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1 Einletung
1.1 Hintergrund und Zidl der Arbeit

Die intrazelluldre Konzentration vieler endogener und exogener Stoffe wird durch
Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige, membransténdige Proteine bestimmt, sogenannte
ABC-Transporter (ATP-Binding Cassette Transporter). Als erstes wurden diese
Transporter in Tumorzelllinien beschrieben, in denen sie fir die Resistenz gegen
zahlreiche Zytostatika verantwortlich gemacht werden. Mittlerweile sind sie in vielen
Geweben und Zdllinien nachgewiesen worden. Ihr bekanntester Vertreter ist das
P-Glykoprotein (P-gp). Es hat im Darm und Gehirn eine Schrankenfunktion und
verhindert den Ubertritt toxischer Substanzen. Zwei weniger untersuchte Vertreter der
ABC-Transporter sind das ABCG2- und das MRP5-Transportprotein, die im Rahmen

dieser Arbeit untersucht werden.

ABCG2 ist in Mitoxantronresistenten Tumorzelllinien entdeckt worden. Es hat als
Substrate Medikamente wie das Doxorubicin, fir das eine ausgepragte Kardiotoxizitat mit
starker interindividueller Schwankung beschrieben worden ist. Es sollte untersucht

werden, ob und wie stark dieser Transporter in humanem Herzgewebe exprimiert ist.

MRP5 ist unter anderem as Trangporter zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP)
beschrieben, welches eine Rolle bei der Relaxation glatter Muskelzellen spielt. Der
Nachwels dieses Transporters in humanem Herzgewebe kdnnte neue Erklarungswege fir

die Regulation cGM P-abhangiger Funktioren im Herzmuskel erméglichen.

Es wurden in der vorliegenden Arbeit 15 Gewebeproben linksventrikuléren humanen
Myokards von 5 gesunden Probanden, von 5 Probanden mit ischémischer
Kardiomyopathie und von 5 Probanden mit dilatativer Kardiomyopathie untersucht. Des
weiteren standen 52 Proben rechtsaurikuldren Myokards (Gewebe aus dem rechten
Herzohr) zur Verfigung, die wahrend Koronarangiographien bel Patienten mit koronarer

Herzkrankheit gewonnen wurden.
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1.2 Stofftransport Gber Zellmembranen

Von der Aufnahme in den Korper oder von seinem Entstehungsort im Korper muss jeder
exogene und endogene Stoff zahlreiche Zellmembranen im Korper passieren, um an
seinen Wirkort oder zu seiner Ausscheidung zu gelangen. Fir diesen Transport stehen
zwei grundlegend unterschiedliche Mechanismen zur Verfiigung. Entweder kann der
Stoffaustausch  rein  passiv. oder aktiv  erfolgen. Hauptaufgaben  dieser
Transportmechanismen sind die Konzentrierung von  Wirkstoffen in bestimmten
Kompartimenten, die Ausscheidung von Schadstoffen und die Aufrechterhaltung von

lonengradienten fir die Erregbarkeit von Nerven- und Muskelzellen.

Zum passiven Tellchenaustausch, der ohne Energie auskommt und entlang eines
Konzentrationsgradienten gerichtet ist, gehort die freie Diffusion. Nur nichtpolaren
Molekilen ist diese Form des Membrandurchtritts mdglich. Bel der erleichterten
(passiven) Diffusion treten hydrophile Molekile, geladene Molekile und lonen, fir die
die Zellmembranen wenig permeabel sind, mit Hilfe eines ,, Tragers* durch die Membran.
Diese , Trager* konnen entweder Carrier-Proteine (Transport-Protein) oder lonenkanédle
sein. Carrier-Proteine besetzen die gesamte Lipiddoppelschicht der Zellmembran. Sie
enthalten spezifische Bindungsstellen fur ihre Substrate und transportieren Stoffe nur in
einer Richtung (Uniport) oder as Antiport (Gegentransport) zwei Tellchen in
entgegengesetzter Richtung. Carrier arbeiten immer entlang eines
Konzentrationsgradienten. Daneben ermdglichen Ionenkande die erleichterte Diffusion.
Diese sind Kanalproteine, die als wassergefiillte Pore die gesamte Membran durchziehen
und nur fir bestimmte lonen durchléssig sind. Der Konzentrationsgradient und die Ladung
der lonen bestimmen die Geschwindigkeit des Durchtritts. Sie kdnnen im gedffneten oder
geschlossenen Funktionszustand vorliegen. Diese Zusténde kdnnen durch Signalmolekiile,

lonen, Nukleotide oder GTP-bindene Proteine moduliert werden.

Der aktive Transport ist Carrier-vermittelt. Im Gegensatz zum passiven Transport konnen
durch Energieverbrauch Substanzen gegen einen Konzentrationsgradienten transportiert
werden. Es wird ein primér-aktiver und ein sekundéar-aktiver Transport unterschieden. Der

primér-aktive Transport ist direkt mit der energieliefernden chemischen Reaktion
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verbunden. Das am besten untersuchte Beispiel fur diesen Transport ist die Natrium-
Kalium-ATPase. Unter Verbrauch eines ATP-Molekils werden drei Kationen Natrium
gegen zwei Kationen Kaium Uber die Zellmembran ausgetauscht. So wird die hohe
Natriumkonzentration extrazellul& und die hohe Kaliumkonzentration intrazellul&r
aufrechterhalten. Weitere Beispiele fur den primér-aktiven Transport sind H*-Sekretion
der Belegzellen der Magenschleimhaut und die Calcium-Wiederaufnahme in die
Calciumdepots des sarkoplasmatischen Retikulums der Muskelzellen. Bel sekundér-
aktivem Transport ist der Stoffaustausch nicht direkt an eine energieverbrauchende
Reaktion gekoppelt, sondern wird durch eine Potentialdifferenz ermdglicht. Es werden
Tellchen im Symport gegen einen Konzentrationsgradienten transportiert. Die
Glucoseaufnahme im Intestinaltrakt erfolgt Uber ein spezifisches Transportprotein als
Symport mit Natriumionen. Ein Konzentrationsgefalle, welches tber die Na'/K*-ATPase
aufrecht erhalten wird, ermdglicht diesen Weg fur Natrium und Glucose nach intrazellul&r.

Als Antiport werden zahlreiche Stoffe Uber die Mitochondrienmembran ausgetauscht.

Neben den bisher beschriebenen Transportwegen, gibt es noch die Endozytose, bei der
grofdere Molekile an die Zelloberflache binden und durch Abschniiren von Vesikeln aus

der Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten ABC-Transporter gehtren zur Kategorie des primér-

aktiven Transportes.

1.3 Die ABC-Transporter

ATP-Binding Cassette Transporter (ABC-Transporter) sind eine Gruppe von
transmembrandren Proteinen, die Substanzen unter ATP-Verbrauch gegen enen
Konzentrationsgradienten Uber eine Zellmembran transportieren. Es sind bisher 48 ABC-
Transporter beim Menschen beschrieben worden. Bei den meisten ist die Funktion noch
unbekannt. Viele dieser Transporter besitzen die Eigenschaft durch vermehrten
Auswartstransport Resistenzen gegenuiber Zytostatika zu erzeugen. Veranderungen bei

einigen Transportern sind mit bestimmten Krankheiten assoziiert.

Die meisten ABC-Transporter bestehen aus zwolf Transmembrandoménen und zwel
intrazelluldren ATP-Bindungstellen [1]. Die bekanntesten Beispiele fur einen ABC-
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Transporter sind das Phospho-Glykoprotein (P-Glykoprotein, P-gp), kodiert vom MDR1-
Gen (ABCB1), und die Transporter der Multidrug-Res stance-associated-Protein-
Familie (MRP), aus der im Rahmen dieser Arbeit das MRP5 (ABCC5) genauer untersucht
wurde. Neben den ABC-Transportern, die zwolf Transmembrandomanen und zwei ATP-
Bindungsstellen besitzen, gibt es auch so genannte Half-Transporter. Sie besitzen nur
sechs Transmembrandoménen und eine ATP-Bindungsstelle. Zu dieser Gruppe gehért das
in dieser Arbeit untersuchte ABCG2.

14 Die ABCG-Familie

Die ABCG Familie hat sechs Mitglieder ABCG1 bis ABCG5 und ABCGS, von denen
ABCG2 das bekannteste und am besten charakterisierte Mitglied ist. Alle Mitglieder der
ABCG2-Familie sind Half-Transporter und besitzen nur eine ATP-Bindungsstelle und
sechs Transmembrandoméanen [2]. Half-Transporter missen erst aus zwe Half-
Transportern zu einem Full-Transporter dimerisieren, um ihre volle Funktionsfahigkeit

zu erlangen [3].

ABCG1 besitzt eine starke Homologie mit dem Sehpigmenttransporter von Drosophila
melanogaster. ABCG1 transportiert beim Menschen Tryptophan und konnte im
menschlichen Gehirn, der Razenta, der Milz und der Lunge nachgewiesen werden. Es
wird eine Rolle von ABCGL1 bei neurologischen Erkrankungen, die den Tryptophan bzw.
Serotonin-Stoffwechsel betreffen, vermutet [4]. ABCG3 ist nahe verwandt mit ABCG2.
Es wurde sowohl in der Maus as auch beim Menschen nachgewiesen. Die htdchsten
Konzentrationen fanden sich beim Menschen in Thymus und Milz. Das ABCG3-Gen
wurde auf Chromosom 8pl12 lokalisiert. ABCG3 ist vermutlich nicht in der Lage, ATP zu
binden, und muss mit anderen Half-Transportern dimerisieren, um seine Funktion zu
erlangen [5]. Fir die Erkrankung der Sitosterolamie ist ein Defekt im humanen ABCG5-
und ABCG8-Gen verantwortlich. Sitosteroldmie ist ene Erkrankung im
Cholesterinstoffwechsel des Menschen. ABCG5- und ABCGS8-Transporter pumpen mit
der Nahrung aufgenommenes Cholesterin nicht mehr aus den Darmwandepithelien zurtick

ins Darmlumen. Es kommt zu einer unkontrollierten Aufnahme von pflanzlichen
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Cholesterinen im Intestinaltrakt und in deren Folge unter anderem zur Entstehung der

Arteriosklerose bei den Betroffenen schon in jungen Jahren [6, 7].

1.5 DasABC-Transportprotein ABCG2

Das ABC-Transportprotein ABCG2 wurde erstmals 1990 von Chen et a. beschrieben. Bel
ihren Untersuchungen der Zytostatikaresistenz in humanem Brustkrebsgewebe fiel ihnen
auf, dass trotz Hemmung des ABC-Transporters P-gp mit dem Kalziumkanalblocker
Verapamil in einem Teil der untersuchten Gewebe eine Resistenz gegen das Anthrazyklin
Doxorubicin vorlag. In ihren weiteren Untersuchungen konnten sie ein neues
Membranprotein mit dem Molekulargewicht von 95kDa nachweisen, das fur die
verbliebene Zytostatikaresistenz verantwortlich ist. Mit einem polyklonalen Antikorper

lokalisierten sie es immunhistochemisch auf der Zelloberflache [8].

Doyle et a. identifizierten 1998 das von Chen et a. beschriebene Protein, bei den gleichen
humanen Brustkrebszelllinie (MCF-7/AdrVp) as einen ABC-Transporter, fur den eine
2,4kb lange mRNA kodiert. Sie benannten den Transporter nach dem Gewebe, in dem sie
ihn lokalisert hatten, as Breast Cancer Resistence Protein (BCRP). Sie zeigten eine
Resistenz dieser Zelllinie gegen die Anthrazykline Doxorubicin und Daunorubicin und
gegen das Anthrachinon Mitoxantron und einen Transport des Fluoreszenzfarbstoffs
Rhodamin 123 [9].

Etwa zeitgleich identifizierten Allikmets et a. in humanem Plazentagewebe einen ABC-
Transporter und bezeichneten ihn als Placenta-specific ATP-Binding Cassette Transporter
(ABCP). Sie lokalisierten ihn auf Chromosom 4922 und stellten eine starke Homologie
mit dem ABCP-Gen der Maus auf deren Chromosom 6 und einem Gen fir den Transport
von Sehfarbstoffen (Drosophila white gene) bei Drosophila melanogaster fest [10].

Miyake et a. untersuchten 1999 die humane Mitoxantronresistente Kolonkarzinom
zelllinie S1-M1-80. Sie fanden einen Transporter, den sie Mitoxantrone Resistance-
associated gene (MXR) nannten [11].

Die drel Gene unterschieden sich in der Lange am 3'untrandatierten Ende. Das Human
Genome Nomenclature Committee (HUGO) ordnete alle drei Transporter BCRP, ABCP
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und MXR as Nummer 2 in die Subfamilie G der ABC-Transporter unter dem Namen
ATP-Binding Cassette Transporter G2 (ABCG2) ein.

Das ABCG2-Gen liegt auf Chromosom 4922 und kodiert ein 655 Aminosauren langes und
72,1kDa schweres Transmembranprotein mit einer N-terminalen ATP-Bindungsstelle und
sechs Transmembrandomanen am Gterminalen Ende. Es besteht aus 16 Exons und 15
Introns [12]. ABCG2 ig ein Half-Transporter mit einer ATP-Bindungsstelle und sechs
Transmembrandoméanen [9]. Ein Polymorphismus an Position 482 im ABCG2-Gen ist
beschrieben. Zelllinien mit Arginin an Position 482 kénnen Mitoxantron und Topotecan
transportieren, aber Rhodamin 123 und Doxorubicin nicht. Arginin an Position 482 wird
als Wildtyp bezeichnet. Liegt an Position 482 Glycin oder Threonin, werden Mitoxantron,
Rhodamin 123 und Doxorubicin transportiert. Diese Veranderungen wurden an
Tumorzelllinien entdeckt, ob sie auch in gesundem Gewebe existieren, ist unbekannt [13,
14].

ABCG2

out

Abbildung 1.1 Schematischer Aufbau von ABCG2 nach Allen et a. [15]

Andere Half-Transporter TAPL/TAP2 (Transporter associated with antigen presentation)
erlangen als Heterodimere ihre volle Funktion und pumpen Peptide Uber die Membran des
endoplasmatischen Retikulums ins Zytoplasma [16]. In Analogie dazu nimmt man an,
ABCG2 konnte in der Membran des endoplasmatischen Retikulums liegen und zum
Medikamententransport von dort in die Zellmembran verlagert werden [17-19]. In
normalem humanem Gewebe ist ABCG2 in der Zellmembran lokalisiert worden [20].

ABCG2 konnte bisher mit unterschiedlichen Methoden in zahlreichen Geweben und
Zé€llinien nachgewiesen werden (siehe Tabelle).
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Tabdle 1.1 ABCG2 in Gewebe / Zdllinie

Gewebe/ Zdllinie Literatur

Tumorzdllinien

Mamma-Ca/ Subzelllinien von MCF-7 und
MDA-MB-231RNQOV

Rosset a.[21], Chen et al.[8],
Doyleet d.[9]

Myelom / 8226

Rosset al.[21], Hazlehurst et d.[22]

Akute myeloische Leukamie / Blasten

Sargent et a.[23]

KolonCa/ S1-M1-80 und HT29RNOV und
Caco-2 Zdllen

Rosset a.[21], Miyake et al.[11],
Taipalensuu et a.[24]

MagenCa/ EPG85-257RNOV

Rosset al.[21]

Fibrosarkom / EPF86-079RNOV

Rosset a.[21]

Ovarialkarzinom / Subzelllinien von Igrov 1

Scheffer et al.[19], Maliepaard et d.[25]

Chorion-Ca/ JAR, BeWo, JEG-3

Bailey-Dell et d [12]

Lungen-Ca/ PC-6/SN2-5H

Nakatomi et a.[26]

gesundes Gewebe
Plazenta/ Synzytiotrophoblast Maliepaard et a.[20], Allikmets et a.[10]
Herz Allikmets et a.[10]

Jgjunum, Ileum, Kolon / apikale Membran

Maliepaard e al.[20]

Leber / kanalikuldare Membran

Maliepaard et al.[20]

Mamma / Ductus und Lobuli

Maliepaard e al.[20]

Gefdl3e / venoses und kapilldres Endothel

Maliepaard et al.[20]

Hamatopoetische Stammzellen (,,side
population*), CD34"9V

Zhou et al.[27], Bunting et al.[28]

Lunge, Niere, Nebenniere und

Schweidriisen

Litman et al.[17]

andere Spezies

Maus

Allen et a.[29], Jonker et a.[30],
Schriml et al.[31]
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ABCG2 fungiert in Geweben des Gastrointestinaltraktes als limitierender Faktor fur die
per orae Verflgbarkeit von Medikamenten durch einen auswérts gerichteten Transport
zuriick ins Lumen des Gastrointestinaltraktes [30]. In der Leber ist ABCG2 unter anderem
fur die hepatobiligre Exkretion dieser Substrate (Tabelle 1.2) verantwortlich [30]. In der
Plazenta sorgt es fur den Schutz des Foetus vor Medikamenten, durch den Ricktransport
in den mitterlichen Blutkreislauf [30]. ABCG2 liegt in den Kapillaren und Venolen vieler
Gewebe vor [20]. In undifferenzierten Blutstammzellen zeigte sich ABCG2 als Marker der
pluripotenten Zellen, der mit zunehmender Differenzierung der hématopoetischen
Stammzellen verschwindet [27, 32].

