Aus dem Institut fir Anatomie und Zellbiologie
der Universitat Wirzburg, Lehrstuhl |
Vorstand: Prof. Dr. med. Hermann Koepsell

Funktionelle Charakterisierung von Chimaren der organischen
Kationentransporter zur Aufklarung der Bedeutung

der grol3en extrazelluldren Schleife

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Bayerischen Julius — Maximilians — Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Stefan Koppatz

aus Dresden

Wirzburg, Januar 2005



Referent: Prof. Dr. med. Hermann Koepsell

Koreferent: Prof. Dr. med. Michael Gekle
Dekan: Prof. Dr. med. Georg Ertl
Tag der mundlichen Prifung: 20.12.2005

Der Promovend ist Arzt.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Die Familie der OCT
1.2  Die grol3e extrazellulare Schleife
1.3  Fragestellung der Arbeit

2 Material und Methoden

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

Herstellung der cDNA

Synthese von cRNA

Expressionssystem Xenopus laevis — Oozyten
Tracer flux — Messungen

Statistik und Versuchsauswertung

Verwendete Substanzen und Hilfsmittel

3 Ergebnisse

3.1

3.2
3.3

3.4

Chiméaren A und B: Transport der Substrate

TEA und Histamin

Chimaren A und B: Substratabhangigkeit von TEA
Chiméren C und D: Untersuchung verschiedener
Substrate

Chiméaren A und B: Untersuchung von Stoffen
unterschiedlicher Affinitat gegentber rOCT1 und rOCT2

4 Diskussion

4.1
4.2

4.3
4.4

Interpretation der erhobenen Daten

Beispiele fur andere extrazellulare Schleifen

und deren Bedeutung

Klinische Relevanz der organischen Kationentransporter
Ausblick

12
12
14
17
20
22

26
30

33

36

48

52
53
55



Inhaltsverzeichnis

5 Zusammenfassung

6 Literaturverzeichnis

7 Anhang

7.1
7.2
7.3
7.4

Einige Vertreter der OCT-Familie
Formelzeichen

Abklrzungen

Zusammenfassung aller Hemmkinetiken von
rOCT1, rOCT2 und den Chimaren A und B

56

58

75

77

79

80



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der OCT

Eines der wichtigsten Definitionen von Leben ist die Erhaltung eines Fliel3-
gleichgewichtes in einem kunstlichen Raum. Unter Energieaufwand wird eine
Homoostase in recht engen Grenzen aufrecht erhalten. Vielféltige Transporter
und Kandale regeln dabei die Aufnahme organischer und anorganischer
Substanzen, aber auch die Elimination von Substanzen, welche die Konstanz
physiologischer Funktionen gefahrden wirden. Wahrend hydrophobe
Substanzen passiv durch die ,Barrieren des Lebens”, die Plasmamembranen
(Singer und Nicholson, 1972), diffundieren kénnen, sind lonen und geladene
Molekule im Wesentlichen auf Kanalproteine und Transporter in den

Membranen angewiesen.

Transport geschieht zu einem Teil aktiv, das heil3t gegen einen bestehenden
Konzentrationsgradienten. Der dazu nétige Energieaufwand wird entweder
durch metabolische Prozesse in sogenanntem primaraktiven Transport
ermoglicht - die groRte Rolle spielt die Hydrolyse von ATP -, anderenfalls wird
ein bestehender, durch primaraktiven Transport entstandener elektro-
chemischer Gradient eines anderen Substrates dafur zweckgenutzt. Dieser als
sekundéaraktiv bezeichnete Transport lauft dabei mit dem anderen Substrat
entweder gleichgerichtet (Symport) oder entgegengesetzt (Antiport). Stoffe und
Molekile gelangen aber unter bestimmten Bedingungen auch entlang ihres
elektrochemischen Gradienten zur Gegenseite. Neben den (lonen-)Kanalen
spielen dabei auch spezifisch bindende Transportereiweil3e eine grofRe Rolle.
Eine Translokation des Substrates beruht hier auf erleichterter Diffusion. Die
besondere Leistung dieser Transporter liegt in der Selektion der zu

transportierenden Substanzen.
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Eine solche Aufgabe kommt bisherigen Forschungen zufolge einer Transporter-
familie zu, die in der Lage ist, in erleichterter Diffusion verschiedenartige grof3e
geladene organische Moleklle unterschiedlicher Spezifitat durch biologische
Membranen hindurch zu expedieren. Dieses Charakteristikum lasst sich wohl

am treffendsten mit dem Begriff Polyspezifitat kennzeichnen.

Wenngleich der Grundstein zur Entdeckung dieser Eiweil3e schon mit der
Beschreibung des organischen Kationentransports an der Niere (Rennick et al.,
1947; Sperber, 1947) gelegt war, stie3 man seit der Klonierung und
Charakterisierung des ersten polyspezifischen organischen Kationen-
transporters rOCT1 (Grindemann et al., 1994) durch Homologie-Screening auf
immer neue Transporterproteine, die aufgrund der &hnlichen Aminosaure-
sequenz und Eigenschaften eine nun schon groRe Familie bilden (Abb. 1.1). In
einer Veroffentlichung aus dem Jahre 2000 sind die bis dato aus dem Genom
unterschiedlichster Spezies klonierten Proteine der so bezeichneten OCT-
Familie sehr Ubersichtlich sowohl in ihrer Aminoséuresequenz als auch mit
ihren Besonderheiten und ihrer Lokalisation im Gewebe der Spezies dargestellt
(Burckhardt und Wolff, 2000). Nunmehr benennt man die menschlichen
Transporter eher nach ihrem genomischen Namen SLC22. Darunter sind neben
verschiedensten Transportern, die die Diffusion erleichtern, auch einige
Anionenaustauscher, ,multidrugresistente” Proteine und Protonenantiporter
eingeschlossen, die eine Vielzahl an Substraten transportieren wie z.B.
monoamine  Neurotransmitter,  Xenobiotika,  Carnitin,  Prostaglandine,
Nukleosidabkdmmlinge oder Harnsaure (Mooslehner und Allen, 1999; Koepsell
und Endou, 2003; Koepsell et al., 2003).

Die Transporter der OCT-Familie (Abb. 1.1) weisen als Gemeinsamkeit die
durch Hydrophobizitatsanalysen nach Kyte und Doolittle als sehr wahrscheinlich
anzunehmenden zwolf Transmembrandoménen auf. Diese Annahme wird
gestlitzt von immunhistologischen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit
spezifischen Antikdrpern gegen Sequenzen der grol3en extrazellularen Schleife
und gegen das intrazellular liegende C-terminale Proteinende von rOCT1
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(Meyer-Wentrup et al., 1998). In den meisten Fallen transportieren die OCT-

Transporter polyspezifisch (Koepsell und Endou, 2003).

Abb. 1.1: Phylogenetischer Stammbaum der OCT-Familie mit ihren
Subfamilien. Zur besseren Ubersicht sind die Subfamilien OCT,
OCTN und OAT umklammert. Die Distanzen der Aufzweigungen
bezeichnen den Grad der Sequenzunterschiede.

Aufgrund spezifischer Eigenschaften und Homologien unterscheidet man in der
OCT-Familie drei wesentliche Subfamilien: die Subfamilie der organischen
Kationentransporter (OCT), die der Zwitterionen-/Kationentransporter (OCTN)

und die organischen Anionentransporter (OAT).

Der OCT-Subtypus umfasst eine Gruppe elektrogener, pH- und
natriumunabhéngiger und polyspezifischer Transporter, die sattigbar entlang
eines elektrochemischen Gradienten organische Kationen unterschiedlicher
Struktur in beide Richtungen zu expedieren vermégen, wahrend grolie
hydrophobe Kationen die Transportfunktion hemmen (Grindemann et al., 1994;
Busch et al., 1996[a]; Busch et al., 1996[b]; Zhang et al., 1997; Gorboulev et al.,
1997; Breidert et al., 1998; Grindemann et al., 1998; Urakami et al., 1998,
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Zhang et al., 1998). In vielen Charakterisierungen wurde gezeigt, dass die
Affinitaten der Substrate und Hemmstoffe zu den einzelnen Transportern
hierbei haufig unterschiedlich sind; dieses gilt auch beztiglich der Richtung des
Transportes (Grindemann et al., 1994; Gorboulev et al., 1997; Nagel et al.,
1997; Urakami et al., 1998; Kekuda et al., 1998; Zhang et al., 1999; Okuda et
al, 1999; Martel et al., 1999; Dresser et al., 2000; Arndt et al., 2001).
Gleichermal3en kann aber aus diesen Ergebnissen auch eruiert werden, dass
bei fehlender Funktion eines der Transporter abzusehen ist, dass verwandte
Transporterproteine bei ein und derselben Spezies die Funktion mit

Ubernehmen.

Die Subfamilie der OCTN integriert mehrheitlich pH- und natriumabhéangige
Transporter, mit hOCTN2 wurde im Ubrigen ein hochaffiner Carnitin-
Transporter entdeckt (Tamai et al., 1998). Ein Carnitinmangelsyndrom (Karpati
et al., 1975) bei Mutation im Gen dieses Transporters wurde beschrieben (Nezu
et al., 1999; Burwinkel et al., 1999; Koizumi et al., 1999). Diese autosomal
rezessiv vererbte Krankheit zeigt sich Klinisch vor allem durch Myopathie mit
einer langsam progressiven, in der Kindheit ihren Anfang nehmenden
Muskelschwache vor allem der proximalen Extremitaten, des Nackens, des
Kopfes und des Rumpfes. Schluck- und Atemmuskulatur sind meist mit
beteiligt. Haufig besteht zudem eine Hepatopathie, die sekundar zu einer
Enzephalopathie mit méglichen Epilepsien und Psychosyndromen filhren kann.
Ursachlich fur die Krankheit ist die durch die Mutation verminderte Aufnahme
von Carnitin in die Korperzellen, welches insbesondere als Carrier fir
Fettsauren bei der p-Oxidation dient, und dadurch auch erhohte
Wiederausscheidung mit dem Urin (Eriksson et al., 1988; Treem et al., 1988;
Tein et al., 1990; Scaglia et al., 1998). Muskelzellen besitzen wegen ihrer
betrachtlichen Kapazitat zur B-Oxidation besonders viel intrazellulares Carnitin.
Bei Diagnosestellung durch Nachweis von fettspeichernden Typ-I-Fasern in
einer Muskelbiopsie therapiert man derzeit mit Carnitin per os (2-6g/Tag) und
gegebenenfalls zusatzlich mit Prednison per os (50-100mg/Tag) (Gerok, Huber,
Meinertz und Zeidler et al., 2000).
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Bestimmte organische Anionen sind im Gegensatz zu den vorab beschriebenen
Transportersubfamilien Substrate der OAT-Subfamilie. Neben endogenen
Substanzen wie zyklischen Nukleotiden, Prostaglandinen und Harnsaure
werden durch diese Eiweif3e auch etliche in der Struktur vollig differente
Medikamente wie Antibiotika, NSAR oder Diuretika transportiert (Sekine et al.,
2000; Koepsell und Endou, 2003).

Das Charakteristikum der zwdlf Transmembrandomanen und die Konservierung
einer spezifischen Aminosauresequenz (Signatur) im Bereich zwischen der
zweiten und dritten vermuteten Transmembrandomane (Henderson et al., 1993;
Paulsen et al., 1996) ordnen die OCT- bzw. SLC22-Familie zu der ,Major
Facilitator* - Superfamilie (MFS) zu (Griffith et al., 1992; Marger and Saier,
1993; Koepsell et al., 1998; Pao et al., 1998; Saier, 1999). Zu der ,Major
Facilitator Superfamily” - auch ,Uniporter - Symporter - Antiporter*- Superfamilie
(kurz USA-Superfamilie) - gehdren unter anderem Transporter fur Zucker (z.B.
die GLUT-Transporter), Xeno- und Antibiotika und Katecholamine.

Die Transporter der OCT-Familie scheinen insbesondere hinsichtlich der Aus-
scheidung verschiedenster Substanzen aus dem Korper ihre Bedeutung zu
erlangen. Mit Hilfe von Westernblot und Immunhistologie konnten die Proteine
vor allem in Niere, Leber, Dinndarm und Plazenta lokalisiert werden, hierbei
jedoch in unterschiedlicher Dichte (zum Teil fehlend) und spezifischer
Membrantopologie (bevorzugt die basolateralen Membrananteile) je nach
Transporter (Grindemann et al., 1994; Schweifer and Barlow, 1996; Terashita
et al., 1998; Okuda et al., 1996; Busch et al.,, 1998; Kekuda et al., 1998;
Grundemann et al., 1998; Meyer-Wentrup et al., 1998; Urakami et al., 1998;
Mooslehner and Allen, 1999; Verhaag et al., 1999; Karbach et al., 2000; Wu et
al., 2000). Basale Transkription liel3 sich per RT-PCR fur Vertreter der OCT-
Familie aber beispielsweise auch in Magen, Hirn, Colon, Herz und Milz nach-
weisen (Grindemann et al., 1997; Gorboulev et al., 1997; Busch et al., 1998;
Kekuda et al.,, 1998). Die verschiedenen Transporter weisen dabei auch in

Speziesabhangigkeit grof3e Unterschiede beziiglich der Gewebeverteilung auf.
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Allem Anschein nach sind die OCT insbesondere die ersten Transportstationen
bei der mehrere Schritte bendtigenden Elimination verschiedenster Molekile
aus dem Organismus heraus, obgleich sie auch bei der Reabsorption einer
Vielzahl an Substanzen eine Rolle spielen. Wahrend fur den Transporter
hOCTN2 Carnitin als wichtigstes Substrat erwiesen scheint, wird immer noch
spekuliert, ob fur die Vielzahl der Transporter der OCT-Familie die Substrate
gefunden sind, welche evolutionsbiologisch die Entstehung der Familie erklaren
konnten. In diesem Hinblick interessant erscheint die Vielzahl an
stoffwechselaktiven Substanzen und Neurotransmittern wie beispielsweise
biogener Amine, die von den OCT transportiert werden (Busch et al., 1996][a];
Busch et al., 1996[b]; Gorboulev et al., 1997; Breidert et al., 1998; Busch et al.,
1998; Grundemann et al., 1998; Wessler et al., 2001).

