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Einleitung

I Einleitung

.1  Physiologische Bedeutung von basischen Aminoséuren

In vielen Stoffwechsel-Prozessen spielen basisaminésauren (BAS) eine wichtige Rolle
(Abbildung 1). Fur Saugetiere ist L-Lysin eine ededle Aminosdure (AS). Diese dient als
Baustein in der Proteinsynthese. Eine ausreichégdmversorgung ist fir die Proliferation
von Zellen wichtig. L-Arginin zahlt wie L-Lysin zden proteinogenen AS, gilt aber als semi-
essentiell. Es kann durch die Enzyme des Harnstdtfg aus L-Ornithin Uber das Zwischen-
produkt L-Citrullin synthetisiert werden. Entspredd kann L-Arginin durch die Wirkung
von Arginase in L-Ornithin umgewandelt werden. La@hin kann auch aus der nicht
essentiellen AS L-Glutamat oder L-Prolin durdd-novoSynthese hergestellt werden. Die
endogene Erzeugung von L-Arginin kann unter bestennmsténden wie Wachstum oder
Regeneration nicht ausreichend sein, um den Betlesf Sduger-Organismus zu decken.
Daher fuhrt eine unzureichende Zufuhr von L-Argiriiber die Nahrung bei Kindern zu
Wachstumsstorungen (Jenkinsatnal, 1996). Auch die Wundheilung bei Erwachsenen kann
durch den Mangel an L-Arginin in der Nahrung vegsamt sein. L-Ornithin ist das
Ausgangsprodukt fur die Synthese von Polyamines,iltierseits wichtige Regulatoren von
Zellproliferation und -differenzierung sind (Janaeal, 1991; Morgan, 1994). AulRerdem
stellt L-Ornithin, welches selbst nicht proteinogst die Vorstufe zu den AS L-Prolin und L-
Glutamin dar, die fir die Proteinsynthese bendtgtden.

Von Granger und Hibbs wurde gezeigt, dass die ddstbkine und bakterielle Zellwande
hervorgerufene Zytotoxizitat von Makrophagen L-Avigiabhé&ngig ist (Granger et al., 1988;
Hibbs et al., 1987). Daraus resultierte die Entdagkder Stickstoffmonoxid (NO)-Synthasen
(NOS), einer Enzym-Familie mit drei Isoformen (NO®S NOS IIl), denen L-Arginin als
Substrat dient. Diese Enzyme produzieren Stickstofioxid (NO) durch Oxidation des
Guanidin-Stickstoffes von L-Arginin unter Beteiliggt molekularen Sauerstoffs (Ubersichten
siehe Forstermanet al, 1994; Forstermanet al, 1995a, Forstermann et al., 1995b). Die drei
NO-Synthasen unterscheiden sich in ihrem Expressioster, der Induzierbarkeit und
Aktivierbarkeit. Wahrend die Isoform NOS | in Nenasllen gefunden wurde, wird die
Isoform NOS 1l in Makrophagen exprimiert. Das EnzyM©S Il ist hauptsachlich in
Endothelzellen exprimiert. Das gebildete NO besithe Vielzahl physiologischer
Wirkungen (Moncada und Higgs, 1993). Als Vasodilatapielt es eine wichtige Rolle bei
der Regulation des Blutflusses und des Blutdruksstermanret al, 1995). So ist z.B. der
starke Blutdruckabfall bei einem septischen Schihakh eine NO-vermittelte Vasodilatation

bedingt (Forstermanret al, 1994; Foérstermanmet al, 1995). AulBerdem stellt NO im
12
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Zentralnervensystem einen wichtigen retrograderedioff fir das Langzeitgedachtnis dar
(Muslehet al, 1993).

Eine Stdrung des Transports von basischen AS diegautosomal vererbten lysinbedingten
Proteinintoleranz (LPI) zu Grunde (Ubersicht siehinell, 1994). Dabei werden groRe
Mengen von basischen AS mit dem Urin ausgeschieBen.einer hohen Aufnahme von

Proteinen wird Ammoniak im Blut angereichert, wasemer Vergiftung mit den Symptomen
Ubelkeit und Erbrechen fiihrt. Dadurch wird eine ssien gegen Proteine hervorgerufen
(Palacin, 2000). Es kommt auflerdem zu Entwicklugssgen, Hepatomegalie,

Osteoporose, Nierenschadigungen und geistiger dRetang. Oft kommt es zur Ausbildung

einer lebensbedrohlichen alveolaren Proteinose. dgei Cystinurie kommt es zu hohen

Konzentrationen von Cystin und basischen AS im Fate, 1996; Palacin, 2000).

13
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Abbildung 1 Beteiligung basischer Aminoséuren an StoffwechsebPessen

Die kationischen Aminoséauren L-Arginin, L-Lysin ubeéOrnithin sind in der Zelle an

wichtigen Stoffwechsel-Prozessen beteiligt. Fladegrol3e polare Molektle wie BAS ist es
nur moglich mit Hilfe spezifischer Transportprotejrsogenannter Carrier, die Zellmembran
zu passieren. L-Arginin ist das Substrat der Statkmonoxid-Synthasen (NOS | - 1l1), die in
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff unter Velwen der Guanidinogruppe des

L-Arginins NO synthetisieren.

.2  Aminosauretransport durch die Plasmamembran

Der Transport grof3er polarer Molekile, wie z.B. Aosauren, durch biologische
Membranen erfordert spezielle Trager-Proteine, sagete Carrier (Stein, 1990). Im
Gegensatz zu einem Membrankanal, bei dem Moleki#edurch eine Pore diffundieren
konnen, bindet bei dem Transport die AS mit denri@aProtein. Hierbei kommt es zu einer
Konformations&nderung des Carriers und die Sulbstidestelle wandert auf die andere Seite
der Membran (Barnett al, 1974; Closs, Habilitationsschrift 1998). Aufgrudelr begrenzten
Anzahl von Carrier-Molektlen erreicht der Carri@mwittelte Transport sein Maximum,
wenn alle Carrier besetzt sind. Er ist also s&tigibies kann auch in Konkurrenz durch

bestimmte chemische Analoga geschehen. In Hingicat Kinetik ahneln die Carrier den
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Enzymen. Zum einen ist die Bindung des Substratesien Carrier fir den Transport
geschwindigkeitsbestimmend, was durch die Michddksten Konstante ({) als Malf3 fur
die Affinitat des Carriers zu seinem Substrat arfgeg wird. Zum anderen gibt die maximale
Geschwindigkeit (May die Geschwindigkeit der Konformationsénderung Gasriers beim
Transport an. Fir energieunabhéngige Carrier ésTdans-Stimulierbarkeit d.h. die Erhéhung
der Transportrate durch Substrat auf der TrangSéRlasmamembran-Seite, zu der
hintransportiert wird) ein weiteres Merkmal, was sbn Kanalen und Poren unterscheidet.
Zudem kann der Carrier-vermittelte Transport, ing&esatz zum Transport durch Kanéle,
gegen ein Konzentrationsgefalle erfolgen. Die Eieedgafur wird bei lonenpumpen durch
Hydrolyse von ATP bereitgestellt (primar aktiverafisport, z.B. die N&K -ATPase). Von
den energieabhéngigen Transportern gibt es entwédéda’- bzw Clgekoppelte Symporter
oder K, H" und OH-gekoppelte Antiporter. Den einwérts gerichteteri-Saadienten liefert
die Nd/K*-ATPase. Diese Art von Transportern werden als s@#u aktiv bezeichnet
(Castagnaet al, 1997). AuRerdem gibt es Transporter, diegdkoppelt transportieren
(Thwaites et al, 1993). Der dafiir notwendige "¥Bradient wird durch den in der
Biirstensaummembran gelegenen’/Na Austauscher, der durch die basolateralé/ia
ATPase angetrieben wird, geliefert. Dies wird alsidr aktiver Transport bezeichnet.

.3 Einteilung von verschiedenen Transportsystemen flr basische

Aminosauren

Die ersten Arbeiten zum Thema Transportsystembdgéische AS wurden in den 60er Jahren
veroffentlicht. Christensen zeigte hierbei, dasrgiin das gleiche Transportsystem
verwendet wie L-Lysin und L-Ornithin (Oxender untrBtensen, 1963), das sogenanrite y
System (Christensen, 1964; Christensen und Antiorli®69). Das {+System transportiert
basische AS pH- und Nainabhéngig. Der Transport ist trans-stimulierldan, erhoht, wenn
Substrat auf der Seite vorhanden ist, zu der mspartiert wird. Die Aktivitat zeichnet sich
durch eine I fir basische AS aus, die im Bereich der Plasmakunation von ca. 0,2mM
liegt (Whiteet al, 1982; White, 1985). 'yAktivitat kommt mit Ausnahme der Leber in allen
untersuchten Geweben vor (White und ChristenseB2)19n den letzten Jahren wurden
weitere Na-unabhangige Transporter fiir basische AS durch katdee Klonierung
identifiziert (Ubersicht: Palaciet al, 1998; Hydeet al, 2003). Sie unterscheiden sich vom
System ydurch die Interaktion mit neutralen AS.
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Das System Yy, was zuerst in humanen Erythrozyten (Deeésal, 1992) und spater in
Plazenta und humanen Fibroblasten @eal, 1995; Palaciet al, 1998) beschrieben wurde,
zeichnet sich durch eine hohe Affinitat fir bases&s aus (It fir L-Lysin liegt bei 10uM).
Sind Nd oder Li" vorhanden, ist die Affinitat zu neutralen (wie zIBLeucin, L-Methionin
oder L-Glutamin) und basischen AS ahnlich. Im Gegén zum ¥System kann die
Transportaktivitat im {L-System durch N-Ethylmaleimid (NEM) nicht gehemmérden.
Dadurch kénnen die beiden Transportsysteme inteaXellen unterschieden werden (Devés

et al, 1993), wobei NEM in héheren Dosen toxisch wirkt.

Die Eigenschaften des Systenfs urden zuerst in murinen Blastocysten beschrigbian
Winkle, 1993), spéater auch in der Niere und in Twgasten der Plazenta (Van Winkieal,
1988; Fureset al, 1991). Es transportiert basische und neutraldNASunabh&ngig und mit
gleicher Affinitat.

Die Transportsysteme;bund b, die in unbefruchteten und befruchteten Eizellen Maus
beschrieben wurden, unterscheiden sich zu den emd&ystemen durch den Umstand, dass
sie eine hohere Affinitat zu L-Arginin zeigen (Afftat von Q'< b,") als zu den anderen
basischen AS. Beide sind auch in Anwesenheit vomiddaionen nicht durch neutrale AS
(Homoserin und L-Leucin) hemmbar (Van Winkle undvane, 1990).

Ebenfalls in murinen Blastocysten wurde mit deflii Bystem auch das einzige Transport-
system beschrieben (Van Winkle, 1985), das-ldhhangig basische und kleine neutrale AS

(L-Alanin, L-Serin) transportiert.

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl von cDNAs &&ugerzellen kloniert worden, die fur
die beschriebenen Transportsysteme von basischerkofliren. Beispielsweise wurden
Glykoprotein-assoziierte Aminoséure-Transporter chesben. Es handelt sich um die
leichten Ketten der heteromeren Aminosaure-Transp@rATs) (Systeme™y. und B). Sie
besitzen 12 putative Transmembran-Domanen (TMs)assdziieren mit den Glykoproteinen
4F2hc (4F2 heavy chain cell surface antigen) od®kTr (related to B* amino acid
transporter) (Ubersicht: Palacit al, 2000). Die schweren Ketten sind mit den leichten
Ketten kovalent Uber eine Disulfidbriicke verbunden.

Desweiteren wurden in S&ugerzellen cDNAs fir Trartgpoteine beschrieben, die-y
Aktivitat zeigen. Sie transportieren spezifischibese AS und werden aufgrund dessen als

CAT fur cationic anino acid_tansporter bezeichnet. Wie die zuvor beschriebédgiehten
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Ketten der HATs werden sie zur Familie der Carrnetgine SLC7 (fur solute carrier family
7) gerechnet. Mit den leichten Ketten sind die CRABteine zu ca. 25% in der Aminoséaure-
Sequenz identisch. Im Rahmen der vorliegenden Datgen wird ein Mitglied der CAT-
Familie, hCAT-3, charakterisiert.

.4 ldentifizierung von Transportern fur basische Aminosauren (CATS)

und ihrer Transporteigenschaften

Innerhalb der vergangenen Jahre wurden 5 versateed®formen der CAT-Proteinfamilie
identifiziert. Der erste Aminosaure-Transporter deurzunachst als Rezeptor fir ekotrope
Maus-Leukamie-Viren (MuLV) entdeckt (Albrittoret al, 1989). Bei der Analyse des
Proteins zeigte sich, dass es sich um ein integislembranprotein mit 12-14 moéglichen
TMs handelt. Ein gegen die Genbank durchgefihrtentitidtsvergleich erbrachte keine
Sequenzhomologie. Es wurde aber eine strukturdildiéhkeit des MuLV-Rezeptors mit der
L-Arginin-Permease au$accaromyces cerevisidestgestellt. Nachfolgend durchgefihrte
Aufnahmestudien inXenopus laevisOozyten mit radioaktiv markierten Substanzen
offenbarten die Funktion des MuLV-Rezeptors alsaliees N&unabhangigen Transporters
fur basische AS (Kimet al, 1991; Wanget al, 1991). Es folgte die Umbenennung des
MuLV-Rezeptors in mCAT-1. Desweiteren wurde einenifetition durch andere basische
AS gezeigt (Kimet al, 1991). Die Transstimulierbarkeit, die einen ck#astischen
Parameter des'yBystems darstellt, ist bei MCAT-1 stark ausgepragt

Kurz nach der Isolation der fir mCAT-1 kodierendeDNA wurden humane orthologe
cDNAs kloniert, die eine Homologie von 87,6% zum ATC1 aufweisen (Albrittoret al,
1992; Yoshimotoet al, 1991). Wie bereits fir den mCAT-1 beschriebennrite in
Transportstudien iX. laevisOozyten eine fiir das'yBystem spezifische Transportaktivitét
nachgewiesen werden (Closisal., 1997). Die CAT-1 Isoform ist also spezifisch fiasische
AS, Nd-unabhangig, trans-stimulierbar und zusétzlich pidbhnangig (Kimet al, 1991). Sie
stellt einen hochaffinen Transporter dar, dessgpWerte flr basische AS zwischen 70-
250uM liegen. Die Arbeitsgruppe Wang konnte in m€AT-1 cRNA injizierten Oozyten
zeigen, dass in Anwesenheit von ‘Nanen auch kleine neutrale AS wie L-Cystein und
Homoserin mit niedriger Affinitat transportiert vaem (Wanget al, 1991). Dieses Ergebnis
konnte in unserer Arbeitsgruppe nicht bestatigtdear CAT-1 wird ubiquitér exprimiert, mit
Ausnahme der Leber (Kimt al, 1991). Jedoch nach partieller Hepatektomie witd' & flr

2h in der Leber exprimiert und kann zusatzlich QuHormone (Insulin, Glukokortikoide)

induziert werden (Wet al, 1994; Liu und Hatzoglou, 1998).
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Ein Fragment einer cDNA, die fir eine weitere Isofdkodierte, wurde auf der Suche nach
Genen, die an der Aktivierung von T-Zellen beteikind, gefunden. Sie wurde aus einer
murinen T-Lymphomzelllinie (T-cell early activatiaind als Tea bezeichnet) isoliert. Mit
dem Tea-Fragment konnten wenig spater gesamte cCussLeber (Closst al, 1993a;
Kavanaughet al, 1993), aus T-Lymphomen (Reizetr al, 1993) und Makrophagen, die mit
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert wen waren (Closst al, 1993b), isoliert
werden. Die parallel identifizierten cDNAs zeigtanh bei einem Sequenzvergleich identisch
bis auf einen Bereich, der fur 42 AS in der viern@mnazellularen Schleife kodiert (nach dem
14 TM-Modell). Die beiden unterschiedlichen Isofemm entstehen durch differentielles
Spleissen nach der Transkription desselben Gens.ale der Leber isolierte Transporter
wurde mMCAT-2A, der aus T-Lymphomzellen bzw. Makragén isolierte, mCAT-2B
genannt. Die humanen Orthologen zu den murinen spatern wurden kloniert und
charakterisiert (Clos®t al, 1997). Dabei wurde hCAT-2A durch Hybridisierunges
humanen Leber cDNA-Bank isoliert, wahrend die hC28-cDNA aus der Hepatom-
Zelllinie HepG2 stammt. CAT-2B stellt einen Trangpo dar, der {Aktivitat zeigt, d.h. er
ist hochaffin fiir basische AS, Ranabhangig, stereoselektiv und trans-stimulierbar.
CAT-2A dagegen ist ein niederaffiner Transportet iKi-Werten von 2-5mM, der auf3erdem
nicht trans-stimulierbar ist (Clogs al, 1993; Clos®t al, 1997; Habermeiest al, 2003), und
sich damit vom }+System unterscheidet.

Eine weitere Isoform (CAT-3) wurde 1997 in den SpeMaus und Ratte identifiziert. In der
Ratte wurde CAT-3 durch das Absuchen von cerebral®NA-Banken mit einer rCAT-1
Sonde detektiert (Hosokaved al, 1997). Kurze Zeit spater wurde aus einer cDNABans
embryonalem Mesoderm das murine Orthologe (mMCAB&)ert (Ito und Groudine, 1997).
Die in Oozyten nachgewiesene Transportaktivitdt wo@AT-3 fur basische AS war nur
wenig hoher als die Basalaktivitat der Oozyten. lidhe Werte, namlich einen zweifachen
Anstieg des Transports wurden von Hosokatval.in COS7 Zellen gemessen, die transient
mit rCAT-3 transfiziert wurden. Nicht nur basisch8 sondern auch L-Methionin, L-Cystein,
L-Aspartat, L-Glutamat (Hosokawat al, 1997), D-Arginin und L-Citrullin (Ito und
Groudine, 1997) scheinen den CAT-3-vermittelten rgiAin-Transport zu hemmen. Zudem
weist mMCAT-3 eine deutliche Divergenz deg-MVerte fur die beiden Substrate L-Arginin
(40-60uM) und L-Lysin (115-165uM) auf. Die Ergelsgsdie zum einen von Hosokawa und
zum anderen von Ito fur den CAT-3 erhoben wurdehen in deutlichem Gegensatz zu den
Transportaktivitaten fur basische AS, die fur diefbrmen CAT-1 und -2B erhoben wurden.
Fiur unsere Arbeitsgruppe stellte sich die FrageumaCAT-3, der wie CAT-1 und -2B*y
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Transporteigenschaften zeigt, in der Substratspiziind den Ig-Werten fur basische AS so

deutlich von den anderen Isoformen abweicht.

Sollten die Ergebnisse reproduzierbar sein, zesyem die Unterschiede moéglicherweise nur
im murinen bzw. im Rattensystem. Interessant wao dle Fragestellung, ob CAT-3 auch im
humanen System diese Divergenz zu den anderenrisafo aufweisst. Um dies zu

untersuchen, habe ich im Rahmen meiner Diplomadssthumane Orthologe zu mCAT-3
bzw. rCAT-3 kloniert (Diplomarbeit Vékony, 1999)irESequenzvergleich zwischen dem
dort klonierten hCAT-3 und tbrigen humanen CATga&echte die hdchste Identitat (60%) der
Aminosauresequenz zu hCAT-1 (Tabelle 2). Auch dahnscheinliche Anordnung in der

Membran stimmt mit dem 12-14 TM-Modell, das fir diederen CATs vorgeschlagen wird,
Uberein (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 Modell des hCAT-3-Proteins in der Membran

Das Modell zeigt die moglichen Transmembrandomagéil) des hCAT-3-Proteins
(nummeriert I-XIV) nach dem TMPred-Programm. Deridorund der Carboxyterminus
werden intrazellular vermutet. Zwei mogliche PKGeBphorylierungsstellen befinden sich in
der sechsten intrazellularen Schleife und am Cat®rinus (rot und mit einem "P"
markiert). Die putative Glykosylierungsstelle bdBh sich in der dritten extrazellularen

Schleife (griin und mit der Abktrzung "GLY" marRiert

Die Aminosauresequenz von hCAT-1 wurde verwendet, mit dem Computerprogramm
BLAST eine EST (expressed sequence tag)-Datenbbmisachen. Dies erbrachte einen
EST, der Homologie zu hCAT-1 zeigt. Mit diesem Klamrde durch das Absuchen von
humanen Plazenta-cDNA-Banken der SLC7A4-Klon (dachaals hCAT-4 bezeichnet
wurde) gefunden (Sperandet al, 1998). SLC7A4 weist zwar deutliche Homologie zur
CAT-Familie auf. Eine Transportaktivitat fir basiecAS nach Expression in Oozyten oder
Saugerzellen konnte aber nicht gezeigt werden (\atadd, 2002). Da nicht endgultig geklart
ist, ob es sich wirklich um einen CAT handelt wird weiteren Verlauf der Arbeit vom

SLC7A4 gesprochen. Eine endogene Expression von 784Cwurde in NT2-
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Teratokarzinom-Zellen gefunden, die mit Retins&hgbandelt wurden. Doch auch in diesen
Zellen konnte keine SLC7A4-vermittelte Transporitatdt fir L-Arginin festgestellt werden.
Uberlegungen, dass dies auf einer fehlenden Epresggs Proteins in der Plasmamembran
zurlickzufiihren sein kénnte, wurden mit der Genanigrvon Konstrukten zwischen SLC7A4
und dem grun fluoreszierenden Protein EGFP wide(l&@lf et al, 2001; Wolf, Dissertation
2001). In transfizierten U373MG Glioblastom-Zellewar SLC7A4.GFP in der
Plasmamembran zu sehen, aber eine starke Fluoresmenzudem innerhalb der Zelle in
vesikularen Kompartimenten zu beobachten (Véolel, 2001). InXenopus laevi©ozyten
konnte bestétigt werden, dass SLC7A4.GFP in desnRiamembran und zu einem geringen
Anteil im Cytoplasma exprimiert wird. Mdglicherweidenottigt SLC7A4 ein Partnerprotein,
das die Transportaktivitat induziert. Northern-Blodnalysen mit Poly(A}RNA
verschiedener Gewebe zeigen Expression in Hirnjslead Plazenta (Vekorst al, 2001).
Da die (SLC7A4) mRNA in der Plazenta vorhanden watd gemutmal3t, dass SLC7A4,
neben CAT-1, fur die ‘yAktivitat dort mitverantwortlich ist (Ayuket al, 2000; Jansson
2001).
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(D

Protein- | Gen- Transport-| Ky (mM) | Trans- Untersuchte Referenzen
Name |[Name |system far Arg.| Stimulation| Spezies
in
Oozyten

CAT-1 |SLC7A1|y" 0,10-0,16 ja h, m,r Albrittenet al., 1989
Yoshimoto et al,
1991

CAT-2A | SLC7A2 | nicht 2,0-5,0 | nein h,m, r Closs al, 1993a

definiert Closset al, 1997

CAT-2B | SLC7A2|y" 0,25-0,70 leicht h,m, r Reizeet al, 1993
Closset al, 1993b
Schwartz et al,
2002

CAT-3 |[SLC7A3|y" 0,20-0,50 leicht h,m, r Ito und Groudin
1997
Hosokawa et al,
1997
Vekonyet al.,2001

SLC7A4 | SLC7A4 |ungeklart | ungeklantungeklart | h Sperandeoet al,

(CAT-4) 1998
Wolf et al, 2002

Tabelle 1  Ubersicht tiber die CAT-Isoformen

Die Tabelle enthalt die Gen-Namen und einige Trartsparakteristika der bisher
identifizierten CATSs.

hCAT-1 hCAT-2A hCAT-2B SLC7A4
hCAT-3 66% 57% 59% 50%
Tabelle 2 Sequenzvergleich zwischen dem humanen CAT-3 und a@ederen hCATs

In der Tabelle sind % Identitat der AS-Sequenz RGAT-3 zu den drei weiteren hCAT-

Isoformen bzw. SLC7A4 aufgefihrt.
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.5 Requlation der CAT-Proteine

Von den CAT-Proteinen wurde vor allem die Regutatron CAT-1 untersucht. rCAT-1 wird
sowohl auf transkriptionelle als auch komplexe stationale Weise reguliert (Yamaat al,
2003). Auch auf posttranslationaler Ebene kann @&T-1-Aktivitat reguliert werden
(Ubersicht: Closs, 2002; Hatzogletial.,2004). Am haufigsten kommt die posttranslationale
Modifikation von Proteinen in Form von Glykosyliesgen und Phosphorylierungen vor.

Die CAT-Proteine sind integrale Membranproteine die Membran vermutlich 12-14 mal
durchspannen (siehe TM-Modell von hCAT-3 in Kapit®). Der N-und der C-Terminus
kommen dabei intrazellular zu liegen. Die Aminoga8equenz von hCAT-1 weist demnach
drei potentielle N-Glykosylierungsstellen auf, vd@nen 2 in der dritten und 1 in der vierten
extrazellularen Schleife liegen. hCAT-2A und -2Bsiteen ebenfalls 3 potentielle N-
Glykosylierungsstellen, von denen 2, wie bei CATrlder dritten extrazellularen Schleife
liegen. Die dritte befindet sich in der zweitenraxellularen Schleife. Bei hCAT-3 existiert
nur eine potentielle N-Glykosylierungsstelle in diitten extrazellularen Schleife. Die drei
potentiellen N-Glykosylierungsstellen von SLC7A4den in der zweiten, dritten und
sechsten extrazellularen Schleife.

