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1 Einleitung

1.1 ABC-Transporter und ihre klinische Relevanz

ATP-binding cassette (ABC) Transporter gehoéren zu einer groflen Familie von struktu-
rell verwandten Membranproteinen, die eine Vielzahl von Substraten unter ATP-Verbrauch
durch die Zellmembran transportieren [1-3]. ABC-Transporter spielen bei vielen lebenswich-
tigen Prozessen eine Rolle und kommen in allen lebenden Spezies vor [4]. Namensgebend ist
die Nukleotid-Bindungsdoméne (NBD), die in allen Proteinen der Familie hoch konserviert
ist. An ihr wird ATP gebunden und hydrolysiert. Bisher wurden 48 humane ABC-Transporter
beschrieben, die durch phylogenetische Analyse tiber die Sequenzhomologie ihrer NBDs in
die sieben Unterfamilien ABC-A bis ABC-G eingeteilt werden. Die Mitglieder der ABC-
Transporterfamilie weisen einige gemeinsame Strukturmerkmale auf. Sie bestehen zumeist
aus zwei homologen Hélften, die jeweils eine transmembranire Doméne (TMD) mit un-
terschiedlich vielen a-Helices und die bereits erwahnte Nukleotid-Bindungsdoméne auf der

zytoplasmatischen Seite der Membran enthalten [1, 2].

Von den 48 humanen ABC-Transportern besitzt ein grofler Teil eine sehr ausgeprigte Sub-
stratspezifitiat. So wird beispielsweise Retinol im Auge von ABCA4 erkannt. Ein anderes
Beispiel ist ABCA1, welches Cholesterol in HDL-Vesikel transportiert [5]. Eine Reihe von
Transportproteinen weist im Gegensatz zu den oben genannten Vertretern eine sehr breite
Substraterkennung auf. Diese ABC-Transporter werden vor allem in Geweben exprimiert, die
wichtige pharmakologische Barriere-Funktionen besitzen. Dazu gehoéren Darm, Leber, Niere,
Plazenta und Blut-Hirn-Schranke. Dort transportieren sie in den meisten Féllen Substan-
zen vom Zellinneren auf die extrazellulare Seite der Membran. Die Gewebeverteilung und
die funktionalen Eigenschaften dieser Transportproteine lassen auf eine wichtige Rolle beim
Schutz des Korpers vor potentiell toxischen Fremdstoffen schlielen, da durch diese sowohl
die Absorption der Stoffe im Darm verringert als auch die Ausscheidung tiiber die Leber oder
die Niere beschleunigt wird. Zudem wird ein Eindringen fremder Substanzen in empfindliche
Gewebe, wie zum Beispiel in das Gehirn, durch die ABC-Transporter limitiert [3, 5, 6]. Bei
vielen Transportproteinen sind sowohl die Substrate als auch die physiologischen Funktionen

jedoch noch unbekannt.
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Wie bereits erwéhnt, weisen einige der humanen ABC-Transporter jeweils eine sehr breit
gefacherte und teilweise auch iiberlappende Spezifitat fiir strukturell verschiedene Molekii-
le auf. Héufig besitzen diese Molekiile eine bestimme Lipophilie, eine planare réumliche
Struktur und ein Molekulargewicht von weniger als 800 Da. Die genannten Charakteristika
treffen auf sehr viele der sich auf dem Markt befindenden Arzneistoffe zu. Zu Substraten von
ABC-Transportproteinen gehéren zum Beispiel Wirkstoffe aus der Gruppe der Antibiotika,
der Antimalariamittel und eine groe Anzahl von Zytostatika [3, 7-9]. Dies verdeutlicht die

pharmazeutische und klinische Relevanz der ABC-Transporter.

Diese Proteine beeinflussen Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion der
von ihnen transportierten Arzneistoffe [6, 7, 10, 11]. So kann es bei der gleichzeitigen Ein-
nahme mehrerer Wirkstoffe zu klinisch relevanten Interaktionen kommen, wenn diese mit
dem gleichen ABC-Protein interagieren. Dabei gibt es verschiedene Moglichkeiten der ge-
genseitigen Beeinflussung. Konkurrieren zwei Arzneistoffe zum Beispiel um die Aufnahme
bzw. die Ausscheidung iiber den gleichen ABC-Transporter mit limitierter Transportkapa-
zitét, so kann die Plasmakonzentration beider Stoffe stark verandert sein. Es kann entweder
bei Erniedrigung der Konzentration im Blut zu einem Wirkverlust oder bei geringem the-
rapeutischen Fenster des Arzneistoffes durch Erhohung der Plasmakonzentration zu einer

Intoxikation kommen.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass die Expression von einigen ABC-Transportern
durch Arzneistoffe (z.B. Rifampicin) induziert und so die Pharmakokinetik anderer Wirk-
stoffe verandert wird, welche ebenfalls mit diesen Transportern interagieren. Ebenfalls be-
schrieben ist, dass bestimmte Arzneistoffe ihr Zielgewebe wie zum Beispiel das zentrale Ner-
vensystem nicht erreichen, da dieses von ABC-Transportern geschiitzt wird. Dies betrifft
unter anderem Zytostatika, die bei Hirntumoren eingesetzt werden [12]. Bei dem Antidi-
arrhoikum Loperamid wird dieses Prinzip jedoch bewufit ausgenutzt. Dieses Opioid-Derivat
ist ein Substrat von ABCB1 und kann aus diesem Grund nicht ins zentrale Nervensystem
gelangen. Somit weist die Substanz keine der fiir Opioide typischen unerwtinschten Arznei-

mittelwirkungen auf [13].

Pharmakokinetische Parameter wie die Bioverfiigharkeit und die Gewebeverteilung sind nicht
nur fiir die Arzneimittelsicherheit von Bedeutung, sondern stellen auch wichtige Charakte-
ristika bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe oder -formen dar. Diese werden wie zuvor be-
schrieben unter anderem auch von ABC-Transportern beeinflusst. Aus diesem Grund wird
in der praklinischen Entwicklungsphase heutzutage routinemafig sichergestellt, dass neue
Wirkstoffkandidaten nicht mit ABC-Transportern (hier hauptséichlich ABCB1) interagie-
ren [6].
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Daneben spielt die Variation in der Expression oder eine Mutation bestimmter Transporter
eine Rolle bei verschiedenen genetisch bedingten Erkrankungen. Mutiertes und somit funk-
tionsloses ABCC7 (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CEFTR) fiihrt zur
Ausbildung von zystischer Fibrose [2, 14], ein genetischer Defekt von ABCA1 zur Tangier-
Kranheit [15].

Einige der multispezifischen ABC-Transporter sind zusétzlich am Phanomen der klassischen
Multidrug Resistenz (MDR) von Tumoren beteiligt. Durch die vermehrte Expression dieser
Transportproteine in der Zellmembran von Tumorzellen wird ein starker Efflux der betrof-
fenen Zytostatika beobachtet. Auf diese Weise wird die intrazellulare Konzentration der
Wirkstoffe unter die wirksame Konzentration vermindert, so dass es zu einem Versagen der
Chemotherapie kommt. Zudem liegt durch die breite Substraterkennung der involvierten
ABC-Transportproteine meist eine Kreuzresistenz vor, bei der die Tumorzellen gleichzeitig
unempfindlich gegentiber mehreren strukturell und vom Wirkungsmechanismus her verschie-

denen Zytostatika sind.

Zu den am besten untersuchten MDR Transportern zahlen ABCB1 (P-Glykoprotein, P-gp),
ABCG?2 (Breast cancer resistance protein, BCRP) und ABCC1 (Multidrug resistance-related
protein 1, MRP1) [6, 16]. In zahlreichen Studien mit resistenten Tumorzellen unterschied-
lichster Gewebeherkunft konnte gezeigt werden, dass vor allem diese drei Transporter fiir den
Efflux vieler verschiedener Zytostatika verantwortlich sind [17-19]. Der Fokus dieser Arbeit
lag auf den beiden ABC-Transportern ABCB1 und ABCG2. Diese werden zusammen mit

ihrer individuellen klinischen Relevanz in den folgenden Kapiteln naher vorgestellt.

1.2 ABCB1

ABCBI, auch P-Glykoprotein genannt, gehért zur ABCB-Subfamilie der ABC-Transporter.
Das Protein weist in glykosyliertem Zustand ein Molekulargewicht von 170 kDa auf und
besteht aus 1280 Aminosauren. Strukturell kann das Transportprotein in vier Doménen auf-
geteilt werden, zwei transmembranidre Doméanen aus jeweils sechs a-Helices und zwei ATP-
Bindungsdoménen. Diese Doménen folgen alternierend aufeinander, N-terminal beginnend
mit einer TMD, und bilden so zwei homologe Halften. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische
Darstellung der Topologie von ABCBI.

Entdeckt wurde ABCB1 1976 in einem resistenten Tumor von chinesischen Hamster-Ovar-
zellen [20]. Es ist der am langsten bekannte und am besten untersuchte Vertreter der hu-

manen ABC-Transporter. Natiirlicherweise kommt das Protein in den Biirstensaum-Zellen



1 Einleitung

Abb. 1.1: Topologiemodell von ABCBI.

des Darms, den Canaliculi der Leber, dem proximalen Tubulus der Niere und den Epithelien
der Blut-Hirn-Schranke und der Plazenta vor und stellt, wie bereits zuvor beschrieben, einen

korpereigenen Abwehrmechanismus gegentiber Xenobiotika dar [17].

Zur Funktionsweise von ABCBI1 existieren verschiedene Modelle, von denen die zwei wich-
tigsten hier kurz vorgestellt werden. Ein populares Modell ist das des ,,hydrophoben Staub-
saugers“. Dabei bilden die beiden homologen Halften einen Transportkanal, der den Efflux
von Molekiilen direkt aus der Plasmamembran ermoglicht. Auf diese Weise werden die Stoffe
ausgeschleust, bevor sie das Zytosol erreichen. Im Flippase-Modell befordert (,flippt*) der
Transporter das Molekiil von der inneren zur dufleren Seite der Phospholipid-Doppelschicht,

von wo dieses dann in den Extrazelluldrraum entlassen wird [21, 22].

Die Art und die Anzahl der méglichen Substrat-Bindungsstellen von ABCBI1 sind aktueller
Gegenstand der Forschung. Sie werden sowohl intrazellular als auch intramembranéar disku-
tiert und zu ihrer genauen Lage und Struktur gibt es verschiedene Theorien. Einerseits wird
eine groffe Bindungstasche vermutet, die fiir mehrere strukturell verschiedene Stoffe benach-
barte oder sogar iiberlappende Erkennungsregionen beinhaltet [3, 23-25]. In dieser Tasche
konnten zwei oder mehr Stoffe gleichzeitig gebunden werden. Daneben wird auch vermutet,
dass die Bindungstasche sehr flexibel ist, so dass sich ihre Form an das jeweils gebundene
Molekiil anpassen kénnte [26, 27].

Andererseits existieren viele Hinweise auf raumlich getrennte Bindungsstellen. Uber die Exis-
tenz mehrerer Bindungsstellen herrscht weitgehend Einigkeit, jedoch werden die genaue An-
zahl und die Spezifitat fiir verschiedene Liganden noch untersucht. Shapiro und Ling konnten
nachweisen, dass zwei verschiedene Stellen fiir die Bindung von Rhodamin 123 (R-site) und
Hoechst 33342 (H-site) existieren, welche positiv kooperativ miteinander interagieren [28, 29].
An die R-site binden laut den Autoren neben verschiedenen Rhodamin-Derivaten auch An-

thrazykline wie Daunorubicin oder Doxorubicin. Hoechst, Quercetin und Colchicin sollen da-
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TMDs

NBDs

Abb. 1.2: Kristallstruktur von Abcbla aus der Maus im ATP-freien Zustand, modifiziert
nach [35, 36].

gegen Liganden der H-site sein. Diese Theorie wurde von anderen Arbeitsgruppen teilweise
bestétigt oder auch weiterentwickelt [30, 31]. Insgesamt wurden bis zu sieben Bindungsstellen
postuliert [32].

Die Lokalisation der Bindungsstellen in der Tertidrstruktur von ABCB1 wurde mit Hilfe von
Photoaffinitits-Markierungen und Mutationsstudien untersucht. Diese Daten wurden von
Pajeva et al. zusammengefasst und auf ein Homologiemodell des Proteins tbertragen [33].
Die Auswertug ergab, dass besonders die transmembranéiren Helices 5, 6, 11 und 12 an der
Bindung von Wirkstoffen beteiligt sind. In einem weiteren Homologiemodell konnten drei
potentielle Bindungsstellen identifiziert werden, von denen eine an der Grenzfliche zwischen
Zytosol und Membran und zwei weitere innerhalb der transmembranéaren Helices lokalisiert
sind [34]. 2009 wurde schlielich die Kristallstruktur des zu ABCB1 homologen Proteins aus
der Maus (Abcbla) verdffentlicht, welches zum humanen Protein eine Aminosiduresequenz-
homologie von 87 % aufweist (siche Abbildung 1.2) [35]. Hier wurde deutlich, dass Molekiile
theoretisch direkt aus der Plasmamembran in das Protein gelangen kénnen. Auf diese Weise

konnten zuvor aufgestellte Theorien unterstiitzt werden [23].

Auf der Basis bisher durchgefiihrter Untersuchungen wurden mehrere Modelle zum Trans-

portzyklus von ABCB1 publiziert, die das Zusammenspiel von ATP-Bindung bzw. -Hydrolyse
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und Substrattransport beschreiben [37-40]. Das ATP-switch Modell, welches sich auch auf
andere ABC-Transportproteine tibertragen lasst, wird im Folgenden kurz vorgestellt. Higgins
und Linton postulierten, dass der Transportzyklus bei Bindung eines Substrates gestartet
wird. Nachfolgend bindet je ein ATP-Molekiil an jede NBD. Die dadurch ausgeloste Kon-
formationsdnderung der NBDs fiihrt zur Entstehung eines geschlossenen NBD-Dimers [39].
Dieser Vorgang 16st wiederum Veranderungen in der rdumlichen Anordnung der transmem-
brandren Doménen aus. Dadurch wird das gebundene Substrat zur extrazellularen Seite
der Membran transportiert. Aufgrund der zuvor genannten Konformationsidnderungen der
TMDs reduziert sich die Affinitét des Substrates zu seiner Bindungsstelle und es kann den
Transporter verlassen. Durch ATP-Hydrolyse und Freisetzung von ADP und Phosphat wer-
den sowohl TMDs als auch NBDs in die Ausgangsposition zurtickversetzt, von der ausgehend

ein neuer Transportzyklus beginnen kann.

Zu den bisher identifizierten Substraten von ABCB1 gehéren vor allem Zytostatika, wie
zum Beispiel Anthrazykline (Doxorubicin, Daunorubicin), Vinca Alkaloide (Vinblastin, Vin-
cristin), Taxane (Paclitaxel, Docetaxel), Podophyllotoxine (Etoposid, Teniposid) und Topo-
isomerase-Hemmstoffe (Topotecan, Irinotecan) [6, 41]. Transportiert werden unter anderem
auch einige Corticoide (Dexametason, Hydrocortison, Triamcinolon), Antibiotika (Erythro-
mycin, Valinomycin) und HIV-Protease-Inhibitoren (Saquinavir, Ritonavir, Nelfinavir). Da-
neben werden Farbstoffe wie Rhodamin 123, Hoechst 33342 oder Calcein-AM von ABCBI1
erkannt [7]. Die hier aufgefithrten Substrate weisen sehr unterschiedliche chemische Grund-
gertiste auf. Einige ausgewéhlte Verbindungen sind in Abbildung 1.3 dargestellt. Hier zeigt
sich deutlich die breite Substratspezifitdt von ABCBI.

Auch die Inhibitoren von ABCB1 weisen eine breite chemische und strukturelle Vielfalt auf.
1981 wurde von Tsuruo und Mitarbeitern entdeckt, dass der Calciumkanal-Blocker Vera-
pamil in der Lage ist, die ABCBI1-vermittelte Resistenz in vitro aufzuheben [42]. Weitere
Inhibitoren der ersten Generation gehoren zu verschiedenen Wirkstoffklassen, darunter Im-
munsuppressiva, Antihistaminika, Neuroleptika und Antimalariamittel [41]. Zur Inhibition
von ABCB1 wurden jedoch relativ hohe Konzentrationen dieser Substanzen benotigt. Die
neben der ABCB1-Hemmung vorhandene pharmakologische Hauptwirkung der Inhibitoren
fithrte bei Einsatz dieser hohen Konzentrationen zu starken Nebenwirkungen. Die Strukturen
der Inhibitoren der ersten Generation wurden so weiterentwickelt, dass sich die Affinitat zum
Protein erhohte und die pharmakologische Hauptwirkung verringerte. Vertreter dieser zwei-
ten Generation sind zum Beispiel das Cyclosporin A-Analogon PSC 833 (Valspodar) oder
das Verapamil-Derivat Dex-Verapamil [41]. Diese Verbindungen wiesen jedoch neben einer
Inhibition von ABCB1 auch andere Effekte auf, die zu schwerwiegenden Nebenwirkungen

fithrten. Sie wirkten zum Beispiel ebenfalls inhibierend auf Enzyme des Cytochrom P450-
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Abb. 1.3: Ausgewihlte Substrate von ABCBI.

Systems, so dass es zu pharmakokinetischen Interaktionen mit den zugleich verabreichten
Zytostatika kam [6]. Aus diesem Grund wurden neue Strukturen entwickelt, die gezielt nur
eine Interaktion mit ABCBI zeigten und eine sehr hohe Affinitdt zum Protein besaflen. Die
prominentesten Vertreter der dritten Generation von ABCB1-Inhibitoren sind die Substan-
zen Tariquidar (XR9576) und Elacridar (GF120918) [43, 44], welche in der Lage sind, das

Protein bereits in nanomolaren Konzentrationen zu hemmen.

Neben Inhibitoren sind auch Aktivatoren des Substrattransportes durch ABCBI1 interessan-

te Werkzeuge zur Untersuchung der Interaktion der verschiedenen Bindungsstellen. In der
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Literatur wurde dieser aktivierende Effekt zum Beispiel fiir die Verbindungen Hoechst 33342,
QB102 und weitere neue QB-Derivate beschrieben [28, 45, 46]. Ausfiihrliche Informationen

zu diesem Themengebiet finden sich im Ergebnisteil in Kapitel 4.2.

Diverse Inhibitoren der zweiten und dritten Generation wurden seit 1993 in klinischen Stu-
dien in Kombination mit verschiedenen Zytostatika eingesetzt, deren Ergebnisse zum Teil
vielversprechend waren. Zum Teil zeigten diese jedoch auch keinen Vorteil fiir die behan-
delten Patienten. In einigen Fallen war die erhohte Toxizitat der verwendeten Zytostatika,
die durch eine pharmakokinetische Interaktion mit dem ABCBI1-Inhibitor ausgelost wurde,
ein Grund fiir den Abbruch der Studien. Eine Ubersicht iiber die bis 2005 durchgefiihrten
Studien gibt Referenz [6]. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse aus unzéihligen in vitro
Untersuchungen zur Kombination von Substraten und Inhibitoren hat bisher kein ABCBI1-

Inhibitor die Zulassung als Arzneimittel erhalten.

So gibt es auch nach vielen Jahren der Forschung an ABCB1 noch immer Fragen, die bisher
offen geblieben sind. Obwohl bereits eine Kristallstruktur von Abcbla aus der Maus ver-
offentlicht wurde, ist noch ungeklart, warum das Protein eine so breite Substraterkennung
besitzt und wie diese exakt funktioniert. Auch zum genauen Transportmechanismus und
zum Zusammenspiel der verschiedenen Bindungsstellen konnten bisher nur Vermutungen

angestellt werden, ein Beweis steht zum jetzigen Zeitpunkt noch aus.

1.3 ABCG2

ABCG2, auch bekannt unter den Namen Breast cancer resistance protein (BCRP), Placen-
tal ABC protein (ABCP) oder Mitoxantrone resistance protein (MXR) ist der neueste in
der Literatur beschriebene MDR Transporter. Entdeckt wurde das Transportprotein in der
humanen, gegentiber Mitoxantron resistenten Brustkrebszelllinie MCF-7/AdrVp, in welcher
keine Uberexpression von ABCB1 oder Transportern der ABCC-Subfamilie (MRPs) nach-
gewiesen werden konnte [47, 48]. Kurz danach wurde ABCG2 auch in anderen resistenten

Zelllinien solider Tumoren und in Plazentagewebe nachgewiesen [49-52].

Physiologisch wird ABCG2, dhnlich wie ABCB1, in unterschiedlichen Geweben des mensch-
lichen Korpers exprimiert, die eine pharmakologisch relevante Barrierefunktion besitzen. Da-
zu gehoren zum Beispiel Plazenta, Leber, Diinndarm und Kolon [51, 53]. Die physiologische

Funktion des Proteins ist jedoch bis heute noch nicht vollstandig geklart [54].

ABCG?2 ist aus 655 Aminoséuren zusammengesetzt, hat in glykosyliertem Zustand ein Mo-

lekulargewicht von 72 kDa und besteht aus einer N-terminalen Nukleotid-Bindungsdomane
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Abb. 1.4: Topologiemodell von ABCG2.

und einer C-terminalen transmembraniren Region mit sechs a-Helices (Abbildung 1.4) [55].
Der Transporter weist somit im Vergleich zu ABCB1 eine umgekehrte Anordnung der Do-
ménen auf. Eine weitere Besonderheit ist, dass hier nur jeweils eine NBD und eine TMD
vorliegen, aus diesem Grund wird ABCG2 als Halbtransporter bezeichnet. Da jedoch fiir
den Transport eines Substrates laut Literatur zwei ATP-Bindungsdoménen bendtigt wer-
den [37-40], wird ein Dimer als die kleinste funktionelle Einheit angenommen [56-58]. Die
beiden Monomere sind wahrscheinlich iiber eine intermolekulare Disulfidbriicke verbunden,
welche sich zwischen jeweils einem Cystein des dritten extrazellularen Loops ausbildet [59-
62]. Es wurden Studien durchgefiihrt, bei denen alle Cysteine dieses Loops durch andere
Aminoséuren ausgetauscht wurden [58, 59, 62]. Auf diese Weise konnten sich keine Disul-
fidbriicken und folglich auch kein kovalent verbundenes Dimer ausbilden. Trotzdem war
mutiertes ABCG2 korrekt in der Zellmembran exprimiert und wies auch Transport- und
ATPase Aktivitat auf. Es konnte also gezeigt werden, dass die beide Monomere verbindende
Disulfidbriicke nicht essentiell fiur die Funktionalitat von ABCG2 ist. Neben einem Dimer
werden auch hoher organisierte Oligomere wie zum Beispiel ein Tetramer oder ein Tetramer

aus Dimeren postuliert [63, 64].

Ein weiteres strukturelles Merkmal von ABCG2 ist die N-Glykosylierung an Position 596. Die
Glykosylierung des Protein scheint jedoch nicht essentiell fiir dessen Funktionsfiahigkeit zu
sein, da in Mutationsstudien beziiglich der Lokalisation in der Zellmembran oder der AT Pase
Aktivitat keine Unterschiede zwischen mutiertem und Wildtyp-ABCG2 auftraten [65-67).

ABCG?2 ist in der Lage, viele strukturell verschiedene Zytostatika aus Zellen heraus zu trans-
portieren. Dazu gehoren neben Mitoxantron mehrere Camptothecine (Topotecan, Irinotecan,
SN-38) und Methotrexat. Auch Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Imatinib werden erkannt. Da-
neben werden ebenfalls Vertreter weiterer Arzneistoffklassen wie HIV-Therapeutika (La-
mivudin, Zidovudin), Antibiotika und andere Verbindungen wie die Fluoreszenzfarbstoffe
Hoechst 33342, Pheophorbid A und BODIPY-Prazosin aus ABCG2-exprimierenden Zellen
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Abb. 1.5: Ausgewihlte Substrate von ABCG2.

herausgeschleust. Es zeigt sich also eine deutliche Uberlappung mit der Substratspezifitit

von ABCB1 und wiederum eine sehr grofle strukturelle Diversitdt der transportierten Ver-
bindungen. Einige Vertreter der ABCG2-Substrate sind in Abbildung 1.5 dargestellt.

Interessanterweise erweitert eine Mutation von Arginin an Position 482 das Spektrum der
transportierten Substrate deutlich [68-70]. Liegen diese Genvarianten (R482T bzw. R482G)
im Protein vor, so werden auch Rhodamin 123, Doxorubicin und Daunorubicin transportiert.
Dabei bleibt die Erkennung anderer Substrate wie zum Beispiel Hoechst 33342 oder Pheo-

phorbid A unbeeinflusst, Methotrexat wird nun jedoch nicht mehr transportiert. Die Position

von Arginin 482 soll laut Vorhersage am Anfang des dritten transmembranéren Segments

oder am Ubergang zwischen Zytoplasma und Membran liegen, so dass eine Interferenz mit
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dem Substrattransport wahrscheinlich ist [70, 71]. Jedoch wurden diese Mutationen bisher
nur in mit verschiedenen Zytostatika selektierten resistenten Zelllinien beobachtet, in der

Klinik sind sie bisher nicht dokumentiert worden [54].

Zu den bekanntesten Inhibitoren, welche jedoch auch mit ABCB1 interagieren, gehoéren Cy-
closporin A [72], Tariquidar (XR9576) [73] und Elacridar (GF120918) [74]. Aus Aspergillus
fumigatus konnte die Verbindung Fumitremorgin C (FTC) isoliert werden, die eine sehr gute
und auch selektive Inhibition von ABCG2 aufweist [75]. Das FTC-Analogon Ko143 ist in der
Lage, das Protein ebenfalls selektiv und bereits in nanomolaren Konzentrationen vollstéin-
dig zu hemmen [76]. Eine weitere Strukturklasse der ABCG2-Inhibitoren sind Flavonoide,
von denen zum Beispiel 6-Prenylchrysin als sehr potente Verbindung identifiziert werden
konnte [77].

Die moglichen Bindungsstellen in der Proteinstruktur von ABCG2 sind im Fokus aktuel-
ler Forschung, bisher wurden jedoch erst wenige Studien zu diesem Thema veroffentlicht.
Clark et al. untersuchten die ABCG2-Isoform R482G und postulierten die Existenz von
drei Bindungsstellen [71]. Daneben wurden unterschiedliche Regionen fiir die Bindung von
Nukleosiden und Prazosin vermutet [78]. Matsson und Mitarbeiter schlugen dagegen eine
grofle Bindungstasche vor, in der mehrere Molekiile gleichzeitig an verschiedenen Stellen
binden konnten [79]. Die Hypothese, dass mehrere Bindungsstellen vorhanden sind, wird
durch weitere Publikationen unterstiitzt [80, 81]. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
von zweidimensionalen Kristallen ergaben, dass sich die Konformation der transmembran-

dren Doménen in An- und Abwesenheit des Substrates Mitoxantron unterschied [82].

Eine Studie mit Abcg2-Knock-out Méusen zeigte, dass diese Méuse sehr sensitiv gegen-
tiber dem ABCG2-Substrat Pheophorbid A waren [83]. Nach Gabe dieser Substanz kam
es durch verminderte Exkretion der Substanz bei Exposition mit Licht zu schweren bzw.
teilweise todlichen Hautlésionen. Folglich spielt das Transportprotein in der Exkretion von
Pheophorbid A eine entscheidende Rolle. Aufgrund der Expression von ABCG2 in Gewe-
ben mit Barrierefunktion liegt insgesamt die Vermutung nahe, dass auch dieser Transporter
einen Einfluss auf Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion von Arzneistof-
fen besitzt. Bisher gibt es jedoch nur wenige Studien, die diese Fragestellung untersucht
haben [54].

Die klinische Relevanz von ABCG2 fiir das Auftreten einer Resistenz von Tumoren ist ak-
tueller Gegenstand der Forschung, da viele Zytostatika in Tumorzellkulturen als Substrate
des Proteins idenifiziert werden konnten. Bisher konnte jedoch noch kein gesicherter Zusam-
menhang zwischen der Expression von ABCG2 und einem Therapieversagen nachgewiesen

werden.
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1 Einleitung

Der ABC-Transporter wird ebenfalls stark in sogenannten Tumor-Stammzellen exprimiert,
welche als Unterpopulation in Tumoren existieren konnten [84-87]. Die Rolle dieser Stamm-
zellen ist noch ungeklart. Jedoch wurde von Wu et al. die interessante Hypothese aufge-
stellt [85], dass oftmals ein Rezidiv eines Tumors auftritt, obwohl zuvor scheinbar alle Tu-
morzellen durch eine Chemotherapie zerstort worden waren. Tumor-Stammzellen sollen laut
dieser Hypothese fiir den Krankheitsriickfall verantwortlich sein, da diese eine Resistenz ge-
geniiber bestimmten Zytostatika aufweisen. Wu und Mitarbeiter schlagen eine Beteiligung
von ABCG2 an dieser Resistenz durch den Efflux der Zytostatika vor. In einer anderen Ver-
offentlichung wird vermutet, dass die Hoch- bzw. Herunterregulierung der Expression von

ABCG?2 in Tumor-Stammzellen das Proliferationsverhalten eines Tumors beeinflusst [86].

Die bisher publizierten Studien zum ABC-Transporter ABCG2 lassen etliche Fragen offen.
Wichtig wire zum Beispiel zu klaren, in welchem Oligomerisationsstatus das Protein in
humanen Zellen vorliegt. Ausgehend von dieser Information kénnte dann die Lokalisation
und Anzahl der Bindungsstellen und der Mechanismus des Substrattransports untersucht
werden. Auch die physiologische Funktion von ABCG2 ist noch nicht vollstéindig erforscht.
Obwohl diverse Berichte zum Efflux von Zytostatika und anderen Wirkstoffen in vitro auf
eine klinische Relevanz des Transportproteins in verschiedenen Bereichen hinweisen, konnte

diese in vivo bisher nicht belegt werden.

1.4 Aufreinigung von ABC-Proteinen

Wie in den vorherigen Abschnitten dargelegt gibt es immer noch viele ungeklérte Fra-
gen zum Mechanismus des Substrattransportes und vor allem zur Polyspezifitat der bei-
den ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2. Grundlegende mechanistische Untersuchungen
sind also interessant, um diese beiden Transporter und ihre Funktion besser zu verstehen.
Gesicherte Informationen zu Anzahl und Eigenschaften der Bindungsstellen fiir Substrate
sind beispielsweise wichtig fiir die Entwicklung neuer Zytostatika, die keine Substrate der
ABC-Transporter darstellen sollen. Auch das Design potenter und hochaffiner Inhibitoren
kann durch Erkenntnisse in diesem Bereich vereinfacht werden. Daneben kann mit Hilfe
derartiger Daten allgemein die Auswahl geeigneter Kandidaten fiir die Weiterentwicklung
von Wirkstoffen effektiver gestaltet werden. Da ABCB1 und ABCG2 die Pharmakokinetik
von Arzneistoffen beeinflussen, sollten neue Wirkstoff-Kandidaten nicht mit diesen Protei-
nen interagieren. So konnte zukiinfig das Risiko einer pharmakologischen Interaktion bei der
gleichzeitigen Gabe verschiedener Arzneistoffe verringert und die Therapiesicherheit erh6ht

werden.
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1.4 Aufreinigung von ABC-Proteinen

Neben verschiedenen funktionellen Assays zur Charakterisierung von ABC-Transportern tra-
gen auch Untersuchungen an aufgereinigtem Protein zur Beantwortung der genannten Fra-
gestellungen bei. Reines Protein ist zum Beispiel notig, um humanes ABCB1 oder ABCG2
zu kristallisieren und auf diese Weise tiefere Einblicke in die Struktur der beiden Protei-
ne zu erhalten [88-90]. Eine Struktur mit sehr hoher Auflosung, vor allem der transmem-
branéren Bereiche, konnte Fragen zu exakten strukturellen Gegebenheiten an den Substrat-
Bindungsstellen beantworten. Diese Untersuchungen kénnten eine Erklarung fiir die grofie
chemische Vielfalt der erkannten Verbindungen liefern. Zur Identifizierung der Bindungs-
stellen kénnen auch Photolabeling-Studien beitragen, die fiir ein aussagekraftiges Ergebnis
an aufgereinigtem Protein durchgefithrt werden sollten. Untersuchungen der ATPase Akti-
vitdt von reinem Protein kénnen als Surrogatparameter Aufschluss tiber die verschiedenen
konformativen und chemischen Prozesse geben, welche an den Substrattransport gekoppelt
sind [91-93].

Auch zur Aufklarung und Differenzierung zwischen den verschiedenen Modellen des Sub-
strattransportes kann aufgereinigtes Protein dienen. Der wichtigste Vorteil der Verwendung
von zelluldren Assays ist, dass der Transporter hier definitiv in seiner nativen Konformation
vorliegt. Da bei Verwendung lebender Zellen jedoch ein sehr komplexes System untersucht
wird, kann fiir bestimmte Fragestellungen eher eine vollstandige Kontrolle der experimentel-
len Bedingungen nétig sein [36, 91]. Dies ist beispielsweise fiir die mechanistische Aufklarung
des Zusammenhangs zwischen ATP-Bindung, ATP-Hydrolyse, Substratbindung und Trans-

port interessant [90].

Fir Untersuchungen dieser Art werden grofle Mengen reines und vor allem funktionales
Protein benoétigt, die technisch effektiv und kostengiinstig nur aus Membranmaterial mit
einer ausreichend hohen Expression gewonnen werden kénnen. Da endogene Expressionslevel
in humanen Geweben relativ niedrig sind, konnen dazu nur iiberexprimierende Zelllinien oder

heterologe Expressionssysteme sinnvoll eingesetzt werden.
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1 Einleitung

1.5 Heterologe Expressionssysteme fiir ABC-Transporter

Obwohl viele ABCB1 oder ABCG2 iiberexprimierende Tumorzelllinien etabliert wurden,
sind Membranpréparationen dieser Zellen fiir eine Aufreinigung ungeeignet. Vor allem wé-
ren die Kosten fiir die Kultivierung grofler Mengen an Biomasse sehr hoch, daneben ist es
nicht moglich, Mutationen in das Protein einzufithren [94]. Mutationsstudien wéren jedoch
zum Beispiel fiir die Bestimmung der Bindungsarreale von verschiedenen Substraten sehr

wichtig.

In der Vergangenheit wurden diverse heterologe Expressionssysteme fiir ABCB1 entwickelt.
Dazu gehorten transient transfizierte HEK 293 Zellen [95] und vor allem Ovarzellen chinesi-
scher Hamster (CHO Zellen) [88, 96-99]. Aufierdem konnte das Protein erfolgreich in den He-
fen Pichia pastoris (P. pastoris) [100, 101] und Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) [89,
102-104] sowie in den Insektenzelllinen aus Spodoptera frugiperda (S9, expressSE™) [105—
108] und aus Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4 = High Five) exprimiert werden [109]. Hohe
Expressionsraten und eine sehr gute Ausbeute der Aufreinigungsprozedur wurden vor allem
fiir den S. cerevisiae Stamm BJ5457, aber auch fiir die CHO Zelllinie CR1R12 und fir die
Insektenzelllinie expressSF™ berichtet [97, 103, 108].

Fir ABCG2 wurden ebenfalls verschiedene heterologe Systeme zur Expression etabliert.
Wie bereits fiir ABCB1 beschrieben wurden transient transfizierte HEK 293 Zellen einge-
setzt [110], daneben aber auch Oozyten von Xenopus laevis [111], das prokaryotische System
Lactococcus lactis [112, 113] und die Insektenzelllinie Sf9 [67, 71, 114-118]. Fur in diesen Sys-
temen exprimiertes Protein wurde aber bisher keine Aufreinigung berichtet. Aus der Hefe
Pichia pastoris [65, 82] und aus der Insektenzelllinie High Five [64, 119, 120] konnte ABCG2

jedoch nach erfolgreicher Expression auch aufgereinigt werden.

Hauptséchlich wurden also verschiedene Hefestamme oder Insektenzellen als Expressions-
systeme fiir ABCB1 und ABCG2 genutzt, da diese eine ausreichend hohe Expression der
jeweiligen Proteine aufweisen. Im Folgenden sollen Vor- und Nachteile beider Systeme kurz

dargestellt werden.

Hefen als Expressionssystem

Ein Vorteil der Verwendung von Hefen ist vor allem die einfache Kultivierung, auch eine
Massenproduktion in groflen Kulturvolumina ist im Gegensatz zu humanen Tumorzelllinien
ohne Probleme und kostengiinstig moglich. Weitere Vorteile gegeniiber iiberexprimieren-

den Zelllinien sind, dass eine gezielte Mutagenese einzelner Proteinsegmente und zusatzlich
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1.5 Heterologe Expressionssysteme fiir ABC-Transporter

Studien von inaktiven Mutanten durchgefiihrt werden kénnen. Die Expression von ABCB1
oder ABCG2 ist hier im Unterschied zu Escherichia coli (E. coli) problemlos moglich, da
groffe Membranproteine fiir Hefen weniger toxisch sind. Die eukaryotische Biogenese und
der Transport in die Zellmembran sind weitere Vorteile der Verwendung von Hefen als Fx-
pressionssystem humaner Proteine. Die Expressionssrate hingt vom verwendeten Plasmid
ab und muss empirisch ermittelt werden, es konnen jedoch relativ hohe Level erreicht wer-
den [89, 90, 94, 121].

Nachteilig ist, dass nicht alle bendtigten posttranslationalen Modifikationen, wie zum Bei-
spiel eine N-Glykosylierung, von Hefen korrekt durchgefiithrt werden konnen. Daneben besit-
zen Hefezellen im Unterschied zu humanen Zellen eine Zellwand, die die funktionelle Charak-
terisierung von Transportproteinen wie ABCB1 oder ABCG2 in lebenden Zellen erschwert.
Auch werden in der Zellmembran verschiedene endogene ATPasen exprimiert, welche die
Ergebnisse einer Bestimmung der Funktionalitit der beiden ABC-Proteine im Stadium der
Membranpréparation verfilschen koénnen [121]. Eine sicherer Nachweis der funktionalen Ex-

pression der Transporter ist somit erst nach Aufreinigung moglich.

Die beiden Hefen P. pastoris und S. cerevisiae konnen zur Expression und anschlieffender
Aufreinigung von ABC-Transportern eingesetzt werden. Ein Vorteil von P. pastoris ist, dass
hier eine etwa 10 % hohere Expressionsrate erreicht werden kann als in S. cerevisiae [90].
Da jedoch nur ca. 10 % der Klone von P. pastoris das gewiinschte Protein exprimieren,
muss ein aufwandiges Screening durchgefithrt werden. Auch ist die Expressionssrate der
positiven Klone sehr inhomogen. Daneben ist die Expression in diesem System, bei dem das
Zielgen in das Genom integriert wird, zeitaufwéandiger als im Plasmid-basierten System von
S. cerevisiae [65, 82, 94].

Insektenzellen als Expressionssystem

Die beiden Zelllinen Sf9 und High Five entstammen den Ovarzellen der Larven bestimmter
Eulenfalter-Arten (Spodoptera frugiperda bzw. Trichoplusia ni) und wurden aus parentalen
Zelllinen jeweils als solche Klone selektiert, die eine besonders hohe Expression des Ziel-
proteins aufwiesen. Sf9 Zellen sind ein isolierter Klon der Zelllinie Sf21, High Five Zellen
(BTI-Tn-5B1-4) entstammen aus einem einzelnen Klon der Zelllinie BTI-Tn-5B1-28.

Die oben beschriebenen Insektenzellen weisen nach Infektion mit Baculoviren, welche die
DNA des Zielproteins enthalten, sehr hohe Expressionslevel auf. Dadurch ist in Membran-
priaparationen dieser Zellen, die als Startmaterial fiir einen Aufreinigungsprozess dienen,

der benotigte hohe Proteingehalt vorhanden. Wie auch in Hefen ist hier die Expression
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grofler membranstandiger Proteine moglich, ohne dass toxische Effekte auftreten. Diese Zel-
len koénnen viele der posttranslationalen Modifikationen durchfithren, welche fiir die korrekte
Expression eukaryotischer Proteine wichtig sind. Einige posttranslationale Zuckerverkniip-
fungen wie zum Beispiel die N-Glykosylierung sind jedoch abweichend von Séugerzellen. Die
erzielte Biomasse kann durch Umstellung von adhéarenter Kultivierung auf Suspensionskultur
erh6ht werden. Auflerdem ist eine unkomplizierte biochemische Charakterisierung des Ziel-
proteins moglich. Vorteilhaft fiir die Expression der ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2
ist zum Beispiel, dass hier deutlich weniger endogene ATPasen in der Zellmembran vorliegen
und somit eine Bestimmung der funktionellen Expression bereits in der Membranpréaparation
moglich ist [89, 90, 122].

Der vornehmliche Nachteil der Verwendung von Insektenzellen gegeniiber Hefen sind die er-
heblich hoheren Kosten fiir die Kultivierung, da hier das sehr komplexe Nahrmedium nicht
selbst hergestellt werden kann. Auch wachsen Insektenzellen langsamer als Hefen. Ein wei-
terer Nachteil ist, dass die Untersuchung von Mutationen des Zielproteins schwierig und
zeitaufwéndig ist. Fiir jede Mutante miisste ein neues Virus hergestellt und aufkonzentriert
werden, um einen ausreichend hohen Titer der Viruslosung zu erhalten [89, 90, 122]. Da-
neben weisen Insektenzellmembranen einen im Vergleich zu humanen Zellen erniedrigten
Cholesterol-Gehalt auf. Dies konnte nachteilig fiir die Bestimmung der Aktivitdt von ex-
primiertem ABCG2 sein, da dieses Protein die Gegenwart von Cholesterol fiir seine Funk-
tionalitdt bendtigt. Dies konnte jedoch durch Zusatz von Cholesterol zur Membranprapa-
ration oder zur Rekonstitutionsumgebung von aufgereinigtem Protein wieder ausgeglichen
werden [115, 116, 123].

Insgesamt sind also sowohl Hefen als auch Insektenzellen vielversprechende Expressionssys-
teme fiir ABC-Transporter. Wie sehr die jeweiligen Vor- und Nachteile bei der Expression
von ABCB1 oder ABCG2 zum Tragen kommen, kann mit letzter Sicherheit nur empirisch

festgestellt werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2 beeinflussen aufgrund ihrer ubiquitdren Expres-
sion in physiologischen Barrieren und ihrer breiten Substraterkennung die Absorption, Dis-
tribution, Metabolisierung und Exkretion (ADME) vieler Arzneistoffe. Zusétzlich sind sie
am Phénomen der klassischen Multidrug Resistenz von Tumorzellen beteiligt. Obwohl diese
Transportproteine seit langem im Fokus intensiver Forschung stehen, sind wichtige Fragen
noch immer ungeklart. Vor allem die Mechanismen der Polyspezifitdt und des Substrattrans-
portes sind in diesem Zusammenhang zu nennen. Untersuchungen im Hinblick auf diese Fra-
gestellungen kénnen dazu beitragen, grundlegende Erkenntnisse iiber ABCB1 und ABCG2
zu erlangen. Diese Erkenntnisse konnen zukiinftig dazu beitragen, zum Beispiel Arzneistoffin-
teraktionen zu vermeiden oder die Weiterentwicklung von Wirkstoffkandidaten effektiver zu

gestalten.

Zur Charakterisierung von ABCB1 und ABCG2 dienen neben verschiedenen funktionellen
Assays auch Untersuchungen an aufgereinigtem Protein. Der grofle Vorteil gegenitiber zellba-
sierten Systemen ist, dass Interaktionen mit dem isolierten Protein in einer genau definierten
Umgebung betrachtet werden. Dies bedeutet, dass die Versuchsparameter im Hinblick auf
eventuelle Storeinfliisse anderer Proteine vollstéandig kontrolliert werden kénnen. Um der-
artige Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, miissen groffe Mengen an reinem und funk-
tionellem Protein zur Verfiigung stehen. Zu dessen Gewinnung kénnen vor allem heterologe

Expressionssysteme dienen.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei groflere Bereiche. Zunéchst liegt der Fokus auf
einem heterologen Expressionssystem fiir ABCBI1, aus welchem das Protein in reiner und
funktioneller Form gewonnen werden kann. Im Weiteren werden zwei unterschiedliche FEx-

pressionssysteme fiir ABCG2 und Arbeiten zur Aufreinigung des Transporters vorgestellt.

Der Saccharomyces cerevisiae Stamm BJ5457 wurde bereits zuvor im Arbeitskreis als Ex-
pressionssystem fiir ABCB1 verwendet, jedoch konnten nur geringe bzw. stark schwankende
Expressionsraten erreicht werden. Dieses System sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
so optimiert werden, dass es fiir die routineméfliige Anwendung eingesetzt werden kann. Da-

bei war das vordergriindige Ziel eine Steigerung der Expression von ABCB1. Des Weiteren
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2 Zielsetzung der Arbeit

wurden verschiedene Parameter des Aufreinigungsprozesses variiert, um die Ausbeute an rei-
nem und rekonstituiertem ABCB1 zu erhohen. Das aufgereinigte Protein sollte anschlieSend
verwendet werden, um den Mechanismus der Aktivierung des Substrattransportes durch

verschiedene neuartige Verbindungen zu untersuchen.

Zu Beginn der Arbeiten war fiir ABCG2 noch kein System beschrieben, aus welchem das
Transportprotein aufgereinigt werden konnte. Ziel war es, ein Expressionssystem in Sac-
charomyces cerevisiae zu etablieren, aus welchem das Protein moéglichst rein und funktionell
gewonnen werden kann. Dazu sollten die fiir das Expressionssystem von ABCB1 gewonnenen
Erkenntnisse auf ABCG2 tibertragen werden. Dartiber hinaus bildeten Techniken zur Eta-

blierung und Optimierung der Proteinaufreinigung einen weiteren wichtigen Schwerpunkt.

Alternativ zu Saccharomyces cerevisiae sollte die Verwendung von Insektenzellen als hetero-
loges Expressionssystem fiir ABCG2 evaluiert werden. Die beiden zur Verfiigung stehenden
Zelllinien High Five und Sf9 wurden dazu im Bezug auf Expressionslevel und Aktivitit des
exprimierten Proteins verglichen. Nach Auswahl einer geeigneten Zelllinie sollten deren Mem-
branpréaparationen zur Aufreinigung von ABCG2 genutzt und erste Schritte zur Optimierung

des Prozesses durchgefiihrt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine und molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung von Pufferlésungen

Der pH-Wert wéssriger Pufferlosungen wurde stets auf die gleiche Weise eingestellt. Zunéchst
wurden die festen Bestandteile in der Hélfte des Zielvolumens gelost und gegebenenfalls fliis-
sige Zuséatze zugesetzt. Dann wurde die Losung auf etwa 90 % des Zielvolumens aufgefiillt.
Vor der Messung des pH-Wertes wurde das pH-Meter mit Standardpuffern im Zweipunktver-
fahren kalibriert. Sollte der pH-Wert bei einer von der Raumtemperatur (RT) abweichenden
Temperatur eingestellt werden, wurden sowohl die Standardpuffer als auch die zu vermessen-
de Losung zuvor entsprechend temperiert. Zur Messung des pH-Wertes wurde eine Kalomel-
Elektrode eingesetzt, die mit der zumeist verwendeten Puffersubstanz Tris kompatibel ist.
Nach Justierung des pH-Wertes mit dem jeweils angegebenen Reagenz wurde das Volumen

der Pufferlosung schlieflich in einem Messkolben auf 100 % ergéanzt.

Fiir die in den folgenden Kapiteln beschriebenen wéssrigen Losungen und Puffer wurde stets
destilliertes Wasser verwendet, sofern nichts anderes angegeben ist. Dies gilt auch fiir die Me-
thoden, bei denen in irgendeiner Form der Einsatz von Wasser beschrieben wird. Destilliertes
Wasser wurde mit Hilfe der Wasseraufbereitungsanlage Elix der Firma Millipore gewonnen.
Zur Wassergewinnung kombiniert diese Anlage Umkehrosmose und Elektro-Entionisierung.

Dieses Wasser erfiillt die Anforderungen fiir Aqua purificata.

Die Tabellen, in denen die Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer beschrie-
ben wird, enthalten jeweils in der rechten Spalte die finale Konzentration der genannten

Zusatze.
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3.1.2 Vermehrung eines Plasmids mit Hilfe von E. coli

Zur Vermehrung eines Plasmids wurden kompetente E. coli Zellen (One Shot TOPFEF’ compe-
tent F. coli, Invitrogen) mit dem gewiinschten Plasmid mittels Hitzeschock-Technik transfor-
miert und positive Klone mit Hilfe des Antibiotikums Ampicillin auf Agar-Platten selektiert.
Zur Gewinnung einer ausreichenden Menge an Zellen wurde eine grofle Schiittelkultur der
transformierten Bakterien angelegt. Aus diesen Zellen wurde schliellich die Plasmid-DNA
isoliert. Die Zusammensetzung der Medien und Losungen fiir diese Methode ist in Tabelle
3.1 beschrieben.

Herstellung von LB-Medium und LB-Agar

Fir das Lysogeny broth-Medium (LB-Medium) wurden Trypton, Yeast Extract und Na-
triumchlorid in Wasser gelost. Die Losung wurde autoklaviert und nach dem Abkitihlen auf
50-55 °C die Ampicillin-Stammlésung zugegeben. Das fertige Medium wurde bis zur Verwen-
dung im Kiihlschrank gelagert. Zur Herstellung von LB-Agar wurden vor dem Autoklavieren
der Losung zusétzlich 1,5 % Agar-Agar zugegeben. Nach dem Autoklaviervorgang wurde die
Fliissigkeit auf ca. 55 °C abgekiihlt. Jetzt wurde Ampicillin-Stammlésung zugegeben, zum
Mischen mehrfach geschwenkt und dann ziigig in Petrischalen ausgegossen. Die Oberflédche
wurde kurz mit der Bunsenbrennerflamme behandelt, um Luftblasen zu entfernen. Nach dem

Abkiihlen wurden die Agar-Platten mit Parafilm versiegelt und im Kiihlschrank gelagert.

Um die Glycerol-Losung 60 % herzustellen wurden die Bestandteile eingewogen, gemischt

und anschliefend autoklaviert.

Transformation von E. coli

Kompetente E. coli Zellen wurden fiir 1 h auf Eis aufgetaut. Fiir die Transformation wurden
100 pl Zellsuspension mit 1,5-3 pg Plasmid versetzt, vorsichtig verriihrt, fiir 30 min auf Eis
und dann fiir den Hitzeschock genau 45 s im vorgewérmten Wasserbad bei 42 °C inkubiert.
Nach einer zweimintiten Ruhephase auf Eis wurden 500 jul vorgewérmtes LB-Medium ohne
Ampicillin zu den Zellen gegeben und fir 1 h auf dem Schiittler bei 37 °C und 200 rpm
kultiviert. AnschlieBend wurden verschiedene Volumina der getriibten Zellsuspension auf
vorgewdrmten Ampicillin-haltigen Agarplatten (100 png/ml) ausgestrichen und fir 16-18 h

bei 37 °C gelagert, bis Kolonien gewachsen waren.

20



3.1 Allgemeine und molekularbiologische Methoden

E. coli Schiittelkultur

Von den iiber Nacht inkubierten Agar-Platten wurden einzeln liegende Kolonien mit einer
Einmal-Impfose gepickt und fiir etwa 8 h bei 37 °C und 200 rpm in jeweils 10 ml LB-
Medium (100 pg/ml Ampicillin) geschiittelt, bis eine Triibung feststellbar war. Der Klon,
der die stéarkste Tritbung aufwies, wurde in 100 ml frisches Ampicillin-haltiges LB-Medium
iiberfithrt und erneut fiir etwa 16 h iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem ,,Midi-Prep Kit“ von Invitro-
gen. Zum Ernten der Zellen wurden 25 ml der Ubernacht-Schiittelkultur mit 4.000 x g fiir
10 min bei RT zentrifugiert. Ein Teil der restlichen Zellsuspension wurde zur Herstellung von
einigen Backups verwendet. Dazu wurden jeweils 900 pl Zellsuspension mit 300 pl Glycerol-
Losung 60 % versetzt und bei —80 °C eingefroren. Nach Ende der Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 4 ml Resuspendierungspuffer aufgenommen. Um die
E. coli Zellen zu lysieren, wurde die Suspension mit 4 ml Lysispuffer versetzt, vorsichtig ge-
mischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 4 ml Préazipitationspuffer zugesetzt,
wieder vorsichtig gemischt und anschliefend fiir 10 min mit 15.000 x g bei RT zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf die zuvor dquilibrierte Midi-Saule gegeben.

Nach Durchfluss der Fliissigkeit wurde die Séule mit 20 ml Waschpuffer gewaschen. Durch
Zugabe von 5 ml Elutionspuffer wurde die Plasmid-DNA von der Sédule eluiert und nach
Zusatz von 3,5 ml Isopropanol bei 18.000 x g fiir 30 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit Ethanol 70 % gewaschen. Nach erneuter Zen-
trifugation fiir 5 min unter den zuvor genannten Bedingungen wurde der Uberstand entfernt,
das Pellet fiir 10 min bei RT getrocknet und abschliefend in etwa 200 pl Tris-EDTA-Puffer
(TE-Puffer, im Kit enthalten) gelost. Zur Kontrolle der erfolgreichen Préparation des Plas-
mids wurden der DNA-Gehalt und die Reinheit photometrisch untersucht. Dazu wurde die
Absorption der Probe bei 260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine) bestimmt. Der Quotient aus
diesen Absorptionswerten diente der Beurteilung der Reinheit des extrahierten Plasmids und
sollte einen Wert von mindestens 1,8 aufweisen. Verunreinigungen durch Proteine wiirden

diesen Wert verringern.
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Tab. 3.1: Medien und Lésungen fiir die Transformation von E. coli.

