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Einleitung

1. Einleitung

1.A Kationentransport in der Niere

Die Niere fungiert neben ihrer Rolle bel der Osmoregulation as ein Organ fir die Ausscheidung
von Fremdsubstanzen und die Ruckresorption von korpereigenen (endogenen) Stoffen.
Entgiftungsmechanismen, die fir die Besaitigung von potentiel toxischen Xenobiotika aus dem
Korper verantwortlich sind, kénnen Enzyme sein, die am Metabolismus (z. B. Cytochrom P450)
beteiligt sind und sekretorische Transporter in Niere, Leber und Dinndarm. Toxische Substanzen
und schétzungsveise 50% der in der Klinik gebréuchlichen Medikamente sind organische
Kationen oder Basen (Dresser et al., 2000), die zum grof¥en Tell in der protonierten Form be
physologischem pH-Wert vorliegen. Hierzu zéhlen Antiarrhythmika (z. B. Chinidin, Procainamid,
Disopyramid, Lidocain), Antihistamine (z. B. Promethazin, Cimetidin), opoide Anadgetika (z. B.
Morphin, Codein, Methadon), 3-adrenerge Blocker (z. B. Propranolol, Timolol, Pindolal,
Acebutolol) und Skelettmuske rdaxantien (Tubocurarin, Pancuronium, Vecuronium). Aul3erdem
gibt es noch toxische Substanzen (z. B. Paraguat und 1-Methyl-4-phenylpyridinium) und
endogene Substanzen wie Dopamin, Serotonin, Noradrendin, Histamin, Azetylcholin, Cholin und
N*-Methylnikotinamid (NMN).

Das Nierenepithd des proximaen Tubulus spielt eine wichtige Rolle ba der Aufrechterhdtung
der Homoeostase im Korper durch die sdektive Eliminierung von verschiedenen endogenen
Substanzen und Xenobiotika. Die Sdektivitdt wird zum grofden Teil durch die asymmetrische
Vertelung von Transportproteinen in der Birstensaummembran oder der basolateralen
Membran der Nierentubuli gewdhrleigtet, die den vektoridlen Flul3 von Molekllen in die
Sekretionsrichtung (z. B. vom Blut in das Lumen) bewerkstdligt. Obwohl organische Kationen
im proximaden Tubulus auch resbsorbiet werden konnen, kommt im algemeinen ene
Nettosekretion vor (Ullrich, 1994; Bendayan, 1996; Pritchard und Miller, 1993).

Es gibt einige Moddlsubstrate, die zum Studium des organischen Kationentransports verwendet
wurden. Hierzu gehtren Tetragthylammonium (TEA), NMN, 1-Methyl-4-phenylpyridinium
(MPP), Chalin und Guanidin (Strukturformeln im Anhang). Die Mechanismen des Transports
organischer Kationen wurden ausfiihrlich in verschiedenen epithdliden und nicht epitheiden
Geweben wie Niere, Leber, Dinndarm, Plazenta und Gehirn untersucht (seki et al., 1993;
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Muller und Jansen, 1997; Prasad et al., 1992; Pritchard und Miller, 1993, 1996; Sreich et
al., 1996; Ullrich, 1997). Hierbei wurden verschiedene experimentelle Techniken verwende,
um den organischen Kationentrangport zu untersuchen, wozu Messungen an perfundiertem und
nicht perfundietem Gewebe gehdren. Aullerdem wurde an Vesken gemessen, die aus
biologischen Membranen (gpika und basolateral) prépariert worden waren, auf¥erdem an
isolierten Gewebeschnitten und priméren Zd Ikulturen.

Das klassische organische Kationentransportsystem am Nierenepithel wurde zuerst 1947 durch
Rennick und Sperber beschrieben. Die rende tubuldre Kationensekretion beinhatet ene
trangportvermittelte Passage aus den peritubuldren Kapillaren Uber die basolaterale Membran in
die Tubuluszelle mit anschlielRendem Trangport Uber die luminde Membran in das Tubuludumen.
Wegweisende Versuche, die zur Aufkl&rung des organischen Kationentransportsystems
beitrugen, wurden mit TEA durchgefihrt, welches den Prototyp eines Subdgirates fur dieses
Trangportsystem dargtellt. Rennick und Moe konnten 1960 zeigen, dald TEA Uber den
proximalen Tubulus des Nephrons ausgeschieden wird. Ein modifiziertes Moddl der Sekretion
von organischen Kationen it in Abb.1.A. dargestellt, welches urspriinglich 1981 von Holohan
und Ross auf Studien in Membranveskeln aus Hundeniere baserend, vorgeschlagen wurde
(Holohan und Ross, 1981; Kinsella et al., 1979). Der erste Schritt der Sekretion beginnt mit
dem Transport des organischen Kations aus dem Blut in die Zdle Uber die basolaterde
Membran. Studien an Membranvesikeln und isolierten Tubuli lassen vermuten, dal3 es mehrere
verschiedene organische Kationen-transporter gibt, die den Transport Uber die basolaterae
Membran vermitteln. Der Trangport von TEA g en Sdtigbarer, energieabhangiger,
cariervermittelter und vom pH-Wert unabhdngiger Prozel3, der durch ein negatives
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Abb.1.A. Modell der Sekretion von organischen Kationen im
proximalen Tubulus der Niere.

Hierbel handdt es sch um TEA, NMN und Paraguat, deren Transport durch mindestens zwel
verschiedene Trangportproteine in der Kaninchenniere vermittelt wird &okol und McKinney,
1990; Besseghir et al., 1990; Groveset al., 1995).

Nach dem Transport Uber die Zelmembran akkumulieren organische Kationen in der proximalen
Tubuluszelle Dies wird durch die im Innen  negdive  Potentiddifferenz
(-60 zu -80 mV) begingigt. AulRerdem bedtzen intrazdlulae Organelen die Fahigket,
organische Kationen zu trangportieren und anzuhéufen Liebermann et al., 1989; Pritchard
und Miller, 1996b). Durch Verschmezen mit der Zdlmembran kénnen diese Organdlen die
eingeschlossenen organischen Kationen wieder frei setzen. Es gibt eine ATP-abhdngige
Anhéufung von TEA in Endosomen, welche die hohe intrazdlul&re TEA-Konzentration erkléren
kann, die um einen zehnfachen Wert Uber dem vorhergesagten Wert nach der Nerngt-Gleichung
liegt Pritchard et al., 1994). Der quantitative Beitrag der Anh&ufung und anschliefRenden
Freisetzung von organischen Kationen aus beladenen Veskeln an den Transportraten und der
Eliminierung von organischen Kationen im proximaden Tubulus it bis jetzt nicht bekannt. Im
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2weiten Schritt wird der Efflux von organischen Kationen aus der Tubuluszdle in das Lumen
durch einen sitigbaren eektroneutralen Austausch gegen Protonen (H*/organische Kationen-
Augtauscher) oder organische Kationen vermittelt (Holohan und Ross, 1981; Takano et al.,
1984; Hsyu und Giacomini., 1987; DantzZler et al., 1989; Ullrich, 1994; David et al., 1995,
Wright und Wunz, 1987; Ott et al., 1991; Yuan et al., 1991; Gisclon et al., 1987; Miyamoto
et al., 1989; Chun et al., 1997). Bis jetzt wurden zwel 1soformen des H'/organische Kationen-
Austauschers beschrieben, die sich in ihren Substratselektivitéten unterscheiden (Miyamoto et
al., 1989; Chun et al., 1997): zum einen en Guanidin-sdektiver H*/organische Kationen-
Antiporter, der TEA und NMN ausschlieft und zum anderen ein TEA-selektiver H'/organische
Kationen-Austauscher, der Guanidin ausschliefd. Neben diesen Isoformen gibt es vide
Trangporterfamilien, die in den Transport von organischen Kationen Uber die
Burstensaummembran involviert sein konnen wie z. B. P-Glykoproteine (Saeki et al., 1993).
Der Transport durch den H'/organische Kationen-Antiporter wird durch einen
Protonengradienten getrieben, welcher vom Na/H'-Augtauscher (NHE) in der luminden
Membran aufgebaut wird (Takano et al., 1984; Rafizadeh et al., 1987). Northern Blot-
Analysen haben gezeigt, dald die mRNA aus vier von funf bekannten NHE-Isoformen (NHE1-4)
in der SAugerniere gefunden wurde (Orlowski et al., 1992; Sardet et al., 1989; Tse et al.,
1992 und 1993). Immunhistochemische Studien haben gezeigt, dal3d NHEL in der basolaterden
Membran und dal3 NHE3 in der gpikalen Membran von proximaen Tubuluszelen zu finden snd
(Amemiya et al., 1995; Biemesderfer et al., 1992 und 1993).

[.B. OCT1-Transporter

1994 wurde der erste polyspezifische organische Kationentransporter (rOCT1) kloniert und
charakterisert (Grundemann et al., 1994a). rOCT1 wurde durch Expressons-klonierung aus
ene Ratennieren-cDNA-Bibliothek isoliet. Das Transportprotein  bestent aus 556
Aminosduren mit ener vorhergesagten Sekundarstruktur, die 11 oder 12
Transmembrandoméanen beinhdtet. Funktiondle Studien an mit cRNA-injizierten Xenopus-
Oozyten und HEK293-Zdlen haben gezeigt, dal3 organische Kationen wie TEA, 1-Methyl-4-
phenylpyridinium (MPP), Cholin, NMN und Dopamin durch rOCT1 transportiert werden
(Grundemann et al., 1994a; Busch et al., 1996; Nagel et al., 1997). Es handelte sich hierbe
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um einen séttigbaren, elektrogenen pH- und Na -unabhangigen Transport, der durch Cyanin863
und Chinin inhibiet werden konnte. Die funktionele Charakteriserung wurde durch
Trangportmessungen mit radioaktiv markierten Substraten und eektrophysiologisch mit der
Voltage-Clamp-Technik durchgefiihrt. Der potential sensitive Transporter wurde auf Chromosom
1g11-12 lokadisert (Koehler et al., 1996) und ds ein render basolaterder Membrantransporter
vorgeschlagen. Durch RT-PCR mit Oligonukleotiden aus der rOCT1-Sequenz wurde eine
Spleilvariante von rOCT1 isoliert, die ds rOCT1A bezeichnet wurde (Zhang et al., 1997a).
Die Nukleotidsequenz von rOCT1A igt zu der von rOCT1 bis auf eine 104 Basenpaare lange
Ddetion identisch, die zwischen den Basenpaaren 451 und 556 liegt. Bel rOCT1A handdlt es
dch um ene trunkiete Verson von rOCT1, die TEA mit sehr vid niedrigerer Affinitét
trangportiert. Neben OCT1 aus der Ratte wurden die entsprechenden Klone aus der Maus
(Schweifer und Barlow, 1996), dem Menschen (Gorboulev et al., 1997; Zhang et al.,
1997b) und dem Kaninchen (Terashita et al., 1998) isoliert. Zwischen Ratte und Maus besteht
eine 95%ige ldentitét der Aminosduren in der OCT1-Sequenz und im Vergleich zum Menschen
snd 78% und zum Kaninchen 81% der Aminosauren identisch. In dlen Spezies wird OCT1 in
der Leber exprimiert. In Ratte, Maus und Kaninchen findet man OCT1 auch in der Niere und im
Dinndarm. Durch immunhistochemische Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 rOCT1 in der
snusoidaen Membran der Hepatozyten lokaisert ist (Meyer-Wentrup et al., 1998; Koepsell et
al., 1998). In der Niere wurde einer Verteilung von rOCT1 in der basolateralen Membran des
Sl1-, S2- und S3-Segment des proximalen Tubulus gezeigt (Karbach et al., 2000).

I.C. Homologie-Klonierung

Ba der Homologie-Klonierung handdt es sch um ene Technik, bei der eine bekannte
Sequenzinformation verwendet wird, um Isoformen der Sequenz und/oder verwandte Gene zu
klonieren. Die zwe Haupttechniken der Homologie-Klonierung sind das Durchmustern
(Screening) von DNA-Bibliotheken und die reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR). Bem Durchmustern einer DNA-Bibliothek durchsucht man diese mit ener
Nukleinsduresonde, um zu der Sonde verwandte Sequenzen zu finden. Diese Vorgehensweise
wird in Material und Methoden (2.C.) noch ausftihrlich beschrieben. Die auf einer Homologie
basierende RT-PCR wird in drel Hauptschritten durchgefihrt. Zuerst werden die Oligonukleotide
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(Primer) mit einer bekannten Sequenz hergestdIt. Hierbel kann es sich um degenerierte Primer
oder um Primer einer konservierten Sequenzregion handeln. Im néchsten Schritt verwendet man
diese Oligonukleotide, um ein DNA-Fragment zu amplifizieren. Danach benutzt man ene ‘rapid
amplification for cDNA ends (RACE), um die 5 - und 3' - Region der Sequenz erhdten, fdlsdie
isolierte DNA an ihren Enden noch nicht vollsténdig war (Schéfer, 1995).

I.D. Die Xenopus laevis Oozyte als Expressionssystem

Ein Expressonssystem, welches fir Studien des organischen Kationentransports verwendet
werden kann, sollte bestimmte Eigenschaften aufweisen: 1. Die endogene organische
Kationenaufnahme sollte sehr niedrig sein. 2. Die zdluldre Maschinerie sollte den Transporter
sowelt prozesseren, dal’d ein funktionelles Transportprotein in der Plasmamembran entstent. 3.
Der Trangporter mul3 in Mengen exprimiert werden, die seinen Nachweis in dem angewandten
Testsystem erlauben.

Die Xenopus laevis Oozyte gdlt ein etabliertes Expressonssystem fur Funktionsstudien von
Membranproteinen wie Transportern, Kanden und Pumpen dar (Marino, 1996). rOCT1 wurde
durch Benutzung dieses System isoliert und charakterisert (Griindemann et al., 1994a). Eine
genaue Beschrelbung des Xenopus laevis Oozytenexpressionssystems wird in Material und
Methoden (2.E.) gegeben. Funktiondle Studien, die in diesem System durchgefiihrt werden,
erfolgen mest mit radioaktiv markierten Substanzen. Jede gemessene Oozyte dient dabei as
individudles Expressonssystem. Trangportstudien kénnen durchgeftinrt werden, um bestimmte
Charakteristika von klonierten Trangportern kennenzulernen. Inhibitoren kdnnen zu den
Resktionsansitzen gegeben werden, um Inhibitionsprofile des Trangporters zu ermitteln. Durch
konzentrationsabhangige Studien von Substraten und Hemmstoffen kdnnen kinetische Parameter
(Km Vmex und 1Cs) emittelt werden. Hierbe sollte herausgestdlt werden, dald3 die
Proteinexpressonsmenge und das Membranpotentiad der Oozyten von Frosch zu Frosch
unterschiedlich sein kann und, dal3 kinetische Parameter aus verschiedenen Experimenten
unterschiedlich sain konnen. Deswegen wurden vergleichende Experimente in dieser Arbet an
Oozyten aus einem Frosch aus der gleichen Prgparation durchgefthrt.
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|.E. Messungen mit radioaktiv markierten Substraten

Die Hauptfunktion eines Transporters ist es, die Passage seines Substrates von der einen Seite
der Zelmembran zur anderen zu erleichtern. Hierbel sind drel basde Vorgange wichtig: das
Binden, die Trandokation und die Freisetzung. Um die Passage detektieren zu kénnen, werden
radioaktiv markierte Substanzen mit hoher spezifischer Aktivitét verwendet. Hierbei reichen
klenge Mengen des zu untersuchenden Subdrates aus. Ein Hiussgszintillationszéhler kann
femtomolare Mengen einer radioaktiven Substanz mit hoher spezifischer Aktivitét detektieren.
Aulerdem  konnen be  ener  Trangportmessung mit  radioaktivem Substrat  auch
Interaktionsstudien mit nicht markierten Substanzen durchgeftihrt werden.

Um die Funktion von klonierten organischen Kationentransportern zu verstehen, sind [““C] TEA
und PH]MPP héufig verwendete kationische Moddlsubstrate. Die Aufnahme (Influx) dieser
Subgstanzen wird entweder an mit cRNA-injizieten Oozyten oder an trandizierten Zelen
gemessen. Am Ende einer Inkubation mit radioaktiver Substanz werden die Zellen mit eiskatem
Puffer gewaschen, um die nichtspezifisch gebundene Radioaktivitét zu entfernen. Nach der Lyse
der gewaschenen Zdlen kann die Radioaktivitét, die Sch im Innern der Zellen befunden oder an
die Membran gebunden ha, gezéhlt werden. Auf dhnliche Weise konnen Efflux-Studien
durchgefiihrt werden, bel denen radioaktive Substanzen entweder in die Zdlen injiziert oder mit
thnen vorinkubiert werden. Nach dem Waschen mit Puffer kann dann der Ausstrom der
Radioaktivitét bestimmt werden. Be den Influx- und Efflux-Experimenten kann bestimmt
werden, ob es sch be ener radioaktiven Substanz um ein Substrat des Trangporters handelt,
welches wirklich transportiert und nicht nur gebunden wird.



Einleitung

|.F. Zielsetzung der Arbeit

Das Zid der vorliegenden Arbeit war die Klonierung enes mit rOCT1 verwandten
Trangportproteins aus der Rattenniere. Dieses Protein sollte dann im Vergleich zu rOCT1
funktiondl charakterisert werden. Hierfir sollte zunéchs eine Homologie-Klonierung zur
Isolierung enes Subtyps von rOCT1 durchgefiihrt werden. Nach der Klonierung sollte eine
detalierte funktiondle Charakteriserung des neuen Proteins durch Transportmessungen mit
radioaktiv markierten Substanzen im Xenopus-Oozyten-Expressonssystem erfolgen, um
Unterschiede und Ahnlichkeiten zwischen rOCT1 und rOCT2 herauszuarbeiten. Die Spezifitét
und Affinitdé der organischen Kationentrangporter gegenlber bestimmten Substraten sollte
beschrieben werden, um die physiologische und pharmakologische Relevanz dieser Proteine in

der Niere diskutieren zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.A. Material

1.A.1. Chemikalien

NAME

HERSTELLER

Acrylease ™

Stratagene, Heidelberg

Acrylamid/Bisacrylamidl dsungen

Roth, Karlsruhe

Adenosin-5'-triphosphat

Stratagene, Heidelberg

Agar Difco, Hamburg
Agarose Serva, Heidelberg
p-Aminohippurat (PAH) Sigma, Deisenhofen
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma, Deisenhofen
Ampidllin Sigma, Deisenhofen
Bakto-Hefeextrakt Difco, Hamburg
Bakto-Trypton Difco, Hamburg

N,N-big 2-Hydroxyethyl]-2aminoethan-
sulfonsdure (BES)

Sigma, Deisenhofen

Bindesilan

Pharmacia, Freiburg

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg

Bovine Serum Albumine (BSA)

ICN, Eschwege

Caesiumchlorid

Life Technologies, Eggenstein

Chinidinhydrochlorid Sigma, Deisenhofen
Chininhydrochlorid Sigma, Deisenhofen
Chloroform Roth, Karlsruhe
Corticosteron Fluka, Neu-Ulm
Cyanin863 Sigma, Deisenhofen
Decynium22 Sigma, Deiesenhofen

Desipraminhydrochlorid

Sigma, Deisenhofen

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma, Deisenhofen

Dimethylformamid

Sigma, Deisenhofen

Dithiothreitol (DTT)

Biorad, Miinchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Deisenhofen
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NAME

HERSTELLER

DNA aus Heringssperma

Boehringer, Mannheim

DNA-Molekulargewichtsstandard

Boehringer, Mannheim

Ethidiumbromid

Sigma, Deisenhofen

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Merck, Darmstadt

Ficoll 400

Sigma, Deisenhofen

Gentamycinsulfat

Sigma, Deisenhofen

Glyzerin, ultrapure ™

Life Technologies, Eggenstein

Glyoxd Sigma, Deisenhofen
Harnstoff Sigma, Deisenhofen
| soamylakohol Roth, Karlsruhe

| sopropyl-3-D-Galaktopyranosid (IPTG)

Sigma, Deisenhofen

a-Ketoglutarat

Sigma, Deisenhofen

Mepiperphenidol (Darstin)

Merck Sharp and Dohme Res. Lab,
Rahway (USA)

3-O-Methylisoprendin

Boehringer, Ingelheim

3-(N-Morpholino)propansul fonsaure
(MOPS)

Fluka, Neu-UIm

N-1-Methylnicotinamid (NMN)

Sigma, Deisenhofen

Natriumborat

ICN, Eschwege
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NAME HERSTELLER
Tetramethylammoniumchlorid (TMA) Fluka, Neu-Ulm
Tetrapentylammoniumchlorid (TPeA) Fluka, Neu-Ulm
Tetrapropylammoniumchlorid Fluka, Neu-Ulm
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg
Tris Fluka, Neu-Ulm

X-Gd Sigma, Deisenhofen

Xylencyanol FF Merck, Darmstadt
2.A.2. Radiochemikalien

NAME HERSTELLER

[¢-*2P|Adenosin-5'-Triphosphat
(167TBg/mmol)

ICN Biochemicals, Meckenheim

[a-*S|dNTP (41 TBg/mmol)

Amersham, Braunschweig

[*C]p-Aminohippurat (2,0 GB/mmol) Biotrend, K&ln
[*H]Chinin (0,56 TB/mmol) Biotrend, K&ln
[*H]Chinidin (0,54 TB/mmol) Biotrend, Kdln

[*H]Cholinchlorid (2,6 TBgymmol)

Amersham, Braunschweig

[C]Debrisoquin (1,96GBg/mmoal)

Amersham, Braunschweig

[*H]Digoxin (703 GBgymmol) Du Pont de Nemours, Dreieich
[*H]Dopamin (1,8 TBg/mmol) Amersham, Braunschweig
[*ClGuanidinhydrochiorid Biotrend, K&l

(2,0 GBg/mmol)

[*H]Histamin (1,9 TBg/mmol)

Amersham, Braunschweig

[*H]N-1-Methylnicotinamid

ICN Biochemicals, Meckenheim

[*H]1-Methyl-4-phenylpyridiniumiodid
(3,1 TBgymmol)

Du Pont de Nemours, Dreieich

[*H] Serotonin (370 GBgymmol)

Amersham, Braunschweig

[“C] Tetraethylammonium

Biotrend, Koln

11
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2.A.3. Enzyme

NAME

HERSTELLER

Ampli Tag ™ DNA Polymerase

Perkin Elmer, Uberlingen

DNA Polymerase | (Klenow Fragment)

BRL, Eggengtein

Kollagenase Sigma, Deisenhofen

Lysozym Sigma, Deisenhofen
Redtriktionsenzyme New England Biolabs, Schwabach
RNAse A Sigma, Deisenhofen

SP6 Polymerase MBI Fermentas

Tag DNA Polymerase

BRL, Eggengtein

T4 DNA Ligase

Boehringer, Mannheim

T7 Polymerase

MBI Fermentas

2.A.4. Kit-Systeme

NAME HERSTELLER
Cycle-Sequencing-Kit Biozym, Oldendorf

Easy Pure DNA Purification Kit Biozym, Oldendorf
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Sequenase-Kit Amersham, Braunschweig

RadPrime DNA Labeling System

Life Technologies, Karlsruhe

Expand Long Template Amplification Kit

Boehringer, Mannheim

2.A.5. Arbeitsmaterialien

NAME

HERSTELLER

Einweg-Plastikgefalze

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Nunc Seromed, Berlin
Sarstedt, Nimbrecht

Filter zum Sterilfiltrieren

Schleicher/Schuell, Dassel

Filterpapier, Whatman

Hartenstein, Wiirzburg
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NAME

HERSTELLER

Glaskapillaren

Hildenberg, Malsfeld

Nitrozellulose-Membranen

Amersham, Braunschweig

Polystyrolbecher

Sarstedt, Nimbrecht

Rontgenfilm Kodak Biomax MR

Hartenstein, Wirzburg

Szintillationscocktail Lumasafe Plus

Lumac LSC, Groningen (Nierderlande)

Zahlrohrchen

Sarstedt, Nimbrecht

2.A.6. Gerate

NAME

HERSTELLER

Elektroporationsgerét, Biojet Ml

BioMed, Jena

I nkubationsofen

Hereaus, Offenbach

Macrophor ™ Sequenzierapparatur

Pharmacia, Freiburg

Mikroinjektionspumpe

Drummond, USA

PCR Thermal Cycler

MWG Biotech, Ebersberg

Fotokamera

Polaroid, Offenbach

Fotometer, Ultraspec3

Pharmacia, Freiburg

Schiittelinkubator

Brunswick, New York (USA)

Flissigkeitsszintillationszéhler Tri-Carb
1600CA

Canberra Packard, Dreieich

Umwé zpumpe

LKB, Bromma (Schweden)

UV Stratdinker™

Stratagene, Heidelberg

UV Trang!lluminator

Herolab, St. Leon

Zentrifugen und Rotoren

JS 21 (JA 14, JA 20)

RC 2-B (SS34, HS4, HB4)

Biofuge 28 RS (HFA 22.1)
Ultrazentrifuge L7-65 (Vti 65, Ti 60, TLS
55)

Beckmann, Mnchen
Sorvall, Bad Homburg
Heraeus, Hanau

Beckmann, Munchen
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2.A.7. Bakterienstamme

Be den zu dieser Arbet benttigten Bakteriengammen handdte es sich um verschiedene

modifizierte Escherichia coli Stamme.

Name Genotyp Verwendung
XL1-Blue D(lac) endAl supE44 thi-1 Blauw/Weil3-Selektion
(Bullock et al., recAl gyrA96 hsdR17 (r, mg) von rekombinanten
1987) relAl1[F proAB laclZDM15 Klonen, dieauf IPTG
Tn10 (Tet]* X-gal-Platten wachsen
DH10B F-mrcA D(mrr- hsdRMS ElektrotransformationBl
(Grant et al. 1990, mcrBC) F 80dlacZzDM 15 D au/Weil¥Selektion von
Lorrow und Jessee, | (lac)X74 deoRrecAl araD139 rekombinanten Klonen,
1990; GibcoBRL) D(ara, leu)7697 galU galK | - dieauf IPTG X-gal-
rpsL endAl nupG Platten wachsen
NM 514 hsdR514 (r, my) argH galE Wirtsstamm zur
(Murray et al., galX lycB7 str A (Hfl") Amplifikation des
1977; Sratgene) Bakteriophagen |

(I gt10-Vektor)

2.A.8. Plasmide

pUC19 (2686 bp) trégt das Gen fiir eine [3-Laktamase (amp") und das lacZa -Fragment mit dem
zugehdrigen Promotor/Operator-Bereich (Yanisch-Perron et al., 1985). Der Polylinker it Tell
des kodierenden Bereichs des a -Fragmentes. Sofern der Wirt das W-Fragment herstdit (z. B.
DH10B und XL1-Blue), farben sch be der a-Komplementierung der R-Gaaktosdase
Kolonienvon E. coli mit pUC19 in Gegenwart von IPTG unf X-Ga blau. Ein DNA-Einschub im
Polylinker des pUC19-Plasmids fuhrt dazu, dald nach dem Bakterienwachsum meistens nur

well3e Kolonien auf der Agarplatte zu erkennen sind.

14
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pBluescript 11 SK(-) (2958 b) it eine Welterentwicklung von pUC19 (Short et al., 1988).
Zusitzlich aufgenommen wurde der Zwischengenbereich des Phagen f1, so dal3 durch ene
Infektion des Wirtes (F+) mit filamentGsen Phagen einzelstrangige Plasmid-DNA hergestellt und
in einer Virushille verpackt ausgeschleust wird (Rasched und Oberer, 1986. Neu sind auch
Promotoren fur die T3 und T7 RNA-Polymerasen, die den erweiterten Polylinker flankieren und

eine in vitro Transkription von DNA-Einschiiben erlauben.

pOG2 und pRSSP sind Expressonsvektoren, die zur Trandation von Proteinen nach cRNA-
Injektion in Xenopus laevisOozyten verwendet werden. Diese Vektoren enthalten
untrandatierte Regionen des Xenopus 3-Globin-Gens. rOCT1 wurde nach seiner Klonierung in
den pRSSP-Vektor (Busch et al., 1996a) 0.4lasm7 0.786 -, 1 Tj0 -2Ir Klont, umen, in

15
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2.A.9. Oligonukleotide

Die bestdlten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG, Ebersberg, gdiefert und auf eine
Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt. Diese StammlGsungen wurden bel -20°C gelagert.