Die Phosphorylierung von Proteinen bedeutet eireerachtigsten Regulationsmechanismen
in hoheren Zellen. Durch sie werden z.B. Prozesse Bett- und Zuckerstoffwechsels
beeinflusst. Ebenso spielt sie bei der Ubermittihogmoneller Signale, der Regulation der
Genexpression und der Kontrolle des Wachstums le@akeutende Rolle. Proteine kdnnen
entweder durch eine direkte Phosphorylierung oddyer GPhosphorylierung eines
zwischengeschalteten regulatorisch wirkenden Rretegguliert werden. Es kann durch die
Phosphorylierung zu einer Inaktivierung des Protekommen oder auch zu einer
Aktivierung. Dartber hinaus kann ein Membranprot@uach internalisiert werden und
dadurch seine Funktion nicht mehr austben. Phogldrmmngen werden durch
Proteinkinasen bewerkstelligt, von denen die Pn&tease A (PKA) und C (PKC) zu den am
besten untersuchten Kinasen gehdren. Die Aktivggrder Proteinkinase C reguliert die
Aktivitdt einer Vielzahl von Transportproteinen ekt oder indirekt. Beispiele sind der
Dopamin-Transporter (DAT) (Hufét al, 1997; Zhuet al., 1997), der Glutamat-Transporter
(GLAST-1) (Conradt und Stoffel, 1997) oder der GAB#ansporter (GAT-1) (Coregt al.,
1994). In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt exerdlass es sowohl in ¥aevis Oozyten
als auch in humanen endothelialen EA.hy 926-Z&leriner signifikanten Reduktion der L-
Arginin-Aufnahmeaktivitdt kommt, wenn durch den iakh Phorbolester Phorbol-12-

myristat-13-acetat (PMA) die PKC aktiviert wurder@Get al., 2001). Die Reduktion ging
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allerdings nicht mit einer Abnahme der GesamtpmeEeipression einher. Ebenfalls in
unserer Arbeitsgruppe konnte im Folgenden gezeigtden, dass die PKC-vermittelte
Reduktion der hCAT-1-Transportaktivitat auf einezdrktion der hCAT-Expression an der
Zelloberflache beruht (Rotmaret al, 2004). Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit dem
endogen in humanen DLD-1 Kolonkarzinom Zellen exyerten hCAT-1 erzielt (Rotmann,
Dissertation 2003; Rotmaret al, 2004). Die Transportaktivitat kann in DLD-1 il durch
das Auswaschen von PMA wieder normalisiert werd®am.der PKC-Effekt auch nach dem
Entfernen der putativen PKC-Erkennungssequenzerh@#&r-1-Protein unverandert blieb
und es durch PMA zu keiner Zunahme der hCAT-1-Ptigdierung (n vivo
Phosporylierung) kam, reguliert die PKC die hCAT+hRnsportaktivitdt wahrscheinlich Gber
einen indirekten Mechanismus d.h. nicht Uber eimekte Phosphorylierung des hCAT-1-
Proteins. Von Krotovaet al konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der TRCA
Transportaktivitat durch die klassischen PKC-Isofen vermittelt wird. Von den klassischen
Isoformen wiederum scheint die PK@die daftr verantwortliche Isoform zu sein (Krotaata
al., 2003). Vergleicht man das Vorkommen des Sequengs®XX STXRX, wobei X flr
eine beliebige AS steht) fur eine Phosphorylierthgch die PKC bei den hCATs und
MCATSs, so fallt auf, dass die humanen CAT-Protgeneine zusatzliche potentielle PKC-
Bindestelle aufweisen. Die putativen Phosphoryhgastellen der einzelnen hCAT-Proteine
sind in Abbildung 3 aufgeflhrt. Der SLC7A4 besiavei Erkennungssequenzen fur die
Proteinkinase C, die nicht mit denen der andereATsQubereinstimmen. In den Isoformen
hCAT-1, -2A und 2B kommt eine Phosphorylierungdstefor, die in ihrer Lokalisation
konserviert ist (AS 476 fur hCAT-1 und AS 474 fl@AT-2A und -2B). Da diese Position im
Bereich der flinften intrazellularen Schleife liegtdre es eine mogliche Stelle flr eine
Phosphorylierung durch die PKC. Eine weitere korieele PKC-Bindestelle kommt in der
Néahe der oben genannten konservierten Positionm@onjich an Position 454 fir hCAT-2A
und 2B bzw. AS 453 fur hCAT-3. Die starke Verwawtt zwischen den CATs wirft die
Frage auf, ob die CATs durch die PKC in gleicheris&¥eeguliert werden. Mdglicherweise
zeigt hCAT-3, der noch eine zusatzliche PKC-Erkemgsstelle am C-Terminus besitzt, eine
andere Regulation der Transportaktivitat nach PK@vkerung als hCAT-1.
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hCAT-1 *:*
1 629
hCAT-2A
1 657
hCAT-2B *ﬁP
1 658

hCAT-3 __
1 619
i
SLC7A4 _—
1

Abbildung 3 Schematische Darstellung der humanen CAT-Proteine ndu des
SLC7A4-Proteins mit potentiellen PKC-Erkennungssesi

Die vier hCAT-Proteine sind jeweils schematisch Bllken dargestellt. Die putativen
PKC-Phosphorylierungsstellen sind als kleine Ballk@ingezeichnet und die jeweiligen
Aminosaurepositionen angegeben: finf bei hCAT-1+2#] vier bei hCAT-2B und zwei bei
hCAT-3 und SLC7A4, wobei intrazellular bzw. extiai@ liegende PKC-Erkennungsstellen
jeweils nach unten bzw. nach oben gezeichnet &imdBereich von 40 AS in der vierten
intrazellularen Schleife (als helles Rechteck datet) stellt die putative ,funktionelle
Domane" dar. hCAT-2A unterscheidet sich hier in&®von hCAT-2B.
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1 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des voir im Rahmen meiner Diplomarbeit

klonierten hCAT-3 und die Analyse der Proteinexpi@s des verwandten Proteins SLC7A4.

* Um die Transporteigenschaften von hCAT-3 zu charaieren, sollte dieser in einen
fur die in vitro-Transkription geeigneten Vektor (pSP64T-Vektorprkert und in
Xenopus laevi©ozyten exprimiert werden. Durch Transportstudieiite dann die
Zugehorigkeit des hCAT-3 zum *yfransportsystem (berprift werden (Na
Unabh&ngigkeit, pH-Unabhangigkeit, Trans-StimulatiBubstratspektrum).

* Mit einer geeigneten Sonde fiur alle CAT-Isoformendudie NOS | sollte die
Gewebeverteilung untersucht und verglichen wer@eander CAT-3 in den Spezies
Maus und Ratte als Gehirn-spezifische Isoform kréslobn wurde, konnte hCAT-3
eine Rolle bei der Substratversorgung der neurandll®S (nNOS) spielen. Hierzu
sollten vergleichende Untersuchungen auf RNA-Elkmehgefihrt werden.

» Ein wichtiger Schwerpunkt der vorliegenden Arbeiarwdie Generierung von
Antikorpern gegen den humanen und murinen CAT-3 geden den humanen
SLC7A4.

» Die subzellulare Verteilung von hCAT-3 sollte inrhanen Zellen sowohl durch
Uberexpression in U373MG Glioblastom-Zellen alsraendogen mit Hilfe der neuen
gewonnenen Antikorper in NT2 Teratokarzinom Zellenersucht werden und mit der
von hCAT-1 verglichen werden.

* In diesen Zellen sollte die Regulation von hCAT&Im PKC-Aktivierung untersucht

werden.
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1l Material und Methoden

1.1 Materialien

[11.1.1 Laborgerate

Begasungsbrutschranke (5%)
Brutschrank
ELISA-Reader

Filmkassetten mit Screen

Funktion Line (Heradarau)
Funktion Line (Heraeus, Hanau)

EL 340 Biokinetics Reader Bidiek
Instruments, Reiskirchen)

Biomax MS Intensifyinge®gar (Amersham
Kife Science, Freiburg)

Gelelektrophoresekammern fiir analytische Mini-Raaieund Protean 11 X

und praparative Proteintrennung
Geltrockner

Gleichstromquellen

Heizplatte mit Magnetruhrer

Hochgeschwindigkeitszentrifugen

Hybridisierungsofen mit
Hybridisierungsrohren

Kaltlichtquelle
Kapillarziehmaschine
Klhlgerat
Kreisschiittler

Kuhlschrank (18°C)
Kahlzentrifuge
Laborwaage
Metallblock-Thermostat
Mikroskop

Multipipette

(Bio-Rad, Miinchen)

Modell 583 und 543 Gel-Dryer (Bio-Rad,
Munchen)

GPS 200/400 Elektrophoresis P8u@ply
EPS 3.500 (Pharmacia, Freiburg)

IkamagRCT (Janke & Kunkel, IKA
Labortechnik, Staufen i. Breisgau)

J2-MC mit Rotor28.1 und J14
Avanti TM J-301 Performance-Zentrifuge mit
Rotoren JA 25.50 und JLA 16.250 (Beckmann,
Dreieich-Buchschlag)

Biometra HybridisierungsofOV1

(biomedizinische Analytik Gim)
Gottingen)Kuhlfalle Vapor Trap (Bio-Rad,
Munchen)

KL 1500 electronic (Schott, Mainz)
World Precision Instrumentsili
UKS 3602 (Liebherr)

Function Line (Heraeus, Hanau)
KS 250 basic und KS 501 digital (Janke &
Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen i. Breisgau)

7080900 (Liebherr)

Megafuge 1.0 R (Heraeus, Hanau)
Sartorius (Werner Wolfinger)

Techne DRI-Block DB 2A (BRad, Miinchen)
Leitz (Wetzlar tber Leica, Bensheim)

Multipipette 4780 Dispenser
(Eppendorf, Hamburg)
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Nanoliterinjektor

PCR-Gerate

pH-Elektrode
pH-Meter
Photometer

Pipetten, verstellbar

Pipettierhilfe
Prazisionskuvette aus Quarzglas
Rotationspumpe

Sterile Werkbank

Szintillationszahler[{-Strahlung)

Taumlergerat
Tischzentrifugen

UV-Leuchttisch
Ultra Turrax

Ultraschall
UV-Sterilisationskammer
Vakuumzentrifuge
Wasseraufbereitungsanlage

Wasserbad mit Badthermostat

A 203XVY und A203XVZ (4,6nl-73,6n
(World Precisions Instruments, Berlin)

DNA Terminal Cycler TC1 (Perkin Elmer)
DNA Thermo Cycler TR3 (Hybaid, Omni Gene
Heidelberg)
i-Cycler (Bio-Rad, Minchen)

Ingold (Schott Gerate, Hofheim)
Hp-pH-Meter CG 809 (Schott Gerate, Hofh)eim

Uvikon 941 Spectrophotometer
(Kontron, Neufahrn)

1-10ul, 10-100ul, 50-2500@0-2000ul)
(Eppendorf, Hamburg)

Gilson Modell P2, P10, P100, P1000 (Abimed
Analysen-Technik GmbH, Lagenfeld)

Pipetus, Hirschmann Laborgrate (Mgrc
Suprgs#chichtdicke 10mm, Hellma (Merck)

Mini puls 2 (Gilson, Abimed Analyskgchnik
GmbH, Lagenfeld)

Biohazard (BDK, Sonnenbiihl Gen&mg
Reagiergefal3schuttler MS 1 Minishaker
(Janke & Kunkel

Tri Carb 460CD Liquid Scintillation $gm
(Packard, Frankfurt)

Heidolph Reax.3 (Heidolph, Kelkheim)

Biofuge 13 (Heraeus, Hanau)
Eppendorf 5417C (Eppendorf)

Mini-Transilluminator (Bio-Rad, Mihen)

TypT25 (Janke & Kunkel, IKA Labortedkn
Staufen i. Breisgau)

Semicator ultrasonic Processor XL (Hea
Systems incorporated, Formingdale NY, USA)

GS Gene Linker (Bio-Rad,ndkien)

Speed VAcSC 110 (Savant Instruments Inc.
Uber Thermo Electron GmbH Bioscience
Technologies, Dreieich)

Milli-Q-Plus Millipore/iéts,
(Eschborn)

Thermomix R BU mitdmxR B (B.Braun).
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[11.1.2 Plastikwaren

Die Plastikwaren wurden, wenn nicht gesondert difge von den Firmen Sarstedt

(NUrnbrecht-Rommelsdorf) und Greiner (Frickenhayiseezogen. Die fur die Zellkultur

verwendeten Plastikwaren wurden steril bezogehési@pitel Zellkultur).

Chromatographie-Saulen mit
Verschlusskappe

Einweg-Auslaufpipetten
Einmalkivetten

Einmalspritzen
ELISA-Platten
Infusionsset mit Fligelkandile (steril)

Kanulen

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle

Szintillationsrohrchen
Transformationsrohrchen

Zentrifugenréhrchen

[11.1.3 Verbrauchsmaterialien
Affi-Gel® 10

Chirurgisches Nahtmaterial
Dialyseschlauch

Glaskapillaren

HiTrap Affinitatssaulen
(GSTRap™ FF Saulen)

PolyPrep Chromatogr&aiymns
(Bio-Rad, Mlnchen)

1ml, 5ml, 10ml, 25ml (SadsteNtrnbrecht)

1/2 Mikro EinmalkUvetten (1x 0,4%@m)
(Ratiolab, Dreieich)

Injekt F 1ml Solo Omnifix 2,5ml, 5M0ml
(Braun Melsungen AG, Melsungen)

96-Loch Platten mit Rundboden oder
abgeflachtem Boden (Sarstedt, Nurnbrecht)

Wing-FloTM@x3/4,(0,8x20mm)
(Cora, Harxheim)

StericanR 0,70x33mm, 22Gx 11/4 ,Luer-Lock";
45x25mm, 2GGx1 Luer-Lock"
(Braun Melsungen AG, Melsungen)

0.5-10ul, 10-100pl, 50-1000ul
(Sarstedt, NUrnbrecht)

0.5ml Safe-Lock, 1,5ml, 2ml, 1.6ntl
Schraubdeckel (Sarstedt, Nirnbrecht)

Polyethylene (PE) Vials (Rard, Frankfurt)

14ml Rundboden Polypropglegpenzréhrchen
(Falcon)

14ml Rundboden, 15ml und 50piz8oden
(Sarstedt, NUrnbrecht)

(Bio-Rad, Mlnchen)

Vicryl R 2/0 (3-metiié)p, resorbierbar
Prolené] 3-0 usp (2-metric) V-7
(Ethicon, Johnson & Johnson)

Servagolémm (medicell International LTD,
London)

Glas replacement 3,5nl
(World precision Instruments, Berlin)

(Amersham Pharmacia Biotdeteiburg)
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Nitrocellulose Transfer Membran 0,2um ProtranR 8&h{eicher und Schiill, Dassel
Whatman 3MM Papier (Schleicher
und Schill, Dassel)

Pasteur-Kapillarpipetten »volvac" (Schuch, Langgpns
Parafilnf "M" (Schuch, Langgons)
Sepharose 6B (Sigma, Deisenhofen)
Sephade% G-25 Saulen (Pharmacia, Freiburg)

[11.1.4 Photomaterialien

Film-Entwickler LX 24 Verdinnung 1:5 mit4®

(Kodak, Stuttgart)
Film-Fixierer AL4 Verdinnung 1:5 mit #0 (Kodak, Stuttgart)
Rontgenfilme X-ray film (Agfa, Leverkusen)

[11.1.5 Chemikalien

Soweit nicht gesondert aufgefihrt, wurden die Clkair@gn von den Firmen Roth (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Merck Eurolab Gm{i¥drmstadt) bezogen. Die fir die
Zellkultur bendétigten Utensilien wurden von der k& Gibco BRL (Invitrogen Life

Technologies, Karlsruhe; PAA Cell Culture Corpagjl§e) in Zellkulturqualitat bezogen.

[11.1.6 Restriktionsenzyme
Die Restriktionsenzyme fuir molekularbiologische Meten wurden von den Firmen
Phamacia (Freiburg), New England Biolabs (Schwdipagoche Diagnostik (Mannheim)

oder Promega (Mannheim) bezogen.

[11.1.7 Allgemeine Losungen und Puffer

10x TBE

0,9M Tris Base 108g
(Trishydroxymethylaminomethan)

0,9M Borsaure 55¢

0,2M EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) pH 8,0 AO@iner 0,5M EDTA L6sung

in 1L Aqua bidest. I6sen
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10xPBS (Phosphatgepufferte Salzlésung) pH 7,4

17,6mM KH,PO, 2,49
26,8 mM KCL 2,09
1,4 mM NacCl 80,09
101mM NaHPQO, 14,49

wurde in 1L Aqua bidest. gelost

10xTAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

0,4 M Tris Base 48,49
1,13% (V/V) Essigsaure konz. 11,42ml
0,01M EDTA 7,44q

Die Substanzen wurden in 800ml Aqua bidest. geldst.pH-Wert wurde mit 1N NaOH auf
8,5 eingestellt und auf 1L mit Aqua bidest. aufdjefi

DEPC-HO
500ml Aqua bidest. wurden mit 100ul Diethylpyrocarht (DEPC) (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) versetzt und fur 8 Stunden auf einewiskchuttler inkubiert. Danach folgte

60minutiges Autoklavieren zur Entfernung des resén DEPC.

Tris-EDTA (TE)-Puffer (1x)pH 8,0
Tris-HCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM
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[11.2 Methoden

[11.2.1 Molekularbiologische Methoden

[11.2.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben oder kultivieen Zellen

Verwendete Losungen und Puffer

H-0O geséttigtes Phenol

Phenol wurde mit DEPC-® gemischt und bei 40°C im Wasserbad geschmolzen.

2M Natriumacetat pH 4
41g Natriumacetat wurden in 125ml DEPGEH gelost. Nachdem der pH-Wert mittels

Eisessig auf pH 4,0 eingestellt wurde, folgte 6amges Autoklavieren.

GIT-Puffer (Guanidinisothiocyanat) 500ml

Guanidinisothiocyanat 4M
Natriumcitrat pH 7,0 25mM
Natriumlaurylsarcosin 0,5%

Die Losung war drei Monate haltbar. Vor dem Gebnanarden 180ul 2-Mercaptoethanol
(Merck, Darmstadt)/ 25ml hinzugefligt. Diese Loswag nur vier Wochen haltbar.

Bei der sauren Phenolextraktion nach Chomczyns#i S@cchi (Chomczynski P. & Sacchi
N., 1987) wurden Zellen auf 10érKulturplatten bis zur Konfluenz kultiviert, zweitnanit
1xPBS gespult und mit 1ml GIT-Puffer lysiert. Dagsht wurde mit einem Zellschaber
abgeschabt und in ein 14ml Rundboden-Zentrifugeoh#n Gberfuhrt.

Gewebe wurde direkt aus flissigem Stickstoff komanenit Hilfe eines Skalpells zerkleinert
und mit GIT-Puffer in einem 14ml Rundboden-Réhrchert Hilfe eines Ultra Turrax
homogenisiert. Zum jeweiligen Rundboden-Rohrcherdem 400ul 2M Natriumacetat pH 4,
4ml H,O gesattigtes Phenol und 800ul Chloroform/Isoarkgladl (24:1) hinzugefigt,
gemischt und fir 15Min. wéhrend wiederholtem Durduinen auf Eis inkubiert. Zur
Trennung der Phasen wurde zentrifugiert (20MinC,48200rpm, JA-25.50 Rotor J-30I). In
der oberen, wassrigen Phase befand sich die RN&,idiein neues 14ml Rundboden-
Rohrchen dberfuhrt wurde. Falls es zu keiner dehgl Phasentrennung kam, wurde erneut
800ul Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugefugt unehtrifugiert. Durch Zugabe von 4ml

eiskaltem Isopropanol und anschlieRender Inkubdie@r20°C fir 1h wurde die RNA gefallt.
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Danach wurden die Proben zentrifugiert (30Min., 48200rpm, JA-25.50 Rotor J 30I). Das
gewonnene Pellet wurde in 80%igem Ethanol gewascheith erneuter Zentrifugation
(20Min., 4°C, 8200rpm, JA-25.50 Rotor J 30l) wurdeie Proben getrocknet, in 100ul
DEPC-HO geldst und 1ul zur Messung der optischen DickB)((111.2.1.2) bei 260nm
entnommen. Der Rest wurde bei -70°C gelagert.

[11.2.1.2 Photometrische Bestimmung von RNA-und DNA-Konzentrdonen

Durch die Messung der (OD) bei einer Wellenlange 260nm ist es
maoglich, den Gehalt von Nukleinsauren in einer logsau bestimmen.
Es gilt dabei: DNA: 1 OByonmentspricht 50ugDNA/mI

RNA: 1 ODysonmentspricht 40pgRNA/mI
Zusatzlich wurde die OD auch bei 280nm und 320nmegsen. Auf diese Weise ist eine
Verunreinigung mit Proteinen (280nm) und PhenoD(88) feststellbar. Das Verhaltnis von
OD260nn{OD2gonmsollte 1,8 fir DNA und fur RNA 2,0 sein. Ein niggkrer Quotient weist auf
eine Verunreinigung mit Proteinen hin. Oft wurdee dermittelte DNA-Konzentration
zusatzlich mittels eines Agarosegels kontrolliditZ.1.3). Zu diesem Zweck wurde die DNA
linearisiert und auf das Gel aufgetragen. Dann eulid Intensitat der Bande mit den Banden

eines GroRenmarkers, dessen Konzentration bekarnterglichen.

[11.2.1.3 Agaroseqgelelektrophorese

Verwendete Puffer und Marker
6xDNA-Ladepuffer

Bromphenolblau 0,25% (m/V)
Xylencyanol 0,25% (m/V)
Glycerol 30vol%

Molekulargewichtsmarker

Lambda DNA mit Eco 4711l und Eco 911 geschnitten5(fg/pl, MBI Fermentas, ST.Leon-
Roth)

pcDNAI Amp (Invitrogen, Leek, Niederlande) mit Hihfeschnitten (0,5ug/ul)

Restringiert man ein DNA-Molekidl mit Restriktionggmen, entstehen Nukleinsaure-

fragmente. Diese kénnen mit Hilfe der Agaroseg&tetgphorese aufgetrennt werden. Wird
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elektrischer Strom durch das Gel geschickt, wandienNukleinsduren mit ihren vielen
geladenen Phosphatgruppen mit einer Geschwindjgllest umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihres Molekulargewichtes ist, zu desifpeen Elektrode (Hellinget al, 1974).
Tragt man DNA-Fragmente bekannter Gro3e (Molekelarghtsmarker) gleichzeitig auf das
Gel auf, ist es moglich, die Grol3e einer zu untrenden Bande zu ermitteln. Eine
eindeutige Aussage Uber die Grol3e der DNA kanmdatigs nur gemacht werden, wenn die
DNA in linearisiertem Zustand vorliegt, da supeitae ringférmige, entspiralisierte ring-
formige und linearisierte DNA mit gleichem Molektdawicht unterschiedlich schnell durch
das Agarosegel laufen (Thorne, 1966).

Fur ein Agarosegel wurde 0,5-2,0% (m/V) AgarosetiREarlsruhe) in 1XTAE-Puffer durch
Aufkochen gelost. Die Agarosekonzentration wurde ngch Molekulargewicht der zu
untersuchenden DNA-Fragmente gewahlt, wobei ein etggh Molekulargewicht ein
niedrigprozentigeres Gel verlangte. Der aufgekath@elmatrix wurde der DNA-inter-
kalierende Farbstoff Ethidiumbromid in einer Konzation von 0,5ug/100ml Lésung
zugegeben. So konnte die DNA unter UV-Licht (Wdleige 254nm) sichtbar gemacht
werden. Die etwas abgekihlte, noch flissige Gelmaturde in einen vorbereiteten
Kunststoff-Trager gegeben, in welchem sie austgrtBanach wurden die Kunststoff-
Kamme fur die Probentaschen entfernt. Den Proberdevwor dem Auftragen 6-fach
konzentrierter Ladepuffer zugesetzt. Die in dem bBnpuffer enthaltenen Farbmarker
Xylencyanol (als hellblaue Bande ca. 4kb) und Brbenwlblau (als dunkelblaue Bande ca.
300bp) erlaubten, die zuriickgelegte Strecke im @bkchatzen zu konnen. Die
Agarosegelelektrophorese wurde mit einer Spannurap \50-100V (0,5-1V/cr)
durchgeflnhrt.

Praparative Agaroseqgelelektrophorese

Ein praparativer Elektrophoreseansatz wurde gewadk#nn ein oder mehrere DNA-
Fragmente aufgereinigt werden sollten. Die Versapparatur wurde ebenso aufgebaut wie
bei einem nichtpraparativen Ansatz. Aber es wurde geringere Spannung gewahlt und die
Menge der eingesetzten DNA erhdht. AuRerdem wurdesonderem Mal3e darauf geachtet,
DNA-Kontaminationen und -Schaden auszuschlieRendignDNA nicht durch kurzwelliges
UV-Licht (254nm) zu schadigen, wurde zum Sichtbarinem langerwelliges UV-Licht
(302nm) fur moglichst kurze Zeit eingesetzt. Dasviyegschte Fragment wurde mit einem
sterilen Skalpell in ein steriles Reaktionsgefalerfithrt und mit einem Puffer des
NucleoSpiff Kits (NucleoSpifi Extract, Macherey & Nagel, Diiren) bei 50°C in @ne
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Wasserbad geschmolzen. Auf eine im Kit enthaltedeléSwurde die Probe pipettiert und

nach Angaben des Herstellers gewaschen und eluiert.

[11.2.1.4 Extraktion von Nukleinsauren mit Phenol

Verwendete L6sung

Tris gepuffertes Phenol pH 7,8

Phenol 1
Hydroxyquinolin 0,1% (m/V)

Das Phenol wurde bei 88 geschmolzen und solange mit 0,5M Tris-Base pH/8;8etzt, bis
ein pH-Wert von 8,0 erreicht war. Die L6sung wudd#n mit 100ml 100mM Tris-HCL pH
8,0 uberschichtet und gelagert.

Um Proteine aus einer Nukleinsédure-Praparatioreergh zu konnen, wurde ein Gemisch aus
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) verwendghloroform diente dabei zum einen
der Denaturierung der Proteine, zum anderen ettgiehes die Trennung der wassrigen und
organischen Phase. Durch Isoamylalkohol wird diraBmbildung wahrend der Extraktion
verhindert (Sambrookt al, 1989). Proben mit der zu untersuchenden Nuklames&urden
mit dem gleichen Volumen Phenol:Chloroform:Isoartkghaol versetzt. Der Ansatz wurde
gemischt und anschlieend zentrifugiert (10 MinauRtemperatur (RT), 14.000rpm
Tischzentrifuge). Die obere, wassrige Phase wubder@ommen und in ein neues Reaktions-
gefald uberfuhrt. Um eine Verunreinigung mit Phemoéiglichst gering zu halten, wurde zur
Probe das gleiche Volumen Chloroform:ilsoamylalkofi»4:1) gegeben. Dann gemischt,
zentrifugiert (10 Min., RT, 14.000rpm Tischzentgk) und die obere Phase abgenommen.

Daran schloss sich eine Préazipitation der Nukleires& mittels Ethanol an (siehe unten).

Prazipitation von Nukleinsauren mit Ethanol

Um Nukleinsauren zu konzentrieren wurde eine Pit@tipn mit monovalenten Kationen und
Ethanol durchgeflihrt. Die Art und Konzentrationsgie Kationen kann unterschiedlich sein.
Am meisten verwendet werden Ammoniumacetat (2,84%,5Lithiumchlorid (0,8M),

Natriumchlorid (0,2M) oder Natriumacetat (0,3M phRb (Sambrooket al, 1989). Dem

Ansatz wurde die jeweilige Salzlésung in entspradee Konzentration zugefigt und das 2,5
fache Volumen Ethanol. Die Fallung erfolgte bei %700r 1h oder bei —20°C uber Nacht
(G.N.). Das bei der anschlieBenden ZentrifugatRiMin., 4°C, 14.000rpm, Tischzentrifuge)

entstandene Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewesc Danach wurde das
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Reaktionsgefal? mit gedffnetem Deckel schrag auZeltulosetuch gestellt, um den Ethanol
verdampfen zu lassen. Das getrocknete Pellet winrdeerilem Aqua bidest. oder TE-Puffer

aufgenommen.

[11.2.1.5 Restriktion von Plasmiden

DNA-Molekile kbnnen an bestimmten Nukleotidsequenderch Restriktionsendonukleasen
aufgespalten werden. Durch die Restriktionsschnitte es maoglich, ein Plasmid zu
charakterisieren. Jedes Restriktionsenzym erkeefmidrte DNA-Sequenzen und schneidet
dort die beiden DNA-Strange. Dabei kdnnen glattedden (z.B. durch EcoR V) oder
Uberh&ngende Enden (z.B. durch Hind Ill) entstelsadlte ein Plasmid mit zwei Enzymen
verdaut werden, die nicht unter den gleichen odém#@edingungen schneiden, so musste
der Verdau nacheinander durchgefiihrt werden undblid nach dem ersten Schnitt gefallt
werden (111.2.1.4). Fir analytische Zwecke, wie Gieerprifung einer Insertion von Fremd-
DNA in ein Plasmid, wurde 1pg Plasmid DNA mit zviignheiten des Enzyms und mit dem
dazugehdrigen 10fach Restriktionspuffer (ein Zelhtds Restriktionsansatzes) fur ca. 1h bei
seinem Temperaturoptimum in einem 20l Ansatz irktibUm noch eventuell vorhandene
RNA zu entfernen, wurde der Ansatz mit 1ul RNasgAg/ul) versetzt und 15Min. bei 37°C

inkubiert.