Ampicillin-Stammlosung

100 mg Ampicillin Natrium 100 mg/ml
ad 1 ml  Wasser

Ampicillin-haltiges LB-Medium

5,0g Trypton 1,0 % (m/V)
2,5g Yeast Extract 0,5 % (m/V)
5,0 g Natriumchlorid 1,0 % (m/V)
500 pl  Ampicillin-Stammldsung 100 pg/ml

ad 500 ml  Wasser
Ampicillinhaltiger LB-Agar

50g Trypton 1,0 % (m/V)
25 g Yeast Extract 0,5% (m/V)
5,0 g Natriumchlorid 1,0 % (m/V)
500 pl  Ampicillin-Stammldsung 100 pg/ml
75 g Agar-Agar 1,5 % (m/V)

ad 500 ml  Wasser
Sterile Glycerol-Lésung 60 %

76,1 g Glycerol 100 % 60,0 % (m/V)
39,7 g Wasser

3.1.3 Proteinbestimmung mittels Amido Black Assay

Um die Gesamtmenge an Protein in verschiedenen Proben zu ermitteln, wurde der Amido
Black Assay verwendet. Er basiert auf einer Methode von Kaplan et al. [124], die speziell
dazu entwickelt wurde, um mit grofler Genauigkeit geringe Mengen an Protein in Gegenwart
groflerer Mengen an Lipiden, Salzen, Pufferlésungen und nicht-ionischen Detergenzien zu
bestimmen. Im ersten Schritt werden die mit Trichloressigsaure (TCA) ausgefillten Proteine
auf einer PVDF-Membran fixiert und mit dem Farbstoff Amidoschwarz 10B angeférbt. Im
zweiten Schritt wird die adsorbierte Farbstoffmenge von der Membran eluiert und deren
Absorption photometrisch (630 nm) ermittelt. Da die Farbstoffmenge mit der Proteinmenge
korreliert, kann tiber eine Kalibriergerade anschliefend die Proteinkonzentration bestimmt

werden.

Durchfiihrung

Die zur Durchfithrung des Amido Black Assays benétigten Puffer und Loésungen sind in
Tabelle 3.2 zusammengestellt. Zusétzlich wurde die EDTA-Na Losung 200 mM aus Kapitel
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Tab. 3.2: Puffer und Losungen fiir den Amido Black Assay.

Tris-SDS-Losung pH 7,5 bei RT
12,1 g Tris 1,00 mol/I
2,0 g Natriumdodecylsulfat (SDS) 2,0% (m/V)

ad 100 ml  Wasser
TCA-Lésung 100 %

100 g Trichloressigsaure (TCA) 100 % (m/V)
ad 100 ml  Wasser

TCA-Losung 6 %

6 ml TCA-Losung 100 % 6 % (V/V)
ad 100 ml  Wasser

Amido Black Farbelosung

1,25 g Amidoschwarz 10B 0,25 % (m/V)
50 ml Eisessig 10 % (V/V)
25 ml Methanol 45 % (V/V)

ad 500 ml  Wasser
Entfarbelosung
10 ml  Eisessig 2% (V/V)
450 ml Methanol 90 % (V/V)
ad 500 ml Wasser

Elutionslosung

125 yl  EDTA-Na Lésung 200 mM pH 8,0 0,05 mmol/I
0,5 g Natriumhydroxid 25 mmol/I
ad 500 ml  Ethanol 50 % (V/V)

3.2.9 verwendet. Die beiden TCA-Losungen wurden im Kiihlschrank gelagert, alle anderen
Losungen waren bei RT stabil. Von den zu untersuchenden Proben wurde jeweils ein Volumen
vorgelegt, das etwa 5-10 pg Protein enthielt. Aus einer BSA-Stammlosung wurden Proben
fir die Kalibriergerade hergestellt, die einen Proteingehalt zwischen 0 und 15 ng aufwiesen.
Alle Proben wurden mit Wasser auf 225 pl aufgefiillt, zur Solubilisierung der Proteine mit
30 pl Tris-SDS-Losung versetzt und gemischt. Dann wurden 50 pl 4 °C kalte TCA-Losung
100 % hinzugefigt, erneut gemischt und fiir 2 min bei RT inkubiert.

Wiéhrenddessen wurde die PVDF-Membran fiir 20 s mit Methanol benetzt und dann in Was-
ser fiir 2 min dquilibriert. Ein Stiick Filterpapier gleicher Grofie wurde ebenfalls mit Wasser
befeuchtet und in den Vakuumblock gelegt. Die Membran wurde exakt darauf platziert,
dann wurde der Vakuumblock zusammengebaut und ein Unterdruck von 600 mbar ange-
legt. Nun wurden die Proben in die Vertiefungen des Blocks pipettiert. Die Probengefafle

und die verwendeten Vertiefungen wurden nacheinander jeweils mit 180 nl TCA-Losung 6 %
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gespiilt, um eine moglichst vollstéandige Fixierung aller Proteine zu gewéhrleisten. Anschlie-
Bend wurde die Membran aus dem Vakuumblock entnommen und unter Schwenken auf dem

Horizontalschiittler fiir 20 min bei RT in Amido Black Féarbelosung inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Membran zunéachst fiir 1 min mit Wasser gespiilt.
Die Hintergrundfarbung der Membran wurde anschlieBend durch dreimaliges Spiilen mit
Entfarbelosung fiir je 3 min entfernt. Um {iberschiissige Entfarbelosung zu entfernen wurde
noch einmal fiir 3 min mit Wasser gespiilt. Danach wurde die Membran bei RT getrocknet
und die einzelnen Proteinproben durch Ausstanzen aus der Membran in Glasrohrchen tiber-
fithrt. Unter regelméaffigem Vortexen wurde der Farbstoff mit Hilfe von je 1 ml Elutionslosung
in 15 min eluiert. Bei 630 nm wurde schliellich die Absorption der Proben photometrisch

gemessen und mit Hilfe der Kalibriergeraden die Konzentration der Proben bestimmt.

3.1.4 SDS-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) konnen Proteine nach ih-
rem Molekulargewicht aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurde die diskontinuierliche,
eindimensionale Methode nach Lammli et al. angewandt [125]. Vor dem Auftragen auf das
Gel werden durch Zusatz von DTT Disulfid-Briicken in den Proteinen reduziert. Diese Pro-
ben werden dann unter denaturierenden Bedingungen zuerst in einem Sammelgel mit grofier
Porenweite (5 % Acrylamid) fokussiert und anschlieBend in einem Trenngel mit geringerer

Porenweite (hier 7,5 % Acrylamid) aufgetrennt.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der SDS-Gelelektrophorese wurden die in den Tabellen 3.3 und 3.4 be-
schriebenen Puffer und Losungen hergestellt. Die Gelkammerbestandteile wurden vor der
Verwendung mit Isopropanol gereinigt, um Fett und sonstige Verunreinigungen zu entfernen.

Danach wurde die Gelkammer zusammengebaut und mit Wasser auf Dichtigkeit gepriift.

Die Proben fiir die Gelelektrophorese wurden mit Tris-Losung auf eine Konzentration von
1 pg/ul verdiinnt. Pro Bahn wurden dann zwischen 2 und 5 pg Gesamtprotein vorgelegt
und alle Proben mit Tris-Losung auf das gleiche Volumen (maximal 20 pl) aufgefiillt. Der
Probenauftragspuffer wurde durch Zusatz von 25 nl DTT-Losung 20X (Endkonzentration
DTT: 16 mM) vervollstandigt.
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Tab. 3.3: Losungen fiir die Herstellung von SDS-Gelen.

Tris-HCI-L6sung (Trenngel-Losung) pH 8,8 bei RT
12,1 g Tris 1,00 mol/I
ad 100 ml  Wasser
Tris-HCI-L6sung (Sammelgel-Losung) pH 6,8 bei RT
12,1 g Tris 1,00 mol/I
ad 100 ml  Wasser
SDS-Losung
1,0 g Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % (m/V)
ad 10 ml Wasser
APS-Losung

100 mg Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10,0 % (m/V)
ad 1 ml Wasser

Zur Herstellung des Trenngels wurden Acrylamid-Losung 30 %, Trenngel-Losung, SDS-
Losung und Wasser in der in Tabelle 3.5 beschriebenen Zusammensetzung gemischt. Die
Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung von zwei Gelen. Um die Polymerisation
zu starten, wurden TEMED und APS-Loésung zugegeben und erneut gemischt. Dann wurde

die Mischung ziigig in die Gelkammer gefiillt und mit Isopropanol iiberschichtet.

Nach einer Polymerisationszeit von etwa 10 min wurden fiir die Herstellung des Sammelgels
Acrylamid-Losung 30 %, Sammelgel-Losung, SDS-Losung und Wasser gemischt (siehe Tabel-
le 3.5). Dann wurde der Isopropanol vom polymerisierten Trenngel entfernt. Durch Zusatz
von TEMED und APS-Lésung wurde die Polymerisation des Sammelgels gestartet und die-
se Mischung ebenfalls in die Gelkammer gefiillt. Zum Schluss wurde der Kamm eingesetzt.
Wahrend der Polymerisationszeit von etwa 30 min wurden die Protein-Proben denaturiert.
Dazu wurde der zweifach konzentrierte Probenauftragspuffer im Verhaltnis von 1:1 zu den

Proben gegeben. Die Proben wurden bei RT fiir 30 min inkubiert.

Nachdem das Sammelgel polymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und die Elektro-
phoresekammer zusammengebaut. Der Elektrophoresepuffer wurde durch Verdiinnung der
Elektrophoresepuffer-Stammlosung im Verhaltnis 1:10 mit Wasser hergestellt und in die
Kammer geftllt. Mit Hilfe von Geltips wurden alle Taschen nun mit Elektrophoresepuf-
fer gespiilt und anschlieend die Proben und der Proteinstandard (3-5 pnl) aufgetragen. Bei
einer Spannung von 200 V dauerte die Elektrophorese 40-45 min. Wenn die Bromphenolblau-
Front das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt. Das Sammelgel
wurde vorsichtig mit einem Skalpell vom Trenngel abgetrennt. Das Trenngel selbst wurde

nun entweder gefarbt oder fiir einen Western Blot vorbereitet.
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Tab. 3.4: Weitere Losungen fiir die SDS-Gelelektrophorese.

Bromphenolblau-Losung, gesattigt

ca. 1 mg Bromphenolblau
ad 10 ml Wasser

gesattigt

DTT-L6sung (20X)

49,4 mg Dithiothreitol (DTT)
ad 100 pl  Wasser

3,20 mol/I

Probenauftragspuffer (2X)

1,75 ml Tris-HCI pH 6,8

1,50 ml  Glycerol 100 %

50 ml SDS-Lésung 10 %

1,25 ml  Bromphenolblau-Lésung
Herstellung von 475 pl Aliquots

175 mmol/I
15,0 % (V/V)
50 % (m/V)
15,0 % (V/V)

Elektrophoresepuffer-Stammlosung (10X)

30,0 g Tris
144,0 g Glycin

10,0 g Natriumdodecylsulfat (SDS)

ad 1000 ml  Wasser

0,25 mol/|
1,92 mol/I
1,00 % (m/V)

Tris-Losung

24 mg Tris
ad 10 ml  Wasser

20 mmol/I

Tab. 3.5: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel.

Zusatz Trenngel 7,5 % Sammelgel 5 %
Acrylamid-Losung 30 % 3,75 ml 835 yl
Trenngel-Lésung 5,625 ml -
Sammelgel-Lésung 625 yl
Woasser 5,345 ml 3,445 ml
SDS-Lésung 150 pl 50 pl
TEMED 27 yl 5l
APS-Lésung 105 pl 20,8 pl
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3.1.5 Farbung von Proteinen in SDS-PAGE Gelen

Die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnen mittels verschiedener Techniken im
Gel detektiert werden. Die Proteine werden im ersten Schritt durch die Entfernung von SDS
im Gel fixiert und danach durch eine Reaktion mit Farbstoffen oder Silbersalzen sichtbar
gemacht. Einer der Standard-Farbstoffe ist Coomassie Brilliant Blau R-250, der unspezifisch
mit einer Nachweisgrenze von 0,1-2 g an die meisten Proteine bindet. Die bis zu 100fach
empfindlichere Silberfirbung nutzt die Eigenschaft von Aminosidure-Seitenketten, ionisches
Silber zu binden. Die Proteinbanden werden nach Reduktion der Silberionen zu elementa-
rem Silber sichtbar. Durch eine vorherige Reduktion der Seitenketten mittels DTT wird die
Bindungsfahigkeit fiir Ag™ noch erhoht.

Coomassie-Farbung

Das vom Sammelgel befreite Trenngel wurde in Coomassie-Farbelosung gegeben und fiir 1 h
bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Dann wurde das Gel dreimal fiir je 30 min in Coomassie-
Entfarbelosung bis zur gewiinschten Helligkeit entfarbt, fiir 1,5 h in Wasser gewaschen und
mit Hilfe des Scanners dokumentiert. Die Zusammensetzung der Losungen kann Tabelle 3.6
entnommen werden, diese waren bei RT unter Lichtausschluss haltbar. Zur Langzeitkonser-
vierung wurde das Gel abschliefend zwischen Cellophanfolien in einen Trocknungsrahmen

eingespannt und fiir drei Tage getrocknet.

Silberfarbung

Alle fir die Silberfarbung benétigten Losungen sind in Tabelle 3.7 beschrieben. Die DTT-
Losung 1 M wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert. Die DTT-Losung 325 pM, die Silbernitrat-

Losung 0,1 % und die Entwicklungslosung wurden kurz vor Verwendung frisch hergestellt.

Das Trenngel wurde fiir mindestens 1 h bei RT in Fixierlosung auf dem Schiittler inkubiert.
Wiéhrend dieser Zeit wurden 30 ml einer 1:1 verdiinnten Fixierlosung und die oben genannten
frisch zuzubereitenden Losungen hergestellt. Fiir die Entwicklungslésung wurde zuerst die
vorgegebene Menge an Natriumcarbonat in Wasser gelost und danach die Formaldehyd-
Losung zugegeben. Nach der initialen Inkubation in Fixierlosung wurde das Gel nacheinander
fiir je 15 min in der 1:1 verdiinnten Fixierlosung, in Wasser, in DTT-Loésung 325 pM und in

Silbernitrat-Losung 0,1 % geschwenkt.
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Tab. 3.6: Losungen fiir die Coomassie-Féarbung.

Coommassie-Farbelosung

250 ml Methanol 50 % (V/V)
50 ml Eisessig 10 % (V/V)
1,25 g Coomassie Brilliant Blau R-250 0,25 % (m/V)

ad 500 ml  Wasser

Coommassie-Entfarbelosung

200 ml Methanol 20 % (V/V)
100 ml  Eisessig 10 % (V/V)
ad 500 ml Wasser

Tab. 3.7: Losungen fiir die Silberfarbung.

Fixierlosung

200 ml Ethanol 45,5 % (V/V)
40 ml  Eisessig 9,0 % (V/V)
200 ml Wasser

DTT-Losung 1 M

154 mg Dithiothreitol (DTT) 1,00 mol/I
ad 1 ml Wasser

DTT-Losung 0,325 mM

9,75yl DTT-Lésung 1 M 0,325 mmol/I
ad 30 ml  Wasser

Silbernitrat-Losung 20 %
2,0 g Silbernitrat 20 % (m/V)
ad 10 ml Wasser
Silbernitrat-Losung 0,1 %
150 pl  Silbernitrat-Lésung 20 % 0,10 % (m/V)
ad 30 ml Wasser

Entwicklungslosung

3,0 g Natriumcarbonat 2,0 % (m/V)
150 pl  Formaldehyd-Lésung 37 % 0,04 % (V/V)
ad 150 ml  Wasser

Essigsdaure 5 %

25 ml Eisessig 50 % (V/V)
ad 500 ml Wasser
Glycerol 3 %

15 g Glycerol 100 % 3,0 % (m/V)
ad 500 ml  Wasser
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Fir die Entwicklungsreaktion wurde das Gel zweimal sehr kurz in Wasser gewaschen und
dann Entwicklungslosung zugegeben. Bei der ersten Farbanderung der Losung wurde diese
sofort abgegossen, durch frische Entwicklungslosung ersetzt und das Gel bis zur gewtinschten
Farbintensitdt geschwenkt. Nun wurde die Losung schnell entfernt und die Farbreaktion
durch ziigige Zugabe von Essigsaure 5 % gestoppt. Nach einer Inkubation in Essigsaure von
mindestens 5 min wurde das Gel in Glycerol 3 % tberfiihrt, fiir mindestens 30 min geschiittelt
und mittels Scanner dokumentiert. Die Langzeitkonservierung erfolgte durch Trocknung wie

bei der Coomassie-Farbung beschrieben.

3.1.6 Western Blot

Beim Western Blot werden die Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung durch An-
legen einer Spannung auf die Oberflache einer Membran transferiert und dort immobilisiert.
In dieser Arbeit wurde das sogenannte Wet- bzw. Tank-Blot-Verfahren verwendet, bei dem
der Transfer der Proteine sehr schonend und unter nur geringer Warmeentwicklung stattfin-
det.

Nach der Abséttigung von unspezifischen Bindungen auf der Blotmembran kénnen dann
bestimmte Proteine mit Hilfe spezifischer, primérer Antikorper gezielt markiert werden. Das
Fc-Fragment des priméren Antikorpers wird von einem sekundéren Antikérper erkannt, der
kovalent an ein Enzym gekoppelt ist, zum Beispiel an die Meerrettich-Peroxidase (HRP).
Nach Inkubation des Blots mit Substraten dieses Enzyms entsteht eine Chemilumineszenz,
die mit Hilfe einer Gamma-Kamera detektiert und dokumentiert werden kann. Auf diese
Weise kann das Vorliegen eines bestimmten Proteins in einem Proteingemisch spezifisch

nachgewiesen werden.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung wurden die Puffer und Losungen aus Tabelle 3.8 hergestellt. Der Transfer-
puffer wurde tiber Nacht im Kiihlschrank gekiihlt. Die Losungen der priméaren Antikorper
(siehe Tabelle 3.9) wurden ebenfalls im Kiihlschrank gelagert und so lange wieder verwen-
det, bis keine Antikorperreaktion mehr stattfand. Auch die Stammlosung des sekundéren
Antikorpers war bei 4 °C etwa 2 Wochen haltbar. Im Gegensatz dazu wurden die Blockie-
rungslosung und die verdiinnte Losung des sekundéaren Antikorpers jeweils frisch hergestellt

und nach Verwendung verworfen.
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Das Trenngel der zuvor durchgefiihrten SDS-PAGE wurde fiir 5 min in Transferpuffer aqui-
libriert. Wéahrenddessen wurde eine PVDF-Membran fiir 20 s mit Methanol benetzt und
dann ebenfalls in Transferpuffer dquilibriert. Dann wurden das Gel und die Membran geméfl
der Herstellerangaben luftblasenfrei in die Blot-Kassette eingesetzt. Der Kiihlakku wurde
zusammen mit der Kassette in den Blot-Tank eingesetzt, danach wurde der Tank mit 4 °C

kaltem Transferpuffer aufgefillt.

Der elektrophoretische Transfer der Proteine auf die Membran wurde bei bei 4 °C und einer
Spannung von 100 V unter Riithren fiir 60 min durchgefiihrt. Nach Beendigung des Transfers
wurde die Membran aus der Blot-Kassette entnommen und bei RT fiir 60 min in der Blo-
ckierungslosung geschiittelt. Nun wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit TBS-T Losung
gewaschen, anschliefend mit dem priméren Antikorper versetzt und erneut fir 60 min ge-
schiittelt. Uber Nacht wurde die Membran dann in der Antikérper-Losung im Kiihlschrank

inkubiert.

Am néachsten Morgen wurde die Membran wieder dreimal fiir 10 min mit TBS-T Losung ge-
waschen und dann mit der frisch hergestellten Losung des sekundéren Antikérpers fiir 90 min
bei RT geschiittelt. Nach zwei weiteren Waschschritten in TBS-T wurde die Membran mit
2 ml des frisch gemischten ECL-Reagenzes fiir 2 min inkubiert. SchliefSlich wurde die Che-
molumineszenz mit einer Charge-coupled device-Kamera (CCD-Kamera) und der Software
Quantity One der Firma Bio-Rad detektiert und dokumentiert. Die Software wurde auch fiir

eine densitometrische Analyse der detektierten Banden genutzt.

Tab. 3.8: Puffer und Losungen fir den Western Blot.

Transferpuffer
28,8 g Glycin 192 mmol/I
6,1 g Tris 25 mmol/I
ad 2000 ml  Wasser
TBS-Stammlosung (10X) pH 7,3 bei RT
40,0 g Natriumchlorid 1,37 mol/I
6,06 g Tris 100 mmol/I

ad 500 ml  Wasser
TBS-T Losung

100 ml  TBS-Stammldsung 19,2 mmol/I
2ml  Tween 20 0.2 % (V/V)
ad 1000 ml  Wasser

Blockierungslosung

2,5 g Milchpulver 5,0 % (m/V)
ad 50 ml  TBS-T Lésung
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Tab. 3.9: Antikorper-Losungen fiir den Western Blot.

Priméarer Antikorper BXP-21 (ABCG2) Verdiinnung 1:1000
10 mg Natriumazid 0,1 % (m/V)
500 mg  Albumin (BSA) 5,0 % (m/V)
10 pl BXP-21
ad 10 ml  TBS-T Lésung
Primarer Antikorper C219 (ABCB1) Verdiinnung 1:640
10 mg Natriumazid 0,1 % (m/V)
500 mg  Albumin (BSA) 5,0 % (m/V)
15,6yl C219

ad 10 ml  TBS-T Lésung

Stammldsung sekundarer Antikorper

5 ul  Anti-mouse IgG Antikérper
45 pl TBS-T Loésung

Sekundarer Antikorper Verdiinnung 1:20.000

0,5g Milchpulver 50 % (m/V)
5 pl Stammlésung sekundarer Antikorper
ad 10 ml  TBS-T Lésung

Sensitivitat.

3.1.7 Farbung von Proteinen auf Western Blots

Tab. 3.10: Losung fir die Amidoschwarz-Farbung.

Amidoschwarz-Farbelosung

50 mg Amidoschwarz 10B  0,1% (m/V)
5,0 ml Eisessig 10 % (V/V)
ad 50 ml  Wasser

Zur Farbung von Proteinen auf Western Blots kénnen verschiedene Methoden verwendet
werden. In dieser Arbeit wurden die Amidoschwarz- und die Ponceau S-Féarbung eingesetzt.
Der Farbstoff Amidoschwarz 10B kann nicht nur fiir die Proteinbestimmung genutzt werden,
sondern auch Proteinbanden auf einem Western Blot anfdrben. Ein Nachteil der Methode
ist, dass es sich um eine irreversible Farbemethode handelt. Dagegen kann die Anfarbung
von Proteinen mittels Ponceau S wieder entfernt werden und interferiert nicht mit einer

anschlieenden Antikorpermarkierung. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch ihre geringe

31



3 Material und Methoden

Amidoschwarz-Farbung

Der Western Blot wurde zweimal fiir 10 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Dann
wurde er fir maximal 1 min mit der in Tabelle 3.10 beschriebenen Farbelosung auf dem
Horizontalschiittler inkubiert. Zum Entfarben wurde der Blot nun zweimal fiir 1 min in
Essigsaure 5 % geschwenkt und schlieflich zum Entfernen der Essigsdure wieder zweimal fir

10 min mit Wasser gewaschen.

Ponceau S-Farbung

Fir die Ponceau S-Farbung wurde der Western Blot fiir 20 min in Ponceau S-Férbelosung
auf dem Horizontalschiittler geschwenkt. Danach wurde der Blot zweimal kurz mit TBS-
Puffer 1X gewaschen, bis die tiberschiissige Féarbelosung entfernt war. Um die Membran im
Anschluss wieder vollstandig zu entfiarben, wurde sie mehrmals in frischem TBS-Puffer 1X

geschiittelt.

Tab. 3.11: Losung fiir die Ponceau S-Féarbung.

Ponceau S-Farbelosung

100 mg Ponceau S 0,20 % (m/V)
1,5 ml TCA-Lésung 100 % 3,0 % (V/V)
1,5 g 5-Sulfosalicylsaure Dihydrat 3,0 % (m/V)

ad 50 ml Wasser

3.1.8 Herstellung der gemischten Lipide

Fiir die Rekonstitution von aufgereinigten integralen Membranproteinen in einer kiinstlichen
Membranumgebung eignen sich verschiedene Lipidmischungen. In dieser Arbeit wurde eine
Mischung aus 23 % Cholesterol, 67 % Phosphatidylcholin und 10 % Phosphatidylsaure ver-
wendet. Im Gegensatz zu sogenannten Mixed Lipids aus E. coli weist diese Lipidmischung
eine definierte und reproduzierbare Zusammensetzung auf, so dass Unterschiede in der Akti-
vitéit des rekonstituierten Proteins nicht auf eine verédnderte Lipidumgebung zurtickzufithren

waren.
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Durchfiihrung

Cholesterol wurde in einem Enghalskolben eingewogen, die entsprechenden Mengen der bei-
den anderen Bestandteile wurden als Losungen in Chloroform zugesetzt. Die Zusammen-
setzung der Lipidmischung ist in Tabelle 3.12 beschrieben. Nun wurde das Chloroform bei
40 °C und 350 mbar langsam entfernt. Nachdem augenscheinlich kein Chloroform mehr im
Kolben war, wurde der Druck so weit wie moglich reduziert, um die Lipide fiir weitere 60 min

vollstandig zu trocknen.

In dieser Zeit wurde der Resuspendierungspuffer und die dafiir bendtigten Stammlosun-
gen laut Tabelle 3.13 hergestellt. Fiir die Herstellung des Resuspendierungspuffers wurden
die angegebenen Bestandteile bis auf Octylglucosid (OG) gemischt und fiir 30 min entgast.
Dann wurde die OG-Stammlosung zugesetzt und der Puffer fiir 30 min mit Argon begast.
Zu den getrockneten Lipiden wurde eine entsprechende Menge an Resuspendierungspuffer
gegeben, so dass eine Lipidkonzentration von 50 mg/ml resultierte. Mit Hilfe von 40 Glas-
kugeln (Durchmesser: 2,5 mm) wurden die Lipide dann unter intensivem Schiitteln von der
Kolbenwand abgeldst und gleichméBig resuspendiert. Uber Nacht wurde die Lipidmischung
auf einem Horizontalschiittler geschwenkt. Am néchsten Tag wurde die fertige Mischung

aliquotiert, mit Argon begast und schliefflich bis zur Verwendung bei -80 °C eingefroren.

Vor Verwendung der Lipidmischung bei einer Aufreinigung wurde die benétigte Menge tiber
Nacht im Kiihlschrank aufgetaut. Am Tag der Aufreinigung wurde sie dann ab morgens bis

zur Verwendung bei RT auf dem Horizontalschiittler geschwenkt.

Tab. 3.12: Zusammensetzung der gemischten Lipide.

Zusatz Einwaage/Volumen Anteil
Cholesterol (CHOL) 299 mg 23 %
Phosphatidylcholin (PC) 43,55 ml (871 mg) 67 %
(20 mg/ml)
Phosphatidylsdure (PA) 52ml (130 mg) 10%
(25 mg/ml)

33



3 Material und Methoden

Tab. 3.13: Losungen und Puffer fiir die Herstellung der gemischten Lipide.

Tris-HCI-Losung 1 M pH 7,4 bei 4 °C

12,1 g Tris 1,00 mol/I
ad 100 ml  Wasser

Natriumazid-StammlGsung

6,5 mg Natriumazid 0,1 mol/I
ad 1 ml Wasser

6-Aminohexansdaure-Stammldsung

65,6 mg 6-Aminohexansaure 0,50 mol/I
ad 1 ml Wasser

OG-Stammlosung

8,0 g n-Octyl-3-D-glucopyranosid (Octylglucosid, OG) 20 % (m/V)
ad 40 ml  Wasser

Resuspendierungspuffer

2,0 ml Tris-HCI pH 7,4 bei 4 °C 50 mmol/I
16 ml  Glycerol 50 % 20 % (V/V)
0,4 ml  Natriumazid-Stammlésung 1,0 mmol/I
0,4 ml  6-Aminohexansiure-Stammldsung 5,0 mmol/I
3,42 g Saccharose 0,25 mol/I

17,2 ml  Wasser
4 ml OG-Stammlésung 2% (V/V)

3.1.9 ATPase Assay

Die Bestimmung der ATPase Aktivitat von aufgereinigtem ABCBI1 bzw. ABCG2 basiert
auf dem kolorimetrischen Nachweis von anorganischem Phosphat (P;), das bei der Hydro-
lyse von ATP zu ADP freigesetzt wird. Diese Hydrolyse liefert die fiir die Funktion von
ABC-Transportern notwendige Energie. Das jeweilige Protein wird mit einem Uberschuss an
ATP in Gegenwart verschiedener Stimulatoren oder Inhibitoren inkubiert. Zu bestimmten
Zeitpunkten werden Proben gezogen, deren P; Gehalt durch eine Reaktion mit Ammonium-
molybdat und Malachitgriin zu einem gefirbten Komplex detektiert werden kann, dessen
Absorption photometrisch ermittelt wird [126]. Da die Farbstoffmenge mit der Phosphat-
menge korreliert, kann tiber eine Kalibriergerade die Phosphatkonzentration in jeder Probe

bestimmt werden.

Durchfiihrung

Die Zusammensetzung der verwendeten Losungen ist in den Tabellen 3.14 und 3.15 darge-

stellt, zusétzlich wurde die EGTA-Losung aus Kapitel 3.2.9 eingesetzt. Grundsétzlich wurden
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die beschriebenen Stoffe in MilliQ-Wasser gelost und auf das entsprechende Volumen aufge-
fullt. Die ATP-Losung wurde hergestellt, wie in der Literatur beschrieben [127].

Zur Herstellung des Basis Assay Puffers ABCB1 I wurde die bendtigte Menge Tris in etwa
90 ml Wasser gelost und die EGTA-Lo6sung hinzugegeben. Dann wurde der gewiinschte pH-
Wert der Loésung bei 37 °C mit Schwefelsaure (0,6 mol/l) eingestellt. Zum Schluss wurde

Magnesiumsulfat zugesetzt, gelost und bei RT auf das Zielvolumen aufgefiillt.

Fir die Herstellung der Malachitgrin-Losung wurde Polyvinylalkohol zunéchst bei 80 °C
in Wasser gelost. Nach Abkiihlen auf RT wurde die Losung auf das gewtinschte Volumen

aufgefiillt und anschliefend der Farbstoff hinzugegeben.

Zur Vorbereitung des ATPase Assays wurde der Reaktionspuffer auf Eis hergestellt, der
zusétzlich zum jeweiligen 1:1-verdiinnten Basis Assay Puffer noch 2 mM Natriumazid und
10 mM ATP enthielt. Die Verdiinnungsreihe der Testsubstanz in DMSO wurde so hergestellt,
dass sich die finale Konzentration im Assay durch eine 100fache Verdiinnung ergab. Die
bendtigte Anzahl an Glasréhrchen wurde mit 1 ml EDTA-Losung beschickt und auf Eis
gekiihlt. Fiir die Kalibriergerade im Bereich von 0-25 nmol P; wurden Glasrohrchen mit der
entsprechenden Menge an Phosphat-Stammlésung 1 mM beschickt und mit EDTA-Losung
auf 1 ml aufgefiillt. Jedes Rohrchen der Kalibiergerade wurde nun mit 50 pl Reaktionspuffer
versetzt und auf Eis gekiihlt.

Die Enzymreaktion wurde bei 37 °C in 250 nl Reaktionsvolumen durchgefithrt. Dazu wurden
je 2,5 ul der Verdiinnungen der Testsubstanz vorgelegt und mit 247,5 pl Reaktionspuffer ver-
setzt. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 1-2 pg aufgereinigtem Protein gestartet.
Dies geschah mit Hilfe einer 10 nl Hamiltonspritze. Zu den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 90 min
wurden aus jedem Ansatz Proben mit einem Volumen von 50 jl entnommen, zur Beendigung
der Reaktion in die kalte EDTA-Losung gegeben und bis zur Phosphat-Bestimmung auf Eis
gekiihlt.

Um die entstandene Menge an anorganischem Phosphat zu bestimmen, wurde jede Probe
mit 200 pl Ammoniummolybdat-Losung versetzt und 15 min im Wasserbad bei RT inkubiert.
Dann wurden 200 pl Malachitgriin-Losung zu den Proben gegeben und fiir 20 min erneut
im Wasserbad inkubiert. Zum Schluss wurden 200 pl Schwefelsaure 4 M hinzupipettiert und
die Absorption der Proben bei 610 nm bestimmt.
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Tab. 3.14: Losungen fiir die Durchfiihrung des ATPase Assays.

Basis Assay Puffer ABCB1 | (2X)

pH 7,4 bei 37 °C

0,97 g Tris
0,74 g Magnesiumsulfat Heptahydrat
0,1 ml  EGTA-Na 200 mM pH 8,0

ad 100 ml Wasser (MilliQ)

80 mmol/I
30 mmol/I
0,2 mmol/I

Basis Assay Puffer ABCG2 (2X)

pH 7,0 bei 37 °C

953 mg HEPES 40,0 mmol/I
247 mg Magnesiumsulfat Heptahydrat 10,0 mmol/I
ad 100 ml Wasser (MilliQ)
Natriumazid-StammlGsung
6,5 mg Natriumazid 0,1 mol/I
ad 1 ml Wasser (MilliQ)
Phosphat-Stammlésung 10 mM
18,0 mg Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat 10,0 mmol/I
ad 10 ml Wasser (MilliQ)
Phosphat-Stammlésung 1 mM
1,0 ml Phosphat-Stammlésung 10 mM 1,0 mmol/I
ad 10 ml Wasser (MilliQ)
EDTA-Na Losung 8 mM pH 8,0 bei RT
12g EDTA 8,0 mmol/I

ad 500 ml Wasser (MilliQ)

Tab. 3.15: Losungen fiir die Detektionsreaktion des ATPase Assays.

Ammoniummolybdat-Lésung (Reagenz A)

8,75 g Ammoniummolybdat Tetrahydrat
87,5 ml  konzentrierte Schwefelsdure
ad 500 ml Wasser (MilliQ)

1,75 % (m/V)

12,6 mol/|

Malachitgriin-Losung (Reagenz C)

175 mg Malachitgriin HCI
1,75 g Polyvinylalkohol
ad 500 ml Wasser (MilliQ)

0,04 % (m/V)
0,35 % (m/V)

Schwefelsdure 4 M

111 ml  konzentrierte Schwefelsdure
ad 500 ml  Wasser (MilliQ)

4,00 mol/I
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Die Freisetzung von P; iiber die Zeit wurde durch eine lineare Regression der vier Messzeit-
punkte ermittelt, dabei entsprach die Steigung der resultierenden Geraden (m,) der Reakti-
onsrate. Die spezifische Aktivitat des Transportproteins (als freigesetztes P;/mg/min) wurde
tiber die Steigung der Kalibriergeraden (me,1), das Probenvolumen ( Votein) und die einge-
setzte Proteinkonzentration (cprotein) mit Hilfe von Gleichung 3.1 berechnet. Konzentrations-
Effekt-Kurven wurden durch nicht-lineare Regression iiber eine Vier-Parameter logistische

Gleichung mit variabler Steigung (GraphPad Prism® 5.0) erstellt.

my 5

Meal V;)rotein * Cprotein

Spezifische Aktivitat = [pmol P;/mg/min]| (3.1)
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3.2 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 S. cerevisiae Stamme und Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Saccharomyces cerevisiae Stamme und Plas-
mide zur Etablierung von Expressionssystemen fiir die ABC-Transportproteine ABCG2 bzw.
ABCBI1 verwendet. Tabelle 3.16 gibt eine Ubersicht iiber die Eigenschaften der untransfor-
mierten Hefestdmme. Der genetische Hintergrund der Stdmme in internationaler Nomen-
klatur beschreibt die dominanten bzw. rezessiven Mutationen, die gegeniiber dem Wildtyp-

Stamm vorgenommen wurden.

MATa bzw. MATa bezeichnen den Paarungstyp (mating type) des Hefestammes. Durch die
Gensymbole ura, trp, lys, leu oder his wird angegeben, dass eine rezessive Mutation fir die
Fahigkeit zur Synthese der jeweiligen Aminoséure vorliegt. Da die Hefezellen nur haploid
sind, wirkt dieser genetischer Defekt wie eine Deletion des mutierten Gens. Im Gegensatz
dazu bedeuten HIS oder LEU dominante Mutationen, so dass die genannte Aminosaure von
dem Hefestamm selbst hergestellt werden kann. Diese Aminosduren konnen dann als auxo-
trophe Marker eingesetzt werden, wenn sie dem Kulturmedium nicht zugesetzt werden. Die
Zahl hinter dem Gensymbol gibt den jeweiligen Genort (Locus) an. In einigen Fallen ist
zusatzlich die Allel-Nummer benannt, diese Zahl wird mittels Bindestrich von der Zahl des
Genortes getrennt. Durch das Symbol A wird angezeigt, dass es sich um eine Deletionsmu-
tante handelt.

Im Genom des Hefestammes LPY11 wurde zusdtzlich das erg6-Gen mutiert, das fiir eine
Sterolmethyltransferase kodiert. Dieses Enzym ist an einem spéaten Schritt der Ergosterol-
Biosynthese beteiligt, bei dem Zymosterol zu Fecosterol umgewandelt wird. Durch die Mu-
tation wird die Ergosterol-Konzentration in den Hefezellen herabgesetzt. Somit handelt es

sich bei LPY11 um einen ergosterol-defizienten Hefestamm.

Der Stamm BJ5457 ist protease-defizient, da Gene fiir zwei Proteinasen (pep4, prbl) ver-
andert wurden. Diese Mutationen verhindern die Aktivierung einiger Proteasen, die durch

diese Proteinasen gefordert wiirde. Eine weitere Eigenschaft des Stammes ist seine Resistenz

Tab. 3.16: Untransformierte Hefestamme.

Bezeichnung Genetischer Hintergrund Marker Referenz

LPY11 wt MATa erg6::LEU2 leu2 his3 ura3-52 LEU2 ATCC 201842 [128]
BJ5457 wt MATa ura3-52 trpl lys2-801 leu2-A1l his3-A200 HIS3 ATCC 208282 [129]
pep4::HIS3 prbl-A1.6R canl GAL
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Tab. 3.17: Verwendete Plasmide.

Bezeichnung Marker Promotor Gen Tag Referenz
pCHH10m3N-ABCG2 URA3 PGK ABCG2 10 His (N-term.),

(R482G) 3 Myc (N-term.)
YEplac195-MDR1His URA3  PMA1l ABCB1 10 His (C-term.) [130]
YEplacl81-MDR1His LEU2 PMAL ABCB1 10 His (C-term.) [103]

gegentiber Canavanin. Dieser Resistenz liegt die Deletion einer Arginin-Permease (canl)
zugrunde. Zusétzlich wurde dem Genom des Stammes der Galactokinase-Promotor (GAL)
hinzugefiigt. Das Wachstum dieser Hefezellen kann also durch den Zusatz von Galactose zum

Medium induziert werden.

Tabelle 3.17 fasst einige Eigenschaften der zur Expression der entsprechenden ABC-Trans-
porter verwendeten Plasmide zusammen, Plasmidkarten sind in den Abbildungen 3.1 und
3.2 dargestellt. Diese Plasmide gehoren zur Klasse der ,Yeast episomal plasmids“ (YEp).
Sie basieren genetisch auf dem 2-pm-Plasmid, das natiirlicherweise in 50-60 Kopien im Zell-
kern von S. cerevisiae vorkommt und sich autonom und extrachromosomal repliziert. Der
Startpunkt dieser Replikation ist in den Abbildungen mit ,,2-pm Start* bezeichnet. Die phy-
siologische Funktion des 2-pm-Plasmids ist bisher unbekannt. Vorteile der in dieser Arbeit
verwendeten Vektoren sind eine hohe Transformationsrate, die autonome Replikation und
eine hohe Stabilitat wahrend der Mitose.

Zu den wichtigen Eigenschaften der eingesetzten Plasmide gehoren die auxotrophen Marker
URA3 und LEU2, die es nach Transformation eines Hefestammes erméglichen, die erfolgreich
behandelten Zellen zu selektieren. Die Plasmide besitzen unterschiedliche Promotoren, die
die Expression des insertierten Gens kontrollieren. Der Promotor der 3-Phosphoglycerat-
Kinase (PGK) ist konstitutiv aktiv, genauso wie der Promotor der Plasmamembran-ATPase
1 (PMA1). Zusétzlich weisen die Plasmide das §-Lactamase-Gen auf, das zu einer Ampicillin-
Resistenz fiihrt, sowie einen Startpunkt fiir die Replikation in E. coli (,pUC19%). Mit Hilfe
dieser Eigenschaften kénnen die Plasmide in den Bakterien vermehrt und auf Ampicillin-

Agar selektiert werden.

Die beiden Proteine ABCB1 und ABCG2, die aus den in die Vektoren klonierten Genen
entstehen, weisen eine Histidin-Markierung (His-Tag) auf. Dieser besteht aus 10 Histidinen
und wurde jeweils an dem Ende des Proteins angefiigt, an dem sich die ATP-Bindungsstelle
befindet (ABCBI1: C-terminal, ABCG2: N-terminal). Um Proteine mittels Affinitédtschroma-
tographie aufzureinigen, ist der His-Tag essentiell. An das ABCG2-Gen mit der Punktmu-
tation R482G wurde zusatzlich noch ein Myc-Tag aus 3 Myc-Epitopen hinzugefiigt, welcher
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PGK-Promotor

= His-Tag

pCHH10m 3N-ABCG2 Myc-1ag
9849 bps

2-um Start

ABCG2-Gen
(R482G)

URA3-Marker

Abb. 3.1: Plasmidkarte von pPCHH10m3N-ABCG?2. Folgende Eigenschaften des Plasmids sind
in der Karte markiert: Replikationsursprung S. cerevisiae (2-nm Start), PGK-Promotor, His-
Tag (10 Histidine), Myc-Tag (3 Myc-Epitope), ABCG2-Gen (Mutation R482G), auxotropher
Marker (URA3).

von einem speziellen Anti-Myc Antikorper erkannt werden kann. Die Eigenschaften dieser

Mutation werden ausfithrlich in Kapitel 1.3 beschrieben.

Das Plasmid pCHH10m3N-ABCG2 wurde dem Arbeitskreis dankenswerterweise von Dr.
Christine Hrycyna (Purdue University, Indiana, USA) tiberlassen. Die beiden anderen Plas-
mide YEplac195-MDR1His und YEplac181-MDRI1His wurden zusammen mit dem Hefe-
stamm LPY11 freundlicherweise von Dr. Marwan Al-Shawi (University of Virginia, USA) zur
Verfiigung gestellt. Der Hefestamm BJ5457 wurde iiber die American tissue culture collection
(ATCC) bezogen.

Die in dieser Arbeit erzeugten Hefestdmme werden in Tabelle 3.18 vorgestellt. Die Charakte-

risierung dieser Stamme wird in den Kapiteln 4.1.1 und 4.3.1 des Ergebnisteils beschrieben.

Tab. 3.18: Transformierte Hefestamme.

Bezeichnung Plasmid Marker Promotor Referenz
LPY11-ABCG2 pCHH10m3N-ABCG2 LEU, URA PGK

LPY11-ABCB1  YEplac195-MDR1His (RAF46) LEU, URA PMA1 [130]
BJ5457-ABCB1  YEplacl81-MDR1His (RAF13) HIS, LEU PMAL1l [103]
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A
pUC19
PMA1-Promotor
Ampicillin-Resistenz
11219 bps ABCB1-Gen
2-um Start
His-Tag
B
puUC19

His-Tag Ampicillin-Resistenz

YEplac181-MDR1His
11719 bps

LEU2-Marker

ABCB1-Gen

2-um Start

PMA1-Promotor

Abb. 3.2: Plasmidkarten von YEplac195-MDR1His (A) und YEplac181-MDRI1His (B). Die
Karten zeigen folgende Eigenschaften der Plasmide: Replikationsursprung E. coli (pUC19),
[-Lactamase-Gen (Ampicillin-Resistenz), Replikationsursprung S. cerevisiae (2-nm Start),
PMA1-Promotor, ABCB1-Gen, His-Tag (10 Histidine), auxotropher Marker (URA3 bzw.
LEU2).
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3.2.2 Herstellung der Kulturmedien

Das synthetisch definierte Kulturmedium (SD-Medium) ist ein sogenanntes komplettes Mi-
nimalmedium, das bei Bedarf aus den im Weiteren beschriebenen Stammlosungen frisch
hergestellt wurde. Die Aminosadure-Stammlosung war so konzipiert, dass daraus Medien fiir
Hefestdmme mit unterschiedlichen auxotrophen Markern hergestellt werden konnten. His-
tidin, Leucin und Uracil fehlten in der Mischung, so dass diese nach Bedarf dem Medium
zugesetzt wurden. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem fliisssigen Medium noch 2 %
Agar-Agar zugesetzt. Alle Schritte zur Herstellung der Kulturmedien wurden unter asepti-

schen Bedingungen ausgefiihrt.

Herstellung der Stammlosungen fiir das SD-Medium

Vor Verwendung wurden die entsprechenden Gefafle fiir die Stammlosungen der Kulturme-
dien autoklaviert. Die Zusammensetzung der jeweiligen Losungen ist in den Tabellen 3.19,

3.21 und 3.20 angegeben. Die fertigen Losungen wurden dann in diese Gefafle sterilfiltriert.

Die Substanzen fir die Aminoséure-Stammlosung (ohne Histidin, Leucin und Uracil) wurden
in der vorgegebenen Menge eingewogen und unter Riihren in der Hitze gelost. Nach Abkiih-
len der Fliissigkeit wurde im MeBkolben mit Wasser auf das Endvolumen aufgefillt. Fiir
die Fed-Batch Kultivierung wurde die Aminosdure-Stammlésung in doppelter Konzentrati-
on hergestellt. Je 100 ml einer 100fach konzentrierten Stammlésung der drei Aminoséuren
Histidin, Leucin und Uracil wurde in separaten Gefiflen angefertigt. Zur Herstellung der
Glucose-Stammlosung wurde etwa die Halfte der bendtigten Wassermenge vorgelegt und un-
ter Rithren auf ca. 60 °C erwarmt. Nach und nach wurde die vorgegebene Menge an Glucose
zugegeben, um eine Verklumpung zu vermeiden. Wenn die Glucose gelost war, wurde die

Fliissigkeit abgekiihlt und dann auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt.

Bevor die Vitamine-Stammlosung hergestellt wurde, wurden die Stammlésungen von Biotin
und Folsdure im angegebenen Losungsmittel angefertigt. Dann wurden die weiteren Vitamine
eingewogen, unter Lichtausschluss gelost und schlieflich die beiden oben genannten Stamm-
losungen zugesetzt. Zur Lagerung der Vitamine-Stammlosung wurde eine braune Glasfla-
sche verwendet. Nach Ablauf von 4 Wochen wurde sie verworfen und frisch hergestellt. Die
Stammlosungen der Spurenelemente und von Calciumchlorid wurden durch Einwaage und
Losen der entsprechenden Substanzen hergestellt. Die Eisen(III)chlorid-Stammlésung wur-
de wie die Vitamine-Losung unter Ausschluss von Licht hergestellt und in einer braunen

Glasflasche gelagert.
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Die Herstellung der Yeast nitrogen base (YNB) Stammlésung erfolgte ebenfalls unter Aus-
schluss von Licht. Dazu wurden die angegebenen Feststoffe eingewogen und unter Riihren
gelost. Die sterilfiltrierten Stammlosungen wurden aseptisch zugesetzt und die Losung nun
auf etwa 900 ml erganzt. Mit 10 M Natronlauge wurde jetzt der pH-Wert auf 5,4 eingestellt
und danach die Losung auf 1000 ml aufgefiillt. SchlieBlich wurde die YNB-Losung in eine

braune Flasche sterilfiltriert. Diese Stammlosung war vier Wochen haltbar.

Herstellung von fliissigem SD-Medium und SD-Agarplatten

Das flissige SD-Medium wurde bei Bedarf aus jeweils 10 % (V/V) Aminoséure- und YNB-
Stammlosung, 5 % (V/V) Glucose-Stammldsung und 1 % (V/V) der benétigten einzelnen
Aminoséure-Losungen hergestellt. Dazu wurde die entsprechende Menge an Wasser auto-
klaviert und nach Abkiihlen die Stammlésungen aseptisch zugesetzt. Zur Kultivierung des
BJ5457-Stammes mit der Fed-Batch Technik enthielt das Medium ab einem Volumen von
500 ml zusatzlich 10 % Glycerol.

Zur Herstellung von SD-Agarplatten wurde das ensprechende Volumen an Wasser autokla-
viert, dem 2 % (m/V) Agar-Agar zugesetzt worden war. Pro Platte wurden etwa 20 ml
ausgegossen. Sollten die Agarplatten langer bebriitet werden, wurde das Volumen pro Platte
auf 25-30 ml erhoht. Nach dem Autoklavieren wurde die Losung auf unter 65 °C abgekiihlt
und dann aseptisch und ziigig die Stammldsungen in der oben genannten Konzentration
zugesetzt. Nach jeder Losung wurde die Fliissigkeit durch vorsichtiges Schwenken sorgfaltig
durchmischt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Dann wurde das Gemisch gleich-
méafig in die vorbereiteten Petrischalen ausgegossen. Zur Entfernung von Luftblasen wurde
zum Abschluss die Oberflache des Agars kurz abgeflimmt. Nachdem der Agar erstarrt und
die Platten abgekiihlt waren (etwa 4 h), wurden sie mit Parafilm umwickelt und bis zur

Verwendung im Kiihlschrank gelagert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Valinomycin- oder Aureobasidin A-haltige Agar-
platten eingesetzt, die der zuséatzlichen Selektion von ABCBI1-exprimierenden Hefestammen
dienten [103, 131]. Valinomycin-haltige Agarplatten wurden hergestellt, in dem zu 25 ml
Agarlosung nach dem Abkiihlen und der Zugabe der anderen Bestandteile 417 pl einer
Valinomycin-Losung (1 % in DMSO) zugesetzt wurden. Die Endkonzentration in den Agar-
platten betrug 150 nM. Zur Herstellung der Aureobasidin A-Stammlésung wurden 5 mg in
1 ml Ethanol gelost. Diese Stammlosung wurde mit Ethanol im Verhaltnis 1:100 verdiinnt,
so dass eine Konzentration von 50 pg/ml resultierte. Von dieser Losung wurden 1000 yl
zu 100 ml Agarlosung gegeben. Auf diese Weise lag im Agar eine Endkonzentration von
0,5 pg/ml (0,45 pM) vor.
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Tab. 3.19: Aminosduren-Stammldsungen fiir das SD-Medium.

Aminosduren-Stammlosung (10X)

100 mg L-Adenin Hemisulfat 200 mg/I
100 mg  L-Arginin HCI 200 mg/I
150 mg  L-Isoleucin 300 mg/I
150 mg L-Lysin HCI 300 mg/I
100 mg L-Methionin HCI 200 mg/I
250 mg L-Phenylalanin 500 mg/I
1000 mg L-Threonin 2000 mg/I
100 mg L-Tryptophan 200 mg/I
150 mg L-Tyrosin 300 mg/I
750 mg L-Valin 750 mg/I
ad 500 ml  Wasser
Histidin-, Leucin- und Uracil-Stammldsungen (100X)
200 mg L-Histidin HCI Monohydrat 2,00 g/I
1,0 g L-Leucin 10 g/I
200 mg  Uracil 2,00 g/I
je ad 100 ml Wasser
Tab. 3.20: YNB-Stammlésung fiir das SD-Medium.

YNB-Stammlésung (10X)

50,0 g Ammoniumsulfat 378 mmol/I
10,0 g Kaliumdihydrogenphosphat 73,5 mmol/I
10,0 g Magnesiumsulfat Heptahydrat 41,5 mmol/I
1,0 g Natriumchlorid 17,1 mmol/I
100 ml  Vitamine-Stammlésung 10X
10 ml  Spurenelemente-Stammldsung 10X
10 ml  Calciumchlorid-Stammlésung 0,9 mmol/I
10 ml  Eisen(lIl)chlorid-Stammlésung 1,23 pmol/I
ad 500 ml  Wasser
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Tab. 3.21: Stammldsungen fiir das SD-Medium.

