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Kapitel — Einleitung

1 Einleitung

It seems not improberable, but that by these
[microscopes] helps the subtilty of composition of
bodies, the structure of their parts, the various
texture of their matter, the instruments and
manner of their inward motions, and all the other
possible appearances of things, may come to be
more fully discovered.””

Als Robert Hooke in seinem im Jahre 1665 erschienenen Werk ,,Micrographia“ diese
Worte schrieb, war ithm die heutige Bedeutung seiner Grundlagenforschung sicher
nicht bewusst. Er entdeckte in den 60er Jahren des 17. Jahrhunderts die verkorkten
Zellwidnde in Korkgewebe mittels eines selbstgebauten Mikroskops und nannte sie

»cellulae®. Dies war einer der ersten Schritte der Zellbiologie.

Die vorliegende Arbeit widmet sich Fragen aus diesem Themengebiet. Sie beschiftigt
sich mit der Erforschung der Struktur- und Bindungseigenschaften des organischen
Kationentransporters 1 der Ratte (rOCT1) und soll einen Teil zu dessen besseren

Verstindnis beitragen.

Organische Kationen spielen eine bedeutende Rolle in der Physiologie des Menschen.
So gehoren beispielsweise monoamine Neurotransmitter, wie Acetylcholin, Dopamin,
Serotonin, Histamin, Cholin und Coenzyme zu dieser Gruppe, aber auch eine
bedeutende Menge an Xenobiotika und Medikamenten (Koepsell et al., 2003), wie
Metformin und Phenformin (Antidiabetika) (Dresser et al., 2002), das antivirale
Aciclovir (Takeda et al., 2002), das Muskelrelaxanz Memantin (Busch et al., 1998)
und das Antiarrhythmikum Quinidin (Van Montfoort et al., 2001). So sind etwa 50 %
aller klinisch relevanten Pharmaka Kationen oder bei physiologischem pH protonierte
Basen (Sturm 2005). Aufgrund der schlechten Membranpermeabilitit der meisten
organischen Kationen, ist die Erforschung von Transportern, die in der Lage sind
organische Kationen iiber die Plasmamembran zu transportieren, von entscheidender

Bedeutung fiir die Pharmakokinetik dieser Substanzen.

! Zit. aus: Hooke R (1665) Micrographia.
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1.1 ,,Solute carrier 22 (SLC22)

Die Gruppe der ,,solute carrier “ beinhaltet 364 Proteine, die in 48 Familien aufgeteilt
sind (Kusuhara und Sigiyama, 2009). Eine davon ist die SLC22-Familie. Bereits im
Jahre 1994 wurde der in dieser Dissertation untersuchte rOCT1 als Mitglied einer bis
zu diesem Zeitpunkt noch unbekannten Transporterfamilie entdeckt (Griindemann et

al, 1994) — der SLC22.

Diese SLC22-Familie stellt eine Untergruppe der MFS (major facilitator superfamily)
(Pao et al., 1998; Koepsell et al., 2003) dar. Sie beinhaltet mehrere
Transporteruntergruppen, die im Folgenden nédher beschrieben werden sollen. Die
SLC22 besteht zum Einen aus den drei organischen Kationentransportern (OCT1-3
oder SLC22A1-3), die als Uniporter fungieren, zum Anderen aus den drei Carnitin-
Kationen-Transportern (OCTN1 oder SLC22A4, hOCTN2oder SLC22A5 und hCT2
oder OCT6 oder SLC22A16) (Koepsell und Endou 2004; Koepsell et al., 2007).
Weiterhin  sind die organischen Anionentransporter (OATI1-6), die als
Anionenaustauscher fungieren, zu nennen, sowie die ORCTL- Kationentransporter
(Koepsell und Endou, 2004; Koepsell et al., 2003). Die Mitglieder der SLC22 kommen
unter anderem im Darm, der Leber und der Niere vor und spielen eine bedeutende
Rolle in der Aufnahme und Ausscheidung von Medikamenten, sowie von endogenen
Komponenten (Koepsell 2004; Koepsell et al., 2007). Ebenso besitzen sie
homoostatische Funktion in Herz und Gehirn. Endogene Substrate sind monoamine
Neurotransmitter, L-Carnitin, Cholin (Acetylcholin), a-Ketoglutarate, cAMP, cGMP
und Prostaglandine (Koepsell und Endou, 2004).

Alle Mitglieder besitzen 12 Transmembrandoménen mit einer langen extrazelluldren
Schleife zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomine (Koepsell 2004)
sowie einer langen intrazelluliren Schleife zwischen der sechsten und siebten
Transmembrandomine. Die meisten Transporter der SLC-Familie sind polyspezifisch,
was bedeutet, dass ein Transporter Stoffe verschiedener chemischer Strukturen,
GroBBen und Molekulargewichte transportieren kann. Dies impliziert, dass ein
Transporter abhingig vom zu transportierenden Stoff verschiedene Affinititen und

Umsatzraten besitzt. Liganden, die ein Molekulargewicht von 400 Da {iberschreiten,
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fungieren hiufig als Hemmstoffe (Anzai et al., 2006; Koepsell et al., 2007; Nigam et
al., 2007; Rizwan und Burckhardt, 2007; Gorbunov et al., 2008).
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1.2 Die OCTs - Vorkommen und Funktion

Bei den OCTs 1-3 handelt es sich um Uniporter, die Kationen und schwache Basen
entlang ihres elektrochemischen Gradienten transportieren konnen. Vier Punkte sind
allen OCTs hinsichtlich ihrer Funktion gemein. Erstens transportieren sie eine Vielzahl
organischer Kationen, die verschiedene molekulare Strukturen aufweisen, und sie
werden durch andere, nicht transportierte, Stoffe gehemmt (Koepsell et al., 2003).
Zweitens transportieren die OCTs organische Kationen in einer elektrogenen Weise
(Busch et al., 1996; Nagel et al., 1997; Budiman et al., 2000, Arndt et al., 2001;
Koepsell et al., 2003; Keller et al., 2005). Drittens arbeiten die OCTs Na'-, CI'- und
pH-unabhingig (Busch et al., 1996; Budiman et al., 2000; Schmitt und Koepsell, 2005;
Keller et al., 2005) und viertens sind sie in der Lage, organische Kationen in jede
Richtung iiber die Plasmamembran zu transportieren (Busch et al., 1996; Nagel et al.,

1997, Arndt et al., 2001; Volk et al., 2003).

Im Jahre 1994 wurde das erste Mitglied der OCT- Familie mittels
Expressionsklonierung aus der Rattenniere isoliert. Bei diesem Transporter handelte es
sich um den rOCT1 (Griindemann et al., 1994). Das Gen des rOCT1 ist auf
Chromosom 1q11-12 (Koehler et al., 1996) lokalisiert und codiert ein Protein aus 556
Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 62 kD. Mittels Nothern Blot konnte
der rOCT1 in Niere, Leber, Diinndarm und in der Lunge nachgewiesen werden
(Griindemann et al., 1994). Der Transporter befindet sich sowohl in der Niere (Zhang
et al., 1997a; Karbach et al., 2000; Sweet et al., 2000) als auch in der Leber (Meyer-
Wentrup et al., 1998; Zhang et al., 1997b) und in den Enterozyten des Diinndarms in
den basolateralen Membranen. In den Bronchien und der Trachea ist der OCT1 bei
Mensch, Ratte und Maus jedoch in der luminalen Membran (Lips et al., 2005)
lokalisiert. Das 1997 entdeckte menschliche Ortholog, der hOCT1 (Gorboulev et al.,
1997; Zhang et al., 1997b), besitzt 555 Aminosduren und ist wie alle menschlichen
OCTs auf Chromosom 6q26-7 lokalisiert (Koepsell 2004). Er kommt im Gegensatz
zum Ortholog des Nagers hauptsichlich in der Leber vor (Koepsell et al., 2007). Die
Homologie des hOCT1 zum rOCT]1 betrdgt 78 % (Dresser et al., 2000). Die wichtigste
physiologische Bedeutung des hOCT1 liegt in der Vermittlung des ersten Schrittes der
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hepatischen Exkretion kationischer Arzneistoffe und Xenobiotika durch die Aufnahme

iiber die sinusoidale (basolaterale) Membran in den Hepatozyten (Koepsell 2004).

Neben dem rOCT1 wurden zwei weitere Transporter namens rOCT2 und rOCT3
kloniert (Okuda et al., 1996; Kekuda et al., 1998; Wu et al., 1998a; Wu et al., 1998b;
Sweet und Pritchard 1999a; Sweet und Pritchard 1999b). Der 1996 entdeckte rOCT2
(Okuda et al., 1996) ist vor allem in der Niere, weniger in anderen Organen wie in
Diinndarm, Lunge, Haut und Gehirn lokalisiert (Sweet et al., 2001; Slitt et al., 2002;
Choudhuri et al., 2003; Augustine et al., 2005; Lips et al., 2005; Alnouti et al., 2006;
Koepsell et al., 2007). Er ist wie der rOCT1 in der Niere basolateral gelegen
(Gorboulev et al., 1997; Karbach et al., 2000; Sweet et al., 2000). Im Jahre 1997 wurde
auch ein menschliches Ortholog zum rOCT2, der hOCT2, erstmalig beschrieben
(Gorboulev et al., 1997). Dieser hOCT2 wird iiberwiegend in der Niere, aber auch in
Neuronen exprimiert (Gorboulev et al., 1997; Busch et al., 1998) und ist zu 70 %
homolog dem hOCT1. Die Homologie zum rOCT2 betrdgt 81 %. Vergleicht man das
Vorkommen der OCT2 in der Niere, so ist zu erkennen, dass der hOCT2 in allen
Segmenten des proximalen Tubulus zu finden ist (Motohashi et al., 2002), hingegen
der rOCT?2 lediglich in den Segmenten S2 und S3 lokalisiert ist (Karbach et al., 2000;
Sugawara-Yokoo et al., 2000). Der hOCT2, der in allen Segmenten des proximalen
Tubulus zu finden ist, vermittelt beim Menschen den ersten Schritt der renalen
Sekretion kationischer Arzneimittel und den zweiten Schritt der Cholinreabsorption

(Motohashi et al., 2002; Koepsell et al., 2003).

Der 1998 entdeckte rOCT3 wurde in vielen Organen nachgewiesen. Gehduft kommt er
in Placenta, Herz, Skelettmuskulatur, Niere und Leber, in geringem Malle aber auch
im Gehirn vor (Kekuda et al., 1998; Koepsell 2003). Der hOCT3 zeigt eine dem
rOCT3 é&hnliche Verteilung und Funktion. Seine Aufgaben bestehen in der bildren
Exkretion kationischer Medikamente, in der Regulation der intestinalen Konzentration
monoaminer Neurotransmitter und kationischer Arzneistoffe im zentralen
Nervensystem, Ganglien und im Herzen und in der Regulation der Acetylcholinabgabe

in der Plazenta (Koepsell 2004).

Vergleicht man die verschiedenen OCTs einer Spezies untereinander, so betrigt die
Ubereinstimmung der Aminosduren 67-70 % zwischen OCT1 und OCT2, zwischen
OCT1 und OCT3 47-57 % und zwischen OCT2 und OCT3 40 - 51 % (Koepsell et al.,
2003).
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1.3 Struktur und Transportmechanismus der OCTs

1.3.1 Struktur
Die Transporter der SLC22-Familie und somit auch die OCTs besitzen zwolf
Transmembrandoménen (TMHs) und jeweils einen intrazelluliren N-Terminus und
einen intrazelluldren C-Terminus. Es wurden zwei grof3e Schleifen nachgewiesen. Eine
lange extrazelluldre Schleife zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomaine,
die Glykosylierungsstellen besitzt, und eine lange intrazelluldren Schleife zwischen
der sechsten und siebten Transmembrandoméne mit mehreren
Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinasen (Griindemann et al., 1994; Meyer-
Wentrup et al., 1998; Tanaka et al., 2004; Ciarimboli und Schlatter, 2005; Zhou et al.,
2005; Pelis et al., 2006 a + b, Hong et al., 2007; Zhou und You, 2007; Keller et al.,
2008). Intensive Mutationsstudien wurden am rOCT1 und rOCT2 durchgefiihrt und
verschiedene Mutanten charakterisiert (Gorboulev et al., 1999; Gorboulev et al., 2005;
Popp et al., 2005; Sturm et al., 2007; Gorbunov et al., 2008; Volk et al., 2009). Diese

Daten wurden verwendet um ein Strukturmodell zu generieren (Abb.1).

extrazellular

EW)

W
Q
® @

TS 1

Abb.1: Membrantopologiemodell des rOCTI nach Griindemann 1994.
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1.3.2 Strukturmodell

Das Modell des rOCT1 wurde basierend auf der innergerichteten Struktur der
Laktosepermease (LacY) des Bakteriums Escherichia coli generiert. (Abramson et al.,
2003; Popp et al., 2005). Diese Generation war moglich, da rOCT1 und die
Laktosepermease derselben Proteinsuperfamilie angehéren und zu 29%
Sequenzdhnlichkeiten aufweisen (Popp et al., 2005). Schmitt und Koepsell
beschrieben im Jahr 2005 ein Vestibulum fiir die Bindungsregion des rOCT2. Dieses
erklirt aufgrund seiner Weite die Bindung von Molekiilen verschiedener Grof3e an den
Transporter. Weiterhin lieB der Vergleich der GroBe der Substrate mit der der
Bindungsregion vermuten, dass mehrere Stoffe gleichzeitig binden kdnnen. Um diesen
Sachverhalt ndher zu untersuchen, wurde ein Modell des rOCT1 angefertigt (Abb.2;
Abb.3).

