 1992]. Dieses Modell wird auch fur den zu P-Glykoprotein sehr
homologen bakteriellen ABC-Transporter LmrA aus Lactococcus lactis angenommen. Die
Annahme, dai3 die umliegenden Lipide der Plasmamembran eine Rolle fir den Substrattrans-
port spielen, wurde weiter untersucht und auch bestétigt. Es wird in Betracht gezogen, dal3
Substrate durch passive Diffusion in die Zelle gelangen. Eine Protonierung der MDR-Sub-
strate aufgrund des pH-Wertes [Ferguson et al., 1984, Berleur et al., 1985] und die Lipidzu-
sammensetzung [Walter et al., 1979, Dupou-Cezanne et al., 1989] 1&/3 den Effekt des Sub-
stratinfluxes vermuten. Zusammen mit Cholesterol und Sphingomyelin konnen Fettsaurezu-
sammensetzungen ebenfalls einen Effekt auf den Substratinflux haben. Eine Reduktion des
Substratinfluxes bei MDR kann mit dem Lipidwechsel innerhalb der Plasmamembran in Ver-
bindung stehen. Es wurde eine direkte Korrelation zwischen der Fahigkeit von Steroid-Hor-
monen beobachtet, MDR und die Cholesterol-Biosynthese zu inhibieren [Metherall et al.,
1996]. Die Auswirkungen der Lipidzusammensetzung fir P-Glykoprotein wurde von Saeki et
al [1992] beschrieben. Sie benutzten aufgereinigtes P-Glykoprotein rekonstituiert in Liposo-
men mit unterschiedlichen Cholesterolgehalten und konnten zeigen, das eine maximale P-
Glykoprotein — Azidopin Bindung mit 20 % Cholesterol erreicht wird. Hohe Cholesterolge-
halte konnen die P-Glykoprotein Transporteraktivitét inhibieren. Dieses bedeutet, dal3 mit der
Uberexpression von P-Glykoprotein ein Umbau der Plasmamembran erfolgen muf3. Dieser
Umbau ist nicht wie hier beschrieben auf die Lipidzusammensetzung beschrankt sondern um-

falét auch die Plasmamembranproteine, die im Kapitel 4.3 weiter erlautert werden.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen [Rosenberg, 1997] zeigen eine grof3e Pore inner-
halb des Proteins. Hier wird eine Kommunikation zwischen Protein und Phospholipidbilayer
angenommen. Fur den Substrattransport wird auch eine ATP-abhangige Konformationsande-
rung diskutiert. Auf3erdem ist der ATPase Zyklus substratabhangig. Dieses wurde anhand von
Mutagenesestudien belegt [Azzaria et al., 1989, Loo und Clarke, 1995]. Mutationen einer
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NBF bewirken die Einstellung des Substrattransportes und der ATPase Aktivitat. Aus diesen
Ergebnissen wird ebenfalls geschlossen, dal3 die beiden NBF's miteinander kooperieren.

P-Glykoprotein wird von einigen seiner Substrate reguliert. Der mdr-Promotor wird zum Bei-
spiel durch Vincristin, Anthracyclin und Colchizin aktiviert [Kohno et al., 1989]. In dieser
Arbeit wurde die P-Glykoprotein-Expression der Zellkultur durch Colchizin und Vinblastin
induziert. Ebenso vermdgen Steroid-Hormone, wie bereits beschrieben, MDR und die Cho-
lesterol-Biosynthese zu inhibieren und auf diese Weise Uber die Lipidzusammensetzung der

Plasmamembran einen Einfluf3 auf die Regulation zu nehmen [Metheral et al., 1996].

Loo und Clarke haben durch Crosslinking Versuche gezeigt, dal3 TM 6 und TM 12 nahe-
beieinander liegen und sich wahrend des Reaktionszyklus einer ATP-abhéngigen Konforma-
tionsanderung unterziehen. Senior et al [1995] erkldren die Konformationsanderung in einem
vier-Stufen-Modell des Substrattransportes, wo zunéchst die Substraterkennung von der ATP-
Bindung gefolgt wird. Die ATP-Hydrolyse ist wiederum mit dem Substrattransport gekoppelt.

Auch TM 3 und TM 10, die cytoplasmatisch lokalisiert sind, und deren flankierende Sequen-
zen scheinen in der Substratbindung involviert zu sein. Bei der Konformationsanderung wird
angenommen, dal3 TM 3 und TM 10 die Substrate vom Cytoplasma zur extrazelluléren Seite
transportieren, wahrend die extrazellulédr liegenden TM 5, TM 8 und umliegende Sequenzen
die Substrate freilassen [Zhang, J.-T., 1998].

Die Annahme einer Pore |&3t dreidimensional einen engen Kontakt und damit auch Interakti-
onen zwischen der N- und C-terminalen Seite zu. Auch die NBD's, die wie bei dem CFTR-
Modell in der Pore liegen missen, kdnnen durch die nahe Lage miteinander kooperieren. Es
ist daher auch nicht verwunderlich, dal3 viele Substrate mindestens eine Bindungsstelle im N-
und C-terminalen Bereich des P-Glykoproteins aufweisen. Auch lodomycin zeigt eine leichte,
im C-terminalen Teil liegende, Bindungsstelle, die mittels der heutigen Methoden jedoch
nicht lokalisiert werden konnte. Auffalig ist jedoch die Haufung der Bindungsstellen im Be-
reich TM 4-5, TM 7-8 und TM 12-zweite NBD, was die Uberlegung einer Bindungstasche fiir
Substrate und anschlieffender gemeinsamen Ausschleusung zul&f3t. Mit lodoarylazidoprazosin
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal3 diese drei beschriebenen Bindungsbereiche von
einem Substrat genutzt werden kénnen. Fur den Transport mul3 auch eine Konformationsan-
derung ausschlaggebend sein. Diese Konformationsdnderung und das daraus resultierende
Topologiemodell von Zhang et al sollten durch Antikorper [Kapitel 3.5] Uberprift werden.
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Ein Transport ist eine Aktivitét, die ein starres Modell nicht zu vollbringen vermag. Interes-
sant ist hierfUr die Vorstellung des beschriebenen hydrophoben Staubsaugers [Raviv et al.,
1990], der die Substrate aus der Lipidschicht Ubernimmt und durch die innere Pore [Rosen-
berg, 1997] des P-Glykoproteins nach auf3en transportiert, jedoch durch Abgabe der Substrate
an weitere Bindungsstellen innerhalb des P-Glykoproteins, welches den Transport durch Kon-
formationsénderung [Loo und Clarke, 1999], abschliefdt. Da P-Glykoprotein lediglich ca
20% der Membranproteine ausmacht, ist der Aufbau der Plasmamembran