NAME Sequenz Position Verwendung

PT1 5 -GAT TCC TGA TGT 1430 - 1413 Sequenzierung von rOCT2
(reverse) ATGTGG- 3

PT2 5 - CTC GAT GGT CTC 1618 - 1601 Sequenzierung von rOCT2
AGG CAG-3

PT3 5 -TCT CTG AGG GGC 603 - 618 Sequenzierung von rOCT?2
(forward) TCT CAT -3

PT4 5 -AGCTCG TGA ACC 1112 - 1093 Sequenzierung von rOCT2

AATTGT AC-3

PT5 5 - TGT AAT CAG GAT 715 - 698 Sequenzierung von rOCT2
GTAGCC-3

PT6 5 - GGT AGA ATG GGC 352 - 369 Sequenzierung von rOCT2
ATCACC-3

PT8 5 - GCT ACCTGA GAC 1576 - 1593 Sequenzierung von rOCT2
CAA AGG-3

PT9 5 - GAA AGG GCA TCA 1710 - 1727 Sequenzierung von rOCT2
TTGCTIG-3

PT10 5 -ATGTTGTGG TGG 2009 - 1192 Sequenzierung von rOCT2
AGA AGG-3

PT11 5 -GCCTCCTGA TCC 780 - 797 Sequenzierung von rOCT2
TGGCTG-3

PT12 5 -GGT GTCAGGTTC 200 - 216 Sequenzierung von rOCT2

TGA AGA GAG- 3

PT13 5 - GCA TAC CGG AAT 2009 - 1992 Sequenzierung von rOCT2
CTCCAA-3

PT14 5 -CTGTTT CAGTCA 448 - 505 Sequenzierung von rOCT2
GTA GTG-3

PT15 5 - GAGAAGCTCCAT 1772 - 1755 Sequenzierung von rOCT2
CTCTGG- 3

PT16 5 -TGGCTCAGCTTG 216 - 200 Sequenzierung von rOCT2

GCTGC-3
u3 5 -AACTTC CGG CCA 570 - 498 Sequenzierung von rOCT2
AACCTGTCCGC-3
U4 5 - GCT TCT GGT TCC 334 - 317 Sequenzierung von rOCT2
AGTCCAC-3
254 - 275
ROATF 5 - CCA CTCGAGCCT inrOAT1- Klonierung von rOAT1

16
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GGCCCAGCCC-3 Sequenz
(AB004559)
1984 - 1964 in
ROATR 5 - GCA GGA TCC TGT rOAT1- Klonierung von rOAT1
AGAACCCCAC3T Sequenz
(AB004559)
M13 (-20) Sequenzierung von in den
Universal- 5 - GTA AAA CGA CGG 674 - 694 pBluescript 11 SK-Vektor
Primer CCAGT-3 einklonierten DNA-
Fragmenten
M13 Sequenzierung von in den
Reverse- 5 - GGA AACAGCTAT 826 - 808 pBluescript 11 SK-Vektor
Primer GACCATG- 3 einklonierten DNA-
Fragmenten
Sequenzierung von in den
X 5 —CGCTCT AGA ACT 674 - 693 pBluescript 11 SK-Vektor
AGT GGATC-3 einklonierten DNA-
Fragmenten
Sequenzierung von in den
KS 5 —-TCGAGG TCG ACG 744 - 728 pBluescript 11 SK-Vektor

GTATC-3

einklonierten DNA-
Fragmenten

2.B. Mikrobiologische Methoden

Allgemeine Verfahrensweisen

Alle Arbeiten, die mit E.coli und dem Bakteriophagen | durchgeftihrt wurden, fanden unter einer
Sterilbank oder am Arbetsplaiz mit Bunsenbrennerflamme ait, um Kontaminationen der
Ansdtze und um die Freisetzung von bakteridlem Materid zu verhindern. Alle Arbetsfléachen
wurden vor und nach Gebrauch mit 70% Isopropanol desinfiziert. Die mit gentechnisch
verdnderten Organismen (GVOs) in Verbindung gekommenen Arbeitsutendlien wurden in

2.B.1. Bakterienanzuchtmedien

feuchter Hitze ba 121°C und 2 bar 20 min gerilisert.

Die vewendeten Kulturplaten wurden, wenn de in nicht derilem Zustand waren, mit
70%iger lsopropanollésung gereinigt und in der Sterilbank unter UV-Licht getrocknet.
Anzuchtkolben wurden vor ihrer Verwendung bel 160°C im Trockenschrank ausgebacken.
Nach dem Gebrauch wurde gentechnisch verdndertes Materid riickautoklaviert. Die nicht

autoklavierbaren Geréte wurden vor dem Spllen mit 70%iger EthanollGsung gereinigt.
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Behandlung von N&hr medien

Die N&hrmedien und Pufferlosungen wurden nach ihrer Herstedlung mit den genannten
Komponenten und ddH,O 20 min bel 121°C und 2 bar autoklaviert. Aufgrund der geringeren
Stabilitét von Madtose bei hohen Temperaturen wurden Matose-hdtige Medien Sevilfiltriert
(0.22 uM Porengrof3e). Nach dem Autoklavieren wurden ale Agar-hdtigen Medien unter
Ruhren bis zu ihrer Weiterverarbeitung abgekihit. Nahrbdden wurden in der Sterilbank nach
Abkuhlung der Medien auf ca. 60°C in gerile Polystyrol-Petrischalen (ca. 20 bzw. 50 ml fir

Patten mit einem Durchmesser von 92 bzw. 145 mm) gegossen.

Antibiotika

Sammidsungen von Ampicillin (25 mg/ml) wurden lichtgeschiitzt bel -20°C  gdagert.
Sdektionsmedium wurde auf 100 pg/ml Ampicillin engestdlt. Bei der Hergdlung von
Agarplatten wurde der auf ca 50°C abgekihlte Nahrboden mit Ampicillin versetzt und
anchliel¥end in Platten gegossen. Die ausgeharteten Agarplatten wurden maxima vier Wochen
be 4-8°C lichtgeschiitzt gelagert.

LB-Medium LB-Agar
10 gl Casein-Hydrolysat LB-Medium versetzt
5 gl Hefeextrakt Mit
5 gl NaCl 15 g/l Agar
pH-Wert wird mit 5SN NaOH auf
7,0 eingestelt
LB-MM-Medium LB-Amp-Medium
LB-Medium versetzt mit LB-Medium versetzt mit
02 % Maltose 100 pgml  Ampidllin
10 mM MgSO,

18
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mM

ug/ml

ug/ml
% (W/v)

S8

10 g/l
5 g
2 gl
5 g

20 g/l

10 mM
25 mM

2 gl
5 % (vIv)
05 % (VIv)

| PTG/X-Gal-Nahrboden

LB-Medium versetzt mit
IPTG

X-Gal

Ampidllin

Agar

1 gl
5 gl
2 gl
5 gl
10 g/l

NZY-Medium

Casein-Hydrolysat
Hefeextrakt
MgSO, X7H,0
NaCl

pH-Wert wird mit 5SN NaOH auf
7,5 eingestelt

15 gl

NZY-Top-Agarose

NZY-Medium versetzt mit
0,7% (w/v) Agarose

SOB-Medium

Casein-Hydrolysat

Hefeextrakt 10 mM
NaCl 10 mM
KCl 20 mM
pH-Wert wird mit 5N NaOH auf

7,0 eingestelt

SM -Puffer

NaCl 5 ml
MgSO,4 X7H,0 5 m
1M TrisHCI (pH 7,5)

2% (w/v) Gelatine

19

NZCYM-Medium

Caseinhydrolysat
Hefextrakt
MgS0,4 X7H0
NaCl

NZ-Amin

NZY-Agar
NZY-Medium versetzt
Mit

Agar

SOC-Medium

SOB-Medium versetzt mit
MgSO,

MgCl,

Glukose

Glycerin-Medium

passendes Medium versetzt mit
Glyzerin
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2.B.2. Bakterienkulturen

Plattenkulturen

Bakterien ener Fisig- oder Festkultur wurden fraktioniert auf einer Agarplatte mit dem
passenden Antibiotikum ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C Uber Nacht. Diese
Hattenkultur konnte mindestens eine Woche ba 4°C mit Parafilm abgedichtet aufbewahrt

werden oder wurde in einwdchigem Abstand erneuert.

Vorkulturen

Eine Bakterienkolonie wurde in 3 ml Sdlektionsmedium angeimpft und bel 37°C und 250 rpm
meist Uber Nacht geschiittelt. Diese Vorkultur wurde zur Inokulation groRerer Volumina oder zur
Miniprdparation von Plasmid-DNA verwendet.

Magnesiumsulfat (M S)-Kulturen

20 ml LB-MM-Medium wurden mit einer Einzelkolonie einer Plattenkultur angeimpft und bei
30°C unter Schiitteln (200 rpm) Uber Nacht inkubiert. Durch 0,2 % Maltose in diesem Medium
wurde eine bessere Adsorption der Bakteriophagen erreicht ds ohne Matose, da der Zucker
das Mdtose-Operon induziert, welches das Gen (lamB) enthdlt, das den Rezeptor des
Bakteriophagen | kodiert. Nach mindestens achtstiindigem Wachstum wurden die Zdlen 10
Minuten bei 2000 rpm in einem gerilen Rohrchen zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgegossen, und anschliel?end wurde das Bakteriensediment in ca 15 ml 10 mM MgSO,
resuspendiert. Die Absorption dieser Bakteriensuspension wurde mit steriler 10 mM MgSO,-
Ldsung auf einen Agpo-Wert = 0,5 eingestellt. Diese MS-Kultur konnte fur 2-3 Tage bel 4°C
gelagert werden.

Dauerkulturen

Um Bakterien langerfristig lagern zu konnen, wurden aus Ubertagkulturen  sogenannte
Dauerkulturen bzw. Glyzeringdmme hergestdit. Hierzu wurden Bakterien ener Einzelkolonie, die
von einer Platenkultur (Sehe oben) enthommen wurde, in 5 ml Sdektionsmedium angeimpft und
unter Schitteln be 37°C bis zu einer ODgpo»1,0 wachsen gelassen. Als die Bakterien die
gewlnschte Dichte ereicht hatten, wurde jewells 1 ml der Kultur mit 450 pl Glyzerin-
Hissgmedium versetzt, welches zu gleichen Telen aus Glyzerin und dem Sdektionsmedium
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bestand. Die nun mit Glyzerin versetzten Anséize wurden gut geschiittelt (gevortext), in flissgem
Stickgtoff eingefroren und bel
-80°C gelagert.

2.B.3. Herstellung elektrokompetenter Zellen

(Dower et al., 1988)

Der E. coli- Stamm DH10B wurde aus der Dauerkultur auf LB-Agar ausgestrichen. Mit einer
Einzelkolonie dieser Kulturplatte wurden 6 ml SOB-Medium as Vorkultur angeimpft und Gber

Nacht inkubiert. 1 | SOB-Medium wurde mit dieser Vorkultur in einer 1:200-Verdinnung

inclkulien und bel 37°C unter Schitteln inkubiert bis die ODgy=1 betrug. Die Bakterien wurden

in_Eiswasser auf 4°C abgekihlt und asw ( =1 betrug. Di37e°C u250 11pm60C ugekilOer n | un zlenrifugi70.5 -
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20 ul dektrokompetente Zdlen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl des entsdzten
Ligationsansatzes vordchtig gemischt. Diese Mischung wurde |uftblasenfrel zwischen  die
Elektroden einer auf Eis gekihlten 1 mm-Klvette pipettiert. Die Elektroporation wurde bel einer
Spannung von 1,6 kV durchgefiihrt. Anschlief3end wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und
vorsichtig gemischt. Diese Bakteriensuspenson wurde 1 h bel 37°C inkubiert. Danach wurden
50 - 250 ul des Ansaizes auf dem eingefiihrten Plasmid entsprechenden Sdektionsmedium
ausplattiert und Gber Nacht bel 37°C inkubiert.

2.C. Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken

2.C.1.| gt10-cDNA-Bibliothek

| gt10 ig ein Klonierungsvektor, in den man DNA-Fragmente bis zu ener Lange von 7,6
Kilobasen einfligen kann. | gt10 enthdt eine universdlle EcoRI-Schnittstelle, die im Innern des ¢l
imm***-Gen lokalisiert ist, so dal3 eine Selektion fir rekombinante Phagen angewendet werden
kann. Wenn en DNA-Fragment in diese EcoRI-Schnittstelle enkloniert wird, wird en cl
imm*™*-Phage gebildet, und wenn ein | gt10-Phage einen E. coli Stamm infiziert, der die
Mutaion fir ‘high frequency of lysogeny’ (hfl) trégt, wird der cl* Phage (Hintergrund) reprimiert,
und der cI” Phage (Rekombinante) bildet Plagues mit der normden Effizienz. cDNA-
Bibliotheken, die mit diesem Vektor kongtruiert wurden, kénnen mit DNA-Sonden durchmustert
(gecreent) werden. Die in dieser Arbeit verwendete | gtl0 cDNA-Bibliothek aus der
Rattenniere wurde von Dr. Vdentin Gorboulev, Anatomisches Ingtitut Wirzburg, hergestellt und
zur Verfigung gestdlt.

Der E. coli Wirtsstamm, der zum Ausplattieren der | gt10 cDNA-Bibliothek verwendet wurde,
nennt sich NM514 und weist lycB7-Defizienz auf. Diese Mutation fihrt zu dem oben geforderten

hfl-Genotyp (2.A.7.).

2.C.2. Herstellung und Ausplattieren von Infektionsansétzen

Zunéchst wurde eine MS-Kultur des Wirtshakteriums €. coli NM514) hergestdlt (2.B.2.).
Dann wurden die gewiinschten Verdinnungen der | -Phagen in SM-Puffer (2.B.1.) angesetzt. 1
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I - 20 pl dieser Phagenlysate wurden mit 200 pl der MS-Kultur vermischt. Die Infektionsansétze
wurden nun 15 min bel 37°C im Wasserbad inkubiert, um die Adsorption der Phagen an die
Bakterien zu gewdhrlegen. Zu diesen Ansdétizen wurden 3 ml auf 49°C vorgewarmte Top-
Agarose gegeben, kurz gemischt und zigig auf ebenfalls vorgewdrmte und trockene NZY -Platten
ausplatiert. Anschlielend lie? man die Platen bis zum vollsgandigen Abkihlen der Top-
Agarose-Schicht ruhen und inkubierte 7 h - 12 h bel 37°C im Brutschrank, bis die Plagues auf
dem Bakterienrasen deutlich sichtbar wurden. Die oben angegebenen Volumina wurden fUr das
Ausplattieren auf 96 mm Petrischaen gewahit. Dieswar der Fall bal Titerbestimmungen oder bel
der Verenzdung postver Plagues. Ba der Hergelung der Infektionsansdize fur 150 mm-
Matten (beim Ausplattieren der Bibliotheken fir die 1. Runde der Durchmusterung) wurden
folgende VVolumina eingesetzt: 600 pl des Wirtshakteriums, 1-10 pl der Phagenlysate und 6,5-7

ml Top-Agarose.

2.C.3. Titerbestimmung von cDNA-Bibliotheken

Die cDNA-Bibliothek aus der Rattenniere war in zwel Ansdtze aliquotiert worden, die getrennt
ausplatiet wurden. Es wurde jewels eine 1:100 und ene 1:1000-Verdinnung der
Phagensuspensionen in SM-Puffer hergestellt. Jeder Ansatz wurde zur Bildung eines Mittelwertes
zweima ausplattiert, wobel 10 pl der jewelligen Verdinnung mit 200 pl MSKultur be 37°C
inkubiert und anschlief?end ausplattiet wurden (2.C.1.). Die auf dem Bakterienrasen
entstandenen Plagues wurden dann mit der Hand ausgezéhit. Aus dieser Titerbesimmung ging
das benttigte Volumen der Phagensuspensionen hervor, die zum effizienten Ausplattieren der
cDNA-Bibliothek fur die erste und die zweite Runde der Durchmusterung nétig waren. Fir die
1. Runde auf 150 mm-Platten sollten 30000 Plaques pro Platte erreicht werden, und die
Augplattierung zur 2. Runde auf 96 mm-Platten sollte die Zahl von 200 Plagues pro Platte nicht
Uberschreiten, damit deutlich einzelne Plaques detektiert und die zugehdrigen Phagen eindeutig
separiert werden konnten.
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2.C.4. DNA-Transfer auf Nitrozellulosemembranen

Nachdem die Bakterien erst gewachsen und dann von den Phagen lysiert worden waren, wurden
die mit den Plagues Ubersiten Platten auf 4°C abgekuhlt, um zu verhindern, dal3 sch nach dem
Auflegen der Nitrozdlulosemembranen (NZ-Membranen) die TopAgarose nicht von dem
Ubrigen Agar abloste und an der Membran hangen blieb. Bel den néchsten Schritten sollten
unbedingt Handschuhe getragen werde, da das Anfassen der NZ-Membranen zu unspezifischen
Sgnden auf den Filtern fUhren kann. Auf die Platen wurde nun fir 1 min eine NZ-Membran
aufgdegt. Die NZ-Membran und der Agar wurden bis zum Plattenboden mit ener Nadd
mehrere Mae durchstochen, um die Orientierung der NZ-Membran auf der Platte zu einem
sodteren Zeitpunkt nachvollzienen zu konnen. Auf dem Hattenboden wurden aul3en die
Eingtichgellen mit einem wasserunlddichen Stift deutlich markiert und sowohl die Plette as auch
die NZ-Membran eindeutig beschriftet, um diese spdter wieder einander zuordnen zu kénnen.
Nach dem einminitigen Auflegen wurde eine weitere Membran auf derseben Platte fir zwel
Minuten aufgelegt und wie bel dem ersten Filter verfahren. Nach dem Auflegen wurden die NZ-
Membranen mit der zu den Plagues exponierten Sete nach oben auf Whaman 3MM-
Filterpapier gdegt, bis ba dlen andeen Patten der DNA-Trander auf die
Nitrozellulosemembranen auch durchgefiihrt worden war. Nach dem Transfer wurden die NZ-
Membranen mit der DNA-Seite nach oben 7 min auf en mit Denaturierungd 6sung getranktes
Whaman 3MM-Filterpepier gedegt und so die transferiete DNA denaturiert. Die
Nitrozdlulosemembranen sollten die Denaturierungd 6sung Uber ihre gesamte Flache aufsaugen,
aber keinesfals in der Lésung schwimmen. Anschlief3end wurden die NZ-Membranen 3 min auf
mit Neutrdiserungd dsung getranktes Flterpapier gelegt. Der Neutraliserungsschritt wurde noch
enma fir 3 min wiederholt. Nun wurden die Filter in einem Gefadl3 mit 2 © SSC-Puffer
gewaschen, indem man die NZ-Membranen in den Puffer eintauchte, kurz schwenkte und dann
auf Whatman 3MM-Filterpapier vollstandig trocknen liefd. Danach wurde die transferierte DNA
mit der NZ-Membran quervernetzt (‘ cross-linking'), indem die Membranen fur ca. 30 sec einer
UV-Bestrahlung von 1200 Joule ausgesetzt wurden (UV Stratlinker der Firma Stratagene). Auf
diesen NZ-Membranen efolgte in den anschlief3enden Schritten die Hybridiserung mit ener
radioaktiv markierten Sonde (2.C.5.)
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Denaturierungslosung: 1,5M NaCl
0,5M NaOH

Neutralisierungslésung: 1,5M NaCl
05 M TrisHCI, pH 7,2

20~ SSC-Puffer: 3,0 M NaCl
0,3 M NaCitrat2H,0
mit 1 M HCl auf pH 7,0 eingtellen

2.C.5. Hybridisierung und Detektion von positiven Signalen

Bevor die Nitrozellulosefilter mit der radioaktiv markierten Sonde hybridisert wurden, erfolgte
zunéchst eine Préhybridiserung der Fiter. Hierzu wurden die Flter in Hybridiserungsréhren mit
Préhybdridiserunsglésung gesteckt und in enem Hyhbridiserungsofen inkubiert. Die Menge der
Préhybridiserungdésung richtete sch nach der Menge der zu inkubierenden Filter. In der Regel
wurden 2-3 ml Losung/Membran
(d = 140 mm) vewendet. Zur Préhybrididerung von 10 Nitrozdlulossfiltern in ener
Hybridiserungsréhre wurden 25 ml Préhybridiserungd ésung verwendet, die zunéchst auf 65°C
vortemperiert worden war. Zur Absdttigung des Hintergrunds wurden pro Roéhre 500 pg
Heringssperma-DNA zugegeben, welche zuvor 5 min bei 100 °C denaturiert und anschlief3end
auf Eis abgekihlt worden war. Die Nitrozdlulosefilter wurden Ubereinander gestapelt,
zusammengerollt und in die Hybridiserungsréhre gesteckt. Die Préhybridiserung erfolgte fir 4 h
be 65°C im Hybridiserungsofen. Wéhrend diessr Zeit wurden eneut 25 mi
Hybridiserungd6sung auf 65°C vortemperiert und ebenfals mit denaturierter Heringssperma:
DNA versatzt. Die Préhybridiserungd Gsung wurde nun gegen diese frische Lésung ausgetauscht
und die radioaktiv markierte DNA-Sonde @.D.1.), die zuvor auch denauriert worden war,
zugegeben. Die Hybridiserung erfolgte tiber Nacht bei 65°C.

(Pr@)Hybridisierungslosung/200ml:  60ml 20~ SSC-Puffer
10ml 100~ Denhardt-L&sung
10ml 10 % SDS-Lésung
mit H,O ad 500 ml
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20~ SSC-Puffer/ Liter: 175,3 g NaCl
88,2 g NaCitrat2H,0
mit H,O ad 800 ml
mit 1 M HCl auf pH 7,0 eingtellen
mitH,Oad 11

100" Denhardt-L6sung/ 500 ml: 10 g Ficoll 400
10 g Polyvinylpyrrolidone
10gBSA
mit H,O ad 500 ml

Nach der Hybridiserung wurden die Filter gewaschen. Hierzu wurden die folgenden
Waschldsungen angesetzt und auf 60°C temperiert:

Waschlésung 1: 2° SSC-Puffer
0,1% SDS

Waschlosung 2: 0,25° SSC-Puffer
0,1% SDS

In zwe 2 Liter-Becherglaser wurden jewells 1,5 | der Waschlosung 1 geftillt. Die Filter wurden
zunéchgt vordchtig mit ener langen Pinzette aus den Hybridiserungsrthren in en Gefd3 mit
vortemperierter Waschlésung 1 Gberfiihrt. Von dort aus wurde en Filter nach dem anderen in
das 1. Becherglas Uberfihrt. Die Bechergléser standen in einem auf 60°C beheizten Schilittelbad.
Nachdem dle Filter Gberfhrt waren, wurden die Filter 30 min unter Schiitteln gewaschen und
anchlielend genauso im 2. Becherglas behanddt. Wéahrend dieser Zeit wurde ein drittes
Becherglas mit 1,5 | der Waschlsung 2 vorbereitet. Die Waschprozedur wurde ein drittes Mal
fur 15 min ba 60°C wiederholt. Um die Hybridiserung der radioaktiven Sonde auf den Filtern
detektieren zu konnen, sollten Rontgenfilme fur énen bestimmten Zeitraum aufgelegt werden.
Hierzu wurden Expogtionsboxen mit dinner durchschtiger Pladtikfolie ausgelegt. Die Filter
wurden, ohne dabel zu trocknen und ohne sich gegenseaitig zu bedecken, auf die Folie gelegt und
dann selbst noch enma mit Folie bedeckt. Nun wurden noch fluoreszierende Aufkleber zur
Markierung der Positionen der Filter auf die Folie geklebt, deren Muster dann spéter auf den
entwickdten Rontgenfilmen zu sehen war. Zuletzt wurden die Filme aufgdegt, die Boxen nach
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einer Minute fest verschlossen und 2 Tage ba -80°C inkubiert. Nach 48-72 h wurden die
Rontgenfilme entwickelt und getrocknet. Anhand der Ubereingtimmung der Signale von positiven
Klonen mit den Mustern der fluoreszierenden Aufkleber konnte man den enzelnen Filmen die
richtigen Flter zuordnen. Die Eindichddlen der Naden, die bem Auflegen der
Nitrozdlulosfilter auf die Agarplatten entstanden, wurden farbig auf der Plastikfolie markiert und
anchliel?end s0 exakt wie moglich auf die entwicketen trockenen Filme Ubertragen. Von den
markierten Punkten auf den Filmen ausgehend, wurden nun die podtiven Signde der
Hybridiserung auf dem Boden der zugehdrigen Agarplatten eingezeichnet und die positiven
Sgndeveranzdt (2.C.5.).

2.C.6. Vereinzelung positiver Signale

Be der Vereinzdung von postiven Plagues, wurden die auf den Agarplatten gekennzeichneten
Klone (Plagues) mit einer sterilen Pagteurpipette ausgestochen. Hierzu wurden die Plagues mit
dem darunterliegenden Agar ausgestochen und in ein vorbereitetes Gef&l3 mit 500 pl SM-Puffer
und funf Tropfen Chloroform Uberfiihrt. Diese Agarstiickchen mit den Phagen lief3 man 1-2 h bel
Raumtemperatur stehen, um ene Diffuson der Phagenpartikel in das Medium zu ermdglichen.
Ein durchschnittlicher Plague enthét 10°-107 infektidse Bakteriophagen, die bei 4°C ohne
Verlust der Uberlebensfahigkeit in SM-Puffer mit Chloroform gelagert werden konnen. Be
dterem Chloroform bestent die Mdoglichket, dal? durch Produkte der Photolyse die
Bakteriophagen inaktiviert werden konnen. Deswegen wurde fir den SM-Puffer moglichst
frisches Chloroform verwendet. Nach der Vereinzelung der positiven Phagenplagues aus der
ersen Durchmusterungsrunde wurden die Phagen zur Bestimmung des Phagentiters auf 96 mm-
Matten ausplattiert. Anschlief?end wurden die Phagen erneut in e@ner Anzahl von bis zu 200
Phagen pro Platte ausplattiert und nochmals einer Hybridiserung unterzogen. Die Vereinzeung
der pogtiven Paques wurde solange waeltergefihrt, bis die Isolierung der Phagen des
identifizierten pogtiven Plagues ohne Vermischung mit anderen Klonen gewéhrleéget war. Die
Phagensuspens onen wurden entweder in mit Chloroform versetztem SM-Puffer bel 4°C gelagert
oder nach ener Amplifikation (2.C.6.) ener anschliel3enden | -DNA-Prdparation (2.D.6.).

unterzogen.
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2.C.7. Amplifizierung des Bakteriophagen |

Es ig oft nitzlich, cDNA-Bibliotheken zu amplifizieren, um ene grol}e sabile Menge ener
Stammlésung der Bibliothek mit eéinem hohen Titer lagern zu kénnen. Man sollte die Phagen ener
cDNA-Bibliothek jedoch nur einma amplifizieren, da sonst Klone, die schlechter wachsen, nach
mehereren Amplifizierungen unterreprésentiert snd.

Zunéchst wurde eine MS-Kultur der Wirtshakterien hergestd |t (2.B.2.). Aulerdem wurden die
Pagen der cDNA-Bibliothek in SM-Puffer so verdiinnt, dal3 die angesetzte Phagenverdiinnung
ungeféhr 50000 ‘plague-forming units (pfu) enthielt. Das Volumen dieser Phagensuspension
sollte jedoch nicht groféer as 300 pl sein. Die hergestdlte Phagensuspension wurde mit 600 pl
der MS-Kultur 15 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatiz wurde auf ener 150 mm-Platten
ausplattiert (2.C.2.) und bei 37°C fur mindestens 6 h inkubiert. Die Plaques sollten nicht grof3er
as 1-2 mm werden. In der Regel setzt man fir eine Amplifizierung ungefdhr sechs Platten mit den
oben beschriebenen Ansétzen an. Nach der Inkubation wurden die Platten mit 8-10 ml SM-
Puffer Uberschichtet und Uber Nacht ba 4°C unter leichten Schwenken inkubiert, damit die
Phagen abgeschwemmt wurden. Am néchsten Morgen wurden die Bakteriophagensuspensionen
von jeder Platte in einem 50 mi-Plagtikrohrchen vereinigt. Die Platten wurden mit jeweils 2 ml
SM-Puffer gewaschen und den bereits enthommenen Phagen zugeflgt. Schliefdich wurde
Chloroform in ene Endkonzentration von 5% zugegeben und gut gemischt. Die
Phagensuspensionen wurden fir 15 min bel Raumtemperatur belassen. Anschlief3end wurden die
ZdItrimmer der Bakterien durch eine Zentrifugetion fir 10 min be 2000 ~ g abgetrennt. Der
Uberstand mit den amplifizierten Bakteriophagen wurde abgenommen, und Chloroform wurde
bis zu dner 0,3%igen Endkonzentration zugegeben und bei 4°C gdagert. Uber dne
Verdinnungsreihe dieser Stamml ésung wurde noch der erhdtene Phagentiter bestimmt (2.C.3.).

28



Materia und Methoden

2.D. Molekularbiologische Methoden

2.D.1. Herstellung einer radioaktiven DNA-Sonde

Zur Klonierung von rOCT2 wurde rOCT1-DNA (Grundemann et al., 1994a) ds Sonde
verwendet, um ene | gtl0-cDNA-Bibliothek aus Rattenniere zu durchsuchen. Das zu
markierende rOCT1-Fragment wurde mit ECoRI aus dem Vektor ausgeschnitten und hette eine
Grofe von 1,2 kb. Das Fragment wurde aus dem Gdl isoliert (2.D.2.) und anschlief?end mit dem
‘RadPrime DNA Labding Sysem’ von LifeTechnologies radioaktiv. markiert. Dieses
Markierungssystem erzeugt hoch spezifisch aktive [*P]-Sonden. Hierbei binden Nukleotid-
Oktamere (sog. Random Primer) an die denaturierte DNA und durch das Klenow-Fragment
(groRe Untereinheit der DNA-Polymerase |) wird a-[*P]dATP in den entstehenden DNA-
Strang eingebaut. Fir die Markierung wurden 200 ng des DNA-Fragments eingesetzt. Die DNA
wurde zunéchgt mit H,0 auf 13,5 pl aufgefiillt und 5 min bel 100 °C denaturiert und anschlief3end
5 min auf Eis gestelt. Nach der Denaturierung wurden jewells 1 pl 500 uM dCTP, dGTP, dTTP
und 20 pl 25fach-konzentrierter Puffer, der die ‘Random Primer’ enthidt, zupipettiert. Die
genauen Angaben Uber Pufferzusammensetzung und die Basendbfolge der Oligonukleotide
behidt dch der Heagdler LifeTechnologies vor. Der Ansatiz wurde kurz zentrifugiert und
anschlieRend 12,5 pl a-*P-dATP (125 pCi) zugegeben. Das Volumen des Ansatzes sollte nun
49 pl betragen. Es wurde 1 pl Klenow-Fragment zupipettiet und der Ansaiz 1 h bel
Raumtemperatur belassen. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5 pl StoplGsung beendet.
Die radioaktiv markierte DNA wurde, wie oben beschrieben, erneut denaturiert und 2/3 des
Sondenvolumens wurden Uber Nacht fur die Hybridiserungreaktion @.C.5.) verwendet. Der
Rest der Sonden wurde flr eine eventuelle zweite Runde der Durchmusterung aufbewahrt.