Im Modell zeigte sich ein groBer Spalt, der vom Zytosol zuginglich ist und von
mehreren Transmembrandoménen flankiert wird. Acht Aminoséduren deren Mutationen
zu verdnderten Affinitdten der Substrate fiihrten, sind zu diesem Spalt hin orientiert.
Dies legt die Vermutung nahe, dass sich dort die Substratbindungstasche befindet
(Popp et al., 2005; Volk et al., 2009; Koepsell 2011). Es wird angenommen, dass die
Substratbindungstasche der OCTs ihre Konformation bei der Umorientierung von
intrazelluldr nach extrazelluldr und entgegengesetzt veridndert (alternating access
mechanism). Diese Umorientierung der Substratbindungsregion wiahrend des
Transportvorgangs wird vermutlich begleitet von einer Anderung der Tertifrstruktur,
die wiederum zu einer Affinititsinderung des Transporters zu Inhibitoren und
Substraten fiihrt. Dieser Aspekt der Affinitdtsanderung ist ligandenspezifisch, da jeder
Ligand eine eigene Struktur aufweist und somit unterschiedlich bindet. Anhand des
Modells wird vermutet, dass Substrate und Inhibitoren an unterschiedlichen, sich
teilweise tberlappenden, Stellen der Bindungsregion binden und dass diese

Bindungsregion gleichzeitig mit mehreren Liganden besetzt sein kann (Popp, 2004).

In einem weiteren Modell wurde in Analogie zu der biochemisch identifizierten, nach
auBlen offenen, Konformation der LacY (Smirnova et al., 2006; Kaback et al., 2007;
Majumdar et al., 2007) die nach auBlen gerichtete Konformation des rOCT1 modelliert
(Gorbunov et al., 2008). Es wurden Simulationen der Ligandenbindung an dieser

modellierten Struktur durchgefiihrt (Abb.3) um Aminosduren zu identifizieren, die von
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auflen an den Transporter binden (Volk et al., 2009).

outside

inside

B outside

inside Y222 106 inside

Abb.2:  Strukturmodelle des rOCTI. Die an der Bindungstasche beteiligten
Aminosduren  und  C451  sind  farbig  unterlegt. A  hypothetisches
Membrantopologiemodell des rOCTI, B: nach extrazelluldr offene Konformation. C:

nach intrazelluldr offene Konformation.
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Abb. 3: Modell der Substratbindungsregion des rOCTI (Popp et al., 2005).

1.3.3 Transportmechanismus — Alternating access mechanism
Man stellt sich die einzelnen Schritte eines ,alternating access-

Transportmechanismus folgendermafen vor (Koepsell et al. 2003) (Abb. 4):
(a) Das Substrat bindet an die nach auB3en gerichtete Konformation des Transporters.

(b) Das gebundene Substrat wird nach intrazelluldr transportiert, wobei sich die

Konformation des Transporters éndert.
(c) SchlieBlich 16st sich das Substrat von der nach innen gerichteten Konformation.

(d) Die nun leere Substratbindungsregion reorientiert sich wieder nach extrazellular,

wobei die Ausgangskonformation wieder angenommen wird.
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*s . Extrazellular
e ©
®
@ GQ
@
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Abb.4: Schematische Darstellung des , alternating access-Mechanismus*. Das
Molekiil wird von der extrazelluliren Konformation gebunden; es folgt die
Translokation des Substrats nach intrazelluldir, wobei der Transporter seine
Konformation dndert. Das Substrat wird ins Zellinnere abgegeben. Schlieflich nimmt
der Transporter seine Ausgangskonformation an.

Es wird vermutet, dass die OCTs mittels eines ,,alternating access-Mechanismus*
dhnlich der Laktosepermease arbeiten. Zwei Beobachtungen unterstreichen diese
Hypothese: Zum Einen zeigen Versuche aus dem Jahre 2003 (Volk et al., 2003), dass
die Substratbindungsregion des rOCT2 sowohl von extra-, als auch von intrazellulér
erreichbar ist. Zum Anderen verdndern einzelne Punktmutationen, wie beispielsweise
die Mutante L447Y des rOCT1, die Bindung von extra- und intrazelluldr (Volk et al.,
2009).

1.3.4 Aminosauren in der Substratbindungstasche
Der Vorgang von Substratbindung und Translokation ist noch nicht génzlich geklart.
Bisher wird angenommen, dass die OCTs Substratbindungstaschen mit teilweise
iiberlappenden Doménen fiir verschiede Substrate und Inhibitoren aufweisen
(Gorboulev et al., 1999; Volk et al., 2003). Ein Vergleich beziiglich des
GroBenunterschieds der Bindungsregion in der nach auBBen gerichteten und der nach

innen gerichteten Konformation des rOCT1-Modells mit den Substratmolekiilen liefl
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vermuten, dass mehrere Molekiile gleichzeitig an den Transporter binden kdnnen. So
wurden drei Bindungsregionen fiir TBuA an der nach auBBen gerichteten Konformation
des Transporters und zwei Substratbindungsregionen im Transporter nachgewiesen
(Gorbunov et al.,, 2008; Koepsell 2011). Weiterhin wurde gezeigt, dass der
Reorientierungsvorgang und somit die Konformationsdnderung des Transporters mit
einer Affinititsinderung flir Substrate und Inhibitoren einhergeht (Koepsell et al.,
2003). Dies kann am Beispiel der Hemmstoffe TBuA und Kortikosteron belegt
werden.  Studien zeigten, dass TBuA und Kortikosteron mit der
Substratbindungstasche der OCTs interagieren. Sie interagieren mit dem Substrat und
mit einzelnen Aminosduren der Substratbindungstasche, was zu Affinitdtsdnderungen
des transportierten Kations, als auch der Hemmstoffe TBuA und Kortikosteron fiihrt
(Volk et al., 2003; Gorboulev et al., 2005). Die Versuche zeigten, dass die Hemmstoffe
sowohl von extrazellulér, als auch von intrazellulér interagieren. So weist TBuA eine
deutlich hohere Affinitdt von extrazellulér als von intrazelluldr auf. Bei Kortikosteron
verhélt es sich gegenldufig (Volk et al., 2003; Koepsell et al., 2003). Dies wirft die
Vermutung auf, dass die Substratbindungstasche sowohl von extrazelluldr als auch von
intrazelluldr zugénglich ist und dhnliche, jedoch nicht identische, Substratspezifititen

existieren.

Durch Mutationsstudien wurden in den Transmembrandoménen 2, 4, 10 und 11 des
rOCT1 insgesamt acht Aminosduren identifiziert, die an der Substratbindung des
rOCT1 beteiligt sind (Gorboulev et al., 1999 und 2005; Popp et al., 2005, Volk et al.,
2009) (Abb.3).

Es handelt sich um Phenylalanin 160 der zweiten Transmembrandomine (Volk et al.,
2009); um drei Aminosduren der vierten Transmembrandoméne, die im Jahre 2005
von Popp beschrieben wurden (Popp et al., 2005). Dies sind Tryptophan 218, Tyrosin
222 und Threonin 226. Studien weisen darauf hin, dass diese in der Bindungsregion
des rOCT1 lokalisiert sind, da Mutationen dieser Stellen zu einer Verdnderung der

Affinitdt des Transporters fithren (Popp, 2004; Popp et al., 2005).

Die drei Aminoséduren in der zehnten Transmembrandomaine sind Arginin 440, Leucin
447 und Glutamin 448 (Gorboulev et al., 2005; Volk et al., 2009). Zwei Studien aus
dem Jahr 2005 belegen die Bedeutung der Position 447 einmal am rOCT1 (Gorboulev
et al., 2005) und zum anderen am rbOCT2 (Zhang et al., 2005).

Als achte Aminoséure ist Aspartat 475 zu nennen (Gorboulev et al., 1999). Aufgrund

11
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von Mutationsstudien an der Position 475 des rOCT1 wird angenommen, dass das
Asp475 innerhalb des Transportweges an der Kationenbindungsstelle positioniert ist
oder in einer nahegelegenen Proteindoméne liegt und dadurch die Konformation der
Kationenbindungsstelle mittels einer ionischen Interaktion mit einer anderen

intramembranen Proteindoméne stabilisiert (Gorboulev et al., 1999).

Neuere Untersuchungen von Volk et al. aus dem Jahre 2009 zeigen, dass die
Aminosduren Phel60 (TMH2), Trp218 (TMH4), Arg440 (TMH10), Leud447 (TM10)
und Asp475 (TMHI1) in der inneren Kavitéit der nach aullen gerichteten und der nach
innen gerichteten Substratbindungstasche liegen. Sie sind an der Bindung von
Kortikosteron an beiden Seiten der Plasmamembran beteiligt. Es wird weiterhin
aufgrund der Simulationen von Volk et al. vermutet, dass drei dieser Aminosduren
entscheidend an der extrazelluldren Bindung des Inhibitors TBuA mitwirken. Dies sind
Asp475, Leud4d7 und Phel60. Vier dieser Aminosduren scheinen an der MPP'-
Bindung beteiligt zu sein (Phel60, Trp218, Arg440, Leud447), eine Aminosédure
interagiert mit TEA" (Asp475) (Gorboulev et al., 1999; Volk et al., 2009).
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1.4 Zielsetzung

Neben der Identifizierung von  Aminosduren in der  modellierten
Substratbindungstasche, die sich wahrscheinlich direkt an der Substratbindung
beteiligen, wurde eine Aminosdure identifiziert, die aufBlerhalb  der
Substratbindungstasche liegt, deren Mutation jedoch trotzdem zur Verdnderung von
Substrataffinititen fiihrte. Wenn Cystein 451, das am Ubergang der zehnten
Transmembrandomine in die kurze intrazelluldre Schleife zwischen der 10. Und der
11. TMH liegt, gegen ein Methionin ausgetauscht wurde, wurde der K.-Wert fiir
Cholin erniedrigt. Da Cystein 451 aufgrund seiner Lage im Strukturmodell eigentlich
nicht direkt an der Bindung von Substraten beteiligt sein kann, ist es wahrscheinlich,
dass Mutationen des Cysteins 451, am Ende der 10. TMH, die Positionen der
Aminosduren Glutamin 448 und Leucin 447 in der Bindungsstelle verdndert und
dadurch die Affinitdt von Cholin allosterisch verdndert (Sturm et al., 2007). Aullerdem
konnte es sein, dass eine Verdnderung der Substratbindung an Leucin 447 in der 10.
TMH die Position bindender Substrate verdndert und dadurch deren Interaktion mit

einer anderen Aminosdure in der Substratbindungsstelle beeinflusst.