Glucose-Stammlosung (20X)

100 g D(+)-Glucose 40,0 % (m/V)
ad 250 ml  Wasser

Biotin-StammlGsung

10 mg Biotin 10 g/I
ad 1 ml  Dimethylsulfoxid (DMSO)

Folsaure-Stammlosung

10 mg Folséure 10 g/I
adlml NaOH 1M

Vitamine-Stammlosung (100X)

100 mg D-Pantothenséure 200 mg/I
500 mg Myo-Inositol 1000 mg/I
20 mg Nicotinsaure 40 mg/I
10 mg 4-Aminobenzoesaure 20 mg/I
20 mg Pyridoxin HCI 40 mg/I
10 mg (—)-Riboflavin 20 mg/I
20 mg Thiamin HCI 40 mg/I
100 pl  Biotin-Stammlésung 2 mg/I
10 pyl  Folsdure-Stammlésung 0,2 mg/I

ad 500 ml  Wasser

Spurenelemente-Stammlosung (1000X)

250 mg Borsaure 8,10 mmol/I
31 mg Kupfersulfat Pentahydrat 0,25 mmol/I
50 mg Kaliumiodid 0,60 mmol/I

224 mg Mangansulfat Monohydrat 2,65 mmol/I

117 mg  Natriummolybdat Dihydrat 0,97 mmol/I

357 mg  Zinksulfat Heptahydrat 2,48 mmol/I
ad 500 ml  Wasser

Calciumchlorid-Stammlésung (1000X)

66,0 g Calciumchlorid Dihydrat 0,90 mol/I
ad 500 ml  Wasser

Eisen(l1l)chlorid-Stammlosung (1000X)

100 mg Eisen(lll)chlorid 1,23 mmol/I
ad 500 ml Wasser
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3.2.3 Inkulturnahme, Kultivierung und Kryokonservierung
Inkulturnahme auf Agar-Platten

Um Saccharomyces cerevisiae Stamme in Kultur zu nehmen, wurden SD-Agarplatten ohne
die entsprechenden auxotrophen Marker auf 30 °C vortemperiert. Unter aseptischen Bedin-
gungen wurde mit einer sterilen Impfése von der Oberflédche eines Glycerol-Backups etwas
gefrorene Losung abgekratzt und gleichméfliig auf der Agaroberfliche ausgestrichen. Dabei
sollte das Backup auf keinen Fall auftauen. Die Agarplatten wurden dann im Brutschrank
bei 30 °C fir etwa 4 Tage inkubiert, bis Kolonien deutlich zu sehen waren. Nun wurden die
Platten mit Parafilm versiegelt und bis zur Verwendung der Kolonien bei 4 °C gelagert. Auf

diese Weise konnten die Hefezellen fiir 4 Wochen konserviert werden.

Kultivierung von S. cerevisiae

In sterilen 250 ml Weithals-Erlenmeyerkolben wurden je 50 ml SD-Medium ohne die entspre-
chenden auxotrophen Marker hergestellt und auf dem Orbital Shaker auf 25 °C temperiert.
Dann wurde mit Hilfe einer sterilen Impfose aseptisch eine Einzelkolonie von einer Agar-
Platte abgenommen und durch Abstreichen im Inneren des Kolben unterhalb des Fliissig-

keitsspiegels im Medium suspendiert.

Das Wachstum der Zellen wurde durch die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm
(ODggo) tiberwacht, da diese proportional zur Zellzahl ist. Dazu wurde jeweils aseptisch ei-
ne Probe von etwa 2 ml aus den Kolben gezogen und vermessen. Um die Unterschatzung
des Wachstumsfortschritts bei steigender Zelldichte zu umgehen, wurde die Probe zuséatzlich
vier- und zehnfach verdiinnt. Derjenige Messwert wurde zur Beurteilung der Probe heran-
gezogen, der der maximalen optischen Dichte entsprach. In diesem Bereich entsprechen 0,1
OD-Einheiten etwa 3 x 10° Zellen. Bei einer ODgyy zwischen 0,8 und 1,2 befand sich die

Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase.

Kryokonservierung

Zur Herstellung von Glycerol-Backups der Hefestdmme wurde eine Fliissigkultur aus einer
Einzelkolonie von einer moglichst frischen Agarplatte bis zu einer ODggp von 1 herangezogen.
Dann wurden 500 pl Glycerol 50 % (siehe Kapitel 3.2.9) und 500 nl Zellsuspension in ein zuvor
beschriftetes Kryorohrchen gegeben, durch mehrmaliges Schwenken gemischt und sofort bei

—80 °C eingefroren.
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3.2.4 Transformation

S. cerevisiae Zellen kénnen durch verschiedene Methoden mit dem gewiinschten Plasmid
transformiert werden. Dazu gehoren die Spheroplasten-Transformation, die Elektroporation
und die Lithiumacetat-Methode. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das ,Yeastmaker Yeast

Transformation System 2“ der Firma Clontech verwendet, welches auf der Lithiumacetat-
Methode basiert [132].

Eine ausreichende Menge an untransformierten Hefezellen wird in Vollmedium (Yeast pepto-
ne dextrose adenine-Medium, YPDA-Medium) tiber Nacht herangezogen. Aus diesen Zellen
werden dann mit Hilfe von Lithiumacetat (LiAc) und Polyethylenglycol (PEG) sogenannte
kompetente Zellen hergestellt. Die Zellmembran von kompetenten Zellen ist teilweise per-

meabilisiert, so dass groflere DNA-Stiicke aufgenommen werden kénnen.

Im néchsten Schritt wird das Plasmid mittels einer Carrier-DNA in die Hefezellen einge-
bracht. Zur Selektion erfolgreich transformierter Klone werden die Zellen auf SD-Agar ohne
die beiden entsprechenden auxotrophen Marker (von untransformiertem Hefestamm und

Plasmid) ausplattiert.

Vorbereitung

Zur Vorbereitung der Transformation wurden die in Tabelle 3.22 beschriebenen Loésungen
hergestellt. Die Adenin- und die NaCl-Losung wurden nach der Herstellung autoklaviert.
Zusétzlich wurde noch die in Kapitel 3.2.2 beschriebene Glucose-Stammlosung benotigt.
Fir das YPDA-Medium wurden Yeast Extract und Pepton in ca. 450 ml Wasser unter
Hitzezufuhr gelost und anschlieSend autoklaviert. Nach Abkiihlen des Mediums auf ca. 55 °C
wurden die Glucose- und die Adenin-Losung aseptisch zugesetzt und das Gesamtvolumen

auf 500 ml ergénzt.

Herstellung kompetenter Hefezellen

Von einer frischen SD-Agarplatte wurden aseptisch einzeln liegende Kolonien des untrans-
formierten Hefestammes gepickt und in ein steriles PP-Rohrchen mit je 3 ml vorgewarmtem
YPDA-Medium gegeben. Die Offnung der Gefifle wurde mit Alufolie so bedeckt, dass noch
etwa ein Viertel der Flache frei blieb. Nun wurden die Zellen bei 30 °C und 250 rpm auf dem
Orbital Shaker fiir 8-12 h inkubiert. Es wurde die Kultur ausgewahlt, die die hochste opti-
sche Dichte aufwies. Von dieser wurden 5-20 pl in 50 ml frisches YPDA-Medium iiberimpft
und fiir weitere 16-20 h bei 30 °C mit 230 rpm auf dem Orbital Shaker inkubiert.
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War eine ODggo von 0,15-0,3 erreicht (frisches YPDA-Medium als Referenz), wurde die
Zellsuspension mit 700 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert und zu 90 ml vorgewérmtem YPDA-
Medium gegeben. Die Zellsuspension wurde erneut fir 3-5 h bei 30 °C mit 230 rpm auf
dem Orbital Shaker inkubiert. Wéhrenddessen wurden 10 ml TE/LiAc-Losung (1,1X) aus
1,1 ml Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer), 1,1 ml LiAc-Losung (10X) und 7,8 ml sterilem Wasser
hergestellt. Ausserdem wurden 4 ml PEG3350 mit 0,5 ml TE-Puffer und 0,5 ml LiAc-Loésung
(10X) gemischt, um die PEG/LiAc-Losung herzustellen.

War eine ODgog von 0,4-0,5 erreicht, wurde die Zellsuspension mit 700 x g fiir 5 min bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 100 ml sterilem Wasser
gewaschen und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal wiederholt. Das
Pellet wurde nun in 3 ml TE/LiAc-Losung (1,1X) aufgenommen, zu je 750 pl aliquotiert und
bei 16.100 x g fiir 15 s (short spin) zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand verworfen und
die Pellets schlielich in je 600 pl TE/LiAc-Losung (1,1X) resuspendiert. Die so erzeugten
kompetenten Zellen waren bei —80 °C fiir 6 Monate haltbar.

Transformation

30 nl der Hering Testes Carrier DNA wurden fiir 5 min auf 99 °C erhitzt und dann sofort
auf Eis gekiihlt. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt. Fiir den Transformations-
ansatz wurden 50 pl kompetente Zellen, 5 pl Carrier DNA und 1 pg Plasmid vorsichtig
gemischt. 0,5 ml PEG /LiAc-Lésung wurde hinzugefiigt und wieder vorsichtig gemischt. Der
Ansatz wurde nun fiir 30 min bei 30 °C im Heizblock inkubiert und dabei alle 10 min vor-
sichtig geschwenkt. Nach Zusatz von 20 pl DMSO wurde der Transformationsansatz erneut

geschwenkt, bei 42 °C fiir 15 min im Wasserbad inkubiert und nach jeweils 5 min gemischt.

Um die Zellen zu waschen wurde danach mit 16.100 x g fiir 15 s (short spin) zentrifugiert
und das Pellet in 1 ml YDPplus-Medium aufgenommen. AnschlieBend wurde erneut bei
den gleichen Bedingungen zentrifugiert und das resultierende Pellet mit 1 ml NaCl-Losung
resuspendiert. Die transformierten Zellen wurden schliefllich auf SD-Agar ohne die entspre-
chenden auxotrophen Marker ausplattiert. Dazu wurde nicht nur unverdiinnte Zellsuspension
verwendet, sondern auch im Verhéaltnis 1:10- und 1:100-verdiinnte Zellen, um die Existenz
von einzeln liegenden Kolonien auf den Agarplatten sicherzustellen. Die Platten wurden bei

30 °C im Brutschrank fiir mehrere Tage inkubiert, bis Kolonien zu sehen waren.
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Tab. 3.22: Losungen fir die Transformation.

Adenin-Stammlosung 0,2 %

100 mg L-Adenin Hemisulfat 0,20 % (m/V)
ad 50 ml Wasser

NaCl-Loésung 0,9 %

900 mg  Natriumchlorid 0,90 % (m/V)
ad 100 ml  Wasser
YPDA-Medium
50g VYeast Extract 40 % (m/V)
10,0 g Pepton 40 % (m/V)
25 ml  Glucose-Stammlésung 2,0 % (V/V)
7,50 ml  Adenin-Stammlésung 0,003 % (V/V)

ad 500 ml  Wasser

3.2.5 Saure-gewaschene Glaskugeln

Saure-gewaschene Glaskugeln werden fiir die Herstellung eines Extraktes von Hefezellen be-
notigt. Die Menge an Glaskugeln (Durchmesser: 0,5 mm) wurde in einem Messzylinder ab-
gemessen und in einen kleinen Iodzahlkolben tiberfiihrt. Konzentrierte Salpetersaure wurde
zugegeben, bis die Kugeln bedeckt waren, und fiir 2 h inkubiert. Danach wurde die konzen-
trierte Saure abdekantiert und die Glaskugeln zehnmal mit destilliertem Wasser gewaschen.
Nun wurden die Kugeln auf Alufolie ausgegossen und im Trockenschrank tiber Nacht bei
100 °C getrocknet. Nach Abkiihlung wurden die Glaskugeln dicht verschlossen im Kiihl-

schrank gelagert.

3.2.6 Zellextrakt

Um den Erfolg einer Transformation festzustellen, kann die Expression des Zielproteins in
einem Zellextrakt von verschiedenen Klonen des neuen Hefestammes untersucht werden. Bei
der Herstellung dieses Extraktes wird die rigide Zellwand der Hefen mit saure-gewaschenen
Glaskugeln (siehe Kapitel 3.2.5) wie in einer Kugelmiihle aufgebrochen. Die auf diese Weise
aus der Zelle freigesetzen Proteine werden abschlieend durch Zentrifugation von grofieren
Zellbruchstiicken oder nicht zerstorten Zellen abgetrennt und im Weiteren mittels SDS-PAGE
und Western Blot (Kapitel 3.1.4 und 3.1.6) auf das Vorhandensein des Zielproteins unter-

sucht.
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Tab. 3.23: Stammlosung fiir den Zellextrakt.

GBD-Stammlosung pH 7,9 bei 4 °C
485 mg  Tris 20,0 mmol/I
407 mg Magnesiumchlorid Hexahydrat 10,0 mmol/I
58,4 mg EDTA 1,0 mmol/I

10 ml  Glycerol 100 % 50 % (V/V)

ad 200 ml  Wasser

Durchfiihrung

Um eine ausreichende Menge an Hefezellen fiir den Zellextrakt herzustellen, wurden mehrere
Klone des Hefestammes in je 50 ml des entsprechenden SD-Mediums laut Kapitel 3.2.3
kultiviert. Bei einer ODggg von 1 wurden die Zellen mittels Zentrifugation mit 1500 x g fiir
5 min bei 4 °C geerntet. Die Pellets wurden mit je 5 ml sterilem Wasser gewaschen und
erneut bei den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde moglichst
vollstéandig entfernt und das Gewicht jedes Pellets bestimmt. Die Zellen wurden in fliissigem

Stickstoff eingefroren und danach bei —80 °C gelagert.

Die Stammlosung des Glass beads disruption (GBD)-Puffers wurde durch Losen der in Ta-
belle 3.23 beschriebenen Substanzen in etwa 170 ml destilliertem Wasser vorbereitet. Dann
wurde der pH-Wert der Losung bei 4 °C mit 1 M HCI auf 7,9 eingestellt und die Stammlosung
im Kiihlschrank gelagert.

Die Fertigstellung des GBD-Puffers aus GBD-Stammlésung und instabilen Zusétzen (siehe
Tabelle 3.24) geschah immer erst am Tag der Herstellung des Zellextraktes. Die Herstellung
der verwendeten Standard-Proteaseinhibitor-Stammlosungen wird in Kapitel 3.2.9 beschrie-

ben.

Fiir die Herstellung des Zellextraktes wurden die Hefezellen iiber Nacht im Kiihlschrank auf-
getaut. Die Volumina, die im Folgenden von den Glaskugeln bzw. dem GBD-Puffer eingesetzt
wurden, standen in einem bestimmten Verhéaltnis zum zuvor ermittelten Gewicht des Pellets.
Dabei entsprach das Gewicht des Pellets in Gramm dem sogenannten gepackten Zellvolumen
in Millilitern. Dieses Volumen wird im folgenden mit ,vol*“ abgekiirzt. Betrug zum Beispiel

das Gewicht des Pellets 2 g, so entsprach 1 Volumeneinheit (vol) einem Volumen von 2 ml.

Alle Arbeiten wurden in der Kithlkammer bei 4 °C durchgefiithrt. Nach Entnahme einer Probe
von 10 pnl wurden die verbliebenen Zellen mit 2 vol GBD-Puffer resuspendiert und auf Eis
gestellt. 4 vol gekiihlte, sdure-gewaschene Glaskugeln wurden zugesetzt. Das Geféafl wurde

so ausgewahlt, dass das Endvolumen des Inhaltes 70 % des Gefafivolumens nicht tiberstieg.
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Tab. 3.24: Puffer fur den Zellextrakt.

GBD-Puffer

49,4 ml  GBD-Stammlésung
7,7 mg Dithiothreitol (DTT) 1,0 mmol/I

500 pl  PMSF-Lésung 1,0 mmol/I
36,5 pyl  Pepstatin A-Lésung 2,0 pmol/I
52,2 pyl  Leupeptin-Lésung 1,0 pmol/I

10 yl  Benzamidin-Loésung 1,0 mmol/I

Die Zellen wurden jetzt fiir 60 s bei maximaler Geschwindigkeit gevortext und dann fiir
3 min auf Eis inkubiert. Diese beiden Schritte wurden fiinfmal wiederholt. Dann wurde mit
Hilfe eines Mikroskops untersucht, ob die Zellen bereits vollstéandig aufgebrochen waren. Als
Vergleich diente die am Anfang gezogene Probe der intakten Zellen. Da die Zellsuspension

zu konzentriert war, wurden beide Proben 1:20 mit Wasser verdiinnt.

Waren noch intakte Zellen vorhanden, wurde der oben beschriebene Vortex- und Inkubations-
vorgang weitere fiinfmal wiederholt und dann mittels Mikroskop auf vollstéandige Zerstorung
der Zellen untersucht. Nachdem nahezu alle Hefezellen aufgebrochen waren, wurde der Uber-
stand in einem Zentrifugenglas gesammelt. Die Kugeln wurden mit 2 vol GBD-Puffer gespiilt
und der Uberstand in das gleiche Zentrifugenglas iiberfithrt. Im vorgekiihlten Festwinkelro-
tor JA25.50 wurde die Suspension schlieflich mit 12.000 x g fiir 60 min bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand entsprach dem Zellextrakt und wurde in 100 pl Aliquots bei —80 °C gela-
gert. Zusatzlich wurde das Pellet in 500 nl GBD-Puffer resuspendiert und ebenfalls in 100 pl
Aliquots bei —80 °C aufbewahrt.

3.2.7 Wachstumskinetik

Um Hefestamme genauer zu charakterisieren, wurde eine Wachstumskinetik aufgenommen.
Auf diese Weise konnte die Verdopplungszeit der Zellen in der exponentiellen Wachstums-

phase bestimmt werden.

Dazu wurden Einzelkolonien von frischen SD-Agarplatten in je 50 ml fliissigem SD-Medium
ohne die entsprechenden auxotrophen Marker tiberimpft und bei 30 °C und 230 rpm auf
dem Orbital Shaker inkubiert. Zur Bestimmung des Wachstumsfortschritts wurden asep-
tisch Proben der Zellsuspension genommen und die optische Dichte bei 600 nm bestimmt.
Um die Unterschatzung des Wachstumsfortschritts bei steigender Zelldichte zu umgehen,
wurden die Proben wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben verdiinnt, jedoch zuséatzlich 40fach. Der

zeitliche Abstand zwischen den Proben richtete sich nach dem Wachstum der Hefen. In der
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exponentiellen Wachstumsphase wurden stiindlich Proben genommen, in der lag- und der

stationdren Phase seltener.

Derjenige Messwert jeder Probe wurde in die Wachstumskinetik mit einbezogen, der unter
Beriticksichtigung des Verdinnungsfaktors der maximalen optischen Dichte entsprach. Die
Absorptionswerte wurden gegen die Zeit aufgetragen und die Datenpunkte mit Hilfe der
Gompertz-Gleichung [133] analysiert (GraphPad Prism® 5.0). Aus dem exponentiellen Teil

der Kurve wurde dann die Verdopplungszeit berechnet.

3.2.8 Fed-Batch Kultivierung

Die Fed-Batch Kultivierung wird bei biotechnologischen Prozessen eingesetzt, um bei glei-
chem Kulturvolumen eine hohere Zelldichte zu erzielen. Auf diese Weise kann die Ausbeute
an Biomasse deutlich erhoht werden. Bei der Standard-Kultivierungstechnik werden dem
Medium von Anfang an alle Ndhrstoffe zugesetzt. Der Fed-Batch Prozess dagegen beinhal-
tet, dass in einem kleineren Startvolumen nicht sofort alle Nédhrstoffe enthalten sind, sondern
dass diese der Kultur in mehreren Schritten hinzugefiigt werden. Auch werden diese so einge-
setzt, dass eine erhohte Endkonzentration resultiert. In der vorliegenden Arbeit wurden zum
Beispiel die Aminosauren und die YNB-Mischung im SD-Medium dreifach hoher konzentriert

als bei einer normalen Kultivierung.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung einer Fed-Batch Kultur mit einem Endvolumen von 10 1 wurden 1,5 1
Aminoséuren-Stammlosung 20X (statt 10X), 830 ml Glucose-Stammlosung und 3 1 YNB-
Stammlosung laut Kapitel 3.2.2 hergestellt. Sollte der BJ5456-Stamm verwendet werden,
wurde ein Teil des zu autoklavierenden Wassers durch Glycerol 87 % ersetzt, so dass im

Medium eine Endkonzentration von 10 % Glycerol resultierte.

Zunéchst wurde eine kleine Vorkultur (50 ml) mit einer Einzelkolonie angeimpft und tiber-
wacht, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben. Hatte diese Vorkultur eine ODggy von 1 erreicht,
wurde das gesamte Volumen fiir eine 1:10 Verdiinnung in 450 ml frisches vorgewarmtes Me-

dium tberfithrt und weiterhin bei 30 °C und nun 200 rpm konstant geschiittelt.

Bei einer ODggg zwischen 0,8 und 1 wurde diese grole Vorkultur durch Zentrifugation mit
1.000 x g bei 4 °C fiir 4 min geerntet. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 100 ml
frischem Medium resuspendiert und in den Fermenter tiberfiihrt. Zuvor war der Fermenter

mit 4100 ml Wasser autoklaviert, dann aseptisch mit 1500 ml Aminoséduren-Stammldsung,
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330 ml Glucose-Stammlésung und 670 ml YNB-Stammlosung beschickt und auf 25 °C vor-

gewarmt worden.

Unter kontinuierlicher Kontrolle des Wachstumsfortschrittes wurde die Zellsuspension bis zu
einer ODggp zwischen 0,8 und 1,2 kultiviert. Nun wurden 920 ml YNB-Losung und 220 ml
steriles Wasser zugesetzt. Bei einer ODggg zwischen 1,6 und 1,8 wurden in einem zweiten
Fiitterungsschritt 500 ml Glucose-, 1380 ml YNB-Stammlosung und 320 ml Wasser hinzu-
gefligt. Erreichte die Kultur eine optische Dichte von 2,4, wurde mit dem Ernte-Vorgang

begonnen.

Zum Ernten der Fed-Batch Kultur wurde eine Pumpe an den Fermenter angeschlossen, mit
deren Hilfe Zellsuspension in 500 ml Zentrifugenglaser tiberfiihrt werden konnte, ohne das
das Durchmischen der Kulturlésung gestoppt werden musste. Die Hefezellen wurden fiir
10 min bei 4 °C mit 10.000 x g (Festwinkelrotor JLLA-10.500) pelletiert und das resultierende
Zellpellet sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nachdem das gesamte Kulturvolumen
geerntet worden war, wurde die erhaltene Biomasse gewogen und bis zur weiteren Verwen-

dung bei —80 °C gelagert.

3.2.9 Membranpraparation

Da es sich bei den beiden in den verschiedenen S. cerevisiae Stammen exprimierten Prote-
inen ABCB1 und ABCG2 um membranstidndige Proteine handelte, wurde mit Hilfe einer
Membranpréparation die Plasmamembran der Hefezellen gewonnen [103]. Dazu wurde in
einem ersten Schritt die rigide Zellwand der Hefen mechanisch zerstért. Aus der resultieren-
den Suspension wurde die Zellmembran anschlieBend mittels differentieller Zentrifugation

von den anderen Zellbestandteilen abgetrennt.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der Membranpraparation wurden die in den Tabellen 3.25 und 3.26 be-
schriebenen Stammlésungen hergestellt. Die Leupeptin- und die Pepstatin A-Lsung wurden
nach der Herstellung aliquotiert, bei —20 °C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Die PMSF-
Losung konnte am Tag vor der Membranpraparation hergestellt werden. Dazu wurde PMSF
eingewogen, bei 40 °C in Isopropanol gelost und dann bis zur Verwendung mit Parafilm
versiegelt und unter Lichtausschluss bei RT gelagert. Die Benzamidin-Losung wurde immer

frisch am Tag der Membranpraparation hergestellt und stets auf Eis gekiihlt.
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Die weiteren in Tabelle 3.27 dargestellten Pufferlosungen wurden am Tag vor der Mem-
branpraparation vorbereitet. Fiir den Homogenisationspuffer wurden die beiden Feststoffe
eingewogen und in etwa 400 ml Wasser gelost. Die mit einem Stern gekennzeichneten Stamm-
l6sungen wurden zugesetzt und der so vorbereitete Puffer im Kiihlschrank gelagert. Kurz vor
Verwendung wurden die weiteren Bestandteile zugegeben, mit kaltem Wasser auf 500 ml er-
ganzt und ab diesem Zeitpunkt stets auf Eis gekiihlt. Zur Herstellung des Wasch- und des
Lagerpuffers wurden ebenfalls die mit einem Stern gekennzeichneten Bestandteile gemischt,

kiihl gelagert und dann bei Bedarf mit den anderen Stammlésungen ergéanzt.

Alle gefrorenen Hefezellen, die mittels Fed-Batch Kultivierung hergestellt worden waren,
wurden in 300 ml kaltem Wasser und 5 ml PMSF-Losung unter Rithren aufgetaut. Nach
Zentrifugation der Zellen bei 15.000 x g und 4 °C fiir 10 min (Festwinkelrotor JL.A-10.500)
wurde das resultierende Pellet in Homogenisationspuffer aufgenommen und zu den zirkoni-
sierten Glaskugeln in die vorgekiihlte Beadbeater Kammer gegeben. Der pH-Wert wurde mit
Tris-Base auf 7,5 justiert, 31 pl Diisopropylfluorophosphat (DFP) zugesetzt und die Zellen
fir 4 min aufgeschlossen. Danach ruhte die Kammer fir 4 min auf Eis. Ab DFP-Zugabe
wurden die beschriebenen Schritte noch zweimal wiederholt, dann wurde erneut der pH auf

7,5 eingestellt.

Der Uberstand wurde anschliefend bei 4 °C zuerst fiir 5 min bei 3.500 x g (,,Zentrifugation 1)
und dann fir 20 min bei 14.000 x g zentrifugiert (,,Zentrifugation 2*). Alle folgenden Schritte
wurden in der Kiihlkammer bei 4 °C ausgefiihrt. Die Zellmembranen, die sich im Uberstand
der zweiten Zentrifugation befanden, wurden in der Ultrazentrifuge bei 4 °C fir 80 min mit
200.000 x g pelletiert (,,Ultrazentrifugation 1) und alle Pellets in einem Glashomogenisator
vereinigt. Danach wurden die Zentrifugenglaser sorgfiltig mit Waschpuffer gespiilt, diese
Fliissigkeit ebenfalls in den Homogenisator tiberfithrt und die gesamte Suspension durch
10 Hiibe bei 1500 Upm homogenisiert.

Durch erneute Ultrazentrifugation unter den zuletzt genannten Bedingungen (,,Ultrazentri-
fugation 2“) wurden die Zellmembranen wieder pelletiert, wie beschrieben homogenisiert
und bei —80 °C eingefroren. Jedoch wurde fiir diesen Schritt statt des Waschpuffers der

Lagerpuffer verwendet.
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Tab. 3.25: Stammldsungen fiir die Membranpréaparation von Hefezellen.

EDTA-Na Losung 200 mM  pH 8,0 bei RT

29,22 g EDTA 200,0 mmol/I
ad 500 ml  Wasser

EGTA-Na Lésung 200 mM pH 8,0 bei RT

38,04 g EGTA 200,0 mmol/I
ad 500 ml  Wasser

Sterile Glycerol-Losung 50 %

250 ml  Glycerol 100 % 50,0 % (V/V)
ad 500 ml  Wasser

Tris-HCI-Losung 1 M pH 7.5 bei 4 °C
12,1 g Tris 1,00 mol/I
ad 100 ml Wasser
Tris-Base 1 M
12,1 g Tris 1,00 mol/I

ad 100 ml  Wasser

Tab. 3.26: Losungen der Standard-Proteaseinhibitoren.

PMSF-L6sung 0,1 M

261 mg Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) 0,10 mol/I
ad 15 ml Isopropanol p.a.

Benzamidin-Losung 0,5 M

196 mg Benzamidin HCI 0,50 mol/I
ad 2,5 ml  Wasser

Leupeptin-Losung 1 mM

4,8 mg Leupeptin Hemisulfat 1,0 mmol/I
ad 10 ml  Dimethylsulfoxid (DMSO)

Pepstatin A-Lésung 2 mM

13,7 mg Pepstatin A 2,00 mmol/I
ad 10 ml  DMSO/Eisessig (9:1)
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Tab. 3.27: Puffer fir die Membranpriparation von Hefezellen. (Die mit * gekennzeichneten
Bestandteile konnen am Tag vor der Membranpraparation zusammengemischt werden.)

Homogenisationspuffer

2,5 g Albumin (BSA) 5 mg/ml
51,35 g Saccharose 0,3 mol/I
12,5 ml EDTA-Na pH 8* 5 mmol/I

2,5 ml EGTA-Na pH 8* 1 mmol/I
25 ml Tris-HCI pH 7,5* 50 mmol/I
800 pl  B-Mercaptoethanol 25 mmol/I
500 pl  Leupeptin-Lésung 1 pmol/I
500 pl  Pepstatin A-Ldsung 2 pmol/I

1 ml  Benzamidin-Losung 1 mmol/I

5 ml  PMSF-Lésung 1 mmol/I

87 pl  Diisopropylfluorophosphat (DFP) 1 mmol/I

ad 500 ml  Wasser
Waschpuffer
1,8 ml  EGTA-Na pH 8* 1 mmol/I
3,6 ml  Tris-HCI pH 7,5%* 10 mmol/I
72 ml  Glycerol 100 %* 10 % (V/V)
277,5 ml Wasser*
51 pul  B-Mercaptoethanol 2 mmol/I
360 pl  Leupeptin-Lésung 1 pmol/I
360 pl  Pepstatin A-Losung 2 pmol/I
720 pyl  Benzamidin-Lésung 1 mmol/I
3,6 ml  PMSF-Lésung 1 mmol/I
63 pl  Diisopropylfluorophosphat (DFP) 1 mmol/I
Lagerpuffer
250 pl  EGTA-Na pH 8* 1 mmol/I
500 pl  Tris-HCI pH 7,5% 10 mmol/I

25 ml  Glycerol 100 %* 25 % (V/V)
23,7 ml  Wasser*

7 pl - B-Mercaptoethanol 2 mmol/I
500 yl  PMSF-Lésung 1 mmol/I
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3.2.10 Bestimmung der Expression von ABCB1

Die apparente Expression von ABCB1 in den in Kapitel 3.2.9 isolierten Hefemembranen von
BJ5457-MDRI1 kann mit Hilfe eines modifizierten ATPase Assays nach Figler et al. [103]
bestimmt werden. Bei einer Untersuchung der praparierten Membranen mittels des in Kapi-
tel 3.1.9 beschriebenen Assays wiirden jedoch andere Membran-ATPasen, insbesondere die
in Hefemembranen am héufigsten vorkommende Plasmamembran-ATPase 1 (PMA1), das

Messergebnis verfalschen.

Um dieses Problem zu umgehen, wird die Aktivitat der Membranpréaparation bei zwei ver-
schiedenen pH-Werten (7,4 und 8,5) durchgefithrt. Dabei wird ausgenutzt, dass ATPasen bei
verschiedenen pH-Werten eine unterschiedliche Aktivitat aufweisen [134]. Bei pH 7,4 wird
die Gesamt-ATPase-Aktivitat in den Hefemembranen bestimmt, in der die basale Aktivitat
von ABCBI1 enthalten ist. Bei pH 8,5 ist PMA1 nahezu inaktiv und es wird hauptséchlich
die Aktivitat von ABCBI1 (stimuliert durch 80 pM Verapamil) wird gemessen.

Durchfiihrung

Fiir die Bestimmung der apparenten ABCB1 Expression in den Membranen wurden die Basis
Assay Puffer ABCB1 I (Tabelle 3.14) und II (Tabelle 3.28) verwendet. Der Basis Assay Puffer
ABCBI1 II wurde analog zum Basis Assay Puffer ABCBI1 I hergestellt (siehe Kapitel 3.1.9).

Aus diesen beiden Basis-Puffern wurden zwei verschiedene Reaktionspuffer hergestellt: Der
eine Reaktionspuffer bestand aus Basis Puffer I (1X), 2 mM Natriumazid und 10 mM ATP.
Der andere Reaktionspuffer setzte sich aus Basis Puffer II (1X), 2 mM Natriumazid und
10 mM ATP und zusétzlich 80 pM Verapamil zusammen. Die ATPase Aktivitdt von 1 ul
Membranfraktion (etwa 20 ng Gesamtprotein) wurde in Triplikaten in beiden Puffern wie in
Kapitel 3.1.9 bestimmt. Dabei wurden jedoch die Proben zu anderen Zeitpunkten gezogen:

aus Basis Assay Puffer I alle 3 min, aus Basis Assay Puffer II alle 15 min.

Die gemessenen Absorptionswerte wurden gemittelt, daraus wurde die spezifische Aktivitat
S in beiden Pufferlosungen errechnet. Nun konnte durch Einsetzen der Werte in Gleichung
3.2 die basale ABCB1 Aktivitdt B als freigesetztes P;/mg/min berechnet werden:

B — SPuffer I — 07 038 - SPufferI
4,562

[pmol P;/mg/min] (3.2)
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Tab. 3.28: Puffer fiir die Bestimmung der ABCB1 Expressionsrate.

Basis Assay Puffer ABCB1 Il (2X) pH 8,5 bei 37 °C
097 g Tris 80,0 mmol/I
1,48 g Magnesiumsulfat Heptahydrat 60,0 mmol/I
0,1 ml  EGTA-Na 200 mM 0,2 mmol/I

ad 100 ml Wasser (MilliQ)

Reines ABCB1 weist eine basale Aktivitat von 0,7 pmol P;/mg/min auf [103]. Anhand
dessen konnte nun mit Hilfe der experimentell bestimmten basalen Aktivitat B die apparente

Expressionsrate bestimmt werden.

3.2.11 Funktionelle Untersuchung in lebenden Hefen

Um die Funktionsfahigkeit der exprimierten Membranproteine in lebenden Hefezellen zu
untersuchen, wurden die Zellen in Gegenwart von Substraten von ABCBI1 bzw. ABCG2
kultiviert. Uber die Bestimmung der Wachstumsrate wurde untersucht, ob diese Substrate
durch vermehrten Efflux aus transformierten Hefen fiir diese Stdmme weniger toxisch sind
als fur die Wildtyp-Stdmme [135].

Vorbereitung

Zur Herstellung einer Vorkultur wurde der jeweilige Hefestamm wie in Kapitel 3.2.3 beschrie-

ben bis zu einer ODggy von 1 kultiviert.

Untersuchung der Wachstumsrate

Mehrere Ansétze mit je 9 ml frischem SD-Medium wurden vor Versuchsbeginn hergestellt.
Fir die Kontrollmessung und fiir jedes untersuchte Substrat wurden jeweils drei Ansétze
vorgewéarmt. Nun wurde jedem Ansatz 1 ml der Vorkultur zugesetzt und die Kulturlésung
fiir 60 min geschiittelt. In dieser Zeit wurde nach 0 und 30 min die ODgy bestimmt und
nach weiteren 30 min das jeweilige Substrat zugegeben. Zu den Zeitpunkten 0, 60, 120, 180,
240 und 300 min wurden Proben mit einem Volumen von 700 nl gezogen und die ODgg

gemessen.
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Zur Auswertung wurden die fiir jeden Ansatz bestimmten Absorptionswerte gemittelt und

zusammen mit der Standardabweichung gegen die Zeit aufgetragen.

3.2.12 Detergenzienscreening fiir ABCG2

Jedes aufzureinigende Membranprotein besitzt individuelle Eigenschaften, zum Beispiel die
Verankerung in der Membran betreffend. Aufgrund dessen existieren fiir jedes Protein un-
terschiedliche Detergenzien, welche es in seiner nativen und aktiven Konformation aus der
Membran herauszulésen vermogen. Um ein geeignetes Detergenz zu finden, wurden 16 nicht-
ionische oder zwitterionische Detergenzien auf ihre solubilisierenden Eigenschaften beziiglich
ABCG2 untersucht. Die Versuchsbedingungen fiir dieses Solubilisationsexperiment wurden

der Literatur entnommen [136].

Durchfiihrung

Fir das Screening wurden die folgenden Detergenzien eingesetzt: 3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonium|-1-propansulfonat (CHAPS), 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammoni-
um]-2-hydroxy-1-propansulfonat (CHAPSO), Brij 35, Brij 58, Triton-X-100, n-Decyl-3-D-
maltopyranosid (DM), n-Dodecyl-3-D-maltopyranosid (DDM), n-Octyl-3-D-glucopyranosid
(OG), Fos-cholin 12 (FC-12), Fos-cholin 13 (FC-13), Fos-cholin 14 (FC-14), Fos-cholin 15
(FC-15), Fos-cholin 16 (FC-16), Cymal 5, Cymal 6 und Cymal 7.

Ein Solubilisationsansatz enthielt je 5 mg Hefemembranen und 1 % des jeweiligen Deter-
genzes und wurde mit dem in Kapitel 3.2.13 beschriebenen Solubilisationspuffer auf 1 ml
aufgefiillt. Die Ansdtze wurden in dicht verschlossenen Reaktionsgefafien unter vorsichtigem
Schwenken fiir 60 min bei 4 °C in der Kiihlkammer inkubiert. Solubilisiertes und nicht-
solubilisiertes Material wurde mittels Ultrazentrifugation (300.000 x g, 30 min, 4 °C) ge-
trennt. Der Uberstand wurde aliquotiert, das Pellet in detergenz-freiem Puffer resuspendiert
und ebenfalls aliquotiert. Alle auf diese Weise erhaltenen Proben wurden auf Trockeneis bei
—80 °C eingefroren und im weiteren mittels Western Blot auf das Vorhandensein von ABCG2

untersucht.

3.2.13 Aufreinigung von ABCB1 und ABCG2

ABCBI1 wurde mit der Methode von Urbatsch et al. [88] aufgereinigt, die von Figler und Mit-

arbeitern [103] weiterentwickelt wurde. Diese Methode wurde im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit auf ABCG2 iibertragen und durch einige Anderungen optimiert.

Eine Aufreinigung erfolgt in mehreren Schritten: zuerst wird das jeweilige Protein mit ei-
nem geeigneten Detergenz aus den Hefemembranen solubilisiert. AnschlieBend wird es durch
Affinitdtschromatographie aufgereinigt und schliefilich in einer definierten Lipidumgebung
rekonstituiert. Bei allen Schritten ist es wichtig, dass das Protein in seiner nativen Konfor-
mation verbleibt. Nur so behalt es seine Funktionalitdt und kann anschlieend fiir weitere

Untersuchungen eingesetzt werden [137].

Die Solubilisation eines Membranproteins kann in drei Phasen eingeteilt werden [138]. Der
Vorgang beginnt mit einer Destabilisierung der Membran durch Einlagerung von Detergenz-
molekiilen. Dann werden Fragmente bestehend aus Protein und assoziierten Phospholipiden
aus der Membran herausgelost, an deren Randern sich Detergenz angelagert hat. SchliefSlich
werden die Phospholipide nahezu vollstandig durch Detergenz ersetzt und das gewiinschte

Protein geht in Losung. Zusatzlich werden allerdings noch weitere Proteine solubilisiert.

Das Zielprotein kann nun mit Hilfe der Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie von den
anderen ebenfalls solubilisierten Proteinen getrennt werden [139]. Dazu werden verschiedene
Harze eingesetzt, an deren Oberflache Nickel- oder Cobalt-Ionen immobilisiert sind. Besitzt
das aufzureinigende Protein einen Histidin-Tag aus mindestens 6 Histidin-Molekiilen, so kann
dieser Tag koordinativ an die immobilisierten Kationen binden. In dieser Arbeit wurde das
sogenannte Batch-Verfahren verwendet. Dabei wird das Harz zuerst mit der Proteinlosung
inkubiert und dann in eine Saule iiberfiihrt. Nicht oder nur schwach gebundene Proteine
werden in Gegenwart geringer Imidazol-Konzentrationen herausgewaschen. Imidazol kann
Histidin aus seiner Chelatbindung verdrangen. Durch Zugabe hoher Imidazol-Mengen wird

das gewiinschte Protein schliellich vom Harz eluiert.

Um das aufgereinigte Protein funktionell untersuchen zu koénnen, muss es wieder in eine
membranartige Umgebung eingebettet werden. Hierbei findet eine Art umgekehrte Solubili-
sation statt [140]. Zum Protein wird eine definierte Lipidmischung zugesetzt. AnschlieBend
werden an das Protein gebundene Detergenzmolekiile durch Dialyse entfernt und wieder
durch Lipide ersetzt. Wahrend der Dialyse bilden sich Liposomen, in denen das Protein
funktionsfédhig eingebaut und somit rekonstituiert wird. Diese Liposomen werden auch als

Proteoliposomen bezeichnet.

Herstellung der Stamm- und Pufferlésungen

Fiir die Vorbereitung der Aufreinigung wurden die in der Tabelle 3.29 beschriebenen Stamm-

l6sungen hergestellt. Der pH-Wert wurde jeweils mit 1 M HCI eingestellt. Natriumsulfat wur-
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Tab. 3.29: Stammldsungen fiir die Aufreinigung aus Hefemembranen.

Imidazol-Losung pH 8,0 bzw. pH 7,4 bei 4 °C
13,6 g Imidazol 2,00 mol/I

ad 100 ml  Wasser

Tris/Glycerol-Losung (2X) pH 8,0 bzw. pH 7,4 bei 4 °C
3,06 g Tris 50,0 mmol/I
200 ml  Glycerol 100 % 40,0 % (V/V)

ad 500 ml  Wasser

Magnesiumsulfat-Losung

24,7 g Magnesiumsulfat Heptahydrat 1,00 mol/I
ad 100 ml  Wasser

Natriumsulfat-Losung

161 g Natriumsulfat Decahydrat 2,00 mol/I
ad 250 ml Wasser

de in der Hitze unter Riithren gelost und nach dem Abkiihlen zum Entfernen von Kristallisa-
tionskeimen sterilfiltriert. Zuséatzlich wurden die Losungen der Standard-Proteaseinhibitoren
und der Tris-Base 1 M aus Kapitel 3.2.9 verwendet.

Diese Stammlosungen wurden am Tag vor der Aufreinigung fiir die Herstellung der weiteren
in den Tabellen 3.30 und 3.31 beschriebenen Pufferlésungen verwendet. Die mit einem Stern
gekennzeichneten Losungen wurden gemischt, fiir 30 min entgast und danach fiir weitere
30 min mit Argon gespiilt. Nun wurden die Gefafle mit Parafilm versiegelt und bis zum
néachsten Tag im Kiihlschrank gelagert. Kurz vor Verwendung wurden die weiteren Bestand-

teile zugesetzt und ab diesem Zeitpunkt stets auf Eis gekiihlt.

Am Tag der Aufreinigung wurden zweimal 5 1 des Rekonstitutionspuffers (Tabelle 3.32)
hergestellt. Dazu wurden Tris, EGTA und 6-Aminohexanséure in vorgekiihltem Wasser gelost
und der pH-Wert eingestellt. Kurz vor Verwendung wurde dann jeweils DTT als Feststoff

zugegeben.

Solubilisation

Die Membranpraparation aus Kapitel 3.2.9 wurde auf Eis aufgetaut. Alle folgenden Arbeits-
schritte der Aufreinigung wurden in der Kithlkammer bei 4 °C durchgefiihrt. Nach Fertigstel-
lung des Solubilisationspuffers wurden unter Rithren zuerst die Hefemembranen und dann

das Detergenz zugegeben.
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Tab. 3.30: Puffer fiir die Solubilisation aus Hefemembranen. (Die mit * gekennzeichneten
Bestandteile konnen am Tag vor der Membranpraparation zusammengemischt werden.)

Solubilisationspuffer

175 ml  Tris/Glycerol-Lésung pH 8,0* 1X
880 pl  Imidazol-Lésung pH 8,0* 1,0 mmol/I
350 pyl  Magnesiumsulfat-Lésung* 1,0 mmol/I
8,75 ml  Natriumsulfat-Lésung* 50,0 mmol/I
124 ml Wasser*

25 pl  B-Mercaptoethanol 1,0 mmol/I
350 pl  Leupeptin-Lésung 1,0 pmol/I
350 pl  Pepstatin A-Lésung 2,0 pmol/I
700 pl  Benzamidin-Lésung 1,0 mmol/I
3,5 ml PMSF-Lésung 1,0 mmol/I

61 pl  Diisopropylfluorophosphat (DFP) 1,0 mmol/I
875 ul  ATP-Losung (400 mmol/I) 1,0 mmol/I

35 ml Membranpraparation (20 mg/ml) 2,0 mg/ml

Zur Solubilisation der beiden Membranproteine ABCB1 und ABCG2 wurden sowohl ver-
schiedene Detergenzien in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet, als auch unter-
schiedliche Mengen an Gesamtprotein eingesetzt. Fiir ABCB1 betrug die Ausgangsprotein-
konzentration jedoch stets 2 mg/ml. Die Solubilisationszeit war fiir beide Proteine ebenfalls
verschieden. ABCB1 wurde stets fiir 20 min solubilisiert, ABCG2 fiir 20 oder 60 min. Eine
genaue Beschreibung der untersuchten Versuchsbedingungen fiir ABCG2 und ABCB1 fin-
det sich in den jeweiligen Kapiteln im Ergebnisteil (ABCB1: Kapitel 4.1.4, ABCG2: Kapitel
4.3.5 und 4.3.7).

Nach Ende des Solubilisationsvorgangs wurden die nicht solubilisierten Bestandteile mit-
tels Ultrazentrifugation (2 °C, 70 min, 100.000 x g) pelletiert und verworfen. Der Uberstand

wurde fiir die Affinitdtschromatographie verwendet.

Affinitatschromatographie

Zur Vorbereitung der Affinitdtschromatographie wurde pro 40 mg an eingesetztem Protein
1 ml des Nickel-Harzes (Ni-NTA) mit Tris/Glycerol-Losung pH 8,0 (1X) aquilibriert, bis die
durchflieBende Losung einen pH-Wert von 8,0 hatte. Bei Verwendung des Cobalt-Harzes zur
Aufreinigung von ABCG2 wurde pro 25 mg Protein ein Volumen von 1 ml Harz eingesetzt

und auf die gleiche Weise aquilibriert.
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Tab. 3.31: Puffer fir die Affinitdtschromatographie. (Die mit * gekennzeichneten Bestandteile
konnen am Tag vor der Membranpréparation zusammengemischt werden.)

Waschpuffer
180,0 ml  Tris/Glycerol-Lésung pH 8,0* 1X
9,0 ml Imidazol-Lésung pH 8,0* 50 mmol/I
720 pl  Magnesiumsulfat-Losung* 2,0 mmol/I
36,0 ml  Natriumsulfat-Lésung* 200 mmol/I
95,0 ml  Wasser*

25 pl - B-Mercaptoethanol 1,0 mmol/I
360 pl  Leupeptin-Lésung 1,0 pmol/I
360 pl  Pepstatin A-Losung 2,0 pmol/I
720 yl  Benzamidin-Lésung 1,0 mmol/I
3,6 ml  PMSF-Lésung 1,0 mmol/I
1,8 ml ATP-Lésung (400 mmol/I) 2,0 mmol/I

252 ml OG-Stammlésung 1.4 % (V/V)
7,2 ml Gemischte Lipide 0,1% (V/V)

Elutionspuffer

36,0 ml  Tris/Glycerol-Lésung pH 7,4* 1X
9,00 ml Imidazol-Lésung pH 7,4* 250 mmol/I
140 pl  Magnesiumsulfat-Lésung* 2,0 mmol/I
1,8 ml  Natriumsulfat-Lésung* 50 mmol/I
13,2 ml Wasser*

10 pl  B-Mercaptoethanol 1,0 mmol/I
720 yl - PMSF-Lésung 1,0 mmol/I
360 pl  ATP-Lésung (400 mmol/l) 2,0 mmol/I

5,00 ml OG-Stammlésung 1,40 % (V/V)
5,76 ml  Gemischte Lipide 0,40 % (V/V)

Der Uberstand der Ultrazentrifugation wurde mit Natriumsulfat-Losung auf eine Endkon-
zentration von 200 mM eingestellt. Nun wurde der pH-Wert iiberpriift und gegebenenfalls
mit Tris-Base auf 8,0 justiert. Dann wurde das jeweilige Harz zugegeben und die verbleiben-
de Luft durch Argon ausgetauscht. Unter langsamem Riithren wurde die Suspension fiir 5 h

inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Harz in Chromatographieséulen iiberfithrt und der
Uberstand mit einer FlieBgeschwindigkeit von einem Tropfen pro Sekunde abgelassen. Das
Harz in der Saule wurde im Anschluss mit einem Volumen Waschpuffer gewaschen, das dem
20fachen Volumen des Harzbettes entsprach. Um das gebundene Protein zu eluieren, wurde
das Harz zuerst dreimal mit dem doppelten Harzvolumen an Elutionspuffer behandelt, dabei
wurde der Puffer immer wieder auf die Saule gegeben. Im Anschluss wurde noch einmal mit

dem gleichen Volumen an frischem Elutionspuffer eluiert und die Fliissigkeiten vereinigt.
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Tab. 3.32: Puffer fiir die Rekonstitution mittels Dialyse.

Rekonstitutionspuffer pH 7,4 bei 4 °C
30,0 g Tris 50,0 mmol/I
1,9g EGTA 1,0 mmol/I

3,3 g 6-Aminohexansaure 5,0 mmol/I

0,77 g Dithiothreitol (DTT) 1,0 mmol/I

ad 5000 ml  Wasser

Rekonstitution

Zur Vorbereitung der Dialyse wurden die Dialyseschlauche (1 em Schlauch pro 2 ml Eluat)
in Wasser vorgequollen. Das Gesamteluat wurde mit DTT-Losung 1 M auf eine Endkonzen-
tration von 2 mM eingestellt, in die Schlauche tiberfiihrt und sorgféltig verschlossen. Nun
wurde das Eluat fiir 12 h gegen ein Volumen von 5 | Rekonstitutionspuffer dialysiert. Dieses
Volumen entsprach etwa dem 70fachen Volumen des Eluats. Nach Ablauf von 12 h wurden
die Dialyseschléduche in 5 1 frischen Rekonstitutionspuffer iiberfithrt und die Dialyse fiir wei-
tere 5 h fortgesetzt. Dann wurden die bei der Dialyse entstandenen Proteoliposomen mittels
Ultrazentrifugation fiir 3 h bei 186.000 x g und 2 °C pelletiert.

Um eine homogene Suspension zu erhalten wurde das Pellet mit Rekonstitutionspuffer (ohne
DTT) aufgenommen und mit Hilfe eines 2 ml Glashomogenisators durch 4 Hiibe bei 750 Upm
homogenisiert. Schliellich wurde die Liposomensuspension aliquotiert und bis zur weiteren

Verwendung bei —80 °C eingefroren.

3.2.14 GroBenbestimmung der Proteoliposomen

Um den Durchmesser der bei der Dialyse entstandenen Proteoliposomen zu untersuchen,
wurde die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) eingesetzt. Mit Hilfe dieses optischen
Messverfahrens kann die Grofle kleiner Partikel mit einem Durchmesser zwischen 5 und
5000 nm bestimmt werden. Das Verfahren nutzt die Streuung von Laserlicht durch diese
Partikel aus. Wenn monochromatisches Licht auf einen Partikel trifft, verursacht dieser ei-
ne Lichtstreuung, die von einem Photomultiplier detektiert werden kann. Kleine Teilchen
streuen Uber eine bestimmte Zeitspanne immer wieder in kurzen Abstidnden Photonen zum
Detektor. Durch grofiere Teilchen dagegen resultiert eine Streuung, deren Lichtintensitéat
iiber langere Zeit konstant bleibt. Betrachtet man also die zeitliche Verteilung der Detek-
tionsereignisse, so kann auf die Grofle der streuenden Partikel geschlossen und auch die

GroBlenverteilung (Polydispersitat) bestimmt werden.
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Durchfiihrung

5-20 nl der Liposomensuspension wurden in 1 ml sterilfiltrierte NaCl-Losung 0,9 % gegeben
und sorgfiltig gemischt und am Malvern Autosizer 2c vermessen. Das Gerét bestimmt die
Grofle der Partikel und die Groflenverteilung durch 10 Messungen, diese Bestimmung wird

dreimal durchgefithrt und daraus schliellich der Mittelwert berechnet.

3.2.15 Aktivitatsbestimmung der aufgereinigten Proteine

Um zu tberpriifen, ob die in Kapitel 3.2.13 aufgereinigten und rekonstituierten ABC-Trans-
porter noch aktiv waren, wurde der ATPase Assay aus Kapitel 3.1.9 verwendet. Es wurde
ein Faktor fiir die Aktivierbarkeit des Proteins durch eine Standardsubstanz im Verhéltnis

zur basalen Aktivitat bestimmt.

Fir ABCB1 wurde als Standard-Stimulator Verapamil in einer Konzentration von 130 pM
eingesetzt. Diese Konzentration wurde ausgewahlt, da sie zu einer maximalen Stimulation

des Proteins fiihrt.

Als Standard-Stimulator fir ABCG2 wurde 100 ptM Prazosin verwendet. Da ABCG2 eine
relativ hohe basale ATPase Aktivitiat aufweist [65, 67, 112, wurden zusétzlich Aktivitats-
werte in Anwesenheit von 1 mM Vanadat gemessen. Die Phosphat-Entstehung, die nicht auf
eine Aktivitdt von ATPasen zurtickzufithren war, wurde auf diese Weise bestimmt und in der
Auswertung von den Messwerden sowohl fiir die basale als auch fiir die stimulierte Aktivitat

abgezogen. Die Ergebnisse wurden als Vanadat-sensitive ATPase Aktivitdt dargestellt.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der Aktivitdtsbestimmung wurden der Reaktionspuffer, die Verdiinnun-
gen der Standardsubstanzen und die Proben fiir die Phosphat-Kalibriergerade so hergestellt,
wie in Kapitel 3.1.9 beschrieben. Fiir ABCG2 wurde der Basis Assay Puffer ABCG2 ver-
wendet, fir ABCB1 der Basis Assay Puffer I. Vor Verwendung der Vanadat-Losung (siehe
Tabelle 3.33) wurde diese fiir 2 min im auf 99 °C vorgewdrmten Thermostat erhitzt. Im
Unterschied zum Standard-Assay wurden die zu untersuchenden Substanzen jeweils dem

Assaypuffer zugesetzt und die einzelnen Reaktionen in Triplikaten untersucht.