(Lipidzusammensetzung) ebenfall sein wichtiger Aspekt fir die Multidrug Resistenz.

4.2 Herstellung polyklonaler Antikérper

Das konventionelle Modell der Topologie des P-Glykoproteins zeigt die zweite Schleife zwi-
schen TM 4 und TM 5 im intrazelluldren Bereich (Abbildung 1-2). 1996 stellten Zhang et al
polyklonale Antikorper gegen die zweite Schleife der Hamster Isoform pgpl her. Mit diesen
Antikorpern wurde diese Region im extrazelluldren Bereich lokalisiert. Die Topologie des P-
Glykoprotein ist trotz dieser Ergebnisse nicht vollstandig geklart. Mit der Herstellung eines
polyklonalen Antikérpers gegen das humane MDR1, der die identische Aminosduresequenz
des Zhang-Antikorpers besitzt, sollte die Lokalisation der zweiten cytoplasmatischen Schleife
erneut untersucht werden. Fir diese Uberpriifung wurden auRerdem Antikorper gegen die

konservierte Region dieses Bereiches produziert.

Innerhalb der zweiten cytoplasmatischen Schleife befindet sich eine von flnf konservierten
Regionen des P-Glykoproteins. Das sogenannte EAA- Motiv besteht bel Prokaryonten aus 20-
30 Aminosduren und bei dem EAA-&hnlichen Motiv der Eukaryonten aus 15 Aminosauren.
Hinter den Aminosduren EAA steht an vierter Stelle ein zentrales Glycin. Bei Bakterien be-
wirkt die Mutation dieses Glycins den kompletten Verlust der Transporterfunktion [Koster et
al, 1992]. Interaktionen, die zwischen den Transmembrandomanen und der NBD stattfinden,
[Mourez et al, 1997] sind bereits fir Bakterien-Transporter gezeigt worden, jedoch noch nicht
fUr die eukaryontischen Transporter [Loo und Clarke, 1995]. Die Walker A- und Walker B-
Motive sind kennzeichnend, aber das LSGGQ-Motiv, welches die Walker-Motive verbindet,
ist charakteristisch fir ABC-Transporter. Diese Motive sind in der nukleotidbindenden Do-
mane lokalisiert. Fir den Maltosetransporter aus E.coli konnte eine Interaktion zwischen dem
EAA- und dem LSGGQ-Motiv gezeigt werden. Das EAA-Motiv soll auch an der Zusammen-
setzung der Substratbindungsstellen beteiligt sein. Mutationen in der EAA-Region induzieren

Konformationsanderungen in anderen Teilen des Proteins [Mourez et al, 1997]. Dieses Motiv
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sowie die NBD sind fur die Transportfunktion des P-Glykoproteins notwendig. Die ATP-Bin-
dung erfolgt durch elektrostatische Wechselwirkungen der Phosphatreste mit dem Walker A-
Motiv. Durch die ATP-induzierte Konformationsénderung findet eine Interaktion zwischen
dem LSGGQ-Motive und den Transmembrandomanen statt. Die Walker A- und B-Motive
liegen bei HisP in der Region, die denen der G-Proteine und ,, Motor-Proteine* sehr dhnlich
ist.

Die Wichtigkeit der zweiten cytoplasmatischen Schleife wird durch die Substratbindungs-
stelle(n) fur lodomycin, lodipin und lodoarylazidoprazosin deutlich. Es wére denkbar, daf
Substrate in dieser Region binden und durch Interaktionen mit der NBD transportiert werden.
HierfUr wére ebenfalls eine Konformationsanderung in dem Bereich der el ektronenmikrosko-
pisch sichtbaren Pore vorstellbar. Durch die Konformationsanderung kénnte eine Verlagerung
der zweiten cytolasmatischen Schleife so nahe an den extrazelluléren Bereich zur Substratab-
gabe ermoglicht werden, dal3 eine extrazelluldre Lokalisation anhand von Antikérpern vor-
stellbar wird. Dieses wirde die Mdglichkeit erklaren, warum die zweite cytoplasmatische

Schleife in der Zhang-Topologie extrazellulér lokalisiert ist.