Um diesen angenommenen Mechanismus zu beweisen, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob durch den Austausch des Cysteins 451 in der 10. TMH durch
Methionin Effekte von Mutationen in Position 447 beeinflusst werden. Auflerdem
wurde untersucht, ob die C451M-Mutante die Wirkung einer Mutation in Position 222
in der 4. TMH auf die Kationenbindung veréndert. Tyrosin in Position 222 liegt
Leucin in Position 447 direkt gegeniiber. Mutationen in Position 222 fithren zu
Verdnderung der K, - und K;-Werten von Substraten (Popp 2004). Aullerdem zeigen
unverdffentlichte Versuche von Volk, dass die Mutationen in der entsprechenden
Position des Transporters rOCT3 zu Verdnderungen der Affinitdt der Hemmung der
MPP-Aufnahme durch Kortikosteron fiihren. Im Folgenden wurde untersucht, wie sich
der Austausch von Cystein 451 gegen Methionin auf die Effekte von Mutationen in
Position 222 oder 447 beziiglich der Affinitdt von Kortikosteron oder
Tetrabutylammonium auswirkt. Da Kortikosteron die Plasmamembran passiv

durchquert, erlauben an Oozyten durchgefiihrte Hemmversuche mit ldngeren

13
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Inkubationszeiten keine Aussage dariiber, ob sich die beobachteten Hemmeffekte in
der nach auflen oder nach innen gedffneten Substratspalte abspielen. Der Hemmstoff
TBuA kann die Membran nicht passiv durchdringen. Effekte von Mutationen auf die
Affinitdt zeigen deshalb Interaktionen mit der nach auBlen offenen

Substratbindungstasche an.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Name Hersteller
Kalziumdichlorid Sigma-Aldrich, Seelze
Gentamycin Applichem, Darmstadt
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe
Kortikosteron Sigma-Aldrich, Seelze
Magnesiumdichlorid Fluka, Neu-Ulm
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Seelze

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Tetrabutylammonium (TBuA)

Fluka, Neu-Ulm

MOPS

Applichem, Darmstadt

Tricain

Sigma-Aldrich, Seelze

Tabelle 1: verwendete Chemikalien

2.1.2 Radiochemikalien

Name

Hersteller

["c JTetracthylammonium

Biotrend, Koln

Tabelle 2: verwendete Radiochemikalien

2.1.3 Verwendete Arbeitsmaterialien

Name Hersteller
Einwegplastikgetfille Eppendorf, Hamburg
Glaskapillaren Hilgenberg, Malsfeld
Operationsbesteck Hartenstein, Wiirzburg

Nahtmaterial (Seide)

Roeko, Langenau

Szintillationscocktail Lumasafe Plus

Lumac LSC, Groningen (Niederlande)

Zahlrohrchen

Sarstedt, Niimbrecht

Tabelle 3: verwendete Arbeitsmaterialien

15
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2.1.4 Verwendete Enzyme

Name Hersteller
Kollagenase C Sigma-Aldrich, Seelze  oder ICN
Biomedicals, Eschwege

Tabelle 4: verwendete Enzyme

2.1.5 Verwendete Geréate

Name Hersteller

Fliissigkeitsszintillationszdahler =~ Tri-Carb | Canberra Packard, Dreieich
1600CA

Mikroinjektionspumpe Drummond, USA
Zentrifuge 5414 Eppendorf, Hamburg
Pipettenziehgerit (Puller) Sutter, Novato, CA, USA

Tabelle 5: Verwendete Gerite

2.1.6 Oozytenringerlésung (ORI)
Die Oozytenringerlosung wurde als zehnfach konzentrierte Losung angesetzt (Tabelle
6) und autoklaviert. Der pH-Wert wurde mittels NaOH auf 7,4 eingestellt. Um eine
Kontamination zu vermeiden wurden die Einfachverdiinnungen ebenfalls autoklaviert.
Die GentORI wurde erst kurz vor dem Gebrauch mit Gentamycin versetzt, da das
Antibiotikum bei zu langer Lagerung seine Wirkung verlieren konnte (Lindl und
Bauer, 1987). Das Gentamycin diente zum Einddmmen des Bakterienwachstums, da
die Kontamination mit Bakterien ein hdufiger Grund fiir den Verderb der Oozyten

darstellt.

Die Oozyten wurden mit kalziumfreier ORI gewaschen und in GentORI gelagert.

Wihrend der Versuche wurde gentamycinfreie ORI verwendet.

Name Zusammensetzung

Oozytenringerlosung (ORI) 100mM NaCl, 3mM KCI, 2mM CaCl,,
ImM MgCl,, SmM MOPS, NaOH(pH
7,4)

GentORI Oozytenringerlosung + 50  mg/l
Gentamycin

Kalziumfreie Oozytenringerlosung 100mM NaCl, 3mM KCI, 1mM MgCl,,
SmM MOPS

Tabelle 6: ORI-Losungen
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2.1.7 Verwendete Computerprogramme

Name Hersteller

Betriebssystem Windows Vista Microsoft, Redmond, Wasington, USA
Excel 2007 Microsoft, Redmond, Wasington, USA
GraphPad Prism 4.0 Graphpad, San Diego, CA, USA

Word 2007 Microsoft, Redmond, Wasington, USA

Tabelle 7: Verwendete Computerprogramme

2.1.8 Xenopus laevis

[

Abb.5: Xeopus laevis (ickma

etal, 2008)

Die in dieser Dissertation verwendeten Oozyten entstammen weiblichen Xenopus
laevis. Xenopus laevis ist eine primir aquatisch lebender Anure, die ihren Ursprung in
Afrika hat (Hickman et al, 2008). Bezogen wurden die Frosche von Kihler
(Hamburg), Nasco (Fort Atkinson, USA) und African Xenopus Fascillity (Knysna,
Stidafrika). Aufgrund ihrer aquatischen Lebensweise wurden die Versuchstiere in 150 1
Plastiktanks mit einer Wassertiefe von ca. 50 cm gehalten. Die Wassertemperatur
betrug zwischen 18-20 °C. Um den Tieren einen Biorhythmus zu geben, wurde von 8
Uhr bis 18 Uhr mittels kiinstlicher Beleuchtung Tageslicht simuliert. Der Erndhrung
dienten Rinderherzstiicke mit Vitaminzusatz. Die Fiitterung wurde zweimal pro

Woche durchgefiihrt.
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2.1.9 Oozyten

Die Oozyten des Xenopus laevis wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet, da sie
fir Zellen mit einem Durchmesser zwischen 1000 uym und 1300 pum eine
aullerordentliche Grofle besitzen. Dies ermdglichte die Mikroinjektion unter dem
Mikroskop. Weiterhin sind sie in der Lage, heterologe Expression und
posttranslatorische Modifikationen auszufithren, so dass die zu untersuchenden
Transporterproteine in funktioneller Form fertiggestellt werden (Gurdon et al., 1971).

Ein weiterer Vorteil ist, dass sie relativ wenig endogene Transporterproteine enthalten.

2.1.10 Verwendetes Substrat und Inhibitoren

2.1.10.1 Tetraethylammonium (TEA)

\\ ;f"
T N.::V-f"

Tetraethylammonium

Tetraethylammonium ist eine quartire Ammoniumverbindung (Armstrong und Hille,
1972), die als Kation vorliegt. Es besitzt eine relativ kleine Molekiilgro3e und Masse
(130,25 Da). TEA ist eine etablierte Modellsubstanz, die vor allem in der
Neurophysiologie ihre Verwendung findet. TEA wird hier zur Blockade
spannungsabhédngiger Natrium- und Kaliumkanéle verwendet (MacKinnon und Yellen,
1990). [14C]—Tetraethylammonium diente in dieser Dissertation als Substrat des

rOCT1. Seine Konzentration im Endansatz betrug 5 uM.
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2.1.10.2 Kortikosteron

Kortikosteron

Das in dieser Arbeit als Hemmstoff fungierende Kortikosteron wurde in verschiedenen
Konzentrationen angesetzt, sie betrugen im Endansatz 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM,
10 uM, 30 uM, 100 uM, 300 puM und 1000 pM.

Kortikosteron ist ein Steroidhormon der Nebennierenrinde, das {iber die
Zwischenstufen Pregnenolon und Progesteron aus Cholesterin synthetisiert wird. Es
dient als Vorstufe in der Aldosteronsynthese (Stryer et al., 2007). Kortikosteron ist
ungeladen und inhibiert die OCTs, wird jedoch selbst nicht transportiert (Koepsell et
al., 2007). Seine Masse betrigt 346,45 Da.

2.1.10.3 Tetrabutylammonium

/\/\\ ?M
SN~
Tetrabutylammonium

Tetrabutylammonium (TBuA) ist eine quartire Ammoniumverbindung, die als Kation
vorliegt. In den in dieser Dissertation durchgefiihrten Versuchen fungierte TBuA als
Inhibitor der ['*C]-TEA-Aufnahme. Tetrabutylammonium wird von dem hOCT]1 des
Menschen und dem rbOCT1 des Kaninchens transportiert, hingegen nicht vom rOCT1,
mOCT1 und rOCT2 (Koepsell et al., 2007). Seine Masse betrigt 242,46 Da.
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2.2 Methodik

2.2.1 cRNA-Synthese
Um die gewiinschte cRNA herzustellen, wurde die linearisierte DNA mit dem T7
mMessage mMachine-Kit der Firma Ambion (Austin, TX, USA) transkribiert
(Ulzheimer 2002).

2.2.2 Die Gewinnung der Oozyten
Nach der Betdubung der Frosche durch 0,1 prozentige Tricainlésung wurden diese in
eine Wanne mit Eis gelegt um die Korpertemperatur herunterzukiihlen. Nach dem
eintretenden Ausfall des Schluckreflexes konnte mit der Prdparation der Oozyten
begonnen werden. Der ca. 10 mm lange Schnitt wurde etwa 10 mm lateral der
Medianlinie und 10 mm kranial der Symphyse durchgefiihrt. Es wurden Haut, Faszie
und Muskulatur durchtrennt. AnschlieBend konnte ein Teil der Oozyten des
ipsilateralen Ovars entnommen und in Oozytenringerlosung zwischengelagert werden.
Der Verschluss der Operationswunde erfolgte mittels Einzelknopfnihten. Der Frosch
wurde bis zum Auftreten des Fluchtreflexes ca. 15 Minuten in flieBendem Wasser
gelagert und anschlieBend einige Stunden isoliert gehalten, bevor er in das

Gemeinschaftsbecken zuriickgesetzt wurde.

Die entnommenen Oozyten wurden vorsichtig mit Pinzetten aus dem Ovar entfernt
und gereinigt. SchlieBlich wurden sie liber Nacht (ca. 15 Stunden) bei 16 °C in eine
Losung aus 1 mg Kollagenase/ml ORI {tberfiihrt, um das die Oozyten umgebende
Bindegewebe anzudauen. Nach der angegebenen Zeit wurden die Oozyten durch vier-
bis flinfmaliges Waschen mit kalziumfreier Oozytenringerldsung von angedauten
Geweberesten und Verunreinigungen befreit und die Oozyten von Follikelzellen
getrennt. Es wurde kalziumfreie ORI verwendet, da die Verbindung zwischen Oozyten
und Follikelzellen kalziumabhidngig ist und daher diese beim Waschen mit
kalziumfreier ORI gelost wird. Waren die Oozyten gesdubert, wurden sie in

Petrischalen, gefiillt mit GentORI, bei 16 °C bis zu Versuchsbeginn autbewahrt.
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2.2.3 Auswahl der Oozyten
Die Auswahl der Oozyten war fiir den Versuchsverlauf von entscheidender Bedeutung.
Bei der Auswahl der Versuchsoozyten wurde darauf geachtet, nur Oozyten der Stadien

5 und 6 fur die Versuche heranzuziehen.

Der Reifungsprozess der Oozyten ldsst sich nach Dumont in sechs Stadien
untergliedern (Dumont, 1972). Diese Stadien sollen im Folgenden kurz erldutert

werden:

Stadium 1: Die Oozyten dieses Stadiums sind 50-300 um groB3. Sie besitzen ein

transparentes Zytoplasma und der Zellkern ist gut erkennbar.

Stadium 2: Die Oozyten dieses Stadiums sind 300-450 um grof3. Die Dotterbildung

(Vitellogenese) hat begonnen. Das Zytoplasma ist nun opaque bis weiBlich.

Stadium 3: Die dotterbildenden Oozyten dieses Stadiums sind 450-600 pm grof3. Das

Zytoplasma erscheint homogen hellbraun.

Stadium 4: Die dotterbildenden Oozyten dieses Stadiums sind 600-1000 um groB3. Der

animale (dunkle) und der vegetative (hell) Pol sind gut voneinander zu unterscheiden.

Stadium 5: Die dotterbildenden Oozyten dieses Stadiums sind 1000-1200 um groB.
Der Zellkern liegt nun in der animalen Hemisphére. Es ist eine deutliche Trennung der

Hemisphéren zu erkennen.

Stadium 6: Die dotterbildenden Oozyten dieses Stadiums sind 1200-1300 pm groB3. Es
ist die deutliche Trennung der Hemisphdren und ein unpigmentierter Giirtel am

Aquator zu erkennen.

Des Weiteren wurde wéhrend des Auslesevorgangs auf eine homogene Pigmentierung,

eine runde Form und einen ausreichenden Turgor geachtet.

2.2.4 Injektion der Oozyten
Die Injektion der Oozyten erfolgte unter einem Mikroskop. Die hierfiir benutzte
Injektionspumpe verfiigt iiber ein Dosiersystem. Die verwendeten Injektionsspitzen
wurden aus Glaskapillaren (Innendurchmesser 0,5 mm, AuBendurchmesser 1 mm)

mittels eines Mikroelektrodenziehgerites (Puller) gezogen. AnschlieBend wurde die so
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entstandene Spitze unter dem Mikroskop unter Zuhilfenahme einer mit 70 % Ethanol
gereinigten Pinzette auf den gewiinschten Durchmesser gebracht. Nun wurde die

Kapillare blasenfrei mit Mineraldl gefiillt und in die Pumpe eingespannt.

Im Anschluss daran wurde die cRNA aufgetaut, zentrifugiert und 2-4 pl in einen mit
Mineralol gefiillten Deckel eines sterilen Eppendorfgefa3es iiberfiihrt. Dann wurde die

cRNA mit der Pumpe blasenfrei in die Kapillare aufgezogen.

Die Oozyten wurden aus dem Inkubator (16 °C) entnommen und in eine mit ORI
gefiillte Schale mit rinnenférmigen Vertiefungen tiberfiihrt, um eine stabile Lage der

Oozyten wihrend des Injektionsvorganges zu gewéhrleisten.