Fir die Aktivitatsbestimmung wurde die Versuchsdurchfithrung gegeniiber dem Standard-
ATPase Assay leicht modifiziert. Zunachst wurde jeweils 1 ml der verschiedenen Reaktions-

puffer fiir 10 min auf 37 °C vorgewédrmt. In dieser Zeit wurde das Protein mit Hilfe einer
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Tab. 3.33: Losung fiir die Aktivitdtsbestimmung von ABCG2.

Vanadat-L6sung 10 mM

5,5 mg Natriumorthovanadat 10 mmol/I
ad 3 ml  Wasser

10 pl Hamiltonspritze in vorgekiihlte Reaktionsgefafie aliquotiert, die weiterhin auf Eis ge-
kithlt wurden. Im Falle von ABCB1 wurde 1 pg Protein eingesetzt, fiir ABCG2 5 ul der

Proteoliposomen-Suspension.

Zum Starten der Enzymreaktion wurde der Reaktionspuffer zum Protein gegeben, so dass
ein Gesamtvolumen von 250 pl resultierte. Zu den Zeitpunkten 0, 20, 40 und 60 min wurden
aus jedem Ansatz Proben mit einem Volumen von 50 pl gezogen, zum Stoppen der Reaktion
in eiskalte EDTA-Losung gegeben und bis zur Detektion auf Eis gekiihlt. Die Detektionsre-

aktionen erfolgten analog zum Standard-Assay.

Die Freisetzung von P; iiber die Zeit und die daraus resultierenden spezifischen Aktivi-
téatswerte wurden berechnet wie in Kapitel 3.1.9 beschrieben. Die Ergebnisse wurden als
spezifische Aktivitat (freigesetztes P;/mg/min) oder als relative Vanadat-sensitive ATPase
Aktivitat (relative Einheiten) dargestellt. Zur Berechnung des Aktivierungsfaktors wurde

der Quotient aus stimulierter und basaler Aktivitit gebildet.

3.2.16 CHAPS-Assay

Zur weiteren Charakterisierung von aufgereinigtem, rekonstituiertem ABCB1 wurde die Aus-
richtung der Proteinmolekiile nach Einbau in die Liposomen bestimmt. Dazu wurde der
CHAPS Assay verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Modifizierung des ATPase Assays
aus Kapitel 3.1.9.

Das aufgereinigte Protein wird durch den Zusatz von 130 pM Verapamil voll stimuliert.
Zusatzlich wird das Detergenz CHAPS in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Dieses
ist in der Lage, ab einer bestimmten Konzentration die Proteoliposomen zu zerstoren. Bei
geringen CHAPS-Konzentrationen wird also nur die Aktivitit jener ATP-Bindungsstellen
gemessen, die nach auflen gerichtet in die kiinstliche Membran der Liposomen eingebaut
worden sind. Ab einer CHAPS-Konzentration oberhalb seiner kritischen Mizellbildungskon-
zentration (CMC) von 9 mmol/l werden die Liposomen durch das Detergenz aufgebrochen,
so dass nun auch die Aktivitat der ABCB1 Molekiile bestimmt werden kann, deren Nukleo-

tidbindungsstellen zuvor im Inneren der Liposomen eingeschlossen waren.
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Aus diesen Messwerten kann schlieBlich der prozentuale Anteil der nach auflen gerichteten

ATP-Bindungsstellen berechnet werden.

Durchfiihrung

Aus dem Basis Assay Puffer ABCB1 I (Tabelle 3.14) wurden zwei verschiedene Reaktions-
puffer hergestellt. Fiir den einen Reaktionspuffer wurde dem Basis Puffer 20 % Glycerol
(V/V) zugesetzt. Der andere Reaktionspuffer beinhaltete neben 20 % Glycerol (V/V) zu-
satzlich 25 mmol/l CHAPS. Durch Mischen der beiden Reaktionspuffer in unterschiedlichem
Verhéltnis wurden zehn verschiedene CHAPS-Konzentrationen eingestellt (0; 2; 4; 6; 7,5; 10;
12,5; 15; 20; 25 mM). Die spezifische ATPase Aktivitat wurde wie in Kapitel 3.1.9 beschrieben
ermittelt. Dabei wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 1 ng aufgereinigtem ABCB1
gestartet und alle 20 min Proben entnommen. Es wurden Duplikate von jeder CHAPS-

Konzentration untersucht.

Die mittlere spezifische Aktivitat der Proben wurde gegen die CHAPS-Konzentration aufge-
tragen. Anschlieflend wurde fiir die Konzentrationsbereiche von 0-7,5 mmol/l (nach aufien
gerichtete NBDs) und von 12,5-25 mmol/l CHAPS (alle NBDs) unabhéngig voneinander
eine nicht-lineare Regression tiber die Gleichung ,,one phase exponential decay* (GraphPad

Prism® 5.0) durchgefiihrt. Daraus resultierten zwei verschiedene Funktionen.

Im néchsten Schritt wurde die ATPase Aktivitdt S bei einer CHAPS-Konzentration von
7,5 mmol/l mit Hilfe der beiden Funktionen berechnet und der Quotient aus den beiden
Aktivitaten berechnet (Spunktion 1/ Funktion 2)- In einem weiteren Schritt wurde dieser Quoti-
ent auch fir die CHAPS-Konzentration von 12,5 mmol/l bestimmt. Aus beiden Quotienten
wurde der Mittelwert berechnet und dieser mit dem Faktor 100 multipliziert. Auf diese Weise

ergab sich der prozentuale Anteil der nach auflen gerichteten ATP-Bindungsstellen.
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3.3 Arbeiten mit Insektenzellen

3.3.1 Zelllinien und Baculovirus

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden Insektenzelllinien Sf9 und High Five (Hib) fir
die Expression von humanem ABCG2 verwendet. Beide Zelllinien basieren urspriinglich auf
Ovarzellen von Larven verschiedener Eulenfalter-Arten. Sf9 Zellen stammen aus Spodoptera
frugiperda, Hib Zellen aus Trichoplusia ni, deren Larve auch Kohlspanner-Raupe genannt
wird. Insektenzellen werden zur Produktion von rekombinanten Proteinen eingesetzt und

konnen adhéarent oder als Suspension in serum-freiem Medium kultiviert werden.

Das in dieser Arbeit verwendete Baculovirus ist ein Autographa californica nuclear polyhe-
drosis virus (AcMNPV) vom M-Morphotyp und enthélt die cDNA des humanen ABCG2
Gens (R482). AcMNPV ist ein Insektenvirus aus der Familie der Baculoviridae, das doppel-
strangige DNA als genetisches Material enthéalt (ds-DNA-Virus). Die DNA-Polymerase der
Wirtszelle wird zur Replikation genutzt. Eine weitere Eigenschaft dieses Virus ist, dass es
nach Vermehrung durch die Wirtszelle deren Tod durch Zelllyse bewirkt. Deswegen wird es

auch als lytisches Virus bezeichnet.

Die beiden Zelllinien und das ABCG2-Virus wurden freundlicherweise von Dr. Christine

Hrycyna (Purdue University, Indiana, USA) zur Verfigung gestellt.

3.3.2 Inkulturnahme, Kultivierung und Kryokonservierung

Beide Insektenzelllinien wurden in Gewebekulturflaschen verschiedener Grofle adhérent kul-
tiviert. Alle Arbeiten wurden an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom unter sterilen
Bedingungen durchgefithrt. Die in Tabelle 3.34 beschriebenen Nahrmedien wurden vor Ver-
wendung entweder bei RT oder im Wasserbad auf 27 °C angewarmt. Die Zellen wurden im

Inkubator bei 27 °C ohne CO»-Begasung gelagert.

Inkulturnahme

Um Insektenzellen in Kultur zu nehmen, wurden drei 25 cm?-Kulturflaschen mit je 4 ml
Nahrmedium vorbereitet. Zwei Flaschen enthielten Medium mit 5 % FKS, eine Flasche
Medium ohne FKS. Die in fliissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden schnell in einem
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und je 330 pl Zellsuspension in jede Kulturflasche iiberfiihrt.

Um eine gleichméflige Anheftung der Zellen zu gewahrleisten, wurden die Kulturflaschen
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nun mehrmals vorsichtig hin- und hergeschwenkt und dann bei 27 °C auf einer exakt geraden

Oberflache gelagert.

Nach 30-40 min wurde der Anheftungsstatus mittels Mikroskop kontrolliert. Wenn noch
nicht alle Zellen angeheftet waren, wurde noch maximal weitere 20 min abgewartet. Waren
die meisten Zellen angeheftet, wurde das Medium entfernt und 4-5 ml frisches Medium
zugegeben: zu einer der Flaschen mit FKS wurde jetzt Medium ohne FKS hinzugefiigt, zu
den beiden anderen Flaschen jedoch das gleiche Medium, in welchem die Zellen aufgetaut
worden waren. Nach 24 h wurde das Medium erneut gewechselt oder die Zellen passagiert,
wenn sie nahezu 95 % konfluent waren. Fir Versuche wurden die Zellen erst nach mehreren

Passagen verwendet, wenn sie ein morphologisch einheitliches Aussehen aufwiesen.

Zur weiteren Kultivierung der Hi5 Zellen sollten die Zellen verwendet werden, die mit FKS
aufgetaut wurden und dann ohne FKS behandelt worden waren. Fiir die Sf9 Zelllinie sollten

die Zellen weiter eingesetzt werden, die ohne FKS aufgetaut worden waren.

Kultivierung und Passagierung

Je nach benétigter Zellzahl wurden 75 em?-Kulturflaschen mit 10-15 ml Nihrmedium oder
175 ecm2-Kulturflaschen mit 20-25 ml Nahrmedium fiir die normale Kultivierung der Insek-
tenzellen verwendet. Das Nahrmedium wurde je nach Dichte des Zellrasens im Abstand von
1-3 Tagen gewechselt. Hi5 Zellen verdoppelten sich etwa alle 18 h und waren nicht sehr fest
am Boden der Kulturflasche angeheftet. Sf9 Zellen dagegen hefteten sich relativ fest an und
hatten eine Verdopplungszeit von ungefdhr 72 h.

Waren die Zellen nahezu 95 % konfluent, wurde zunéachst das alte Nahrmedium entfernt.
Dann wurden die Zellen mit 10 ml frischem Medium und einer 5 ml Einmalpipette oder
einer langen Pasteurpipette vom Boden der Kulturflasche abgespiilt. Dabei wurde die Flasche
aufrecht gehalten und zuerst die untersten Zellen abgelost. Dann wurden immer die jeweils
dartiber liegenden Zellen abgespiilt, bis der Flaschenhals erreicht war. Um ein vollstéandiges
Ablosen von Sf9 Zellen zu erreichen, konnten die Kulturflaschen bei Bedarf zusétzlich leicht

mit der Léngsseite gegen den Handballen geschlagen werden.

Mit Hilfe des Mikroskops wurde iiberpriift, ob alle Zellen vollstandig abgelost waren. Fiir
die normale Passagierung wurde in einer Gewebekulturflasche der gewtinschten Grofle fri-
sches Medium vorgelegt und die Zellen in einer Verdiinnung zwischen 1:2 und maximal 1:5
zugegeben. Wichtig war dabei, dass die Zellen nicht in zu geringer Konzentration ausgesaht

wurden. Durch vorsichtiges Hin- und Herschwenken wurden die Zellen in der Kulturflasche
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Tab. 3.34: Insektenzelllinien und Zusammensetzung der Medien.

Zelllinie  Verdopplungszeit Nahrmedium Einfriermedium

Sf9 72 h Sf-900 I SFM 60 % frisches Medium
+ 0,5 % Antibiotic- 30 % FKS
Antimycotic 100X 10 % DMSO

High Five 18 h Express Five SFM 42,5 % frisches Medium
(Hi5) + 9 % L-Glutamin 42,5 % benutztes Medium
+ 0,5 % Antibiotic- 5 % FKS
Antimycotic 100X 10 % DMSO

verteilt und anschliefend auf einer exakt geraden Oberflache bei 27 °C gelagert, so dass die

Zellen sich gleichmaflig anhefteten.

Es wurde vermieden, die Zellen iiber eine Konfluenz von 95 % hinaus zu kultivieren, da sich
dies negativ auf die Proteinexpression auswirkte. Aus diesem Grund wurden Hi5 Zellen auch

nicht langer als 20 Passagen kultiviert.

Kryokonservierung

Fir die Kryokonservierung wurden sterile Kryo-Réhrchen beschriftet und auf Eis gestellt.
Die Zellen wurden mit benutztem Medium abgelost und dann fiir 10 min mit 400-600 x g
bei RT zentrifugiert. Wahrenddessen wurde das Einfriermedium laut Tabelle 3.34 in der
benétigten Menge hergestellt. Aus einer 75 cm2-Kulturflasche wurde ein Backup, aus einer
175 cm?-Kulturflasche wurden je nach Dichte des Zellrasens 2-3 Backups hergestellt. Das
Zellpellet wurde dazu in Einfriermedium resuspendiert und je 1 ml dieser Zellsuspension in
die Kryo-Rohrchen aliquotiert. Die Réhrchen wurden nun fiir 1 h bei —20 °C, dann fir 24—
48 h bei —80 °C gelagert und schlieflich fiir die Langzeitkonservierung in fliissigen Stickstoff
iiberfithrt.

3.3.3 Expression von ABCG2

In der vorliegenden Arbeit wurde das Baculovirus Expressionsvektor-System (BEVS) ver-
wendet, um in Hi5 oder Sf9 Zellen humanes ABCG2 zu exprimieren. Die Zellen wurden
mit dem in Kapitel 3.3.1 beschriebenen ABCG2-Baculovirus in einer ,,multiplicity of infecti-
on“ (MOI, dt. Multiplizitét der Infektion) von 10 infiziert. Dies bedeutet, dass pro Zelle 10

Viruspartikel eingesetzt wurden.
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Bei einer erfolgreichen Infektion wird eine morphologische Veranderung der Zellen beobach-
tet, sie schwellen an, d.h. sie werden grofler und runder. Schliellich wird die infizierte Kultur
geerntet. Im benutzten Medium befinden sich nun viele Viruspartikel, diese Losung wird

konserviert und kann fiir weitere Infektionen verwendet werden.

Infektion

Sollten die Zellen bei einer in Kapitel 3.3.2 beschriebenen Passagierung fiir eine Infektion
ausgesaht werden, wurde die Suspension aus abgelosten Zellen mit 266 x g bei 4 °C fiir 4 min
zentrifugiert, in 10 ml frischem Medium resuspendiert und mit Hilfe des Zellzahlgerates
CASY die Zellzahl bestimmt. Bei den weiteren Arbeitsschritten war es wichtig, die fiir die
einfache Kultivierung und die Infektion verwendeten Medien getrennt zu handhaben, um
eine unerwiunschte Kontamination durch Viruspartikel zu vermeiden. Aus diesem Grund
wurden nun zuerst die Zellen fiir die normale Kultivierung ausgesidht, bevor das ABCG2-

Virus verwendet wurde.

Die fur die Infektion vorgeschriebene Zellzahl (siehe Tabelle 3.35) wurde in die entsprechen-
den Gewebekulturschalen gegeben, gleichméflig verteilt und fiir 30 min bei 27 °C gelagert,
bis sich die Zellen angeheftet hatten. Wahrenddessen wurde die kiithl und vor Licht geschiitzt
aufbewahrte Viruslosung bei RT aufgewarmt. Das fiir die Infektion benotigte Volumen an

Viruslosung wurde nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl - MOI
Titer

- 1000 = VVirusl('jsung [LLI] (33)

Weiter wurde das Restvolumen an frischem Medium berechnet, welches zuséatzlich zur Virus-
losung zu den Zellen gegeben werden sollte, damit diese ausreichend bedeckt waren. Dieses
ergab sich aus der Differenz des in Tabelle 3.35 beschriebenen Volumens fiir die Infektion

und des Volumens der Viruslosung.

Nun wurde das Medium von den angehefteten Zellen abgenommen und fiir die weitere Ver-
wendung in einem PP-Rohrchen gelagert. Zuerst wurde das oben beschriebene Restvolumen
an Medium wieder zu den Zellen gegeben. Dazu wurde das nach Anheften der Zellen abge-
nommene Medium verwendet. Dann wurde die entsprechende Menge an Viruslosung zu den
Zellen gegeben und diese durch vielfaches Hin- und Herschwenken gleichmafBig verteilt. Nach
einer Inkubation fiir 2 h bei 27 °C wurde mit dem nach Anheften der Zellen abgenommenen
Medium zum in Tabelle 3.35 genannten finalen Volumen ergénzt. Falls nétig konnte dieses

mit frischem Medium ergénzt werden.
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Tab. 3.35: Bedingungen fiir die Infektion von Insektenzellen.

Kulturflasche Zellzahl Medium Medium
(Infektion) (final)

25 cm? 3,1 x 100 850 pl 3,5 ml

75 cm? 9,3 x 10° 2,5 ml 7.5 ml

175 cm? 1,86 x 107 5 ml 15 ml

War der Titer der Viruslosung unbekannt, wurde ein Validierungsversuch durchgefiihrt, bei
dem unterschiedliche Volumina der Viruslosung zu einer einheitlichen Zahl an Zellen gegeben
wurden. Es wurde das Volumen fiir weitere Infektionen ausgewéhlt, bei dem nach 72 h die
oben beschriebenen morphologischen Veranderungen der Zellen beobachtet werden konnten.
Zusatzlich wurde die korrekte Expression von ABCG2 mittels Western Blot tiberpriift. Dieser

und andere Validierungsversuche werden im Ergebnisteil in Kapitel 4.4.4 beschrieben.

Ernten infizierter Zellen

Die infizierten Zellen wurden nach etwa 72 h geerntet. Zu diesem Zeitpunkt waren alle Zellen
angeschwollen und es hatten sich ca. 50 % vom Boden der Gewebekulturflasche abgelost. Der
Ablosestatus wurde nach leichtem Schwenken der Kulturflasche beurteilt. Zum Ernten wur-
den die Zellen unsteril mit benutztem Medium méglichst vollstandig abgelost und fiir 10 min
mit 120 x g bei RT pelletiert. Das benutzte Medium, das eine grofle Zahl an Viruspartikeln
enthielt, wurde in ein steriles PP-Rohrchen tuiberfihrt, mit 3 % FKS versetzt und bis zur
weiteren Verwendung im Kiihlschrank vor Licht geschiitzt gelagert. Zur Langzeitkonservie-
rung wurde das virushaltige Medium bei —80 °C aufbewahrt. Das Zellpellet wurde sofort auf

Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.3.4 Membranpraparation

ABCG?2 wird von Insektenzellen in der Plasmamembran exprimiert, die mit Hilfe einer Mem-
branpraparation gewonnen werden kann. Dabei wird in einem ersten Schritt die Zellwand
der Insektenzellen mit einem Dounce Hand-Homogenisator mechanisch zerstort. Ein Vorteil
dieser Methode ist, dass die Zellkerne nicht zerstort werden und so keine genomische DNA in
die Membransuspension gelangt, die zu einer Erhohung der Viskositat fithren wiirde. Durch
mehrere Zentrifugationsschritte wird die Zellmembran von den anderen Zellbestandteilen

abgetrennt.
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Tab. 3.36: Stammlosung fiir die Praparation von Insektenzellmembranen.

EGTA-Na Losung 125 mM  pH 7,0 bei RT

475 g EGTA 125 mmol/I
ad 100 ml  Wasser

Durchfiihrung

Fir die Praparation von Insektenzellmembranen wurde zuerst die EGTA-Na Losung her-
gestellt (siehe Tabelle 3.36). Die weiteren benétigten Losungen Tris-HCl pH 7,5, Glycerol
50 % und die Standard-Proteaseinhibitoren wurden in Kapitel 3.2.9, die DTT-Losung 1 M in
Kapitel 3.1.5 bereits beschrieben. Am Tag vor der Membranpraparation wurden die stabilen
Bestandteile des Homogenisations- und des Resuspendierungspuffers, die in Tabelle 3.37 mit
einem Stern gekennzeichnet sind, gemischt und bis zur Verwendung im Kiihlschrank gela-
gert. Erst am Tag der Membranpraparation wurden die labilen Bestandteile zugesetzt und

die Puffer wéahrend der weiteren Durchfithrung immer auf Eis gekiihlt.

Tab. 3.37: Puffer fiir die Praparation von Insektenzellmembranen. (Die mit * gekennzeichneten
Bestandteile konnen am Tag vor der Membranpriaparation zusammengemischt werden.)

Homogenisationspuffer

50ml  Tris-HCI 1 M pH 7,5* 50,0 mmol/I
1,6 ml  EGTA-Na 125 mM pH 7,0¥ 2,0 mmol/I
910 mg Mannitol* 50,0 mmol/I
91,8 ml  Wasser*
200 pl  DTT-Lésung 1 M 2,0 mmol/I
1,0 ml  PMSF-Lésung 1,0 mmol/I
100 pl  Pepstatin A-Lésung 2,0 pmol/I
100 pl  Leupeptin-Losung 1,0 pmol/I
200 pl  Benzamidin-Lésung 1,0 mmol/I
Resuspendierungspuffer
250 pl  Tris-HCI 1 M pH 7,5* 50,0 mmol/I
40 yl  EGTA-Na 125 mM pH 7,0¥ 1,0 mmol/I
2,0 ml Glycerol 50 %* 10 % (V/V)
275 mg  Mannitol* 300 mmol/I
3,64 ml Wasser*
50 pul DTT-Lésung 1 M 1,0 mmol/I
50 pl  PMSF-Lésung 1,0 mmol/I
5,0 pl  Pepstatin A-Lésung 2,0 pmol/I
5,0 pl  Leupeptin-Losung 1,0 pmol/I

10 pl Benzamidin-Losung

1,0 mmol/I




3 Material und Methoden

Die gefrorenen, nach Infektion mit dem ABCG2-Virus geernteten Insektenzellen (siehe Ka-
pitel 3.3.3) wurden auf Eis aufgetaut. Dann wurde Homogenisationspuffer zu den Zellen
hinzugefiigt und fiir 30-40 min auf Eis inkubiert. Das Volumen des Puffers richtete sich
dabei nach der Anzahl der vorhandenen Zellen. Pro 107 Zellen wurde 1 ml Puffer einge-
setzt. Die Anzahl der Zellen wurde tiber die zu Beginn der Infektion eingesetzte Zellzahl
abgeschétzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in einen vorgekiihlten
Dounce Hand-Homogenisator iiberfithrt. Die Grofle des Homogenisators richtete sich dabei
nach dem Volumen der Zellsuspension. Es wurde jedoch stets ein Zylinder-Kolben-Paar ver-

wendet, das einen engen Spalt zwischen Kolben und Zylinder aufwies.

Durch 30 Hiibe mit dem Dounce Hand-Homogenisator wurden die Zellen aufgeschlossen.
Nun wurden nicht zerstorte Zellen durch Zentrifugation mit 500 x g fiir 10 min bei 4 °C
abgetrennt. Der Uberstand wurde in gekiihlte kleine Ultrazentrifugengliser iiberfithrt und
mit 300.000 x g bei 4 °C fiir 30 min zentrifugiert (Rotor: Type 70 Ti). Der Uberstand wurde
verworfen und 200-1000 pl Resuspendierungspuffer zum entstandenen Pellet gegeben. Dann
wurde es mit einem Pinsel resuspendiert und in einen Glashomogenisator iiberfithrt. Danach
wurde das Zentrifugenglas sorgféltig mit wenig Resuspendierungspuffer nachgespiilt, diese
Fliissigkeit wurde ebenfalls in den Homogenisator tiberfiithrt. Die gesamte Suspension wurde
jetzt durch 10 Hiibe bei 750 Upm homogenisiert, aliquotiert und auf Trockeneis bei —80 °C

eingefroren.

3.3.5 Aktivitat der Membranpraparation

Um die Aktivitdt von ABCG2 in einer Membranpraparation aus Insektenzellen (siche Ka-
pitel 3.3.4) zu tiberpriifen, wurde ein in der Detektionsmethode modifizierter ATPase Assay
verwendet [70]. Dabei wird ein Faktor fir die Aktivierbarkeit des Proteins durch die Stan-
dardsubstanz Prazosin (40 pM) im Vergleich zur basalen Aktivitdt bestimmt. Zusétzlich
werden die gleichen Proben jeweils in Anwesenheit von Vanadat (300 pM) untersucht. Der
Gehalt an innerhalb von 20 min freigesetztem anorganischem Phosphat wird durch eine
Reaktion mit Ammoniummolybdat und Ascorbinsdure zu einem gefarbten Komplex pho-
tometrisch (880 nm) detektiert. Da die Farbstoffmenge mit der Phosphatmenge korreliert,
kann dann tber eine Kalibriergerade die Phosphatkonzentration in jeder Probe bestimmt

werden.
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3.3 Arbeiten mit Insektenzellen

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung des modifizierten ATPase Assays wurden die Losungen aus den Tabellen
3.38 und 3.39 hergestellt. Grundsétzlich wurden die aufgefithrten Stoffe in MilliQ-Wasser
gelost und auf das entsprechende Volumen aufgefiillt. Desweiteren wurde die EGTA-Losung
aus Kapitel 3.3.4 und die DTT-Losung aus Kapitel 3.1.5 verwendet. Der Assay Puffer (2X)
wurde nach der Herstellung bei 4 °C gelagert und war etwa 2 Tage haltbar. Das Phosphat-
Reagenz wurde bei RT lichtgeschiitzt aufbewahrt. Die Ascorbinsdure-Losung wurde fiir jeden
Assay frisch hergestellt und bis zur Verwendung auf Eis aufbewahrt. Auflerdem wurde die
ATP-Loésung mit vorgekiihltem MilliQ) Wasser auf eine Konzentration von 100 mM verdiinnt
und auf Eis gekiihlt.

Die verwendete Membranpriaparation aus Insektenzellen wurde sofort nach dem Auftau-
en mit vorgekithltem unverdiinnten Assay Puffer auf eine Gesamtproteinkonzentration von
2,5 pg/pl verdiinnt und auf Eis gelagert. Es wurden fiinf verschiedene Reaktionsansétze mit
einem Volumen von 100 pl jeweils als Triplikate in Glasrohrchen vorbereitet. Dazu wurde
die entsprechende Menge an Wasser, Assay Puffer (2X) und Vanadat-Losung vorgelegt und

gemischt.

Dann wurden je 4 pl der verdiinnten Membranpréparation (entspricht 10 pg) zugegeben,
gemischt und fiir 3 min bei RT inkubiert. Dann wurde je 1 pl DMSO (fiir die Kontrollen)
oder Prazosin 4 mM zugesetzt, gemischt und erneut fiir 3 min bei RT inkubiert. Als letztes
wurden 5 pl der ATP-Losung 100 mM hinzugegeben, gemischt und im Wasserbad bei 37 °C fiir
20 min inkubiert. Somit ergab sich eine finale ATP-Konzentration von 5 mM. Nach Ende der
Inkubationszeit wurden zum Stoppen der Reaktion je 100 ul SDS-Losung 5 % hinzupipettiert.
Die Zugabe der in diesem Absatz genannten Reagenzien zu den Reaktionsansitzen geschah

immer in der gleichen Reihenfolge der Ansétze und exakt alle 10 s.

Die nun folgenden Detektionsreagenzien konnten zeitunabhéngig zugegeben werden, nach
jedem Reagenz wurde der Ansatz gemischt. Zuerst wurden 400 pl Phosphat-Reagenz, dann
500 pl MilliQ-Wasser und schliellich 200 pl Ascorbinsiure-Losung zugesetzt. Nun wurden
alle Ansétze fir 10 min bei RT inkubiert und danach die Absorption bei 880 nm bestimmt.

Fir die Kalibriergerade im Bereich von 0-75 nmol P; wurden Glasréhrchen mit der ent-
sprechenden Menge an Phosphat-Stammlosung beschickt und mit Assay Puffer 1X, der 1 pl
DMSO und 5 pl ATP-Losung 100 mM enthielt, auf 100 pl aufgefiillt. Dann wurden 100 pl
SDS-Losung 5 % zugegeben und anschlieend die Detektionsreaktion wie oben beschrieben
durchgefiihrt. Die Absorptionswerte wurden gegen die eingesetzte Phosphat-Konzentration

aufgetragen und eine lineare Regression durchgefiihrt.
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Tab. 3.38: Stammldsungen fiir den modifizierten ATPase Assay.

Tris-HCI-L6sung 100 mM pH 7,5 bei RT

121 g Tris 100 mmol/I
ad 100 ml Wasser (MilliQ)

Natriumazid-Losung 250 mM

16,25 mg Natriumazid 250,0 mmol/I
ad 1 ml Wasser (MilliQ)

Magnesiumchlorid-Stammldsung

4,1 g Magnesiumchlorid Hexahydrat 2,0 mol/I
ad 10 ml Wasser (MilliQ)

Tab. 3.39: Reagenzien fiir den modifizierten ATPase Assay.

Assay Puffer (2X)

457 ml  Tris-HCl-Lésung 100 mM 91,4 mmol/I
200 pl Natriumazid-Lésung 250 mM 10,0 mmol/I
160 pl  EGTA-Na Lésung 125 mM 4,0 mmol/I
7,3 mg Ouabain Octahydrat 1,5 % (m/V)

20yl DTT-Lésung 1 M 4,0 mmol/I
50 pl Magnesiumchlorid-Stammldsung 20,0 mmol/I

Phosphat-Reagenz

1,0 g Ammoniummolybdat Tetrahydrat 1,0 % (m/V)
14 mg Kaliumantimontartrat 0,014 % (m/V)
6,9 ml  Schwefelsaure, konzentriert 1,25 mol/I

ad 100 ml Wasser (MilliQ)

SDS-Losung 5 %

1,0 g Natriumdodecylsulfat 5,0 % (m/V)
ad 20 ml Wasser (MilliQ)

Ascorbinsdure-Losung

100 mg Ascorbinsiure 1,0 % (m/V)
ad 10 ml Wasser (MilliQ)
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Mit Hilfe der so erhaltenen Gleichung der Phosphat-Kalibriergerade wurde der ATPase Assay
ausgewertet. Zuerst wurden die Absorptionswerte der Triplikate gemittelt. Dann wurde der
Mittelwert der Proben, die nur Vanadat enthielten, von dem Mittelwert der Kontrollproben
mit DMSO subtrahiert. Aulerdem wurde der Mittelwert der Proben, die mit Vanadat und
Prazosin versetzt worden waren, vom Mittelwert der Proben, denen nur Prazosin zugesetzt
worden war, subtrahiert. Zur Bestimmung der Phosphat-Menge in jeder Probe wurden die
berechneten neuen Absorptionsmittelwerte in die Geradengleichung eingesetzt. Das Ergebnis
in nmol Phosphat wurde nun noch auf die Inkubationszeit von 20 min und die eingesetzte
Proteinmenge von 0,01 mg bezogen. So wurde die Vanadat-sensitive spezifische Aktivitat in
nmol P;/min/mg berechnet. Der Aktivierungsfaktor ergab sich schlieBlich aus dem Quotien-

ten der Werte fiir die stimulierte und die basale spezifische Aktivitdt des Proteins.

3.3.6 Detergenzienscreening fiir ABCG2

Werden Membranen von Insektenzellen untersucht, kann durch die von Hefezellen verschie-
denen Membraneigenschaften ein anderes Detergenz zu optimalen Ergebnissen fithren. Aus
diesem Grund wurde vor der Aufreinigung von ABCG2 aus Insektenzellmembranen ein Scree-
ning mit sechs verschiedenen Detergenzien durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen wurden

der Literatur entnommen [136].

Durchfiihrung

Fir das Screening wurden die folgenden Detergenzien eingesetzt: 3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonium]-1-propansulfonat (CHAPS), Brij 35, n-Octyl-3-D-glucopyranosid (OG),
n-Dodecyl-3-D-maltopyranosid (DDM), Fos-cholin 16 (FC-16) und Cymal 7.

Ein Solubilisationsansatz bestand aus je 2 mg Membranpraparation sowie 1 % des jeweiligen
Detergenzes und wurde mit Solubilisationspuffer (siche Kapitel 3.3.7) auf 1 ml aufgefiillt.
In dicht verschlossenen Reaktionsgefifien wurden die Ansétze unter vorsichtigem Schwenken
fiir 60 min bei 4 °C in der Kiithlkammer inkubiert. Um solubilisiertes von nicht-solubilisiertem
Material abzutrennen, wurden die Anséatze anschlieBend mit 300.000 x g fiir 30 min bei 4 °C
ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert. Die Resuspendierung des Pellets erfolgte
mit detergenz-freiem Puffer, die entstandene Suspension wurde ebenfalls aliquotiert. Die so
erhaltenen Proben wurden bei —80 °C eingefroren und danach mittels Western Blot auf das
Vorhandensein von ABCG2 untersucht.
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3.3.7 Aufreinigung von ABCG2

Nachdem die Funktionalitat von ABCG2 in der Membranpraparation nachgewiesen worden
war, wurde das Protein aufgereinigt. Die grundsétzliche Vorgehensweise bei einer Aufreini-
gung wurde bereits in Kapitel 3.2.13 ausfiithrlich beschrieben. Das Prinzip der Aufreinigungs-
methode, welches diesem Kapitel zugrunde liegt, von Anderson et al. ibernommen [141]. Fiir
die Aufreinigung aus Insektenzellen wurde jedoch das mit Hilfe des Detergenzienscreenings
(Kapitel 3.3.6) ermittelte Detergenz CHAPS eingesetzt, dessen Verwendung auch in der
Literatur beschrieben worden ist [119]. Aufilerdem wurde der von Pozza et al. verwendete

Solubilisationspuffer eingesetzt.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung der Aufreinigung wurden die Stammlosungen aus Tabelle 3.40 herstellt.
Die Grundlage aller Puffer bildete der HEPES-Puffer 2X nach Pozza et al. [119]. Jedoch
wurden die daraus hergestellten Puffer in der vorliegenden Arbeit bei der Optimierung der
Aufreinigung in Kapitel 4.4.6 vor allem durch Zusatz von Lipiden fiir die Rekonstitution noch
weiterentwickelt. Nur diese weiterentwickelte Pufferzusammensetzung ist in den folgenden

Ausfithrungen dargestellt.

Der pH-Wert des HEPES-Puffer 2X wurde mit NaOH eingestellt. Zusétzlich wurden die Lo-
sungen der Standard-Proteaseinhibitoren und Glycerol 50 % aus Kapitel 3.2.9, die Imidazol-
Losung pH 8,0 aus Kapitel 3.2.13 und die OG-Stammloésung aus Kapitel 3.1.8 verwendet.
37,5 ml des HEPES-Puffers 2X wurden im Verhéltnis 1:1 mit vorgekiihltem Wasser verdiinnt
und bis zur Verwendung im Kiihlschrank gelagert. Zusatzlich wurden zweimal 5 1 des Rekon-
stitutionspuffers (Tabelle 3.32) mit vorgekiihltem Wasser hergestellt, wie in Kapitel 3.2.13

beschrieben.

Am Tag der Aufreinigung wurden die Insektenzellmembranen, deren Gewinnung in Kapitel
3.3.4 dargestellt wurde, auf Eis aufgetaut. Dann wurde ein Solubilisationsansatz mit einer
Proteinkonzentration von 2 mg/ml in der Kithlkammer bei 4 °C hergestellt, wie er beispielhaft
in Tabelle 3.41 zusammengefafit ist. Der Ansatz wurde in ein Gefafl mit etwa dem doppelten
Volumen des Ansatzes gegeben und fiir 1 h bei 4 °C vorsichtig auf einem Horizontalschiittler
geschwenkt. Wéhrend dieser Zeit wurden die Waschpuffer und der Elutionspuffer (siehe Ta-
belle 3.42) auf Eis mit vorgekiihltem Wasser hergestellt. Auflerdem wurde das Cobalt-Harz
aquilibriert. Dazu wurden zweimal je 1,5 ml Harz in ein kleines PP-Roéhrchen gegeben, fiir
2 min bei 120 x g bei 4 °C zentrifugiert und anschliefend der Uberstand vorsichtig entfernt.
7 ml HEPES-Puffer 1X wurden mit 0,5 pl §-Mercaptoethanol (1 mM final) versetzt. Jedes
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Harz-Pellet wurde nun mit je 1,5 ml dieses Puffers gewaschen. Die Suspension wurde erneut
unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert und der Waschschritt wiederholt. Zu-
letzt wurde der Uberstand entfernt und das noch gerade mit Fliissigkeit bedeckte Harz auf

Eis gelagert.

Ab jetzt wurden alle weiteren Schritte in der Kithlkammer bei 4 °C durchgefiihrt. Nach Ende
der Solubilisationszeit wurde der Ansatz gleichméBig auf vorgekiihlte kleine Ultrazentrifu-
gengléser verteilt und dann mit 300.000 x g fiir 30 min bei 2 °C zentrifugiert (Rotor: Type 70
Ti). Die Uberstinde wurden vereinigt, in eines der mit Harz gefiillten PP-Réhrchen gegeben
(,Harz-1%) und fiir 1 h bei 4 °C vorsichtig auf einem Horizontalschiittler geschwenkt. Das
Pellet der Ultrazentrifugation wurde dreimal mit 1,5 ml HEPES-Puffer 1X gewaschen, dann
mit Hilfe des Glashomogenisators in 500 nl dieses Puffers resuspendiert und eingefroren.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Harz-1 zentrifugiert (2 min, 120 x g, 4 °C) und
der Uberstand in das zweite mit frischem Harz gefiillte PP-Rohrchen iiberfiihrt (,Harz-2%).
Der Solubilisationsansatz wurde erneut, fiir 1 h bei den oben beschriebenen Bedingungen

inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde das Harz-1 gewaschen. Dazu wurden 7,5 ml Waschpuffer 1 zuge-
geben und fir 10 min auf dem Horizontalschiittler geschwenkt. Nach Zentrifugation (2 min,
120 x g, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und der Waschschritt wiederholt. Dann wurde
das Harz einmal mit Waschpuffer 2 gewaschen und erneut zentrifugiert. Das so pelletierte
Harz wurde nun mit einer Pipette aufgenommen und in eine Chromabond Leersaule iiber-
fithrt. Diese war vorher zur Kontrolle des Durchflusses am Auslauf mit Parafilm abgedichtet
worden. Reste des Waschpuffers 2 wurden verworfen. Dann wurde mit 4,5 ml Elutionspuffer
eluiert. Nach Ende der Inkubationszeit des Harz-2 wurde dieses genauso behandelt, wie es

fiir Harz-1 beschrieben wurde, und die Eluate schliellich vereinigt.

Zum semi-quantitativen Nachweis des Proteins wurde das Eluat mit Hilfe einer Ultrafiltration
aufkonzentriert. Dazu wurde die Losung fiir 25 min bei 5.000 x g in einer Zentrifugationsfil-
tereinheit mit einer Molekulargewichtsbegrenzung von 30 kDa (Amicon Ultra-15) zentrifu-
giert (Rotor JA-10).

Fir funktionelle Assays wurde statt des Aufkonzentrierungsschrittes eine Rekonstitution
von ABCG2 mittels Dialyse durchgefiihrt. Dazu wurde das Gesamteluat in einen in Was-
ser vorgequollenen Dialyseschlauch iiberfithrt (1 cm Schlauch pro 2 ml Eluat) und sorgféltig
verschlossen. Die Dialyse, die anschliefende Ultrazentrifugation und Homogenisation wurden
ausgefiihrt, wie in Kapitel 3.2.13 beschrieben. Schlieflich wurde die erhaltene Liposomen-
suspension aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C eingefroren. Die Grofle

der resultierenden Liposomen wurde wie in Kapitel 3.2.14 beschrieben bestimmt.
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Tab. 3.40: Stammldsungen fiir die Aufreinigung aus Insektenzellmembranen.

HEPES-Puffer (2X) pH 8,0 bei RT
2,28 g HEPES 100 mmol/I
5,84 g Natriumchlorid 1,0 mol/I

80 ml  Glycerol 50 % 40 % (V/V)
ad 100 ml  Wasser

CHAPS-L6sung 10 %

600 mg CHAPS 10,0 % (m/V)
ad 6 ml  Wasser

Tab. 3.41: Ansatz fiir die Solubilisation aus Insektenzellmembranen.

Solubilisationsansatz

3,5 ml  HEPES-Puffer 2X 1X
700 Il CHAPS-Loésung 10 % 1%
1185 pl - Membran (11,85 mg/ml) 2 mg/ml
70 yl  PMSF-Lésung 1 mmol/I

7 pl Pepstatin A-Losung 2 pmol/I

7 pl Leupeptin-Lésung 1 pol/I

14 pl Benzamidin-Lésung 1 mmol/I
35 pl  Imidazol-Lésung pH 8,0 10 mmol/I
0,5 pyl  B-Mercaptoethanol 1 mmol/I

1484 ul  Wasser
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Tab. 3.42: Puffer fiir die Aufreinigung aus Insektenzellmembranen.

Waschpuffer 1

20 ml  HEPES-Puffer 2X 1X
400 pl - PMSF-Losung 1 mmol/I
40 pl  Pepstatin A-Lésung 2 pymol/I
40 pl  Leupeptin-Lésung 1 pmol/I
80 pl  Benzamidin-Lésung 1 mmol/I
5,6 ul  B-Mercaptoethanol 1 mmol/I
4 ml CHAPS-Lésung 10 % 1%
2,8 ml OG-Stammlésung 1,4 %
800 pul  Gemischte Lipide 0,1 %
800 pl Imidazol-Lésung pH 8,0 40 mM
11 ml  Wasser
Waschpuffer 2
10 ml  HEPES-Puffer 2X 1X
200 pyl  PMSF-Lésung 1 mmol/I
20 pl  Pepstatin A-Lésung 2 pmol/I
20 pyl  Leupeptin-Losung 1 pmol/I
40 pyl  Benzamidin-Lésung 1 mmol/I
2,8 pl  B3-Mercaptoethanol 1 mmol/I
200 pl  CHAPS-Lésung 10 % 0,1%
1,4 ml  OG-Stammlésung 1,4 %
1,6 ml  Gemischte Lipide 04 %
400 pl  Imidazol-Lésung pH 8,0 40 mM
6,12 ml  Wasser
Elutionspuffer
6,52 ml  HEPES-Puffer 2X 0,65X
200 pyl  PMSF-Losung 1 mmol/I
20 pl  Pepstatin A-Lésung 2 pmol/I
20 pl  Leupeptin-Lésung 1 pmol/I
40 pl  Benzamidin-Losung 1 mmol/I
2,8 yl  B-Mercaptoethanol 1 mmol/I
200 pl  CHAPS-Lésung 10 % 0,1%
1,4 ml  OG-Stammlésung 1,4 %
1,6 ml  Gemischte Lipide 0,4 %
10 ml  Imidazol-Lésung pH 8,0 1 mol/I
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3.4 Statistische Methoden

Beschreibende Statistik

Die in dieser Arbeit angegebenen Werte représentieren den arithmetischen Mittelwert 4+ Stan-
dardabweichung von Messwerten, sofern nichts anderes angegeben wurde. Dabei wurde eine

anndhernde Normalverteilung der Werte angenommen.

Der arithmetische Mittelwert beschreibt die durchschnittliche Lage einer Verteilung. Aus
Messreihen mit n Messwerten x; wurde dieser Mittelwert mit Hilfe von Gleichung 3.4 be-

rechnet.
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(3.4)

Die Varianz s? ist ein Ma8 fiir die Streuung von Beobachtungswerten, die aus einer Stich-
probe der Grundgesamtheit stammen. Sie gibt die mittlere quadratische Abweichung vom

Mittelwert an und wurde mit folgender Formel berechnet:

(Ii — f)Q

2 i=l
= 3.5
s o (3.5)

Zur Berechnung der Standardabweichung s (standard deviation, SD) aus der Varianz wurde
Gleichung 3.6 verwendet. Sie stellt die in der Grundgesamtheit zu erwartende Streuung der

Einzelwerte dar und beschreibt somit die Préazision einer Messung.

(3.6)
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Auflerdem wurde in einigen Fallen der Standardfehler des Mittelwertes sz (standard error
of the mean, SEM) angegeben, der eine Aussage tiber den Vertrauensbereich des berechne-
ten Mittelwertes macht. Dieser Fehler schitzt die mittlere Streuung von Mittelwerten um
den wahren Wert einer Grundgesamtheit ab und beschreibt somit die Standardabweichung
der Mittelwerte-Verteilung. Der mittels Gleichung 3.4 berechnete Mittelwert T ist nur ein
einzelnes Element dieser Verteilung. Mit Hilfe von Gleichung 3.7 wurde der beschriebene
Standardfehler bestimmt.

(3.7)

Ein mittels Durchflusszytometer bestimmter Messwert einer Probe stellte den geometrischen

Mittelwert aller gemessenen Zellen in dieser Probe dar. Dieser Mittelwert T kann wie folgt

Te= & H1 . (3.8)

Die hier dargestellten Gleichungen wurden der Literatur entnommen [142].

berechnet werden:

Beurteilende Statistik

Zur Ermittlung statistisch signifikanter Unterschiede von zwei Mittelwerten wurde der zwei-
seitige ungepaarte Student-t-Test durchgefiithrt. Dazu wurde vorausgesetzt, dass die unter-
suchten Messwerte annédhrend normalverteilt waren. Der Test basiert weiterhin auf der An-
nahme, dass die Varianzen der beiden zu vergleichenden Mittelwerte sich nicht unterscheiden.
Dies wurde zuvor mit Hilfe eines F-Tests tiberpriift. Wurde diese Bedingung nicht erfiillt,
wurde bei der Durchfithrung des t-Tests zusétzlich die Welch-Korrektur eingesetzt. Die Signi-
fikanzebenen sind in den jeweiligen Darstellungen gekennzeichnet, wobei Folgendes festgelegt
wurde: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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3 Material und Methoden

3.5 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3.43: Informationen zu den verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Substanz/Reagenz

Bezugsquelle und Bestellnr.

Acrylamid-Losung 30 %

Adenin Hemisulfat
Adenosintriphosphat (ATP)
Agar-Agar

Albumin (BSA)

Amidoschwarz 10B
4-Aminobenzoesaure
6-Aminohexanséure
Ammoniummolybdat Tetrahydrat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin Natrium

Antifoam A

Antikorper BXP-21

Antikérper C219

Anti-mouse IgG, H&L chain specific (goat) peroxidase
conjugate

L-Arginin HCI
L(+)-Ascorbinsaure

Aureobasidin A

Benzamidin HCI

Biotin

Borsaure

Brij 35 30 % (m/V)

Brij 58

Bromphenolblau

Calciumchlorid
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-2-hydroxy-
1-propansulfonat (CHAPSO)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-
propansulfonat (CHAPS)

Applichem, A3626
Sigma, A-9126
Sigma, A2383
Merck, 1.01614
Applichem, A0850
Applichem, A1399
Sigma, A-9878
Sigma, A-2504
Sigma, A-1343
Sigma, A-3678
Fluka, 09978
Applichem, A0839
Sigma, A-5633
Abcam, ab3380
Signet Laboratories, 870-01
Calbiochem, 401215

Sigma, A-5131
Applichem, A1052
Takara, 9000
Sigma, B-6506
Sigma, B-4501
Sigma, B-6768
Acros, 329581000
Acros, 34429
Merck, 108122
Sigma, C-4901
ICN Biomedicals, 190320

Applichem, A4011
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3.5 Chemikalien und Reagenzien

Fortsetzung — Chemikalien und Reagenzien

Substanz/Reagenz Bezugsquelle und Bestellnr.
Cholesterol Sigma, C-8667
Coomassie Brilliant Blau R-250 Roth, 3862.1

Decon 90

Diisopropylfluorophosphat (DFP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
n-Dodecyl-(3-D-maltopyranosid (DDM)
Eisen(ll)chlorid

Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure (EGTA)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
N-Ethylmaleimid

Folsaure

Formaldehydlésung 37 %

Fos-cholin 16

Genistein

D(+)-Glucose, wasserfrei

Glycerol 100 % (wasserfrei)

Glycerol 87 %

L-Histidin HCl Monohydrat

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

(HEPES)

Imidazol

Immobilon Western HRP substrate
L-Isoleucin

myo-Inositol
Kaliumantimontartrat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumiodid

Kaliumnitrat
Kaliumnatriumtartrat Tetrahydrat
Ketoconazol

Kol143

Kupfersulfat Pentahydrat

L-Leucin

Zinsser Analytik, 80000
Acros, 115230010
Acros, AC19773
Applichem, A2948
Anatrace, D310LA
Sigma, F-7134
Sigma, E-3889
Aldrich, E2 628-2
Alfa Aesar, 040526
Sigma, F-7876
Grissing, 11002
Anatrace, F316
Applichem, A2202
Applichem, A0883
Applichem, A1123
Applichem, A0970
Sigma, H-8125
Applichem, A1069

Sigma, 1-0125
Millipore, WBKLS0050
Sigma, 1-2752
Sigma, 1-5123

Acros, 223800050
Merck, 1.04936
Applichem, A3095
Sigma, P-8256
Acros, 19677
Merck, 1080871
Sigma, K-1003
Tocris, 3241
Acros, AC19773
Aldrich, L60-2
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3 Material und Methoden

Fortsetzung — Chemikalien und Reagenzien

Substanz/Reagenz

Bezugsquelle und Bestelinr.

Leupeptin Hemisulfat

L-Lysin HCI
Lysophosphatidylcholin (LPC)
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Malachitgriin HCI
Mangansulfat
(B-Mercaptoethanol
L-Methionin

Milchpulver

Natriumazid

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriummolybdat Dihydrat
Natriumorthovanadat
Natriumsulfat Decahydrat
Di-Natriumtartrat Dihydrat
Natriumtaurodeoxycholat Hydrat (TDOC)

Nicotinsaure

n-Octyl-3-D-glucopyranosid (Octylglucosid, OG)

Ouabain Octahydrat
D-Pantothensdure Hemicalciumsalz
L-Phenylalanin

Pepstatin A
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatidylcholin (PC)
Phosphatidylsdure (PA)
Polyvinylalkohol (PVA)

Ponceau S

Prazosin HCI

Progesteron

Protein Marker unstain (10 - 150)

Applichem, A2183
Sigma, L-5626
Avanti, 830071P
Merck, 105833
Applichem, A4101
Sigma, M-9636
Fluka, 63555
Sigma, M-6250
Applichem, A3897
Roth, T145.1
Fluka, 71290
Aldrich, 451614
Merck, 106404
Applichem, A2572
Applichem, A4732
Acros, 13407
Sigma, M-1651
Acros, 205330500
Fluka, 71969
Fluka, 71995
Sigma, T-0875
Sigma, N-4126
Applichem, A1010
Fluka, 75640
Sigma, P-2250
Sigma, P-2126
Applichem, A2205
Sigma, P-7626
Avanti, 840051C
Avanti, 840101C
Aldrich, 3438406
Sigma, P-3504
Sigma, P-7791
Sigma, P-8783
Applichem, A3993
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3.5 Chemikalien und Reagenzien

Fortsetzung — Chemikalien und Reagenzien

Substanz/Reagenz

Bezugsquelle und Bestelinr.