421 Zellkultur

Bel der Ausgangszellinie handelt es sich um eine mit humanem MDR1-transfizierte NIH3T3-
Zé€llinie, die unserer Arbeitsgruppe von Loo und Clarke zur Verfigung gestellt wurde. Fur
Photoaffinitéatsstudien mufdte diese Zellinie zundchst unter Cytostatikadruck selektiert werden,
um einen héheren P-Glykoproteinanteil in der Plasmamembran zu erhalten. Hierfur wurde ein
Tell dieser Ausgangszellen unter 100 pg/ml Vinblastin kultiviert. Die hieraus resultierende
Zé€llinie wurde wt250 genannt. Der zweite Teil wurde als C3000-Zédllinie bei 9 pug/ml Colchi-
zin kultiviert. Nach diesen Kultivierungen entstanden zwei vdllig unterschiedliche Zellinien.
Bel wt250 handelt es sich um eine gegen 100 ng/ml Vinblastin resistente Zellinie. Sie stirbt
jedoch unter dem hohen Cytostatikadruck der resistenten C3000-Zellinie ab. Der P-Gly-
koproteinanteil in der Plasmamembran dieser beiden Zellinien war fir photochemische
Kopplung von Substraten ausreichend exprimiert worden. Jedoch unterschieden sich diese
beiden Zellinien im Laufverhaten des P-Glykoproteins bei elektrophoretischen Auftrennung.
Die apparenten Molekulargewichte der komplexen glykosylierten und deglykosylierten Form
des P-Glykoproteins waren unterschiedlich. Aus diesem Befund ist abzuleiten, dal3 die beiden

Zéellinien unterschiedliche MDR Proteine exprimieren.
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Auch morphologische Unterschiede sind eindeutig sichtbar [Abbildung 3-21]. Die wt250-
Zellinie wéachst epithelia unter dem geringen Cytostatikadruck, wéhrend eine hohere
Konzentration an Cytostatika einen spindelformigen Wuchs der Zelle bewirkt. Dieser
Ubergang des Wachstumsverhaltens wurde bei der wt250 in Anwesenheit von 100 ng/ml
Vinblastin beobachtet.

Standard
VI (bp) 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

Abbildung 4-2:  RNA-Transkriptdaten
Ergebnisse von Frau Dr. Demmer (nicht veréffentlicht)
Spur 2, 6, 12: Negativkontrolle ohne RNA
Spur 3, 7, 13:  wt250-RNA
Spur 4, 8, 14: C3000-RNA
Spur 5,9, 15:  RNA aus Mausniere
Spur 2-5: PCR-Kontrolle auf Glycerin-Aldrhyd-Dehydrogenase
Spur 6-9: Uberprifung auf humanes MDR1
Spur 12-15; Uberprufung auf murines mdrl

RNA-Untersuchungen dieser beiden Zellinien ergab, dal3 die wt250-Z€llinie wie erwartet hu-
manes MDRL1 exprimiert. Bei der C3000-Zellinie war dieses jedoch nicht exprimiert worden,
obwohl es sich hier um eine human MDR1-transfizierte Mausfibroblastenzellinie handelt. Die
Uberpriifung dieser Zellinien auf Maus mdrl zeigte bei der wt250 keine Transkription, wah-
rend die C3000-Zellinie Maus-Splicevarianten aufwies. Dieses Resultat 1&3t die Vermutung
zu, dal3 der C3000-Zéellinie die human MDR1-Transfektion fir das Erlangen der Resistenz
unter dem hohen Cytostatikadruck nicht ausgereicht hat. Die Zelle hat durch Maus-Spliceva-
rianten eine Méglichkeit gefunden, sich vor der hohen Cytostatikakonzentrationen zu schiit-

zZen.

Widersprichlich fur die C3000-Zéllinie ist, dal3 sie kein humanes Transkript mehr besitzt, im
Western-Blot aber von dem humanspezifischen Antikorper C494 erkannt wird. Aufl3erdem
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zeigt sie im Gegensatz zu der wt250-Zellinie kein immunreaktives FACS-Signal mit anti-
MDR Antikdrpern auf.

4.2.2 Western-Blot- und FACS-Ergebnisse

Die Ergebnisse der zwei polyklonalen Antikorper, KDI 3541 und aMDR-L4, lassen sich mit
den beschriebenen Transkriptionsdaten der zwei Zellinien erklaren Die beiden hergestellten
Antikorpern weisen ein sensitiveres Signal bei der wt250-Zellinie auf als bei der C3000-Zell-
linie. Laut Transkriptionsdaten [Demmer, nicht verdffentlicht] wird innerhalb der wt250-Zell-
linie das humane MDR1 exprimiert und daher im Western-Blot von den Antikorpern erkannt.
In der C3000-Zéellinie wird kein humanes MDR1 mehr exprimiert, aber eine Maus mdrl1-
Spliceform. Dieses P-Glykoprotein wird von den Antikérpern KDI 3541 und aMDR-L4 nicht
so stark erkannt wie das humane. Eine Spezifitatsiberprifung hat gezeigt, dal? es sich nicht
um humanspezifische Antikorper handelt. Sie erkennen neben humanem P-Glykoprotein auch

die Hamster-1soform pgpl aus CHO B30-Zellen sowie Maus mdrl.

Die Zédllinien wurden mittels der hergestellten polyklonalen Antikorper ebenfalls im FACS
Uberprift. Mit dieser Methode sollte die zuvor beschriebene Topologiefrage der zweiten cy-
toplasmatischen Schleife geklart werden.

Die extrazelluldren FACS-Daten konnten keinen Hinweis auf die Lokalisation der zweiten
cytoplasmatischen Schleife im extrazelluléren Bereich geben. Dieses Ergebnis bestétigt das
Uber Hydrophobitatsanalysen ermittelte Topologiemodell. Dal3 die hergestellten Antikorper
im intrazelluldren FACS keine Signale aufweisen, bedeutet nicht, dal3 die zweite cytoplasma-
tische Schleife dort nicht lokalisiert ist. Die fur das intrazellulére FACS benétigten Fixierun-
gen und das beigefligte Triton X-100 zur Perforation der Zellen zerstren oder veréndern fir
viele Antikorper die Epitope. Diese Ergebnisse weisen lediglich darauf hin, dal3 diese po-
lyklonalen Antikorper nicht fur intrazellul&res FACS geeignet sind.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dal? die zweite cytoplasmatische Schleife durch
die Interaktion mit der NBD und die hieraus resultierende Konformationsanderung nur fir

den Substrattransport in die Nahe der extrazelluléren Seite kommen kann.
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4.3 Ergebnisse der 2D Gelelektrophorese

Die morphologischen Unterschiede der Zellinien wt250 und C3000 wurden Uber 2D-Gel-
elektrophorese der P-Glykoprotein enthaltenen Plasmamembranen untersucht und konnten
auch mit dieser Methode bestétigt werden. Mit Hilfe eines Computerprogramms wurden die
Proteinmuster der Zellinien miteinander verglichen und nur noch eine Ubereinstimmung von
ca. 25 % der Muster festgestellt. Dieses Resultat zeigt, dal3 die C3000-Z€llinie, um unter dem
hoheren Cytostatikadruck wachsen zu kdnnen, den Grofdteil der Plasmamembran umgebaut
hat.