Die Injektion der Oozyten erfolgte mit 50 nl cRNA. Die Konzentration der RNA
betrug 0,2 pg/ul. Jede Oozyte wurde einmal injiziert, wobei eine Injektion in den
animalen Pol vermieden wurde um den Zellkern nicht zu touchieren. Durch den

Injektionsvorgang verletzte oder dotternde Oozyten wurden aussortiert.

2.2.5 Aufbewahrung und Inkubation der Oozyten
Nach der Injektion wurden die Oozyten in GentORI bei 16 °C gelagert. Die
Inkubationszeit betrug zweieinhalb Tage. Depigmentierte oder dotternde Oozyten

wurden téglich aussortiert.

2.2.6 Messung der Substrataufnahme der Oozyten
Vor Beginn der Messung wurden die zweieinhalb Tage inkubierten Oozyten
nochmalig auf ihre Tauglichkeit untersucht und aussortiert. AnschlieBend wurden sie
je mnach Uberlebensrate in Achter- bis Zehnergruppen unterteilt und in
Eppendorfgefie mit 190 pl oder 188 ul ORI iberfithrt. Ziel war es, ein
Gesamtendvolumen nach Zugabe aller Reagenzien von 200 pul zu erreichen, wobei sich
die Volumina wie folgt unterteilten (Pipettierschema siehe Tabellen 13 und 14 im

Anhang):

e Die Gefidle der Kontrollgruppe der nichtinjizierten Oozyten sowie der
Kontrollgruppe der injizierten Oozyten, die keinen Hemmstoff zugesetzt

bekamen, enthielten zu Beginn 190 pl ORI

e Die restlichen GefdBe der Oozyten, die Hemmstoff zugesetzt bekamen,
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enthielten zu Beginn 188 pl ORI.

Nach Uberfilhren der Oozyten in die jeweiligen GefiBe wurden den dafiir
Vorgesehenen im Abstand von zwei Minuten 2 pul Hemmstoff zugegeben, wobei jedes
Gefdll nur eine Hemmstoffkonzentration enthielt. Die Hemmstoffkonzentrationen
konnen aus Tabelle 15 im Anhang entnommen werden. Nach Zugabe des
Hemmstoffes inkubierten die Oozyten 15 Minuten bei Raumtemperatur vor. Nun
wurde in jedes Eppendorfgefill wiederum im zweiminiitigen Abstand 10 ul Substrat
hinzugegeben. Als Substrat wurde radioaktiv markiertes TEA verwendet. Die
Endkonzentration des TEA im Ansatz betrug 5 pM. Nach Zugabe des Substrates
wurde der Inhalt des GefdBes durchmischt und zweimal 10 pl in jeweils separate
Rohrengefdlle pipettiert. Das Eppendorfgefal samt Oozyten wurde 30 min unter
standiger Bewegung inkubiert. Danach wurden die Oozyten dem Gefd3 entnommen
und die Reaktion mittels eiskalter ORI gestoppt. Nun wurden die Oozyten viermal
gewaschen und einzeln in Roéhrengefidf3e iiberfithrt. Den Rohrengefdlen wurde 100 pl
fiinfprozentiger ~ Natriumdodecylsulfatlosung ~ (SDS)  zugesetzt, um  die
Oozytenmembran aufzulosen. Die so préparierten Réhrengefille wurden etwa 30
Minuten auf einen Riittler gestellt, um den Lysevorgang zu unterstiitzen. Waren alle
Membranen aufgelost, konnten die R6hrengefdle vom Riittler genommen und jedem 1
ml Szintillationsfliissigkeit zugesetzt werden. AnschlieBend wurden sie verschlossen
und in den Fliissigszintillationszédhler (Tri-Carb 1600CA) gestellt. Als Leerwert diente
ein Rohrengefdl mit 100 pl SDS und 1 ml Szintillationsfliissigkeit.

23



24 Kapitel 2 — Material und Methodik

2.3 Datenauswertung

Bei sehr starken Schwankungen der Messwerte wurden der hochste und der tiefste
Wert von 10 Parallelmessungen gestrichen. Dies begriinde ich damit, dass ein sehr
niedriger Wert wahrscheinlich auf eine missgliickte Injektion und ein zu hoher Wert
auf einer Verletzung der Membran beruht. Um die passive Aufnahme zu
beriicksichtigen, wurde der Transport von nichtinjizierten Kontrolloozyten parallel
gemessen und der Mittelwert der passiven Transportrate vom Transport der injizierten

Oozyten abgezogen.

Um die Graphen darzustellen und die Parameter SEM (standard error of mean), Vyax,
sowie nicht-lineare Regression (Hill inhibition log) und Testhypothesen (ANOVA)
durchzufiihren, wurde die Software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software; San
Diego, Kalifornien, USA) verwendet.

Bestimmung des 1Cso-Wertes:

Unter dem ICso-Wert versteht man diejenige Hemmstoffkonzentration, bei der die
Substratauthahme bei einer bestimmten Substratkonzentration auf die Halfte reduziert
wird. Die Bestimmung des ICsp-Wertes geschah durch Zugabe des radioaktiven
Substrats ['*C]-TEA und des entsprechenden nicht radioaktivmarkiertem Hemmstoff
(TBuA oder Kortikosteron). Die Inhibitionskurve wurde immer halblogarithmisch
dargestellt, um Unterschiede klar erkennbar zu machen. Zur Berechnung der zur
halbmaximalen Hemmung bendtigten Hemmstoffkonzentration wurde die

Hillgleichung benutzt.

Die verwendete Hill-Gleichung lautet:

P
V = Vmax : 1_I—P
I1IC, +1

Gleichung 1: Hill-Gleichung. V: Substrataufnahme pro Zeit, V.. maximale
Substrataufnahme, 1: Hemmstoffkonzentration, P: Hill-Koeffizient, ICsy. mittlere

inhibitorische Konzentration.
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Da die fiir die Transportmessungen gewihlte Substrate deutlich unter dem K,,-Wert flir

TEA lag, entsprechen die errechneten 1Cso-Werte den jeweiligen K;-Werten.

Um die an unterschiedlichen Oozytenpriparationen mit stark variierender
Expressionskapazitit durchgefiihrten Versuchsreihen miteinander vergleichen zu
konnen, wurden die gemessenen Werte an Hand der ungehemmten TEA-Aufnahme
normalisiert. Dargestellt werden die Versuchsergebnisse als Mittelwerte + SEM. Um
signifikante Unterschiede zwischen den an verschiedenen Mutanten gemessenen ICso-
Werten zu ermitteln, wurden die aus den Einzelmessungen gewonnenen Werte
benutzt, um einen ANOVA Test und einen post hoc Test nach Tukey durchzufiihren.
Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0.05 betrachtet. Die in Abbildung 7-13
dargestellten Werte sind Mittelwerte £ SEM aus allen Messungen.
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3 Ergebnisse

Zur Charakterisierung der Transporteigenschaften der rOCT1-Mutanten C451M,
L447F/C451M, L447Y/C451M und Y222F/L447F/C451M wurden Tracer-Flux-
Experimente durchgefiihrt. Als Substrat der Versuche fungierte das relativ kleine und
gut untersuchte Tetracthylammonium. In Hemmkinetiken wurde die Hemmung des
Tetracthylammoniums  durch  die  ebenfalls gut  untersuchten  Stoffe

Tetrabutylammonium und Kortikosteron untersucht.

3.1 Hemmung der TEA-Aufnahme durch Tetrabutylammonium

Um festzustellen, wie sich die Mutation an Position 451 auf die Interaktion von TBuA
mit dem rOCT1 auswirkt, wurde die Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA
untersucht. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass Tetrabutylammonium (TBuA) wie das
Substrat Tetraethylammonium (TEA) eine quartire Ammoniumverbindung ist. Es
besitzt eine permanente positive Ladung und ist somit nicht membranpermeabel. Da
TBuA ein nicht transportierter Hemmstoff ist und nicht passiv durch die
Plasmamembran gelangen kann, wird durch die vorliegenden Versuche die Bindung an
die extrazellulire Konformation untersucht. Die Hemmung der TEA-Aufnahme durch
TBuA entspricht einer kompetitiven Hemmung. Die ICso-Werte sind der Tabelle 8 zu

entnehmen.
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Transporter IC 50 -Wert £ SEM (UM)
rOCT1 (Gorboulev et al., 1999) 3,0£2,0

C451M 7,07 £0,93 °
L447Y/C451M 2,27 +0,39
L447F/C451M 7,02 £0,39 "*
Y222F/L447F/C451M 4,17+0,92 *°¢

Tabelle 8: ICsp-Wert der rOCTI-Mutanten  fiir die Hemmung der
Tetraethylammonium-Aufnahme durch Tetrabutylammonium. Die ICsy-Werte sind in
uM angegeben. Pro Mutante wurden 3-7 Versuche durchgefiihrt und die Hill-
Gleichung wurde an die einzelnen Versuche angepasst. Die Mittelwerte der ICs)-Werte
und deren Standard-Fehler sind angegeben. Die Signifikanzen wurden durch ANOVA
mit post hoc Tukey-Vergleich bestimmt. Es sind die Signifikanzen der selbst ermittelten
Daten angegeben.

Ap< 0,05 zu L447Y/C451M ¢ p> 0,05 zu L447Y/C451M
°p> 0,05 zu L447F/C451M *p> 0,05 zu C45IM

In den Abbildungen 6-8 ist die Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA fiir die
Mutanten C451M, L447F/C451M und L447Y/C451M dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Mutante C451M (ICsp= 7,07 = 0,93 (uM)) zu einer Erniedrigung der
Affinitdt fiir die Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA im Vergleich zum
rOCT1-Wildtyp (ICso= 3,0 £ 2,0 (uM); Gorboulev et al., 1999) fiihrt. Bei der Mutante
L447F/C451M wurde das Leucin des rOCTI gegen das Phenylalanin, das
natiirlicherweise beim rOCT3 und hOCT3 zu finden ist, ausgetauscht. Die Daten
zeigen, dass bei der Mutante L447F/C451M (ICso= 7,02 £ 0,39 (uM)) keine
signifikante Affinititsdnderung im Vergleich zur Grundmutante C451M (p> 0,05)
vorliegt (Abb.6; Tabelle 8). Bei der Mutante L447Y/C451M wurde an Position 447
das Leucin des rOCT1 gegen ein Tyrosin ausgetauscht, wie es beim rOCT2 vorkommt.
Interessanterweise jedoch zeigte die Mutante L447Y/C451M (ICsp= 2,27 + 0,39 (uM))
eine signifikante Affinititsanderung im Vergleich zur Grundmutante C451M (p< 0,05)
(Abb.7; Tabelle 8) und zur L447F/C451M-Mutante (p< 0,05) (Abb.8, Tabelle 8). Der
signifikante Unterschied, vor allem zwischen den beiden Doppelmutanten
L447F/C451M und L447Y/C451M ist bemerkenswert, da sich Phenylalanin und
Tyrosin strukturell sehr dhneln und sich lediglich dadurch unterscheiden, dass das

Tyrosin eine zusétzliche OH-Gruppe am aromatischen Ring besitzt.
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AbDb.6: Affinititen der Mutanten C451M und L447F/C451M. Die Hemmung der TEA-
Aufnahme durch Tetrabutylammonium wurde gemessen (Ncssiy=7, Npsgzricasiv=3).
Zur Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung verwendet.
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Abb.7: Affinititen der Mutanten C451M und L447Y/C451IM. Die Hemmung der TEA-
Aufnahme durch Tetrabutylammonium wurde gemessen (Ncysiv=7; Nrsgzvicasiv=3).
Zur Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung verwendet.
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AbDb.8: Affinititen der Mutanten L447F/C45IM und L447Y/C451M. Die Hemmung
der TEA-Aufnahme durch Tetrabutylammonium wurde gemessen (Npsszricasin=3;
Nraarvicasin=3). Zur Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung
verwendet
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Wenn Tyrosin 222 im rOCT1-Wildtyp durch Phenylalanin ersetzt wird (Y222F),
erhoht sich die Affinitit fiir TEA im Vergleich zum rOCT1-Wildtyp um den Faktor
3,3 (Popp 2004). Die Mutante Y222F zeigte auBerdem eine signifikante
Affinitdtserhbhung  beziiglich der Hemmung der TEA-Aufnahme durch
Tetrapentylammonium (Popp et al., 2005). Es wurde nun untersucht, wie sich die
Mutation von Tyrosin 222 in Phenylalanin auf dem Hintergrund der rOCT1-Mutante
C451M auswirkt. Die Abbildung 9 zeigt, die Hemmung der TEA-Aufnahme durch
TBuA der Mutanten L447F/C451M und Y222F/L447F/C451M. Vergleicht man die
Graphen der Mutanten Y222F/L447F/C451M und L447F/C451M (Abb.9)
miteinander, so ist zu erkennen, dass die Mutation an Position 222 keinen
signifikanten Affinitdtsunterschied beziiglich der Hemmung der TEA-Aufnahme durch
TBuA herbeifiihrt. Die Dreifachmutante Y222F/L447F/C451M (ICsp= 4,17 £ 0,92
(uM)) zeigte weder zur Grundmutante C451M (p> 0,05), noch zur Doppelmutante
L447F/C451M (p> 0,05) einen signifikanten Affinitiatsunterschied (Tabelle 8).