1.2 Die groR3e extrazellulare Schleife

Aufgrund von Hydrophobizitatsanalysen weisen die Major-Facilitator-
Superfamilie und mit ihnen die Familie der OCT bzw. der SLC22 aller
Wahrscheinlichkeit nach zwo6lf Transmembrandomanen auf (Abb. 1.2). In das
Auge sticht unter anderem die meist lange Aminosaurenkette, die sich
extrazellular zwischen erster und zweiter Transmembrandomane in gewisser
Nahe zum N-terminalen Ende befindet. Eine weitaus kleinere Schleife, die zwei
Proteinkinase C abhangige Phosphorylierungsstellen enthalt, lokalisiert sich
wahrscheinlich intrazellular zwischen den Transmembrandoménen sechs und

sieben (Koepsell et al., 1998).

Auffallig ist die generell starkere Konservierung der Aminosaurenabfolge in
Né&he des N-Terminus gegenuber dem C-terminalen Ende in der MF-
Superfamilie (Griffith et al., 1992). Diese Aussage trifft auch fur die grol3e
extrazellulare Schleife zu. So finden sich z.B. bei den eng verwandten
Transportern rOCT1 und rOCT2, die zu etwa 70% homolog sind, auf der

putativen grof3en extrazellularen Schleife mit einer gesamten Lange von je 108
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Aminosauren nur 15 differente Aminosauren (Grindemann et al., 1994; Okuda
et al., 1996).

Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die grof3e extrazellulare Schleife eine
wichtige Funktion ausibt. Sie kénnte beispielsweise an der Substratbindung

beteiligt sein.

Eine herausragende Rolle der grof3en extrazellularen Schleife wird auch
deshalb spekuliert, weil in der Schleife bei den verschiedenen Transportern vier
oder sechs Cysteinreste vorhanden sind, die durch die Bildung von
Disulfidbriicken die Konformation der Schleife stabilisieren konnte (Koepsell et
al., 1999).

extrazellular

intrazellular

Abb. 1.2: Typische postulierte Topologie der OCT-Transporter mit zwolf
Transmembrandomanen, einer grof3en extrazellularen und einer
kleineren intrazellularen Schleife.
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1.3  Fragestellung dieser Arbeit

Augrund der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen besonderen
Eigenschaften der grof3en extrazellularen Schleife, dabei insbesondere dem
hohem Grad der Konservierung der Aminosaurensequenz, sollte in meiner
Arbeit eruiert werden, ob sich Hinweise dafiir ergeben, dass sich die groR3e

extrazellulare Schleife an der Bildung der Substratbindungsstelle beteiligt.

Eine géangige Verfahrensweise, um Erkenntnisse zur Funktion bzw.
Funktionsweise und moglicherweise der Struktur eines Proteins oder eines
Proteinabschnittes gewinnen zu kodnnen, ist die Vergleichsmessung zwischen
nativem und punktuell oder abschnittsweise verdndertem Protein. Bei
Transportereiweif3en lassen sich dabei beispielsweise durch veranderte oder
konstante Affinitaten zu Substraten oder hemmenden Substanzen Aussagen
Uber die Funktion des veranderten Bereichs treffen. Wenn einem Eiweil3 ein
bestimmter Sequenzabschnitt durch den eines anderen Proteins durch

Austausch ersetzt wird, spricht man dabei von einer Chimare.

Chimaera war in der griechischen Mythologie ein Drachenwesen, welches aus
einem Loéwenkopf, einem Ziegenkorper und einem Schlangenschwanz bestand.
Von dem lykkischen Helden Bellerophon auf dem gefligelten Pferd Pegasus

soll dieses Unwesen nach einem tagelangen Kampf besiegt worden sein.

Um einer Antwort auf die Frage nach der Bedeutung der grof3en extrazellularen
Schleife insbesondere in der Familie der OCT n&her zu kommen, wurden in
unserer Arbeitsgruppe vier, sich jeweils durch die grof3e extrazellulare Schleife
vom Wildtyp unterscheidende Chiméren kreiert, deren Charakterisierung
Hinweise auf die Schleifenfunktion bieten sollte:
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Eine Chimare A entstand durch Insertion der grof3en extrazellularen Schleife
von rOCTL1 in die Grundstruktur von rOCT2 anstelle deren Schleife (Abb. 1.3).

extrazellulare Schleife; nCT

Grundgerist rioCT2

Chimire A

Abb. 1.3: Modell der Chimére A .

Die so titulierte Chiméare B integrierte in die Grundstruktur von rOCT1 anstelle
der eigenen die grof3e extrazellulare Schleife von rOCT2 (Abb. 1.4).

extrazellulare Schleife; nCT2

Grundgerist rOCT

Chimire B

Abb. 1.4: Modell der Chimare B.
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Aus der weitlaufigen Verwandtschaft innerhalb der MFS wurde die
entsprechende Schleife des humanen GLUT1-Transporters in den Bereich
zwischen den ersten beiden Transmembrandoménen in die Grundstruktur von
rOCT1 eingefligt und erhielt den Namen Chiméare C (Abb. 1.5).

extrazellulare Schleife; hGLIUTY

Grundgerist rOCT

Chimaére C

Abb. 1.5: Modell der Chiméare C.
Ein Austausch der groR3en extrazellularen Schleife mit einem Vertreter der OAT-

Subfamilie erfolgte in der so genannten Chimére D: Die Schleife von rOAT1
wurde in die Grundstruktur von rOCT1 eingebaut (Abb. 1.6).

extrazellulare Schleife; rOAT

Zrundgerist rOCT1

Chiméare D

Abb. 1.6: Modell der Chimare D.

10
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Seit Jahren werden klonierte Transporter in unserer Arbeitsgruppe nach
Expression in Oozyten des Afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis (Abb.

1.7) funktionell charakterisiert.

Abb. 1.7: Der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis.

Durch Transportmessungen an diesem Expressionssystem sollte untersucht
werden, ob spezifische Eigenschaften wie Affinitaten oder Substrate eines
Transportsystems durch den Austausch der grof3en extrazellularen Schleife auf
ein anderes Transportsystem ubertragen werden kdnnen. Derartige Befunde
wirden beweisen, dass die grol3e extrazellulare Schleife an der

Substraterkennung oder am Transport beteiligt ist.

11
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2 Material und Methoden

2.1  Herstellung der cDNA

Die Chimaren wurden durch Dr. Valentin Gorboulev aus den Wildtypen rOCT1,
rOCT2, rOAT1 und hGLUT1, die in Plasmidvektoren integriert waren, mittels
PCR synthetisiert. Dabei wurden durch Ankopplung von jeweils zwei Primern an
determinierte Bereiche der Transportersequenzen und nach PCR drei
verschiedene PCR-Produkte aus urspriinglich zwei Transportern erhalten. Zwei
dieser Produkte entsprachen dabei jeweils Regionen des Chimaren-
Grundgerustes, die dritte der Schleife des anderen Transporterwildtyps. In einer
nun folgenden Fusions-PCR wurden diese drei Produkte so miteinander
verbunden, dass eine Sequenz resultierte, in der in einem kirzeren Abschnitt
aus dem Bereich des N-terminalen Endes des Chimaren-Grundgerustes
anstelle der urspringlichen gro3en extrazellularen Schleife das Pendant eines
anderen Transporters eingepasst war. Diese PCR-Produkte wurden nun unter
Zuhilfenahme von Restriktionsenzymen in bestehende Wildtyp-Plasmidvektoren
eingebunden und kloniert. Die plasmid-DNAs der Chimaren wurden in der
Arbeitsgruppe durch Dr. Valentin Gorboulev, Aida Akhoundova und Irina Schatz
aus Bakterienlysaten in Maxipraparation gewonnen und gereinigt.
Freundlicherweise stellte mir Dr. Valentin Gorboulev die fertige plasmid-DNA

sowohl der Wildtypen als auch der Chimaren zur Verfiigung.

2.2  Synthese von cRNA

Zur Synthese der komplementaren RNA (daher cRNA) wurde nach
Liniearisierung durch die Restriktionsenzyme Notl bzw. Miul die DNA
extrahiert. Das geschah - im Wechsel mit Zentrifugationsschritten - durch
mehrmaliges Ausschitteln in Chloroform-Phenol und Chloroform und Féallung
durch Zugabe von Natrium-Acetat und eisgekihltem Ethanol (96%). Das nach

12
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einer letzten Zentrifugation erhaltene DNA-Pellet wurde in mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser gelést. Am Fotometer wurde
unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes die DNA durch
Absorptionsmessung bei 260nm und 280nm und Division der gemessenen
optischen Dichten auf ihre Reinheit und Konzentration kontrolliert; ein Quotient
zwischen 1,5 bis 2 erlaubte die Annahme einer fir die cRNA-Synthese

gebrauchsfahigen DNA.

Eine kleine Menge von 1-2 pl liniearisierter DNA diente nun RNA-Polymerasen
der Bakteriophagen T7 bzw. SP6 als Ansatzpunkt fur die cRNA-Synthese.
Neben der DNA, der DNA-spezifischen Polymerase und
Nukleosidtriphosphaten (rATP, rUTP, rGTP, rCTP) fanden weiterhin
Transkriptionspuffer, = RNAse-Inhibitor, = 5°-Cap-Analogon,  anorganische
Pyrophosphatase und Dithiotreitol (DTT) im Reagenz Verwendung, um eine
optimale RNA-Ausbeute zu erlangen. Die Transkription erfolgte Uber eine Dauer
von zwei Stunden bei genau 37°C im Wasserbad. Die synthetisierte RNA wurde
in ahnlicher Weise wie - oben beschrieben — die DNA nach Liniearisierung

extrahiert.

Die Menge der synthetisierten cRNA konnte abschliel3end nach Elektrophorese
abgeschatzt werden. Hierzu wurde ein kleiner Teil der gewonnenen cRNA mit
DMSO/Glyoxal nach der von Grindemann und Koepsell beschriebenen
Methode denaturiert und zusammen mit einem Nukleotid-Standard auf
Agarosegel aufgetragen (Grundemann und Koepsell, 1993). Bei gelungener
Transkription stellte sich nach etwa 80 Minuten Elektrophorese bei 60-80V die
mit Ethidiumbromid markierte RNA unter UV-Licht als einzelne Bande an
typischer Lokalisation im Vergleich zur RNA-Leiter dar. Die Dichte bzw. die
Leuchtstarke der Bande korrelierten dabei mit der RNA-Quantitat.

13
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2.3  Expressionssystem Xenopus laevis - Oozyten

Eizellen des in sudafrikanischen Gewassern und in Sudkalifornien ansassigen
Glatten oder auch Grof3en Krallenfrosches Xenopus laevis (Daudin, 1802) sind
ein ideales Expressionssystem fur sehr viele Transportproteine. Neben dieser
Anwendung ist der Frosch insbesondere ein beliebtes Labortier fir
Forschungen an Embryogenese und Steroidhormonen, neuerdings auch bei
Identifizierung von Dopingeinnahme. Different zu anderen Amphibien ist
Xenopus laevis ein reiner Wasserbewohner, aufwendige Terrarienhaltung ist
daher nicht nétig. Auch hinsichtlich Lebensraum und Futter ist der Frosch wenig
anspruchsvoll. Epidermale und endogene Faktoren machen ihn gegen
Infektionen relativ resistent (Zasloff, 1987; Ali et al., 2001), ein Umstand, der

eine rigorose Asepsis bei den Operationen nicht zwingend nétig macht.

Durch die Fahigkeit dieser lebenden undifferenzierten Zellen, in das Zytoplasma
mikroinjizierte mRNA zu translatieren (Gurdon et al., 1971), das entstandene
Eiweil3 gegebenenfalls zu modifizieren und im Falle von Membranproteinen in
die eigene Plasmamembran einzubauen (Sigel, 1990), eignen sich die Oozyten
des Krallenfrosches sehr gut far Transportmessungen und
elektrophysiologische lonenstrommessungen. Durch trotz sparsamem RNA-
Einsatz hohen Proteinausbeuten hat dieses System aber z.B. auch zur
Proteinpraparation Bedeutung erlangt. Vorteilhaft ist die recht unkomplizierte
Handhabe der Eizellen. Sowohl Praparation und Mikroinjektion als auch
Lagerung und Einzelzellmessungen gestalten sich aufgrund der Robustheit und

GrolRRe dieser Oozyten als recht einfach.