Um einen Einblick in die Tumorentwicklung zu erhalten, wurden fiir die Uberpriifung tiber
MALDI-TOF von der resistenten C3000-Zellinie zur wt250-Z€llinie differentiell Coomassie
angefarbte , Spots* in dem pH-Bereiche von ca. 7-9,5 ausgewahlt. Diese Spots enthalten nicht
unbedingt nur ein einzelnes Protein. Es mul3 davon ausgegangen werden, dal3 es sich hierbei
um mehrere Proteine desselben pH-Wertes und Mol ekulargewichtes handelt.

Um welitere Aussagen Uber den Umbau der Plasmamembran von der C3000-Zéellinie zu er-
halten, wurden 2D-Gele mit Coomassie-Blue angeféarbt. Hiermit wurde eine ausreichende
Proteinmenge garantiert, da im Gegensatz zu der Silberfarbung die Coomassie-Féarbung nicht
SO sensitiv ist.

Die vier Protein-Proben wurden hierfir zunéchst mit Trypsin gespalten, bevor tber MALDI-

TOF die Proteinmassen ermittelt und Gber Datenbanken ausgewertet wurden.

Die Probe 1 mit einem pH-Wert von ca. 9,5 wurde Uber zwei unterschiedliche Dateinbanken
mit der ermittelten Masse Uberprift. Hierdurch wurden zwei mégliche Proteine herausgefun-

den: eine Metalloprotease und/oder ein Zink Finger Protein.

Bel Metalloproteasen handelt es sich um Enzyme, die in Verbindung mit der , Malignitét"
stehen. Sie werden im Zusammenhang mit der Tumorentstehung und der Metastasierung be-
schrieben [Nelson et al., 2000]. In der Umbildung der Zelloberflachenproteine, Proliferation
und Differenzierung spielen sie ebenfalls eine Rolle [Bergers et al., 2000]. Bei der C3000-
Zé€llinie wirden Metalloproteasen die morphol ogische Verdnderung von einem epithelialen in

einen spindelférmigen Wuchs erklaren.

Das Uber die Datenbanken erhaltene Zink-Finger-Protein wurde auch fur die Probe 4 bei el-
nem pH von ca. 7,9 gefunden. Eine Vielzahl der Zink-Finger-Proteine steht in Verbindung
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mit der zelluldren Signaltransduktion. Zu diesen Proteinen wird beispielsweise Protein-
Kinase C gezahlt. Sie besitzt eine , Finger-ahnliche” Sequenz und kann mit dieser Doméane
Phorbolester binden. Durch den &hnlichen Aufbau dieser Doméne wird auch eine Protein-
Protein Interaktion angenommen. Zink-Finger sind als DNA-bindende Motive bekannt. Es
wurden jedoch auch DNA-RNA-Hybride und Protein-Protein Interaktionen beobachtet. Da
Zink-Finger Proteine bis zu sechs dieser Bindungsmotive besitzen konnen, waren

unterschiedliche Interaktionspartner sehr wahrscheinlich.

Fur Probe 4 wurde neben dem Zink-Finger-Protein die Glycerinadehyd-3-Phosphat De-
hydrogenase Uber die Datenbank ermittelt. Dieses Protein spielt nicht nur in der Glykolyse fir
den Energiebedarf der Zelle eine Rolle, sondern auch in der DNA-Replikation und dem Kern-
RNA-Export. Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase wird in Verbindung mit Prostata-
krebs beschrieben und muf3 in diesem Zusammenhang ebenfalls in der Malignitét von Zellen
involviert sein [Sirover et al., 1999]. Bel hoherem Cytostatikadruck mussen mehr Chemothe-
rapeutika aus der Zelle heraustransportiert werden. Es wird angenommen, dal3 fir den Trans-
port von einem Substratmolekil ein ATP notwendig ist. Hiermit wird ein hoherer Energiebe-
darf fur die C3000-Zellinie erklart.

Bei der Probe 5 mit einem pH-Wert von ca. 7 handelt es sich um das T-Cadherin. Die Klasse
der Cadherine wird as integrale Membrangl ykoproteine beschrieben, bel denen tberlegt wird,
ob sie mit der Calcium-abhangigen Zell-Zell-Adhésion in Verbindung stehen und mit der
Kontrolle der Gewebemorphogenese in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Sicher ist,
daid sie a's Signaltransduktionsprotein eine Rolle spielen [Philippova et al., 1998]. Die direkte
Funktion dieses Proteinsist noch nicht geklart.

Mit einem pH-Wert von ca. 7,5 wurde fir die Probe 6 in der Datenbank Annexin 11 ermittelt.
Annexin Il (oder Lipocortin 1) gehdrt zu der Familie der Calcium- und Phospholipidbinden-
den Proteinen, die eine Rolle in der Zdldifferenzierung und Metastasierung spielen. Bei dem
Lewis Lungenkarzinom inhibiert Annexin Il signifikant die Wanderung der metastasierenden
Zellen[Bach et al, 1997].

