Identifizierung von Aminosauren
als Teile der Substratbindungstasche des
Kationentransporters 1 der Ratte (rOCT1)
und Interaktion des rOCT2 mit der

schwachen Base Chinin

Dissertation zur Erlangung des
naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg

vorgelegt von
Christian Popp

aus Wiirzburg

Wiirzburg 2004



Inhaltsverzeichnis

1.

EINLEITUNG 1
1.1 TRANSPORTPROTEINE .......ccccutteiteeastteerueeesureessseeassseessseeessesassssessseesssssesssesssssssssssessssessssssssssesssssesssesssssees 1
1.1.1  Oligospezifische KatiONentranSPOFIET ..........c..cucueiuerieiiuieieiiieest ettt st sttt 1
1.1.2  PolyspezifisSche KatiONentrANSPOTIOT...........ccuiruiiueeieieee ettt ettt ettt et sttt ettt 1
1.2 TRANSPORT ORGANISCHER KATIONEN IN DER NIERE ........ccccctiiiiiieeniieenieeenieeenseeesseessseeessessssseesssesssseees 2
1.3 TRANSPORT ORGANISCHER KATIONEN IN DER LEBER..........cccccttiiiiieriiieniieentieenireesteesseeesssessssseesssessnsees 3
1.4 DIE FAMILIE DER ORGANISCHEN KATIONEN TRANSPORTER ......c.ccoeiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiniienienc e 4
1.5 STRUKTUR UND FUNKTION VON TRANSPORTPROTEINEN ........c.uuttieiiiriieeesirreeeeninneeeeessssseeeesssseessssnseessnnnns 7
1.6 ZIELSETZUNG DER ARBEIT.......ccc0eeeittiieteeeiteeeiteeeetseeesteeiseeesssessseeessseessessssssasssesssesssssesssesssssesssessssses 9
MATERIAL UND METHODEN 10
2.1 IMATERIAL .....uvvieeitieetieeeieeetteeeteeeetseeasseeesssaassssasassesassseeasseesnssaeasseesssseassseesassesassseesssessssesassessssseessseenases 10
2,11 CREMUKALIEN. ..ottt sttt et s s sae s 10
2.1.2  RAAIOCHEMUKQLIEN ...ttt sttt st ettt eaeeeen 12
2013 ERZYIIC ettt ettt et e bt e e bt e e ehb e e e bbe e sab e e e bbe e ebeeeabeens 12
2014 AREIKOTPET ..ottt ettt et ettt et e et eeh e st e ab et eeab st e nb e abeenbeenbeenbeenseenne s 12
2015 KIES et h et b e bt a ettt bt et e b e bt bt e a b nae b e aeea b ettt ebeeneen 13
2.1.6 AFDEISIAIETIALIEN ...ttt ettt sttt st ettt e een 13
2017 GOTULE. ...ttt et h e bbbt sa e et nen 14
2.1.8  COMPULETDIOZIAMINE .........eeaneiieiieieee ettt ettt et ettt ettt ettt e bt bt eabesateeabeeabeenae s 15
2,19 PlASHUAE........c..oeceiieiciiiiiicteeet ettt st 15
2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE UND MIKROBIOLOGISCHE METHODEN............ccoivrtieeeitireeeenireeeeeineeeeesensnenss 15
221 MUIGHONS- PCR.......coooeiiieiiiiiiieieteet ettt et sae e 15
2.2.2  Linearisierung von Plasmid-DNA ............c.cccccooviiiiiiiiiiiitieeeteteeet ettt 16
2.2.3  PhotometriSChe DINA-ATGLYSE...........ccccccueiceeeieiieeieeeiieeeee ettt ettt et beete e e eseenae s 17
2.2.4  Agarose-Gelelektrophorese VOn DINA ...........ccocoeeouininininieinienieeestese sttt 17
2.2.5  CRINA SYNIRESE ...ttt ettt st ettt sa e sttt eaeeeen 18
2.2.6  LithiumchlOrid PTAZIPIIATION .........cccuevuiieeieiisiinieetesteeie ettt ettt st et ettt eaeeeen 19
2.2.7  Agarose-Gelelektrophorese denaturierter RNA ..........ccccocuvcuevemiieeneesienineeiinene et 19
2.3 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN .......cccceiitttteieeuiieeeiaureeeeeassseeesesssssesesssssseesssssssesssssssessssssssssssssssssens 20
2.3.1  Differenzielle ZentrifUgarion ............cccoecuevueiuirnieiiiieiiiite ettt ettt ettt ettt st st s 20
2.3.2  Bestimmung der ProteinkONZENITALION .............cccccocueeviiiiiiiniiiiiesiteeeeet ettt 21
Das SDS-Polyacrylamid Gel ..............cocoociiiiiiiiiiiiiiieisit ettt ettt ettt sttt s s 21
2.3.3  Das ,,Semidry BlOt VErfaRTen ............ccccoociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt s 22
2.3.4  Die ARLIKOIPETINKUDALION. ........c..cocueiiiiiiiiiieiieete ettt ettt st et s 23
2.3.5  Nachweis von Protein auf PVDF-Membranen mittels ECL-ReAgenz ..............ccccocueeeecueneneeneenee. 24
2.4 DAS OOZYTENEXPRESSIONSSYSTEM.......cettieeetireeeeaurreeesaiureeeeessssesessssssesessssssseesssssssessssssessssssssssssssssssses 25
2040 AlLGEMCINES ...ttt ettt et ettt e ettt ab et ab e nb et e abeenbeeteenbeenbeenne s 25
2.4.2  O0ZYIEN KUITUTINEAION . .......c..cueeeeeeiieiiieeeesieete sttt ettt ettt st ettt e eeen 25
2.4.3  Entnahme und Praparation der QOZYIEN ...........c..ccccviueeircuenieriiieeneesenienieesenee et sienieeseenees 27



Inhaltsverzeichnis

2.4.4  Mikroinjektion und Lagerung der QOZYIEN ............ccccciuvueeniiseinieeiieiteteeteseeeee e 30

2.4.5  Transportmessungen mit radioaktiv markierten Substraten (Tracerflux Uptake)........................ 31

2.4.6  Die Zwei-Elektroden Spannungsklemme.................ccccoveeurcuerienineeneeneninieesene et eeesienieeneenees 32

2.4.7  DAIENAUSWETTUNG .........coueeeeeiiieiesieeie ettt ettt et sat et sae e sae e sae e et es s et s st e st e anesenesanesaneenne s 34

2048 SEALISHK ...t e e 35

3 ERGEBNISSE 36
3.1 HELIKALE RADER ALLER 12 HYPOTHETISCHEN TMDS VONROCTT ......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiinicciiincns 36
3.2 DIE4. TRANSMEMBRANDOMANE .......c0cceeieietreieitteeiteeeitreeesseeeesseesseesssseessesesssesssssesssesssssessssessnssessssens 37
3.2.1  Anderung der Substratselektivitiit Dei MUIANIEN .................c..coeveeeverereeeeereeerseeese s ses e 38

3.2.2  Michaelis-Menten KONSIANTEN. ..............c.c.ccceecueeeeeeieeesieeeeeeeeeeeteeeaeeteestesseasseesasessseensessesnseeseensen 43

3.2.3  Maximale TranSPOFIFQLEI .............c..ocueeueeiieeieeeieecteesteeeeeeeaeeeteesteebe et e st eseessseesbeenbeenseenseenseeneen 46

3204 IC50-WETLE ettt ettt sttt h et ae b bttt sae et 48

3.2.5  MMTS — Steigerung der induzierten Strome von rOCT ............cccoceeveeviiniiniinieneneeeeeee 51

3.2.6  TPeA Inhibierung der substratinduzierten Strome bei Y222F ..........ccccovuevvienoiinienienieneieenaen. 54

3.2.7  Anwesenheit nicht transportierender Mutanten in Membranvesikeln...............c.ccccccocoeevvenvcnnne.. 58

3.3 INTERAKTION VON ROCT2 MIT CHININ ........ccoiuiiiiiimiiiiiiiiniini it s en s 61
3.3.1  Aufnahme von Chinin in die Oozyte bei unterschiedlichem pH ................ccccocevvinoencennenneannen. 62

3.3.2  Inhibition der TEA Aufnahme durch Chinin bei unterschiedlichem pH ...............cccccoeevereennne.. 63

3.4 INTERAKTION VON ROCT2 MIT TBUA ...ttt ettt e ettt ee e e etavte e e eatvae s e e esraaaeeennssaeaeenes 65

4  DISKUSSION 67
4.1  DIE VIERTE TRANSMEMBRANDOMANE VON ROCT L.......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 67
4.1.1  Prinzip des ,,Helical WHEEIS ............cccocoiiiiiiiiiiiiiisteeteeteeteetee ettt 67

4.1.2  Gemeinsamkeiten der vierten und elften Transmembrandomdne von rOCTI ..............cccccceen... 68

4.1.3  Anderung der Substratselektivitiit und —affinitdit bei Mutanten der 4. TMD................ccevvevene.. 69

4.1.4  Inhibition der Mutanten der POSItION Y222.........c.cccovieeiieieiieeiiesieeieeeeeee ettt eiesete e ense e s 74

4.1.5  Die Zwei-Elektroden-SpannungskIemme .................cccuveeurcuerueniineeneeneneneeienee et eiesienieeneenees 75

4.1.6  Aromatische Aminosduren konnen mit Kationen und geladenen Aminosduren interagieren......77

4.1.7  Potentielle Beteiligung der konservierten Aminosduren an der Substratbindungstasche............ 79

4.2  CHININ HEMMT IN OOZYTEN EXPRIMIERTES ROCT?2 PROTEIN VON INNEN .......cccceieuireeenirrieeeeinnnereannnnns 81

5 ZUSAMMENFASSUNGEN 83
5.1 ZUSAMMENFASSUNG ......ocuiiiiuiiuiiteieiteteete sttt ettt ettt st et eb st e bbb she e sesae et eaesaesneneenens 83
5.2 SUMMARY ...ttt ettt e e bt h e e b et r e s a et eae s eae 85

6 LITERATURVERZEICHNIS 86
7 ANHANG 100
7.1 PUNKTMUTATIONEN GELADENENER AMINOSAUREN VON ROCTT ......ccccviviiiiiiiiiiiiiiiiicc 100
7.2 SELEKTIVITATEN DER MUTANTEN DER 4. TRANSMEMBRANDOMANE .........cccocoviniiiiiiininiiininnicenns 108

7.3  INTERAKTION VON N-METHYLCHININ MIT ROCT1 UNDROCT2 ....coooeiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeees 111



Inhaltsverzeichnis

7.4  INTERAKTION VON ROCT 1 MIT CGIMP.......oviiiiiiiitieeetie ettt et eenee e eateeeeveseenaeeeenea s
7.5 ABKURZUNGEN UND EINHEITEN ........ccooutitiiiiititieeeeieeeeeeiueeeeeeseeeeesenseeeessessaeesseesssssssensssesssnsarssseenneeens
T.6 AMINOSAUREN ......cciitiiiiiiiitiiieeeittieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetaseeeeesaeeeeeasteseeseassssessesaaeeeseassseseeassaeeeenssreseeennaeeens

7.7  CHEMISCHE STRUKTURFORMELN ......cccittiittiiiuieentieanittesntteenittessiteesittessuteesusaesssseessseeenasaesnseeensseesseeens

8 VEROFFENTLICHUNGEN

9 CURRICULUM VITAE

10 DANKSAGUNG

121

122



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Transportproteine

Transportproteine vermitteln neben Ionenkanélen, endo- und exozytotischen Vorgingen und
Diffusion den Stoffaustausch zwischen einer Zelle und ihrer Umgebung. Krankheiten, die auf
Grund defekter Transporter auftreten, machen die Relevanz dieser Proteine fiir den
menschlichen Organismus deutlich. Es zeigte sich z.B. bei der Alzheimerschen Krankheit
(Francis et al., 1999; Isacson et al., 2002), beim Down Syndrom (Isacson et al., 2002), und
bei Schizophrenie (Hyde und Crook, 2001) ein verinderte neuronaler Transport von Cholin.
Bei Untersuchungen zum Parkinson Syndrom, zeigte sich ein verédnderter Dopaminspiegel im
Hirn im Bereich des Striatum (Calabresi et al., 2000). Die vielen bisher gefundenen
Transportproteine kann man nach der Spezifitit in oligospezifische und polyspezifische

Transporter einteilen.

1.1.1 Oligospezifische Kationentransporter

Fiir die oligospezifischen Transporter gilt, dass sie nur ein Hauptsubstrat besitzen, wobei
kleine Abweichungen in dessen Molekiilstruktur manchmal noch akzeptiert werden. Zu den
oligospezifischen Transportproteinen gehdren z.B. der Na* abhiingige Kotransporter fiir den
Monoaminneurotransmitter Serotonin (SERT) (Lesch et al., 1993) und der Kokain-sensitive

Dopamin Transporter (DAT) (Giros et al., 1991)

1.1.2 Polyspezifische Kationentransporter

Im Gegensatz zu den oligospezifischen Transportproteinen akzeptieren polyspezifische eine
groBBere Anzahl strukturell verschiedener Substanzen als Substrat. Hierzu gehoren die
Mitglieder der Familie der ,,Solute Carrier* (SLC).

Die Transporter der Familie SLC22 gehoren zu einer dieser Gruppen und haben bis auf die
Ausnahme des natriumabhingigen Carnitintransporter 2 (OCTN2) (Tamai et al., 1998) und

des Protonen/organische Kationenantiporters (OCTN1) (Tamai et al., 1997), soweit bekannt,
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nur organische Anionen oder Kationen als Substrat. OCTN1 und OCTN?2 transportieren die
obengenannten anorganischen Kationen. Beide Familien spielen fiir die Exkretion und
Reabsorption von endogenen wie auch exogenen Substanzen in Leber und Niere eine

entscheidende Rolle.

1.2 Transport organischer Kationen in der Niere

In der Niere konnen organische Kationen von der Blutseite her iiber die basolaterale Membran
der Nierentubuli eintreten und iiber die apikale (luminale) Biirstensaummembran, wieder in
den Urin sezerniert werden (Pritchard und Miller, 1996; Ross und Holohan, 1983; Somogyi,
1987; Ullrich, 1994).

Die Exkretion endogener organischer Kationen, kationischer Medikamente und Xenobiotika
wird sehr oft von der Niere vermittelt. Die Wirkstoffe Amantadin, Cimetidin und Chinidin
(Koepsell et al., 1999) sind nur einige Beispiele fiir Substanzen, die iiber die Niere
ausgeschieden werden. Auflerdem konnen Substanzen, wie z.B. das Paraquat durch die
transportervermittelte Aufnahme in die Nierenzellen nephrotoxisch wirken.

In den letzten Jahren wurden Mechanismen des renalen organischen Kationentransports
erforscht (Pritchard und Miller, 1996; Koepsell, 1998; Koepsell et al., 1999). Es wurde
herausgefunden, dass organische Kationentransporter in der Biirstensaummembran und in der
basolateralen Membran der Nierenzellen des proximalen Tubulus vorkommen. In der
basolateralen Membran werden die organischen Kationen vor allem entlang ihres
elektrochemischen Gradienten in die Zelle transportiert, wihrend sie die Zelle iiber die
Biirstensaummembran auf verschiedener Weise wieder verlassen konnen (s.u.) (Koepsell,
1998; Koepsell et al., 1999). Diese beiden Systeme arbeiten so zusammen, dass sie einen netto
Fluss von organischen Kationen erzeugen. Einige der hierfiir verantwortlichen

Transportsysteme sollen anhand der menschlichen Niere kurz beschrieben werden.

In Menschen ist die Aufnahme von organischen Kationen in der Niere fast ausschlieflich
OCT?2 bzw. von der Splicevariante OCT2A (Urakami et al., 2002) vermittelt.

Die Sekretion iiber die sich apikal befindende Biirstensaummembran kann durch verschiedene
Transportsysteme geschehen. Dazu gehoren zwei Protonen-/organische Kationenaustauscher,
wovon einer wahrscheinlich der neue organische Kationen Transporter 1 (OCTNI) ist

(Yabuuchi et al., 1999). Die anderen beiden Proteine sind der Natrium/Carnitin Kotransporter
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OCTN2, welcher durch die Ultrafiltration verlorengegangenes Carnitin reabsorbiert (Tamai et
al., 2001) und das Multidrug Resistance Protein 1, welches zu der Familie der ,,ATP-Binde-
Cassette-Transporter” (ABC) gehort.

Der Protonengradient, welcher zum Ausschleusen der Kationen genutzt wird, wird durch
einen Natrium/Protonen Austauscher aufrecht gehalten (Biemesderfer et al., 1993). Der
Natriumgradient wiederum entsteht durch die Natrium/Kalium ATPase, welche Natrium im

Austausch zu Kalium aus der Zelle hinaustransportiert (Ashton und Koepsell, 1976).

1.3 Transport organischer Kationen in der Leber

Organische Kationen, welche iiber den Diinndarm aufgenommen werden, erreichen die Leber
direkt iiber die Portalvene. Hier geschieht die Aufnahme in die Hepatozyte iiber eine Reihe
von basolateral lokalisierten, natriumunabhingigen Transportproteinen der OATP Familie
(SLC21), aber insbesondere von OCT1, einem Mitglied der SLC22-Familie (Koepsell et al.,
2001).

Innerhalb der Hepatozyte kann es zur Verstoffwechselung der aufgenommen Substanzen
kommen. Hierbei spielen die Cytochrom P450 Enzyme eine grofle Rolle (Denison und
Whitlock, 1995). Die Exkretion der verstoffwechselten oder urspriinglichen Substanzen
geschieht iiber die apikale kanalikulire Membran in die Galle. Hier sind zwei
Transportsysteme, MDRI1 und ein Protonen/organische Kationenantiporter System

beschrieben worden (Moseley et al., 1992).
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1.4 Die Familie der organischen Kationen Transporter
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Abb. 1: hypothetisches Modell von rOCT1

Mitglieder der Familie der organischen Kationen Transporter sind, wie in den vorherigen
Kapiteln zu erkennen, hiufig an den Transportgeschehnissen in Leber und Niere beteiligt. Sie
sollen an dieser Stelle auch deswegen niher betrachtet werden, da eines ihrer Mitglieder,
rOCT1 das Objekt der vorliegenden Dissertation war. Abb. 1, zeigt das hypothetische Modell
des Transporters rOCT1, wie es bei seiner Entdeckung 1994 aufgestellt wurde (Griindemann
et al., 1994).

rOCT1 war das erste Mitglied der SLC22-Transporterfamilie und wurde aus einer Ratten
cDNA-Bibliothek kloniert (Griindemann et al., 1994). Es zeigte sich, dass rOCT1 aus 556
Aminoséuren besteht und ein potentialabhingiges, pH-insensitives und organische Kationen
transportierendes Membranprotein ist. In einer Mutationsanalyse wurde es im Rahmen dieser
Dissertation detailliert untersucht.

Im Laufe der Zeit kamen weitere Mitglieder der SLC22-Familie hinzu. So wurden Orthologe

des rOCT1 Proteins aus verschiedenen Spezies kloniert, z.B. aus der Niere (Gorboulev et al.,
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1997) und der Leber (Zhang et al., 1997) des Menschen, aus der Kaninchenniere (Terashita et
al., 1998) und aus der Maus (Schweifer und Barlow, 1996). Eine zweite Isoform von OCT1
konnte durch Homologieklonierung in der Ratte gefunden werden. Sie wurde rOCT?2 genannt
(Okuda et al., 1996). Auch hier wurden verschieden Orthologe kloniert, hOCT2 aus dem
Menschen (Gorboulev et al., 1997), mOCT?2 aus der Maus (Mooslehner und Allen, 1999),
pOCT2 vom Schwein (Griindemann et al., 1997) und im Jahre 2002 rbOCT2 aus dem
Kaninchen (Zhang et al., 2002). OCT3 wurde als weitere Isoform in der Ratte entdeckt
(Kekuda et al., 1998). Es folgten schon bald die Orthologe aus dem Menschen, hOCT3, und
der Maus, mOCT?3 (Verhaagh et al., 1999).

Zur Verteilung der drei OCT-Subtypen ist folgendes bekannt: rOCT1 wird am stidrksten in der
Niere exprimiert, weniger in der Leber und in ganz geringem MaBe im Diinndarm
(Griindemann et al., 1994). Interssant ist hierbei, dass die Menge an tOCT1 mRNA in der
Niere bei méannlichen Ratten viermal hoher ist als bei weiblichen (Slitt et al, 2002). Die
mRNA von rOCT2 wurde hauptsichlich in der Niere detektiert und nur in geringem Maf3e in
anderen Organen. Immunhistochemische Experimente zeigten rOCT1 im S1 und S2, rOCT2
eher im S2 und S3 Segment des proximalen Tubulus der Niere (Karbach et al., 2000; Urakami
et al., 1998). Hier wurden rOCT1 und rOCT2 (Gorboulev et al., 1997; Karbach et al., 2000;
Sweet et al., 2000) basolateral lokalisiert, in der Leber wurde rOCT]1 in der sinusoidalen
Membran, also ebenfalls basolateral gefunden (Meyer-Wentrup et al., 1998). rOCT3 wurde in
Plazenta, Diinndarm, Herz und Hirn, und im geringen Mal3e in Niere, Thymus, Blutgefiflen
und Haut entdeckt (Kekuda et al., 1998).

Die menschliche Isoform hOCT1,wird am stidrksten in der Leber exprimiert, kaum in der
Niere und nicht im Darm (Gorboulev et al., 1997; Zhang et al., 1997). hOCT2 wurde in
Nieren und in Neuronen nachgewiesen (Busch et al., 1998; Okuda et al., 1996). Im Menschen
wurde zumindest fiir hOCT2 die basolaterale Lokalisation in der Niere nachgewiesen
(Motohashi et al., 2002).

hOCT3 zeigt eine recht breite Verteilung. Im Menschen findet sich mRNA von OCT3 am
hiufigsten in Skelettmuskel, Leber, Plazenta, Niere und Herz, seltener im Hirn (Griindemann
et al., 1998; Wu et al., 2000b). Die subzelluldre Lokalisation ist fiir OCT3 noch nicht geklirt.
OCT1 bis OCT3 bilden eine Subfamilie der SLC22 Transporterfamilie.

Eine weitere Subfamilie der SLC22-Transporter sind die ,neuen™ organischen

Kationentransporter (OCTN) .
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Das erste Mitglied dieser Subfamilie, hOCTN1 wurde 1997 vom Menschen kloniert (Tamai et
al., 1997), das Rattenortholog wurde erst im Jahr 2000 entdeckt (Wu et al., 2000a). hOCTN1
wird in Skelettmuskel, Plazenta, Prostata und Lunge exprimiert (Tamai et al., 1997). hOCTN1
besitzt im Gegensatz zu hOCT1-3 eine pH-Sensitivitit und stellt einen Protonen/Kationen
Antiporter dar. Da er eine groB3es Spektrum von Substanzen als Substrat akzeptiert, konnte
OCTNI1 der  postulierten  organische  Kationen/Protonen  Austauscher  der
Biirstensaummembran der Niere sein (s.0.). Eine weiter Besonderheit ist eine Bindedoméne
fiir Nukleotide.

hOCTN2 wurde durch ,,Homologiescreening” einer humanen Plazentazelllinie entdeckt
(Tamai et al., 1998). Seine Orthologe wurden in Ratte (Sekine et al., 1998b; Brooks und
Krihenbiihl, 2001; Schomig et al., 1998) und Maus (Lu et al., 1998; Tamai et al., 2000)
gefunden. In situ Hybridisierungsversuche zeigten, dass menschlicher OCTN2 in Herz,
Kortex der Niere, Plazenta und Hirn vorkommt (Wu et al., 1999). Auf subzelluldrer Ebene
konnte OCTN2 in Maus und Ratte in der Biirstensaummembran der Niere lokalisiert werden
(Tamai et al., 2001). Er besitzt ebenso wie OCTNI1 eine Nukleotidbindesequenz.

Gegeniiber den anderen organischen Kationentransportern besitzt OCTN2 die Besonderheit,
dass er natriumabhingig Carnitin im Kotransport als Substrat akzeptiert. Er ist jedoch auch
fahig andere Substrate, wie z.B. TEA natriumunabhéngig zu transportieren. Auflerdem wurde
herausgefunden, das ein Fehlen oder ein Defekt von OCTN2 die Krankheit des ,,systemischen
Carnitinmangels* auslosen kann (Nezu et al., 1999). Carnitin, ein wichtiger Kofaktor fiir die
B-Oxidation von Fettsduren, wird nach der glomeruldren Filtration nicht mehr reabsorbiert
und somit vermehrt ausgeschieden. Auf Grund des reduzierten Blut-Carnitinspiegels wird
Carnitin in sehr reduziertem MaBe in die Zellen transportiert werden, die B-Oxidation der
Fettsduren findet nur unvollstindig statt was zu Myopathie, Cardiomypathie, Hypoglykdmie
und Hyperammonimie fiihrt (Tang et al., 1999).

OCTN3 wurde bisher nur aus der Maus kloniert (Tamai et al., 2000) und zeigte hier eine
Expression in Niere und im Hoden.

Ebenfalls zur SLC22 Familie gehoren die Transporter, welche organische Anionen
transportieren, die Subfamilie der OAT-Transporter. Auf diese Transporter soll hier nicht
weiter eingegangen werden.

Erst 2002 wurde ein neues Mitglied der SLC22-Transporter kloniert, welches den Namen CT2
bekommen hat (Enomoto et al., 2002) und das identisch ist zu dem Genprodukt OCT®6,

welches in hédmatopoetischen Zellen gefunden wurde (Gong et al., 2002). CT2 kann
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phylogenetisch zwischen den OCTs/OCTNs und den OATs eingeordnet werden. Seine
Expression ist in fetaler Leber, Knochenmark, Leukozyten und einigen leukdmischen
Zelllinien zu finden. Vor allem kommt er aber im Nebenhoden vor, dessen Zellen die hochste
Carnitinkonzentration im menschlichen Koérper aufweisen (Enomoto et al., 2002). Die
Besonderheit an diesem Protein ist seine hohe Affinitit fiir Carnitin und die Tatsache, dass er

keine der OCT oder OAT spezifischen Substrate transportiert.

Es sollte hier aber noch erwidhnt werden, dass OCT-Proteine in Invertebraten wie
Caenorhabditis elegans (Wu et al., 1999) und Drosophila melanogaster (Taylor et al., 1997;
Eraly und Nigam, 2002) zu finden sind und dass es auch Vertreter dieser Genfamilie in der
Pflanzenwelt wie z. B. in Arabidopsis thaliana (personliche Mitteilung Prof. Dr. Hedrich,
Institut fiir Botanik, Universitit Wiirzburg) zu geben scheint. Das Vorkommen dieser
Genfamilie mit der Konservierung ihrer Sequenzmotive in den unterschiedlich entwickelten
Organismen unterstreicht ihre Wichtigkeit in der Evolution und fordert die weitere
Aufkldrung der physiologischen Bedeutung und die genaue Beschreibung der funktionellen

Charakteristika.

1.5 Struktur und Funktion von Transportproteinen

Es wird angenommen, dass 20% aller Genprodukte Proteine sind, welche den Transport von
Substanzen iiber die Zellmembran ermdglichen (Fleming, 2000). Um die dreidimensionale
Struktur von Proteinen herauszufinden, miissen diese kristallisiert werden. Dies gelingt bei
Membranproteinen nicht immer und wenn jedoch meist nur unter erheblichem
Arbeitsaufwand, da diese sowohl lipophile als auch hydrophile Bestandsteile aufweisen. Die
dreidimensionale Konformation wird also sowohl durch Lipide, als auch durch das wéssrige
Zytosol stabilisiert. Da es wesentlich einfacher ist Kristalle aus hydrophilen Proteinen zu
bilden als aus lipophilen, hatte dies in der Vergangenheit zur Folge, dass nur hydrophile
Proteine oder die hydrophilen Anteile eines Transportproteins kristallisiert werden und deren
dreidimensionale Struktur mit Hilfe der Rontgenkristallographie aufgeklért werden konnten.
Der erste Transporter, der vollstindig kristallographisch analysiert wurde, war das ABC
,-Multidrug Resistance Transportprotein“ MsbA von E. coli (Chang und Roth, 2001).