125-
. Y222F/L44TF/C451M
= 1001 = L447F/C451M
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E 754
=
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AbDb.9: Affinititen der Mutanten L447F/C45IM und Y222F/L447F/C451M. Die
Hemmung der TEA-Aufnahme durch Tetrabutylammonium wurde gemessen
(]Vygng/L447F/c451M=4,' NL447F/C451M=3).ZMV Anpassung der Kurve an die Messwerte
wurde die Hill-Gleichung verwendet
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3.2 Hemmung der TEA-Aufnahme durch Kortikosteron

Um festzusellen, wie sich die Mutation an Position 451 auf die Interaktion des
Kortikosterons mit dem Transporter rOCT1 auswirkt, wurde die Hemmung der TEA-
Aufnahme durch Kortikosteron untersucht. Hierbei ist zu beachten, dass Kortikosteron
von den OCTs nicht transportiert wird (Popp, 2004). Es kann jedoch die Membran
passiv liberwinden (Arndt et al., 2001; Volk et al., 2003). Daher kann bei Tracer-Flux-
Experimenten, wie sie hier vorliegen, keine Aussage dariiber getroffen werden, ob
Kortikosteron den Transporter von extrazellulir oder von intrazelluldr hemmt.
Beziiglich der Bindung des Kortikosterons an OCTs existieren bereits einige Studien.
Untersuchungen belegen, dass Kortikosteron an beide Konformationen der
Substratbindungsregion bindet (Koepsell et al., 2003; Volk et al., 2003; Gorboulev et
al., 2005). Eine Studie aus dem Jahre 2009 zeigt, dass intrazelluldres Kortikosteron mit
einer deutlich niedrigeren Affinitdit an den rOCT1 bindet, als extrazelluldres
Kortikosteron (Volk et al., 2009). Im Gegensatz hierzu bindet Kortikosteron am
rOCT2 mit hoherer Affinitét von intrazelluldr (Volk et al., 2003). Die Bindungsstellen
des TEAs und des Kortikosterons am Transporter sind teilweise identisch, jedoch nicht
komplett. Grund hierfiir konnte der deutliche GroBenunterschied zwischen dem relativ
kleine TEA-Molekiil und dem groBeren Kortikosteron sein. So stellt man sich einen
Hemmtyp vor, der zwischen einem kompetitiven und einem nichtkompetitiven
Hemmtyp liegt. Die Hemmung von TEA durch Kortikosteron wird somit als teilweise
kompetitive Hemmung beschrieben (Barendt und Wright, 2002). Die ICs)-Werte sind

der Tabelle 9 zu entnehmen.

Transporter IC 50 -Wert £ SEM (uM)

rOCT1 (Gorboulev et al., 2005) 198 + 10

L447Y (Gorboulev et al., 2005) 42+9

C451M 27,71 £ 6,05°

L447Y/C451M 36,22 +3,07°¢

L447F/C451M 1,84 +£0,59 *»

Y222F/L447F/C451M 3,33+ 1,22 *[]

Tabelle 9: : ICsp-Wert der rOCTI-Mutanten fiir die Hemmung der

Tetraethylammonium-Aufnahme durch Kortikosteron. Die ICsp-Werte sind in uM
angegeben. Pro Mutante wurden 3-4 Versuche durchgefiihrt und die Hill-Gleichung
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wurde an die einzelnen Versuche angepasst. Die Mittelwerte der ICsy-Werte und deren
Standard-Fehler sind angegeben. Die Signifikanzen wurden durch ANOVA mit post
hoc Tukey-Vergleich bestimmt. Es sind die Signifikanzen der selbst ermittelten Daten
angegeben.

*p< 0,01 zu C451M °p< 0,01 zu Y222F/L447F/C45IM
Ap< 0,001 zu L447Y/C451M ¢ p>0,05 zu C45IM
O p> 0,05 zu L447F/C45IM

In den Abbildungen 10-12 ist die Hemmung der TEA-Aufnahme durch Kortikosteron
der Mutanten C451M, L447F/C451M und L447Y/C451M dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass der Austausch von Cystein 451 gegen Methionin der Mutante
C451M (ICsp= 27,71 £ 6,05 (uM)) eine deutliche Affinitdtserhohung im Vergleich zu
dem rOCT1-Wildtyp (ICso= 198 £ 10 (uM); Gorboulev et al., 2005) hervorruft. Man
nimmt an, dass die Position 451 nicht direkt an der Substratbindung beteiligt ist. Durch
die Mutation C451M scheint es zu einem allosterischen Effekt auf die
Substratbindungsregion zu kommen, der die Raumstruktur dahingehend zu veréndern
scheint, dass die Kortikosteronbindung beglinstigt wird, was sich in einer

Affinitatserh6hung gegeniiber dem rOCT1-Wildtyp duflert.

An der Position 447 wurde das Leucin gegen ein Phenylalanin oder gegen ein Tyrosin
ausgetauscht. Die Mutante L447Y/C451M (ICsp= 36,22 + 3,07 (uM)) zeigte keine
signifikante Affinitdtsdnderung im Vergleich zur rOCT1-Mutante C451M (p> 0,05)
(Abb.11; Tabelle 9). Die Doppelmutante L447F/C451M (ICs= 1,84 £ 0,59 (uM))
hingegen zeigte eine Affinititsdnderung verglichen mit der Mutante C451M (p< 0,01)
(Abb.10; Tabelle 9). Sie ist ebenfalls deutlich affiner als die Doppelmutante
L447Y/C451M (p< 0,001) (Abb.12; Tabelle 9). Dies ist interessant, da sich die beiden
Mutanten lediglich durch eine OH-Gruppe an Position 447 unterscheiden.
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Abb. 10: Affinititen der Mutanten C45IM und L447F/C45IM. Die Hemmung der
TEA-Aufnahme durch Kortikosteron wurde gemessen (Ncysi=4, Npggrricasin=4). Zur
Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung verwendet.
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Abb.11: Affinititen der Mutanten C451M zu L447Y/C451M. Die Hemmung der TEA-
Aufnahme durch Kortikosteron wurde gemessen (Ncysiy=4, Npszvicasiv=3). Zur
Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung verwendet.
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Abb.12: Affinititen der Mutanten L447Y/C451M zu L447F/C451IM.. Die Hemmung
der TEA-Aufnahme durch Kortikosteron wurde gemessen (Npyricssin=4;
Niagzvicesin=3). Zur Anpassung der Kurve an die Messwerte wurde die Hill-Gleichung
verwendet.
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Elektrische Messungen ergaben, dass sich die Affinitdt von Kortikosteron weder von
aullen noch von innen durch den Austausch von Tyrosin 222 gegen Phenylalanin
weder im rOCT1-Wildtyp noch in der C451M-Mutante (rOCT1) éndert (Volk et al.,
2009). Da Volk ermittelt hatte, dass die Mutation Y222F des rOCT3, der ein
Phenylalanin in Position 447 enthélt, die Affinitit von Kortikosteron erhdht, wurde im
Folgenden untersucht, ob in der rOCTI1-Mutante L447F/C451M der zuséitzliche
Austausch von Y222F die Affinitdt von Kortikosteron erhéht. Abbildung 13 ist zu
entnehmen, dass dies nicht der Fall war. Der Vergleich der Mutanten L447F/C451M
(ICse= 1,84 + 0,59 (uM)) und Y222F/L447F/C451M (ICsi= 3,33 + 1,22 (uM)) (Abb.13)
zeigt keinen signifikanten Affinitdtsunterschied (p>0,05). Dies bedeutet, dass neben
Phe447 in rOCT3 noch andere zwischen rOCT1 und rOCT3 unterschiedliche

Aminosduren an der Bindung von Kortikosteron beteiligt sein miissen.
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ADbDb.13: Affinititen der Mutanten L447F/C451M und Y222F/L447F/C451M. Die
Hemmung  der  TEA-Aufnahme  durch  Kortikosteron — wurde  gemessen
(Ny222r/m4475/0451M=3; Nrpgazricasim=4). Zur Anpassung der Kurve an die Messwerte
wurde die Hill-Gleichung verwendet.
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4 Diskussion

Bis heute ist noch weitgehend unverstanden, wie die OCTs ihre Substrate und
Inhibitoren erkennen und wie die Substrattranslokation von statten geht (Volk et al.,

2009). Diese Dissertation soll zur Klarung dieser Frage beitragen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Hemmung der TEA-Aufnahme durch die
Inhibitoren TBuA und Kotikosteron mittels Tracer-Flux-Experimenten durchgefiihrt.
Die Messungen ergaben, dass die Mutante C451M zu einer deutlichen
Affinitdtserhohung beziiglich Kortikosteron und zu einer Erniedrigung der TBuA-
Affinitdit fiihrt. Weiterhin wurden die Doppelmutanten L447F/C451M und
L447Y/C451M untersucht. Die Mutante L447Y/C451M zeigte eine erhohte Affinitat
fir TBuA, jedoch keine Affinititsdnderung fiir Kortikosteron. Bei der Mutante
L447F/C451M verhielt es sich genau entgegengesetzt. Sie war deutlich affiner fiir
Kortikosteron, aber zeigte keine Affinitdtsinderung fiir TBuA.

Ebenso wurde die Dreifachmutante Y222F/L.447F/C451M untersucht. Sie zeigte keine
verdnderten Affinitdten verglichen mit der Doppelmutante L447F/C451M.

Wechselwirkungen zwischen Liganden und Bindungsstellen in Proteinen

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen entsteht durch Faltung in a-Helices und
B-Faltblatter und Interaktion der Sekundérstrukturen. Die Strukturen werden durch
Wasserstoffbriickenbindungen, Ionenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen und
Disulfidbriicken gebildet und stabilisiert (Gallivan und Dougherty, 1999). Auch
Kation-n-Interaktionen sind bedeutende, nonkovalente Bindungsinteraktionen in der
Strukturbiologie (Gallivan und Dougherty, 1999; Dougherty, 2007). Sie steuern so
ebenfalls einen bedeutenden Beitrag zur Stabilisation der proteinogenen Strukturen bei
(Dougherty 1996; Ma und Dougherty, 1997; Gallivan und Dougherty, 1999; Crowley
und Golovin, 2005). Die Bindung von Liganden in Proteinbindungsstellen kann
ebenfalls durch Wasserstoffbriickenbindungen, Ionenbindungen, hydrophobe

Wechselwirkungen und Kation-n-Interaktionen erfolgen.
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Aromatische Aminosduren konnen durch die Elektronen ihrer n—Orbitale mit
Kationen, wie zu Beispiel mit Metallen und organischen Ionen, Kation-n-Interaktionen
ausbilden (Dougherty, 1996; Casanova et al., 2010). Kation-n-Interaktionen sind
nichtkovalente Interaktionen zwischen einem Kation und den Elektronen eines -
Orbitals des aromatischen Rings. Solche Interaktionen kénnen von den aromatischen
Aminosduren mit dem Substrat (Zhong et al., 1998; Wouters 1998) oder mit positiv
geladenen Aminosédureresten des Proteins selbst eingegangen werden (Gallivan und
Dougherty, 1999). In der Natur kommen solche Interaktionen vor allem zwischen den
kationischen Gruppen von Lysin oder Arginin mit dem n-Orbital eines Phenylalanins,
Tyrosins oder Tryptophans vor (Dougherty, 2007; Tantry et al., 2010). Messungen von
Dougherty aus dem Jahre 1996 postulierten eine Bindungsenergie zwischen einem
Benzolring und einem quartiren Ammonium von 19,0 - 22,2 kal/mol und fiir einen

Phenolring von 20,5 kal/mol.

Ebenfalls sind Kation-n-Interaktion bei der Bindung der Neurotransmitter
Acetylcholin, GABA, Dopamin, NMDA und Adrenalin an ihren Rezeptor (Zhong et
al., 1998; Lummis et al., 2005) beteiligt. Fiir den GABA-Rezeptor wurde eine Kation-
n-Interaktion eines in der Bindungsregion lokalisierten Tyrosins beschrieben (Lummis
et al, 2005). Mutationsstudien am Tyr381 des MI1 muskarinergen
Achetylcholinrezeptor zeigten, dass das Tyrosin eine Kation-n-Interaktion mit dem
Acethylcholin eingeht (Ward et al., 1999). Ebenso denkbar wére eine solche
Interaktion zwischen dem Tyrosin und dem TBuA-Molekiil. Kritisch anzumerken ist
jedoch, dass die Seitenketten des Tetrabutylammoniums relativ lang sind und somit

eine Kation-n-Interaktion theoretisch moglich, jedoch unwahrscheinlich ist.
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4.1 Die Mutation C451M - Die Bedeutung der Position 451 fir das

Bindungsverhalten von TBUA und Kortikosteron

Die Position 451 liegt zwischen der 10. Transmembrandoméne und der kurzen
Schleife, die die 10. und die 11. TMH verbindet (Sturm et al., 2007). Es wurde die
Mutante C451M des rOCT1 als Grundmutante der vorliegenden Versuche gewéhlt, da
sie sich bereits in mehreren Publikationen als gut messbare Mutante herausstellte
(Sturm, 2005). So liefert sie bei der voltage-clamp-Methode gute Strome, ohne die
Affinitdt im Vergleich zum rOCT1-Wildtyp zu verdndern.