Die Oozyten wurden durch Laparotomie eines lebenden Krallenfrosches
gewonnen. Die Frosche wurden zur Operation mittels des Kurzzeit-
anasthetikums Tricain, welches als Narkotikum fur Kaltbllter direkt Gber deren
Haut resorbiert wird, und durch Unterkiihlung betaubt. Fir den Zeitraum der
Operation waren die Frosche in Eis eingebettet. Das Aussetzen motorischer
Reflexe, insbesondere des Schluckreflexes, zeigte den Erfolg der Narkose an.
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Etwa 1,5cm kranial der Hiftfalte wurde ein dem Wechselschnitt ahnelnder,
maximal 1cm langer Unterbauchschnitt durch Haut, Faszie, Muskelschicht und
Peritoneum vorgenommen. Beginnend von kaudal erfolgte nun die Entnahme
eines Teils des Ovars. Die im ausgewachsenen Zustand hinsichtlich der Kopf-
Steil3-Lange 10-15cm grofen Xenopus laevis - Weibchen enthalten das
gesamte Jahr Uber in ihren paarigen Ovarien Oozyten unterschiedlicher Reife,

die nach Dumont in die Stadien I bis VI eingeteilt werden (Dumont, 1972).

Die von Ovarepithel, BlutgefaRen, Theka und Follikelepithel in kleineren Lobuli
umgarnten Oozyten lieRen sich unschwer aus der Bauchhdhle herauslésen.
Nach Verschluss der Bauchdecke mit zwei bis drei Einzelndhten ist das im
Frosch verbleibende Ovar nun in der Lage, sich in gewissem Umfang zu
regenerieren, und steht nach einer Schonfrist von mindestens zwei Monaten zur
erneuten Ovarotomie zur Verfugung. Allerdings kann man bei Bedarf nach
schon vier Wochen eine Laparotomie zur Gewinnung von Oozyten auf der
Gegenseite ausfuihren. Die Frosche bleiben also am Leben, nach kurzer
Spulung unter lauwarmem Leitungswasser kehren samtliche Reflexe und
motorischen Fahigkeiten wieder zurlick. Zur postoperativen Kontrolle verweilten
die Tiere etwa einen Tag im Einzelbecken mit Meerwasser mit einer der

Gefal3grol3e angepassten Menge an Streptomycin.

Die Lagerung der Oozyten erfolgte bei 16 bis 18°C in Oozyten-Ringer-Lésung,
im Folgenden kurz ORI bezeichnet. Diese LOsung beinhaltete 100mM
Natriumchlorid, 2mM Kalziumchlorid, 3mM Kaliumchlorid, 1mM Magnesium-
chlorid und 5mM 3-(N-Morpholino-) Propansulfonsaure (MOPS); mit
Natriumhydroxid wurde sie bei der Herstellung auf einen pH von 7,4 eingestellt.
Im Bedarfsfall - um Bakterienwachstum vorzubeugen - kann man Antibiotika
hinzufigen, gebréuchlich sind KulORi mit 20mg/l Penicilin und 25mg/I
Streptomycin  bzw. GentORi mit 50mg/l Gentamycin. Die bei anderen
Zellkulturen erforderliche Substitution an Aminosauren und anderen Nahrstoffen
ebenso wie eine Zugabe an Hormonen kann bei den Eizellen umgangen

werden, da sie diese Stoffe in ihrem Eidotter vorratig haben.
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Die mit Pinzette vorsichtig ein wenig zerpfliickten Ovarlappen wurden mehrmals
mit ORI gespilt und die kleinen Oozytenpakete nun tUber Nacht in Oozyten-
Ringer-Losung gelagert, der 1mg/ml Kollagenase zugesetzt war. Diese
Prozedur bewirkte eine Trennung der interzellularen Verbiinde, vorzugsweise
der Gewebeverbindungen der Theka. Nach Inkubation von etwa 10 bis 12
Stunden wurde die Kollagenase-Einwirkung durch Spulung mit ORI beendet.
Eine Vereinzelung der Oozyten - oft noch von einer schlaffen Hiulle von
Follikelepithelzellen umgeben - erfolgte mit kalziumfreier ORI.

Aus dem Pool an Eizellen wurden unter dem Mikroskop mdglichst einheitlich
grol3e und kugelférmige, gesunde Oozyten der Stadien V oder VI nach Dumont
ausgewahlt (Dumont, 1972). Diese Zellen mit einem Durchmesser von etwas
mehr als einem Millimeter haben als Charakteristikum eine schon mit blo3em
Auge sichtbare Polaritéat in Art zweier farblich unterschiedlicher Hemisphéaren.
Der durch reichlich Melaninpigment dunkelbraun bis schwarz gefarbte animale
Pol enthélt den Zellkern und ist besonders mitochondrienreich. Der hingegen
hell, meist beige-gelblich imponierende vegetale Pol birgt vor allem den Dotter

der Eizelle.

Unter dem Mikroskop wurde die zu exprimierende und in Wasser geloste cCRNA
den separierten Oozyten mittels Mikroinjektionspumpe mit Hilfe einer
ausgezogenen Glaskapillare einzeln injiziert. Angestrebt wurde ein
Injektionsvolumen von 50nI RNA-LAsung pro Eizelle mit jeweils 10ng RNA. Die
Spitze der Glaskapillare am Nanoinjektor sollte dabei nicht zu grol3 sein, damit
die Plasmamembran der Oozyten sich nach der Prozedur wieder verschloss.
Damit nach den Einstrom des zusatzlichen Volumens nicht die eingebrachte
RNA oder Eidotter aus der Eizelle heraus gedriuckt wurde, erfolgte unmittelbar
vor der Injektion die Inkubation der Eizellen mit hyperosmolarer ORi (130mM

Natriumchlorid) fur wenige Minuten.

Der Einstich geschah im Bereich des hellen vegetalen Pols, um eine Injektion
der RNA in den Zellkern zu vermeiden. Weil eine Vergleichbarkeit der
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Transportmessungen nur bei Verwendung von Eizellen der selben Ovarotomie
und unter den gleichen (Lagerungs-)Bedingungen erfillt ist (gleicher ,batch®),
wurden anschlieRend die zu vergleichenden RNA mikroinjiziert. Wasserinjizierte
Oozyten dienten als Negativkontrolle. Die Lagerung der Oozyten erfolgte nun
nach den oben beschriebenen Bedingungen bei 16 bis 18°C in KulORi bzw.
GentORi.

Die Translation im Xenopus - Expressionssystems benétigt einige Zeit; mit
ausreichend Eiweil3 fir Transportmessungen kann frihestens nach zwei Tagen
gerechnet werden. Limitierender Faktor fur eine erfolgreiche Expression - die
Translation und den membranalen Einbau des Proteins vorausgesetzt - ist
oftmals die Haltbarkeit der Oozyten. Verantwortlich macht man endogene - z.B.
qualitativ saisonale Schwankungen (Dascal, 1987) der Oozyten-Lebensdauer -
oder exogene Storeinflisse - wie proteolytische Prozesse - fur die pseudo-
meiotischen Vorgange, die hiernach das Aufplatzen der Eizelle und das
Auslaufen des Dotters zur Folge haben. Die Haltbarkeit fur die
durchschnittlichen Oozyten schwankt je nach Versuchstier, Jahreszeit und
sonstigen exogenen Einflissen zwischen einem Tag und bis zu drei Wochen.
Wesentlich zur Pflege der injizierten Eizellen bis zur Verwendung bei den
Experimenten trug daher die tagliche Umsetzung in frische ORi und das
regelmafige Autoklavieren bzw. Reinigen der benutzten Materialien bei.

Alternde oder defekte Oozyten sind rigoros verworfen worden.

2.4  Tracer flux - Messungen

In die Zytoplasmamembran der Oozyten eingebaute und funktionstichtige
Transporterproteine zeigten nach Translation der zu analysierenden RNA in
sogenannten Tracer flux - Messungen signifikant erhéhte Aufnahmeraten der
transportierten Substrate im Vergleich zur Negativkontrolle (wasserinjizierten
Oozyten). Bei dieser Methode wurden den Eizellen definiert konzentrierte,

radioaktiv markierte Substanzen Uber eine feste Zeit zugesetzt und
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anschlieRend in einem Radioszintillationszahler die von der Einzelzelle

aufgenommene Substratmenge ermittelt.

Reine Aufnahmemessungen zur Beantwortung der Frage, ob die Aufnahme
einer spezifischen Substanz generell Uber ein bestimmtes Transportereiweil3
geschieht, bendtigten zum Vergleich ausschliel3lich die Negativkontrollen. Von
einer Aufnahme bei einer festgelegten Substratkonzentration war dann
auszugehen, wenn sich die Aufnahmeraten der RNA-injizierten Oozyten
signifikant von denen der wasserinjizierten Eizellen unterschieden. Bei der Wahl
der Substratkonzentration sollte beriicksichtigt werden, dass bei zu niedriger
Konzentration niederaffine Bindungen zwischen Substrat und Transportprotein
nur in geringem Male stattfinden, bei zu hoher Konzentration aber geringer
Transport durch die nun aber ebenfalls erhéhte unspezifische Aufnahme (mit
dementsprechend héheren Fehlerraten) moglicherweise Gbersehen wird. Bei zu
hohen Substratkonzentrationen waren zudem toxische Wirkungen auf die
Oozyten zu beobachten.

Transportkinetiken zur Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstante (Ky-Wert)
und der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit (Vmax) wurden mit dem zu
untersuchenden Substrat in aufsteigenden Konzentrationen durchgefihrt.
.Kaltes* Substrat wurde hierbei mit ,heiBem® d.h. radioaktiv markiertem
gemischt, derart, dass in den einzelnen Inkubationsansatzen vergleichbare
Mengen an radioaktivem Material vorhanden waren. Vorbedingung fur eine
Bestimmung der konzentrationsabhéngigen Substrataufnahme war natirlich,
dass dieses Substrat auch generell Uber diesen Transporter in die Zelle
aufgenommen wurde. Pro Ansatz erfolgte eine gleichartige Aufnahmemessung
unter Zugabe eines hochaffinen Inhibitors - im Fall der OCT wurde
ublicherweise Cyanin 863 benutzt - kombiniert mit Messungen an
wasserinjizierten Oozyten, um Hintergrundaktivitat durch unspezifische

Aufnahmemechanismen zu erkennen.
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Dagegen wurden bei Inhibitionsmessungen zur Bestimmung der halbmaximalen
Hemmkonzentration (ICsy) mehreren Ansadtzen bei Einsatz einer jeweils
konstanten Substratkonzentration eine andere - die zu beurteilende -
Inhibitorsubstanz in aufsteigender Konzentration beigefiigt. Die ,kalte* d.h. nicht
radioaktive, zu untersuchende Substanz konkurrierte bei hoher werdender
Konzentration mit dem radioaktiv markierten Substrat in Art einer kompetitiven
Hemmung oder aber hemmte - nicht kompetitiv - durch Bindung an den
Transporter dessen Aufnahme; ein bei steigender ,kalter* Substratmenge
immer geringer werdende Aufnahme resultierte. Ein Ansatz ohne das ,kalte"
Substrat diente als Positivkontrolle, wasserinjizierte Oozyten dagegen zur

Erkennung unspezifischer Aufnahme als Negativkontrolle.

Die Inkubation mit jeweils 200ul Substratlésung erfolgte in kleinen Bechern mit
jeweils 10 Oozyten pro Ansatz, um individuellen Schwankungen von
Aufnahmeraten der Einzeloozyten statistisch zu begegnen. Vorab wurden die
Eizellen nach Lagerung in Antibiotika enthaltender ORi mehrfach in ,reiner” ORI
gewaschen, um eine Beeinflussung der Messungen durch diese Therapeutika

auszuschlie3en. Die defekten Oozyten wurden selektiert.

Man beabsichtigte, moglichst gleiche Messbedingungen zu schaffen. So wurde
das Substrat den Oozyten in definierten Zeitabstanden hinzugegeben. Bei
konstanten 22°C wurden die Oozyten nun Uber eine Stunde im Wasserbad
geruttelt. Die Wahl einer Inkubationsdauer von einer Stunde beruhte darauf,
dass in Zeitkinetiken fir die Transporter rOCT1 und rOCT2, die in der
Arbeitsgruppe durchgefuhrt worden, Uber eine Dauer von mindestens 90
Minuten lineare Aufnahmeraten fur TEA in einer relativ hohen Konzentration
(von 400 M) gezeigt werden konnten. Eine Vergleichbarkeit der
Messergebnisse an verschiedenen Transportern wurde dadurch erreicht, indem
man die Messungen an parallel injizierten Oozyten eines einzigen operierten
Frosches durchfiihrte (Parallel-Batch). Bei Messungen an verschiedenen
Oozytenpraparationen  waren  Schwankungen von  Substrataffinititen
beobachtet worden (Arndt et al., 2001), die auf unterschiedlichen
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Ruhepotentialen in Oozyten verschiedener Frosche beruhten. Die Affinitat von
Substraten zeigt sich gegentber den OCT-Transportern hierbei abhangig von

dem Membranpotential.

Vor Abschluss der Inkubation wurde ein Teil der so entstandenen ,heil3en*
Substratldsung abgenommen; dieser so bezeichnete ,Uberstand diente als
Referenz zur beigefiigten Menge an radioaktiver Substanz. Nach Ablauf der
Inkubationsdauer stoppte man nun die Substrataufnahme mit eiskalter ORi. Die
Oozyten wurden vierfach gewaschen und einzeln in Szintillationsgefal3e
Uberfuhrt. Zur Zelllyse erfolgte die Zugabe 5%iger Sodiumdodecylsulfat-Lésung
(SDS) in diese Phiolen. Nach abschlieBendem Hinzutun von
Luminiszensfliissigkeit konnte die Aktivitat der Lysate und der ,Uberstande” in
den Szintillationsgefallen - gemessen in Counts pro Minute - im
Radioszintillationszahler ausgemacht werden. Durch die direkte Korrelation
zwischen Aktivitat und Aufnahmerate liel3 sich aus diesen Messergebnissen die

von den einzelnen Oozyten aufgenommene Substratmenge ermitteln.