[11.2.1.6 Ligation

Verwendeter Puffer

Ligationspuffer (10x)

Tris-HCL pH 7,6 500mM
MgCl, 100mM
Dithiothreitol (DTT) 100mM
Bovines Serumalbumin (BSA) 500pg/ml

DNA-Ligasen wie die T4-Phagen-DNA-Ligase (New EmglaBiolabs, Schwalbach) sind
Enzyme, die DNA-Ketten wahrend der Replikation, &epur und Rekombination
miteinander verbinden, indem sie zwischen den Bspthat- und den 3'-Hydroxyl-Gruppen
benachbarter Nukleotide Phosphatbriicken bilden. Bdizienz der Ligation ist bei DNA-

Fragmenten mit Uberhdngenden Enden (,sticky endi€) komplementar zueinander sind,

grolRer als bei glatten Enden (,blunt ends”). Esdeugin molares Verhaltnis von Vektor und
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einzufugendem DNA-Fragment von 1:3 gewabhlt. In eif8ul Ansatz wurden auf3erdem 1pl
Ligationspuffer (10x), 1ul 10mM ATP und 1ul (1E) T8NA-Ligase pipettiert. Als Kontrolle
wurde der Ansatz ohne Zugabe des DNA-Fragmentestli@pie Inkubation erfolgte U.N. bei
16°C im Wasserbad. Die ligierten Plasmide wurdenadh in Bakterien transformiert und
vermehrt (111.2.1.8, 111.2.1.9).

[11.2.1.7 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde ein Kit éma Amersham Pharmacia Biotech
Freiburg verwandt (sure clone ligation).

Einige hitzestabile Polymerasen (Expand™-DNA-Polsase) koppeln dATPs an die 3'
Enden von DNA-Fragmenten. Dieser 3' Uberhang voemkann die Klonierung von PCR-
Produkten in einen Vektor erschweren, wenn glatigels kloniert werden sollen. Aus diesem
Grund wurde das PCR-Produkt nach Aufreinigung d@icle praparative Gelelektrophorese
(11.2.1.3) mit Hilfe der 3-5' Exonuklease-Aktivitat des Klenow-Fragmentes ebgpand ™-
DNA-Polymerase an den 3' iberhdngenden Enden ahbigdbegleitend dazu wurden die 5'
Enden des PCR-Produktes durch die T4 Polynukleioidgle phosphoryliert, damit sie spater

mit einem vorbereiteten dephosphorylierten Vekigieten konnten.

Ansatz der Reaktion

PCR-Produkt (60ng-100ng) 1-16ul
Klenow Fragment 1pl
10x Kinase Puffer 2ul
Polynukleotid-Kinase 1l

mit sterilem Aqua bidest. wurde auf 20ul aufgefullt

Der Reaktionsansatz wurde nach vorsichtigem Misdiean37°C fir 30 Minuten inkubiert
und danach eine Phenol/Chloroform Extraktion (I.2) durchgefihrt. Die nach der
anschlieBenden Zentrifugation (5Min., 14.000rpm,, Rischzentrifuge) erhaltene obere
wassrige Phase wurde auf eine Sephacryl S-200 Hfe $&mersham Pharmacia, Biotech
Freiburg) pipettiert, zentrifugiert und das Eluateinem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald
aufgefangen.

Ein Vektor kann religieren, wenn er kompatible Emthesitzt. Um dies zu verhindern, wurde

eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase anigsseim. Dabei wurde in den Ansatz nach
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der Restriktion die alkalische Phosphatase (aubdfdhrm, 1E/Ansatz, Roche Diagnostik,
Mannheim) pipettiert und fir 1 Stunde bei 37°C ipilent. Da die Phosphatase ein auRerst
reaktives Enzym darstellt, welches die anschlieBdrdation stéren kann, musste es durch
eine zweimalige Extraktion mit Phenol/Chloroformtfemt und der Ansatz durch ein
praparatives Gel aufgereinigt werden.

Ligationsansatz

PCR-Produkt (MicroSpin-Eluat) 2ul
Dephosphorylierter Vektor 1ul (entspricht 50ng)
2x Ligationspuffer mit ATP 10l

DTT 1pl

T4 DNA Ligase ul

mit Aqua bidest wurde auf 20ul aufgeftillt.

Anschlie3end wurde der Ligationsansatz in kompetBaikterien transformiert (111.2.1.8).

[11.2.1.8 Herstellung und Transformation kompetenter E.coli-Bakterien

Um fir molekularbiologische Techniken gentigend DRIA besitzen, muss diese vermehrt
werden. Hierzu werden Bakterien mit der DNA transfiert und kultiviert. Fur die

Einschleusung der DNA in die Bakterienzelle isnésig, die Bakterienmembran kompetent
zu machen. Diese Fahigkeit wird durch GalGbsungen erreicht (Mandel und Higa., 1970;
Hanaham 1983). Nach erfolgtem Gentransfer bestehindchste Schritt darin, diejenigen
Bakterien zu selektieren, die das gesuchte Gerakarth Dies wird dadurch ermdglicht, dass
man Plasmide verwendet, die ein oder mehrere Regptne gegen Antibiotika (z.B.

Ampicillin) tragen. Setzt man dem Medium das bégrde Antibiotikum zu, wachsen nur

Bakterien, die das Plasmid enthalten.

Praparation CaCl, kompetenter Bakterien (Inoueet al.1990)

Verwendete Medien und Puffer

LB-Agar

Caseinhydrolysat Pepton 140 10g
NacCl 10g
Hefeextrakt 5g
Select Agar 15¢g
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Mit Aqua bidest. wurde auf 1l aufgefullt und der-ptert von 7,0 mit 1IN NaOH eingestellt.
Nach 20minttigem Autoklavieren und anschlieendebkihlen auf 60°C wurde dem
Medium Ampicillin in einer Konzentration von 50ud/mugesetzt. Danach wurde das

Medium in 10cm Petrischalen gegossen und nach dem Erstarreri®ejelagert.

SOB-Medium

Caseinhydrolysat (Casein) 20g
NacCl 59
Hefeextrakt 59

Alle Substanzen wurden in 800ml Aqua bidest geliist mit 5N NaOH auf einen pH-Wert
von 7,0 eingestellt. Danach wurden 10ml 250mM KGyegeben, auf 1l mit Aqua bidest.

aufgefillt und anschlielRend autoklaviert.

TB-Puffer

Pipes 10mM
MnCl; 55mM
CaCb 15mM
KCI 250mM

Vor der Zugabe von Mngwurde der pH-Wert mit KOH auf 6,7 eingestellt. @ah wurde
die Losung steril filtriert (0,45um Filter).

Von bereits kompetenten Bakterien (Epicurian €oliXL1-Blue oder DHBH™
superkompetente Zellen) wurde ein Aliquot mittelsee Impfése auf einer LB-Agar Platte
ausgestrichen und U.N. in einem Brutschrank beC3nkubiert. Von dieser Platte wurden
10-12 groRRe Kolonien in 250ml SOB-Medium in einemK®lben angeimpft. Die Kultur
wurde bei 18°C unter Schitteln (200-250rpm, Krdigsiter) inkubiert bis eine Odgonm VONn
0,6 erreicht war. Der Kolben wurde fir 10Min. auk Eabgekuhlt und anschliel3end die
Bakterien abzentrifugiert (10Min., 4°C, 3.000rpnbAJ16.250 Rotor, Avanti J-30I). Das
entstandene Pellet wurde in 80ml eiskaltem TB-FPutsuspendiert und erneut zentrifugiert
(10Min., 4°C, 3.000rpm, JLA 16.250 Rotor, Avant8QH und das Pellet in 20ml TB-Puffer
resuspendiert. Unter leichtem Schitteln wurde DMf&Ozu einer Endkonzentration von 7%
zugefugt und erneut 10Min. auf Eis inkubiert. Wald@essen wurden 1,5ml-Reaktionsgefalie
bei —70°C vorgekuhlt und dann je 200ul Aliquots Beakterien hineinpipettiert und sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren. Um die Kompetelez Bakterien zu tberprifen, wurde eine
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Kontrolltransformation (siehe unten) mit definiert®lasmid-Menge durchgefuhrt. Die

Kompetenz sollte bei mindestens 5%bis 5x16 liegen.

Transformation kompetenter Bakterien

Verwendete Medien

SOC-Medium
Das Medium wurde ebenso wie das SOB-Medium ange@&@the oben). Zugesetzt wurden

zu 1l auRerdem:

2M MgCl, (autoklaviert) 250pl
1M steril filtrierte Glucose- Losung 20ml
LB-Medium

Caseinhydrolysat Pepton 140 10g
NacCl 10g
Hefeextrakt 5g

Mit Aqua bidest. wurde auf 1l aufgefillt und derp¥ert von 7,0 mit LN NaOH eingestellt

Die kompetenten Bakterien wurden langsam auf Eidgedaut. Zu 10ul eines
Ligationsansatzes oder 10ng Plasmid-DNA wurden &Opipetente Bakterien pipettiert. Als
Negativkontrolle wurden 10ul Aqua bidest. eingesdis folgte eine 30mindtige Inkubation
auf Eis, wahrend der sich die DNA an die Bakteriembran anlagern konnte. Anschlie3end
wurde fur 45sec. bei 42°C inkubiert, wahrend der @NA in die Bakterienzelle eindringen
konnte. Bei der anschlieBenden Lagerung auf Eisnteonsich die Zellmembran
zusammenziehen. Der Ansatz wurde dann mit 1ml Ldeer SOC-Medium vermischt und
unter leichtem Schutteln fir 1h bei 37°C inkubietOOul der Suspension wurden auf
antibiotikahaltigen LB-Agar Platten ausgestrichddanach wurde die Suspension bei
2.000rpm (2Min., 4°C, Megafuge 1.0) zentrifugiemhduaus dem Bodensatz der dort
konzentrierten Bakterien erneut 100l ausgestricBbenPlatten wurden U.N. bei 37°C in den
Brutschrank gestellt. Aus den gewachsenen Kolomamien einzelne in jeweils 5ml LB-oder
SOC-Medium mit Ampicillin Gberfihrt und G.N. unt8chitteln bei 37°C inkubiert. Aus den
U.N.-Kulturen konnten Plasmide isoliert werden, dann fiir weitere Analysen verwendet

wurden.
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[11.2.1.9 Plasmid-Praparationen ausk.coli-Zellen

Wenn Plasmid-DNA auk.coli-Zellen fir einen analytischen Restriktionsverdsaliert oder
eine groRere Menge hergestellt werden sollte, wdrdealkalische Lyse nach Birnboim und
Doly durchgeftihrt (Birnboim und Doly, 1979).

Minipraparation

Eine Bakterienkultur, die von einer LB-Agar Platgepickt wurde, wurde in 5ml
antibiotikahaltigem LB- oder SOB-Medium im 37°C Bchrank unter Schiitteln (180rpm,
Kreisschuttler) U.N. inkubiert. Von der 5ml U.N.d&ur wurden 1,5ml in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald tdberfuhrt, abzentrifugiert (5MinT, B.000rpm, Tischzentrifuge) und der
Uberstand an Medium abgesaugt. Das Pellet wurd@0Bul vorgekiihitem SET-Puffer
resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte klufagabe von 200ul 0,2N NaOH/1% SDS
(m/V). Nach vorsichtigem Schwenken wurde die Proldin. lysiert. Auf die lysierten Zellen
wurden 150ul 3M K-Acetatpuffer pH 4,8 gegeben ultirb inkubiert, um Proteine zu fallen.
Die Proteine und alles andere wie z.B. BakterierADINurden bei 14.000rpm (10Min., 4°C,
Tischzentrifuge) pelletiert. Die im Uberstand vardane DNA wurde in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt, mit 1xVolumen Tris-gegtgm Phenol pH 7,8/Chloroform
extrahiert und anschlie3end zentrifugiert (5MinT,, R4.000rpm, Tischzentrifuge). Die obere
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfiitirdie DNA mit 2,5xVolumen 96%igem
Ethanol gefallt. Dazu wurde die Probe gut gemisamd zur Bildung des Niederschlages
5Min. bei RT inkubiert. Nach 1-2maligem Waschen n7i0%igem Ethanol wurde
zentrifugiert (5Min., RT, 14.000rpm, Tischzentri®)gund das getrocknete Pellet in 50ul TE-
Puffer aufgenommen. Wurde eine Plasmid-Menge vaosorderer Reinheit bendétigt, so
wurde die DNA mit Hilfe des Qiagen-Spin-MinipraptKQiagen, Hilden) oder des Miniprap
NucleoSpin (Macherey & Nagel, Diiren) nach Angabes iderstellers prépariert.

Midipréparation
Wurde eine gro3ere Plasmid-Menge (200-500ug) bgindturde 1ml der 0.N.-Kultur einer
Minipraparation in 200ml antibiotikahaltigem LB-Medh G.N. im 37°C Brutschrank unter

leichtem Schiitteln (200rpm, Kreisschuttler) kuknti Am nachsten Tag wurde die DNA Uber
den Nucleobord PC100 Kit nach den Angaben des Herstellers (Magh&rNagel, Diren)

isoliert.
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111.2.1.10 Reverse Transkription

Dem Enzym Reverse Transkriptase, einer aus Retrovitammenden RNA-abhangigen
DNA-Polymerase, ist es moglich, komplementare DN®NA) aus RNA zu bilden. Da
MRNA am 3'-Ende meist eine Poly (A)-Sequenz tréigihin man Oligo-(dT) als Primer
verwenden, von dem aus dann der antisense-Stratigesigiert werden kann. Die gewonnene

einzelstrangige DNA kann anschliel3end zur Amplifika in eine PCR-Reaktion eingesetzt

werden.
Reaktionsansatz:

Endkonzentration
RNA 1-8ul 2ug
Oligo (dT) 12-18 (5 A260 E, Pharmacia) 2ul 250ng
Hexamer pd (N) 6 (50°260, Pharmacia) 2ul 80ng

Mit Aqua bidest. wurde auf 12ul aufgefillt. Der Reansansatz wurde bei 70°C fur 10Min.
inkubiert und anschlieRend fir 5Min. auf Eis abdekiund dem Reaktionsansatz dann
folgende Komponenten hinzugefugt:

0,AM DTT 2ul

10mM dNTP 1pl

5xSuperScript™ Puffer 4ul

Der Ansatz wurde fur 2Min. bei 37°C inkubiert unarauf 1pl des Enzyms SuperScript™ Il
Reverse Transcriptase (RNas@ibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) zugegebBie
anschlieende Synthesereaktion wurde fur 30Min3B&C durchgefuhrt und weitere 30Min.
bei 45°C inkubiert. Eine bestimmte Menge dieses afdes wurde als Matrize in eine

Polymerasekettenreaktion (111.2.1.11) eingesetzt.

[11.2.1.11  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Verwendeter Puffer

Tricine-EDTA Puffer
Tricine-KOH pH 8,5 10mM
EDTA 0,1mM

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion kdnnen enaiystch DNA-Segmente amplifiziert

werden. Jeder Verdopplungszyklus besteht aus ceitlaufeinander abgestimmten

Reaktionen, fur die verschiedene Temperaturen defbch sind. Zunéchst erfolgt die
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Denaturierung des zu vermehrenden DNA-Abschnitee®4#°C fur 1Min. (initial fur 5Min.),
dann Abkihlung und Hybridisierung mit den Oligoredtiden bei 5°C unter deren jeweiliger
Schmelztemperatur. Der dritte Schritt beinhaltet @INA-Synthese mittels hitzestabiler
DNA-Polymerase und den 4 Desoxyribonukleotid-Trigptwaten bei 72°C (Elongation). Die
Anzahl der Verdopplungszyklen lag je nach Ansatiselen 30-40 Zyklen. Als Matritze fur
die PCR wurde entweder durch Reverse Transkrigiid2.1.10) erhaltene einzelstrangige
cDNA verwendet (mit Tricine-EDTA (1:50) verduinn@rdus je 1ul, 2ul, 5ul oder 10ul) oder
10-500ng der Plasmid-DNA. In ein steriles 0,5ml Reasgefald wurden Puffer, dNTPs,
Primer, DNA und schlie3lich Enzym pipettiert.

Beispiel fur einen Reaktionsansatz:

DNA 1-25pl
Expand™ Puffer (10x) 10ul
10mM dNTP 2ul

je Oligonukleotid 10pmol/ul 2,5ul
Expand™-DNA-Polymerase 5E/ul 0,5ul

Mit sterilem Aqua bidest. wurde auf 100ul aufgefill

Ein Reaktionsgefal? mit Aqua bidest. anstelle vorADMurde ebenfalls eingesetzt, um eine
Kontamination mit Fremd-DNA ausschlie3en zu konri2ie. Reaktionsansatze wurden sofort
in das PCR-Gerat gestellt. Die Analyse der PCR-lktederfolgte mittels Gelelektrophorese.
Wenn sich dort keine Bande zeigte, wurden die Higherungsbedingungen oder auch die

Menge der eingesetzten DNA verandert.

1.2.1.12 DNA-Sequenzierung

Um Klonierungsergebnisse zu kontrollieren und sizhstellen, dass Fragmente im richtigen
Leserahmen eingesetzt wurden, erfolgte die Seqeiemzj nach der Didesoxyterminations-

methode von Sanger (Sanget al, 1977). Die Sequenzierung wurde von der Firma
GENterprise in Mainz durchgefuhrt. Bendtigt wurddafur 5ug der zu analysierenden DNA

in einer Konzentration von 0,5ug/pl. Die Oligonukide, die in die Sequenzierung

eingesetzt wurden, hatten eine Konzentration vopnid/ul. Die Sequenzen wurden mit

Hilfe der MacDNASIS Software (Hitachi Software Ltd.) ausgewertet.
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[11.2.2 Untersuchungen inXenopus laeviozyten

[11.2.2.1 Gewinnung und Behandlung der Oozyten

Eine Vielzahl von Proteinen wurden mittels Expressin Oozyten des sidafrikanischen
KrallenfroschesXenopus laevigdentifiziert und charakterisiert. Die Oozyten tie Vorteile,

wie z.B. ihre Stecknadelkopfgrof3e Groél3e, wodurehHiindhabung und Injektion erleichtert
wird. Sie verfigen Uber eine aktive Proteinsynthasd besitzen die Fahigkeit Proteine
translational zu modifizieren. Zuséatzlich tolerieresie gut die Uberexpression von

hydrophoben Proteinen.

Verwendete Puffer und Medien

Ca*-freier Puffer

NaCl 96mM
KCI 2mM
MgCl, ImM
Hepes (pH 7,6) 5mM

Angesetzt wurde der Puffer in Aqua bidest.

Ca "-haltiger Puffer

NaCl 96mM
KCI 2mM
MgCl, ImM
Hepes (pH 7,6) 5mM
CaCb 1,8mM

Angesetzt wurde der Puffer in Aqua bidest.

Kulturmedium

L-15 Leibovitz Medium (Sigma) 50vol%
L-Glutamin (Gibco) 200mM 1mM
Gentamycin 50mg/ml (Gibco) 100pg/ml
Hepes (pH 7,6) 15mM

Zur Gewinnung der Oozyten wurde ein geschlecheseffenopus laeviseibchen fir
25Min. in eine eiskalte Losung aus 0,1% 3-Aminoloaséureethylester gesetzt. Der nicht
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nur durch das Narkosemittel, sondern auch durctKédlee der Losung anasthesierte Frosch
wurde mit dem Rucken in eine mit Eis gefillte Wargedegt. Durch einen 1cm langen
Schnitt durch die Haut und Bauchwand wurde die Bhdhle im Bereich der Ovarien
geodffnet. Mit einer sterilen Pinzette wurden Owvaigdle behutsam aus der gedffneten
Bauchhohle gezogen, abgeschnitten und ifi-@aien Puffer gegeben. Mit je drei Stichen
wurde die Bauchwand und die Haut mit resorbierbagarilem chirurgischen Nahtmaterial
zugenaht. Nach dem Eingriff wurde der Frosch ischies Wasser gesetzt, wobei darauf
geachtet wurde, dass der Kopf bis zum Aufwachen Wasser gehalten wurde. Um eine
Infektion der Wunde zu verhindern, wurde das WasséKaliumpermanganat versetzt. Da
sich die Ovarien bei der Entnahme noch im Bindepewerband befanden und die Oozyten
zur Injektion vereinzelt werden mussten, wurden @iarienstiicke mit einer Schere grob
zerkleinert und in ein 15ml Schraubdeckel-Rohrcligerfihrt. Ovariensticke, die nicht
sofort verwendet wurden, konnten bei taglichem V8ethdes Mediums 1-2 Wochen bei 4°C
aufbewahrt werden. Die zerkleinerten Ovarienstiickerden mit C&'-freiem Puffer
gewaschen. Danach wurden die Oozyten mit Kollageng@gpll (Roche Diagnostik,
Mannheim, 2mg/ml in Ca-freiem Puffer) behandelt, wodurch die Follikelgallentfernt und
die Oozyten vereinzelt wurden. Die Oozyten wurd@n20Min. unter leichtem Rotieren bei
RT inkubiert. Hierbei war es nétig, den Zustand @ezyten immer wieder zu Uberprifen, da
eine zu starke Behandlung mit Kollagenase die @uoechéadigt. Nach der Behandlung
wurden die Oozyten zur Entfernung der Kollagenag&ndl mit Ca'-freiem Puffer
gewaschen und danach in ‘Ghaltigen Puffer tberfiihrt. Unter einem Lichtmikkop
wurden die zur Injektion geeigneten Oozyten miteeiRasteurpipette aussortiert. Fur die
Injektion geeignet sind Oozyten im Dumont-Stadiumodler VI (Dumont, 1972). Diese
Oozyten zeichnen sich dadurch aus, dass sie g@{1300um) und rund sind und der
animale (braun) und vegetative (hellbeige) Pol ldgutiurch eine Linie getrennt erscheinen.
Die ausgesuchten Oozyten wurden in eine Petrischal&ulturmedium gesetzt und so U.N.

bei 4°C aufbewahrt. Am nachsten Tag wurden siecRINA injiziert.

[11.2.2.2 Synthese der cRNA durch in vitro-Transkription

Bei der Herstellung von RNA muss besonders daraaicigtet werden, dass es nicht zu
RNase-Kontaminationen kommt. Deshalb sollte mogtickteril gearbeitet werden, also
Handschuhe getragen, sterile Gefal3e und Pipetteespbenutzt, DEPC4® und RNase-

Inhibitoren verwendet werden.
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Das Plasmid (siehe Tabelle 3) wurde mit einem Raistnsenzym (111.1.6), das hinter der
codierenden Sequenz schneidet, linearisiert. Geeigh daflr ein Restriktionsenzym, das
entweder zu einem 5'-Uberhang oder zu einem gl&tete fuhrt. Ein Uberhangendes 3'-Ende
dient als Erkennungsstelle fur die RNA-Polymerase wiirde so zur Synthese von antisense-
RNA fuhren (Goldin, 1992).

In Tabelle 3 sind die verwendeten Plasmide mit dsrisprechenden Enzymen zur

Linearisierung aufgefthrt.

Name des Plasmids

Enzyme zur Linearisierung

pSPhCAT1-AB1C

Sall, Xbal, BamHI, XmaEcoRlI, Aflll

hCAT-1.GFP-pSP64T

Sall, XbeEcoRl, Afllll

HC3.pSP64T Sall, AfllI
hCAT-3.GFP-pSP64T AfllI

hCAT-4-pSP64T

Accl, Hindll, Sall, Xbal, EcoRI, Xbal,

hCAT-4.GFP-pSP64T

Xbal, EcoRl,

Tabelle 3 Verwendete Plasmide fir die in vitro-Transkriptioron cRNA

Fett gedruckt und unterstrichen sind die Restrikdienzyme, die am haufigsten zur

Linearisierung verwendet wurden.

Die linearisierte DNA wurde durch Phenolextraktigil.2.1.4) gereinigt, mit Ethanol
prazipitiert und in DEPC-pD resuspendiert. Die cRNA in vitro-Transkriptioriodgte nach
der Anleitung des mMessage mMachine™ SP6-Kits.

Reaktionsansatz:

linearisierte DNA lug
2x Ribonukleotid-Mix (10mM ATP, CTP, UTP, 2mM GTRdi8mM CAP-Analog) 10ul
10x Transkriptionspuffer 2ul
10x Enzym-Mix (SP6-RNA-Polymerase, RNase-Inhibitor) 2ul

Aufgeflllt wurde mit DEPC-KO auf 20ul.

Der Ansatz wurde gemischt, abzentrifugiert und Ztirbei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Danach wurde 1pl RNase-freie DNasel (2E/ul) zugeésgemischt, abzentrifugiert und fir
15Min. bei 37°C inkubiert. Es folgte die Zugabe v@dul DEPC-HO und 25ul

Lithiumchlorid-Prazipitationslosung und Fallung d@NA fur 30Min. bei —20°C. Nach der

Zentrifugation (20Min., 4°C, 14.000rpm, Tischzefuge) wurde der Uberstand entfernt und
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das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. DastReliede in DEPC-HO resuspendiert
und 1pl zur Bestimmung der RNA-Konzentration (lIL2) eingesetzt. Um die gewonnene
RNA-Menge auf den Reinheitsgrad zu prifen, wurde Aliquot auf ein Agarosegel

aufgetragen. Anschliel3end wurde die restliche cREIA-70°C gelagert.

[11.2.2.3 Insertion von hCAT-3 in den Vektor pSP64T (HC3.pSP8T)

Um in vitro-Transkripte von hCAT-3 fir die Injektion denopus laevi©ozyten herstellen
zu konnen, wurde hCAT-3 in den Vektor pSP64T (Mekbal, 1984) kloniert. Als Ausgang
diente das HC3.pCR.ges.-Konstrukt, in welchem BICAT-3 im pCR-Script-Vektor (pCR-
Script™ SK(+) Stratagene, Heidelberg) befindet (M&k Diplomarbeit 1999). Im pSP64T-
Vektor wurde eine Bgl Il Stelle zwischen den SP6rRotor und der Polylinker-Sequenz
eingefuhrt, die eine Insertion von DNA ermdoglicBtvischen SP6-Promotor und der Bgl Il
Stelle liegt die 5'-untranslatierte Region eifigglobin cDNA und zwischen der Bgl Il Stelle
und dem Polylinker die 3'-untranslatierte Regionr dp-Globin-Sequenz. Diese
untranslatierten-Globin-Sequenzen tragen zu einer verbessertenili&talder in vitro
transkribierten cRNA in Oozyten bei. Der Vektor itesein Resistenzgen gegen Ampicillin
und eine Ori-Stelle (origin of replication). Das BIECR.ges.-Konstrukt wurde mit Bgl Il
restringiert und in die Bgl lI-Schnittstelle deskiers pSP64T eingefligt. Zu diesem Zweck
wurde das mit Bgl Il restringierte HC3.pCR.ges.-Kwokt (ber eine praparative
Gelelektrophorese aufgetrennt und das hCAT-3-Insersgeschnitten und aufgereinigt
(NucleoSpin Extract Kit, Macherey & Nagel). Der &gl Il restringierte und Phosphatase
behandelte pSP64T-Vektor wurde durch eine Phenlf@iorm Extraktion (I11.2.1.4)
aufgereinigt. Es folgte eine Ligation (Ill.2.1.G)tansformation (I11.2.1.8), und anschliel3end
wurde eine Minipraparation (111.2.1.9) durchgefufmsultierendes Konstrukt: HC3.pSP64T).
Der in der anschlieBenden Kontrollrestriktion miemd Enzym Bst EIll als richtig
ausgewiesene Klon wurde in eine Midipraparatioh2I1.9) eingesetzt. Danach stand fur die
in vitro-Transkription (111.2.1.10) ausreichend HC3.pSP@aNA zur Verfiigung.