Die vorliegenden Versuche ergaben, dass der Austausch eines Cysteins gegen ein
Methionin an Position 451 des rOCT1 zu einer Verdnderung der Affinititen des
Transporters beziiglich der TBuA- und Kortikosteronbindung fiihrt. So wird der
Transporter durch die Mutation C451M deutlich affiner im Bezug auf die
Kortikosteronbindung. Der 1Csp-Wert sinkt von 198 = 10 (uM) (Gorboulev et al.,
2005) des rOCT1-Wildtyps auf 27,71 = 6,05 (uM) der Mutante C451M. Bei der
TBuA-Affinitét verhilt es sich gegenldufig. Hier bewirkt die Mutation C451M einen
Affinitdtsabfall. Die Mutante C451M zeigte einen 1Csp-Wert von 7,07 + 0,93 (uM),
der Wildtyp von 3,0 = 2,0 (uM)(Gorboulev et al., 1999). Ursdchlich hierfiir konnte die
Tatsache sein, dass das Cystein eine freie SH-Gruppe besitzt, die C451M-Mutante
dagegen nicht. Das Cystein wére also im Prinzip in der Lage Disulfidbriicken
auszubilden, durch die die Tertidrstruktur und die Struktur der Bindungstasche
verdndert werden konnte. So zeigten Hirs et al., dass eine Ribonuclease bei Reduktion
der Disulfidbriicken ihre enzymatische Aktivitét verlor (Hirs et al., 1960). Sturm et al.
untersuchten die Cysteine des rOCT1 mittels MMTS. Dabei stellte sich heraus, dass
die Cysteine 451 und 322 keine Disulfidbriicken eingehen, da beide Cysteine mit
MMTS modifizierbar waren (Sturm et al., 2007). Somit konnen Disulfidbriicken als
Ursache der nach Austausch des Cysteins 451 gegen Methionin beobachteten

Affinitdtsdnderungen ausgeschlossen werden.

Aufgrund der generierten Modelle wird angenommen, dass sich die Aminosiure in
Position 451 nicht direkt an der Substratbindung beteiligt, da sie auBerhalb der

modellierten Substratbindungsspalte liegt. Postuliert wird zudem, dass die Mutante in
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Position 451 einen allosterischen Effekt auf die Substratbindungsstelle hat. Man stellt
sich vor, dass es durch den Austausch des Cysteins 451 gegen ein Methionin zu einer
rdaumlichen Verschiebung in der nahegelegenen Substratbindungstasche kommt. So
wird angenommen, dass die Mutation C451M unter anderem die Position der
Aminosdure 447, die an der Bindung von Liganden beteiligt ist, leicht veréndert, so
dass die Kortikosteronbindung aufgrund der neuen Raumstruktur der Bindungstasche
einfacher bindet. Die Bindung von TBuA hingegen wird durch den von C451M
hervorgerufenen allosterischen Effekt erschwert. Dies erklért die erhohte Affinitét der

C451M- Mutante fiir Kortikosteron und die Affinitdtserniedrigung fiir TBuA.
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4.2 Bedeutung der Position 447 fur das Bindungsverhalten von
TBUA und Kortikosteron

Die Aminosdure an Stelle 447 ist Bestandteil der Substratbindungstasche und somit
von entscheidender Bedeutung. Es sollte nun untersucht werden, ob der von der
Mutante C451M hervorgerufene allosterische Effekt auch die durch Mutationen
hervorgerufenen Effekte an Position 447 beeinflusst und ob ein signifikanter
Affinitidtsunterschied zwischen den Mutanten L447F/C451M und L447Y/C451M
existiert. Im Versuch wurde an Position 447 das Leucin des rOCT1 zum einen gegen
Tyrosin, das sich bei rOCT2 in dieser Position befindet, und gegen ein Phenylalanin,
das sich beim rOCT3 in dieser Position befindet, ausgetauscht. Tyrosin und
Phenylalanin sind zwei strukturell sehr &hnliche Aminosduren. Tyrosin unterscheidet
sich lediglich durch eine zusétzliche Hydroxylgruppe am aromatischen Ring vom
Phenylalanin. Somit ist Tyrosin eine polare, Phenylalanin hingegen eine unpolare

aromatische Aminosaure.

4.2.1 Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA
Fiir die Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA zeigte sich, dass der Austausch
des Leucins gegen das Phenylalanin der Mutante L447F/C451M (ICsp= 7,02 + 0,39
(uM)) keine signifikante Affinititsdnderung (p> 0,05) im Vergleich zur Grundmutante
C451M (ICsp= 7,07 £ 0,93 (uM)) herbeifithrte. Die Mutante L447Y/C451M (ICso
2,27 £ 0,39 (uM)) hingegen, bei der das Leucin gegen ein Tyrosin ausgetauscht wurde

zeigte eine signifikante Affinitdtserhohung (p< 0,05). Wie ist dies zu erklidren?

Hierfir gibt es zwei FErkldrungsansidtze. Zum einen (A) konnte diese
Affinitidtsdnderung auf einer Interaktion zwischen dem TBuA-Molekiill und der
Hydroxylgruppe beruhen, zum anderen (B) konnte die zusétzliche OH-Gruppe zu einer
Verdnderung der Tertidrstruktur und dadurch zu einem verdnderten Bindungsverhalten

des Transporters mit dem TBuA-Molekiil fiihren.

(A) Eine Anderung der direkten Interaktion durch den Austausch von Phenylalanin

gegen Tyrosin oder entgegengesetzt konnten wie folgt erklédrt werden:
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(a) Tyrosin besitzt durch die zusidtzliche Hydroxylgruppe eine hdohere
Elektronendichte als Phenylalanin. Moglich wire eine ionische Interaktion des
Sauerstoffes der Hydroxylgruppe mit dem Stickstoffatom des TBuA-Molekiils,
das als Kation vorliegt. Da jedoch Tetrabutylammonium relativ lange

Seitenketten besitzt, ist eine solche Bindung als unwahrschienlich einzustufen.

(b) Denkbar wire auch eine Kation-n-Interaktion. In der vorliegenden Literatur
wurden immer wieder Kation-n-Interaktionen zwischen kationischen
Substraten und Membranproteinen beschrieben. Man konnte sich somit ebenso
eine solche Interaktion zwischen dem Tyrosin an Stelle 447 und dem TBuA-
Molekiil vorstellen. Mecozzi et al. beschrieben, dass ein Phenol zwar deutlich
reaktiver in elektrophiler Weise ist, jedoch im Bezug zu Kation-n-Interaktion
keine groBBere Bindungskraft als ein Benzol aufweist. Mecozzi beschreibt aber
auch, dass in der Vergangenheit immer wieder beobachtet wurde, dass das
Tyrosin im Bezug zu Kationen-n-Interaktion dem Phenylalanin vorgezogen
wird. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte demnach sein, dass ein
Wasserstoftbriickenbindungsakzeptor mit der Hydroxylgruppe des Phenols des
Tyrosins interagiert und somit nicht nur das Tyrosin positioniert, sondern sich
auch auf die Kationen-n-Interaktion auswirkt (Mecozzi et al., 1996). Er zeigte
am Phenol-Formamid, dass die Interaktion des
Wasserstoftbriickenbindungsakzeptors mit dem Phenol die negative
elektrostatische Ladung des aromatischen Rings erhoht und somit die
Kationen-n-Interaktion in solch einem System grofer ist, als die eines
einzelnen Phenols. Ubertragen auf den Vergleich zwischen dem Tyrosin und
dem Phenylalanin bedeutet dies, dass die Wasserstoftbriickenbindung zur
Hydroxylgruppe des Phenols das Tyrosin bei der genauen Positionierung des
Ringes unterstiitzt und somit die Kation-n-Interaktionen beglinstigt (Mecozzi et
al., 1996). Er schreibt jedoch weiterhin, dass bei solchen Zusammenspielen die
jeweilige Proteinstruktur beriicksichtigt werden muss. Kation-n-Interaktionen
sind somit auch als Erkldrung der Ergebnisse dieser Arbeit ein interessanter

Ansatzpunkt. Es miissten hierzu jedoch weitere Studien durchgefiihrt werden.

(B) Die zweite Hypothese fiir die Affinititsverdnderung ist, dass die zusétzliche
Hydroxylgruppe des Tyrosins eine Verdnderung der Tertidrstruktur hervorruft und

somit die Bindung des TBuA-Molekiils verbessert. Diese Tertidrstrukturdnderung
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konnte einige Ursachen haben:

(a) Die zusitzliche Hydroxylgruppe und die somit gegeniiber dem Phenylalanin
erhohte Elektronendichte konnte zu AbstoBungsreaktionen innerhalb des

Transportermolekiils fithren, was sich in einer Strukturdnderung duflert.

(b) Tyrosin kann als Donator einer Wasserstoffbriickenbindung fungieren (Lummis
et al, 2005). So konnte die Hydroxylgruppe des Tyrosins eine
Wasserstoftbriickenbindung mit einem Aminosdurerest innerhalb des rOCT1
ausbilden. Diese wiirde ebenso zu einer Verdnderung der Tertidrstruktur
fiihren. Ahnliche Wasserstoffbriickenbindungen werden zwischen dem Y55
und dem H228, bzw. dem K229 der Serinhyroxymethyltransferase des E.coli
(Vivoli et al., 2009) beschrieben.

In beiden Fillen wiirde durch diese strukturelle Anderung das Tetrabutylammonium-
Molekiil besser von dem Transporter gebunden, was sich in einer Affinitdtserhohung

niederschligt.

(c) Moglich wiére aber auch eine Kation-n-Interaktion zwischen zwei
Aminosdureresten innerhalb des Transportermolekiils, die zu einer
Strukturverdnderung und dadurch zu einem verdnderten Bindungsverhalten
fiihren konnten. So beschreiben Gallivan und Dougherty 1999, dass es
innerhalb eines Proteins zu Kation-n-Interaktionen zwischen bestimmten
Aminosdurepaaren kommt. Sie konnen zwischen den kationischen Seitenketten
eines Arginin oder Lysins mit den aromatischen Seitenketten von Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan auftreten. Als Beispiel sei hier die Kation-n-
Interaktion zwischen dem Tyrosin an Position 55 und dem Arginin an Position
235 der Serinhyroxymethyltransferase genannt (Vivoli et al., 2009). Gallivan
und Dougherty weisen jedoch darauf hin, dass der Unterschied in der
Héaufigkeit der Ausbildung von Kation-n-Interaktionen zwischen Tyrosin und
Phenylalanin auf andere Effekte zuriickzufiihren sein muss. Beispielsweise auf
die  Fahigkeit der OH-Gruppe des Tyrosins als Donor fiir
Wasserstoffbriickenbindungen zu fungieren, wie es bereits Mecozzi et al. 1996
beschrieben (Mecozzi et al., 1996; Gallivan und Dougherty 1999). Ob Kation-
n-Interaktionen beim rOCT1 vorkommen und in wie weit sie sich auf das
Bindungsverhalten des TBuA-Molekiils oder die Raumstruktur des

Transporters auswirken, wire ein Ansatzpunkt fiir zukiinftige Studien.
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(d) Die Hydroxylgruppe des Tyrosins konnte auch zu einer freieren Beweglichkeit
und somit einem besseren Bindungsverhalten dieser Aminosdure fithren. Popp
postulierte ein dhnliches Verhalten beim Austausch des Tryptophans 218 gegen
ein Tyrosin. Im Vergleich zum starren Indolring des Tryptophans ist die
Hydroxylgruppe des Tyrosins beweglicher (Popp, 2004). So ist auch das
Ringsystem des Phenylalanins relativ starr und unbeweglich im Vergleich zu
der Hydroxylgruppe. Es ist vorstellbar, dass die OH-Gruppe freier im Raum
beweglich ist und somit giinstigere Voraussetzungen fiir die Bindung des

TBuA-Molekiils mit sich bringt.

(e) Auch eine Lagednderung des Phenylalanins verglichen mit dem Tyrosin konnte
zu einem verdnderten Bindungsverhalten des TBuA-Molekiils flihren. In einer
Studie von Vivoli et al. aus dem Jahre 2009 wird an dem Enzym
Serinhydroxymethyltransferase ein dhnlicher Austausch beschrieben. Hier wird
an Stelle 55 ein Tyrosin gegen ein Phenylalanin ausgetauscht und man konnte
kristallographisch zeigen, dass das Phenylalanin im Vergleich zum Tyrosin
seine Position verlagert und um 90° gedreht hat. Dies fiihrte zu deutlichen
Unterschieden im Bindungsverhalten im Vergleich zu Y55. So ist durchaus
denkbar, dass Tyrosin und Phenylalanin an Position 447 unterschiedlich im
Raum liegen und daher die Mutation [L447Y/C4451M der L447F/C451M-
Mutante sterisch im Vorteil im Bezug auf die TBuA-Bindung ist.