Als Substrate werden von ABCG2 zahlreiche Zytostatika, aber auch
Fluoreszenzfarbstoffe, die auch fir die FACS-Anadyse von Zellen verwendet werden
konnen, transportiert. Auch einzelne Medikamente anderer Gruppen werden von ABCG2
trangportiert. (Tabelle 1.2)

Tabdlle 1.2 Substrate von ABCG2

Substanzgruppe ' Substrat Literatur
Topoisomerase |l Inhibitor | Mitoxantron Doyleet al. [9]
Anthrazykline Daunorubicin, Doxorubicin | Doyleet al. [9]
Litmanet a. [33]
Flavonoid Flavopiridol Litmanet a. [17]
Topoisomerase | Inhibitor | Topotecan Litman et a. [33]

Maliepaard et d. [34]

Topoisomerase | Inhibitor | SN-38 (aktiver Metabolit Robey et al. [35]

von lrinotecan) Maliepaard et al. [34]
SN-38-Glukuronid Nakatomi et al. [26]
Topoisomerase | Inhibitor | ST1481 (lipophiles, Perego et al. [36]

modifiziertes Campothecin

Anaogon)

Topoisomerase | Inhibitor | 9-Aminiocampothecin Maliepaard et a. [34]
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Topoisomerase | Inhibitor | NB-506 und J-107088 Komatani et al. [37]
Podophyllotoxin-Derivat Etoposid Diah et a. [38]
Anthracendion Bisantren Litman et a. [33]
Selektiver a 1-Blocker Prazosin Litman et a. [33]
Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-Prazosin Robey et al. [39]
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123 Doyleet d. [9]

Litman et al. [33]
Robey et al. [39]

Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker Green Robey et al. [39]
Fluoreszenzfarbstoff DMD-26 Robey et al. [39]
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 Kim et al. [40]

Als Inhibitoren von ABCG2 konnten zahlreiche Substanzen identifiziert werden, die ganz
unterschiedlichen Ursprungs sind und unter anderem auch as Inhibitoren anderer ABC-
Transporter dienen. Ein Beispid ist das GF120918, das auch as Inhibitor von P-gp
bekannt ist.

Tabdle 1.3 Inhibitoren von ABCG2

Substanzgruppe Inhibitor Literatur

Indol diketopiperazin aus Fumitremorgin C (FTC) Rabindran et al. [41]

Aspergillus fumigatus Robey et al. [35]

FTC Analogon Kol143 Allenet a.

Acridoncarboxamid GF120918 Maliepaard et al. [34]

HER Tyrosinkinase Cl1033 Erlichman et al. [42]

[nhibitor

Hormone Estron Imai et a. [43]
17b-Estradiol

Dipyridamol Analogon BIB-E Schlegel et a. [44]
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zyklisches Polypeptid Cyclosporin A Ozvegy et al. [45]
Sonstige Substanzen Na-Orthovanadat, Ozvegy et al. [45]
N-Ethylmaleimid

Verschiedenste Antikoérper von ABCG2 sind mittlerweile hergestellt worden fur die
Untersuchung von Geweben mittels Immunhistochemie und Western Blot (Tabelle 1.4).

Tabelle 1.4 Antikorper gegen ABCG2

Antikor per Anwendung Literatur

Western Blot, Maliepaard et al. monoklonal, von der
Immunhistochemie | [20] Maus, kauflich zu
an Paraffin- und erwerben
kryo-fixiertem
Gewebe

BXP-34 Immunhistochemie | Scheffer et al. [19] monoklonal, von der
an kryo-fixiertem Maus, kéuflich zu
Gewebe erwerben

87405 Immunhistochemie | Litman et a. [33] polyklonal, nicht
an Paraffin-fixiertem kauflich zu erwerben
Gewebe

Neben dem ABCG2-Transporter wurde auch das Mitglied der ABCC-Familie MRP5
(ABCC5) im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.6 Die ABCC-Familie

Die ABCC-Familie ist die grofdte der ABC-Familien. Sie hat zwolf Mitglieder MRP1 bis
MRP9 (Multidrug Resistance Protein), SURL und SUR2 (Sulfonylurea Receptor) und
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Im Gegensatz zu der
vorher beschriebenen ABCG-Familie und ihrem in dieser Arbeit untersuchten Mitglied
ABCG2 sind die Mitglieder der ABCC-Familie keine Half-Transporter. Sie sind Full-
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Transporter und besitzen zwei ATP-Bindungsstellen und mindestens zwolf

transmembranadre Domanen.

In der MRP-Untergruppe ist MRP1 unter anderem fur die Medikamentenresistenz
(Multidrug Resistence, MDR) zahlreicher Tumoren mit verantwortlich. MRP1 und MRP2
sind fur den Transport von amphiphilen Anionen, vor alem Konjugaten lipophiler
Substanzen mit Glutathion, Glukuronsdure oder Sulfat verantwortlich [46-49]. Ein Defekt
im MRP2-Gen fihrt zum Dubin-Johnson-Syndrom. Durch enen Defekt der
Sekretionsfunktion der Hepatozyten ist die Exkretion von Stoffen in die Galenwege
gestort. Die Erkrankung ist verbunden mit einer Hyperbilirubindmie, Einlagerung von
Melanin-dhnlichem Pigment in ansonsten normale Hepatozyten und abdominellen
Schmerzen [50, 51]. MRP3 wurde in Hepatozyten basolateral nachgewiesen und wird
unter anderem beim Dubin-Johnson-Syndrom und Cholestase hochreguliert [1, 52]. Fur
MRP4 konnte eine Ahnlichkeit mit MRP5 im Transport zyklischer Nukleotide gezeigt
werden. Die Affinitét zu diesen Substraten ist bei MRP4 jedoch deutlich geringer [53, 54].
Auch MRP6 spielt eine Rolle bel der Resistenz gegen Medikamente [55]. Eine Mutation
im MRP6 Gen it mit der Erkrankung Pseudoxanthoma elasticum assoziiert. Sie ist eine
degenerative Systemerkrankung des elastischen Gewebes der Haut und fuhrt zu einer
Hyperelastizitét, kolloidaler Altersdegeneration am Auge und zu Durchblutungsstérungen
in den arteriellen Gefél3en [56]. Die physiologische Funktion von MRP7, MRP8 und
MRP9 ist nicht geklart. Es wurde bisher lediglich ihre Existenz im Genom beschrieben
[57, 58].

SUR1 und SUR2 sind Sulfonylharnstoffrezeptoren. Sie sind wichtig bel der Freisetzung
von Insulin aus den b-Zellen des Pankreas bei Gabe von Sulfonylharnstoffen zur Therapie
des nicht Insulin-abhangigen Diabetes mellitus. Sulfonylharnstoffe hemmen die
Leitfahigkeit ATP-abhéngiger Kaliumkandle. Bel Mutationen im SUR1-Rezeptor kommt
es zur persistierenden hyperinsulindmischen Hypoglykémie im Kindesalter. Ein defekter
negativer Feedbackmechanismus zwischen Insulin und dem Blutglukosespiegel fuhrt zur
Hyperinsulinamie und zur Hypoglykamie [59, 60].
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CFTR (Cystis Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Protein) ist en
Chloridkanal, der durch cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) aktiviert wird. Eine
Mutation im CFTR-Gen fuhrt zur Mukoviszidose (zystische Fibrose). Es resultiert eine
Sekretionsstorung Uber epitheliale Strukturen im menschlichen Organismus. Durch diese
Sekretionsstorung kommt es im Intestinaltrakt zum Mekoniumileus, in der Leber zur
bilidren Zirrhose und in der Lunge zu chronischen bronchopulmonaen Infektionen mit
Emphysembildung. In den Schweildrisen wird Schweil3 mit einem hohen Gehalt an
Elektrolyten sezerniert. Sowohl bei der Frau as auch beim Mann fihrt diese Erkrankung
zu Infertilitét [61].

1.7 DasABC-Trangportprotein MRP5 (ABCC5)

MRP5 wird in der Literatur nicht enheitlich benannt. Seine Sequenz wurde von
verschiedenen Gruppen unabhéangig von einander verdffentlicht. Diese Entwicklung soll
im folgenden kurz dargestellt werden, um die verschiedenen Namen ein und des selben

Transportproteins zu erlautern.

MRP5-Teilsequenzen wurde durch EST Dateianalyse (Expressed Sequence Tag Database
Analysis) 1996 von Allikmets et a. [62] und 1997 von Kool et a. [63] identifizierten. Sie
untersuchten die EST Datel nach Homologen der MRP-Transporter. Kool et al. fanden
mehrere Homologe und nannten eines von diesen MRP5. Sie gehdren zu den ersten, die

die MRP5-Expression in zahlreichen Geweben und Tumorzelllinien untersuchten [63].

Suzuki et al. klonierten 1997 aus einer humanen Adenokarzinomzelllinie (PC-14/CDDP)
der Lunge eine kurze cDNA-Sequenz. Eine SpleiRvariante, die sie als SVIRP (Short Type
of Multidrug Resistence Protein) bezeichneten [64].

Von Belinsky et a. wurde 1997 ein weiterer Name fir MRPS eingefihrt. Sie nannten
MRP5 MOAT-C (Multispecific Organic Anion Transporter) [65].

McAleer et a. beschrieben 1999 einen neuen ABC-Transporter in humanen embryonalen
Nierenzellen HEK293, den sie pABCL11 bezeichneten [66].

Vom Human Genome Nomenclature Committee (HUGO) wird MRP5 / MOAT-C / SMIRP /
PABC11 als Nummer 5 in der Subfamilie C der ABC-Transporter unter dem Namen ATP-
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Binding Cassette Transporter C5 (ABCC5) gefuhrt. MRP5 ist der in der Literatur am

meisten verwendete Name.

Das MRP5 Gen liegt auf Chromosom 3927 und hat eine Léange von 5881 Basenpaaren
[64, 66]. Es kodiert fur ein 1437 Aminosauren langes transmembranéres Transportportein.
MRP5 bestent aus 12 Transmembrandoménen und zwei intrazelluldren ATP-
Bindungsstellen [65]. In polarisierten Zellen liegt MRP5 vorwiegend in der basolateralen
Zellmembran vor [67].

MRP5

Abbildung 1.2 Schematischer Aufbau von MRP5 (NBD = Nukleotid bindende Doméne) nach
Borst et a. [48]

MRP5 ist ubiquitdr im menschlichen Korper in unterschiedlich starker Expression
vorhanden. Die hdchsten Konzentrationen fanden sich im Skelettmuskel und im Gehirn
(Tabelle 1.5). Die Expression von MRP5 in humanem Herzgewebe ist auf mRNA-Ebene
bisher mit RNAse protection assays und Northern Blot nachgewiesen worden. Genaue
Angaben zur Hohe der Expression wurden von den Autoren nicht gemacht. Es wird von
»Mmittleren bis niedrigen Konzentrationen® in humanem Herzen im Vergleich zu humanem
Skelettmuske und Gehirn gesprochen [55, 65, 66].
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Tabdle 1.5 MRP5 in Gewebe / Zdllinie

Gewebe/ Zdllinie Literatur

Organe
hohe Konzentration: Skelettmuskel, Gehirn | Kool et a. [63]
mittlere Konzentration: Lunge, Niere, Kool et al. [63]

Harnblase, Milz, Speicheldriisen, Hoden, Belinsky et al. [65]
Nerven, Magen, Gallenblase, Kolon, Herz,

Tonsillen

niedrige Konzentration: Schilddriise, Leber, | Kool et a. [63]

Nebenniere, Plazenta, Ovarien, Pankreas

Urogenitaltrakt: Harnblase, Ureter, Corpus | Nieset a. [68]

cavernosum
Zélllinien

kleinzelliges LungenCa/ GLC,4 und Kool et a. [63]
Subzelllinien

Adeno-Cader Lunge/ MOR/P und MOR/R | Kool et al. [63]
Harnblasen-Ca/ T24 und Subzelllinien Kool et al. [63]

Ovarial-Ca/ 2008 und Subzelllinien, A2780 | Kool et d. [63]
und Subzelllinien, PXN94 und Subzelllinien

Kolon-Ca/ HCT8 und Subzelllinien Kool et a. [63]
HodenCa/ GCT27 und Subzelllinien Kool et al. [63]
Epidermoid-Ca/ KB-3-1 und KCP-4(-) Kool et al. [63]

MRPS ist ein multispezifischer, ATP-abhéngiger Anionentransporter. Mit hoher Affinitét
transportiert er 3°,5-zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP), mit niedriger Affinitat
zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) [47]. MRP5 ist auch as Transporter fir
Gluthation (GSH) und seiner Konjugate fur die Entgiftung Uber die Leber beschrieben
worden [67]. Daneben sind auch zahlreiche Medikamente Substrate von MRP5, die keiner
einheitlichen Gruppe angehdren (Tabelle 1.6). Einige Substanzen sind jedoch nicht
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ausschliefdich Substrate von MRP5, so wird z.B. PMEA auch von MRP4 transportiert

[69]. Die physiologische und pathophysiologische Funktion von MRP5 muss noch weiter
aufgeklart werden. Wie fur ABCG2 wird fur MRP5 eine Schutzfunktion gegentiber

toxischen Substanzen vermuten [30].

Tabdlle 1.6 Substrate von MRP5

Substanzgruppe Substrat Literatur
zyklisches Guanosin- cGMP Jedlitschky et al. [47]
monophosphat

zyklisches Adenosin- cAMP Jedlitschky et al. [47]
monophosphat

Thiopurin 6-Mercaptopurin Wijnholds et al. [67]
Thiopurin Thioguanin Wijnholds et al. [67]

Anti-HIV-Medikament

PMEA (9-(2-Phosphonyl-
methoxyethyl)adenin)

Wijnholds et al. [67]

Amphiphile Anionen

Glutathion (GS) und
Konjugate

Wijnholds et al. [67]

Amphiphile Anionen

DNP-GS (S-(2,4-dinitro-
phenyl)glutathion

Wijnholds et al. [67]

Schwermetalle

CdCl, (Resistenz)

Kaliumantimonyltartrat

McAleer et d. [66]

Nur wenige Substanzen sind bisher as Inhibitoren von MRP5 identifiziert worden. Es

handelt sich hierbei um Urikosurika und um Phosphodiesterasehemmer (Tabelle 1.7).
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Tabdle 1.7 Inhibitoren von MRP5

Substanzgruppe ‘ Substrat ‘ Literatur
Urikosurikum Sulfinpyrazon Wijnholds et a. [67]
Urikosurikum Probenecid Jedlitschky et al. [47]
Phosphodieesteraseinhibitoren| Sildenafil Jedlitschky et al. [47]
Trequinsin
Zaprinast
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein Diacetat Jedlitschky et al. [47]

Neben der Inhibition ist auch die Induktion von MRP5 beschrieben. Durch das
Zytostatikum Doxorubicin ist es moglich, eine Uberexpression von MRP5 in humanen
Lungenkrebszellen (SBC-3/ADM, AdR MCF7, K562/ADM) auszulésen [70]. In den
humanen Lungenkrebszelllinien PC-7, PC-9, PC-14, BS-3 und H69 wurde nach
Behandlung mit Cisplatin und Carboplatin ebenfalls eine Uberexpression von MRP5
beobachtet [71].

Verschiedenste Antikérper sind mittlerweile fur die Untersuchung von Geweben mittels
Immunhistochemie, Western Blot und FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter
(Durchfluzytometrie)) hergestellt worden (Tabelle 1.8).

Tabelle 1.8 Antikorper gegen MRP5

Antikor per Anwendung Literatur Herkunft

AMF Immunoblot, Jedlitschky et al.[47] | polyklonal, vom
Immunhistochemie Kaninchen

Msl-1 Western Blot, FACS | Scheffer et a.[72] monoklonal, von der
und kryo-fixiertes Ratte, kauflich zu
Gewebe erwerben

Msll-54 Western Blot, FACS | Scheffer et a.[72] monoklonal, von der
und kryo-fixiertes Ratte, kauflich zu
Gewebe erwerben
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Die beiden Transportproteine wurden in humanen Geweben mit sehr hoher Expression
von ABCG2 in Plazenta und von MRP5 in Skelettmuskel und Gehirn nachgewiesen.
ABCG2 transportiert unter anderem Medikamente, die in der Therapie maligner
Erkrankungen eingesetzt werden und eine ausgesprochene Kardiotoxizitdt besitzen. MRP5
transportiert als Substrat zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), welches bel der
Relaxation glatter Muskelzellen kardialer Gefélde eine grof3e Rolle spielt. Daher wére die
Expression beider Proteine im menschlichen Herzen von erheblicher Bedeutung und

wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.
1.8 AnatomiedesHerzens

Das Herz (Cor) ist ein muskuléres Hohlorgan. Es liegt im Brustkorb (Thorax) und pumpt
das Blut durch den Korper. Das Herz trennt Korper- und Lungenkreislauf von eilnander. Es
besitzt vier Herzhohlen, den rechten Vorhof (Atrium dextrum) und die rechte Kammer
(Ventriculus dexter) und den linken Vorhof (Atrium sinistrum) und die linke Kammer
(Ventriculus sinister). Das Herz pumpt das Blut Gber die Aortain den Korperkreislauf. Die
Blutgefélie fur die Eigenversorgung des Herzmuskels, die Koronargefalde, entspringen der
Aorta direkt oberhalb ihres Abgangs aus dem Herzen. Es wird @ne linke und eine rechte
Herzkranzarterie unterschieden. Das linke Geféld (Arteria coronaria sinistra) teilt sich in
einen Ramus circumflexus (RCX) und einen Ramus interventricularis anterior (RIVA).
Aus der rechten Herzkranzarterie entspringt der Ramus interventricularis posterior und der
Ramus marginalis. Die Koronararterien ziehen von auf3en nach innen durch das Myokard.
Ihre Kapillaren sind funktionelle Endarterien, die untereinander keine Anastomosen
besitzen. Gebildet werden die Koronararterien von Endothelzellen, denen die

Basalmembran und kontraktile Zellen (Perizyten) aufliegen.

Die Herzmuskulatur (Myokard) ist mesenchymalen Ursprungs. Myoblasten verschmel zen
zu Kardiomyozyten. An ihren Zellgrenzen liegen die Disci intercalares (Haftkomplexe),
deren wichtigster Bestandteil fur die Erregungseitung die Nexus (kommunizierende
Zellkontakte) sind. Sie ermdglichen die elektrische Kopplung und die Ausbreitung einer
Erregung von Zele zu Zele. Herzmuskelzellen gehdren, ahnlich wie die
Skelettmuskulatur, zur quergestreiften Muskulatur. Wie in der Skelettmuskulatur ist die
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Interaktion der sich Uberlappenden Aktin-Myosin-Filamente fur die Kontraktion der
Kardiomyozyten verantwortlich. Eine passive Vordehnung der Sarkomere (kleinste
kontraktile Einheit) fuhrt zu ener verbesserten Kontraktion (Frank-Starling-
Mechanismus) [73].

Erkrankungen der Herzkranzgefél3e, wie die koronare Herzkrankheit (KHK), oder der

Herzmuskulatur, wie die Kardiomyopathien, kdnnen die Herzfunktion beeintréchtigen.