Alle ermittelten Proteine der C3000-Zellinie sind in der Tumorentwicklung notwendig, wie
zum Beispiel eine gesteigerte Glykolyse fir den Substrattransport, aber auch eine morpholo-
gische Veranderung zur Metastasierung.
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5 Zusammenfassung

SCHLAGWORTER: P-Glykoprotein, ABC-Transporter, Multidrug Resistenz (MDR),
| odoar ylazidoprazosin, Photobindungsstellen

Die Chemotherapie ist eine von drel Behandlungsmethoden bel der Bekdmpfung maligner
Tumore. Durch die Gabe von Cytostatika kénnen Tumorzellen eine Resistenz gegen ein brei-
tes Spektrum strukturell unterschiedlicher Substanzen erlangen. Das Auftreten dieser Resis-
tenzen wahrend der Chemotherapie wird als Multidrug Resistenz (MDR) bezeichnet, die
hauptsachlich durch die Uberexpression von P-Glykoprotein, eéinem ABC-Transporter (ATP
binding cassette), verursacht wird. P-Glykoprotein ist in der Lage, mit einem ATP-abhangi-
gen Mechanismus Cytostatika aus der Tumorzelle zu transportieren. Photoaffinitatbindungsli-
ganden wie Prazosin und lodomycin werden genutzt, um Bindungsstellen fur Pharmazeutika
innerhalb des P-Glykoproteins zu tberprufen.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Photobindungsstellen des [**I]lodoarylazidoprazosins in dem
P-Glykoprotein aus Hamster CHO B30-Zellen zu charakterisieren und auf Aminosaureebene

einzugrenzen.

In der Literatur wurden Uber Epitopmapping zwei Haupt- (TM 6, TM 12) und eine Nebenbin-
dungsstelle (TM 4 bis kurz vor TM 6) fur lodoarylazidoprazosin beschrieben. Die chemische
Tryptophan- (BNPS-Skatol) und enzymatische Lys C-Spaltung des photochemisch
gekoppelten P-Glykoproteins fihrte in dieser Arbeit zu einem reproduzierbaren Spaltmuster.
Die durch Edman-Sequenzierung erhaltenen Aminosaure-Teilsequenzen des P-Glykoproteins
identifizierten die Photobindungsstellen des lodoarylazidoprazosins in den Aminosdure-
Bereichen 230-312 (TM 4 bis TM 5), 746-800 (hinter TM 7 bis hinter TM 8) und 1148-1276
(hinter dem Walker A-Motiv der zweiten NBD). Durch diese Ergebnisse mul eine Korrektur
der lodoarylazidoprazosin-Bindungsstellen vorgenommen werden. Zudem konnte mit den
vorliegenden Aminosaure-Teilsequenzen hier zum ersten Mal ein Substrat gezeigt werden,
das ale drei wichtigen Bindungsstellen, die fur den Substrattransport in der Literatur

beschrieben werden, benutzt.

Der Substratbindungsbereich der zweiten cytoplasmatischen Schleife wird auch in Topolo-
giemodellen diskutiert. In der Literatur wird ein theoretisches Modell beschrieben, welches

diesen Bereich intrazellulér zeigt, wahrend durch Experimente mit Antikorpern die zweite
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cytoplasmatische Schleife extrazelluldr ermittelt werden konnte. Die Lokalisation der zweiten
cytoplasmatischen Schleife konnte mittels der hergestellten anti-human MDR1-Antikorper
KDI 3541 und aMDR-L4 extrazellulér nicht bestétigt werden. Die vorliegenden FACS-Daten

unterstiitzen die Hypothese des tiber Hydrophobizitétsanal ysen ermittelten Topol ogiemodells.

In Anwesenheit von Cytostatika wird in Zellen nicht nur P-Glykoprotein Gberexprimiert, son-
dern es kommt zu globalen Anderungen in Stoffwechsel und Genexpression. Die mit 9 pg/ml
Colchizin selektierte, mit MDR1 transfizierte NIH3T3-Zellinie (C3000) zeigt unter diesem
Cytostatikadruck eine gegeniber der mit 100 ng/ml Vinblastin kultivierten wt250-Zellinie
veradnderte Morphologie. Eine unterschiedliche Expression des MDR Proteins dieser beiden
Z€llinien kann sowohl aus den Transkriptionsdaten als auch aus den apparenten Molekular-

gewichten des P-Glykoproteins abgel eitet werden.

Um die unter Cytostatikaselektion auftretende Verénderung im Proteinmuster der Plasma-
membranen zu erfassen, wurde eine Auftrennung der Membranproteine tber zweidimemsio-

nal e Gel el ektrophorese vorgenommen.

Die Ergebnisse der 2D-Gelelektrophorese konnen lediglich eine ca. 25 % Identitét der Plas-
mamembranproteinmuster der beiden Zellinien wt250 und C3000 aufweisen. Die vier quanti-
tativ abweichenden Proteine mit spezifischer Uberexpression in der C3000-Zéellinie wurden
massenspektrometisch (MALDI-TOF) identifiziert. Diese Proteine stehen im Zusammenhang
mit dem durch Substrattransport erhdhtem Energiebedarf der Zelle und der Metastasierung.
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6 Abstract

KEY WORDS: p-glycoprotein, ABC-transporter, multidrug resistance (MDR),
iodoarylacidoprazosin, photo-binding sites

To treat cancer with chemotherapy is one out of three major therapeutic options. However,
following the initial treatment with cytostatic drugs, tumor cells can become resistant to a
broad range of structurally different chemotherapeutic drugs. Such resistances during chemo-
therapy are known as multidrug resistance (MDR). MDR is mainly based on overexpression
of P-glycoprotein, an ABC-transporter (ATP binding cassette). P-glycoprotein actively trans-
ports particular cytostatic drugs out of cancer cells (causing resistance against these drugs).
Photo-affinity labeled ligands, i.e. Prazosin and lodomycin, are used to test binding sites of
pharmaceutical agentsto P-glycoprotein.