[11.2.2.4 Injektion von cRNA in die Oozyten

Die zuvor vereinzelten Oozyten (I11.2.2.1) wurdeii idilfe eines Nanoliter-Injektors oder
eines pneumatischen Injektors mit der gewiinschiecMenge injiziert. Die zur Injektion
verwendeten Glaskapillaren wurden durch eine speziapillarziehmaschine hergestelit.

Die Spitze der Kapillare wurde mit einer Pinzetteyebrochen, bis die Offnung fir die
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Injektion gro® genug war. Wurde der Nanoliter-Inggk verwendet, wurde die
Injektionskapillare mit Hilfe einer Microfill-Spig mit rotem Paraffindl gefullt, um die H6he
der wassrigen RNA-LOsung darin besser abschatzé&dmmoen. Danach wurde die Kapillare
bis zum Einrasten auf den Microdispenser gesetrt.cRNA wurde 1:3 mit DEPC-D
verdinnt, auf ein Stick Parafilm pipettiert und mlatangsam luftblasenfrei unter
Beobachtung im Mikroskop mit der Kapillare aufgezongDie gewlnschte Injektionsmenge
wurde mit Hilfe des Nanoliter-Injektors eingestellt

Wurde der pneumatische Injektor verwendet, wurde ldjektionsnadel mit Hilfe eines
Kapillarenaufftllers mit il RNA (verdinnt 1:3 mit DEPC-$D) luftblasenfrei geflllt und am
Kapillarenhalter des Injektors befestigt. Die geséhte Injektionsmenge wurde durch die bei
der Injektion entstandene TropfengroRe unter demlRilar Gberprft.

Bei beiden Injektoren wurden die Oozyten zur Irif@kin eine Petrischale mit Cahaltigem
Puffer auf ein Netz (Maschenweite 1mm) gelegt. Uen dellkern nicht zu verletzen, wurde
die cRNA in den vegetativen Pol injiziert. Meistrikde bei der Injektion ein Aufblahen der
Oozyten beobachtet werden. Die Inkubation der Goreyiir die Proteinsynthese erfolgte in
einer Petrischale mit Kulturmedium (I11.2.2.1) b#8°C fiur 2-3 Tage. Dabei wurde das
Kulturmedium einmal taglich erneuert und besch&li@Qozyten aussortiert. Nach der
Expressionszeit von 2-3 Tagen wurden die Oozytéwezter flr Transportstudien (111.2.2.5)
oder zur Herstellung von Lysaten (111.2.2.7) verden Als Kontrolle wurden Oozyten mit
DEPC-HO0 injiziert.

[11.2.2.5 Influxstudien mit Tritium-markierten Aminosauren

Verwendeter Puffer

Na'-Aufnahmepuffer (10x)

KCI 20mM
MgCl, 10mM
CaCb 10mM
NaCl M
Hepes pH 7,6 50mM
Tris-HCI pH 7,4 50mM
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Verwendete Radiobiochemika Spezifische Aktivitat (wenn nicht gesondert
aufgefihrt, wurde die Aktivitat von ICN
Biomedicals, Eschwege bezogen)

Arginin, L-[4,5°H] 39Ci/mmol

Glutamin, L-[3,4°H(N)] 30-60Ci/mmol (Perkin Elmer, NEN™ Life
Science Products, Kéln)

Glutaminsaure, L-[3,4H] 46Ci/mmol

Histidin, L-[Ring 2,5°H] 44Ci/mmol (Biotrend, Schwabach)

Leucin, L-[4,5°H] 63Ci/mmol

Lysin, L-[4,5°H] 54Ci/mmol

Methionin, L-[methyl®H] methylester 80Ci/mmol (Biotrend, Schwabach)

Hydrochlorid

Ornithin, L-[1-'C] 55mCi/mmol

Prolin, L-[3,4°H] 60Ci/mmol

Phenylalanin, L-[Seitenkett#4] 15Ci/mmol

Serin, L-[GH] 63Ci/mmol

Tabelle 4 Verwendete Radiobiochemika

In der Tabelle sind alle Radiobiochemika aufgefiidie bei Transportstudien in Xenopus

laevis Oozyten verwendet wurden.

Zwei bis drei Tage nach der Injektion wurden diezf@@en dreimal mit je 2ml 1x Na
Aufnahmepuffer gewaschen. Sollten aber Transpaliestuzur Na-Abhangigkeit durch-
gefuhrt werden, wurde das im Aufnahmepuffer endimat NaCl durch Cholinchlorid in
gleicher Konzentration ersetzt. Darauf folgte digriikubation von je funf Oozyten in einem
2ml ReaktionsgefaR, welches 200ul"Maifnahmepuffer mit einer definierten Konzentration
der zu untersuchenden Aminosaure enthielt (TakBlleNach der zweistiindigen Vorinku-
bation wurden die Oozyten mit Hilfe einer Pastepefte in eine Inkubationslésung tberfuhrt,
die zusatzlich 5uCi/ml der zu untersuchenden r&timanarkierten Aminosaure enthielt. Die
ReaktionsgefalRe wurden fur 15-20Min. in einem 2@7/&sserbad inkubiert. Um die Reaktion
zu stoppen wurde das Reaktionsgefald auf Eis gegtall pro Reaktionsgefald 1ml eiskalter
Na'-Aufnahmepuffer zugefiigt. Die Oozyten wurden inkaieem N&-Aufnahmepuffer 5x
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde®adeyten mit Hilfe einer Pasteurpipette
einzeln in ein Szintillationsrohrchen Uberfuhrt undt 200ul 2%igem SDS lysiert. Zur

Quantifizierung der in der Oozyte aufgenommenermoeddiven Aminoséaure wurden je 2ml
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Szintillationsflissigkeit mit den lysierten Oozyterermischt und die Proben in den

Szintillationsz&hler gestellt. Die Radioaktivitatisde in Zerfalle pro Minute (cpm) gemessen.

[11.2.2.6 Trans-Stimulations-Experimente (Efflux-Studien)

Drei Tage nach der Injektion der cRNA wurden 3,6hradioaktiv markiertes L3H] Arginin
(3,6nCi) in einem Volumen von 36nl in jeweils 3 @ten injiziert. Unmittelbar nach der
Injektion wurden die Oozyten in ein 2ml Reaktiorfé@e mit 200ul N&Aufnahmepuffer
Uberfuhrt, der ImM unmarkiertes L-Arginin oder dein L-Arginin enthielt. Nach der
30mindtigen Inkubation bei 20°C im Wasserbad wurdi®dul entnommen und zur Messung

mit 2ml Szintillator versetzt und das Roéhrchenam &zintillationszahler gestellt.

[11.2.2.7 Lysate ausXenopus laeviozyten

Verwendete Puffer:

RIPA-Puffer

Deoxycholat 1% (m/V)
Triton —X-100 1% (m/V)
SDS 0,1 % (m/V)
NacCl 150mM
MgCl, 2mM
Tris-HCI 10mM

RIPA-Puffer mit Harnstoff
Der RIPA-Puffer wurde wie oben angesetzt und 8Mnigtaff zugesetzt.

Direkt vor dem Gebrauch wurde der Proteaseinhibiioenylmethylsulfonylflourid (PMSF)

in einer Endkonzentration von 1mM zugesetzt.

Drei Tage nach der Injektion mit cRNA wurden diez@@n mit 1xPBS gewaschen. Finf
Oozyten, injiziert mit identischer cRNA, wurden2bul RIPA-Puffer ohne Harnstoff lysiert.
Sollten Lysate mit N-Glykosidase F behandelt werdem in einem SDS-PAGE sauber
umrissene Banden zu erhalten, wurden zu dem 25gatamipul N-Glykosidase F gegeben
und bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Im Anschlwgurden 75ul RIPA-Puffer mit 8M
Harnstoff zu dem Ansatz pipettiert. Die Lysate wamdzentrifugiert (20 Min., 4°C,
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14.000rpm, Tischzentrifuge) und der Uberstand inretues Reaktionsgefal pipettiert. Um
die im Lysat enthaltene Proteinkonzentration bestm zu kbnnen, wurde 1pul des Lysats in
einen Bradford-Ansatz eingesetzt (I11.2.4.2) Diesate wurden entweder direkt in einem

SDS-PAGE (111.2.4.3) aufgetrennt oder bei —70°Cagelt.
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111.2.3 Zellkultur-Methoden

111.2.3.1 Allgemeine Bedingungen, Kulturmedien und Lésungen

Allgemeine Bedinqungen

Die Arbeiten an den Zellen wurden unter einer eriWerkbank mit sterilen Plastikwaren,
Glasgegenstadnden und Losungen durchgefihrt. Allsveraleten Zelllinien wurden im
Brutschrank bei einer Temperatur vor’G7und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die GO
Konzentration betrug 5%.

Folgende Materialien wurden steril bezogen:

Einfrierréhrchen Cryogenic vials (Nalgene tber Nalturope
Ltd, Neerijse, Belgien)
Einweg-Auslaufpipetten 1ml, 5ml, 10ml, 25ml (Fald®D Biosciences,
Heidelberg)
Gewebekulturschalen 14,5cm Durchmesser (Greinmkdfrhausen)
Kulturflaschen 25crhund 75cm Flache
(Falcon BD Biosciences, Heidelberg)
Pipettenspitzen 0,5-10pl, 10-100ul, 100-1000ul
(Sarstedt, NUrnbrecht)
Reaktionsgefalle 0,5ml, 1,5ml und 2,0ml Safe-Lock
(Sarstedt, NUrnbrecht)
Zentrifugenréhrchen 14ml Rundboden, 15ml und 50pmiz8oden

(Sarstedt, Nurnbrecht)

Die nicht steril bezogenen Materialien und Lésund@i@ndie Zellkultur wurden wie folgt

sterilisiert:

Glas- und Metallgegenstande: HeiRluftsterilisatien 18GC fir 3h

Plastikgegenstande, Losungen

hitzestabiler Substanzen: Autoklavieren bei’@ind 1-2 bar fir
20Min.

Ldsungen nicht autoklavierbarer Substanzen: Steation (PorengroRe 0,2um)

Kulturmedien

Dulbecco's modified Eagle Medium Invitrogen Lifecheaologies,
(DMEM)/ Nut Mix F12 Gibco BRL, Karlsruhe)
Iscove's modified Dulbeco's Medium Invitrogen Lifechnologies,
(IMDM) Gibco BRL, Karlsruhe)
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Medien-Zusatze
FBS (fotales Rinderserum) Biochrom AG,

Komplementinaktivierung durch 30minttige
Inkubation bei 56°C

L-Glutamin Invitrogen Life Technologies, Gibco BRL,
Karlsruhe)

Penicillin 10.000U/ml/Streptomycin Invitrogen Lifleechnologies, Gibco BRL,

10.000pg/ml (100xLsg.) Karlsruhe)

Lésungen und Puffer

Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Roth, Karlsruhe

Trypsin-EDTA-LAsung (10x) Sigma, Deisenhofen)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) Apothekekdiaikums der Universitat Mainz

[11.2.3.2 Kultivieren von Zellen

Passagieren von Zellen

Damit Zellen optimal wachsen und Uber einen langereitraum in Kultur gehalten werden
kénnen, missen sie in fir das Wachstum abgestimAgigér@umen passagiert werden. Hierzu
wurde die konfluente Zellkulturflasche oder Zellkuplatte 1-2mal mit 1xPBS gespult und
danach zum Ablésen der Zellen mit 1ml Trypsin Gbeichtet. Das Trypsin wurde sofort
abgesaugt und die Zellen fir ca. 1 Minute im Broutank inkubiert. Zum besseren Abldsen
der Zellen wurde die Kulturflasche auf einen fedsteriergrund geklopft. Nach Zugabe von
vorgewarmtem Medium wurden die Zellen vereinzeldem sie mehrmals mit der Pipette
aufgezogen und kréaftig auf den Kulturflaschen-Bodapettiert wurden. Ein Teil der

Zellsuspension wurde verworfen und das Volumenfrisithem Medium aufgefullt. Fur ein

optimales Wachstum wurden die Zellen 1-2mal pro Meamit auf die Zelllinie abgestimmten

Verdinnungen der Zellsuspension von 1:4 bis 1:20as®tzt.

Einfrieren von Zellen

Um auf Zelllinien langfristig zuriickgreifen zu kéem ist es zweckmalfdig sie einzufrieren.
AulRRerdem besteht bei langerem Wachstum der Zelilenvibglichkeit, dass Mutationen
entstehen.

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach dem Abldsent mrypsin in ein 15ml
Spitzbodenréhrchen Gberfuhrt und dann abzentrifu@tenin, 4°C, 900rpm, Megafuge). Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet iane@iMedium, das 10% FBS und 10%
DMSO enthielt, aufgenommen und so in Einfrierrlerctiiberfihrt. In 1ml Aliquots wurden
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die Zellen Uber Nacht in einer Styroporbox langsarh—70°C abgekiihlt. Am néachsten Tag
wurden die Zellen in flissigen Stickstoff (-196@erflhrt.

Auftauen von Zellen

Im Gegensatz zum Einfrieren erfolgte das Auftauenr dellen mdoglichst rasch. Das
Einfrierréhrchen wurde aus dem flissigen Sticksgefiommen und in der Hand aufgewarmt.
Danach wurden die Zellen in ein mit vorgewdrmtem dMen gefilltes 15ml
Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, gemischt und ab#egiert (5min, RT, 900rpm, Megafuge),
um das DMSO aus dem Einfriermedium zu entferners. Dalpellet wurde dann in frischem
Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche fitket. Am néchsten Tag wurde das

Medium gewechselt.

Mycoplasmen-Nachweis

Ein Mycoplasmen-Nachweis wurde durchgefuhrt, unkautrollieren, ob die Zellen frei von
Mycoplasmen waren. Dabei wurde die DNA durch eiRarbstoff sichtbar gemacht, wonach
man die Zellkerne klar abgegrenzt erkennen kannmewdie Zellen kontaminiert, wirde man
die Mycoplasmen-DNA sowohl auf als auch zwischem dellen sehen.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit geringechi@ in eine Gewebekulturschale
umgesetzt. Nach drei Tagen wurde das Medium abgesad die Zellen mit eiskaltem
Methanol/Eisessig (2:1) fur 3Min. fixiert. Danaclurde die Fixierlosung entfernt und die
Zellen bei RT getrocknet. Es folgte eine Sminutigegbung der Zellen mit 4,6 Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) (2ul der DAPI-L6sung (0,1% DA Methanol) in 1ml 1xPBS) im
Dunkeln. Durch mehrmaliges Spulen miCHwurde die DAPI-L6sung entfernt. Unter einem
Fluoreszenz-Mikroskop mit einem Filter zur UV-Anuegy (Absorbtionsspektrum 340-

380nm) wurde der Zustand der Zellen Uberpruft.

[11.2.3.3 Verwendete Zelllinien und transfizierte Zellen

NT2-Zellen

Die NT2 (Ntera 2/D1) Zelllinie wurde aus einem huraa Teratokarzinom-Gewebe
gewonnen. Die Zelllinie wurde von Stratagene, Heieley bezogen und in 75éhfFlaschen

mit 12ml DMEM/F12, das 10% FBS, 2mM L-Glutamin ud&o Penicillin/Streptomycin

enthielt, kultiviert. Alle 7 Tage wurden die Zelleneinem Verhéltnis 1:20 passagiert.
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U373MG Glioblastom-Zellen

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane dwtien aus einem Glioblastom (ATCC,

American Type Culture Collection). In 75&flascherwurden die Zellen mit 12ml IMDM-
Medium, das 10% FBS enthielt, kultiviert. In dieZelllinie wurden die Fusionsproteine
hCAT-1pEGFP-N1, hCAT-3pEGFP, hCAT-4pEGFP und die FB&ontrolle stabil
transfiziert (Wolf, Dissertation, 2001).

[11.2.3.4 Behandlung von Zellen mit PMA

Bevor Zelloberflachenproteine biotinyliert wurdeitl.2.4.1), wurden die Zellen mit PMA
und dem PKC-Inhibitor BIM | vorinkubiert. Die Zelewurden in 10cm-Zellkulturschalen
bis zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde abgagt und die Zellen einmal mit 1XxPBS
gespult. Anschliel3end wurden die Zellen im fur @dichen Medium mit 100nM PMA flr
30Min. im Brutschrank inkubiert. Wurde auch der RKi@ibitor BIM | verwendet, wurden
die Zellen fir 30Min. mit 1ul (pro ml Medium) BIMiim Brutschrank inkubiert und es folgte
darauf die Inkubation mit 200nM PMA fir 30Min. imri8schrank. Als Kontrolle dienten
Zellen, die mit 0,2% DMSO behandelt wurden. Diel@elwurden dann mit 1xPBS gespult
und laut dem Biotinylierungsprotokoll (111.2.4.1¢bandelt.

[11.2.3.5 Lysate aus humanen Zellen

Verwendete Puffer:

RIPA-Puffer

NaCl 150mM
EDTA 1mM
Tris-HCI pH7,2 100mM

Mit NaOH wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt uddnn die folgenden Substanzen
hinzugefigt:

Triton-X-100 1%
Na-Deoxycholat 1%
SDS 0,1%

Am Gebrauchstag wurde ein Protease-Inhibitor-Cacktamplete mini, Roche Diagnostik,
Mannheim, 1 Tablette in 10ml RIPA-Puffer) hinzugeee.

Die Zellen wurden in Zellkulturschalenl(9,4cm) bis zur Konfluenz kultiviert und dreimal
mit 1x PBS gewaschen. Es folgte die Lyse der Zalleith Zugabe von 1ml RIPA-Puffer fur
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60Min. bei 4°C auf dem Kreisschuttler. Dann wurdié® Zellen mit einem Zellschaber von
der Kulturschale abgekratzt, in ein 2ml Eppenda&Rionsgefal} tberfihrt und zentrifugiert
(20min, 4°C, 13.000rpm, Tischzentrifuge). Der Ukamsgl wurde in ein neues Reaktionsgefar
Uberfuhrt. Das Zelllysat konnte auch mit N-Glyk@sd F behandelt werden. Dazu wurde zu
einem 10ul Ansatz 1pl N-Glykosidase F gegeben undli bei 37°C inkubiert. Je 1pl wurde
fur eine Proteinbestimmung nach Bradford (lll.2)&mhgesetzt. Die Lysate wurden entweder
bei —70°C gelagert oder in eine SDS-PAGE einge$it£2.4.3.).
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[11.2.4 Biochemische Methoden

[11.2.4.1 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Durch die Biotinylierung mit dem membranundurchigse N-Hydroxysulfosuccinimid

(NHS)-Biotin ist es moglich, Zelloberflachenproteinvon intrazellularen Proteinen zu
trennen. Dabei l&sst man bei neutralem pH-Were fAgninogruppen an der Zelloberflache
intakter Zellen mit dem NHS-Ester des Biotins dingalente Amidbindung eingehen. Die so
biotinylierten Membranproteine kénnen nach Zelllysad anschlieRende Kopplung an
immobilisiertes Avidin von intrazellularen Protemegetrennt werden. Dadurch ist es

maoglich, Veranderungen in der Zelloberflachenexgoeszu quantifizieren.

Verwendete Puffer und Lisungen

PBS-CM-Puffer (PBS mit Caund Md™)
MgCl, 1mM
CaCb 0,1mM
Gel6st wurde in 1xPBS

Quenching-Puffer

PBS-CM-Puffer 400ml
Glycin 39
RIPA-Puffer

NaCl 150mM
EDTA 1mM
Tris-HCI pH7,2 100mM

Mit NaOH wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt uddnn die folgenden Substanzen

hinzugefugt:

Triton-X-100 1%
Na-Deoxycholat 1%
SDS 0,1%

Am Gebrauchstag wurde ein Protease-Inhibitor-Cacktamplete mini, Roche Diagnostik,
Mannheim, 1 Tablette in 10ml RIPA-Puffer) hinzugege.
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Biotinylierungsreagenz
EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin 1mg/ml
Gelost wurde in PBS-CM-Puffer

Die zu untersuchenden Zellen wurden in 10cm Zdilkplatten bis zur Konfluenz kultiviert.
Je nach Versuchsanordnung wurden die Zellen vor Bletinylierung vorbehandelt
(11.2.3.4). Nach dem letzten Vorbehandlungsschwitirden die Zellen mit eiskaltem PBS-
CM-Puffer dreimal gewaschen und mit 2ml Biotinyirgsreagenz fur 20Min. bei 4°C auf
dem Kreisschittler inkubiert. Danach wurde das iByierungsreagenz abgesaugt und
dreimal mit je 5ml eiskaltem Quenching-Puffer gestesn. Darauf folgte die Inkubation der
Zellen mit 5ml Quenching-Puffer fir 30Min. bei 4°Go wurde Uberschiussiges Biotin
gebunden. Nach dreimaligem Spilen wurden die Zéjlgiert. Daflr wurde jede Platte mit
1ml RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitoren fur 60Mitei 4°C auf dem Kreisschuittler
inkubiert. Mit einem Zellschaber wurden die lyssrZellen von den Zellkulturschalen geldst
und in ein 1,5ml Reaktionsgefal Uberfihrt. Es ®ldie Zentrifugation fir 20Min. bei
12.400rpm und 4°C (Tischzentrifuge). Der Uberstandde in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfihrt und 1pl zur Bestimmung der Proteinkonzgimn nach Bradford (111.2.4.2)

verwendet.

Avidin-Kopplung

Zur Avidin-Kopplung wurden von stabil transfizient&ellen 100ul der biotinylierten Lysate
(entsprach ca. 200ug) und von Zellen, die den pa@msr endogen exprimieren 150-200ul
eingesetzt. Diese Lysate wurden mit der gleichenndde UltraLin Immobilized
NeutrAvidin bei 4°C 0.N. auf dem Schuttler inkulbier

Am nachsten Tag wurden die Proben zentrifugieriMihs 12.400rpm, 4°C, Tischzentri-
fuge). Die Uberstande, die die intrazellulare Fraktbeinhalteten, wurden bei —70°C
gelagert. Die Avidin-Sedimente wurden viermal n@&t400ul RIPA-Puffer gewaschen und
dann mit 30ul SDS-Probenpuffer (111.2.4.3) fur Zgdhte versetzt und 30Min. bei RT
inkubiert. Nach Zentrifugation (5Min., 12.400rpm, TR Tischzentrifuge) wurde der
Uberstand, der die Membranproteine enthielt, enéweteich in einer SDS-PAGE eingesetzt
oder bei —70°C gelagert.
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[11.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradfod

Verwendete L6sung

Bradford-Reagenz

BioRad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat (Bio Rddnchen)
Es wurde 40%ig in Aqua bidest. angesetzt unddfitr

Das Prinzip der Bradford-Methode beruht auf derdBimg des Farbstoffes Commassie
Brilliant Blue an Proteine, wodurch sich das Absimmpsmaximum des Farbstoffs von 465nm
nach 595nm verschiebt (Sedmak und Grossberg, 1977).

In eine 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden unterschielde BSA-Konzentrationen (0-7ug), die
im Bereich der zu erwartenden Proteinkonzentrataer Proben lag, als Standard
(Doppelbestimmung) pipettiert. Das Endvolumen wunaé Aqua bidest. auf 100l

aufgefullt. Von der zu messenden Probe wurde efmiddes Volumen (1-5ul) fur eine

Doppelbestimmung pipettiert und ebenfalls mit Adudest. auf ein Endvolumen von jeweils
100ul aufgefillt. Nach der Zugabe von 40%igem BvedHReagenz (100ul/Loch) zu

Standard und Proben wurde die Extinktion innerhalb 30Min. mit einem ELISA-Reader

bestimmt. Die Proteinkonzentration der Proben wuadhand der mit dem BSA-Standard

erstellten Eichkurve bestimmt.

[11.2.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngele

Stocklésung 12,5% Gel 10% Gel 8% Gel

(Menge in ml angegeben)

Aqua bidest. 4,8 6,0 7,1
Tris-HCI pH 8,8 1,5M 3,75 3,75 3,75
SDS 10% (m/V) 0,150 0,150 0,150
Acrylamid 30% 6,24 5,0 4,0
(37,5:1 Bisacrylamid)
APS 10% (m/V) 0,100 0,100 0,100
Temed 0,010 0,010 0,010
Auftrennung im Bereich: 20-60kDa  40-100kDa  50-2D&k
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Sammelgel

Stocklésung 3,88%

(in ml angegeben)

Aqua bidest. 3,05
Tris-HCI pH 8,8 0,5M 1.25
SDS 10% (m/V) 0,05
Acrylamid 30% 1,15
(37,5:1 Bisacrylamid)
APS 10% (m/V) 0,033
Temed 0,007

SDS-Elektrophorese-Puffer (10x)

Tris Base 240mM
Glycin 1,9M
SDS 1% (m/V)

SDS-Probenpuffer fur Zelllysate (2x)

Tris-HCI pH 6,8 50mM

EDTA 2mM

SDS 4%(m/V)

Harnstoff 8M

Bromphenolblau 0,001% (Mm/V)
2-Mercaptoethanol 3,5 vol% frisch zugeben

SDS-Probenpuffer fir Oocytenlysate (2x)

Tris Base 125mM

Glycerol 20 vol%

SDS 5%(m/V)
Bromphenolblau 0,001% (Mm/V)
2-Mercaptoethanol 2,0 vol% frisch zugeben

Der pH-Wert wurde mit 1N HCI auf 6,8 eingestellt.

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Aerftrung von Proteingemischen nach
ihrem Molekulargewicht. Das anionische Detergen&®ihdet an hydrophobe Regionen von
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Proteinen, welche dadurch denaturiert werden. DdretBindung wird eine negative Ladung
in die denaturierten Polypeptidketten eingefiihie, sbmit im elektrischen Feld zum Pluspol
wandern. Durch Zugabe von einem reduzierenden Agsiesp-Mercaptoethanol zu dem
Protein-SDS-Gemisch konnen zusétzlich Uber Disbittidken verbundene Untereinheiten
von Proteinen getrennt werden. Der Trennung detew® im Trenngel aufgrund ihres
Molekulargewichts ging eine Konzentrierung der Bim¢ in einem Sammelgel voraus.
Dadurch wurde ein besseres Trennergebnis wahrergeldrophorese erreicht. Zum GielRen
des Trenngels wurde die Losung zwischen zwei, zavibiEthanol gereinigten, Glasplatten
mit einer Pasteurpipette eingefillt. Um eine glattenngeloberflache zu erreichen, wurde sie
mit einem Tropfen n-Butanol Uberschichtet. Nachddgs Trenngel auspolymerisiert war,
wurde das n-Butanol entfernt und das Gel mit ireBpritzflasche befindlichem Aqua bidest
gespult. Auf das Trenngel wurde das Sammelgel gegosind der Kunststoffkamm zum
Aussparen der Taschen zwischen die Glasplatterhglesn. Nach dem Auspolymerisieren
des Sammelgels wurde das Gel in eine dazugehdotiger@horese-Kammer (Mini-Prote@n
Kammer, Bio-Rad, Miinchen) tberfuhrt und diese miSSElektrophorese-Puffer gefiillt. Der
Kunststoffkamm wurde entfernt, die Probentaschen Puiffer gespilt und die je nach
Versuch mit 2x SDS-Probenpuffer fur Zelllysate od@x SDS-Probenpuffer fur
Oozytenlysate vorbereiteten Proben (Verhaltnisvbrid Probe und Puffer) aufgetragen. Zum
Einlaufen der Proben wurde eine Spannung von 20@¢élagt, danach wurde die Spannung
auf 100V reduziert.