2.D.2. Isolierung von Plasmid-DNA

Je nach gewinschter Menge und Verwendung der zu isolierenden Plasmid-DNA  wurden
unterschiedliche Anséize zu deren Isolierung und Reinigung gewéhlt. Die Plasmid-DNA aus den
‘Miniprgparationen’ wurde fur Sequenzierungen und Redtriktionsanalysen eingesetzt. Die DNA

aus ‘Maxiprdparationen’ wurde neben den bereits genannten Verwendungsarten auch zur
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Hergdlung von cRNA (2.D.8.) benutzt. Die DNA-Menge bzw. Qudité wurde nach den
jewelligen Prégparationen photometrisch (2.D.6.) und durch Auftragung auf ein Agarosegd
(2.D.6.) bestimmit.

Minipr&paration

Hierbel handdt es sch um die Plasmidpréparation aus Bakterien durch adkaische Lyse
(Birnboim und Doly, 1979). Begonnen wurde mit der dreiminitigen Zentrifugation von 1,5 m
Ubernachtkultur bei 5000 ~ g. Das Bakteriensediment wurde in 300 pl Pl-Puffer zur
Destabiligerung der Zdlmembran resuspendiert und 5 min be Raumtemperatur belassen.
Anschlief¥end wurden 300 ul P2-Puffer zugegeben und somit die akalische Lyse induziert. Dieser
Ansatiz wurde vorsichtig gemischt und nicht Iéanger ds 5 min auf Eis belassen. Durch Zugabe von
300 I P3-Puffer wurden die hochmolekularer DNA und ein Teil der Bakterienproteine gefdllt.
Das Lysat wurde 15 min auf Eis gekihit und anschliel3end fir 15 min bei 11000~ g zentrifugiert.
800 pl des Uberstands wurden mit 640 pil 1sopropanol versetzt. Dieser Ansatz wurde fir 30 min
bel 10000 = g zentrifugiert. Anschliel?end wurde das DNA-Sediment mit 70%igem Ethanol
gewaschen und danach in 20 pl H,O oder TE-Puffer gel6st.

P1-Puffer: 50 mM TrisHCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse, pH 8,0
P2-Puffer: 0,2 M NaOH, 1% SDS (frisch angesetzt)

P3-Puffer: 3M KAc, pH 5,5

TE-Puffer: 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

M axiprapar ation

(Sambrock et al., 1989)

Zur Gewinnung groRerer Mengen Plasmid-DNA wurden 250 ml Ubernachtkultur fir 10 min auf
Eis abgekiihlt und danach bei 2000~ g und 4°C 15 min lang zentrifugiert. Das Sediment wurde
in 4 ml Lysozym-Glukose-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. Anschlief¥end wurden
8 ml Lysepuffer zugegeben. Nun stand das Lysat fur 7 min auf Eis. Danach wurden durch
Zugabe von 6 ml 3 M Kadiumacetat, pH 5,3, der grofte Teil der bakteridlen Proteine, die
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hochmolekulare DNA und das SDS gefdlt. Nachdem das Bakterienlysat 15 min auf Eis gekuhlt
worden war, wurde es 30 min lang bei 28000 ©~ g und 4°C zentrifugiert. Anschlief3end wurden
zum Ubergtand 9 ml einer esgekilhiten PEG 6000-L6sung gegeben. Zur Falung der DNA
wurde die Sugpenson dann 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde sie fur 15 min bei 5000 © g
und 4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70% EtOH gewaschen und in 2,5 ml TE-Puffer
gel6st. Danach konnte die Plasmidprdparation durch einen Caesumchlorid-Gradienten 2.D.3.)
von moglichen Resten chromosomaer DNA oder bakterieller RNA gereinigt werden.

L ysoszym-Glukose-Puffer: 50 mM Glukose, 25 mM TrissHCI, 10 mM EDTA,
25 mg/ml Lysozym, 100 pg/ml RNAse A, pH 8,0

L ysepuffer: 0,2 M NaOH, 1% SDS

PEG 6000-L 0sung: 30% PEG

2.D.3. Reinigung von Plasmid-DNA

Caesumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation

(Sambrook et al, 1989)

25 ml ener DNA-Lo6sung wurden mit 7 ml TE-Puffer und 1 ml Ethidiumbromidliésung
(10mg/ml) versetzt. In diessm Ansatz wurden 9,92 g CsCl gdost, um so ene CsCl-
Endkonzentration von 5,6 M einzugtdlen. Diese Lésung wurde luftblasenfrel in ein , Quicksed-
Rohrchen' geflllt und 20 h bel 38000 © g und 18°C ultrazentrifugiert. Nach dem ungebremsten
Audaufen der Zentrifuge wurde die ‘supercoiled DNA-Bande mittels einer Kanlle abgezogen
und das Ethiumbromid durch mehrmdiges Ausschittdn mit  Isoamylakohol  entfernt.
Anschlielzend wurde die DNA in 70% Ethanol 30 min auf Eis gefdlt und 15 min be 8000~ g bel
4°C zentrifugiert. Danach wurde das DNA-Sediment in 500 pl H,O gt und durch ene
NaAc-Fadlung prézipiptiert. Das mit 70% EtOH gewaschene und vollstandig getrocknete DNA-
Sediment wurde in ca 200 pl HO gdést und anschliel?end die erhdtene DNA-Menge
photometrisch bestimmt.

TE-Puffer: 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
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Qiagen-Saulen

Wennn zur Aufreinigung von Plasmid-DNA , Qiagen-tip 500-Saulen’ (Firma Qiagen) verwendet
wurden, wurde die Plasmid-Prgparation und die anschlie3ende Aufreinigung nach Empfehlung
des Hergtellers durchgefthrt:

Die Bakterien wurden in 100 ml Erlenmeyer-Kolben mit 25 ml sdektivem LB-Medium
angeimpft. Sie wuchsen 12-16 h bei 37°C unter Schitteln. Nachdem se bei 3000 © g
abzentrifugiert worden waren, wurde das Bakteriensediment in 10 ml Puffer P1 suspendiert.
Durch die Zugabe von Puffer P2 fir 5 min erfolgte eine dkdische Lyse der Bakterien.
Anschliel?end wurden 10 ml Puffer P3 fUr eine 20miniitige Prézipitation auf Eis hinzugefugt. Das
Prézipitat wurde bei 10000 gin éinem Sorvall SS-34 Rotor zentrifugiert und der Uberstand mit
der Plasmid-DNA anschlieRRend sofort abgenommen. Dieser Uberstand wurde erneut fir 15 min
bel 10000 " g zentrifugiert und danach auf eine Qiagen-Séule, die vorher mit 10 ml QBT-Puffer
equilibriert worden war, aufgetragen. Nachdem die Saule mit dem Plasmid-hdtigen Uberstand
beladen worden war, wurde diese zweimd mit 30 ml Puffer QC gewaschen, um anschlief3end
die DNA mit 15 ml Puffer QF zu duieren. Das Eluat wurde mit 0,7 Volumen (105 ml) auf
Raumtemperatur vorgewarmtem |sopropanol gemischt und sofort bei 12000 © g fir 30 min be
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das DNA-
Sediment wurde mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet, in 200 pl H,O aufgenommen
und bei -20°C gelagert.

P1-Puffer: 50 mM TrisCl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A
P2-Puffer: 200 mM NaOH; 1% SDS
P3-Puffer: 3 M Kaiumacetat; pH 5,5

Puffer QBT: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropandl;
0,15% Triton X-100

Puffer QC: 1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% | sopropanol

Puffer QF: 1,25 M NaCl; 50 mM TrisCl, pH 8,5; 15% | sopropanol
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Phenol/Chloroform-Extraktion

(Wallace, 1987)

Zur Entfernung von Proteinen wurden DNA-LOsungen mit dem gleichen Volumen einer
geséttigten Phenol/Chloroform-Losung und anschliel¥end mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
bei Raumtemperatur ausgeschiittelt. Nach dem Ausschiitteln wurde jewells bei 10000 © g 5 min
lang zentrifugiert und die obere wad¥ige Phase abgenommen. Nach dem ersten Ausschiitteln mit
Phenol/Chloroform wurde die organische Phase nochmas mit dem gleichen Volumen H,O
versetzt und erneut extrahiert. Die wal¥igen Phasen wurden vereinigt. Um Phenolreste aus der
wa¥igen Phase herauszuldsen, wurde der Ansatiz mit Chloroform/lsoamylakohol behandelt.
Nach diesem Schritt wurde die wal¥ige Phase abgetrennt eine DNA-Prézipitation durchgeflhrt.

DNA-Préazipitation
Fallung mit Natriumazetat

Durch die Prézipitation der DNA wird eine Konzentrierung der DNA und eine Verringerung der
Sdzkonzentration erreicht. Hierzu wurde die DNA-LAsung mit 1/10 Volumen 3 M NaAc, pH
5,2 und 2,5 Volumeneinheiten 96% EtOH versetzt. Enthidt der Ansatz vorausschtlich weniger
as 2 ug DNA, wurde lineares Polyacrylamid bis zu ener Endkonzentration von 3ug/ml ds
Féalungshilfe zugegeben. Danach wurde der Ansatz mindestens 1 h be -20°C bdassen und
anschlielRend 15 min lang bel 10000~ g zentrifugiert. Das DNA-Sediment wurde mit 70% EtOH
gewaschen, getrocknet und in H,O gelost. DNA-LOsungen, die fir eine Elektroporation entsazt
werden mulden, wurden einem zusdzlichen Waschschritt unterzogen. Hierzu wurde die
sedimentierte DNA in 70% EtOH 30 min lang bel Raumtemperatur belassen und anschliel2end
15 min bei 10000~ g zentrifugiert und danach, wie oben beschrieben, nochmal's gewaschen und
resuspendiert.

Féallung mit Ammoniumazetat

Be dieser Fallung wurden 0,2 Volumen 10 M Ammoniumazetat und 2 Volumen Ethanol zu der

wal¥rigen DNA-L6sung gegeben. Diese Mischung wurde 10 min bei Raumtemperatur belassen
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und anschlief3end bei 10000~ g fir 20 min zentrifugiert. Das DNA-Sediment wurde getrocknet
und in eénem passenden V olumen H,O aufgenommen.

Extraktion von DNA aus einem praprativen Agarosegel

Die zu isolierende DNA wurde durch Agarosegeldektrophorese (1%iges Gel) aufgetrennt. Die
entsprechende DNA-Bande wurde mit dem Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des
, EasyPure DNA Purification Kit* der Firma Biozym isoliert. Der EasyPure Kit arbeitet mit einer
groRendefinierten Silicomatrix, die sowohl einze- ds auch doppddréngige DNA bindet,
wahrend DNA-Fragmente unter 40 bp (z. B. Oligonukleotide) nicht gebunden werden. Die
Aufreinigung der gewlinschten DNA erfolgte in drel Schritten Uber @ne Bindung, Waschung und
Elution. Die Slicamatrix erleichterte das Resuspendieren sedimentieter DNA. Da die
abschlielRende Elution der DNA in einem Volumen von 10-20 ul efolgte, entfid eine weltere
Konzentrierung wie z. B. durch Ethanolfdllung. 1 pl der gewonnenen DNA wurde zur
Mengenbestimmung auf einem andytischen Gl mit DNA-Proben bekannter Konzentration
verglichen.

2.D.4. Isolierung und Reinigung von | -DNA

Um grolere Mengen DNA aus dem Bakteriophagen | isolieren zu konnen, wurde die
Amplifizierung der Phagen mit Hilfe des Bakteriendammes NM514  durchgefihrt.
1. Tag: Die Phagen wurden aus positiven Signaplagues nach der Durchmusterung einer cDNA-
Bibliothek in 500 pl SM-Puffer und 5 pl Chloroform Uber Nacht abgeschwemmt. Pardld dazu
lie(B® man ene Ubenachtkultur des Bakteriengamms  NM514  wachsen.
2 Tag: In 250 ml-Erlenmeyerkolben mit Schikane wurden 50 ml NZCYM-Medium vorgelegt
und der folgende Infektionsansatz pipettiert:

100 pl Phagensuspension
100 pl NM514-Ubernachtkultur
100 pl 10 mM Mg/CL/10 mM CaCl,
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Dieser Ansatz wurde fur 15 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end in die vorbereiteten Kolben
Uberfiihrt. Das Medium mit dem Infektionsansatz lief3 man nun bel 300 rpm und 37°C schiitteln.
Nach sechs Stunden schaute man in regeméigen Absténden nach, ob die bis dahin gewachsene
Bakterienkultur durch die Lyse wieder klar wurde. Konnte man dies beobachten, wurden zur
vollstandigen Lyse der Bakterien noch enige Tropfen Chloroform zugegeben. Die Suspenson
wurde nun unter Zuriicklassen des Chloroforms in SS34-Rohrchen tberfuhrt und 10 min bel
12000 ~ g be 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein eriles 50 ml-Greiner-
Rohrchen pipettiert, ohne dabel Reste der Zell-Debris aus dem Sediment mit zu Uberfihren. Es
erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 10 min bei 12000 ~ g bei 4°C. Der Uberstand wurde
wieder vorschtig entnommen und be 4°C aufbewahrt.

3.Tag: Zu 50 ml Phagensuspension werden 10 pl DNAse-L6sung (5 mg/ml; 2500 U/mg) und 25
pl RNAse-Losung (10 mg/ml; 5000 U/mg) zugegeben und 1 h bel 37°C inkubiert. Danach
erfolgte eine Zentrifugation bel 32000 ~ g im SS34-Rotor bel 4°C fur 1,5 h. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die restliche Fliissigkeit komplett aus den
Roéhrchen entfernt. Das Phagensediment wurde in 400 pl 0,05 M TrissHCl, pH 8,0 mit ener
abgeschnittenen blauen Eppendorf-Spitze gel6st. Anschlief3end wurde die Suspension in eéin 2 mi
Eppendorf-Gefal3  Ubertragen, mit 400 pl Phenol versetzt und 20 min horizontd be
Raumtemperatur geschiittelt. Die dabel entstandene obere viskose Phase wurde vorsichtig
abgenommen und die Phenol-Extraktion wiederholt. Anschlief?end wurden 400 pl Chloroform
zugegeben und nach dem Schitteln wiederum die obere Phase abgenommen. Dieser Schritt
wurde noch enma wiederholt. Nun erfolgte die Prézipitation unter Zugabe von 40 pl 3 M NaAc,
pH 4,2 und zwei Volumen Ethanol (Raumtemperatur). Der Ansatz wurde 10 min bei 10000~ g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das DNA-Sediment
wurde 5 min mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde getrocknet und in 100 pl HO
aufgenommen. Anschlielend wurde mit @nem | -DNA-Mengenstandard Uber ene
Agarosegel dektrophorese die Ausbeute der praparierten DNA bestimmt.
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2.D.5. Modifikation von DNA

Enzymatische Restriktion

Alle Redtriktionsenzyme wurden gemdal3 den Herstellerangaben eingesetzt. In der Regdl wurden
Typ-2 Endonukleasen eingesetzt, die durch 50 mM EDTA desktiviert oder durch
Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt werden konnten. Die geschnittene DNA konnte durch

eine Agarosegel el ektrophorese analysiert werden.

Lineariserung von Plasmid-DNA fir die cRNA-Synthese

Fur eine in vitro-Transkription zur cRNA-Synthese wurden 10 pg Plasmid-DNA in enem
Redtriktionsansatz geschnitten. In der Regel wurde die Redtriktion in einem Gesamtvolumen von
100 pl durchgefihrt. Nach der Inkubation bel der dem Enzym entsprechenden Temperatur
wurde die Vollsandigkeit der Lineariserung auf einem Agarosegd Uberpriift. Anschlief3end
wurde die geschnittene DNA nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion mit Natriumazetat gefdlit.
Nach dem Trocknen wurde die DNA auf eine Endkonzentration von 1 pg/ul in DEPC-H;0
aufgenommen. Fir diein vitro-Transkription wurde 1 pg DNA pro Ansaiz eingesetzt.

Ligation von DNA durch T4-DNA-Ligase

Vor der Ligation wurden die Vektor- und die Fremd-DNA mit den passenden
Redtriktionsenzymen verdaut und durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt @.D.3.).
Nach der Falung mit Natriumazetat (3.D.3.) wurde die DNA in Wasser gdost und auf eine
Konzentration von 100 pg/ml eingestdlt. Pro Ligationsansatz wurde 0,1 pg Vektor-DNA
eingesetzt und die aguimolare Menge an Fremd-DNA zugegeben. Das Gesamtvolumen des
Ligationsansatzes sollte nicht mehr as 10 pl betragen.

Resktionsansatz: 50 mM TrisHCI, pH 7,5

7 mM MgCl,
1 mvl DTT
1 mvi RATP

0,2 Uil Ligase
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Inkubation: 12 h, 37°C
Meist wurde der Ligationsansaiz nach der Inkubation fir eine Elekirotransformeation eingesetzt

(2.8.4).

2.D.6. DNA-Analyse

Photometrische K onzentrationsbhestimmung

Zur Besimmung der DNA-Konzentration wurde die Absorption der DNA bel 260 nm
gemessen. Unter Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes lief? sich die Konzentration aus
gemessener Absorption und bekanntem Extinktionskoeffizienten berechnen, wobe die Optische
Dichte von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml entsprach. Um die Reinheit der DNA-LOsung
abschétzen zu kdnnen, wurde der Quotient aus Asgo UNd Apgy Unter Berticksichtigung der HO-
Absorption ermittelt. Ba einem Quotienten zwischen 1,6 und 2,0 betrachtete man die DNA ds
gut aufgereinigt.

Agarosegelelektrophor ese

Um die Qudlité und die Menge von DNA einschétzen zu kdnnen, wurde diese durch ein 1%iges
Agaosege in  ene Elektrophorese  aufgetrennt (Sambrook et al., 1989)..
Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht, und nach dem Abkihlen auf ca. 60°C wurde 0,1
pg/ml Ethidiumbromid zugegeben. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Auftragspuffer versetzt.
Neben den zu analysierenden Proben wurde ein DNA-Molekular-gewichtsstandard bzw. DNA.-
Mengenstandard mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte bei 6-8 VV/cm. Durch die Interkdation
des Ethidiumsbromids in die DNA konnte diese bel UV-Anregung auf einem Tranglluminator
schtbar gemacht und analysiert werden.

TAE-Puffer: 40 mM Tris-‘Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0

Auftragspuffer: 30% (v/v) Glycerin, 0,25% (w/v) Bromphenolblau

2.D.7. DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzbestimmung von DNA wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger (1977)

verwendet. Die durch den Kettenabbruch entstandenen Fragmente wurden in einem
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denaturierenden Polyacrylamidgd aufgetrennt und durch Autoradiographie schtbar gemacht. Die
Sequenzierungresktion wurde mit einem Kit-System (Sequenase-Kit) der Firma Boehringer,
Mannheim, durchgefiihrt, wobel nach Herstellerangaben verfahren wurde. Die DNA wurde vor
der Reaktion denaturiert. Unter Zugabe von 1/10 Denaturierungdoésung (2 m NaOH, 2 mM
EDTA) wurde der Ansatz 10 min be Raumtemperatur inkubiert. Anschliel}end erfolgte die
Zugabe von Ammoniumazetat in einer Endkonzentration von 2 - 25 M und von 35
Volumenenheiten 96% Ethanol. Die Probe wurde fir 30 min be Raumtemperatur
stehengelassen und anschliel}end bei 210000 © g 10 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in
70% Ethanol gewaschen, danach in HO aufgenommen und so fir die Sequenzierungsresktion
engesetzt.

Die Auftrennung der bel der Sequenzierungsresktion entstandenen Produkte erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen in einem 5%igen Polyacrylamidgd mit 7 M Harngtoff, wobe TBE-
Puffer as Elektrophoresepuffer verwendet wurde. Es wurde en Kelgd (0,1-0,4 mm Dicke)
gegossen, welches durch die Trennung im Feldstérkegradienten (Ansorge und Labeit, 1984) die
Dargdlung im hochmolekularen Trennbereich und zur Stauchung kurzer Abbruchprodukte
verbessarte. Vor der Herstdlung des Gels wurde die Ohrenplatte mit 10 ml Bindeslanldsung
behanddt, was ein besseres Anhaften des polymeriserten Gels gewdhrlesten sollte. Die
Thermoplatte wurde mit Acrylease™ behandelt. Die Polymerisation der Acryamid/Bisacrylamid-
Lésung wurde durch Zugabe von 0,001% (v/iv) TEMED und 0,06% (w/v) APS gestartet und
war nach ca. 30 min abgeschlossen. Die Elektrophorese erfolgte bei 55°C und zunéchst 1000 V
zum gleichmé&3gen Einlaufen der Proben. Die Spannung wurde nach 5 min auf 2000 V erhoht.
Anschliel?end wurde das Ge in 10%iger (v/iv) Essgsdure fixiert und danach bel 80-100°C
getrocknet. Die Exposition eines aufgelegten Rontgenfilms erfolgte fir 24 h.

TBE-Puffer: 90 mM Tris; 90 mM Natriumborat; 2 mM EDTA, pH 8,3

Bindesilanlésung: 0,002% (v/v) Bindeslan; 0,2% (v/v) Essigsiure in Ethanol

2.D.8. cRNA-Synthese

Zur Charakteriserung von Transportproteinen kann die DNA dieser Proteine in cRNA
umgeschrieben und im Oozytensystem exprimiert werden (2.E.). Fur die Expresson in Xenopus-



Materia und Methoden

Oozyten waren rOCT1 in den pRSSP- und rOCT2 in den pOG2-Vektor kloniert worden.
Dieser Vektor enthdt untrandatierte Regionen des Xenopus/[-Globin-Gens (Busch et al.,
1996). Zur Hergtdlung von cRNA durch die in vitro-Transkription wurde der folgende
Reaktionsansatz hergestellt und fur 2 h be 37°C inkubiert.

1-2 wg lineare Plasmid-DNA
40 mM TrigHCI, pH 7,5
jel8 mM ATP, CTPund UTP
03 mM GTP
15 mM m'G(5 )ppp(5')G
132 mM MqgCl,
5 mM DTT
05 Ulul Rnasin
5 U/ml Anorganische Pyrophosphatase
50 U RNA-Polymerase

Ba diesem Resktionsansatz wurden die  DNA-abhéngigen-RNA-Polymerasen  der
Bakteriophagen T7 oder SP6 eingesetzt. Die Polymerase wurde entsprechend dem Vektor

gewahlt, in den das zu exprimierende Protein einkloniert worden war.

2.D.9. Agarosegelelektrophorese denaturierter RNA

Um Quditd und Menge der hergestdlten cRNA abschédtzen zu konnen, wurde die cRNA
denaturiert durch Geldekirophorese nach dem ‘Glyoxdsysem’ andysert. Die Denaturierung
von RNA efolgte sandardméig mit Glyoxa und DM SO (McMaster und Carmichael, 1977,
Carmichael und McMaster, 1980). Es wurde ein 1%iges Agarosegel in Laufpuffer hergestellt,
welches 5 mM Natriumjodessigsaure enthiet. Die RNA-Probe wurde mit drel Probenvolumen
Glyoxapuffer gemischt und 1 h bei 50°C inkubiert (Griindemann und Koepsell, 1994b). Nach
Zugabe von Glyzerin und Bromphenolblau auf die Endkonzentrationen von 10% bzw. 0,5 mg/ml
wurde die RNA auf das Gl aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bel kongtant 5 V/iem in 75-
90 min. Um die Entstehung von pH-Gradienten zu vermeiden, wurde der Laufpuffer ab 10 min
nach der Probenauftragung mit einer Schlauchpumpe von der Anode zur Kathode umgewd zt.
Als Langen- und Mengengtandard diente eine RNA-Leter von GibcoBRL Life Technologies.
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Laufpuffer: 10 mM BES, 0.1 mM EDTA, pH 6,7

Glyoxalpuffer: 50 pg/ml Ethidiumbromid, 50% DM SO, 1 M Glyoxd in Laufpuffer
(frisch angesetzt)

Da Glyoxd an der Luft vollsandig oxidiert wird, mulde es vor Gebrauch mit Hilfe einer
Deioniserungssaule vorbehandelt werden. Das Glyoxa wurde so héufig Uber eine Saule (Bio-
Rad AG 501-X8) geschickt, bis der pH-Wert grof3er als 5 war. Die Lésung wurde zur Lagerung
diquotiert und eingefroren.

2.D.10. Klonierung von rOAT1

rOAT1 wurde Uber eine Polymerasekettenreaktion (PCR) aus Nierencortex-mRNA der Ratte
isoliert. Hierzu wurden Oligonukleotidsequenzen (Sehe Oligonukleotidtabelle) von  der
vedffentlichten  rOAT1-Sequenz  abgeleitet  (Sekine et al., 1997). In den
Oligonukleotidsequenzen war im ‘Forward-Primer’ eine Xhol-Schnittstele und im ‘Reverse-
Primer’ eine BamHI-Schnittstelle enthalten.

Die PCR-Bedingungen zur Amplifizierung der rOAT 1-Sequenz waren:

Zeit Temperatur | Anzahl der Zyklen
2 94°C 1
30" 9U°C
30" 50°C 10
2 68°C
30" 9U°C
30" 50°C 20
2 68°C
20" 68°C
7 68°C 1

Die PCR wurde mit der ‘Expand Long Template Amplification’-Kit von Boehringer Mannheim
durchgefuihrt. Nach der Reaktion wurde das PCR-Produkt aus dem Agarosegel extrahiert und
Uber die BamHI/Xhol-Schnittstellen in den pOG2-V ektor einkloniert (siehe Anhang).
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2.E. Messungen am Oozytensystem

2.E.1. Allgemeines

Die Xenopus-Oozyte i ds ene undifferenzierte, omnipotente Einzelzelle besonders hilfreich fur
Untersuchungen von exogenen, Oozyten-fremden Proteinen wie z. B. lonenkanden,
Membranrezeptoren oder zytoplasmatischen Enzymen. Zur Durchfihrung dieser Experimente
werden die jewelligen Boten-Ribonukleinsiuren (messenger RNA) oder die DNA in die Oozyte
mikroinjiziet Gurdon et al., 1971) und nach gewisser Zet die proteindren Produkte der
Expresson in der lebenden Zedle oder im Zelextrakt detektiert. Das Studium exogener
Proteingpezies nach Mikroinjektion von mRNA aus vidlen bisher getesteten Organismen (Lane,
1983) ermoglicht Untersuchungen Uber Regulation, Kontrolle und Charakteriserung der
Proteinbiosynthese in |ebenden Zdlen und nicht imin vitro System. Wegen der grof3en Masse
und Trandationskapazitét (Taylor, 1985; Soreq und Seidman, 1992) einer einzelnen Oozyte
erhdt man ba sparsamem MRNA Einsaz hohe Proteinausbeuten. Es gentigt ene einmalige
Injektion von weniger as 1 pg MRNA pro Oozyte, um detektierbare Proteinmengen zu erhalten.
Eine Séttigung des Trandationsapparates ist mit ca. 20 ng/Oozyte erreicht (Colman, 1984; Huez
und Marbaix, 1986). Mestens gentigen 5-10 ng, d. h., mMRNA Mengen von 100 oder 200
pg/ml werden in 50 nl dotiert. Injizierte Mengen und Trandationsantwort snd nicht unbedingt
proportiond; oft erfolgt weitere oder erhthte Trandation erst nach léngerer Zeit. Bel optimaem
MRNA Einsatiz werden ca. 10-30 Proteinmolekile pro 1 mRNA-Molekil je Stunde trandatiert
bzw. exprimiert.