This study aimed to characterize the photo-affinity labeled ligands of [***I]iodo-
arylazidoprazosin to p-glycoprotein in hamster CHO B30-cells and to restrict to specific

amino acid-regions.

Using epitope mapping, Greenberger et al. identified two major (TM 6, TM 12) and one mi-
nor (TM 4 — TM 6) binding sites for iodoarylazidoprazosin. In the present study both chemi-
cal cleavage of tryptophan (BNPS-Skatol) and enzymatic cleavage of Lys C of photochemi-
cally labeled P-glycoprotein revealed a reproducible pattern. Photo-binding sites of iodoaryl-
azidoprazosin at amino acid 230-312 (TM 4 — TM 5), 746-800 (from fourth extracellulare
loop to third intracellular loop including TM 8) and 1148-1276 (behind Walker A motif of the
second NBD) were identified by Edman-sequencing. Based on these results, the iodoaryl-
azidoprazosin-binding sites need to be corrected. Furthermore, using the present amino acid
sequences, a substrate was identified, that used all three magjor binding sites, as described in
the literature for substrate transport.

The substrate binding region of the second cytoplasmic loop has been discussed controver-
sively in topology models. As documented in the literature, a theoretical model has been de-
scribed, which suggests this domain to be intracellular. In contrast, antibody studies revealed
this domain to be extracellular. Utilizing antibody KDI 3541 and aMDR-L4, our studies did
not confirm this domain to be extracellular. The presented FACS-data support the hypothesis
of the topology model based on hydrophobic analyses.
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Due to the application of cytostatic drugs in cells, not only P-glycoprotein is overexpressed
but furthermore general metabolism and gene expression are changed. NIH3T3-cells trans-
fected with MDR1 and selected with 9 pug/ml colchicine (C3000) reveal a difference in mor-
phology in comparison to wt250-cells, that are grown under continious selection of 100 ng/ml
vinblastine. A change in expression of MDR protein of both cells can be observed on tran-

scriptional level and based on molecular weight of p-glycoprotein.

To identify differences in protein pattern of plasma membranes, we separated membrane pro-
teins by two-dimensional gel electrophoresis. The results of 2 D-gelelectrophoresis reveal
only 25 % identity in the pattern of plama membrane proteins between wt250 and C3000
cells. Using mass spectrometry (MALDI-TOF), four quantitatively different proteins have
been identified to be specifically overexpressed in C3000 cells. These proteins can be related

to increased energy requirements of cells due to substrate transport and metastasis.
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Ein-Buchstaben-Code der Aminosaure
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L Leucin
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Cystein
Asparaginsaure

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Glutaminsaure
Phenylalanin

<s<-4wmw=IOTVTZEZ

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
valin
Tryptophan
Tyrosin

Aminosauresequenz des P-Glykoproteins aus Hamster (Isoform pgp1l)
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Anhang

GrolRenstandards

A-BstE |1 (New England Biolabs)

8454/ 7242 ] 6369 / 5686 / 4822 4324 | 3675/ 2323/ 1929/ 1371/ 1264/ 702 bp
1 kbp-Standard (New England Biolabs)

10002 / 8001 / 6001 / 5001 / 4001 / 3001/ 200/ 1500 / 1000 / 500 bp

25 bp-Standard (Gibco BRL)

500/ 475/450/ 425/ 400/ 375/ 350/ 325/300/275/250/225/ 200/ 175/ 250/ 225/
200/175/150/125/100/75/50/ 25 bp

Nieder molekularer Standard (Gibco BRL)
46/29/20,3/14,6/58/ 3 kDa
Hochmolekularer Standard (Gibco BRL)
190/125/88/65/43/35/ 33 kDa

Standard VI (Boehringer)
2176/ 1766/ 1230/ 1033/ 653 /517 / 453/ 394/ 298 / 234/ 220/ 154 bp

Plasmidkarte pGEX-4T(1) (Pharmacia Biotech)
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Anhang

Uber MALDI-TOF ermittelte Spektren:
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Anhang