Da zu Beginn der Experimente noch die Suche nach einem zur Kristallisierung geeigneten

Transportprotein stand, klonierten Chang und Roth zunichst insgesamt 20 Transporter aus 14
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Organismen, iiberexprimierten und reinigten diese. Erst dann studierten sie die Moglichkeit
diese zu kristallisieren. Hierzu wurden insgesamt 96000 Kristallisierungsansédtze mit 20
verschiedenen Detergenzien ausgetestet. Am Ende zeigte sich, dass MsbA die besten
Voraussetzungen fir  eine Rontgenstrukturanalyse  besaB. Nach weiteren
Optimierungsschritten konnte MsbA in einer Auflosung von 4.5 A dargestellt werden.

Es ldsst sich jedoch nur bedingt von der Struktur eines Transportproteins auch auf dessen
Interaktion mit seinen Substraten schliefen, denn auch wenn man weill, wie die
dreidimensionale Struktur eines Proteins aussieht ist noch lange nicht bekannt, welche
Aminoséduren in Wechselwirkung mit den Substraten eines Transporters treten. Fiir ein
umfassendes Verstdndnis eines Transporters miissen Methoden genutzt werden, welche die
genauen Substrat-Transportprotein Wechselwirkungen beschreiben. Kaback et al. machen in
ihrer zusammenfassenden Verdffentlichung zur Laktose Permease deutlich, dass nicht nur die
Forschung nach der dreidimensionalen Struktur, sondern auch nach funktionellen Gruppen
von grofer Wichtigkeit ist (Kaback, et al. 2001). Erst wenn beide Forschungsrichtungen
zusammengefasst werden, lassen sich Struktur und Funktion eines Transporters umfassend
verstehen. Die dreidimensionale Strukur der Laktose Permease von E. coli, welche ebenfalls
wie die SLC22-Transporterproteine zur ,Major Fascilitator Superfamilie® gehort, wurde
mittlerweile aufgeklért (Abramson, et al. 2003a; Abramson, et al. 2003b).

Struktur- und Funktionsanalysen machen auch deutlich, dass es sich bei Substrat-Transporter
Wechselwirkungen nicht nur um eine einzelne Aminosdure handelt, die mit einem Substrat
interagiert, vielmehr sind es mehrere Aminosduren, welche direkt interagieren konnen und mit
weiteren Aminosduren hiufig eine grofere Substratbindetasche bilden.

Eine wichtige Methode zur Identifizierung funktionell relevanter Gruppen innerhalb eines
Transportproteins ist die Einfithrung von ,FEinzelpunktmutationen®, welche in der
vorliegenden Arbeit genutzt wurde (siehe Kapitel 1.6). Bei auftretenden Funktionsinderungen
konnen Riickschliisse auf die Interaktion des Transportproteins mit dem Substrat gezogen

werden. Somit trigt diese Methode zum Verstidndnis der Funktionsweise von rOCT]1 bei.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Da bis zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit viele orthologe und homologe Proteine von
rOCT1 bekannt waren, sollte an Hand von Sequenzvergleichen nach Aminosiduren gesucht
werden, die innerhalb der OCT und OCTN Familie konserviert sind. Zwischen den
Mitgliedern einer Proteinfamilie konservierte Aminoséduren geben einen Hinweis darauf, dass
diese potentiell funktionell relevant sind, da sie im Laufe der Evolution nicht durch zufillige
Mutationen ausgetauscht wurden. Das Erstellen helikaler Ridder sollte Hinweise darauf geben
in welcher rdumlichen Nachbarschaft die konservierten Aminosidren innerhalb von
Transmembrandoménen zu einander liegen. Anhdufungen konservierter Aminosiduren auf
einer Seite sollten Hinweise auf funktionell relevante Doménen geben.

Mit Hilfe der ,,Polymerase Chain Reaction Overlap Methode* sollten Punktmutationen an auf
diese Weise gefundenen Positionen gesetzt werden. Es sollten strukturell dhnliche und
strukturell nicht-dhnliche Aminosiure ersetzt werden, um Riickschliisse auf die Interaktion
der Aminosiureseitenketten mit den organischen Kationen zu ziehen zu kénnen.

Ziel dieser Arbeiten sollte es sein Aminosduren ausfindig zu machen, die fiir den rOCT1
vermittelten Transport organischer Kationen von funktioneller Relevanz sind. Es sollte dafiir
das Xenopus laevis Oozytenexpressionssystem genutzt werden. Mit Hilfe der Oozyten sollten
die Methoden der radioaktiven Substrataufnahme und der ,,Zwei-Elektroden-
Spannungklemme* eingesetzt werden, mit denen die Transporteigenschaften der mutierten
Proteine untersucht werden konnen. Der Einsatz der Immunoblottechnik sollte kliren, welche
der mutierten Proteine tatsichlich durch funktionelle Einschrinkung, d.h. durch Anderung der
fiir die Substratbindung verantwortlichen Aminoséiuren, ihre Transportraten verringerten, oder
ob ein verminderter membrandrer Einbau dafiir der Grund war. Durch den Einsatz
verschiedener Substrate, sollten Riickschliisse auf die Substratbindungstasche des rOCT1
Proteins gezogen werden. Im Hauptteil der vorliegenden Arbeit sollten die Ergebnisse der
Versuche dargestellt werden, die zum verbesserten Verstindnis der Substratbindungstaschen

von rOCT1 verhelfen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

10

NAME

HERSTELLER

1,4 Dithio-DL-Threitol (DTT)

Fluka, Neu-Ulm

3-(N-Morpholino)propansulfonsidure (MOPS)

Fluka, Neu-Ulm

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid)
(AEBSF)

Sigma-Aldrich, Seelze

Acrylamid/Bisacrylamidlosungen

Roth, Karlsruhe

Acrylase ™

Stratagene, Heidelberg

Agar

Difco, Hamburg

Agarose

Serva, Heidelberg

Ammoniumpersulfat (APS)

Biorad,Hercules (Cal., USA)

Aprotinin

Sigma-Aldrich, Seelze

Benzamidin

Sigma-Aldrich, Seelze

Bovine Serum Albumine (BSA)

ICN, Eschwege

Bradfortreagenz Biorad,Hercules (Cal., USA)
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Calziumdichlorid Sigma-Aldrich, Seelze
Chinin Sigma-Aldrich, Seelze
Chloroform Roth, Karlsruhe
Corticosteron Fluka, Neu-Ulm

Cyanin863 Sigma-Aldrich, Seelze

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, Seelze

Dimethylformamid

Sigma-Aldrich, Seelze

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Seelze

DNA-Molekulargewichtsstandard

Boehringer, Mannheim

ECL-Reagenz

Biorad,Hercules (Cal., USA)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Seelze

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Merck, Darmstadt
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Gentamycinsulfat

Fluka, Neu-Ulm

Glyoxal

Sigma-Aldrich, Seelze

Glyzerin, ultrapure ™

Applichem, Darmstadt

Glyzin Life Technologies, Eggenstein
Harnstoff Sigma-Aldrich, Seelze
Isoamylalkohol Sigma-Aldrich, Seelze
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe

L-Cystein Sigma-Aldrich, Seelze
Leupeptin Sigma-Aldrich, Seelze
Magermilchpulver Sigma-Aldrich, Seelze
Magnesiumdichlorid Fluka, Neu-Ulm

Methanol Sigma-Aldrich, Seelze

N,N-bis[2-Hydroxyethyl]-2-aminoethan
sulfonsdure (BES)

Applichem, Darmstadt

N-1-Methylnicotinamid (NMN)

Sigma-Aldrich, Seelze

N-Methylchinin

pers. Herst. Dr. Montfoort, Uni-Bern

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Seelze
Natriumjodessigsidure Sigma-Aldrich, Seelze
Polyacrylamid ICN, Eschwege

RNA-Molekulargewichtsstandard

Sigma-Aldrich, Seelze

Roti-Phenol/Chloroform

Life Technologies, Eggenstein

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Streptomycinsulfat

ICN, Eschwege

Teraethylammoniumchlorid (TEA)

ICN, Eschwege

Tetraethyl-ethylendiamin (TEMED)

Fluka, Neu-Ulm

Tetrapentylammoniumchlorid (TPeA)

Biorad,Hercules (Cal., USA)

Tris(2-Carboxyethyl)Phosphinehydrochlorid
TCEP

Fluka, Neu-Ulm

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Fluka, Neu-Ulm

Tabelle 1: verwendete Chemikalien
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2.1.2 Radiochemikalien

NAME HERSTELLER
[’H]N-Methyl-Chinin pers. Herst. Fr. Dr. Montfoort, Schweiz
[3H]Chinin Biotrend, Koln

['*C]Guanidinhydrochlorid

Biotrend, Koln

[*H]Histamin

Amersham, Braunschweig

[3H] 1-Methyl-4-phenylpyridiniumiodid

Du Pont de Nemours, Dreieich

[3H]Serot0nin

Amersham, Braunschweig

[14C]Tetraethylammonium

Biotrend, Koln

Tabelle 2: verwendete Radiochemikalien

2.1.3 Enzyme
NAME HERSTELLER
DNAse I Ambion, Texas USA

Kollagenase (von C. histolyticum)

Sigma-Aldrich, Seelze

Restriktionsenzym Mlu 1

New England Biolabs, Schwalbach

SP6 Polymerase

Ambion, Texas USA

T7 Polymerase

Ambion, Texas USA

Tabelle 3: verwendete Enzyme

2.1.4 Antikorper

AKA48 (Kaninchen), anti-rOCT1, poliklonal

gegen grosse extrazelluldre Schleife

Eigene Herstellung (Meyer-Wentrup et al.,
1998)

Sekundidrer Antikorper (Antirabbit from

goat, whole molecule)

Sigma-Aldrich, Seelze

Tabelle 4: verwendete Antkorper

12
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2.1.5 Kits

NAME

HERSTELLER

mMESSAGE mMASCHINE™ SP6 Kit

Ambion, Texas USA

mMESSAGE mMASCHINE™ T7 Kit

Ambion, Texas USA

Tabelle 5: verwendete Kits

2.1.6 Arbeitsmaterialien

NAME

HERSTELLER

Einweg-Plastikgefilie

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Nunc Seromed, Berlin

Sarstedt, Nimbrecht

Entwickler

Kodak. Stuttgart

Filterpapier, Whatman

Hartenstein, Wiirzburg

Fixierer

Kodak, Stuttgart

Glaskapillaren

Hilgenberg, Malsfeld

Immobilon P (PVDF-Membran)

Millipore, Bedford (Cal., USA)

Operationsbesteck

Hartenstein, Wiirzburg

Polystyrolbecher

Sarstedt, Nimbrecht

Rontgenfilm Kodak Biomax MR

Kodak, Stuttgart

Szintillationscocktail Lumasafe Plus

Lumac LSC, Groningen (Nierderlande)

Vomel-Opertationfaden (Seide)

Roeko, Langenau

Zahlrohrchen

Sarstedt, Nimbrecht

Tabelle 6: verwendete Arbeitsmaterialien
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2.1.7 Gerite

NAME

HERSTELLER

Fliissigkeitsszintillationszdhler
Tri-Carb 1600CA

Canberra Packard, Dreieich

Fotokamera

Polaroid, Offenbach

Fotometer, Ultraspec3

Pharmacia, Freiburg

Inkubationsofen Heraeus, Hanau
Mikrowasserfiler Blendel, Wiirzburg
Mikroinjektionspumpe Drummond, USA

elekronisches Multimeter

Konradelektroniks, Berlin

Lowpassfilter

Warner, New Haven

Verstiarker, Warner OC725A

Warner, New Haven

Pipettenziehgerit

Sutter, Novato, CA, USA

SDS-Gelkammer

Hartenstein, Wiirzburg

Umwiélzpumpe

LKB, Bromma (Schweden)

UV Transilluminator

Herolab, St. Leon

Zentrifugen und Rotoren
JS 21 (JA 14,JA 20)

RC 2-B (SS34, HS4, HB4)
Biofuge 28 RS (HFA 22.1)

Beckmann, Miinchen
Sorvall, Bad Homburg

Heraeus, Hanau

Tabelle 7:verwendete Gerdite

14
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2.1.8 Computerprogramme

NAME HERSTELLER

Betriebssystheme Windows 95 u.98 Microsoft, Redmond, Wasington, USA
Excel Microsoft, Redmond, Wasington, USA
Figure P Biosoft, Cambridge, England

Prizm Graphpad, San Diego, CA, USA

Word Microsoft, Redmond, Wasington, USA

Tabelle 8: verwendete Computerprogramme

2.1.9 Plasmide

pOG?2 und pRSSP sind Expressionsvektoren, die zur Translation von Proteinen nach cRNA-
Injektion in Xenopus laevis-Oozyten verwendet werden. Zur Verbesserung der Expression
enthalten diese Vektoren untranslatierte Regionen des Xenopus f3-Globin-Gens. rOCT1 wurde
nach seiner Klonierung in den pRSSP-Vektor (Busch et al., 1996a) und rOCT2 in den pOG2-

Vektor einkloniert.

2.2 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

2.2.1 Mutations- PCR

Die Mutanten wurden durch die ,,Polymerase Chain Reaction Overlap Methode* hergestellt
(Ho et al., 1989). Fiir die Herstellung jeder Mutante bendtigte man 4 Primer: 2
komplementire, welche die gewiinschte Mutation (forward und reverse) enthielten und 2
flankierende Primer (der linke forward und der rechte reverse Primer). Als Matrize diente die
rOCT1 DNA. Es wurden 2 separate PCR Ansitze durchgefiihrt: Ein Ansatz mit dem forward
Mutationsprimer und dem rechten flankierenden Primer und der zweite mit dem reversen
Mutationsprimer und dem linken flankierenden Primer. Aliquote aus beiden Ansitzen wurden
nun zusammen pipettiert und eine Fusions-PCR mit den flankierenden Primern durchgefiihrt.
Das Fusionsprodukt enthielt die rOCT1 Sequenz zwischen den flankierenden Primern, also

mit der eingefiihrten Mutation.
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Die flankierenden Primer wurden so ausgewihlt, dass die amplifizierte rOCT1 Sequenz nah
zu der Position dieser Primer zwei Restriktionsschnittstellen hat, die nur einmal in der rOCT1
Sequenz vorkommen und niemals im Vektor.

Nun wurde das Fusionsprodukt und in einem parallelen Ansatz der Wildtyp mit rOCT1
Vektor mit Restriktasen behandelt und die resultierenden Fragmente mittels einer préiparativen
Agarose-Elektrophorese von einander getrennt. Das PCR-Produkt und der rOCT1 Vektor
wurden aus der Agarose isoliert. Dem rOCT1-Vektor fehlte nun eine Sequenz, welche dem
PCR-Produkt entsprach. Beide Fragmente (PCR-Produkt und Vektor) hatten die Enden, die
komplementir sind, da sie von denselben Restriktasen stammten. Nun wurden die Fragmente
mit Hilfe der T4 DNA Ligase verbunden und diese nach entsprechender Entsalzung durch
Elektrotransformation (Dower et al., 1988) in E. coli gebracht. Dem Plasmid wurde eine
Ampizillin Resistenz verliehen, so dass erfolgreich transformierte Bakterien selektiert werden
konnten. Mit Hilfe der Maxipréparation (Sambrock et al., 1989) konnten die erfolgreich
transformierten Bakterien amplifiziert und im Anschluss die OCT-spezifische DNA von
bakterieller DNA und RNA gereinigt werden. Die Reinigung geschah dabei durch die
Caesiumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation (Sambrock et al., 1989). Der Gehalt der so

gewonnen Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt.

2.2.2 Linearisierung von Plasmid-DNA

Nach der Aufreinigung der Plasmid-DNA musste diese linearisiert werden um im Anschluss
transkribiert werden zu konnen. Hierzu wurden 10 pg der zu linerarisierenden DNA
zusammen mit 10 Einheiten des entsprechende Enzyms in RNAse-freie, gepufferte Losung
gegeben und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Restriktion des pRSSP wurde das Enzym
Mlul und zur Restriktion des pOG2 wurde das Enzym Notl benutzt. Am folgenden Tag
wurde die erhaltene, nun linerarisierte DNA durch zweimalige Behandlung mit Phenol-
Chloroform und einmalige Behandlung mit reinem Chloroform von Proteinen gereinigt
(Walace, 1987). Zwischen den Reinigungsschritten wurden die wéssrige und die organische
Phase mittels Zentrifugation (10000 g, 5 min) von einander getrennt, die wéssrige, DNA
enthaltende Phase wurde fiir den nichsten Reinigungsschritt behalten. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde die organische Phase erneut verworfen und die DNA mittels 1/10
Volumeneinheit 3 M Natriumazetat-Losung, pH 2.5, in 2.5 Volumeneinheiten 96%iger

ethanolischer Losung mindestens 20 min bei —20° C prézipitiert. Die so gefillte DNA wurde
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20 min bei 10000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Das DNA enthaltende
Pellet wurde in 2.5 Volumeneinheiten 70%igen Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und
anschliefend getrocknet. Dann wurde die DNA in 10 ul RNAse-freiem Wasser aufgenommen

und photometrisch bei 260 und 280 nm auf ihre Konzentration und Reinheit iiberpriift.

2.2.3 Photometrische DNA-Analyse

Die Bestimmung der Konzentration der DNA erfolgte bei 260 nm. Hierbei wurde die
Konzentration gemill dem Lambert-Beerschen Gesetzes aus der gemessenen Absorption und
bekanntem Extinktionskoeffizienten errechnete. Die optische Dichte von 1 entsprach dabei
einer Konzentration von 50 pg/ml. Die Reinheit der DNA-L6sung wurde mittels Bildung des
Quotienten aus Absorption bei 260 nm und Absorption bei 280 nm unter Beriicksichtigung
der H,O-Absorption ermittelt. Bei einem Quotienten zwischen 1.6 und 2.0 wurde die DNA als

gut aufgereinigt betrachtet.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Um sicher zu gehen, dass die Linearisierungsreaktion tatséchlich erfolgreich war, wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt (Sambrock et al., 1989), in der die linearisierte mit
der nicht linerarisierten DNA verglichen wurde. Hierzu wurde ein Agaraose-Gel bestehend
aus 50 ml TAE-Puffer, 1% Agarose und 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) hergestellt, in dem
Puffer und Agarose zusammen aufgekocht wurden und das Ethidiumbromid im Anschluss
hinzugefiigt wurde. Das erstarrte Gel wurde mit TAE-Puffer iiberschichtet. 1 ug der DNA
wurde in 10 pl Auftragspuffer aufgenommen und in die Geltaschen beftrdert. Auferdem
wurde noch ein DNA-Molekulargewichtsstandard aufgetragen, um zu erkennen, dass die
erhaltene DNA die richtige Linge aufweist. Die Elektrophorese lief bei 6-8 V/cm. Durch die
Interkalation des Ethidiumbromids mit der DNA konnte die DNA im Gel durch UV-

Anregung auf einem Transilluminator sichtbar gemacht werden.

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA, pH 8.0
Auftragspuffer: 30% (v/v) Glyzerin, 0.25% (w/v) Bromphenolblau
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2.2.5 cRNA Synthese

Zur Charakterisierung von Proteinen kann linearisiert DNA in vitro in RNA umgeschrieben
werden um anschlieend in Xenopus laevis Oozyten exprimiert zu werden. Zur Herstellung
der rOCT1 cRNA wurde das Ambion mMessagemMachine™™ SP6-RNA-Polymerase- und
zur Herstellung der rOCT2 cRNA das entsprechende T7-RNA-Polymerase-Kitsystem benutzt.

Die einzelnen Komponenten des Kits hatten folgende Konzentrationen:

Enzym Mix 50 % Glyzerin mit RNA-Polymerasen und RNAse-

Inhibitoren, weitere nicht aufgefiihrte Komponenten

10fach Reaktionspuffer nicht nidher spezifizierte Salze, Puffer und andere

Komponenten, DTT in nicht genannter Konzentration

2fach NTP/Cap SP6 Kits T7 Kits

dATP 10 mM 15 mM

dCTP 10 mM 15 mM

dUTP 10 mM 15 mM

dGTP 2 mM 3 mM

DNase 1 2 Einheiten / pl

Lithiumchlorid Losung 7.5 M LiCl, 75 mM EDTA

Gelprobenpuffer 95 % Formamid, 0.025% Xylol, 0.025 Bromphenolblau

18 mM EDTA, 0.025 mM SDS

Der folgender Reaktionsansatz wurde erstellt:

2 ul 10fach Reaktionspuffer
10 ul 2fach Nukleotidtriphosphate
1 pg linearisierte DNA

2 ul Enzymmix

Dieser Reaktionsansatz wurde bis 20 pl mit RNase-freiem Wasser aufgefiillt, kurz leicht

geschiittelt und 2 Stunden bei 37° C inkubiert. Im Anschluss wurde 1 pl der im Kit
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enthaltenden DNAse 1 dem Reaktionsansatz zugefiigt und weitere 15 Minuten zur

Reduzierung der DNA inkubiert.

2.2.6 Lithiumchlorid Prézipitation

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 30 ul RNAse-freiem Wasser und 25 ul Lithiumchlorid
gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde stark gevortext. Uber Nacht fand bei —20° C die Fillung
der RNA statt. Am folgenden Tag wurde die prizipitierte RNA 20 min bei 4° C mit 10 000 g
zentrifugiert. Das Pellet wurde einmalig mit dem S50fachen des Reaktionsansatzvolumens
70%igem Ethanol gewaschen, im Anschluss getrocknet und mit dem 2fachen des

Reaktionsansatzvolumens RNAse freiem Wasser aufgenommen.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese denaturierter RNA

Um die Qualitit und Menge des RNA-Ertrages zu bestimmen wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurde 0.5 pl der RNA L&sung entnommen und
mittels Glyoxal und DMSO denaturiert (McMaster und Camichael, 1977), welches im
6fachen Volumen der RNA-Probe hinzugefiigt wurde. Zur Sichtbarmachung der RNA wurde
dem Glyoxal / DMSO Ansatz noch Ethidiumbromid zugefiigt. Die Denaturierung geschah
iiber einen Zeitraum von 60 min bei 50° C im Wasserbad. In der Zwischenzeit konnte ein 1
Joiges RNA-Gel frisch prépariert werden. Hierzu wurden 50 ml BES-Puffer mit 0.5 g Agarose
kurz aufgekocht. In der Abkiihlphase wurde dem Gel, um RNase-Aktivititen zu unterdriicken,
5 mM Natriumjodessigsdure zugefiigt. Nach dem Erstarren wurde das Gel mit BES-Puffer
iiberschichtet. AnschlieBend wurde zu den denaturierten RNA—Proben der mMESSAGE
mMASCHINE™ Gelprobenpuffer (s.0.) im Verhiltnis (Puffer:Probe)1:4 beigefiigt und die
zu analysierende RNA auf das Gel aufgetragen. Als Lingen- und Mengenstandard diente eine
RNA-Leiter von GibcoBRL Life Technologies. Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 5
V/cm in 75-90 min. Zur Vermeidung der Entstehung eines pH-Gradienten wurde nach 10 min

eine Umwilzpumpe aktiviert, die den Laufpuffer von der Kathode zu Anode umwilzte.

BES-Puffer: 10 mM BES, 0.1 mM EDTA, pH 6,7
Glyoxalpuffer: 50 pg/ml Ethidiumbromid, 50 % DMSO, 1 M Glyoxal in Laufpuffer
Auftragspuffer: aus dem mMESSAGE mMASCHINE™ Kitsystem (s.0.)
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Differenzielle Zentrifugation

Es stellte sich wihrend der Versuche mit Mutanten des rOCT1 Transporters immer wieder die
Frage, ob ein Verlust der Funktion des Transporters vielleicht eine Verringerung des
Proteingehalts in der Membran der mikroinjizierten Oozyte bedeutete oder aber eine
Verringerung der Transportrate auf Grund struktureller Verdnderungen am Protein. Um diese
Frage zu beantworten wurden Xenopus laevis Oozyten durch Zentrifugation fraktioniert, so
dass am Ende der Gehalt an rOCT1 Protein in der Membranfraktion analysiert werden konnte.
Es wurde wie folgt vorgegangen (Geering et al., 1989) (modifiziert):

Drei Tage nach der Mikroinjektion der Xenopus laevis Oozyten mit RNA, wurde diese von
den ,,Sixwell* Kulturschalen in 1.5 ml , Eppendorf-Tubes* iiberfithrt. Um in einem gut
detektierbaren Bereich zu arbeiten, mussten mindestens 40 Oozyten pro Ansatz vorhanden
sein. Diese wurden dann in 5 pul Homogenisierungspuffer pro Oozyte mechanisch durch auf-
und abpipettieren durch eine auf 20-200 pl geeichte Eppendorfpipettenspitze zu einer
homogenen Losung verarbeitet. Dieses Homogenisat wurde dann 10 min bei 1000 g und 4° C
zentrifugiert. Im Anschluss erhielt man das Pellet und den Uberstand. Das Pellet bestand
hauptsédchlich aus Dotterschollenproteinen und konnte somit verworfen werden. Der
Uberstand wurde erneut 10 min bei 1000 g und 4° C zentrifugiert, so dass man erneut ein
Pellet mit Dotterschollenproteinen und einen Uberstand erhielt. Das Pellet konnte verworfen
werden. Zur Sedimentierung der Membranfraktion wurde der verbleibende Uberstand nun 60
min bei 35000 g und 4°C zentrifugiert.

Im Anschluss konnte der Uberstand verworfen werden. Das 35000 g Pellet, in dem nun die
Membranvesikel stark angereichert waren, wurde zum Entfernen von verbliebenen
zytoplasmatischen Proteinen in 1.5 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert und zuerst 10
min bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet, in dem sich noch immer
Dotterschollenproteine befanden, konnte verworfen werden. Aus dem Uberstand wurde im
Anschluss wiederum die Membranfraktion 60 min bei 35000 g und 4° C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet in 1 ul Homogenisierungpuffer pro Oozyte
resuspendiert. Unmittelbar vor Gebrauch wurde 1fach Inhibitormix und 1 mM des

Serinproteaseninhibitors AEBSF zum Homogenisierungspuffer hinzugegeben.
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Homogenisierungspuffer: 83 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.9
100fach Inhibitormix: (1mM Benzamidin, 5 pg/ml Leupeptin, 5 ug/ml Aprotinin)

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976). Hierbei
wurde 1 pl der zu bestimmenden Proteinlosung zu 99 ml bidestilliertem Wasser pipettiert.
Anschlieend wurde 900 ml 1:5 verdiinntes Bradfortreagenz hinzugefiigt. Die Probe wurde
kréftig geschiittelt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die optische
Dichte im Photometer bei 595 nm gemessen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte an Hand einer parallel erstellten Eichgeraden aus bovinem Serum-Albumin-Standard

(BSA-Standard).

Das SDS-Polyacrylamid Gel

Das SDS-Polyacryamid Gel (Laemmli et al., 1970) dient der Trennung von Proteinen an Hand
ihres Molekulargewichts und wurde vor jedem Versuch frisch hergestellt. Die Proteine
wurden in einem 1 mm dicken, vertikalen Minigel aufgetrennt.

Die Glasplatten (eine mit einer Aussparung und eine weitere ohne Aussparung) des Gels, das
Dichtungsgummi und der Geltaschenkamm wurden mit 70%igem Ethanol gereinigt und
zusammengesetzt. Im Anschluss wurde das Trenngel zusammenpipettiert; der Hohlraum
zwischen den beiden Platten wurde bis ca. 1 cm vor der Aussparung mit dem Gel gefiillt. Um
einen ebenen Anschluss der Trenngelschicht zu gewihrleisten, wurde diese mit einer
wissrigen 0.5 %igen SDS -Losung iiberschichtet. Nach spitestens 30 min war das Trenngel
auspolymerisiert. Die SDS-Losung wurde abgeschiittet, das Sammelgel bis zum Rand der
Aussparung oben aufpipettiert und der Geltaschenkamm eingefiihrt. Nach 15 min war nun
auch das Sammelgel auspolymerisiert. Nach Entfernung des Geltaschenkamms und des
Dichtungsgummis konnte das Gel nun in die Elektrophoresekammer eingebaut werden. Das
untere Ende des Gels wurde in Laufpuffer blasenfrei eingetaucht, das Obere mit Laufpuffer
iberschichtet.

Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und 30 min bei 37° C inkubiert. Im Anschluss

wurde jede Gelkammer mit exakt 10 pg Protein beladen. Zusitzlich wurde eine der
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Geltaschen mit einem Proteinmengenstandard beladen und die Elektrophorese gestartet. Bis
zum Eintritt der Proben in das Trenngel wurde diese bei einer Spannung von 80 V laufen
gelassen, anschlieBend bei 120 V. Bei Austritt des Bromphenolblau des Probenpuffers aus

dem Gel, konnte die Elektrophorese gestoppt und das Gel aus den Glasplatten herausgelost

werden.