Die Oozyte kann podtirandationde Modifikationen (Phosphorylierung, N-Glykosylierung,
Hydroxylierung, Azetylierung) durchfihren und befdrdet das Protein in das richtige
Kompatiment. Signdsequenzen werden abgespaten und oligomere Proteine  korrekt
zusammengesetzt (Soreq, 1985; Huez und Marbaix, 1986). Diee Eigenschaften snd
insbesondere fur die funktiondle Expresson von Membranproteinen von grofder Bedeutung
(Sgel, 1990). Gegenlber den trandatierenden zdlfréen in vitro Trandationssystemen wie
Baculo-Viren, Retikulozyten oder Lysaten aus Weizenkeimlingen besitzt das Oozyten-System
quantitetive Vorteile, indem Oozyten unter Umstanden Uber vide Stunden hinweg ene injizierte
MRNA trandatieren konnen, sofern das synthetiserte Protein mit der Physiologie der Oozyte
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kompatibe ist (Colman, 1984; Huez und Marbaix, 1986). Die Syntheserate ist in manchen
zdIfreien Systemen zwar bis zu 10fach hoher, jedoch sind diese Systeme oft nach 60 Minuten
erschopft. Der Umgang mit Oozyten erfordert im Gegensatz zur Zdlkultur keine strikt sterilen
Bedingungen. Die Prgparation, Lagerung und Handhabung ist wegen der Grole der Zelen
unproblematisch. Hinzu kommen eindeutige quditative Vortele. Es konnen mehrere Elektroden
oder Mikrokepillaren gleichzetig appliziet werden, um dSmultan die verschiedenen
elektrophysiologischen Parameter (Eqn, Ry, Cr) oder lonenfliisse zu messen oder Injektate wie
Second Messenger (Ca*, InsPs, CAMP, cGMP), cDNA oder mRNA verabreichen zu kénnen.
Damit lassen sch zusitzlich biochemische Vorgange wie Bindungsstudien mit anschlief3ender
morphologischer Charakteriserung des zdluldren Status studieren. Das Trandationssystem
Oozyte kann gleichzatig s in vivo System zur Charakteriserung und fir Topologiestudien der
trandatierten Proteine verwendet werden: 1) lonenkandle, Rezeptoren oder Transportproteine
konnen exprimiert und ihre Funktion mittels Mikroelektroden oder ,Patch-Clamp, - Pipetten
andysert werden (Goldin, 1991). 2) Ligandenbindung kingtlich in die Oozyte eingebrachter
Rezeptoren kann in vivo dudiert und die Effekte verschiedener Liganden auf das System
gemessen werden. 3) Das exprimierte Protein kann prdpariert werden und dessen
Charakteriserung  biochemisch  efolgen (Soreq, 1985). Man mul3 dlerdings auch
berlicksichtigen, dal3 der Experimentator relativ lange (mind. 2 Tage) warten mul3 bis die
injizierte mRNA in das Fremdprotein trandatiert it und dies in das Oolemma eingebaut worden
is. Die zdlulé&re Antwort steigt meist langsam, aber stetig Uber ca. 0,5-2 Wochen, bis zur
Erschopfung der maternalen trandationalen Kapazitét oder bedingt die Deaktivierung der mRNA
durch endogene Enzyme (RNasen). Die Oozyten haben natiirlich nur begrenzte Ressourcen an
rauhem endoplasmatischem Retikulum und freien Ribosomen. Deshab werden enige mRNA-
Spezies nur limitiert prozessert oder bleiben as Enklave im Zytoplasma separiert. Aul¥erdem hat
die Oozyte eine hohe endogene Trandationsakivitét, d. h. die injizierten Bauplane konkurrieren
mit denen der Oozyte Huez und Marbaix, 1986), wobe die funktionelle Expresson von
Fremdproteinen erst durch endogene Proteine moglich wird. Darlber hinaus konnen
jahreszatliche Rhythmik oder Variationen innerhab der Welbchen aus Laborzuchten oder
Wildféngen die Konditionierung der Oozytenpopulation erschweren. Experimentele Befunde
deuten darauf hin, da3 sch die Qudité der Vesuchszdlen wéhrend unterschiedlicher
Jahreszeiten verandert (Dascal, 1987), was sch folgendermal3en ausdriickt: 1. Die Rate der
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Expresson exogener Proteine is oft vermindert. 2. Die Rate der Endozytose von
Nahrsubstanzen ist reduziert. 3. Die Lebensféhigkeit der Oozyten it mit 1-2 Tagen relativ kurz,
verbunden mit morphologischen Verdnderungen, was oft eine eingeschrankte Verflgbarkeit fir
Langzeitexperimente bedeutet. 4. Werte fir dektrophysiologische Parameter wie das

Membranpotential und der Membranwiderstand sind verandert.

2.E.2. Oozyten-Kulturmedien

Als Standardlésung diente eine Oozyten-Ringer-Losung (ORY), die je nach Bedarf modifiziert
wurde. Die Ldsungen wurden auf einen pH von 7.4 eingestdlt. Bei mehr ds einer Oozyte pro mi
Medium ig es ratsam, Bakterienwachsum mit einem Antibiotikum (Penicillin, Streptomycin,
Gentamycin) vorzubeugen - sofern es die Funktion des zu untersuchenden Proteins nicht
unguingtig beanflu® (Okamoto und Sumikawa, 1991). KulORi und GentORi wurden bel 18-
19°C gelagert. Da die gddsten Antibiotika be dieser Temperatur nach einigen Tagen ihre
Wirksamkeit verlieren (Lindl und Bauer, 1987), mul¥en diese Medien wochentlich frisch

angesetzt werden. ORI wurde durch Verdinnen ener autoklavieten 10 ©~ Stammlésung

bereitgestelt.
NaCl KCl CaCl, MgChb MOPS TMACI
ORI 110 3 2 1 5 -
Ca*-frder ORI 110 3 - 1 5 -
K-ORi - 100 2 1 5 -
TMA-ORi - 3 2 1 5 110

GentORi wurde zusétzlich mit 50 mg/l Gentamycin und
KUulORi mit 20 mg/l Penicillin und 25 mg/l Streptomycin versetzt.

Tab.2.E.2. Oozyten-Standardmedien, Angaben in mM
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2.E.3. Haltung und Krankheiten von Xenopus laevis

Haltung von Xenopus laevis
Nach dem herkdmmlichen Klassfikatiionsschema I3 sch Xenopus laevis folgendermal3en

enordnen;

Klasse Amphibia
Ordnung: Anura
Unterordnung: Archaeobatrachia
Superfamilie Fipoidea
Familie Pipidee
Unterfamilie: Xenopodinae
Gattung: Xenopus (eigentliche Kralenfrosche)
Art: Xenopus laevis

Xenopus laevis - Weibchen mit einer Lange von 10-11 cm wurden von H. Kahler, Hamburg,
bezogen. Maxima 25 Frosche belegten ein 150 | Kungstoffbecken, in dem ene standig
betriebene Aquarienpumpe das Wasser filterte und beliftete. Die Wassertemperatur wurde
durch Raumluft und Regulation des permanent zufliel}enden Letungsvassers zwischen 16°C und
20°C gehdten. Mit Zeitschatuhren und Uber den Becken angebrachten 25-W-Glhbirnen wurde
eine kongtante Tagedange von 6-18 Uhr vorgegeben. Langshalbierte Tonrohren oder Tonplatten
dienten ds Vedeck fur die Tiere Die Frosche wurden zweima wochentlich mit
Rinderherzatiickchen geflttert, die mit 10 Tropfen Vitaminen (Merck Multibionta) betréufelt
worden waren. Um die Gefahr von Infektionslibertragung von einem Becken in ein anderes zu

minimieren, war jedes Becken mit einem eigenen Késcher ausgedtattet.
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Abb.2.E.3. Weiblicher Xenopus laevis

Krankheiten

Die am haufigsten beschriebene Infektionskrankheit bei Amphibien ist die sogenannte ‘red-leg-
diseas2 . Die fur diese Krankheit charakteristische Rotfarbung der Haut erscheint bei X. laevis
vorwiegend auf der Untersaite des Rumpfes und weniger ausgepragt an den Hinterbeinen. Als
Ursache kommt eine Infektion mit Aeromonas hydrophila in Betracht (Hubbard, 1981), wobel
in der Regd noch zusizliche Faktoren den Ausbruch der Krankhet unterstitzen:
Infektionsdruck durch Viren, Erndhrungsmangd, andere Bakterien, Paradten oder widrige
Umgebungsbedingungen (National Research Council, 1974; Stephens et al., 1987). Bem
Auftreten dieser Krankheit muissen die erkrankten Tiere sofort isoliert und die Becken desinfiziert
werden. Als Behandlungsversuch werden AntibiotikaGaben in das Wasser (Elkan, 1976;
Jaeger, 1988) oder Tetrazyklin-Bader (100-125 mg Tetrazyklin pro Liter Wasser; taglich frisch
Uber 5 Tage) vorgeschlagen.
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Eine Paraditose, die trotz guter Hygienemalinahmen in unserer Tierhdtung in enem Zetraum von
dre Jahren viermd auftrat und auch zu hochgradigen Hautveranderungen geftihrt hat, war die
flaky' bzw. ,grey skin disease’, die haufig ds Mycose verkannt wird. Hierbel wird die Haut
ventra auch rotlich-braun (ghnlich wie bei der ,red-leg-disease’), dorsal jedoch grau und rauh.
Ba dieser Krankheit handelte es sch wahrscheinlich um Hautparaditen, bei denen Nematoden
(Capillaria xenopodis) die haufigsen Vertreter snd (Wade, 1982; Cohen et al., 1984,
Sephens et al., 1987; Wu und Gerhart, 1991; Brayton, 1992, Ruble et al., 1995). Die starke
Perforation und Unterminierung der Haut (,kutane Capillariass) stelen fir bakterielle Erreger
(,red-leg-disease,) Infektionspforten dar (Stephens et al., 1987; Ruble et al., 1995) und snd
héufig Ursachen fir mangehafte Oozytenbildung und Tod (Brayton, 1992). Mit dreimdiger
Levamisol-Behandlung (12 mg/l Wasser im Abstand von 3 Tagen) wurden die Erreger
regemaldig und dauerhaft diminiert, wenn das Krankheitshild bei den Tieren noch nicht zu welt

fortgeschritten war.

2.E.4. Entnahme und Pré&paration von Oozyten

Gewinnung von Oozyten

Das Ovar.

Der paarige Eierstock von Xenopus laevis besteht aus bis zu 16 sackformigen Mesovarien oder
Loben, die vom aul3eren Ovarepithd begrenzt werden und Mdanozyten enthaten. Das ovaride
Gewebe beherbergt die oozytéren Stadien 1-VI (Dumont, 1972), die vom Follikelepithd, der
bindegewebigen Theka mit Fibroblasten und Blutkapillaren, und dem einschichtigen inneren
Ovaepithe umgeben snd. Das paarige symmetrische Ovarium enes adulten Weibchens im
optimaen Futterungszustand mit enem Gewicht von ca
150 g und einer Kopf-Stel3-Lange von ca 13 cm enthdt anndhernd 30.000 Oozyten der
verschiedenen Entwicklunsstadien. Nach Organentnahme schlief3en sich die Mesovarien wieder,
S0 dal3 der Eierstock wieder eine weitgehend unversehrte Einheit bilden und teilweise sukzessive

regenerieren kann.
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L aparotomie

Zur kurzzeitigen Betdubung wurde Xenopus laevis in 18-20°C temperiertes MS 222 (3-
Aminobenzoesdure Ethylester Methansulfonat, = Tricain), 0.1-0.15 % in Leitungswasser, pH
7.2) fur 5-10 Minuten gesetzt. Tricain ist ein Narkotikum fir Katbltter und wird von Amphibien
Uber die Haut resorbiert. Die Analgesie hdt fir 20-60 Minuten an Kaplan, 1969; Bonath,
1977). Sobad das Tier ruhig gestellt war, wurde es auf den Riicken gedreht, das Aussetzen des
respiratorischen Schluckreflexes durch Berlihren der Kehlregion gepriift und mit Eis bedeckt.
Das betdubte Tier wurde nun in Rickenlage in eine Operaionsschde gelegt und nun die
Bauchhaut im Ared des spderen Schnittes durch mehrmaiges trocknendes Auflegen enes
Tupfers von der Schleimschicht befreit.

Die Organentnahme sollte im caudden Abdominabereich erfolgen, um den zentra im Tier
liegenden Ovariastamm zu schonen. Songt besteht die Gefahr, dal3 zuerst proximale Mesovarien
entnommen und dadurch caudale Loben von der Blutversorgung abgeschnitten werden. Es
empfiehlt sich, vorerst die eine Hdfte des paarigen Ovars sukzessive bis zum ovariden Stamm zu
entnehmen und spéter die andere Halfte zu biopsieren. Die Laparotomie sollte niemas exakt
media vorgenommen werden, da diese die periphere Abdomindarterie zerstdren konnte, was
den Verlust des Tieres bedeuten konnte.

Die abgetrocknete Lederhaut wurde mit trockenen Fingerspitzen oder Filterpapier gefald und
sofort mit feiner Schere in den gebildeten Wulst geschnitten. Es resultierte eine in
Korperlangsachse gerichtete operative Offnung von maxima 7-10 mm Lange. Anschliel}end
wurde das Peritoneum mit ener spitzen, an Ende abgewinkelten Pinzette freigelegt und man
machte enen gleich langen Schnitt, wobel Haut und Muskdschicht vom darunter liegenden
Verdauungdrakt abgehoben wurden. Alle Gerdischaften wurden vor dem Eingriff mit 70%
Ethanol desinfiziert.
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Entnahme der Mesovarien

Nach Penetration der Bauchhaut wurde vorsichtig mit einer spitzen Pinzette das Ovar zwischen
den abdominaen Organen (Darmschlingen, Leber, Fettkorper und Ovidukt) gesucht und durch
die operative Offnung gezogen. Das gewiinschte Stiick Mesovar wurde mit einer feinen Schere
abgetrennt und in KulORi zwischengdagert., ohne dal3 Gewebe an der Oberfléche schwimmt.
Das nicht benttigte Ovar wurde wieder in den abdominden Raum zuriick gppliziert. Als
Nahtmaterial wurde dinne, gezwirnte Seide verwendet, die in ene gebogene Wundnadd im
Naddhdter eingefuhrt wurde. Zum Verschliel}en der Wunde wurden die Oberhaut und das
Peritoneum mit grober abgewinkelter Pinzette gemeinsam gefald und maglichst welt von den
abdominaen Organen abgehoben. Mit kleiner Wundnadel wurde nun direkt senkrecht neben der
Finzette eingestochen und die gegentiberliegende Saite in der umgekehrten Rethenfolge perforiert.
Diesdlbe Manipulation wurde mindestens noch zwema im 2-3 mm Abstand daneben
durchgefiihrt. Es wurden zuerst dle Faden durch die Gewebeschichten gezogen, um se danach
mit einigen Doppelknoten per Hand vorschtig und langsam, jedoch fest zusammenzuziehen.

Postoper ative Ver sorgung

Das Tier wurde nach Wundverschluf? grindlich mit Leitungswasser abgespiilt und in eine Schde
gesetzt, deren Boden maxima nur 1 cm hoch mit Wasser bedeckt sein durfte. Der Kopf des
Tieres darf nicht unter Wasser tauchen, damit es nicht ersticken kann. Um Austrocknung zu
vermeiden, wurde der Ricken des Tieres dle 5 Minuten mit Wasser benetzt, bis der
Schluckreflex wieder eingesetzt hatte und Xenopus laevis kréftige Schwimmbewegungen zeigte.
Nachdem das Tier vollkommen aus der Narkose erwacht war, wurde es einen Tag in en
dunkles 5 Liter Einzelbecken gegeben, das 15 cm hoch eine Lésung aus 05 g/l Meersaz
(Fachhandd fir Aquarigtik) mit einer Spatel spitze Streptomycin enthiet. Nach 2 Wochen hatte
Schin der Regd ein Wundverschlul aus granuliertem Gewebe gebildet. Biopsien am salben Tier
sollten nicht in kirzeren Absténden ds 3-4 Wochen efolgen. Dabel sollten die Narben oder
Stichkande friherer Eingriffe umgangen werden.
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Prapar ation von Oozyten

Die entnommenen Ovarlappen wurden mit 2 Pinzetten in kleinere Stiicke zerzupft, in einer Schae
mit ORI gewaschen und anschlief3end in 10 ml KulORi, versetzt mit 1 mg/ml Kollagenase (1200
U/mg), 12 Stunden be 18 °C inkubiert. Zur Aufbewahrung der Oozyten dienten
Gewebekulturschaden aus Polystyrol mit Deckel (Falcon 3802 Primaria, 60 © 50 mm; Becton
Dickinson). Die Schachen mufden jedoch fabrikatbedingt mit Oozytenhomogenat , gefettet’
werden, um en Aufkleben der Oozyten zu verhindern. Dazu wurden die be -20 °C
gesammelten, aufgetauten Reste von Oozytenprdparationen mit enem Potter-Elvehjem-
Homogenisator zerkleinert und mit Wasser verdiinnt. Die Schalen wurden mit dem Homogenat
ausgeschwenkt und anschlief3end grindlich mit Wasser ausgesplilt. Auf die gleiche Weise wurden
die fUr den Transfer von Oozyten verwendeten Glaspipetten behanddt. Bei den Glaspipetten
handelte es sich um Pasteurpipetten, deren Spitze so abgeschnitten war, dal3 der Durchmesser
af 15 mm ewetet war. Zur Defdllikulierung wurden die Oozyten nach der Kollagenase-
behandlung 5 min mit Caf*-freiem ORI gewaschen und anschlieRend ihrem Stadium und ihrer
Gite entsprechend sorgféltig aussortiert. Fir Trangportmessungen sollten nur  vollsténdig
defollikuliete Oozyten des Stadium V ausgesucht werden. Diese zeigten bel saitlicher
Betrachtung eine glanzende Oberfl&che. Zur Begutachtung der Zdlen wurde ein Zoom-Stereo-
Préparationsmikroskop verwendet, wobel die Beeuchtung durch eine 150 W Kaltlichtquelle mit

2-armigem Lichtleiter gewdhrlestet wurde.

2.E.5. Lagerung und Umgang mit Oozyten

Die Oozyten-Stadien I-1V

Um eine korrekte Selektion und Handhabung der fir Versuchszwecke benttigten Oozyten zu
gewdahrlagen, ist es unumganglich, die verschiedenen Oozytengtadien eingehend kennenzulernen
und die im Eierstock auftretenden Zdltypen genau bestimmen zu kénnen. Prophase-| Oozyte von
Xenopus laevis werden in sechs Stadien gema3 Dumont (1972) eingetellt.

Stadium I: 50-300 um grof¥e, pré-vitelogenetische Oozyte mit trangparentem Zytoplasma und
sehr grolem Zdlkern.
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Stadium |1: 300-450 um grol3e Oozyte, das Zytoplasma ist weildich schimmernd; die FHéche
der Zytoplasmamembran (= Oolemma) vergrol¥ert sich durch Mikrovilli; pardld zur endogenen
Proteinbiosynthese beginnt die Einlagerung von Reservesubstanzen in Form der Dotterbildung
(Vitelogenese).

Stadium 111: 450-600 um grof3e, vitellogenetische Oozyte; durch Pigmentierung braun-schwarz
geférbtes Zytoplasma (Cortex); primordiaer, homogen verteilter Protein- und Lipoid-Dotter; der
Zdlkern hat eine gefatete Hiille und enthdt Chromosomen im Lampenbirstenstadium; erhthte
Aufnahme von Vitdlogenin und anderen Nahrstoffen erfolgt durch Pinozytose und membranédre
Trangporter; cortikae Veske bilden sch; dieca 1 uM dicke, fir dle essentiellen Néhrsubstrate
penetrable Vitdlinhille wird as Exoskelett dieser Riesenzelle aufgel agert.

Stadium 1V: 600-1000 um grof3e, vitelogenetische Oozyte mit optischer Polariserung in eine
animale (zytoplasma- und ribosomenreiche, leichte) und vegetae (hauptsichlich dotterhatige und
dadurch schwerere) Héfte, besonders hervorgehoben durch die homogene schwarz-braune
Pigmentierung der animaen Hemisphére; erhthte Dotterbildung.

Stadium V: 1000-1200 um grol3e, vitellogenetische Oozyte; cortikae Veskd akkumulieren am
Oolemma; der Zdlkern enthdt grofe vakuoliserte Nukleoli und wandert in die animde
Hemisphére en; bis zu 15 uM grole Dotterorgandlen sammeln sich vermehrt in der vegetden
(vegetativen) Hemisphére, die Vitelogenese ist weitgehend abgeschlossen. Der Durchmesser
betragt 1.2-1.3 mm, das Volumen variiert von 0.9-1.2 pl.

Beim Audesen der Oozyten sollte man sich auf die folgenden Kriterien konzentrieren:

a) Das Pigment ist am animaen Pol homogen vertelt und verleht der Oberfléche en samtiges
Aussshen. Im Mittd groféere, locker hellbraun ausgefarbte Oozyten sind oft weniger stabil
und hdtbar ds kleinere dicht schwarz-pigmentierte. Der Grad der Pigmentierung einer
Oozytenpopulation ist nicht immer proportiona zur Pigmentierung des Donor-Tieres. Oozyten
mit hellen FHecken oder Pigmentkonzentrationen sollten verworfen werden.

b) Die vegetde, primé dotterhdtige Hemisphére kann in ihrer Farbgebung von well3 Gber grau
zu gdblich bis griinlich variieren und hat auf die Giite der Oozyten keinen Einfluf,
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c) Die Oozyte daf sich nicht aus der durch zu harte Manipulation eventudl aufgerissenen
Vitdlinhlle hervorwdlben.

d) Alternde, degenerierende Oozyten im Stadium V erscheinen leicht geschwollen, haben eine
weichere Kongstenz und einen geringen Turgor. Ihre Pigmentierung verandert sich; die
Oozyte erscheint nun graulich-braun.

€) Ein einzener unscharf begrenzter runder Fleck auf der animaden Hemisphére deutet auf
unphysiologische pseudo-meictische Vorgange hin, die unterschiedliche Ursachen haben:
Grole Temperaturschwankungen, Schédigungen der Membran durch die Kollagenase-
Behandlung, proteolytische Enzyme der Kollagenase-Charge oder eine Abhangigkeit von der
jahreszetlichen Rhythmik kénnen ene Veranderung der oozytdren Homdostase bewirken.
Diese Oozyten beginnen nach einer Stunde abzusterben.

Stadium VI: 1200-1300 pum grof}e, pod-vitelogenetische Oozyte, zeigt aquatoride
Figmentringe; die Mikrovilli nehmen an Zahl und Grol%e ab; die Oozyte 16 ihre Nexi (Gap
Junction) und Desmosomen (Zonula adherens) zum Follikelepithel und zeigt verminderte Aktivitét
membranarer Trangportsysteme, was durch erhthte Endozytose von Oozytenmembran bedingt
ist. Das typische Stadium V1 tritt relativ selten auf.

l‘l&l@ o)) ﬁ‘x‘_“"‘_
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Abb.2.E.5. Xenopus-Oozyten des Stadiums V.
2.E.6. Mikroinjektion in Oozyten

51



Materia und Methoden

Die zu injizierenden Oozyten wurden innerhdb ener Sylgard-Rille aufgereiht. Die Injektion
erfolgte mit Glaskapillaren aus Borodlikat (Hildenberg, Masfeld; Durchmesser: innen: 0.5 mm;
au3en: 1.0 mm), die in einer Glihwendd fein ausgezogen worden waren. Zum Ansaugen und
Herausdriicken von Probeldsungen diente eine Mikroinjektionspumpe der Firma Drummond.
Eine Kapillare wurde luftblasenfrel mit Mineradl (Sgma 400-5 heavy white ail, d = 0.88 g/ml)
gefullt und in eine mit einem Manipulator versehene Mikropumpe eingespannt. Mit einer Pinzette
wurde die noch verschmol zene Spitze der Injektionskapillare vorsichtig abgebrochen, so dal? das
Ol ausgepumpt und das gewiinschte RNA-V olumen aufgesogen werden konnte. Das Aufsaugen
der RNA in die Injektionskapillare fand unter enem derilen Minerddlfilm datt, um die
Aufkonzentrierung der RNA durch Verdunstung oder deren Degradation durch Kontaminationen
zu verhindern. Die Injektionskantle wurde im Winkel von 90° auf die Oberfléche der Oozyte
aufgesetzt und mit leichtem Druck in die Oozyte eingestochen. Die Spitze sollte nicht tiefer ds
100-200 UM in das Zytoplasma eingebracht werden. Das Volumen der Injektate Uberschritt nie
50 nl (etwa 5% des Oozytenvolumens von ca. 0.9 pul). Die Injektionskapillare wurde nach
Applikation des gewtinschten Volumens fir 5-10 Sekunden in der Oozyte belassen, damit &n
Druckausgleich gtattfinden und kein Injektat entlang des offenen Stichkanas audaufen konnte.
Eine zusdtzliche Ma¥ahme zur Verhinderung des Audaufens war das ,Vorschrumpfen' der
Oozyten fur mindestens 10 Minuten vor der Injektion in KulORi mit 130 statt 100 mM NaCl,
aso in hypertonischer Losung. Oozyten, die nach dem Herausziehen der Kapillare eine grofere
Menge Dotter und damit eventudl einen Tel der Injektionddsung verloren haben konnten,
wurden ausgesondert.

Injizierte Oozyten wurden in den 3 Tagen bis zur Messung der Substrataufnahme aowechsaind in
KUulORi und GentORi be 18°C aufbewahrt. Verletzte, akut verdnderte oder spéter stark
gechédigte Zdlen wurden verworfen. Pigmentverschiebungen zeigen nicht unbedingt die
Degeneration der Oozyte an, sondern wurden héaufig auch be efolgreicher Expresson
beobachtet.
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2.E.7. Transportmessungen an Oozyten

Die Trangportmessungen von radioaktiv markierten Substanzen wurden an Xenopus laevis
Oozyten mit der sog. ‘ Tracer Flux-Methode' durchgefihrt. Hierbel wurde die Transportrate von
Subsiraten tber die Oozytenmembran ins Zytosol bestimmit.

2.E.7.a. Bestimmung der Substrataufnahme

Mit Oozytenhomogena behandelte Becher aus Polystyrol wurden mit 200 pl Substratl6sung
beflillt. Die Oozyten wurden nach ihrer Lagerung zweima in ORI gewaschen bevor diese zur
Messung eingesetzt wurden. In der Regdl wurden 8-10 Oozyten in einem Ansatz gemessen, um
datistische Berechnungen durchfihren zu konnen. Nach der Zugabe der Oozyten in die
Subdtratl 6sung wurde der Ansatz leicht gemischt und bel 22°C meigtens 1 h lang inkubiert. Um
die Subgtrataufnahme nach diesem Zeitraum zu stoppen, wurde 1 ml eiskater ORI zugegeben.
Die Oozyten wurden nun viermd in je 15 ml eskatem ORi gewaschen und dann enzeln in 6 ml
Zahirohrchen Uberfihrt. Um die Oozytenmembran aufzulésen, wurden 100 pl 5%ige SDS
Lésung zu den Oozyten pipettiert. Die Rohrchen wurden 30-45 min auf einen Schiittler gestelIt
bis dsch die Oozyten vollgandig aufgdés haten. Die Lysate wurden mit 2 ml
Szintillationscocktall vermischt und in einem Hussgszintillationszahler mit Lumineszenzkorrektur
und externem Standard fur die Quenchkorrektur ausgewertet. Jedes Rohrchen wurde 5 min
auggezahlt. Um nach dem Eintropfen der Oozyten die Substratkonzentration zu bestimmen,
wurden 2~ 10 pl Lésung aus dem Resktionsansatiz entnommen, mit 100 pl 5% SDS-L6sung
versetzt und entsprechend im Zahler ausgewertet. Diese Werte wurden dann bel der Berechnung
der Transportraten mit einbezogen.

p-Aminohippurat (PAH)-Aufnahme: Die Oozyten wurden vor der Messung fur 4h mit 2 mM
a-Ketoglutarat (AKG) bel 19°C vorinkubiert und anschlief3end bei 0°C mit Ori gewaschen. Die
Aufnahme von [“*C]JPAH wurde bel 1 h Inkubation bei 19°C gemessen. Zur Bestimmung der
hemmbaren Aufnahme wurden 2 mM Probenecid verwendet.
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trans-Stimulations-Messungen: Um die trans-Stimulation der Kationen-Aufnahme zu
messen, wurden die Oozyten entweder durch Vorinkubation oder durch Préainjektion mit der
gewinschten Substanz vorbeladen. Die Vorinkubation efolgte fur 12 h be 19°C. Die
Préinjektion wurde mit 50 nl einer 10fach konzentrierten organischen KationenlGsung gemacht.
Mit beiden Vorbeadungsprotokollen wurden die gleichen Ergebnisse erzidt. Nach dem
Vorbeaden wurden die Oozyten in eiskatemn ORI oder K-ORi gewaschen und anschlief3end in
die Resktiond6sung tberfihrt. Die Messung erfolgte fir 5 min bei 19°C und wurde bei 0°C
gestoppt.

2.E.7.b. K_-Wert-Bestimmungen

Bei der Bestimmung der konzentrati onsabhangigen Substrataufnahme wurden Verdinnungsreihen
des untersuchten Substrates gemacht und die Radioaktivitét so vertellt, dal3 pro Ansatz zwischen
10000 und 20000 cpm im Uberstand gezahlt wurden. Im Falle von rOCT1 und rOCT2 wurde
be K.-Wert-Bestimmungen immer 1 h lang die Subgrataufnahme gemessen. Pardld zu jeder
Subgtratkonzentration wurden die entsprechenden Ansétze mit einen hochaffinen Inhibitor des
untersuchten Transports angesetzt und ausgezéhlt. AulRerdem wurde zur Bestimmung des
Hintergrunds, aso der unspezifischen Subdrataufnahme (z. B. durch Diffuson), die Messung
auch an HyO-injizieten Oozyten durchgefihrt. Die Trangportraten wurden nach ihrer
Berechnung gegen die Substratkonzentrationen graphisch aufgetragen und nach der Michadis-
Menten-Gleichung mathematisch angepald.

2.E.7.c. IC,-Wert-Bestimmungen

Ba den ICs-Wert-Bestimmungen wurde bea konganter Subgtratkonzentration die
Inhibitorkonzentration veréndert. Im Fall von rOCT1 und rOCT2 wurde der [Cso-Wert immer
gegen 10 uM TEA ds Endkonzentration im Ansatz ermittelt. Vor der Messung wurde, von ener
Stamml6sung ausgehend, eine Verdiinnungreihe der HemmstofflGsung hergestdlt. Die Inhibitoren
waren nie radioaktiv markiert, sondern immer nur TEA. Zur Bestimmung der maximaen
Aufnahme (vo-Wert) diente ein TEA-Ansatiz ohne Zugabe eines Hemmgtoffes. Dieser vo-Wert
wurde immer doppelt bestimmt, da er as Richtgrof3e zur Berechnung des | Cso-Werts diente.
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2.E.7.d. Efflux-Messungen

Bei den Efflux-Messungen wurden die Oozyten auf Eis mit 50 nl einer wal¥igen Lésung von 0,1
pmol [*H]1-Methyl-4-phenylpyridiunium (MPP) injiziert. AnschlieRend wurden die Oozyten
viermd mit 20 ml Ori auf Eis gewaschen und dann in die Mef3geféd3e Uberflhrt, die entweder nur
Puffer (Na'- oder K*- ORi) oder organische Kationen fir trans-Stimulaionsversuche enthielten.

Dieinitiden Efflux-Raten wurden zwischen 10 sec und 70 sec | nkubationsdauer errechnet.