Praparative SDS-PAGE

Verwendete Losung

Commassie Blue Farblésung

Commassie Brilliant BIu&250 0,25% (m/V)
Methanol 50%(V/IV)
Essigsaure 10% (V/IV)

Um Proteine préaparativ aus einem Gel zu trennéesistig, sie im Gel sichtbar zu machen.
Dazu wurden die Trenngele in die Commassie BluélBsung eingetaucht. Nach einer

30mindtigen Inkubation entstand eine intensive Blgaung der Proteinbanden. Durch einen
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Vergleich mit einem Molekulargewichtsmarker konntaim die Proteine analysiert werden

und die richtigen Banden mit einem Skalpell aus @&hherausgeschnitten werden.

I11.2.4.4 Western-Blot-Analyse

Verwendete Puffer und Lésungen

Ponceau S-Farblésung

Ponceau S (Sigma, Deisenhofen) 0,5% (m/V)
Essigsaure konz. 1% (V/IV)
Angesetzt wurde in Aqua bidest.

Elektroblotting Transferpuffer

Tris Base 20mM
Glycin 150mM
Methanol 20% (VIV)

Gelost wurde in Aqua bidest.

Blotto-LOsung

Tris-HCL pH 8,0 50mM
CaClb 2mM
Antifoam A 0,01 vol%
Tween 20 0,05 vol%

Magermilchpulver (Frema, Reformhaus) 5% (m/V)
Zum Blocken unspezifischer Proteinbindungen wur@evbl% Ziegenserum (Cedarlane)

hinzugefigt.

Antikérperverdinnungspuffer

BSA (ICN, Biomedicals Eschwege) 1% (m/V)
Tween 20 0,1 vol%
Gelbst wurde in 1x PBS pH 7,4
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TBS
Tris-HCI pH 8,0 10mM
NaCl 150mM

Angesetzt wurde in Aqua bidest.

1BST

Tris-HCI pH 8,0 10mM
NacCl 150mM
Tween 20 0,05 vol%

Angesetzt wurde in Aqua bidest.

"Stripp-L6sung”

SDS 2% (m/V)
Tris-HCI pH 6,8 62,5mM
2-Mercaptoethanol 100mM

Verwendete Antikorper

In Western-Blot Analysen wurden die affinitdtsaufgrigten Fusionsantikorper, wenn nicht
gesondert vermerkt, in einer Verdinnung von 1:li@Qesetzt. Fur die Untersuchungen mit
GFP-Fusionsproteinen wurde der Living Col8sPeptid Antikérper (polyklonal) in einer
Verdinnung von 1:300 (Clontech, Heidelberg) eingséls sekundarer Antikorper diente
in beiden Fallen der anti-Kaninchen-IgG Peroxidgskeppelte Antikorper (Calbiochem, Bad
Soden) in einer Verdunnung von 1:10.000. Fur debulio-Nachweis wurde der antifi-
Tubulin monoklonale Primarantikdrper verwendet. rHreurde als sekundarer Antikorper
anti-Maus-IgG Peroxidase gekoppelt (Sigma, Deistm)an einer Verdinnung von 1:3000

eingesetzt.

Die Western-Blot Analyse stellt eine sensitive Naelsmethode zur Identifikation von

Proteinen dar, wenn man spezifische Antikorper gemie zu untersuchendes Protein besitzt.
Das Trenngel einer SDS-PAGE wurde fir einige Minuten Elektroblotting-Puffer

aquilibriert. Eine Nitrocellulose-Membran (Protfa83, Schleicher und Schill, Dassel) und 6
Whatman 3MM Papiere wurden auf die GroRe des Galschtgeschnitten und ebenfalls
aquilibriert. Der Transfer erfolgte in einer Elekthorese-Kammer in der das Gel
luftblasenfrei auf eine Nitrocellulose-Membran ggleurde. Beides wurde zwischen je drei

Lagen Whatmann 3MM Papier, zwei grobmaschigen Soimeén und einem Plastiktrager
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auf jeder Seite eingeklemmt. Dieser "Blot-Sandwickiirde so eingespannt, dass die
Nitrocellulose-Membran zur Anode zeigte und danaslurde die Kammer mit
Elektroblotting-Puffer geftllt. Der Transfer wurdeN. bei 4°C und einer Stromstarke von
100mA durchgefiihrt. Uberpriift wurde der Erfolg deansfers mittels Farbung der Membran
mit dem Farbstoff Ponceau S, womit gleichzeitig Yashandensein des Proteins kontrolliert
werden konnte. Nachdem das Ponceau S durch mebesaWWaschen mit Aqua bidest.
wieder vollstandig entfernt worden war, wurden wzfische Proteinbindungen durch
zweistiindige Inkubation der Membran unter leicht&chutteln bei RT in Blotto mit
Ziegenserum abgesattigt. AnschlieBend wurde die Iem dreimal fir 10Min. mit
Antikorperverdinnungspuffer gewaschen. Die Inkudatierfolgte in 3ml Antikérper-
verdinnungspuffer, in dem der spezifische Prim#@éarger verdinnt wurde (meist 1:100).
Die Membran und die Inkubationslésung wurden ireditastikfolie eingeschweif3t und auf
dem "end over end" Schdttler G.N. bei 4°C inkubiérh folgenden Tag wurde die Membran
aus der Plastikfolie entnommen und dreimal fur JMnit Blotto gewaschen. Es folgte die
Inkubation fur 1h bei RT auf dem Kreisschittler ginem Sekundarantikérper, der in Blotto
verdiunnt war. Danach wurde die Membran dreimal IRiEBST und zweimal mit 1xTBS
gewaschen und mit einer 1:1 Mischung des Chemileszienz Reagens Plus (Perkin Elmar,
Koln) gleichmé&Rig tberschichtet. Nach einer Minuterde die Losung entfernt und die in
Frischhaltefolie eingepackte Membran einem RoOntfyanih verschiedenen Zeiten (10sec.-
5Min.) exponiert. Nach dem Trocknen des Roéntgersfilnurden die auf der Nitrocellulose-
membran sichtbaren Banden des Molekulargewichtssnaninit einem Filzstift Gbertragen.
Sollte die gleiche Membran mit einem zweiten Prianéikdrper inkubiert werden, wurden
die gebundenen Antikorper entfernt. Nach zweimatigeaschen mit 1xPBS wurde die
Membran fur 30Min. bei 50°C mit der "Stripp"-Losungkubiert. Danach wurde die
Membran mindestens 5mal mit 1x PBS gewaschen untht&odann in Blotto mit

Ziegenserum erneut geblockt werden.

[11.2.4.5 RNase-Verdauungsschutzanalyse

Die RNase-Verdauungsschutzanalyse wurde verwendst,bestimmte RNAs in einem
Gemisch von RNA aus Zellen oder Geweben nachzuweiBazu wurden spezifische
radioaktiv markierte RNA-Sonden verwendet. Zur Hehsng der Sonden wurde ein 100-
300bp groRes cDNA-Fragment der nachzuweisenden iRfen Vektor kloniert, der einen
Promotor fur eine DNA-abhangige RNA-Polymerase Bhagen besitzt. Die cDNA konnte

dann in eine radioaktiv-markierte Sonde umgeschrielverden und diese mit dem RNA-
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Gemisch hybridisiert werden, so dass sich RNA-DNybiitle bilden. Ein anschlielRender
RNase-Verdau gewabhrleistete, dass nicht hybridésiexlso einzelstrangige RNA abgebaut
wird. Aul3er der Sonde fur die nachzuweisende RNAde&woch eine zweite spezifische
RNA-Sonde gegen RB-Aktin eingesetzt, die zur Quantifizierung der asgtzten RNA-

Menge diente. Anhand eines mitaufgetragenen DNA@ninarkers konnten die Grof3en der

geschutzten Fragmente bestimmt werden.

Verwendete Losungen und Puffer

10x TP-Puffer (Roche Diagnostik, Mannheim)

Tris-HCI 400mM
NacCl 100mM
MgCl, 60mM
Spermidin 20mM
3BmMMCA,G

je 10 mM CTP, ATP, GTP (Roth, Karlsruhe) im Verhi#tl:1:1 mischen

7.5 M Ammoniumacetat

2x AL-Puffer
2 M Ammoniumacetat pH 5,0

0,2% Laurylsarcosin

STE-Puffer
NacCl 100mM
Tris-HCI 20mM

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 10mM
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Formamid-Probenpuffer

Formamid, entionisiert
Natriumdodecylsulfat (SDS)

EDTA
Xylencyanol

Bromphenolblau

80%
0,1%
10mM
1mg/ml
Img/ml

10x Pipes (Piperazin-N,N'-bis[-2-ethansulfonsaure]

Pipes pH 6,7 400mM
EDTA 10mM
NacCl 4M
Hybridisierungspuffer

Pipes 1x
Formamid 80%
RNase A/T1-Puffer

NacCl 0,3M
Tris/HCI pH 7,4 10mM
EDTA 5mM
Proteinase K-Puffer

Tris-HCl pH 7,4 10mM
EDTA 10mM
Stopppuffer Volumen in Reaktion
10% SDS 20ul
Proteinase K-Puffer (s.0.) 47,4ul
20ug/ul Proteinase K 2,5ul

(Roche Diagnostik, Mannheim)
10pg/ul tRNA 2ul

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
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10% Ammonium Persulfate (APS)

Gellésung (50 ml fur 2 Gele)
Harnstoff 8M
TBE 1x

Acrylamidlésung (AppliChem, Darmstadt) 6,25%
(38% Acrylamid, 2% Bisacryamid in Aqua bidest.)

Repell-Silan
Dimethyldichlorsilan in Chloroform 4% (V/V) in Chitoform,

Fur die Markierung der Sonden:

[a-*%P ] UTP (ICN Biomedicals, Eschwege)
Spezifische Aktivitat: 111 TBg/mmol (3.0000 Ci/mmpol
Fur die Markierung des DNA-Groé3enmarkers:

[y-3*P] ATP (ICN Biomedicals, Eschwege)
Spezifische Aktivitat: 185 TBg/mmol (5.000 Ci/mmol)

Anfertigung des radioaktiv markierten DNA-GroRenskards

Hierzu wurde der Vektor pGL2-basic (Promega) mihfHi linearisiert. Die Linearisierung

wurde anhand eines Aliquots im Agarosegel tberpfidghach wurde der linearisierte Vektor
mittels Alkalischer Phosphatase dephosphoryliertit mhenol/Chloroform extrahiert

(M.2.1.4) und gefallt.

Markiert wurden 3pg linearisierte Plasmid-DNA miildy-3?P]-ATP und 25 Einheiten der

Polynukleotidkinase in 200u! Polynukleotidkinaset®u(Promega, Mannheim) bei 37°C fur
mindestens 1h.

AnschlieRend wurde der DNA-Grol3enstandard mit FARRer verdinnt, so dass 7ul ca.

6.000cpm entsprachen.
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Herstellung der Sonden durchin vitro-Transkription

"CAT - Sonde" hB-Aktin-Sonde

linearisiertes Plasmid (0,5ug/ul) 1ul 1pl
Transkriptionspuffer 10x 2ul 1ul
3,3mM C,AG 3ul 3ul
RNasin 1ul 1l
100 uM UTP 1pl 3ul
[a-*2P] UTP aul 2ul

(ICN Biomedicals, Eschwege)

T3 Polymerase 10 E/ul ul 1lul

(Roche Diagnostik, Mannheim)

DEPC-HO ad 20pl
Die Ansatze wurden gemischt und 1h bei 37°C inktibigur Fallung der RNA wurden 50ul
DEPC-H0, 50ul 7,5M NH Acetat, 2ul tRNA (10pg/ul) und 600ul Ethanol zugieen und
bei —70°C fur 1h inkubiert. Nach der Zentrifugatio80Min., 4°C, 14.000rpm,
Tischzentrifuge) wurde der Uberstand abgenommen dasl Pellet mit 500ul 80%igem
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 100ul DERQ+#ésuspendiert. 1l wurde mit 4ml

Szintillationsflussigkeit versetzt und iaSzintillationszahler gezahit.

Hybridisierung

Fur die Hybridisierung wurden je 20ug der aus #e#h praparierten RNA mit 1 Volumen
2x AL-Puffer versetzt. Als Negativkontrolle wurde20ug t-RNA verwendet. Mit 1ml
eiskaltem Ethanol wurden die Ansatze bei -70°C ia FBllung gebracht. 200.000cpm der
CAT-Sonde und 30.000cpm derpbAktin wurden zu den vorgefallten RNAs gegeben und
die Ansatze bei -70°C fir eine weitere Stunde fgefahnach wurden die Proben fir 30Min.
bei 14.000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge), diéerstand verworfen und das Pellet mit
1ml 80% Ethanol gewaschen. Auch dieser Uberstanrdewerworfen und das Pellet in 50ul
DEPC-HO aufgenommen. In einer Vakuumzentrifuge wurde Badlet fur ca. 30Min.
getrocknet und das trockene Pellet dann in 40puidigerungspuffer aufgenommen. Der gut
gemischte Ansatz wurde fir ca. 15Min. bei RT inlkuhidamit sich das Pellet vollstandig
|oste. Die Proben wurden dann in 1,5ml SchraubdéRkaktionsgefalRe Uberfuhrt und in
einem 85°C heilRen Wasserbad fiir ca. 10Min. dematuftr die optimale Hybridisierung

wurde das Wasserbad langsam auf 51°C abgekuhlt.
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RNase-Verdau

Nicht hybridisierte einzelstrangige RNA-Fragmenterden entfernt, indem zu jedem Ansatz
3,51g RNase A (Sigma, Deisenhofen) und 25E RNas@Rothe Diagnostik, Mannheim) in

300ul RNase A/T1-Verdauungspuffer gegeben wurdén.3BMin. wurden die Ansatze bei

30°C inkubiert. Um den RNA-Abbau zu beenden, wurdefnedem Ansatz 70ul Stopppuffer
pipettiert und dieser Ansatz fur 15Min. bei 37°Gubiert. Die Proteinase K wurde durch
Extraktion mit 500ul Phenol/Chloroform (11.2.1.4)entfernt. Die anschlieRende

Zentrifugation bei 2.000rpm (Tischzentrifuge) fUdMin. fuhrte zur Phasentrennung. Die
obere, wassrige Phase von ca. 380ul wurde in epertjorfgefald tberfihrt und mit 1ml

eiskaltem 100%igem Ethanol fir eine Stunde bei C7Qjefallt. Die anschlielRende

Zentrifugation fiihrte zu einem Pellet, welches dml 80% Ethanol gewaschen und dann
erneut bei 14.000rpm (Tischzentrifuge) fur 15Miantzifugiert wurde. Das Pellet wurde fir

ca. 5Min. unter Vakuum getrocknet und anschlieergul FAPP geldst.

Gelelektrophorese

Die Produkte der RNA-Verdauungsschutzanalyse wurdénHilfe der Gelelektrophorese
analysiert.

Fur ein Gel wurden zwei Glasplatten von 0,4cm Djckevon eine am oberen Rand
ausgeschnitten war, mit Spulmittel und Ethanol gbeé& und mit Repell Silan silanisiert.
Getrennt wurden die Platten durch 0,5mm dicke Alzighalter an den Seiten und am unteren
Ende. Zusammengehalten wurden sie durch Klammerie dur den oberen
Schmalseitenbereich ausschlossen. Die KomponengenGel-Losung wurden bei 32
geldst, gefiltert und anschlieRend entgast. Zuymetisation wurden vor dem Giel3en des
Gels 45ul TEMED und 450ul APS beigemischt. Das ®atde dann sofort gegossen.
Danach konnte der Kamm fur die Probentaschen arDberseite eingefihrt werden. Nach
mehreren Stunden, als das Gel vollstdndig auspoigieg war, konnten der untere
Abstandshalter und der Kamm entfernt und das Géblasenfrei in eine Elektrophorese-
Kammer mit 1x TBE eingespannt werden. Um einenchgleiélRigen lonengradienten zu
erreichen, wurde ein 30mindtiger Vorlauf bei 25m#xahgefihrt. Die Probentaschen wurden
mit 1x TBE ausgespult. Wahrend des Vorlaufs konrdén Proben fiir die Auftragung
vorbereitet werden. Auf3er den Proben wurden 6.000dps DNA-Gro3enstandards und
jeweils 2.000cpm der unverdauten Sonden fur 5S5Miei 85°C denaturiert. Bevor die
denaturierten Proben aufgetragen wurden, wurderPaibentaschen nochmals mit 1x TBE
ausgespult. Die Elektrophorese wurde bei 25mA dyefiihrt, bis die hellblaue Xylenblau-
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Front (entspricht einer Hohe von ca. 110 Nukleat)dea. 1cm vor dem Herauslaufen aus
dem Gel stand. In 10% Essigsaure und 10% Methanodevdas Gel fiur 15Min. fixiert und
dann auf Whatmann 3MM Papier gezogen. Nach der &gy mit Frischhaltefolie wurde
das Gel fur 1h auf dem Geltrockner getrocknet. Danaurde dem Gel ein Rontgenfilm
aufgelegt und der Film nach einer eintdgigen Exmwsientwickelt. Bei zu geringer

Schwarzung wurde ein neuer Rontgenfilm aufgeledtdia Expositionszeit verlangert.

[11.2.4.6 Dot-blot Analyse

Verwendeter Puffer

STE-Puffer

NaCl 100mM
Tris-HCI 20mM
EDTA 10mM

Durch den RNA Master BI&Y (Clontech, Heidelberg), der eine positiv geladene
Nylonmembran mit aufgedotteter PolyRNAs darstellt, ist es moglich, Informationen (iber
die Expression von zu untersuchender DNA in einemtdn Spektrum an Geweben und
verschiedenen Zelllinien zu erhalten. Auch die Wsdkeidung von fotalem und adultem

Entwicklungszustand ist bei einigen Gewebetypenlitiig

Herstellung der Sonden

Fur die Hybridisierung des Master-Blots wurden dewendeten Plasmide so restringiert,
dass jeweils die fur CAT kodierende Region (entsptrilnsert) vom Vektor getrennt wurde
(siehe Tabelle 5).

Plasmid Enzyme zur Restriktion
pSPhCAT-1AB1 Bal ll, Sac |

phCAT-2A 104 Bgl I,

HC3-pSP64T Bgl I,

hCAT-4pSP64T EcoR I, Xho |

Tabelle 5 Plasmide fur Master-Blot-Hybridisierung

In der Tabelle sind die Plasmide der verwendeterATe&C und die Restriktionsenzyme

aufgefuhrt, mit denen die Sonden zur Hybridisierdeag Master-Blot hergestellt wurden.
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Danach folgte die Auftrennung und Aufreinigung imex praparativen Gelelektrophorese
(1.2.1.3).

Nachdem die Konzentration der enthaltenen DNA e Agarosegel abgeschétzt worden
war, wurden je 25ng der "Inserts" fur 2Min. bei @58enaturiert. Die denaturierte DNA
wurde nach folgendem Protokoll in den "OligolabeiliKit" (Pharmacia Biotech, Freiburg)
eingesetzt:

Denaturierte DNA (25nQ) < 34ul

Reagier-Mix (CATP, cGTP, dTTP und 10l

Hexadeoxyribonukleotide)

Alpha®?P dCTP (50uCi) 5ul

Mit Aqua bidest. wurde auf 49ul aufgefullt.

Nach dem Mischen wurde noch 1pl Klenow-Fragment Ziarten der Reaktion hinzu-
gegeben. Die Inkubation erfolgte fur 45Min. bei @7Nicht eingebaute Nukleotide wurden
Uber eine G50 Sephadex Saule (Stratagene, Heidgllegetrennt. Es wurden dabei 70-80ul
STE-Puffer zum Aquilibrieren mit einer 10ml Spritdarch die Saule gedriickt. Die Ansatze
wurden auf die Saule pipettiert und mit einer aségeten Spritze langsam durch die Saule
gedruckt, wobei nicht eingebaute Nukleotide durcis dPrinzip des Molekularsiebes
zuruckgehalten wurden. Mit 80ul STE-Puffer, dieestnauf die Saule pipettiert und mit der
Spritze durchgedrtickt wurden, wurden die markie@emden als Eluat gewonnen. 1ul der
eluierten Proben wurde in 2ml Szintillationsflissg gegeben und iB-Szintillationszahler

gezahlt.

Kreuzhybridisierung als Vorversuch

Um sicherzustellen, dass die hergestellten madneBonden fir die CAT-Konstrukte nicht
miteinander kreuzhybridisieren, wurde dazu ein ¥osuch durchgefuhrt. Es wurde ein
Nitrocellulose-Filter (Schleicher & Schill, Dassel)erwendet, auf den je 1ul der
denaturierten RNA von allen in Tabelle 5 hergetg®nliSonden fur die CAT-Konstrukte in
verschiedenen Konzentrationen (0,1ng, 1ng, 10nngPund als Negativ-Kontrolle der
pSP64T-Vektor aufgedottet wurde. Der so bestickieerFwurde fir 1h bei 80°C im

Hybridisierungsofen gebacken und konnte nun zuhyBnddisierung und Hybridisierung

eingesetzt werden.
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Prahybridisierung und Hybridisierung

Verwendete Puffer und Lésungen

20xSSC

NacCl 3M

Nag Citratdihydrat 0,3M

Der pH-Wert wurde auf 7,0 mit 1M HCI eingestelltafth wurde mit Aqua bidest auf 1l
aufgefillt.

20% SDS

SDS 200g

Mit Aqua bidest. wurde auf 1l aufgefillt

Waschldsung 1
SSC 2X
SDS 1%

Waschldsung 2
SSC 0,1x
SDS 0,5%

Préhybridisierungs-L6sung

Express Hyb-L6sung 7,5ml

DNA aus Lachsspermien (denaturiert) 0,75mg

Hybridisierungs-L6sung

Gelabelte DNA 15cpm/Probe
DNA aus Lachsspermien 150ug

Cot-1 DNA 30ug

SSC (20x) 50ul

Mit DEPC-H,0O wurde auf 200ul aufgefulit.
Der Ansatz wurde fur 5Min. denaturiert und dann7zbml der Prahybridisierungs-L6sung

pipettiert.

Die Filter zum Testen der Kreuzhybridisierung bzder Master-Blot-Filter wurden

zusammengerollt und einzeln in eine Hybridisierudgee (Biometra, Gottingen) uberfuhrt.
72



Material und Methoden

In die Hybridisierungsréhre wurden 7,5ml der Praidibierungs-Losung gegeben und so der
Filter fur 30Min. bei 65°C prahybridisiert. Danaeturde die Prahybridisierungs-Ldosung
verworfen und die Hybridisierungs-Losung zugegeligie. Hybridisierung wurde bei 65°C

U.N. durchgefihrt.

Waschen der Filter

Um unspezifische Bindungen zu entfernen, wurderrdier viermal mit 200ml der Wasch-
Losung 1 bei 65°C fur 20Min. gewaschen. Darauft®lgin Waschschritt mit erniedrigtem
Salzgehalt (Wasch-Losung 2) mit 200ml bei 55°C. Mén Filtern wurde nach diesen
Waschschritten eine Autoradiographie U.N. durchigefiWar das Signal zu schwach, wurde

der Rontgenfilm langer exponiert.

Strippen des Filters

Um den Master-Blot nach der Hybridisierung ernautverwenden, war es notig, die DNA-
Proben zu entfernen. 200ml der Wasch-Lésung 2 wuag 100°C erhitzt und in die

Hybridisierungsréhre geschittet, in der der Fittereits platziert wurde. Die Hybridisierungs-
réhre wurde bei 80°C fur 10Min. im Hybridisierungmso inkubiert und dann, zum Abkuhlen
der Losung, die Temperatur auf RT reduziert. In mehSchichten Frischhaltefolie verpackt
konnte der Master-Blot-Filter bei —20°C aufbewaherden.

[11.2.5 Herstellung und Aufreinigung polyklonaler Antikérper

Fur Untersuchungen der Expression von ProteinemesoMglicher posttranskriptioneller und
posttranslationeller Regulationsprozesse bendtigi spezifische Antikorper. Die Herstel-
lung und Aufreinigung der Antikdrper gegen den Crlimus des humanen CAT-3, SLC7A4

und des murinen CAT-3 wird im Folgenden beschrieben

[11.2.5.1 Klonierung von Konstrukten fir die Expression von CAT/Tryptophan E

(TrpE)-Fusionsproteinen

Zur Herstellung von CAT/TrpE-Fusionsproteinen deSAm-3-, SLC7A4-(auch hCAT-4
genannt) und des mCAT-3-Konstruktes wurden zunacbstch Restriktion der
entsprechenden Plasmide (I11.2.1.5) oder durch RReRktion (11.2.1.11) Fragmente
hergestellt, die in den pATH-1-Vektor (Koerredral, 1991) kloniert wurden.
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Name Sequenz

HC4.BamH1757 5'-GGATCCGATCCGGCATAGCAAGGAGA-3
hCAT-4.stop (HC4as 1908) 5-GGAAGATCTAGCTACTCCATAGECAGG-3'
MC3.1745 5-GCTATGGGATCCAACACAGTATG-3
MC3.stop 5-CTTCCTGTGTTCACAGCATTTGA-3'
pATH-1/5" 5-ACCAGCCGCCAGATTGAGATCC-3'
pATH-1/3" 5-CGAGGCCCTTTCGTCTTG-3'

Tabelle 6 Verwendete Oligonukleotide zur Herstellung und Seuzierung der

Fusionsproteine

Die Tabelle enthalt die bei der Herstellung und &atgierung der Fusionsproteine flr hCAT-3,
SLC7A4 (auch hCAT-4 genannt) und mCAT-3 verwendaltganukleotide.

Der pATH-1-Vektor enthélt neben einem Ampicillinigenzgen ein Teil des Tryptophan-
Operons, das fur Tryptophan E (TrypE, ca. 37kDa)idw, daran schliel3t sich die multiple
cloning site (MCS) an, die sich in der kodieren&agion befindet.

Zur Herstellung des hCAT-3-Fusionsproteins wurdes &#dasmid HC3.pSP64T mit dem
Restriktionsenzym BamH | restringiert. Die so emtsienen Fragmente wurden in einer
praparativen Gelelektrophorese (111.2.1.3) aufgetteund das 327bp grof3e Fragment
aufgereinigt. In den offenen Leserahmen des mit Banrestringierten und danach mit
Phosphatase A behandelten pATH-1-Vektors wurde3@@bp grole Fragment anschliel3end
ligiert (111.2.1.6) (entstandenes Plasmid: HC3.pATBa vom pSP64T-Vektor noch ein Teill
im Plasmid HC3.pATH vorhanden war, wurde es mit damymen Sal | und Bgl Il
restringiert, wodurch 200bp herausfielen. Nach refdreinigung Uber ein praparatives Gel
(s.0.) wurde der Ansatz mit der DNA Large Polymer&¥lenow (Promega, Mannheim)
behandelt und mit einer Phenol/Chloroform Extraktidlll.2.1.4) aufgereinigt und
anschliel3end religiert. Als Kontrollschnitt wurdasderhaltene Plasmid HC3.pATH-200 mit
dem Enzym Sal | (Soll: ungeschnitten) bzw. mit Bai{8oll 127bp) inkubiert.
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Fir das Konstrukt des SLC7A4-Fusionsproteins wugde PCR-Reaktion durchgefihrt.
Dabei diente das Plasmid HC4.pSP64T als Matrizewsiedet wurden die Oligonukleotide
HC4.BamH1757 in sense-Richtung und hCAT-4.stop (&HC2908) in antisense-Richtung.