Trenngel: Sammelgel:

10 % Polyacrylamid (v / v) 4 % Polyacrylamid
375 mM Tris, pH 8.8 125 mM Tris, pH 6.8
0.1 % SDS (w / v) 0.1 % SDS (w /v)
0.05 % APS (w/v) 0.05 % APS (w/v)
0.05 % TEMED (v / v) 0.1 % TEMED (v /v)
Laufpuffer: Probenpuffer (10fach):
25 mM Tris, pH 8.3 10 % SDS (w / v)
192 mM Glyzin 500 mM DTT

0.1 % SDS (w /v) 300 mM Tris/HC1

0.001 % Bromphenolblau (w / v)

2.3.3 Das ,,Semidry* Blot Verfahren

Das Semidry Blot Verfahren wurde nach Gershoni angewendet (Gershoni und Palade, 1983).

2.3.3.1 Die PVDF-Membran

Es konnte gezeigt werden, dass die Bindungskapazititen einer PVDF-Membran
(Polyvinylidenflourid) fiir Membranproteine hoher ist als die einer Nitrozellulosemembran.
Dies mag mit der groBBeren Hydrophobizitit von PVDF-Membranen zusammen hingen, die
einer speziellen Vorbehandlung bediirfen (s.u.). Zudem sind PVDF-Membranen
unempfindlicher gegen mechanische chemische und mechanische Einfliisse (Paladichuk,

1999). Daher wurden bei diesen Blots PVDF-Membranen benutzt.
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2.3.3.2 Vorbehandlung der PVDF-Membran und des Blot-Papiers

Die Membran wurde auf 6 X 8.5 cm geschnitten. Aufgrund der hohen Hydrophobizitit
bedurfte die PVDF-Membran einer speziellen Vorbehandlung. Hierzu musste die Membran
eine Minute in 100 %iges Methanol eingetaucht werden. Anschliefend musste sie eine Minute
in bidestilliertes Wasser getaucht werden, bis sich die Membran damit vollgesogen hatte,
danach wurde sie zu Equilibrierung in Blotpuffer getaucht. Das Whatman-Filterpapier wurde
mit den Maflen 5.9 X 8.4 cm etwas kleiner zurechtgeschnitten, um Kurzschluss-Strome, die
den Weg um die PVDF-Membran nehmen konnten zu unterbinden. Das Whatman-Papier

wurde ebenfalls in Blotpuffer getaucht, bis es sich vollstidndig vollgesogen hatte.

2.3.3.3 Aufbau der Blottingapparatur und des Blots

Bei Verunreinigung der Karbonelektroden der Blottingapparatur wurden diese mit einem
feinen Schmirgelpapier gesdubert.

Zu unterst lag die Anode (positiv geladen), sie wurde mit Blotpuffer befeuchtet. Darauf
wurden 2 Lagen Filterpapier (s.0.) gelegt. Es war dabei sehr wichtig die Luft zwischen den
Papieren selbst und zwischen der Anode hinauszudriicken, um eine gleichmifige Verteilung
des elektrischen Feldes und somit einen homogenen Transfer der Proteine zu gewéhrleisten.
Als nidchstes wurde die PVDF-Membran aufgelegt, das Gel und wieder 2 Lagen Filterpapier
folgten. Die Kathode wurde noch mit Blotpuffer befeuchtet und dann auf das ,,Sandwich*
gelegt. Im Anschluss wurden die Kontakte angeschlossen. Das Blotten geschah 1 Stunden und
45 Minuten bei 2.3 mA/cm? . Der Blottingvorgang war erfolgreich, wenn im Anschluss die
gefirbten Banden des ProteingroBenstandards auf die Membran iibergetreten waren. Die
Membran wurde nun von den Filterpapieren gelost und 30 Minuten in 5 % Blockpuffer

geblockt.

2.3.4 Die Antikorperinkubation

Danach wurde die Membran zusammen mit einem affinititsgereinigten Antikorper s.u.
(AK48, Eluat mit dem hochsten Titer; 1:500 in 4 ml 1 % Blockpuffer) in Folie eingeschweilt
und bei 4° C {iiber Nacht geschiittelt. Der primire Antikorper war gegen die grofe
extrazelluldre Schleife (Aminosduren 46-158) von rOCT1 gerichtet (Meyer-Wentrup et al.,
1998). Am nichsten Tag wurde die Membran hiufig gewaschen (d.h. sie wurde 5 mal in 1 %

Block Puffer getaucht, bevor sie 3 X 10 min auf dem Wippschiittler in 1 % Blockpuffer
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inkubierte). Anschliefend wurde sie zusammen mit dem in der Ziege hergestelltem anti-
Kaninchen Antikorper (Sigma-Aldrich, Seelze) (1:2500 in 1 % Block Puffer) in Folie
eingeschweifit und inkubierte 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Wippschiittler.
Anschlieend wurde beim Waschen wie oben vorgegangen. Beim letzten Schritt wurde jedoch

reines TBS-T benutzt.

Blotpuffer: TBS-T: 5% bzw. 1% Blockpuffer:
(Towbin et al., 1979)

modifiziert

25 mM Tris, pH 8,3 20 mM Tris TBS-T

192 mM Glyzin 137 mM NaCl 5 % bzw. 1 % Mager-

0.1 % SDS (w/ V) 0.1 % Tween 20 (v/ V) milchpulver (w / v)

20 % Methanol (v / v)

priméarer Antikorper sekundirer Antikorper
AK 48, Bestes Eluat 1:500 Anti-Kaninchen aus der Ziege
in 1 % Blockpuffer (ganzes Molekiil)

1:2500 in 1 % Blockpuffer

2.3.5 Nachweis von Protein auf PVDF-Membranen mittels ECL-Reagenz

Die Interaktion der an den sekundédren Antikorper gekoppelte Meerettichperoxidase mit den
ECL (Enhanced Chemoluminescens Reagenzien) (Biorad, Hercules, Californien, USA),
erzeugt eine Lumineszenz, die auf Rontgenfilmen eine Schwérzung nach sich zieht.

Die Fliissigkeit auf der Membran wurde kurz abgetropft und die Membran auf eine Saranfolie
gelegt. Je 1 ml des ECL 1 und 1 ml des ECL 2 Reagenz wurden gemischt, auf die Membran
gebracht und dort 1 min belassen. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit abgetropft, die
Membran in frische Saranfolie eingeschlagen, mittels vorher angestrahlter luminezierender
Klebestreifen in der Fotokassette befestigt, der Rontgenfilm je nach Stirke des Signals

zwischen 10 und 30 min aufgelegt und anschlieBend entwickelt.
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2.4 Das Oozytenexpressionssystem

2.4.1 Allgemeines

Die Xenopus laevis Oozyte ist eine omnipotente und undifferenzierte Zelle. Auf Grund ihrer
GroBe ist es sehr einfach an ihr Manipulationen, wie z.B. Mikroinjektionen (Gurdon et al.,
1971) vorzunehmen oder Methoden wie die ,,Zwei Elektroden Spannungsklemme® an ihr
durchzufithren und die Aufnahme von radioaktiven Substanzen zu erproben. Die Eigenschaft
posttranskriptionale Modifikationen an Proteinen durchzufiihren (Lane, 1983), welche im
Gegensatz zur Proteinbiosynthese von Bakterien steht, macht sie zu einem wichtigen
Instrument zur Erforschung von Membranproteinen. Neben ihrer Grofe hat die Xenopus
laevis Oozyte noch den Vorteil unter nicht sterilen Bedingungen kultiviert werden zu konnen,

was eine Verringerung an Materialkosten und eine grof3e zeitliche Ersparnis bedeutet.

2.4.2 Oozyten Kulturmedien

Um dem Oozyten Ringer (ORi), von Verunreinigungen moglichst frei zu halten, wurde der
Millipor Ionen Austausch Anlage, welche die Leitfidhigkeit des benutzten Wassers auf
weniger als 0.005 pS verringerte, ein Mikrofilter nachgeschaltet (Firma Blendel), der
eventuelle bakterielle Verunreinigungen, die innerhalb des Austauschsystems vorhanden sein
konnten, eliminierte. Dieser Bakterienfilter wurde in zweiwochentlichem Rhythmus
autoklaviert. Der 10fach ORi wurde stets autoklaviert. Um jegliche Kontamination durch
Organismen zu verhindern, wurde der verdiinnte 1fach ORi erneut autoklaviert. Um die
Stabilitit und Funktionalitit des benutzten Antibiotikums zu gewihrleisten, wurde dieses erst
nach dem Autoklavieren unmittelbar vor der Benutzung dem ORi zugefiigt. Da Antibiotika in
Losung recht schnell ihre Wirkung verlieren (Lindl und Bauer, 1987), wurden die benutzten
Kulturlosungen spétestens nach einer Woche frisch angesetzt. Wihrend der Durchfiihrung der
Experimente wurde antibiotikumfreier ORi benutzt. Standardmifig hatte der ORi pH 7.4. Bei
den Versuchen mit dem rOCT2 Klon und dessen Interaktion mit Chinin wurden zusitzlich

ORi-Losungen mit den pH-Werten 6.0 und 8.5 benutzt.
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NaCl KCl CaCl, MgCl, MOPS

ORi 100 3 2 1 5

Ca**-freier ORi 100 3 . 1 5

GentORi wurde zusitzlich mit 50 mg/l Gentamycin,

KulORi mit 20 mg/1 Penicillin und 25 mg/l Streptomycin versetzt.

Haltung der Xenopus laevis Kroten

Es wurden weibliche Xenopus laevis Kroten von Kihler, Hamburg, Nasco, Fort
Atkinson,USA und African Xenopus Fascillity, Knysna, Siidafrika, bezogen. Sie besallen eine
durchschnittliche Korperldnge von 10-15 cm. Die Frosche wurden zu maximal 15 in 150 Liter
Plastikwannen bei Temperaturen zwischen 18 und 20° C gehalten. Es bestand ein stindiger
Frischwasserzufluss. Als Versteck dienten diesen rein aquatisch lebenden Froschen lings
halbierte Tonrohren und Tonplatten, die in etwa 50 cm Wassertiefe am Grund der Plastiktanks
lagen. Die Frosche wurden regelmédBig 2 mal pro Woche mit vitaminversetzten
Rinderherzstiickchen gefiittert. Mittels einer Zeitschaltuhr und iiber den Becken befestigten 25

Watt Gliihbirnen wurde eine konstante Tageslédnge von 6.00 bis 18.00 Uhr vorgegeben.

Abb. 2: Xenopus laevis Weibchen
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2.4.3 Entnahme und Préparation der Oozyten

Die Eierstocke von Xenopus lavis-Weibchen sind paarig und bestehen aus bis zu 16
sackformigen Mesovarien, auch Loben genannt. Diese Loben werden vom #dufleren
Ovarienepithel begrenzt und konnen bis zu 30000 Oozyten unterschiedlichen
Entwicklungsstadiums enthalten (Dumont, 1972). Je nach Entwicklungsstand wird den
Oozyten ein Stadium von I bis VI zu geordnet, wobei I den geringsten und VI den hochsten
Entwicklungstand bedeutet (sieche unten). Nach einem zirka 1-2 cm langen Bauchschnitt
(Laparotomie) wurden unterhalb der Bauchmuskulatur die Oozyten sichtbar, die von einem
Follikelepithel, einer bindegewebigen Theka mit Fibroblasten und Blutkapillaren und dem
inneren Ovarienepithel umgeben waren.

Zur Betdubung wurde der Frosch in eine 0.2 %ige Tricainlosung getaucht. Das Tricain tritt
iiber die Haut in das Kreislaufsystem des Frosches ein. Es wurde gewartet bis der Frosch nicht
mehr auf Berithrung reagierte. AnschlieBend wurde das hautreizende Tricain mit flieBendem
Wasser von der Haut des Frosches entfernt. Der Frosch wurde zur Verldngerung der Narkose
auf Eis gelegt. Nachdem {iiberpriift wurde, dass der Schluckreflex ausgesetzt war, konnte die

Laparotomie beginnen.

2.4.3.1 Laparotomie

Die Laparotomie wurde im unteren Abdominalbereich durchgefiihrt. Die schleimige
Lederhaut wurde mit einem Zellstofftuch ergriffen und dann mit einer Pinzette festgehalten.
Anschlieend erfolgte der 1 bis 2 cm lange Schnitt mittels einer Schere parallel zur
Korperachse durch die Lederhaut, der die Bauchmuskelschicht, welche von einer
Muskelfaszie bedeckt war, freilegte. Die Faszie und die Muskelschicht wurden nun mit einer
Pinzette erfasst und ebenfalls auf einer Linge von 1-2 cm gedffnet. Sogleich kamen die
Mesovarien zum Vorschein, durch welche die Oozyten sehr gut zu erkennen waren. Die
Mesovarien konnten je nach Bedarf auf einer Seite ganz oder nur teilweise entnommen
werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass sie nicht direkt am Ovarialstamm abgeschnitten
wurden, damit eine Regeneration der Loben stattfinden und der Frosch nach einer gewissen
Zeit erneut operiert werden konnte. Durch die einseitige Laparotomie konnte der Frosch noch
vor der Beendigung der Regenerationszeit der operativ entfernten Mesovarien erneut operiert

werden.
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Die entnommenen Mesovarien wurden bis zur Weiterbehandlung in ORi eingelegt. Die
Wunde konnte nun geschlossen werden. Dazu wurde eine gebogene Wundnadel genutzt, in
deren Fadenhalter eine diinne, gezwirnte Seide eingespannt wurde. Die Wunde wurde
geschlossen, indem die Oberhaut zunéchst mit einer abgewinkelten Pinzette gefasst wurde. Da
die Oberhaut eine feste, lederige Eigenschaft hatte, musste die Pinzette nun als Widerlager
dienen. War die Penetration der Haut gelungen, wurde die Faszie und die Bauchmuskulatur
durchstochen. Auf der anderen Wundseite geschah dieser Vorgang in umgekehrter
Reihenfolge. In der Regel wurden 3 Stiche vorgenommen. Erst wenn der letzte Stich beendet
war, wurden die Nihte verknotet. Die Krote wurde dann in ein verdunkeltes Behiltnis
gesetzt, welches nur knapp so hoch mit Wasser, das 0.5 g/l Meersalz und eine Spatelspitze
Streptomycin pro 5 | enthielt, gefiillt war, dass die Nasenlocher nicht mit Wasser bedeckt
waren. Dadurch wurde gleichzeitig einer Austrocknung und einem Ertrinken der Kréte
vorgebeugt. Um einer Austrocknung des Riickens vorzubeugen, wurde das Tier bis zum
Erwachen regelmidBig mir Wasser betrdufelt. Nachdem das Tier erwacht war, was durch
kréftiges Strampeln der Extremitidten zu beobachten war, wurde der Eimer mit der obigen
Wasserlosung bis auf eine Hohe von etwa 20 cm gefiillt und der Frosch im Eimer belassen.
Am nichsten Tag konnte er in sein urspriingliches Becken zuriickgesetzt werden. Der

Wundschluss geschah in einem Zeitraum von 2 bis 3 Wochen.

2.4.3.2 Vereinzelung der Oozyten

Die entnommenen Mesovarien wurden mittels zweier Pinzetten in kleine Stiicke zerzupft,
anschlieBend in einem 50 ml Greiner Rohrchen mit ORi gewaschen bis die
oozytenumgebende Losung klar war. Das restliche Losung wurde abgeschiittet, die Oozyten in
eine frische Petrischale iiberfithrt. Die Petrischale wurde nun mit 10 ml GentOri, welches mit
1200 U Kollagenase versetzt war, befiillt. Die Oozyten wurden so iiber Nacht bei 16° C
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Oozyten zur Defollikulierung 5 min in Ca**-freiem ORi
gewaschen, anschliefend in eine neue Petrischale iiberfiihrt, welche mit GentORi gefiillt war.
Nun konnten gesund aussehende Oozyten des Stadiums V und VI selektiert werden. Zum
Auslesen der Oozyten wurde eine Glaspipette, zur Vergrolerung und Beleuchtung wurde ein

Zoom-Stereo-Priparationsmikroskop und eine 150 W  Kaltlichtleuchte genutzt.
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Abb. 3: Oozyten nach dem Kollagenaseverdau

2.4.3.3 Auswahl der Oozyten
Wie weiter oben kurz erwihnt, werden die Oozyten je nach Entwicklungsstadium in Klassen I
bis VI unterteilt. Es soll nur kurz auf die Merkmale zur Erkennung der unterschiedlichen

Klassen eingegangen werden :

Stadium I: 50-300 uM groBe Oozyte mit transparentem Zytoplasma und groflem, gut

erkennbarem Zellkern

Stadium II: 300-450 uM grole Oozyte, das Zytoplasma schimmert weiBlich; die

Vitellogenese, also Dotterbildung, beginnt

Stadium III: 450-600 uM groBe, dotterbildende Oozyte. Das Zytoplasma farbt sich
braunschwarz; der Protein-Lipid-Dotter ist homogen verteilt. Die Oozyte erscheint homogen

schwarzbraun
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Stadium IV: 600-1000 uM grofle, dotterbildende Oozyte. Die Polarisierung in animalen

(dunkel) und vegetativen Pol (hell) ist nun deutlich zu erkennen

Stadium V: 1000-1200 uM groBe, dotterbildende Oozyte. Der Zellkern befindet sich nun in
der animalen Hemisphire. Das Volumen der Zelle betrigt nun 0.9-1.2 pl. Im optimalen Fall
ist die Pigmentierung des animalen Pols braun bis schwarz und sehr homogen; optimales

Stadium zur Mikroinjektion von RNA

Abb. 4: Oozyten des Stadiums V

Stadium VI: 1200-1300 uM groBe, dotterhaltige Oozyte; im Bereich des Aquators bilden sich

Pigmentringe.

2.4.4 Mikroinjektion und Lagerung der Oozyten

Die ausgelesenen Oozyten des Stadiums V und VI wurden in eine weitere mit GentORi
gefiillte Petrischale iiberfiihrt, in der sich ein Bénkchen mit eingearbeitete Rillen befand.
Diese Rillen hatten in etwa den Durchmesser einer Oozyte und waren an einer Seite
abgeflacht, so dass die Injektionskapillare gut an die Oozyten herangefiihrt werden konnten.
Auf Grund des geringen Durchmessers der Rillen und der beidseitigen Eingrenzung durch
weitere Eizellen, rutschten die Oozyten beim Injizieren nicht weg. Die Glasinjektionskapillare

bestand aus Borosilikat (Hilgenberg, Malsfeld), hatte einen duleren Durchmesser von 1 mm
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und einen inneren von 0.5 mm. Die Glaskapillare wurde mit Hilfe der Gliihwendel eines
,,Kapillarpullers* in zwei sich extrem verjiingende Hilften gezogen. Die Enden waren nach
diesem Vorgang verschmolzen und mussten spéter aufgebrochen werden.

Diese Injektionskapillare wurde nun mit Mineraldl (Sigma 400-5 Heavy Weight Oil, mit einer
Dichte von 0.88 g/ml) befiillt und in eine Mikroinjektionspumpe der Firma Drummond
eingespannt. Um die zu injizierende RNA vor Aufkonzentrierung durch Verdunstung oder vor
Kontamination zu schiitzen, wurde diese unter einen sterilen Olfilm pipettiert. Die
verschmolzene Spitze der Injektionskapillare wurde mit einer feinen Pinzette aufgebrochen,
bestehende Luftblasen wurden ginzlich, das Ol wurde nur zum Teil ausgepumpt und das
gewiinschte Volumen der zu injizierenden RNA aufgesaugt.

Die Kapillare wurde rechtwinkelig auf die Oozyte gesetzt und dann 0.1 bis 0.2 mm unter die
Oozytenmembran gestochen. Es wurde immer ein Volumen von 50 nl, in dem 10 ng RNA
gelost war, injiziert, was in etwa 5 % des gesamten Oozytenvolumens ausmachte. Nach der
Injektion wurde die Kapillare fiir zirka 5 sek. in der Oozyte belassen, so dass es zu einem
Druckausgleich in der Oozyte kam und beim Herausziehen moglichst keine RNA verloren
ging. Da die Oozyten ja nach ,,Batch* nach der Injektion mehr oder weniger dotterten, wurden
sie im Anschluss kurz mit ORi gewaschen bevor sie endgiiltig in die sechs-“Well*-
Kulturschalen (nie mehr als 10 Oozyten pro ,,Well*) iiberfiihrt wurden.

Die Oozyten lagerten hier so mindestens zwei Tage bis zur ,,Tracerflux* Messung oder
mindestens drei Tage fiir die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme und zur
proteinbiochmischen Weiterverwendung. Degenerierte Oozyten wurden den Kulturschalen
entnommen und verworfen. Degenerierten mehr als 20 % innerhalb eines ,,Wells* wurde ein

Austausch der Kulturlésung vorgenommen.

2.4.5 Transportmessungen mit radioaktiv markierten Substraten (Tracerflux
Uptake)
Fiir die Messungen mit leicht radioaktiven Substraten (engl.: Tracer) sollten die Oozyten

mindesten 48 h inkubiert worden sein. Wie im Folgenden beschrieben, wurde dabei der

Transport der Tracer iiber die Membran in das Zytosol bestimmt.
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2.4.5.1 Bestimmung der Substrataufnahme

Die Polystyrolreaktionsgefifle, in denen die Transportmessung stattfand, mussten zuvor mit
einer trilben 2%igen Magermilchpulverlosung ausgespiilt werden. Die Proteine der
Magermilch blockten so die Seitenketten des Polystyrols und verhinderten die Adhésion der
Oozyten an den Winden oder am Boden des Gefifles. Die Reaktionsgefidfie wurden mit 190 pl
ORi (fiir Ansdtze ohne Inhibitor) bzw. 188 ul ORi (fiir Ansédtze mit Inhibitor) gefiillt.
Nachdem sie mit ORi gewaschen waren, wurden 8 bis 10 Oozyten in je ein Reaktionsgefif3
iiberfithrt. AnschlieBend wurde der Inhibitor in regelmifligen Abstinden zugefiigt und
mindestens 10 Minuten gewartet bis die Transportmessung durch das radioaktiv markierte
Substrat so gestartet wurde, dass bei allen Ansitzen die Vorinkubationszeit des Inhibitors
gleich war. Nach Schiitteln wurden aus den ReaktionsgefdBen 2 x 10 ul der radioaktiven
Losung zur genauen Bestimmung der Anzahl radioaktiver Zerfille entnommen. Die
Transportmessung fand bei 22° C statt und wurde entweder nach 30 oder 60 min (siehe
Beschreibungen zu den jeweiligen Versuchen und Abbildungen) mit eiskaltem ORi gestoppt.
Die Oozyten wurden zur Entfernung der nicht aufgenommenen Substrate viermal mit
eiskaltem ORi gewaschen und anschlieBend in Szintilationsgefdle vereinzelt. Damit die
aufgenommene Radioaktivitit gemessen werden konnte, wurden die Oozyten mittels 100 pl
einer 5 %igen SDS Losung 30 min auf dem Schiittler lysiert. AnschlieBend wurde in jedes
SzintilationsgefidBe 1 ml einer lumineszierenden Szintilationslosung (Lumasafe, Packard,
Dreieich) zugegeben und kriiftig gevortext. Im Anschluss wurden die Rohrchen in den
Szintilationszédhler Tricarb 1600 (Packard, Dreieich) gestellt, in welchem die Stirke der
Lumineszens gemessen wurde, die proportional zur Menge der radioaktiven Zerfille war.

Als Leerwert wurde eine lysierte Oozyte gewihlt, die nicht mit Radioaktivitidt in Beriihrung

gekommen war. Alle Proben wurden drei Minuten lang im Szintilationszéhler gemessen.

2.4.6 Die Zwei-Elektroden Spannungsklemme

Im wesentlichen besteht der Messplatz aus einem Voltage-Clamp-Verstirker (Warner OC
725A, Waner, New Haven), einer Messkammer, einer Kaltlichtquelle, einem
Superfusionssystem mit Absaugvorrichtung und einem Schreiber. Zuerst mussten die
Elektroden pripariert werden. Hierzu wurden Glaskapillaren aus Borosilikat mit
Mikrofilament (Durchmesser aulen: 1.2 mm, innen: 1 mm, Hilgenberg, Malsfeld) mit Hilfe

eines Elektrodenziehers aufgeschmolzen, so dass sich die Spitzen dieser Kapillaren extrem
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verjiingten. Um aus ihnen nun leitfihige Elektroden zu machen, wurden diese mit 3 M
Kaliumchlorid-Losung gefiillt. Die Elektroden mussten luftblasenfrei gefiillt werden, um ihre
Leitfdhigkeit zu gewihrleisten. Sollten doch Blasen vorhanden gewesen sein, hefteten diese
sich an das Mikrofilament und glitten nach leichten Erschiitterungen an die Oberfldche der
Elektrodenlosung. Die Elektroden wurden an einem Elektrodenhalter befestigt, der wiederum
von Mikromanipulatoren gehalten wurde. Die beiden Referenzelektroden wurden iiber eine
Agar-Kaliumchloridbriicke mit der Messkammer verbunden. Dies verringerte die
Empfindlichkeit gegeniiber elektrostatischen Storungen enorm und verhinderte das Auftreten
von Artefakten, die beim Wechseln der Superfusionslosungen entstehen konnen. Der
Widerstand der Elektroden wurde im Bad gemessen und sollte optimaler Weise zwischen 2
und 5 MQ betragen. Dies gewihrleistete, dass die Offnung der Kapillare nicht zu groB war, so
dass Kaliumchlorid-Losung austreten konnte, aber auch nicht zu klein war, so dass kein Strom
mehr registriert werden konnte.

Die zu messende Oozyte wurde nun in das mit ORi gefiillte Bad iberfithrt und die
Superfusion gestartet. Also néchstes wurden die Strom- und die Spannungselektrode an die
Oozyte gebracht. Hier wurde noch ein ,,Offset”- Abgleich durchgefiihrt, um Spannungsgefille
zwischen den Elektroden auszugleichen. Nun wurden die Elektroden gleichzeitig in die
Oozyte befordert. Der Schreiber wurde angestellt und das Membranpotenzial beobachtet. Eine
Stabilisierung des Membranpotenzials zeigte an, dass sich die Einstichstellen abgedichtet
hatten. Dies war das sogenannte Ruhepotenzial, welches sich je nach ,,Oozytenbatch*
zwischen -20 und —60 mV befand. Dann wurde das Membranpotenzial auf

-50 mV geklemmt.

Die substratinduzierten Strome wurden von dem Verstdrker erfasst und amplifiziert, an den
Schreiber weitergeleitet. Aulerdem wurde ein ,,Low-pass“-Filter zwischen Verstirker und
Schreiber  geschaltet, um vor allem die storenden 50 Hz ,Steckdosen-
Wechselstromschwingungen® auszufiltern. Im folgenden wurde auf dem Schreiber der Strom
registriert, der benotigt wurde, um das Potenzial stabil auf —50 mV zu halten. Durch acht
verschiedene Schlduche konnten der Oozyte nun mit einer Superfusionsgeschwindigkeit von 1
ml/min unterschiedliche Losungen zugefiihrt werden. Der Fliissigkeitsspiegel wurde durch

eine Absaugvorrichtung konstant gehalten.
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2.4.7 Datenauswertung

2.4.7.1 Bestimmung der Substrataufnahme

Es wurden die Zerfille pro Oozyte gemessen, dabei wurden durch Einsatz eines OCT-
spezifischen Inhibitors (100 uM Cyanin863 oder 100 uM Chinin) in einem weiteren Ansatz
mit ansonsten gleichen Bedingungen, durch Subtraktion die durch OCTs verursachten
Transportmengen errechnet. Aus den entnommenen Proben bei den ,,Tracerflux* Messungen
(2 x 10 pl) wurde die gesamte Menge an Radioaktivitdt im 200 ul Ansatz berechnet. Bei
Einzelversuchen wurde stets der Median berechnet. Zusitzlich wurde der Standardfehler
angegeben. Durch Einbeziehung der zugefiigten Molmenge an Substrat und der Zeit konnte
iiber einfachen Dreisatz die Transportrate bestimmt werden, welche stets die Einheit pmol x

Oozyte”! x Zeiteinheit" besaB.