1.9 Koronare Herzkrankheit (KHK)

Die koronare Herzerkrankung umfasst ale stenosierenden Prozesse der Herzkranzgefélie,
die zu ischdmischen Zustanden des Myokards fuhren. Sie ist eine der haufigsten

Erkrankungen in den Industrienationen.

Bel der KHK liegt eine Atherosklerose der Koronararterien mit Einengung des Lumens
vor. Am Beginn der Atherosklerose steht eine Endotheldysfunktion in der Intima
(innerste, dem Lumen zugewandte Gefal3wandschicht) der Arterien. Verantwortlich for
diese  Dysfunktion sind  Hypertonus,  Nikotinabusus,  Immunmechanismen,
hémodynamische Faktoren oder eine Hyperlipoproteindmie. Die Endotheldysfunktion
fuhrt zum Lipoproteineinstrom in die Intima Makrophagen nehmen diese Lipoproteine
auf und werden zu Schaumzellen. Es kommt zur Adhdsion von Leukozyten und
Thrombozyten und zur Proliferation der glatten Muskelzellen und Fibroblasten. Durch die
Vermehrung der Schaumzellen wéachst der atherosklerotische Plaque [74-76]. Ab einer
Stenose von 75% des Querdurchmessers ist die koronare Reserve des Blutflusses in den
Koronarterien erschopft. Ab 80% ist bereits die Ruhedurchblutung eingeschrénkt. Es
kommt zu einer Myokardischéamie beginnend an den Innenschichten der Herzkammern.
Ein kompletter Verschluss eines Gefél3es fuhrt zum Myokardinfarkt.

Die Therapie der KHK steht auf drei Saulen. Zuerst sollte versucht werden, die
Risikofaktoren zu minimieren (z.B. Aufgabe des Rauchens, Anpassung der korperlichen
Belastung, Gewichtsreduktion). AufRerdem muss die Behandlung der Grunderkrankungen
eingeleitet werden. Patienten mit Hyperlipidamie profitieren von der Einnahme von
HMG- CoA- Reduktase- Hemmern (Hydroxy- Methylglutaryl- Coenzym A- Reduktase

Hemmern). Sie haben unter der Einnahme weniger t6dliche kardiale Ereignisse im Verlauf
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[77]. Im zweiten Schritt folgt die symptomatische Therapie der KHK. Fur die Behandlung

stehen unterschiedliche Stoffklassen zur Verfligung.

1. Die Nitrate wie Nitroglyzerin (sublingual oder transdermal) und Isosorbiddinitrat (oral)
fUhren zu einer systemischen Venendilatation und damit zur Abnahme der myokardialen
Wandspannung und des Sauerstoffbedarfs. Des weiteren sorgen sie fur eine Dilatation der
epikardialen Koronargefal3e und Erhéhung des Blutflusses. Nitrate erhdhen den NO-
Spiegel in den Endothelien. Als second- messenger von NO (Stickstoffmonoxid) fuhrt
cGMP am Ende einer intrazelluldren Signalkaskade zur Relaxation der glatten
Gefdimuskulatur der Endothelien kardialer Gefal3e [78-80]. In der glatten
Geféalimuskelzelle oder den Kardiomyozyten aktiviert NO die Guanylylzyklase (GC), die
aus Guanosintriphosphat (GTP) den second messenger zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) synthetisiert [78]. Der intrazelluléare cGMP-Spiegel wird durch Abbau von cGMP
zu Guanosinmonophosphat (GMP) oder Uber den MRP5-Transporter, der cGMP aus der
Zelle pumpt, gesenkt. Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen und Hypotonie kdnnen bei

Einnahme von Nitraten auftreten und zu einer Dosisreduktion zwingen [81].

2. b-Rezeptorenblocker wirken negativ chronotrop und negativ inotrop bel adrenerger
Erregung. So verringern sie den myokardiden Sauerstoffverbrauch. Mudigkeit,
Bradykardie, Erregungsl el tungsstorungen, Impotenz, Asthma bronchiale,
Linksherzinsuffizienz und Hypoglykémien unter Diabetes mellitus-Therapie sind

unerwiinschte Nebenwirkungen.

3. Als dritte grofRe Gruppe stehen die Kaziumantagonisten zur Verfigung. Sie sind
koronare Vasodilatatoren und bewirken durch ihre negative Inotropie und Senkung des
Blutdruckes eine Verminderung des kardialen Sauerstoffbedarfs [82]. Sie kodnnen
Reizleitungsstérungen und Bradyarrhythmien ausdsen. Die drel Stoffklassen sollten bei
der Therapie kombiniert werden.

4. Zur Verbesserung der Mikrozirkulation kénnen als Thrombozytenaggregationshemmer
niedrigdosierte  Acetylsalicylsdure und Clopidrogel verabreicht werden, um

thrombembolische Ereignisse zu verhindern [83-85].



1 Einleitung 20

Die dritte Saule nach der Minimierung der Risikofaktoren und der symptomatischen
Therapie ist die Intervention mittels perkutaner transuminaler Koronarangioplastie

(PTCA) oder aortokoronarer Bypassoperation [86].

Der MRP5-Transporter hat cGMP a's Substrat [47], welches am Ende der Signalkaskade
zur Geféldilatation steht. Seine Expresson wurde im Rahmen dieser Arbeit im
menschlichen Herzen gezeigt. Die medikamenttse Beeinflussung des MRP5- Transporters

am Herzen konnte eine neue Ansatzstelle fir die Therapie der KHK sein.

1.10 Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind das Myokard betreffende Erkrankungen, die mit ener
myokardialen Dysfunktion einhergehen [87]. Die heute gebréuchliche Klassifikation
unterscheidet drei Basistypen der funktionellen Beeintréchtigung: 1. die dilatative, welche
die haufigste ist, ist gekennzeichnet durch eine ventrikulére Dilatation und eine kontraktile
Dysfunktion, 2. die hypertrophe, die mit einer Hypertrophie des linken Ventrikels und oft
auch des Septums einhergeht und 3. die restriktive, die durch eine Beeintréchtigung der
diastolischen Fillung charakterisiert ist. Auferdem werden noch eine arrhythmogene
Form und nicht klassifizierte Kardiomyopathien unterschieden [87]. Die ischamische
Kardiomyopathie (ICM) gehtrt zu den spezifische Kardiomyopathien. Diese
Herzmuskelerkrankungen sind durch bestimmte systemische oder kardiale Stérungen
verursacht [87]. Die Symptome der verschiedenen Kardiomyopathien éhneln sich sehr
stark [88].

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) geht mit einer Herzvergroferung, einer
Beeintréchtigung der systolischen Pumpfunktion eines oder beider Ventrikel und den
Symptomen einer Herzinsuffizienz einher. Die Inzidenz der Erkrankung liegt bel 5-8 pro
100000 Einwohner pro Jahr [88] und scheint besonders in den Indwstrieléndern steigend

zu sein. Vorwiegend sind Manner im mittleren Lebensalter betroffen.

Eine Vielzahl verschiedener zytotoxischer, metabolischer, immunologischer, familidrer
und infektiGser Noxen kénnen zu einer dilatativen Kardiomyopathie fuhren [88]. Alkohol,
Schwangerschaft, Selenmangel, Hypophosphatdmie, Hypokalzamie und unkontrollierte
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Tachykardien kdnnen eine reversible Form der DCM hervorrufen. Bei etwa 20% der

Patienten besteht eine familidare Form mit unterschiedlichen Vererbungsmustern [89].

Klinisch zeigen die Patienten das typische Bild einer Rechts- bzw. Linksherzinsuffizienz
mit Dyspnoe, Mdigkeit, peripheren Odemen und Pal pitationen.

Die DCM zeigt eine unaufhaltsame Progredienz. Unter anderem sind die Therapie der
Erkrankung und die Risikofaktoren wie Alter, Ejektionsfraktion, ventrikulére Arrhythmien
und erhdhte Serumkatecholaminspiegel von wesentlicher Bedeutung [88].

Die ischamische Kardiomyopathie (ICM) gehort zu den spezifischen Kardiomyopathien
[87]. Bel dieser Erkrankung liegt zundchst eine Schadigung der Koronararterien vor.
Ursachen, Risikofaktoren, Pathophysiologie und Pathomorphologie der Gefal3wande
entsprechen denen der koronaren Herzkrankheit (KHK). Multiple Mikroinfarkte fihren
zur Entstehung der ischdmischen Kardiomyopathie. Sie beschreiben die Ursachen dieser
Erkrankung aber nicht vollstandig. Die klinischen Symptome entsprechen denen der
dilatativen Kardiomyopathie [87]. Bel kurzzeitigen Ischamien des Myokards kommt es zu
einer Prakonditionierung des Herzmuskels gegeniiber spéteren prolongierten Ischamien
[90]. Hierbei spielen erhohte NO- und cGMP-Spiegel in den Kardiomyozyten eine
wichtige Rolle [91]. MRP5 beeinflusst den intrazelluldren cGMP-Spiegel und kénnte

dadurch auch Einfluss auf die Prékonditionierung des Herzmuskels nehmen.

Viele Stoffe, die in der Pharmakotherapie ganz unterschiedlicher Erkrankungen eingesetzt
werden, kénnen zu Schédigungen des Herzmuskels fuhren. Vor allem fur Zytostatika
existieren solche Effekte. Eine besonders starke Kardiotoxizitét ist fur das Anthrazyklin
Doxorubicin beschrieben. Es verursacht eine Hemmung des Wachstums der
Kardiomyozyten. Daraus resultiert langfristig eine Kardiomyopathie. Als Risikofaktoren
sind neben der Gesamtdosis zusétzliche Bestrahlung, Begleitmedikation, Alter und
bekannte Herzerkrankungen des Patienten benannt worden [92]. Doxorubicin ist nicht nur
Substrat von P-gp [93] sondern auch von ABCG2 [9], dessen Expression am Herzen fir

die interindividuell unterschiedliche Kardiotoxizitét eine Rolle spielen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Zur Durchfohrung der Versuche sowie Ermittlung und Auswertung der Ergebnisse
wurden die nachstehenden Materialien verwendet. Alle Reagenzien wurden mindestens in

der Spezifikation ,reinst” oder in der htchstmoglichen kommerziell erhdtlichen Reinheit

verwendet.

Chemikalien

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bromphenolblau

Borsdure

Diaminobenzidin (DAB)
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid (EB)
Formaldehyd

Formamid, deionisiert

H20;
Hydroxymethylaminomethan (Tris)
IPTG

| sopropanol

LB Medium

Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
J. T. Backer, Deventer, Holland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
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N, N, N’, N’-Tetrametylethylendiamin (TEMED)
PBS
Saccharose

Vistra Green Nucleic Acid Stain

X-Gal
Xylol

Enzyme
T4-DNA-Ligase

Restriktionsendonukleasen

Antikorper

AMF
BXP-21
Anti-CD34
Anti-Aktin
Anti-Desmin

Alexa 4882 goat anti-mouse 1gG 2a

Kitsfur die Molekularbiologie

PeqGOLD RNAPure
100 bp-DNA-Marker
TagMar®Reverse Transcription Reagents

TagMar®Universal PCR Master Mix

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Cambridge, UK
Sigma, Steinheim, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Holland

Promega, Mannheim, Deutschland

Biolabs, Beverly, MA, USA

Jedlitschky et a.[47]

Alexis, Grunberg, Deutschland
Novocastra, Newcastle, UK
DAKO, Glostrup, Danemark
DAKO, Glostrup, Danemark

Molecular Probes, Leiden, Holland

peglab, Erlangen Deutschland
peglab, Erlangen, Deutschland
Applied Biosystems, Welterstadt,
Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt,

Deutschland

23



2 Materia und Methoden

TagMarf Core PCR

Pre-Developed TagMar®assay Reagents
endogenous Control Human GAPDH (huGAPDH)

Pre-Developed TagMar®assay Reagents
endogenous Control Human

Beta 2 Microglobulin (huB2M)
Pre-Developed TagMar®assay Reagents

endogenous Control Human Beta-Actin (huBeta-
Actin)

Pre-Developed TagMar’assay Reagents
endogenous Control Ribosoma RNA control (18 S)
GFX™ Micro Plasmid Prep Kit
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2.2 Methoden

In Rahmen dieser Dissertation wurde humanes Herzgewebe untersucht. Es standen 15
Proben linksventrikularen Myokardgewebes zur Verfiigung, die bel Herztransplantationen
entnommen wurden. Bei 5 Proben (D1-5) lag eine dilatative Kardiomyopathie (DCM,
dilatated cardiomyopathy) vor, bei 5 weiteren (I11-5) ein ischamische Kardiomyopathie
(ICM, ischemic cardiomyopathy) und die letzten 5 waren von herzgesunden Personen
(N1-5).

Des weiteren standen 52 Proben von Herzgewebe zur Verflgung, die im Rahmen von
Bypassoperationen aus dem rechten Atrium entnommen wurden (1-52). Die Patienten
unterzogen sich dieser Untersuchung wegen 2- bzw. 3-GefélRerkrankungen der
Herzkranzgefélde.

Alle Proben wurden sofort nach Entnahme in flissigem Stickstoff oder 4% Paraffin

fixiert. Diein Stickstoff fixierten Proben wurden bei —80°C gelagert.
2.2.1 Préaparation der Gesamt-RNA

Die bei —80°C gelagerten Gewebestiicke wurden mit einem Mikrodismembrator

pulverisiert, und anschlief3end im Lysepuffer homogenisiert.

Die Prégparation der RNA aus 60-80 mg homogenisiertem Gewebe erfolgte durch eine
Guanidinium- I sothiocyanat- Extraktion (pegGOLD RNAPure TM Kit). Das vom Hersteller

angegebene Standardprotokoll wurde hierzu in Teilen verandert.

Zunéchst wurde das tiefgefrorene Gewebehomogenat in der 1,5-fachen vom Hersteller
angegebenen Menge des Lysepuffers unter Zuhilfenahme einer 5 ml-Spritze und einer
Kantle vollstandig gel6st. Erst nach Abwiegen und Aufnahme des Gewebes in Lysepuffer
wurde der Versuch bei Raumtemperatur fortgesetzt. Die anschlief3ende RNA-Prdparation
erfolgte mit der jeweils 1,5-fachen Menge der einzelnen Reagenzien. Das RNA-Pellet
wurde in 50 pl RNAse-freiem Wasser resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei
—80°C gelagert.

Da fur die Reverse Transkription eine definierte RNA-Menge jeder Probe eingesetzt

werden sollte, wurde mit Hilfe der optischen Dichtemessung (OD) bei 260 nm die
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Konzentration der isolierten RNA bestimmt. Mit Hilfe der folgenden Formel lief3 sich

daraus die Konzentration der RNA berechnen.

C=A*U*V C - Konzentration
A - Absorption bei 260 nm
U - Umrechnungsfaktor
V - Verdunnungsfaktor

Der Umrechnungsfaktor fir RNA ist 40.

Be der Messung wurde (gleichzeitig die Absorption be 280 nm, dem
Absorptionsmaximum von Proteinen, gemessen. Aus dem Quotienten der Absorptionen
bei 260 nm und 280 nm kann auf die Reinheit der RNA geschlossen werden. Fir RNA
sollte der Quotient bei 2,0 liegen. Kontamination der Probe mit Protein flhrt zu einem

niedrigeren Quotienten.
2.2.2 Gelelektrophorese

Uber die Integritdt von DNA und RNA kann mit Hilfe der OD-Messung keine Aussage
gemacht werden, da die einzelnen Nukleotide fir die Absorption des Lichtes
verantwortlich sind. Degradierte RNA und Kontamination mit DNA verfélschen die
Messung. Zur Identifizierung der Lange von DNA- oder RNA-Fragmenten macht man
sich ihre Wanderungseigenschaften im eektrischen Feld zu Nutze. Die
Wanderungsgeschwindigkeit von Nukleinsuren in einem Gel mit definierter Porengrofie
ist abhéngig von der im Strang enthaltenen Basenanzahl, der Ladung und der Sekundér-
und Tertidrstruktur der Nukleinsdure.

2.2.3 RNA-Gelelektrophorese

Eine Aussage Uber die Integritdt der RNA kann mittels RNA-Gelel ektrophorese getroffen
werden. Hierzu wurde die isolierte RNA auf ein Formaldehydgel aufgetragen.
Formaldehyd hat denaturierende Eigenschaften und l6st so Wasserstoffbindungen in der
RNA, die zur Ausbildung von Aggregaten und Sekundéarstrukturen in der RNA fuhren und

damit ein unterschiedliches Laufverhalten der RNA bedingen kénnen. Abhéngig von
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ihrem Molekulargewicht und ihrer Ladung wandern Molekile unterschiedlich weit im
elektrischen Feld. RNA besteht zu 95 % aus 18 S ribosomaler RNA und zu 5% aus 28 S
ribosomaler RNA. Bei nicht kontaminierten Proben ist mit nur zwei Banden zu rechnen,
die bei humaner RNA fir 18 SrRNA bei 1,9 kb und fur 28 SrRNA bei 5,1 kb liegen.

2.2.4 DNA-Geeéeektrophorese

Bel der Gelelektrophorese wird ein Standard mit DNA-Fragmenten bekannter Lange
neben den Proben im Gel aufgetrennt. Er erlaubt die Langenbestimmung der Fragmente in
der Probe. Zur optischen Auswertung der Banden im Gel nutzt man die Interkalation von
Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl phenanthridiumbromid) aus, welches dem
Gel und dem Laufpuffer (1x Tris-Borat-EDTA-Puffer, TBE) in einer Konzentration von
0,01% zugesetzt wird. Im ultravioletten Licht (254-366 nm) wird die interkalierte DNA
zur Emission von sichtbarem Licht (590 nm) angeregt, welches mit einer Kamera

aufgezeichnet und al's Schwarzweif3bild ausgegeben werden kann.

Die Agarose wurde durch mehrmaliges Erhitzen in IXTBE Puffer gelést und auf einen
Geltrager aufgebracht. Es wurden 3%ige Agarosegele hergestellt. Die Proben wurden mit
1/10 Volumen Saccharose-L adepuffer versetzt und dann im elektrischen Feld aufgetrennt.

2.2.5 Reverse Transkription

RNA kann nicht als Matrize fir eine DNA-Polymerasekettenreaktion dienen. Sie muss in
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Diese Reaktion nennt man Reverse
Transkription (RT).