Protein Marker stain (6,5 - 200)
Protein Standard Precision Plus (All-Blue)
Proteinstandard 200 mg BSA/ml
Pyridoxin HCI

Rhodamin 123

(—)-Riboflavin

D(+)-Saccharose

Silbernitrat

D-Sorbit

5-Sulfosalicylsdure Dihydrat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thiamin HCI

L-Threonin

Trichloressigsaure (TCA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris)
Triton-X-100

Trypton/Pepton aus Casein
L-Tryptophan

Tween 20

L-Tyrosin

Uracil

L-Valin

Valinomycin

Verapamil

Yeast Extract

Zinksulfat Heptahydrat

Applichem, A5418
Bio-Rad, 161-0373
Sigma, P-5369
Sigma, P9755
Acros, 419091000
Sigma, R-4500
Applichem, A2211
Applichem, A3944
Applichem, A4992
Roth, 4119.1
Applichem, A1148
Sigma, T-4625
Sigma, T-8625
Sigma, T-8657
Applichem, A2264
Sigma, T-9284
Roth, 8952.1
Applichem A3410
Applichem, A4974
Sigma, T-3754
Applichem, A0667
Sigma, V-0500
Applichem, A2238
Sigma, V-4629
Sigma, Y-0500
Sigma, Z-4750
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3 Material und Methoden

3.6 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.44: Informationen zu den verwendeten Verbrauchsmaterialen und Kits

Bezeichnung

Firma, Bestellnummer

Amicon Ultra-15 (Ultracel 30k)
Antibiotic-Antimycotic 100X
Aufschraubmembranfilter
Blotting paper

Chromabond Leersdule 3 ml

Dialyseschlauch

Einmal-Kivetten PMMA (1,5 ml halbmikro)

FACS-Testrohrchen

Fos-choline Detergent (13-16) Kit
Fotales Kalberserum (FKS)
Gewebekulturflasche 25 cm?
Gewebekulturflasche 75 cm?
Gewebekulturflasche 175 cm?
Gewebekulturplatte 6 well

L-Glutamin Lésung

Handdispenser Aufsatz 12,5 ml
Handdispenser Aufsatz 2,5 ml
Impfésen

Kryo-Réhrchen

Kulturréhrchen (12 x 100 mm)
Melsept SF

Membranfilter (fir den Fermenter)
Midi Prep Kit

Multi-Flex 0,5 - 200 pyl ECOFLEX Tips
Nihrmedium High Five: Express Five SFM
Ndhrmedium Sf9: Sf-900 Il SFM
Ni-NTA Superflow

One Shot TOPF' competent E. coli
Parafilm M

Petrischalen (90 x 14 mm)
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran

Millipore, UFC903008
Gibco, 15240

Millipore, SCGPTO1RE
Sigma, P-7796
Macherey-Nagel, 730160
Spectrum Laboratories, 132700
Brand, 759115

BD Biosciences, 352054
Anatrace, DSOL-F1316
Sigma, F-7524

Greiner Bio-one, 690175
Greiner Bio-one, 658175
Greiner Bio-one, 650175
Greiner Bio-one, 657160
Sigma, G-7513

Brand, 7023-78

Roth, H682.1

VWR, 1612-9355
Sarstedt, 72.693.100
Brand, 114110

Braun, 18907

Sartorius, 17805
Invitrogen, K2100-04
Roth, Y419.1
Invitrogen, 10486-025
Invitrogen, 10902-096
Qiagen, 30410
Invitrogen, C303003
Pechiney Plasic Packaging, PM-996
VWR, 4912478

Roth, T830.1
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3.6 Verbrauchsmaterialien

Fortsetzung — Verbrauchsmaterialien und Kits

Bezeichnung

Firma, Bestellnummer

Popular Detergent Kit

PP-Rohrchen 15 ml

PP-Rohrchen 50 ml

ReaktionsgefaBe 1,5 ml

Rundfilter MN 615 (240 mm)
Standardpuffer pH 10,01

Standardpuffer pH 4,01

Standardpuffer pH 7,01

Talon Metal Affinity Resin (Cobalt-Harz)

Yeastmaker Yeast Transformation System 2

Anatrace, DSOL-POP

Greiner Bio-one, 188271

Greiner Bio-one, 227261

Sarstedt, 72.690

Macherey-Nagel, 431024

Hanna Instruments, HI-70010P-Lab
Hanna Instruments, HI-70004P-Lab
Hanna Instruments, HI-70007P-Lab
Clontech, 635502

Clontech, 630439
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3 Material und Methoden

3.7 Gerate

Tab. 3.45: Informationen zu den verwendeten Geraten und deren Zubehor

Gerat bzw. Zubehor

Hersteller, Nummer

Adapter (fir Type 70 Ti)

Antrieb (fur Glashomogenisator)
Ausschwingrotor JS-7.5 (fiir Laborzentrifuge)
Beadbeater

Beluftungsvorrichtung (fiir Fermenter)

Blotdokumentation Versa Doc Imagine System 5000
Brutschrank Kelvitron T (fir E. coli, Hefen)
Cellophan-Folien (fiir Geltrocknungsrahmen)

CO, Water Jacketed Incubator (fiir Insektenzellen)
Dounce Hand-Homogenisator 2 ml

Dounce Hand-Homogenisator 7 ml

Dounce Hand-Homogenisator 15 ml

Elektrophorese-/Blottingapparatur Mini-Protean Il
FACScalibur

Fermenter

Festwinkelrotor JA-10

Festwinkelrotor JA-25.50 (fiir Laborzentrifuge)
Festwinkelrotor JLA-10.500 (fiir Laborzentrifuge)
Festwinkelrotor Type 45 Ti (fir Ultrazentrifuge)
Festwinkelrotor Type 70 Ti (fir Ultrazentrifuge)
Geltrocknungsrahmen (14 x 14 cm)
Glashomogenisator 2 ml

Glashomogenisator 5 ml

Glashomogenisator 50 ml

Glass Econo Column Chromatographiesaulen
Glaskugeln, zirkonisiert (fir Beadbeater)
Glaskugeln (0,5 mm)

Glaskugeln (2,5 mm)

Hahn 2-Way Stopcock (fiir Glass Econo Column)

Beranek Laborgerate, 11028

IKA Labortechnik

Beckman Coulter

Hamilton Beach Commercial, 1G918

Dunn
1965-45006
Bio-Rad

Labortechnik,

1969-66000 u.

Heraeus Instruments

Roth, K422.1

Forma Scientific Inc.

Sartorius, 8530734
Wheaton, 357542
Scherf
0015
Bio-Rad

BD Biosciences

Prazision,

u. 8530793

SCERSP-885303-

Dunn Labortechnik, 1965-08000

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Roth, K420.1
VWR International
VWR International
VWR International
Bio-Rad, 737-2512
Roth, N034.1
Roth, N030

Roth, N032.1
Bio-Rad, 732-8102

, 432-1202
, 432-1205
, 432-5021
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3.7 Gerate

Fortsetzung — Gerdte und Zubehor

Gerat bzw. Zubehor

Hersteller, Nummer

Hamiltonspritze 10 pl

Handdispenser Handystep

Heizmanschette (fiir Fermenter)
Horizontalschiittler Red Rotor

Laborzentrifuge Avanti J-25

Mikroskop Axiovert 25

Orbital Shaker Model 4520

PCS Malvern Autosizer 2c
pH-Kalomel-Eletrode (fiir pH-Meter)
pH-Meter

Pumpe Masterflex Easy-load Il (fiir Fermenter)
Stromgeber (fir Mini-Protean I1)
Temperaturregulierung und -fihler (fir Fermenter)
Thermostat plus

Tischzentrifuge 5451R

Uberkopfriihrer (fiir Fermenter)
Ultrazentrifuge Optima LE-80K
Ultrazentrifugenglaser (fir Type 45 Ti)
Ultrazentrifugenglaser 13 x 51 mm (fiir Type 70 Ti)
UV-Photometer Ultrospec 4000

Vakuumblock Dot-Blot

Vakuumpumpe PC5

Vortexschiittler Vortex Genie 2
Wasseraufbereitungsanlage Elix
Wasseraufbereitungsanlage MilliQ Biocel A10
Zellzdhlgerat CASY 1 Modell TT
Zentrifugenglaser (fir JA-25.50)
Zentrifugenglaser (fir JLA-10.500)

Hamilton Bonaduz AG, 701N
Brand

Dunn Labortechnik, 1964-54080
Hoefer Pharmacia Biotech
Beckman Coulter

Carl Zeiss AG

Forma Scientific Inc.

Malvern Instruments

Sigma, E6009-1EA

Beckman Coulter
Cole-Parmer, 77521-47

Life Sciences Int., EC250-90
Eigenbau

Eppendorf

Eppendorf AG

Bellco Glass Inc., 7774-10000
Beckman Coulter

Beckman Coulter, 355655
Beckman Coulter, 349622
Amersham Biosciences

Roth, T790.1

Vacuubrand

Scientific Industries

Millipore

Millipore

Innovatis AG

Nalge Nunc Int., 3118-0050
Beckman Coulter, 361690
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Ergebnisteil gliedert sich in vier Abschnitte und ist hauptsichlich nach dem jeweiligen

Transportprotein und dariiber hinaus nach dem Expressionssystem geordnet.

Der erste Abschnitt beschreibt die Arbeiten mit einem Expressionsystem fiir ABCB1 in
S. cerevisiae. Dazu zéhlen Optimierungen sowohl der Proteinexpression in dem verwendeten

Hefestamm, als auch der Methoden der Membranpraparation und der Proteinaufreinigung.

Im zweiten Abschnitt werden funktionelle Untersuchungen mit Substraten und Modulatoren
von ABCBI1 mittels ATPase Assay vorgestellt.

Der dritte Abschnitt beschéftigt sich mit einem neuen Expressionssystem fiir ABCG2 in
S. cerevisiae Zellen. Desweiteren wird die Etablierung der Aufreinigung des Proteins aus
Hefemembranen dargestellt. Dieser Aufreinigungsprozess wurde in mehreren Schritten opti-

miert und die Funktionalitat des aufgereinigten Proteins nachgewiesen.

Im vierten Abschnitt wird ein anderes Expressionssystem fiir ABCG2, die Insektenzelllinie
Trichoplusia ni (Hib), beschrieben. Aus diesem System gewonnene Membranen wurden fiir

weitere Untersuchungen zur Aufreinigung des Transportproteins eingesetzt.

4.1 ABCBI1 aus Saccharomyces cerevisiae

4.1.1 Das Expressionssystem BJ5457-ABCB1

ABCBI1 wurde im Rahmen dieser Arbeit im S. cerevisiae Stamm BJ5457 exprimiert. Zum
Nachweis der ABCB1-Expression in den untersuchten Klonen des so erhaltenen Stammes
BJ5457-ABCB1 wurde zunéchst die Herstellung eines Zellextraktes etabliert und die Bedin-
gungen bei der Durchfithrung von SDS-PAGE und Western Blot optimiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Etablierung der Zellextraktionsmethode

Um die ABCBI1-Expression von transformierten Hefezellen zu untersuchen und das gleich-
zeitige Screening mehrerer Klone zu ermoglichen, wurde die Herstellung eines Zellextraktes
etabliert, die in Kapitel 3.2.6 beschrieben ist. Dabei wurden die Zellwéande der Hefen durch
Glaskugeln zerstort und im Uberstand des letzten Zentrifugationsschrittes ein Gesamtpro-

teinextrakt gewonnen.

Nachdem der Gesamtproteingehalt im Amido Black Assay (Kapitel 3.1.3) bestimmt worden
war, wurde die Anwesenheit von ABCB1 in diesem Uberstand und auch in dem aus der
gleichen Zentrifugation resultierenden Pellet mittels SDS-PAGE und Western Blot (Kapitel
3.1.4 und 3.1.6) untersucht.

Im Uberstand der Zentrifugation mit 12.000 x g war zwar mehr Gesamtprotein, jedoch an-
teilig weniger ABCB1 enthalten als im Pellet. Dies zeigte ein Vergleich von Uberstand und
Pellet aus dem gleichen Ansatz auf einem Western Blot (siche Abbildung 4.1). Die zusétz-
lichen kleineren Banden auf Bahn 2 werden im Abschnitt ,,Optimierung des Western Blots
zum Nachweis von ABCB1* diskutiert.

Es wurde gezeigt, dass grundsétzlich sowohl Uberstand als auch Pellet des Zellextraktes zum
Screening von ABCB1-exprimierenden Klonen verwendet werden konnen. Besser geeignet
zur Beurteilung der Expression ist jedoch der Uberstand, da hier aufgrund des insgesamt
schwacheren Signals auf dem Western Blot Unterschiede in der Intensitat der Banden besser

differenziert werden kénnen.

kDa
— 200

4— ABCB1
— 116

' — 68
-

1 2

Abb. 4.1: Vergleich des ABCB1-Gehaltes in den Proben des Zellextraktes. Je eine Probe
des Uberstandes (Bahn 1) und des Pellets (Bahn 2) aus dem gleichen Ansatz wurden mittels
SDS-PAGE und Western Blot auf den ABCB1-Gehalt untersucht (5 pg pro Bahn).
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4.1 ABCB1 aus Saccharomyces cerevisiae

Optimierung des Western Blots zum Nachweis von ABCB1

Der Nachweis von ABCB1 mit dem priméren monoklonalen Antikérper C219 beim Western
Blotting wurde optimiert, weil zu Beginn der Arbeiten nicht nur eine Bande von etwa 130 kDa
durch den Antikérper C219 auf dem Western Blot markiert wurde, sondern auch mehrere
Banden zwischen 43 und 68 kDa. Dies geht aus Abbildung 4.2 (A) hervor. Laut Literatur
erkennt C219 zwei a-helikale Epitope in einem Bereich der ATP-Bindungsstellen, wo auch
das ATP-Molekiil selbst bindet [143]. Da der fir ABCBI spezifische Antikérper die kleineren
Proteine auf dem Western Blot ebenfalls erkennt, handelt es sich mit grofler Wahrschein-
lichkeit um Bruchstiicke des Transportproteins, die noch die Nukleotid-Bindungsdoméanen

beinhalten.

Um die teilweise Zersetzung des Membranproteins bei der Denaturierungsreaktion vor Durch-
fithrung der SDS-PAGE zu verringern, wurde die Reaktion statt bei 37 °C jetzt bei RT
durchgefiihrt. Zusatzlich wurde zur Verminderung der unspezifischen Bindung der beiden
Antikorper auf dem Western Blot die Verdiinnung des priméren Antikérpers von 1:160 auf
1:640 und die des sekundéren Antikorpers von 1:10.000 auf 1:20.000 erhoht. Aulerdem wurde
die BSA-Konzentration in der Losung des priméren Antikorpers erhoht. Das Ergebnis dieser

Optimierungen ist in Abbildung 4.2 (B) zu sehen.

kDa
A F B — 200
—— 68

L
— 43

Abb. 4.2: Antikérpermarkierung eines Western Blots von ABCB1 vor und nach Optimierung.
(A) Denaturierung der Proben fiir die SDS-PAGE bei 37 °C, Verdiinnung des priméren Antikor-
pers C219 1:160 und des sekundéren Antikorpers 1:10.000 (5 pg pro Bahn); (B) Denaturierung
bei RT, Verdiinnung des priméren Antikérpers 1:640 und des sekundéren Antikérpers 1:20.000
(5 pg pro Bahn).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Transformation von BJ5457 wt

Fir den Stamm BJ5457-ABCB1 wurde von Figler et al. eine durchschnittliche Expressionsra-
te von 3,2 % beschrieben [103]. In dieser Veroffentlichung wurde berichtet, dass der ABCB1-
Gehalt von aus diesem Stamm isolierten Zellmembranen hoch sei, da der Abbau des Proteins
durch die Protease-Defizienz der Hefezellen vermindert war. Durch Zusatz von 10 % Glyce-
rol zum Kulturmedium konnte die Expression in dieser Studie noch weiter erhoht werden.
Zusatzlich wurde fiir die Expression von ABCB1 der starke, konstitutive PMA1-Promotor
eingesetzt. PMA1 ist ebenfalls eine membranstdndige ATPase, die in der Zellmembran von
S. cerevisiae sehr haufig vorkommt. Der Expressionlevel von ABCB1 wurde unter der Kon-

trolle des PMA1-Promotors schliellich auf den oben genannten Wert gesteigert.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit variierte die Expression des vorhandenen Hefestammes
BJ5457-ABCB1 von Klon zu Klon jedoch stark [127]. Aus diesem Grund wurde ein frisches
Aliquot des BJ5457 wt Stammes mit dem Plasmid YEplac181-MDR1His transformiert und
Klone des neuen BJ5457-ABCB1 Stammes beztiglich Expression und Wachstumsverhaltens

charakterisiert.

Vor der Transformation von BJ5457 wt wurde das Plasmid YEplac181-MDRI1His wie in
Kapitel 3.1.2 beschrieben mit Hilfe von E. coli vermehrt. Nach Midi-Préparation lag eine
Konzentration von 1,5 pg/pl Plasmid-DNA in guter Reinheit (Faktor 1,9) vor. Mit dieser
Plasmidpréparation wurde die Transformation von S. cerevisiae durchgefithrt. Die Metho-
den zur Herstellung kompetenter Hefezellen und der sich anschlieSfenden Transformation
sind in Kapitel 3.2.4 ausfiihrlich dargestellt. Fiir die Transformation wurden zwei verschie-
dene Plasmid-Mengen (1,5 und 3,0 pg) eingesetzt, um einen moglichen Einfluss auf die
ABCBI1-Expression zu untersuchen. Nach dem Transformationsvorgang wurden die Zellen

auf Selektionsagar (SD-His-Leu) ausgestrichen.

Fiir beide eingesetzten Plasmid-Mengen entstand nach einer Inkubationszeit von etwa vier
Tagen eine ahnliche Anzahl von Kolonien auf dem Agar. Zuféllig ausgewéhlte Kolonien
wurden zur Sicherstellung der Selektion iiber den auxotrophen Marker erneut auf frischen
Agarplatten (SD-His-Leu) ausgestrichen. Die hierbei entstandenen Kolonien wurden fiir die

weiteren Studien verwendet.

Charakterisierung von BJ5457-ABCB1

In allen untersuchten Klonen wurde eine Expression von ABCB1 mittels Zellextrakt und

Western Blot nachgewiesen, sie erwies sich jedoch als inhomogen. In Abbildung 4.3 ist bei-
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4.1 ABCB1 aus Saccharomyces cerevisiae

kDa
—— 200
— 116
1 2 3

Abb. 4.3: Screening von Klonen des neu transformierten BJ5457-ABCB1 Stammes. Mittels
Western Blot wurden mehrere Klone auf ihre Expressionsrate hin untersucht (5 pg pro Bahn):
mit 1,5 pg Plasmid-DNA transformierter Klon (Bahn 1); mit 3,0 ng Plasmid-DNA transfor-
mierte Klone (Bahnen 2 & 3).

spielhaft ein Western Blot von drei verschiedenen Klonen dargestellt. Einer der Klone war
mit 1,5 pg (Bahn 1), die beiden anderen Klone mit 3,0 pg Plasmid-DNA transformiert worden
(Bahnen 2 und 3). Hier zeigte sich besonders, dass der Expressionslevel auch bei Verwendung
der gleichen DNA-Menge sehr unterschiedlich war. Da der Klon mit der héchsten Expression
(Bahn 3) mit 3,0 png transformiert worden war, sollte zukiinftig bei der Transformation von
BJ5457 wt diese Plasmid-DNA Menge eingesetzt werden.

Der Klon mit der besten Expression wurde fiir alle folgenden Untersuchungen verwendet.
Zur weiteren Charakterisierung wurde eine Wachstumskinetik aufgenommen (zur Methode
siche Kapitel 3.2.7). Dazu wurden die Hefezellen in 50 ml Medium so lange kultiviert, bis
mittels OD-Messung kein weiteres Wachstum feststellbar war. Der transformierte Hefestamm
BJ5457-ABCB1 wies eine gegeniiber dem Wildtyp-Stamm (1,7 h) eine verlangerte Verdopp-
lungszeit von 2,7 4+ 0,8 h auf. Ein Grund dafiir kénnte sein, dass die Expression von ABCB1
mit dem Wachstum der Hefezellen interferiert. Dieses Phénomen ist bereits in der Literatur
beschrieben [89, 103]. Da der Effekt im Rahmen dieser Arbeit auch fiir die Expression von
ABCG2 beobachtet werden konnte (siche Kapitel 4.3.1), ist dies wahrscheinlich ein generelles

Problem bei der forcierten Expression grofler fremder Proteine in S. cerevisiae.

4.1.2 Validierung des Fed-Batch Verfahrens

Um bei gleichem Kulturvolumen eine hohere Zelldichte zu erzielen und somit die resultierende
Biomasse zu erhohen, wurde der Hefestamm BJ5457-ABCB1 mittels Fed-Batch Verfahren
kultiviert. Die Durchfiihrung ist in Kapitel 3.2.8 beschrieben. Zur Verstarkung der Expression
von ABCB1 wurden dem Medium 10 % Glycerol als chemisches Chaperon zugesetzt und ein

Startvolumen von ca. 6,6 Liter, das jedoch nicht sofort alle Néhrstoffe enthielt, mit einer
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Abb. 4.4: Expression von ABCB1 im Verlauf des Fed-Batch Verfahrens. (A) Western Blot
des Zellextraktes der bei der angegebenden ODgyp entnommenen Proben (5 pg pro Bahn); (B)
Densitometrische Analyse der Chemolumineszenz des in (A) dargestellten Western Blots.

Vorkultur angeimpft. Ab diesem Zeitpunkt wurde der Prozess entlang eines vordefinierten
Biomasse- bzw. Zelldichte-Profils gelenkt, in dem durch regelmaflige Kontrolle der ODggg die
Zelldichte tiberwacht wurde. Bei einer ODggg von 0,8-1,0 bzw. 1,6—1,8 wurden der Kultur
weitere Nahrstoffe hinzugefiigt und bei einer optischen Dichte von 2,4 der Erntevorgang

gestartet.

In der Literatur wurde beschrieben, dass die Expression von ABCB1 von der Wachstums-
phase der Hefekultur abhéngt und in der stationdren Phase durch proteolytische Degra-
dation stark zuriickgeht [103, 144]. Die hochste ABCBI1-Expression wurde bei Standard-
Kultivierung fiir eine optische Dichte von 1,2 beschrieben [103]. Da der Hefestamm jedoch
bei dem hier beschriebenen Fed-Batch Verfahren bis zur doppelten ODgoo kultiviert wird,
wurde untersucht, ob die Expression von ABCB1 tber das gesamte OD-Profil stabil bleibt.
Dazu wurden kurz vor Zusatz weiterer Nahrstoffe (OD = 0,8 bzw. 1,5) und kurz vor Beginn
der Ernte (OD = 2,2) Proben aus dem Fermenter entnommen. Der aus diesen Proben ge-
wonnene Zellextrakt wurde jeweils mittels Western Blot auf den ABCB1-Gehalt untersucht.
Zuséatzlich wurden die Banden mittels densitometrischer Analyse verglichen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.4 dargestellt.

Es zeigte sich, dass der ABCB1-Gehalt der Zellen mit Hilfe des Fed-Batch Verfahrens im
ODgpo-Bereich von 0,8 und 1,5 trotz erhohter Zelldichte gesteigert werden konnte. Im weiteren
Verlauf nahm die Expression ebenfalls noch geringfiigig zu. Aus diesem Grund wurde die Fed-
Batch-Kultivierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit routineméafig zur Herstellung grofier

Mengen an Biomasse verwendet und auch auf den Hefestamm LPY-ABCG?2 iibertragen.
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4.1.3 Selektionsmethoden fiir ABCB1 exprimierende Hefestamme

Da der neu transformierte Hefestamm BJ5457-ABCB1 eine sehr inhomogene Expression
aufwies (siche Abbildung 4.3), wurden zwei verschiedene literatur-beschriebene Selektions-
methoden angewandt, die iber die auxotrophen Marker hinausgehen. Das Prinzip der au-
xotrophen Selektion ist in Kapitel 3.2.1 ausfiihrlich dargestellt. Zusatzlich dazu kénnen dem
Agar Verbindungen zugesetzt werden, die fiir Zellen toxisch sind, welche das Zielprotein
nicht enthalten. Um dies zu erreichen miissten diese Stoffe im vorliegenden Fall eine fungizi-
de Wirkung aufweisen und gleichzeitig Substrate von ABCB1 sein. Transformierte Hefezellen
mit hoher ABCB1-Expression kénnten solche Verbindungen wieder aus dem Zellinnern her-
austransportieren und wéren durch diesen Resistenzmechanismus vor der toxischen Wirkung
der Stoffe geschiitzt. Zellen, die das Transportprotein nicht oder nur in sehr geringer Konzen-
tration in der Membran aufweisen, wiirden durch die Fungizide jedoch in ihrem Wachstum

gehemmt.

Zum einen wurde tber das Fungizid und Peptidantibiotikum Valinomycin als Substrat
von ABCBI1 [144] und als Agarzusatz zur Selektion ABCBIl-exprimierender S. cerevisiae
Stamme [89, 102, 103] berichtet. Zum anderen wurde die antifungale Wirkung des Pep-
tidantibiotikums Aureobasidin A beschrieben, welches ebenfalls ein ABCBI1-Substrat dar-
stellt [130, 131, 145].

Abbildung 4.5 zeigt verschiedene Agarplatten (SD-His). (A) und (C) enthielten jeweils kein
Antibiotikum, wiahrend (B) 150 nM Valinomycin bzw. (D) 0,45 nM Aureobasidin A zugesetzt
worden waren. In einem Viertel der Agarplatten war der Wildtyp-Stamm (in der Abbildung
mit ,wildtype* oder ,wildtyp“ bezeichnet) ausgestrichen, in den anderen drei Vierteln der
transformierte Stamm. Die eingesetzten Antibiotika-Konzentrationen wurden der oben ge-

nannten Literatur entnommen.

In Abbildung 4.5 (B) und (D) ist zu sehen, dass der Wildtyp-Stamm im Gegensatz zum
ABCB1-exprimierenden Stamm auf den antibiotika-haltigen Agarplatten keine Kolonien bil-
den kann. Zusétzlich sind die Kolonien auf dem Valinomycin-haltigen Agar in (C) kleiner als
alle anderen Kolonien. Da alle Agarplatten iiber den gleichen Zeitraum inkubiert wurden,
zeigte sich, dass Valinomycin das Wachstum des BJ5457-ABCB1 Stammes beeinflusste.

Von beiden Agarplatten wurden jeweils zwei Klone zuféllig ausgewahlt und mittels Fed-Batch
Verfahren kultiviert (sieche Kapitel 3.2.8). Sowohl die ODggo zum Erntezeitpunkt (2,6 £ 0,2),
als auch die geerntete Biomasse (60,3 + 1,8 g) war bei allen Kultivierungen sehr einheitlich.
Bei der Préparation der Zellmembranen laut Kapitel 3.2.9 zeigte sich, dass auch die im

ersten Schritt permeabilsierte und pelletierte Biomasse vergleichbar war (29,2 + 0,9 g),
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A

Abb. 4.5: Vergleich des Wachstums von BJ5457 wt und -ABCB1 Zellen in An- und Abwesen-
heit von Selektionsantibiotika. Agarplatten (SD-His) mit BJ5457-ABCB1 und BJ5457 wt (A)
& (C) ohne Antibiotikum; (B) mit Valinomycin (150 pM); (D) mit Aureobasidin A (0,45 pM).

die anschlieBend im Beadbeater aufgeschlossen wurde. Unterschiede im ABCB1-Gehalt der
vier Membranpréparationen kénnen also nicht auf eine unterschiedliche Ausgangszellmasse

zuriickgefithrt werden, ein Vergleich hinsichtlich des ABCB1-Gehaltes ist somit mdoglich.

Die Membranpréparationen wurden mittels Western Blot auf ihre ABCB1-Expression unter-
sucht, die Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 (A) dargestellt. Es zeigte sich, dass die mit Vali-
nomycin selektierten Klone von BJ5457-ABCBI1 einen viel geringeren Proteingehalt aufwie-
sen als die mit Aureobasidin A selektierten Klone. Durch densitometrische Auswertung der
Chemolumineszenz-Intensitat der Banden wurde festgestellt, dass sich der ABCB1-Gehalt
um den Faktor 2 unterschied. Dies geht aus Abbildung 4.6 (B) hervor.
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Abb. 4.6: Vergleich der Expression von ABCB1 in BJ5457-ABCB1 Klonen nach Selekti-
on mit Valinomycin bzw. Aureobasidin A. (A) Western Blot von Membranpréaparationen mit
Valinomycin (Bahnen 1 & 2) und Aureobasidin A (Bahnen 3 & 4), je 5 ng pro Bahn; (B)
Densitometrische Analyse der gemittelten Chemolumineszenz-Werte von (A).

Zusatzlich wurde die apparente Expression von ABCB1 mit Hilfe eines modifizierten ATPase
Assays bestimmt, der laut Kapitel 3.2.10 durchgefiihrt wurde. Dabei ergab sich fir die beiden
mit Valinomycin selektierten Klone eine Expression von durchschnittlich 1,95 %. Fir die mit
Aureobasidin A selektierten Klone betrug die apparente Expression jedoch im Mittel 2,80 %.
Der mit dieser Methode bestimmte Unterschied in der Expression war zwar etwas geringer

ausgepragt, der generelle Trend wurde jedoch bestétigt.

In Tabelle 4.1 werden die Kulturparameter des BJ5457-ABCB1 Stammes bei einer Selek-
tion nur iiber den auxotrophen Marker, tiber Valinomycin und tiber Aureobasidin A im
Fermenter verglichen. Es zeigte sich, dass mittels Aureobasidin-Selektion die Kulturdauer
im Vergleich zur ausschliellichen Selektion iiber den auxotrophen Marker deutlich verkiirzt
werden konnte. Zur Dauer der Kultivierung mit Valinomycin-Selektion zeigte sich nur ein ge-
ringer Unterschied, jedoch war das Wachstum des Hefestammes nach Aureobasidin-Selektion
geringeren Schwankungen unterlegen. Die Verdopplungszeit der Klone war bei allen verwen-
deten Selektionsmethoden gleich. Aufgrund der geringen Variabilitat der Verdopplungszeit
Aureobasidin-selektierter Klone war die Dauer der Kultivierung im Fermenter sehr zuverlas-

sig vorhersagbar und vereinfachte somit die Durchfithrung des Fed-Batch Verfahrens.
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Tab. 4.1: Kulturparameter des BJ5457-ABCB1 Stammes bei Anwendung verschiedener Se-
lektionsmethoden.

Selektionsmethode Kulturdauer [h] Verdopplungszeit [h]
Auxotropher Marker 37,0 4,80 + 0,70
+ Valinomycin 150 pM 32,7+19 4,80 + 0,20
+ Aureobasidin A 0,5 pg/ml 29,8 £ 0,8 4,70 + 0,04

Da das Antibiotikum bereits in einer relativ geringen Konzentration Auswirkungen auf die
Expression von ABCB1 hatte, wurde untersucht, wie sich der Zusatz zu einer 50 ml Kultur
auf die Verdopplungszeit des Stammes auswirkt, die als Vorkultur des Fed-Batch Verfahrens
dienen konnte. Dazu wurde eine Wachstumskinetik in An- und Abwesenheit von 0,5 ng/ml

Aureobasidin A laut Kapitel 3.2.7 aufgenommen.

Die Verdopplungszeiten der Kulturen betrugen mit Aureobasidin-Zusatz 2,7 + 0,3 h bzw.
ohne Aureobasidin 2,7 + 0,8 h. Also wiirde der Einsatz des Selektionsantibiotikums keine
Verzogerung im zeitlichen Ablauf der Fed-Batch Kultivierung bewirken und auch nur geringe
Mehrkosten verursachen. Eventuell wiirde sich auf diese Weise die Expression von ABCB1

noch weiter erhohen lassen.

Fazit

Insgesamt war Aureobasidin A deutlich besser geeignet als Valinomycin, um BJ5457-ABCB1
Klone mit hohem Expressionslevel zu selektieren. Der Einsatz dieses Peptidantibiotikums
vereinfachte auch die Durchfiihrung der Fed-Batch Kultivierung, da die auf diese Weise
gewonnenen Klone gut reproduzierbare Kulturparameter aufwiesen. Zukiinftig sollte diese
Selektionsmethode in Kombination mit dem neu transformierten Hefestamm BJ5457-ABCB1
standardméafig eingesetzt werden. So kénnen Mehrkosten und Arbeitsaufwand fiir Klone mit

niedriger Expressionsrate vermieden werden.

4.1.4 Optimierung der Aufreinigung von ABCB1

Zur Optimierung der Aufreinigung von ABCB1 aus Membranen von BJ5457-ABCB1 wur-
den die beiden Detergenzien Lysophosphatidylcholin (LPC) und Taurodesoxycholat (TDOC)
verglichen, deren Verwendung zur Solubilisation dieses Proteins aus S. cerevisiae in der Li-
teratur beschrieben worden ist [89, 103, 127]. Die Strukturen beider Verbindungen sind in
Abbildung 4.7 dargestellt. Bisher wurde vermutet, dass ABCB1 durch LPC viel effektiver
solubilisiert wird als durch TDOC [127]. Um Unterschiede der Solubilisationsfahigkeit der
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beiden Detergenzien nachzuweisen, wurde die Aufreinigung aus der gleichen Membranpréapa-
ration durchgefithrt. Auf diese Weise wurden Unterschiede im ABCB1-Gehalt verschiedener

Membran-Chargen als mogliche Fehlerquelle ausgeschlossen.

BJ5457-ABCB1 Zellen wurden daftir mit Hilfe des Fed-Batch Verfahrens kultiviert und
aus der gewonnenen Biomasse eine Membranpréparation hergestellt (siche Kapitel 3.2.8
und 3.2.9). Das Vorliegen von ABCBI in den Membranen wurde mittels Western Blot iiber-
priift und die apparente Expression bestimmt, wie in Kapitel 3.2.10 beschrieben. Da die
Expression von ABCB1 bei 2,7 % lag, waren diese Membranen fiir eine Aufreinigung gut

geeignet.

Die Membranpraparation wurde in zwei Ansétze aufgeteilt, mit Solubilisationspuffer auf eine
Gesamtproteinkonzentration von 2 mg/ml eingestellt und je 20 min mit 2 % TDOC oder
1 % LPC solubilisiert. Die Konzentration der Detergenzien orientierte sich an der zu Beginn
des Kapitels genannten Literatur. Danach wurden beide Ansétze im weiteren Aufreinigungs-
prozess gleich behandelt, dessen Durchfiihrung in Kapitel 3.2.13 ausfiihrlich dargestellt ist.
Zusétzlich wurden bei jeden Schritt Proben entnommen, die im Anschluss mittels SDS-PAGE
und Silberfarbung bzw. Western Blot untersucht wurden. Die Ergebnisse fiir das Detergenz
TDOC sind in Abbildung 4.8 (A) und (B) dargestellt. Vergleicht man in (B) die Banden von
nicht-solubilisiertem (Bahn 3) und solubilisiertem ABCB1 (Bahn 4) mittels Densitometrie,
zeigt sich, dass etwas weniger als 50 % des gesamten Proteins solubilisiert wurde (Verhalt-
nis 1:0,8). Auch wurde deutlich, dass etwa 50 % des solubilisierten ABCB1 nicht an die
Ni-beads gebunden wurden (Bahn 5).
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Abb. 4.7: Struktureller Vergleich der zur Solubilisation von ABCB1 verwendeten Detergenzien
Lysophosphatidylcholin (LPC) und Taurodesoxycholat (TDOC).
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Abb. 4.8: Aufreinigung von ABCB1 mit 2 % TDOC. (A) SDS-PAGE und Silberfiarbung
von Proben des Aufreinigungsprozesses (5 pg in Bahnen 1, 3, 4, 9, 15 pl in Bahnen 5-8):
Ausgangsmembranen (Bahn 1), Proteinstandard (Bahn 2), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn
3), mit TDOC solubilisierte Proteine (Bahn 4), nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn
5), Waschschritt Ni-NTA (Bahn 6), von Ni-NTA eluiertes ABCB1 (Bahn 7); (B) Western
Blot der Proben aus dem Aufreinigungsprozess in der gleichen Reihenfolge und Konzentration
wie bei (A), zusitzlich Uberstand nach Ultrazentrifugation der Proteoliposomen (Bahn 8),
rekonstituiertes Protein (Bahn 9).

Fir LPC wurden andere Ergebnisse erhalten (sieche Abbildung 4.9). Bei Verwendung dieses
Detergenzes wurde deutlich mehr ABCB1 solubilisiert, in der densitometrischen Analyse von
(B) zeigte sich ein Verhaltnis von 1:1,6 zwischen nicht-solubilisiertem (Bahn 3) und solubi-
lisiertem Protein (Bahn 4). Es wird also hier im weiteren Verlauf der Aufreinigung etwa
doppelt so viel ABCBI1 in der Affinitdtschromatographie eingesetzt als nach Solubilisation
mit TDOC. Zusétzlich ist nach LPC-Solubilisierung die Bindung an die Ni-beads effektiver,
nur 30 % des solubilisierten ABCB1 werden nicht gebunden. Dies kénnte auf eine Interfe-
renz von TDOC mit der Bindung an Ni-NTA hindeuten, da anteilig viel mehr mit LPC

solubilisiertes Protein gebunden wird.
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Abb. 4.9: Aufreinigung von ABCB1 mit 1 % LPC. (A) SDS-PAGE und Silberfiarbung von
Proben des Aufreinigungsprozesses (5 pg in Bahnen 2-4 & 9, 15 ul in Bahnen 5-8): Protein-
standard (Bahn 1), Ausgangsmembranen (Bahn 2), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 3), mit
LPC solubilisierte Proteine (Bahn 4), nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 5), Wasch-
schritt Ni-NTA (Bahn 6), von Ni-NTA eluiertes ABCB1 (Bahn 7); (B) Western Blot der Proben
aus dem Aufreinigungsprozess in der gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A), zu-
sitzlich Uberstand nach Ultrazentrifugation der Proteoliposomen (Bahn 8), rekonstituiertes
Protein (Bahn 9).

Fiir einen Vergleich der beiden von den Ni-beads eluierten Fraktionen (jeweils Bahn 7) wur-
den die Proben zusammen auf einen Blot aufgetragen. Dabei wurde deutlich, dass das mit
LPC gewonnene Eluat sehr viel mehr ABCBI1 enthielt als das mit TDOC gewonnene Eluat.
Auch die mit Hilfe des Amido Black Assays bestimmte Gesamtproteinkonzentration in den
final vorliegenden Proteoliposomen war fiir die LPC-Aufreinigung mit 0,99 mg/ml etwa dop-
pelt so hoch wie die der TDOC-Aufreinigung (0,45 mg/ml). Die Unterschiede der beiden
Detergenzien zeigten sich besonders bei Betrachtung der Gesamtausbeute. Dabei wurde

der ABCB1-Gehalt der Ausgangsmembranen zur ABCB1-Menge im gesamten Volumen der
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Proteoliposomen-Suspension ins Verhaltnis gesetzt. Fiir LPC betrug sie 19,9 %, fur TDOC
nur 4 %.

Um die Aktivitat des mit den verschiedenen Detergenzien aufgereinigten ABCB1 vergleichen
zu konnen, wurde untersucht, ob die Ausrichtung der Proteinmolekiile in der Membran der
Proteoliposomen einheitlich war. Diese Ausrichtung héangt von der beim Aufreinigungsprozess
verwendeten Lipidkonzentration ab. Hier wurden dem Elutionspuffer 0,4 % gemischte Lipide
zugesetzt, dies sollte zu einer inside-out Orientierung von ungefahr 50 % fithren [127, 130]. In
der Literatur wurde beschrieben, dass die ABCB1-Molekiile eine hohe Aktivitat im ATPase
Assay zeigen, wenn sie in diesem Verhéltnis in den Proteoliposomen vorliegen. Wiirde weniger
Lipid verwendet, waren dagegen bis zu 90 % der Molekiile in der inside-out Orientierung in
die Liposomenmembran integriert. Trotzdem wére die Aktivitdt wesentlich geringer. In der
oben genannten Literatur wurde dieses Phanomen auf eine sterische Hinderung aufgrund der
hohen ABCB1-Konzentration zuriickgefiihrt.

Die inside-out Orientierung von ABCB1 in den Proteoliposomen wurde mit Hilfe des in
Kapitel 3.2.16 beschriebenen CHAPS-Assays ermittelt. Fiir die beiden verschiedenen Auf-
reinigungen wurde eine mittlere inside-out Orientierung von 43,9 + 1,5 % bestimmt, wie
es durch den Einsatz der Lipide in einer Konzentration von 0,4 % etwa zu erwarten war
und &ahnlich in der Literatur beschrieben wurde. Dieses Ergebnis zeigt zum einen, dass das
zur Solubilisation eingesetzte Detergenz, welches theoretisch beim Dialysevorgang entfernt
werden sollte, keinen Einfluss mehr auf den Einbau von ABCBI1 in die Proteoliposomen
hat. Zum anderen war die Orientierung der ABCB1-Molekiile fiir beide Liposomen-Ansétze
vergleichbar und Unterschiede der ATPase Aktivitdt waren vor allem auf den Einsatz der

beiden verschiedenen Detergenzien zuriickzufiihren.

Mittels des in Kapitel 3.2.15 dargestellten ATPase Assays wurde die spezifische ATPase
Aktivitat der aufgereinigten Proteine bestimmt. Dazu wurde die basale Aktivitdt und die
durch 130 pM Verapamil stimulierte Aktivitat ermittelt. Der aus beiden Werten gebildete
Quotient stellte den Aktivierungsfaktor dar. Dieser Faktor betrug fiir die LPC-Aufreinigung
4,80 + 0,02 und fiir die TDOC-Aufreinigung 3,90 + 0,56. Das mit LPC solubilisierte ABCB1
war also etwas besser stimulierbar. Daneben waren die Ergebnisse fiir dieses ABCB1 im

Gegensatz zum mit TDOC aufgereinigten Protein sehr gut reproduzierbar.

Neben dem Aktivierungsfaktor wurde untersucht, ob der pECso-Wert fiir Verapamil im
ATPase Assay (siche Kapitel 3.1.9) fir beide Aufreinigungen tbereinstimmte. Der pECj5q-
Wert betrug fiir das mit LPC aufgereinigte ABCB1 4,80 + 0,25 (SEM), fir das mit TDOC
aufgereinigte Protein 4,63 £+ 0,10 (SEM) und war somit vergleichbar.
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Fazit

Das Detergenz LPC war in der Lage, doppelt so viel ABCB1 aus dem Proteingemisch der
Membranpréparation zu solubilisieren wie TDOC. Auch die Bindung des Histidin-markierten
Proteins an Ni-NTA in der Affinitdtschromatographie war fiir mit LPC solubilisiertes Pro-
tein erhoht. Dies konnte darauf zuriickzufithren sein, dass TDOC die Bindung des His-Tags
an Nickel direkt beeinflusst. Eine andere Moglichkeit wére eine teilweise Verdnderung der
Konformation des His-Tags durch TDOC, so dass dieser nicht mehr frei zugéanglich vorlage.
Sowohl die weniger effektive Solubilisierung von ABCB1 durch TDOC, als auch die schlech-
te Bindung an die Ni-beads fithrten dazu, dass im Eluat der Affinitatschromatographie viel
weniger Protein vorhanden war als fiir den Ansatz mit LPC. Die ABCB1-Konzentration in
den Proteoliposomen war bei Verwendung von LPC doppelt so hoch wie beim Einsatz von
TDOC. Die Gesamtausbeute verdeutlicht noch viel stiarker den Vorteil von LPC, fiir dieses
Detergenz betrug sie 19,9 %. Im Gegensatz dazu konnte mit TDOC nur 4 % des eingesetzten

ABCBI isoliert werden. LPC war somit insgesamt fast fiinffach effektiver.

Die Aktivierbarkeit beider aufgereinigter Proteine wies zwar keinen so deutlichen Unter-
schied auf, jedoch war mit LPC aufgereinigtes Protein etwas starker mit 130 pM Verapamil
stimulierbar. In der Literatur wurde bisher iiber unterschiedliche Stimulationsfaktoren von
ABCBI1 berichtet, welches mit 1 % LPC aus S. cerevisiae aufgereinigt worden war. Zum
einen wurde von Mao und Mitarbeitern eine 2,8fache Stimulation durch Verapamil beobach-
tet [89]. Im Vergleich dazu ist das hier gewonnene ABCBI1 sehr viel besser aktivierbar. Zum
anderen wurde von Figler et al. eine Stimulation der ATPase Aktivitdt durch Verapamil um
das 4,8fache beschrieben [103]. Die hier présentierten Ergebnisse stimmen damit sehr gut
iiberein. Da die pEC5o-Werte von Verapamil fiir beide Aufreinigungen im gleichen Bereich

lagen, konnten beide Praparationen fir ATPase Messungen verwendet werden.

4.1.5 Optimierung der Membranpraparation von BJ5457-MDR1

Die Isolierung der Zellmembranen von BJ5457-ABCBI1 stellt einen wichtigen Ausgangspunkt
fiir die Gewinnung von aufgereinigtem ABCB1 dar. Da die Membranen fiir die Aufreinigung
moglichst viel Protein enthalten sollten, wurde untersucht, ob bei der bisher etablierten Mem-
branpraparationsmethode groBlere Mengen ABCB1 verworfen werden und ob dies vermin-
dert werden konnte. Dazu wurden zunéchst an verschiedenen Stellen im Standard-Prozess
Proben entnommen und diese mittels Western Blot auf ihren ABCBI1-Gehalt untersucht
(siche Abbildung 4.10). Es ist zu sehen, dass durch die Zentrifugation 2 (14.000 x g) sehr
viel ABCB1 abgetrennt und verworfen wurde (Bahn 2). Durch Zentrifugation 1 (3.500 x g)
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Abb. 4.10: Membranpréiparation von BJ5457-ABCB1. SDS-PAGE und Western Blot von
Proben des Membranpriparationsprozesses (5 ng pro Bahn): Pellet Zentrifugation 1 (Bahn
1), Pellet Zentrifugation 2 (Bahn 2), Uberstand Ultrazentrifugation 1 (Bahn 3), Uberstand
Ultrazentrifugation 2 (Bahn 4), Zellmembranen (Bahn 5).

wurde ebenfalls eine geringere Menge an Protein entfernt (Bahn 1). Unter anderem werden
durch diesen Schritt jedoch auch nicht aufgeschlossene Zellen sedimentiert, deren ABCBI1
im Aufreinigungsprozess nicht erfasst werden kénnte. Aus diesem Grund sollte dieser Zentri-
fugationsschritt beibehalten werden. Eine effektive Optimierung der ABCB1-Ausbeute der

Membranpréparation konnte also lediglich durch Weglassen von Zentrifugation 2 erfolgen.

Zur Uberpriifung dieser These wurde mit Hilfe des Fed-Batch Verfahrens aus BJ5457-ABCB1
Zellen eine ausreichende Menge an Biomasse gewonnen und eine Membranpraparation herge-
stellt (siche Kapitel 3.2.9). Dabei wurde der Uberstand von Zentrifugation 1 in zwei Ansétze
aufgeteilt. Einer der Ansétze wurde unter den Bedingungen von Zentrifugation 2 behandelt,
der andere in dieser Zeit auf Eis gelagert. Danach wurden beide Anséatze ultrazentrifugiert
und im Weiteren gleich behandelt. Bei verschiedenen Schritten wurden Proben entnommen
und das Vorhandensein von ABCB1 mittels Western Blot iiberpriift.

Die densitometrische Auswertung des Blots zeigte, dass durch Auslassen von Zentrifugation 2
eine etwa 1,4fach starkere Anreicherung von ABCBI in der finalen Fraktion der Zellmem-
branen erreicht werden konnte. Mit Hilfe des ATPase Assays wurde daneben die apparente
Expression von ABCBI1 in beiden Zellmembran-Ansétzen bestimmt. Diese betrug fiir den
Ansatz mit zweitem Zentrifugationsschritt 2,7 % und fiir den Ansatz ohne Zentrifugations-
schritt 3,1 %. Auch hier war also ein Unterschied zu erkennen, jedoch war dieser nicht so

stark ausgepragt.

Laut Literatur werden bei Geschwindigkeiten zwischen 9.000 und 12.000 x g Mitochondrien
und endoplasmatisches Reticulum (ER) pelletiert [146, 147]. Folglich wéren diese Zellbe-
standteile auch in einem Pellet nach der Zentrifugation 2 mit 14.000 x g vorhanden. Der
hohe ABCBI1-Anteil in diesem Pellet kann damit erklart werden, dass Proteine und somit
auch ABCB1 im ER gebildet, gefaltet und posttranslational modifiziert werden. Es stellte
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Abb. 4.11: Aufreinigung von ABCBI aus einer Standard-Membranpréparation (mit Zentri-
fugation 2). (A) SDS-PAGE mit Silberfarbung und (B) Western Blot von Proben des Aufrei-
nigungsprozesses in der gleichen Reihenfolge (5 pg in Bahnen 1-4, 15 nl in Bahnen 5-7, 1,5 ng
in Bahn 8): Ausgangsmembranen (Bahn 1), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 2), solubilisier-
te Proteine (Bahn 3), nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Ni-NTA
(Bahn 5), von Ni-NTA eluiertes ABCB1 (Bahn 6), Uberstand nach Ultrazentrifugation der
Proteoliposomen (Bahn 7), rekonstituiertes ABCB1 (Bahn 8).

sich jedoch die Frage, ob das im ER vorhandene Protein bereits seine funktionelle Konfor-

mation erreicht hat oder ob es dort unfertig und aus diesem Grund inaktiv vorliegt.

Um diese Fragestellung zu kléaren, wurden die beiden verschiedenen Membranpraparations-
anséitze mit dem im vorigen Kapitel als optimal ermittelten Detergenz LPC (1 %) unter
den dort beschriebenen Bedingungen aufgereinigt. An verschiedenen Stellen im Prozess wur-
den Proben entnommen und diese mittels SDS-PAGE und Silberfarbung bzw. Western Blot

untersucht.
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Abb. 4.12: Aufreinigung von ABCBI1 aus einer Membranpraparation (ohne Zentrifugation 2).
(A) SDS-PAGE mit Silberfarbung und (B) Western Blot von Proben des Aufreinigungsprozes-
ses in der gleichen Reihenfolge (5 pg in Bahnen 1-4, 15 pl in Bahnen 5-7, 1,5 pg in Bahn 8):
Ausgangsmembranen (Bahn 1), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 2), solubilisierte Proteine
(Bahn 3), nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Ni-NTA (Bahn 5), von
Ni-NTA eluiertes ABCB1 (Bahn 6), Uberstand nach Ultrazentrifugation der Proteoliposomen
(Bahn 7), rekonstituiertes ABCB1 (Bahn 8).
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Die Ergebnisse fir das Standard-Protokoll (mit Zentrifugation 2) sind in Abbildung 4.11
dargestellt, Abbildung 4.12 zeigt die Ergebnisse fiir das Protokoll ohne Zentrifugation 2.
Wie zuvor erwahnt enthielt der Ansatz ohne Zentrifugation mehr ABCB1 als der Ansatz
mit Zentrifugationsschritt. Mit Hilfe von 1 % LPC konnte aus beiden Ansitzen etwa die
Hélfte des vorhandenen ABCBI1 solubilisiert werden (jeweils Bahn 3), davon wurden im
Mittel 64 % an den Ni-beads gebunden. Um diesen Wert zu erhéhen, sollte zukiinftig mehr
Ni-NTA eingesetzt werden. Die Blots verdeutlichen auch, dass beim Wasch-Schritt der Beads
Protein verloren geht. Ein Grund fiir diese nicht optimale Bindung tiiber den His-Tag konnte
eine zu hohe Imidazol-Konzentration im Waschpuffer sein. Diese sollte in weiteren Versuchen

verringert, werden.

Die Proteinkonzentration in den Proteoliposomen betrug 1,14 mg/ml fir das Standard-
Protokoll. Leider hatte sich tiber Nacht bei der Dialyse des anderen Ansatzes die Klammer
des Dialyseschlauches geoffnet, so dass die Konzentration hier nur noch bei 0,17 mg/ml lag.
Aus diesem Grund konnte die finale ABCB1-Konzentration beider Ansétze nicht verglichen
werden. Beide Ansétze des aufgereinigten Proteins wurden trotzdem auf die Stimulierbarkeit
der ATPase Aktivitdt untersucht, um zu tiberprifen, ob das nicht durch Zentrifugation 2
abgetrennte ABCBI1 in seiner aktiven Konformation vorlag. Mit 130 pM Verapamil konnte
die Aktivitat des Proteins, das mit Zentrifugationsschritt 2 gewonnen worden war, um den
Faktor 9,5 stimuliert werden. Obwohl die Konzentration des Proteins ohne Zentrifugation
2 sehr gering war, konnte eine Stimulation der ATPase Aktivitat gemessen werden und der

Faktor war mit 11,8 sogar etwas hoher.

Fazit

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Konzentration von ABCB1 in den mittels
Membranpréparation isolierten Zellmembranen erhéht werden kann, in dem der Zentrifuga-
tionsschritt 2 weggelassen wird. Zwar konnen hier die finalen Proteinkonzentrationen beider
Aufreinigungsansétze nicht miteinander verglichen werden, da sich der Dialyseschlauch des
Ansatzes ohne Zentrifugation 2 iiber Nacht getffnet hatte. Trotzdem konnten noch ABCBI1-
haltige Proteoliposomen gewonnen und deren ATPase Aktivitat bestimmt werden. Es wurde
deutlich, dass in diesem Ansatz sehr aktives ABCB1 vorhanden war, da trotz geringer Pro-
teinkonzentration ein hoher Stimulationsfaktor von 11,8 gemessen wurde. Also ist auch ohne
die Durchfiihrung von Zentrifugation 2 bei der Membranpréaparation aktives ABCB1 in den
gewonnenen Zellmembranen vorhanden. Aufgrund der geringen Ausbeute konnten nur weni-
ge Untersuchungen mit dem aufgereinigten Protein durchgefithrt werden. Der Versuch konnte

im Rahmen dieser Arbeit nicht wiederholt werden, da dies einen sehr grofien zeitlichen und
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arbeitstechnischen Aufwand und zuséatzlich hohe Kosten bedeutet hatte. Jedoch kann diese
Optimierung der Membranpraparationsmethode aufgrund der gezeigten Ergebnisse als sehr

vielversprechend betrachtet werden.

4.1.6 Diskussion der Methoden-Optimierung fiir die Arbeiten mit
BJ5457-ABCB1

Durch den Einsatz von Aureobasidin A-haltigen Agarplatten (0,5 pg/ml) konnten zuverlassig
BJ5457-ABCB1 Klone mit hoher Expression selektiert werden. Diese Klone waren auch fir
die Anwendung in der Fed-Batch Kultivierung vorteilhaft, da sie einheitliche und somit vor-
hersagbare Kulturparameter aufwiesen. Durch Kombination mit dem neu transformierten
Hefestamm BJ5457-ABCB1 werden zukiinftig unnétige Kosten und unnétiger Arbeitsauf-
wand vermieden, da Fed-Batch Kultivierungen und Membranpréparationen von Klonen mit

sehr niedriger Expressionsrate verhindert werden.

Der Gehalt von ABCB1 im Ausgangsmaterial fiir die Aufreinigung hatte sich bereits zuvor
als sehr wichtig fiir den Erfolg einer Aufreinigung erwiesen [127]. Aus diesem Grund sollte die-
ser moglichst zuverléssig bestimmt werden kénnen, da im Rahmen einer Aufreinigung noch
deutlich hohere Kosten anfallen als bei einer Membranpraparation. Bei der Bestimmung der
Expressionsrate von BJ5457-ABCB1 Klonen wurden in dieser Arbeit die Ergebnisse meh-
rerer Methoden zur Auswertung herangezogen. Zum einen wurde der ABCB1-Gehalt der
Membranpréaparation mittels Western Blot und Densitometrie semi-quantitativ untersucht
und sollte zukiinftig mit einer Referenzpraparation verglichen werden, aus der das Protein
in grofler Menge aufgereinigt werden konnte. Zum anderen wurde mit Hilfe des modifizierten
ATPase Assays (Kapitel 3.2.10) die apparente Expression von ABCB1 in der Membranpra-
paration untersucht. Wie in Kapitel 4.1.3 erwahnt wiesen Aureobasidin A-selektierte Klone
im Mittel eine mit Hilfe dieses Assays bestimmte Expression von 2,8 % auf. Im Folgenden
werden die Parameter zur Bestimmung eines fiir eine erfolgreiche Aufreinigung ausreichenden

ABCBI1-Gehalts von Membranpréiparationen zusammengefasst:

o Densitometrie: ABCB1-Gehalt mindestens gleich der Referenz und

o ATPase Assay: apparente Expression mindestens 2,7 %.