Zerfille pro Oozyte [DPM ]
Zerfdlle im Ansatz [DPM ]

X Substratmenge im Ansatz [ pmol]

Da die Versuche stets wiederholt wurden, konnte der Mittelwert aus den Wiederholungen
berechnet und mit seinem Standardfehler angegeben werden. Die genauen Durchfiihrungen

der Experimente werden jeweils unter den Abbildungen erléutert.

24.7.2 Ky- und Vyx Bestimmung

Zur Berechnung dieser Werte wurden Verdiinnungsreihen angelegt. Die Menge an
zugegebener Radioaktivitit wurde bei allen Konzentrationen moglichst konstant pipettiert.
Die Zeitraum der Messungen zur Bestimmung der Ky- und V,-Werte betrug immer 30 min.
Die Erhaltenen Daten wurden mit dem Programm Prism (Graphpad, San Diego, USA) nach

Michaelis Menten unter Annahme einer einzelnen Bindungsstelle angepasst.

V= Vi XS]
k, +[S]

V = Transportrate, Vyax = maximale Transportrate, ky; = Michaelis-Menten Konstante,

S = Substratkonzentration
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2.4.7.3 1ICsy-Wert Bestimmung

Die Bestimmung des ICso-Wertes geschah durch Zugabe des radioaktiven Substrats, entweder
["*C]TEA oder [PHJMPP, und des entsprechenden nicht radioaktivmarkiertem Hemmstoff.
Die Inhibitionskurve wurde immer halblogarithmisch dargestellt, um Unterschiede deutlich
sichtbar zu machen. Zur Berechnung der zur halbmaximalen Hemmung benétigten
Hemmstoffkonzentration wurde die Hillgleichung benutzt, da die Transporthemmung der
polyspezifischen organischen Kationentransporter komplexer Gesetze folgte. Die Anpassung

der Regressionskurve geschah mit dem Programm ,,Figure P*.

2.4.8 Statistik

Zur Signifikanzberechnung wurde der ungepaarte Students t-Test verwendet. Fiir signifikante
Unterschiede wurden eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %  angenommen.

Irrtumswahrscheinlichkeiten unterhalb von 1 % sind in den Legenden vermerkt.



Ergebnisse 36

3 Ergebnisse

3.1 Helikale Réder aller 12 hypothetischen TMDs von rOCT1

Transmembrandominen haben bei Transportern sehr wichtige Funktionen, da sie den Weg
bilden, durch den Substrate durch die Membranen gelangen und die Bindungstellen bzw. —
taschen stellen konnen, iiber die Transporter mit ihren Substraten interagieren. Den
Mitgliedern der SLC22-Familie werden 12 solcher Transmembrandomiinen vorausgesagt. Uns
hat nun interessiert, welchen Grad der Konservierung diese 12 Doménen besitzen und wie die

konservierten Aminosduren innerhalb der jeweiligen Doméne verteilt sind. Hierzu haben wir

Abb. 5: Helical Wheels der 12 hypothetischen TMDs von rOCT1; Innerhalb der OCT oder

OCT und OCTN Familien konservierte Aminosduren sind gelb unterlegt.
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die Moglichkeit der Darstellung der Transmembrandoménen als helikale Ridder (engl.: Helical
Wheels) genutzt, bei denen die in der vorausgesagten o-Helix untereinanderliegenden
Aminosduren je nach Abstand nebeneinanderliegend dargestellt werden (Abb. 5). Es wurden
Aminosiduren markiert, die nur in OCTs oder aber in OCTs und OCTNs vorkamen.

Es ist hier deutlich ersichtlich, dass es eine Akkumulation der OCT- oder OCT und OCTN-
spezifischen Aminosduren auf einer Seite in Transmembrandomine IV gibt. Sie soll in
Kapitel 3.2 nun niher betrachtet werden (eine genauere Erklidrung zu den ,,Helical Wheels*

erfolgt in der Diskussion in Kapitel 4.1.1.).

3.2 Die 4. Transmembrandomine

Abb. 6 zeigt das ,,Helical Wheel* der Transmembrandoméne IV mit der Nummerierung der
Aminosduren, wie sie in ihrer Reihenfolge im Protein vorkommen. Die nach dem Oben
erkldrten Schema konservierten Aminosduren sind gelb markiert. Das Glutamat an der

Position 227 ist nicht fiir die OCTs spezifisch, es ist jedoch in allen Familien der OCTs,

Abb. 6: Die vierte Transmembrandomdne von rOCT1; links: im , Helical Wheel*; rechts:
wahrscheinliche Lage in der Membran; gelb: OCT oder OCT und OCTN-spezifische

Aminosduren, rot: durch alle Familien der OCTs und OATs konservierte Aminosdciure
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OCTNSs und OATSs konserviert und wurde deswegen in die Untersuchungen mit einbezogen.

An diesen Positionen wurden zum Teil mehrere Mutationen durchgefithrt und zwar:

native Aminosiure mit Position  substituierte Aminosaure(n)

Lysin@ 215 Glutamin, Argininea
Tryptophan® 218 Phenylalanin®, Leucin, Tyrosi
Tyrosin® 222 Phenylalanin®, Leucin
Threonin 226 Alanin

Glutamate 227 Aspartate, Glutamin
Valin 229 Leucin

Tabelle 9: Durchgefiihrte Aminosduresubstitutionen. Positiv geladene Aminosduren sind

durch @, negative durch ®und aromatische Aminoscuren durch * gekennzeichnet.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird hédufig der ,,Ein-Buchstaben-Code* der Aminoséduren
verwendet. In Kapitel 7.6 des Anhangs findet sich eine Tabelle, in welcher den Aminoséuren

der Ein-Buchstaben-Code zugeordent ist.

3.2.1 Anderung der Substratselektivitiit bei Mutanten

Um Sperzifititsinderungen aufzudecken wurden diese Mutanten einem ,,Substratscreen®
unterzogen. Die Aufnahmen vier verschiedener Substrate wurden bei Konzentrationen,
welche zirka 10fach unterhalb des ky-Werts des Wildtyps lagen, miteinander im selben
,»Oozytenbatch® (s.u.) verglichen. Signifikante Unterschiede wurden sowohl auf der 5 % als
auch auf dem 1 % Niveau gesucht. Als Substrate wurden folgende radioaktive Substanzen in
den genannten Konzentrationen gewihlt: Tetraecthylammonium (TEA, 10 uM), N-Methyl-
Phenyl-Pyridinium (MPP, 0.5uM), Guanidin (200uM) und Serotonin (2.5uM). Die Aktivitét
des Wildtypproteins und der Mutanten schwankte zwischen den Versuchserien, was mit dem
unterschiedlich starkem Expressionsvermdgen der verschiedenen ,,Oozytenbatches*
zusammenhing. Es wurden mehrere ,.Batches bendtigt, um die Ergebnisse statistisch
abzusichern. Ein ,Batch® ist die Menge aller Oozyten, die von einem Tier bei einer

Laparotomie entnommen wird. Um die Daten miteinander vergleichbar zu machen, wurden
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zwei Darstellungen gewihlt, eine tabellarische und eine graphische Darstellung. In der
tabellarischen Darstellung wurden die ermittelten Absolutwerte der Mutanten im Vergleich zu
den Wildtyp-Absolutwerten gesetzt. Mit dieser Darstellung ist es iibersichtlich méglich,
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante aufzuzeigen (siche Anhang, Kapitel
7.2). Die graphische Darstellung in Abb. 7 zeigt die Substrataufnahme der Mutanten relativ
zur Substrataufnahme des Wildtyps (Wildtypaufnahme = 100%). Das Hauptaugenmerk soll
hier auf evtl. Unterschieden in der relativen Substrataufnahmen innerhalb der Mutanten
liegen. Es kann somit gut diskriminiert werden, ob eine Muntante verdnderte

Transporteigenschaften beziiglich eines oder mehrer Substrate aufweist.

3.2.1.1 K215

Die Mutanten des Lysins an der Position 2/5 (Arginin und Glutamin) zeigten im Vergleich
zum Wildtyp einen signifikant verringerten Transport. Im Vergleich zu den wasserinjizierten
Oozyten war der Transport der Mutanten von K215 nicht grofler, so dass diese als nicht
funktionierend eingestuft wurden. Es zeigt sich, dass an dieser Position nicht allein die

Ladung der Aminoséure von relevanter Rolle fiir die Funktion von rOCTT1 ist.

3.2.1.2 W218

Die Mutante W2I8F zeigte eine 3.8 fach erniedrigte Aufnahmerate fiir TEA, fiir Guanidin
eine 2fach erniedrigte, keine Anderung der relativen Substrataufname fiir MPP und eine 2fach
erniedrigte Aufnahmerate fiir Serotonin. Zwischen den Substraten konnte ein signifikanter
Unterschied jedoch nur zwischen TEA und MPP festgestellt werden. Nur bei TEA war die
absolute Aufnahmerate signifikant verschieden zum Wildtyp. Auffillig ist, dass die MPP

Aufnahme im Gegensatz zu den anderen Substraten durch die Mutation unbetroffen erscheint.

Die Aufnahmeraten der Mutante W2/8Y waren bis auf MPP fiir alle Substrate in Bezug zum
Wildtyp signifikant erniedrigt: fir TEA 3.7fach, 4.9fach fiir Guanidin und 7.5fach fiir

Serotonin.
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Abb. 7: Anderung der Substratselektivitit durch Mutationen. Transportmessung mit
verschiedenen [*C]- oder [PH]-markierten Substanzen. X. laevis Oozyten wurden mit Wasser
oder 10 ng rOCTI-cRNA injiziert. Nach 2-3 Tagen wurde die Aufnahme der Substrate iiber
einen Zeitraum von 30 min in die Oozyten gemessen. Es handelt sich hier um den durch 100
UM Chinin hemmbaren Anteil. Die Daten reprisentieren Mittelwerte mit Standardfehler aus
2-4 Versuchen;, * = Signifikanzniveau 5 %, ** = Signifikanzniveau 1 %; rotmarkierte

Signifikanzbalken: von allen Substraten am hdufigsten zu einander signifikant verschieden
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anderen  Substraten signifkant unterschiedlich. Ausserdem zeigte sich noch eine

signifikanter Unterschied in der relativen Aufnahme zwischen TEA und Serotonin.

W2I8L war die einzige Mutante an dieser Position, bei der eine aromatische Aminosiure
gegen eine nicht aromatische Aminosdure ausgetauscht wurde. Im Bezug zum Wildtyp
wurden bei dieser Mutante alle Substrate signifikant unterschiedlich aufgenommen. Hier
waren die Aufnahmeraten dieser Substrate stark reduziert. Fiir TEA war der Transport mit
einem Faktor von 58 sehr stark reduziert und zu Guanidin, MPP und Serotonin signifikant
unterschiedlich. Die Guanidinaufnahme war um einen Faktor von 18.4 reduziert, es ist
wiederum auffillig, dass die MPP Aufnahme von der Mutation am geringsten betroffen (nur
um Faktor 4.2 verringert) und wie im Falle von W2/8Y zu allen anderen Substraten signifikant
unterschiedlich war. Die Serotoninaufnahme verringerte sich um einen Faktor von 16.6 in

Bezug zum Wildtyp (Abb. 7 oben).

Die MPP Aufnahme zeigt bei allen Mutanten von W218 die geringsten Anderungen. TEA die
stirksten. Dieses unterschiedliche Verhalten der mutierten Transporter zu den Substraten ist

ein Hinweis auf eine eine komplexere Bindungstasche im rOCT1 Protein.

3213 Y222
Die Mutante Y222F zeigte bei keinen der Substrate signifikante Unterschiede der
Aufnahmeraten (Abb. 7 unten).

Bei der Mutante Y222L wurde eine aromatische Aminosdure gegen eine nicht-aromatische
ausgetauscht. Dies resultierte in einem insgesamt verminderten Transport bei allen Substraten.
TEA wurde um einen Faktor 3.5, Guanidin um einen Faktor 5.9, MPP um einen Faktor 2.5
und Serotonin um einen Faktor 6.5 verringert. Alle Substrate wurden im Bezug zum Wildtyp
signifikant weniger gut transportiert. Erneut hatte MPP die hochste relative Transportrate von
allen und war zu allen andere Substraten bis auf das Guanidin signifikant unterschiedlich

(Abb. 7 unten).
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3.2.14 T226

An der Position 226 wurde ein Threonin durch ein Alanin ersetzt. Im Gegensatz zu den vorher
betrachteten Mutanten wird das MPP relativ zum Wildtyp nicht deutlich verdndert
transportiert als das TEA und das Serotonin. Diese drei Substrate waren weder signifikant
unterschiedlich zum Wildtyp noch zu einander. Relativ zum Wildtyp signifikant geringer
transportiert wurde das Guanidin (Verringerung der Transportrate um das 3.3fache). Guanidin
ist hier signifikant unterschiedlich zu TEA, MPP und Serotonin. Ausserdem finden sich
signifikante Unterschiede im Vergleich von TEA zu MPP (Abb. 7 unten). Durch die
Substitution des Threonins durch das Alanin, wurde eine Hydroxygruppe enfernt. Die
fehlende Interaktion zwischen der Hydroxygruppe des Threonins 226 und dem Guanidin

konnte der Grund fiir den schlechteren Transports des Guanindins bei der Mutante sein.

3.2.1.5 V229

An der Position 229 wurde Valin gegen Leucin ausgetauscht, was in sehr stark verringerten
Transportraten resultierte. Im Vergleich zu den wasserinjizierten Oozyten war der Transport
der Mutanten von V229L nicht signifikant groBer, so dass diese Mutante als nicht
funktionierend eingestuft wurde. Wie bei den Mutanten der Position 275 hat auch hier nur

eine kleine Verdnderung der Aminosiurestruktur einen maximalen inhibierenden Effekt.

3.2.1.6 E227

Auch die Mutanten der Position 227, an der das negative Glutamat gegen das ebenfalls
negative Aspartat und das neutrale Glutamin ausgetauscht wurde, zeigten keinen Transport,
der sich signifikant von den wasserinjizierten Qozyten unterschied. Wie bei den Mutanten der
Position 215 und 229 erzeugt eine minimale strukturelle Anderung an der Aminosiure dieser
Position eine maximale Inhibierung des Transports aller vier rOCT1 Substrate. Dies
unterstreicht die funktionelle Wichtigkeit der Aminosduren an dieser Position. Die Frage, ob
der Funktionsverlust auf einem verminderten in die Oozytenmembran oder aber auf ein nicht

funktionsfihiges Protein in der Membran zuriickzufiihren ist, wird in Kapitel 3.2.7 erortert.
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3.2.2 Michaelis-Menten Konstanten

Im vorherigen Kapitel wurden einige Mutanten beschrieben, die eine zum Teil stark
erniedrigte Transportrate aufwiesen (z.B. W218L). Eine Ursache fiir eine erniedrigte
Transportrate bei geringen Konzentrationen kann eine verringerte maximale Transportrate
sein, z.B. ausgelost durch eine geringere Anzahl an Transportproteinen in der Membran. Eine

weitere Ursache konnte eine weniger feste Bindung des Substrats zum Transporter sein, was
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Abb. 8: Mutanten der 4. TMD zeigen unterschiedliche Anderungen der Substrataffinitit.
Mittelwerte aus 3-4 Versuchen. * = Signifikant unterschiedlich zum Wildtyp ky
(Signifikanzniveau = 5 %), ** = Signifikant unterschiedlich zum Wildtyp ky
(Signifikanzniveau = 1 %). Methodik siehe Abb. 7.

Erniedrigung der Affinitit zeigt. Ein Mal fiir die Affinitit ist die Michaelis-Menten
Konstante. Um die funtionsfihingen transportierenden Mutanten auf verdnderte
Transporteigenschaften wie Michaelis-Menten-Konstante (ky) und gleichzeitig fiir maximale

Transportrate (Vyax) Zu untersuchen, wurden diejenigen zwei Substrate ausgewihlt, welche
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in Kapitel 3.2.1 die hdufigsten signifikanten Unterschiede in ihrem Transport zu einander
aufwiesen. TEA und MPP waren bei fiinf Mutanten (W2I8F, Y, L; Y222L und T226A)
signifikant unterschiedlich zu einander und wurden in substratkonzentrationsabhingigen
Transportexperimenten auf veridnderte Aufnahmeeigenschaften untersucht. Abb. 8 zeigt die
km-Werte in Prozentangaben relativ zum Wildtyp. In Tabelle 10 sind die im Bezug zum
Wildtyp relativen und die absoluten Michaelis-Menten-Konstanten gezeigt. Wird der ky-Wert
fiir den Wildtyp aus den Daten der Tabelle Tabelle 10 errechnet, werden Schwankungen
zwischen den einzelnen Mefreihen deutlich. Die Schwankungen sind wie schon in Kapitel
3.2.1 beschrieben vom benutzten ,,Oozytenbatch* abhiingig. Der Mittelwert der ky-Werte lag
bei 71 +9 uM fiir TEA und 4.8 + 0.6 uM fiir MPP.

kM kM

[% vom WT ky] [% vom WT ky]
41+4.6 799 £9.0 3.2x0. 103.0£ 10
344 + 47.7%* 820.0 £ 113 ** 61 113.8 £ 31
30.3 £ 4% 419+ 5.5% . 2% 28.0 £ 1%
38 £5.8%* 2909 £ 5% 3.8t 1. 95.0£25

473+ * 35.5 £ 5% 210.4% 26.7+ 8.9%

67.7+£7.2 5406 3. T 37.6+t 8.2%

Tabelle 10: relative und absolute Michaelis-Menten-Konstanten der Mutanten. n = 3-4;
* = signifikant unterschiedlich zum Wildtyp V... (Signifikanzniveau = 5 %); ** = signifikant
unterschiedlich zum Wildtyp Vyay (Signifikanzniveau = 1 %); die Einheit der Transportraten
betrdgt pmol x 30 min’’ XOozyte'] . Methodik siehe Abb. 7

w218
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Wurde an Position 2/8 das aromatische Tryptophan gegen das aromatische Phenylalanin
ausgetauscht, so ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen der Affinitédten relativ zum
Wildtyp (WT).

Bei den Versuchen in denen das Tryptophan an dieser Stelle gegen das nicht aromatische
Leucin ausgetauscht wurde, zeigte die Mutante eine dramatisch verringerte Affinitét um einen
Faktor 8.2 zum TEA (Signifikanzniveau 1%). Es wurde jedoch keine signifikante Anderung
der MPP Affinitit beobachtet.

Wurde an dieser Stelle das Tryptophan gegen eine andere aromatische Aminosédure und zwar
gegen das Tyrosin ausgetauscht, zeigte sich nun bei beiden Substraten eine signifikante
Verinderung in der Affinitit (Signifikanzniveau =35 %). Fiir TEA war die Affinitit um einen
Faktor 2.4 und fiir MPP um einen Faktor 3.5 erhoht.

Die durch die Aminosiduresubstitutionen verursachten Anderungen lassen vermuten, dass fiir
eine ,,normale* TEA Affinitit eine aromatische Aminosidure an Position 218 vorhanden sein
mub. Die Hydroxylgruppe des Tyrosins verursacht eine Erhohung der Affinitéten fiir TEA und
MPP. Fehlt die Hydroxylgruppe Gruppe lassen sich keine signifikanten Affinititséinderungen

in Bezug zum Wildtyp erkennen.

Y222

Die Mutante Y222F zeigte nur in der Affinitét fiir TEA eine signifikante Veridnderung. Die
Affinitét stieg um eine Faktor 3.3 blieb aber im Falle von MPP fast unverindert.

Wurde an dieser Stelle das Tyrosin gegen das nicht aromatische Leucin ausgetauscht so
konnte beobachtet werden, dass fiir TEA die Affinitit um einen Faktor 2.8 und fiir MPP um
einen Faktor 3.8 stieg. Fiir eine hohe Affinitéit beider Substrate muf} an der Position 222 keine
aromatische Aminosdure vorhanden sein. Jedoch zeigen die verinderten Affinititskonstanten

deutlich an, dass die Position 222 an rOCT1 von groBer funktioneller Relevanz ist.

T226
Bei der Mutante T226A zeigte sich sich keine signifikante Anderung in der Affinitt fiir TEA.
Im Gegensatz dazu war fiir MPP die Michaelis-Menten-Konstante im Vergleich zum Wildtyp

um den Faktor 2.5 auf dem 5 % Niveau signifikant unterschiedlich erhoht.
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3.2.3 Maximale Transportraten

Tabelle 11 zeigt die absoluten und relativen maximalen Transportraten der sechs deutlich
transportierenden Mutanten. Wird der Bezug zur Affintit der jeweiligen Mutante bzw.
Substrats hergestellt, kann diskutiert werden, ob die verinderten Transportraten auf einen
verdnderten Einbau der Transporter in die Membran, durch eine verinderte Substrataffinitit

oder durch verinderte Transporteigenschaften verursacht werden.

Mutante Vmax Vmax Vmax Vmax

[pmoleozytc"x3()min"] [%ovom WT Vyax] [pm()lx()()zylc"x3()min"] [%ovom WT Vyax]

35.5+3.3% 428+ 4% . 98.5+174

8.9 £2.2%%* 9.6 +2.4%% 1 £0.7%* 17.5 £ 2%%*

21.7+£1.4% 20.6 £1.3* 28.1 £1.6%
48.7+11.3* 35.6 £ 8.3* 19.7 £ 6.6* 62.1 £20.8%
253 £ 11.7%* 8.7 £1.6%* 3+£0.3%*

99 £ 29.2% 47.5 £ 14% 28.5 £8.1% 46.4 £1 3.2%

Tabelle 11: absolute und relative maximale Transportraten gut transportierender
Mutanten; n = 3-4; * = signifikant unterschiedlich zum Wildtyp V.. (Signifikanzniveau = 5
%), ** = signifikant unterschiedlich zum Wildtyp V.. (Signifikanzniveau = 1 %), die Einheit

der Transportraten betriigt pmol x 30 min” x Oozyte”. Methodik siehe Abb. 7

W218

Die Mutante W2I8F zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine signifikante Erniedrigung der
maximalen Transportrate beim TEA um einen Faktor von 2.3. Ein Blick auf die ky-Werte
zeigte keine Verdnderung. Die maximale MPP-Aufnahme scheint genau wie die Michaelis-

Menten-Konstante bei einem Austausch gegen ein Phenylalanin génzlich unbetroffen zu sein.

Die Mutante W218L zeigt hingegen einen deutlich erniedrigten Transport fiir TEA; gegeniiber

dem Wildtyp nahm dieser um einen Faktor 11.2 ab. Die Affinitit wurde um einen Faktor 8.2
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verringert. Hier wird deutlich, dal die verringerte Transportrate mit einer verringerten
Affinitidt einhergeht und nicht nur auf eine eventuell geringere Menge an Transportern in der
Oozytenmembran zuriickzufithren ist sondern auch auf eine geringere Affinitit des
Transporters zum Substrat. Der Transport von MPP war ebenfalls stark erniedrigt, jedoch nur

um einen Faktor 5.7, der ky-Wert war nicht signifikant betroffen.

Auch die Mutante W218Y zeigte eine signifikante Erniedrigung der Transportraten fiir beide
Substrate und zwar fiir TEA um das 4.6fache und fiir MPP um das 3.5fache. Die Affinititen
wurden fiir beide Substrate erhoht; fir TEA um einen Faktor von 2.4 und fiir MPP etwas

stiarker, um einen Faktor von 3.5.

Y222

Eine signifikante Erniedrigung der Transportraten zeigte sich bei der Mutante Y222F sowohl
fir TEA um einem Faktor von 2.8, als auch fiir MPP um einem Faktor von nur 1.6. Die
Affinitdt fiir TEA war um einen Faktor von 3.3 erhoht, fir MPP blieb sie jedoch nahezu
unverédndert.

Die Mutante Y222L zeigte fiir beide Substrate eine deutlich signifikante Erniedrigung der
maximalen Transportrate und zwar um den Faktor 11.5 fiir TEA und um den Faktor 11 fiir

MPP. Die Affinititen waren um einen Faktor 2.8 (TEA) und 3.8 (MPP) verringert.

T226A
Die letzte Mutante, T226A, zeigte fiir TEA eine 2.l1fache und fir MPP eine 2.4fache

Erniedrigung der Vyx Werte. Die ky-Werte sanken um das 1.9fache fiir TEA und signifikant
um das 2.5fache fiir MPP.

Es fiel auch hier auf, dass bei den Austauschen an den aromatischen Aminosiduren die Viygax-
Werte in geringerem Mal3e bei MPP veréndert waren als es fiir TEA der Fall war. Das gleiche
konnte auch schon bei den Affinititen beobachtet werden. Diese Daten sprechen fiir eine
Beiteiligung der aromatischen Aminosduren an der Bindung und am Transport von TEA.

Diese Beteiligung scheint fiir den TEA Transport stérker als fiir den MPP-Transport zu sein.
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3.2.4 1Cs-Werte

Die ky-Werte fiir TEA und MPP waren unterschiedlich betroffen, wenn W218 durch Tyrosin
oder Leucin ersetzt wurde. Um herauszufinden, ob MPP bei den verschiedenen Mutanten
durch TEA verdringt werden kann, untersuchten wir, ob der durch die Inhibition der MPP

Aufnahme mit TEA erhaltene ICso mit dem TEA Ky-Wert tibereinstimmt.

1.254

1.004

0.75+

0.50+

0.25+

0.00+

[ THJMPP normalisierte Aufnahmerate

-0.25 T T T T T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1

log TEA Konzentration [M]

Abb. 9: TEA Hemmung der Aufnahme von 0.5 uM [PHIMPP. Die Aufnahme von 0.5 uM
[PH]MPP wurde durch unterschiedliche Konzentrationen von TEA inhibiert. Die Oozyten
wurden nach Injektion der entsprechenden cRNA 2-3 Tage inkubiert und im Anschluss 30 min
in 0.5 uM [ SHIMPP in Ab- oder Anwesenheit verschiedener TEA-Konzentrationen inkubiert,
Die Anpassung der Kurven wurde nach Hill vorgenommen (n = 3).* bzw.** = signifikant

unterschiedlich zum Wildtyp (5% bzw. 1% Signifikanzniveau)
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Da die gewihlte MPP Konzentration 10fach unterhalb dessen ky-Wert liegt entspricht der
ICs0-Wert dem k;-Wert unabhingig davon, ob die Form der Kompetition kompetitiv oder
nicht-kompetitiv sein sollte.

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Experimenten zeigt der ICso-Wert der Mutante
W218F mit 93 + 29 uM keine signifikante Anderung zum Wildtyp, der einen ICso-Wert von
122 £ 26 uM hatte. Die Mutante W218L zeigte mit 854 + 74 uM bei einem Signifikanzniveau
von 1 % eine 7fache Verringerung der Affinitét bei einer Substratkonzentration von 0.5 um
fir MPP. Hingegen zeigte die Mutante W2/8Y wie erwartet eine Erhohung der Affinitit fiir
TEA gegeniiber dem Wildtyp. Der ICsy war hier auf 38 = 5 uM um einen Faktor 3.2
signifikant (Signifikanzniveau 5%) erniedrigt.

Die Daten weisen darauf hin, dass W28 Teil einer gemeinsamen Substratbindedomine fiir

TEA und MPP ist.

Weiterhin wurde zunichst stichprobenartig nach Verénderungen der ICso-Werte verschiedener
Inhibitoren bei den deutlich transportierenden Mutanten gesucht (Tabelle 12). Dabei wurde
bei der Mutante Y222F im ersten Versuch eine deutliche Affinitidtserhohung fiir die
Inhibierung des TEA Transports durch TPeA beobachtet, dem durch weitere Versuche
nachgegangen wurde. Um sie mit der Mutante Y222L vergleichbar zu machen wurde diese
ebenfalls hdufiger gemessen. So ergaben sich bei einem Versuchsumfang von n = 3 gegeniiber
dem Wildtyp fiir die Mutante Y222F eine signifikante Erhohung der Affinitit um einen Faktor
von 20 fiir die Inhibierung des TEA Transports durch TPeA (Abb. 10). Der Austausch des
Tyrosins an der Position 222 gegen das nicht aromatische Leucin liefl die Affinitdt um einen
Faktor 2.2 beziiglich des Wildtyps sinken. Bei beiden Mutanten liel die Hemmung durch
Cyanin863 nach einem Versuch nicht auf eine Verschiebung oder eine deutliche Verénderung
der ICso-Werte schlielen, da entweder wie im Falle von Y222F keine deutliche Anderung zu
erkennen war oder wie im Falle von Y222L der Fehler 92 % des gemessenen Medians
ausmachte. Im Falle von T226A wies der Vorversuch auf eine signifikante Anderung des ICs,-
Werts hin. Die Affinitit stieg fiir den TPeA inhibierten TEA Transport, war jedoch nicht
signifikant unterschiedlich zum Wildtyp.