Fur diese Reaktion kdnnen Oligo (dT)-, Random Hexamer oder sequenzspezifische Primer
verwendet werden. Die Oligo (dT)-Primer ermdglichen das Umschreiben der mRNA in
cDNA, da nur mRNA ein polyA*-Ende besitzt, an das die Oligo (dT)-Primer spezifisch
binden. Random Hexamer Primer bestehen aus Hexamerkombinationen aler 4 Basen. Sie
lagern sich Uber die RNA vertellt an und ermoglichen es, die isolierte RNA in cDNA
umzuschreiben. Dies ermdglicht es spéter, die gemessenen Werte von ABCG2 und MRP5
auf die 18 S rRNA zu normalisieren, die kein polyA*-Ende besitzt. Im Rahmen dieser

Dissertation wurden nur Random Hexamer Primer verwendet.
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Die Reaktion wird durch das Enzym Reverse Transkriptase katalysiert. Es kann aus dem
Moloney-Mauseleukamievirus (M-MLV-Reverse Transkriptase) und dem Avian
Myeloblastosis Virus (AMV-Reverse Transkriptase) gewonnen werden. Wir verwendeten
eine M-MLV-Reverse Transkriptase.

Fur die RT-Reaktion wurden fir die Proben D1-5, 11-5 und N1-5 je 200 ng RNA und fir
die Proben 1-52 je 250 ng RNA fir einen 50 ul Ansatz verwendet. Hierzu wurde die RNA
der Proben D1-5, 11-5 und N1-5 auf 100 ng/pl und die der Proben 1-52 auf 125 ng/pl

verdinnt.

Fur die Reverse Transkription wurde das TaqManO Reverse Transcription ReagentsKit

von Applied Biosystems nach folgendem Pipettierschema verwendet:

Tabelle 2.1 Pipettierschema einer RT (50 pl)

Komponenten fur die RT-PCR ~ Volumenin pl  Endkonzentration
RT-Buffer 10x 5 1x
MgCh 11 5,5 mM
dNTP 10 500 pM
Hexamer Primer 2,5 25uM
RNAse Inhibitor 1 0,4 U/ul
Reverse Transkriptase 1,25 1,25 U/ul
H.O 17,25 -
RNA 2 4 oder 5 ng/ul
Gesamtvolumen 50 -

Die Reverse Transkription wurde auf dem Gradienten Cycler von Eppendorf
durchgefihrt.
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Tabelle 2.2 Temperaturschema einer RT

Schritt | Temperatur in °C Zeit in min
Inkubation 25 10
Reverse Transkription 48 30
Inaktivierung der Transkriptase 95 5

Die Inkubation bei 25°C diente der Anlagerung der Random Hexamer Primer an die
RNA. Im zweiten Schritt bei 48°C wurde die Reverse Transkriptase aktiv und
synthetisierte die komplementdre DNA. Der letzte Schritt diente der Inaktivierung der
Reversen Transkriptase. Die synthetisierte cONA wurde bei —20°C gelagert.

2.2.6 Real-time PCR (TagMan®-PCR)

Eine konventionelle Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), wie
se von Mullis und Saiki [94] beschrieben wurde, dient der Amplifizierung von DNA.
Wird cDNA amplifiziert, spricht man von einer RT-PCR (reversen Transkriptions-PCR).

Fur die PCR werden Oligonukleotid-forward- und reverse-Primer benétigt, die an den
DNA-Strang binden und den zu amplifizierenden Bereich eingrenzen. Als katalysierende
Polymerase wird bei einer PCR meistens die Tag-Polymerase aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus verwendet. Diese Polymerase hat den Vorteil, aufgrund
ihrer Thermostabilitdt im ersten Schritt einer PCR die Denaturierung der DNA zu
Uberstehen. Nach der Denaturierung liegt die DNA als Einzelstrang vor. Im néchsten
Schritt kommt es zur Anlagerung der Primer (Annealing). Darauf folgt die Synthese der
DNA durch die Tag-Polymerase. Denaturierung, Annealing und DNA-Synthese werden in
einer PCR zyklisch wiederholt. Eine PCR besitzt eine sigmoidale Kinetik. Im linearen
Bereich fuhrt jeder erneute Zyklus zu einer Verdopplung der DNA. Im Plateaubereich ist
die abnehmende Konzentration an Oligonukleotiden (ANTPs) der limitierende Faktor. Es
kommt nicht mehr zur Verdopplung der DNA.

Mit einer konventionellen PCR kann ein Fragment amplifiziert werden. Bei einer semi-
quantitativen PCR kann die Ausgangskopienzahl des Fragmentes bestimmt werden. Es
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hierfir missen zahlreiche Optimierungsschritte unternommen werden, um zum Beispiel
die Zyklenanzahl zu bestimmen, bei der die Proben im linearen Bereich der PCR liegen.
Des weiteren muss das PCR-Produkt noch am Ende der PCR mit einem Agarosegel

aufgetrennt werden, um eine Quantifizierung vornehmen zu kénnen.

Ein TagMan®-PCR lauft prinzipiel wie eine konventionelle PCR ab. Neben den
Oligonukleotid-forward- und reverse-Primer wird in der TagMan®-PCR noch eine Sonde
(engl. Probe) verwendet, die aus einem kurzen DNA-Fragment besteht, das zwischen den
Primern  an den DNA-Strang bindet. Die Sonde hat ene 10°C hohere
Annealingtemperatur (Anlagerungstemperatur) als die Primer. Sie hat an ihrem 5 Ende
einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff. Bei ABCG2 und MRP5 liegt am 5 Ende das
Fluorchrom FAM, und bei b-Actin, 18S, GAPDH und b,-mikrogloblin das Fluorochrom
VIC. Am 3 Ende liegt bel jeder Sonde der Quencher TAMARA (to quench —
unterdruicken).

Tabdle 2.3 Daten der verwendeten Farbstoffe (R=Reporter, P=passiver Referenzfarbstoff,
Q=Quencher)

Chemische Bezeichnung | | Emission[nm]
FAM 6- Carboxy-Fluorescein R 488 518
VIC nicht bekannt R 488 nicht bekannt
ROX 6- Carboxy-X-rhodamin P 488 602
TAMARA |6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin  |Q 488 582

Wahrend der PCR im TagMan® 7700 Sequence Detector von ABI Prism™ wird jeder der
96 Reaktionsansitze, die sich auf einen TagMan® Platte befinden, mit Licht der
Wellenlange 488 nm bestrahlt. Durch die rédumliche Néhe von Reporter und Quencher
kommt es zu einem Fluoreszenz-Energietransfer (FET), das Signal wird unterdriickt. Nach
Hybridisierung der Primer und der Sonde an den DNA-Strang wird die Sonde in der
Extensionsphase von der Tag-Polymerase in eine y-formige Sekundérstruktur geformt.
Die AmpliTaq Gold DNA Polymerase, die in der TagMan® PCR verwendet wird, besitzt
wie jede Tag-Polymerase eine Exonukleaseaktivitét. Sie wird aktiviert und schneidet die
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Sonde. Reporter und Quencher werden raumlich von einander getrennt, ein Signal wird
registriert. Es entspricht genau einer Kopie und ist spezifisch fur die Sequenz, die durch
die Sonde kodiert wird. Bei nicht hundertprozentiger Ubereinstimmung der Basen der
Sonde und des DNA-Strangs verdréngt die Tag-Polymerase die Sonde vom Strang, bevor
diese von der AmpliTag Gold DNA Polymerase geschnitten wird. Es wird kein
Fluoreszenzsignal emittiert.
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Abbildung 2.1 Schematischer Ablauf einer TagMan® PCR [89], Probe - Sonde

Das Fluoreszenzsignal wird im ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System (SDS) von
Applied Biosystems fortlaufend fiir 96 Proben gleichzeitig wahrend der Zyklen registriert,
seine Intensitét ist ein Mal3 fr die Anzahl der synthetisierten DNA. Man spricht von einer

PCR mit Messwerterfassung in ,, Echtzeit” (engl. , real-time*).
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Abbildung 2.2 Schematischer Aufbau der Signaldetektion im ABI PRISM® 7700 SDS [95],
(CCD — Kamera, MUX — Multiplexer)

Die Software ABI PRISVI® Sequence Detection Software (Vers. 1.6) zur Auswertung der
registrierten Daten gibt einen sogenannten Amplification Plot
(Amplifikationsaufzeichnung) aus (siehe Abbildung 2.3). In ihm wird das registrierte
Fluoreszenzsignal jeder Probe in Abhangigkeit vom Zyklus als DR, aufgetragen. R,
(normalisiertes Reportersignal) ist der Quotient der Emissionsintensitét des
Reporterfarbstoffes  dividiert durch  die Emissionsintensitdt des  passiven
Referenzfarbstoffes (ROX), der jedem Reaktionsansatz zu gesetzt ist. DR, ist die
Differenz aus der Hintergrundaktivitat, die wahrend der ersten Zyklen einer PCR
registriert wird, und dem R,-Wert eines jeden Zyklus.

Um einen Amplification Plot auswerten zu konnen, muss die Aktivité definiert werden,
bei der die DR\-Werte fur alle Proben im linearen Bereich liegen. Diese Schwelle wird als
Threshold bezeichnet und sollte eine Zehnerpotenz Uber der Hintergrundaktivitét
(Basdline) liegen. Mit diesem Threshold kann fir jede Probe ein Schwellenwert
(Threshold Cycle [Cq]) bestimmt werden. Da fur die PCR im linearen Bereich ene
Effizienz von anndhernd 100% angenommen wird, bedeutet die Zunahme des Cr-Wertes

um eins eine Verdopplung der Kopienzahl.
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Abbildung 2.3 Beispiel fur einen Amplification Plot

2.2.7 Auswertung der TagMan®-Ergebnisse

Der TagMan® bestimmt firr jede Probe einen Gr-Wert. Um von diesem Wert ausgehend
Aussagen Uber die relative oder absolute Kopienzahl machen zu konnen, gibt es zwei
Methoden, die Standardkurvenmethode oder die DDCr-Methode. Im Rahmen dieser Arbeit

wurden beide Methoden angewendet.

Bel der Standardkurvenmethode wird bei jedem TagMan?-Lauf eine Verdinnungsreihe
mit bekannten Konzentrationen eines Standards des zu messenden Zielgens mitgefuhrt.
Hierzu muss ein Standard gewonnen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das
ABCG2- und das MRP5-TagMan®-PCR-Produkt kloniert, isoliert und so as Standard
eingesetzt (siehe Kapitel 2.2.8).

Wird vor der Messung im TagMan® in der Auswertungssoftware ABI PRISM® Sequence
Detection Software (Vers. 1.6) die Standardreihe definiert, gibt der TagMan® am Ende der
Messung eine Kopienzahl fur das Zielgen in jeder Probe aus. Diese absoluten
Kopienzahlen sind untereinander noch nicht vergleichbar. Sie missen erst auf ein

Housekeeping-Gen normalisiert werden, um so eventuelle Unterschiede in der
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eingesetzten cDNA-Menge auszuschlief3en. Housekeeping-Gene sind Gene, bel denen
man davon ausgeht, dass sie in menschlichen Organen unterschiedlicher Individuen in
gleicher Hohe exprimiert werden und nicht durch kérpereigene oder kérperfremde
Prozesse oder Stoffe in ihrer Expression verdndert werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Housekeeping-Gene 18S, b-Actin und GAPDH bestimmt [96]. Steht eine
Referenzgruppe, wie bel dieser Arbeit die funf Proben aus herzgesundem Myokard (N1-
5), zur Verfigung, so kénnen alle Werte auf diese Gruppe bezogen werden, und es 18sst
sich eine Aussage Uber eine Zunahme oder Abnahme der Expression eines bestimmten

Gens zum Beispiel bel bestimmten Erkrankungen machen.

Nach der DDCr-Methode lasst sich mathematisch die Anzahl der amplifizierten Moleklle
des Zielgens in einer PCR beim Erreichen des Cr-Wertes fir ein Zielgen wie folgt

beschreiben:

(1)  Xt=Xo* (1+Ex)°™>*=kong. (K)

Xt = Anzahl der amplifizierten Molekile des Zielgens
Xo = Startkopienzahl des Zielgens
Ex = Effizienz der PCR des Zielgens
Cr x = Thresholdwert des Zielgens

Die Formel fir die Referenzgene lautet:

(2) Rr=Ro* (1+Eg)° ™ =kong. (K)

Rr = Anzahl der amplifizierten Molekille des Referenzgens
R, = Startkopienzahl des Referenzgens
Er = Effizienz der PCR des Referenzgens
Crr = Thresholdwert des Referenzgens
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Dividiert man beide Gleichungen durch einander, ergibt sich:

Xt Xo* (1+Ex)CT
Qe — - c = konst. (K)
Rt Ro*(1+ER) "R

Setzt man die Effizienzen beider PCRs as gleich voraus und bezieht jede Probe noch auf
einen Kalibrator (z.B. Nullstundenwert oder gesunde Probanden) ergibt sich folgende

Formd:

@ Xn=K*(L+E)

XN = Xo/ Ro
DCr =Crx—GCrr
E = Effizienz

Wenn man jeden Xy-Wert durch den Xy-Wert eines Kalibrators (z.B. Nullstundenwert

oder Material von gesunden Probanden) dividiert, ergibt sich folgende Formel:

(5) XN,X / XN,kaJ = (1 + E)_DDCT

DDCr = DCr x — Crxa
kal = Kalibrator
Die Konzentration des Zielgens normalisiert auf eine endogene Referenz (Housekeeping-
Gen) und in Relation zu einem Kalibrator gesetzt, lasst sich ndherungsweise wie folgt

berechnen:

(6) Xnka = 2PPCr

Vorraussetzung ist, dass ein Housekeeping-Gen bekannt ist, dessen TagMan® PCR mit
anndhernd der gleichen Effizienz abléuft wie die PCR der Zielsequenz. Um dies zu testen,

wird eine Verdinnungsreihe eines Gewebes, in dem die Zielsequenz in hoher Expression
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vorhanden ist, auf das Zielgen und die Housekeeping-Gene im TagMan® getestet. Die
DCr-Werte (Cr-Werte des Housekeeping-Gens subtrahiert vom G-Werte des Zielgens)
werden gegen den Zehnerlogarithmus der eingesetzten cDNA Konzentration aufgetragen.
Die Steigung der Regressionsgeraden sollte kleiner 0,1 seien, da dann annghernd gleiche

Effizienzen der TagMan? "PCR des Housekeeping-Gens und des Zielgens vorliegen..
2.2.8 Primer- und Sonden-Synthese

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit war en Primerpaar bendtigt, das
exonlberspannend ist, um Verunreinigungen mit genomischer DNA nicht zu
amplifizieren, sondern nur die isoliete RNA bzw. cDNA. Zur Primer- und
Sondensynthese wurden mit Blast 2 Sequences im Internet beim National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seg/bl2.html) zunéchst die
Exon und Introngrenzen analysiert. Folgende mRNA-Sequenzen wurden zu Grunde
gelegt, fur ABCG2 (AN-Nr.: AF098951) auf Chromosom 4922 (AN-Nr.: AC084732) und
MRP5 (AN-Nr.: AF146074) auf Chromosom 3927 (AN-Nr.: NT_022676) [24]. Mit dem
Programm Primer Express wurden neue Primer und Sonden entworfen unter Verwendung
der mRNA Sequenzen fir ABCG2 und MRP5S.

Zur Kontrolle der einwandfreien Funktion der Primer wurde auch genomische DNA auf
die beiden Gene hin getestet und das PCR-Produkt auf ein 3%iges Agarosegel
aufgetragen.

2.2.9 Messung der Proben

Es wurde fir den PCR-Ansatz zur Messung der Herzproben auf ABCG2 und MRP5 der
Universal PCR Master Mix (UMM) von Applied Biosystems verwendet und die zu
analysierenden Gewebeproben nach folgendem Schema pipettiert (Tabelle 2.4).

Es wurden fir die Messung der Proben D1-5, 11-5 und N1-5 auf ABCG2 und MRP5S je
8ng cDNA in die PCR eingesetzt und fur die Messung der Proben 1-52 je 10ng cDNA.

Die Proben wurden in Dreifachbestimmung gemessen.
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Tabelle 2.4 TagMan® PCR Pipettierschema fir ABCG2 und MRP5

] Reagenz |  Volumeninul | Endkonzentration
reverse Primer 3 uM 2,5 0,3 uM
forward Primer 3 uM 25 03 uM
2x Universal Master Mix 12,5 1x

FAM-Sonde 2 pM 25 02 uM

Aqua dest. 3 -

cDNA 2 8 oder 10 ng/ul
Gesamtvolumen 25 -

Zur Optimierung der TagMan® PCR wurden nach dem Protokoll von Applied Biosystems
[95] eine Primermatrix und eine Sondenmatrix pipettiert und im TagMan? gemessen. Fir

die beiden Zielgene ABCG2 und MRP5 ergaben sich nach Auswertung laut Protokoll die
optimalen Bedingungen fur die PCR bei forward- und reverse-Primerkonzentrationen von

3 UM und Sondenkonzentrationen von 2 pM.

Zur Messung der Proben auf die Housekeeping- Gene 18S, b-Actin und GAPDH wurde

der zum jeweiligen Housekeeping-Gen gehodrende Primer- und SondenMaster-Mix sowie
der Universal PCR Master Mix (UMM) verwendet. Es wurde nach folgendem Schema
pipettiert:

Tabelle 2.5 TagMan® PCR Pipettierschema fiir die Housekeeping- Gene

Reagenz Volumen in pl
2x Universal Master Mix 12,5
20x Primer-Sonden MM 1,25
Aqua dest. 9,25
cDNA 2
Gesamtvolumen 25
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2.2.10 Standardklonierung

Um einen Standard herzustellen, muss das PCR-Produkt des Zielgens in einen Vektor
kloniert werden. Als Vektor wurde das Plasmid pGEM? -T Easy von Promega verwendet.
Plasmide sind zirkul&re doppelstrangige DNA Strukturen mit einer Lénge von 1 bis 20 kb,
in die DNA-Fragmente eingefiigt werden kénnen. Der pGEM?®-T Easy Vektor ist in
liniearisierter Form kommerziell erhdltlich. Er ist 3015 bp lang. Seine ,, multiple cloning
site* (Klonierungsregion) tragt an ihren 3-Enden T-Uberhdnge und wird von den
Promotoren fir die RNA-Polymerasen SP6 und T7 begrenzt. Innerhalb der , multiple
cloning site” liegt das lacZ-Gen fur die b-Galaktosidase. Es ermdglicht die weil¥blau
Selektion der rekombinaten Bakterienkolonien. Durch das Vorhandensein eines

Ampicillinresistenz-Gens ist selektives Bakterienwachstum moglich.