2.E.8. Elektrophysiologie

Die Strom-Spannungskurven einzelner Oozyten wurden mit Hilfe der Zwei-Mikroe ektroden-
Spannungsklemme  aufgenommen. Das Prinzip und die Details der Mef2anordnung wurden
audfuihrlich beschrieben (Busch et al. 1996; Nagel et al., 1997). Die Messungen wurden 3-8
Tage nach der cRNA-Injektion bel Raumtemperatur durchgefihrt. Eine Oozyte wurde in ene
Durchfluf¥&ammer gelegt und permanent mit ORI bzw. Subdirat in ORI umsplilt (1-2 ml/min). Die
Zdle wurde mit zwe fein ausgezogenen, mit 3 M KCl geflllten Glaskapillaren angestochen
(Spannungs- bzw. Stromelektrode). Bel der Bestimmung der Potentia abhangigkeit des rOCT2-
vermittelten Transports (3.E.) wurde das Membranpotentia durch einen Regelkreis auf 0 mV, -
50 mV und -60 mV geklemmt und der durch Cholin-induzierte konzentrationsabhdngige Strom
gemessen. Ein angeschlossener Schreiber protokollierte Membranpotential und Strom.

Bel der Bestimmung des Membranpotentials von rOCT2-exprimierenden Oozyten (3.H.1.), die
mit verschiedenen Kationen 12 h vorinkubiert worden waren, wurde das extrazelulédre Na'
gegen die &guimolare Konzentration an K im ORi-Puffer ausgetauscht. Die DurchfluRrate der
Superfusion betrug 20 ml/min und der komplette Austauisch der Badlsung erfolgte innerhalb von
10s.

Bei der Bestimmung der pH-Abhéangigkeit (7.A.) wurde das Membranpotentid zunéachst durch
einen Regdkreis auf -60 mV geklemmt. Sobald der Uber eine Badeektrode gemessene Strom
kongtant war, wurden Strom-Spannungskurven bel verscheidenen pH-Werten der Badldsung
aufgenommen. Dabe ezeugte im Absand von 2 s en im Regdkres integrierter,
computergesteuerter Verstérker einen rechteckigen 200-ms- Spannungsmpuls. In einem Bereich
von -150 mV bis+30 mV wurde das Potentia bei jedem Impuls um 10 mV erhéht.

Die Grofée der durch die Kationen induzierten Strome bzw. der Potentia verschiebungen variierte
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abhéngig von Zetraum nach der cRNA-Injektion und in verschiedenen Oozytenprdparationen.
Deswegen wurden vergleichende dektrophysiologische Messungen an Oozyten aus einer

Prgparation am gleichen Tag vorgenommen.

2.E.9. Datenauswertung

Bei den Transportmessungen mit radioaktiv markierten Substraten und e ektrophysiologischen
Messungen wurden die Mittelwerte mit den mittleren Standardabweichungen (SE.M.) ermittelt.
Die Mittelwerte wurden entweder aus 8-10 Oozyten (radioaktive Messungen) oder aus 5-6
Oozyten (elektrophysiologische Messungen) errechnet. Die apparenten K- und Vyu-Werte
wurden nach der Michadis-Menten-Gleichung [y = Vinax [S] / (K + [S])] bestimmt, nachdem
die Aufnahme in Gegenwart von verschiedenen Substratkonzentrationen ermittelt worden war.
Zu Kdkulation der 1Cso-Werte, wurden den Daten der Hill-Gleichung fir eine ‘multiste
Inhibition angepad. Die Geraden, die zur Bestimmung des Hemmtyps im Eadie-Hofstee-Plot
zusehen sind, wurden nach der linearen Regression berechnet.

Sgnifikanz. Wenn sch die Standardfehler (SE.M.) Uberlappten, dann waren zwei Mittelwerte
nicht ggnifikant unterschiedlich. Be der Bestimmung der Signifikanz wurde diese mit dem
Zweigtichproben-t-Test flr unabhéngige Zufdlsstichproben (ein- oder zweisatige Fragestellung,
Irrtumswahrscheinlichkeit a £ 0,05) Uberprift (Sachs, 1992).
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3. Ergebnisse

3.A. Klonierung von rOCT2

Eine cDNA-Bibliothek aus Rattenniere wurde mit einer DNA-Sonde von rOCT1 durchsucht.
Hierbei wurde ein Klon isoliert, der anschliel3end mit sequenzspezifischen Oligonukleotiden
(2.A.9.) vollsténdig sequenziert wurde. Dieser neue, bis dahin nicht in 6ffentlichen Datenbanken
zu findende Transporter wurde der zwelte organische Kationentransporter aus der Ratte,
rOCT2, genannt. Die Sequenz wurde an die Genbank unter dem Eintrag X 98334 weitergegeben
(Busch et al., 1996b).

rOCT2 begteht aus 593 Aminosduren und besitzt 12 putative Transmembrandoméanen. Das
Protein bedtzt zwolf der in der OCT-Familie konsarvierten Cysteine und zwel konservierte
mutmaldiche N-Glykosylierungsstdlen, die in der grol¥en extrazeluléren Schleife zwischen der
erden und zweten Transmembrandoméane liegen. Die intrazdlul&e Schleife zwischen der
sechgten und siebten Transmembrandoméne besitzt eine konservierte Konsensussequenz fur
Proteinkinase C (PKC) und eine nicht konservierte an der Postion Ser-553. Ebenfdls finden
sch in dieser Schleife konservierte Motive fir Caseinkinase |1 (CK 1) am Ser-334 und fir
Proteinkinase A (PKA) am Thr-348. Die letztere befindet sich jedoch schon am Ubergang von
der Schleife zum Beginn der sebten Transmembrandomane. Neben der bereits erwdhnten CK
I1-Sequenz gibt es noch finf weitere. Die Podtion am Thr-525 am Carboxyl-Ende scheint
ebenfdls in der OCT-Familie hoch konsarviert zu sein. In Tab.3.A. snd in eénem Vergleich die
wichtigsten Strukturmotive von rOCT1 und rOCT2 noch eénma zusammengefaly.

rOCT1 und rOCT2 bestzen ene 69%ige ldentitd und 77%ige Ahnlichkeit in der
Aminosiuresequenz. In Abb.3.A. i der Vergleich der Aminosauresequenzen dargestdlit. Die
meisten der oben fir rOCT2 beschriebenen Sequenzmotive sind auch in der rOCT 1-Sequenz zu
finden und stellen wahrscheinlich konservierte Motive dar. Sie sind in Tab.3.A. fett gedruckt.
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Konservierte | N-Glykosylie- PKA- PKC- Caseinkinasell-
Gen Cysteine rungsstellen Konsensus- Konsensus- Konsensus-
Positionen Positionen Positionen
50, 62, 89, 103, Thr-237 Ser -286 Thr-3
122,143,179, | 71, 97,113,432 Thr-297 Ser-292 Ser-334
roCT1 418, 437, Thr-348 Thr-296 Thr-525
451,470, 474 Ser-537 Ser-328
Thr-550
50, 62, 89, 103, Ser-2, Thr-3, Thr-
122, 143, 179, Ser-286 322
rOCT2 | 418,437,451, 71,97 Thr-348 Ser-553 Ser-334
470, 474 Ser-472
Thr-525

Tab.3.A. Strukturmotive in den rOCT1- und rOCT2-Sequenzen. Die
fettgedruckten Positionen bezeichnen die in beiden

Proteinen konservierten Motive.
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Abb.3.A. Vergleich der Proteinsequenzen von rOCT1 und rOCT2.
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3.B. Transportmessungen mit verschiedenen Substraten

Um die funktionelle Rolle von rOCT2 bem Kationentrangport zu verstehen, reicht es nicht aus,
nur die Membrantopolgie oder die zdluldre Lokdisation zu kennen. Hierzu missen
Trangportmechanismus und Spezifitét des Trangporters definiert werden. Zunéchst wurde
rOCT2 in einem orientierenden Versuch auf Polyspezifitét getestet. Dabel wurde die Aufnahme
von verschiedenen in radioaktiv markierter Form erhdtlichen Kationen gemessen. Hieflr
wurden rOCT2- und H,O-injiziete Oozyten fir ene Stunde mit radioaktiv markierten
Substanzen (5 pM) inkubiert. Unter den Subdtraten waren endogene Amine wie z. B.
Neurotransmitter und Xenobiotika Bel Cholin war e@ne hohere unspezifische Aufnahme in
Wassr-injiziete Oozyten zu beobachten als bel den anderen getesteten Substraten. Der
Versuch zeigte, dal3 es Sch bet rOCT2 um einen polyspezifischen Trangporter handdlt, der viee
strukturd| unterschiedliche Kationen transportieren kann.

I OCT2
T [ ] HZO

25
20
15 +

10 T

Substrataufnahme [pmol x Oozyte ™ x h™]

MPP TEA NMN  Cholin Guanidin Dopamin Histamin Serotonin Debrisoquin

Abb.3.B. Transportmessungen mit verschiedenen [*C]- oder [%H]-
markierten Substanzen, die in einer Konzentration von 5 uM
eingesetzt wurden. Xenopus-Oozyten wurden mit 20 ng rOCT2-
CcRNA injiziert und nach drei Tagen wurde die Aufnahme an
rOCT2-exprimierenden und HO-injizierten Oozyten gemessen.
Der Transport in den mit rOCT2-cRNA-injizierten Oozyten
konnte in allen Fallen mit 100 uM Cyanin863 bis auf die
Wassserwerte runtergehemmt werden (Hemmung nicht gezeigt).
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3.C. Zeitabhangigkeit des TEA-Transports

Nachdem die Polyspezifitét von rOCT2 gezeigt worden war, sollten nun kinetische Parameter
ermittelt werden. Da dies nur im linearen Bereich der Transporter-induzierten Aufnahme in die
Oozyten maglich i, wurde zunéchgt die Zeitabhangigkeit des Modd lsubsirates TEA gemessen.
Hierbe wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die Aufnahme von TEA in rOCT2-exprimierende
Oozyten bestimmt (Abb.3.C.). Dabe wurde mit 2,2 mM eine TEA-Konzentration gewahlt, bei
der der durch rOCT2-vermittelte Transport seinen maximaen Wert erreicht hatte. Die Aufnahme
wa bis nach ca 90 min linear. Fir die nachfolgenden Messungen zur funktiondlen
Charakteriserung von rOCT2 konnte so ene Me¥et von ene Stunde fur die

Subgtrataufnahme in Xenopus-Oozyten angesetzt werden.

500 -4

N

o

o
1

300 ~

200

100 ~

TEA-Aufnahme [pmol/Oozyte]

0+ T T T T T T T T T T T T >
0 20 40 60 80 100 120

Zeit [min]

Abb.3.C. Zeitabhangigkeit der Aufnahme von 2,2 mM [“'C]TEA in
rOCT2-exprimierende Ooyzten. Die Aufnahme wurde nach
den gezeigten Zeitpunkten bestimmt. In dem Diagramm ist
die durch 100 uM Cyanin863 gehemmte TEA-Aufnahme
gezeigt.
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3.D. K,-Wert-Bestimmungen
3.D.1. TEA-Kinetik

Nachdem fur rOCT2 die Aufnahme eniger Substrate gezeigt werden konnte (3.B.), sollten nun
die kingtischen Parameter fir die Substrataufnehme bestimmt werden, um diese mit den
entsprechenden Daten fur rOCT1 zu vergleichen. Dadurch sollten Unterschiede in der Spezifitét
und Sdektivitdt zwischen beiden Trangportern herausgefunden werden. Es wurde mit dem
Modellsubstrat fir das organische Kationenransportsystem der Niere, dem Tetragthylammonium
(TEA), begonnen. Hierfir wurde bel verschiedenen Konzentrationen dieses Substrates an
rOCT1- und rOCT2-exprimierenden Oozyten die Aufnahme in die Oozyten gemessen. Nach
der Anpassung der Mef¥daten an die Michadis-Menten-Gleichung erhielt man fir rOCT1 den
Kn-Wert 129 + 16 uM und den V,m,-Wert 569 + 24 pmol © Oozyte* * h' (Abb.3.D.1.A)).

.

]

o

o
|

8 rOCT1

TEA-Aufnahme [pmol x Oozyte * x h™]

0 . . . . . . . . . . . , —
0 100 200 300 400 500 600

TEA-Konzentration [UM]

Abb.3.D.1.A. Substratabhéngigkeit der rOCT1 -vermittelten [“C] TEA-
Aufnahme. Nach Injektion von rOCT1 -cRNA in Xenopus-
Oozyten wurde die [**C] TEA-Aufnahme bei verschiedenen
TEA-Konzentrationen Uber den Zeitraum von einer Stunde
gemessen.
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Fur rOCT2 (Abb.3.D.1.B.) ergaben sich die Werte 91 + 10 uM (K,)) und 160 + 5 pmol ~
Oozyte'~ h* ( Vimy). Beide Trangporter besitzen eine dhnliche Affinitét fir TEA.
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Abb.3.D.1.B. Substratabhéngigkeit der rOCT2-vermittelten [**C]TEA-
Aufnahme. Der Versuch wurde wie in Abb.3.D.1.A.
durchgefihrt.

3.D.2. Cholin-Kinetik

In diesem Abschnitt wird die konzentrationsabhangige Aufnahme von Cholin an rOCT2-
exprimierenden Oozyten gezeigt. Die Transportkinetik von Cholinist in Abb.3.D.2. dargestellt. In
rOCT2-exprimierenden Oozyten konnte man eine spezifische, durch Cyanin863 hemmbare,
konzentrationsabhangige Cholin-Aufnahme feststdlen. In Abschnitt 3.B. wurde jedoch bereits
gezeigt, dal? die unspezifische Aufnahme von Cholin in den H0-injizierten Kontrolloozyten sehr
vid hoher wa ads be anderen getesteten Substraten. Nach dem Messen  der
konzentrationsabhangigen Aufnahme von Choalin an Kontrolloozyten in und ohne Abwesenheit
von Cyanin863 (Abb.3.D.2.B.) konnte man erkennen, dal3 die endogene Aufnahme von Chalin
keine Séttigbarkeit und keine Hemmbarkeit durch Cyanin863 aufwies. Die Aufnahme stieg linear

in Abhdngigkeit der
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[’H]Cholin-Aufnahme [pmol x Oozyte™ x h]
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Abb.3.D.2 Substratabhangigkeit der rOCT2-vermittelten [*H] Cholin-

- Aufnahme. Nach Injektion von rOCT2-cRNA (A) und H,O

(B) in Xenopus-Oozyten wurde die [?H] Cholin-Aufnahme
bei verschiedenen Cholin-Konzentrationen in Abwesenheit
und Présenz von Cyanin863 gemessen.
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Chalinkonzentration an. Die Aufnahme von Chalin, die an rOCT2- exprimierenden Oozyten
beobachtet werden konnte, setzte sich aso einem spezifischen und enem unspezifischen bzw.
enem hemmbaren und enem nicht hemmbaren Antel zusammen. Aus der gesamten
Cholinaufnahme wurde der nur hemmbare Anteil (gestrichelte Linie in Abb.3.C.4.A.) der
Michadlis-Menten-Gleichung angepald, wobe sch ein apparenter K.-Wert von 604 = 102 uM
und &N Ve Wert von 703 + 40 pmol © Oozyte ™~ h* ergaben. Im Vergleich zu rOCT1 (K, =
370-620 uM; 3.D.4.) lag dieser ermittdte K -Wert von 604 uM fir rOCT2 in einem &hnlichen
Bereich.

3.D.3. Guanidin-Kinetik

In Abb.3.D.3. ig die konzentrationsabhéngige Aufnahme von Guanidin dargesdit. Die K-
Werte von Guanidin fur rOCT1 und rOCT2 sollten in einer Parallel-Messung bestimmt werden,
um aufzukléaren, ob Guanidin en Subdirat darstellt, fir das rOCT1 und rOCT2 unterschiedliche
Affinitaten bestzen.
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Abb.3.D.3. Substratabhangigkeit der rOCT1/rOCT2-vermittelten
[*C]Guanidin-Aufnahme. Nach Injektion von rOCT1- und
rOCT2-cRNA in Xenopus-Oozyten wurde die [**C] Guanidin-
Aufnahme bei verschiedenen Guanidin-Konzentrationen in
Abwesenheit und Présenz von 100 uM Cyanin863 gemessen.
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Die Ky und Vie-Werte fir Guanidin unterschieden sich zwischen rOCT1 und rOCT2 deutlich.
Die Anpassung nach Michadis-Menten-Gleichung ergab fur rOCT1 einen K.-Wert von 1,9 +
59 mM und en Vye-Wert von 625 + 86 pmol ~ Oozyte® ~ h™. Fiir rOCT2 dagegen ergab
dchen K,-Wert von 127 + 48 uM und &n V,-Wert von 324 + 29 pmol © Oozyte®” h'.

3.D.4. Affinitaten und maximale Transportraten von rOCT1
und rOCT2 im Vergleich

Zum weiteren Vergleich der Trangporteigenschaften von rOCT1 und rOCT2 wurden die
kinetischen Parameter, neben den bereits in 3.D. gezeigten Substraten, auch noch fur enige
andere Subgtrate durch Tracer-Flux-Messungen bestimmt. Es handelte sich hierbel um MPP,
NMN und Histamin. Um den Uberblick tiber diein der vorliegenden Arbeit bestimmten K- und
Vimax-Werte der verschiedenen Substrate zu bekommen, sind die K-Werte und Via-Werte in
Tab.3.D.4.A. und 3.D.4.B. dargestellt.

K [UM]
Substrat roCT1 roCT2
MPP 3-19* 17+ 2
TEA 95-129* 91+ 10
NMN 126 - 340 * 245+ 30
Higamin 123+ 37 260 + 63
Chalin 370-620* 604 + 102
Guenidin 1900 + 100 130+ 50

Tab. 3.D.4.A. Apparente K,-Werte verschiedener Substrate von rOCT1
und rOCT2 im Vergleich. Die fir rOCT1-ermittelten Werte
stammen teilweise aus unabhangig von dieser Arbeit
ermittelten Daten aus verschiedenen Publikationen
(Grindemann et al.,, 1994a; Busch et al., 1996a;
Gorboulev et al., 1999). Der Vollstandigkeit halber sind
diese Werte mit den von mir ermittelten zusammengefal3t.
Sesind mit * gekennzeichnet.
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Betrachtet man sch die K-Werte, erkennt man, dal3 rOCT1 und rOCT2 im grof3en und ganzen
ahnliche Affinitéten fir meisten Subdtrate besitzen. Guanidin (3.D.3.) bildet hier eine Ausnahme.
Be den Viu-Werten fid auf, dald diese zwischen beiden Transporter unterschiedlich sein
kdnnen, obwohl die K-Werte im dhnlichen Bereich liegen.

Vimax [pmol ~ Oozyte™ " h
Subdgtrat rocCT1l rocTt2
MPP 118+ 10 47+ 6
TEA 157+ 20 96 + 16
NMN 168 + 40 93+24
Chalin 213+ 62 138 + 49
Guanidin 625 + 86 324 £ 29
Higamin 42+ 5 861 + 56

Tab.3.D.4.B. Maximale Transportraten verschiedener Substrate im
Vergleich. Die Aufnahme der Substrate wurde fur die
entsprechenden Substanzen immer bei einer Konzentration
gemessen, bei der sich die Substrataufnahme bei einer
Transportkinetik bereits im gesattigten Bereich befunden
hatte.

Der Viu-Wert der Histamin-Aufnahme war bel rOCT1 zwanzigfach kleiner ds bel rOCT2 (42
+ 5 versus 861 + 56 pmol © Oozyte® ~ ht), wahrend der Vim-Waert fiir fir MPP bel rOCT1
zweifach hoher lag dsbei rOCT?2 (118 + 10 versus47 + 6 pmol ~ Oozyte® ~ h%). Ahnlich wie
bel MPP verhidlt es sch mit den anderen getesteten Substraten, wo die Vi-Werte bel rOCT1
ca. zweimd hoher lagen dsbe rOCT2.
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Man erkennt in Abb.3.E.1., dal3 es Sch um einen sdttigbaren Stromflul? handdlt, der bel dlen dre
Versuchshedingungen im Bereich von 25 mM Cholin seine geséttigte Phase erreicht hat. Pald
man diese Strome der Michaeglis-Menten-Gleichung an und bestimmt daraus die gpparenten K-
Werte, erkennt man deutlich eine Potentialabhdngigkeit des Cholin-induzierten Stroms und der
ermittelten K,-Werte [0,7 + 0.09 mM (0 mV), 0,38 + 0,05 mM (-50 mV), 0,27 + 0,04 mM (-
90 mV)] und der Vi Werte [136 + 15 nA (0 mV), 232 + 8 nA (-50 mV), 282 + 13 nA (-90
mV)]. Je niedriger die an die Oozyten angelegte Spannung war, desto niedriger wurde der aus
dem Cholin-induzierten Strom abgdleitete K-Wert. Ba einem negativen Anstieg der Spannung
erhohten sch die auch die Via-Werte. Durch en niedriges Membranpotentid (erhohte negative
Spannung im Innern der Zelle und dadurch Angtieg der Potentiddifferenz zwischen innerem und
aulkerem Milieu) wurde die treibende Kraft fir den Einstrom positiver Ladung in die Zelle erhoht.
Die Potentidlabhangigkelt des durch rOCT2-vermittelten Stromflusses von Cholin zeigte Sich in
den verénderten K- und Voe-Werten. Fir rOCT1 war schon friher die Potentia abhéngigkeit
des organischen Kationentransports gezeigt worden (Busch et al., 1996a).

3.E. 2. Bestimmung der Substrataufnahme unter
depolarisierenden Bedingungen
In physologischem Puffer bilden Xenopus-Oozyten ein transmembranes dektrisches Potentia
aus, wobel durch den Austausch von Na'-lonen gegen K'-lonen die Potentiddifferenz sehr
stark verringert werden kann. Durch die hohe Konzentration an extrazellularem K'-lonen fallt
der K*-Gradient Uber die Ooyztenmembran weg, was zu einer Abnahme der Potentid differenz
fuhrt. Neben die konganten Spannungklemme in 3.E.1. bestand die Mdglichket, das
Membranpotentid durch eine Verdnderung der lonenzusammensatzung im Resktionspuffer zu
beeinflussen. Die Potentiddifferenz konnte durch Abwesenheit von Na und durch eine erhthte
Konzentration an K™ im ORi vermindert oder die Oozyten ganzlich depolarisiert werden. Dieser
Effekt konnte durch Bestimmung des Ruhepotentids der Oozyten von Dr. Christopher Valk,
Anatomisches Ingditut Wirzburg, gezeigt werden (unver 6ffentlichte Daten). Wiein Abb.3.E.2.
gezeigt, nimmt die Aufnahme der Substrate MPP und TEA mit in K™-ORi (100 mM K*; 1 mM
Na") im Gegensaz zur Aufnehme in N&-ORi (100 mM Na’; 1 mM K) deutlich ab. Durch
Messung der Substrataufnahme im K*-ORi besteht die Maoglichkeit, Transportmechanismen
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nahezu unbeainflu® vom Membranpotentid zu untersuchen. Diese Resktionsbedingungen
wurden bei den trans-Stimulationsexperimenten angdegt (3.G.), um die Asymmetrie des durch
rOCT2-induzierten Trangports bel niedrigem Membranpotentia bestimmen zu konnen.
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Abb.3.E.2. Aufnahme von 10 pM [*H]MPP und 10 uM [*C]TEA
an rOCT2-exprimierenden Oozyten unter normalen
(Na*-ORi) und depolarisierenden Bedingungen (K'-
ORi). In K'-ORi waren 100 mM Na* gegen 100 mM K"
ausgetauscht worden.
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3.F. Inhibition des TEA-Transports

3.F.1. Organische Kationen

Um die Spezifitd und Affinitdt von rOCT1 und rOCT2 gegentber einigen Substanzen zu
bestimmen und vergleichen zu konnen, wurden Doss-Wirkungs-Kurven eniger Inhibitoren
ergdlt. Zunéchst wurden Substanzen untersucht, die tellweise bereits fur rOCT1 beschrieben
worden waren (Grindemann et al., 1994a) und bel denen es sich um organische Kationen
handdte. Hierbei wurde die Aufnahme von 10 uM TEA konzentrationsabhangig mit dem
jeweligen Inhibitor gehemmt und die ICs-Werte ermittelt. Fir den Vergleich der beiden
Transporter untereinander wurden flr die jewelligen Subgstanzen die Oozyten aus enem
operierten Tier (gleicher ‘Oozyten-Batch') verwendet. Dadurch sollten Affinitétsverschiebungen
durch Schwankungen der Ruhepotentide zwischen den Oozyten von verschiedenen Tieren
ausgeschlossen werden. Da Abschnitt 3.E.1. schon beschrieben wurde, dali3 die K-Werte von
Cholin vom Membranpotentid abhangig sind, mul¥e dies be der Planung der Versuchsreihe zur
Inhibition des TEA-Trangports berticksichtigt werden. Schwankungen des Membran-potentias
be Oozyten aus verschiedenen Prgparationen konnen auch durch unterschiedliche
Expressongraten entstehen. Bel erhdhten Expressonsraten kommt es némlich wahrend des
Einstroms von Kationen in die Zdle zu einer verstérkten Depolarisation. In Tab.3.F.1. 9nd die
ICso-Werte der untersuchten organischen Kationen zusammengefad. Beim Vergleich von den
aus verschiedenen Oozytenprdparationen bestimmten [1Csp-Werten konnte man  grol3e
Unterschiede in den ermittelten Werten feststellen. Beispidle hierfir snd in Tab.3.F.1. bel den
Subgstanzen gezeigt, die mit Sternchen (*) gekennzeichnet sSnd. Be den meisten getesteten
Substanzen konnte man keine sgnifikanten Unterschiede der 1Csp-Werte im Vergleich von
rOCT1 zu rOCT2 fedstdlen. Dies war bael Cyanin863, Decynium22, Tetrgpentylammonium,
Chinidin, Tetrapropylammonium, Despramin, MPP, TEA, NMN, Cholin und Tetramethyl-
ammonium der Fdl. Be den ergen dre genannten Subgtanzen handdt es sch um hochaffine
Hemmgtoffe, deren 1Cs-Werte unter einem pM liegen. Be vier untersuchten Hemmgtoffen
konnte man sgnifikente Unterschiede in den ICs-Werten feststdllen. Abb.3.F.1.A. zdgt die
Hemmung des TEA-Trangports durch Procainamid.
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roCT1 roCt2
|Cso [UM %= SE.M] | ICs[UM + SE.M]
Cyanin863 052 + 0,14 22 £ 0,7
Decynium22 036 = 0,1 059 £ 0,05
Tetrgpentylammonium 053 = 0,04 0.84 £ 0,33
Chinin* 36 =+ 08 128 + 0,61
(6,7 £ 2,9 (28 + 38)
Chinidin 127 + 2,5 146 + 1,35
Dargtin** 76 £ 39 822 + 95
(49 = 2,0) (387 + 48)
Tetrapropylammonium 11.3 + 3,7 6.2 + 0,3
Degpramin 175 + 7.8 10 + 1,0
Procainamid* 27 £ 80 401 = 49
(32 + 50 (743 + 130)
MPP 24 + 10 46 + 50
O-Methylisoprenain** 43 + 1,3 3434 + 570
(34 + 3,0) (2200 + 420)
TEA 76 £ 85 102 + 4,0
NMN 2713 + 21 270 + 14
Chalin 350 + 52 341 + 41
Tetramethylammonium 1342 + 362 630 + 144

Tab.3.F.1. 1Cs-Werte verschiedener organischer Kationen aus der
Hemmung des rOCT1l/rOCT2-vermittelten 10 pM

[*C] TEA-Transports. Signifikante Unterschiede in den
Cso-Werten sind mit einem Sternchen (p < 0.05) bzw. mit
zwei Sternchen (p < 0.01) gekennzeichnet.
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in rOCT1- und rOCT2- exprimierenden Oozyten. Anhand der Messung lief3 sich der [Csp-Wert
bel rOCT1 auf 27 £ 8 uM und bei rOCT2 auf 401 + 49 uM ermitten. Somit ist die Affinitét fur
Procainamid um ca. einen Faktor 15 be rOCT1 hoher as bel rOCT2. Dieser sgnifikante
Affinitdtsunterschied gellt ein Differenzierungsmerkma zwischen beiden Transportproteinen dar.

1,2 —T

1,0
0,8
> 061
S
0,4 s 1OCT1
e rOCT2
0,2 -
0,0 T T T
1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10
Procainamid-Konzentration [mM]
Abb.3.F.1.A. Konzentrationsabhangige Hemmung des

rOCT1/rOCT2-vermittelten Transports von 10 uM
[“*C] TEA durch Procainamid.

Weitere Substanzen, bei denen man fur rOCT1- und rOCT2 unterschiedliche 1Csp-Werte
errechnet und die sich dhnlich darstellen lassen wie das oben gezeigte Procainamid, sind Dargtin
(Mepiperphenidol), O-Methylisoprendin und Chinin. Hierbei ergab sich fir rOCT1 immer ein
niedrigerer 1Csp-Wert as fur rOCT2. Der 1Cs-Wert war ca 105fach niedriger be
Megpiperphenidol (Darstin), 80fach ba O-Methylisoprendin und drei- bis vierfach bei Chinin.