4.2.2 Hemmung der TEA-Aufnahme durch Kortikosteron
Studien belegen, dass es beim Austausch des Leucins gegen ein Tyrosin an Stelle 447
zu einer Affinititserhohung fiir Kortikosteron kommt (Gorboulev et al., 2005; Volk et
al., 2009). Diese Affinitdtserhohung wurde sowohl fiir extra-, als auch fiir
intrazelluldres Kortikosteron gezeigt. Somit schien der Position 447 der zehnten
Transmembrandomine eine bedeutende Rolle bei der Kortikosteronaffinitit
zuzukommen. Um dies weiter zu untersuchen, wurden die Mutanten L447F/C451M,
L447Y/C451M  und Y222F/L447F/C4A51M mittels Tracer-Flux-Experimenten
untersucht. Beim Betrachten der Ergebnisse im Kontext der bereits verdffentlichen
Daten zu diesem Thema stellen sich nun zwei Fragen: Erstens, die Mutanten C451M,
L447Y und L447Y/C451M sind édhnlich affin fiir die Hemmung der TEA-Aufnahme
durch Kortikosteron und deutlich affiner als der rOCT1-Wildtyp, es kommt jedoch
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durch die Doppelmutation zu keiner weiteren Affinitdtserhohung. Wie ist das zu
erkldren (4.2.2.1)? Zweitens, wie ist der deutliche Affinitétsunterschied der Mutanten

L447Y/CA4A51M und L447F/C451M zu erkldren (4.2.2.2.)?

4.2.2.1 Vergleich der Einzelmutanten C451M, L447Y mit der Doppelmutante
L447Y/C451M

Die Mutante C451M zeigt einen ICsy von 27,71 £ 6,05 uM. Der ICs fiir die Mutante
L447Y, der 2005 von Gorboulev et al. veroffentlicht wurde, betragt 42 + 9 uM. Fiir die
Doppelmutante 1.447Y/C451M ergab sich ein ICsy von 36,22 £+ 3,07 uM. Die drei
Mutanten C451M, L447Y und L447Y/C451M zeigen eine &hnliche Affinitdt fiir
Kortikosteron, sind jedoch deutlich affiner als der rOCT1-Wildtyp mit einem ICsy von
198 £ 10 uM (Gorboulev et al., 2005).

Bemerkenswerter Weise unterscheiden sich die oben beschriebenen Daten von
Ergebnissen, die von Volk und Mitarbeitern publiziert wurden (Volk et al., 2009). Es
wurde ndmlich berichtet, dass die Mutation in Position 451 keine Affinititsdnderung
fiir Kortikosteron herbeifiihrt (Sturm et al., 2007; Volk et al., 2009). Die differierenden
Ergebnisse in meiner Arbeit zeigen, dass diese Aussage nicht allgemein giiltig ist,
sondern nur fiir die von Volk et al. angewandten Versuchsbedingungen gilt (siche
Anhang **). Weiterhin zeigte sich im Vergleich zu den Ergebnissen von Volk et al.
aus dem Jahre 2009 kein signifikanter Affinititsunterschied zwischen den Mutanten
C451M und L447Y/C451M (p> 0,05). Dies lasst sich darauf zuriickfiihren, dass hier
zwei verschiedene Techniken zur Bestimmung herangezogen wurden. Die Ergebnisse
von Volk et al. wurden mittels ,,voltage-clamp*“-Technik, die Daten der vorliegenden
Arbeit mittels Tracer-Flux-Experimenten erbracht. Des Weiteren wurde in den
Versuchen von Volk et al. MPP" und nicht TEA™ als Substrat verwendet. Dennoch ist

die Stelle 447 von grof3er Bedeutung im Bezug auf die Kortikosteron-Bindung.

Aber wie ist nun zu erkldren, dass die Doppelmutante keinen Affinitdtsanstieg im

Vergleich zu den Einzelmutanten C451M und L447Y zeigt?

Es wird angenommen, dass die Mutation C451M einen indirekten Effekt auf die
Substratbindungsregion ausiibt. So ist wahrscheinlich, dass es durch die Mutation
C451M zu einer Verschiebung der zehnten Transmembrandomine kommt, was die

Bindungsregion rdumlich verdndert. Hierdurch wire erkldart, warum sich die
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Doppelmutante L447Y/C451M von den Einzelmutanten C451M und L447Y nicht
mafgeblich unterscheidet. Die Mutation C451M verschiebt die zehnte TMH so, dass
es durch die nun verdnderte Raumstruktur der Substratbindungstasche zu keiner

weiteren Affinitatserhohung durch die Mutation an Position L447Y kommt.

4222 Wie ist der Affinitatsunterschied der Mutanten L447Y/C451M und
L447F/C451M zu erkléaren?
Die Mutante L447Y/C451M =zeigt, wie bereits beschrieben, keine signifikante
Affinititsdnderung im Vergleich zur Grundmutante C451M (p> 0,05). Wird aber nun
das Leucin an Position 447 nicht gegen ein Tyrosin, sondern gegen das Phenylalanin
des rOCT3 ausgetauscht, so ist eine deutliche Affinititserhohung zu erkennen (p< 0,01
zu C451M). Tyrosin und Phenylalanin sind beide aromatische Aminosduren, die sich
lediglich durch eine Hydroxylgruppe unterscheiden. Nun kommt die Frage auf, warum
nicht auch Tyrosin eine Affinitdtsdnderung hervorruft. Wie bereits oben beschrieben
wird angenommen, dass die Mutation C451M einen indirekten Effekt auf die
Substratbindungstasche ausiibt, was wahrscheinlich eine Lagednderung der Position
447 bedingt. Diese Lagednderung gilt jedoch sowohl fiir die Mutation L447F/C451M
und L447Y/C451M, da beide als Hintergrundmutation die C451M- Mutation tragen.
Somit scheint das Phenylalanin dem Tyrosin beziiglich der Kortikosteronbindung
bevorzugt zu sein. Drei Erkldrungen sind nun fiir die Affinititsanderung (p< 0,001) der

Mutante L447F/C451M gegeniiber der Mutante L447Y/C451M denkbar:

(a) Die Hydroxylgruppe des Tyrosinrestes geht mit Aminosdureresten innerhalb
des Transporters eine Wasserstoffbriickenbindung ein, was sich negativer auf
das Bindungsverhalten auswirkt. Dieses negativere Bindungsverhalten konnte
somit auf eine verdnderte Raumstruktur der Bindungsstelle durch die
Hydroxylgruppe =zuriickzufiihren sein. Das Phenylalanin besitzt keine
Hydroxylgruppe und kann somit auch keine Wasserstoffbriickenbindung
eingehen, die die Raumstruktur negativ beeinflussen konnten.

(b) Durch die OH-Gruppe des Tyrosins und die dadurch erhohte Elektronendichte
kommt es zu AbstoBungsreaktionen innerhalb des Transporters, was ebenfalls
die Struktur des Transporters negativ in Bezug auf das Bindungsverhalten zu
Kortikosteron beeinflusst.

(c) Wie bereits anhand der Serinhydroxymethyltransferase (Vivoli et al., 2009)
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beschrieben, konnte auch eine sterische Anderung, bedingt durch eine
Lagednderung des Phenylalanins im Vergleich zum Tyrosin, fiir die
Affinitdtsunterschiede der Mutanten L447F/C451M und L447Y/C451M zu
Kortikosteron ursdchlich sein. Somit konnte der Phenylalaninrest fiir die

Kortikosteronbindung giinstiger im Raum liegen.

Es lésst sich somit zusammenfassen, dass der Austausch des unpolaren Leucins gegen
das polare, aromatische Tyrosin der Mutante L447Y/C451M zu keiner signifikanten
Affinititsdnderung verglichen mit der Grundmutante C451M fiihrt, obwohl auch die
Einzelmutante L447Y eine deutliche Affinitidtserhohung zum rOCT1-Wildtyp zeigt.
Dies ist durch die Annahme zu erklaren, dass C451M einen indirekten Effekt auf die
Substratbindungstasche ausiibt, der sie dahingehend verdndert, dass es trotz
Doppelmutation L447Y/C451M zu keiner weiteren Affinititserh6hung kommt. Durch
die von C451M hervorgerufene Verdnderung der Bindungstasche hingegen scheint das
Phenylalanin der Mutante L447F/C451M dem Tyrosin der Mutante L447Y/C451M

beziiglich der Kortikosteronbindung im Vorteil zu sein.
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4.3 Bedeutung der Position 222 fur das Bindungsverhalten von
TBUA und Kortikosteron

Kortikosteron ist als Inhibitor hundertmal potenter fiir den hOCT3 als fiir den hOCT1
oder hOCT2 (Hayer-Zillgen et al., 2002). Man nimmt an, dass das Tyrosin 222 des
hOCTS3 fiir dessen erhohte Kortikosteronaffinitit von entscheidender Bedeutung ist. In
dieser Arbeit wurde an Position 222 das Tyrosin, das beim rOCT1, rOCT2 und hOCT3
zu finden ist, gegen das Phenylalanin des rOCT3 ausgetauscht. Phenylalanin ist ebenso
wie Tyrosin eine aromatische Aminosdure, die jedoch keine hydrophile

Hydroxylgruppe besitzt.

Beziiglich der Hemmung der TEA-Aufnahme durch TBuA zeigte sich, dass ein
Verlust der Hydroxylgruppe, wie es beim Phenylalanin vorliegt, zu keinem
verbesserten Bindungsverhalten zwischen der Position 222 und dem TBuA-Molekiil
fiihrt. Im direkten Vergleich der Dreifachmutante Y222F/L447F/C451M (ICsp= 4,17 +
0,92 (uM)) mit der Doppeltmutante L447F/C451M (ICsp= 7,02 £+ 0,39 (uM)) ist kein
signifikanter Affinitdtsunterschied zu erkennen (p> 0.05). Zwar scheint die
Dreifachmutante etwas affiner zu sein, jedoch nicht in einem Ausmal3, das als
signifikant beurteilt werden konnte. Dieser Effekt konnte darauf beruhen, dass durch
die Mutation C451M, die nicht direkt an der Substratbindung beteiligt ist, mittels eines
indirekten Effektes die vierte Transmembrandomine etwas verschiebt, so dass die
Aminoséure an Position 222 etwas giinstiger fiir die Bindung des TBuA-Molekiils im
Raum liegt. Der Position 222 kommt somit aller Wahrscheinlichkeit nach keine

Schliisselrolle bei der TBuA-Bindung zu.

Auch bei der Hemmung der TEA-Aufnahme durch Kortikosteron zeigte sich keine
signifikante Affinititsdnderung (p> 0,05) der Mutante Y222F/L447F/C451M (I1Csp=
3,33 £ 1,22 (uM)) gegeniiber der Doppelmutante L447F/C451M (ICs= 1,84 + 0,59
(uM)). Somit werden die Ergebnisse von Volk et al. aus dem Jahre 2009 unterstrichen.
In diesen Versuchen wurde mittels der rOCT1-Mutante Y222F/C451M untersucht, ob
die Position 222 an der Kortikosteronbindung beteiligt ist. Es zeigte sich, dass die
Position 222 nicht entscheidend an der Kortikosteronbindung beteiligt zu sein scheint

(Volk et al., 2009). Die Affinititserhohung der Dreifachmutante im Vergleich zur
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Grundmutante C451M ist somit wahrscheinlich in der Mutation an Position 447

(L447F) begriindet.

Die Position 222 der vierten Transmembrandoméne scheint weder an der TBuA-
Bindung, noch an der Bindung von Kortikosteron in signifikantem Malle beteiligt zu
sein. Dies unterstreicht die bereits publizierten Daten (Popp et al., 2005; Volk et al.,
2009).
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5 Kilinischer Ausblick

Es ist ein kurzer Ausblick auf die klinische Relevanz der Daten zu geben. So kann
diese Arbeit einen Teil zum Verstindnis der Funktion des OCT1 beitragen. Die
Charakterisierung der Mitglieder der OCT-Familie zielt auf ein besseres Verstindnis
der Funktion und Pharmakokinetik dieser Transporter ab.

Um den rOCTI zu untersuchen wurden rOCT]1-knock-out-Méuse kreiert und
erforscht. Hiermit erzielten Jonker et al. im Jahre 2001 bedeutende Ergebnisse. Die
knock-out-Méduse waren augenscheinlich gesund und reproduktionsfihig. Jedoch
wiesen diese eine stark verdnderte Pharmakokinetik flir gewisse Pharmaka auf (Jonker
et al., 2001).