Xmn'| 2009

Nae |

Seal 1890 2707 17 l
\ 1 start
f1 ori Apall 14
Aatll 20
Sph | 26
ﬁsizl\ 3_1’
Amp' co 37
¥ PREMC-TEasy  facz Bsiz| | 43
Vector T T Not | 43
(3015bp) Sacll 49
EcoR | 52
Spe | 64
FcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
. Pst | 88
ori Sall 90
Nde | a7
Sac | 109
Bsix| [118 g
Nsil 127 o
141 2
T sps g

Abbildung 2.4 Struktur des pGEM®-T Easy Vektors

Vor der Klonierung muss ein PCR-Produkt des Zielgens amplifiziert werden. Dies
geschah mit einer  TagMan® CorePCR  nach dem Protokoll der
TagMan® So Easy Rechentabellen von Applied Biosystems Es wurden die Reagenzien von
Applied Biosystems verwendet. Als forward- und reverse-Primer wurden die jeweiligen
Primer fir ABCG2 und MRP5 eingesetzt.
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Tabelle 2.6 TagMan® Core PCR Pipettierschema

] Reagenz | Volumen in i |
TagMan Buffer A 10x 5,00
dATP 200uM 1,00
dCTP 200puM 1,00
dGTP 200uM 1,00
dUTP 400uM 1,00
forward Primer 300nM 5,00
reverse Primer 300nM 5,00
MgChk 5mM 5,00
AmpliTag Gold 0.025U/pl 0,25
cDNA 5,00
Agua dest. 13,75
Gesamtvolumen 50,00

Das entstandene PCR-Produkt wurde nach der Standardanleitung zur Isolation von PCR-
DNA aus Losungen (Procedure A: Purification of DNA from Solution) des
GFX™PCRDNA and Gel Band Purification Kits von amersham pharmacia biotech
isoliert.

Nach der Isolation wurde das aufgereinigte PCR-Produkt auf ein 3%iges Agarosegel
aufgetragen.

Im ndchsten Schritt wurde fir 12 bis 16 Stunden bei 4°C im Kihlschrank die Ligation des
PCR-Produktes in den pGEM?®-T Easy Vektor durchgefiihrt. Hierzu wurde ein
Ligationsansatz mit folgenden Reagenzien hergestellt:

Tabelle 2.7 Ligationsansatz

] Reagenz | Volumen in pl ]
Rapid Ligation Buffer 2x 5,00
PGEM2-T Easy Vektor (50ng) 1,00
PCR Produkt 2,00
T4 DNA Ligase 1,00
Agua dest. 1,00
Gesamtvolumen 10,00




2 Materia und Methoden 42

2 pI des Ligationsansatzes wurden zu 50 pl aufgetauter, ultrakompetenter Escherichia coli
XL-Gold Bakterien gegeben und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Dieser
Transformationsansatz wurde im Wasserbad einer Temperatur von 42°C fir 90 Sekunden
ausgesetzt. Nach einer weiteren Inkubation fir 2 Minuten auf Eis wurden 950 ul LB-
Medium hinzugefiigt und der Ansatz fur 90 Minuten bel 37°C und 150 rpm geschttelt.

Von dem Transformationsansatz wurden 200ul auf einem LB-AmpicillinrAgar
ausplattiert, der 30 Minuten vorher mit 35ul XGal (50mg/ml) und 20ul 100mM IPTG
beimpft worden war. Die Agarplatte wurde fur 12 bis 16 Stunden bei 37°C im Brutschrank
bebrihtet. Es wuchsen welil3e und blaue Bakterienkolonien. In den weif3en Kolonien war
es zu einer Insertion des Zielgens in den Vektor und einer Transformation in die E.coli
XL-Gold Bakterien gekommen. Das lacZ-Gen wurden zerschnitten und keine b-
Galaktosidase mehr synthetisiert, die X-Gal und IPTG in einen blauen Farbstoff zerlegt
hétte. Die weil3en Kolonien wurden mit einer 100 pl Pipettenspitze gepickt und in einem
Falcontube mit 2 ml 1x LB-Medium und 2ul Ampicillin erneut fir 12 bis 16 Stunden bel
37°C und 250 rpm inkubiert.

Die DNA aus den E.coli Bakterien der weil3en Kolonien wurde nach der
Standardanleitung fur die Aufreinigung von DNA aus Bakterienkulturen (Procedure A:
Purification from 1-1.5ml of Culture) des GFX™ Micro Plasmid Prep Kit von amersham

pharmacia biotech durchgefihrt.

In einem letzten Schritt wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt, um das Zielgen aus
dem Vektor wieder heraus zu schneiden. Hierzu wurde ein Restriktionsansatz fur 3
Stunden bel 37°C in ein Wasserbad gestellt:

Tabelle 2.8 Restriktionsansatz

Reagenz Volumen in pl

Eco R1 Restriktionsenzym 0,50
10x Buffer fur Eco R1 2,20
Agua dest. 8,30

DNA aus welil3en E.coli Kolonien 10,00

Gesamtvolumen 20,00
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Restriktionsenzyme erlauben das Herausschneiden von DNA-Fragmenten definierter
Lange. Es handelt sich um bakterielle Desoxyribonukleasen die doppelstrangige DNA an

spezifischen Sequenzen schneiden. Es entstehen kohasive (sticky ends) oder glatte Enden
(blunt ends).

Tabdle 2.9 Restriktionsenzym

Herkunft Erkennungssequenz ~ Art der entstehenden Enden

mit hnittstelle
EcoR | E.coli RY 13 5...G AATTC...3 sticky ends

3...CTTAA G...5

Nach dem Restriktionsverdau wurde ein 3%iges Agarosegel von 5 pl Restriktionsverdau
und 3 pl 10xLaufpuffer durchgefihrt, um zu zeigen, dass Zielgene mit der richtigen Lange
an Basenpaare kloniert wurden. Es wurde eine photometrische Konzentrationsmessung
des Restriktionsverdau durchgefihrt. Fur beide Standards von ABCG2 und MRP5 wurde
je eine Verdinnungsreihe von 10° Kopien bis 10° Kopien hergestellt und bei —20°C
gelagert.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die mittels ABI PRISVI® 7700 Sequence Detection System (SDS) von Applied Biosystems
registrierten Daten wurden nach der DDC+- und der Standardkurvenmethode ausgewertet.

Die Berechnungen und graphischen Darstellungen erfolgten mit den Programmen Excel
von Microsoft und SPSS.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (zweiseitig).
2.2.12 Immunhistochemie

Mit der Immunhistochemie kdnnen mit spezifischen Antikdrpern Proteine und andere
Substanzen in Gewebeschnitten lokalisiert und sichtbar gemacht werden.

Fur die Immunhistochemie wurden je ein 3 x 3 x 3 mm grol3e Gewebestiick sowohl der

Proben N1-5, D1-5 und 11-5 sowie der Proben 1-52 fur 12 Stunden in 4% Formalin fixiert
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und anschlief3en in Paraffin eingebettet. Von den Paraffinblocken wurden mit Hilfe des
Ventana NexES IHC Saining System Paraffinschnitte von 2 um Dicke angefertigt und auf
Objekttragern aufgezogen. Die Schnitte trockneten tUber Nacht bel 60°C aus. Xylol und
Ethanol wurden zur Entparaffinierung verwendet. Zugabe von 10 uM Citratpuffer (pH
6,1) fuir 3 min be 96-99°C diente zur Antigendemaskierung. Mit frisch hergestellter
3%iger HO,-Lésung und einer Einwirkzeit von 3min wurde die endogene Peroxidase
blockiert. Es folgte eine Inkubation mit dem primdren Antikorper. Zur Markierung von
ABCG2 wurde der monoklonale Anti- ABCG2-Antikérper BXP-21 (Verdinnung 1:50)
verwendet. BXP-21 ist ein monoklonaler Mausantikorper gegen 126 Aminosauren des
ABCG2 Peptids [20]. Er wurde von der Firma Alexis kauflich erworben. Fur den
Nachweis von MRP5 wurde der Anti- MRP5-Antikérper AMF (Verdinnung 1:150)
verwendet. AMF ist ein monoklonaler Kaninchenantikorper gegen 14 Aminosauren am
carboxy-terminalen Ende von MRP5 (AMFAAAENKVAVKG) [47]. Nach einem
Spiilschritt mit TRIS-HCI-Puffer (pH 7,4) firr 5 min folgte die Detektion mit dem LSAB®-
HRP-Detektionssystem der Firma DAKO (LSAB? =labelled (markiert) streptavidin-biotin,
HRP=horseradish-peroxidase (Meerrettich)). Diaminobenzidin (DAB) wurde als

Chromogen verwendet.

Neben den Antikorpern BXP-21 und AMF wurden monoklonale Antikorper gegen Aktin
der glatten Muskulatur, gegen Desmin und gegen CD34 mit den Verdinnungen 1:25, 1:25
und 1:40 verwendet. Mit Anti-Aktinm und Anti-Desmin-Antikorpern kénnen glatte
Muskelzellen und Kardiomyozyten und mit Anti-CD34-Antikdrpern  kdnnen

Endothelzellen markiert werden.

Die technischen Arbeiten im Zusammenhang mit dem Nachweis von ABCG2 wurden mit
freundlicher Unterstiitzung von Frau Dr. Vogelgesang am Institut fir Pathologie an der
Ernst-MoritzArndt-Universitdt  Greifswald und Frau Dr. Kunet-Kell am
pharmakologischen Institut durchgeftihrt. Fir den Nachweis von MRP5 mit Hilfe der
Immunhistochemie zeichnet neben dem Institut fr Pathologie Frau Dr. Jedlitschky am

pharmakologischen Institut verantwortlich.



2 Materia und Methoden 45

2.2.13 Immunfluor eszenz

Die Immunfluoreszenz  funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die
Immunhistochemie. Auch bei dieser Methode kdnnen mit spezifischen Antikorpern
Proteine und andere Substanzen in Gewebeschnitten lokalisiert und sichtbar gemacht
werden. Jedoch wird der priméare Antikorper mit einem sekundaren Antikorper detektiert,

der Fluoreszenz- markiert ist.

Die Immunfluoreszenz wurde an Paraffinschnitten humaner Herzohrproben zum
Nachweis von ABCG2 durchgefihrt. Nach Entparaffinierung und Antigendemaskierung
mit 10 uM Citratpuffer (pH 6,1) fir 3 min bei 96-99°C (siehe Kapitel 2.2.10) folgten
Waschschritte mit 1x PBS fiir 2x5 min. Uber Nacht wurden die Schnitte mit dem priméren
Antikorper BXP-21 (Verdinnung 1:20) bei 4°C inkubiert. Es folgten erneut zwel
Waschschritte mit 1x PBS fur 2x5 min. Als sekundérer immunfluoreszenz- markierter
Antikorper diente Alexa 488% goat anti-mouse IgG 2a (Ziegen Anti-Maus 1gG)
(Verdinnung 1:500). Die Schnitte wurden unter einem konfokalen Lasermikroskop
ausgewertet und photographiert. Die aufgenommen schwarzweil3 Bilder wurden zum

besseren Kontrast in Grin-Ton Bilder konvertiert.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation wurde humanes Herzgewebe untersucht. Es standen 15
Proben linksventrikularen Myokardgewebes zur Verfiigung, die bel Herztransplantationen
gewonnen wurden. Bel 5 Proben (D1-5) lag eine dilatative Kardiomyopathie (DCM,
dilatated cardiomyopathy) vor, bei 5 Proben (11-5) ein ischdmische Kardiomyopathie
(ICM, ischemic cardiomyopathy) und 5 Proben sind von herzgesunden Personen (N1-5).
Die Patienten mit ICM bzw. DCM wurden medikamentés mit Digitalis, Nitraten,
Diuretika, und ACE-Hemmern behandelt.

Des welteren standen 52 Proben von Herzgewebe zur Verfigung, die im Rahmen von
Bypassoperationen aus dem rechten Herzohr entnommen wurden (1-52). Die Patienten
unterzogen sich dieser Untersuchung wegen 2- bzw. 3-Gefdl3erkrankungen der koronaren
Herzgefdlle. Zu den einzelnen Proben gab es Angaben zum Geschlecht und Alter, zur
Korpergrofde, zu Begleiterkrankungen, zum Blutdruck, zur Medikamenteneinnahme und

zu zahlreichen Laborparametern.

3.1 Isolation von RNA ausHer zgewebe

Zur Bestimmung der mRNA-Expression von ABCG2 und MRP5 in den Herzproben sind
eine hohe Reinheit und Intaktheit der isolierten RNA Vorraussetzung. Es wurden von den
Proben denaturierte Formamidgele angefertigt. Diese Gele zeigten nur zwei fir
eukaryontische Zellen typische Banden der 18S und 28S rRNA.

- 28S

- 18S

Abbildung 3.1 Denaturierendes Formamidgel zur Uberpriifung der Integritat der isolierten RNA
am Beispiel der Proben 11 und 12
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3.2 Primer- und Sondendesign

Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit war ein Primerpaar gewilnscht, das
exonlberspannend ist, um Verunreinigungen mit genomischer DNA nicht mit zu
amplifizieren, sondern nur die isoliete RNA bzw. cDNA. Zur Primer- und
Sondensynthese wurden mit Blast 2 Sequences im Internet beim National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seg/bl2.html) zunéchst die
Exon und Introngrenzen analysiert. Folgende mRNA-Sequenzen wurden zu Grunde
gelegt, fur ABCG2 (AN-Nr.: AF098951) auf Chromosom 4922 (AN-Nr.: AC084732) und
MRP5 (AN-Nr.: AF146074) auf Chromosom 3927 (AN-Nr.: NT_022676) [24]. Fur
ABCG2 wurden 16 Exons gefunden. Diese Anzahl stimmt mit der in der Literatur
veroffentlichten Zahl Uberein [12]. Fir MRP5 wurden 30 Exons bestimmit.

Mit dem Programm Primer Express wurden neue Primer und Sonden gesucht mit den
MRNA-Sequenzen fur ABCG2 und MRP5, bel denen darauf geachtet wurde, cbss sie

exonuberspannend sind. Folgende Sequenzen wurden gewahit:

ABCG2 forward Primer: TGAGGATGTTACCAAGTATTATATTTACCTGTA
ABCG2reverse Primer:  CCATGGAACTGGCTGAATAAGC

ABCG2 TagMan® Sonde: ATCTGCCTTTGGCTTCAATCCTAACATGAA

MRPS forward Primer:  CACCATCCACGCCTACAATAAA
MRP5 reverse Primer: CACCGCATCGCACACGTA

MRP5 TagMan® Sonde: GCTTGGTTGTCATCCAGCAGCTCCTG

Das PCR-Produkt der Primer und Sonde von ABCG2 ist 129bp und das der Primer und
Sonde von MRP5 ist 105bp lang. Zur Kontrolle der einwandfreien Funktion der Primer
wurde auch genomische DNA auf die beiden Gene hin getestet und das PCR-Produkt auf
ein 3%iges Agarosegel aufgetragen.
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Tabdle 3.1lverwendete Primer und Sonden

forward Primer reverse Primer Sonde
Sequenz auf der von 1680 bp bis von 1787 bp bis von 1721 bp bis
mMRNA von ABCG2 | 1712 bp 1808 bp 1750 bp
Exon auf der mRNA | 12 12/13 12/13
von ABCG2
Sequenz auf der von 3382 bp bis von 3468 bp bis von 3428 bp bis
MRNA von MRP5 | 3403 bp 3486 bp 3453 bp
Exon auf der mRNA | 22 23 23
von MRP5

Die Primer fir ABCG2 wurden auf cDNA von humaner Plazenta getestet. Die Primer von
MRP5 wurden auf cDNA humaner Leber getestet. Bel beiden Geweben handelt es sich um

die Gewebe, in denen die jeweils hochsten Expressionen von ABCG2 und MRP5

beschrieben wurden. Die genomische DNA stammt aus Vollblut.

M cDNA RNA gDNA NTC

100bp

3% DNA Gel

Abbildung 3.2 Gel zum Primertess von ABCG2; gDNA - genomische DNA, M - Marker,

NTC - Nullwert (H20)
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In dem Geal kommt das 129bp lange PCR-Produkt des Primerpaares fur ABCG2 zur
Darstellung. Es wurde mit einer TagMan® PCR von ¢cDNA humanen Plazentagewebes

synthetisiert, wie sie auch spéter zur Messung der Proben verwendet wurde.

cDNA
M Leber gDNANTC

100b

3% DNA Gd

Abbildung 3.3 Gel zum Primertest von MRP5; gDNA - genomische DNA, M - Marker,
NTC - Nullwert (H20)

Im zweiten Gel kommt ebenfalls das 105bp lange PCR-Produkt der Primer fir MRP5 zur
Darstellung. Es wurde mit einer TagMan® PCR von cDNA humanen Lebergewebes

synthetisiert, wie sie auch spater zur Messung der Proben verwendet wurde.

Die beiden Gele zeigen sowohl fur ABCG2 und MRP5, dass die jeweiligen Primerpaare
und Sonden nur auf cDNA reagieren und bei genomischer DNA kein Amplifikat zeigen.
Damit ist die Spezifitét der Primer von ABCG2 und MRP5 fir cDNA gezeigt.

3.3 Standardklonierung

Durch eine TagMan® Core PCR gewonnene PCR-Produkte fir ABCG2 und MRP5
wurden getrennt von einander in das Plasmid pGEM?-T Easy kloniert. Nach Ligation des
Vektors in ultrakompetente Escherichia coli XL-Gold Bakterien und Anziichtung
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derselben wurde die DNA aus den Escherichia coli Bakterien isoliert und einem
Restriktionsverdau unterzogen, um die jeweiligen PCR-Produkte von ABCG2 und MRP5
als hochkonzentrierten Standard zu gewinnen. Von den DNA-Isolaten wurden 3%ige
Agarosegele angefertigt, um die jeweiligen PCR-Produkte nachzuweisen.