Die Mutanten des Tryptophans an der Position 278 zeigten nach den Vorversuchen keine
nennenswerten Verschiebungen der Inhibitor-Affinititen. Im Falle der Mutante W2I8L
konnten auf Grund der geringen Transportraten keine auswertbaren Daten erhalten werden. Im

Falle der Mutante W278Y wurden noch die Inhibitoren Corticosteron und Guanidin iiberpriift,
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jedoch zeigten die ersten Versuche keinen Hinweis auf eine deutliche Verschiebung der

Hemmungseigenschaften.

Substrat TEA
Wildtyp ICs, Mutanten 1C;,
Inhibitor TPeA Cyanin TPeA Cyanin
Messung 1C5 % WT 1Cs % WT
mit Mutante ) )
0.6 42.9 3.5 94.5
W218F 1.4+£0.3 3.7+ 0.8 + T+ + *
0.3 214 0.7 18.9
W218L 1.4+0.3 3.7+ 0.8 - - - -
0.9 64.2 33 89.2
W218Y 1.4+0.3 37+ 038 + xt + xt
0.1 7 0.5 13.5
0.05% 54 0.13 81.3
Y222F 1+0.2° 0.16£0.03 + + + +
0.02% 2% 0.02 12.5
22 220 ¢ 0.63 393.7
Y222L 1+0.2" 0.16 +0.03 + & + +
062 60 0.58 362.5
0.4 40° 0.71 443
T226A 1+02% 0.16 £ 0.03 + + + +
0.03 3 0.13 81
Substrat TEA
Inhibitor | Cortocosteron Guanidin Corticosteron Guanidin
Messung 1C5 % WT 1C5 % WT
mit Mutante i i
290 271 3787 208
W218Y 107+ 17.4 1821 £ 376 + * + *
202 189 331 18.1

Tabelle 12: ICsy verschiedener Inhibitoren der [14C]TEA Aufnahme. Unterschiedliche
Inhibitoren hemmten in mehreren Konzentrationen die ['*C]TEA Aufnahme iiber einen
Zeitraum von 30 min. ICsp-Werte (in uM) wurden nach Hill berechnet. * = signifikant

unterschiedlich zum Wildtyp, Signifikanzniveau 5 %; a: n = 3, sonst n =1
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Abb. 10: TPeA Hemmung der Aufnahme von 10 uM ["*C]JTEA. Die Aufnahme von 10 uM
["*CJTEA wurde durch unterschiedliche Konzentrationen von TPeA inhibiert. Die Oozyten
wurden nach Injektion der entsprechenden cRNA 2-3 Tage inkubiert und im Anschluss 30 min
in 0.5 uM [ SHIMPP in Ab- oder Anwesenheit verschiedener TEA-Konzentrationen inkubiert.
Die Anpassung der Kurven wurde nach Hill vorgenommen (n = 3).* = signifikant

unterschiedlich zum Wildtyp (5 % Signifikanzniveau).

3.2.5 MMTS - Steigerung der induzierten Strome von rOCT1

Die Mutante Y222F zeigte mit einer Erhohung der Affinitit um einen Faktor von 3.3 die
grofite Affinitétssteigerung fiir TEA von allen Mutanten (siehe Kapitel 3.2.2). In Kapitel 3.2.4

zeigte sie zusitzlich eine 20fache Erniedrigung des ICso-Werts fiir die Inhibierung der TEA-
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Aufnahme durch TPeA. Veroffentlichungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die nach
innen oder auB3en gerichtete Substratbindetasche von rOCT2 verschiedene Affinitéten fiir die
nicht transportierten Inhibitoren Tetrabutylammonium (TBuA), Corticosteron und Chinin
besitzt (Volk et al, 2003; Arndt et al, 2001) (siehe Kapitel 3.3). Hydrophobe Inhibitoren wie
Corticosteron, Chinin und Cyanin863 konnen bei entsprechend langer Inkubationszeit passiv
die Lipidmembran durchdringen und organische Kationen Transporter von der Innenseite her
hemmen (Volk et al, 2003; Arndt et al, 2001). TPeA 16st sich im Gegensatz zu den anderen
Inhibitoren auch in hoheren Konzentrationen (100mM) gut in wissrigen Losungen, konnte
aber auf Grund seiner hydrophoben Seitenketten evtl. auch passiv die Lipidmembran
durchdringen. Haben diese Inhibitoren von innen eine hohere Affinitét als von auflen, wie z.B.
Chinin fiir rOCT2, so entspricht der nach langer Inkubationszeit ermittelte ICs-Wert der
Affinitdt der nach intrazelluldr gerichteten Konformation der Substratbindetasche (Arndt et al,
2001).

Auf Grund seiner relativ hydrophoben Struktur besteht die Moglichkeit, dass TPeA ebenfalls
durch die Membran diffundiert. Daher wollten wir herausfinden, ob die zuvor gemessene hohe
TPeA Affinitét fiir die Mutante Y222F die Affinitéit des Transporters zu TPeA in seiner nach
innen oder nach aulen gerichteten Konformation wiederspiegelt. Zu diesem Zweck sollte die
Methode der ,,Zwei-Elektroden-Spannungsklemme* genutzt werden. Hierzu mufiten jedoch
die Strome der Transporter zunéchst stimuliert werden (s.u.)

Die TEA induzierten Strome bei rOCT1 sind nahe an der Grenze des Auflésungsvermogen
des benutzten Verstirkers. Je nach ,,Oozytenbatch® und dessen Expressionsstirke ist dieser
Transporter bei dem einen Versuch messbar, bei einem anderen Versuch nicht. Nun gestaltete
es sich um so schwieriger solche Experimente mit einer Mutante durchzufiihren, die nur 36 %
des maximalen Wildtyp-Transports besitzt (siche Tabelle 11). Es wurde daher das Transport
und Strom stimulierende Methyl-Methan-Thiosulfat (MMTS) eingesetzt und dessen Wirkung
sowohl fiir Cholin, als auch fiir TEA {iberpriift. Abb. 11 zeigt die Stimulierung der TEA und
Cholin induzierten Strome durch 40 sekundenlange Superfusion mit 1 mM MMTS.

Die Strome fiir TEA und Cholin waren gut stimulierbar. Der durch 1 mM Cholin induzierte
Strom steigerte sich beim Wildtyp um einen Faktor 3.8 von 13.7 = 2.4 auf 51.3 = 6.7 nA und
bei 5 mM Cholin um einen Faktor 6.3 von 8 = 2.1 auf 50.5 + 16.9 nA um einen Faktor 6.3.

Die Strome fiir die Mutante wurden im Vergleich zum Wildtyp von MMTS in geringerem
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Male stimuliert, ndmlich bei der niedrigeren Konzentration nur um einen Faktor 2.6 von 6.0 £
0.7 auf 15.5 £ 1.3 nA. Bei der hoheren Konzentration kam es zu einer Steigerung um einen

Faktor 2.1 und zwar von 8.2 + 1.8 auf 16.8 + 2.1 nA.

Cvor  (1mM Cholin)
Cdvor (200uM TEA) B nach (1mM Cholin)
I nach (200uM TEA) CIvor (5mM Cholin)

R :
* *
1 *
1
Cvor (IMMTEA) B nach (5mM Cholin)
El nach (1mM TEA)
: : . |—*| l;
NTal [N N Al 151 P IS

Wildtyp rOCT1 Mutante Y222F Wildtyp rOCT1 Mutante Y222F

75 75+

[6)]
o
1
a1
o
1
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N
T

Cholin induzierter
>

Abb. 11 Substratinduzierte Strome vor und nach Stimulierung mit MMTS. X. laevis
Oozyten wurden mit 10 ng rOCTI cRNA injiziert. Nach 3 Tagen wurden diese auf —-50 mV
geklemmt und die Strome vor und nach 40 sek. Stimulierung mit 1 mM MMTS gemessen. Die
Daten zeigen die Mittelwerte und Standardfehler der substratinduzierten Strome von 5-8

Versuchen.** signifikant unterschiedlich zu einander bei einem Signifikanzniveau von 1 %

Fiir den Wildtyp konnte eine Stimulierung bei 200 uM TEA von 10.4 = 0.7 um einen Faktor
5.2 auf 54.2 £ 4.9 nA gemessen werden. Bei Superfusion von 1 mM TEA steigerte sich der
Strom um einen Faktor von 4.3 von 13.6 + 7.2 auf 59 + 10.3 nA. Die Strome fiir Y222F
erhohten sich in einem dhnlichen Maf3e, nimlich bei der niedrigeren Konzentration um einen
Faktor 4 von 2.9 + 0.4 auf 11.6 = 0.5 nA und bei der hoheren Konzentration um einen Faktor
5.8von2.1+0.8 auf 12.1 +0.7 nA.

Es musste hier beachtet werden, dass MMTS Einfluss auf die Substratbindungseigenschaften
nehmen konnte, daher wurden konzentrationsabhingige Strome fiir TEA und Cholin fiir die
Mutante Y222F gemessen und die ky-Werte berechnet (sieche Tabelle 13). Die
dazugehdrenden MMTS stimulierten Wildtyp Referenz-Werte wurden von Herrn A. Sturm,

Institut fiir Anatomie und Zellbiologie I, Wiirzburg, ermittelt und mir mitgeteilt.
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Die Experimente bestitigten, dass die Mutante Y222F eine erhohte Affinitidt zum TEA zeigte
(vergleiche Kapitel 3.2.2), jedoch nur um einen Faktor 2. Fiir Cholin erhohte sich die Affinitit

um einen Faktor von 3.5 .

Wildtyp Y220F
Cholin 1573 + 379 pM 452 +34 uM
TEA 55+12uM 28 +4 uM

Tabelle 13: ky-Werte nach MMTS Stimulierung. Methodik siehe Abb. 12
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Abb. 12: Michaelis-Menten-Kinetik verschiedener Substrate nach Stimulierung mit
MMTS. X. laevis Oozyten wurden auf —50 mV gelemmt und die substratkonzentrations-
abhdngigen Strome nach 40 sek. Stimulierung mit 1 mM MMTS gemessen. Die Daten zeigen

die Mittelwerte und Standardfehler der substratinduzierten Strome von 4-6 Versuchen.

3.2.6 TPeA Inhibierung der substratinduzierten Strome bei Y222F

Um die TPeA gehemmten TEA- bzw. cholininduzierten Stréme zu messen, wurden die

Oozyten auf —50 mV geklemmt und mit 0.2 oder 1| mM TEA bzw. mit 1 oder 5 mM Cholin,

12.5
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entweder mit der entsprechenden Inhibitorkonzentration oder auch ohne Inhibitor
superfundiert. Der Inhibitor wurde entweder gleichzeitig mit dem Substrat superfundiert
(Kurzzeitinkubation) oder das Substrat wurde nach 6 miniitiger Inkubation
(Langzeitinkubation) hinzugegeben. Durch die Verldngerung der Inkubationszeit des
Inhibitors konnte es sein, dass dieser durch die Membran in die Oozyte gelangt und den

Transporter von der intrazelluldren Seite hemmt.

3.2.6.1 Kurzzeitinkubation von TPeA

Wihrend der Superfusion mit Substrat und Inhibitor zeigte sich innerhalb von 10 sek. ein
Strommaximum, anschlieBend nahm der Strom sehr schnell ab. Fiir diese Kurzzeitinkubation
wurde jeweils der maximale Strom zu Berechnung der ICso-Werte gewihlt, der wihrend der
Superfusion der entsprechenden Substrat- und Inhibitorkonzentration beobachtet wurde. Die
Kurve zur Ermittelung des ICsp-Werts wurde nach Hill angepasst. Hierbei kann es dazu
kommen, wie in Abb. 13 zu beobachten ist, dass die Kurve nicht durch den Punkt y =1 geht.
Wiirde die Kurve durch den Punkt y =1 gezwungen werden, hitte dies zur Folge, dass dadurch
dieser Messpunkt stirker gewichtet wiirde, als die auf der Abszisse folgenden Daten. Es kiime
somit zu einer Verzerrung der gesamten Kurve und der ermittelten ICsy-Werte.

Abb. 13 zeigt, dass bei einer Substratkonzentration von 200 uM fiir TEA kein signifikanter
Unterschied mehr in der Affinitit des TPeA zum stimulierten Protein vorhanden war. Der ICsg
fiir den Wildtyp lag bei 0.68 + 0.45 uM, wihrend er fiir die Mutante bei 0.55 £ 0.37 uM lag.
Die ICso-Werte, welche bei einer TEA-Konzentration von 1 mM gemessen wurden,
unterschieden sich signifikant von einander (Signifikanzniveau: 5 %). Sie lagen fiir den
Wildtyp bei 1.7 £ 0.8 uM und fiir die Mutante Y222F bei 0.53 £ 0.33 uM. Auch wenn der
Unterschied nun signifikant war, war er bei weitem nicht so hoch, wie es aus den
Inhibitionsstudien mit den ,,Tracern” in Kapitel 3.2.4 beobachtet worden war. Daher wurde
dieser Versuch zunichst mit einem weiteren Substrat, Cholin, wiederholt. Mit einem ICsy von
0.15 £ 0.05 uM bei einer Cholinkonzentration von 1 mM ist die Affinitit fiir den Wildtyp zu
TPeA sogar hoher als fiir die Mutante mit 0.2 + 0.04 uM. Bei einer Cholinkonzentration von
SmM zeigte sich, dass der ICso-Wert fiir den Wildtypen nach 0.31 £ 0.09 uM verschoben
wurde, wihrend der ICsp-Wert fiir die Mutante mit 0.19 £ 0.11 uM fast konstant blieb. Bei
Berechnung des K; unter Annahme einer kompetitiven Hemmung zeigte sich beim Wildtyp
sowohl fiir TEA als auch fiir Cholin eine Kompetition zwischen Substrat und Inhibitor, der K;

lag fiir 200 uM TEA bei 0.174 = 0.097 und bei 1 mM bei 0.089 £ 0.042 uM. Cholin hatte
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Ki’s von 0.092 = 0.031 uM bei einer Konzentration von 1 mM und von 0.074 £ 0.022 uM

bei einer Konzentration von 5 mM. Diese Daten waren nicht signifikant unterschiedlich zu

einander und wiesen somit auf eine Kompetition zwischen Substrat und Inhibitor hin.
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Abb. 13 Kurzzeitinkubation von TPeA bei verschiedenen Substratkonzentrationen. X.

laevis Oozyten wurden auf —50 mV geklemmt. Die substratinduzierten Strome (TEA oder

Cholin) wurden ungehemmt oder in Gegenwart unterschiedlicher Inhibitor (TPeA)

Konzentrationen nach 10 sek. Stimulierung mit 1 mM MMTS gemessen. Messwerterfassung

30 sek nach Start der Superfusion von Substrat und Inhibitor. Die Daten zeigen die

Mittelwerte und Standardfehler der substratinduzierten Strome von 4-6 Versuchen. Die

Anpassung der Kurven wurde nach Hill vorgenommen.
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Bei Annahme einer kompetitiven Hemmung ergaben sich fiir die Mutante Y222F signifikant
unterschiedliche K;-Werte (Signifikanzniveau 5%). Dies bedeutet, dass die Verdringung von
TPeA durch Cholin oder TEA beim Wildtyp, aber nicht bei der Mutante erfolgt. Es dnderte
sich hier die Form der Kompetition von kompetitiv beim Wildtyp zu nicht-kompetitiv bei der

Mutante. Dies ist ein starker Hinweis dafiir, dass sich Y222 in der Substratbindetasche
befindet.

Es zeigte sich bei diesen ,,Kurzzeitinkubationen®, dass die Affinitit des TPeA zur Mutante
nicht annéhernd so hoch war, wie es in den ,,Tracermessungen* aus Kapitel 3.2.4 ermittelt
wurde. Ein Unterschied zu den ,, Tracerflux-“Messungen war natiirlich, dass dort das MMTS
nicht benutzt wurde. Ein weitere Grund konnte die Inkubationsdauer des TPeA sein. Es
konnte somit sein, dass eine kurze Inkubation des TPeA die Affinitdt des nach aussen
gerichteten Transporters wiederspiegelt. Durch lidngere Inkubationszeiten sollte nun dem
TPeA die Zeit gegeben werden, die Membran zu durchdringen und rOCT1 von innen zu

hemmen.

3.2.6.2 Langzeitinkubation von TPeA

Wurde die Aufnahme von radioaktiv-markierten Substanzen im ,,Tracerflux® iiber einen
Zeitraum von 30 min gemessen, so dauerte die Messung zu Erlangung eines einzelnen
Punktes in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 10 sek. Um den Einfluss der
Inkubationszeit auf die TPeA Hemmung zu iberpriifen, wurde das TPeA 6 Minuten
vorinkubiert und dann erst das Substrat hinzugegeben. Abb. 14 zeigt die Ergebnisse dieser
Versuche, die nur mit TEA durchgefithrt wurden. Unter diesen Bedingungen wurden schon
bei einer Substratkonzentration von 200 uM TEA unterschiedliche ICsy Werte fiir den
Wildtyp im Vergleich zur Mutante gemessen. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch
signifikant. Deutlicher und statistisch signifikant wurde dieser Unterschied zwischen den ICs
Werten bei einer TEA-Konzentration von 1 mM. Hier betrug der ICs fiir den Wildtyp 0.55
0.014 pM und fiir die Mutante Y222F 0.058 + 0.018 uM (5% Signifikanzniveau) und ist
somit um einen Faktor 9.5 affiner zum TPeA als der Wildtyp. Eine Berechnung der K; Werte
unter der Annahme einer kompetitiven Hemmung zeigt wieder eine kompetitive Inhibition fiir
den Wildtyp (K; =0.032 £ 0.009 uM bei 200 uM; K;=0.029 £ 0.007uM bei 1 mM TEA). Bei

der Mutante Y222F konnte eine kompetitive Hemmung erneut nicht bestétigt werden.
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5. Substrat; 200 M TEA 1.5- Substrat: 1 mM TEA

*  Wildtyp rOCT1

+  Mutante Y222F
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Abb. 14 Langzeitinkubation von TPeA bei verschiedenen TEA Konzentrationen. X. laevis
Oozyten wurden auf —-50 mV geklemmt. Die TEA-induzierten Strome wurden ungehemmt oder
in Gegenwart unterschiedlicher Inhibitor (TPeA) Konzentrationen nach 40 sek. Stimulierung
mit I mM MMTS gemessen. Messwerterfassung 6 min nach Start der Superfusion mit TPeA.
Die Daten zeigen die Mittelwerte und Standardfehler der substratinduzierten Strome von 4-6

Versuchen. Die Anpassung der Kurven wurde nach Hill vorgenommen.

3.2.7 Anwesenheit nicht transportierender Mutanten in Membranvesikeln

In Kapitel 3.2.1 wurde gezeigt, dass die Mutanten K215Q, R, E227D, Q und V229L einen
stark reduzierten oder keinen Transport mehr aufwiesen (siehe dazu auch Kapitel 7.1). Dieses
Ergebnis konnte auf Storungen der Translation, der posttranslationalen Modifikation oder des
Einbaus der mit rOCT1 beladenen Vesikel in die Plasmamenbran beruhen. Um die Frage zu
kldren, ob eine Translation stattfindet, wurden durch differenzielle Zentrifugation (Geering et
al., 1989) Membranvesikel, die sowohl aus Zytoplasmamembran, also auch aus intrazelluldren
Membranen entstanden sein konnen, von Xenopus laevis Oozyten isoliert und diese auf die
Anwesenheit von rOCT1 Wildtyp bzw. dessen Mutanten iberpriift. Abb. 15 zeigt durch

Westernblot und Antikdrperanalyse erhaltenen Resultate auf einem Rontgenfilm. Es war ein
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deutliches Signal fiir den rOCT1 Wildtypen zu erkennen. Wasser injizierte Qozyten zeigten
keine Reaktion mit dem anti-rOCT1 Antikorper AK 48. Das rOCT2 Signal teilte sich in zwei
Banden auf, wovon eine in Hohe von 69 kD und die andere ca. bei 52 kD lief. Die 69 kD
Bande konnte die glykosylierte Isoform des rOCT1 Protein darstellen, welches auf Grund der

Zuckerseitenketten im SDS-Gel langsamer lauft.

Abb. 15: Immunoblot von rOCTI1 und nicht transportierender Mutanten. Je 50 Qozyten
wurden homogenisiert und mit Plasmamembranen angereicherte Membranvesikel wurden
durch differentielle Zentrifugation isoliert. 10 ug der so erhaltenen Proteine wurden je
Geltasche auf eine SDS-PAGE aufgetragen, nach ihrem Molekulargewicht getrennt, auf eine

PVDF-Membran geblottet und immunologisch nachgewiesen.

Bei der Mutante K2/50Q war die obere Bande deutlich schwicher. Die Mutante K2/5R zeigte
zwei deutliche Signale, die aber nicht die gleiche Intensitit besalen, wie es beim Wildtyp der
Fall war. Abb. 15 zeigt, dass die Mutante E227D nur ganz schlecht in die Membranvesikel
eingebaut wurde. Das 69 kD Signal schien ginzlich verschwunden zu sein. Auch bei der
Mutanten E227Q erschien das 69 kD schwicher als das 52 kD Signal. Die Mutante V229L
zeigt zwei Banden, welche die Intensitidt des Wildtyps besalen.

Ob die Mutanten K215Q, K215R, E227D und V222L keinen Transport zeigen, weil sie zwar

in Vesikeln unterhalb der Plasmamembran angereichert sind aber nicht in die Plasmamembran
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eingebaut werden, kann mit Hilfe dieser Methode nicht unterschieden werden. Jedoch konnen
Riickschliisse auf die Translation dieser Mutanten gezogen werden. Es ist somit deutlich, dass
die Mutanten K2/5R und V222L #hnlich effektiv translatiert wurden, wie der Wildtyp. Die
Mutanten K2150Q und E227Q offensichtlich weniger gut translatiert als der Wildtyp. Da die
Mutante E227D in unserer Préparation aus Plasmamembran und submembraniren Vesikeln
kaum nachweisbar ist, liegt bei dieser Mutante entweder eine Storung der Tranlation oder des
Vesikeltransports vom endoplasmatischen Retikulum und Golgi Apparat zur Plasmamembran

Vor.
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3.3 Interaktion von rOCT2 mit Chinin

In diesem Teil meiner Arbeit untersuchte ich die Frage, wie die schwache Base Chinin mit
organischen Kationentransportern interagiert. In fritheren Experimenten ist gezeigt worden,
dass Chinin die Aufnahme verschiedener radioaktiver Substrate, aber auch Substrat induzierte
Strome nicht-kompetitiv hemmt (Busch et al., 1996b; Goralski et al., 2002; Gorboulev et al.,
1999; Griindemann et al., 1994; Nagel et al., 2001). Ich versuchte deshalb herauszufinden, ob
Chinin mit einer allosterischen Bindungsstelle interagiert oder ob die Hemmung das Resultat
einer intrazelluldren Interaktion von Chinin mit rOCT?2 ist. Die zweite Moglichkeit wurde in
Betracht gezogen, da Chinin eine schwache Base mit einem pK-Wert von 8.4 ist. Das heifit,
dass es bei verschiedenen pH-Werten einen unterschiedlichen Protonierungsgrad aufweist und
in seiner ungeladenen Form wahrscheinlich durch die Membran diffundieren kann. Bei pH 8.4
liegen 50 %, bei pH 7.4 10 % und bei pH 6.0 1 % der Chinin Molekiile in der ungeladenen

Form vor.

CHZ0 CHZ0

ungeladen

Chinin

Abb. 16:Chinin in ungeladener und geladener Form
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3.3.1 Aufnahme von Chinin in die Oozyte bei unterschiedlichem pH

Um abschitzen zu konnen, ob durch die Oozytenmembran diffundiertes Chinin intrazellulér
mit rOCT2 interagiert, sollte zunichst herausgefunden werden, ob Chinin je nach
Protonierungsgrad tatsdchlich besser bzw. schlechter durch die Oozytenmembran diffundiert.
Daher wurde zunichst die zeitabhingige Aufnahme von Chinin bei unterschiedlichen pH
Werten gemessen und mit der Aufnahme von wasserinjizierten Oozyten verglichen (Abb. 17).
Zwei Schlussfolgerungen lieBen sich aus diesem Experiment ziehen: a) Bei einer

extrazelluldren Chinin Konzentration von 0.1 uM gab es keine signifikanten Unterschiede in

A
o 1.2 O wasserinjiziert
8 ) pH =284
£3 7
€% 08 ® rOCT2
<8 .
£ = .
£7S pH =74
S E 04-
SE ™
= = -
0 j pH=16.0

0 20 40 60
Inkubationszeit [min]

Abb. 17 Aufnahme von [PH]Chinin in X. laevis Oozyten. X. laevis Oozyten wurden mit
Wasser oder rOCT2-cRNA injiziert und 3 Tage inkubiert. Anschliefen wurden sie
unterschiedlich lang in ORI inkubiert, welches 0.1 uM [’H]Chinin beinhaltete. Die Aufnahme

wurde durch Waschen in eiskaltem ORI zu den angegebenen Zeiten gestoppt.

der Aufnahme von [*H]Chinin zwischen Wasser und rOCT2 injizierten Oozyten; und b) je
hoher der pH-Wert und je niedriger der Grad der Protonierung war, desto mehr Chinin
gelangte in die Oozyte, somit war klar, dass das ungeladene Chinin in die Oozyte diffundiert.

Der Grund fiir den langen lineare Anstieg der pH-abhingigen [’H]Chinin Aufnahme ist nicht
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gekliart. Dies konnte jedoch mit dem langsamen Konzentrationsausgleich des Chinins
zwischen den lipophilen Dotterschollenproteinen und dem hydrophilen Teil des Zytosol

zusammen hingen (siehe dazu Kapitel 4.2 der Diskussion).

3.3.2 Inhibition der TEA Aufnahme durch Chinin bei unterschiedlichem pH

Nun wurde es interessant zu wissen, wie sich der pH-Wert und somit der Grad der
Protonierung des Chinins auf die Hemmung von rOCT2 auswirkt. Es sollte die Frage erortert
werden, ob das ungeladene Chinin durch die Membran diffundiert und somit rOCT2 von der
Innenseite hemmt. Hierzu wurde die Aufnahme von 10 puM des permanent geladenen

["*C]JTEA durch unterschiedliche Chinin-Konzentrationen bei verschiedenen pH -Werten

| lIIIIIIl] IlIIIIII| IllIIIlI| lIIIIIII| IHIHII| lIIIIIHl IIIIIIII] >
103102101 1 10 100 103 104
Chinin [uM]

TEA Aufnahme [normalisiert]

Abb. 18: Inhibierung der TEA-Aufnahme durch Chinin von rOCT2 bei unterschiedlichen
pH-Werten. rOCT2 exprimierende X. laevis Oozyten wurden bei verschiedenen pH-Werten 10
min mit ["*C]TEA in Abwesenheit oder Gegenwart unterschiedlicher Chininkonzentrationen

inkubiert
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gehemmt. Abb. 18 zeigt die so erhaltenen Daten in halblogharitmischer Darstellung. Es zeigte
sich deutlich, je hoher der pH-Wert, das heifit, je geringer der Grad der Protonierung ist, desto

affiner ist das Chinin zum Transporter.

Chinin [uM]
1 () O
. il 5 (o) 30
£ :< 400 (m)100
g2 _
£%
=)
<O
200+
5
=3 =
&
—_— 0_

S
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| | |
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TEA [mM]

Abb. 19: Effekt von Chinin auf die konzentrationsabhdngige ["CITEA Aufnahme bei pH
6.0. rOCT2 exprimierende Oozyten wurden zwei Tage der Mikroinjektion von 10 ng cRNA 10
min bei pH 6 in Abwesenheit oder Gegenwart der gezeigten Chinin Konzentrationen

inkubiert.