Die Bedingungen der PCR-Reaktion waren wie folgt:

1 Zyklus 95°C 5Min. (Denaturierung)
35 Zyklen 95°C 1Min. (Denaturierung)
62°C 2Min. (Hybridisierung)
72°C 3Min. (Polymerasereaktion)
1 Zyklus 72°C 10Min. (verlangerte Polymerasereakiti

Das 120bp grol3e Fragment wurde mit BamH | und Bgddtringiert und anschlie3end tber
eine praparative Gelelektrophorese (s.0.) aufggiteiDas so behandelte Fragment wurde in
den offenen Leserahmen des mit BamH | linearigietled mit Phosphatase A behandelten
pATH-1-Vektor ligiert. Das entstandene Konstrukt H@ATH wurde einem Kontrollschnitt
mit den Enzymen EcoR V und BamH | unterzogen (R60bp und 2999bp).

Um ein Konstrukt fur die Herstellung des mCAT-3/Erpusionsproteins zu erhalten, musste
ebenfalls eine PCR-Reaktion durchgefuhrt werdes. Matrize diente hier Kleinhirn-RNA
der Ratte, die in einer Reversen TranskriptionZI1.10) in cDNA umgeschrieben wurde.
Mit den Oligonukleotiden MC3.1745 und MC3.stop wairdunter folgenden PCR-

Bedingungen ein 112bp grol3es Fragment amplifiziert:

1 Zyklus 95°C 5Min. (Denaturierung)
35 Zyklen 95°C 1Min. (Denaturierung)
55°C 2Min. (Hybridisierung)
72°C 3Min. (Polymerasereaktion)
1 Zyklus 72°C 10Min. (verlangerte Polymerasereakiti

Dieses Fragment wurde mit den Oligonukleotiden Bamkhd Bgl Il restringiert, in einer
praparativen Gelelektrophorese (s.0.) aufgereinigt in den offenen Leserahmen des mit
BamH | restringierten und mit Phosphatase A behsdg@ATH-1 Vektor ligiert. Das so
entstandene Plasmid mc3.pATH wurde als Kontrolledan Enzymen Hind Il und EcoR V
restringiert (Soll: 1050 und 2839bp).

Bevor die jeweiligen Fusionsproteine exprimiert ut@hinchen damit immunisiert wurden,
wurde jeder als richtig identifizierte Klon mit dédligonukleotiden pATH-1/3" und pATH-

1/5" sequenziert.
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111.2.5.2 Expression von TrpE-Fusionsproteinen

Verwendete Losungen und Medien

5xM9-Salz

NaHPQx4H,O 0,24M
KH,PO, 0,086M
NaCl 0,04M
NH4CI, 0,94M

M9-Medium mit Ergédnzung (Supplement M9)

5x M9 Salz 1x

Pepton No.5 (Casamino acids, Gibco) 0,5% (M/V)

Das Medium wurde in Aqua bidest. angesetzt und da@8Min. autoklaviert. Dem Medium

wurde nach dem Autoklavieren Mg$0nd CaCJ zugesetzt, die vorher ebenfalls autoklaviert
wurden. Glucose, Thiamin und Ampicilin wurden inerd unten angegebenen
Konzentrationen in Aqua bidest. angesetzt, stdtiieit und dem Medium zugesetzt. Bei
Bedarf wurde das Medium mit 20pug/ml Tryptophanr{sfdtriert) ergénzt. Zur Herstellung
von M9-Agar-Platten wurde dem Medium vor dem Audviktren 15g/L select Agar
hinzugefigt.

MgSO, 1mM
CaCl 0,5mM
Glucose 5%
Thiamin 10pg/mi
Tryptophan 20pg/ml
Ampicillin 50ug/ml

Angesetzt wurde in Aqua bidest.
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HEMGN-Puffer

KCI 100mM
Hepes pH 7,6 25mM
EDTA pH 8,0 0,1mM
MgCl, 12mM
Glycerol 10%
Nonidet P-40 (NP-40) 0,1%

Angesetzt wurde in Aqua bidest. Kurz vor dem Getinawurden dem HEMGN-Puffer unter

anderem Proteaseinhibitoren hinzugefigt:

DTT 1mM

Aprotinin 2pg/mi
Leupeptin lpg/ml
Pepstatin 1pg/ml
PMSF 0,1mM
Natrium meta-bisulfit 0,1mM

Die unter Kapitel 111.2.5.1 beschriebenen Plasmideden in Bakterien exprimiert. Ebenso
wurde mit dem pATH-1 Vektor als Kontrolle verfahrarerwendet wurde deg.coli Stamm
XL-1 blue® (Stratagene, Heidelberg), in den die Plasmidestomiert und anschlieRend auf
MO/Tryptophan/Ampicillin-Platten selektiert wurdede eine Kolonie wurde in einen Ansatz
von 5ml M9/Tryptophan/Ampicillin-Medium gegeben uaidN. bei 37°C inkubiert. Durch die
Anwesenheit von Tryptophan wird die Expression ttp&-Operons unterdriickt. Deshalb
wurde anschlieBend 1ml der G.N.-Kultur in 100ml K®@picillin-Medium ohne Tryptophan
pipettiert (wodurch eine Induktion des Operons elégj wurde) und bis zu einer Qohm
von 0,5 vermehrt. Anschlieend wurde durch das toplan-Analogon 3,3-Indolacrylsdure
(10pg/ml, Sigma, Deisenhofen), mit dem die Baktefig 4h bei 37°C kultiviert wurden, die
Expresssion der Fusionsproteine zusatzlich induzidbaran schloss sich eine
Proteinextraktion an, deren Schritte alle bei 4°@2roauf Eis durchgefihrt wurden. Die
Bakterien wurden zentrifugiert (5.100rpm, 10Min.yvakti JA-25.50 Rotor J-30I) und
anschlieRend in 2,5ml 1xPBS resuspendiert. Nackr eureiteren Zentrifugation (4.400rpm,
10Min., Avanti JA-25.50 Rotor J-30l) wurde das Pelin 1ml HEMGN-Puffer, dem
Proteaseinhibitoren und Lysozym (0,5mg/ml) enthigsuspendiert und fir 30Min. auf dem
Schittler inkubiert. Der Ansatz wurde dreimal fiséc. mit Ultraschall behandelt und im
Anschluss zentrifugiert (13.000rpm, 15Min., Tisahizéuge). Dem Uberstand wurde 1l zur
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Proteinkonzentrations-Bestimmung nach BradfordZHl.2) entnommen und die Effizienz
der Induktion durch Analyse von 10ul Lysat in ei®6®S-PAGE (l11.2.4.3) Uberpruft.

[11.2.5.3 Aufarbeitung der Fusionsproteine zur Immunisierung durch
praparative SDS-PAGE

In einer praparativen SDS-PAGE wurden die in Kdp{t#.2.5.2) hergestellten Protein-
Lysate analysiert. In jede der neun ProbentaschedenGesamtprotein aufgetragen, das 1:1
mit Probenpuffer fir Zelllysate versetzt wurde. N@em die Proteine im Gel ca. 1lh
aufgetrennt worden waren, wurde das Gel aus deiK&@wmmer entnommen und mit der
Commassie-blue Farbelosung (111.2.4.3) in eineriBdtale Gberschichtet und fir 10Min. auf
dem Taumler gefarbt. Nach Anfarben des Gels wurele Tekil, der das Uberexprimierte
Protein enthielt mit einem Skalpell herausgescénitDie Menge des Fusionsproteins wurde
abgeschatzt: der Anteil des Uberexprimierten Fsgimteins betrug in der Regel etwa 1/10
der Gesamtproteinmenge. In ein Reaktionsgefal3 wprdelg erhaltenem Gel 1ml Aqua
bidest pipettiert und mit dem Ultra-Turrax wenigekGnden homogenisiert. Das Homogenat

wurde bei —70°C gelagert.

[11.2.5.4 Immunisierung von Kaninchen

Fur die Herstellung der Antikorper gegen den C-Tieum von hCAT-3, SLC7A4 und
MCAT-3 wurden jeweils drei zwolf Wochen alte Karhiea bestellt (Charles River, Kil3legg).
Die Tiere wurden fir 7 Tage ohne Behandlung innhkéfigen eingewdhnt. Grundimmuni-
siert wurde mit je etwa 250ug des homogenisiertertelhs unter Zusatz von 1 Volumen
vollstandigem Freundschen Adjuvans (Complete Freuddijuvans, Lot 13N3750, Gibco
BRL, Eggenstein). Dieses Adjuvans besteht aus éuiaeraldlsuspension, die abgetotete
Mycobakterien enthalt. Dadurch wird das Immunsystamatzlich stimuliert. Die weitere
Immunisierung wurde im Abstand von drei Wochen 2a#imit je etwa 250ug Protein, das
mit 1 Volumen unvollstandigem Freundschen Adjuv@insomplete Freund’s Adjuvans, Lot
28P9051, Gibco BRL, Eggenstein) vermischt wurderchigefuhrt. Das unvollstandige
Adjuvans besteht nur aus der Mineral6lsuspensioneotie Mycobakterien. Nach 2-
4maligem immunisieren wurden die Kaninchen hepsieni (10001.E./kg Heparin, Lequemin
R N 25000, Hoffman Roche AG, Klinikapotheke). Damaairden die Kaninchen durch einen
Genickschlag getottet und die Carotis mit einem gclendffnet. Das Blut wurde in einem
Becherglas aufgefangen, in dem 0,1M EDTA pH 7,8,8% NaCl vorgelegt war (Verhéaltnis

Blut zu EDTA-L6sung 9+1). Die Menge des gewonnefuates variierte zwischen 80-
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120ml. Das Blut wurde zentrifugiert (30Min., 2.1p0r, Megafuge) und der Uberstand in ein
neues Schraubdeckel-Réhrchen Uberfuhrt und nocheelgifugiert (30Min., 2.100rpm,
Megafuge). Sollte das so gewonnene Plasma nicht ortsofdurch eine

Affinitatschromatographie aufgereinigt werden @I%.10), wurde es bei -20°C gelagert.

Gewinnung des Praimmun- und Immunplasmas

In den 7 Tagen Eingewohnungszeit wurde den Kanmahé einer (2GGx1, 45x25mm)
Injektions-Kantle 9ml Praimmunplasma abgenommer3eddem wurde jedem Tier jeweils
10 Tage nach der Injektion mit dem Antigen ebesf@ihl Blut aus der Ohrvene entnommen.
Das Blut wurde direkt in ein mit 1ml 0,1M EDTA pH,47in 0,9% NaCl gefllltes
Schraubdeckel-Rohrchen getropft. Das Blut wurde trfagiert (30Min., 2100rpm,
Megafuge) und der Uberstand in ein neues SchrablB®hrchen tiberfiihrt und nochmals
zentrifugiert (30Min., 2.100rpm, Megafuge). Dieséserstand wurde bei —70°C aufbewahrt
und ein Aliquot, unter Verwendung von Lysaten awxzyden oder Zellen, die die jeweilige

CAT-Isoform exprimierten, in einem Western-Blotl.@l4.4) analysiert.

[11.2.5.5 Klonierung von Konstrukten fiur die Expression von dutathion-S-

Transferase (GST) Fusionsproteinen zur Aufreiniguncder Antikdrper

Die Immunplasmen wurden mittels Affinitditschromatgghie aufgereinigt. Dazu wurden
pGEX-Plasmide (Smith, 1993; Smith & Johnson, 198&)struiert, die fur Fusionsproteine
zwischen Glutathion-S-Transferase (GST) und deesetlarboxyterminalen Fragmenten von
hCAT-3, SLC7A4 und mCAT-3 kodieren, die auch zurdtellung der TrpE Fusionsproteine
benutzt worden waren (siehe 111.2.5.1). Statt dég h»-1-Vektors wurde der pGEX-3X-
Vektor verwendet. Als Kontrollschnitt fir das Fussprotein des hCAT-3 wurde das
erhaltene Plasmid HC3.pGEX-200 mit den Enzymenl|&®ad Pst | inkubiert (entstandene
Fragment-GrofRen: 900bp und 4150bp). Fur das Fysiotesn des SLC7A4 und des mCAT-3
wurde eine PCR-Reaktion durchgefuhrt wie in Ill.2.5eschrieben. Das dabei entstandene
120bp (fir SLC7A4) bzw.112bp (fir mCAT-3) grol3e gireent wurde mit dem Enzym Sma |
blunt restringiert. Danach wurde die DNA in eineragarativen Gel (I11.2.1.3) aufgetrennt,
aufgereinigt und in den ebenfalls mit Sma | bluestringierten pGEX-3x-Vektor ligiert.
Dabei entstanden die Fusionsproteine HC4.pGEX-3k mo3.pGEX-3x. Diese Konstrukte
wurden als Kontrolle mit Bgl Il und Pst | restriegi (entstandene Fragment-Grof3en:
900bp+4170bp fur HC4.gGEX-3x und 1020bp+4040bp fic3.gGEX-3x). Ein durch
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Sequenzierung als richtig ausgewiesener Klon vor8.pGEX-200, HC4.pGEX-3x und

mc3.pGEX-3x wurde in eine Minipraparation (l1l.2A) eingesetzt.

[11.2.5.6 Expression von CAT/GST-Fusionsproteinen

Die erhaltenen PlasmidelC3.pGEX-200, HC4.pGEX-3x, mc3.pGEX-3x und derréee
Vektor pGEX-3x wurden in den Bakterienstantfrcoli XL 1-blue® transformiert und auf
LB/Ampicillin-Platten selektiert. In 62,5ml LB/Ampillin-Medium wurde jeweils ein Klon
der GST-Fusionsproteine Uberfihrt und 0.N. bei 3#ikubiert. Davon wurden dann je
12,5ml in 125ml LB/Ampicillin-Medium gegeben undsbizu einer Oy von 0,5-0,6
vermehrt. Die Expression der Fusionsproteine wulgeh Zugabe von 0,1mM Isoprpyl-1-
thioB-D-galactosid (IPTG, Boehringer Mannheim) fir Skuziert. Aufgrund der sterischen
Ahnlichkeit mit Lactose ist IPTG in der Lage an deactose-Repressor zu binden und eine
Derepression des Lactose-Operons zu bewirken. #éieiRisolierung wurden die Bakterien
zentrifugiert (5.500rpm, 10Min., 4°C, JLA 16.250tBQ Avanti J-30l) und das entstandene
Pellet in 3ml eiskaltem 1xPBS resuspendiert. DielleBe wurden dann durch
Ultraschallbehandlung (zweimal fur 45sec.) lysieDanach wurde 1% Triton-X-100
zugegeben und zentrifugiert (8.000rpm, 5Min., 4JCA 16.250 Rotor, Avanti J-301). Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proteinkonziemtréiil.2.4.2) bestimmt. Um den
Erfolg der Induktion zu tberprifen, wurden 10ul @sadkterien-Lysates in eine SDS-PAGE
(11.2.4.3) eingesetzt. Die Lysate wurden bei —70§€lagert oder sofort tiber HiTrap
Affinitatssaulen aufgereinigt (111.2.5.7).

[11.2.5.7 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine uber HiTrap™ Affinitatssdulen

Mit den HiTrag" Affinitatssaulen (Amersham pharmacia, Biotech)dst méglich, GST-

Fusionsproteine direkt aus Bakterienlysaten inraisehritt aufzureinigen.

Verwendete Puffer

Bindepuffer

PBS pH 7,3 1x
NagHPO, 10mM
KH,PO, pH 7,3 1,8mM
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Elutionspuffer
Tris-HCI 50mM

Glutathion reduziert pH 8,0 10mM
Das reduzierte Glutathion (Sigma-Aldrich, Deisem)fwurde direkt eingewogen.

Die Saulen wurden nach Anweisung des Herstellendilgert und dann mit maximal 8mg
des unter 111.2.5.6 gewonnenen Lysates beladen.eiiér Luer-Spritze wurde es langsam
(Flussrate 1-2ml pro Min.) durch die Saule gedriigktschlielRend wurde die Saule mit 4ml
Bindepuffer gewaschen und danach mit Elutionspuffet Fraktionen a 2ml eluiert. Durch
eine SDS-PAGE und anschlieRende Commasie blu@btiiFarbung wurden die Fraktionen
mit dem grofRten Anteil an Fusions-Protein ermittBliese wurden zusammengefasst und
dialysiert (111.2.5.8).

Um die Saule fir eine erneute Praparation zu remig wurden 2ml 6M
Guanidinhydrochloride Uber die Saule gegeben. Uma dktive Guanidinhydrochloride
abzutrennen, wurde die S&ule erst mit 5ml 1xPB&ndait 4ml 70%igem Ethanol und
wieder mit 5ml 1xPBS gewaschen. Zur Lagerung wuide Sdule mit 20%igem Ethanol

Uberschichtet und bei 4°C aufbewahrt.

[11.2.5.8 Konzentrierung von Proteinlosungen durch Dialyse ggen Polyethylen-
glykol 20.000

Verwendeter Puffer

Dialysepuffer
Polyethylenglykol (PEG) 20.000 (Serva, Boehringegelheim) 20% (m/V)

PMSF 1mM
MOPS (3-(Morpholino)-propansulfonylséaure) pH 7,®(R Karlsruhe) 0,1M

Angesetzt wurde in Aqua bidest.

10-20cm grol3e Dialyse-Schlauchstiicke  wurden 10Minin einer 2%
Natriumhydrogencarbonat-Losung, die 1mM EDTA pH 8eéhthielt, gekocht. Die
Schlauchstiicke wurden danach in Aqua bidest. gdweasand anschlielRend nochmals fir
10Min. in einer 1ImM EDTA-LO6sung pH 8,0 gekocht. Hadem Abkihlen wurden die
Schlauchstiicke in 20%igem Ethanol bei 4°C aufbewalor dem Gebrauch wurden die

Dialyseschlauche mit Aqua bidest. gespult und eindeE mit einer Plastikklemme
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verschlossen. Dann wurde die Proteinlésung einlgaiiid der Schlauch am oberen Ende
ebenfalls mit einer Plastikklemme verschlossen. Razentrierung wurde bei 4°C flr
mehrere Stunden oder U.N. in 1-2| Dialysepufferctgefuhrt. Die dialysierten Lysate
wurden nach einer Bestimmung der Proteinmenge riretlford, entweder bei —70°C
gelagert oder direkt zur Herstellung der Affinitétgrix verwendet.

[11.2.5.9 Herstellung der Affinitatsmatrix zur Aufreinigung d er Immunplasmen

Die nach Kapitel 111.2.5.6-8 hergestellten GST-fusiproteine wurden an das Gelmaterial
Affi-Gel® 10 (Bio Rad, Miinchen) gebunden. Dazu wurden 4nfi-®@&l® 10 gewaschen,
indem sie in einem Becherglas 1:1 mit Aqua bidestsetzt und mittels eines Glasstabes
vermischt wurden. Dann wurde gewartet, bis sich AffisGel® am Becherboden abgesetzt
hatte und danach wurde der Uberstand abgesaudt. Wexmaliger Wiederholung wurde das
Affi-Gel® in ein Schraubdeckel-Réhrchen tberfihrt und Zewgfiert (300rpm, 2Min., 4°C,
Megafuge). Der wassrige Uberstand wurde abgenommerzum Affi-GeP 8mg (3ml) der
kalten, konzentrierten Proteinlosung gegeben. Dwesde fir 4h auf dem Schuttler im
Kihlraum bei 4°C inkubiert. Das Schraubdeckel-Rbarcwurde fir wenige Minuten stehen
gelassen. Nachdem der Uberstand abgenommen woralenwwrden fir 1h durch Zugabe
von 0,4ml 1M Ethanolamin pH 8,0 verbleibende Bingem blockiert. Danach wurde das
sedimentierte Material dreimal mit 0,1M MOPS pH 7gewaschen und in eine
Chromatographie-Saule (Poly-Prep ChromatograpHierots, Bio Rad, Minchen) tberfuhrt.
Damit sich das Material setzten konnte, wurde dial&fur etwa 24h im Kidhlraum in die
Saulenvorrichtung gestellt. Erst dann wurde mit Adiinitatsaufreinigung der Plasmen
begonnen (111.2.5.10).

[11.2.5.10 Aufreinigung der Immunplasmen

Die wie im Kapitel 111.2.5.9 beschrieben hergedazil Chromatographie-Séulen enthielten das
Séaulenmaterial zur Aufreinigung der Immunplasmernor Wem Versuch wurde das
Saulenmaterial mit 16ml 1xPBS &quilibriert. Danaalvrden unspezifische Bindungsstellen
mit 4ml 0,1% BSA in PBS blockiert und die Saulent i2ml 1xPBS gespdult. In der
Zwischenzeit wurden 4ml des jeweiligen CAT-Antisesiaufgetaut und zur Inaktivierung
des Komplements 30Min. bei 56°C inkubiert. Danactde zentrifugiert (2.000rpm, 10Min.,
Megafuge), der Uberstand 1:1 mit 1xPBS versetzt id. im Kihlraum bei 4°C
rezirkulierend Uber die Séaule gegeben (Geschwimidligla. 0,1ml/ Minute). Am nachsten Tag

wurde das U.N. rezirkulierte Plasma (als Durchlégzeichnet) in einem Becherglas
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aufgefangen und das Saulenmaterial mit 12ml 1xP&&agchen. Zur Elution der Antikorper
wurden 16ml 0,1M Glycin/HCI pH 2,5 1M NaCl langsaiber die Saule getropft. In vier
Schraubdeckel-Rohrchen wurden 400ul 1M Tris-HCI @ vorgelegt. In diese wurden
jeweils 4ml langsam von der Saule eingetropft. pdrWert, der neutral sein sollte, wurde
sofort kontrolliert und bei Bedarf mit 200mM TriscH pH 8,0 auf einen neutralen pH-Wert
eingestellt. Die vier Fraktionen wurden in den \@hraubdeckel-R6hrchen aufgefangen und
der Durchlauf wurde in einem Western-blot (lll.2¥analysiert. Die Fraktionen, die einen
gut aufgereinigten Antikorper zeigten, wurden vetreind dann gegen 1xPBS dialysiert und
mit 0,1% BSA versetzt. Danach wurden die affinaéfgereinigten Antikorper in 200ul
Aliquots bei —70°C aufbewahrt.
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[11.2.6 Auswertung und Berechnung

Regression
Lineare und nicht-lineare Regression wurde mitdHidies Programms GraphPad Prism 3.0

(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) berechnet.

Bestimmung von Vihax und Ky aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven

Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden fur die hCATexprimierenden Oozyten durch
Messung der Transportaktivitat bei verschiedenenz€atrationen von basischen AS erstellt.
Fur die Eadie-Hofstee-Auftragung der Daten wurdagchnAbzug der Kontrollwerte; der

Quotient aus Transportgeschwindigkeit (V/S) unds$atkonzentration gegen die Transport-
geschwindigkeit (V) aufgetragen. Die lineare Regi@s der einzelnen Werte ergab eine
Gerade. Der Kehrwert der Steigung der Geraden mdispder Substratkonzentration bei
halbmaximaler Transportaktivitat (Michaelis-Mentéonstante, k) und der Durchgangs-

punkt auf der x-Achse entsprach dem Wert der maeimé@ransportgeschwindigkeit {¥y.

Statistik

Standardabweichungen, Standardfehler und alle fgnztests wurden am Computer mit
Hilfe der Programme GraphPad Prism 3.0 und Mict§sBkcel (Microsoft Co.) berechnet.
Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Variastf gefolgt von dem t-Test nach
Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,05, <0,01d 0,001 wurden als signifikant mit
jeweils (*), (**) bzw. (***) gekennzeichnet. P-Weztvon >0,05 wurden als nicht signifikant

gewertet und mit ,,ns* markiert.
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IV  Ergebnisse

IV.1 Charakterisierung der Transporteigenschaft des humaen

kationischen Aminosauretransporters CAT-3

Von den Arbeitsgruppen Ito und Hosokawa wurden jswdie Transporteigenschaften des
CAT-3 aus Maus und Ratte bestimmt und beschriebene{ al, 1997; Hosokawat al.,
1999). Um festzustellen, ob das humane Orthologe ATRE vergleichende
Transporteigenschaften besitzt, wurden das Subgéiarum, die Transport-Kinetik (Kund
Vmay, die N& und pH-Abhangigkeit sowie die Trans-Stimulierbarkmtersucht. Zu diesem
Zweck wurde hCAT-3 cDNA (Vekony, Diplomarbeit 1998y diein vitro-Transkription in
den pSP64T-Vektor kloniert (siehe Kapitel 111.22.3nd die cRNA inX. laevis Oozyten
injiziert. Nach 2 Tagen Expression wurden Aufnahingien mit radioaktiv markiertem L-

Arginin und weiteren Aminosauren durchgefihrt.

IV.1.1 Substratspektrum von hCAT-3

Zur Uberprifung des Substratspektrums von hCAT-3rdeudie Aufnahme von 10
verschiedenen Aminosauren, davon 3 kationischeu@rale und 1 saure getestet. Da bekannt
ist, dass L-Histidin bei niedrigen pH-Werten vorgead in der protonierten Form vorliegt
und dadurch von CAT-1 besser transportiert wirdrdeudie Aufnahme von L-Histidin bei

pH 5,5 und 7,5 gemessen.

Aus Abbildung 4 geht hervor, dass in Versuchen @uizyten flr samtliche kationischen

Aminosauren ein hCAT-3-vermittelter Transport zkeemen war (signifikant (p>0,001)).