2.5  Statistik und Versuchsauswertung

Die im Radioszintillationszahler gemessenen Aktivitaten erlauben einen
direkten Rickschluss auf die von der Eizelle aufgenommene Radioaktivitat bzw.
des ,heil3en* Substrates. Abh&ngig von der Konzentration dieses Markers in
einem bestimmten Volumen der Inkubationslésung ist somit eine Berechnung

der Menge aufgenommenen Substrates maoglich.

Die im Szintillationsz&hler nach Luminiszenskorrektur registrierten Aktivitaten in
Counts pro Minute (cpm) wurden je nach verwendetem Radioisotop Uber die
sogenannte Quenchkorrektur in Zerfélle pro Minute (dpm) umgerechnet. Aus
der gemessenen Aktivitat der Zelllysate (dpmoozt) bzw. des ,Uberstands®

(dpmuperstand) €rhielt man die Gesamtaktivitat (dpMmgesamt) €ines Ansatzes mit 10
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Oozyten bei 200 pl Inkubationsvolumen (V) und dem Mittelwert einer

Doppelbestimmung eines Uberstandvolumens von 10 pl:

dpmgesamt = 10 « Median(dpmoozyr) + 20 - Mittelwert(dpmuperstand)

Um die in einer Oozyte transportierte Substratmenge (v) zu berechnen, wurde

folgende Rechnung durchgefuhrt:

V. = (dpMoozyt * €)/ (dpMgesamt * V)

Dabei bezeichnet v die Transportrate in pmol pro Zeiteinheit und Oozyte, ¢ die
Substratkonzentration im Inkubationsansatz in pmol pro ml und V das Volumen
der Inkubationslésung in pl. Aus Einzelmessungen an 8 bis 10 Oozyten wurden
die Mediane der Aufnahmeraten bestimmt. Im Gegensatz zu den Mittelwerten
fallen dabei starke Ausreil3er weniger ins Gewicht. AuRerdem wurden die
Standardfehler der Mittelwerte (SE) berechnet.

Transportkinetiken zur Bestimmung der maximal transportierten Substratmenge
pro Zeiteinheit (vmax) und der Michaelis-Menten-Konstante (K,) - dieser
entspricht die fur eine halbmaximale Transportgeschwindigkeit erforderliche
Substratkonzentration [S12vmax] - wurden nach der Michaelis-Menten-Gleichung

gefittet:

Grafisch wurde die transportierte Substratmenge pro Zeiteinheit (v) in
Abhangigkeit zur Substratkonzentration [s] in ein Koordinatensystem
transponiert, folglich [s] auf der Abszisse, v auf der Ordinate.

Die Aufnahmeraten bei den Hemmkinetiken hingegen wurden prozentual zur

Positivkontrolle dargestellt (Vi/Vo), somit als Quotient von Aufnahme-
geschwindigkeit des Substrats bei unterschiedlicher Hemmstoffkonzentration
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(Vi) durch die Aufnahmerate der Positivkontrolle (Vo). Wie oben schon erlautert,
meint die Positivkontrolle die Aufnahmerate des Substrats in Abwesenheit des
Hemmestoffes. Interessant fur die Abschéatzung der Affinitat eines Hemmstoffes
zum Transporter ist die Inhibitorkonzentration halbmaximaler Hemmung (ICs).
Im partiell logarithmischen Koordinatensystem (die Konzentrationen des
Hemmstoffes wurden in Dezimallogarithmus auf der Abszisse aufgetragen) ist
dies der Punkt mit der grol3ten Steilheit, einen monoexponentiellen, einfach

sigmaformigen Kurvenverlauf vorausgesetzt.

Da der Hemmmechanismus nicht bekannt ist, wurden die Hemmkinetiken
anstatt nach Michaelis-Menten nach der Hill-Gleichung gefittet. Ein endogener
Transport (Vmin) musste bei den Berechnungen der Substrataufnahme von
[**C]JTEA nicht beriicksichtigt werden, bestatigt durch in jedem Gesamt-
experiment durchgefiihrten Negativ-Kontrollmessungen an wasserinjizierten

Eizellen. Die verwendete Funktion zur Kurvenanpassung nach Hill lautet:

(VilVo) = Vmax - (Vmax = [S]P) / (ICs0” + [s]P)

2.6 Verwendete Substanzen und Hilfsmittel

Fur die DNA-Liniearisierung und -Fallung gebrauchte ich:

Bezeichnung Hersteller

Agarose Serva, Heidelberg

Chloroform, Roti-Phenol/Chloroform Roth, Karlsruhe

DEPC Sigma, Deisenhofen

Ethanol Mallinckrodt-Baker, Deventer, NL
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Natriumacetat Sigma, Deisenhofen
Restriktionsenzyme und —puffer MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Spektro-Fotometer Ultrospec Il Pharmacia LKB Biochrom
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Die im néchsten Schritt der RNA-Synthese zusatzlich zur DNA-Liniearisierung

erforderlichen Materialien und Gerate waren im Einzelnen:

Bezeichnung

Hersteller

Cap-Substanz

New England Biolabs, Frankfurt

DTT

Biorad, Minchen

T7 MMESSAGE mMACHINE™ Kit

Ambion Inc., Austin, USA

SP6 MMESSAGE mMACHINE™ Kit

Ambion Inc., Austin, USA

Nukleosidtriphosphat-Mix

Sigma, Deisenhofen

T7 Polymerase

Stratagene, Heidelberg

SP6 Polymerase

Stratagene, Heidelberg

RNA — Kilobasentreppe

Sigma, Deisenhofen

RNAse-freie DNAse

Stratagene, Heidelberg

RNAse-Inhibitor

Stratagene, Heidelberg

Die mMMESSAGE mMACHINE™ Kits benutzte ich seit Anfang des Jahres 2000

zur RNA-Synthese.

Die Xenopus laevis - Weibchen bezog man von Kahler, Hamburg bzw. Nasco,

Fort Atkinson, USA. Die Haltung der Tiere erfolgt in groRen Wasserbecken im

Anatomischen Institut Wirzburg. Dabei wird auf eine Einstellung mdglichst

konstanter Verhaltnisse bezlglich der Wasserqualitat, der Tageslange und der

Wassertemperatur geachtet, bei gleichzeitig mdglichst artgerechter Haltung.

Eine Fitterung mit vitaminsubstituiertem Rinderherz erfolgte etwa zwei Mal pro

Woche.

Fur die Mikroinjektion und anschlieBende Lagerung der Oozyten wurden

eingesetzt:
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Bezeichnung

Hersteller

Kaliumchlorid

Merck, Heidelberg

Kalziumchlorid

Sigma, Deisenhofen

Kollagenase

Sigma, Deisenhofen

Magnesiumchlorid

Serva, Heidelberg

MOPS Fluka, Neu-Ulm
Natriumchlorid Fluka, Neu-Ulm
Penicillin G Fluka, Neu-Ulm

Streptomycin

ICN, Eschwege

Glaskantlen-Puller P-30

Sutter Instruments, Novato, USA

Nanoliter-Injektor-Pumpe

WPI, Sarasota, USA

6-wells Kulturschalen

Greiner, Frickenhausen

Im Rahmen der Tracer flux — Messungen wurden die folgenden Chemikalien,

Radiochemikalien und Geratschaften verwendet:

Bezeichnung

Hersteller

Corticosteron Fluka, Neu-Ulm

Cyanin863 Sigma, Deisenhofen
Chinin Sigma, Deisenhofen
Guanidin Sigma, Deisenhofen

Mepiperphenidol (Darstin)

MerckSharp&Dome,Raway, USA

3-O-Methyl-Isoprenalin (OMI)

Boehringer, Ingelheim

Procainamid

Sigma, Deisenhofen

Tetraethylammonium (TEA)

Fluka, Neu-Ulm

Radiochemikalien (wie [**C-]TEA und
[*H-IMPP)

ARC Inc., St. Louis, USA

Radioszintillationszahler Tri-Carb 1600CA

Canberra Packard, Dreieich

Ruttelinkubator und Rttler

Kottermann, Hanigsen

Szintillationsgefalie

Canberra Packard, Dreieich

Szintillationscocktail Lumasafe plus

Lumac LSC, Groningen, NL
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Die statistische Auswertung und grafische Darstellung geschah mit Hilfe dieser

Tabellenkalkulationsprogramme:

Anwendung Firma

Excel Microsoft Systems, USA

FigurePi Fig.P Software Corp., Durham,
USA

SigmaPlot Jandel, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Chiméren A und B: Transport der Substrate TEA und Histamin

Um zu testen, ob die Transportfunktion durch den Schleifenaustausch zwischen
rOCT1 und rOCT2 prinzipiell gestort wirde, wurde bei den Chiméaren A und B
zunachst der Transport von Substraten untersucht, die von rOCT1 und rOCT2
mit  vergleichbarer Michaelis-Menten-Konstante und &hnlichen Raten
transportiert werden. Substrate mit ahnlichen K,-Werten fir beide Transporter
sind TEA und Histamin, die fur TEA bei etwa 100 pM und fir Histamin im
Bereich von 300 pM liegen (Arndt et al., 2001). Fur andere Substrate waren in
der selben Arbeit dagegen erhebliche Unterschiede der Michaelis-Menten-
Konstanten beobachtet worden. Ein Beispiel dafir ist Guanidin mit einem Kq-
Wert von etwa 1700 uM fur rOCT1 und einem Kn-Wert von etwa 170 uM fur
rOCT2.

In der Abbildung 3.1 wird in einem Beispiel das Aufnahmeverhalten der
Chimaren A und B im Vergleich zu den Wildtypen rOCT1 und rOCT2 und der
Negativkontrolle bei einer festen Substratkonzentration von 10uM

Tetraethylammonium gezeigt (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1:  Aufnahme von 10pM [*C]TEA durch die Transporter rOCT1,
rOCT2 und die Chimaren A und B. Alle Messungen erfolgten an
einem gemeinsamen Versuchstag mit Oozyten eines Frosches,
jeweils mit und ohne Hemmung durch 50uM Cyanin 863.
Gemessen wurde jeweils der Transport durch 10 Eizellen. Zur
Darstellung kommt in der Grafik der Median der Einzelmessungen
mit ihren Standardfehlern. Der cyaninhemmbare Anteil betrug fur
rOCT1 3,72, fur rOCT2 4,13, fur die Chimare A 1,37 und fur die
Chiméare B 2,67 pmol / (Eizelle x h).

Es zeigte sich, dass die durch einen Schleifenaustausch der Wildtypen rOCT1
und rOCT2 resultierenden Chimaren A und B das Substrat TEA im Vergleich zu
den wasserinjizierten Oozyten signifikant transportierten. Der Transport war
durch den Inhibitor Cyanin 863 deutlich hemmbar. Die Transportraten der
Chimaren waren geringer als die der Wildtypen.

Dieses Aufnahmeverhalten wurde in einer Vielzahl von Messungen gefunden.

In der Regel wurde eine etwas herabgesetzte Aufnahmerate der beiden
Chiméaren A und B gegenuber den Wildtypen beobachtet. In der folgenden
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Grafik wurden aus mehr als 10 Messreihen die relativen Aufnahmeraten in
Bezug zu rOCT1 dargestellt (Abb. 3.2).

Chiméare A: rOCT2 mit rOCT1-Schleife
Chimare B: rOCT1 mit rOCT2-Schleife
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Abb. 3.2: Zusammenfassung der Aufnahmemessungen von 10pM [**C]TEA
mit rOCT1, rOCT2 und den Chiméren A und B. Es werden die
Mediane der durch 50uM Cyanin-hemmbaren Aufnahmeraten aus
jeweils 10 Versuchen mit den Wildtypen rOCT1 und rOCT2 und
jeweils 20 fiur die Chimaren gezeigt. Dargestellt ist die relative
Aufnahme gegentber rOCT1. Aufnahmeraten, die sich signifikant
von denen der Wildtypen rOCT1 und rOCT2 unterschieden, sind
durch Sternchen markiert (p<0,05).

Die Aufnahmeraten der Chiméaren fanden sich signifikant (p<0,05) kleiner als
die von rOCT1 und rOCT2. Des Weiteren konnte gesehen werden, dass die
Aufnahmeraten abhéngig von verschiedenen exogenen Faktoren (wie

saisonalen Einflissen) starken Schwankungen unterlagen.

Als nachstes wurde das Aufnahmeverhalten der Chimaren A und B flr

radioaktiv markiertes Histamin untersucht (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Aufnahme von 2mM [3H]Histamin Uber die Transporter rOCT1,
rOCT2, Chimare A und Chimare B. Alle Messungen erfolgten
unter gleichen Messbedingungen und mit wasserinjizierten
Oozyten als Negativkontrolle. Die medianen Transportraten aus
Messungen mit jeweils 10 Einzelzellen lagen fur rOCT1 bei 710,
fur rOCT2 bei 670, fur die Chimére A bei 444, fir die Chiméare B
bei 308 und fur die wasserinjizierten Oozyten bei 116 pmol /
(Eizelle x h) und sind in der Abbildung jeweils mit Standardfehler
dargestellt.

Auch in diesem Einzelversuch lie3 sich eine dem endogenen Transport der
wasserinjizierten Eizellen gegenlber signifikant hohere Aufnahme der
Chimaren A und B finden. Histamin wurde bei dieser Substratkonzentration
aber auch nicht so stark transportiert wie durch die Wildtypen rOCT1 und
rOCT2. Parallelen mit dem Transportverhalten von TEA, wo ebenfalls etwa 50
Prozent der hemmbaren Transportraten der Wildtypen erreicht wurden, sind zu

erkennen.