100 bp

3% DNA Gel
Abbildung 3.4 Gel des Standardklons fur ABCG2

V ektor
M cDNA

100 bp

3% DNA Gel
Abbildung 3.5 Gel des Standardklons fir MRP5
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Fur ABCG2 und MRP5 kommen die PCR-Produkte mit den jeweiligen Langen von 129bp
und 105bp zur Darstellung. Es handelt sich somit um die jeweiligen Standards fur ABCG2
und MRP5.

3.4 Ermittlung der Quantifizierungsmethode fir ABCG2 und MRP5

Fur ABCG2 wurde 3-Actin als Referenzgen bestimmt zur Berechnung der relativen
Konzentration an ABCG2-Kopien im Herzgewebe nach der DDCr-Methode. Nach
Messung von Verdinnungsreihen an humanem plazentarem Gewebe auf ABCG2 und b-
Actin, GAPDH, 18S und b2-mikroglobulin konnte gezeigt werden, dass nur [>Actin as
Referenzgen geeignet ist. Es ergab sich eine geforderte Steigung von kleiner 0,1 in der

logarithmischen Darstellung gegen ABCG2.

3-Actin y = 0,0215L0g(x) + 3,7915

delta C{{[ABCG2-3-Actin]
N
*
*

0,01 0,1 1 10

log c[Plazenta in ng]

Abbildung 3.6 logarithmische Darstellung von DCT [CT(ABCG2)- CT(b-Actin)]

Die anderen Housekeeping-Gene zeigten dle in der logarithmischen Darstellung gegen
ABCG2 Steigungen von m > 0,1 und damit unterschiedliche Effizienzen der PCR.

Fur MRP5 konnte gezeigt werden, dass kein Housekeeping-Gen zur Nutzung derDD-Cq-
Methode geeignet ist. Alle Housekeeping-Gene haben in der logarithmischen Darstellung
eine Steigung m > 0,1. Als Gewebe fur die Verdinnungsreihe war humanes L ebergewebe

verwendet worden.
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Tabelle 3.2 Effizienztestung der Housekeeping-Gene gegen ABCG2

Gegen ABCG2 getestete Primer/ Sonden Steigung der Quantifizierungs-
Kombinationen Geraden methode

absolute| DD-Cr
b-Actin 0,0215 nein ja
18S -0,7993 ja nein
GAPDH 0,0977 ja nein
b2-mikroglobulin 0,1903 nein nein

Tabdlle 3.3 Effizienztestung der Housekeeping-Gene gegen MRP5

Gegen MRP5 getestete Primer / Sonden Steigung der Quantifizierungs-
Kombinationen ‘ Gerade methode
absolute| DD-Cr
b-Actin -0,4348 nein nein
18S -0,6363 ja nein
GAPDH -0,6987 ja nein

35 Ergebnisseder TagMan®-PCR

Die RNA aus den Proben D1-5, N1-5, 11-5 und 1-52 wurde isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Darauf wurden die Herzproben auf ABCG2 bzw. MRP5 und die
Housekeeping-Gene b-Actin, GAPDH und 18S inklusive der jeweiligen Standards mit
dem TagMan® gemessen. Fir b-Actin lag im Labor kein Standard vor. Es wurde firr b-
Actin keine Standardkurve gemessen. Beispielhaft werden einige Amplification Plots

gezeigt:
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Abbildung 3.7 Amplification Plot der Standardkurve von ABCG2

Abbildung 3.8 Standardkurve von ABCG2, unterschiedliche Konzentrationen an ABCG2-
Standard-cDNA als schwarze Punkte dargestellt, Probenwerte als rote Punkte dargestellt
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Abbildung 3.10 Amplification Plot der Standardkurve von MRP5
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Abbildung 3.11 Standardkurve von MRP5 und Standardkurve unterschiedlicher Konzentrationen
an MRP5 Standard cDNA a's schwarze Punkte dargestellt, Probenwerte a's rote Punkte dargestel It

Abbildung 3.12 Amplification Plot von D1-5, N1-5, 11-5 auf MRP5

Die Amplification Plots der Proben D1-5, N1-5, 11-5 und 1-52 von den einzelnen
Housekeeping-Genen b-Actin, GAPDH und 18S inklusive der jeweiligen Standards fur
GAPDH und 18S werden hier nicht gezeigt.

3.6 Statistische Auswertung

Die Proben N1-5, 11-5 und D1-5 wurden fir ABCG2 sowohl nach der DDCr-Methode a's
auch nach der Standardkurvenmethode ausgewertet. Die Mittelwerte von 11-5 und D1-5
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wurden auf den Mittelwert von N1-5 normalisiert, da die Proben N1-5 von herzgesunden

Probanden stammten.

Bel der Standardkurvenmethode wurden absolute Kopienzahlen der Proben fur ABCG2
im Verhdtnis zu den Kopienzahlen der Proben auf 18S bestimmt. So konnte der Einsatz

ungleichmaldiger Mengen an cDNA in die PCR in der Berechnung eliminiert werden.

Kopienzahlenquotient von ABCG2 im Verhéltnis zu 18s

20
18 A
16
14 A
12 A
10

Kopienzahlquotient x 10"-8

o N A O @
' L L L L

D1 D2 D3 D4 D5 N1 N2 N3 N4 N5 11 12 I3 14 I5

Abbildung 3.13 Kopienzahlenquotient von ABCG2 im Verhdltnis zu 18S der Proben D1-5, N1-5
und 11-5

Die Ergebnisse zeigen, dass ale Proben ABCG2 enthalten. Die interindividuellen
Unterschiede jedoch sehr stark ausgepragt sind. Die Werte des Verhdtnisses der
Kopienzahlen von ABCG2 zu 18S reichen von 2-10% bis 18-10° mit einer
Standardabweichung von 0,467 - 108,

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von ABCG2 in den Proben der Patienten
mit dlatativer (D1-5) und ischdmischer Kardiomyopathie (11-5) im Verhdtnis zu den
herzgesunden Probanden deutlich erhoht ist.
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Expressionsniveau von ABCG2 bezogen auf 3-actin
normalisiert auf N

5,0

4,0 1
3,5 4
3,0
2,51
2,0 1
1,54

EXxpressionsniveau

1,0
0,5 1

0,0

Abbildung 3.14 Expressionsniveau von ABCG2 bezogen auf RActin normalisiert auf N der
Proben D1-5, N1-5 und 11-5 nach der DDCT-Methode, * = statistisch signifikant

Nach der DDCt-Methode ist die Erhéhung der ABCG2-Expression in den Proben bel
ischémischer Kardiomyopathie auf das 3,0fache gegenliber den Proben der herzgesunden
Probanden als gatistisch signifikant (p<0,05) erwiesen. Hingegen ist die Erhdhung der
ABCG2-Expression in den Proben mit dilatativer Kardiomyopathie auf das 2,6fache
statistisch nicht signifikant (p>0,05).
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Expressionsniveau von ABCG2 bezogen auf 18s
normalisiert auf N

5,0 *

4,0 1 |

3,5 |
3,0
2,51

2,0 1

Expressionsniveau

1,57
1,0 1

0,5 1

0,0 -

Abbildung 3.15 Expressionsniveau von ABCG2 bezogen auf 18S normalisiert auf N der Proben
D1-5, N1-5 und 11-5 nach der Standardkurvenmethode, * = statistisch signifikant

Auch die Standardkurvenmethode zeigte Erhthungen der ABCG2-Expression bei
ischémischer um den Faktor 2,64 und bel dilatativer Kardiomyopathie um den Faktor
2,45. Bei dieser Methode waren beide Erhéhungen der Expression von ABCG2 statistisch
signifikant (p<0,05).
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Die Proben N1-5, 11-5 und D1-5 wurden fir MRP5 nach der Standardkurvenmethode
ausgewertet.

Bei der Standardkurvenmethode wurden absolute Kopienzahlen der Proben fir MRP5 im
Verhdltnis zu den Kopienzahlen der Proben auf 18S bestimmt. So konnte der Einsatz

ungleichméfdiger Mengen an cDNA in die PCR in der Berechnung eliminiert werden.

Da fur MRP5 kein Housekeeping-Gen fur die DDCt-Methode geeignet war, wurde nur

nach der Standardkurvenmethode die Expression von MRP5 in den Proben D1-5, N1-5
und 11-5 ausgewertet.

Kopienzahlenquotient von MRP5 im Verhaltnis zu 18S
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Abbildung 3.16 Kopienzahlengquotient von MRP5 im Verhdtnis zu 18S der Proben D1-5, N1-5
und 11-5

In alen Proben D1-5, N1-5 und 11-5 konnte MRP5 mRNA nachgewiesen werden. Die
Proben zeigten ene grole interindividuelle Schwankungsbreite. Die Werte des
Verhdtnisses von MRP5 zu 18S liegen zwischen 5-107 und 26-107 mit einer
Standardabweichung von 5,63 - 1077 .

Die Proben 1-52 wurden auch beziglich ihrer Expression von ABCG2 und MRP5

untersucht. Die Ergebnisse wurden al's Histogramme dargestellt.
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Fur die Vertellung der Kopienzahlquotienten von ABCG2 und 18S ergab sich folgendes
Histogramm mit 12 Klassen, einem Mittelwert von 359-10% und ener
Standardabweichung von 17,3 - 108,
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Abbildung 3.17 Histogramm der ABCG2-K opienzahlquotienten (ABCG2/18S) - 107 der Proben
1-52

Fir die Verteilung der Kopienzahlquotienten von MRP5 und 18S ergibt sich folgendes
Histogranm mit 13 Klassen, enem Mittelwert von 584-107 und ener
Standardabweichung von 38,17 - 10”'.
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Abbildung 3.18 Histogramm der M RP5-K opienzahlquotienten (MRP5/18S) - 107 der Proben 1-52

Fir MRP5 und ABCG2 wurden Versuche zur statistischen Auswertung gemacht. Es
wurde unter anderem verglichen, ob das Geschlecht, ein Body massIndex
(BMI=Korpergewicht dividiert durch die KorpergrofRe zum Quadrat) von Uber 25, ein
Blutdruck von Uber 140/85 und die Einnahme von Medikamenten wie zum Beispidl
Digitalisglykosiden, Bisoprolol und Cholesterin-Synthese-Enzym-Hemmern (CSE-
Hemmer) Einfluss auf die Expression von ABCG2 oder MRP5 haben. Bei allen
statistischen Auswertungen der eben beschrieben Parameter zeigten sich sowohl fir
ABCG2 ds auch fur MRP5 keine Korrelation zur mRNA-Expression.

Exemplarisch wird hier das Diagramm des Vergleichs der Geschlechter beziiglich ihrer
ABCG2-Expression in den Proben 1-52 und das Diagramm des Vergleichs von Einnahme
und Nichteinnahmen von CSE-Hemmern beziglich ihrer MRP5 Expression gezeigt. CSE-
Hemmer wurden ausgewéhlt, weil sie bei der Therapie der koronaren Herzerkrankung
weit verbreitet sind.
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Sowohl das Geschlecht hatte kaum Einfluss auf die ABCG2- mRNA-Expression, as auch
die Einnahme von CSE-Hemmern auf die mRNA-Expression von MRP5. Fir den
Vergleich der Geschlechter wurde mannlich als 1 gesetzt. Fur den Vergleich der
Medikamenteneinnahme wurde die Nichteinnahme der CSE-Hemmer als 1 gesetzt. In

beiden Diagrammen sind die minimalen Veradnderungen statistisch nicht signifikant.

ABCG2 Expression im Geschlechtervergleich

15 -
) j
0 - T
m w

Abbildung 3.19 Expresson von ABCG2 im Geschlechtervergleich in den Proben 1-52

(w=weiblich, m=mannlich)
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Abbildung 320 Vergleich der Expresson von MRP5 bei CSE-Hemmereinnahme und

Nichteinnahme
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3.7 Immunhistochemie und Immunfluor eszenz

Die Vertellung von ABCG2 in der Immunhistochemie aurikuldren Herzgewebes zeigte
nach Inkubation mit dem Antikdrper BXP-21 eine Anférbung des Endothels von Gefélen.

AulBerdem wurden Immunfluoreszenzbilder mit BXP-21 as primarem Antikorper

angefertigt, die die gleiche Vertellung von ABCG2 in den Geféldwéanden im Herzgewebe

zeigen.
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Abbildung 3.21 Immunhistochemie zum Nachweis von ABCG2 in humanem aurikul&dren

Herzgewebe. Zu sehen ist die ABCG2-Expression entlang des Endothels eines Gefal3es (? ).
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Abbildung 3.22 Immunfluoreszenz zum Nachweis von ABCG2 in humanem aurikul&ren

Herzgewebe. Zu sehen ist die ABCG2-Expression entlang des Endothels eines Gefalies (? ).

Inkubation mit dem AMF-AntikOrper zeigte ene Vertelung von MRP5 im
kardiovaskuldren Endothel und der glatten Muskulatur aber nicht im Bindegewebe des
Herzens. Auch in den Kardiomyozyten und im Endokard zeigte sich eine Anférbung.



3 Ergebnisse 65

Abbildung 3.23 Immunhlstochernle zum Nachwels von M RP5 in humanem aurikuléren
Herzgewebe. Zu sehen ist die MRP5-Expression entlang des Endothels eines Gefales (? ) und in
den glatten Gefél3muskelzellen (dicker Pfeil).

Abbildung 324 Immunhlstochemle zum Nachweis von MRP5 in humanem aurikuléren
Herzgewebe. Zu sehen ist die MRP5-Expression in den Kardiomyozyten (? ).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der ABC-Transporter ABCG2 und MRP5
in humanem Herzgewebe auf mRNA- und Proteinebene mittels real-time RT-PCR und
Immunhistochemie untersucht. Zuerst sollen die Ergebnisse fur ABCG2 diskutiert werden,

gefolgt von der Diskussion der Ergebnisse fur MRP5.
41 ABCG2

ABCG2 konnte im Rahmen dieser Arbeit zum erstenmal in humanem Herzgewebe auf
MRNA-Ebene mittels real-time PCR nachgewiesen und mittels Immunhistochemie /

Immunfluoreszenz auf Proteinebene lokalisiert werden.

Entdeckt wurde der ABCG2-Transporter in zahlreichen resistenten Tumorzelllinien [8, 9,
11, 21, 25]. Humane Plazenta ist ads Gewebe mit der hochsten Expression von ABCG2
beschrieben worden [20]. Allikmets et a. erbrachten den RNA-Nachweis von ABCG2 an
humanen Herzproben mittels Northern Blot. Aussagen zur Expressionsstérke machten sie
nicht [10]. Mittels semiquantitativer RT-PCR zeigten Maliepaard et al., dass humanes
Herzgewebe eine der niedrigsten ABCG2-Expression dler von ihnen getesteten Gewebe
hatte [20]. Mit den von der Maus stammenden Antikorpern BXP-21 [20] und BXP-34 [72]
gegen Proteinstrukturen von ABCG2 zeigten sie in der Immunhistochemie von gefrorenen
Gewebeschnitten, dass das Myokard sich nicht anféarben 1&sst, ABCG2 jedoch im Endothel
von Venen und Kapillaren nachweisbar ist [20]. Die Antikdrper BXP-21 und BXP-34
werden von Maliepaard et al. bzw. Scheffer et a. als spezifisch fur ABCG2 beschrieben.
BXP-21 ist fur die Immunhistochemie an Paraffin-fixierten Gewebeschnitten und fir den
Western Blot geeignet, BXP-34 hingegen ist nur fur gefrorene Schnitte geeignet [19, 20].
Daher entschieden wir uns fir BXP-21. Daneben existiert noch der Antikorper 87405 von
Litman et al. [33], der nicht kommerziell verfugbar ist. Sie untersuchten ausschliefdich
Tumorzellen immunhistochemisch auf ihre ABCG2-Verteilung. Wir konnten ABCG2 mit
BXP-21 in den Gefadwanden im Herzmuskel nachweisen. Ein Anférbung von

Kardiomyozyten zeigte sich auch in unseren Proben nicht.
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Real-time PCR-Untersuchungen an humanem Herzgewebe werden hier zum erstenmal
beschrieben. Die Methode der real-time PCR zum Nachweis von ABCG2 wurde schon
von Taipalensuu et al. [24] und van den Heuvel-Eibrink et al. [97] beschrieben. Sie
untersuchten humanes Jejunum und intestinale, epitheliale Caco-2-Zellen (humane Kolon
Ca-Zdllinie) und akute Leukdmiezellen. Wir verwendeten zum Nachweis von ABCG2
andere Primer und eine andere Sonde als Taipalensuu et a. und van den Heuvel-Eibrink et
a. Es geang auf mRNA-Ebene eine Erhdhung der ABCG2- Expression in den Proben mit
ischdmischer und mit dilatativer Kardiomyopathie zu zeigen, die trotz der kleinen
Probenzahl (n=15) statistisch signifikant war (t-Test). In der Literatur sind bisher keine
Expressionsdnderungen fur ABCG2 auf mRNA- und Proteinebene fir Erkrankungen des
Herzens beschrieben worden. Bel Patienten mit akuter Leukdmie ist eine signifikante
Erhthung der ABCG2-Expression im Stadium des Rezidivs und des Nicht-Ansprechens
auf Medikamente gegeniber Untersuchungen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
gefunden worden [97]. Die Patienten mit AML wurden mit Hochdosischemotherapie
behandelt, die auch Anthrazykline beinhaltete [97]. Diese Therapie kdnnte zur Erhéhung
der ABCG2-Expression in AML-Zedlen im Stadium des Rezidivs und zum Nicht-
Ansprechen auf Medikamente gefuhrt haben. Mit dem Einsatz spezifischer ABCG2-
Inhibitoren kénnte die Medikamentenresistenz bei der AML Uberwunden werden. Van der
Kolk et al. konnten die Ergebnisse von van den Heuvel-Eibrink et a. mit
Durchfluzytometrie und den Antikorpern BXP-21 und BXP-34 in AML-Zellen auf
Proteinebene nicht nachvollziehen [98]. Die Autoren machen die in beiden Studien
niedrige Probenanzahl (n=20) fur die Diskrepanz verantwortlich [98].