Betrachtet man die Ergebnisse aller im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Aufreinigun-
gen, so konnen mit TDOC 5,0 & 1,1 % des im Ausgangsmaterial vorhandenen ABCBI isoliert

werden, die finale Proteinkonzentration in den Proteoliposomen betrug 0,44 4+ 0,1 mg/ml.
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Abb. 4.13: Reinheit aller Aufreinigungen von ABCB1. SDS-PAGE mit Silberfarbung von den
im Rahmen dieser Arbeit hergestellten ABCB1-Aufreinigungen mit den folgenden Detergenzien
in der angegebenen Konzentration (5 pg pro Bahn): TDOC 2 % (Bahnen 1, 2, 4), LPC 1 %
(Bahnen 3, 5, 6), Proteinstandard (Bahn 7).

Fiir LPC konnte eine Gesamtausbeute von 17,1 + 3,9 % und eine mittlere Proteinkonzentra-
tion von 1,1 &+ 0,1 mg/ml erzielt werden. Somit war die Ausbeute der LPC-Aufreiniung knapp
3,5fach hoher und mit dem gleichen Arbeitsaufwand wurde Protein fiir eine sehr viel grofiere
Anzahl an Assays gewonnen. Das aufgereinigte ABCB1 sollte nicht nur fiir Untersuchungen
von Substraten und Modulatoren im ATPase Assay eingesetzt werden, sondern tiber diese
Arbeit hinausgehend auch fiir Photolabeling-Experimente dienen. Zu diesem Zweck wére
die LPC-Aufreinigung besser geeignet, da die Endkonzentration an ABCB1 in den Liposo-
men hoher war. Diese Ergebnisse belegen die deutliche Uberlegenheit des Detergenzes LPC

gegeniiber TDOC, die in allen Versuchen reproduziert werden konnte.

Um die Reinheit aller aufgereinigten Proteine zu vergleichen, wurden sie mittels SDS-PAGE
und Silberfarbung untersucht, wie in Abbildung 4.13 dargestellt. Bei allen Aufreinigungen
ist die Bande von ABCB1 zwischen 100 und 150 kDa die stérkste, das Protein liegt in den

Proteoliposomen fast rein vor.

Durch Verédnderung des Protokolls der Membranpraparation konnte die Konzentration von
ABCBI in den isolierten Zellmembranen erhoht werden, indem auf Zentrifugation 2 verzich-
tet wurde. Im Vergleich zum Ansatz, der mit der Standardmethode hergestellt worden war,
lag hier ebenfalls sehr aktives ABCB1 vor. Dies zeigte sich vor allem nach Aufreinigung und

Rekonstitution beider Ansétze. Da die Durchfithrung der Dialyse jedoch nicht wie vorgesehen
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Tab. 4.2: Ubersicht der Eigenschaften aller Aufreinigungen von ABCBI.

Bezeichnung Detergenz  Ausbeute Proteinkonz. Inside-out Aktivierungs-
& Konz. ABCB1 [%] [mg/ml] [%] faktor

ABCBL1 | TDOC 2 % 6,1 0,50 54,8 10,7 £ 1,7
ABCBL1 I TDOC 2 % 4,9 0,38 48,4 76 £0.2
ABCBL1 Il LPC1 % 19,9 0,99 45,3 4,80 + 0,02
ABCB1 IV TDOC 2 % 4,0 0,45 42,4 39£06
ABCB1 VI LPC1 % 14,4 1,14 61,8 95 +£22
ABCB1 VI LPC1 % - 0,17 - 11,8+ 238

verlief, sollten diese vielversprechenden Ergebnisse durch weitere Untersuchungen bestéatigt

werden. So konnte auch die Ausbeute der Aufreinigung noch weiter erhéht werden.

In Tabelle 4.2 sind die wichtigsten Eigenschaften der in dieser Arbeit aufgereingten ABCB1-
Chargen zusammengestellt. Fiir Untersuchungen von Substanzen auf ihre die ATPase Ak-
tivitat von ABCBI1 stimulierende Wirkung konnten prinzipiell alle Chargen verwendet wer-

den, besonders geeignet waren aufgrund ihrer guten Aktivierbarkeit jedoch ABCB1 I und

ABCB1 VI
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4.2 Charakterisierung von ABCB1-Aktivatoren mittels
ATPase Assay

Aufgereinigtes und in Proteoliposomen rekonstituiertes ABCB1 kann allgemein fiir verschie-
dene Arten von funktionellen Assays verwendet werden. In dieser Arbeit wurde das Protein
im ATPase Assay eingesetzt, um zu untersuchen, welchen Einfluss bestimmte Substanzen

auf den ATP-Umsatz des Proteins besitzen.

4.2.1 QB102 und LM 8.1

Theoretischer Hintergrund

In der Literatur sind neben vielen verschiedenen Inhibitoren von ABCB1 auch Substanzen
beschrieben, die das Transportprotein aktivieren kénnen. Dazu gehdren unter anderem be-
stimmte Flavonoid- und hydrophobe Peptid-Strukturen [148, 149]. Besonders interessante
Effekte zeigten die von Kondratov und Mitarbeitern veroffentlichten QB-Verbindungen [45].
Diese sind laut den Autoren in der Lage, den Efflux einiger Substrate wie zum Beispiel ver-
schiedener Anthrazykline oder Rhodamin 123 zu stimulieren, wihrend sie auf den Transport
anderer ABCBI1-Substrate ( Vinca Alkaloide, Hoechst 33342) inhibierend wirken. Die insge-
samt starkste Aktivierung wies die Substanz QB102 auf. Die Autoren schlossen eine mogliche
Erhohung der ABCB1-Expression als Grund fiir den verstirkten Auswartstransport aus, da

der aktivierende Effekt der Verbindungen sich bereits nach wenigen Minuten zeigte.

Die Interaktionen der in dieser Veroffentlichung untersuchten ABCB1-Substrate und Modula-
toren lassen sich zumindest teilweise mit Hilfe eines von Shapiro und Ling beschriebenen Mo-
dells erklaren [28, 29]. Diese Autoren postulierten zwei raumlich voneinander getrennte Bin-
dungsstellen mit jeweils definierter Substratspezifitdt, von denen eine nach dem dort gebun-
denen Substrat Rhodamin 123 (R-site) und die andere nach Hoechst 33342 (H-site) benannt
wurde. Dieses Modell wurde durch weitere Berichte in der Literatur unterstiitzt [30, 31].
Bindet ein Modulator an die eine Bindungsstelle, so kann laut Shapiro und Ling der Trans-
port eines Substrates mit Affinitdt zur anderen Bindungstelle verstarkt werden [28]. Die
beiden Bindungsstellen wiesen somit eine positive Kooperativitat auf. Basierend auf dieser
Annahme ordneten Shapiro und Ling auch den Anthrazyklinen eine Affinitét zur R-site zu,
da diese den Transport von Hoechst 33342 stimulierten und den von Rhodamin 123 inhibier-
ten. Die Inhibition wurde als eine Kompetition um die gleiche Bindungsstelle von ABCB1

interpretiert.
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Um die Interaktion der verschiedenen Bindungsstellen von ABCB1 nédher zu untersuchen,
wurde von Lars Mollmann eine Serie von Analoga der durch Kondratov et al. beschrie-
benen Verbindung QB102 synthetisiert [46]. QB102 soll laut Literatur an die H-site des
Proteins binden [33, 45] und somit den Efflux von Substraten der R-site verstérken. Die-
se ABCB1-aktivierende Wirkung der neuen QB-Derivate wurde von Katja Sterz sowohl in
einem Daunorubicin- als auch in einem Rhodamin-Akkumulations-Assay durchflusszytome-
trisch iiberpriift [46]. Es zeigte sich, dass einige der neu synthetisierten Verbindungen, genau-
so wie auch die Referenzsubstanz QB102, in der Lage waren, den Efflux von Daunorubicin

bzw. Rhodamin zu verstarken.

Wie zuvor erwiahnt wurde in der Literatur postuliert, dass die QB-Aktivatoren an die H-site
von ABCBI binden, die sich im Bereich der transmembranédren Doménen (TMDs) befinden
soll [33, 150]. Auch die Bindungsstelle von Rhodamin 123 ist von mehreren Autoren in den
transmembranédren Regionen nachgewiesen worden [26, 33, 151]. Daneben wird beschrieben,
dass die Bindung eines Substrates an die TMDs eng mit dem Vorgang der Bindung bzw. der
Hydrolyse von ATP verkntipft ist, welcher die fiir den Transport benétigte Energie bereit
stellt [37, 39, 152-154]. Zudem soll die Substrat-Bindung zu Konformationsédnderungen in
bestimmten transmembranaren Regionen des Proteins fithren, wodurch wiederum {tiber eine
sogenannte Kupplungshelix Verdnderungen der Konformation der Nukleotidbindungsstellen
(NBDs) hervorgerufen werden [33, 153, 155].

Es stellte sich die Frage, durch welchen Mechanismus Aktivatoren eine Verstirkung des
Transports von ABCB1-Substraten auslosen konnen. Eine Moglichkeit wére, dass diese Ver-
bindungen die Konformation der R-site in den transmembranéren Doménen so verdndern,
dass sich die Affinitat des Proteins fiir Substrate dieser Bindungsstelle erhéht. Dadurch wiir-
den die Substrate vermehrt binden und aus diesem Grund auch verstéirkt transportiert. Zwei
weitere mogliche Erklarungen fiir den Mechanismus der Aktivierung basieren auf einer Be-
teiligung der Nukleotidbindungsstellen. Eine Grundlage dafiir stellt die ATP-Hydrolyse als
Voraussetzung fiir den Transportvorgang dar. Zum einen kénnte die Bindung der Aktiva-
toren an ABCB1 den Umsatz von ATP stimulieren, der zu einer Erhéhung der Transport-
geschwindigkeit fithren wiirde. Zum anderen kénnte die Affinitdt der NBDs fiir ATP durch
die Bindung eines Aktivators erhoht werden. Dadurch kdme es zu einer vermehrten Bindung

von ATP, welche die Transportaktivitit verstiarken wiirde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde derjenige mogliche Mechanismus der Aktivie-
rung des Substrattransportes untersucht, der von einem verstéirkten ATP-Umsatz ausgeht.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im folgenden Unterkapitel vorgestellt. Der

zuletzt beschriebene Mechanismus, der auf einer erhohten Affinitdt von ATP basiert, wur-
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de von Katja Sterz untersucht. Thre Ergebnisse werden ebenfalls kurz dargestellt, um eine

umfassende Diskussion der Fragestellung zu ermoglichen.

Untersuchungen mittels ATPase Assay

Fir die folgenden Untersuchungen wurden die Referenzsubstanz QB102 und die im Dauno-
rubicin-Akkumulations-Assay aktivste Verbindung LM 8.1 ausgewéhlt, deren Strukturen in
Abbildung 4.14 dargestellt sind [46].

Zunéchst wurde mittels des in Kapitel 3.1.9 beschriebenen ATPase Assays iiberpriift, ob
QB102 und LM 8.1 einen Einfluss auf die ATPase Aktivitat von ABCB1 aufweisen. Ab-
bildung 4.15 stellt die Ergebnisse dieser Messungen vor. Im Vergleich zu Rhodamin 123,
einem bekannten ABCB1-Substrat und Stimulator der ATPase Aktivitdt, konnten die bei-
den Aktivatoren die ATP-Hydrolyse des Proteins in keiner der eingesetzten Konzentrati-
onen stimulieren. Die Verbindungen zeigen, wie auch im zuvor beschriebenen Rhodamin-
Akkumulations-Assay, ein dhnliches Verhalten wie der in der Literatur beschriebene Aktiva-
tor Hoechst 33342 [46], der ebenfalls nicht oder nur in sehr geringem Mafle in der Lage ist,
die ATPase Aktivitat von ABCBI1 zu beeinflussen [92, 127, 153].

Da QB102 und LM 8.1 im funktionellen Rhodamin-Akkumulations-Assay den Efflux dieses
Substrates verstarken konnten [46], wurde anschliefend der Einfluss dieser beiden Verbin-
dungen auf die durch Rhodamin 123 konzentrationsabhéngig stimulierte ATPase Aktivitat
untersucht. Dazu wurden mittels ATPase Assay Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Rho-
damin 123 in Ab- und Anwesenheit der beiden Aktivatoren aufgenommen. Die hier einge-
setzten Konzentrationen wurden so ausgewéhlt, dass sie denjenigen entsprachen, die in den
funktionellen Assays einen deutlich aktivierenden Effekt auslosten [46]. Abbildung 4.16 und
Tabelle 4.3 zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Die durch Rhodamin stimulierte
ATPase Aktivitat wird durch die Anwesenheit der beiden Aktivatoren QB102 und LM 8.1

e
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Abb. 4.14: Strukturen der ABCB1-Aktivatoren QB102 und LM 8.1.
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Abb. 4.15: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Rhodamin 123, QB102 und LM 8.1.
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Abb. 4.16: Einfluss von QB102 und LM 8.1 auf die Stimulation der ATPase Aktivitit von
ABCBI1 durch Rhodamin 123. Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Rhodamin 123 in Ab-
und Anwesenheit von QB102 und LM 8.1 in der jeweils angegebenen Konzentration.
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Tab. 4.3: Ergebnisse der Kombinationsversuche von Rhodamin 123 mit den Aktivatoren
QB102 und LM 8.1 im ATPase Assay.

Rhodamin 123
Zusatz pECso = SEM

ohne 4,31 +£ 0,01
QB102
1,00 uM 422 + 0,10
3,16 uM 425 + 0,10
31,6 uM 427 + 0,11
LM 8.1

0,100 yM 4,15 + 0,11
0,316 yM 4,00 & 0,11
3,16 uM 4,02 + 0,10

nicht signifikant beeinflusst. Es wird deutlich, dass die Bindung der zwei Aktivatoren in Kom-
bination mit Rhodamin 123 an ABCBI1 nicht zu einem vermehrten ATP-Umsatz fithrt und

somit der verstarkte Substrat-Efflux nicht uber diesen Mechanismus erklart werden kann.

Um zu untersuchen, ob die Aktivatoren die Affinitdt von ATP gegeniiber seiner Bindungs-
stelle erhohen konnen, wurden von Katja Sterz Ky-Werte fiir ATP in Ab- und Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen von QB102 und LM 8.1 bestimmt [46]. Wiederum wurden
diese Konzentrationen der Substanzen eingesetzt, die bereits in den funktionellen Assays
eine Aktivierung von ABCB1 hervorgerufen hatten. In Gegenwart von 0,1 ptM LM 8.1 nahm
der Ky-Wert zunéchst geringfiigig zu. Dies bedeutet, dass die Affinitdt von ATP zum Prote-
in in Anwesenheit von LM 8.1 leicht abnahm. Bei héheren Aktivator-Konzentrationen sank
der Ky-Wert und damit die Affinitéat wieder auf den Wert ohne Substanz ab. Ahnliche Er-
gebnisse zeigten die Bestimmungen, die mit QB102 durchgefithrt wurden. In diesem Fall
war jedoch die Verédnderung des Ky-Wertes geringer ausgeprigt. Aus diesen Untersuchun-
gen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Aktivatoren LM 8.1 und QB102 die
Affinitat von ATP zu seiner Bindungsstelle nicht erhohen.

Fazit

Die hier présentierten Ergebnisse widerlegen beide zu Beginn aufgestellten Theorien zu ei-
ner Beteiligung der ATP-Bindungsstellen am Mechanismus der Verstarkung des Substrat-
Transportes. Weder ein erhohter ATP-Umsatz noch eine gesteigerte Affinitat von ATP zu den
NBDs tragen zur durch die beiden Aktivatoren QB102 und LM 8.1 ausgelosten Aktivierung

von ABCBI1 bei. Aus diesem Grund erscheint es eher wahrscheinlich, dass Substanzen dieser
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4 Ergebnisse und Diskussion

Klasse in den transmembranéren Regionen des Proteins binden und dadurch Konformati-
onsdnderungen hervorrufen, die zu einer erhohten Affinitat des transportierten Substrates

zu seiner Bindungsstelle fiihren, und somit den verstarkten Transport bewirken.

4.2.2 Hoechst 33342

Theoretischer Hintergrund

Die Eigenschaften von Hoechst 33342 sind denen der ebenfalls aktivierend wirkenden QB-
Verbindungen sehr dhnlich. Wie in der Literatur und im vorigen Kapitel bereits ausfiihrlich
beschrieben, ist Hoechst 33342 in der Lage, den Efflux von Substraten, wie zum Beispiel
Rhodamin 123, in transport-basierten Assays zu verstarken [28, 46]. Jedoch besitzt die Ver-
bindung selbst keinen oder nur einen sehr geringen stimulierenden Einfluss auf die ATPase
Aktivitat des Proteins [92, 127, 153]. Laut Literatur sollen die QB-Verbindungen an die nach
dem Liganden Hoechst 33342 benannte H-site von ABCBI1 binden [33, 45, 46]. In diesem
Fall miisste der Einfluss dieser drei Substanzen auf die durch Rhodamin stimulierte ATPase
Aktivitat ebenfalls gleich sein. Um dies zu untersuchen, wurden die mit QB102 und LM 8.1
durchgefithrten ATPase Messungen in Kombination mit Rhodamin 123 jetzt mit Hoechst
33342 ausgefiihrt.

H,N

Rhodamin 123

0" CH,

H.C_ _CH
3 3 Cl:Hg
o) N o)
HaC”™ “CH,
CN
H.C CH
3 \O O/ 3

Verapamil

Abb. 4.17: Strukturen von Rhodamin 123, Hoechst 33342 und Verapamil.
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Zusétzlich wurde die Substanz Verapamil untersucht, die einen klassischen Stimulator der
ATPase Aktivitit von ABCB1 darstellt. Uber die genaue Lokalisation der Bindungstelle von
Verapamil gibt es in der Literatur unterschiedliche Berichte [26, 151, 156]. Einigkeit herrscht
jedoch iiber die Tatsache, dass diese Bindungsstelle nicht exakt mit der von Rhodamin 123
iibereinstimmt. In diesem Fall miisste der Einfluss von Hoechst auf die durch Verapamil und
Rhodamin 123 stimulierte ATPase Aktivitat unterschiedlich sein. Abbildung 4.17 zeigt die

Strukturen der drei eingesetzten Substanzen.

Untersuchungen mittels ATPase Assay

Um zu iiberpriifen, welchen Einfluss Hoechst 33342 auf die durch Rhodamin 123 bzw. Verapa-
mil stimulierte ATPase Aktivitat hat, wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven der beiden
Substanzen in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von Hoechst aufgenommen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 zusammengestellt. Es zeigte sich, dass der pECsy-Wert von
Rhodamin 123 mit steigenden Mengen von Hoechst verringert wurde. Es wurde also in Anwe-
senheit des Aktivators weniger Rhodamin bendtigt, um die ATPase Aktivitat von ABCBI1
halbmaximal zu stimulieren. Somit erhéhte sich die Affinitédt des Proteins fiir Rhodamin
in Gegenwart von Hoechst. Im Gegensatz dazu wurde die Affinitdt von Verapamil durch
die Anwesenheit von Hoechst nicht signifikant beeinflusst. Daneben konnte allgemein beob-
achtet werden, dass die maximale Aktivierbarkeit von ABCB1 bei Erhohung der Hoechst-
Konzentration geringer wurde. Dies ist beispielhaft zusammen mit der Linksverschiebung
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Rhodamin durch 31,6 pM Hoechst in Abbildung
4.18 dargestellt.

Fazit

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss von Hoechst 33342 und QB102
bzw. LM 8.1 auf die Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Rhodamin 123 unterschiedlich ist.
Es wurde deutlich, dass steigende Konzentrationen von Hoechst sowohl den pEC5y-Wert von
Rhodamin als auch die maximale Stimulierbarkeit des Proteins erniedrigten. Jedoch waren
alle drei untersuchten Aktivatoren nicht in der Lage, selbst die ATPase Aktivitat von ABCB1

zu stimulieren.

Durch die Abnahme der zur halbmaximalen Stimulation benotigten Rhodamin-Menge zeigte
sich eine durch Hoechst ausgeloste Verstiarkung der Affinitédt von Rhodamin 123 zu ABCBI.
Zuvor konnte nachgewiesen werden, dass die QB-Verbindungen keinen Effekt auf die durch

Rhodamin stimulierte ATPase Aktivitat des Proteins aufweisen. Beziiglich des Mechanismus
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Tab. 4.4: Ergebnisse der Kombinationsversuche von Rhodamin 123 bzw. Verapamil mit dem
Aktivator Hoechst 33342 im ATPase Assay.

Rhodamin 123 Verapamil
Zusatz pECs9 £ SEM pECs9 = SEM

ohne 4,31 + 0,01 495 + 0,16
Hoechst 33342

3,16 uyM 445 4+ 0,13 nicht bestimmt
5,62 uM 4,60 £+ 0,01 4,77 £ 0,09
15,8 uM 461 + 0,10 5,11 £+ 0,03
31,6 uM 4,80 £+ 0,06 501 + 0,12

der Aktivierung von ABCB1 konnten zwischen den untersuchten Verbindungen folglich Un-
terschiede vorhanden sein. Um diesen verdnderten Mechanismus néher zu charakterisieren,

sind jedoch weitere Experimente notwendig.

Hoechst hatte unterschiedliche Effekte auf den pECsy-Wert von Rhodamin bzw. Verapamil.
Die Ergebnisse zeigten, dass Hoechst keinen Einfluss auf die Affinitdt von Verapamil zu
ABCBI1 hatte. Aus diesem Grund koénnte vermutet werden, dass Verapamil und Rhodamin
nicht an die gleiche Bindungsstelle binden. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Berich-

ten aus der Literatur zu Unterschieden in der Lokalisation der Bindungsarreale der beiden
Substanzen [26, 151, 156].

0457 o Rhodamin 123

0.40+ Rhodamin 123
0.354 + Hoechst 33342 31,6 uM

Spezifische Aktivitat
[umol Pi/min/mg]
o
N
T

9 8 7 6 5 -4 -3
log c(Rhodamin 123), M

Abb. 4.18: Einfluss von Hoechst 33342 auf die Stimulation der ATPase Aktivitat von ABCB1

durch Rhodamin 123. Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Rhodamin 123 in Ab- und Anwe-
senheit von 31,6 M Hoechst.
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4.3 ABCG2 aus Saccharomyces cerevisiae

4.3 ABCG2 aus Saccharomyces cerevisiae

4.3.1 Charakterisierung des neuen Hefestammes LPY11-ABCG2

Als heterologes Expressionssystem fiir die ABCG2-Mutante R482G wurde der Saccharomy-
ces cerevisiae Stamm LPY11 ausgewahlt, da fiir ihn in der Literatur bereits eine sehr hohe
Expression des ABC-Transporters ABCB1 beschrieben wurde [130]. LPY11 wt Zellen, deren
genetischer Hintergrund in Kapitel 3.2.1 dargestellt ist, besitzen eine reduzierte Konzentra-
tion von Ergosterol in ihrer Zellmembran. Dies wirkt sich laut Literatur vorteilhaft auf die
Expression grofier membranstandiger Proteine aus [130, 157]. Zudem verliert die Membran
durch die verringerte Ergosterol-Konzentration an Rigiditat, so dass exprimierte Proteine
bereits durch milde Detergenzien solubilisiert werden konnen. Dies hétte einen positiven
Einfluss auf die Aktivitit des im Weiteren aufgereinigten Proteins, da so die native und ak-
tive Konformation mit groflerer Wahrscheinlichkeit erhalten bliebe. Ein weiterer Vorteil von
LPY11 ist seine im Vergleich zu dem in dieser Arbeit fiir die Expression von ABCB1 verwen-
deten Stamm BJ5457 kiirzere Verdopplungszeit, die die Dauer der Fed-Batch Kultivierung

entscheidend verringert.

Fir die Transformation von LPY11 standen zwei verschiedene Plasmid-Konstrukte zur Aus-
wahl, bei denen das ABCG2-Gen entweder C-terminal oder N-terminal mit einem Histidin-
Tag aus zehn Histidinen markiert war. Diese Lange des His-Tags erscheint vorteilhaft zu
sein, da in der Literatur mit einer kiirzeren Markierung aus sechs Histidin-Molekiilen nur
eine schlechte Bindung an das bei der Aufreinigung eingesetzte Nickel-Harz erreicht werden
konnte [64].

Die Verwendung sowohl eines N-terminal als auch eines C-terminal markierten ABCG2-
Konstruktes ist literaturbeschrieben [64, 82, 119]. In einem Fall wurde iiber eine hohere Ex-
pressionsrate des Konstruktes mit Markierung am N-Terminus im Vergleich zum C-terminal
markierten Protein berichtet [64]. Da ABCG2 eine umgekehrte Topologie aufweist, bedeutet
eine N-terminale Markierung, dass sich der His-Tag an der ATP-Bindungsstelle des Proteins
befindet. Generell scheint ein His-Tag an dieser Stelle glinstig fiir die funktionale Expression
von ABC-Transportern zu sein, da auch fiir ABCB1 oder ABCC1 aktives Protein aus solchen
Konstrukten gewonnen wurde, bei denen die Histidin-Markierung an der ATP-Bindungsstelle
war [94, 103]. Aus diesen Griinden wurde das Plasmid pCHH10m3N-ABCG2 ausgewéhlt, bei
dem der His-Tag N-terminal vor dem Gen eingefiigt wurde. Weitere Eigenschaften des Plas-

mids sind in Kapitel 3.2.1 beschrieben.
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Transformation von LPY11-ABCG2

Zunachst wurde das fiir die Transformation von LPY11 vorgesehene Plasmid pCHH10m3N-
ABCG2 mit Hilfe von E. coli vermehrt und mittels Midi-Préparation isoliert (siche Kapi-
tel 3.1.2). Danach lag es mit einer Konzentration von 1,4 ng/pl in guter Reinheit (Faktor 1,9)

VOr.

Zur Transformation von kompetenten LPY11 Zellen wurden 1,4 pg Plasmid-DNA verwen-
det, die entsprechenden Techniken sind in Kapitel 3.2.4 beschrieben. Nach 2-3 Tagen waren
auf Selektionsagar (SD-Leu-Ura) Kolonien gewachsen, von denen einige zufillig ausgewéhl-
te noch zweimal nacheinander auf frischen Agar (SD-Leu-Ura) iiberimpft wurden, um die
Selektion iiber den auxotrophen Marker sicherzustellen. Die so entstandenen Klone wurden

fiir die weiteren im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche eingesetzt.

Charakterisierung von LPY11-ABCG2 Klonen

Mit Hilfe eines Zellextraktes und anschlieBendem Western Blot wurde die Expression von
ABCG2 (R482G) in verschiedenen Klonen des neuen Hefestammes nachgewiesen. Fiir den
Western Blot wurde BXP-21 als primérer Antikérper eingesetzt, der intrazelluldr in der
Linker-Region zwischen der ATP-Bindungsstelle und den transmembranaren Regionen bin-
det [51, 158]. In Abbildung 4.19 ist das Ergebnis dieses Screenings beispielhaft fir fiinf Klone
dargestellt, jedoch exprimierten auch alle anderen untersuchten Klone das Transportprotein.
Insgesamt wurde ABCG2 unter dem Einfluss des starken PGK-Promoters homogen expri-

miert, es zeigten sich nur kleinere Unterschiede.

Klon 13 (Bahn 4) mit einer gegeniiber den anderen Klonen geringfiigig erhohten ABCG2-
Expression wurde fiir die weitere Charakterisierung und Verwendung in dieser Arbeit ausge-
wahlt. Das apparente Molekulargewicht von etwa 68 kDa lag unter dem fiir die Expression in
humanen Zellen beschriebenen Molekulargewicht von 72 kDa [51] und legte die Vermutung
nahe, dass ABCG2 in S. cerevisiae nur teilweise glykosyliert wird. Es konnte jedoch von
mehreren Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass die Glykosylierung von ABCG2 nicht essen-
tiell fiir die Funktionsfdhigkeit des Proteins ist [65-67]. Des Weiteren soll das Fehlen der
Zuckermolekiile laut Diop und Mitarbeitern auch keinen Einfluss auf die Expressionsrate,
den Transport des Proteins vom endoplasmatischen Retikulum zur Zellmembran oder das

Zusammenfinden der Monomere zu Dimeren haben [66].

Zur weiteren Charakterisierung von LPY11-ABCG2 wurde eine Wachstumskinetik aufge-

nommen. Dabei zeigte sich, dass der transformierte Stamm eine deutlich verlangerte Ver-
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Abb. 4.19: Screening von LPY11-ABCG2 Klonen. Mittels Western Blot wurden mehrere
Klone auf ihre Expressionsrate untersucht (5 pg pro Bahn): Klone 10-14 (Bahnen 1-5).

dopplungszeit von 2,2 £+ 0,4 h gegeniiber dem Wildtyp-Stamm mit 1,4 4+ 0,2 h aufwies. Dieses
Phénomen stimmt mit Beobachtungen fiir die Expression von ABCB1 in Hefen im Rahmen
dieser Arbeit (Kapitel 4.1.1) und in der Literatur [89, 103] tiberein und wird vermutlich

durch die forcierte Expression fremder Proteine verursacht.

Optimierung von SDS-PAGE und Western Blot zum Nachweis von ABCG2

Abbildung 4.20 (A) zeigt, dass zu Beginn der Arbeiten nicht nur eine Bande von ~68 kDa
durch den priméaren Antikorper BXP-21 erkannt wurde, sondern auch mehrere kleinere Ban-
den. Wahrscheinlich handelt es sich bei diesen kleinen Banden um Bruchstiicke des Proteins.
Um dieses Problem zu umgehen, wurde wie schon im Fall von ABCBI1 die Temperatur bei

der Denaturierungsreaktion von 37 °C auf RT reduziert.

Desweiteren wurde zur Verminderung von unspezifischer Bindung die Verdiinnung des pri-
maren Antikorpers von 1:500 auf 1:1.000 erhoht und zusétzlich in dieser Losung eine hohere
BSA-Konzentration eingesetzt. AuBlerdem wurde die Verdiinnung des sekundéren Antikor-
pers von 1:10.000 auf 1:20.000 erhéht. Das Ergebnis dieser Optimierungen ist in Abbil-
dung 4.20 (B) dargestellt. Wie zu sehen ist, konnte auf diese Weise nicht nur die unspezifische
Bindung vermindert werden, sondern es wurde auch deutlich, dass ABCG2 in S. cerevisiae als
zwei Spezies mit sehr geringem Molekulargewichtsunterschied exprimiert wurde. Diese Be-
obachtung wurde bereits fiir die Expression von ABCG2 in Insektenzellen beschrieben [120].
Pozza und Mitarbeiter erforschten dieses Phdnomen im Detail und kamen nach verschiede-

nen Untersuchungen zu dem Schluss, dass die obere Spezies reifes und funktionelles Protein
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Abb. 4.20: Antikérpermarkierung eines Western Blots von ABCG2 vor und nach Optimie-
rung. (A) Denaturierung der Proben fiir die SDS-PAGE bei 37 °C, Verdiinnung des priméren
Antikérpers BXP-21 1:500 und des sekundéren Antikorpers 1:10.000 (5 pg pro Bahn); (B)
Denaturierung bei RT, Verdiinnung des priméren Antikorpers 1:1.000 und des sekundéaren An-
tikorpers 1:20.000 (5 pg pro Bahn).

darstellt, wahrend es sich bei der unteren Spezies um ein inaktives Faltungsintermediat han-

delt.

Belichtet man den Western Blot eines Zellextraktes von LPY11-ABCG2 etwas lédnger, so wird
eine weitere Bande sichtbar, die ein apparentes Molekulargewicht von ~140 kDa aufweist.
Da dies etwa dem doppelten Gewicht des ABCG2-Monomers entspricht, konnte es sich um
ein Dimer des Proteins handeln. Laut Literatur besteht ein ABCG2-Dimer aus zwei Mono-
meren, die {iber eine intermolekulare Disulfidbriicke verbunden sind [58, 59, 61, 62]. Dieses
Dimer wird in der Literatur vielfach als die kleinste funktionelle Einheit des Halbtranspor-
ters ABCG2 beschrieben. Aufler einem Dimer wurden auch héher organisierte Oligomere wie

zum Beispiel ein Tetramer postuliert [63, 64].

Die in dieser Arbeit gewahlten reduzierenden Bedingungen bei der Probendenaturierung fiir
die SDS-PAGE fithren im Allgemeinen dazu, dass Disulfidbriicken in der Proteinstruktur
getrennt werden. Liegt jedoch eine grofie Menge solcher Bindungen in der Probe vor, werden
nicht alle S-S-Bindungen vom Reduktionsmittel erfasst. Eine mogliche Erklarung fiir die

Bande von ~140 kDa wéare also eine hohe Konzentration des ABCG2-Dimers in der Probe.

Um néaher zu untersuchen, ob es sich bei der zusétzlichen Bande um ein ABCG2-Dimer han-
deln kénnte, wurden Proben eines Zellextraktes und einer Membranpraparation von LPY11-
ABCG2 vor der SDS-PAGE in An- und Abwesenheit des Reduktionsmittels DTT denatu-

riert. Da sich in Abwesenheit von DTT auch nicht-native Disulfidbriicken bilden kénnten,
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Abb. 4.21: Untersuchung der Oligomerisierung von ABCG2. Western Blot von Proben eines
Zellextraktes (Bahnen 1 & 2) und einer Membranpréparation (Bahnen 3 & 4) von LPY11-
ABCG?2 unter reduzierenden (Bahnen 2 & 4) und nicht-reduzierenden Bedingungen (Bahnen
1 & 3), die Pfeile markieren detektierte Banden (5 pg pro Bahn).

wurde diesen Proben zusitzlich 10 mM N-Ethylmaleimid (NEM) zugesetzt [58], welches
stabil an Thiolgruppen im Protein bindet. Betrachtet man Abbildung 4.21, so zeigt sich,
dass die fiir das Monomer detektierte Bande in Anwesenheit von DTT (Bahnen 2 & 4)
stiarker ausgeprégt ist als in Abwesenheit der Substanz (Bahnen 1 & 3). Es scheint also in
letzteren Proben weniger ABCG2-Monomer vorhanden zu sein. Fiir die vermutliche Bande
des Dimers bei ca. 140 kDa zeigt sich nur ein geringer Unterschied der Chemolumineszenz,
jedoch sind die Banden in den beiden Proben ohne DTT geringfiigig dunkler. Dies legt den
Schluss nahe, dass in diesen Proben mehr Dimer vorliegt. Die Probe ohne DTT, in der die
Zellmembran angereichert ist (Bahn 3), weist zusétzlich noch eine weitere Bande auf, die
grofler als 200 kDa ist. Hierbei konnte es sich eventuell um ein Tetramer handeln, das ein
Molekulargewicht von ungeféhr 280 kDa hétte.

Fazit
Der Hefestamm LPY11 wt konnte erfolgreich mit dem Plasmid pCHH10m3N-ABCG2 trans-

formiert werden. Alle untersuchten Klone des neuen Stammes LPY11-ABCG2 exprimierten

das Zielprotein auf einem vergleichbaren Level. Die auf diese Weise nachgewiesene Stabili-
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tat der Transformation war Voraussetzung fiir die routineméflige Verwendung von LPY11-
ABCG2. AuBlerdem wurde deutlich, dass die Selektion der Klone iiber den auxotrophen
Marker ausreichend war. Weitere Stoffe zur Erhohung des Selektionsdrucks wurden folglich
nicht benotigt, so dass die Kosten der Kultivierung grofler Mengen an Zellen gering blieben.
Die zur weiteren Charakterisierung von LPY11-ABCG2 bestimmte Verdopplungszeit war
gut reproduzierbar und betrug im Mittel 2,2 h. Hier bestatigte sich der Vorteil der Verwen-
dung von LPY11 gegeniiber BJ5457, dessen Verdopplungszeit mit 2,7 + 0,8 h langer und

auch viel schlechter reproduzierbar war.

Das apparente Molekulargewicht von ABCG2 lag bei 68 kDa und war im Vergleich zum in
humanen Zellen exprimierten Protein etwas niedriger. Da Hefen nicht alle eukaryotischen
posttranslationalen Zuckerverkniipfungen durchfiihren konnen, lief§ diese Beobachtung auf
eine Unterglykosilierung schlieffen. Die geringere Glykosylierung beeinflusst jedoch laut Li-
teratur die Funktion des Proteins nicht [66]. Daneben zeigte sich, dass ABCG2 in S. cerevisiae

als zwei Spezies mit geringem Molekulargewichtsunterschied exprimiert wurde.

Mittels SDS-PAGE und Western Blot konnte auch gezeigt werden, dass in den Proben
der Membranpraparation zuséatzlich ein Protein von ~140 kDa vorhanden war, welches das
ABCG2-Dimer darstellen konnte. Um den Oligomerisierungsstatus von ABCG2 bei der Ex-
pression in S. cerevisiae genau zu bestimmen, miissten jedoch noch weitere, spezifischere
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Fiir die vorliegende Arbeit war dies jedoch zunéchst
nicht von zentralem Interesse. Wichtig war vor allem zu tiberpriifen, ob das Protein prinzipiell

von den Hefezellen in einer funktionellen Konformation exprimiert wurde.

4.3.2 Funktionelle Untersuchungen von ABCG2 in LPY11-ABCG2

Nachdem die Expression von ABCG2 in LPY11-ABCG2 nachgewiesen wurde, wurde nun
mit Hilfe eines funktionellen Tests untersucht, ob das Protein Transportaktivitat aufwies.
Dazu wurden Wachstumskurven von LPY11 wt und LPY11-ABCG2 in An- und Abwesen-
heit von bekannten ABCG2-Substraten verglichen und festgestellt, ob diese Substrate durch
vermehrten Efflux aus transformierten Hefen fiir diese Zellen weniger toxisch sind als fiir die
Wildtyp-Zellen. Der Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.11 dargestellt.

Etablierung des Testsystems mit LPY11-ABCB1

Um das neue Testsystem zu etablieren, war es notwendig, einen Hefestamm mit moglichst

ahnlichen Eigenschaften zu LPY11-ABCG2 und einem nachweislich aktiven Transportpro-
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tein zu verwenden. Da bereits in der Literatur beschrieben wurde, dass aus dem Stamm
LPY11-ABCB1 aktives Protein isoliert werden konnte, wurde dieser als Vergleichsstamm
ausgewahlt [130]. Zur Herstellung wurde das Plasmid YEplac195-MDR1 eingesetzt, das zu-
vor in E. coli vermehrt worden war (Konzentration 1,2 pg/pl, Reinheitsfaktor 1,8). Nach der
Transformation kompetenter LPY11 wt Zellen mit 1,8 pg Plasmid-DNA wurden die auf Se-
lektionsagar entstandenen Kolonien ein weiteres Mal auf frischen Agarplatten ausgestrichen,

um die Selektion iiber den auxotrophen Marker zu gewéhrleisten.

Aus zufallig ausgewéhlten Klonen wurde mittels Zellextrakt und Western Blot Klon 2a-1 als
derjenige mit der hochsten ABCBI1-Expression identifiziert und fiir die folgenden Studien
verwendet. In der Wachstumskinetik zeigte dieser eine Verdopplungszeit von 2,3 4+ 0,3 h, die
gegeniiber dem Wildtyp-Stamm mit 1,4 + 0,2 h verldngert und zu der von LPY11-ABCG2

vergleichbar war.

Fir die Etablierung der funktionellen Untersuchungen an LPY11 wt und LPY11-ABCB1 Zel-
len wurden Aureobasidin A (0,18 bzw. 0,45 pM) und Ketoconazol (3 bzw. 30 pM) verwendet.
Fiir diese beiden Substanzen wurde zusétzlich zu ihrer fungiziden Wirkung auch eine Inter-
aktion mit ABCB1 beschreiben [130, 131, 135, 159, 160]. Die eingesetzten Konzentrationen
wurden der genannten Literatur entnommen. Verbindungen mit fungizider Wirkung wiirden
das Wachstum des Wildtyp-Stammes hemmen. Da die hier verwendeten Stoffe gleichzeitig
Fungizide und ABCB1-Substrate sind, war zu erwarten, dass die transformierten Zellen in
ihrem Wachstum weniger beeintréachtigt werden, da sie in der Lage sind, die toxischen Stof-
fe iiber ABCB1 wieder aus der Zelle herauszutransportieren. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die fungizide Wirkung von Aureobasidin A fiir einen anderen Hefestamm,
BJ5457 wt bereits nachgewiesen (siche Kapitel 4.1.3).

Zuerst wurde LPY11 wt untersucht. Abbildung 4.22 stellt die Wachstumskurven dieses Stam-
mes mit und ohne Zusatz von Aureobasidin A (A) und Ketoconazol (B) gegeniiber. Es zeig-
te sich, dass der Wildtyp-Stamm vom Zeitpunkt der Zugabe der beiden ABCB1-Substrate
an langsamer wuchs als in Abwesenheit der Substanzen. Zusétzlich zu den fiir die Wachs-
tumskurven in der Abbildung verwendeten Fungizid-Konzentrationen wurden auch jeweils
geringere Mengen eingesetzt, um zu iiberpriifen, ob der Effekt konzentrationsabhéngig war.
0,18 pM Aureobasidin A bzw. 3 tM Ketoconazol waren ebenfalls in der Lage, das Wachstum
von LPY11 wt zu hemmen, jedoch in einem geringeren Ausmaf}. Diese Konzentrationsabhan-
gigkeit zeigt, dass die Hemmung der Zellteilung die Folge des Zusatzes der beiden Fungizide

war.

Als nichstes wurden die transformierten LPY11-ABCB1 Zellen in An- und Abwesenheit der

gleichen Substanzen in der jeweils hoheren Konzentration kultiviert. Die Wachstumskurven
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Abb. 4.22: Unterschiedliche Empfindlichkeit von LPY11 wt und LPY11-ABCB1 gegeniiber
Aureobasidin A bzw. Ketoconazol. Wachstumskurven in An- und Abwesenheit der genannten
Fungizide in der angegebenen Konzentration von (A) & (B) LPY11 wt und (C) & (D) LPY11-

ABCBI.

in Abbildung 4.22 (C) und (D) machen deutlich, dass beide Fungizide keinen bzw. einen

sehr geringen Einfluss auf die Teilungsrate der transformierten Zellen haben. Da der einzige

Unterschied zu den Wildtyp-Zellen in der Expression von ABCBI1 liegt, kann die Resistenz

von LPY11-ABCBI1 gegentiber Aureobasidin A bzw. Ketoconazol eindeutig auf den Export
dieser ABCB1-Substrate zuriickgefiihrt werden.

Untersuchung der Resistenz von LPY11-ABCG2

Nach Etablierung des Testsystems wurde dieses auf den Hefestamm LPY11-ABCG2 (R482G)
iibertragen, der sich nur durch die Expression des anderen Transportproteins von LPY11-
ABCBI unterscheidet. Die Resistenz von LPY11-ABCG2 konnte jedoch nicht mit den bei

LPY11-ABCBI1 verwendeten Fungiziden untersucht werden, da fiir diese Substanzen in der
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Abb. 4.23: Empfindlichkeit von LPY11 wt gegeniiber Ciprofloxacin bzw. Mitoxantron. Wachs-
tumskurven von LPY11 wt in An- und Abwesenheit von (A) Ciprofloxacin bzw. (B) Mitoxan-
tron in der angegebenen Konzentration, der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe.

Literatur bisher keine Interaktion mit ABCG2 berichtet wurde. Daneben waren Versuche
zur Kultivierung des ABCG2-exprimierenden Hefestammes auf Aureobasidin A-haltigem
Agar im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich, da auch nach zehn Tagen keine Kolonien

gewachsen waren.

Aus diesem Grund wurden zwei andere aus der Literatur bekannte ABCG2-Substrate, Ci-
profloxacin (10 bzw. 100 pM) und Mitoxantron (1 bzw. 10 pM), jeweils in zwei verschiedenen
Konzentrationen auf ihre Toxizitat gegentiber dem Wildtyp-Stamm untersucht [18, 69, 161,
162]. Es zeigte sich, dass beide Substanzen (jeweils die héhere eingesetzte Konzentration)
nicht in der Lage waren, das Wachstum von untransformierten LPY11 Zellen zu hemmen

(siche Abbildung 4.23).

Ein weiteres, fiir humane Krebszellen toxisches ABCG2-Substrat ist Hoechst 33342 [18, 69].
Bei der Kultivierung von LPY11 wt in Gegenwart von 30 bzw. 100 1M Hoechst wurde die
Teilung der Zellen bereits durch die geringere Konzentration nicht nur verlangsamt, son-
dern nach kurzer Zeit vollstandig gehemmt, wie in Abbildung 4.24 (A) zu sehen. Hoechst
33342 ist folglich zur Untersuchung der Transportaktivitat des exprimierten ABCG2 geeig-
net. Es zeigte sich jedoch, dass 30 pM Hoechst ebenfalls fiir LPY11-ABCG2 toxisch war. Die
entsprechende Wachstumskurve ist in Abbildung 4.24 (B) dargestellt.

Fazit

Versuche zum Nachweis der Transportaktivitdt von ABCG2 in lebenden Hefezellen waren

nicht erfolgreich, da die verwendeten Subtrate Ciprofloxacin und Mitoxantron keinen Einfluss
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Abb. 4.24: Empfindlichkeit von LPY11 wt und LPY11-ABCG2 gegeniiber Hoechst 33342.
Wachstumskurven von (A) LPY11 wt bzw. (B) LPY11-ABCG2 in An- und Abwesenheit von
Hoechst 33342 in der angegebenen Konzentration, der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe.

auf das Wachstum von LPY11 wt zeigten. Ein Grund dafiir konnte sein, dass die Aktivitét
von ABCG2 durch verschiedene S. cerevisiae-spezifische Multidrug Transporter iiberdeckt
wurde, die zum sogenannten Pleiotropic drug resistance (PDR) Netzwerk gehoren [163, 164].
Zu den am besten untersuchten ABC-Transportern von Saccharomyces cerevisiae gehoren
Pdrbp und Snq2p, die laut Literatur auch am Transport von Daunorubicin und Doxoru-
bicin beteiligt sind [163, 165, 166]. Diese beiden Zytostatika weisen eine grofie strukturelle
Ahnlichkeit zum in den hier beschriebenen Versuchen verwendeten Mitoxantron auf. Wire
Mitoxantron ebenfalls ein Substrat dieser Transporter, wiirde dies die Ergebnisse erklaren,
die in Abbildung 4.23 (B) dargestellt sind. Da fiir Ciprofloxacin hier die gleichen Beobach-
tungen gemacht wurden, kénnen die Schlussfolgerungen auch auf dieses ABCG2-Substrat

iibertragen werden.

Aus diesem Grund war es schwierig, die Transportaktivitdt von ABCG2 in den transformier-
ten Hefen nachzuweisen, da keine literaturbekannte Substanz vorhanden war, die fungizide
Eigenschaften aufwies und gleichzeitig ein Substrat des Transportproteins darstellte. Uber
die Toxizitat von weiteren klassischen ABCG2-Substraten gegeniiber Pilzen im Allgemeinen
ist bisher nur sehr wenig veroffentlicht worden [121]. Daneben besitzen Hefezellen anders als
humane Zellen eine Zellwand, die von Substanzen mit den genannten Eigenschaften zuerst
iiberwunden werden muss, bevor diese mit dem in der Zellmembran exprimierten Trans-
porter interagieren kénnen [167]. Da funktionelle Untersuchungen in LPY11-ABCG2, die
die Aktivitdt von ABCG2 belegen kénnten, nicht durchgefithrt werden konnten, musste das
Protein folglich aufgereinigt und rekonstituiert werden, um eine erfolgreiche Expression von

aktivem ABCG2 nachzuweisen.
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4.3.3 Anwendung der Fed-Batch Kultivierung auf LPY11-ABCG2

Um die benotigte Menge an Biomasse fiir die Aufreinigung von ABCG2 zu gewinnen, wurde
der Hefestamm mittels Fed-Batch Verfahren kultiviert. Die Parameter aller durchgefiihr-
ten Kultivierungen fiir die 500 ml Vorkultur und fiir das Wachstum im Fermenter sind in

Tabelle 4.5 zusammengefasst.

LPY11-ABCG2 Zellen teilten sich im Fed-Batch Verfahren etwas langsamer als bei der
Standard-Kultivierung (3,3 + 0,6 h bzw. 2,2 + 0,4 h). Da die Kulturdauer von LPY11-
ABCG2 im Fermenter mit durchschnittlich 19,7 h jedoch nur zwei Drittel der Kulturdau-
er von BJ5457-ABCBI1 betrug, bestatigte sich der Vorteil der Verwendung des LPY11-

Stammes.

In der Literatur wurde beschrieben, dass die Expression von ABCB1 bzw. ABCC1 in S. ce-
revisiae stark zurtickgeht, wenn die Zellen die stationére Phase erreichen [94, 103]. Daher
wurde hier durch Uberwachung des Wachstumsfortschritts darauf geachtet, dass die Zellen
in der exponentiellen Phase bei einer optischen Dichte von 2,3 + 0,2 geerntet wurden. Auf

diese Weise konnten im Mittel 44,6 + 5,3 g Biomasse gewonnen werden.

Insgesamt waren alle beschriebenen Parameter sehr gut reproduzierbar. In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen fir den Hefestamm BJ5457-ABCBI1 (siehe Kapitel 4.1.2) eignet sich der
Fed-Batch Prozess zur routineméfiigen Anwendung auch fiir LPY11-ABCG2.

Tab. 4.5: Zusammenfassung der Parameter aller Fed-Batch Kulturen von LPY11-ABCG2.

Kulturdauer [h] Verdopplungszeit [h]

500 ml Vorkultur 77+18 22 +0,4
Fermenter

Beginn 12,4 £+ 3,0 3,3+0,5
nach 1. Zugabe 34+£11 3,6 £0,6
nach 2. Zugabe 40407 3,1£0,8
Gesamt 19,7 £ 4,2 3,3+0,6
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4.3.4 Etablierung der Membranpraparation von LPY11-ABCG2

Die in Kapitel 3.2.9 dargestellte Methode zur Isolierung von Hefezellmembranen wurde bisher
nur fiir den Stamm BJ5457-ABCB1 beschrieben [103]. Dieser protease-defiziente S. cerevisiae
Stamm besitzt eine andere Zusammensetzung der Zellmembran als der ergosterol-defiziente
Stamm LPY11. Um zu priifen, ob die Methode der Membranpraparation auch auf Hefe-
stimme mit anderen Membraneigenschaften tibertragbar war, wurde der Vergleichsstamm
LPY11-ABCBI1 verwendet. Auf diese Weise konnte untersucht werden, ob eine veranderte
Membranzusammensetzung andere Sedimentationseigenschaften bei der Ultrazentrifugation
zur Folge hatte. Eine geringere Sedimentation bei der routineméaflig verwendeten Umdre-
hungszahl der Zentrifuge wiirde die Konzentration von ABCBI1 in der Fraktion der Zell-

membranen negativ beeinflussen.

LPY11-ABCB1 wurde mittels Fed-Batch Verfahren kultiviert und die geerntete Biomasse im
Beadbeater aufgeschlossen. Nach Abtrennung nicht zerstorter Zellen und anderer Organel-
len wurde die Zellmembranfraktion durch Ultrazentrifugation pelletiert. Bei jedem Schritt
wurden Proben entnommen und im Western Blot auf ihren ABCB1-Gehalt untersucht, das
Ergebnis ist in Abbildung 4.25 zu sehen. Genauso wie schon bei Verwendung des Stammes
BJ5457-ABCB1 wurde durch die ersten beiden Zentrifugationsschritte (Bahnen 1 & 2) eine
gewisse Menge an ABCB1 abgetrennt, wobei der Anteil fiir beide Hefestamme etwa im glei-
chen Bereich liegt. Also kann das Protokoll der Membranpraparation auch auf andere, mit

ABCBI transformierte S. cerevisiae Zellen iibertragen werden.

Zur Etablierung der Membranpraparation von LPY11-ABCG2 wurde die mit Hilfe der Fed-
Batch Kultivierung gewonnene Biomasse auf die gleiche Weise behandelt, wie es zuvor fiir
den LPY11-ABCB1 Stamm beschrieben wurde. Abbildung 4.26 zeigt den Western Blot der

kDa
——200
e
—116
1 2 3 4 5

Abb. 4.25: Membranpréiparation von LPY11-ABCB1. SDS-PAGE und Western Blot von Pro-
ben des Membranpraparationsprozesses (5 ng pro Bahn): Pellet Zentrifugation 1 (Bahn 1),
Pellet Zentrifugation 2 (Bahn 2), Uberstand Ultrazentrifugation 1 (Bahn 3), Uberstand Ultra-
zentrifugation 2 (Bahn 4), Zellmembranen (Bahn 5).
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Abb. 4.26: Membranpriaparation von LPY11-ABCG2. SDS-PAGE und Western Blot von
Proben des Membranpraparationsprozesses (5 ng pro Bahn): Pellet Zentrifugation 1 (Bahn
1), Pellet Zentrifugation 2 (Bahn 2), Uberstand Ultrazentrifugation 1 (Bahn 3), Uberstand
Ultrazentrifugation 2 (Bahn 4), Zellmembranen (Bahn 5).

wahrend des Versuches entnommenen Proben. Auch bei Isolierung der Zellmembranen dieses
Hefestammes ging durch die ersten beiden Zentrifugationsschritte Protein verloren (Bahnen
1 & 2). Jedoch wurde im Gegensatz zur Membranpréparation von BJ5457-ABCB1 (Abbil-
dung 4.10) und LPY11-ABCB1 (Abbildung 4.25) hier das heterolog exprimierte ABCG2 in

der Fraktion der Zellmembranen angereichert.