Ein Transport der untersuchten Substrate TEA und Histamin wurde somit
nachgewiesen. Daraus lasst sich weiterhin schliel3en, dass die injizierte cRNA
der Chiméaren in der Eizelle translatiert und in die Plasmamembran der Eizelle
eingebaut wird. Mit Tetraethylammonium fand sich das ideale Substrat fir die

weiteren Untersuchungen, weil TEA nur unbedeutend von endogenen
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Transportern der Oozyten bzw. passiv in die Eizellen aufgenommen wird und
die Hemmstoffe, wie das Cyanin 863, in der Lage waren, den Transport des
Tetraethylammoniums drastisch zu hemmen. In der Regel tendierten die
minimalen  Aufnahmegeschwindigkeiten (vmin) in den im Folgenden

beschriebenen Hemmkinetiken (Kapitel 3.4) sogar nahe gegen Null.

3.2 Chiméren A und B: Substratabhangigkeit von TEA

Eine Beurteilung und ein Miteinandervergleichen von Hemmkinetiken
unterschiedlicher Transporteiweil3e kann nur dann sinnvoll geschehen, wenn
man zuvor Transportkinetiken fir das in den Hemmkinetiken in konstanter
Konzentration zugesetzte ,heiRe” Substrat anfertigt. Der Grund dafur ist, dass
die Inhibitionsmessungen am besten bei Substratkonzentrationen weit
unterhalb der Sattigung durchgefihrt werden sollten. Bei diesen Bedingungen
konnen Hemmmechanismen unabhangig von moglichen Kompetitionen an der
Substratbindungsstelle erfolgen. Fir die Messungen in dieser Arbeit wurde eine
Substratkonzentration gewahlt, die um eine Zehnerpotenz niedriger lag als die

Michaelis-Menten-Konstante (Ky,).

Um festzustellen, ob sich die Michaelis-Menten-Konstante fiir den Transport
von TEA bei den Chimaren A und B gegeniuber rOCT1 und rOCT2 geandert
hat, wurde eine Vergleichsmessung an parallel injizierten Oozyten eines
Frosches durchgefuhrt. Damit wurden Affinitditsdnderungen in Abh&angigkeit von
unterschiedlichen Oozyteneigenschaften ausgeschlossen. Die Oozyten wurden
60 Minuten lang mit aufsteigenden Konzentrationen an Substrat inkubiert. Um
nur den exprimierten Transport zu erfassen, wurde fur jede
Substratkonzentration eine Parallelmessung in Gegenwart des spezifischen
Hemmstoffes Cyanin 863 in einer Konzentration von 100uM durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 3.4a-d gezeigt. Dabei wurden die Cyanin-
hemmbaren Aufnahmeraten dargestellt.
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Abb. 3.4a-d: Aufnahme in Abhangigkeit der Substratkonzentration von [**C]TEA
fur rOCT1, rOCT2 und die Chimaren A und B. Die Messungen von
jeweils 10 Einzelzellen pro Substratkonzentration und Protein
erfolgten parallel. Die Aufnahmeraten sind abzuglich der
Transportraten nach Cyaninhemmung dargestellt.
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Die aus den vorliegenden Messergebnissen ermittelten kinetischen Parameter
sind tabellarisch dargestellt (Tab. 3.1).

cRNA Km [UM] = SE Vmax [pmol / (Eizelle « h)] * SE
rOCT1 42,09 * 5,82 90,34 = 3,13
roCT2 87,56 * 17,37 158,80 * 8,65
Chimare A 33,30 * 10,72 118,00 * 10,02
Chiméare B 38,76 * 6,54 77,38 * 321

Tabelle 3.1: Kpn und vimax der Transporter rOCT1 und rOCT2 und der Chiméaren
A und B fur das Substrat Tetraethylammonium.

Wie sich zeigte, unterschieden sich die Michaelis-Menten-Konstanten nur
gering voneinander. Lediglich der Kn-Wert von rOCT2 fand sich etwas hoher
als der der Chimaren und von rOCT1, insgesamt aber noch im
Schwankungsbereich der in Vorarbeiten ermittelten Michaelis-Menten-
Konstanten der Wildtypen. Aus diesem Grund wurde die Ublicherweise fur die
Hemmkinetiken der Transporter rOCT1 und rOCT2 angewandte
Substratkonzentration von 10 uM radioaktiv markiertem Tetraethylammonium

auch bei den folgenden Hemmkinetiken an den Chiméren A und B verwendet.

Die maximalen Aufnahmegeschwindigkeiten fiir TEA differierten insgesamt
nicht ausgesprochen stark. Dennoch konnte man feststellen, dass in diesem
Versuch die maximalen Aufnahmegeschwindigkeiten der Chimare A und von
rOCT2 héher lagen als die der Chiméare B und von rOCT1.

3.3  Chiméaren C und D: Untersuchung verschiedener Substrate

Als nachster Schritt erfolgten Untersuchungen der Chimaren C und D,

Konstrukten mit dem Grundgerust des Transporters rOCT1. Bei diesen

Chiméaren wurde die grol3e extrazellulare Schleife von rOCT1 durch die

entsprechenden Schleifen aus hGLUT1 bzw. rOAT1 ersetzt.
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Substrate der organischen Kationentransporter (Tetraethylammonium, Cholin
und 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP)) und ein Substrat der organischen
Anionentransporter (a-Ketoglutarat) wurden auf ihr Transportverhalten

untersucht. Als Vergleich dienten wasserinjizierte Eizellen.

Zunachst erfolgten Aufnahmemessungen mit Tetraethylammonium. In der

folgenden Abbildung ist ein Beispielexperiment dargestellt (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5:  Aufnahme von 10 pM [**C]TEA (iber die Chiméaren C und D im
Vergleich zu wasserinjizierten Oozyten und rOCT1. Bei den
Messungen an den Chiméren C und D sind jeweils die Mediane
der Einzelmessungen an 20 Eizellen, bei den Messungen an
rOCT1 und an den cyaningehemmten und wasserinjizierten
Oozyten jeweils die Mediane der Einzelmessungen an 10 Eizellen
mit deren Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 3.5 zeigt, dass durch die Chiméaren C und D kein Transport von TEA
exprimiert werden konnte. Die Aufnahmeraten der Chiméren unterschieden sich

nicht signifikant von den endogenen Transportraten der Eizellen.

Da es sich bei TEA um den Prototyp bzw. das bedeutendste Modellsubstrat
kationischen Transportes handelt, wurden die Aufnahmeexperimente mit TEA
mehrmals (insgesamt funf Experimente) und mit unterschiedlich langer
Expressionszeit und Konzentration (bis 50 pM) durchgefiihrt. In keinem Fall

konnte ein Transport dieses Substrates nachgewiesen werden.

Sodann erfolgten Transportmessungen mit den radioaktiv markierten
Substanzen Cholin, a-Ketoglutarat und 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP)
(Abb. 3.6).

Chimare C: rOCT1 mit hGLUT1-Schleife

14 - Chiméare D: rOCT2 mit rOAT1-Schleife
= 5k |
< 12 A mmmm Cholin
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Abb. 3.6:  Aufnahme von [*H]Cholin, [PHIMPP und [**C]a-Ketoglutarat in
einer Konzentration von jeweils 10 uM durch die Chimaren C und
D im Vergleich zu wasserinjizierten Oozyten. Dargestellt sind die
Mediane aus jeweils 8-10 Einzelmessungen mit Standardfehler.
Signifikant verdnderte Aufnahmeraten gegenuber den wasser-
injizierten Kontrollen sind mit Sternchen markiert (P<0,05 * und
P<0,01 **).
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Aus diesen Messungen ergab sich, dass sich die Transportrate von der
Chimare C mit der eingebauten kurzen Schleife von hGLUT1 fur alle
untersuchten Stoffe in der dargebotenen Konzentration nicht von der
endogenen Transportrate der Eizellen unterschied. Sicherlich waren zu einer
abschlieBenden Bewertung weitere Messungen erforderlich. Wenn die Chimare
C tatsachlich nicht transportiert, ist ohne zusatzliche Untersuchungen nicht
auszumachen, ob dies durch eine fehlende Expression der Chiméare C oder
durch eine Inaktivierung bedingt ist.

Fur die drei untersuchten Substanzen MPP, Cholin und a-Ketoglutarat waren in
dem in Abbildung 3.6 gezeigten Versuch bei der Chimare D ( rOCT1 mit der
extrazellularen Schleife von rOAT1) signifikant hohere Aufnahmeraten
gegenuber den Negativkontrollen zu beobachten.

Vergleicht man die durch die Chiméare D exprimierten Aufnahmeraten mit
publizierten Daten der exprimierten Aufnahme von MPP und o-Ketoglutarat
durch die Transporter rOCT1 und rOAT1, so sieht man, dass Funktion der
Chiméare im Vergleich zu den Wildtypen stark eingeschrankt ist. So wurde eine
Aufnahmerate von mehr als 40 pmol / Eizelle / Stunde von 5uM a-Ketoglutarat
durch den Transporter rOAT1 beschrieben (Sekine et al.,, 1997), in meinen
Messungen wurde allenfalls etwa ein Zehntel dieser Aufnahmeraten bei 10uM
a-Ketoglutarat erreicht. An anderer Stelle wurde eine Aufnahmerate von etwa
50 pmol / Eizelle / Stunde von 10uM MPP durch den Transporter rOCT1
gemessen (Busch et al., 1996), wahrend die Chimare D in meinen Messungen

nur etwa den flinfzigsten Teil davon transportierte.

3.3 Chimaren A und B: Untersuchung von Stoffen mit unterschiedlicher
Affinitat gegentber rOCT1 und rOCT2

Um herauszufinden, ob rOCT1-spezifische oder rOCT2-spezifische Affinitaten

mit dem Austausch der groRen extrazellularen Schleife von einem Subtyp auf
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den anderen Ubertragen werden kénnen, wurden die Affinitaten der Chiméaren
gegenuber Substanzen gemessen, die sich hinsichtlich der Affinitaten

gegeniber rOCT1 und rOCT2 stark unterscheiden.

o-Methyl-Isoprenalin, ein Derivat des sympathikomimetisch wirkenden
Noradrenalins, zeigte sich in den publizierten Messungen zu rOCT1 um etwa
den Faktor 50 affiner als zu rOCT2 (Arndt et al., 2001). Fur das bis vor wenigen
Jahren noch héaufig benutzte Antiarrhythmikum Procainamid, ein p-Amino-
Benzoesaure-Abkdémmling, war ein ahnlicher Befund erhoben worden. Die ICsp-
Werte unterschieden sich um den Faktor 15 bis 20 (Arndt et al., 2001). Auch
Darstin (Mepiperphenidol) verhielt sich als Hemmsubstanz zu rOCT1 sehr viel
affiner als zu rOCT2 (Arndt et al., 2001). Der von Petra Arndt ermittelte
Affinitdtsunterschied zwischen rOCT1 und rOCT2 um etwa den Faktor 100 fand
sich aber in meinen Messungen weniger deutlich ausgepragt, sondern betrug
den Faktor 20 (Abb. 3.8). Das elektroneutrale Nebennierenrindenhormon
Corticosteron weist ebenfalls eine unterschiedliche Affinitat gegentber den
Transportern rOCT1 und rOCT2 auf. Seine Bedeutung im Bereich der
Forschungen an der Transporterfamilie der OCT bekam Corticosteron vor allem
durch seine hochaffine Hemmung des menschlichen Transportersubtyps OCT3
(Grundemann et al., 1998; Martel et al., 1999). Dieser Transporter wird von
einigen Autoren mit dem durch funktionelle in vivo- Messungen definierten
extraneuronalen Monoamintransportsystem uptake2 gleichgesetzt
(Grundemann et al., 1998, Koepsell et al., 2003). Im Gegensatz zur relativ
hohen Affinitdt von Corticosteron zu rOCT2 (Wu et al., 1998, Arndt et al.,2001)
bindet Corticosteron um einen Faktor Uber 30 niederaffiner an rOCT1
(Griindemann et al., 1994, Martel et al. 1996).

In der Tabelle 3.2 sind die von mir zusammen mit Petra Arndt gemessenen
halbmaximalen Hemmkonzentrationen (ICsg) dieser Substanzen fiur die
Transporter rOCT1 und rOCT2 zusammengefasst (Tab. 3.2). Die ermittelten
Werte wurden zusammen mit anderen Daten von Petra Arndt publiziert (Arndt
et al., 2001)
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OoMI Darstin Procainamid Corticosteron
rOCT1 37%5 7120 20*11 151 %26
rOCT2 2620* 710 474 *218 445 * 262 4%0,7

Tabelle 3.2: Hemmung des TEA-Transportes durch o-Methyl-Isoprenalin
(OMI), Darstin (Mepiperphenidol), Procainamid und Corticosteron.
Diese Daten zeigen die halbmaximalen Hemmkonzentrationen
(ICso) von 10puM [*CJTEA aus Hemmkinetiken mit 8 bis 10
unterschiedlichen Konzentrationen. Gemessen wurde jeweils nach
einstundiger Inkubation der Eizellen mit Hemmstoff und Substrat.
Die ICso-Werte (in uM) wurden nach Anpassung der Hill-Gleichung
an die Daten ermittelt. Es erfolgten 3 bis 5 Parallelmessungen.