Der ABCG2-Transporter wurde von zwel Gruppen mit Immunhistochemie in der
Zellmembran von Brustkrebszellen [18] und in Plasmozytom:, Ovarialkarzinom und
kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Brochialkarzinomzellen [19] lokalisiert. Unter
Einsatz des P-gp-Hemmers PSC833 [99] konnten Jonker et al. an polarisierten
Epithelzelllinien den transmembrandren Transport von Topotecan durch ABCG2
nachweisen [30]. Durch ihre Ergebnisse konnten sie fir ABCG2 eine &hnliche
Schutzfunktion gegentiber Medikamenten nachweisen, wie es vorher schon fir Rgp als
Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke, der Blut-Hoden Schranke und der fetomaternalen
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Plazentaschranke gelungen war [100]. Jonker et a. halten ABCG2 fir einen Bestandtelil
der transmembrandren Barriere im Synzytiotrophoblasten der Plazenta [30]. ABCG2 ist
nachgewiesen worden in Kapillaren und Venen vieler Gewebe [20], so dass eine
Schrankenfunktion auch dort angenommen werden kann. Durch unsere Ergebnisse der
Immunhistochemie am Herzen, in denen wir ABCG2 in den kardiden Gefél3en
lokalisierten, kann vermutet werden, dass das Transportprotein hier ebenso eine
Schutzfunktion erflllt und somit die unterschiedliche kardiotoxische Wirkung von
Zytostatika zwischen den Individuen erklért. In den Epithelien des Gastrointestinaltraktes
wurde ABCG2 von Maliepaard et a. nachgewiesen [20]. Jonker et al. zeigten eine bessere
orale Bioverflgbarkeit von Topotecan, Mitoxantron, Doxorubicin, und Daunorubicin
durch Einsatz des Rgp- und ABCG2-Inhibitors GF120981 [30]. In Kklinischen Studien
konnte versucht werden, mit Inhibitoren von P-gp und ABCG2 wie GF120981 oder mit
spezifischen Inhibitoren fiur ABCG2 wie Fumitremorgin C [35, 41] und Ko0143 [101] die
ordle Verfugbarkeit von Zytostatika zu verbessern. Die orale Bioverfligbarkeit auf diese
Weise zu erhohen, kann zur Akkumulation dieser Stoffe im Herzgewebe fihren und die
Kardiotoxizitéat verstarken.

ABCG2 zeigt einen Polymorphismus im Resistenzmuster gegentiber Medikamenten.
Allen et al. benutzten in einer Studie Knock-out-Mause, die weder Rgp noch MRP1
exprimierten, um einen neuen resistenten Stamm gegen Topotecan, Mitoxantron oder
Doxorubicin zu selektieren [29]. Jeder Mausestamm Uberexprimierte ABCG2. Die
Doxorubicin-selektierten Mause zeigten eine hohere Resistenz gegen Doxorubicin,
Etoposid und Bisantren, as die mit Mitoxantron und Topotecan selektierten Mause.
Robey et a. fanden Zelllinien, die ABCG2 enthielten, von denen einige Rhodamin 123
transportierten und andere nicht [35]. Diese verschiedenen Phanotypen werden durch
Polymorphismen in der ABCG2-Gensequenz erklart. Der Wildtyp kann Rhodamin 123
nicht transportieren und besitzt eine niedrige Resistenz gegen Anthrazykline und eine
hohe Resistenz gegen Mitoxantron und Topotecan. Durch Austausch von Arginin gegen
Glycin oder Threonin in der Aminosauresequenz an Position 482 kann die mutierte
Zdllinie Rhodamin 123 transportieren und es wird eine hohe Resistenz gegen

Doxorubicin erzeugt [13, 14, 102]. Dieser Polymorphismus kénnte, neben P-gp [103] die
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interindividuell unterschiedliche Schadigung des Myokards durch Anthrazykline erkléren.
Untersuchungen am Herzen sind im Hinblick auf dieses Phdnomen bisher nicht

durchgefihrt worden und wurden auch an unseren Proben bisher nicht vorgenommen.

Neben der Medikamentenresistenz und der Barrierefunktion zwischen Kompartimenten im
menschlichen Korper ist keine weitere physiologische Funktion von ABCG2 in der
Literatur beschrieben. Neuere Erkenntnisse vermuten einen Zusammenhang zwischen
ABCG2 und der Blutzellreifung. Zhou et al. beobachteten bel unreifen Blutstammzellen
der Maus einen Auswaértstransport des Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst 33342, mit dem
diese fur die FACS-Anadyse angefarbt werden sollten [27]. Sie fanden ABCG2 stark
exprimiert in diesen undifferenzierten hdmatopoetischen Stammzellen (,, side population” -
SP). Diese SP-Zellen sind in der Lage, das Knochenmark wieder zu besiedeln. Die
Stammzellen verlieren wahrend ihrer Reifung den ABCG2-Transporter. Zellen mit einer
kuinstlichen Uberexpression von ABCG2 vergroRern die SP-Population und zeigen keine
Ausreifung der hamatopoetischen Stammzellen. Deshalb vermuten die Autoren, ABCG2
konne einen endogenen, bisher unbekannten Metaboliten, der fir die Ausreifung wichtig
i, transportieren. Auch an AML-Zellen konnte eine Korrelation von ABCG2-Expression
in unreifen und reifen Zellen hergestellt werden. Unreife AML-Zellen zeigen eine hohe
Expresson von ABCG2, wéhrend mit zu nehmender Ausreifung dieser Zellen die
ABCG2- Expression abnimmt [98].

4.2 MRP5

Diese Arbeit zeigt die Expresson und Lokalisation des ABC-Transporters MRP5
(ABCC5) in humanem Herzgewebe auf mMRNA- und Proteinebene. Andere
Arbeitsgruppen haben bisher die Expression von MRP5 im Herzen mit PCR und Northern
Blot nachgewiesen. Kool et al. haben MRP5 mit einer RNAse Protection PCR in
Herzgewebe auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Das Protein wiesen sie aus Zelllysaten
mittels Immunoblot nach [63]. Als quantitative Aussagen gaben sie an, Skelettmuskel und
Gehirn hétten die hochste und Herzgewebe eine mittlere Expression an MRP5. Auch
Belinsky et a. sprechen in ihrer RNA-Blot-Analyse von mittleren Konzentrationen fir

Herzgewebe [65]. McAleer et al. wiesen MRP5 mittels Western Blot nach, quantitative
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Aussagen machten sie nicht [66]. In unseren 15 linksventrikularen und 52 rechts-
aurikuléaren Herzproben konnte MRP5 sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Die Antikorper Msl-1 und MslI-54 fir den Nachweis
von MRP5 sind von Scheffer et al. aus der Ratte gewonnen worden und sind zur
immunhistochemischen Untersuchung von gefrorenen Gewebeschnitten, fir den Western
Blot und die FACS-Analyse geeignet [72]. Flur die Untersuchung von Paraffin-fixiertem
Gewebe erwiesen sie sich as unbrauchbar. Der von uns verwendete Kaninchen
Antikorper AMF ist gegen das C-terminale Ende von MRP5 gerichtet [47]. Wir konnten
MRP5 in den glatten Muskelzellen der Gefal3wénde, in den Kardiomyozyten und den
Geféliendothelzellen nachweisen. Nies et a. wiesen MRP5 in den glatten Muskelzellen
des Urogenitaltraktes nach [68]. Untersuchungen zur Lokalisation von MRP5 im Herzen
sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. Die Spezifitét des Antikdrpers war von Nies

et a. in vorhergehenden Experimenten nachgewiesen worden [68].

Die physiologische und pathophysiologische Rolle von MRP5 ist bis heute nicht genau
geklart. Am interessantesten, vor alem fir die Bedeutung von MRP5 im Herzen, ist die
Entdeckung von Jedlitschky et al., dass MRP5 eine ATP-abhéngige Pumpe fur zyklische
Nukleotide ist, mit hoher Affinitét fir cGMP und mit niedriger fir cAMP [47]. Als
second- messenger von NO (Stickstoffmonoxid) fihrt cGMP am Ende einer intrazelluldren
Signalkaskade zur Relaxation der glatten Gefél3muskulatur der Endothelien kardiaer
Geféle [78-80]. Stickstoffmonoxid (NO) wird durch NO-Synthetasen (NOs) aus
L-Arginin oder durch Zufuhr von Nitraten in der Endothelzelle freigesetzt. In der glatten
Gefarmuskelzelle oder den Kardiomyozyten aktiviert es die Guanylylzyklase (GC), die
aus Guanosintriphosphat (GTP) den second messenger zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) synthetisiert. cGMP seinerseits aktiviert Proteinkinasen (PKs), cCAMP-abhéngige
Phosphodiesterasen (PDEs) und lonenkandle. Auf diese Weise werden der intrazellulére
Kalziumspiegel und die Sensibilitét des kontraktilen Systems in der Zelle gesenkt [78].
Uber diese Wege kann cGMP die Erschlaffung kontraktiler Zellen einleiten. Der
intrazelluldre cGMP-Spiegel wird durch Abbau von cGMP zu Guanosinmonophosphat
(GMP) oder Uber die Pumpfunktion des MRP5-Transporters aus der Zelle erniedrigt.(siehe
Abb. 4.1)
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Abbildung 4.1 Schematische Signaltransduktion von NO zu cGMP, Dazert et al. [104]

Der Transport von cGMP Uber die Zelmembran aus der Zelle wurde schon von
verschiedenen Arbeitsgruppen in ganz unterschiedlichen Zellen beschrieben, wie den
Nierenepithelien [105], den Hepatozyten [106], Epithel- und Fibroblastenzelllinien [107]
und Erythrozyten [108]. Nitrate, die in der Therapie der Angina pectoris eingesetzt
werden, erhéhen den NO und nachfolgend den cGMP-Spiegel. Sie bewirken auf diesem
Weg eine koronare Vasodilatation [81]. MRP5 kann deshalb eine neue therapeutische
Angriffsflache in der Therapie der Angina pectoris bieten. Die beschriebenen MRP5-
Inhibitoren, wie die Urikosurika Sulfinpyrazon [67] und Probenecid [47], kOnnen neue
Therapieoptionen erdéffnen. Sie sind jedoch nicht selektiv fir MRP5, sondern Inhibitoren
von Transportern organischer Anionen. Von den Phosphodiesteraschemmern (z.B.
Sildenafil), die neben der Phosphodiesterasshemmung als MRP5-Hemmer beschrieben
sind [47], sollte als neue Therapie Abstand genommen werden. Bei gleichzeitiger Gabe
von Nitraten und Phosphodiesterasshemmern treten geféhrliche Blutdruckabfélle auf
[109]. Es bleibt somit die Aufgabe, einen selektiven MRP5-Inhibitor zu finden.

Wir fanden MRP5 in den Kardiomyozyten, wo es eine Rolle bei dem Phanomen der
Prékonditionierung gegenliber Ischdamie am Herzmuskel spielen kdnnte. Durch kleinste
Infarkte in der Endstrombahn der Koronargefél3e steigt die Toleranz des Myokards
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gegeniber prolongierten Ischamiezustanden [90, 110]. Neben anderen Faktoren spielt NO
eine bedeutende Rolle bei dieser Prékonditionierung [91, 111, 112]. Durch kurze
Ischamien wird Bradikinin in den Koronarien des minder perfundierten Bereiches
ausgeschittet. Es aktiviert in den Kardiomyozyten die NO-Synthese und erhoht den
intrazellularen cGMP-Spiegel. Der Kalziumeinstrom durch Kaziumkandle vom L-Typ
wird vermindert [113]. Daneben wird die Phosphodiesterase Typ 2 (PDE2) aktiviert. Sie
ist cGMP-abhangig. Durch diese beiden Mechanismen wird der Sauerstoffverbrauch der
Kardiomyozyten gesenkt und der Herzmuskel prékonditioniert fir die Toleranz von
Ischdmien [111, 112, 114]. Die Phosphodiesterase Typ 5 (PDES) sorgt mal3geblich fir den
Abbau von cGMP zu GMP. Sie wird durch Sildenafil, welches zur Therapie der erektilen
Dysfunktion beim Mann eingesetzt wird, gehemmt. Wallis et al. konnten zeigen, dass die
PDES in den kardialen glatten Muskelzellen der Gefal3endothelien vorkommt, jedoch in
den Kardiomyozyten fehlt [115]. Es wird vermutet, der Auswartstransport von cGMP Uber
die Membran der Kardiomyozyten ist der Hauptweg zur Senkung des intrazelluldren
cGMP-Spiegels im Herzmuskel. In unseren 5 Proben von Patienten mit ischamischer
Kardiomyopathie konnten wir eine Expression von MRP5 mit starker interindividueller
Schwankung zeigen. Von der Arbeitsgruppe Dazert et a. konnte in unserem Labor auf
Proteinebene mittels Immunoblot und Immunhistochemie ein signifikant erhohtes
Expressionsniveau des MRP5-Transporters gezeigt werden [104]. Diese Ergebnisse
scheinen unabhangig von der Pharmakotherapie der Patienten zu sein, da keine
Unterschiede in der Medikamenteneinnahme bei Patienten mit dilatativer (DCM) und
ischamischer Kardiomyopathie (ICM) vorliegen. Gegen die medikamentdse Beeinflussung
der MRP5-Expression sprechen auch die Ergebnisse der 52 aurikuldren Herzproben. Sie
zeigten interindividuell starke Schwankungen, aber bezliglich des Vergleichs von
behandelten und nicht behandelten Patienten mit Medikamenten zur KHK - Therapie zeigte
sich keine Verdnderung in der Expression von MRP5. Die erhthte Expression von MRP5
wird auf die Prékonditionierung des Myokards bei kurzzeitigen Ischdmien durch erhohte
cGMP-Spiegel zuriick gefuihrt. Wegen der kleinen Probenzahl (n=15) und der starken

interindividuellen Schwankungen sollten Studien an gréi3eren Populationen durchgeftihrt
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werden. Moglich erscheint eine medikamenttse Beeinflussung der kardialen MRP5-

Transporter, um die Prakonditionierung des Myokards zu verbessern.

Auch bel der dilatativen Kardiomyopathie konnte die MRP5-Expression eine Rolle
spielen. Maeda et a. und Wollert et a. zeigten, dass NO die Hypertrophie Uber die
Signalkaskade mit cGMP verhindern kann [116, 117]. Hier kdnnte man wiederum mit
Medikamenten die MRP5-Expression beeinflussen, eingreifen, um die Herzhypertrophie
zu behandeln. Auch in den Proben mit DCM konnte das Vorhandensein von MRP5 auf
MRNA-Ebene gezeigt werden. Signifikante Verénderungen der Expression von MRP5
konnten fur die dilatative Kardiomyopathie auf Proteinebene von Dazert et al. [104] nicht
gezeigt werden. Bisher sind keine Verdnderungen der MRP5-Expression bei Krankheiten
beschrieben, auch zeigen die von Wijnholds et a. geziichteten MRP5-Knock-out Mause
keinen auffalligen Phanotyp [67].

Neben dem cGMP-Transport ist MRP5 erstmals als Resistenzmechanismus in der
Zytostatikatherapie maligner Erkrankungen aufgefallen [64]. MRP5 transportiert neben
den zyklischen Nukleotiden auch organische Anionen [66]. Wijnholds et al. haben gezeigt,
dass MRP5 eine Resistenz gegen Nukleotidanaloga verursachen kann [67]. Die
Purinanaloga 6-Mercaptopurin und Thioguanin werden zur Therapie von Malignomen
eingesetzt. Sie sind neben dem Anti-HIV-Medikament PMEA Substrate von MRPS5.
Resistenz gegen Thiopurine ist meistens durch Veranderungen der Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl- Transferase oder andere Enzyme der Purin-Wiederverwertungsreaktion
(»Salvage-Reaktion*) bedingt, pdoch ist auch eine verminderte zellulére Akkumulation
beschrieben worden [118, 119], die durch MRP5 verursacht sein kdnnte. Mutationen der
reversen Transkriptase des HI-Virus verursachen meist Resistenzen in  der
medikamenttsen HIV-Therapie mit PMEA [120]. Es muss aber angenommen werden,
dass auch Pumpenmechanismen Uber die Zellmembran verantwortlich sind fur die
Medikamentenresistenz [121]. Dieses konnte Uber einen MRP5-Transporter geschehen
[122]. Fir MRP4 ist diese Funktion der Resistenz gegen PMEA von Schuetz et al.
beschrieben worden [69]. Formen der Resistenz und Schrankenfunktion durch ABC-
Transporter sind in der Literatur vielfach beschrieben worden. So ist der ABC-Transporter
P-Glykoprotein, as Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke und Blut-Hoden Schranke und in
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ausscheidungsaktiven Organen wie der Leber und der Niere beschrieben worden [100,
123, 124]. Daneben wird eine Schrankenfunktion am Herzen vermutet [103]. MRP5

konnte ein weiterer ABC-Transporter mit dieser Funktion sein.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse in Zusammenhang mit den bisher
vertffentlichten Funktionen von ABCG2 und MRP5 geben Hinweise auf die Rolle der
beiden ABC-Transporter in humanem Herzgewebe. In grofReren Untersuchungen muss
untersucht werden, ob eine pharmakologische Beeinflussung von ABCG2 und MRP5 zu

einer Relevanz in der klinischen Anwendung fihren kann.
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5 Zusammenfassung

ATP-abhéngige Transporter ielen eine wichtige Rolle beim Transport von endogenen
und exogenen Stoffen durch Zellmembranen. Die ATP-Transporter ABCG2 und MRP5
wurden in Medikamenten-resistenten Tumorzelllinien entdeckt. Spéter konnten sie auch in
gesundem Gewebe nachgewiesen werden Sie transportieren ganz unterschiedliche Stoffe,
die keiner einheitlichen Gruppe angehoren.