Fazit

Die Methode der Membranpréparation konnte also erfolgreich auf LPY11-ABCG2 iibertra-
gen werden und ist prinzipiell unabhingig vom verwendeten Hefestamm. In Kapitel 4.1.5
wurde ein Vorschlag zur Optimierung der Membranpréiparation von BJ5457-ABCB1 ge-
macht. Ohne Durchfithrung der Zentrifugation 2 konnte mehr Protein in der Fraktion der
Zellmembran angereichert werden. Da aus dieser Membranpraparation gewonnenes aufge-
reinigtes ABCBI1 sehr aktiv war, konnte dieser Optimierungsschritt zukiinftig auch bei der

Préparation der Zellmembranen von LPY11-ABCG2 angewandt werden.

Alle aus LPY11-ABCG2 Zellen hergestellten Membranpréiparationen wiesen einen homo-
genen Gehalt des exprimierten Proteins auf (siehe Abbildung 4.27) und waren somit fir
die weitere Aufreinigung gut geeignet. Mittels ATPase Assay konnte die Funktionalitiat von
ABCG2 an dieser Stelle nicht tiberpriift werden, da in S. cerevisiae auch andere membran-
standige ATPasen exprimiert werden [168], die in der Membranpréparation vorhanden sein
und so die Ergebnisse des Assays verfilschen kénnten. Eine Aufreinigung und Rekonstitution

des Transportproteins war also fiir die Beurteilung seiner Funktionsfahigkeit notwendig.
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Abb. 4.27: Vergleich des ABCG2-Gehaltes in verschiedenen Membran-Chargen von LPY11-
ABCG2. Western Blot von Proben aller durchgefithrten Membranpréparationen (Bahnen 1-4),
5 pg pro Bahn.

4.3.5 Aufreinigung von ABCG2

Der Aufreinigungsprozess eines Membranproteins besteht aus den Schritten Solubilisation,
Affinitatschromatographie und Rekonstitution, wie in Kapitel 3.2.13 dargestellt. ABCB1
konnte laut Literatur unter Verwendung von 2 % n-Octyl-3-D-glucopyranosid (Octylgluco-
sid, OG) erfolgreich aus LPY11-ABCBI1 aufgereinigt werden [130]. Da die Auswahl eines
geeigneten Detergenzes, welches das Zielprotein in seiner nativen und aktiven Konformation
aus der Membranumgebung herauszulésen vermag, unter anderem von der Zusammenset-
zung dieser Membran abhangt, wurde OG in der genannten Konzentration fiir die initiale
Aufreinigung von ABCG2 verwendet. Auch weitere Versuchsbedingungen wie die Gesamt-
proteinkonzentration von 2 mg/ml, die Solubilisationszeit von 20 min und die Verwendung

von Ni-NTA bei der Affinitatschromatographie wurden zunéchst beibehalten.

Fir die Funktion von ABCG2 ist ein bestimmter Anteil von Cholesterol in der das Protein
umgebenden Membran wichtig [116, 123]. Der mittlere Cholesterol-Gehalt von humanen
MXR Zellen [116] und MDCKII-BCRP Zellen [123], die beide laut Literatur funktionelles
ABCG2 exprimieren, betragt etwa 23 %. Aus diesem Grund wurde fiir die Rekonstitution
des Proteins mittels Dialyse eine finale Cholesterol-Konzentration von 23 % verwendet. Das

Gesamtverhéltnis des Molekulargewichtes von Lipiden zu Protein betrug ungefahr 270:1.

An verschiedenen Stellen im Aufreinigungsprozess wurden Proben entnommen und nach
SDS-PAGE mit Hilfe der Silberfarbung bzw. des Western Blots auf ihren Protein- bzw.
ABCG2-Gehalt untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.28 dargestellt. Das Protein
wurde relativ rein vom Nickel-Harz eluiert, jedoch enthielt das Eluat nur eine sehr geringe

Konzentration von ABCG2. Der Western Blot zeigt, dass vornehmlich die obere der beiden
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Abb. 4.28: Aufreinigung von ABCG2 mit 2 % OG. (A) SDS-PAGE und Silberfarbung von
Proben des Aufreinigungsprozesses (5 pg in Bahnen 1-5 & 8, 15 pl in Bahnen 6 & 7): Aus-
gangsmembranen (Bahn 1), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 2), mit OG solubilisierte Pro-
teine (Bahn 3), nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Ni-NTA (Bahn
5), von Ni-NTA eluiertes ABCG2 (Bahn 6); (B) Western Blot der Proben aus dem Aufreini-
gungsprozess in der gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A), zusétzlich Uberstand
nach Ultrazentrifugation der Proteoliposomen (Bahn 7), rekonstituiertes Protein (Bahn 8).

Spezies von OG solubilisiert wurde (Bahn 6). Dies ist von Vorteil, da die untere Spezies in
der Literatur als inaktiv beschrieben wird und eine Solubilisation aus diesem Grund nicht
erwiinscht wére. Zusatzlich wurde die Chemilumineszenz der vom Antikérper markierten
Banden 1-4 densitometrisch ausgewertet. Nur etwa 20 % des insgesamt enthaltenen Proteins
konnten durch das Detergenz solubilisiert werden (Bahn 3). Jedoch wurde tiber den His-Tag
aus 10 Histidinen eine sehr gute Bindung des Proteins an Ni-NTA von tiber 90 % erzielt
und nur ein geringer Anteil von ABCG2 nicht gebunden (Bahn 4). Die Reinheit des Eluats
war nicht optimal, die Silberfarbung (A, Bahn 6) zeigte das Vorhandensein einiger anderer

Proteine.

Mit Hilfe eines Antikorpers gegen die am N-Terminus des Proteins vorhandenen Myc-Epitope

wurde untersucht, ob es sich um Bruchstiicke von ABCG2 handeln kénnte. Diese konnten
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Abb. 4.29: Verwendung unterschiedlicher Antikérper bei der Untersuchung des Eluats der
Affinitatschromatographie nach Solubilisatin mit OG mittels Western Blot (15 ul pro Bahn).
(A) BXP-21; (B) Myc-Antikorper.

durch Proteasen erzeugt worden sein, die trotz Verwendung mehrerer Proteaseinhibitoren
Aktivitdat aufwiesen. Der in dieser Arbeit standardméaBig fiir Western Blots eingesetzte An-
tikorper BXP-21 bindet intrazellular in der Linker-Region zwischen der ATP-Bindungsstelle
und den transmembraniren Regionen [51, 158]. Der Myc-Antikoérper dagegen bindet am N-
Terminus in grofler Nahe zur Nukleotid-Bindungsdoméne. Diese weist eine sehr kompakte
Struktur auf, welche fiir Proteasen generell schlechter zugénglich ist als die transmembran-
aren Regionen des Proteins. Auf diese Weise sollten auch Bruchstiicke von ABCG2 ohne

BXP-21-Epitop, welche jedoch die NBD enthalten, von diesem Antikoérper erkannt werden.

Abbildung 4.29 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. Eine Probe des Eluats der Af-
finitdtschromatographie wurde auf jeweils einem Western Blot mit BXP-21 (A) und dem
Myc-Antikérper (B) behandelt. Es zeigte sich, dass beide Antikorper eine Hauptbande bei
ca. 68 kDa markieren. Da BXP-21 hier bindet, handelt es sich dabei um ABCG2. Daneben
werden zwei zusétzliche schmale Banden vom Myc-Antikérper erkannt, welche kleiner als
68 kDa sind. Hierbei handelt es sich folglich um Bruchstiicke des Proteins.

Auf diese Weise konnen somit einige der in der Silberfarbung zusétzlich detektierten Banden
erklart werden. Daneben scheinen jedoch auch noch andere Proteine vorhanden zu sein.
Zur Identifizierung dieser Proteine konnte eine sich anschlieBende massenspektrometrische
Analyse durchgefiithrt werden. Diese konnte zeigen, ob es sich um fremde Proteine oder um
weitere Bruchstiicke von ABCG2 handelt, bei denen die Epitope fiir beide zuvor auf dem

Western Blot eingesetzten Antikorper durch Proteasen beschidigt wurden.
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Die Aufreinigung verlief insgesamt erfolgreich, ABCG2 konnte in den nach Dialyse resul-
tierenden Proteoliposomen (Bahn 8) nachgewiesen werden. Die finale Proteinkonzentration
betrug 0,38 mg/ml. Um die Lipsomen weiter zu charakterisieren, wurden deren Durchmes-
ser und Groflenverteilung mittels Photonenkorrelationsspektroskopie untersucht (siehe Kapi-
tel 3.2.14). Proteoliposomen des mit OG solubilisierten ABCG2 wiesen bei homogener Gro-
Benverteilung (Polydispersitatsfaktor 0,099 + 0,038) einen Durchmesser von 222,4 4+ 3,9 nm
auf. Da bei der Dialyse also sehr gleichméflige Vesikel entstehen, kann angenommen wer-
den, dass auch pro Vesikel gleich viele ABCG2-Molekiile vorhanden sind. Da mittels Dialyse
Proteoliposomen mit einer homogenen Groflenverteilung gewonnen werden, ist diese Me-
thode also fiir die Rekonstitution von ABCG2 vor dem Hintergrund spaterer funktioneller

Untersuchungen sehr gut geeignet.

ATPase Aktivitat des aufgereinigten ABCG2

Um zu untersuchen, ob ABCG2 mit der zuvor beschriebenen Methode in seiner aktiven, funk-
tionellen Konformation solubilisiert, aufgereinigt und rekonstituiert werden konnte, wurde
die ATPase Aktivitat des ABC-Transporters bestimmt. Dazu wurde zunéchst der ATPase
Assay fiir dieses Protein etabliert, bei dem die basale Vanadat-sensitive und die durch in
der Literatur beschriebene Stimulatoren erhohte ATPase Aktivitat gemessen und verglichen

wird. Die Durchfithrung ist in Kapitel 3.2.15 zusammengefasst.

Da mit dem bisher fiir ABCB1 verwendeten Basis Assay Puffer I keine Aktivitdt gemessen
werden konnte, wurde ein anderer, in der Literatur fiir die Untersuchung der ABCG2-ATPase
Aktivitat eingesetzter Puffer (hier Basis Assay Puffer ABCG2 genannt) ausgewahlt [112].
Als Standard-Stimulator wurde Prazosin in einer Konzentration von 100 tM verwendet, weil
die Aktivitit dieser Substanz bereits von mehreren Arbeitsgruppen bestéatigt und der grofite
Effekt fiir diese Konzentration beschrieben wurde [67, 114, 117, 169]. Zusatzlich wurden
basale und stimulierte Aktivitdtswerte in Anwesenheit von 1 mM Vanadat gemessen und von
den Werten ohne Vanadat abgezogen. Die Phosphat-Entstehung, die nicht auf eine Aktivitat

von ATPasen zuriickzufithren war, wurde also nicht in die Auswertung mit einbezogen.

Die basale, Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat des mit OG aufgereinigten ABCG2 be-
trug durchschnittlich 0,18 pmol P;/mg/min. Wie in der Literatur fiir ABCG2 beschrie-
ben wies das Protein eine im Vergleich zu ABCBI (in dieser Arbeit durchschnittlich etwa
0,077 pmol P;/mg/min) relativ hohe basale ATPase Aktivitat auf [65, 67, 112]. 100 pM Pra-

zosin stimulierten die basale Aktivitat ca. 2fach. Dieser Faktor stimmte mit den von vielen

139



4 Ergebnisse und Diskussion

anderen Arbeitsgruppen in Membranpraparationen verschiedener Spezies gemessenen Fak-
toren fiir die Stimulation durch Prazosin iiberein, die in einem Bereich von 1,4 bis 3fach
lagen [66, 67, 70, 110, 114, 117, 169].

Neben Prazosin wurden auch andere literaturbekannte ABCG2-Substrate wie Progeste-
ron [112], GF120918 [77] und Sulfasalazin [117] im ATPase Assay untersucht. In Abbil-
dung 4.30 (A) sind die Ergebnisse der Assays fiir mit OG aufgereinigtes Protein zusammen-
gefasst. Fiir 25 pM Progesteron und 5 ptM GF120918 lag der Stimulationsfaktor bei 1,4fach,
fiir 31,6 pM Sulfasalazin bei 1,5fach. Die genannten Verbindungen stimulierten also ebenfalls
die ATPase Aktivitat von ABCG2, jedoch in einem etwas geringeren Ausmafl. Auch diese
Ergebnisse stimmten mit der zuvor genannten Literatur iiberein. Um die Funktionalitat des
aufgereinigten Proteins weiter zu bestatigen, wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir
Prazosin aufgenommen. Es zeigte sich, dass die ATPase Aktivitat durch diese Verbindung
konzentrationsabhéngig stimuliert werden konnte, der EC5o-Wert der in Abbildung 4.30 (B)
dargestellten Kurve betrug 4,37 ntM. Dieser Wert stimmt sehr gut mit dem in der Literatur
berichteten EC50-Wert von 5 pM iiberein [170].

Fazit

ABCG2 konnte mit Hilfe des Detergenzes Octylglucosid erfolgreich aus Membranen des He-
festammes LPY11-ABCG2 solubilisiert werden. Es zeigte sich zudem eine gewisse Préferenz
fiir die obere der beiden Proteinspezies. Uber den His-Tag aus zehn Histidin-Molekiilen wurde
eine effiziente Bindung von iiber 90 % an Ni-NTA erreicht. Jedoch lag das Protein nach Af-
finitdtschromatographie nicht vollstandig rein vor. Im ATPase Assay zeigte sich eine durch
Prazosin und weitere literatur-bekannte Verbindungen stimulierte Zunahme der Vanadat-
sensitiven ATPase Aktivitat. Folglich wurde ABCG2 in seiner aktiven Konformation aus
den Hefemembranen extrahiert. Durch die erfolgreichen funktionellen Untersuchungen des
aufgereinigten und rekonstituierten Proteins zeigte sich zusatzlich, dass die fiir die Rekon-
stitution gewahlte Cholesterol-Konzentration und die Zusammensetzung der Lipidmischung

den Erhalt der aktiven Konformation des Proteins ermoglichte.

Wie bereits erwahnt muss der Halbtransporter ABCG2 laut Literatur mindestens als Di-
mer vorliegen, um funktionsfdhig zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Versuche
durchgefiihrt, die darauf hinweisen, dass ABCG2 in den Hefezellen und auch nach Membran-
praparation in dieser Form vorliegt (siche Kapitel 4.3.1). Da mittels Affinitdtschromatogra-
phie nicht nur Monomere, sondern auch Dimere aufgereinigt werden koénnen [139] und das

in Proteoliposomen rekonstituierte Protein ATPase Aktivitat aufwies, wurde wahrscheinlich
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Abb. 4.30: Bestimmung der Aktivitat von mit 2 % OG aufgereinigtem ABCG2. (A) Relative
Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat in Abwesenheit (Basal) und Gegenwart der bekannten
Stimulatoren Prazosin, GF120918, Sulfasalazin und Progesteron in der jeweils angegebenen
Konzentration. (B) Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Prazosin (ECso-Wert = 4,37 pM). Alle
Experimente wurden mindestens zweimal in Triplikaten durchgefiihrt.

mit dem hier beschriebenen Verfahren ein Dimer oder hoher organisiertes Oligomer gewon-
nen. Die in diesem Kapitel présentierten Ergebnisse belegen, dass ABCG2 in S. cerevisiae
funktionell exprimiert werden kann. Dies konnte bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe

gezeigt werden.

141



4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.6 Detergenzienscreening fiir ABCG2 in Hefemembranen

ABCG2 konnte zwar prinzipiell durch Octylglucosid in seiner nativen Konformation aus
LPY11-ABCG2 Membranen solubilisiert werden, jedoch nur mit einem Anteil von etwa 20 %.
Aus diesem Grund wurde ein Screening mit insgesamt 16 Detergenzien durchgefithrt. Dabei
wurden sowohl nicht-ionische (DM, DDM, Triton-X-100, Brij 35, Brij 58, Cymal 5, 6 und
7, OG), als auch zwitterionische Verbindungen (CHAPS, CHAPSO, Fos-cholin 12, 13, 14,
15 und 16) verwendet. Die zwitterionischen Fos-choline sollen laut Hersteller besonders gut
zur Solubilisation von membranstidndigen Proteinen geeignet sein. Auch OG wurde zum Ver-
gleich in dieses Screening mit einbezogen. Pro Ansatz von 1 ml wurden 5 mg Gesamtprotein
mit 1 % Detergenz versetzt, fiir 60 min inkubiert und danach ultrazentrifugiert, um solubili-
siertes von nicht-solubilisiertem Material abzutrennen. Die genauere Versuchsdurchfithrung
und die ausfiihrlichen Bezeichnungen der eingesetzten Detergenzien konnen Kapitel 3.2.12

entnommen werden.

Die auf diese Weise gewonnenen Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf
ihren ABCG2-Gehalt untersucht, dabei wurden ABCG2-haltige Insektenzellmembranen als
Kontrolle verwendet. Das in diesen Zellen exprimierte Protein hat ein etwas geringeres Mole-
kulargewicht, dies wird in Kapitel 4.4.2 ausfiihrlich diskutiert. Es zeigte sich, dass nicht alle
eingesetzten Detergenzien in der Lage waren, ABCG2 aus Hefemembranen zu solubilisieren.
Keine Solubilisation konnte mit Brij 35, Brij 58, CHAPS, und CHAPSO erreicht werden,
wie aus Abbildung 4.31 (A) hervorgeht.

Um die Effizienz derjenigen Detergenzien besser vergleichen zu konnen, die in der Lage wa-
ren, ABCG2 aus der Zellmembran herauszulosen, wurden nur die Proben des solubilisierten
Materials zusammen auf einem Blot untersucht. Dies ist in Abbildung 4.32 dargestellt. Im
Vergleich ist zu sehen, dass Triton-X-100, OG, Cymal 5, 6 und 7 viel weniger Protein solu-
bilisieren als die anderen Detergenzien. Alle Fos-choline dagegen sind fiir die Solubilisation
von ABCG2 sehr gut geeignet. Da das meiste Protein in der Probe von FC-16 enthalten war,

wurde dieses Detergenz fiir die weitere Optimierung der Aufreinigung ausgewéhlt.
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Abb. 4.31: Detergenzienscreening fiir ABCG2 aus LPY11-ABCG2 Membranen. Proben von
durch 1 % der angegebenen Detergenzien solubilisierten (,,S“) und nicht-solubilisierten (,,P*)
Proteinen wurden mittels Western Blot untersucht (2 pg pro Bahn): (A) Proteinstandard
(Bahn 1), ABCG2-Kontrolle (Bahn 2), Brij 35 S & P (Bahnen 3 & 4), Brij 58 S & P (Bahnen
5 & 6), CHAPS S & P (Bahnen 7 & 8), CHAPSO S & P (Bahnen 9 & 10). (B) ABCG2-
Kontrolle (Bahn 1), Proteinstandard (Bahn 2), DM S & P (Bahnen 3 & 4), DDM S & P
(Bahnen 5 & 6), Triton-X-100 S & P (Bahnen 7 & 8), OG S & P (Bahnen 9 & 10). (C) Cymal
58S & P (Bahnen 1 & 2), Proteinstandard (Bahn 3), ABCG2-Kontrolle (Bahn 4), Cymal 6
S & P (Bahnen 5 & 6), Cymal 7 S & P (Bahnen 7 & 8), FC-12 S & P (Bahnen 9 & 10). (D)
FC-13 S & P (Bahnen 1 & 2), ABCG2-Kontrolle (Bahn 3), Proteinstandard (Bahn 4), FC-14
S & P (Bahnen 5 & 6), FC-15 S & P (Bahnen 7 & 8), FC-16 S & P (Bahnen 9 & 10).
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Abb. 4.32: Vergleich der Solubilisationseffizienz verschiedener Detergenzien fiir ABCG2 aus
LPY11-ABCG2 Membranen. SDS-PAGE und Western Blot der Proben von mit den folgenden
Detergenzien solubilisierten Proteinen (4 pg pro Bahn): DM (Bahn 1), DDM (Bahn 2), Triton-
X-100 (Bahn 3), OG (Bahn 4), Cymal 5 (Bahn 5), Cymal 6 (Bahn 6), Cymal 7 (Bahn 7), FC-12
(Bahn 8), FC-13 (Bahn 9), FC-14 (Bahn 10), FC-15 (Bahn 11), FC-16 (Bahn 12).

4.3.7 Optimierung der Aufreinigung von ABCG2

Da Fos-cholin 16 in der Lage war, die grofiten Mengen von ABCG2 aus LPY11-Membranen zu
extrahieren, wurde dieses Detergenz zur Optimierung der Aufreinigung eingesetzt. Dadurch
sollte die Ausbeute an aufzureinigendem ABCG2 erhéht werden. Zunéchst wurden verschie-
dene Konzentrationen von FC-16 auf ihre Solubilisationseffizienz hin untersucht. Ziel war
es, die minimal nétige Konzentration fiir die maximal mogliche Solubilisation des Proteins
festzulegen. Dazu wurden die gleichen Versuchsbedingungen wie fiir das Detergenzienscree-
ning gewéahlt, jedoch die Konzentration von FC-16 zwischen 0 und 2,5 % variiert. Die so
gewonnenen Proben wurden mittels Western Blot untersucht, welcher in Abbildung 4.33
dargestellt ist. Es zeigte sich, dass die Solubilisation von ABCG2 mit FC-16-Mengen tiber
der im Screening verwendeten Konzentration von 1 % noch sehr deutlich gesteigert werden
konnte. Da sich die Menge an solubilisiertem Protein mit 2,5 % Detergenz im Vergleich zu
2 % nicht weiter steigern liefl, wurde fiir die weiteren Versuche eine FC-16-Konzentration

von 2 % ausgewahlt.

Aufreinigung mit Fos-cholin 16

Die Aufreinigung von ABCG2 mit 2 % FC-16 wurde genauso durchgefithrt, wie in Kapi-
tel 4.3.5 fiir das Detergenz OG beschrieben. Jedoch wurde zum einen die zu Beginn einge-
setzte Gesamtproteinkonzentration auf 5 mg/ml erhoht, zum anderen die Solubilisationszeit
von 20 min auf 60 min verlingert. Diese Versuchsbedingungen wurden vom Detergenzien-

screening bzw. von der Konzentrationsoptimierung tibernommen.
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Abb. 4.33: Solubilisation von ABCG2 mit verschiedenen Konzentrationen von Fos-cholin 16.
Western Blot der Proben von solubilisierten (,,5“) und nicht-solubilisierten (,,P“) Proteinen
mit den folgenden Konzentrationen von FC-16 (4 pg pro Bahn): 0 % S & P (Bahnen 1 & 2),
0,5 % S & P (Bahnen 3 & 4), 1,0 % S & P (Bahnen 5 & 6), 1,5 % S & P (Bahnen 7 & 8),
2,0 % S & P (Bahnen 9 & 10), 2,5 % S & P (Bahnen 11 & 12).

Wahrend des Aufreinigungsprozesses wurden Proben entnommen und nach SDS-PAGE mit-
tels Silberfarbung und Western Blot untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind
in Abbildung 4.34 dargestellt. Durch densitometrische Analyse der Banden von (B) zeigte
sich, dass mit 2 % FC-16 etwa 60 % des im Ausgangsmaterial vorhandenen ABCG2 solu-
bilisiert werden konnten (Bahn 3). Der Einsatz dieses Detergenzes fiihrte also im Vergleich
zu OG zu einer dreifach hoheren Ausbeute bei der Solubilisation. Obwohl nicht das gesam-
te solubilisierte Protein vom Nickel-Harz gebunden werden konnte (Bahn 4), enthielt auch
das Eluat mehr ABCG2 als bei der Aufreinigung mit Octylglucosid. Zuséatzlich konnte die

Reinheit des eluierten ABCG2 etwas verbessert werden.

Wie bereits bei der Aufreinigung mit OG stellte sich an dieser Stelle die Frage, ob es sich bei
den mittels Silberfarbung im Eluat detektierten Banden um fremde Proteine oder um Bruch-
stiicke von ABCG2 handelt. Auch in diesem Fall wurde die Eluat-Probe mittels Western Blot
und Myc-Antikorper untersucht. Dieser Antikorper war in der Lage, neben der Hauptbande
von ABCG2 an einige weitere kleinere Banden zu binden (siehe Abbildung 4.35). Folglich
sind dies Bruchstiicke von ABCG2. Jedoch konnten auch hier nicht alle zusétzlichen Banden
auf der Silberfarbung den Banden auf dem Western Blot zugeordnet werden. Eine Analy-
se mittels Massenspektrometrie konnte Aufschluss tiber die Identitét der weiteren Proteine

geben.

Mittels Dialyse wurde das aufgereinigte Protein anschliefend erfolgreich in Proteoliposo-
men rekonstituiert, deren finale Proteinkonzentration 0,30 mg/ml betrug. Auflerdem wur-
de der Durchmesser der Lipsomen mit Hilfe der PCS bestimmt, der mit durchschnittlich
678,2 £+ 8,0 nm sehr grof§ war. Auch die GroBlenverteilung war sehr inhomogen (Polydisper-
sitatsfaktor 0,682 + 0,013). Dies kénnte darauf zuriickzufithren, dass das Detergenz FC-16
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Abb. 4.34: Aufreinigung von ABCG2 mit 2 % FC-16. (A) SDS-PAGE und Silberfarbung von
Proben des Aufreinigungsprozesses (2 ng in Bahnen 1-5, 15 pl in Bahn 6): Ausgangsmembranen
(Bahn 1), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 2), mit FC-16 solubilisierte Proteine (Bahn 3),
nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Ni-NTA (Bahn 5), von Ni-NTA
eluiertes ABCG2 (Bahn 6); (B) Western Blot der Proben aus dem Aufreinigungsprozess in der
gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A).
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Abb. 4.35: Verwendung unterschiedlicher Antikorper bei der Untersuchung des Eluats der
Affinitatschromatographie nach Solubilisation mit FC-16 mittels Western Blot (15 pl pro Bahn).
(A) BXP-21; (B) Myc-Antikorper.

im Gegensatz zu Octylglucosid nicht bei der Dialyse entfernt wird, sondern in den Liposomen
verbleibt und dort die Bildung kleinerer und einheitlicher Vesikel verhindert. Dies wird im

néchsten Unterkapitel ausfiihrlicher diskutiert.

ATPase Aktivitat des mit FC-16 aufgereinigten ABCG2

Zur Untersuchung der Funktionalitit des mit FC-16 aufgereinigten ABCG2 wurde der in
Kapitel 4.3.5 beschriebene ATPase Assay eingesetzt. Die basale Vanadat-sensitive Aktivitat
lag im Mittel bei 0,38 pmol P;/mg/min und war damit doppelt so hoch wie im Fall von mit
OG aufgereinigtem Protein. Durch Zusatz von 100 ntM Prazosin konnte keine Stimulation
erreicht werden (siehe Abbildung 4.36). Somit konnte ABCG2 zwar mit FC-16 erfolgreich auf-
gereinigt werden, jedoch wahrscheinlich in einer nicht-aktivierbaren, also nicht-funktionalen

Konformation.

Fiir dieses Ergebnis sind verschiedene Griinde denkbar. Eine Mdoglichkeit ist zum Beispiel,
dass durch FC-16 bevorzugt die untere der beiden ABCG2-Spezies solubilisiert wiirde. Wie
bereits in Kapitel 4.3.1 erlautert soll es sich laut Literatur bei der geringfiigig kleineren
Spezies um ein unreifes und inaktives Intermediat mit einer inkorrekten Tertiarstruktur
handeln [120]. Beide Spezies werden von FC-16 jedoch etwa gleich stark solubilisiert, wie die
Abbildungen 4.32 und 4.34 zeigen. Nur in Abbildung 4.33 konnte eventuell die Chemolumi-
neszenz der unteren Bande von ABCG2 etwas stérker sein. Insgesamt ist dieser Unterschied

aber so gering, dass er nicht zur Erklarung der Inaktivitat des Proteins ausreicht.
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Abb. 4.36: ATPase Aktivitdt von mit 2 % FC-16 aufgereinigtem ABCG2. Relative Vanadat-
sensitive ATPase Aktivitat in Ab- (Basal) und Anwesenheit von 100 pM Prazosin. Die Expe-
rimente wurden mindestens zweimal in Triplikaten durchgefiihrt.

Da es keinen Unterschied zwischen basaler und stimulierter Aktivitat gibt, wére eine andere
mogliche Erklarung, dass ABCG2 durch das in der Proteoliposomen-Suspension vorhandende
Detergenz FC-16 bereits voll stimuliert wird. In diesem Fall liele sich die Aktivitdt durch den
Zusatz von Prazosin nicht weiter steigern. Auch wenn also laut dieser Theorie hier aktives

Protein vorliegen wiirde, ware es jedoch fiir Messungen ungeeignet.

Ein weiterer Grund konnte in den spezifischen Eigenschaften des Detergenzes Fos-cholin 16
liegen, welches eine ,lipid-dhnliche* Struktur aufweist. Verhielte sich FC-16 wie ein Lipid,
so wiirde es bei der Rekonstitution in die Lipidumgebung wéhrend der Dialyse an ABCG2
angeheftet bleiben. In diesem Fall konnte das Detergenz mit der Bildung der Proteoliposomen
interferieren, indem sich die anderen Lipide, darunter auch das fiir die Funktion wichtige
Cholesterol, nicht korrekt an das Protein anlagern kénnten. Aufgrund der bereits zuvor
erwahnten inhomogenen Groflenverteilung der Liposomen ist dies sehr wahrscheinlich. Da
die Rekonstitution aber ein wichtiger Schritt des Aufreinigungsprozesses ist, um natives und
aktives Protein zu erhalten [64, 137], konnte die fehlende Dialysierbarkeit von FC-16 fiir die

Nicht-Funktionalitat des aufgereinigten Proteins mit verantwortlich sein.

Vergleicht man die Struktur von FC-16 mit der von Octylglucosid, so zeigt sich ein deutlicher
Unterschied (siche Abbildung 4.37). Bei ersterem handelt es sich um eine lange aliphatische
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Abb. 4.37: Struktureller Vergleich verschiedener Detergenzien zur Solubilisation von ABCG2.
Fos-cholin 16 (FC-16), Dodecylmaltosid (DDM) und Octylglucosid (OG).

Kohlenstoffkette, die an einem Ende eine zwitterionische Struktur enthélt. Letzteres ist ein
nicht-ionisches Detergenz und weist neben einer kiirzeren Kohlenstoftkette eine Zuckerstruk-
tur auf, die den hydrophilen Teil des Molekiils darstellt.

Aufgrund dieses Unterschiedes wurden die Ergebnisse des Detergenzienscreenings (Abbil-
dung 4.32) erneut daraufhin untersucht, ob noch ein weiteres, strukturell mit OG ver-
wandtes Detergenz in der Lage war, ABCG2 zu solubilisieren. n-Decyl-3-D-maltopyranosid
(Decylmaltosid, DM) und n-Dodecyl-3-D-maltopyranosid (Dodecylmaltosid, DDM) wiesen
die gesuchte Strukturdhnlichkeit auf und waren daneben in der Lage, ABCG2 aus LPY11-
Membranen herauszulésen. Da DDM eine etwas bessere Effektivitéit zeigte, wurde dieses fiir

die weiteren Aufreinigungsversuche ausgewéhlt.

Aufreinigung mit Dodecylmaltosid

Um die optimale Konzentration von Dodecylmaltosid fiir die Solubilisation von ABCG2 fest-
zustellen, wurden Proben einer Membranpraparation von LPY11-ABCG2 mit verschiedenen

DDM-Mengen versetzt. Der Versuch wurde analog zur Konzentrationsoptimierung von FC-
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16 durchgefithrt. Nur die Proben des solubilisierten Materials wurden mittels Western Blot
untersucht, das Ergebnis ist in Abbildung 4.38 dargestellt. Zum einen konnte hier gezeigt
werden, dass mit 1,5 % DDM die grofite Proteinmenge aus den Membranen herausgelost
werden konnte. Zum anderen wurde deutlich, dass DDM in der Lage ist, die obere, also

aktive Spezies von ABCG2 nahezu selektiv zu solubilisieren.

Fir die Aufreinigung mit 1,5 % DDM wurden mit einer Ausgangsproteinkonzentration von
5 mg/ml und einer Solubilisationszeit von 60 min die gleichen Bedingungen gewahlt wie fiir
die Aufreinigung mit 2 % FC-16. Abbildung 4.39 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse,
die nach SDS-PAGE und Silberfirbung bzw. Western Blot erhalten wurden. Die densito-
metrische Analyse der Banden des Blots zeigte, dass etwa 50 % des im Ausgangsmaterial
enthaltenen ABCG2 von DDM solubilisiert werden konnten. Genauso wie schon bei der Auf-

reinigung mit FC-16 war auch hier die Binding an das Nickel-Harz nicht optimal (Bahn 4).

Die Silberfarbung des Eluats (A, Bahn 6) macht deutlich, dass ABCG2 nicht vollstandig auf-
gereinigt werden konnte. Die Ergebnisse eines Western Blots mit dem Myc-Antikorper und
BXP-21 sind in Abbildung 4.40 dargestellt. Wie bereits fiir das Detergenz OG beschrieben
zeigte sich, dass beide Antikorper eine Hauptbande von 68 kDa markieren. Daneben werden
zwei zusétzliche schmale Banden durch den Myc-Antikérper erkannt, bei denen es sich um
Bruchstiicke des Proteins handelt. Auf diese Weise konnen jedoch nicht alle der in der Silber-
farbung zusatzlich detektierten Banden erklért werden. Daneben scheinen auch noch andere
Proteine vorhanden zu sein, welche mittels massenspektrometrischer Analyse identifiziert
werden konnten. Mittels Dialyse wurde das Protein jedoch erfolgreich in Proteoliposomen

rekonstituiert, die finale Konzentration betrug 0,35 mg/ml.

ATPase Aktivitat des mit DDM aufgereinigten ABCG2

Die Untersuchung der Funktionalitat des aufgereinigten Proteins mit Hilfe des ATPase
Assays wurde so durchgefiihrt, wie fir das mit OG aufgereinigte Protein beschrieben (siehe
Kapitel 4.3.5). Die basale Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat betrug 0,16 pmol P;/mg/min
und konnte durch 100 pM Prazosin ca. 1,7fach stimuliert werden (sieche Abbildung 4.41).

Also lag auch das mit DDM solubilisierte ABCG2 in einer aktiven Konformation vor.

Zusatzlich konnte eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Prazosin generiert werden, der
ECs59-Wert lag bei 4,57 pM. Daneben stimulierten auch 5 pM GF120918 und 31,6 pM Sul-
fasalazin die ATPase Aktivitdat des mit DDM aufgereinigten Proteins 2 bzw. 1,5fach (siehe
Abbildung 4.41). Alle Werte fiir mit DDM aufgereinigtes ABCG2 stimmten mit denen fiir

mit OG solubilisiertes Protein und mit der dort zitierten Literatur tiberein.

150



4.3 ABCG2 aus Saccharomyces cerevisiae

kDa

— 43

1 2 3 4 5 6

Abb. 4.38: Solubilisation von ABCG2 mit verschiedenen Konzentrationen von Dodecylmalto-
sid. Western Blot der Proben von solubilisierten Proteinen mit den folgenden Konzentrationen
von DDM (5 pg pro Bahn): 0 % (Bahn 1), 0,5 % (Bahn 2), 1,0 % (Bahn 3), 1,5 % (Bahn 4),
2,0 % (Bahn 5), 2,5 % (Bahn 6).
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Abb. 4.39: Aufreinigung von ABCG2 mit 1,5 % DDM. (A) SDS-PAGE und Silberfirbung von
Proben des Aufreinigungsprozesses (2 pg in Bahnen 1-5, 15 pl in Bahn 6): Ausgangsmembranen
(Bahn 1), nicht-solubilisierte Proteine (Bahn 2), mit DDM solubilisierte Proteine (Bahn 3),
nicht an Ni-NTA gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Ni-NTA (Bahn 5), von Ni-NTA
eluiertes ABCG2 (Bahn 6); (B) Western Blot der Proben aus dem Aufreinigungsprozess (5 png
in Bahnen 1-4 & 8, 15 pl in Bahnen 5-7) in der gleichen Reihenfolge wie bei (A), zusétzlich
Uberstand nach Ultrazentrifugation der Proteoliposomen (Bahn 7), rekonstituiertes Protein
(Bahn 8).
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Abb. 4.40: Verwendung unterschiedlicher Antikérper bei der Untersuchung des Eluats der
Affinitatschromatographie nach Solubilisation mit DDM mittels Western Blot (15 pl pro Bahn).
(A) BXP-21; (B) Myc-Antikorper.

220- .
200
(D)
2] 4 .
£ i 160
P2 1404
%é 120-
= § 100
>0 80-
o
2 < 60-
©
T 40-
20-
0

Abb. 4.41: Bestitigung der Aktivitat von mit 1,5 % DDM aufgereinigtem ABCG2. Relative
Vanadat-sensitive ATPase Aktivitdt in Abwesenheit (Basal) und Anwesenheit der bekannten
Stimulatoren Prazosin, GF120918 und Sulfasalazin in der jeweils angegebenen Konzentration.
Alle Experimente wurden mindestens zweimal in Triplikaten durchgefiihrt.
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Optimierung der eingesetzten Proteinkonzentration

Als néchster Optimierungsschritt wurde tberpriift, ob die Proteinkonzentration im Solu-
bilisationspuffer zu Beginn einer Aufreinigung verringert werden konnte. Auf diese Weise
konnten mit der Biomasse aus einem Fed-Batch Prozess bzw. einer Membranpraparation
mehr Versuche durchgefiihrt werden. Es ware also eine effektivere Nutzung des vorhandenen
Ausgangsmaterials moglich. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden LPY11-ABCG2
Membranen in verschiedenen Ausgangskonzentrationen mit 1,5 % DDM solubilisiert. Da bis-
her in den Versuchen eine Konzentration von 5 mg/ml eingesetzt worden war, wurden hier

2, 3 und 4 mg/ml verwendet.

Nach Trennung von solubilisiertem und nicht-solubilisiertem Material durch Ultrazentrifuga-
tion wurden nur die Proben der solubilisierten Proteine auf einem Western Blot untersucht.
Wie in Abbildung 4.42 zu sehen nahm die ABCG2-Menge mit steigender Ausgangspro-
teinkonzentration zu, das meiste ABCG2 war in der Probe fir 4 mg/ml vorhanden. Das
Transportprotein konnte in dieser Probe also starker angereichert werden als bei Verwen-
dung geringerer Ausgangsmengen an Gesamtprotein. Aus diesem Grund kann in zukiinfigen
Versuchen die Gesamtproteinkonzentration im Solubilisationspuffer nicht verringert werden,

sondern sollte bei mindestens 4 mg/ml liegen.

Optimierung der Reinheit des aufgereinigten Proteins

Zur Verbesserung der Reinheit von mit DDM aufgereinigtem ABCG2 wurde in der Affini-

tatschromatographie statt dem bisher verwendeten Nickel-Harz nun Cobalt-Harz eingesetzt.

kDa
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Abb. 4.42: Optimierung der Ausgangsproteinkonzentration bei der Solubilisation von ABCG2
mit 1,5 % DDM. Western Blot der Proben von solubilisierten Proteinen bei den folgenden
Ausgangskonzentrationen an Protein (5 pg pro Bahn): 2 mg/ml (Bahn 1), 3 mg/ml (Bahn 2),
4 mg/ml (Bahn 3).
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Diesem Harz wird in der Literatur eine sehr hohe Selektivitét fiir mit einem His-Tag mar-
kierte Proteine zugesprochen [171]. Um dies zu untersuchen wurden Membranen von LPY11-
ABCG2 nach 60miniitiger Solubilisation mit 1,5 % DDM fir 5 h mit Cobalt-Harz inkubiert.
Die weitere Durchfithrung der Aufreinigung wurde nicht verandert und wie bisher wurden

an verschiedenen Stellen im Prozess Proben entnommen.

Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und dann
entweder durch Silberfarbung oder durch Western Blot detektiert. Abbildung 4.43 stellt nur
jene Ergebnisse dar, die fir die Beurteilung der Affinitatschromatographie relevant sind.
Mittels Densitometrie konnte festgestellt werden, dass etwa 60 % des von DDM solubilisier-
ten ABCG2 an das Cobalt-Harz gebunden wurden. Zusétzlich wurde bei dem nachfolgenden
Waschschritt sehr viel Protein entfernt. In dieser und der Probe des Eluats lag die Pro-
teinkonzentration unterhalb der Detektionsgrenze des Amido Black Assays, so dass keine
identischen Proteinmengen aufgetragen werden konnten. Da dies aber eine Voraussetzung
fiir den densitometrischen Vergleich ist, konnte dieser hier nicht durchgefiihrt werden. Aus-
sagen zum Trend der Ergebnisse konnen jedoch getroffen werden. Die Reinheit des Eluats
wurde verbessert, aber es war nur sehr wenig ABCG2 vorhanden. Dies zeigte sich auch bei der
anschliefenden Rekonstitution des Proteins in Liposomen. Die Gesamtproteinkonzentration
lag bei 0,03 mg/ml und somit 10fach niedriger als bei den zuvor mit Ni-NTA durchgefiihrten

Aufreinigungen.

In der Liposomensuspension wurde eine leichte Braunfiarbung beobachtet. Eine mogliche
Erklarung hierfiir ist, dass Cobaltionen mit im Puffer enthaltenen Zusétzen reagiert haben
konnten und deswegen aus dem Chelatkomplex des Harzes entfernt wurden. Durch Abnahme
der Cobaltionenkonzentration im Harz wiirde auch die Bindungskapazitiat des Harzes abneh-
men. So konnte die hier beobachtete herabgesetzte Bindung von ABCG2 iiber den His-Tag
und die geringe Menge des Proteins im Eluat erklart werden. Laut Herstellerangaben ist auch
die Glycerolkonzentration im hier verwendeten Puffer an der Grenze der Kompatibilitat. Als
ebenfalls problematisch wird die Verwendung von Reduktionsmitteln wie 3-Mercaptoethanol
beschrieben, welches in den hier verwendeten Puffern enthalten war. Um dieses Problem zu
umgehen, sollten bei Einsatz des Cobalt-Harzes andere Pufferlosungen gewahlt werden und
die Aquilibrierung in Anwesenheit von 3-Mercaptoethanol erst kurz vor Verwendung statt-
finden.

Fur das hier aufgereinigte ABCG2 konnte mit Hilfe des ATPase Assays keine Aktivitat
bestimmt werden. Dies kann auf verschiedene Ursachen zurtickgefithrt werden. Sehr wahr-
scheinlich ist, dass die Menge an hydrolysiertem freien Phosphat aufgrund der sehr geringen

Proteinkonzentration in der Liposomensuspension unter der Bestimmungsgrenze lag.
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Abb. 4.43: Affinitdtschromatographie mit Cobalt-Harz bei Aufreinigung von ABCG2. (A)
SDS-PAGE und Silberfarbung von Proben des Affinitatschromatographieprozesses (5 pg in
Bahnen 1 & 2, 15 pl in Bahnen 3 & 4): mit 1,5 % DDM solubilisierte Proteine (Bahn 1),
nicht an Cobalt-Harz gebundene Proteine (Bahn 2), Waschschritt Cobalt-Harz (Bahn 3), von
Cobalt-Harz eluiertes ABCG2 (Bahn 4); (B) Western Blot der Proben aus dem Affinitétschro-
matographieprozess in der gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A).

Fazit

Zur Optimierung der Aufreinigung von ABCG2 wurden zwei verschiedene Detergenzien ein-
gesetzt, Fos-cholin 16 und Dodecylmaltosid. Fos-cholin 16 war in der Lage, ABCG2 mit guter
Effizienz zu solubilisieren. Jedoch zeigte sich, dass das mit diesem Detergenz aufgereinigte
Protein keine stimulierbare ATPase Aktivitit aufwies. Ein moglicher Grund fir die Inakti-
vitat konnte in der ,lipid-dhnlichen“ Struktur von FC-16 liegen. Da FC-16 nicht dialysierbar
ist, wiirde es bei der Rekonstitution die Bildung einer korrekten Lipidumgebung stoéren. In

dieser Umgebung lige ABCG2 nicht nativ vor und wére somit inaktiv.
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4.3 ABCG2 aus Saccharomyces cerevisiae

Dodecylmaltosid besitzt eine sehr grofie strukturelle Ahnlichkeit zu Octylglucosid, mit dem
ABCG?2 funktionell aufgereinigt werden konnte (siche Kapitel 4.3.5) und war zudem in der
Lage, das Protein zu solubilisieren. Ein grofler Vorteil von DDM war, dass es selektiv die
obere, aktive der beiden ABCG2-Spezies aus LPY11-ABCG2 Membranen herausloste. Da-
neben wies dieses Detergenz eine erhohte Effektivitat auf, weil es im Vergleich zu OG mehr
Protein aus den Zellmembranen solubilisieren konnte. Bei der Optimierung der Konzentra-
tion des Ausgangsmaterials im Solubilisationspuffer zeigte sich, dass die bisher verwendete

Konzentration von 5 mg/ml beibehalten werden sollte.

Nach Solubilisation von ABCG2 mit 1,5 % DDM wurde das Protein affinitatschromato-
graphisch aufgereinigt. Dabei ging eine groflere Menge an ABCG2 verloren, da das Harz
wahrscheinlich tiberladen war. Deswegen sollte zukiinftig mehr Nickel-Harz verwendet wer-

den.

Insgesamt war die Reinheit des Eluats nicht optimal, sie konnte aber durch den Wechsel des
Detergenzes von OG zu DDM etwas verbessert werden. Neben Nickel-basierter Affinitats-
chromatographie wurde ein Cobalt-Harz verwendet. Dieses Harz sollte wie bereits erwahnt
laut Literatur Histidin-markierte Proteine sehr selektiv binden [171] und so zur Erhohung der
Reinheit beitragen. Es zeigte sich jedoch, dass dieses Harz nicht mit dem Puffer kompatibel

war, der bisher routineméaflig fiir das Nickel-Harz verwendet wurde.

Beim Waschen des Harzes wurde ein Teil des gebundenen ABCG2 entfernt. Eine Moglich-
keit zur Verbesserung der Bindung des His-Tags an Cobalt-Harz wére eine Verringerung der
Imidazol-Konzentration im Waschpuffer. Aufgrund ihrer Imidazol-Partialstruktur wiirden
in Proteinen einzeln vorliegende Histidine durch Imidazol aus der Bindung an Affinitats-
chromatographie-Harze verdrangt. Da ein His-Tag aus mehreren Histidinen besteht, ist des-
sen Bindung an das Harz prinzipiell stérker. Je hoher jedoch die Imidazol-Konzentration im
Waschpuffer, desto mehr werden auch Molekiile mit His-Tag (hier ABCG2) aus ihrer Bin-
dung an das Harz verdrangt. Dieses Phanomen ist beim Waschen des Harzes nicht erwiinscht,

sondern erst bei der Elution.

Nach erfolgreicher Rekonstitution von ABCG2 in Proteoliposomen konnte sowohl fiir mit OG
als auch mit DDM aufgereinigtes Protein eine von Prazosin stimulierte Vanadat-sensitive
ATPase Aktivitit festgestellt werden. In Abbildung 4.44 wird der Stimulationsfaktor der
ABCG2-Chargen verglichen, die mit den drei Detergenzien OG, FC-16 und DDM aufge-
reinigt wurden. Ein ungepaarter, zweiseitiger t-Test zeigte, dass die Faktoren fiir die Akti-
vierbarkeit von mit OG und mit DDM solubilisiertem Protein gleich waren. Dagegen waren

beide Stimulationswerte signifikant verschieden von der basalen Aktivitét.
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Abb. 4.44: Vergleich der relativen Vanadat-sensitiven ATPase Aktivitiat von mit 2 % OG, 2 %
FC-16 bzw. 1,5 % DDM aufgereinigtem ABCG2 (n.s. = nicht signifikant). Alle Experimente
wurden mindestens zweimal in Triplikaten durchgefiihrt.

4.3.8 Gewinnung von ABCG2 aus S. cerevisiae — Fazit

Zusammenfassend geht aus den in diesem Kapitel dargestellten Ergebnissen hervor, dass
ABCG2 im S. cerevisiae Stamm LPY11-ABCG2 funktionell exprimiert wurde. Aus der Zell-
membran dieses Hefestammes konnte das Protein mit Hilfe von 2 % Octylglucosid oder 1,5 %

Dodecylmaltosid in seiner nativen und aktiven Konformation solubilisiert werden.

Zur weiteren Aufreinigung wurden zwei verschiedene Affinitdtschromatographie-Harze ver-
wendet. Dabei zeigte Nickel-Harz eine gute Bindung fiir Histidin-markiertes ABCG2, jedoch
auch fiir andere Proteine. Cobalt-Harz war zwar im Gegensatz zu Ni-NTA relativ empfind-
lich gegeniiber Pufferzusétzen wie Glycerol oder 3-Mercaptoethanol, es konnte ABCG2 aber
selektiver binden. Die Optimierungsvorschliage fiir die Pufferlésungen in der Affinitétschro-

matographie koénnen der Diskussion in den einzelnen Unterkapiteln entnommen werden.

Die Rekonstitution des Proteins nach Aufreinigung verlief stets erfolgreich, die gewéhlte
Lipidumgebung war also dazu geeignet, ABCG2 in seiner funktionellen Konformation auf-

zunehmen und auch in dieser zu stabilisieren.
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4.3 ABCG2 aus Saccharomyces cerevisiae

Insgesamt gibt es verschiedene Vor- und Nachteile der Verwendung von S. cerevisiae als
Expressionssystem des ABC-Transporters ABCG2. Vorteilhaft ist die hohe Teilungsrate der
Zellen, durch die in kurzer Zeit grofle Mengen an Biomasse hergestellt werden kénnen. Dane-
ben ist die Kultivierung dieser groen Menge an Zellen relativ preisgilinstig, da die Losungen
fiir das Kulturmedium selbst zusammengestellt werden kénnen. Diese grofie Menge an Bio-
masse wurde fiir die Versuche bendtigt, da der hier neu etablierte Hefestamm nur eine sehr
geringe Expression des gewtinschten Proteins aufwies. Ebenfalls von Nachteil ist, dass He-
fen in ihrer Zellmembran endogene ATPasen exprimieren. Daher konnte die Aktivitdt von
ABCG2 nicht bereits in den isolierten Membranen, sondern erst nach Solubilisation, Aufrei-

nigung und Rekonstitution des Proteins tiberpriift werden.

Prinzipiell stellte sich also die Frage, ob ABCG2 auch aus einem anderen Expressionssys-
tem mit hoherer Expressionsrate aufgereinigt werden kénnte. Bisher wurden nur drei andere
Studien zur Aufreinigung dieses Proteins veroffentlicht. In einem Fall wurde die Hefe Pichia
pastoris [82], in den beiden anderen Fallen die Insektenzelllinie High Five (Hi5) verwen-
det [64, 119]. Vorteile des Insektenzellsystems sind vor allem die hohe Expressionsrate und
eine geringere Menge an endogenen ATPasen in der Zellmembran. So konnte die Aktivitat
des exprimierten Proteins schon auf der Stufe der Membranpréparation tiberpriift werden.
Daneben wiirde weniger Biomasse zur Aufreinigung der gleichen Menge an ABCG2 benétigt.
Ergebnisse zur Expression von ABCG2 in Insektenzellen werden in den folgenden Kapiteln

dargestellt.
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4.4 ABCG2 aus Insektenzellen

4.4.1 Insektenzellen als Expressionsystem fiir ABCG2

Fir die Expression von ABCG2 standen zu Beginn der Arbeiten die beiden Insektenzellli-
nien Sf9 und High Five (Hi5) zur Auswahl. Sowohl Sf9 als auch Hi5 Zellen wurden bereits
von verschiedenen Arbeitsgruppen zur ABCG2-Expression mit Hilfe des Baculovirus Expres-
sionssystems verwendet [64, 67, 71, 114-119]. Eine erfolgreiche Aufreinigung wurde jedoch
bisher nur aus der Zelllinie Hi5 berichtet [64, 119, 120]. Der grofie Vorteil dieses Systems ist
die hohe Expressionsrate des Zielproteins. Zudem sind in der Zellmembran dieser Zellen weni-
ger endogene ATPasen vorhanden, so dass die Aktivitat des exprimierten ABC-Transporters
bereits in der Membranpréaparation nachgewiesen werden kann. Weitere Vor- und Nachteile

werden in der Einleitung in Kapitel 1.5 dargestellt.

In dieser Arbeit wurde ein Baculovirus (Autographa californica nuclear polyhedrosis virus,
AcMNPV) verwendet, dessen DNA bereits das ABCG2-Gen (R482 = Wildtyp) enthielt.
Mit diesem Virus konnten beide Insektenzelllinien ohne weitere Vorarbeiten infiziert werden.
Vor das ABCG2-Gen war N-terminal ein His-Tag aus zehn Histidinen angefligt worden,
genauso wie im Plasmid zur Transformation von S. cerevisiae. Die Vorteile der Markierung
des Gens am N-Terminus, also an der ATP-Bindungsstelle, wurden ausfiihrlich in Kapitel

4.3.1 besprochen.