Die ICso-Werte waren fir rOCT1 und rOCT2 signifikant unterschiedlich.
Wahrend bei Darstin der Affinitatsunterschied sich um P<0,05 signifikant zeigte,
wurden fir Corticosteron, o-Methyl-Isoprenalin und Procainamid Signifikanzen

von P<0,01 erhalten.

Diese vier sich in der Affinitat deutlich gegeniber den Transporterproteinen
rOCT1 und rOCT2 unterscheidenden Stoffe wurden nun in gemeinsamen
Hemmkinetiken mit den Chiméaren A und B untersucht. Die im Folgenden
abgebildeten Grafiken zeigen jeweils einzelne, parallel - das heil3t an einem
Tag mit Eizellen eines Frosches - an allen vier Proteinen durchgefihrte
Transportmessungen mit 10uM [*CJTEA und mit 9 bis 13 verschiedenen
Hemmkonzentrationen (Abb. 3.7 bis 3.10). Die Kurven wurden nach Hill gefittet.
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Abb. 3.7a/b: Aufnahme von 10pM [*C]JTEA in Abhangigkeit zur Hemmstoff-
konzentration von Corticosteron fur rOCT1 und rOCT2 (a) und die
Chiméaren A und B (b). Dargestellt sind die Mediane mit Standard-
fehler aus 8-10 Einzelmessungen. ICsq [uM]: rOCT1 131 * 36;
rOCT2 3,8 * 1,4; Chimare A 1,1 *0,2; Chiméare B 143 *17
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Abb. 3.8a/b: Aufnahme von 10pM [**C]TEA in Abhangigkeit zur Hemmstoff-
konzentration von Darstin fir rOCT1 und rOCT2 (a) und die
Chiméaren A und B (b). Dargestellt sind die Mediane mit Standard-
fehler aus 8-10 Einzelmessungen. ICsq [uM]: rOCT1 9,4 * 3,2;
rOCT2 177 * 64; Chiméare A 146 * 23; Chiméare B 11 * 2
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konzentration von o-Methyl-Isoprenalin fir rOCT1 und rOCT2 (a)
und die Chimaren A und B (b). Dargestellt sind die Mediane mit
Standardfehler aus 10 Einzelmessungen. ICso [UM]: rOCT1 57 * 8;
rOCT2 2696 * 328; Chimare A 1849 * 421; Chiméare B 38 * 6
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konzentration von Procainamid fur rOCT1 und rOCT2 (a) und die
Chiméaren A und B (b). Dargestellt sind die Mediane mit Standard-
fehler aus 10 Einzelmessungen. ICso [UM]: rOCT1 26 * 2; rOCT2
764 * 89; Chimare A 507 * 56; Chimare B 19 * 2
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Die in den vorangegangenen Abbildungen dargestellten Ergebnisse wurden

durch weitere Messungen bestétigt (Tab. 7.2 bis 7.7 im Anhang).

Die Daten aus den Messungen zeigten, dass sich die Chimare A mit dem
Grundgerust von rOCT2 beziglich der vier Stoffe Darstin, Corticosteron, o-
Methyl-Isoprenalin und Procainamid wie rOCT2 verhielt. Dagegen entsprach
das Affinitatsverhalten der Chimére B mit dem Grundgertst von rOCT1 dem
des Transporters rOCT1. Es lasst sich daraus schlieRen, dass ein
Schleifenaustausch zwischen den Transportern rOCT1 und rOCT2 die Affinitat

der untersuchten Hemmestoffe zum Transporter nicht beeinflusst.

Die Affinitaten eines weiteren Substrates, Guanidin - einem den Biguaniden
ahnlichen Iminoharnstoff -, und des nicht transportierten Xenobiotikums Cyanin
863 wurden ebenfalls untersucht. In unserer Arbeitsgruppe war durch Petra
Arndt gezeigt worden, dass Guanidin von rOCTl1 und rOCT2 mit
unterschiedlicher Michaelis-Menten-Konstante transportiert wird (Arndt et al.,
2001). Isabel Ulzheimer-Teuber hatte in ihrer Dissertation beschrieben, dass

Cyanin 863 ein nicht kompetitiver Hemmstoff von rOCT1 ist.

In parallelen Untersuchungen fir die Transporter rOCT1, rOCT2 und die
Chiméaren A und B wurde die Hemmung des Transportes von 10uM
Tetraethylammonium durch Guanidin und Cyanin 863 gemessen (Abb. 3.11
und 3.12). Die Kurven wurden nach Hill aus den Medianen von jeweils 8 bis 10
Einzelmessungen gefittet. Die Messreihen bestanden aus 9 aufsteigenden
Konzentrationen von Guanidin und 13 aufsteigenden Konzentrationen von
Cyanin 863.
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Aufnahme von 10uM [**C]JTEA in Abhé&ngigkeit zur Hemmstoff-
konzentration von Guanidin fur rOCT1 und rOCT2 (a) und die
Chiméaren A und B (b). Dargestellt sind die Mediane mit Standard-
fehler aus 10 Einzelmessungen. ICsg [uM]: rOCT1 5205 * 1285;
rOCT2 195 * 80; Chimare A 163 * 25; Chiméare B 9033 * 2587
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fehler aus 8-10 Einzelmessungen. ICso [UM]: rOCT1 0,21 * 0,03;
rOCT2 1,8 *0,2; Chimare A 1,4 * 0,4; Chimare B 0,57 * 0,08
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Die Messungen zeigten unterschiedliche Affinitaten von Guanidin und Cyanin
863 zu den Transportern rOCT1 und rOCT2 und zu den beiden Chiméaren. Die
von mir gewonnenen Daten fur die Transporter rOCT1 und rOCT2 wurden
publiziert (Arndt et al., 2001).

Die in Abbildung 3.11 gezeigten Ergebnisse fur das Guanidin konnten in einer

weiteren Messung bestéatigt werden und sind in der nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst (Tab. 3.3):

Transporter/Chimare ICs0 In UM n

rOCT1 4134*1210 1,0%0,3
rOCT2 417 * 65 09+0,1
Chiméare A 36273 1,020,2
Chiméare B 11060 * 2275 1,5%0,5
rOCT1 5205 * 1285 1,0%0,3
rOCT2 195 * 80 0,8*0,2
Chimare A 163 * 25 0,7%0,1
Chiméare B 9033 * 2587 0,8+0,2

Tab. 3.3: Hemmung der Aufnahme von 10 pM TEA durch Guanidin.
Dargestellt sind die halbmaximalen Hemmkonzentrationen (ICsp)
und der Hill-Koeffizient (n) jeweils mit Standardfehler.

Ahnlich wie schon bei den Substanzen Corticosteron, Darstin, o-Methyl-
Isoprenalin und Procainamid scheinen die 1Cso-Werte der Chiméren gegenuber
Guanidin im Prinzip dem Transportergrundgertst zu entsprechen. Allerdings
sind die 1Cso-Werte flr die Chimére B in den zwei Versuchen deutlich héher als
die des rOCT1-Grundgerustes. Da ein derartiger Unterschied bei Corticosteron,
Darstin, o-Methyl-Isoprenalin und Procainamid nicht zu beobachten war, deutet
dieser Befund auf eine Beeinflussung der Substratselektivitat durch die grol3e
Schleife hin. Bei der Untersuchung auf eine signifikante Abweichung wurde

P=0,07 fur eine solche Abhangigkeit ermittelt.

Zudem fand sich, dass Guanidin genau wie Corticosteron an rOCT2 in

niedrigerer Konzentration bindet als an rOCT1. Guanidin ist also das bislang
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einzige entdeckte Substrat der organischen Kationentransporter mit hdherer
Affinitat zu rOCT2 im Vergleich zu rOCT1.

Die in der Abbildung 3.12 gezeigten Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle
mit den Ergebnissen aus weiteren Hemmversuchen mit Cyanin 863 (Tab. 7.4

im Anhang) zusammengefasst (Tab. 3.4).

ICso [uM] * Standardabweichung
rOCT1 roOCT2 Chiméare A Chiméare B
Cyanin 863 0,51*0,08 2,56 *0,51 1,12%0,30 0,46 0,28

Hemmstoff

Tabelle 3.4: Hemmung der Aufnahme von 10uM TEA durch Cyanin 863. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte aus 4 Parallelmessungen jeweils
zwischen den Wildtypen rOCT1 und rOCT2 und den Chimaren A
und B und jeweils mit Standardabweichung. Es bestehen hoch
signifikante (P<0,01) Affinitatsunterschiede zwischen rOCT1 und
rOCT2 und signifikante (P<0,05) Affinitdtsunterschiede zwischen
den Chimaren A und B.

Bei der Betrachtung der vorliegenden Daten lasst sich eine flinffach hoéhere
Affinitat von rOCT1 gegenuber Cyanin 863 als von rOCT2 erkennen (P<0,01).
Die Affinitat der Chimére B entsprach exakt der des rOCT1-Grundgerusts.
Interessanterweise war die Chimare A gegeniber Cyanin 863 signifikant hoher
affin (P<0,05) als rOCT2, dem Grundgerist dieser Chimare. Ahnlich wie bei
Guanidin  konnte dies Ausdruck einer durch den Schleifenaustausch

verursachten Affinitdtsanderung sein.
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4 Diskussion

4.1 Interpretation der erhobenen Daten

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der Austausch der grofRen
extrazellularen Schleife zwischen den OCT-Subtypen rOCT1 und rOCT2, dem
Anionentransporter rOAT1 und dem Glucosetransporter hGLUT1 zu

Veréanderungen der Affinitaten von Substraten und Hemmstoffen fuhrt.

Es zeigte sich, dass die grolR3e extrazellulare Schleife offensichtlich fur die
Expression und/oder die Funktion der OCT essentiell ist. So lie3 sich nach
Einbau der kleineren extrazellularen Schleife des hGLUT1-Transporters in
rOCT1 (Chimare C) kein signifikanter Transport mehr nachweisen. Auch bei
Einbau der Schleife des naher verwandten rOAT1 in rOCT1 (Chimare D) kam

es zu drastisch reduzierten Transportraten.

Nach Austausch der nahezu homologen grof3en extrazellularen Schleife
zwischen rOCT1 und rOCT2 entsprachen die Affinititen der meisten
untersuchten Substrate und Hemmstoffe dem Transportergrundgerist. Dies traf
fur die Substrate Mepiperphenidol (Darstin), o-Methyl-Isoprenalin, Procainamid

und den Hemmestoff Corticosteron zu.

Fur das Substrat Guanidin war die Affinitdt gegentber der Chimére B (rOCT1-
Grundgerist mit der Schleife von rOCT2) allerdings deutlich niedriger als
gegenuber rOCT1, was auf eine Beeinflussung der Substratselektivitat

hindeutet.

Auch die Ergebnisse aus den Hemmversuchen mit Cyanin 863 legen einen
Einfluss der grof3en extrazellularen Schleife auf die Eigenschaften der
Substratbindung der organischen Kationentransporter nahe. Die Affinitdt von
Cyanin 863 gegentber der Chimare A (rOCT2-Grundgerust mit der Schleife von
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rOCT1) war signifikant hoher als gegentber rOCT2. Obwohl sich in den
Untersuchungen von Isabel Ulzheimer-Teuber aus unserer Arbeitsgruppe die
Hemmwirkung von Cyanin 863 an rOCT1 nicht durch kleine Substrate
kompetitiv aufheben liel3, wird angenommen, dass der hochaffine kationische
Hemmstoff Cyanin 863 in Bereich der Substratbindungsregion der organischen

Kationentransporter bindet.

Detaillierte Untersuchungen der Interaktion von Hemmstoffen und Substraten
der polyspezifischen organischen Kationentransporter haben zu der Vorstellung
gefuhrt, dass die organischen Kationentransporter grof3e Substratbindungs-
taschen besitzen, an welcher Substrate und Hemmstoffe unterschiedlicher
Struktur binden kénnen. Nach diesem Denkmodell haben die Liganden der
Substratbindungstasche teilweise Uberlappende Interaktionsdomanen und
konnen sich teilweise oder vollstandig verdrangen. Liganden mit kaum oder
nicht Uberlappenden Interaktionsdomé&nen konnen sich dabei wie nicht
kompetitive Hemmstoffe verhalten (Volk et al., 2003; Koepsell, 2003).

Die hier vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die grol3e
extrazellulare Schleife nur wenig oder indirekt an der Bildung der
Substratbindungstasche beteiligt. Vielmehr wird angenommen, dass die grol3e
extrazellulare Schleife eine wichtige strukturbildende bzw. stabilisierende
Funktion inne hat. Mdglicherweise ist sie aber auch direkt an

Transportvorgéangen bestimmter Substrate beteiligt.

Fur beide Sichtweisen einer Interpretation, einmal in Annahme einer eher
strukturbildenden Funktion als auch der direkten Ligandenbindung, gibt es

unterstitzende Forschungsergebnisse.

So untersuchte eine amerikanische Arbeitsgruppe eine Splicevariante rOCT1A
in der Rattenniere mit einer Deletion von 104 Basenpaaren am 5-Ende des
Wildtyps rOCT1, was unter anderem den Verlust der grof3en extrazellularen
Schleife zwischen den Transmembrandomé&nen 1 und 2 bedeutet. Die
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Aufnahmerate der Splicevariante von [“*C]JTEA verringerte sich gegeniiber
rOCT1 um etwa das 16fache, grundlegende Transportfunktionen fanden sich
aber identisch mit denen von rOCT1. Insbesondere der K,-Wert von 42 = 11 pM
lag im Bereich des von verschiedenen Arbeitsgruppen ermittelten Kn-Wertes
von rOCT1. Auf eine ausfiuhrliche Charakterisierung wurde in der Arbeit
verzichtet, dennoch zeigte sich, dass ein Transport auch ohne die groRRe
extrazellulare Schleife noch moglich ist und wesentliche Eigenschaften des
Proteins unbeeinflusst zu bleiben scheinen (Zhang et al., 1997).