In drei Versuchen wurden folgende IC50 Werte ermittel: bei pH 6.0 38 =5 uM, bei pH 7.4

8 £ 2 uM bei pH 8.4 1.5 = 0.3 uM. Die bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen ICsg
Werte waren auf dem 5% Niveau zueinander signifikant unterschiedlich. In
elektrophysiologischen Messungen, durchgefiihrt von Thomas Budiman (Max-Planck-Institut
fiir Biophysik, Frankfurt ) wurde nachgewiesen, dass das Membranpotential nur leicht durch
die Anderung des pH-Werts beeinflusst wurde und somit nicht der Grund fiir diese

unterschiedlichen Affinitdten sein konnte (Arndt et al., 2001). Die Daten legen nahen, dass
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Chinin in seiner ungeladenen Form durch die Membran diffundieren und rOCT2 mit einer
erhohten Affinitdt von innen hemmen kann.

Mit Hilfe des in Abb. 19 dargestellten Experiments sollte die Frage geklidrt werden, ob der
hohe ICsp-Wert bei pH 6.0 auf einer Hemmung durch eine geringe intrazelluldre
Chininkonzentration oder auf einee wenig affinen Bindung von der extrazelluldren Seite
beruht. Ich habe deshalb die konzentrationsabhéngige Aufnahme von radioaktiv markiertem
TEA in Gegenwart von keinem, 30 uM und 100 uM Chinin bei einem pH-Wert von 6.0
gemessen. Die folgenden ky- Werte in mM und Vy-Werte in pmol X h'! x Oozyte
Messungen wurden berechnet: Abwesenheit von Chinin: ky = 0.21 £ 0.04 und Vi = 725
72; 30 uM Chinin: ky 0.31 £ 0.05 und Vi, = 872 + 64; 100 uM Chinin: ky = 0.66 = 0.09
und Vyx = 844 + 80. Bei Annahme einer kompetitiven Form der Inhibition berechnet sich
ein K; fiir Chinin von 55 pM in der Gegenwart von 30 uM Chinin und 45 pM in der
Gegenwart von 100 uM Chinin. Diese Daten weisen auf eine kompetitive Form der Inhibition
und auf eine Interaktion von Chinin mit der nach auflen gerichteten Bindestelle von rOCT?2

bei einem pH-Wert von 6.0 hin.

3.4 Interaktion von rOCT2 mit TBuA

Es konnte sein, dass die pH-—Abhingigkeit der ICsp-Werte des Chinins auf einer
Protonenabhingigkeit der Affinitit der Bindungstelle beruht. Daher wurde der in Abb. 18
gemachte Versuch mit einem Inhibitor dhnlicher Affinitit verglichen. Als Inhibitor wurde hier
das Tetrabutylammonium (TBuA) gewéhlt, welches eine permanente Ladung aufwies und
somit nicht membranpermeabel war. In einem Einzelexperiment wurde die ["“CITEA
Aufnahme mit TBuA inhibiert (Abb. 20).

Die erhaltenen ICso-Werte fiir die TBuA vermittelte Inhibition der [14C]TEA Aufnahme lagen
fiir rOCT2 bei den verschiedenen pH-Werten in folgenden Bereichen, pH 6.0 =17.2 £ 3.8 ;
pH 7.4 =249 + 5.7 uM und pH 84 = 18.2 £ 6.8 uM. Bei diesem Versuch war keine
geradlinige Tendenz einer Verschiebung der ICs)-Werte in Abhingigkeit vom pH-Wert zu
erkennen. Die verdnderte Affinitiit ist also nicht auf eine Protonensensitivitit von rOCT2

zuriickzufiihren.
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Abb. 20: Inhibierung der [14C]TEA-Aufnahme durch TBuA von rOCT2 bei
unterschiedlichen pH-Werten. X. laevis Oozyten wurden mir rOCT2 cRNA injiziert und 2-3
Tage inkubiert. Im Anschluss wurden 30 min lang die Aufnahme von [ “CITEA in Gegenwart

verschiedener TBuA Konzentrationen gemessen. Die Anpassung geschah nach Hill.
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4 Diskussion

4.1 Die vierte Transmembrandomine von rOCT1

Im Gegensatz zu den anderen elf hypothetischen Transmembrandoménen, 1a6t sich die vierte
hypothetische Transmembrandomine in einer Hydropathieanalyse nach Kyte-Doolittle nicht
eindeutig als hydrophil oder hydrophob zuordnen (Griindemann et al., 1994). Die
transmembranédre Eigenschaft konnte somit in Frage gestellt werden. Es gibt jedoch einige
Erkenntnisse, dass es sich hier tatsichlich um eine Transmembrandomine handelt. Bei den
anderen Mitgliedern dieser Familie, sowohl innerhalb der Spezies bei rOCT2 (Okuda et al.,
1996) und rOCT3 (Kekuda et al., 1998) und auch bei anderen Spezies wie bei der Maus
(mOCT1) (Green et al., 2002), dem Kaninchen (rbOCT1) (Terashita et al., 1998) und dem
Menschen (hOCT1) (Gorboulev et al., 1997) zeigen die Kyte-Doolittle Hydropathieanalysen
deutlich die transmembraniren Eigenschaften der Aminoséduregruppe in diesem Bereich. Die
kiirzlich erst kristallisierte Laktose Permease, gehort ebenfalls wie rOCT1 der Superfamilie
der ,major fascillitator an. Die Kristallstruktur zeigt eindeutig, dass die vierte zuvor nur
hypothetische Transmembrandoméne dieser Permease tatséchlich transmembranir ist

(Abramson et al, 2003a; Abramson, et al. 2003b).

4.1.1 Prinzip des ,,Helical Wheels*

Das Helical Wheel stellt eine o-Helix in der Aufsicht dar. Die Peptidkette ist schraubig
gewunden. Auf jede Windung dieser Schraube kommen 3.6 Aminosiuren. Die a-Helix wird
durch die Wasserstoffbiicken zwischen den C=0O und den N-H Gruppen der Hauptkette
stabilisiert. Dabei bildet die N-H Gruppe eine Wasserstoffbriicke zu der C=O Gruppe aus, die
in der linearen Sequenz vier Aminosiduren weiter entfernt liegt. Jeder Rest ist gegeniiber dem
nichsten 0.15 nm entfernt und um 100° gedreht. Deshalb liegen Aminoséduren, die in der
linearen Sequenz 3 bis 4 Reste entfernt sind innerhalb einer o-Helix in unmittelbarer
rdumlicher Nachbarschaft. Aminosduren, welche in der linearen Sequenz nur 2 Aminosduren
von einander entfernt sind liegen sich in der a-Helix gegeniiber. Die Ganghohe einer solchen
Helix, das heifit die Entfernung zwischen zwei Punkten nach einer 360° Wendung der Helix

betrigt 0.54 nm. Das Innere der a-Helix hat auf Grund der van-der-Waals-Radien der Atome
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fast keinen Freiraum. Es konnen also auf keinen Fall Molekiile durch die Helix selbst
gelangen. Die Reste der Aminosduren schauen alle nach auflen und kénnen somit mit ihrer

Umgebung interagieren (Koolmann und R6hm, 1998; Stryer, 1991).

4.1.2 Gemeinsamkeiten der vierten und elften Transmembrandoméne von

rOCT1

In Abb. 5 wurden alle Transmembrandoménen des rOCT1 Proteins aufgezeigt und hier nur
diejenigen Aminosduren markiert, welche in OCTs allein oder aber in OCTs und OCTNs
konserviert waren. Es fallen hier zwei Transmembrandominen besonders ins Auge. Zum
einen die Transmembrandomine 11, bei der insgesamt fiinf Aminosduren auf die oben
genannte Weise konserviert waren. Hierzu gehorte das schon frither charakterisierte Aspartat
an der Position 475. Beim Austausch gegen Glutamat wies die Mutante Verschiebungen in
den Affinititen fiir N-Tetraalkylammoniumderivate auf, die Affinititen waren fiir diese bei
der Mutante erhoht (Gorboulev et al., 1999). Ebenfalls in der elften Transmembrandomine
sind auch die Cysteine an den Positionen 470 und 474 zu finden, welche durch Alanin
substituiert wurden (Kapitel 7.1, Anhang). In einem FEinzelexperiment zeigte die Mutante
C470A eine 2.5 fache Verringerung der Affinitit und eine ca. 3fache Erhohung der maximalen
Transportrate, was ein Indiz fiir die funktionelle Relevanz diese Transmembrandoméne ist. Im
Gegensatz dazu lieBen sich C474A keine Hinweise auf verinderte Transporteigenschaften
erkennen.

Beide Transmembrandominen haben die gleiche Anzahl an OCT oder OCT und OCTN
spezifischen Aminosduren, jedoch liegen diese im helikalen Rad {iiber die 11.
Transmembrandoméne verteilt vor, wihrend sie in der 4. Transmembrandomaéne alle auf einer

Seite zu finden sind.
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4.1.3 Anderung der Substratselektivitit und —affinitit bei Mutanten der 4.
TMD

Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese fiinf zwischen OCT und/oder OCTN konservierten
Aminosduren im dreidimensionalen Raum untereinander liegen, wie es in Abb. 6 auf der
rechten Seite dargestellt ist.

Im Uhrzeigersinn betrachtet beginnt dieser konservierte Bereich mit einem hydrophilen,
positiv geladenen Lysin an der Position 275. Als nichstes kommt das aromatische Tryptophan
an der Position 2/8, dann das Tyrosin an der Position 222, welches ebenfalls aromatisch ist
und zudem eine hydrophile Hydroxy-Gruppe besitzt, das Threonin an der Position 226
welches ebenfalls durch seine Hydroxy-Gruppe hydrophil ist und endet mit dem hydrophoben

Valin an Position 229.

4.1.3.1 Lysin 215

Es zeigte sich, dass die Mutante bei Austausch des Lysins an Position 275 in das ungeladene
Glutamin und in das ebenfalls positiv geladene Arginin nur noch einen Resttransport aufwies.
Dieser Transport war nicht signifikant gro3er als der Transport der wasserinjizierten Qozyten.
Somit kann dieser Transporter als nicht funktionsfihig eingestuft werden.

Die funktionelle Relevanz einer positiv geladenen Aminoséure in einem Kationentransporter
wire z.B. die Interaktion mit einer negativ geladenen Aminosédure im selben Protein, die iiber
die Ausbildung von Salzbriicken die dreidimensionale Struktur des Proteins stabilisiert, wie es
z.B. im Fall des ,,Lactosecarriers* von Escherichia coli (King et al., 1991) und des Glukose
Transporters 4 (GLUT 4) beschrieben wurde (Schurmann et al., 1997).

Ebenso ist es vorstellbar, dass nach dem ,,Umklappen“ eines Kationen Transporters die
positiv geladene Aminosdure in die Nédhe des kationischen Substrats gelangt und dieses durch
Abstofung aus der ,, Transportertasche* hinausbefordert, wie es beim Arginin an der Position
735 der V-ATPase vermutet wird (Kawasaki-Nishi et al., 2001).

Kiirzlich wurde gezeigt, dass hOCTl und hOCT2 die negativ geladenen Hormone
Prostaglandin E, und Prostaglandin F,, transportieren konnen (Kimura et al., 2002). Da das
oben beschriebene Lysin auch in den menschlichen OCTs zu finden ist, konnte man
annehmen, dass es vielleicht mit diesen negativ geladenen Substraten interagiert.

Besonders interessant sind die Aminosaurereste Tryptophan 218 und Tyrosin 222. Proteine,
welche an dieser Stelle mutiert wurden, zeigen eine deutliche Anderung der Selektivitit fiir

vier verschiedenen Substrate und teilweise Anderungen in der Affinitiit fiir TEA und MPP.
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4.1.3.2 Tryptophan 218

Fiir den Austausch Tryptophan gegen das aromatische Tyrosin zeigten sich folgende zum
Wildtyp relative Transportraten (da es sich um relative Transportraten handelt erhilt der
Wildtyp relative Raten von 100 % fiir jedes Substrat, also gilt fiir den Wildtyp MPP = TEA =

Guanidin = Serotonin)

MPP >> TEA> Guanidin > Serotonin,

die Affinitit war fiir MPP in Bezug zum Wildtyp stirker (4fach) erhoht als fiir TEA (2.4fach),
der V., war fiir MPP auf 62% und fiir TEA auf 21% gesunken. Fiir den Austausch gegen das

aromatische Phenylalanin zeigte sich eine Selektivitit von

MPP >> Guanidin ~ Serotonin > TEA,

die Affinititen fir TEA und MPP waren nicht veréindert. Ebenfalls zeigte der Vi, fiir MPP
keine Anderung, jedoch war er fiir TEA auf 43 % reduziert. Fiir den Austausch gegen das

nichtgeladene, hydrophobe und nicht-aromatische Leucin zeigte sich eine Selektivitit von

MPP >> Guanidin ~ Serotonin > TEA.

Hier konnte keine Anderung in der Affinitit zu MPP, jedoch eine starke Verringerung der
Affinitit zu TEA (8fach) nachgewiesen werden. Fiir MPP war der V., auf 17% und fiir TEA
auf 10 % reduziert.

Bei den zwei Mutanten mit einer in Bezug zum Wildtyp verdnderten Affinitit, war es immer
das TEA, dessen relative Affinitit niedriger war als die des MPPs. Auch kann man ganz klar
erkennen, dass das MPP von allen Substraten immer die hochsten relativen Transportraten
besal3. Das TEA besal} in zwei Fillen die niedrigste relative Transportrate. In allen Féllen war
der Vi fiir TEA stédrker erniedrigt als fiir MPP. Es stellte sich die Frage, welche Ursachen
diese durch Substitution hervorgerufenen Diskrepanzen zwischen relativer TEA und relativer
MPP Aufnahme haben konnten.

Die Strukturformel von MPP lésst folgende Eigenschaften erkennen: MPP besitzt zwei

aromatische Ringsysteme, im Gegensatz zu den anderen Substraten, die gar kein (TEA,
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Guanidin) oder aber nur ein aromatisches Ringsystem (Serotonin) besitzen. Zudem ist bei
MPP die positive Ladung Teil des aromatischen Ringsystems. Durch diese Ladungsverteilung
kommt es zu einer Abschwichung der positiven Ladung. Bei allen anderen Substraten ist dies
nicht der Fall. AuBlerdem ist MPP auf Grund der beiden aromatischen Ringsysteme relativ
grof} und starr. Eine abgeschwichte positive Ladung konnte Einfluss auf eine erleichterte
Dissoziation des Substrats vom Transporter haben, man konnte dadurch eine relativ niedrige
Affinitdt des Substrats zum Transporter erwarten, was beim MPP mit einem ky-Wert von
durchschnittlich 5 uM jedoch nicht der Fall ist. Da aber z.B. bei der Mutanten W2/8L keine
Anderung der MPP Affinitit, jedoch eine starke Anderung der Affinitit zu TEA zu
beobachten war, scheint es daher wahrscheinlicher, dass dieses relativ groe MPP-Molekiil
einen anderen oder vielleicht zusitzlichen Teil der Substratbindungstasche belegt, welcher
nicht durch diese Mutationen beeinflusst wird.

Interessant wire es zu erfahren, ob das dem MPP strukturell dhnliche ASP auch #hnliche
Eigenschaften beziiglich der Mutanten der vierten Transmembrandomine von rOCTI1
aufweist. ASP ist ebenfalls ein Substrat von rOCT1, besitzt fluoreszierende Eigenschaften und
kann daher ohne die Hilfe von radioaktivmarkierten Substanzen zur Messung von
Bindungseigenschaften von rOCT1 benutzt werden. Warum gerade aromatische
Aminoséduren fiir die Bindung von Kationen eine wichtige Rolle spielen konnten, wird weiter

unten diskutiert.

Die Ky-Werte fiir TEA und MPP waren unterschiedlich betroffen, abhingig davon, ob W218
durch Tyrosin oder Leucin ersetzt wurde, daher wurde es interessant der Frage nachzugehen,
ob die Uberlappung bzw. Interaktionen zwischen den Bindedominen von TEA und MPP von
W218 abhingt. Um dies herauszufinden wurde die Aufnahme einer sehr geringen MPP
Konzentration mit TEA gehemmt. Es zeigte sich eine Affinitétsreihenfolge der Mutanten und

des Wildtyps (von hochster zu geringster Affinitéit) von

W218Y >W218F ~ Wildtyp >> W218L

Da die gewihlte MPP Konzentration weit unterhalb des Ky-Werts fiir MPP lag entsprach der
ICso-Wert dem K;. Die vorherigen Versuche wurden bestitigt, da der K; fiir die TEA
inhibierten MPP Aufnahme fiir W2/8Y am niedrigsten und fiir W2/8L am hochsten war. Dies

lasst darauf schlieBen, dass fiir eine hohe Affinitit des TEAs zu rOCT1 nicht Leucin an
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Position 2/8 vorhanden sein darf. Es konnte sogar sein, dass an dieser Position eine
aromatische Aminosdure Bedingung fiir eine hohe Affinitit des Transporters zu TEA ist.
Beim Studium der Literatur fanden sich einige Hinweise, dass aromatische Aminosduren in
Transportproteinen und Rezeptoren von grofler funktioneller Relevanz fiir deren Affinitét zu
quaterndre Ammoniumionen wie TEA sind.

So wurde gezeigt, dass TEA-sensitive Kaliumkanile an ihrer Porenéffnung eine aromatische
Aminosiure, hier ein Tyrosin, besitzen. TEA-insensitive Kanéle besitzen dies nicht. Entfernte
man das Tyrosin bei TEA-sensitiven Kanéilen, verloren diese ihre Sensitivitit, wurde bei
insensitiven Kanilen dort ein Tyrosin substituiert, so wurde eine Sensitivitit induziert
(Heginbotham und MacKinnon, 1992; MacKinnon und Yellen, 1990).

Beim nikotinergen Acetylcholinrezeptor findet man sogar eine Anh@ufung von aromatischen
Aminosduren, die ein Art Spalt bzw. Bindungstasche bilden, in welcher das Acetylcholin
gebunden wird. Bei einer dieser Aminosduren wurde eine eindeutige Interaktion des
Indolringsystems eines Tryptophans mit dem quaterniren Ammonium des Acetylcholins
nachgewiesen (Zhong et al., 1995). Diese Autoren, ebenso wie die Autoren der
Kaliumkanalveroffentlichungen, postulieren hier eine sogenannte Kationen-w Interaktion, bei
der die Elektronen des m-Orbitals von aromatischen Ringsystemen mit den positiven
Ladungen von Kationen in Kontakt treten (siehe Kapitel 4.1.6). Die Tatsache, dass die Tyrosin
Mutante sogar eine hohere Affinitit zum TEA aufwies als der Wildtyp, konnte an den
Elektronenpaaren des Sauerstoff der Hydroxy-Gruppe des Phenolrestes liegen. Dieser Rest ist
beweglicher als die planaren Ringe des starren Indols. Es konnte aufgrund seiner groferen

Beweglichkeit eine stirkere Interaktion mit den Substraten hervorrufen.

4.1.3.3 Tyrosin 222 und Threonin 226
Auch bei der Mutation des Tyrosins an der Position 222 ist zu erkennen, dass die relative
Transportrate des MPP hoher ist, als die der anderen Substrate. So ergibt sich fiir die Mutation

zu Phenylalanin eine Selektivitéit von

MPP > TEA ~ Guanidin ~ Serotonin,

die Affinitét dnderte sich fiir MPP nicht, jedoch wurde sie fiir TEA um einen Faktor 3 erhoht.

Wenn das Tyrosin gegen das Leucin ersetzt wurde, so konnte eine relative Selektivitéit von
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MPP > TEA ~ Serotonin ~ Guanidin

beobachtet werden. Die Affinitit fiir TEA war um das 2.9fache und fiir MPP um das 3.8fache
erhoht. Die maximalen Transportraten waren fiir beide Substrate auf ca. 9% reduziert.
Deutlich ist hier, dass die aromatische Eigenschaft der Aminosédure an Position 222 fiir die
Affinitit des TEAs und MPPs zu rOCT1 nicht relevant zu sein scheint. Geht diese durch die
Substitution von Tyrosin zu Leucin verloren, so erhoht sich sogar die Affinitdt des
Transporters zu MPP und TEA.

Die aromatische Eigenschaft der Aminosédure an Position 222 konnte jedoch wichtig fiir die
maximale Transportrate sein, denn die Substitution durch das aromatische Phenylalanin lie3
diese bei weitem nicht so stark sinken (TEA 2.8fach und MPP 1.6fach) wie es bei der
Substitution durch das nicht aromatische Leucin (TEA 11.5fach und MPP 11fach) der Fall
war. Es konnte jedoch nicht unterschieden werden, ob die Translokationsgeschwindigkeit

verringert war oder aber der Einbau der Transporter in die Membran verringert wurde.

Die Mutante T226A zeigte ebenfalls eine Anderung der Selektivitit im Vergleich zum
Wildtyp. Auch hier stand MPP an erster Stelle, die Reihenfolge der Selektivitit war

MPP > TEA ~ Serotonin >> Guanidin.

Die Reihenfolge der Selektivitit Ildsst keinen Riickschluss auf eine bevorzugte
Substratstruktur zu. Die maximalen Transportraten waren fir TEA und MPP auf etwa die
Hilfte reduziert. Die Erhohung der Affinitit fiir MPP um einen Faktor 2.5 war signifikant.

Die Anwesenheit der Hydroxy-Gruppe des Threonins und somit dessen freien
Elektronenpaars, trigt also nicht zur Affinitét fiir TEA und MPP bei. Die Abwesenheit dieser

Hydroxy-Gruppe erhohte sogar die Affinitit des Transporter zu seinen Substraten.

Ebenfalls interessant ist auch das Ende dieser ,,Fiinferkette* der konservierten Aminoséiuren.
Sie endet mit einem hydrophoben Valin an der Position 229. Wurde nur eine Acylgruppe
entfernt, so dass daraus ein Alanin entstand, war nahezu kein Transport mehr zu detektieren.
Das Valin macht sicherlich aufgrund seiner Hydrophobizitit keine Interaktion mit den

Substraten, es scheint aber sehr wichtig fiir die Funktion des Transporters zu sein. Vielleicht
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besitzt es eine funktionelle Relevanz fiir die Ausbildung der vierten Transmembrandoméne.
Die Antikorperreaktion auf der PVDF-Membran zeigte deutlich zwei Signale bei dieser
Mutante, man kann daher davon ausgehen, dass die Mutante V229L translatiert und zumindest

in Membranvesikel eingebaut wird (Abb. 15).

AuBerhalb dieser fiinf in OCTs konservierten Aminosiduren wurde noch das Glutamat an der
Position 227 untersucht, welches gegen Aspartat bzw. Glutamin ausgetauscht wurde. Die
Mutante zeigte keine Substrataufnahme, die sich signifikant von der Substrataufnahme
wasserinjizierte Oozyten unterschied. Hervorzuheben ist jedoch die deutlich geringere Menge
an Protein der Aspartat Mutante, welche die Membranvesikel erreicht, was sich in drei
Versuchen eindeutig herausstellte. Hier scheint die Translation gestort zu sein. Die 69 kD
Bande, welche das OCT Protein wahrscheinlich in seiner glykosylierten Form darstellt,
tauchte ebenfalls nicht mehr auf.

Die Mutante mit der Substitution Glutamat gegen Glutamin zeigt einen stirkeren Einbau in
die Membranvesikel. Auch ist hier die potentielle Glykosylierungsbande gut zu erkennen.
Jedoch wird bei beiden Mutanten auf Grund des reduzierten Transports, des geringen
Proteingehalts in den Membranvesikeln und des hohen Konservierungsgrads deutlich, dass es

sich bei Glutamat 227 um eine fiir das rOCT1 Protein essentielle Aminosiure handelt.

4.1.4 Inhibition der Mutanten der Position Y222

Die gut transportierenden Mutanten wurden weiter untersucht, indem die Aufnahme von
10uM ['"*C]TEA durch verschiedene Inhibitoren gehemmt wurde. Ein wirklich auffilliger
Effekt zeigte sich jedoch nur bei einer der substituierten Aminosduren. Die Austausch von
Tyrosin gegen Phenylalanin an der Position 222 resultierte in einer besonders hohen Affinitéit
des Transporters fiir Tetrapentylammonium (TPeA). Es sollte nun die Frage gekléart werden,
ob die hohe Affinitit des TPeAs die intra- oder extrazellulire Hemmung von rOCT1
wiederspiegelt. Hierzu wurden Messungen mit Hilfe der ,Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme* durchgefiihrt. Zunédchst soll aber diskutiert werden, welche
Problematiken auftreten kdnnen, versucht man Transportprotein vermittelte Strome mit Hilfe

dieser Methode zu messen
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4.1.5 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Mochte man Transportproteine mit Hilfe der ,,Zwei-Elektroden-Spannungsklemme* (im
englischen ,,Two Electrode Voltage Clamp* kurz TEVC) genauer charakterisieren, ist man
vor das Problem gestellt, dass Transporter oft nur sehr geringe Strome produzieren. In dem
hier benutzten System benotigte man mindestens Strome von 10 nA, damit sie sich deutlich
vom Hintergrundrauschen unterscheiden. Mit dem rOCT1 Wildtyp war dies durchaus héufiger
der Fall. Die Mutante Y222F zeigte jedoch selten Stréme in diesem Bereich (siehe Abb. 17).
Daher mussten diese durch die Zugabe des Sulthydrylgruppen modifizierende Reagenz
MMTS stimuliert werden. Warum die durch rOCT1 vermittelten Strome dadurch stimuliert
werden, ist jedoch vollig unklar. Das zu 70% identische Transportprotein rOCT2 (Okuda et
al., 1996) ldsst sich interessanterweise durch MMTS nicht stimulieren. (personliche

Mitteilung von Alexander Sturm, Inst. fiir Anatomie und Zellebiologie, Wiirzburg).

4.1.51 TEVC und MMTS

Die ersten Messungen mit den Substraten TEA und Cholin konnten die aus den ,,Tracerflux-
Messungen erhaltenen TPeA ICso-Werte nicht bestitigen. Fiir beide Substrate waren die ICsg-
Werte unter den zunéchst benutzten Bedingungen fiir das mutierte Protein und dem Wildtyp
nicht signifikant verschieden. Es stellte sich die Frage warum die Ergebnisse aus den
,» Iracerflux‘-Messungen nicht zu bestédtigen waren.

Zum einen ist hier natiirlich die Zugabe von MMTS zu nennen. MMTS ist membrangéngig
und modifiziert freie und somit reduzierte SH-Gruppen. Die potenziell verinderten SH
Gruppen konnten Auswirkungen auf die Interaktionen zwischen Protein und dem Inhibitor
TPeA haben. Verglichen werden konnen in der TEVC Methode ausschlieBflich der Wildtyp
und Mutante nach Stimulation, da der von der unstimulierten Mutante produzierte Strom nicht
auflosbar war. So zeigte das stimulierte mutierte Protein im Vergleich zum stimulierten
Wildtyp eine um 2fach erhohte Affinitét fiir TEA. Unstimuliert im ,, Tracerflux* war es eine
Erhohung der Affinitdt um das 3.3fache fiir die Mutante (Kapitel 3.2.2). Es bleibt jedoch
unklar, ob diese leichte Verschiebung um einen Faktor von 1.7 durch die TEVC Methode oder
aber durch das MMTS verursacht wird.

Fiir Cholin zeigte sich eine 3.5fache Erhohung der Affinitit fiir die stimulierte Mutante in
Bezug zum stimulierten Wildtyp. Unstimulierte Referenzdaten fiir Aufnahme von Cholin

durch Y222F aus dem ,,Tracerflux‘ sind nicht vorhanden.
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4.1.5.2 Unterschiede zwischen TEVC und ,,Tracer Flux‘ Messungen

Durch die Aufnahme von Kationen kann es im ,,Tracerflux* je nach Konzentration der
Substrat-Inhibitorlosung zu einer mehr oder weniger starken Depolarisierung der Zelle
kommen. Dies kann bei potenzialabhingigen Transportern zu einer Verringerung der
Transportrate fithren. Im Unterschied dazu wird in der Spannungsklemme das
Membranpotenzial der Oozyte konstant gehalten.

Ein weiterer Unterschied ist die Dauer der Superfusion (TEVC) bzw. Inkubation (,,Tracer
Flux“) des Substrats und des Inhibitors. Bei ,, Tracerflux“-Messungen wurde die Aufnahme
iiber einen Zeitraum von 30 Minuten Inkubationszeit bestimmt, wohingegen in der
Spannungsklemme die Inhibierung zunichst nach 10 Sekunden gemessen wurde. Da diese
eine transiente Eigenschaft besal}, wurde der Punkt des grofiten Stroms zur Berechnung des
IC5o-Werts benutzt.