Der Transport lag 10fach hoher als in Wasser-ijten Kontroll-Oozyten. Im Gegensatz
dazu konnte weder fur die anionische (Abbildungnéth fur die neutralen Aminosauren
(Abbildung 6) ein hCAT-3 vermittelter Transport @ozyten gezeigt werden. Im Gegensatz
zu hCAT-1, bei dem im saurem pH-Wert Histidin besssnsportiert wurde als bei neutralem
pH-Wert, konnte fir hCAT-3 bei keinem der beiden-Weérte ein Transport beobachtet
werden (Abbildung 7).
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Abbildung 4 Transportaktivitat von hCAT-3 flr basische Aminosén

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA gm 8Vasser, schwarze Balken), oder mit 36nl
Wasser (weilRe Balken) injiziert. Nach 2 Tagen wulideAufnahme von L3fl] Arginin, L-[*H] Lysin
und L-[*)C] Ornithin (je 100pM) fiir 15Min. bei 20°C gemessdbie Saulen repréasentieren

Mittelwerte mit Standardabweichungen. n=15-30 ban8rschiedlichen Praparationen.
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Abbildung 5 Transportaktivitdt von hCAT-3 fur L-Glutaminséure

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA §m 8Vasser, schwarze Balken), oder mit 36nl
Wasser (weiRe Balken) injiziert. Nach 2 Tagen wudige Aufnahme von L3H] Glutaminséure
(100puM) fur 15Min. bei 20°C gemessen. Die S&auleprasentieren Mittelwerte mit Standard-

abweichungen. n=15-30 bei 3 unterschiedlichen Prafpanen.
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Abbildung 6 Transportaktivitat von hCAT-3 flr neutrale Aminosdan

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA §inl 8Vasser, schwarze Balken), oder mit 36nl
Wasser (weilRe Balken) injiziert. Nach 2 Tagen wulideAufnahme von L] Serin, L-H] Leucin
L-[*H] Glutamin, L-PH] Prolin, L-[*H]Phenylalanin, L-fH] Citrullin (je 100puM) fiir 15Min. bei
20°C gemessen. Die Saulen reprasentieren Mittedwinit Standardabweichungen. n=15-30 bei 3

unterschiedlichen Praparationen.
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Abbildung 7 Transportaktivitdt von hCAT-3 und hCAT-1 fir L-Histlin bei

verschiedenen pH-Werten

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 (in 36at¥¥r, schwarze Balken) oder hCAT-1 cRNA (in
36nl Wasser, graue Balken) oder mit 36nl WasseifjgvBalken) injiziert. Nach 2 Tagen wurde fur
beide CAT-Isoformen die Aufnahme vor’H}[Histidin (100uM) bei pH 7,5 und 5,5 fiir 15Mineib
20°C gemessen. Die Saulen reprasentieren Mittedwamit Standardabweichungen. n=15-30 aus 3

unterschiedlichen Praparationen. *** p<0,001 bezagruf die Wasser-Kontrolle.
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IV.1.2 Hemmung des hCAT-3-vermittelten L-Arginin-Transports

Fiar rCAT-3 wurde laut Hosokawet al die Hemmung des L-Arginin-Transports durch D-
Arginin gezeigt (Hosokawat al, 1999). Um dieses Ergebnis fur den hCAT-3 zu jiitiden,
wurde die L-Lysin und D-Arginin-vermittelte Hemmudegr Transportaktivitat gemessen.
Der durch hCAT-3 vermittelte L-Arginintransport (b®1) konnte durch ansteigende
Konzentrationen von L-Lysin signifikant (p<0.01)dceziert werden (ab 100puM L-Lysin)
(Abbildung 8). Im Gegensatz dazu konnte erst h@reiKonzentration von 10mM D-Arginin
eine signifikante Hemmung (p<0.01) des L-Argininsports gezeigt werden. D-Arginin
stellt also fur hCAT-3 wahrscheinlich kein Substtat.

1207
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(2] (o] o
§ & 3

L-[3H] Arginin Aufnahme
N
o
|

(% der Kontrolle )

N
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o
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T T T
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Abbildung 8 Hemmung des hCAT-3 vermittelten L-Arginin-Transpart

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA 6inl 3Vasser) oder mit 36nl Wasser injiziert.
Nach 2 Tagen wurde die Aufnahme von 50uM L-Argamtweder in der Gegenwart von L-Lysin
(Dreiecke) oder D-Arginin (Kreise) in steigendennentrationen (0.03-10mM) fir 15Min. bei 20°C
gemessen. Die Werte der Wasser-injizierten Kon@oltyten wurden abgezogen. Die Datenpunkte
reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabwerden. n=15-30 Werten pro Versuch aus 3

unterschiedlichen Praparationen.
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IV.1.3 Kinetik des hCAT-3 vermittelten Transports fir kati onische

Aminosauren
Um die Affinitdt von hCAT-3 zu den kationischen Amosduren L-Arginin, L-Lysin und
L-Ornithin zu bestimmen, wurde die Aufnahme jedeesdr radioaktiv markierten
Aminosaure in hCAT-3-injizierten Oozyten nach 2 &agexpression in Abhangigkeit von

der extrazellularen Aminosaure-Konzentration (01083M) gemessen (Abbildung 9).
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L-[3H]Arginin-Aufnahme
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Abbildung 9 Konzentrations-abhangige Aufnahme von kationischeminosauren in

hCAT-3 exprimierenden Oozyten

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA gim 8Vasser, Quadrate) oder mit 36nl Wasser
(Dreiecke), injiziert. Nach 2 Tagen wurde die Atfme von L-{H] Arginin, L-[°*H] Lysin und L-}C]

Ornithin in den angegebenen Konzentrationen (0.Q3Hd) fir 15Min. bei 20°C gemessen. Die
Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte mit Standbmleichungen von einem reprasentativen

Experiment mit 5-10 Wiederholungen pro Datenpunkt.
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Aus Abbildung 9 geht hervor, dass die Transpondkti fir L-Arginin, L-Lysin und
L-Ornithin in  hCAT-3-injizierten Oozyten Die

Substratkonzentrationen bei halbmaximaler Tranggbvitat (Michaelis-Menten-Konstante

Konzentmams-abhangig anstieg.

Kwu) und die maximale Transportgeschwindigkeit,{Y wurden durch eine Eadie-Hofstee-
Auswertung bestimmt (nicht gezeigt). Daftr wurdées \Werte der wasserinjizierten Kontroll-

Oozyten von den Messwerten hCAT-3-exprimierendezy@m abgezogen und der Quotient
aus Transportgeschwindigkeit und SubstratkonzeotratVV/S) gegen die Transport-

geschwindigkeit (V) aufgetragen. Die lineare Regi@s der einzelnen Werte ergab eine
Gerade. Der Kehrwert der Steigung der Geraden mcitispder Substratkonzentration bei
halbmaximaler Transportaktivitat (i Die berechneten Werte flrm und Ky sind in der

folgenden Tabelle (Tabelle 7) dargestelit.

Substrat ks (MM) Vmax (Nnmol/Oozyte/h)
L-Arginin 0.45+0.13 1.4+0.3

L-Lysin 0.65+0.23 1.4+0.7

L-Ornithin 0.91+0.26 2.5+0.8

Tabelle 7 Halbmaximale Transportaktivitdit () und maximale Transport-

geschwindigkeit (Wax) von hCAT-3

Die Tabelle enthélt die in einer Eadie-Hofstee-Agigung ermittelten Werte fir die halbmaximale

Transportaktivitat (k;) und die maximale Transportgeschwindigkeijt\V/

IV.1.4 Transportaktivitat von hCAT-3 fur L-Arginin bei unt erschiedlichen
pH-Werten

Die y'-Transportaktivitat ist unabhangig vom extrazelletipH-Wert. Um zu uberpriifen, ob

hCAT-3 auch bei anderen pH-Werten (als pH-Wert @jd)v ist, wurde die Aufnahme von

L-Arginin bei unterschiedlichen pH-Werten untersudber pH-Wert des Aufnahmepuffers

wurde von 5,0 bis 8,5 in 0,5er Schritten gesteigert

Der hCAT-3 vermittelte Transport zeigte keine siiggainte Anderung bei den verschiedenen

pH-Werten (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Transportaktivitdit von hCAT-3 fur L-Arginin bei ungrschiedlichen pH-
Werten

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA ginl 3Vasser, Quadrate), oder mit 36nl Wasser
injiziert. Nach 2 Tagen wurde die Aufnahme vortH}[Arginin (100uM) bei den pH-Werten von 5,5
bis 8,5 in Schritten von 0,5 fiir 15Min. bei 20°Grgssen. Die Datenpunkte, von denen die Werte der
mit Wasser-injizierten Oozyten abgezogen wurdenprésentieren die Mittelwerte mit
Standardabweichungen. n=15-30 Werten pro VersushBaunterschiedlichen Praparationen.

IV.1.5 Na’-Abhangigkeit des hCAT-3 vermittelten L-Arginin-Tra nsports

Die Transportaktivitat von Systeni ist unabhéngig von Natrium-lonen. Zur Untersuchung
der N&d-Abhangigkeit von hCAT-3 wurde die Aufnahme von®H] Arginin (100uM) tber
15Min. zum einen in Nahaltigem Aufnahmepuffer gemessen und zum anderen i
Aufnahmepuffer, in dem NaCl durch die gleiche Karteation an Cholinchlorid ersetzt
worden war.

Der hCAT-3 vermittelte L-Arginin-Transport zeigteiken signifikanten Unterschied, wenn
Na" durch Cholinchlorid ersetzt wurde (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Na'-Abhangigkeit des hCAT-3 vermittelten L-Arginin-Tresports

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNA &iml 8Vasser) injiziert. Nach 2 Tagen wurde die
Aufnahme von L3H] Arginin (100uM) fiir 15Min. bei 20°C in Aufnahméfer gemessen, der 100mM
NaCl (schwarze Saule) oder 100mM Cholinchlorid Q@eeiSaule) enthielt. Die Datenpunkte
reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabweiden. n=15-30 Werten pro Versuch aus 3

unterschiedlichen Praparationen.

IV.1.6 Abhangigkeit des hCAT-3 vermittelten Transports vonSubstrat auf

der Trans-Seite
White und Christensen (1982) hatten gezeigt, dassGeschwindigkeit der L-Arginin-
Aufnahme in Zellen, die Systen gxprimieren durch die Anwesenheit von intrazeheié
basischen Aminoséuren stimuliert wird (White undri§tensen, 1982). Dieser durch
Abh&ngigkeit von Substrat auf der Trans-Seite gekeichnete Transport wird als Trans-
Stimulation bezeichnet und wurde fir die Isoforn@ir-1 und 2B beschrieben (Clossall,
1993a; Kakudat al 1993; Clos®t al, 1997). Die Trans-Stimulation von hCAT-3 wurde mit
Hilfe von Efflux-Studien untersucht. Hierbei wurddie Oozyten mit radioaktiv markiertem
L-Arginin injiziert und der Efflux mit L-Arginin a Trans-Substrat gemessen. Der hCAT-3-
vermittelte Efflux war in Anwesenheit von 1mM L-Angn (Trans-Substrat) 2fach gesteigert

im Vergleich zum L-Arginin freien Puffer (Abbildurtp).
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Abbildung 12 Abhangigkeit des hCAT-3 vermittelten Transports vdubstrat auf der

Trans-Seite

X. laevis Oozyten wurden mit 36ng hCAT-3 cRNAGim BvVasser) injiziert. Zwei Tage spater wurden
jeweils 3 Oozyten ein zweites Mal mit 3,6nmofH}-[Arginin (in 36nl Wasser) injiziert. Danach

wurden die Oozyten entweder in 200ul Puffer mit lmAtginin oder ohne Aminosaure bei 20°C fir
30Min. inkubiert. Gemessen wurde die im Inkubapoffer enthaltene Radioaktivitat. Die Werte der
Wasser-injizierten Kontroll-Oozyten wurden abgerodgie Ergebnisse wurden in Prozent des Efflux
bei 1mM extrazellularem L-Arginin aufgetragen. Miatenpunkte reprasentieren die Mittelwerte mit

Standardabweichungen mit n=30-60 Werten pro Versush3 unterschiedlichen Praparationen.

94



Ergebnisse

IV.2 Expression von hCAT-3 in verschiedenen humanen Gewen und

Zelllinien

Im Gegensatz zu hCAT-1, von dem bekannt ist, dasbiguitar exprimiert wird, wurde die
CAT-3-Expression in Maus und Ratte als auf das Bdieschrankt beschrieben. Fir unsere
Arbeitsgruppe war es aufgrund dieser Ergebnissrdssant, mogliche Unterschiede in der
Expression des humanen CAT-3 im Vergleich zu Maus Ratte herauszufinden. Auch die
Ubrigen CAT-Isoformen sollten auf Gemeinsamkeitad Wnterschiede in ihrer Expression
mit der des hCAT-3 verglichen werden. Die von H@se&et al. beschriebene Neuronen-
spezifische Expression des rCAT-3 wirft die Fragé ab CAT-3 eine spezifische Rolle bei
der Substratversorgung der neuronalen NO-Synthad®$%) spielen kdonnte (Hosokavea
al., 1997). Um diese Fragestellung zu beantworten wdrddEpression des hCAT-3 mittels
eines kommerziellen Dot-Blot-Filters, auf dem skbly (A)-RNA von 76 verschiedenen
humanen Geweben und Zelllinien befand, untersudit.Hilfe der Plasmide pSPhCAT-
1AB1, phCAT-2A 104, HC3.pSP64T, hCAT-4.pSP64T urdOdwt wurdeno®?P-dCTP
markierte Sonden fiur die Isoformen hCAT-1, -2,d8m SLC7A4 und der humanen nNOS
hergestellt, mit denen nacheinander hybridisientdeuDas erhaltene Expressionsmuster der
CAT-Isoformen und der nNOS wurden darauf miteinaneeglichen.

Die Hybridisierung der Membran mit der hCAT-3-Sondeigte, dass hCAT-3 nicht
ausschlieB3lich in verschiedenen Bereichen des @ebiprimiert wird, sondern auch in einer
Anzahl verschiedener anderer Gewebe und Zelllifidrbildung 13). Am starksten expri-
miert war hCAT-3 im Thymus und in Burkitt's Lymphaeilen. Auch in Uterus, Testis,
Brustdrise und MOLT-4 Leuk&miezellen war das SigiealhnCAT-3-Expression hoher als in
Gehirn-Bereichen mit der starksten hCAT-3-Exprasgibhalamus > Amygdala > Hippo-
campus). Im Ovar und Magen war eine geringe hCAdxBression detektierbar, die etwa
vergleichbar war mit der Signalstarke der Medubéogata oder des Nucleus caudatus.
Beim Vergleich des Expressionsmusters von hCAT{3dem anderen CAT-Isoformen zeigte
sich, dass hCAT-1 und -2 in den meisten Gewebest) an zentralen Nervensystem (ZNS),
detektierbar waren. Deutlich schwacher war SLC7Rgrieniert. Dieser zeigte seine hochste
Expression in Plazenta und Testis. Allerdings kenni Testis alle CAT-Isoformen detektiert
werden.

In der Plazenta war hCAT-3 als einzige Isoform hidétektierbar. Zwar wurde hCAT-3 in
Thymus, Uterus und Brustdrise mit den anderen iswo (auf3er SLC7A4) coexprimiert
aber er schien im Thymus die dominante Isoformein. £inerseits zeigten Gewebe mit der

hochsten CAT-3-Expression im ZNS (Thalamus und Adayg) nur eine moderate nNOS-
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Expression, andererseits zeigten die Gewebe, ierddie nNOS stark exprimiert wird, fir
hCAT-3 kaum (Nucleus caudatus) oder gar kein Si¢@alebellum, Pons, Putamen). Es gibt
also kein uberlappendes Expressionsmuster von h&Aiid der nNOS. Die starkste
Expression fur die nNOS wurde im Skelettmuskel ugetingere Signale in Niere,

verschiedenen Gehirnbereichen, Pankreas, ProSia¢&heldriise und Darm detektiert.
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Abbildung 13 Expression von CAT-Isoformen und nNOS in verschieg®m humanen

Geweben und Zelllinien (Dot-Blot-Analyse)

Eine kommerzielle Membran, die poly(Z/§NA von 68 humanen Geweben und 8 Zelllinien dhthie
wurde nacheinander mit einéfP dCTP markierten cDNA-Sonde fiir hCAT-3 (A), hCAB)
hCAT-2 (C), SLC7A4 (D) und der humanen nNOS (Hyidiigiert. Nach jeder Hybridisierung wurde
die jeweilige Sonde von der Membran entfernt. Eimtgenfilm wurde der Membran fur 1-2 Tage
exponiert. Die Membran war in ein Koordinatensystngeteilt und jedes Gewebe oder jede Zelllinie
wurde durch einen Buchstaben (Senkrechte) undzzihe(Waagerechte) angegeben. Die Auswertung

des Rontgenfilms erfolgte durch das Ubereinanderiegon Film und dem mitgelieferten Raster (F).
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Die durch die Filterhybridisierung dargestellte HIGB-Expression in verschiedenen
peripheren Geweben sollte durch eine unabhangigbadde verifiziert werden. Aus diesem
Grund wurde mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutygeadie hCAT-3-Expression mit
RNA aus Brustgewebe, Uterus, Ovar und Testis umtbis Plazenta diente als
Negativkontrolle.

Sowohl in Uterus als auch in Testis war nach eifl@g Expositionszeit des Rontgenfilms ein
Signal detektierbar (Abbildung 14). Nach 7 tagigapositionszeit (Abbildung 14, kleiner
Geleinschub oben) konnte auch ein Signal in Brugttpe und Ovar detektiert werden. Wie
zu erwarten war, zeigte sich in der Negativkongr¢Plazenta) auch nach langerer Exposition

kein Signal.
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Abbildung 14 Nachweis von hCAT-3-mRNA in Brustgewebe, Uterus,a@QvTestis und

Plazenta (RNase-Verdauungsschutzanalyse)

Die Gesamt-RNA aus Brustgewebe, Testis und Plaremtie nach Chromczynski und Sacchi isoliert.
Die RNA von Ovar und Uterus wurden von der Firmeatdgene gekauft. Jeweils 20ug mRNA
wurden mittels RNase-Verdauungsschutzanalyse uetdrsZur Standardisierung wurde eine Sonde
fur hg-Aktin eingesetzt. Ein Ansatz mit tRNA diente zantiblle. Nach der RNase-Behandlung
wurden die geschitzten Fragmente (hCAT-3: 243nf:Aktin: 108nt) Uber ein 6%iges,
denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt. Eiénfgenfilm wurde dem Gel fir einen Tag
exponiert. (Der obere Geleinschub zeigt eine 7ggdtxpositionszeit des Rontgenfiims). M: DNA-
GroRenmarker pG12-Basic (Promega) verdaut mit HinfA: hs-Aktin-Sonde (unverdaute®pP-
markiertes Fragment 228nt).;ChCAT-3-Sonde (unverdauté®-markiertes Fragment 292nt). T:

tRNA. Plazenta diente als Negativkontrolle. Die ikhing zeigt ein reprasentatives Autoradiogramm.
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IV.3 Gewinnung polyklonaler Antikbrper qgegen den kationschen

Aminosaure-Transporter CAT-3 und das verwandte Progin
SLC7A4.

Daten zur Expression von CAT-3 und SLC7A4 konntbBneospezifische Antikdrper nur in
RNA-Analysen erhoben werden. Mit spezifischen Adtgern kann zum einen das
Expressionsmuster und die subzellulare Verteiluergedwahnten Isoformen genau untersucht
werden. Zum anderen kann ein mogliches SLC7A4-asteg Protein identifiziert werden,
dessen Prasenz fur die Funktionsfahigkeit von Sl Mtwendig sein konnte. Deshalb
wurden Isoform-spezifische Antikorper gegen die €riini der humanen CAT-3 und
SLC7A4-Proteine und des murinen CAT-3 —Proteinsgert .

IV.3.1 Generierung und Induktion von CAT/Tryptophan E (Trp E)-

Fusionsproteinen

pATH-1-Vektor

Expression von Fusions- SDS/PAGE
Proteinen in Bakterien TrpE/FP Immunisierung

—

=0l = Z

M
E

Immunplasma

Abbildung 15 Schematische Darstellung der Generierung der trpEFnit den C-Termini
der CAT-Proteine

Nach Klonierung der entsprechenden cDNA-Fragmentden Expressionsvektor pATH-1 wurden die
Fusionsproteine in XL-1 Blue-Bakterien zur Expressjebracht. Nach Lyse der Zellen wurden die
trpE-Fusionsproteine in einer praparativen SDS-PA@&getrennt und zur Immunisierung von

Kaninchen verwendet.

Zur Herstellung von CAT/TrpE-Fusionsproteinen wurdie jeweiligen cDNA-Fragmente,
die fur die C-Termini von hCAT-3, SLC7A4 bzw. mCA3kodieren in den bakteriellen
Expressionsvektor (pATH-1) gesetzt, der ein Gendaus Tryptophan-Operon (TrpE) enthalt

(Abbildung 15), das fur 323 aminoterminale Reste dathranilatsynthetase kodiert
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(Massengewicht ca. 37kDa). Die Anzahl der AS fig die verwendeten cDNA-Fragmente
kodieren sowie die errechneten Massengewichte (&) TrpE-Fusionsproteine sind in

Tabelle 8 aufgefiihrt.

C-Terminales | TpE/CAT-FP- Molekularmasse
Fragment Konstrukt des TrpE/CAT-
FP (kDa)
hCAT-3 35 AS HC3.pATH-1 40.7
SLC7A4 49 AS HC4.pATH-1 42.3
mCAT-3 35 AS MCAT-3.pATH-1 | 40.7

Tabelle 8 Fusionsproteine (FP) zwischen TrpE und den C-Terminon hCAT-3,

SLC7A4 und mCAT-3 zur Immunisierung von Kaninchen

In der Tabelle sind die Anzahl der C-terminalen daséuren aufgefihrt, fiir die die zur Klonierung
der Fusionsprotein-Konstrukte verwendeten cDNA-Rragte kodieren. AuRerdem der
Expressionsvektor (pATH-1, 37kDa) und das resetide CAT/pATH-Konstrukt mit entsprechendem

Massengewicht (m) der resultierenden FP.

Die Plasmide wurden inXL-1-Blue-Bakterien transformiert und die Expressionr de
Fusionsproteine induziert. Nach Lyse der Zellendeudas Ergebnis der Induktion im SDS-
PAGE Uberpruft (Abbildung 16).

Die trpE-Fusionsproteine HC3-pATH-1, HC4.pATH-1 undC3-pATH-1 waren nach der

Induktion mit 3,3-Indolacrylsdure stark Uberexpemi wobei HC3-pATH-1 immer am

starksten induziert war. Die Fusionsproteine watetein der SDS-PAGE bei den in Tabelle
8 errechneten Massengewichten (m). Die CAT-Protemigten in friheren Versuchen im
SDS-Gel nicht immer das errechnete Massengewickswegen in den SDS-Gelen als
GrofRenvergleich meist eine Probe des induziertemHA-Expressionsvektors und eines
weiteren induzierten trpE-Fusionsproteins aufgemmagvurde. Die jeweiligen Banden
(Abbildung 16) wurden homogenisiert und das Homagerur Immunisierung fir je 3

Kaninchen verwendet (Schema: Abbildung 15, 111 2).5.
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Abbildung 16 Induktion der Expression der trpE-Fusionsprotein&DS-PAGE)

Die Expression der TrpE-Fusionsproteine wurde dufcigabe von 10ug/ml 3,3-Indolacrylsaure fur
4h bei 37°C induziert. Nach Lyse der Zellen wurieB0ug Gesamtprotein aus Bakterienlysat tber
SDS-PAGE (12,5% ige Gele) aufgetrennt und mittelsi@assie-blue Farbung sichtbar gemacht. Die
Abbildung A zeigt XL1-Blue-Bakterienlysat als nag#tontrolle (Spur 1), und den pATH-1-
Expressionsvektor (Spur 2, 37kDa). Spur 3 und deredie Induktion des HC3.pATH-1-(Spur 3,
40.7kDa) bzw. des mC3.pATH-1-Konstruktes (Spuf4&kia). Abbildung B zeigt die Induktion des
pATH-1- Expressionsvektors als Kontrolle (Spur7k[3) und des HC4.pATH-1 Konstruktes (Spur 2,
42.3kDa). Links neben den Abbildungen sind die kMoéegewichte der vorgefarbten Markerproteine
in kDa angegeben. Die Abbildungen zeigen reprasiert&ele.

IV.3.2 Uberprifung des gewonnenen Praimmunplasmas

Um sicherzustellen, dass die zur Immunisierung weedeten Kaninchen noch keine
unspezifische Immunantwort bzw. unspezifische Segzeigten, wurde den Kaninchen vor
der Immunisierung Blut entnommen und in einer WhesRiot Analyse untersucht.

Das vor der Immunisierung aus der Ohrvene der Kd@n entnommene Praimmunplasma
zeigte wie erwartet keine Banden oder nur unsgsetié, was daran zu erkennen war, dass sie
auch in den Lysaten der mit Wasser-injizierten KalivOozyten sichtbar waren (Abbildung
17). Es ist moglich, dass im Praimmunplasma unfipeae Banden detektierbar sind, da die
Tiere trotz unterschiedlicher VorsichtsmalRhahmemsoleedenen Antigenen ausgesetzt
waren.

Fir die Praimmunplasmen der Kaninchen die mit demsiukten HC3.pATH-1 bzw.
HC4.pATH-1 immunisiert werden sollten, wurden Lysaton hCAT-3- bzw. SLC7A4-

exprimierenden Oozyten verwendet. Um das Rohplaradaninchens zu testen, was spater
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mit dem mCAT-3.pATH-1-Konstrukt immunisiert werdsnllte, wurden Lysate von hCAT-

3-exprimierenden Oozyten verwendet.

A B
100—
13—
N-Glykosidase F - + - + -+ -+
Il 2I I3 4I Il 2I I3 4-I Il 2I I3 4;
hCAT-3 H,0 hCAT-3 H,O SLC7A4 H,0

Abbildung 17 Uberpriifung des gewonnenen Praimmunplasmas (WestBtat)

Die Abbildung zeigt in Spur 1 und 2 Lysate von h@GAaxprimierenden Oozyten (Abbildung
A+B) und Lysate von SLC7A4-exprimierenden Oozyiebi(dung C). In den Spuren 3 und 4
wurden jeweils Lysate von Wasser-injizierten KdiDmzyten aufgetragen. Die Spuren 2
und 4 zeigen mit N-Glykosidase F behandelte Lyste20ug Gesamtprotein wurden Uber
SDS-PAGE aufgetrennt (12,5% ige Gele) und auf Nitrezellulose-Membran geblottet. Die
Proteine wurden mit dem Praimmunplasma von Kaninchige spéater entweder mit dem
Fusionsprotein-Konstrukt HC3.pATH-1, HC4.pATH-1 odeCAT-3.pATH-1 immunisiert
worden waren, inkubiert (1:100) (Um das Praimmuspha des Kaninchens zu testen, was
spater mit dem mMCAT-3.pATH-1-Konstrukt immunisieerden sollte, wurde Lysat von
hCAT-3-exprimierenden Oozyten verwendet). Ansani@Rwurden die Membranen mit
einem sekundaren Antikorper (anti-Kaninchen-lgGdRatase gekoppelt 1:10.000) inkubiert.
Durch Chemilumineszenzreagenz wurden die Signelgbsir gemacht und ein Réntgenfilm
exponiert. Links neben den Abbildungen sind die ekldargewichte der vorgefarbten
Markerproteine in kDa angegeben. Gezeigt ist jewein reprasentatives Gel fur das
jeweilige CAT-Praimmunplasma.
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IV.3.3 Uberprifung der gewonnenen, noch nicht affinitats-afgereinigten

Immunplasmen

Um zu Uuberprifen, ob in den gewonnenen, noch niefffinitats-aufgereinigten
Immunplasmen gegen das CAT-3- bzw. SLC7A4-Protpezisische Signale detektierbar
waren, wurden diese in Western-Blot Analysen eiegesin diesen Analysen wurden Lysate
von U373MG Glioblastom-Zellen verwendet, die hCAEGFP und SLC7A4.EGFP
Uberexprimierten. Als Kontrolle wurden Lysate voitht transfizierten U373MG-Zellen
eingesetzt.

Wie in Abbildung 18 fur das anti-hCAT-3-Immunplasmgezeigt, wurde in den noch nicht
aufgereinigten Immunplasmen kein spezifisches S$igrefunden. Ahnliche Ergebnisse

ergaben sich fir alle Immunplasmen.