4.4.2 Membranpraparation von Insektenzellen

Prinzipiell sind die beiden Zelllinien Sf9 und Hib zur Expression von ABCG2 geeignet. Um
die korrekte Expression des Proteins in diesen Zellen zu etablieren und eventuelle Unter-
schiede in der Proteinexpressionsrate zu iiberpriifen, wurden beide Zelllinien mit dem in den
Kapiteln 3.3.1 und 4.4.1 beschriebenen Virus infiziert und nach ca. 72 h geerntet. Sowohl
die Virusmenge als auch die Infektionszeit wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit opti-
miert, Ergebnisse dazu werden in Kapitel 4.4.4 vorgestellt. Zu einem ersten Vergleich der
ABCG2-Expression reichte es jedoch aus, eine identische Zellzahl beider Zelllinien mit der
gleichen Virusmenge iiber den gleichen Zeitraum zu inkubieren. Die allgemeine Durchfiih-
rung einer Infektion von Insektenzellen zur Proteinexpression ist ausfiihrlich in Kapitel 3.3.3

beschrieben.

Nach Ernte der infizierten Insektenzellen wurden diese jeweils mit einem Dounce Hand-

Homogenisator aufgeschlossen und die Zellmembranfraktion mittels Ultrazentrifugation iso-
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Abb. 4.45: Vergleich der Expressionslevel von ABCG2 in Sf9 und Hi5 Insektenzellen. Mittels
Western Blot wurde eine Membranpréparation von mittels Baculovirus infizierten Zellen auf
die Expression des Proteins untersucht: Sf9 Membranpréparation 1 (2 pg, Bahn 1), Sf9 Mem-
branpréparation 2 (2 pg, Bahn 2), Hi5 Membranpraparation (2 pg in Bahn 3, 1 pg in Bahn 4),
LPY11-ABCG2 Membranpréparation (2 pg, Bahn 5).

liert (siehe Kapitel 3.3.4). Die Gesamtproteinkonzentration wurde im Amido Black Assay
bestimmt, danach wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression
von ABCG2 mit Hilfe eines Western Blots tiberpriift. Zum Vergleich mit der Expression von
ABCG2 in LPY11-ABCG2 wurde zusétzlich eine Probe einer entsprechenden Membranpréa-

paration in den Versuch mit eingeschlossen.

Abbildung 4.45 zeigt, dass in allen untersuchten Membranpraparationen ABCG2 enthalten
ist. Beide Sf9 Membranproben (Bahnen 1 & 2) enthalten weniger Zielprotein als die Probe
der Hib Zellen, fiir welche die gleiche Gesamtproteinmenge aufgetragen worden war (Bahn 3).
Dieses Ergebnis wird durch einen Bericht in der Literatur unterstiitzt, dass Hi5 Zellen eine

hohere Expressionsrate als Sf9 Zellen aufweisen [119].

Daneben wurde die Expression in den Insektenzellen mit der in LPY11-ABCG2 (Bahn 5)
verglichen. Die Vermutung, dass Hefemembranen eine deutlich geringere Expression als Sf9
oder Hib Zellen aufweisen, konnte anhand dieses Western Blots belegt werden. Fiir ABCG2
aus Insekten- und aus Hefezellen zeigt sich ein Unterschied im Molekulargewicht. Der Grund
fiir diesen Unterschied liegt wahrscheinlich im verschiedenen Glykosylierungsmuster des Pro-
teins bei Expression in den beiden Systemen. Das Transportprotein liegt nattirlicherweise in
humanen Zellen hauptséchlich N-glykosyliert vor. Hefen kénnen weniger posttranslationale
N-Glykosylierungen durchfiihren als humane Zellen. Daher ist das dort exprimierte Prote-
in unterglykosyliert und weist deswegen ein geringeres Molekulargewicht auf (siehe Kapi-
tel 4.3.1). In Insektenzellen finden noch weniger N-Zuckerverkniipfungen statt, daraus resul-
tiert wahrscheinlich das hier beobachtete wiederum geringere Molekulargewicht von ABCG2
bei Expression in diesem System. Laut Literatur ist der Glykosylierungsstatus von ABCG2
jedoch nicht essentiell fiir dessen Funktionsfiahigkeit, somit kann das hier gewonnene Protein

fiir weitere Versuche verwendet werden [65-67].
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Wie in S. cerevisiae wurde ABCG2 auch in beiden Insektenzelllinien als zwei Spezies mit ei-
nem leicht unterschiedlichen Molekulargewicht exprimiert. Diese Beobachtung ist bereits
fir die Expression des Proteins sowohl in Sf9 als auch in Hi5 Zellen literaturbeschrie-
ben [119, 120]. Es soll sich bei der oberen Spezies um reifes und funktionelles Protein und
bei der unteren Spezies um ein inaktives Faltungsintermediat handeln. Auf dem Western
Blot wurden zusétzlich auch noch Banden vom Antikérper BXP-21 markiert, die kleiner als
50 kDa waren. Hierbei konnte es sich um nicht vollstandig synthetisiertes ABCG2 handeln.
Dieses Phanomen kann moglicherweise durch die stark forcierte Proteinexpression in In-
sektenzellen hervorgerufen werden. Neben korrekt exprimiertem Protein wiirden in geringer

Konzentration inaktive Nebenprodukte entstehen.

Fazit

ABCG2 wurde in den Insektenzelllinien Sf9 und Hi5 erfolgreich exprimiert und in einer
Membranpréparation angereichert. Das Protein wird als zwei Spezies mit geringem Mole-
kulargewichtsunterschied exprimiert, wie es auch bereits bei der Expression in Hefen im
Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurde. Im Vergleich zeigte sich, dass ABCG2 weniger
N-glykosyliert ist als in S. cerevisiae exprimiertes Protein. Aufgrund der hoheren Expressi-
onsrate erscheint die Zelllinie Hib fiir weitere Studien besser geeignet. Als néchstes stellte
sich jedoch die Frage, ob das hier exprimierte ABCG2 in einer aktiven Konformation vor-
lag und ob es Unterschiede in der Aktivitat zwischen dem in den beiden Insektenzelllinien

exprimierten Transportprotein gab.

4.4.3 Aktivitatsbestimmung von ABCG2 in verschiedenen

Insektenzellmembranen

Um die Funktionalitat des in Sf9 bzw. Hib Zellen exprimierten ABCG2 zu untersuchen
und Unterschiede in der Aktivitit auszuschliefen, wurde der in Kapitel 3.3.5 beschriebene
ATPase Assay verwendet. Hier wurde im Vergleich zum bei der Aktivitdtsbestimmung von
aufgereinigtem ABCG2 eingesetzten ATPase Assay (Kapitel 3.2.15) nur die Phosphatlibera-
tion nach 20 min bestimmt. Daneben wurden andere Konzentrationen sowohl von Prazosin
zur Stimulation als auch von Vanadat zur Inhibition eingesetzt. Zur Quantifizierung des
freien Phosphats (P;) in den Proben wurde desweiteren eine andere Detektionsmethode an-
gewendet. Diese Veranderungen ergaben sich daraus, dass der in diesem Kapitel verwendete

Assay im Labor von Dr. Christine Hrycyna (Purdue University, Indiana, USA) erlernt und
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durchgefiihrt wurde. Diese Methode wurde dort standardmafig fiir Aktivitatsbestimmungen

eingesetzt und ist ebenfalls in der Literatur beschrieben [172].

Die Aktivitat von ABCG2 in Membranpraparationen infizierter Zellen beider Zelllinien
wurden mittels des oben beschriebenen ATPase Assays in Ab- (basal) und Anwesenheit
von 40 pM Prazosin untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.46 zusammengefasst.
Fir ABCG2 in Sf9 Membranen betrug die basale Vanadat-sensitive Aktivitat 25,5 + 0,8
nmol P;/mg/min, fir ABCG2 in Hi5 Membranen 20,9 4+ 2,7 nmol P;/mg/min. Beide Werte
liegen im gleichen Bereich. Die Stimulierbarkeit der ATPase Aktivitat war fiir das Protein
in Hi5 Membranen (2,8fach) etwas besser als in Sf9 Membranen (2,3fach).

Insgesamt sind die hier beschriebenen Werte fiir die basale Aktivitat von ABCG2 in Hib
Membranen viel geringer als fiir das aus Hefemembranen aufgereinigte Protein. Ein mogli-
cher Grund dafiir wére, dass es aufgrund der Expression von ABCG2 in den beiden Spezies
Hefe und Insektenzellen Unterschiede in der Aktivitdt gibt. Dies ist fiir ABCB1 bereits
literatur-beschrieben [121]. Im Fall von ABCG2 ist die Anwesenheit von Cholesterol ein
wichtiger Faktor fiir die Aktivitét des Proteins [116, 123]. In den Insektenzellen liegt laut
der genannten Literatur jedoch nur eine sehr geringe Konzentration von Cholesterol vor. Das
aus den Hefemembranen isolierte Protein ist dagegen in eine Cholesterol-haltige Lipidum-
gebung rekonstituiert worden. Dies wiirde die hier bestimmten Unterschiede im Level der
basalen Aktivitat von ABCG2 erklaren. Auflerdem liegt das aus Hefemembranen aufgerei-
nigte Protein in Liposomen definierter Zusammensetzung vor. Im Gegensatz dazu befindet
sich ABCG2 aus den Insektenzellmembranen in einer Umgebung aus sehr unterschiedlichen
Lipiden und anderen Proteinen, wodurch die Aktivitdt von ABCG2 méglicherweise beein-

trachtigt wird.

Fazit

ABCG2 lag nach Expression in beiden Zelllinen in der Membranpréaparation funktionell
vor. Jedoch war das Protein in Hi5 Membranen etwas besser stimulierbar. Deswegen und
aufgrund der hoheren Expressionsrate wurde diese Zellline fiir die weiteren Experimente aus-
gewihlt. An dieser Stelle zeigt sich der besondere Vorteil der Verwendung von Insektenzellen
als Expressionssystem fiir ABCG2, da die Aktivitdt des Proteins vor Beginn der Aufreini-
gungsprozedur tiberpriift werden kann. Auf diese Weise kann bereits an diesem Punkt des
Prozesses iiber die weitere Vorgehensweise entschieden und somit gegebenenfalls Kosten einer

Aufreingung von inaktivem Protein vermieden werden.

163



4 Ergebnisse und Diskussion

300+

250+

200+

150

100

ATPase Aktivitat

Relative Vanadat-sensitive
(@]
?

Abb. 4.46: Vergleich der Aktivierbarkeit von ABCG2 in Membranen von Sf9 bzw. Hi5 Zellen.
Relative Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat in Abwesenheit (Basal, farblos) und Gegenwart
von 40 pM Prazosin (Stimuliert, grau) fiir Sf9 (ohne Muster) und Hi5 Zellen (gepunktet).
Ergebnisse eines repriasentativen Experiments.

4.4.4 Optimierung der Proteinexpression

Da der Titer der hier verwendeten Viruslosung unbekannt war, wurden die optimalen Be-
dingungen fiir die Proteinexpression in Hi5 Zellen empirisch ermittelt. Es gibt zwei verschie-
dene Parameter, die die Expression von Proteinen in Insektenzellen beeinflussen koénnen.
Zum einen ist die bei der Infektion eingesetzte Virusmenge entscheidend, zum anderen die
Inkubationszeit der Zellen in Anwesenheit des Baculovirus. Die Versuche wurden prinzipiell
wie in Kapitel 3.3.3, jedoch statt in Gewebekulturschalen in 6-Well-Platten mit 10% Zellen
pro Well durchgefiihrt.

Zuerst wurde das fiir die Proteinexpression der Hi5 Zellen optimale Volumen der Viruslosung
ermittelt. Dazu wurden verschiedene Volumina der Losung (0, 50, 100, 150, 200 und 300 pul)
zu der oben genannten Anzahl an Zellen gegeben. Nach 62 h wurden die infizierten Zellen
geerntet und jeweils eine Membranpréaparation angefertigt. Mittels Amido Black Assay wurde
die Gesamtproteinkonzentration aller Ansétze bestimmt, die Proteine in einer SDS-PAGE

aufgetrennt und anschlieend ein Western Blot durchgefiihrt.
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Abb. 4.47: Optimierung des zur Proteinexpression von Hi5 Zellen benétigten Volumens der
Viruslosung. Mittels Western Blot wurden Membranpréparationen von mit den folgenden Vi-
ruslosungsvolumina infizierten Zellen auf die Expression des Proteins untersucht (5 pg pro
Bahn): ohne Virus (Bahn 1), 50 pl (Bahn 2), 100 ul (Bahn 3), 150 pl (Bahn 4), 200 pl (Bahn
5), 300 pl (Bahn 6).

In Abbildung 4.47 ist das Ergebnis zu sehen, welches deutlich macht, dass das groite Volu-
men an Viruslosung (300 pl, Bahn 6) zur hochsten Expression von ABCG2 fithrte. Wiirde
zu wenig Virus eingesetzt, wiirden nicht alle Zellen infiziert werden und die in der Membran-

praparation resultierende ABCG2-Konzentration wére gering.

Jedoch ist auch die Verwendung von zu vielen Viren pro Zelle ungiinstig, da auf diese Wei-
se sehr viel Viruslosung verbraucht werden wiirde. Durch die Gegenwart sehr vieler Viren
wiirde die Proteinexpression insgesamt sehr stark angeregt werden und es kdame verstarkt
zur Bildung von nicht vollstandigem und aus diesem Grund nicht aktivem ABCG2, wie es
in Kapitel 4.4.2 beschrieben wurde. In der Abbildung zeigt sich zwar eine diinne Bande un-
terhalb der Banden von ABCG2, jedoch ist diese nur sehr schwach ausgeprégt. Also wurde

bei Verwendung von 300 pl Viruslosung kaum unvollstandiges Protein produziert.

Ein weiterer Nachteil des Einsatzes von sehr viel Viruslosung wird deutlich, wenn man die
Bildung der unteren der beiden ABCG2-Spezies betrachtet (vor allem Bahnen 5 & 6). Diese
Spezies war in der Probe von 300 pl tiberproportional starker vertreten als bei Verwendung
von 200 pl Viruslésung. Um eine weitere Bildung dieser inaktiven Spezies zu verhindern,
sollte in zukiinftigen Versuchen nicht mehr als 300 pl Viruslosung eingesetzt werden. Aus den
genannten Griinden wurde dieses Volumen an Viruslosung zur Bestimmung der optimalen

Inkubationszeit fiir die Proteinexpression verwendet.

Zur Optimierung der Inkubationszeit wurden 10° Zellen pro Well eingesetzt und je ein Well
nach 24, 48, 72, 96 und 120 h geerntet. Alle Ansatze wurden nach Membranpréiparation
und Proteinbestimmung mittels Western Blot untersucht, dieser ist in Abbildung 4.48 dar-
gestellt.
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Abb. 4.48: Ermittlung der Inkubationszeit zur optimalen Proteinexpression von Hi5 Zellen.
Western Blot von Membranpraparationen von mit 300 pl Viruslosung infizierten Zellen, die zu
folgenden Zeitpunkten geerntet wurden (5 pg pro Bahn): 24 h (Bahn 1), 48 h (Bahn 2), 72 h
(Bahn 3), 96 h (Bahn 4), 120 h (Bahn 5).

Nach 24 h (Bahn 1) war noch kein ABCG2 gebildet worden. Es zeigte sich weiter, dass
die Proteinexpression nach 48 h (Bahn 2) sehr gering, jedoch nach 72 h (Bahn 3) deutlich
angestiegen war. Zwischen 72 und 96 h (Bahn 4) kam es noch einmal zu einer Zunahme,

wahrend die Expression nach 120 h (Bahn 5) wieder etwas zurtickgegangen war.

Prinzipiell sollten die Zellen den Viren also nicht zu lange ausgesetzt werden. Da es nach
vollstandiger Infektion der Zellen durch das hier verwendete Baculovirus zur Zelllyse kommt,
wiirde das exprimierte Protein in das die Zellen umgebende Néhrmedium gelangen und dabei
moglicherweise degradiert werden. Aus diesem Uberstand kénnte es nicht mehr in seiner
nativen Konformation isoliert werden und ware fiir weitere Versuche verloren. Zusatzlich ware
die Konzentration von ABCG2 in den Zellmembranen, die aus noch intakten Zellen isoliert
wiirden, dadurch geringer. Dies konnte auch in dem hier dargestellten Versuch beobachtet
werden (Bahn 5).

Fazit

Die optimierten Parameter fiir die Proteinexpression von ABCG2 in Hi5 Zellen waren folglich
ein Viruslésungsvolumen von 300 pl pro 10° Zellen bei einer Inkubationsdauer von maximal
96 h. Das genannte Volumen konnte dann auf die fiir die verschiedenen Gewebekulturschalen

bendtigten Zellzahlen umgerechnet werden.

Die mit der hier beschriebenen Methode gewonnen Membranen wiesen einen hohen ABCG2-
Gehalt auf, der den von LPY11-ABCG2 bei weitem tberstieg (siehe Abbildung 4.45). Aus
diesem Grund waren diese Membranen sehr gut als Ausgangsmaterial fiir die Aufreinigung
von ABCG2 geeignet.
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4.4.5 Detergenzienscreening fiir ABCG2 in Insektenzellmembranen

Werden Membranen unterschiedlicher Spezies betrachtet, konnen durch die unterschiedli-
chen Membraneigenschaften jeweils andere Detergenzien zu optimalen Ergebnissen bei der
Proteinaufreinigung fithren. Es konnte also nicht vorausgesetzt werden, dass das fiir die Hefe-
membranen als optimal ermittelte Detergenz DDM auch fiir die Solubilisation von ABCG2
aus Insektenzellmembranen geeignet sein wiirde. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Detergenzien auf ihre Fahigkeit zur Solubilisation von ABCG2 aus Insektenzellmembranen

hin untersucht.

Solubilisation von ABCG2 aus Hi5 Membranen

Da die Hi5 Membranen eine hohere Expression von ABCG2 aufwiesen als solche von Sf9 Zel-
len, wurde mit diesen ein Screening von sechs verschiedenen Detergenzien durchgefiihrt, die
aus den bei der Solubilisation von ABCG2 aus Hefemembranen verwendeten Verbindungen
ausgewahlt worden waren. Aus den beiden Gruppen der nicht-ionischen (Brij 35, DDM, OG
und Cymal 7) und der zwitterionischen Detergenzien (CHAPS, FC-16) waren Substanzen

vertreten.

Fir jedes Detergenz wurde ein Ansatz von 1 ml, der Hi5 Membranen in einer Gesamtprote-
inkonzentration von 2 mg/ml enthielt, mit 1 % der oben genannten Verbindungen versetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurden die Anséatze ultrazentrifugiert, um solubili-
sierte von nicht-solubilisierten Proteinen zu trennen. Die genaue Durchfithrung ist in Kapitel
3.3.6 dargestellt.

Die auf diese Weise erhaltenen Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot unter-
sucht (siehe Abbildung 4.49). Bis auf Cymal 7, welches das Protein nur in geringem Umfang
aus der Zellmembran herauslosen konnte, waren alle verwendeten Detergenzien zur Solubi-

lisation von ABCG2 in der Lage. Aus der Gruppe der nicht-ionischen Detergenzien zeigte
Brij 35 die hochste Effektivitat (Bahn 1).

Sowohl CHAPS als auch FC-16, die beiden Vertreter der zwitterionischen Gruppe, solubili-
sierten ABCG2, jedoch zeigten sich dabei einige Unterschiede. FC-16 wies im Vergleich zu
CHAPS nur eine sehr geringe Solubilisationsfahigkeit auf. Des Weiteren war CHAPS in der
Lage, die obere der beiden Proteinspezies nahezu selektiv zu solubilisieren, dagegen wur-
den durch FC-16 beide Spezies in gleicher Menge aus den Hi5 Membranen herausgelost.
Brij 35 und CHAPS besaflen eine vergleichbare Effektivitét, ersteres zeigte jedoch eine etwas

geringere Selektivitat fiir die aktive, obere Spezies.
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Abb. 4.49: Solubilisationsscreening fiir ABCG2 aus Hi5 Membranen. Proben von durch 1 %
der angegebenen Detergenzien solubilisierten (,,S“) und nicht-solubilisierten (,P“) Proteinen
wurden mittels Western Blot untersucht (4 pg pro Bahn): Brij 35 S & P (Bahnen 1 & 2),
CHAPS S & P (Bahnen 3 & 4), DDM S & P (Bahnen 5 & 6), OG S & P (Bahnen 7 & 8),
Cymal 7S & P (Bahnen 9 & 10), Fos-cholin 16 S & P (Bahnen 11 & 12).

Solubilisation von ABCG2 aus SfO9 Membranen

Um die Erkenntnisse zu bestatigen, die zuvor fiir die Hi5 Membranen gewonnen werden
konnten, wurden auch Sf9 Membranen mit den beiden Detergenzien CHAPS und FC-16
behandelt. Die Untersuchung dieser beiden Verbindungen war besonders interessant, weil sie
in der Literatur bereits zur Solubilisation und Aufreinigung von ABCG2 verwendet worden
waren [64, 119, 120].

Da diese Membranen eine etwas geringere ABCG2-Expression aufwiesen (siche Kapitel 4.4.2),
wurde in den Ansétzen von 1 ml eine erhohte Gesamtproteinkonzentration von 2,5 mg/ml
eingesetzt. Die weiteren Parameter wurden genauso gewéhlt, wie es zuvor fiir Hi5 Membra-
nen beschrieben wurde. In Abbildung 4.50 sind die Ergebnisse des Western Blots dargestellt.
Es zeigte sich, dass ABCG2 auch aus Sf9 Membranen von beiden Detergenzien herausgelost
werden konnte. Hier war der Unterschied in der Solubilisationseffektivitéit genauso deutlich zu
sehen, wie bei Verwendung der Hi5 Membranen (Abbildung 4.49). Anhand des Blots kann
allerdings keine finale Aussage beziiglich der Selektivitit von CHAPS fiir eine bestimmte
Spezies getroffen werden, da nicht eindeutig zu erkennen ist, welche der beiden Spezies hier

vorwiegend solubilisiert wurde.

kDa
— 75

1 2 3 4

— 50

Abb. 4.50: Solubilisation von ABCG2 aus Sf9 Membranen. Proben von durch 1 % der an-
gegebenen Detergenzien solubilisierten (,,S¢) und nicht-solubilisierten (,,P*) Proteinen wurden
mittels Western Blot untersucht (2 pg pro Bahn): FC-16 S & P (Bahnen 1 & 2), CHAPS S & P
(Bahnen 3 & 4).
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Fazit

Fiir das Detergenzienscreening der Insektenzellmembranen konnte erfolgreich eine geringere
Gesamtproteinkonzentration eingesetzt werden, als bei der Solubilisation von Hefemembra-
nen. Insgesamt konnen diese Membranen also effektiver genutzt werden, da die ABCG2-
Konzentration hier hoher ist als in Hefemembranen. Dadurch wird zum Beispiel weniger
Ausgangmaterial fiir eine Aufreinigung benotigt. An dieser Stelle zeigte sich somit erneut
ein Vorteil der Verwendung von Insektenzellmembranen gegeniiber Membranen von S. cere-

visiae fir die Expression von ABCG2.

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass das Detergenz CHAPS in der Lage war, ABCG2
sowohl aus Hi5 als auch aus Sf9 Membranen mit guter Effektivitat herauszulosen. Bei Ver-
wendung der Hi5> Membranen konnte CHAPS zudem selektiv die obere Spezies des Proteins
solubilisieren. Fos-cholin 16 konnte das Protein zwar ebenfalls 16sen, jedoch im Fall der Hib

Membranen beide Spezies in gleichem Mafl und mit insgesamt geringerer Effektivitét.

In der Literatur wurde fiir die beiden Detergenzien Fos-cholin 16 und CHAPS eine sehr gute
Solubilisation von ABCG2 aus Hi5 Membranen beschrieben [64, 119, 120]. Jedoch wurden in
den Studien widerspriichliche Ergebnisse erzielt. Auf der einen Seite zeigten McDevitt et al.
bei der Verwendung von 2 % FC-16 eine sehr effektive Solubilisation, wohingegen CHAPS
nicht in der Lage war, das Protein zu lésen [64]. Auf der anderen Seite erzielten Pozza und
Mitarbeiter mit 1,1 % CHAPS sehr gute Ergebnisse [119].

In einer weiteren Veroffentlichung der zuletzt genannten Arbeitsgruppe wurden die beiden
Detergenzien genauer untersucht [120]. Fir beide wurde prinzipiell eine Solubilisation von
ABCG2 gezeigt, CHAPS wies jedoch im Gegensatz zu FC-16 bei allen eingesetzten Konzen-
trationen eine Selektivitat fiir die obere Proteinspezies auf. Ein Vergleich der Effektivitat
wurde in dieser Veroffentlichung nicht durchgefiihrt. Neben CHAPS und FC-16 wurde zu-
sitzlich eine Solubilisation des Proteins durch DDM beschrieben. Dagegen wurde durch
McDevitt et al. weder fiir DDM noch fiir OG eine Solubilisation gezeigt [64].

Zusammengefasst unterstiitzen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse die Er-
gebnisse der Arbeitsgruppe um Pozza, da eine erfolgreiche Solubilisation von ABCG2 durch
CHAPS nachgewiesen wurde. Daneben stimmten auch die Ergebnisse zur Solubilisation des
Proteins durch die Detergenzien FC-16, DDM und OG mit der genannten Literatur tiber-

ein.
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Abb. 4.51: Solubilisation von ABCG2 aus Hi5 Membranen mit verschiedenen Konzentrationen
von CHAPS. Western Blot der Proben von solubilisierten (,,S*) und nicht-solubilisierten (,,P*)
Proteinen mit den folgenden CHAPS-Konzentrationen (4 pg pro Bahn): 0 % S & P (Bahnen
1&2),05 %S & P (Bahnen 3 & 4), 1,0 % S & P (Bahnen 5 & 6), 1,5 % S & P (Bahnen
7&8),2,0% S & P (Bahnen 9 & 10), 2,5 % S & P (Bahnen 11 & 12).

4.4.6 Aufreinigung von ABCG2

Um die minimal ndtige Konzentration von CHAPS fiir die maximal mogliche Solubilisation
von ABCG2 aus Hi5 Membranen zu bestimmen, wurden die gleichen Versuchsbedingungen
wie fiir das Detergenzienscreening gewahlt, aber dabei CHAPS-Konzentrationen zwischen
0 und 2,5 % verwendet. Mittels Western Blot wurden die auf diese Weise gewonnenen Proben
untersucht, dieser ist in Abbildung 4.51 dargestellt. Da sich die Menge an solubilisiertem
Protein mit 1,5 % CHAPS (Bahn 7) gegentiber 1 % nicht weiter steigern liefl, wurde die

Detergenz-Konzentration von 1 % fiir die weiteren Versuche ausgewéhlt.

Aufreinigung mit CHAPS

Zur Aufreinigung von ABCG2 mit 1 % CHAPS aus Hi5 Membranen wurde die Methode
von Anderson und Mitarbeitern angewandt, bei welcher Cobalt-Harz fiir die Affinitatschro-
matographie verwendet wird (siehe Kapitel 3.3.7) [141]. Statt des in dieser Veroffentlichung
eingesetzten Lysispuffers wurde jedoch als Grundlage aller Puffer der Solubilisationspuffer
von Pozza et al. verwendet [119]. Dieser Solubilisationspuffer war bereits in der zitierten
Veroffentlichung im Zusammenhang mit Hi5 Membranen, dem Detergenz CHAPS, Nickel-
Harz und dem aufzureinigenden Protein ABCG2 erprobt worden. In der vorliegenden Arbeit
enthielt der Puffer jedoch statt 5 mM nur 1 mM DTT, da das verwendete Cobalt-Harz laut

Hersteller durch hohere DTT-Konzentrationen inaktiviert wird.

7,5 mg einer Membranpréaparation von ABCG2 exprimierenden Hi5 Zellen wurden fiir die
Aufreinigung eingesetzt und an mehreren Stellen im Prozess Proben entnommen. Abbil-
dung 4.52 veranschaulicht das Ergebnis der Untersuchung dieser Proben mittels SDS-PAGE
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und Silberfarbung bzw. Western Blot. Es zeigte sich, dass das eingesetzte ABCG2 voll-
standig an das Cobalt-Harz gebunden wurde (Bahnen 4 & 6). Jedoch wurde durch den
Waschpuffer wieder eine geringe Menge an Zielprotein herausgelost (Bahnen 5 & 7). Dies
konnte anhand der im Vergleich zum Solubilisationspuffer von 10 mM auf 40 mM erhéhten

Imidazol-Konzentration erklart werden.

Betrachtet man die Bahnen 5 und 7 in der Silberfarbung, so wird deutlich, dass zuséatzlich
zu der geringen Menge an ABCG2 eine grofle Anzahl anderer Proteine aus dem Harz her-
ausgewaschen wurde. Der Einsatz von 40 mM Imidazol sollte also beibehalten werden, da
hierdurch unspezifisch gebundene Proteine vom aufzureinigenden Protein abgetrennt werden
konnen und sich dadurch die Reinheit des Eluats erhoht. Im Unterschied zur Aufreinigung
von ABCG2 aus Hefemembranen wurde das Eluat hier durch Ultrafiltration aufkonzentriert
und wies danach eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml auf. Die Silberfarbung des Eluats

(Bahn 8) belegt, dass das Protein hier fast vollstandig rein vorlag.

Fazit

Mit Hilfe des Detergenzes CHAPS in einer Konzentration von 1 % konnte ABCG2 erfolgreich
aus Hi5 Membranen aufgereinigt werden. Das Eluat enthielt hauptséchlich das Zielprotein
und nur sehr wenige Verunreinigungen. Da das Volumen und auch die Proteinkonzentrati-
on des Eluats zu gering fiir weitere Untersuchungen waren, sollte dieser Versuch mit einer
grofleren Menge an Ausgangsmaterial wiederholt werden. Um das eluierte Protein mittels
Dialyse rekonstituieren zu kénnen, missten den in der Affinitdtschromatographie verwen-
deten Puffern Lipide zugesetzt werden. Nur rekonstituiertes ABCG2 konnte anschlielend
mittels ATPase Assay auf Funktionalitiat untersucht werden. Die Ergebnisse der genannten

Vorschlége zur Optimierung der Methode sind im folgenden Kapitel dargestellt.

Wihrend der Aquilibrierung des Cobalt-Harzes wurde beobachtet, dass eine leichte Farbénde-
rung des Harzes auftrat. Zudem wies das Eluat eine leichte Braunfarbung auf. Eine mégliche
Erklarung dafir ist, dass DTT trotz seiner geringen Konzentration mit den Cobalt-Ilonen
interagiert und diese dabei aus der koordinativen Bindung mit dem Harz entfernt werden.
Somit stiinden insgesamt weniger Cobaltionen fiir eine Bindung des His-Tags zur Verfiigung,
die bei diesem kleinen Ansatz jedoch noch ausreichten, um das gesamte solubilisierte ABCG2
zu binden. Um diese Interaktion von DTT und Cobalt-Harz zu verhindern und dennoch nicht
auf die Anwesenheit eines Reduktionsmittels zu verzichten, sollte fiir weitere Versuche, vor

allem bei grofleren Ansétzen, S-Mercaptoethanol eingesetzt werden.
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Abb. 4.52: Aufreinigung von ABCG2 mit 1 % CHAPS. (A) SDS-PAGE und Silberfarbung
von Proben des Aufreinigungsprozesses (2 pg in Bahnen 1-7, 20 pl in Bahn 8): Ausgangsmem-
branen (Bahn 1), mit CHAPS solubilisierte Proteine (Bahn 2), nicht-solubilisierte Proteine
(Bahn 3), nicht an Harz-1 gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt Harz-1 (Bahn 5), nicht
an Harz-2 gebundene Proteine (Bahn 6), Waschschritt Harz-2 (Bahn 7), Gesamteluat nach
Aufkonzentrierung (Bahn 8); (B) Western Blot der Proben aus dem Aufreinigungsprozess in
der gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A).

4.4.7 Optimierung der Aufreinigung mit CHAPS

Um die Aufreinigung von ABCG2 aus Hi5 Membranen zu optimieren, wurden die Vor-
schlage aus dem vorhergehenden Kapitel aufgegriffen. Es wurde eine etwas grofiere Menge
an Membranen als Startmaterial verwendet. Statt DTT wurde in allen Pufferlésungen (-
Mercaptoethanol eingesetzt. Daneben wurden den Puffern in der Affinitétschromatographie
jetzt die gemischten Lipide zugesetzt, die CHAPS-Konzentrationen wurden aber jeweils bei-
behalten. Es wurde die Menge an Lipiden verwendet, die bereits erfolgreich bei der Aufrei-
nigung von ABCG2 aus Hefemembranen eingesetzt worden war. Auf diese Weise war eine

Rekonstitution des Proteins mittels Dialyse im Anschluss an die Affinitdtschromatographie
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moglich. Die Aufkonzentrierung des Eluats mittels Ultrafiltration wurde nicht durchgefiihrt,
da das Protein bereits im Rahmen der neu eingefiihrten Dialyse aufkonzentriert werden

wirde.

Die Bestandteile des Solubilisationsansatzes, der 11,8 mg Hi5 Membranen enthielt, sind in
Tabelle 3.41 zusammengefasst. Wiederum wurden an verschiedenen Stellen im Aufreinigungs-
prozess Proben entnommen und nach SDS-PAGE mittels Silberfarbung und Western Blot
untersucht. Aus Abbildung 4.53 geht hervor, dass ein grofler Anteil des durch CHAPS solu-
bilisierten ABCG2 (Bahn 2) an das Cobalt-Harz gebunden werden konnte. Nur eine kleine
Menge blieb in der Fraktion der ungebundenen Proteine zuriick (Bahn 4). Jedoch wurde ein
gewisser Anteil des tiber den His-Tag gebundenen Proteins durch den Waschpuffer wieder
entfernt (Bahn 5). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.4.6 iiberein

und wurde wahrscheinlich durch das im Waschpuffer enthaltene Imidazol ausgelost.

Nach Elution vom Affinitdtschromatographie-Harz lag ABCG2 nahezu rein vor, es waren nur
sehr wenige andere Proteine in der Losung vorhanden. Der Western Blot des rekonstituier-
ten Proteins macht deutlich, dass ABCG2 in den Proteoliposomen erfolgreich aufkonzentriert
werden konnte. Die finale Proteinkonzentration betrug 0,05 mg/ml, fiir die Liposomen konn-
te ein mittlerer Durchmesser von 127,1 + 3,7 nm (Polydispersitétsfaktor 0,208 + 0,011)

ermittelt werden.

Fazit

Mit Hilfe der optimierten Methode zur Aufreinigung von ABCG2 aus Hi5 Membranen konnte
nicht nur sehr reines Protein gewonnen werden, sondern dieses auch erfolgreich in Proteo-
liposomen rekonstituiert werden. Da das Prinzip also mit diesem Ansatz funktioniert hat,
kann es zukiinftig auch auf wesentlich groflere Membranmengen tibertragen werden. Auf die-
se Weise wére die finale Proteinkonzentration dann auch geeignet, um die Funktionalitét des

aufgereinigten Proteins zu untersuchen.

Daneben wurde erneut eine leichte Braunfirbung des Eluats beobachtet. Folglich ist nicht
nur die gemeinsame Verwendung von Cobalt-Harz und DTT ungiinstig, sondern auch der
Einsatz von 3-Mercaptoethanol. Es wéare zu tiberlegen, ob die Konzentration des zugesetzten
Reduktionsmittels weiter verringert werden konnte. Da dieses die Bildung von nicht-nativen
Disulfid-Briicken wahrend des Aufreingungsvorgangs verhindert, kann jedoch nicht vollstan-

dig darauf verzichtet werden.
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Abb. 4.53: Aufreinigung von ABCG2 mit 1 % CHAPS. (A) SDS-PAGE und Silberfér-
bung von Proben des Aufreinigungsprozesses (5 pg in Bahnen 1-4 & 6, 15 pl in Bahnen 5
& 7-9): Ausgangsmembranen (Bahn 1), mit CHAPS solubilisierte Proteine (Bahn 2), nicht-
solubilisierte Proteine (Bahn 3), nicht an Harz-1 gebundene Proteine (Bahn 4), Waschschritt
Harz-1 (Bahn 5), nicht an Harz-2 gebundene Proteine (Bahn 6), Waschschritt Harz-2 (Bahn
7), Gesamteluat nach Aufkonzentrierung (Bahn 8); (B) Western Blot der Proben aus dem
Aufreinigungsprozess in der gleichen Reihenfolge und Konzentration wie bei (A), zusétzlich
rekonstituiertes Protein (Bahn 9).
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4.4.8 Gewinnung von ABCG2 aus Insektenzellen — Fazit

ABCG?2 konnte in den beiden Insektenzelllinien Hi5 und Sf9 mit Hilfe eines Baculovirus
erfolgreich exprimiert werden. Das Protein wurde in beiden Zelllinien als zwei Spezies mit
sehr geringem Molekulargewichtsunterschied hergestellt, wie es auch bei Expression in Hefen
beobachtet wurde. Membranpraparationen aus beiden Zelllinien wiesen eine durch Prazosin
stimulierbare Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat auf. Im Vergleich zu Sf9 Zellen zeigten Hib
Zellen eine hohere Expressionsrate und wurden aus diesem Grund fir die weiteren Studien

verwendet.

Die zwitterionische Verbindung CHAPS war in der Lage, ABCG2 aus Hi5 Membranen sehr
effektiv zu solubilisieren. Dabei wurde deutlich, dass das Detergenz in der Lage war, selektiv
die obere, laut Literatur aktive Proteinspezies aus den Zellmembranen herauszulosen [120].
Der genaue Grund fiir dieses Phénomen der selektiven Solubilisierung ist bisher unbekannt,
jedoch werden in der zuvor genannten Literatur zwei verschiedene Ursachen diskutiert. Eine
Moglichkeit ist, dass es einen lokalen Unterschied in der Zusammensetzung der Membran
gibt, der zur Bildung Detergenzien-resistenter Doménen fithren wiirde. Da Insektenzellmem-
branen jedoch keine Sphingolipide und nahezu kein Cholesterol enthalten, aus denen solche

Doménen aufgebaut waren, ist diese Theorie eher unwahrscheinlich.

Die Solubilisation von Membranproteinen wird unter anderem auch durch Protein—Protein
Wechselwirkungen beeinflusst. Eine Zusammenlagerung von nur teilweise korrekt gefaltetem
ABCG2 tber hydrophobe Protein—Protein Interaktionen in der Membran des endoplasma-
tischen Retikulums, die durch milde Detergenzien wie CHAPS nicht zerstort werden kann,
ware eine andere Erklarung. Auch DDM oder OG wéren nicht in der Lage, ABCG2 aus
solchen Klustern herauszulosen. Dass diese beiden Detergenzien im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls eine gewisse Selektivitdt fiir die obere Spezies zeigten, unterstiitzt diese Theorie

zusatzlich.

ABCG2 konnte nach Solubilisation mit 1 % CHAPS durch eine Cobalt-basierte Affinitéts-
chromatographie in sehr guter Reinheit extrahiert werden. Von Nachteil war, dass die Bin-
dungsfahigkeit dieses Harzes durch Verwendung von Reduktionsmitteln in den eingesetzten
Puffern negativ beeinflusst wurde. Zukiinftig sollte die Konzentration von DTT bzw. -
Mercaptoethanol so gering wie moglich gehalten werden und das Harz erst kurz vor Gebrauch
mit den reduktionsmittelhaltigen Puffern in Kontakt kommen. Eine andere Moglichkeit wé-
re, in der Affinitatschromatographie statt Cobalt-Harz das gegeniiber Pufferzusétzen weniger

empfindliche Nickel-Harz einzusetzen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Insgesamt war die Zelllinie Hi5 sehr gut zur Gewinnung von aktivem ABCG2 geeignet, die
beobachtete Unterglykosylierung hatte keinen Einfluss auf die Funktionalitiat des Proteins.
Im Vergleich zu Hefen wiesen diese Zellen eine deutlich erhohte Expression des Zielproteins
auf, so dass geringere Mengen an Ausgangsmaterial fiir die Aufreinigung benétigt wurden.
Ein weiterer Vorteil war die Moglichkeit der Aktivitdtsbestimmung in der Membranprépa-
ration. Dadurch kann zukiinftig im Vorfeld des Aufreinigungsprozesses aktives Protein von
inaktivem Protein unterschieden und so unnétiger Arbeitsaufwand und Kosten vermieden

werden. Dies war bei Expression von ABCG2 in S. cerevisiae nicht moglich.

Zukiinftig konnen also Membranpraparationen von ABCG2-exprimierenden Hi5 Zellen ver-
wendet werden, um daraus nahezu reines Protein zu gewinnen. Mit Hilfe von aufgereinigtem
und in Proteoliposomen rekonstituiertem ABCG2 konnte eine funktionelle Charakterisie-
rung von Substraten und Modulatoren des Proteins im ATPase Assay durchgefithrt werden.
Daneben konnte dieses Protein in Photoaffinitdtsmarkierungsexperimenten eingesetzt wer-
den. Mit diesen Experimenten kénnten Erkenntnisse tiber die Anzahl und Lokalisation von
Bindungsstellen innerhalb des Proteins erzielt werden, iiber die bisher in der Literatur noch
sehr wenig berichtet wurde. Dariiber hinaus géibe es viele weitere offene Fragestellungen
zur genauen Struktur und zum Aufbau von ABCG2, die durch biophysikalische Studien an

aufgereinigtem Protein beantwortet werden kénnten.
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5 Zusammenfassung

Die ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2 beeinflussen aufgrund ihrer ubiquitédren Expres-
sion in physiologischen Barrieren und ihrer breiten Substraterkennung die Pharmakokinetik
vieler unterschiedlicher Arzneistoffe. Auflerdem sind sie in die klassische Form der Multidrug
Resistenz von Tumorzellen involviert. Trotz langjahriger Forschung auf dem Gebiet dieser
Transportproteine fehlen noch immer Antworten auf einige wichtige Fragestellungen. Im
Fokus der aktuellen Forschung stehen vor allem die Mechanismen des Substrattransportes
sowie der Polyspezifitat. Durch Untersuchungen in diesen Bereichen kénnen grundlegende
Erkenntnisse iber ABCB1 und ABCG2 gewonnen werden, welche zukiinftig dazu beitra-
gen, beispielsweise Arzneistoffinteraktionen zu vermeiden oder die Weiterentwicklung von
Wirkstoftkandidaten effektiver zu gestalten.

Untersuchungen an den aufgereinigten Proteinen sind neben funktionellen Assays mit le-
benden Zellen wichtige Werkzeuge zur Charakterisierung von ABC-Transportern. Der grofie
Vorteil gegentiber zellbasierten Systemen ist, dass Interaktionen mit dem isolierten Prote-
in in einer genau definierten Umgebung betrachtet werden konnen. Dies bedeutet, dass die
Versuchsparameter im Hinblick auf eventuelle Storeinfliisse anderer Proteine vollsténdig kon-
trolliert werden kénnen. Um derartige Untersuchungen durchzufithren, werden grofle Mengen
an reinem und funktionellem Protein benotigt, die vor allem aus heterologen Expressionssys-
temen gewonnen werden kénnen. Die Evaluierung und Etablierung neuer Expressionssysteme
fiir ABCG2 sowie die Optimierung eines vorhandenen Systems fiir ABCB1 standen eben-
so im Vordergrund dieser Arbeit wie die Etablierung und Verbesserung von Methoden zur

Aufreinigung beider Transportproteine.

Ein bereits vorhandenes heterologes Expressionssystem fiir ABCB1 im Saccharomyces cere-
visiae Stamm BJ5457-ABCB1 wurde so optimiert, dass es zukiinftig fir die routineméaflige
Anwendung eingesetzt werden kann. Zur Steigerung der Expression des ABC-Transporters in
diesem Hefestamm wurde der Einsatz von zwei verschiedenen Selektionsantibiotika (Valino-
mycin und Aureobasidin A) evaluiert. Insgesamt war Aureobasidin A deutlich besser geeignet

als Valinomycin, um BJ5457-ABCB1 Klone mit hohem Expressionslevel zu selektieren.
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5 Zusammenfassung

Membranpréaparationen dieser Klone wurden im Weiteren verwendet, um daraus ABCB1
aufzureinigen und in Proteoliposomen zu rekonstituieren. Verschiedene Parameter des Auf-
reinigungsprozesses wurden optimiert, um die Ausbeute an rekonstituiertem Protein zu erho-
hen. Zunéachst wurde die Solubilisationseffizienz der beiden Detergenzien Taurodesoxycholat
(TDOC) und Lysophosphatidylcholin (LPC) verglichen. LPC war in der Lage, doppelt so
viel ABCB1 aus dem Proteingemisch der Membranpraparation zu solubilisieren wie TDOC.
Die Gesamtausbeute betrug bei Verwendung von LPC 20 %, wohingegen mit TDOC nur 4 %
des solubilisierten ABCBI isoliert wurden. Auflerdem konnte die Konzentration von ABCB1
in der als Ausgangsmaterial eingesetzten Membranpréparation erhoht werden, indem bei de-
ren Herstellung ein Zentrifugationsschritt weggelassen wurde. Die Verwendung von LPC zur
Solubilisation von ABCB1 in Kombination mit dem modifizierten Protokoll zur Membran-
praparation ermoglichte die Isolation von grolen Mengen des Proteins. Die Funktionalitat
des aufgereinigten ABCB1 wurde tiber die Stimulierbarkeit der basalen ATPase Aktivitét

durch den Modulator Verapamil nachgewiesen.

Das auf diese Weise aufgereinigte Protein wurde fiir Untersuchungen mittels ATPase Assay
eingesetzt. Dabei wurden zwei Verbindungen verwendet, die in zellbasierten Testsystemen
den Substrattransport durch ABCB1 stimulieren. Der genaue Mechanismus dieser Stimula-
tion war bisher jedoch nicht bekannt und wurde hier eingehend betrachtet. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die ATP-Bindungsstellen am Mechanismus der Verstarkung des Substrat-
Transportes nicht beteiligt sind, da weder ein erhéhter ATP-Umsatz noch eine gesteigerte
Affinitat von ATP zu den NBDs beobachtet wurde. Aus diesem Grund erscheint es eher wahr-
scheinlich, dass Substanzen dieser Klasse in den transmembraniren Regionen des Proteins
binden und dadurch Konformationsanderungen hervorrufen, die zu einer erhohten Affinitat
des transportierten Substrates zu seiner Bindungsstelle fiihren, und somit den verstirkten

Transport bewirken.

Neben den Verbindungen QB102 und LM 8.1 wurde auch der Einfluss des aus der Literatur
bekannten Aktivators Hoechst 33342 auf die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Rhoda-
min 123 bzw. Verapamil untersucht. Es wurde deutlich, dass steigende Konzentrationen von
Hoechst den pEC50-Wert von Rhodamin 123 erniedrigten. Dies deutet auf eine durch Hoechst
ausgeloste Steigerung der Affinitdt von Rhodamin zu ABCBI1 hin. Auf die Affinitit von Ve-
rapamil zu ABCBI1 hatte Hoechst jedoch keinen Einfluss. Aufgrund dieser unterschiedlichen
Ergebnisse fiir Rhodamin und Verapamil kann vermutet werden, dass die beiden Substanzen
nicht an die gleiche Bindungsstelle von ABCB1 binden. Dies steht in Ubereinstimmung mit
den Berichten aus der Literatur zu Unterschieden in der Lokalisation der Bindungsarreale

der beiden Verbindungen.
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Die fiir die Expression von ABCB1 in Hefen gewonnenen Erkenntnisse wurden auf ABCG2
iibertragen. Hierbei wurde der Saccharomyces cerevisiae Stamm LPY11-ABCG2 als Expres-
sionssystem etabliert, welcher das Protein in allen untersuchten Klonen auf einem vergleich-
baren Level exprimierte. Das Protein lag als zwei Spezies mit sehr geringem Molekularge-
wichtsunterschied vor. Die aus LPY11-ABCG2 Zellen hergestellten Membranpraparationen
wiesen einen homogenen ABCG2-Gehalt auf und waren somit fiir die weitere Aufreinigung
sehr gut geeignet. Daneben wurden Untersuchungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse darauf
hinweisen, dass ABCG2 in den Hefezellen und auch nach Membranpraparation als Dimer

und somit in seiner kleinsten funktionellen Einheit vorliegt.

Auch die Techniken zur Proteinaufreinigung wurden fiir ABCG2 etabliert und optimiert.
ABCG2 konnte mit Hilfe des Detergenzes Octylglucosid (OG) erfolgreich aus Membranen
des Hefestammes LPY11-ABCG2 solubilisiert werden. Es wurde zudem eine gewisse Préfe-
renz flr diejenige der beiden Proteinspezies deutlich, welche laut Literatur Funktionalitat
aufweist. Jedoch lag ABCG2 nach Nickel-basierter Affinitatschromatographie nicht vollstén-
dig rein vor. Im ATPase Assay zeigte sich eine durch Prazosin und weitere literaturbekannte
Verbindungen stimulierte Zunahme der Vanadat-sensitiven ATPase Aktivitit. Damit konn-
te gezeigt werden, dass ABCG2 in seiner aktiven Konformation aus den Hefemembranen

extrahiert wurde.

ABCG2 konnte zwar prinzipiell durch Octylglucosid in seiner nativen Konformation aus
LPY11-ABCG2 Membranen solubilisiert werden, jedoch nur mit einem Anteil von etwa
20 % der urspriinglich eingesetzten ABCG2-Menge. Aus diesem Grund wurde ein Scree-
ning mit insgesamt 16 nicht-ionischen und zwitterionischen Detergenzien durchgefiihrt. Zur
Optimierung der Aufreinigung von ABCG2 wurden aus dem Screening zwei verschiedene De-
tergenzien ausgewéahlt, Fos-cholin 16 und Dodecylmaltosid (DDM). Fos-cholin 16 war in der
Lage, ABCG2 mit guter Effizienz zu solubilisieren. Jedoch zeigte sich, dass das mit diesem

Detergenz aufgereinigte Protein keine stimulierbare ATPase Aktivitdt aufwies.

DDM war ebenfalls in der Lage, das Protein zu solubilisieren. Ein grofler Vorteil dieses De-
tergenzes war, dass es selektiv die aktive der beiden ABCG2 Spezies aus LPY11-ABCG2
Membranen herausloste. Daneben wies DDM eine erhohte Effektivitit auf, weil es im Ver-
gleich zu OG mehr Protein aus den Zellmembranen solubilisieren konnte. Insgesamt war
die Reinheit des aufgereinigten Proteins nicht optimal, sie konnte aber durch den Wechsel
des Detergenzes von OG zu DDM etwas verbessert werden. Nach erfolgreicher Rekonstitu-
tion von ABCG2 in Proteoliposomen konnte fiir das mit DDM aufgereinigte Protein eine
durch Prazosin stimulierte Vanadat-sensitive ATPase Aktivitat festgestellt werden. Insge-
samt konnte ABCG2 also aus der Zellmembran des Hefestammes LPY11-ABCG2 mit Hilfe
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5 Zusammenfassung

von Octylglucosid oder Dodecylmaltosid in seiner nativen und aktiven Konformation solu-

bilisiert werden.

Alternativ zu Saccharomyces cerevisiae wurde die Verwendung von Insektenzellen als hetero-
loges Expressionssystem fiir ABCG2 evaluiert. Die beiden zur Verfiigung stehenden Zelllinien
High Five (Hi5) und Sf9 wurden in Bezug auf Expressionslevel und Aktivitiat des exprimier-
ten Proteins verglichen. ABCG2 konnte in den beiden Insektenzelllinien mit Hilfe eines
Baculovirus erfolgreich exprimiert werden. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir die
Expression in Hefen wurde das Protein in beiden Zelllinien als zwei Spezies mit sehr geringem
Molekulargewichtsunterschied gebildet. Membranpraparationen aus beiden Zelllinien wiesen
eine durch Prazosin stimulierbare Vanadat-sensitive ATPase Aktivitdt auf. Im Vergleich zu
Sf9 Zellen zeigten Hib Zellen eine hohere Expressionsrate und wurden aus diesem Grund fiir

die weiteren Studien verwendet.

Fir die Aufreinigung von ABCG2 aus Hib Membranpraparationen wurde zunéchst ein Scree-
ning von sechs verschiedenen Detergenzien durchgefiihrt, in welchem aus den beiden Gruppen
der nicht-ionischen und der zwitterionischen Detergenzien Substanzen vertreten waren. Die
zwitterionische Verbindung CHAPS war in der Lage, ABCG2 aus Hi5 Membranen sehr ef-
fektiv zu solubilisieren. Dabei wurde deutlich, dass das Detergenz in der Lage war, selektiv
die aktive Proteinspezies aus den Zellmembranen herauszulosen. ABCG2 konnte im Weite-
ren durch eine Cobalt-basierte Affinitdtschromatographie in sehr guter Reinheit extrahiert

werden.

Im Vergleich zu Hefen wies die Insektenzellline Hi5 den Vorteil einer deutlich erhohten Ex-
pression des Zielproteins auf, so dass geringere Mengen an Ausgangsmaterial fiir die Aufrei-

nigung benotigt wurden.

Aus Membranpraparationen dieser Zellen kann also nahezu reines Protein gewonnen wer-
den. Mit Hilfe von aufgereinigtem und in Proteoliposomen rekonstituiertem ABCG2 koénnen
zukiinftig biophysikalische Studien durchgefiihrt werden, durch welche die offenen Fragestel-

lungen zur genauen Struktur und zum Aufbau von ABCG2 beantwortet werden.
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