Vollstandige cDNA-und Aminosauresequenz von humanem P-Glykoprotein

DNA:  ATGGATCTTGAAGGGGACCGCAAT CGAGGAGCAAAGAAGAAGAACTTTTTT 51
+1: M D L E G D RN GG A K K K N F F 17
DNA:  AAACTGAACAATAAAAGT GAAAAAGATAAGAAGGAAAAGAAACCAACTGTIC 102
+1: K L NN K S E K D K K E K K P T V 34
DNA: AGIGTATTTTCAATGITTCGCTATTCAAATTGECTTGACAAGT TGTATATG 153
+1: S VF S MF RY S NWIL D KL Y M 51
DNA:  GTGGTGGGAACT TTGECTGCCATCATCCATGEECCTGGACTTCCTCTCATG 204
+1: V.V G T L A Al I HGAGL P L M 68
DNA:  ATGCTGGTGI TTGGAGAAATGACAGATATCT TTGCAAATGCAGGAAATTTA 255
+1: ML V F GE M T DI F A N A G N L 85
DNA: GAAGATCTGATGI CAAACATCACTAATAGAAGTGATATCAATGATACAGEG 306
+1: E D L M S NI T N R S DI N D T G 102
DNA: TTCTTCATGAATCTGGAGGAAGACATGACCAGGTATGCCTATTATTACAGT 357
+1: F F M N L E EDMT R Y A Y Y Y S 119
DNA: GGAATTGGTIGCCTGEEGTCCTGGT TECTGCTTACATTCAGGTTTCATTTTGSG 408
+: G| G A GV L VAAY I QV S F W 136
DNA:  TGCCTGGCAGCTGGAAGACAAATACACAAAATTAGAAAACAGTITTTTTCAT 459
+1: C L A A GRQI HK I R K QF F H 153
DNA:  GCTATAATGCGACAGGAGATAGCCTGGT TTGATGI GCACGATGI TGEEGAG 510
+: Al MR QE I GWZF DV HDV G E 170
DNA:  CTTAACACCCGACT TACAGATGATGI CTCCAAGATTAATGAAGGAATTGGT 561
+1: L N T R L T D D V S K I N E G | G 187
DNA: GACAAAATTGGAATGI TCTTTCAGICAATGGECAACATTTTTCACTGGGITT 612
+1: D K I GMF F QS M AT F F T G F 204
DNA:  ATAGTAGGATTTACACGT GGTTGGAAGCTAACCCTTGTGATTTTGECCATC 663
+1: | VvV G F T R GWK L T L V I L A | 221
DNA:  AGICCTGITCTTGGACTGTCAGCTGCTGI CTGECCAAAGATACTATCTTCA 714
+1: S P VL G L S A AV WAIK I L S S 238
DNA: TTTACTGATAAAGAACTCTTAGCGTATGCAAAAGCTGGAGCAGTAGCTGAA 765
+1: F T D K E L L AY A K A G A V A E 255
DNA:  GAGGTCT TGGCAGCAATTAGAACT GT GATTGCATTTGGAGGACAAAAGAAA 816
+1: E VL A Al R T VI A F G G Q K K 272
DNA:  GAACTTGAAAGGTACAACAAAAATTTAGAAGAAGCTAAAAGAATTGEGATA 867
+1: E L E R Y N K N L E E A K R I G | 289
DNA:  AAGAAAGCTATTACAGCCAATATTTCTATAGGTGCTGCTTTCCTGCTGATC 918
+1: K K A I T A N1 S I G A A F L L | 306
DNA: TATGCATCTTATGCTCTGGECCTTCTGGTATGEGACCACCTTGGTCCTCTCA 969
+1: ' Y A S Y AL A F WY GT T L V L S 323
DNA: GEGCGAATATTCTATTGGACAAGTACTCACTGTATTTTCTGTATTAATTGEG 1020

+1: G E Y S I G Q V L T V F S V L | G 340
DNA:  GCTTTTAGIGI TGGACAGGCATCTCCAAGCATTGAAGCATTTGCAAATGCA 1071
+1: A F SV G QA S P S I E A F A N A 35
DNA:  AGAGGAGCAGCTTATGAAATCTTCAAGATAATTGATAATAAGCCAAGTATT 1122
+1: R G AAAY E I F K I | D N K P S | 374
DNA:  GACAGCTATTCGAAGAGT GGGCACAAACCAGATAATATTAAGCGAAATTTG 1173
+1: D S Y S K S G H K P DNI K G N L 391
DNA:  GAATTCAGAAATGI TCACTTCAGI TACCCATCTCGAAAAGAAGT TAAGATC 1224
+1: EF R NV HF S Y P S R K E V K I 408

DNA:  TTGAAGGGT CTGAACCT GAAGGT GCAGAGT GEECAGACGGTGECCCTGGTT 1275
+1: L K G L N L KV QS G QT V A L V 425
DNA:  GGAAACAGT GECT GT GGGAAGAGCACAACAGT CCAGCTGATGCAGAGECTC 1326
+1: G N S G C G K S T T V QL M Q R L 442
DNA:  TATGACCCCACAGAGGGEGATGGT CAGT GT TGATGGACAGGATATTAGGACC 1377
+1: ' Y D P T E G MV SV DG QDI R T 459



Anhang
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DINA:
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DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:
DINA:
+1:

ATAAATGTAAGGTTTCTACGGGAAAT CATTGGT GTGGT GAGT CAGGAACCT
| NV RFLURETI T GVVSOQEP
GTATTGTTTGCCACCACGATAGCT GAAAACAT TCGCTATGGCCGT GAAAAT
V_ FATTI AENTIRYGREN
GTCACCATGGAT GAGAT TGAGAAAGCT GT CAAGGAAGCCAAT GCCTATGAC
V T MDEI EKAVU KTEANAYD
TTTATCATGAAACTGCCTCATAAAT T TGACACCCTGGT TGGAGAGAGAGGG
F1 MKLPHZKTFUDTTULVGTETR G
GCCCAGT T GAGT GGT GGGCAGAAGCAGAGGAT CGCCATTGCACGT GCCCTG
A QL SGGOI K ORI A1l ARAL
GTTCGCAACCCCAAGAT CCTCCTGCT GGAT GAGGCCACGT CAGCCTTGGAC
V RNPIKTI LLLTDEATTSA ATLD
ACAGAAAGCGAAGCAGT GGT TCAGGT GGCT CT GGATAAGGCCAGAAAAGGT
T ESEAVVQVALTDTZEKATR RK G
CGGACCACCAT TGTGATAGCTCATCGTTTGTCTACAGT TCGTAATGCTGAC
R T T I VI AHRLSTVRNATD
GTCATCGCTGGT TTCGATGATGGAGT CAT TGT GGAGAAAGGAAATCATGAT
VI AGFDDTGVI VEUZKGNHTD
GAACTCATGAAAGAGAAAGGCAT TTACT TCAAACT TGTCACAATGCAGACA
E L MKTEZ KTGI YFKLUVTMOQT
GCAGGAAAT GAAGT TGAAT TAGAAAAT GCAGCT GATGAATCCAAAAGT GAA
A GNEVTETLTENAADTETSTZKSE
ATTGATGCCTTGGAAATGTCTTCAAATGAT TCAAGATCCAGT CTAATAAGA
| DAL EMSSNTDSI RS STL I R
AAAAGAT CAACT CGT AGGAGT GT CCGT GGAT CACAAGCCCAAGACAGAAAG
K RSTURRSVRGSGO OQOQAT OTUDTR K
CTTAGTACCAAAGAGGCT CT GGATGAAAGTATACCTCCAGT TTCCTTTTGG
L STKEALTDTETGSI PPV SF W
AGGATTATGAAGCTAAATTTAACTGAATGGCCTTATTTTGTTGT TGGTGTA
RI MKLNTLTTEMWPYTFUVV GV
TTTTGTGCCATTATAAAT GGAGGCCT GCAACCAGCATTTGCAATAATATTT
FCAI |l NGGLIOPAFAI I F
TCAAAGATTATAGGGGTTTTTACAAGAATTGATGATCCTGAAACAAAACGA
S | 1 GV F TR I DDZPTET KR
CAGAATAGTAACTTGTTTTCACTATTGTTTCTAGCCCTTGGAATTATTTCT