Veglecht man die geedteten Subdanzen untereinander, kaan man be den
Tetraalkylverbindungen Tetramethyl-, -ethyl-, -propyl- und -pentylammonium feststellen, dal’3 die
Affinitét dieser Inhibitoren fir rOCT1 und rOCT2 mit steigender Hydrophobizitét zunahm. Dies
war sowohl be rOCT1 ds auch bel rOCT2 der Fdl. Zwe wetere Inhibitoren, die
Diagtereomere Chinin und Chinidin, wurden bezlglich ihrer Affinité zu rOCT1 und rOCT2
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verglichen. Der Trangport von 10 uM TEA wurde durch verschiedene Chinin- und Chinidin-
Konzentrationen gehemmit. Hierbel stellte sich fir rOCT2 heraus, dal’ die ermittelten |Cso-Werte
fir beide Substanzen im gleichen Bereich lagen (Chinin: 128 + 0,68 uM und Chinidin; 14,6 +
1,35 uM). Be rOCT1 zegt sch jedoch ein sgnifikanter Unterschied der beiden 1Cs-Werte.
Chininliegt mit eénem 1Cs-Wert von 3,6 £ 0,8 UM um enen Faktor drel unter dem fir Chinidin
ermittdten |Cso-Wert von 12,7 £ 2,5 uM (Abb.3.F.1.B.). Der durch rOCT1-vermittelte TEA-
Trangport |1&% sSch dso dereosdektive durch Chinin und  Chinidin - hemmen. Diese
Stereopezifizitét stellt ein weiteres Differenzierungsmerkma zwischen rOCT1 und rOCT2 dar.

1,0 1

®  Chinin
® Chinidin

0,8 1

0,6

2\

0,4

0,2 H

0,0 +——rrrr——
0,1 1 10 100

Chinin/Chinidin-Konzentration [uM]

1000

Abb.3.F.1.B. Bestimmung der 1Cso-Werte fir die Hemmung des

Transports von 10 uM [*C]TEA durch Chinin und
Chinidin an rOCT1-exprimierenden Oozyten.

Chinin und Chinidin snd hydrophobe, sperrige Molekile, die den TEA-Transport hochaffin
hemmen. Bidang waren fir den Trangport Uber die Oozytenmembran nur kleine hydrophile
Kationen getestet worden. Da man nicht davon ausgehen <ollte, da3 Hemmdoffe eines
Transportproteins auch entsprechend von diesem  transportiert  werden, wurden  die
Subgrateigenschaften von Chinin und Chinidin getestet. Abb.3.F.1.C. zeigt, dal3 Chinin und
Chinidin, die zwar Hemmstoffe des rOCT 2-vermittelten Transports Sind, selbst nicht transportiert
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werden. Man konnte keine durch rOCT2-spezifisch vermittelte Aufnahme von 1 uM [*H]Chinin
oder 1 uM PH]Chinidin feststdlen. Die Aufnahme, die an H,O-injizieten Oozyten ermittelt
wurden, lag in dem Bereich, der an rOCT 2-exprimierenden Oozyten bestimmt wurde und es war
kein sgnifikanter Unterschied in der Transportrate an rOCT2- und Kontrolloozyten festzustellen.
Die unspezifische Aufnahme von Chinidin war im Verglech zu der von Chinin héher. Chinidin
scheint die Plasmamembran besser unspezifisch passeren zu kdnnen ds Chinin. Bel Chinin und
Chinidin handdt es sch nach den gezeigten Ergebnissen um Hemmstoffe der rOCT2-vermittelten
TEA-Aufnahme, die salbst jedoch nicht durch rOCT2 spezifisch trangportiert werden. Da diese
beiden Diastereomere die hier gezeigten Eigenschaften bedtzen, war es interessant, den
Hemmechanismus der TEA-Aufnahme be dieser Substanzklasse zu untersuchen (3.G.).

40

B H,0 T

35

30
25
20 H

15

Aufnahme [pmol x Oozyte'1 X h'l]

1 pM Chinin 1 uM Chinin 1 uM Chinidin 1 pM Chinidin
+ +
100 pM Dec22 100 puM Dec22

Abb.3.F.1.C. 1 uM [3H]Chinin/Chinidin-Aufnahme in H,0- und
rOCT2- injizierten Oozyten.
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3.F.2. Organische Anionen

Da der organische Kationen- und Anionentransporter rOCT1 und rOAT1 eine 30%ige |dentitét
in ihren Aminosduresequenzen besitzen, wurde getestet, ob organische Anionen den TEA-
Transport hemmen kdnnen. Nachdem in einem initiden Versuch gezeigt werden konnte, dal3 die
durch rOCT1- oder rOCT2-vermittelte Aufnahme von 10 pM [**C]-TEA durch 1 mM a-
Ketoglutarat, Probenecid und p-Aminohippurat (PAH) gehemmt wurde, wurden Doss
Wirkungskurven von diesen Substanzen erdelt (Abb.3.F.2.A.). Vergleécht man die ermittelten
ICso-Werte in rOCT1- und rOCT2- exprimierenden Oozyten, erhdt man fir die beiden
Trangporter dhnliche Daten. Die ermittdten 1Cs-Werte fir rOCT1 und rOCT2 snd in
Tab.3.F.2. dargestdlt. Fir a-Ketoglutarat wurde bel beiden Transportern ein 1Cs, -Wert von ca
700 UM bestimmt, der deutlich unter den Werten fir die anderen getesteten Anionen lag.

roCT1 roCT2
|Cso [MM % S.E.M] |Cso [MM % S.E.M]
Probenecid 1,64 + 0,09 1,7+ 0,09
a-Ketoglutarat 0,74+ 0,2 0,7+ 0,17
p-Aminohippurat 1,34+ 0,36 45+19

Tab.3.F.2. ICso-Werte der Hemmung der rOCT1- und rOCT2-
vermittelten Aufnahme von 10 pM [%C]TEA (1 h
Inkubation-szeit) durch verschiedene Konzentrationen a-
Ketoglutarat, Probenecid und p-Aminohippurat.
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Abb.3.F.2.1. Konzentrationsabhéngige Hemmung der rOCT1 (a)- und
rOCT2-vermittelten Aufnahme von 10 uM [**C]TEA (1 h
Inkubationsdauer) durch Probenecid, a-Ketoglutarat und
p-Aminohippurat.
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Da sch die TEA-Aufanhme von den oben gezeigten organischen Anionen konzentrationsabhéngig
hemmen lief3 (Abb.3.F.2.1.), wurde auch getestet, ob diese p-Aminohippurat (PAH) von rOCT1
und rOCT2 trangportiert werden. Um eine Postivkontrolle fir diesen Test zu haben, wurde der
organische Anionentransporter rOAT1, der PAH mit einem K -Wert von 14 pM transportiert,
aus der Rattenniere kloniert (2.D.10.). Die Aufnahme von PAH durch rOCT1 wird durch einen
auswarts gerichteten Dicarboxylat-Gradienten simuliert (Sekine et al., 1997). Der organische
Anionentransporter arbeitet dso ds Anioner/Dicarboxylat-Austauscher und deswegen wurden
die Oozyten in diesen Versuch mit 2 mM a-Ketoglutarat fir ca. 2 h vorinkubiert. Die Oozyten
snd in der Lage a-Ketoglutarat endogen in die Zdle aufzunehmen. In Abb.3.F.2.2. ist die PAH-
Aufnahme in rOAT1-, rOCT1- und rOCT 2-exprimierende Oozyten dargetelIt. Man erkennt, dal3
PAH von rOCT1 und rOCT2 nicht trangportiert wurde. Bel rOAT1 hingegen konnte man eine
durch Probenecid hemmbare Aufnahme feststellen.

6] B ohne Inhibitor
] Bl 2 mM Probenecid

[“C]PAH-Aufnahme [pmol x Oozyte” x h]

rOATL rOCT1 rOCT2 H,0

Abb.3.F.2.2. Aufnahme von 30 pM [**C]p-Aminohippurat (PAH) in
rOAT1- und rOCT1/2-exprimierende Oozyten. Der
PAH-Transport wurde mit 2 mM Probenecid gehemnt.

Aus diesem Versuch konnte man ableiten, dal3 rOCT1 und rOCT2 PAH nicht Uber den gleichen
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Mechanismus wie rOAT1 transportieren. Da es Sch bei den organischen Kationentransportern
aber um dektrogene Transporter handdt, die moglicherweise nicht die Eigenschaft besitzten, ds
Anionen/Dicarboxylat-Austauscher zu arbeiten, konnte man die PAH-Aufnahme auch unter
anderen Versuchsbedingungen testen. Es besteht noch die Mdglichkeit, an depolariserten oder an
auf pogtive Spannung geklemmte Oozyten zu messen, bel denen der Einstrom von negativer
Ladung nicht von vornherein gegen das negative Membranpotentia laufen wiirde.

3.E.3. Corticosteron

Das Nebennierenrindenhormon Corticosteron ist  eine eekironeutrale Substanz, deren
Hemmwirkung auf den organischen Kationentransport getestet wurde. Corticosteron hemmt
hochaffin (Csp = 102 NM) den extraneuronaen Monoamintransport (uptake2) Martel et al.,
1999a) und wurde bidang zur Unterscheidung von rOCT1 und dem ‘upteke2 verwendet.
Mittlerwelle wurde der extraneuronale Monoamintransporter aus verschiedenen Spezies isoliert
und s Mitglied der OCT-Familie identifiziert. Es handdt sich hierbe um OCT3 aus Mensth
(EMT), Ratte (rOCT3) und Maus (mOCT3) (Grindemann et al., 1998; Kekuda et al., 1998;
Verhaagh et al., 1999). Da der ICs-Wert von Corticosteron in rOCT1 und rOCT2
exprimierenden Oozyten bidang nie genau bestimmt worden war und man nach der Klonierung
von rOCT2 nicht wulde, ob es sich hierbe um den extraneuronden Monoamintransporter
handelte, wurde hier die Aufnahme von 10 uM TEA konzentrationsabhéngig durch Corticosteron
gehemmt. Fur rOCT1 wurde ein 1Cso-Wert von 172 + 17 uM ermittet, fur rOCT2 dagegen ein
Wert von 4,2 = 0,63 pM (Abb.3.F.3.). Somit besitzt rOCT2 eine um den Faktor 34 hohere
Affinité fur Corticosteron ds rOCT1. Corticogteron ist bisher die einzige untersuchte Hemmstoff,
der gegeniiber rOCT2 ene deutlich hohere Affinitét bestzt as gegentiber rOCT1. Die Hemmung
des TEA-Trangports durch Corticosteron kann as Unterscheidungsmerkmal zwischen rOCT1
und rOCT2 herausgestellt werden. Da Corticosteron aber nicht nur rOCT2, sondern auch den
extraneuronaen Monoamintrangport mit hoher Affinitét hemmt, kann esin vivo nicht ds dleniges

Kriterium zur Identifizierung von rOCT2 verwendet werden.
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Abb.3.F.3. Konzentrationsabhangige Hemmung der

rOCTL/rOCT2- vermittelten Aufnahme von 10 pM
[**C] TEA durch Corticosteron.

3.G. Kinetische Charakterisierung der
Transporthemmung durch transportierte und nicht
transportierte Kationen

Um die Interaktion von transportierten und nicht-trangportierten Inhibitoren mit rOCT1 und
rOCT2 zu charakteriseren, wurde fr einige Inhibitoren der kinetische Hemmtyp bestimmt. Dazu
wurden Trangportraten bel  unterschiedlichen  Substratkonzentrationen in Abwesenheit und
Gegenwart  unterschiedlicher  Hemmdtoffe gemessen. Die Messungen wurden bel  dre
verschiedenen Hemmstoffkonzentrationen durchgeftinrt. In Abb.3.G.1. sind Messungen mit den
Inhibitoren  NMN, Chinin und Tetrgpentylammonium (TPeA), in Abb.3.G.2. mit den
Hemmstoffen NMN, Chinin und Decynium?22, gezeigt. Dabei wurde der Transport mit [“C] TEA
as Substrat gemessen. Dr. Christopher Volk, Anatomisches Ingtitut, Wirzburg, hat durch
elektrophysologische  Messungen  gezeigt, dad Cyanin863, Decynium22  und
Tetrapentylammonium wahrscheinlich nicht durch rOCT1 und rOCT2 transportiert werden, da
diese Substanzen keine pogtiven Einwértsstrome in diese Trangporter exprimierenden  Xenopus

laevis Oozyten hervorgerufen haben (unver offentlichte Daten).
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Abb.3.G.1. zeigt Messungen, bel denen rOCT1 exprimiert wurde, wahrend in Abb.3.G.2.
Messungen mit rOCT2 dargestellt snd. Die in Abb.3.G.1. gezeigten Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Issbel Ulzheimer-Teuber, Anatomisches Ingtitut, Wirzburg, ermittelt. Die
erhdtenen Daten wurden in einem Eadie-Hofstee-Plot dargestdllt, um den vorliegenden Hemmtyp
zu veranschaulichen. Die lineare Auftragung der Daten ermdglicht die Abschétzung der K-
Werte, die der Steigung der angepalden Regressonsgeraden entsprechen. Die Vio-Werte
ergeben sch aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse. In Gegenwart von NMN
veardndete Sch die maximde Aufnahme (Vi) Von TEA kaum, was auf ene kompetitive
Hemmung hindeutet.

Nach einer Anpassung der Michdis-Menten-Gleichung an die nicht transformierten Daten der
konzentrationsabhangigen Aufnehme von TEA in Gegenwat verschiedener  NMN-
Konzentrationen, ergaben sich die folgenden K- und Vyp-Werte (Tab.3.G.1.):

K V max
rOCT1 (uUM) (pmol © Oozyte™” h)
0O mM NMN 49+ 14 369 = 27
1 mM NMN 323+ 118 381+ 77
5mM NMN 797 + 88 368 + 21
10 mM NMN 1207 £ 195 284 = 29
Km Vimax
rOCT2 (uUM) (pmol © Oozyte™” h)
0 mM NMN 82+ 15 279+ 19
0,25 mM NMN 227 £ 27 285+ 17
1 mM NMN 526 £ 104 346 £ 56

5SmM NMN 1750 + 470 275+ 61
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Die Daten zeigen, dal3 die durch rOCT1- und rOCT2-vermittelte TEA-Aufnahme durch das
Substrat NMN kompetitiv gehemmt wird. Im Gegensatiz dazu wurde der durch rOCT1- und
rOCT2- vermittete TEA-Trangport vorwiegend nicht-kompetitiv durch  Chinin - gehemmt
(Abb.3.G.1. und Abb.3.G.2.).

rOCT1 (:fl\r;]l) (pmol (;/cr)]zx/te'l “h?h
OuM Chinin 61+6 388+ 10
5uM Chinin 101+ 24 227 + 17
10 uM Chinin 139+ 41 167 £ 17
20 UM Chinin 97+ 27 67
K Vimax
rOCT2 (UM) (pmol © Oozyte™” h?)
OuM Chinin 96+ 9 152+ 8
20 uM Chinin 103+ 7 94+4
60 UM Chinin 108 £ 41 59+ 13

Tab.3.G.2. Nach Michaelis-Menten gefittete K- und Vyec-Werte
fur die konzentrationsabhédngige rOCTL1l/rOCT2-

vermittelte  [“C]TEA-Aufnahme  unter  EinfluR
verschiedener Chinin-Konzentrationen.

Eine nicht kompetitive Hemmung der TEA-Aufnahme wurde auch fir Decynium22 bei rOCT2
(Abb.3.G.2.C.) und fir Tetrgpentylammonium be rOCT1 (Abb.3.G.1.C.) gefunden. Tab.3.G.3.
zagt die K- und Vo-Werte der TEA-Kinetiken, die mit und ohne diese hoch affinen
Hemmgtoffe bestimmit wurden.
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K V max
rOCT1 (uUM) (pmol © Oozyte™” h)
OuM TPeA 364 95+ 26
0,5 uM TPeA 57+ 16 74+ 5
1,5 UM TPeA 68+ 16 49+ 3
15 uM TPeA 142 £ 15 217
K Vimax
rOCT2 (uUM) (pmol © Oozyte™” h)
O uM Dec22 336+ 76 408 £ 43
0,1 uM Dec22 349 £ 93 318+ 42
0,25 uM Dec22 292 £ 54 258 = 22
1 M Dec22 309 + 87 188 + 26

Tab.3.G.3. Nach Michaelis-Menten gefittete K- und Vye-Werte
der konzentrationsabhangigen [*C] TEA-Aufnahme
unter EinfluR verschiedener Konzentrationen von
Tetrapently-ammonium (rOCT1) und Decynium22
(rOCT2).

Bei rOCT1-vermittelter TEA-Aufnahme wurde durch frilhere Messungen, die Isabe Ulzheimer-
Teuber in der Arbeitsgruppe von Prof. Koepsdll, Anatomisches Ingtitut, Wirzburg, durchgefthrt
hette, bereits gezeigt, dald Cyanin863 ebenfalls ein nicht kompetitiver Hemmstoff der rOCT1-
vemittdten TEA-Aufnahmeis.
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3.H. Trans-Effekte verschiedener Kationen auf MPP-
Aufnahme und Efflux

Um die Trangporteigenschaften von rOCT2 néher zu bestimmen und, um zu untersuchen, ob es
sich be rOCT2 um einen symmetrischen oder asymmetrischen Transport handdt, wurden trans-
Effekte auf die Substrataufnahme und den Efflux untersucht. Da der rOCT 2-vermittelte Trangport
potentiaabhdngig i, wurden die Trangportmessungen auch unter depolarisierenden Bedingungen
in K*-ORi durchgefiihrt (2.E.7.), um Effekte der auf der trans-Seite zugegebenen Kationen auf

das Membranpotentia zu verringern.

3.H.1. Bestimmung des Membranpotentials

Zunéchst wurde das Membranpotentiad von rOCT 2-exprimierenden und H,G-injizierten Oozyten
bestimmt. Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Christopher Volk, Anatomisches
Ingtitut, Wiirzburg, durchgeftihrt. Die Experimente wurden in Na'-ORi (100 mM Na', 3 mM K)
oder K*-ORi (103 mM K) durchgefiihrt. In H,O-injizierten Kontrolloozyten und in rOCT2-
exprimierenden Oozyten lag das Membranpotentia bei -62 + 29 mV bzw. -60,6 mV + 7,4 in
Na -ORi und bei -9,1 £ 0,3 mV bzw. -9,0 + 1,6 mV bel 103 mM K" (Abb.3.H.1.). Bei einer
Vorbeadung mit 1 mM Cholin stieg das Membranpotentia in rOCT2-exprimierenden Oozyten
auf -98 + 45 mV in Na-ORi bzw. auf -30,5 + 20 mV in K™-ORi, blieb aber in den
Kontrolloozyten unverandert, was den eektrogenen Kationenefflux durch rOCT2 zeigte. Die
Vorinkubation der rOCT2-exprimierenden Oozyten mit 1 mM TEA flhrte zu einer Erhéhung des
Membranpotentials auf -74 + 5 mV in Na'-Ori bzw. auf -15 + 1,5 mV in K*-ORi, wobe auch
hier in den HO-injizierten Kontrolloozyten die Vorinkubation mit TEA keinen Einflul? auf das
Membranpotentia hatte.
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Abb.3.H.1. Membranpotentiale von rOCT2-exprimierenden
Oozyten mit und ohne Vorinkubation mit organischen
Kationen in Na’- oder K'-ORi. Die mit rOCT2-
injizierten Oozyten wurden 12 h lang mit Cholin, TEA,
MPP in den oben angegebenen Konzentration
inkubiert. Als Vergleich dienten nicht-vorinkubierte
Kationen. Die Standard-abweichung von sechs Oozyten
wur de berechnet.

3.H.2. trans-Effekte auf die MPP-Aufnahme

In Abb.3.H.2. wurden die trans-Effekte von Cholin und TEA auf die rOCT2-vermittelte MPP-
Aufnahme untersucht. Im linken Teil der Abbildung erkennt man, dal? die Aufnahme von 0,1 puM
[*H]MPP in nicht vorbeladenen rOCT 2-exprimierenden Oozyten hdher war, wenn sich 110 mM
Na" in der Badldsung (Na'-ORi) befand, im Vergleich dazu, wenn Na' durch K* ersetzt wurde
(K*-ORi). Dieser Befund war zu erwarten, da rOCT2 ein eektrogener Transporter ist, der
tellweise durch das Membranpotential getrieben wird (3.E.). Der mittlere Tell der Abbildung
zeigt, dald eine Vorbeladung der rOCT2-exprimierenden Oozyten mit 1 mM Cholin zu einem
signifikanten Angtieg der MPP-Aufnahme in Gegenwart von Na oder K* flihrte. Nach der
Vorinkubation der Oozyten mit TEA war die Transstimulation der MPP-Aufnahme geringer.
Signifikenz wurde nur in Gegenwart von K* (K*-ORi) ereicht. Die Daten zeigen, daid der
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rOCT2-Trangport durch Cholin und TEA trans-gimulierbar war. Dabel kann nicht unterschieden
werden, ob es sich um indirekte Effekte Uber Veranderungen des Membranpotentials oder
direkte Effekte durch eine trans-Stimulation handelte.

Ly . Bl Na'-ORi/rOCT2
= 1,8‘_ |:| Na+-ORi/H20
% 1,6 - - K+-ORi/rOCT2
= T K*-ORi/H.O
g 1,41 — 2
2 12
g 1,09
: -

S 084 *

= ] *

< 0,6

N ] il

Q. 0,44

s

mI 0,2

0,0 - ; —
ohne 1 mM Cholin 1mMTEA
Vorbeladung

Abb.3.H.2. Bestimmung der durch rOCT2 vermittelten 0,1 pM
[*H] MPP-Aufnahme ohne oder nach Vorinkubation mit
1 mM Cholin und 1 mM TEA in rOCT2- und H;O-
injizierten Oozyten. Die Messung erfolgte fir 5 min bei
19°C. Signifikante Veranderungen der Transportrate
wurden mit einem Sernchen (*) gekennzeichnet. Die
Sgnifikanzen bezogen auf die Kontrollwerte ohne
Vorinkubation unter den entsprechenden Versuchs-
bedingungen (gleiche Farben)

3.H.3. MPP-Efflux

Im néchgten Schritt der funktionellen Charakteriserung von rOCT2 wurde der durch rOCT2-
vermittelte Trangport auf Bidirektionaitét und Symmetrie untersucht. Dabel wurde getestet, ob
man in Efflux-Experimenten enen Auswértstransport (Efflux) von 0,1 pmol FHIMPP aus der
Oozyte und eine trans-Stimulation des Transports durch verschiedene Kationen beobachten
kann. Zur Betimmung der Efflux-Rate unter trans-0-Bedingungen wurden die mit MPP
injizieten Oozyten in N&- bzw. K'-ORi inkubiert und die Effluxrate von MPP in rOCT2-
exprimierenden Oozyten und mit H,O-injizierten Kontrolloozyten besimmt (Abb.3.H.3.).
Zunéchst wurde gezeigt, dal? rOCT2 injiziertes MPP Uber die Oozytenmembran nach aul3en in

87



Ergebnisse

das Medium trangportieren kann. Im linken Tell der Abbildung erkennt man auf3erdem, dal3 der
rOCT2-vermittelte Efflux von MPP groler war, wenn sich 100 mM K™ im AuRenmedium
befand, die Plasmamembran aso weitgehend depolarisert war. Die Daten zeigen, dal3 rOCT2 in
beide Richtungen transportieren kann und deuten darauf hin, dal? auch der Efflux eekirogen ist.
Der MPP-Efflux war durch Cholin unter Na'-Bedingungen trans-stimulierbar. Unter K*-
Bedingungen konnte man jedoch ene dgnifikante trans-Hemmung des MPP-Ausstroms
beobachten. Vergleicht man diese Daten mit denen der MPP-Aufnahme (3.H.2.), kann man eine
Asymmetrie des MPP-Transports unter trans-Cholin-Bedingungen fir rOCT2 feststellen. Bei
trans-TEA-Bedingungen waren die Ergebnisse dhnlich. Ba trans-Inkubation mit den von rOCT2
nicht trangportierten Kaionen Chinin und Decynium22 nahm der MPP-Efflux sowohl unter Na'-

dsauch unter K*-Bedingungen signifikant ab.
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Abb.3.H.3. Bestimmung der durch rOCT2-vermittelten Eflluxrate von

MPP unter verschiedenen Pufferbedingungen. H,O-oder
rOCT2-injizierte Oozyten wurden mit [3H]MPP injiziert
und in Na*- bzw. K'-ORi (trans-0) oder in Na*- oder K'-
ORi inkubiert, der entweder 1 mM Cholin, 1 mM TEA, 0,2
mM Chinin oder 0,2 mM Decynium22 enthielt. Die Efflux-
Rate wurde, wie in 2.E.7.d. angegeben ist, berechnet.
Signifikante Verdnderungen der Transportraten im
Vergleich zur trans-0-Bedingung (unter entsprechenden
Na'- und K'-Konzentrationen) wurden mit (*)
gekennzeichnet.
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Sowohl rOCT1 ds auch rOCT2 kdnnen den Kationentransport Uber die Oozytenmembran in
beide Richtungen vermitteln (3.H.; Busch et al., 1996b). Da in Abschnitt 3.H. nur Daen fir
rOCT2 ermittelt wurden und nicht im direkten Vergleich zu rOCT1, mdchte ich nun hier direkt im
Anschluf3 an die oben gezeigten Ergebnisse die trans-Effekte zusammenfassen und diskutieren.
Der dektrogene Efflux von endogenen Kationen wie Chalin aus der Epithelzelle des proximaen
Tubulus kann die zdluldre Aufnehme von Kationen aus dem Intergtitium stimulieren. Eine
Stimulation durch Cholin bel der MPP-Aufnahme in die Oozyten konnte auch fir rOCT2 gezeigt
werden (3.H.2.). Das Membranpotentia dient ds ‘driving force der Kationenaufnahme durch
rOCT1 und rOCT2 und gteigert auch den Vyu-Wert des Transports (Abb.3.D.1.). Dabe erhoht
sch die Affinitdt des rOCTLrOCT2-Transports bei steigendem negativem Membranpotentia
(Busch et al., 1996; 3.D.1.). rOCT1 und rOCT2 kénnten auch an der basolateralen Freisetzung
von endogenen Kationen beteiligt sein. Ba normaem Membranpotentid ist die Freisstzung sehr
niedrig. Se sollte jedoch be ener Abnahme des Membranpotentids angteigen. Solch ene
Abnahme des Membranpotentias kénnte durch die eektrogene Kationenaufnahme durch die
entsprechenden Transporter induziert werden. Also kénnten kationische Substrate von rOCT1
und rOCT2 im Intergtitium den Efflux von zdluléren Kationen steigern. Wenn jedoch die Zédlen
anderersats dark depolarisert snd, kénnen Kationen an der AulRensaite den gegenteiligen Effekt
haben: se konnen die zdluldre Kationenfreisetzung hemmen wie dies zumindest fir rOCT2 im
Verlauf diessr Arbet gezeigt wurde (Abb.3.G.3.). Unsere Daten deuten darauf hin, dal3
spezifische Funktionen von rOCT1 und rOCT2 in verschiedenen Segmenten des proximaen
Tubulus durch die Konzentration von intrazelluldren und extrazdluléren Kationen bestimmt
werden kann. Diese Konzentrationsanderungen konnen den Transport durch rOCT1 und rOCT2
in Abhéngigket des entsporechenden Membranpotentials beeinflussen. Unabhéngig von dieser
Arbeit wurde der Einwérts- und Auswartstranport von MPP bereits an kultivierten Hepatozyten
der Ratte gezeigt und rOCT1 ds fur den MPP-Transport verantwortliches Transportprotein
diskutiert. Hierbel konnte ebenfals die Hemmung des MPP-Ausstroms durch Decynium22
gezeigt werden (Martel et al., 1996, 1999b). Die Ubereingimmungen der Messungen an
Oozyten und kultivierten Hepatozyten und die Tatsache, dald rOCT1 in der snusoidaen
Membran von Hepatozyten lokdisert it (Martel et al., 1996; Meyer-Wentrup et al., 1998),
|83 vermuten, dal3 der Trangport von organischen Kationen Uber die sinusoidae Membran in den

Blutstrom durch rOCT1 bewerkstdligt wird.
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4. Diskussion

Die Diskussion der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse mdchte ich damit beginnen,
eine Einfuhrung Uber die Genfamilie der organischen Kationentransporter zu geben. Dies soll
dazu dienen, einen Uberblick tber die OCT-Familie zu bekommen und zu rOCT1- und rOCT2
verwandte Transporter kennenzulernen, die in der Diskusson des dfteren erwdhnt werden.
Anschliel?end werden die Ergebnisse der vergleichenden Charakteriserung von rOCT1 und
rOCT2 diskutiert und in einem Aushlick die Relevanz der in der vorliegenden Arbeit erhdtenen
Erkenntnisse fir zukiinftige Forschungsarbeiten erlautert.

4.A. Die OCT-Familie

Durch Expressionsklonierung wurde der erste organische Kationentransporter (rOCT1) aus
einer Rattennieren-cDNA-Bibliothek (rOCT1) isoliert Griindemann et al. 1994a). Mit der
Isolierung dieses aus 556 Aminosiuren bestehenden Proteins wurde die Charakteriserung einer
neuen Trangporterfamilie (OCT-Familie) eingdetet. Ba rOCT1 handdt es sch um enen
potentialabhéngigen Trangporter, der den Trangport von organischen Kationen, wie z. B. TEA
vermittelt. In dieser Arbeit sollte nun die Isolierung und Charakteriserung eines weiteren OCT-
Subtyps erfolgen. Unabhéngig davon wurden im Laufe der Zeit OCT 1-1soformen aus anderen
Spezies beschrieben. Hierzu gehort die Isolierung der OCT 1-Transporter aus der menschlichen
Niere Gorboulev et al., 1997) und Leber Zhang et al., 1997b) und aus der Niere von
Kaninchen (Terashita et al., 1998) und Maus (Schweifer und Barlow, 1996; Green et al.,
1999). Durch Homologieklonierung gelang es, einen weiteren organischen Kationentransporter
aus der Rattenniere, rOCT2, zu isolieren (3.A.). Auf dessen Klonierung wird in Abschnitt 4.B.
eingegangen. Unabhangig von der Klonierung von rOCT2 wurden Isoformen aus anderen
Spezies isoliert. OCT2 wurde aus der Maus (Mooslehner und Allen, 1999), dem Menschen
(Gorboulev et al., 1997) und dem Schwein (LLC-PK1-Zédlen) (Grindemann et al., 1997)
kloniert. Alle diese OCT2-Klone zeigen untereinander eine groRe Ahnlichkeit. Sie besitzen eine
80-90%ige Identitdt. Im Laufe der letzten Jahre wurden viele weitere Mitglieder der OCT-

Familie isoliert. Um die Verwandtschaft der einzelnen Transporter untereinander und die rasch
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andeigende Mitgliederzahl diesr Familie zu zeigen, Snd die Proteine in eénem Stammbaum

zusammengefald.