Untersuchungen bei Vertretern der verwandten Major-Facilitator-Superfamilie
(insbesondere an den Zuckertransportern und den Antibiotika-Antiportern)
lassen die Substratbindungsregion im Bereich des C-terminalen Endes
vermuten (Carruthers, 1990; Paulsen et al., 1996). Neue Erkenntnisse brachte
aber insbesondere die Ro&ntgenstrukturanalyse einer Lactose-Permease-
Mutante von Escherischia coli, einer der Vertreter der MFS (Abramson et al.,
2003[a]). Die Lactose-Permease war durch die Mutation in einwarts gewandter
Konformation arritiert und zeigte eine Substratbindung in einer Bindungstasche,
an der mehrere Bereiche der insgesamt 12 Transmembrandomanen beteiligt
waren, was die Annahme einer grof3en Bindungstasche auch bei den
Transportern der OCT-Familie unterstitzen wirde und auch einen Einfluss der
grof3en extrazellularen Schleife zulasst. Allerdings ist die Struktur des Proteins
insgesamt doch recht abweichend von den OCT, insbesondere die lange
Schleife zwischen den Transmembrandomé&nen 6 und 7 mit der deutlichen
Teilung des Transporters in zwei sich ahnelnde Abschnitte (Abramson et al.,
2003[b]).

Bei den ebenfalls gut charakterisierten GLUT-Transportern als weitere Vertreter
der MFS konkurrieren zwei weitere Modellvorstellungen. Zum einen wird
angenommen, dass die zwo6lf Transmembrandomanen von GLUT3 eine Art
Ringstruktur mit einer zentralen hydrophilen Pore ausbilden (Dwyer, 2001).
Dem gegentber wurde fur den GLUT1-Transporter vorausgesagt, dass den die
Substrate durchlassenden Kanal funf Transmembrandoméanen formen (Zeng et
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al., 1996). Wesentlicher Bestandteil einer durch Anteile des Proteins gebildeten
Pore mussten bei den organischen Kationentransportern negativ geladene
Aminosaurereste sein - womoglich zwischen den Spezies stark konserviert.
Derzeit wird in verschiedenen Forschungsgruppen in
Punktmutationsexperimenten nach den Aminosduren gesucht, die

madglicherweise an der Bildung der Substratbindungsstelle beteiligt sind.

In unserer Forschungsgruppe konnte im Bereich der elften putativen
Transmembrandoméne bei einer Mutation von Aspartat 475 in Glutamat
entdeckt werden, dass die Aufnahmeraten von TEA, MPP, N-Methylnikotinamid
und Cholin drastisch eingeschrankt waren. Zudem liel3 sich beobachten, dass
die Km-Werte fur TEA, N-Methylnikotinamid und Cholin, nicht aber fiur MPP
erniedrigt waren. Dies deutet auf die Lokalisation von Aspartat 475 in der
Substratbindungstasche hin. Aspartat 475 bildet offensichtlich einen
Kontaktpunkt fir die Bindung von TEA, N-Methylnikotinamid und Cholin, aber
nicht fir MPP (Gorboulev et al., 1999). Hinweise auf eine grol3e
Bindungstasche mit potentialabhangiger Struktur und unterschiedlicher Affinitat
fur intrazellular gegentiber extrazellular angebotenen Substraten ergaben sich
zudem bei Transportmessungen unter Hemmung mit Corticosteron und

Tetrabutylammonium (Volk et al., 2003).

Neuere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe unterstreichen die Relevanz der
grof3en extrazellularen Schleife fur die Transportfunktion der OCT. So fuhrten
Punktmutationen samtlicher Cysteine auf der grof3en extrazellularen Schleife
von rOCT1 zum Erliegen des Transportes. Dieser Effekt konnte aber nicht bei
Cysteinmutationen in den anderen Bereichen des Transporters erzielt werden

(bislang unveroffentlichte Daten).

Haufig dienen Cysteine in den Aminosauresequenzen von Proteinen der
Stabilisierung und Strukturbildung durch Aufbau von Disulfidbricken. In hOCT1
lieR sich durch gezielte bzw. als Polymorphismus - durch Anderung von Cystein
88 zu Arginin - existente Punktmutationen in unserer Arbeitsgruppe ein deutlich
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erniedrigter, zum Teil fast vollstandig fehlender Transport aufzeigen. Die sechs
Cysteinmutanten der groBen extrazellularen Schleife nahmen kaum noch
Tetraethylammonium auf (Kerb et al.,, 2002). In wie weit strukturelle
Stabilisierung durch Disulfidbriicken besteht und welche Partnerschaften dabei
von den Cysteinen untereinander eingegangen werden, lieRe sich

beispielsweise durch den Einbau von Endopeptidaseschnittstellen klaren.

4.2  Beispiele fur andere extrazellulare Schleifen und deren Bedeutung

Wirde man die Erkenntnisse und Vorstellungen von den GLUT-Transportern
auf die OCT-Familie ubertragen, wéare allerdings eine Rolle der grol3en
extrazellularen Schleife direkt bei der Substratbindung weniger wahrscheinlich.
Theoretisch kann aber eine Mitwirkung der Substratbindung im Zusammenspiel
mit anderen Regionen des Transporters erfolgen, modellhaft, wenn die Schleife
bzw. extrazellular gelegene Regionen zur Substratbindung oder Struktur
verdndernd in das Protein bzw. die Zellmembran eintaucht, wie es
beispielsweise far die hydrophile Schleife zwischen den
Transmembrandoméanen sieben und acht der a-Untereinheit der
Natrium/Kalium-ATPase (Fiedler et al., 1996) oder fur extrazellulare Anteile
einiger spannungsabhangigen Natrium- und Kaliumkanadle angenommen wird
(Kirsch et al., 1995; Guy et al., 1995; Tomaselli et al., 1995). Die extrazellularen
Areale der Kanale formen nach den bestehenden Vorstellungen eine
porenbildende Schleife, die sogenannte P-Loop, die in die Zellmembran
hineinragt und einzelne Aminosaurereste sich an der Bindung und Leitung der
lonen mit beteiligen. Ein interessanter Nebenaspekt ist der hohe Grad der
Homologie zwischen der eintauchenden Schleife der Na*/K*-ATPase und der P-
Loop der spannungsabhangigen lonenkandle (Scheiner-Bobis und Schneider,
1997)

Es gibt weitere interessante Aspekte und Untersuchungen, die eine wichtige

Rolle der groRen extrazellularen Schleife unterstitzen. So finden sich auf der
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groRen extrazellularen Schleife der OCT-Familie zwei stark konservierte
putative Glycosilierungsstellen (bei den meisten Vertretern der Familie sogar
drei) und gleichermalRen eine mit fast 70% hohe Konservierung der
Aminosauresequenz (Koepsell et al., 1998; Koepsell, 1998). Diese ,genetisch
determinierte Bestandigkeit” ist in der Natur allermeist mit Funktion bzw.
Wirkprinzip verbunden. Lediglich lickenfillende* Funktion innerhalb des
Proteins durch die extrazellulare Schleife macht keinen Sinn. Untersuchungen
an den grol3en extrazellularen Schleifen der OAT-Subfamilie, die zwischen zwei
bis sechs putative Glycosylierungsstellen aufweisen, legen die Vermutung
nahe, dass die Schleife zum Membraneinbau wichtig ist. Man beobachtete bei
Hemmung der Glycosylierung durch Tunicamycin in mOAT1-exprimierenden
COS-7 Zellen eine intrazellulare Akkumulation neu synthetisierter Transporter
(Kuze et al., 1999).

4.3  Klinische Relevanz der organischen Kationentransporter

Die Charakterisierung der OCT-Familie und im weitesten Sinn samtlicher
korpereigenen Proteine zielt hin auf eine wesentlich bessere Beeinflussbarkeit
der Korperfunktionen, Krankheitsverlaufe und Pharmakokinetiken.

Im Falle der OCT-Familie bestinde die klinische Anwendbarkeit insbesondere
in der Regulierung der Verbleibdauer eines von den OCT transportierten
Kations im Korper und teilweise auch der metabolischen Wirkung desselben.
Bei genetischen Varianten kénnte man Pharmaka gezielter dosieren oder
Arzneistoffe so modifizieren, dass eine Nebenwirkung oder eine fehlende

Wirksamkeit umgangen wurde.

Wichtige Erkenntnisse konnten durch die Zucht einer knock out - Maus flr
rOCT1 gewonnen werden (Jonker et al., 2001). Wahrend innerhalb der OCT-
Subfamilie zunachst die Funktionsfahigkeit eines fehlerhaften bzw. fehlenden
OCT durch die anderen Familienmitglieder oder andere Transporter
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kompensiert scheint - so weist die knock out - Maus fur rOCT1 keinerlei
phanotypische Veranderungen auf - , lasst sich in diesen Tieren dennoch eine
stark veranderte Pharmakokinetik flr organische Kationen insbesondere durch
Reduzierung der hepatischen Aufnahme und der intestinalen Exkretion

nachweisen (Jonker et al., 2001).

Als  Kklinisch relevantes Beispiel soll die pharmakologische und
pharmakokinetische Einflussnahme der organischen Kationentransporter auf
Biguanide dienen. Insbesondere bei dem haufig bei Typ Il- Diabetikern und
dariber hinaus in den letzten Jahren bei der Therapie des Syndroms der
polyzystischen Ovarien (Velazquez, 1994; Nestler, 2001) eingesetzten
Biguanids Metformin imponierte nur noch eine marginale Aufnahme in die
Hepatozyten und die Mukosazellen der rOCT1 knock out - Maus und bei einer
rOCT1-transfizierten Hamster-Ovarialzelllinie (Wang et al., 2002). Damit spielen
die OCT mdoglicherweise eine entscheidende Rolle sowohl in der Aufnahme des
Metformin an den Wirkungsort als auch zumindest partiell bei dessen
Elimination. So ist beschrieben, dass die Exkretionsrate des Metformin beim
Menschen sehr viel héher als die glomerulare Filtrationsrate liegt (Pentikainen
et al., 1979). Metformin, dessen genauer Wirkmechanismus bis heute nicht
ganzlich erklart ist, ist aber zur Erzielung seiner pharmakologischen Wirkung
bei der Diabetesbehandlung neben dem direkten Angriff an den peripheren
Kdrperzellen gerade von der Aufnahme in die Hepatozyten und Enterozyten
abhangig (Caspary und Creutzfeldt; 1971). Mdoglicherweise sind durch
solcherart veranderte Wirkmechanismen Medikamentennebenwirkungen wie

die Laktatazidose bei Metforminmedikation zu erklaren (Koepsell et al., 2003).

Bislang unbeantwortet bleibt auch die Frage, ob und wie weitere von den OCT
nachgewiesen transportierten Stoffe, die in der Klinikk zum Teil, wie das
Verapramil, starke Anwendung finden, in ihrem Wirkungs-, Wechselwirkungs-
und Nebenwirkungsprofil durch die OCT-Funktion beeinflusst werden. Das
Gleiche gilt auch fiur bekannte in der Klinik verwendete, die OCT hemmende
Substanzen wie das Corticosteron. Ungeklart ist bis dato ebenfalls, ob die
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wichtigste Funktion der organischen Kationentransporter in der Elimination
endogener Substanzen besteht, deren Metabolismus man nach naherer

Kenntnis der OCT-Familie beeinflussen kodnnte.

4.4  Ausblick

Diese Arbeit konnte einen kleinen Beitrag zum naheren Verstandnis der
Arbeitsweise von Transportproteinen, insbesondere der OCT-Familie leisten.
Die weiteren Ergebnisse und daraus erwachsenden Fragestellungen bleiben

spannend.

Um die Aufgabe der groRRen extrazellularen Schleife weiter aufzuklaren, ware
eine Reinigung der isolierten Schleife denkbar, um damit eine
Rontgenstrukturanalyse durchzufiihren. Als technisch besonders schwierig
erweist sich dabei vor allem die Kristallisation im Vorfeld der Analyse. Es kdnnte
sich dabei als Problem erweisen, die nativen Disulfidbriicken in der Schleife zu

erzeugen.

Es ware denkbar, dass die Funktion der grof3en extrazellularen Schleife in der
Stabilisierung oder Ausbildung der Tertiarstruktur der Transporter besteht.
Hierbei ware interessant zu erfahren, ob die Schleife bei Kontakt mit
hochaffinen Hemmstoffen die Konformation des Proteins andert und dadurch
vielleicht eine Blockierung des Transports bewirkt. Immunhistochemische
Untersuchungen mit Schleifen-Antikérpern in An- oder Abwesenheit von
Inhibitoren  kdnnten helfen, eine derartige Funktion der Schleife
wahrscheinlicher zu machen. Im Falle des rOCT1 wurde in unserer
Forschungsgruppe ein Antikérper gegen die Schleifenregion entwickelt, den
man fur derartige Untersuchungen verwenden konnte (Meyer-Wentrup et al.,
1998).
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5 Zusammenfassung

Die OCT-Transporterfamilie spielt bei der Ausscheidung von Arzneimitteln und
Neurotransmittern in Leber und Niere eine wichtige Rolle. Sie enthalt unter
anderem polyspezifische organische Kationentransporter (OCT-Subfamilie) und
organische Anionentransporter (OAT-Subfamilie). Die Transporter der OCT-
Familie weisen neben 12 membranspannenden o-Helices eine grol3e
extrazellulare  Schleife  zwischen der ersten und der zweiten

Transmembrandoméane auf.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, die Funktion der
grollen extrazellularen Schleife aufzuklaren. Es wurden Chiméaren
charakterisiert, bei denen die grof3en extrazellularen Schleifen von zwei
Subtypen der organischen Kationentransporter der Ratte (rOCT1 und rOCT2)
ausgetauscht wurden. Auf3erdem wurde untersucht, ob die Transportfunktion
erhalten bleibt, wenn die entsprechende extrazellulare Schleife eines
organischen Anionentransporters (rOAT1) oder eines Glucosetransporters der
gleichen Superfamilie (hGLUT1) an die Position der grof3en extrazellularen

Schleife von rOCT1 eingeftigt wird.