Eine Mutation der OCTs kann zu einem verdnderten Metabolismus fiithren. Durch die
Mutation des Cysteins an Position 451des rOCT1 konnte hier gezeigt werden, dass die
Aminosédure an Position 451 einen indirekten Effekt auf die Substratbindungstasche
ausiibt. Somit ist denkbar, dass durch die Mutation an Position 451 auch die lange
intrazelluldre Schleife zwischen der sechsten und siebten Transmembrandomine, die
mehrere Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinasen besitzt, verdndert wird. Da die
Regulation durch Proteinkinasen essentiell fiir die Regulation der OCTs ist (Mehrens
et al., 2000; Cetinkaya et al., 2003), konnte somit eine Moglichkeit der Beeinflussung
des Transporters gefunden sein.

Unter den Substraten und Inhibitoren der OCTs befinden sich eine Vielzahl an
Pharmaka, die unter anderem in der Dauermedikation zum Einsatz kommen. In diesem
Zuge seien als Beispiele das Antidiabetikum Metformin, das Antidepressivum
Imipramin und der Kalziumkanalblocker Verapamil genannt. So kdnnte ein durch
Mutation verdnderter OCT zu einem verdnderten Medikamentenmetabolismus und
dadurch zu einem erhdhten oder erniedrigten Medikamentenspiegel im Blut durch
verminderte oder erhohte Aufnahme des Stoffes in seine Zielzelle, zu erheblichen
Nebenwirkungen fiihren. Als Beispiel einer solchen Nebenwirkung sind die durch
Metformin induzierte Laktataszidose (Koepsell et al., 2003) bei Metforminmedikation

zu nennen. Metformin wird beim Menschen durch OCT1 und OCT2 transportiert
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(Dresser et al., 2002; Wang et al., 2003). Diese Metformin-induzierte Laktatazidose
kommt dadurch zustande, dass das Biguanid Metformin die Glukoseneubildung in der
Leber hemmt (Wang et al, 2003). Dies ist durch die Hemmung des
Mitochondrienkomplex I (NADH-Dehydrogenase) zu erkldren (El Mir et al., 2000;
Owen et al.,, 2000; Kusuhara und Sigiyama, 2009). Eine beeintrichtigte renale
Metforminexkretion, zum Beispiel durch eine Mutation der OCTs 1 und 2, erh6ht den
Metformin-Plasmaspiegel und fiihrt somit zu einer Laktatazidose. Ein weiteres
Beispiel einer solchen Nebenwirkung ist die durch das Zytostatikum Cisplatin
hervorgerufene Nephropathie. Cisplatin ist eines der meistgebrdauchlichen
Chemotherapeutika. Es findet vor allem Anwendung bei der Therapie von Hoden-,
Ovarial- und Zervixkarzinomen, sowie von Karzinomen im Kopf und Halsbereich
(Fillastre und Raguenez- Viotte, 1989; Pabla und Dong, 2008; Yao et al., 2007). Der
Wirkmechanismus des Cisplatins ist noch nicht génzlich geklért, jedoch wird
angenommen, dass Cisplatin an die DNA bindet, was entweder zu Vernetzungen
innerhalb eines DNA-Stranges (Intrastrang-Quervernetzung) oder zu Verkniipfungen
zwischen benachbarten DNA-Strangen (Interstrang-Quervernetzung) fiihrt (Ciccarelli
et al., 1985). Diese fithren zum Zelltod (Pabla und Dong, 2008). Die Schadigung der
Niere ist bei der Cisplatintherapie die héufigste Nebenwirkung (Arany und Safirstein,
2003). 20% aller Fille des akuten Nierenversagens von Krankenhauspatienten sind auf
die Chemotherapie mit Cisplatin zuriickzufiihren (Berns und Ford, 1997). Die
Nierenschidigung betrifft das S3-Segment des proximalen Tubulus und tritt trotz
prophylaktischer MaBnahmen bei einem Drittel der Patienten auf (Arany und
Safirstein, 2003). Die Ursache dieser Nephrotoxizitit ist noch weitestgehend ungeklart
(Yao et al., 2007). Cisplatin muss jedoch um seinen nephrotoxischen Effekt zu zeigen
in die Zellen des proximalen Tubulus gelangen (Ciarimboli et al., 2005). Studien
belegen, dass der OCT2 maBgeblich an der Anhdufung von Cisplatin im Nieren- und
Gehirngewebe verantwortlich ist, und dass er aktiv Cisplatin transportieren kann
(Ludwig et al., 2004; Ciarimboli et al., 2005; Zhang et al., 2006; Filipski et al., 2008
und 2009; Shnitsar et al., 2009).

Anhand dieser Beispiele sollte gezeigt werden, dass es das Ziel ist, und in diesem
Zusammenhang sollte diese Arbeit als Beitrag gesehen werden, die Funktion und
Pharmakokinetik der OCTs vollstindig aufzukldren. Mit diesem Wissen konnten
kiinftig Medikamente mit einem optimalen Arzneimetabolismus und minimalen

Nebenwirkungen kreiert werden.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsche Zusammenfassung

1994 wurde von Griindemann et al. der erste organische Kationentransporter, der
rOCT]1 beschrieben. Es wurden bereits einige Aminosduren identifiziert, die bei der
Bindung kationischer Substanzen beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um
Phenylalanin 160 der zweiten Transmembrandomine, Tryptophan 218, Tyrosin 222
und Threonin 226 der vierten Transmembrandomine, um Arginin 440, Leucin 447,

Glutamin 448 der zehnten und um Aspartat 475 der elften Transmembrandoméne.

Hintergrund der Versuche dieser Arbeit war das im Jahre 2005 von Sturm et al.
identifizierte Cystein 451. Es liegt zwischen der zehnten wund elften
Transmembrandoméne. Cystein 451 ist wahrscheinlich auf Grund seiner Lage im
Strukturmodell nicht direkt an der Bindung von Substraten beteiligt. Es wird vermutet,
dass die Mutation des Cysteins 451 die Positionen von Aminosduren in der
Bindungsstelle verdndert. Daher wurden die Mutante C451M, die Doppelmutanten
L447F/C451M, L447Y/C451M und die Dreifachmutante Y222F/L447F/C451M
mittels Tracer-Fluxexperimenten hinsichtlich der Hemmung der Tetraethylammonium-
Aufnahme durch Kortikosteron und durch Tetrabutylammonium untersucht. Die
Mutation C451M steigert verglichen mit dem rOCTI1-Wildtyp die Affinitdt fiir
Kortikosteron, jedoch sinkt bei dieser Mutante die TBuA-Affinitdt. Man nimmt nun
aufgrund dieser Mutageneseversuche und den bereits zuvor generierten Modellen des
rOCT]1 an, dass aufgrund seiner Lage Cystein 451 nicht direkt an der Bindung von
Substraten beteiligt ist, sondern einen indirekten Effekt auf die Substratbindungsregion
des Transporters ausiibt. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Mutanten
L447Y/C451M und L447F/C451M gegensitzliche Affinititen fiir TBuA und
Kotikosteron haben. Tauscht man das Leucin an Position 447 gegen ein Tyrosin aus,
so wird der Transporter weniger affin fiir Kortikosteron, jedoch steigt die TBuA-

Affinitdt. Tauscht man das Leucin gegen ein Phenylalanin aus, verhilt es sich
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gegensitzlich. Die Position 222 scheint weder an der TBuA-Bindung, noch an der

Bindung von Kortikosteron maf3geblich beteiligt zu sein.

6.2 Englische Zusammenfassung

In 1994 Griindemann et al. described the first organic cation transporter, called rOCT1.
Several previous studies revealed some amino acids, which are critical for substrate

binding.

In 2005 Sturm et al. identified the cysteine on position 451. It is located between the
tenth and eleventh TMH. Because of its position in the structure model cysteine 451
might not be directly involved in substrate binding. However it is postulated, that
mutation of C451 alters the position of amino acids in the substrate binding region.
The mutation on C451 is the basis for this work. Concerning the inhibition of the TEA
uptake by corticosterone or TBuA the mutants C451M, L447F/C451M,
L447Y/C4A51M and Y222F/L447F/C451M were analyzed by tracer uptake
measurements. The TEA uptake measurements showed that the replacement of
cysteine 451 by methionine resulted in an increased affinity for corticosterone and a
decreased affinity for TBuA. The present work together with the proposed localization
of cysteine 451 in the tertiary structure of rOCT]1 further support the idea that cysteine
451 is not directly-involved in ligand binding, but it seems to exert an indirect effect
on the substrate binding region of the transporter, which alters its affinity for TBuA
and corticosterone.

The affinity for corticosterone and TBuA of the mutants L447F/C451M and
L447Y/C451M was opposed. When 1447 was replaced by a tyrosine the affinity for
corticosterone was decreased, but the affinity for TBuA was increased. Though, when
leucine was replaced by phenylalanine the affinity for corticosterone was increased
and the affinity for TBuA was decreased. The position 222 seems to be unimportant

concerning the linkage of corticosterone and TBuA
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8 Anhang
ORIl in pl Hemmstoff in pl TEA (Substrat) in

(TBUA, pl
KortiKosteron)

Kontrolloozyten 190 - 10

uninjeziert

Kontrolloozyten 190 - 10

Injiziert

Oozyten 188 2 10

Injeziert

Tabelle 10: Pippetierschema

Mutante Endkonzentration im | Endkonzentration im
Ansatz TBUA in uM | Ansatz
Kortikosteron in uM

C451M 1 3
3 10
10 30
30 100
100 300
300 1000
L447Y/C451M 1 0,3
3 1
10 3
30 10
100 30
300 100
300
1000
L447F/C451M 1 0,1
3 0,3
10 1
30 3
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100 10
300 30
100
300
1000
Y222F/L447F/C451M 0,5 0,3
1
3 3
10 10
30 30
100 100
300 300
1000

Tabelle 11: Endkonzentrationen des Hemmstoffes (in ul) im Ansatz

Die Konzentrationen waren so gewihlt, dass die Endkonzentrationen fiir TBuA als
Hemmstoff 1 pM, 3 puM, 10 uM, 30 pM, 100 pM und 300 pM waren. Fiir
Kortikosteron waren die Endkonzentrationen im Ansatz 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM,
10 uM, 30 uM, 100 uM, 300 uM und 1000 uM. Diese wurden den jeweiligen Mutante

angepasst und kdnnen aus Tabelle 11 entnommen werden.

@) @) @)
S
NH, NH, NH,

Cystein Leucin Methionin
@] O
OH OH
NH, HO NH,
Phenylalanin Tyrosin

Abb.14: relevante Aminosduren
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TMH4 TMHL1O
rOCT1 . GMVSKGSWVSGEYTLITEFV...... VTLACLGRMGATIVILR -
TOCTZ @ .GLVSE(AGWLIGLITEF‘J ...... TEIACE _-;RMHITM | Nﬁ % G
rQOCT3 . .GVFGKGAWMTCENIVTEIV. ... .. TTVATLG RL(vITM FET

Abb. 15: Aminosduresequenz der Transmembrandomdnen 4 und 10 der rOCTs

** Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen erhohten Affinitdten durch den
Austausch von Cystein 451 gegen Methionin war iiberraschend, da Volk et al. fiir die
MPP-Hemmung durch Kortikosteron keine Affinititsdnderung beschrieben hatten
(rOCT1 Wildtyp: ICsompp= 7,4 = 1,1 (uM); C451IM : ICsompp= 9,4 = 1,3 (uM)) (Volk
et al, 2009). Beim genaueren Hinschauen, bemerkt man, dass sich die
unterschiedlichen Ergebnisse nicht widersprechen, sondern hochstwahrscheinlich auf
unterschiedlichen Messmethoden beruhen. Volk erbrachte einige seiner Ergebnisse
mittels Tracer-Flux-Experimente, andere dagegen mit Voltage-clamp-Technik (Volk et
al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch ausschlieBlich Tracer-Flux-
Experimente durchgefiihrt. Des Weiteren verwendete Volk et al. bei seinem Vergleich
teilweise MPP und teilweise TEA als Substrate. TEA diente vor allem bei den mittels
Voltage-clamp-Technik erbrachten Daten als Substrat, bei den Tracher-Flux-
Experimenten wurde MPP als Substrat verwendet (Volk et al., 2009). Aufgrund
thoretischer Uberlegungen ist klar, dass die Affinitit der Hemmwirkung eines
Hemmstoffes durchaus durch das fiir die Transportmessung verwandte Substrat
beeinflusst wird. Somit stehen die Daten in keinem Widerspruch zu einander, da
Affinititsanderungen bei Verwendung einer anderen Methode oder eines anderen
Substrates keine Seltenheit darstellten. Ein &hnlicher Sachverhalt wurde bereits an der
Mutante L447Y/Q448E beobachtet. Diese Mutante wies unterschiedliche 1Cso-Werte
fiir die Hemmung der TEA- bzw. der MPP-Aufnahmen durch Kortikosteron auf. Es

kam folglich zu einer Verdnderung der Affinitit der Mutante zu Kortikosteron, je nach
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dem welches der beiden Substrate verwendet wurde. Dies legte die Vermutung nahe,
dass die Kortikosteronaffinitit duch den Transport und/oder die Bindung von TEA,
bzw. MPP verdndert wird (Gorboulev et al., 2005).
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