OCTs OATs
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Abb.4.A. Sammbaum der OCT-Familie. Das Programm ‘Drawtree’ aus
dem PHYLIP-Paket (Felsenstein, 1998) wurde verwendet, um
phylogenetische Entfernungen zu veranschaulichen, die aus
einem Sequenzvergleich von rOCT1 mit den gezeigten Genen
ermittelt wurden. Mit der Funktion ‘Pile-Up* im GCG-Programm
(Wisconsin Sequence Analysis Package) wurde die Ahnlichkeit
der Sequenzen errechnet (Anonymous, 1998) und in der
Abbildung durch die Langen und Verzweigungen der
verschiedenen Geraden dargestellt. Erlauterungen zu den hier
gezeigten Genen finden sich entweder im Text oder im Anhang
dieser Arbeit (7.E.).
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Bidang unterteilt man die OCT-Familie in drel grof3e Gruppen. Erdens gibt es die Gruppe der
elektrogenen organischen Kationentransporter, von denen bisher drel Subtypen gefunden
wurden: OCT1, OCT2 und OCT3. Be dieser Gruppe handdt es sch um elektrogene,
potentidsengitive, Na'- unabhadngige Transporter, von denen rOCT1 und rOCT2 in dieser
Arbet ausfuhrlich charakterisert wurden. Das dritte Mitglied dieser Genfamilie, rOCT3, wurde
aus der Plazenta der Ratte kloniert (Kekuda et al., 1998) und mittlerwelle wurde OCT3 auch
aus dem Menschen (hOCT3) und der Maus (MOCT3) isoliert Grundemann et al., 1999;
Verhaagh et al., 1998). Eswurde gezeigt, dal3 hOCT3 und rOCT3 mit dem as extraneuronalen
Noradrendintransporter beschriebenen Transportsystem identisch sind (Grindemann et al.,
1999; Kekuda et al., 1998).

Die zweite Gruppe umfal¥ die OCTN-Trangporter. Der Transporter OCTN1 wurde aus der
humanen fdétaden Leber isoliet (Tamai et al., 1997). Hierbae handdt es sch um en
Trangportprotein, bei dem ene pH-Abhangigkeit des TEA-Transports gezeigt wurde.
Mittlerweile sind die OCTN1-Sequenzen auch aus der Maus (MOCTN1) und der Ratte
(rOCTN1, UST?2) bekannt (Schomig et al., 1998). Die hOCTN1-Isoform, hOCTNZ2, wurde
aus einer humanen Plazenta-Trophoblasten-Zdlinie Wu et al., 1998) kloniert. B OCTN2
handelt es sich um den Na'-abhéngigen Carnitintransporter. Ein Defekt in diessm Gen kann zu
einer priméren Carnitin-Defizienz fuhren (Nezu et al., 1999). OCTNZ it aber auch in der Lage,
organische Kationen wie z. B. TEA Na-unabhéngig zu transportieren (Seth et al., 1999).
OCTN2 wurde auch aus der Ratte (Sekine et al., 1998a; Schémig et al., 1998) und der Maus
(Lu et al., 1998) isoliert. OCTN1 und OCTN2 bestzen eine »30%ige ldentitét mit den OCTs
und den unten beschriebenen organischen Anionentrangportern.

Be der dritten Gruppe handelt es sch um die organischen Anionentransporter, die fur den
Trangport anionischer organischer Substanzen aus dem Blut zur Ausscheidung aus dem Korper
verantwortlich snd. Der erste organische Anionentransporter wurde aus der Ratte (rOAT1)
durch Expressonsklonierung isoliert (Sweet et al., 1997; Sekine et al., 1997). rOAT1 und
rOCT1 bestzen eine 34%ige ldentitd. rOAT1 wurde urspringlich as en ‘nove kidney
trangporter’ (NKT) aus der Maus bezeichnet, war aber nicht funktionell charakterisert worden.
NKT wurde wegen der drukturdlen Vewandtschaft zu rOCT1 ds en  putaiver
K ationentransporter beschrieben (Lopez-Nieto et al., 1997). Letztendlich konnte aber gezeigt
werden dal3 es sch baei NKT um den organischen Anionentransporter aus der Maus (mMOAT1)
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handelte. Aufgrund der Segquenzhomologien wurde die Einordnung der OATSs in die OCT-
Familie beibehdten. Ba den OATS handdt es sich ebenfals um eine sehr stark wachsende
Trangportergruppe, in der mittlerweile vier Subtypen aus den verschiedenen Spezies beschrieben
wurden.

Neben den beschriebenen Vetretern der OCT-Familie gibt es zahlreiche Sequenzen, die
aufgrund ihrer Homologien ebenfdls dieser Familie zugeordnet werden kénnen. Vide Eintrége,
die in den genomischen Datenbanken zu finden sind, die eine Ahnlichkeit mit OCT besitzen, sind
entweder nicht vollstandig kloniert oder nicht funktiondl charakterisert. Auf die nicht funktionell
charakteriderten Gene aus Abb.4.A. mdchte ich in diessm Rahmen nicht eingehen. Im Anhang
dieser Arbeit findet sch eine Tabelle der in Abb.4.A. gezeigten Gene mit Datenbankeintrégen
und Quellenangaben (7.E.). Es sollte hier aber erwadhnt werden, dal3 OCT-Transporter in niedrig
entwickelten Spezies wie Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster zu finden Snd
und, dal3 es auch Vertreter diessr Genfamilie in der Pflanzenwdt wie z. B. in Arabidopsis
thaliana zu geben scheint. Das Vorkommen dieser Genfamilie mit der Konsarvierung ihrer
Sequenzmoative in den unterschiedlich entwickelten Organismen unterstreicht ihre Wichtigkeit in
der Evolution und fordert die waltere Aufklaung der physologischen Bedeutung und die genaue
Beschreibung der funktiondlen Charakterigtika

4.B. Klonierung und funktionelle Charakterisierung von
rocT2

rOCT2 wurde 1995 im Rahmen dieser Dissertation das erste Ma kloniert und beschrieben
(Gorboulev et al., 1995; Genbank-Eintrag (Accessionnumber) X98334. Durch Hydropathie-
Andyse wurden fur die Topologie von rOCT2 wie auch fur ale anderen klonierten Mitglieder
der OCT-Familie zwdlf Transmembrandoménen vorhergesagt. Auch andere Strukturmotive
(konsarvierte  Proteinkinese A- und Proteinkinase C-Phosphorylierungs-stellen)  und
Sequenzvergleiche zeigen die nahe Verwandtschaft von rOCT1 zu rOCT2 3.A.). Die beiden
Proteine zeigen eine Uber 70%ige Identitét untereinander. Der grofde strukturelle Unterschied
zwischen rOCT2 und rOCT1 besteht darin, dal3 rOCT2 ca. 40 Aminoséuren langer is. Die
erse erffolgreiche Expresson des Transports von organischen Kationen durch rOCT2 wurde

1996 von ener japanischen Arbeitsgruppe publiziert (Okuda et al., 1996). Waltere funktionelle
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Daten wurden in den nachsten Jahren von einigen anderen Arbeitsgruppen berichtet (Urakami
et al., 1998; Griundemann et al., 1998; Sweet and Pritchard, 1999; Pan et al., 1999). In
diesen Arbeiten wurden teilweise widerspriichliche Ergebnisse gezeigt. Aul¥erdem wurde keine
systematische Charakteriserung der Spezifitét von rOCT2 fir transportierte Kationen und nicht
trangportierte Hemmstoffe durchgeftinrt. Die vorliegende Arbeit flllt diese Liicke und widerlegt
einige friher berichtete Daten. Durch die wahrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit in
der Literatur auftauchenden Daten mufde der Schwerpunkt der Charakteriserung von rOCT2
verandert werden. Aus diesem Grund wurde z. B. die pH-Abhangigkeit des durch rOCT2-
vermittelten Trangports weniger umfassend untersucht as urspriinglich geplant.

4.B.1. Potentialabhéngigkeit

Bel rOCT2 handelt es sch um einen potentialabhéngigen Transporter, der dektrische Ladung
Uber die Plasmamembran transportiert. Dies wurde anhand dektrophysiologischer Messungen
gezeigt (Arndt et al., 1997; Sweet und Pritchard, 1999). In Messungen mit radioaktiv
markierten Subgtraten konnte gezeigt werden, dal3 die Aufnahme von TEA oder MPP in
rOCT2-exprimierenden Oozyten abnahm, wenn Na'-lonen durch K*-lonen ersetzt wurden
(3.E.2.; 3.H.2,; Okuda et al., 1999). Entsprechend nahm der MPP-Efflux bel depolariserten
Oozyten zu, wodurch gezeigt wurde, dad auch der durch rOCT2-vermittelte Efflux
potentidabhangig is (3.H.3.). Fir den TEA-Trangport in rOCT1-exprimierenden Oozyten
wurden ghnliche Beobachtungen gemacht (Grindemann et al., 1994a; Busch et al., 1996b;
Nagel et al., 1997). Der durch Cholin induzierte Einwértsstrom an rOCT2-exprimierenden
Oozyten zeigte einen ansteigenden apparenten K-Wert, wenn die angelegte Spannung erhoht
wurde (3.E.1.). Hierba erhthten sich auch die Viu-Werte. Die Potentid effekte auf den K- und
Vmex-Wert gdlen interessante Phénomene mit moglicher physiologischer Bedeutung dar. Eine
Interpretation dieser Effekte im Rahmen enes Trangportermoddls it beim derzetigen
Kenntnisstand nicht maglich.
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4.B.2 pH-Abhangigkeit

Die Untersuchung der pH-Abhéngigkeit des Transports durch rOCT2 stand zu Beginn dieser
Arbat mit im Zentrum der Untersuchungen, da in der Literatur die spekulative Hypothese
auftauchte, daR es sich bei den OCT2-Transportern, inklusive rOCT2, um H*/Kationen-
Augauscher handle, die fUr den Export von Kationen aus Zdlen verantwortlich snd
(Grundemann et al., 1997, 1998a, 1999). Durch unsere Daten und Daten von Sweet und
Pritchard (1999) konnte diese Hypothese mittlerwelle eindeutig widerlegt werden. Da die
Versuche zur pH-Abhéangigkeit zusammen mit Dr. Christopher Volk aus unserer Arbeitsgruppe
durchgefiirt wurden und wegen der zwischenzatlich durch Sweet und Pritchard (1999)
publizierten Daten abgebrochen wurden, snd diese Ergebnisse im Anhang dargestdlt (7.A.).
Wegen ihrer Bedeutung fir das Versténdnis der physiologischen Funktion von rOCT2 sollen se
aber diskutiert werden. Sweet und Pritchard (1999) haben durch Aufnahmemessungen mit
radioaktiven Kationen an Oozyten und MDCK-Zdlen, in denen rOCT2 exprimiert wurde,
gezeigt, da’d die durch rOCT2-vermittdte Kationenaufnahme bzw. der Kationenefflux nicht
durch einen Protonengradienten in die Gegenrichtung simuliert wurde. Durch dektrische
Messungen, dieim Anhang dargestdit Snd (7.A.) konnte ich zusammen mit Dr. Volk zeigen, dali3
die eektrogene Cholin-Aufnahme durch rOCT1 und rOCT2 durch den &uf3eren pH-Wert
unterschiedlich beainflufd wird, der Protonengradient Uber die Zdlmembran aber keine tretbende
Kraft fir den durch rOCT1- und rOCT 2-vermittelten Kationentransport darstellt.

4.C. Vergleichende funktionelle Charakterisierung von
rOCT1 und rOCT2

In den folgenden Abschnitten wird die systematische funktionelle Charakteriserung von rOCT2
im Vegleich zu rOCT1 gezeigt. Hierbe gehe ich zunéchst auf die Subgirate des rOCT1- und
rOCT2-vermittelten Trangports ein und anschlief3end werden die Inhibitoren dieser Transporter
gezeigt, um das pharmakologische Profil von rOCT1 und rOCT2 zu prasentieren.
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4.C.1. Polyspezifitat

Ein Moddlsubstrat, welches sait langem fir die Charakteriserung des organischen
Kationentransports in der Nierentubuluszelle verwendet wird, ist Tetragthylammonium (TEA).
Nach der Klonierung von rOCT2 wurde die Funktionditét des Proteins zuerst mit dieser
Substanz getestet. Der K-Wert des TEA-Transports durch rOCT2 betragt 91 uM und wurde
in etwa an mit rOCT2-trandfizierten NIH3T3-Zdlen mit einen Wert von 141 uM (Pan et al.,
1999), und an MDCK-rOCT2 45 uM bestétigt (Urakami et al., 1998). Fur rOCT1 wurden
Kn-Werte fir TEA in verschiedenen Expressonssystemen mit unterschiedlichen Mef3methoden
angegeben, die von 38-125 puM reichten (Grundemann et al., 1994a; Busch et al., 1996b,
Koepsell, 1998; Urakami et al., 1998; Gorboulev et al., 1999). Ba unserer funktionellen
Charakteriserung von rOCT2 wurde auch der Transport verschiedener anderer Substanzen
durch rOCT2 gezeigt. Im Verlauf diesser Arbeit wurden wetere Substrate fur rOCT2
beschrieben und im Vergleich zu rOCT1 néher charakterisert. Dabel handedlte es sch um MPP,
NMN, Guanidin, Debrisoquin und die Neurotrangmitter Dopamin, Higtamin, Cholin und
Serotonin. Auch andere Mitglieder der OCT-Familie, rOCT1 und EMT (rOCT3) akzeptieren
Catecholamine und 5-Hydroxytryptamin as Subsirate und werden deswegen ds nicht-neuronae
Monoamintransporter bezeichnet (Griindemann et al., 1994a; Nagel et al., 1997; Breidert et
al., 1996; Grindemann et al., 1998a; Kekuda et al., 1998).

Diein 3.D.2. préasentierten Messungen des Trangports von Cholin durch rOCT2 widerlegen die
Aussage, dad rOCT2 Cholin nicht transportiert (Grundemann et al., 1999). rOCT2
trangportiert Cholin mit einer Affinitét von 600 pM. Griindemann und Mitarbeiter konnten keinen
Chalintrangport an mit rOCT2-trandfizieten HEK-Zellen zeigen. Die Aufnahme von Chalin
wurde von diessr Arbetsgruppe an HEK293-Zdlen nur be ener sehr niedrigen Cholin-
Konzentration von 0,1 uM Cholin und ohne spezifischen Hemmstoff ba trandfizierten und nicht
trandizierten Zdlen durchgeftihrt. In unserer Gruppe gelang es mittlerweile, den hemmbaren
Trangport von 500 uM Chalin durch rOCT2 auch an HEK293-Zdlen zu zeigen (Arndt et al.,
2000). Auch rOCT1 transportiert Cholin mit enem K. Wert von 370-620 pM und
unterscheidet sch in seiner Affinitét nicht von rOCT2 (Grindemann et al., 1994a; Busch et al.,
1996b, Koepsell, 1998; Urakami et al., 1998; Gorboulev et al., 1999) und somit kann die
Aufnahme von Chalin nicht ds Differenzierungsmerkma zwischen rOCT1 und rOCT2 dienen. In
der Regel unterliegen organische Kationen einer Netto-Sekretion Uber den proximaen Tubulus,
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wobel auch eine Riickresorbtion vor dlem von endogenen Kationen, wie z. B. Cholin mdglich i<
Chalin ds Vorlaufer des Zdlmembranbausteins Phosphatidylcholin und des Neurotransmitters
Acetylcholin kann, um die Plasmakonzentration dieses wichtigen Baugteins aufrecht zu erhdten,
reabsorbiert werden @cara et al., 1973; 1975 und 1979; Besseghir et al., 1981). Be
Pasmakonzentrationen, die hoher as 100 pM liegen, wird Cholin ausgeschieden. Be
Konzentrationen unterhdb dieses Wertes efolgt die Resbsorption. Die normae
Pasmakonzentration liegt ba 25 UM (Besseghir et al., 1981). Es konnte bereits gezeigt
werden, dald der erste Schritt der Sekretion Uber die basolateradle Membran entlang des
elektrochemischen Gradienten durch organischen Kationentransport erfolgt. Dieser Transport
kann eektrogen oder ds neutrder Kationen-Austausch erfolgen (Busch et al., 1996b; Dantzer
et al., 1991; Groves et al., 1994, Grindemann et al., 1994a; Montrose-Rafizadeh et al.,
1989; Pritchard und Miller, 1993; Sokol und McKinney, 1990). rOCT2 hat fir die zelulére
Aufnahme von Cholin Uber die basolaterde Membran in Bezug auf Potentidabhangigkeit und
Affinitdt die beschriebenen Eigenschaften. Fir den zdlulé&en Efflux von Chalin an der
basolaterden Membran wurde aufgrund physiologischer  Messungen  urspriinglich  en
Kationenaustausch postuliert (Dantzer und Wright, 1997; Wright et al., 1992). Spétere
Messungen am S2-Segment des proximaen Tubulus des Kaninchen zeigten jedoch, dal3 durch
TEA kene trans-Stimulation des Cholin-Effluxes, sondern eine Hemmung des Cholin-
Ausflusses, erfolgte (DantzZer et al., 1998). Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dal3
der durch rOCT2-vermittelte Efflux von MPP durch Cholin trans-gimuliert wird, wenn die
Zdlen weitgehend depolarisert and 3.H.3.), und rOCT2 in der basolaterden Membran der
proximaen Nierentubuli lokdisiert igt, erscheint es maglich, dald rOCT2 fur den Chalinefflux in
der basolateralen Membran verantwortlich ist.

Ein weliteres Subgtrat, das von rOCT2 und anderen Mitgliedern der OCT-Familie transportiert
wurde, it 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP). MPP ig en Neurotoxin, welches enen
Metaboliten des Parkinson-Toxins MPTP  (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin)
dargdlt. MPP ig mit eéinem K-Wert von 17 pM die bis dato von den OCTs mit héchster
Affinitét transportierte Substanz. Bl einem Vergleich der von rOCT1 und rOCT2 ermittelten
Km-Werte erkennt man, dal3 sch die Affinitdten dieser Transporter gegeniber den meisten
getesteten Subdtrate d&hneln. Die einzige Ausnahme bildet Guanidin. In Abschnitt 3.D.3. konnte
gezeigt werden, dal3 rOCT2 dieses Substrat mit einer ca. 15fachen hoheren Affinitét s rOCT1
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(130 uM (rOCT?2) versus 1,9 mM (rOCT1)) transportiert. Grindemann und Mitarbeiter haben
beschrieben, da3 rOCT1 Guanidin und Histamin in MDCK-Zdlen nur sehr schwach
trangportiert, wahrenddessen fir rOCT2 K -Werte von 730 uM (Guanidin) und 540 pM
(Histamin) bestimmt wurden (Grundemann et al., 1999). Die in der vorliegenden Arbat fur
Guanidin besimmten V.-Werte zeigen jedoch, dal3 sowohl rOCT1 as auch rOCT2 Guanidin
transportieren. rOCT1 zeigte eine zweifach hthere maximae Trangportrate fir Guanidin ds
rOCT2. Ebenfdls wurde der Transport von Histamin durch rOCT1 und rOCT2 gezeigt (Arndt
et al., 2000).

Nach der Beschrelbung einiger der in der vorliegenden Arbet charakteriserten Subdrate sollte
der Vollstandigkeit halber hier noch erwahnt werden, dal3 rOCT2 eventuedll auch eine Rolle bel
der Sekretion des Cytostatikums Cisplatin spielt (Pan et al., 1999). Die Affinité von Cispldin
gegentber rOCT2 it relativ niedrig (K; = 925 uM) und Cisplatin wird as Subgtrat fir rOCT2
diskutiert. Andere Substrate des rOCT2-vermittleten TEA-Transports snd Nikotin, Cimetidin
und Levofloxacin (Okuda et al., 1999, Urakami et al., 1998).

Zusammenfassend 1&% sich sagen, dal3 rOCT2 kleine hydrophile positiv geladene organische
Subdtrate transportiert, wahrend bisher kein spezifischer Transport von grof3en hydrophoben

Kationen Uber die Zdlmembran gezeigt werden konnte.

4.C.2. Inhibitoren

Die organischen Kaionentransporter interagieren mit vielen verschiedenen Substanzen und
werden deswegen as ‘ polyspezifisch’ (Gorboulev et al., 1997; Kekuda et al., 1998) bzw. ds
‘multispezifisch’  bezeichnet (Urakami et al., 1998). Es ha sch wédrend unserer
Charakteriserung von rOCT2 herausgestdlt, dal3 ein Inhibitor eines von rOCT2-vermittelten
Trangports nicht unbedingt ein trangportiertes Substrat dargtelt. Chinin, Chinidin und p-
Aminohippursdure snd hiefir Beispide (3.F.1.; 3.F.2.). Neben den Messungen mit
radioaktiven Substanzen, die keinen Trangport von Chinin und Chinidin durch rOCT2 zeigten,
wurde auch bel eektrophysiologischen Messungen an auf -50 mV geklemmten Oozyten durch
Gabe von 100 pM Chinin oder Chinidin kein spezifischer durch rOCT2-induzierter Strom
gemessen. Dies wurde fur Chinin und Chinidin auch schon bel rOCT1 festgestellt (Nagel et al.,
1997). Durch pardlde Messungen zur Besimmung der 1Cso-Werte der Sterecisomere Chinin



Diskusson

und Chinidin konnten wir feststellen, dal3 der durch rOCT2-vermittelte TEA-Transport nicht
sereosdektiv gehemmt wird. Im Gegensatz dazu wurde eine sgnifikante Enantiosdektivitét bel
rOCT1 gefunden, wobei Chinin der um einen Faktor 3 potentere Hemmstoff ist (3.F.1.). Chinin
wurde schon friher as das potentere Diastereomer bel der rOCT1-Hemmung beschrieben
(Somogyi et al., 1996). Darlber hinaus fand man bel der Amantadin- und NMN-Aufnahme an
kortikalen Gewebeschnittem der Rattenniere und an isolierten renden proximaen Tubuli durch
Mikroperfuson ene 2-3fach niedrigere Affinitdt von Chinidin be der Hemmung des
contraluminden Trangports im Vergleich zu Chinin (Wong et al., 1990; Somogyi et al., 1996).
Diese Stereosdektivitdt wurde auch schon an anderen Transportsystemen in verschiedenen
Spezies gezeigt. So wurden zum Beispid bei Untersuchungen an isolierten Hepatozyten der Ratte
bel der Aufnahme der Typ 2-Subdrate Digoxin und Ouabain stereosdektive inhibitotrische
Effekte durch Chinin und Chinidin nachgewiesen, wobel sch Chinin ds der potentere Inhibitor
erwies (Hedman und Meijer, 1998). An renden Birstenssummembranvesikeln aus Kaninchen
und Ratte (Ott et al., 1991; Gross und Somogyi, 1994) und an isolierten Rattentubuli in situ
(Somogyi et al., 1996) zeigte die Interaktion von Chinin und Chinidin mit dem H/organischen
Kationen-Austauscher keine unterschiedlichen ICs-Werte bei der Hemmung der NMN-
Aufnahme.

In Trangportmessungen von TEA an rOCT1- und rOCT2-exprimierenden Oozyten in
Gegenwart von Chinin und anderen nicht trangportierten, stark hydrophoben Hemmstoffen wie
Decynium22 und Tetrapentylammonium (TPeA) konnte gezeigt werden, dal? diese hydrophoben
Hemmstoffe durch TEA nicht von ihrer Bindestelle verdrangt werden konnten, so wie das be
NMN gezeigt werden konnte. In der vorliegenden Arbeit werden erssmalig Daten présentiert, die
einen nicht-kompetitiven Hemmtyp fir hochaffine Hemmstoffe belegen 3.G.). Dal3 Cyanin863
ebenfalls ein nicht-kompetitiver Hemmstoff des durch rOCT1-vermittelten TEA-Transports i<,
wurde von Prof. Koepsdl in internationden Vortrégen 1997 und 1998 und in enem
Ubersichtsartikel (Koepsell et al., 1999) berichtet und von Pan et al., (1999) ohne Préasentation
von Daen e'wdhnt. Eine nicht-kompetitve Hemmung kann durch das Vorhandensain einer
alosterischen Bindungsstelle zustande kommen. Allerdings gibt es eine Relhe anderer Griinde,
durch die ein nicht-kompetitiver Hemmtyp erzeugt werden kann, obwohl der Hemmstoff dicht an
der Subgtratbindungsstelle bindet. Die wichtiggten Griinde sind: 1) eine sehr hochaffine Bindung
der Hemmdoffe mit einer extrem langsamen Disoziaionskongante, die keine Verdrangung



Diskusson

durch wasserlodiche konkurrierende niederaffine Substrate erlaubt;  2) eine durch den
Hemmgtoff induzierte Inaktivierung des Proteins, 3) ein hydrophober Hemmsatoff hemmt das
Trangportprotein an der nach innen gerichteten Konformation der Subsiratbindestelle, nachdem
er passv durch die Membran diffundiert ist. Dald diese Moglichketen be dem von uns
beobachteten nicht-kompetitiven Hemmtyp fir hochaffine Hemmstoffe in Erwégung gezogen
werden missen, ergibt Sch aus Befunden, die darauf hindeuten, dal3 der nicht-kompetitve
Hemmstoff mit der Substratbindungsstelle von rOCT2 interagiert. Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dal3 eine Mutation in der wahrscheinlichen Substratbindestelle von rOCT1 dazu fihrte,
dald sch der ICsp-Wert von Tetrgpentylammonium drastisch erniedrigte (Gorboulev et al.
1999). Da die gleiche Punktmutation die K- Werte fir Substrate deutlich erniedrigt hatte und es
sehr  unwahrscheinlich ist, dald ene Punktmutation die Subsratbindungsstele und ene
dlogerische Bindungsstdlle in gleicher Weise beanflul¥, deuten diese Daten darauf hin, daf3
TPeA mit der Subgtrathindungsstelle interagiert. Tetrgpentylammonium wurde in 3.G. ds nicht-
kompstitiver Inhibitor des TEA-Transports durch rOCT1 beschrieben. Dartiber hinaus wurde
bel eektrischen Messungen bel ‘inside-out macropatches an Xenopus Oozyten festgestdlt, dal3
der nicht-kompetitive Inhibitor Chinin den eektrogenen Kationentrangport von der intrazellul&ren
Sdte hemmt (Budimann, unverdffentlichte Ergebnisse). Da Chinin nicht von rOCT2
trangportiet wird und eine dlogterische Bindestedlle des Transporters entweder auf der
intrazellul&ren oder der extrazdlul&ren Seite lokdidert sain ollte, lassen diese Messungen
vermuten, dal3 auch Chinin mit der Substratbindestelle interagiert, die sowohl zum intrazelluléren
as auch zum extrazd lul&ren Kompartiment hin exponiert vorliegen kann.

Chinidin wurde ebenfals as nicht-kompetiver Hemmdtoff bel der zdluléren Aufnahme von
Ouabain an isolierten Ratten-Hepatozyten beschrieben Hedman und Meijer, 1998), wobel
noch unklar ist, ob Ouabain aul¥er fir das Trangportsystem fur hydrophobe Kationen (Typ 2-
System) nicht auch ein Subgtrat fir das Transportsystem fur hydrophile Kationen (Typ 1-
System) dargtdlt. Der Histaminrezeptor-Agonist Cimetidin wurde ebenfalls d's nicht-kompetitiver
Hemmgtoff fir rOCT2-vermittelten TEA-Transport erwahnt (Pan et al., 1999). Auffalig hierbe
war, dal3 es sch be diesem nicht-kompetitiv wirkenden Hemmgtoff um die Substanz mit dem
niedriggen 1Cso-Wert (198 uM) in dieser Inhibitor-Klasse handelte bzw., dal3 dieser 1Cso-Wert
im Vergleich zu den bereits diskutierten nicht-kompetitiven Hemmstoffen rlaiv hoch war.
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Be dem Vergleich der 1Cs-Werte eniger Tetradkylammoniumverbindungen wurde festgestellt,
da3 die Affinitst mit zunehmender Hydrophobizitdt andieg. So handdte es sch be
Tetrgpentylanmonium um den affinden Hemmdoff aus diessr Gruppe und be
Tetramethylammonium um den niederaffingen. Die Korrdaion zwischen Alkylkettenlange (von
Methyl zu Pentyl) und deigender Affinitdd war schon friher fUr das rende organische
Kationentransportsystem an der basolaterden Membran im Kaninchen beschrieben worden
(Groves et al., 1994). Im Gegensatz dazu wurde an isolierten proximaen Nierentubuli der Rette
gezeigt, dal’ die Abnahme der Alkylkettenlénge von enem Ethylrest zu einem Methylrest zu
keiner Verminderung der Affinitét im basolateralen Trangportsystem geftihrt hatte (Ullrich et al.,
1991a). Im Fdl von rOCT1 und rOCT2 konnte bei unseren vergleichenden Messungen gezeigt
werden, dal? eine Erniedrigung der Affinitét jedoch bis zur Verkirzung auf einen Methylrest zu
beobachten war (3.F.1.; Gorboulev et al., 1999). Diese Einflisse der drukturelen
Eigenschaften der Inhibitoren and natlirlich an den isolieten Trangportern im  Oozyten-
Expressionssystem leichter nachzuvollziehen ds an isolierten Nierentubuli, da bei Messungen an
einem gesamten physologischen System wie dem Nierentubulus auch kinetische Parameter von
Trangportern enflief3en, die eventudl &hnliche Affinitdten wie die zu charakteriserenden
Transportproteine bedtzen. Die Regemddgkeit, dal3 mit zunehmender Hydrophobizitét der
Tetradkylammoniumverbindungen auch die Affinitét des Hemmgoffs andieg, wurde fir OCT1
an Maus, Kaninchen, Mensch und Ratte mittlerwelle bestétigt (Gorboulev et al., 1999; Zhang
et al., 1999).