Bei den Transportmessungen an den Chimaren wurde die essentielle
Bedeutung der groRen extrazellularen Schleife fur die Expression bzw. die
Funktion der OCT gezeigt. Nach dem Einbau der entsprechenden Schleife des
hGLUT1-Transporters in rOCT1 konnte kein Transport mehr gemessen werden.
Die Transportraten der Chimare mit der eingebauten Schleife des néher

verwandten organischen Anionentransporters rOAT1 waren drastisch reduziert.

Dagegen waren bei dem Austausch der groRen extrazellularen Schleife
zwischen den nahe verwandten Kationentransportern rOCT1 und rOCT2 keine
wesentlichen Veranderungen des Transportes von Tetraethylammonium (TEA),

einem gemeinsamen Substrat beider Subtypen, beobachtet worden.
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Um festzustellen, ob die groRe Schleife die Affinitditen von Hemmstoffen und
Substraten mitbestimmt, wurden Messungen in Form von Hemmkinetiken von
Substanzen durchgefiihrt, die eine deutliche unterschiedliche Affinitat
gegenuber rOCT1 und rOCT2 haben. Fir Mepiperphenidol (Darstin), o-Methyl-
Isoprenalin, Procainamid und Corticosteron wurde gefunden, dass die Affinitat
vom Transportergrundgerist bestimmt wurde und durch den Austausch der
grol3en extrazellularen Schleife zwischen rOCT1 und rOCT2 nicht verédndert
wurde. Fur den nicht kompetitiven Hemmstoff Cyanin 863 konnte hingegen
gezeigt werden, dass die ICso-Werte der Aufnahme von TEA zum Teil durch die

grof3e Schleife mitbestimmt wurden.

Die Daten deuten darauf hin, dass die grol3e extrazellulare Schleife der
organischen Kationentransporter eine strukturelle Funktion besitzt. Sie
sprechen nicht fur eine direkte Beteiligung an der Substratbindungstasche
dieser Transporter, legen aber nahe, dass die Schleife die Konformation der
Substratbindungstasche beeinflusst.
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Anhang

7 Anhang

7.1  Einige Vertreter der OCT-Familie
Name Referenz Genbank |Spezies Gewebe(v.a.)
rOCT1 Grindemann et al., 1994 X78855 Ratte Leber, Niere
Gorboulev et al., 1995 n. p. |D83044 .
OCT2 Ratt N
' Okuda et al., 1996 jcagsa | o€ ere
fOCT3 |Kekuda et al., 1998 AF055286 | Ratte Plazenta,
Darm
Gorboulev et al., 1997 X98332
hOCT1 ' Mensch Leber
Zhang et al., 1997[b] U77086
hOCT2 |Gorboulev et al., 1997 X98333 Mensch Niere
Leber, Herz,
Grindemann et al., 1998 Muskulatur
hOCT3 . AJ001417 | Mensch '
(hier EMT benannt) Placenta,
Lunge, Hirn
mMOCT1 |Schweifer und Barlow, 1996 | U38652 Maus 2 B. Leber
(Lx1) Green et al., 1999 AF010259 o
mOCT2 |Mooslehner und Allen, 1999 | AJ0O06036 | Maus Leber, Niere
Wu et al., 1998 n. p. AF082566 Niere
mOCT3 Maus ’
Verhaag et al., 1999 AF078750 Plazenta
rbOCT1 |Terashita et al., 1998 AF015958 | Kaninchen |Niere
ceOCT1 |Wu et al., 1999 AF110415 | Saenorhab-
ditis elegans
D hil
droCT  |Taylor et al., 1997 Y12399 |-rosopnra
melanogaster
rOCTN1 |[Wu et al., 2000 AF169831 | Ratte mehrere
rOCTN2 |Sekine et al., 1998[a] AB017260 Ratte mehrere
(ruST2) |Schomig et al., 1998 AJ001933
Niere, Herz,
hOCTNL |Tamai et al., 1997 AB007448 | Mensch Muskulatur,
Plazenta,
Prostata
hOCTN2 [Wu et al., 1998 AF057164 | Mensch mehrere
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MOCTNL1 | Nezu et al., 1999 n. p. AB016257 | Maus z.B. Niere
MOCTN2 | Lu et al., 1998 AB015800 | Maus z.B. Niere
MOCTNS3 | Nezu et al., 1998 n. p. AB018436 | Maus z.B. Testis
rusTl Schomig et al., 1998 Y09945 Ratte Niere
MRST Mori et al., 1997 AB005451 | Maus Niere
hOCTL1 N|§h|wak| et al., 1998 AB26898 |[Mensch
(hier ORCTLS3 benannt)
hOCTL2 N|§hlwak| et al., 1998 NMO04803 |Mensch
(hier ORCTL4 benannt)
Sekine et al., 1997 AB004559 . .
AT1 R N H
O Sweet et al., 1997 AF008221 | Jaue ere, Him
rOAT2 Simonson et al., 1994
. ’ L27651 Ratte Leber, Niere
(rNLT) Sekine et al., 1998][b]
rOAT3 Kusuhara et al., 1999 AB017446 | Ratte h?raer’ Niere,
Hosoyamada et al., 1999 . .
. Niere, Hirn,
hOAT1 |(hOAT1-1, hOAT1-2), Reid |AF057039 | Mensch Plazenta
et al., 1998 (hROAT1)
AF210455
hOAT2 |Ohsiro et al., 2000 AF097518 | Mensch Niere, Leber
AY050498
Niere, Hirn,
hOAT3 |Race et al., 1999 AF097491 |Mensch | Muskulatur,
wachsender
Knochen
Niere,
hOAT4 |Chaetal., 2000 AB026116 | Mensch
Plazenta
hOAT5 |[Sunetal., 2001 AA705512 | Mensch Leber
moaty | -opez-Nietoetal, 1997 o0 ) I Maus Niere, Hirn
(hier mNKT benannt)
mOAT3 |Brady et al., 1999 AF078869 | Maus Niere
roOAT1 |Bahnetal., 1999 n. p. AJ242871 |Kaninchen |Niere
flOAT1 |Wolff et al., 1997 797028 Flunder Niere
Caenorhab-
ceOAT |George et al., 1999 ditis elegans
hURAT1 |Enomoto et al., 2002[a] AB071863 | Mensch Niere
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AB055798 Tes“f;
hCT2 | Enomoto et al., 2002b] AF268892 |Mensch | Knochen-
mark, Niere,
AY145502 Leukozyten
hUST3 |[Sunetal., 2001 AB062418 | Mensch Leber
Niere, Hirn,
Leber, Herz,
FLIPT1 |Eraly und Nigam, 2002 AY 145501 | Mensch Muskulatur,
Plazenta,
Milz, Lunge
Tab. 7.1: Einige Vertreter aus dem Stammbaum der OCT-Familie.

Zusammenstellung nach Burckhardt und Wolff, 2000, Eraly et al.,
2003 und Koepsell und Endou, 2003.

7.2 Formelzeichen

.
N

Tetraethylammonium

Corticosteron
O
N = lN O o
N \T+
/ s
Cyanin 863 Ketoglutarat
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OH

H,N NH
r h
NH,
Guanidin
Darstin
H H
(N
\ NH /k
>/ M neo N
OH
Histamin O-Methyl-Isoprenalin
H,N
H
N\/\N/\
N ]
0 -~ .
|
Procainamid

1-Methyl-4-Phenylpyridinium
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7.3  Abklrzungen

ATP
cpm
cRNA
DEPC
DNA
dpm
DTT
GentORIi
GLUT
ICso

Km
KulORi
MFS
MOPS
MPP
NSAR
OAT
OCT
OCTN
OMI
ORI
RNA
RT-PCR
SDS
SE
TEA

Vmax

Adenosintriphosphat

Counts (Zahlungen) pro Minute
komplementare Ribonukleinsaure
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsaure

Zerfalle pro Minute

Dithiotreitol

Oozyten-Ringerldsung mit Gentamycin
Glucosetransporter

halbmaximale Hemmkonzentration

Michaelis-Menten-Konstante

Oozyten-Ringerlésung mit Penicillin und Streptomycin

Major-Facilitator-Superfamily
3-(N-Morpholino-) Propansulfonsaure
1-Methyl-4-phenylpyridinium
nichtsteroidale Antirheumatika
organische Anionentransporter
organische Kationentransporter
organischer Kationen-/Zwitterionentransporter
3-0-Methyl-Isoprenalin
Oozyten-Ringerldsung

Ribonukleinsaure

reverse transkriptase — polychainreaction
Sodiumdodecylsulfat

Standardfehler

Tetraethylammonium

maximale Aufnahmegeschwindigkeit
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7.4  Zusammenfassung aller Hemmkinetiken von rOCT1, rOCT2 und den
Chiméaren A und B

Nachfolgend sind jeweils die halbmaximalen Hemmkonzentrationen (ICsq) mit

Standardfehler und die Hill-Koeffizienten (n) mit Standardfehler aus allen

vergleichenden Hemmkinetiken mit den Substanzen Guanidin,

o-Methyl-

Isoprenalin, Corticosteron, Procainamid, Darstin und Cyanin 863 tabellarisch

dargestellt. Die Werte sind aus nach Hillgleichung gefitteten Hemmkinetiken mit

mindestens 8 unterschiedlichen Hemmkonzentrationen und Medianen aus 8 bis

10 Einzelmessungen am Xenopus laevis -

Expressionssystem ermittelt.

Voneinander unabhangige Messungen sind jeweils durch einen Freiraum in der

Tabelle getrennt.

ICsp in UM n
rOCT1 131* 36 1,6%0,6
rOCT2 3,8%14 0,7%*0,1
ChiméareA 1,1%*0,2 0,9%0,1
ChiméareB 143 * 17 2,0%0,4
rOCT1 101 * 45 09%04
ChimareA 1,9*0,5 0,9%0,2
ChimareB 789 1,1%0,1
Tab. 7.2: Corticosteron

ICso in }J.M n
rOCT1 4134 %1210 1,0%0,3
rOCT2 417 * 65 0,9%0,1
ChiméareA 36273 1,0%0,2
ChiméareB 11060 * 2275 1,5%0,5
rOCT1 5205 £ 1285 1,0%0,3
rOCT2 195+ 80 0,8%0,2
ChiméareA 163 %25 0,701
ChimareB 9033 * 2587 0,8%0,2
Tab. 7.3: Guanidin.
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I1Csg in UM

rOCT1 0,21 *0,03 0,9%0,1
rOCT?2 1,80+ 0,23 58*4,6
ChiméareA 1,43%0,44 1,3%0,4
ChiméareB 0,57+ 0,08 1,5%0,3
rOCT1 0,35*0,04 1,0%0,1
rOCT2 1,96 0,74 1,1%0,4
rOCT1 0,51*0,11 0,9%0,2
rOCT2 2,04%0,44 1,1%0,2
ChiméareA 0,70 0,09 1,6%0,3
ChimareB 0,13*0,02 0,8%0,1
rOCT1 0,29*0,12 0,7%0,2
ChimareA 0,34*0,15 0,8%0,2
ChimareA 1,16 0,31 1,3%0,4
ChiméareB 0,36 £ 0,05 1,4%0,2
ChimareA 1,17%0,45 1,3%*0,7
ChiméareB 0,77 0,15 1,1%0,2
rOCT1 0,54%0,11 1,1%0,2
rOCT2 3,44%0,59 1,1%*0,2
Tab. 7.4: Cyanin 863
ICsp in UM n

rOCT1 26*2 0,9%0,1
rOCT2 764 * 89 1,2%0,2
ChiméareA 507 £ 56 1,6%0,3
ChiméareB 19%2 0,8%0,1
ChimareA 458 * 54 1,3%0,2
ChiméareB 223 1,1%0,1
rOCT1 8,022 0,9%0,2
rOCT2 229*31 1,0%0,1
ChiméareB 133 0,8%0,1
rOCT1 8,2+%1,3 0,7%*0,1
rOCT2 326184 0,5%0,1
Tab. 7.5: Procainamid
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ICso in uM n
rOCT1 9,4%3,.2 0,770,
rOCT2 177 * 64 0,770,2
ChimareA 146 * 23 1,9*0,5
ChiméareB 11+2 0,870,
ChimareA 162 * 48 0,9%0,2
ChiméareB 19*3 1,1%0,1
Tab. 7.6: Mepiperphenidol (Darstin)

ICsp in UM n
rOCT1 57*8 09701
rOCT2 2696 * 328 1,970,4
ChimareA 1849 * 422 1,6*0,5
ChiméareB 3876 1,1%0,2
ChimareA 4904 * 1310 1,5%0,6
ChimareB 82*18 1,0%0,2
Tab. 7.7: o-Methyl-Isoprenalin
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