ABCG2 transportiert unter anderem Medikamente, die in der Therapie maligner
Erkrankungen eingesetzt werden und eine ausgesprochene Kardiotoxizitét besitzen. MRP5
transportiert als Substrat zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), welches bei der
Relaxation glatter Muskelzellen kardialer Gefél3e eine grol3e Rolle spiglt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von ABCG2 und MRP5 an 15 Proben
humanen Ventrikelmyokards und 52 Proben humanen Vorhofgewebes von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit untersucht. Von den 15 Proben humanen Ventrikelmyokards
waren funf von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM), funf von Patienten mit
ischamischer Kardiomyopathie (ICM) und funf von herzgesunden Patienten. Mittels real-
time-RT-PCR wurde ABCG2- bzw. MRP5-mRNA in alen Proben nachgewiesen. Zum
einen wurde mittels ausgewahlter Primer eine ABCG2- bzw. MRP5-cDNA-Sequenz auf
dem TagMan® von Applied Biosystems vervidfdtigt und anschlieend statistisch
ausgewertet. Zum anderen wurde ABCG2 bzw. MRP5 mit den monoklonalen Antikorpern
BXP-21 bzw. AFM immunhistochemisch dargestellt. ABCG2 wurde auf3erdem mittels
Immunfluoreszenz dargestellt.

Die Expression von ABCG2 und MRP5 konnte in allen Proben humanen Herzgewebes
mittels real-time PCR und Immunhistochemie / Immunfluoreszenz gezeigt werden.
Hinsichtlich der Expression konnte fur die mRNA von ABCG2 eine signifikante
Erhdhung (p = 0,05) bei DCM und ICM gegentiber gesundem Gewebe gezeigt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse weisen auf eine mégliche
Betelligung der ATP-Transporter ABCG2 und MRP5 an Transportprozessen am Herzen
hin. Die Interaktionen von Pharmaka und die individuell unterschiedlichen Wirkungen am
Herzen bei der Pharmakotherapie kénnen durch diese Arbeit besser verstanden werden.
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7 Anhang

Nachfolgend ist die mMRNA-Sequenz von ABCG2 (AN-Nr.. AF098951) und MRP5

(AN-Nr.: AF146074) dargestellt. Die Primer sind rot unterlegt und die Sonden blau.

MRNA-Sequenz von ABCG2 (AN-Nr.: AF098951):

gggaggaggc
ggtggtcttg
at cccaacat
t cct gagect
gtcttccagt
cgcgacagct
catctgct at
agaaatatta
cacaggt gga
att at ct gga
aggttacgtg
gttctcagca
t aacagggt ¢
gtttatccgt
cact gat cct
aaatgctgtc
cattcatcag
aggaagact t
ttatcact gt
ttccact gct
ttccaagcag
ct acaaagag
cacagtcttc
caagcgttca
cacagt cgta
t ggaat ccag
tgtttcagec
cggat act ac

gacgatgtta

aaaggcagat

gaccat ct gt
tgcatcttgg
gcagcat aat
tccttgtaac
ct caccct gg
cacaattgcc
cagtat gatt
ttttgttgtt
gatacatttt
tat cact cag

agcct gt gga
tt aagt ggaa
ttacatcctt
ttggttaaga
aat gt cgaag
t ccaat gacc
cgagt aaaac
t cgaat at ca
ggcaaat ct t
gatgttctga
gt acaagat g
gctcttcgge
at t caagagt
ggtgtgtctg
tccatcttgt
cttttgctce
cctcgatatt
atgttccacg
gaggcct at a
gt ggcatt aa
gat aagccac
acaaaagctg
aaggagat ca
tt caaaaact
ctgggactgg
aacagagctg
gt ggaact ct
agagt gt cat

ccaagtatta

forward Primer

gccttcttceg
ctggccat ag

tttgtgttta
ct gt cat ggc
gaatttttgg
tat gcaacat
ggctt gt gga
tacct gaaat
tatcctcaca
ttctgttcce
tagaaat cac
cat aat ga

ggaact gggt
actgctgcett

aattgttaaa
ccgagctcta
tttttatccc
t gaaggcat t
t gaagagt gg
at gggat cat
cgttattaga
t aaat ggagc
at gt t gt gat
tt gcaacaac
t aggt ct gga
gaggagaaag
tcttggatga
t gaaaaggat
ccatcttcaa
ggcctgetca
at aaccct gc
acagagaaga
t cat agaaaa
aattacatca
gct acaccac
tgct gggt aa
ttataggtgc
gggttctctt
ttgtggtaga
cttatttcct

tatttacctg

ttatgatgtt
cagcaggt ca

tgatgatttt
ttcagtactt
gacaaaact t
gt act ggcga
agaat cacgt
tgttatttct
t aaaaaagaa
ttgccat cac
aacaaact ga

aggat ttagg
tagagtttgt
gcgctgectce
ttaagct gaa
agt gt cacaa
t act gaagga
ctttctacct
gaaacct ggt
tgtcttaget
accgcgacct
gggcactctg
t at gacgaat
t aaagt ggca
aaaaaggact
gcct acaact
gt ct aagcag
gttgtttgat
ggaggccttg
agacttcttc
agactttaaa
att agcggag
actttccggg
ctccttctgt
tccccaggcec
catttacttt
cttcctgacg
gaagaagct ¢
t ggaaaact g

t at agt gt ac

-

tacccttatg

gagt gt ggtt

ttcaggtctg
cagcattcca
ctgcccagga
agaatatttg
ggcct t gget
t aaaaaat at
gcact tt gat
actgttgcac
attaaacatg

aacgcaccgt
tt ggaaggt ¢
cgagcgcacg
aagat aaaaa
ggaaacacca
gctgtgttaa
t gt cgaaaac
ct caacgcca
gcaaggaaag
gccaatttca
acggt gagag
cat gaaaaaa
gact ccaagg
agt at aggaa
ggct t agact
ggacgaacaa
agcct cacct
ggatactttg
ttggacat ca
gccacagaga
atttatgtca
ggt gagaaga
cat caactca
tctatagetc
gggct aaaaa
accaaccagt
ttcatacatg
ttatctgatt

ttcatgttag

at ggt ggctt

gcacat gct t
cgggt gactc
cat cct gaga
ctctccagat
at ggcttccc
gttttcataa
cagtt gagaa
tcct gggacc
at ccaagt gg
aatgtaattc
aaaact taca
acgaacggat
tt ggaact ca
t ggagctt at
caagcacagc
tcatcttctc
tattggcctc
aat cagct gg
tt aat ggaga
t cat agagcc
actcctcctt
agaagaagat
gatgggtttc
agat cat t gt
atgattctac
gtttcagcag
aat acat cag
tattacccat

gat t gaagcc
Sonde- - -
att cagccag

&----reverse Primer--

tct gt agcaa

ttggtcaatc
cgat at ggat
ct caat gcaa
gt aaagcagg
tgtatgattg
tcttaaattt
tgaagtattc
agcagcaat t
aaagaaccca

cacttctcat

t cacaaccat
ttacggcttt
caggaaacaa
gcat cgat ct
ttattttcct
ccccttaatt
aat caagttt
gttttaaaga
aaaaaaaaga



MRNA-Sequenz von mrp5 (AN-Nr.: AF146074):

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

gggagat gag
agt gaaaccc
t gt cct ggag
cctccactca
t gggt at aga
ttccaagttc
agccgagggce
gcat cccaag
caaacaccag
ttcttctetg
tctgtccaag
agagct gaat
ccgcaccagg
t ggaccagcc
gcagt acagc
gcttgcactg
aaccat ggca
gct cat caac
cctgct ggcet
gggaccaaca
t gcat cacgg
ccagaagat g
agcattttct
cgggtacttc
ggt gaccttc
agt ggt gaca
gtccctctca
ggttcacatg
caccttggca
aat gaaaaaa
cact gagcat
gcggcccagt
gaggacactg
cagt gt ggga
agagggcagc
caat gct act
ctctgtgetg
gacggagat t
t gcccgggcece
agat gcccat
gacagttctg
cat gaaagag
t gact at gct
tt caaaaaag
at cagt aaag
gaaagggcag
ccccttggea
cagcacct gg
agggaacgag
cagcat ct ac
ctttgtcaag
ccttcgaagce

gt gggaggat
tgtctgtaca
caggggcgea
gagaagat ga
agt gt gaggg
aggagaact c
ctctctcttg
ggaaagt acc
cacccagt gg
gcecgt gt gg
cacgagtctt
gaagt t gggc
ct catcct gt
ttcatggtga
ttgttgttag
actt gggcegt
tttaagaaga
atttgctcca
ggaggacccg

ggcttcctgg
ct cacagcat

aat gaagttc
cagagtgttc
cagagcat ca
tctgttcata
gtcttcaatt
gaagcct cag
at aaagaaca
t gggact cct
gacaagaggg
caggcggt gc
cccgaagagg
cacagcgt cg
agt ggaaaaa
attgcaatca
ct gagagaca
aacagct gct
ggagagcgag
ttgtatagtg
gt gggcaacc
tttgttaccc
ggctgtatta
accattttta
gaaaccagtg
aaggaaaaag
ggttcagtgc
ttcctggtta
tggttgagtt
acct cggt ga
gccctctcca
ggcacgct gc
cct at gaagt

tgcttgagece
aaaat aaatc
ggaattctga
aggat at cga
agagaaccag
gaccgt t gga
at gcct ccat
at cat ggctt
acaat gct gg
cccacaagaa
ct gacgt gaa
cagacgct gc
ccatcgtgtg
aacacctctt
t gct gggcect
tgaattaccg
tccttaagtt
acgat gggca
ttgttgccat
gat cagct gt
atttcaggag
ttacttacat
agaaaat ccg
ct gt gggt gt
t gaccct ggg
ccatgacttt
tggctgttga
aaccagccag
cccact ccag
cttccagggg
t ggcagagca
aagaaggcaa
at ct ggagat
cctctctcat
gt ggaacctt
acatcctgtt
gcct gaggcec
gagccaacct
acaggagcat
acatcttcaa
accagttaca
cggaaagagg
ataacctgtt
gttcacagaa
cagt aaagcc
cct ggt cagt
ttatggccct
act ggat caa
gt gacagcat
t ggcagt cat
gagcttcctc
tttttgacac

caggagttca
tcgggagegt
t gt gaaact a
cat aggaaaa
cacttctggg
at gccaagat
gcattctcag
gagtgctctg
gettttttce
gggggagctc
ct gcagaaga
ttccctgecga
cctgatgatc
ggagt at acc
cctcctgacg
aaccggtgtc
aaagaacat t
gagaatgttt
cttaggcatg
ttttatcctc
aaaat gcgtg
taaatttatc
cgaggaggag
ggctcccat t
cttcgatctg
tgctttgaaa
cagatttaag
tcctcacatc
t at ccagaac
caagaaagag
gaaaggccac
gcacat ccac
ccaagagggt
ttcagccatt
cgcttatgtg
t gggaaggaa
t gacct ggcc
gagcggt ggg
ctacatcctg
tagtgctatc
gtacctggtt
cacccat gag
gct gggagag
gaagt cacaa
agaggaaggg
atatggtgtc
tttcatgctg
gcaaggaagc
gaaggacaat
gctgatcctg
ccggct gecat
gacccccaca

agaccagccc
ggttgagcgg
acagtctgtg
gagt at at ca
acgcacagag
gcctt ggaaa
ct cagaat cc
aagcccatcc
tgtatgactt
t caat ggaag
ct agagagac
agggtt gt gt
acgcagct gg
caggcaacag
gaaat cgt gc
cgcttgeggg
aaagagaaat
gaggcagcag
atttataatg
ttttacccag
gccgccacgg
aaaatgtatg
cgt cggat at
gt ggt ggt ga
acagcagcac
gt aacaccgt
agtttgtttc
aagat agaga
t cgcccaagce
aaggt gaggc
ctcctcctgg
ct gggccacc
aaactggttg
ttaggccaga
gcccagcagg
t at gat gaag
attcttccca
cagcgccaga
gacgaccccc
cggaaacat ¢
gactgtgatg
gaact gat ga
acaccgccag
gacaagggt c
cagcttgtgce
tacat ccagg
aat gt aggca
gggaacacca
cctcat at gc
aaagccattc
gacgagcttt
gggaggattc

ggggcaacat
ctggcgeggt
agccct ggaa
tccccagt cc
accgt gaaga
cagcagcccg
t ggat gagga
ggactacttc
tttcgtggcet
acgtgtggtc
t gt ggcaaga
ggatcttctg
ctggcttcag
agt ct aacct
ggtcttggtc
gggccat cct
ccct gggt ga
ccgttggecag
taattattct
caatgatgtt
at gaacgt gt
cct gggt caa
t ggaaaaagc
ttgccagegt
aggctttcac
tttcagtaaa
t aat ggaaga
t gaaaaat gc
t gacccccaa
agct gcagcg
acagt gacga
tgcgcttaca
gaat ct gcgg
tgacgcttct
cct ggat cct
aaagat acaa
gcagcgacct
ggat cagcct
tcagtgcctt
t caagt ccaa
aagtgatctt
attt aaat gg
tt gagat caa
ct aaaacagg
agct ggaaga
ctgctggggg
gcaccgcctt
ctgtgactcg
agt act at gc
gaggagt t gt
t ccgaaggat
t caacaggtt
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3121
3181
3241
3301
3361

3421

3481

ttccaaagac
gaacgttatc
t gt ggcagt g
gat t cgggag
gtccagcat a

cagat accag

gcggtggetg

Prinmer-->

3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881

gat gatcgtt
tgct gt ccag
tcgattcacc
tgccagaat t
t gagaacgca
cacgat caaa
gct ggggat g
agt gagaat c
agagccggt g
t gaagaccag
acct ct gaaa
gcagctcttg
agccacagct
atttgcagac
taggattatg
gt ccaacgac
caagggct ga
cct ggggegg
ttcgcacagc
ttattgtatt
t aaaaggttc
gt gt agct at
togtttatttt
ttttgtacag
atttcattct
gacgt gt ggc
aggggt ggct
ggctcct gcc
gcccaggcecc
gccggggagt
tat ccacaga
agct ccaaga
ttttcatttg
tctgttttce
ctgcaacttt
t gt aaagaga
ccetttgtge
t ggt cagcgt
caccttgtgg
c

at ggat gaag
ctggtgttct
gggccccttg
ct gaagcgtc
cagggccttg

gagctgctgg

gctgtgegge

cttatgcacg
tt aacggggc
t cggt ggaga
aagaacaagg
gagat gaggt
cct aaagaga
gccctcttcee
agtgatattg
ctgttcagtg
atttgggatg
cttgaatctg
t gcat agct a
gccat ggaca
t gt accat gc
gt gct ggeccc
agttcccgat
ctcctccctg
gcccctcatc
agttccggat
tattccat at
agggaaccgt
at ct at at at
at at t aaaat
tttgctgtac
tctctagetg
aat agt gggc
ggagacgggt
ttctgtcctg
cttttcactc
ttctttcectg
gagt cccact
cctgttggtt
cctattccca
tttctcaccg
aagcagct ct
cctacct cag
tgtggggctg
t gcat gt cgt
aagcaaaaat

ttgacgt gcg
t ct gt gt ggg
tcatcctctt
t ggacaat at
ccaccat cca

&---forward Priner--

at gacaacca
t ggacct cat

ggcagattcc
tgttccagtt
ggat caat ca
ctccctcecce
accgagaaaa
agat t ggcat
gt ct ggt gga
gccttgecga
gcact gt cag
ccct ggagag
aagt gat gga
gagccct get
cagagacaga
t gaccattgc
agggacaggt
tctatgccat
t t gacgaagt
gcgtcct cct
tggcttgtagt
t cat gt aaac
tattataatt
aattctgtac
aagcactgtg
tagagatctg
gtggtttcac
cctccgacag
gggcggct gg
gtgtcactta
cctccat caa
ccttcttcett
gcct caggt t
ccaagccctg
cacct ccaca
cagtcgt cgc
tgct aat cag
gttgctggtt
gt agct cagg
gaccaact ag
ct gaaaat gt

gctgecegttc
aat gat cgca
ttcagtcctg
cacgcagtca
cgcct acaat

agctcctttt

cagcat cgcc

cccagcct at
t acggt caga
ctacattaag
t gact ggccc
cctcecctcete
tgtggggcgg
gttatctgga
cct ccgaagc
atcaaatttg
gacacacatg
gaat ggggat
ccgccact gt
cttattgatt
ccatcgectg
ggt ggagttt
gtttgctget
ctcttttctt
accgaaacct
gtttcacttt
aaaat tt agt
gt at cagagg
at agcctat a
ct aat aacag
gttttgctat
ggt gccaggt
cccectctge
agaccat gca
ctgtttctgt
t gaat gggga
tttgctgttg
cctatggcetg
gagccaactg
gttcagt ggc
acagtctctc
tgtctcacac
gctgtgtggt
tgggcgt ggt
acattctgtc
gaat aaaat t

caggccgaga
ggagtcttcc
cacattgtct
cctttcctct

aaagggcagg

tttttgttta

-

ctcatcacca

gcgggtctcg
ctggcatctg

act ct gt cct
caggagggag
gt cct aaaga
acaggat cag
ggct gcat ca
aaactctcta
gaccccttca
aaagaat gt a
aacttctcag
aagattctga
caagagacca
cacacggttc
gacaccccat
gcagagaaca
tagagcattg
tgcctttctc
t agggagagt
ttttgttcett
cct at aat ga
tttacagtga
tgcatattcc
t agact gt ag
tttctgggtg
cgcctcccca
gagcggccgt
caggagagca
t cacagagac
tttctaaaca
gccact gcac
ctgctttttg
agggct cagg
tctctctctc
t ggcgt agaa
ttggtgtgtt
cactgctgtc
gccttageat
attttggatt

tgttcatcca
cgtggttcct
ccagggt cct
cccacat cac
agtttctgca

cgt gt gcgat
---reverse-
ccacggggct

ccatctctta
agacagaagc
t ggaagcacc
aggt gacctt
aagtatcctt
ggaagtcctc
agattgatgg
tcattcctca
accagt acac
ttgctcagcet
t gggggaacg
ttttagatga
t ccgagaagc
t aggct ccga
cggtccttct
aggt cgct gt
ccattccctg
gattttatct
catattttga
aattgcactc
agctttatac
aaat gt aagc
tttctatcat
gaagagt agc
t ccaaaggaa
cagccgcetcc
gagttctcag
gcggggcgaa
attcctccga
agaat cagtc
agagctctcc
aggt ggcact
atttcgtggg
ccct caaagt
gtttttgtac
cccgcaaacc
at cagt t gaa
gtttgctgaa
tt gt aaaact
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