Um unterschiedliche Affinitéten von rOCT1 und rOCT?2 gegentiber verschiedenen Hemmstoffen
herauszuarbeiten, wurden systematisch entsprechende 1Cso-Werte miteinander verglichen. Mit
dem Nebennierenrindenhormon Corticosteron konnten wir im direkten Vergleich zwischen
rOCT1 und rOCT2 einen Hemmgtoff ermitteln, der bis dato der einzige bekannte Inhibitor i<, fur
den rOCT2 mit 5 UM ene weaitaus grofiere Affinitét ds rOCT1 mit 150 uM besitzt (3.E.3.). Der
ICso- bzw. Ki;-Wert war fir rOCT1 bidang amn Oozytensysem noch nicht genau bestimmt
worden: (K; > 10 uM; Grundemann et al., 1994a). Messungen mit rOCT 1-trandfizierten 293-
Zdlen ergaben eénen 1ICso-Wert von 72 uM (Martel et al., 1996), der um die Ha8fte niedriger ds
der hier ermittelte Wert von 150 uM lag. Hierbei mul3 man beachten, dal3 von Martd die
Hemmung des MPP-Transports in Ze Ikultur gemessen wurde und nicht, wie in dieser Arbeit die
Hemmung des TEA-Trangports an Xenopus-Oozyten. Diese Tatsache, dald rOCT2 fir
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Systemen (Oozyten und HEK293-Zdllen) gemessen wurden. Da wir die 1Cs-Werte fur O-
Methylisoprendin, wie oben gezeigt, sysematisch an einem Expressonssystern ermittelt haben,
konnen wir nun die schere Aussage machen, dal3 man mit O-Methylisoprendin rOCT1 und
rOCT2 in vivo unterscheiden kann. Es ist jedoch leider noch nicht bekannt, ob rOCT2 mit O-
Methylisoprenain von dem extraneuronaen Monoamintransporter rOCT 3 unterschieden werden
kann, denn bis jetzt wurde nur fir den menschlichen extraneuronden Monoamintransporter
hOCT3 fir O-Methylisoprendin ein ICs-Wert (2 uM) bestimmt (Grindemann et al., 1998).
Messungen mit OCT3 an der Ratte missen kl&ren, ob die ICso-Werte fur rOCT2 und rOCT3
eine separate Hemmung dieser Trangporter durch O-Methylisoprendin zulassen.

Eine weitere Substanzklasse, die den TEA-Transports durch rOCT1 und rOCT2 hemmt, sind
organische Anionen. Probenecid wurde bisher ds ein spezifischer Hemmstoff fir organische
Anionentransportsysteme (PAH-Transporter) beschrieben (Farah et al., 1959; Holohan et al.,
1975; Rennick, 1982). Im Gegensaiz dazu gab es Berichte, in denen organische Anionen bel
Messungen des Kationentrangports an intakten proximaen Tubuli der Niere, an isolierten
Plasmamembranen und an Gewebeschnitten a's Hemmstoffe beschrieben wurden (McKinney et
al., 1981; Cacini et al., 1982; Hysu et al., 1988; Inotsume et al., 1990; Boom et al., 1992;
Ott et al., 1990; Ullrich et al., 1993; Dantzer et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte
die konzentrationsabhéngige Inhibition des durch rOCT1- und rOCT2-vermittelten TEA-
Trangports durch die organischen Anionen Probenecid, a-Ketoglutarat und p-Aminohippurat
gezeigt werden. a -Ketoglutarat zeigte von den untersuchten Anionen die hochste Affinité.

Das Phanomen, dald besimmte Substanzen sowohl mit dem kationischen as auch mit dem
anionischen contrauminden Transportsystem im proximaen Tubulus der Ratte interagieren
konnen, veranlalden Ullrich et al. (1993) zur Annahme, dal? es Bisubgtrate fir die Anionen- und
Kationentransporter gébe. Aufgrund der Homologien dieser Transporter und ihrer prinzipiellen
Polyspezifitdt erscheint diese Annahme plausbd. Als Bisubgrate wurden neben den
beschriebenen organischen Anionen auch die bereits diskutierten Inhibitoren Chinin, Chinidin und
Corticosteron bezeichnet. Da es sich bei diesen Verbindungen jedoch um Hemmstoffe und keine
trangportierten Substrate handelt, ist die Existenz echter Bisubstrate bisher noch nicht bewiesen.
Die in dieser Arbeit gezeigte Interaktion von Subdtraten der Anionentrangporter mit den
K ationentransportern rOCT1 und rOCT2 legt alerdings die Annahme einer Ahnlichkeit der
Subgiratbindungsstellen nahe.
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Mit der in der vorliegenden Arbeit durchgefUhrten funktionellen Charakteriserung von rOCT1
und rOCT2 wurde en erster Schritt zum Vergtdndnis der physiologischen Rolle dieser beiden
Transporter gemacht. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dald es Speziesunterschiede
betreffend der funktionellen Eigenschaften und Expression gibt, ist es wichtig, die Faktoren zu
verstehen, die die physiologische Funktion der Transporter beeinflussen. Neben der Interaktion
von verschiedenen Substanzen mit rOCT1 und rOCT2 unter definierten experimentellen
Bedingungen sollte nun im néchden Schritt ene dealiertere Untersuchung an  intakten
Nierentubuli efolgen, wo diee Trangoorter im Zusammenspid mit den luminden
Kationentrangportern arbeiten und wo die Konzentrationen von intrazdluléren Kationen anders
snd. Nachdem Inhibitoren mit unterschiedlichen Affinitdten beschrieben worden sind, konnten
nun beide Trangporter salektiv in physiologischen Messungen wie in vivo Mikroperfuson von
szierten Nephronsegementen untersucht werden, um deren Betelligung am Trangport
verschiedenster Substanzen unter physiologischen Bedingungen einzuschétzen.

4.D. Ausblick

In den letzten fUnf Jahren hat sch das Fld um den organischen Kationentransport von der
zdluldren Ebene und Gewebestudien auf eine molekulare Ebene der Forschung erweltert. Da
man nun enige Gene und Proteine kennt, die fir den organischen Kationentransport
verantwortlich snd, kann man dieses Wissen zur Erforschung der physologischen und
pathologischen Bedeutung und zur Entwicklung von Medikamenten einsetzen. Durch die
Identifizierung der OCT-Familie und die Klonierung und funktiondlle Charakteriserung weiterer
Mitglieder dieser Familie ist en neues Zeitdter fur die Aufklarung der Arznemittelausscheidung
und Arzneimittelentwicklung angebrochen. Die bereits vorhandenen Sequenzinformationen
emdglichen die Identifizierung weiterer Arznemittdtransporter. Dabe kann man dch die
Methoden der Bioinformatik zu Nutze machen. Frihe Ergebnisse aus Gewebe und
Veskeddudien haben gezeigt, dad vide verschiedene organische Kationentransporter in
verschiedenen Geweben existieren. Zur Zeit snd drel organische Kationentransporter
beschrieben, die in die Gruppe der ‘eektrogenen’ organischen Kationentransporter der OCT-
Familie eingeordnet werden. Die Einordnung in diese Gruppe beruht auf der Sequenzhomologie
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der Transporter untereinander und auf ihrer Funktion als eektrogene Transporter. Funktionelle
und mechanistische Daten Uber den Transport von organischen Kationen sagen vorher, dal3 es
noch einige organische Kationentransporter gibt, die kloniert werden kénnen (McKinney, 1982;
McKinney und Hosford, 1993; Miyamoto et al., 1989; Pritchard und Miller, 1993 und
1996; Zhang et al., 1998 ). Die traditiondlen Klonierungsmethoden snd ein arbeitss und
zeitintensiver Weg zur Isolierung dieser Transporter. Ein anderer Weg dahin ist die Anwendung
der Bioinformatik. Da mehr und mehr Sequenzinformation aus den einzelnen Spezies bekannt
wird, kann die Bioinformatik als Methode am Computer, die eine Moglichkelt darstellt, Gen- und
Protein-Datenbanken zu erstellen und zu durchsuchen, sehr vid leisten. Die Bioinformatik hat das
Potentia, Klonierungsstrategien in verschiedenster Weise anzuwenden. Es gibt mindestens drel
Hauptansiize, die man wahlen kann, um beispie sweise neue putative Mitglider der OCT-Familie
zu finden. Erstens kann man mit einer bekannten Sequenz die Datenbank nach neuen verwandten
Sequenzen absuchen. Hierbel muld man jedoch entscheiden, welche Datenbank und welcher
Suchdgorhythmus fir den einzenen Fal am besten snd. Zweitens kann man durch multiple
Sequenzvergleiche konsarvierte Sequenzmotive herausfinden, die charakteristisch fir eine
bestimmte Genfamilie Ssnd und durch die kombinierte Suche mit diesen Motiven neue interessante
Sequenzen finden. Drittens kann man Sequenzen nach Spleil3stelen absuchen und so die
Isolierung von SpleiRvarianten bestimmiter Proteine erleichtern. Der populérste dieser Ansédize it
das Durchsuchen von Datenbanken. Es gibt einige Datenbanken, die weltweit der Offentlichkeit
zuganglich 9nd. ‘Entrez’ ist ene Datenbank fiir Sequenzinformation und biologische Informetion,
die von dem ‘Nationa Center of Biotechnology Information’ bereitgestelIt wird und die unter der
Internet-Adresse  *http:/Amww.ncbi.nim.nih.gov/Entrez angewahlt werden  kann.  Die
Sequenzinformation in Entrez wird aus einigen Quelen wie GenBank, SWISS-PROT, PIR-
International, Brookhaven Protein Data Bank, der Protein Research Foundation Datenbank und
der Genomic Sequence Database zusammengestellt Dresser et al., 2000). Es gibt noch zwel
zusétzliche Datenbanken, die sehr oft genutzt werden: die EST- (expressed sequence tag) und
die STS (sequenced tagged sites) Datenbank, die auch Uber ‘Entrez zuganglich snd. Diese
beiden Datenbanken enthadten cDNA-Sequenzfragmente aus viden Geweben verschiedener
Spezies, enschligdich Mensch. Der Suchdgorhythmus, der am haufigsten gewahit wird, ist
BLAST (basc locd adignment search tool). Hierbel sucht man mit einer ausgewéhlten Sequenz
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bestimmte Datenbanken &b, wobel es sich sowohl um Nukleotid- as auch um Protein-
Datenbanken handeln kann.

Die Bioinformatik bietet einige Vortelle gegentiber den klassischen Klonierungs-methoden. Seist
schndl und effizient. Ein Nachtell igt, dal3 die Datenbanken oft redundante Sequenzen enthdten,
welche die Suche schwierig machen. Manchma ist auch die Sequenzinformation schlecht und
unzuverldssg, so dal? der Wissenschaftler unter Zeitaufwand gezwungen i, den entsprechenden
Klon zu isolieren und die Sequenz zu Uberprifen.

Wenn die wichtiggen Arznemitteltrangporter funktiondll charakterisert und in den Geweben
lokdisgert snd, ihre Regulatiion in verschiedenen physiologischen und pathophysologischen
Zugtdnden charakterisert sind und das Substrat/Inhibitor-Profil fir jedes dieser Proteine erselt
worden igt, wird man mit diesen Informationen die organspezifische Ausscheidung (‘ clearance’)
oder Verteilung von Medikamenten oder die Reabsorption von endogenen Substanzen in den
enzenen Geweben vorhersagen konnen. Anhand von Computermoddlen wird es dem
Wissenschaftler erlaubt sein, Vorhersagen Uber den Verbleib und die Wirkungweise von
Substanzen im kranken und gesunden L ebewesen machen zu kdnnen.

Es werden noch enige Jahre bis zur Klonierung und Erforschung der noch nicht isolierten
Trangporter gehen, aber mit der genauen Charakteriserung von rOCT1 und rOCT2 und den
anderen in der Literatur beschriebenen Mitgliedern der OCT-Familie ist der Anfang fUr die
Aufkl&rung dieses Feldes gemacht worden.
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5. Zusammenfassung

Der organische Kationentransport im proximaen Tubulus der Niere spiet eine wichtige Rolle be
der Aufrechterhdtung der Homoostase der Korperflissigkeiten und der Ausschleusung von
toxischen organischen Kationen (nui and Okuda, 1998; Pritchard und Miller, 1993). Der
Transport von organischen Kationen wird an der Birstensaummembran durch den H'/organische
Kationen-Austauscher vermittelt (Holohan and Ross, 1981; Takano et al., 1984; Hsyu and
Giacomini, 1987; DantZler et al., 1989; David et al., 1995), wahrend bei dem Transport von
organischen Kationen an der basolateren Membran das nach innen gerichtete negative
Membranpotentia eine tretbende Kraft darstellt (Takano et al., 1984; Sokol and McKinney,
1990; Montrose-Rafizadeh et al., 1989). Durch Expressonsklonierung wurde der erste
organische Kationentrangporter, rOCT1, aus der Ratte isoliert. rOCT1 wird in Leber und Niere
exprimiert (Grindemann et al.,1994a). 1995 gelang es unserer Arbeitsgruppe, durch
Homologie-Klonierung einen anderen organischen Kationentransporter aus der Rattenniere zu
isolieren (Gorboulev et al., 1995; Busch et al., 1996b). rOCT2 ist ausschliefdich in der Niere
in Medulla und Cortex lokdigert (Okuda et al., 1996). rOCT2 besteht aus 593 Aminosduren
und besitzt 12 putative Transmembrandoménen. Zum funktiondlen Vergleich zwischen rOCT1
und rOCT2 wurde das Oozyten-expressonssystem verwendet. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein pharmakologisches Profil von rOCT2 ergd|t. Das Substratsprektrum von rOCT2 ist
dem von rOCT1 sehr dhnlich. Die Affinitdten von rOCT2 gegeniber verschiedenen Substanzen
wurden direkt mit denen von rOCT1 verglichen. Einersaits fanden wir be einigen Substraten
Unterschiede in den K und Vi Werten, aber anderersaits auich viele Ahnlichkeiten zwischen
beiden Trangportern. Anionen (z. B. p-Aminohippurat) wurden as neue Gruppe von Inhibitoren
fur den durch rOCT1- und rOCT2-vermittelten Transport identifiziert. Die Potentiddifferenz it
die treibende Kraft des rOCT1- und rOCT2-vermittelten Transportes. Wir konnten
potentidabhangige Verdnderungen der K -Werte von Cholin-induzierten Einwértsstromen
zeigen. Bel dem Austausch von Na&-lonen gegen K*-lonen im Resktionspuffer wurde die
Aufnahme von Cholin und MPP durch rOCT2 erniedrigt. Der bidirektionae Transport von MPP
wurde gezeigt und trans-Stimulationsexperimente fir MPP-Influx und MPP-Efflux durchgefihrt,
um die Asymmetrie des Transporters zu studieren. Dartiberhinaus wurde in der vorliegenden

Arbeait die Interaktion von verschiedenen Substraten mit rOCT1 und rOCT2 untersucht und en
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kompetitver und nicht-kompetitiver Hemmtyp bel der TEA-Aufnahme gefunden.

5. Summary

Organic cdtion transgport in the rend tubule is an important physologica function for the
maintenance of body fluid homeostasis and detoxification of harmful organic cations (nui and
Okuda, 1998; Pritchard and Miller, 1993). In generd, trangport of organic cations in brush-
border membranes is mediated by the H'/organic cation antiporter (Holohan and Ross, 1981;
Takano et al., 1984; Hsyu and Giacomini, 1987; DantZer et al., 1989; David et al., 1995),
wheress trangport of organic cations in basolateral membranes is simulated by the insde-
negative membrane potential (Takano et al., 1984; Sokol and McKinney, 1990; Montrose-
Rafizadeh et al., 1989). By the expresson cloning method, the organic cation transporter
rOCT1, which is expressed in rat liver and kidney, was isolated (Griundemann et al., 1994a).
In 1995, we isolated another organic cation transporter from rat kidney, rOCT2, by homology
cloning (Gorboulev et al., 1995; Busch et al., 1996b). rOCT2 is locdized exclusvely in the
renal medulla and cortex (Okuda et al., 1996). rOCT2 was deduced to be a glycoprotein
comprised of 593 amino acid resdues with 12 putetive transmembrane domains. To anayse the
functionad characterisics of rOCT2 in comparison with rOCT1 we utilized the Xenopus
expresson system. During this dissertation a pharmacologica profile was made for rOCT2. The
gpparent substrate spectrum of rOCT2 was smilar to that of rOCT 1. Affinities of rOCT2 againgt
severad compounds were directly compared with those of rOCT1. We found differences in K-
and 1Csp-values for digtinct substrates but dso a lot of amilarities between both trangporters.
Anions like p-aminohippuric acid were identified as a new group of inhibitors for rOCT1- and
rOCT2-mediated trangport. The potentid difference is the driving force of transport mediated by
rOCT1 and rOCT2. We showed the potential-dependent changes of Krvaues of choline
induced inward currents. Further when extracellular Na™ ions were replaced with K* ions, the
uptake of MPP and choline by rOCT2 was decreased. The bidirectiond transport of MPP was
shown and trans-gtmulation experiments for MPP influx and efflux were performed to study
asymmetry of the trangporter. The mechanism of interaction of severd substrates with rOCT1
and rOCT2 were investigated and we found competitive and non-competitive inhibition of TEA-
uptake.
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Anhang

7. Anhang

7.A. pH-Abhéangigkeit des durch rOCT1- und rOCT2-
vermittelten Transports von organischen Kationen

Um den Einflul3 von unterschiedlichen pH-Werten auf den Trangport von organischen Kationen

begtimmen, wurden die Einwértsstrome von 1 mM Cholin an rOCT1- und rOCT2-

exprimierenden Oozyten be verschiedenen pH-Werten gemessen (Abb.7.A.1.).
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Abb.7.A.1. Messung der Cholin-induzierten Einwartsstrdme bei

ver schiedenen pH-Werten an rOCT1 (A)- und rOCT2
(B)- exprimierenden Oozyten.
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Die pH-Abhangigkeit von rOCT2 hat in den letzten Jahren zu kontroversen Diskussionen in der
Literatur gefuhrt @.B.2.). In diesem Abschnitt sollen nun die Daten gezeigt werden, die zur
Klérung der pH-Abhangigket des rOCT2-Trangports beitragen sollten. Diese Messungen zur
Bestimmung der pH-Abhangigkeit von rOCT1 und rOCT2 wurden von Dr. Christopher Volk,
Anatomisches Ingtitut, Wirzburg, durchgefiihrt. Se snd hier im Anhang gezeigt, well diese Daten
unentbehrlich fir die Diskusson der funktiondlen Eigenschaften von rOCT1 und rOCT2 snd
(4.B.2.).

In rOCT1-exprimierenden Oozyten, die auf -50 mV geklemmt worden waren, wurden die durch
1 mM Chdlin induzierten Einwartsstrome vom extrazdluldren pH-Wert beanfluld. Durch die
Ansduerung der Resktionddsung von pH 8,0 auf pH 6,0 wurde der durch Choalin induzierte
Einwartsstrom um 57,4 + 4,9% (n=6) vermindert Abb.7.A.1.A.). In rOCT2-exprimierenden
Oozyten &nderten Sch die durch 1 mM Cholin induzierten Einwértsstrome bel einer Veranderung
der aul3eren Protonenkonzentration von pH 8,0 auf pH 6,5 kaum. Nur eine weitere Ansauerung
auf pH 6,0 fihrte zu einer Verminderung des Cholinstroms um 25 + 2,0% (n=5).

Fir rOCT2 wurde zusétzlich noch eine Strom-/Spannungskurve fir die Inkubation mit Cholin
ermittelt, woraus sch auch keine pH-Abhangigket des Cholin induzierten Stromflusses ableiten
la% (Abb.7.A.2.).
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Abb.7.A.2. Strom-/Spannungskurven des von 1 mM Cholin
induzierten Einwartsstroms ermittelt mit rOCT2-
exprimierenden Oozyten unter verschiedenen pH-
Bedingungen.
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7.B. Plasmidkonstrukte von rOCT1, rOCT2 und rOAT1

Auf dieser Seite and die DNA-Konstrukte der Transporter schematisch dargestellt, mit denen
bel der Anfertigung dieser Dissertation gearbeitet wurde bzw die zur Expresson in Xenopus-

Oozyten verwendet wurden. Hierbel handelt es sch um die organischen Kationentransporter
rOCT21 und rOCT2
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7.C. Strukturformeln
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7.D. Abkirzungen und Einheiten

A Ampere

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxidsulfat

ATP Adenosin-5' -triphosphat

bp Basenpaare

BES N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-ethansulfonsdure

Bq Bequerel

bzw. beziehungswveise

cap ‘Kappe am 5'-Ende der mRNA = P'-5'-(7-Methyl)-guanosin-P-5' -
guanosi ntriphosphat

cpm counts per minute (gezéhlte radioaktive Zerfdle pro Minute)

cDNA complementary deoxyribonucleic acid
(komplement&re Desoxyribonukleinséure)

Ci Curie (3.7 x 10" Bequerd)

CRNA copy ribonucleic acid (kopierte Ribonukleinsdure)

Da Daton (molekulare Mase)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsuifoxid

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)

DNase Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

dATP 2 -Desoxy-adenosin-5'triphosphat

dCTP 2 -Desoxy-cytidin-5' triphosphat

dGTP 2 -Desoxy-guanosin-5'triphosphat

dNTP 2 -Desoxy-Nukleosid-5' triphosphat

drTP 2 -Desoxy-thymidin-5' triphosphat

E. cali Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessgsaure

EtOH Ethanol

g Gramm

GTP Guanosin-5' -triphosphat
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GVOs gentechnisch veranderte Organismen

h Stunde

hfl high frequency of lysogeny

kDa KiloDdton

LB Luria Bertani

M molar

MBq MegaBequerel

mg Milligramm

min Minute

mM Millimolar

MOPS 3-(N-Morphoalino)propansulfonséure

MPP 1-Methyl-4-phenylpyridinium

MRNA messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinséure)
nA NanoAmpére

NMN N-Methylnikotinamid

NTPs Nukleotidtriphosphate

NZ Nitrozellulose

oD Optische Dichte

p. a pro anays (zur Anayse)

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PEG Polyethylenglykol

poly A(+)-RNA 3 -polyadenylierte RNA

RNA ribonucleic acid (Ribonuklensdure)

Rnase Ribonuklease

INTP's Ribonukleos d-5' -triphosphat

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat

s0g. sogenannte

Tab. Tabele

TBE Tris-HCl-, NaBorat- und EDTA-gepufferte Lsung
TEA Tetragthylammonium

TEMED N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
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Tris

ua

UTpP
uv

(V)

(W)

Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

unter anderem

unit (Enzymenheit)

Uridin-5'-triphosphat

Ultraviolett

Vot

volume per volume (Volumen pro Volumen)
Watt

weight per volume (Gewicht pro Volumen)
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7.E. Quellenangaben zum OCT-Stammbaum

In der Tab.7.E. snd die Genbankeintrége und Literaturstellen angegeben, die zur Einordnung der

im Stammbaum @.A.) gezeigten Klone zur OCT-Familie gefiihrt haben. Im Fdle mehrerer

Eintrége wurde hier der dteste Eintrag mit der zugehérigen Genbanknummer (Access onnummer)

fur die entsprechende Nukleotidsequenz aufgelistet.

NAME REFERENZ GENBANK | PEPTID- | SPEZIES | GEWEBE
-EINTRAG | LANGE
rOCT1 Grindemann et d., 1994a X78855 556 AS Ratte Leber
hOCT1 Gorboulev et d., 1997 X98332 554 AS Mensch L eber
Zhang et d., 1997b U77086
mOCT1 | Schweifer und Barlow, 1996 U38652 556 AS Maus L eber
(Lx1) Green et a., 1999 AF010259
rbOCT1 Terashita et d., 1998 AF015958 554 AS Kaninchen Niere
roCT2 Gorboulev et d., 1995 (n.p.) D83044 593 AS Ratte Niere
Okuda et a., 1996 JC4884
hOCT2 Gorboulev et d., 1997 X98333 555 AS Mensch Niere
mOCT2 Moodehner und Allen, 1999 |  AJO06036 553 AS Maus Leber, Niere
pOCT2 Grundemann et ., 1997 Y 09400 554 AS Schwein LLCPK1-
Zdlen
rOCT3 Kekuda et a., 1998 AF055286 551 AS Ratte Plazenta
hOCT3 Grindemann et d., 1998b AJ001417 556 AS Mensch | Caki-1-Zéeller
(EMT)
mOCT3 Wu et d., 1998 (n.p.) AF082566 551 AS Maus Niere
Verhaagh et al., 1999 AF078750 Plazenta
rOCTNL1 Wu et d., 2000 AF169831 553 AS Ratte Niere
hOCTN1 Tamal et a., 1997 ABO007448 551 AS Mensch Fotale Leber
mOCTN1 Nezu et d., 1999 (n.p.) AB016257 553 AS Maus Niere
rOCTN2 Sekine et d., 1998a AB017260 557 AS Ratte DUnndarm
(rusTt2) Schomig et d., 1998 AJ001933 Niere
hOCTN2 Wu et d., 1998 AF057164 557 AS Mensch Plazenta
Tamal et a., 1998
MOCTN2 Lueta., 1998 ABO015800 557 AS Maus Niere
mOCTN3 Nezu et al., 1998 (n.p.) AB018436 564 AS Maus Testis
mRST Mori et d., 1997 AB005451 553 AS Maus Niere
rusT1l Schomig et d., 1998 Y 09945 552 AS Ratte Niere
drOCT Taylor et d., 1997 Y 12400 548 AS Drosophila | Chromosom 2
melanogaster
drOCT- Taylor et d., 1997 Y 12399 370 AS Drosophila | Chromosom 2
ahnlich melanogaster
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Anhang

NAME REFERENZ GENBANK | PEPTID- SPEZIES GEWEBE
-EINTRAG | LANGE
ceOCT1 Wu et a., 1999a AF110415 568 AS | Caenorhabditis | Chromosom 1
degans
arOCT Theologis et a., 1998 AC002986 | 527 AS | Arabidopss |Chromosom 1
(n.p.) thdiana
ORCTL3 Nishiweki et d., 1998 AB26898 551 AS Mensch Chromosom
3p22-p21.3
ORCTL4 Nishiwaki et al., 1998 | NM_004803 | 594 AS Mensch Chromosom
3p22-p21.3
OCT- Pauley et a., 1997 (n.p.) | AC002464 | 456 AS Mensch Bac-Klon
ahnlich
rSVOP Janz et d., 1998 AF060174 727 AS Ratte Gehirn
rOAT1 Sekine et d., 1997 AB004559; 551 AS Ratte Niere
Sweset et al., 1997 AF008221
mOAT1 Lopez-Nieto et d., 1997 U52842 545 AS Maus Niere
(MNKT)
hOAT1-1 Hosoyamada et a., 1999 | AB009697 563 AS Mensch Niere
hROAT1 Reidet d., 1998 AF057039 550 AS Mensch Niere
(hOAT1-2) | Hosoyamada et a., 1999 | AB009698
rbOAT1 Bahn et al., 1999 (n.p.) AJ242871 551 AS Kaninchen Niere
fIOAT1 Wolff et d., 1997 Z97028 562 AS Flunder Niere
rOAT2 Simonson € d., 1994 L27651 548 AS Ratte Leber
(rNLT) Sekine et d., 1998b
rOAT3 Kusuhara et d., 1999 ABO017446 536 AS Ratte Niere, Gehirn
mOAT3 Brady et d., 1999 AF078869 537 AS Maus Niere
hOAT3 Race et d., 1999 AF097491 568 AS Mensch Niere
hOAT4 Chaet d., 2000 AB026116 | 550 AS Mensch Niere
ceOAT George et d., 1999 Ken Gen- 526 AS | Caenorhabditis | Keine Angabe
bankeintrag degans
Abb.7.E. Quellenangaben zum OCT-Sammbaum. Bei jedem Gen wurde der erste

Genbankeintrag bzw. die erste Publikation, wo das Gen beschrieben wurde,
beriicksichtigt. Falls aus dem ersten Genbankeintrag keine Ver 6ffentlichung
hervorgegangen ist, wurde dieser mit ,n.p.' (nicht publiziert) gekennzeichnet.
Die klein geschriebenen Buchstaben vor den Gennamen (grof3 geschrieben)
kirzen die Spezies ab, aus der das Gen isoliert wurde. Folgende
Abkirzungen wurden gewahlt: r (Ratte); fl (Flunder); m (Maus); h (human
bzw. Mensch); rb (rabbit bzw. Kaninchen); p (pig bzw. Schwein); dr
(Drosophila melanogaster); ce (Caenorhabditis elegans); ar (Arabidopsis
thaliana). Die aus dem Englischen stammenden Gennamen lauten: organic
cation transporter (OCT); organic cation transporter novel (OCTN); organic
cation transporter-like (ORCTL); renal specific transporter (RST); urinary
specific transporter (UST); extraneuronal monoamine transporter (EMT);
synaptic vesicle protein (SVYOP); novel kidney transporter (NKT); novel liver
transporter (NLT); organic anion transporter (OAT);
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