Zudem wurde der Inhibitor bei den Messungen mit radioaktiv markierten Substanzen
vorinkubiert. Diese Vorinkubation wurde nun auf die Methode der Spannungsklemme
iibertragen, indem zunichst mit der entsprechende Konzentration an Inhibitor iiber einen
Zeitraum von 6 Minuten superfundiert wurde. Im Anschluss daran wurde das Substrat
hinzugefiigt und zur Berechnung des ICso-Wertes der Messpunkt benutzt, welcher nach

Einstellung eines Plateaus ermittelt wurde.

4.1.5.3 TPeA hemmt TEA induzierte Strome bei Y222F nicht kompetitiv

Auf diese Weise wurde bei der hoheren Substratkonzentration eine ca. 10fache Erhohung der
Affinitdt fiir TPeA bei der Mutante Y222F verglichen mit dem Wildtyp ermittelt. Die Form
der Inhibierung war fiir den Wildtyp deutlich kompetitiv.

Da sich bei der Mutante Y222F der ICsp-Wert fiir TPeA trotz FErhohung der
Substratkonzentration nicht #nderte, war die Form der Inhibierung hier deutlich nicht-
kompetitiv. Die Anderung der Affinitit fir TPeA und die Anderung der Form der
Kompetition wiesen darauf hin, dass TPeA hier nah der Substratbindungstasche interagiert,
wie es auch schon zuvor vermutet wurde (Gorboulev et al., 1999). Fiir das zweite Substrat,
Cholin, wurde dieser Versuch nicht durchgefiihrt.

Es zeigte sich also, dass zum Vergleich der Affinitéit des TPeAs die Versuchsbedingungen der
beiden Technologien, soweit wie moglich einander angepasst werden mussten. Da die

Mutante bei beiden Methoden eine erhohte Affinitit aufwies und sich zudem auch noch die
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Form der Kompetition verénderte, ist sehr stark davon auszugehen, dass das Tyrosin an der
Position 222 Teil der Bindungstasche von rOCTT ist.

Es stellt sich jedoch die Frage, warum der rOCT1 Wildtyp nicht die Form der Kompetition bei
einer Langzeitinkubation dndert. Es wire moglich, dass die kurze Inkubationszeit die Affinitit
des Transporters zum TPeA in seiner nach auBen gerichteten Konformation reflektiert. Nach
einer Inkubationszeit von sechs Minuten wire es durchaus denkbar, dass soviel TPeA in die
Zelle eingedrungen ist, dass es den Wildtyp Transporter von innen inhibieren kann. Der
niedrige ky wiirde somit die hohere Affinitdt des TPeA zur Substratbindetasche des nach
innen gerichteten Transporters widerspiegeln. Im Fall von rOCT2 wurde dies schon mit TEA
als Substrat und Chinin als Inhibitor diskutiert (Arndt et al., 2001) (siehe auch Kapitel 4.2 ).
Jedoch zeigte sich bei diesen Versuchen eine nicht-kompetitve Form der Inhibition beim
rOCT2 Wildtyp. Dies konnte dadurch entstehen, dass Chinin auf Grund seiner fehlenden
Ladung einfacher durch die Oozytenmembran diffundiert als das geladene TPeA und TEA nur
schlecht mit Chinin um die innere Bindungstelle von rOCT2 konkurrieren kann. Die
Membran wirkt sozusagen wie ein Filter, welcher Chinin hindurch 146t, TEA jedoch blockiert.
TPeA kann jedoch erst seine hohe Affinitit zu rOCT1 ausbilden, wenn es selbst den
Transportweg zur Hilfte passiert hat, da es nur schlecht durch die Membran diffundiert. Bei
einer Erhohung der Substratkonzentration von aussen 14t TPeA sich kompetitiv von der

inneren Bindungsstelle des Transporter verdringen.

4.1.6 Aromatische Aminosduren konnen mit Kationen und geladenen

Aminosiuren interagieren

Die Reste aromatischer Aminosiuren besitzen die Eigenschaft iiber die Elektronen ihrer 7-
Orbitale mit positiven Ladungen zu interagieren (Dougherty, 1996) (Abb. 21). Dabei kann es
zu Interaktionen mit dem Substrat (sowohl organisch und anorganische Kationen)
(MacKinnon und Yellen, 1990; Zhong et al., 1995), aber auch zu Interaktionen zwischen den
Aminosdureresten innerhalb eines Proteins kommen (Gallivan und Dougherty, 1999).
Derartige Interaktionen konnen recht stark sein, so betréigt die freie Energie einer kovalenten
Bindung —50 bis-100 kcal/mol, die einer Wasserstoftbriickenbindung —3 bis —6 kcal/mol und
die eines Benzolrings zum quaternidren Ammonium —19 kcal/mol (Dougherty, 1996). Dies
zeigt, dass diese Form der Interaktion nicht vernachlissigt werden darf. Bei unseren

Experimenten haben wir jedoch nicht mit dem quaterniren Ammonium gearbeitet, sondern
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mit dem grofleren Derivat TEA. Leider konnte ich in der Literatur keine Referenz zur genauen
Bindungsenergie der w-Elektronen zum TEA finden. Jedoch konnte ich in einem
Ubersichtsartikel von Ma und Dougherty, in dem u. a. Daten aus Computeranalysen und
Gasphase-Experimenten zusammegefasst wurden, freie Bindungsenergien der aromatischen
Aminosduren zum etwas kleineren TMA und auch zum quaterniren Ammonium ausfindig
machen (Ma und Dougherty, 1997). TMA ist ebenfalls ein Substrat von rOCT1 und induziert
im ,, TEVC*- Experiment sogar hohere Stréme als TEA (Budiman et al., 2001).

Benzol Phenol Indol

(Phenylalanin) (Tyrosin) (Tryptophan)

Abb. 21: Ladungsverteilung in Resten aromatischer Aminosduren. Blau bis griiner
Bereich: geringe Elektronegativitiit, gelber bis roter Bereich, starke Elektronegativitdt

(Dougherty, 1996).
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In der Veroffentlichung von Ma und Dougherty wird die freie Energie fiir eine Interaktion
von TMA zu Benzol in einem Bereich von 8.4 bis 15.4, zum Phenol von 10.7 bis 11.9 und
zum Indol von 11.7 bis 16.3 kcal/mol angegeben. Die Autoren erwihnen leider nur, dass die
Alkylierung von Ammonium die freie Bindungsenergie minimiert, ob die Lé#nge der
Seitenketten einen EinfluB darauf hat, wird jedoch offen gelassen. Ammonium bindet mit
einer freien Energie in einem Bereich von 19 bis 22.2 kcal/mol an Benzol, mit 20.5 kcal/mol
an Phenol und mit 25.9 kcal/mol an einen Indolring. Diese Bindungsenergien liegen deutlich
oberhalb der Energie einer Wasserstoffbriickenbindung. Die Tatsache, dass es beim Austausch
von aromatischen Aminosiuren in der vierten Transmembrandoméne zu starken Anderungen

der TEA Affinitdt kommt, ldsst eine Kationen-w Interaktion sehr wahrscheinlich erscheinen.

4.1.7 Potentielle Beteiligung der konservierten Aminosduren an der

Substratbindungstasche

Unsere Versuche wiesen stark auf eine Interaktion von TEA mit den m-Elektronen des
Tryptophan 218 hin. Im Gegensatz zum TEA wiesen die Mutanten der Position 218 entweder
keine Anderung oder aber eine Erhohung der Affinitit zum MPP auf. Die Tatsache, daB sich
die Affinititen und auch die Transportraten der zwei Substrate nicht in gleichem Maf3e &ndern
oder wie im Falle der Mutante W218L, eine Affinitit stark verdndert, die andere aber
identisch mit der des Wildtyps ist, zeigt, dass es sich hier um eine komplexe Bindungstasche
im rOCT1 Protein handelt. Vorstellbar wire zum Beispiel eine Kavitidt innerhalb der
Bindungstasche, die grof3 genug ist um eine Interaktion mit dem kleineren, flexibleren TEA-
Molekiil zu vermitteln, die jedoch zu klein ist um das gréere und starrere MPP Molekiil zu
binden. MPP scheint mit einer anderen Stelle der Bindungstasche zu interagieren. Doch wie
ist es dann moglich, dass bei der Mutante W22 [8F die Affinitit fiir TEA und MPP erhoht ist?
Eine mogliche Antwort ist, dass durch die zusitzliche Hydroxygruppe erst eine Interaktion
dieses Teils der Substratbindungstasche mit dem MPP Molekiil moglich wird.

Im Gegensatz dazu scheint das aromatische Tyrosin an der Position 222 nicht essentiell fiir die
Stirke der Bindung des Transporters zum TEA zu sein, da der Austausch in das nicht
aromatische Leucin die Affinitit fiir TEA und MPP in gleichem Malle erhohte, was ein

Hinweis darauf ist, dass dieser Teil der Substratbindungstasche von beiden Molekiilen genutzt
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wird. Ein weiterer eindeutiger Hinweis auf eine Beteiligung von Tyrosin 222 an der
Substratbindungstasche sind die elektrophysiologischen Experimente. Diese zeigen eindeutig
eine Anderung der Form der Kompetition zwischen Substrat und Inhibitor. BesaB der Wildtyp
in unserem Versuchsansatz kompetitive Eigenschaften, so &@nderten sich diese nach der
Substitution in das ebenfalls aromatische Phenylalanin zu nicht-kompetitiv. Die Dauer der
Inkubation von TPeA #nderte die Form der Inkubation nicht; auch nach 6 miniitiger
Inkubation war die Form der Inhibtion beim Wildtyp kompetitiv und bei der Mutante Y222F
nicht-kompetitiv.

Das Threonin an der Position 226 scheint ebenfalls an der Substratbindungsstelle beteiligt zu
sein, da sich sowohl Selektivitdten als auch Affinititen dnderten, wenn die Hydroxy-Gruppe
entfernt und das Threonin gegen Alanin getauscht wurde. Die Transportraten der vier
verschiedenen Substrate waren von dieser Mutation in unterschiedlichem Mafle betroffen.
Dies ist ein Hinweis auf die komplexe Struktur einer Substratbindungstasche innerhalb der
tOCT1 Proteins, in der vielleicht auch die Uberlappung verschiedener Bindedominen
innerhalb der Substratbindetasche moglich ist, wie es in unserer Arbeitsgruppe fiir rOCT2
diskutiert wurde (Volk et al., 2003).

Die Substitution des Valins gegen das strukturell sehr dhnliche Alanin an der Position 229,
zerstorte den Transport von verschiedenen Substraten nahezu vollstidndig. Eine Verinderung
der Konformation des Proteins konnte die Ursache hierfiir sein, da das Protein in gleichem
Mable in die Membranvesikel eingebaut wurde, wie es beim Wildtyp der Fall war.
Hervorzuheben ist noch, dass bei allen funktionierenden Mutanten die Anderung der
Eigenschaften des MPP-Transports am geringsten war. Die weiter oben diskutierte Hypothese
einer Interaktion des MPP-Molekiils mit einem anderen Teil der Substratbindungstasche als
TEA kann somit um die restlichen Substrate erweitert werden kann, denn die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass MPP ebenfalls mit einem anderen Teil der Substratbindetasche
interagiert als Serotonin und Guanidin.

Es wird durch diese Experimente sehr deutlich, dass mindestens drei der fiinf in OCT und
OCTN spezifischen Aminosduren der vierten Transmembrandoméne an der Bildung der
Substratbindungstasche von rOCT1 beteiligt sind. Diese drei Aminosduren werden zum C-
und N-Terminus von 2 weiteren Aminoséduren eingegrenzt, bei denen die Substitution durch
eine strukturell dhnliche Aminosdure zu einem Funktionsverlust von rOCT1 fiihrt. Alle fiinf
diskutierten Aminosduren sind daher von grofler funktioneller Relevanz fiir das rOCT1-

Protein.
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Im folgenden Teil der Diskussion wird die Fragestellung der intrazelluléren Inhibierung
(siehe auch Kapitel 3.2.6 und 4.1.5.3) durch einen nicht permanent geladenen Inhibitior

genauer erortert.

4.2 Chinin hemmt in Oozyten exprimiertes rOCT?2 Protein von innen

Die nicht permanent geladene schwache Base Chinin zeigte scheinbar diskrepante Ergebnisse,
wenn man ihre Interaktion mit rOCT2 in verschiedenen Systemen untersuchte. Eine spezielle
Messmethode beim ,,Macropatch*“-Verfahren ermdglicht es, ein Stiick der Zellmembran einer
Zelle anzusaugen und anschlieBend herauszureilen, so dass die vormals intrazellulidre Seite
dem Medium zugewandt ist (engl. inside-out). Durch ,inside-out” Versuche im
,Macropatch® ist es moglich, die Interaktion von Membranproteinen mit Substanzen an der
Innenseite einer Zellmembran zu studieren. Solche ,.inside-out®“-Versuche wiesen darauf hin,
dass rOCT2 von dem Antimalaria Mittel Chinin in kompetitiver Form von innen gehemmt
wird (Budiman et al., 2001). Versuche mit intakten Oozyten zeigten jedoch eine nicht-
kompetitiv Hemmung (Arndt et al., 2001). Der Grund fiir diese Diskrepanz sollte nun mit
Hilfe des ,, Tracerflux““-Systems an intakten Oozyten genauer analysiert werden.

Chinin ist eine schwache Base mit einem pK-Wert von 8.4. In ihrer ungeladenen Form kénnte
sie problemlos die Plasmamembran durchdringen und rOCT2 von der Innenseite hemmen.
Gibt man von auBlen das permanent geladene TEA hinzu, wiirde man eine Transinhibition des
Substrats erwarten. Die Form der Inhibierung wire nicht-kompetitiv, da Chinin (da von innen
hemmt) und TEA (da es von aulen an die Substratbindestelle bindet) nicht um den gleichen
Teil der Substratbindungstasche konkurieren. Auf diese Weise konnte bestimmt werden, ob
die Hemmung der Chinin inhibierten TEA Aufnahme intra- oder extrazellulér ist.

Es zeigte sich, dass die Theorie mit der Praxis {iibereinstimmte, denn die passive
Chininaufnahme war in Xenopus laevis Oozyten um so hoher, je hoher der pH-Wert der
umgebenen Losung war (Abb. 17). Die fiir die Chinin-gehemmte TEA Aufnahme ermittelten
ICsp-Werte stiegen mit sinkendem pH-Wert von 1.5 uM bei einem pH-Wert von 8.4 auf 38
uM bei pH 6.0 an (Abb. 18). Da bei einem pH Wert von 6.0 99 % der Chininmolekiile eine
positive Ladung besitzen, konnen diese nur noch schwerlich passiv durch die Plasmamembran
diffundieren. Der hohe ICs, reprisentiert also die Affinitit des Chinins von seiner Aullenseite.
Bei diesem pH-Wert wurde ganz deutlich eine Kompetition des Substrats TEA mit dem
Inhibitor Chinin festgestellt. Die intrazelluldre Interaktion zwischen Chinin und rOCT?2

geschieht wahrscheinlich in dessen nach innen gerichteter Konformation, welche durch die
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hohe Affinitét repréisentiert wird. Bei einem pH-Wert von 7.4 ist die Form der Inhibition der
TEA Aufnahme durch Chinin eindeutig nicht-kompetitiv (Arndt et al., 2001). Dass die
verdnderten Affinititen nicht auf eine eventuelle Protonensensitivitit des Transporters
hinwiesen, ist durch die Versuche mit TBuA gezeigt worden Dieser Inhibitor besitzt eine
ghnliche Affinitdt wie Chinin, ist permanent geladen und somit nicht membranpermeabel. Die
pH-Wert Verschiebungen hatten keine Auswirkung auf die ICsp-Werte der TBuA inhibierten
TEA Aufnahme. Es blieb weiterhin ungewiss, ob die ungeladene Form des Chinins von der
Membranseite her den Transporter hemmt, oder aber bei einem ungefihren intrazelluléren pH-
Wert von 7.1 nur die geladenen Chininmolekiile interagieren.

Eine Auswirkung des Grads der Ionisierung wurde auch am hOCT?2 Protein von einer anderen
Arbeitsgruppen beschrieben. Als Substrat wurde hier Cimetidin verwendet, welches einen pK-
Wert von 6.9 besitzt (Barendt und Wright, 2002).

Mit diesen Experiment wurde deutlich, dass Chinin durch die Plasmamembran diffundieren
kann und rOCT2 von innen hemmt, so dass eine nicht-kompetitive Hemmung der
Substrataufnahme durch rOCT?2 beobachtet wurde. Die Verschiebung der ICsp-Werte bei
unterschiedlichen pH-Werten auf Grund einer pH-Sensitivitidt von rOCT2, konnte mit Hilfe

des permanent geladenen Inhibitors TBuA ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassungen

5.1 Zusammenfassung

Durch Expressionsklonierung wurde 1994 der erste organische Kationentransporter, rOCT1,
aus der Ratte isoliert (Griindemann et al., 1994). 1999 wurde eine Aminosdure in der 11.
Transmembrandomine von rOCT1 entdeckt, welche Teil der Substratbindungstasche dieses
Transporters war (Gorboulev et al., 1999). Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es weitere
funktionell relevante Aminosduren zu identifizieren. Ein Vergleich der ,,Helical Wheels* aller
12 hypothetischen Transmembrandoménen zeigte eine Akkumulation von 5 OCT und OCTN
spezifischen Aminoséuren in der vierten Transmembrandoméne auf einer Seite.

Bei diesen Aminoséduren handelte es sich um K215, W218, Y222, T226 und V229. Es wurden
verschiedene Punktmutationen an diesen Positionen eingefiihrt. Es zeigte sich mit Hilfe
radioaktiv markierter Substrate von rOCTI1, dass selbst Substitutionen durch strukturell
verwandte Aminosduren bei den flankieren Aminosduren zu einem Ausfall des rOCT1
vermittelten Substrattransport fiihrte. Weiterhin schien an Position 2/8 fiir den rOCT1-
vermittelten Transport von TEA eine aromatische Aminosdure von groBer funktioneller
Relevanz zu sein. Wir vermuten hier eine Kationen nt-Elektronen Interaktion des aromatischen
Ringsystems des Tryptophans mit der positiven Ladung des TEA.

Versuche mit den Mutanten des Tyrosins 222 zeigten ebenfalls Anderungen bei den
Transportraten und Affinititen verschiedener Substrate. Eine Kationen-mt Interaktion konnte
ausgeschlossen werden, jedoch war die Affinitit der Mutante Y222F zum TPeA um einen
Faktor 20 gegeniiber dem Wildtyp erhoht. Weiterfithrende Untersuchungen mit der Zwei-
Elektrodenspannungsklemme zeigten unterschiedliche Affinititen des TPeA zum Wildtyp im
Vergleich zum mutierten Protein in seiner nach auBlen bzw. nach innen gerichteten
Konformation. War die Form der Inhibierung des TEA-induzierten Stromes durch TPeA beim
Wildtyp kompetitiv, so zeigte sie bei der Mutante einen nicht-kompetitiven Charakter.

Die Mutante T226A zeigte ebenfalls Anderungen in Affinitit und Selektivitit. Bei allen
transportierenden Mutanten zeigte sich, dass der Transport von MPP nicht oder kaum
veridndert war, hingegen wurden sehr starke Anderungen der Transportcharakteristika von
TEA gefunden, was auf verschiedene Substratbindungsstellen in rOCT1 hinweist.

Diese Versuche zeigen deutlich die funktionelle Relevanz und die Beteiligung der mutierten

Aminosédurepositionen an der Substratbindetasche von rOCT]1.
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In Versuchen, in welchen Chinin als Inhibitor des rOCT2 vermittelten Transports genutzt
wurde, passierte Chinin mittels Diffusion in seiner ungeladenen Form die Oozytenmembran
und hemmte rOCT2 von der Innenseite. Dies konnte der Grund fiir die nicht-kompetitive
Form der Inhibition der TEA-Aufnahme durch Chinin sein. Diese Versuche wurden dadurch
bestitigt, dass die protonierte Form des Chinins eine kompetitive Form der Inhibition zeigte

und den Transporter von auflen hemmte.
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5.2 Summary

The first organic cation transporter was cloned from rat (rOCT1) in 1994 by using the
expression cloning technique (Griindemann et al., 1994). In 1999 it was found that one of the
aminoacids in the 11™ transmembranedomain of rOCTI, is part of it’s substrate binding
pocket (Gorboulev et al., 1999). It was the aim of this thesis to identify more aminoacids of
functional relevance for this transport protein. A comparison of all 12 helical wheels of the
transporter showed, that there is an accumulation of 5 OCT and OCTN specific aminoacids at
one side of the o-helix. These aminoacids were K215, W218, Y222, T226 and V229. Different
single point mutations have been generated at these positions. Using radiolabeled substrates
for rOCT1, the experiments showed, that even a substitution by a structural related aminoacid
at the flanking aminoacids resulted in a failure of substrate transport. For TEA transport it has
been suggested that the aminoacid at position 2/8 should have aromatic properties. We
therefor suggest a cation-T interaction between the aromatic ringsystem of W2/8 and the
positive charge of TEA.

Experiments with mutations in position Y222 also showed differences in transport rates and
affinities referring to the wildtype using different substrates. A cation-7 interaction could be
excluded, but it was shown, that there was a 20fold increased affinity of TPeA for the mutant
Y222F. Further experiments utilizing the two electrode voltage clamp technique showed
different affinities for wildtype rOCT1 in comparison to the mutated protein in its outward
and inward conformation. The wildtype showed a competitive type of inhibition for TPeA
inhibited TEA current, the mutant showed a non-competitive type of inhibition.

The mutant 7226A also showed changes in affinity and selectivity.

In all transporting mutants we found no or lowest changes in the transport characteristics of
MPP, but very big changes in the transport characteristics of TEA, an indication for different
binding sites for these substrates. The experiment clearly showed, that these five aminoacids
are of functional relevance for rOCT1 transport.

In experiments using quinine as inhibitor of rOCT2 mediated transport quinine in it’s
uncharged form passed the oocyte membrane by diffusion and inhibited rOCT2 from the
inside. This might be the reason for the non-competitive type of inhibition, using quinine as
the inhibitor for TEA uptake. This hypothesis was confirmed when we showed that the type of

inhibition changed into the competitive type, when we used the protonated form of quinine.
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7 Anhang

7.1 Punktmutationen geladenener Aminosduren von rOCT1

Zur Identifizierung fiir den Transport von organischen Kationen funktionell relevanter
Aminosduren von rOCT1 wurde zunichst eine Strategie verfolgt, welche von vielen
Arbeitsgruppen genutzt wird, die mit Ionentransportern oder —kanélen arbeiten: Es wurde
nach konservierten, geladenen Aminisduren gesucht. Eine starke Konservierung konnte auf
die Wichtigkeit fiir die Funktionalitit des Transporters hinweisen, im Falle von
Kationentransportern bzw. Kanilen sind es negativ geladende Aminosduren, im Falle von
Anionentransportern bzw. —kanilen sind es die positiv geladene Aminosduren, welche ein
Substrat z.B. an einen Transporter binden kdnnten. Diese Aminosduren wurden dann ersetzt
und das Transportprotein bzw. der Kanal auf eine Verdnderung seiner Transport bzw.
Kanaleingenschaften iiberpriift (Bennett et al., 2000; Feng et al., 2001; Kavanaugh et al.,
1997; Kim et al., 1999). Im Falle des organischen Kationentransporters rOCT1, fiihrte dieser
Ansatz schnell zum Erfolg (Gorboulev et al., 1999). Wurde das negativ geladene Aspartat 475
gegen ein positiv geladenes Arginin ausgetauscht, so ging die Fihigkeit Kationen zu
transportieren verloren. Bei einem Austausch gegen das ebenfalls negative geladene Glutamat
erhohten sich die Affinititen und die Selektivitit fiir bestimmte Kationen wurde verindert. Im
Rahmen dieser Dissertation wurde zuerst die Strategie verfolgt die in den Familien der OCTs,
OATs und OCTNs konservierten negativ geladenen Aminosduren von rOCT1 zu
substituieren. Dies wurde an den Aminosduren D150, E227, D379 und E387 durchgefiihrt,
welche Bestandteil der Transmembrandominen (TMDs) waren. Diese wurden dann durch
andere geladene, aber teilweise auch durch nicht geladene Aminosduren ersetzt. Auflerdem
wurden weitere als potentiell funktionell relevant befundene Aminosduren, wie z.B. das
Aspartat an Position 95 untersucht, da dieses als einzige negativ geladene Aminoséure aus der
groBen extrazelluldren Schleife zwischen TMD 1 und 2 alle oben genannten Kriterien besal.
Auflerdem wurde eine evtl. Phosphorylierungsstelle (5§286), zwei nah beieinanderliegende
Cysteine (C470, C474), aber auch zwei Aminosduren, zwischen denen eine Interaktion

vermutet wurde (E387+R440) mutiert.
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D95N V229L
D150N S286A
K215Q,R H368Q
W218F.LY D379E,N
Y222F L E387E,D
T226A R440Q
E227D,Q C470A
C474A

extrazellular

Abb. 22: An rOCT1 durchgefiihrte Aminosduresubstitutionen

Die Tabelle 14 bis Tab 17 zeigen die Aufnahme von radioaktiv markiertem TEA und MPP.
Diese Experimente waren als Vorversuche gedacht und sollten einen Hinweis auf fiir den
Transport dieser Stoffe funktionell relevante Aminosiduren geben. Es wurden zunéchst
Aufnahmeexperimente mit Konzentrationen durchgefiihrt, die weit unterhalb der ky-Werte fiir
den Wildtyp lagen (Konzentrationen: TEA = 10 uM, MPP = 0,1 uM). Diese Messungen
waren grundsétzlich gut, um nicht bzw. sehr schlecht transportierende Mutanten ausfindig zu
machen.

Bei einigen dieser Mutationen schien ein Restransport vorhanden zu sein, konnte aber auf
Grund der geringen Transportraten von < 4 % 1im Vergleich zum Wildtypen nicht weiter
untersucht werden, da die Auflosungsgrenze dieser Methode iiberschritten wurde.

Nach den ersten Vorversuchen mit den deutlich transportierenden Mutanten zeigte sich jedoch
gleich, dass hier keine deutlichen Verschiebungen in Selektivitit und Affinitéit zu beobachten
war (siehe Tabelle 12-15). D95N zeigte fiir TEA eine Senkung der Transportrate auf 57 % und
fiir MPP 92 % , DIS5ON zeigte fiir TEA eine Steigung auf 177 % und fiir MPP auf 109 %.

Diese Effekte wurden als nicht grof} genug eingestuft und daher nicht weiter untersucht.
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Die Mutanten, bei welchen die dem Glutamat strukturell dhnliche Aminoséure Aspartat und
die strukturell weniger dhnliche Aminosdure Glutamin an Position 227 substituiert wurden,
zeigten keinerlei Transport mehr. Dies ist um so interessanter, als dass die Verkiirzung der
Seitenkette um einen Acylrest (Glutamat zu Aspartat) einen solchen starken Effekt aufwies
und von allen Mutanten die geringste Expression im Western Blot zeigte.

Im Vergleich zum Wildtyp waren die Unterschiede bei den {iibrigen in diesem Kapitel
genannten Mutanten im Substrattransport so klein, dass die entsprechenden Aminéduren keine
funktionelle Relevanz fiir das rOCT1 Proteinen zu haben schienen. Nur durch die Mutation
E387D schien eine funktionell relevante Aminosdure gefunden worden zu sein. Die recht
starke, aber dennoch gut messbare Reduzierung der Transportraten bei dieser Mutante fiihrte
zu weiteren Untersuchungen, welche eine Erhohung des ky — Werts fiir MPP um einen Faktor
von 3.6 erkennen liessen. Diese Mutation wurde jedoch als nicht funktionell relevant
eingestuft, da bei einer zuvor verdffentlichen Studie aus unserer Arbeitgruppe an anderer
Position des rOCT1 Protenins viel groBere ky-Wert Anderungen beobachet worden waren
(Gorboulev et al., 1999). Daher wurde die Suche auf positiv geladene Aminoséuren erweitert,
denn diese konnten durch AbstoBungsreaktionen mit den Kationen oder aber auch mit negativ
geladenen Aminosduren anderer Transmembrandoménen interagieren, wie es z.B im Fall von
GLUT 4 vermutet wurde (Schurmann et al., 1997) oder aber ein Funktion bei der
Herausbeforderung des Kations aus der Tasche besitzen (Kawasaki-Nishi et al., 2001). Dieser
Strategie folgend wurden die Mutanten K275Q, K215R und H3680 hergestellt. Die Mutanten,
bei denen an Position 2/5 Aminosduren ausgetauscht wurden, zeigten keinen Transport mehr,
obwohl das Protein exprimiert und auch in Vesikelmembranen eingebaut wurde (Abb. 15).
Die Substitution des Histidins an Position 368 in ein Glutamin zeigte widerspriichlich
Ergebnisse und soll daher nicht weiter dikutiert werden.

Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Aminosiduren £387 und R440 auf Grund
ihrer Lage in den Transmembrandoméinen 8 und 10 ein interagierendes Paar bilden konnten.
Bei einer Bestitigung dieser Hypothese konnte ein Ladungsaustausch der negativen und
positiven Aminosduren die Funktionen von rOCT1 erhalten. Dies war der Grund zur
Erstellung der Doppelmutante E387R + R440E. Diese Muntante zeigte jedoch keinen
Transport. Der Nachweis des Proteineinbaus in die Oozytenmembran muss noch erbracht
werden.

Erstaunlicherweise zeigte der gleichzeitige Austausch dieser Aminosduren in das neutrale

Glutamin die Funktionalitit dieser Doppelmutante an, so dass die Substrataufnahme
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konzentrationsabhingig gemessen werden konnte. Hierbei zeigten sich im Bezug zum
Wildtyp keine deutlichen Verschiebungen in den ky-Werten, jedoch war der V,-Wert fiir
TEA um das 6fache gesunken und fiir MPP um das 4.3fache. Da der Unterschied zwischen
TEA und MPP V.. nicht signifikant war, konnte nicht diskriminiert werden, ob die
Verringerung auf einen verminderten FEinbau des Transportproteins in die Membran
zuriickzufithren war oder ob sie eine Verringerung der Transportraten auf Grund struktureller
Veridnderungen bedeuteten.

Weiterhin wurde das Serin an der Position 286 untersucht, welches durch die gesamte OCT
Familie konserviert ist. Intrazelluldres Serin ist neben Threonin und Tyrosin
Phosphorylierungsstelle fiir die Proteinkinase A oder C (Alberts et al., 1989; Koolmann und
Rohm, 1998), iiber welche die Funktionen von Proteinen reguliert werden. Es wurde gezeigt,
dass tOCT1 in stabil transfizierten HEK293 Zellen iiber PKC und PKA stimulierbar war.
Zudem wurde mit Hilfe eines Phosphoserinantikdrpers nachgewiesen, dass es sich dabei um
einen Serin Rest handeln musste (Mehrens et al., 2000). Ein Austausch dieser Aminosiure
gegen das Alanin resultierte in einer starken Reduzierung der Funktion, so dass es nicht
moglich war diese Mutante weiter zu untersuchen (Tabelle 16 und Tab 17). Diskutiert man
dieses Ergebnis in Zusammenhang mit der hohen Konservierung des Serin 286, so kann dies
als weitere Bestidtigung betrachtet werden, dass diese Aminosédure fiir die Funktion und

Regulation des rOCT1 Proteins von gro3er Bedeutung ist.

Weiterhin wurde vermutet, dass die Cysteine an den Positionen 470 und 474 ein
disulfidbriickenbildendes Paar darstellen konnten, da diese innerhalb der OCT Familien nur
zusammen auftreten oder beide fehlen (Koepsell et al., 1999). Daher wurden die Cysteine
einzeln gegen das strukturell sehr &hnliche Alanin mutiert, welches jedoch keine
Sulfhydrylgruppe besitzt. Es zeigte sich bei Konzentrationen weit unterhalb des ky-Werts fiir
TEA und MPP nur eine deutliche Anderung in der Transportrate fiir TEA bei C470A. Bei
dieser Mutante wurde die Transportrate auf 181% gesteigert (Tabelle 16). Die
substratkonzentrationsabhéngige Aufnahme zeigte eine 2.4fache Erhohung des ky-Werts,
allerdings eine 3fache Erhohung des V.x-Werts (Tabelle 18). Diese Effekte wurden jedoch

als zu gering erachtet, um sie weiter zu verfolgen.

Tabelle 18 zeigt ky und Vyx-Werte von transportierenden Mutanten, bei denen auf Grund

vielversprechender Daten aus den Vorversuchen oder relevanter konservierte Position, eine
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Wildtyp rOCT1 TEA Aufnhame Mutante TEA Aufnhame
[pmol x h™' x Oozyte™] [pmol x h™' x Oozyte™]
TEA
Konzentration 10 100 400 10 100 400
[uM]
Messung % WT % WT % WT
57 | 56.6
DI95N 10219 - - + z - - -
1.2 | 116
8.9 177
D150N 5+£0.7 - - + s - - -
1.3 27
0.1 1.9
K2150 571 - - + z - - - -
0.01 0.2
0.43 1.7
K215R 245118 - - + * - - -
012 | 0.5
0.07 | 0.02 | 023 | 0.2
E227D - 834197 147.7+29.3 - - + z + =
0.0 0.3 0.43 0.3
0.6 2.4
E2270 245118 - - + * - - -
0.1 0.4
6.4 | 113.2| 89.2 | 86.8 | 153.1 | 103.8
H3680 57+1.6 102.8 £ 10 147.5+179 + i + i + +
1.1 19 13.1 | 12.8 | 248 | 16.8
56 | 99.2
D379E 57+1.9 - - + * - - -
1.1 16.4
11.1 46 757 | 90.7 | 191.1 | 1294
D379N 24.1+£13 834197 147.7+£29.3 + i + i + +
0.9 39 | 122 | 146 | 11,6 | 7.8
102 | 16.5 | 8.2 6.4
E387D - 62+34 128 £ 8.4 - - + z t+ =
0.7 1.2 1 0.8
0.2 1.7
E3870 97121 - - + * - - -
0.1 1
0.2 4
E387R 5+£0.7 - - + e - - - -
0.0 0.0
1.8 2.9 2.9 2.3
R4400 - 62+34 128 + 8.4 - + z + z*
0.2 0.3 0.7 0.6
E387R 0.2 0.9
+ 23.1+15 - - + i - - - -
R440E 0.2 0.9
E3870 20.7 | 104.5
+ 19.8+ 1.4 - - + * - - - -
R4400 28 | 14.1

Tabelle 14: TEA Aufnahme unterschiedlicher Mutanten im Bezug zum WT
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Wildtyp rOCT1 - MPP Aufnahme

[pmol x h'x Oozyte'l]

Mutante MPP Aufnahme
[pmol x h'x Oozyte'l]

MPP
Konzentration[ 0.1 3 12 0.1 12
uM]
Messung % WT % WT % WT
0.87 92
DI95N 0.94+0.13 - - + ks - - - -
0.09 | 10.1
0.91 109
DI150N 0.84 +0.09 - - + z - - -
0.11 13
0.01 1.5
K2150 0.7 £0.09 - - + e - - - -
0.01 0.8
0.02 3.2
K215R 0.6+0.12 - - + z - - -
0.01 1.3
0.14 0.7 | 034 0.7
E227D - 193+34 50.1+7.9 - - + e t+ =
0.03 0.2 0.22 0.4
0.02 4.2
E227Q 0.6+0.12 - - + + - - - _
0.01 1.1
1.3 347 | 263 | 184.9 | 548 | 113.8
H3680 0.37+£0.09 143+3.1 48.1+3.4 + z + z + =
0.2 39 2.8 19.7 2 4.1
0.32 85
D379E 0.37+£0.09 - - + e - - - -
0.03 9.3
046 | 63.5
D379N 0.7£0.9 - - + z - - -
0.05 6.3
- - 3.7 21.3 7.1 25.7
E387D - 174+1.2 27.5%+1.5 + e t+ =
0.4 2.7 0.5 1.9
0.01 | 1.84
E3870 0.22+£0.02 - - + z - - - -
0.01 1.8
0.0 0.0
E387R 0.84 +0.09 - - + e - - -
0.0 0
0.8 5 1.7 6.2
R4400 - 174+1.2 275+1.5 - - + e t+ =
0.2 0.7 | 0.22 0.8
E387R
+ - - - - - - - - -
R440E
E3870 046 | 46.5
+ 0.99+ 0.06 - - + e - - - -
R4400 0.05 | 0.05

Tabelle 15: MPP Aufnahme unterschiedlicher Mutanten im Bezug zum WT
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Wildtyp rOCT1 TEA Aufnhame Mutante TEA Aufnhame
[pmol x h™' x Oozyte™] [pmol x h™' x Oozyte™]
TEA
Konzentration 10 100 400 10 100 400
[uM]
Messung % WT % WT % WT
0.6 0.6 39 2.6
$286A - 1117 150.5+10.1 - + i + +
0.3 0.3 0.4 0.2
17.5 | 181.5
C470A 9.7+2.1 - - + i - - -
1.3 13.8
113.5
C474A 16.8 1.1 - - + * - - -
1 5.7

Tabelle 16: TEA Aufnahme unterschiedlicher Mutanten im Bezug zum WT

Wildtyp rOCT1 - MPP Aufnahme Mutante MPP Aufnahme
[pmol x h™" x Oozyte™] [pmol x h™" x Oozyte™]
MPP
Konzentration 0.1 3 12 0.1 3 12
[uM]
Messung 9o WT % WT 9o WT
0.74 4 1.5 3.5
S$286A - 188t 1.5 43712 - - + z + z
0.1 0.6 | 0.11 0.2
0.23 | 108
C470A 0.22+0.02 - - + ks - - -
0.02 10
032 | 76.7
C474A 0.42+0.12 - - + z - - -
0.09 | 22.3

Tab 17: MPP Aufnahme unterschiedlicher Mutanten im Bezug zum WT

Auswirkung auf die Affinitédt zu erwarten war. Ausgewéhlt wurden die Mutanten H368Q und
E387D, da sich fiir die verschiedenen Konzentrationen aus den Vorversuchen
unterschiedliche Transportraten relativ zum Wildtyp bei MPP zeigten. E387Q+R440Q wurde
ndher untersucht, da eine Interaktion zwischen diesen Aminosiduren vermutet wurde und die

Transportraten deutlich reduziert waren. Die Transportrate von C470A war bei dem
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Vorversuch im Falle von TEA in Bezug zum Wildtypen deutlich erhtht und wurde daher

genauer untersucht.

TEA MPP
Wildtyp rOCT1 Mutante Wildtyp rOCT1 Mutante
KM VMax KM VMax KM VMax KM VMax
[nM] [pmol x h™" x [nM] [pmol x h™' x [uM] [pmol x h! x [uM] [pmol x h™! x
Oozyte 3| Oozyte‘1 ] Oozyte 1 Oozyte 1
Messung
H368Q 90 £29 318 £ 37 70 £22 359+22 | 3.6+£09 49+3 79+14 | 82%4.1
E387D 265 £92 100+ 17 | 402 £ 215 37111 224103 49 +£3 79114 82+4.1
E387Q
+ 20+3 120+ 6 17+4 20+ 1 7+1 82+6 49+1 19+49
R4400Q
C470A 103£29 | 204+16 | 247+£26 | 603 =247 - -

Tabelle 18: Ky, und Vy;,, Werte ausgesuchter Mutanten im Vergleich zum Wildtyp rOCT1

Sicherlich hervorzuheben ist hier die 3.6 fache Erhohung des ky- Wertes der Mutanten E387D
fir MPP. Die Affinitit fiir TEA sank bei dieser Mutante nur um das 1.5 fache, jedoch lag hier
der Standardfehler bei mehr als 50 % Prozent. Die maximale Transportrate sank um einen
Faktor von 2.7 bei TEA und stieg bei MPP um einen Faktor von 1.7.

Die Doppelmutante E387Q+R440Q zeigte eine deutlich verringerte Transportrate und zwar
um das 6fache bei TEA und um das 4fache bei MPP.

Die einzige Mutante, die eine deutlich erhéhte maximale Transportrate zeigte, war C470A,
und zwar um einen Faktor 3 fiir TEA. Die Affinitédt sank um einen Faktor von 2.4.

Es fillt hier deutlich auf, dass die Affinititen fir TEA im Falle des Wildtyps bei den
Versuchen mit den Mutanten E387D und E387Q0+R440Q um einen Faktor 13 schwanken.
Diese Messungen sind innerhalb eines grofen Zeitraums gemacht worden. Diese starken

Schwankungen koénnen mit jahreszeitliche bedingten Anderungen des Oozytenstoffwechsels
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zusammenhingen. Aus diesem Grund wurde immer der Wildtyp als Referenz mitgemessen,
damit die Daten weiterhin vergleichbar blieben.

Aus den Versuchen mit der Mutante D475E (Gorboulev et al., 1999) waren
Affinitdtsverschiebungen bis zum achtfachen fiir TEA beobachtet worden. Da
Affinitdtsverdnderungen in diesem Malle bei den bis zu diesem Punkt durchgefiihrten
Mutationen nicht zu beobachten waren, musste die Strategie zur Auffindung fiir den Transport
von rOCT1 wichtiger Aminosduren verdndert werden. Dadurch behielten die oben
aufgefiihrten Messungen ihren stichprobenhaften Charakter mit einer Experimentenanzahl von
n = 1. Es wurden also keine Wiederholungen durchgefiihrt, so dass die oben aufgefiihrten
Ergebnissen statistisch nicht abgesichert waren. Um potentielle funktionell relevante
Aminoséduren im rOCT1 Protein ausfinding zu machen, wurde daher die Strategie geindert.
Hierzu wurden die ,,Helical Wheels* aller Transmembrandoménen mit einander vergleichen

(siehe Kapitel 3.1).

7.2 Selektivititen der Mutanten der 4. Transmembrandomane

Aus Griinden der Ubersicht wurde in Kapitel 3.2.1 des Ergebnisteils auf eine Tabelle, welche
die selektiven Aufnahmeraten der Mutanten im direkten Vergleich zeigt, verzichtet. Dies soll
nun auf den folgenden Seiten geschehen. In der hier gezeigten tabellarischen Darstellung
wurden die ermittelten Absolutwerte der Mutanten im Vergleich zu den Wildtyp-
Absolutwerten gesetzt. Mit dieser Darstellung ist es iibersichtlich moglich, signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante aufzuzeigen. Zur Interpretation der Ergebnisse

siehe Kapitel 3.2.1.
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Aufnahmerate
[pmol/30min/Oozyte]
TEA MPP Guanidin Serotonin
[10uM] [0.5 uM] [200uM] [2.5uM]
Wildtyp 146 £3.3 22104 285173 73+x14
K215Q 0.03 +0.03%** 0.03 £ 0.03** 0.4 £0.2%* 0.1 £0.03%*
Faktor 486.7 73.3 71.2 73
Wildtyp 146 £3.3 22104 285173 73+x14
K215R 0.2 £0.1%* 0.03 £0.03%* 0.03 £ 0.02%* Q%
Faktor 73 73.3 950 -
Wildtyp 232+1.5 3.0+03 68.2+6.2 83103
W218F 6.1 £2.4%* 29105 347 +7.6% 42+ 0.4*
Faktor 3.8 1 2 2
Wildtyp 232+1.5 3.0+03 68.2+6.2 83103
W218L 0.4 £0.1%* 0.7+0.1%* 3.7+ 0.5%%* 0.5+ 0.04%*
Faktor 58 4.3 18.4 16.6
Wildtyp 232+1.5 3.0+03 68.2+6.2 83103
W218Y 6.2+0.3* 24121 14.0+2.1%* 1.1 £0.1%*
Faktor 3.7 1.25 4.9 7.5
Wildtyp 146 +2.8 3+0.5 674+1.8 7.8+£0.7
Y222F 11.2+2.2 3.0+0.1 53.1+12.3 6.6x1.1
Faktor 1.3 1 1.3 1.2
Wildtyp 14.6+2.8 3+0.5 674+1.8 7.8+£0.7
Y222L 4.2 +0.5% 1.2+0.2%* 11.4+1.2% 1.2+ 0.2%*
Faktor 3.5 2.5 5.9 6.5




Anhang 110
Aufnahmerate
[pmol/30min/Oozyte]
TEA MPP Guanidin Serotonin
[10pM] [0.5 uM] [200uM] [2.5uM]

Wildtyp 17.3£2.0 3502 80.6+3.2 8.3+0.7
T226A 13.5+1.7 3.1£0.2 243+ 4.1% 5604
Faktor 1.3 1.1 3.3 1.5
Wildtyp 14.6+3.3 22+04 285+7.3 7314
V229L 0.2 £0.3%* 0.1 £0.05** 0.7 £0.4%* 0.1 £0.04**
Faktor 73 22 40.1 73
Wildtyp 14.6+3.3 22+04 285+7.3 7314
E227D 0.3 £0.03%* O** 0.17 £ 0.4*=* O**
Faktor 48.7 - 187.7 -
Wildtyp 14.6+3.3 22+04 285+7.3 7314
E227Q 0.1 £0.05%* O** 0.5+0.1%* O**
Faktor 146 - 57 -
Wildtyp 14.6+3.3 22+04 285+7.3 7314

H;0 0.2 £0.1%* 0 0.9 +0.2%* 0
Faktor 73 - 31.7 -

Tabelle 19: Aufnahmeraten der Mutanten der 4. Transmembrandomdne. Mittelwerte aus
3-4 Versuchen. Transportmessung mit verschiedenen [ “Cl- oder [°H]-markierten
Substanzen. X. laevis Oozyten wurden mit Wasser oder 10 ng rOCTI1-cRNA injiziert. Nach 2-3
Tagen wurde die Aufnahme der Substrate iiber einen Zeitraum von 30 min in die Oozyten
gemessen. Es handelt sich hier um den durch 100 uM Chinin hemmbaren Anteil. Die Daten
reprdasentieren Mittelwerte mit Standardfehler aus 3-4 Versuchen;, * = Signifikant
unterschiedlich zum Wildtyp ky, (Signifikanzniveau = 5 %); ** = Signifikant unterschiedlich
zum Wildtyp ky (Signifikanzniveau = 1 %).
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7.3 Interaktion von N-Methylchinin mit rOCT1 und rOCT?2

In einer Verdffentlichung von van Montfoort wurde gezeigt, dass N-Methylchinin von rOCT1
transportiert wird (Van Montfoort et al, 2001). N-Methylchinin ist ein Derivat des in Kapitel
3.3 beschriebenen Chinins und besitzt eine permanente positive Ladung. Es galt die
Interaktion von N-Methylchinin mit rOCT1 und rOCT2 niher zu beschreiben. Abb. 23 zeigt
die Aufnahme von N-Methylchinin. Es war deutlich zu sehen, dass rOCT2 fast kein N-
Methylchinin transportierte; bei einer extrazelluliren Konzentration von N-Methylchinin

von 1.5 uM zeigte rOCT1 eine mit 100uM Cyanin863 hemmbare Aufnahme von 2 £ 0.13

pmol x 30 min"' x Oozyte™.
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< —
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—
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< ©
£ 4
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;: 3' 3
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Abb. 23: Die konzentrationsabhiingige Aufnahme von [PHIN-Methylchinin ist nur in
rOCTI1 und nicht in rOCT2 exprimierenden X. laevis Qozyten nachweisbar. rOCTI und
rOCT2 exprimierende Oozyten wurden iiber 30 min in An- und Abwesenheit von 100 uM
Cyanin 863 mit verschieden Substratkonzentrationen inkubiert. Es konnte nur fiir rOCTI
exprimierende Qozyten eine nichtlineare Regression nach Michaelis-Menten angepasst
werden. Die Punkte reprdsentieren den Median von 8-10 Oozyten mit dem Standardfehler des

Mittelwerts.
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Die cyanininhibierbare Aufnahme bei rOCT2 war mit 0.03 £ 0.02 pmol x 30 min™ x Oozyte’1
sehr gering und nicht grofler als die Aufnahme der wasserinjizierten Oozyten.

Im néchsten Experiment wurde versucht, die konzentrationsabhingige Aufnahmeraten und
somit den ky- und Vp,-Wert zu bestimmen. Dies war fiir rOCT2 nicht moglich, da nach
Abzug des nicht cyanininhibierbaren Anteils die Transportraten knapp iiber null oder aber
sogar negative Werte annahmen. Fiir rOCT1 wurde ein ky-Wert von 4.6 + 0.9 uM und ein
Vinax —Wert von 5.7 + 0.3 pmol x 30 min! x Oozyte'1 (n = 1) erhalten.

Mit N-Methylchinin wurde ein Substrat entdeckt, welches von rOCT1, nicht aber von rOCT?2
transportiert wird. Es zeigte mit einem ky-Wert von 5 uM eine recht hohe Affinitit zum
rOCT1-Protein. N-Methylchinin ist somit ein sehr gutes Werkzeug zur Bestimmung der
Transporteigenschaften bei chimiren Proteinen, die aus rOCTI1- und rOCT2-Anteilen
bestehen. Sollte beim Austausch von Transmembrandominen (rOCT1 in rOCT2) plotzlich ein
Transport von N-Methlychinin fiir diese Chimére nachgewiesen werden so, wire dies ein

Hinweis fiir die Wichtigkeit dieser Doméne am Transportgeschehen.

7.4 Interaktion von rOCT1 mit cGMP

Es ist in der Vergangenheit gezeigt worden, dass rOCT1 in HEK293 Zellen durch zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) stimulierbar ist (Mehrens et al., 2000). Es zeigte sich eine
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), der Proteinkinase C, (PKC) und der p56ICk Kinase,
welche eine Phosphorylierung des Transporters zur Folge hatte. Die Phosphorylierung von
rOCT1 resultierte in gesteigerten Affninititen zu verschiedenen Substraten. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Aufnahme von organische Kationen in isolierte menschliche Nierentubuli
ebenfalls iiber PKA und PKC reguliert ist, aber auch iiber das atriale natriuretische Peptid
(Pietig et al., 2001). Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Schlatter von der
Westfilischen Willhelms Universitit Miinster wurde die Interaktion des zyklischen
Guanosinmonophosphat (cGMP) mit rOCT1 untersucht.

Das zyklische Guanosinmonophosphat hat ein Reihe von wichtigen ,,Messenger* Funktionen
innerhalb des menschlichen Korpers. Es reguliert die Entspannung glatter Muskulatur und ist
somit einer der Regulatoren des Blutdrucks und der Erektion des Penis, es inhibiert die
Aktivierung von Blutplittchen, reguliert die Chlorid- und Wassersekretion in der
Biirstensaummembran des Diinndarms und ist entscheidend fiir den Vorgang des Sehens.

(Lucas et al., 2000).
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Prof. Dr. Schlatter hatte zuvor mit Hilfe des fluoreszierenden Kations 4-(4-dimethyl-
amino)styryl)-N-metyhlpyridinium (ASP) und dessen Einsatz als Agens in der
Mikrofluorimetrie nachgewiesen, dass dessen Aufnahme in HEK293 Zellen durch die Gabe
des membrangingigen cGMP-Derivats 8-Bromo-cGMP (8-Br-cGMP) gehemmt werden
konnte (Schlatter et al., 2002). Die Frage, ob es sich um eine direkte oder eine indirekte
Interaktion des 8-Br-cGMP mit dem rOCT1 Protein handelte, sollte geklidrt werden. Hierzu

wurde das Oozyten Expressionssystem genutzt.

304 5_
2., _ Kontrolle (o)
% L o 4-
E z 20- : Kontrolle(o) ug E,
g 4 8-Br-cGMP 20 3 8-Br-cGMP
Z0 W L3 500 uM (a)
<< x 10 SOOIJ.M(‘) EE 24 ;
W= IZ
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s Iy
= Cyanine863 (w) 5 8 = . Cyanine86a (m)
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Abb. 24 : In X. laevis Oozyten exprimierter rOCT1 ist insensitiv gegen 8-Br-cGMP. rOCT1I
wurde in X. laevis Qozyten exprimiert und die Aufnahme von 10 uM ['*C]TEA oder [’H]MPP
nach verschiedenen Zeiten in Abwesenheit (Kontrolle) oder Gegenwart von unterschiedlichen
8-Br-cGMP Konzentrationen gemessen. Zur weiteren Kontrolle wurde die Aufnahme mit
100uM Cyanin863 gehemmt. Die Aufnahme der Tracer wurde durch Waschen in eiskaltem

ORi zu den angegebenen Zeiten gestoppt.

Abb. 24 zeigt den zeitlichen Verlauf der Aufnahme des radioaktiv markierten TEAs allein und
in Gegenwart von 100 oder 500 uM 8-Br-cGMP. Zum Vergleich wurde die Hemmung von
100 uM Cyanin863 mitaufgezeigt. Es war kein hemmender Effekt von 8-Br-cGMP auf den
Transport von TEA zu erkennen.

TEA besitzt auf chemischer Basis keinerlei Ahnlichkeit mit ASP. So wurde fiir einen
weiteren Versuch das strukturell sehr dhnliche MPP gewihlt. Der rechte Teil der Abb. 24
zeigt dessen Transport allein und in Gegenwart von 100 bzw. 500 uM ¢GMP. Zum Vergleich
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wurde die Aufnahme des MPP erneut mit Cyanin863 gehemmt. Die Hemmung durch
Cyanin863 war deutlich zu erkennen, wohingegen der Transport von MPP in Gegenwart der
beiden 8-Br-cGMP Konzentrationen keinen Unterschied zum MPP Transport allein zeigt. Es
musste also ein anderer Grund fiir das unterschiedliche Verhalten dieser Substrate in den

beiden Systemen vorhanden sein.

Es zeigte sich selbst bei hohen 8-Br-cGMP Konzentrationen keinerlei Effekt auf den
Transport dieser Substrate. Die Interaktion zwischen dem ,,Messenger” und dem Protein
schien daher innerhalb der Xenopus laevis Oozyte nicht direkt zu sein. Es konnte daraus
geschlossen werden, dass die cGMP vermittelte Inhibierung ein Bindeprotein bendtigt,
welches in HEK293 Zellen vorhanden ist. Die Inhibierung des organischen Kationen
Transport konnte fiir diese, aber auch fiir andere Transporterfamilien spezifisch sein, sie wird
jedoch nicht immer beobachtet, z.B. zeigt ein cGMP regulierter K'Kanal diese Regulierung

nach Expression in HEK293 Zellen nicht mehr (Schrgder et al., 2000).
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7.5 Abkiirzungen und Einheiten

8-Br-cGMP

A
Abb.
APS
ASP
ATP
bp
BES
Bq
bzw.
cpm
Ci
cAMP
cGMP
cRNA
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DNA
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DTT
dATP
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dNTP
dTTP
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EtOH

evtl.

GTP

8-bromo-cyclic guanosin-monophosphat (8 -Bromo-zyklisches-
Guanosinmonophosphat)

Ampere

Abbildung

Ammoniumperoxidsulfat
4-(4-dimethyl-amino)styryl)-N-metyhlpyridinium
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaare
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2’-Desoxy-cytidin-5’triphosphat
2’-Desoxy-guanosin-5’triphosphat
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2’-Desoxy-thymidin-5’triphosphat
Ethylendiamintetraessigsidure

Ethanol
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Gramm

Guanosin-5’-triphosphat
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kDa

MBq
mg
min
mM
MOPS
MPP
mRNA
nA
NMN
NTPs
OD
PKA
PKC
RNA
Rnase
rNTP’s
rpm
RT

SDS
sog.
Tab.
TBE
TBuA
TEA
TPeA
TEMED
Tris

u. a.

UTP
uv

KiloDalton

molar

MegaBecqgerel

Milligramm

Minute

Millimolar
3-(N-Morpholino)propansulfonséure
1-Methyl-4-phenylpyridinium

messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsiure)
NanoAmpere

N-Methylnikotinamid

Nukleotidtriphosphate

Optische Dichte

Proteinkinase A

Poteinkinase C

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
Ribonuklease

Ribonukleosid-5’-triphosphat

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodezylsulfat)
sogenannte

Tabelle

Tris-HCI-, NaBorat- und EDTA-gepufferte Losung
Tetrabutylammonium

Tetraethylammonium
Tetrapentylammonium
N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

unter anderem

unit (Enzymeinheit)

Uridin-5’-triphosphat

Ultraviolett

Volt
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(vIv)

(wW/v)
z.B.

volume per volume (Volumen pro Volumen)
Watt
weight per volume (Gewicht pro Volumen)

zum Beispiel

7.6 Aminosiuren

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Tryprophan
Tyrosin

Valin
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7.7 Chemische Strukturformeln
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