NS NLTFSTLILTFLALTGI I S
TTTATTACATTTTTCCTTCAGGGT TTCACATTTGGCAAAGCT GGAGAGATC
FI1 TFFL QGTFTTFGI KA ATGE |
CTCACCAAGCGGCT CCGATACATGGT TTTCCGAT CCATGCT CAGACAGGAT
L T KRLRYMVE FEFTZRSMLT RO QD
GTGAGTTGGT T TGATGACCCTAAAAACACCACT GGAGCATTGACTACCAGG
V S WF DDZPI KNTTGALTTR
CTCGCCAATGATGCTGCTCAAGT TAAAGGGGCTATAGGT TCCAGGCTTGCT
L ANDAAGOVUEKTGAI GSRL A
GTAATTACCCAGAATATAGCAAATCTTGGGACAGGAATAATTATATCCTTC
VI TONI ANLTGTTGI | I SF
ATCTATGGTTGGCAACTAACACTGTTACTCTTAGCAATTGTACCCATCATT
| Y GWOQLTTLTLTLTLATILI VP |
GCAATAGCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATGTTGTCTGGACAAGCACTGAAA
Al AGV VEMEKMLSGO QAL K
GATAAGAAAGAACT AGAAGGT GCT GGGAAGAT CGCTACT GAAGCAATAGAA
D K KELTEGAGIKI ATEAI E
AACTTCCGAACCGT TGT TTCTTTGACT CAGGAGCAGAAGT TTGAACATATG
NF RTVV SLTIOQET QI KTFTEH M
TATGCTCAGAGT TTGCAGGTACCATACAGAAACTCTTTGAGGAAAGCACAC
Y AQSLOQVPYJ RNSTLT REKAH
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2193
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918
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Anhang

+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:
+1:

ATCTTTGGAATTACATTTTCCTTCACCCAGGCAATGATGTATTTTTCCTAT
| F GI T F SFTOQQAMMYF S Y
GCTGGATGTTTCCGGTTTGGAGCCTACT TGGT GGCACATAAACT CATGAGC
A GCFRTFGAYLUVAHEKTLMS
TTTGAGGATGTTCTGTTAGTATTTTCAGCTGTTGTCTTTGGTGCCATGGCC
F EDVLTLUVFSAVVFGAWMA
GTGGGGCAAGT CAGTTCATTTGCTCCT GACTATGCCAAAGCCAAAATATCA
V G QVSSFAPDYAZ KA ATK I S
GCAGCCCACATCAT CATGATCATTGAAAAAACCCCTTTGATTGACAGCTAC
A°AHI I MI I EKTPLI DS Y
AGCACGGAAGGCCTAAT GCCGAACACAT TGGAAGGAAAT GTCACATTTGGT
S TEGLMPNTLTETGNVTF G
GAAGTTGTATTCAACTATCCCACCCGACCGGACAT CCCAGT GCTTCAGGGA
EV VFNYZPTURPDI PVL QG
CTGAGCCT GGAGGT GAAGAAGGGCCAGACGCT GGCT CTGGT GGGCAGCAGT
L S L EV KZ KGO QTTLALVGS S
GGCT GT GGGAAGAGCACAGT GGT CCAGCT CCT GGAGCGGT TCTACGACCCC
G CGHKSTVVOQOLLTETRTEYVYTDTFP
TTGGCAGGGAAAGT GCT GCT TGAT GECAAAGAAATAAAGCGACTGAATGT T
L AGK V L L DGIKTETLI KRTL NV
CAGT GGCT CCGAGCACACCT GGGCAT CGT GT CCCAGGAGCCCATCCTGTTT
WLRAHLTGI VSQETZPTI L F
GACT GCAGCAT TGCTGAGAACAT TGCCTAT GGAGACAACAGCCGGGT GGTG
D CSI AENI AY GDNGST RV V
TCACAGGAAGAGAT TGT GAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACATACATGCCTTC
S QE EI VRAAZKTEA ANI HATF
ATCGAGTCACT GCCTAATAAATATAGCACT AAAGT AGGAGACAAAGGAACT
| E S L PNJKYJSTJ KVGDJIKTGT
CAGCTCTCTGGT GGCCAGAAACAACGCAT TGCCATAGCTCGTGCCCTTGT T
QLS GGOIKI ORI A1l ARATL V
AGACAGCCTCATATTTTGCTTTTGGATGAAGCCACGT CAGCTCTGGATACA
R QPHI LLLDEATT SALTDT
GAAAGT GAAAAGGT TGT CCAAGAAGCCCT GGACAAAGCCAGAGAAGGCCGC
E S EKVVQEA ALTDU KA ARTEGR
ACCTGCATTGTGATTGCTCACCGCCT GTCCACCATCCAGAATGCAGACTTA
T CIl VI AHRLSTI QNATUDL
ATAGTGGTGTTTCAGAAT GGCAGAGT CAAGGAGCAT GGCACGCAT CAGCAG
| VVF QNGRVYVYIKTEUHTGTHO OO
CTGCTGGCACAGAAAGGCAT CTATTTTTCAATGGT CAGT GT CCAGGCT GGA
L L AQKGI YFSMVSVOQA G
ACAAAGCGCCAGTGA
T K R Q *
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