100 — [ &=
73— B

Abbildung 18 Uberpriifung des gewonnenen anti-hCAT-3-Immunplasm@§estern-Blot)

Das nach der Immunisierung gewonnene Immunplasmadeazuerst ohne Affinitdtsaufreinigung in
einer SDS-PAGE (12,5% iges Gel) untersucht. Dieildbbg zeigt in Spur 1 und 2 Lysat von
U373MG Glioblastom-Zellen, in denen hCAT-3 lUberewjart wurde. In den Spuren 3 und 4 wurde
das Lysat von U373-Kontroll-Zellen aufgetragen. den Spuren 2 und 4 wurde das Lysat mit
Glykosidase F behandelt. Die Blots wurden mit demmiinplasma anti-hnCAT-3 (priméarer Antikorper
1:100) und anschlieBend mit einem sekundaren Apekdanti-Kaninchen-lgG Peroxidase gekoppelt
1:10.000) inkubiert. Durch Chemilumineszenzreagenmen die Signale sichtbar gemacht und ein
Rontgenfilm exponiert. Links neben der Abbildungd silie Molekulargewichte der vorgefarbten

Markerproteine in kDa angegeben. Gezeigt ist eprasentatives Gel.
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IV.3.4 Generierung und Induktion von GST-FP und Affinitatsauf-

reinigung der Antikérper

pGEX-Vektor Glutathion-Séaule Affinitats-Saule

Expression von Fusions- Immunplasma
Proteinen in Bakterien p *

an
p\ung
) KOp»_(‘,e\
| R <
H it Affinitats-aufgereinigter
Aufgereinigtes Antikorper

GST Fusions-Protein

Abbildung 19 Schematische Darstellung der Generierung von Fusspnoteinen zwischen

GST und C-Termini der CAT-Proteine zur Aufreinigunder immunplasmen

Der gewtinschte C-terminale Bereich wurde in den YQE Expressionsvektor kloniert und
die Fusionsproteine in XL1-Blue-Bakterien exprimiddie GST-Fusionsproteine wurden
nach der Affinitdtsaufreinigung tUber Glutathion-&iuan eine Affinitatsmatrix gekoppelt

mittels derer die gewonnenen Immunplasmen aufggteuurden.

Es wurden Fusionsproteine zwischen der Glutathidme®isferase (GST, Massengewicht ca.
26 kDa) und den C-terminalen 35 bzw. 49 Aminosawamn CAT-3 bzw. SLC7A4 generiert
(Abbildung 19). Die Anzahl der Aminosauren flur die verwendeten cDNA-Fragmente
kodieren, sowie die errechneten Massengewichte der) GST-Fusionsproteine sind in
Tabelle 9 zusammengefasst.
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C-terminales | GST/CAT-FP- | Massengewichte

Fragment Konstrukt der GST-CAT-

Fusionsproteine
(kDa)
hCAT-3 35 AS HC3.pGEX-2T| 30.1
SLC7A4 49 AS HC4.pGEX-2T 31.7
mCAT-3 35 AS mC3.pGEX-2T 30.1

Tabelle 9 Fusionsproteine zur Generierung und Aufreinigung moAntikorpern gegen
die C-Termini von hCAT-3, SLC7A4 und mCAT-3

In der Tabelle ist die Anzahl der C-terminalen Aosi#wren aufgefiihrt, die von den zur Klonierung
der Fusionsprotein-Konstrukte verwendeten cDNA-Rragte kodiert werden. AufRerdem sind der
verwendete Expressionsvektor (pGEX-2T, 26kDa) wa=l rdsultierende CAT-pGEX-Konstrukt mit

entsprechendem Massengewicht der Fusionsprotegegatoen.

Die Plasmide wurden inXL1-Blue-Bakterien transformiert und die Expressionr de
Fusionsproteine induziert. Nach Lyse der Zellendeudas Ergebnis der Induktion im SDS-
PAGE Uberprift (Abbildung 20). Die Fusionsproteii€3.pGEX-2T, mC3.pGEX-2T und
HC4.pGEX-2T lieRen sich stark in Bakterien Gbererpren und zeigten im SDS-PAGE die
erwarteten Molekularmassen von 30.1 bzw. 31.7kDal¢kularmassen siehe Tabelle 9). Die
GST-Fusionsproteine wurden dann Uber Glutathioregpé&lte, epoxy-aktivierte Sepharose
B6-Saulen affinitatsaufgereinigt (Abbildung 21). H@a wurden die Fusions-Proteine im
letzten Schritt in 4 Fraktionen eluiert. Der Haepttles eluierten Proteins befand sich meist
in den Fraktionen 1 und 2. Diese Fraktionen wurdesammengefasst und dialysiert. Die
Affinitatsaufreinigung war bei allen GST-Fusionsggioen erfolgreich. Die aufgereinigten
GST-Fusionsproteine wurden an Affi-Gel® 10 gekoppklit Hilfe dieser Affinitatsmatrix
wurden schlie3lich die Immunplasmen aufgereinigt, rthch dem Ausbluten der Kaninchen

gewonnenen worden waren (Schema: Abbildung 19).
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Abbildung 20 Uberpriifung der Induktion der Expression der GST-Bionsproteine (SDS-
PAGE)

Die Expression der GST-Fusionsproteine HC3.pGEX&db.A), HC4.pGEX-2T (Abb. C),
MC3.pGEX-2T (Abb. B) wurde durch Zugabe von 10u@/Bindolacrylsédure fur 4h bei
37°C induziert. Nach Lyse der Zellen wurden je 2Qegamtprotein aus Bakterienlysat Uber
SDS-PAGE (12,5% ige Gele) aufgetrennt und mittels@assie-blue Farbeldsung sichtbar
gemacht. Die Abbildungen zeigen das XL1-Blue-Baktsat (Spur 1 in A-C), das Lysat des
pGEX-2T-Expressionsvektors (Spur 2 in A-C, 26kDwl) das von HC3.pGEX-2T (Spur 3 in
A, 30.1kDa), mC3.pGEX-2T (Spur 3 in B, 30.1kDa) #@4.pGEX-2T (Spur 3 in C,
31.7kDa). Links neben den Abbildungen sind die kdé&massen der vorgefarbten

Markerproteine in kDa angegeben. Die Abbildungaegerereprasentative Gele.
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. i i
1 2 3 456 7 1 2 3 4 12 3 456 7
1 |
HC3.pGEX-2X HC4.pGEX-2X mC3.pGEX-2X

Abbildung 21 Uberpriifung der Affinitatsaufreinigung der Uberexpmierten GST-
Fusionsproteine (SDS-PAGE)

Die GST-Fusionsproteine wurden Uber Glutathion-8awufgereinigt. Die Abbildungen zeigen die 4
verschiedenen Fraktionen, in denen sich das ekiierotein befand. Die Abbildungen A und C zeigen
als Kontrolle und zum GroRRenvergleich induziertsdtg von XL1-Blue-Bakterien ohne Vektor (Spur
1) oder mit HC3.pGEX-2X (Spur 2, 30.1kDa) oder HGEX-2X (Spur 3, 31.7kDa) transformiert. Es
folgen in den beiden Abbildungen A und C die Fraigh 1-4 des HC3.pGEX-2X-Eluates (Spuren 4-7
Abbildung A, 30.1kDa) und mC3-pGEX-2X-Eluates (8puyF-7 in Abbildung C, 30.1kDa). Abbildung
B zeigt die Fraktionen 1-4 des HC4.pGEX-2X-Eluai@puren 1-4, 31.7kDa). Links neben den
Abbildungen sind die Molekulargewichte der vorgbfén Markerproteine in kDa angegeben. Die

Abbildungen zeigen représentative Gele.

IV.3.5 Nachweis der Spezifitdt des murinen CAT-3-Antikorpes

Fur das aufgereinigte Immunplasma, das nach Imneuarsgg mit dem mCAT-3 TrpE-FP
gewonnen wurde, wurde zur Uberpriifung das Lysat WG@AT-3-injizierten Oozyten
verwendet, da mCAT-3 in dem zur Injektion in Ooxzyteeigneten pSP64T-Vektor nicht zur
Verfiigung stand. Es existierten auch keine Zellengenen mCAT-3 stabil oder transient
transfiziert worden war. In diesen wie auch in d@genden Versuchen, in denen das Lysat
von hCAT-3-Uberexprimierenden U373MG Glioblastonilaie verwendet wurde, um das
MCAT-3-Immunplasma zu testen, konnte kein Signa&tlkdeert werden (Abbildungen nicht
gezeigt). Wahrscheinlich ist die Spezifitat der iRitper, die wahrscheinlich zwischen
Mensch und Maus unterscheiden, daftr verantwortidér C-Terminale Bereich, aus dem
die Sequenz fur die Herstellung der Antikorper awsghlt wurde, unterscheidet sich
zwischen Mensch und Maus in 15 von 35 Aminosauren.
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IV.3.6 Aufreinigung der gewonnenen Antikdrper

Die gewonnenen Immunplasmen wurden tber Affi GelRgékoppelte GST-Fusionsproteine
affinitats-aufgereinigt. Das tUber Nacht rezirkukePlasma (als Durchlauf bezeichnet) wurde
aufgefangen, das Saulenmaterial gewaschen und ldamaoden die an die Affi-Saule
gebundenen Antikérper in 4 Fraktionen eluiert. Um @ber Affinitdtssaulen aufgereinigten
Antikdrper auf ihre Spezifitat hin tGberprifen zunk@&n, wurden sie mit Hilfe von Western-
Blot Analysen untersucht. Dazu wurden zum eineratgysius Oozyten verwendet, die mit der
jeweiligen CAT-cRNA oder als Kontrolle mit Wasseijiziert worden waren. Zum anderen
wurden Lysate von U373MG Glioblastom-Zellen verwemndlie ein Fusionsprotein aus dem
jeweiligen CAT mit dem verstarkt grin fluoreszieden Protein EGFP (enhanced green
fluoreszent protein) oder nur EGFP alleine Ubenexjrten. Einige Lysate wurden mit N-
Glykosidase F behandelt und mittels SDS-PAGE atdgat. Nach dem Transfer der Proteine
auf eine Nitrozellulose-Membran wurde diese mit dgwonnenen Immunplasmen von
hCAT-3 und SLC7A4 inkubiert.

Abbildung 22 bis Abbildung 25 zeigen die Ergebnisger affinitats-Aufreinigung der
Antikorper gegen hCAT-3 und SLC7A4. Durch die Aufigung des Immunplasmas wurde
eine deutliche Verbesserung des Analysenergebnmseght. Anti-hCAT-3 erkannte in
Lysaten von U373MG Glioblastom-Zellen fiir die glgktierte und deglykosylierte Form des
hCAT-3-EGFP-Fusionsproteins spezifische BandennareéHohe von jeweils ca. 86 und 67
kDA (Abbildung 22). Das errechnete Molekularmassm. (95 kDa) liegt fur die
deglykosylierte Form des hCAT-3-EGFP-Fusionspratembher als es in den SDS-PAGE
erscheint. Dies scheint eine Besonderheit hydroghBboteine zu sein, die auch bei anderen
CAT-Isoformen beobachtet wurde. Die detektiertestétenbandenin in mit N-Glykosidase F
behandelten Lysaten zeigten alle eine Verringerdeg Molekularmasse gegeniuber den
Banden in nicht behandelten Lysaten, d.h. die f@tiagen in der Zelle in N-glykosylierter
Form vor. Obwohl das Signal in allen Fraktionerhtdar war, war die Hintergrundfarbung
und das Vorhandensein von unspezifischen Signaleden Fraktionen 1 und 2 bei den
Kaninchen am starksten, die nach der Grundimmumisge noch 3 oder 4mal immunisiert
worden waren. Im 2mal immunisierten Kaninchen isho® in der 2ten Fraktion ein
deutliches Signal ohne starke Hintergrundfarbungrkennen.

Anti-SLC7A4 erkannte in Lysaten von U373MG Gliolitas-Zellen, die SLC7A4-EGFP-
Fusionsproteine Uberexprimierten, spezifische Bandeiner Hohe von ca. 86 bzw. 67 kDA

fur die glykosylierte bzw. deglykosylierte Form (@illung 24). Die errechnete
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Molekularmasse (ca. 95kDa) liegt, wie beim hCAT-GHP-Fusionsprotein, fur die
deglykosylierte Form des SLC7A4-EGFP-Fusionspratdidher als es in den SDS-PAGE
erscheint. Die detektierten Proteinbanden in miGIpkosidase F behandelten Lysaten
zeigten wie bei den hCAT-3 Lysaten alle eine Vegeirung der Molekularmasse gegenuber
den Banden in nicht behandelten Lysaten, d.h. dielSLC7A4-Proteine lagen in der Zelle
in N-glykosylierter Form vor. In fast allen Fraktien konnten nach der affinitats-
Aufreinigung spezifische Signale detektiert werdddie Hintergrundfarbung in den
Kaninchen, die nach der Grundimmunisierung 2mal.bfmval immunisiert worden waren
war bis zur zweiten Fraktion sichtbar. Spatesteasidtite Fraktion zeigte spezifische Signale
ohne Hintergrundfarbung.

Der SLC7A4-Antikorper des 3mal immunisierten Kameo erbrachte bereits ab der ersten
Fraktion klare Signale (Abbildung 24 B). Nach mehligem Aufreinigen von Serum aus
dem gleichen Kaninchen zeigten sich sowohl fir dE€AT-3- als auch fir den SLC7A4-
Antikorper aus dem 2-3mal immunisierten Kaninchenktiarsten Signale.

Mittels Western-Blot Analysen konnten auch in Oemytysaten hCAT-3- und SLC7A4-
Proteine vom affinitats-aufgearbeiteten anti-hnCATRI anti-SLC7A4-Antikdrper detektiert
werden. Der hCAT-3 Antikorper erkannte in den OenytLysaten ein glykosyliertes Protein
von etwa 56 kDA (Abbildung 23). Das deglykosylieltgsat zeigte ein Signal, das nur wenig
verlagert war. Es ergab sich also ein anderes Bikl in Zelllysaten, in denen das
deglykosylierte Lysat ein Signal mit deutlich vegigater Molekularmasse zeigte. Wie fur die
Isoform hCAT-3 zeigten auch die mit N-GlykosidasebEhandelten Lysate SLC7A4-
exprimierender Oozyten eine Verlagerung der Molakubsse gegentber den nicht
behandelten Lysaten, die geringer war als in Za&dllgn (Abbildung 25).

Allgemein lasst sich Uber die Aufreinigung sageassd nur selten alle 4 Fraktionen der
Affinitdtsaufreinigung fur spatere Analysen eingeseverden konnten. Nur die Fraktionen,
die in Western-Blot-Analysen die besten Signaleaaien, wurden vereint und dialysiert.
Die Fraktionen, die starke Hintergrundfarbung zngtwurden verworfen. Die Aufreinigung

und das Eluieren in verschiedenen Faktionen istadedingt empfehlenswert.
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Abbildung 22 Nachweis der Spezifitdt der Antikorper gegen denf@minus von hCAT-3
unter Verwendung hCAT-3-Uberexprimierender U373MG liGblastom-
Zellen (Western-Blot)

Von konfluenten U373MG Glioblastom-Zellen, die #asionsprotein hCAT-3.GFP exprimierten,
wurden Lysate hergestellt. Mit N-Glykosidase F Imgledte Lysate sind mit * gekennzeichnet. Je 20ug
der Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt @2i§e Gele) und auf eine Nitrozellulose-
Membran geblottet. Die Gele wurden identisch beatadgpuren 1 und 1* zeigen das hCAT-3.GFP-
exprimierende U373MG Glioblastom-Zelllysat. Die f&pu 2 und 2* zeigen Lysate U373MG
Glioblastom-Zellen, die EGFP exprimierten. Die Adbnhgen A, B, und C zeigen die Ergebnisse bei
drei verschiedenen Kaninchen, die alle die gleigdrindimmunisierung erhielten und danach
zusatzlich noch entweder 2mal (A), 3mal (B) odeal4i@) immunisiert wurden. In den Abbildungen
A-C wurden die Membranen mit den Fraktionen 1-4afénitatsgereinigten hCAT-3 Immunplasmen
(2:200) inkubiert und anschlieBend mit einem Pataseé gekoppelten anti-Kaninchen-IgG
(1:10.000). Durch Chemilumineszensreagenz wurdergdbundenen Proteine sichtbar gemacht und
ein Rontgenfilm exponiert. Links neben den Abbteéunsind die Molekularmassen der vorgefarbten

Markerproteine in kDa angegeben. Die Abbildungdgerereprasentative Gele.
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Abbildung 23 Nachweis der Spezifitat der Antikdrper gegen denf@minus von hCAT-3
unter Verwendung hCAT-3 exprimierender Oozyten (\ézs-Blot)

Die Abbildung zeigt das Ergebnis in X. laevis Oeaytie entweder mit 36ng hCAT-3 cRNA (in 36nl
Wasser, Spuren 1 und 1*) oder als Kontrolle mitl3630 injiziert worden waren (Spuren 2 und 2%).
Nach drei Tagen wurden Lysate hergestellt, von datie Halfte mit N-Glykosidase F behandelt
wurden (mit * markiert). Je 20ug der Proteine wurdéber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Gele wurddantisch beladen. In der Abbildung wurden die
Membranen mit den Fraktionen 1-4 der affinitatsg@mgen hCAT-3 Immunplasmen (1:100) inkubiert
und danach mit einem Peroxidase gekoppelten amif¢hen-IgG (1:10.000). Durch
Chemilumineszensreagenz wurden die gebundenenif&ratehtbar gemacht und ein Rontgenfilm
exponiert. Links neben den Abbildungen sind dieekldarmassen der vorgefarbten Markerproteine
in kDa angegeben. Die Abbildung zeigt repraserga®ele mit dem Immunplasma eines Kaninchens,

welches nach der Grundimmunisierung noch zusat3lical immunisierten wurde.
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Abbildung 24 Nachweis der Spezifitdt der AntikGrper gegen derf@minus von SLC7A4
unter Verwendung SLC7A4.GFP  Uberexprimierender U3MG-

Glioblastom-Zellen (Western-Blot)

Von konfluenten U373MG Glioblastom-Zellen, die @&asionsprotein SLC7A4.GFP exprimierten,
wurden Lysate hergestellt, die teilweise mit N-@jfase F behandelt wurden (markiert mit *). Je
20ug der Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetréiihb% ige Gele) und auf eine Nitrozellulose-
Membran geblottet. Die Gele wurden identisch befadgpuren 1 und 1* zeigen das SLC7A4.GFP
exprimierende U373MG Glioblastom-Zelllysat. Die fpu2 und 2* zeigen Lysate von U373MG
Glioblastom-Zelle, die EGFP exprimieren.. Die Adbihgen A, B, und C zeigen die Ergebnisse bei
drei verschiedenen Kaninchen, die alle die gleigBrindimmunisierung erhielten und danach
zusatzlich noch entweder die entweder 2mal (A),| 8B)aoder 4mal (C) immunisiert wurden. In den
Abbildungen A-C wurden die Membranen mit den Fomdn 1-4 der affinitdtsgereinigten SLC7A4-
Immunplasmen (1:100) inkubiert und danach mit eif@roxidase gekoppelten anti-Kaninchen-1gG
(1:10.000). Durch Chemilumineszensreagenz wurdergdbundenen Proteine sichtbar gemacht und
ein Rontgenfilm exponiert. Links neben den Abbteéunsind die Molekularmassen der vorgefarbten

Markerproteine in kDa angegeben. Die Abbildung zeggrasentative Gele.
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Abbildung 25 Nachweis der Spezifitdt der AntikGrper gegen dernf@minus von SLC7A4
unter Verwendung SLC7A4.GFP-exprimierender Oozyi@hiestern-Blot)

Die Abbildung zeigt das Ergebnis in X. laevis Oemytlie entweder mit 36ng SLC7A4-cRNA (in 36nl
Wasser, Spuren 1 und 1*) oder als Kontrolle mitl3650 (Spuren 2 und 2*) injiziert worden waren.

Drei Tage danach wurden Lysate hergestellt, voredetie Hélfte mit N-Glykosidase F behandelt
wurde (mit * gekennzeichnet). Je 20ug der Proteineden tUber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Die Gele wurdeentisch beladen. Die Membranen wurden mit
den Fraktionen 1-4 der affinitatsgereinigten SLCAAMnunplasmen (1:100) inkubiert und danach

mit einem Peroxidase gekoppelten anti-Kaninchen{fy&0.000). Durch Chemilumineszensreagenz
wurden die gebundenen Proteine sichtbar gemachtaimdrontgenfilm exponiert. Links neben den
Abbildungen sind die Molekularmassen der vorge&nwbMarkerproteine in kDa angegeben. Die

Abbildung zeigt reprasentative Gele mit dem Immasiph eines Kaninchens, welches nach der

Grundimmunisierung noch zusétzlich 3mal immunisirewurde

Fur das aufgereinigte Immunplasma, das nach Imnanarsgg mit dem mCAT-3 TrpE-FP
gewonnen wurde, wurde zur Uberpriifung das Lysat WGAT-3-injizierten Oozyten
verwendet, da mCAT-3 in dem zur Injektion in Oozxyteeeigneten pSP64T-Vektor nicht zur
Verfugung stand. Es existierten auch keine Zellerdenen mCAT-3 stabil oder transient
transfiziert worden war. In diesen wie auch in d@genden Versuchen, in denen das Lysat
von hCAT-3-Uberexprimierenden U373MG Glioblastonilete verwendet wurde, um das
MCAT-3-Immunplasma zu testen, konnte kein Signatldeert werden (Abbildungen nicht
gezeigt). Wahrscheinlich ist die Spezifitat der iRdtper, die wahrscheinlich zwischen
Mensch und Maus unterscheiden, dafur verantwortlidér C-Terminale Bereich, aus dem
die Sequenz fur die Herstellung der Antikorper awsthlt wurde, unterscheidet sich

zwischen Mensch und Maus in 15 von 35 Aminosauren
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IV.3.7 Spezifitat der affinitats-aufgereinigten Antikorper

Um zu testen, ob die neu gewonnenen Antikdrperofsofspezifisch sind, wurde eine
Western-Blot Analyse durchgefuhrt mit Lysaten vor378MG Glioblastom-Zellen, die
jeweils ein Fusionsprotein zwischen hCAT-1, -2,SBC7A4 und EGFP oder EGFP alleine
Uberexprimierten. Die Nitrozellulose-Membran wurdacheinander mit den Antikdrpern
gegen hCAT-1, hCAT-2 (Graf, Dissertation 1998), AC3, SLC7A4 oder einem EGFP-
Antikorper inkubiert

Aus der Abbildung 26 geht hervor, dass die aufgegeen Antikdrper gegen hCAT-1, -2, -3
und SLC7A4 in den Lysaten jeweils nur die spezifest Isoformen erkannten gegen die sie
gerichtet waren. Es kam also zu keiner Kreuz-Reakitnhit anderen CAT-Isoformen. Das
jeweilige Massengewicht fiur die deglykosyliertenriien lag zwischen 85-67kDa.. Der
Antikorper gegen EGFP erkannte ebenfalls spezifiEGFP in HOohe von 29 kDa. Die
detektierten Proteinbanden in mit N-Glykosidase dhdndelten Lysaten zeigten alle eine
Verlagerung der Molekularmasse gegenuber den biglhéndelten Lysaten. Da es sich beim
EGFP-Protein bekanntlich um ein nicht glykosylierterotein handelt, zeigt sich bei ihm
keine derartige Verlagerung. Das hCAT-2-ProteinimsU373MG Glioblastom-Zellen nur
schwach exprimiert, was eine langere Expositionsies Rontgenfilms erforderte und so zu

einem verstarkten Hintergrund fihrte.
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Abbildung 26 Isoform-Spezifitat der aufgereinigten Antikorper

Von konfluenten U373MG Glioblastom-Zellen, die jsvein Fusionsprotein zwischen hCAT-1, -2, -
3, oder SLC7A4 und EGFP Uberexprimierten, wurderatey hergestellt. Eine Halfte der Lysate
wurde mit N-Glykosidase F behandelt (mit * gekeiurest). Die Lysate (je 20pg) wurden in der
Reihenfolge hCAT-1, -2, -3, SLC7A4 und EGFP audgetn, Gber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Detaktiter CAT-Proteine erfolgte nacheinander mit
den affinitats-aufgereinigten Antikdrpern gegen AEA(A), hCAT-2 (B), hCAT-3 (C), SLC7A4 (D)
und EGFP (E). Als sekundarer Antikbrper wurde Pa&tase gekoppelter anti-Kaninchen-lgG
(1:10.000) verwendet. Zwischen den Inkubationen deit verschiedenen primaren Antikdrpern
wurden die bereits gebundenen Antikérper durch Bdhang mit einer 1%igen SDS/SSC-Spiillésung
von der Membran entfernt. Mittels Chemilumineszesgenz wurden die gebundenen Antikorper
sichtbar gemacht und ein Rontgenfilm der Membraroriert. Links neben den Abbildungen sind die

Molekularmasse der vorgefarbten Markerproteinelrakangegeben.
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IV.3.8 Nachweis des endogenen hCAT-3 in NT2-Teratokarzinotdellen

Der aufgereinigte hCAT-3 Antikorper detektierte luysaten von U373MG Glioblastom-
Zellen, die ein Fusionsprotein zwischen hCAT-3 ®@FP Uberexprimierten, deutlich das
hCAT-3-Protein. Als né&chstes ergab sich nun dieg&raob der aufgereinigte hCAT-3-
Antikorper auch das endogene hCAT-3 Protein detedti kann. Auf mRNA-Ebene konnten
wir hCAT-3 bereits in humanen NT-2 Teratokarzinoel&n nachweisen und zeigen, dass er
in dieser Zelllinie die prominente hCAT-Isoform dllt. Diese Zelllinie wurde daher fur
weitere Analysen ausgewahilt.

In unbehandelten und in mit N-Glykosidase F behkenld.ysaten von NT2-Teratokarzinom-
Zellen erkannte der hCAT-3 Antikorper das endoge@AT-3 Protein in einer H6he von ca.
65 bzw. 55 kDA (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Detektion des endogenen hCAT-3 in NT2-TeratokarzimZellen

Von konfluenten NT2-Teratokarzinom-Zellen wurdersatey hergestellt, die entweder mit N-
Glykosidase F behandelt wurden (Spur 2) oder unbeééla blieben (Spur 1). Je 80ug der Proteine
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt (12,5% ige Geid)auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet.
Die Proteine wurden mit dem aufgereinigten hCAT¥8nunplasma (1:100) und einem sekundaren
Antikbrper  (anti-Kaninchen-lgG  Peroxidase  gekoppelt1:10.000) inkubiert.  Durch
Chemilumineszenzreagenz wurden die Signale siclgbaracht und ein Rontgenfilm der Membran
exponiert. Links neben den Abbildungen sind dieekldarmassen der vorgefarbten Markerproteine

in kDa angegeben. Die Abbildung zeigt ein reprémséres Gel.
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IV.4 Subzellulare Verteilung des hCAT-3-Proteins in humaen Zellen

Von Alexander Rotmann war durch Biotinylierung déelloberflachen-Proteine und
anschlieBende Western-Blot Analysen gezeigt wordkss die Expression von hCAT-1
intrazellular hoher ist als an der Zelloberflacheotfmann, Dissertation 2003). Diese
Ergebnisse wurden sowohl in stabil transfizierte@AT-1-Uberexprimierenden U373MG
Glioblastom-Zellen, als auch in DLD-1-Zellen, di€AT-1 endogen exprimieren, erzielt. Es
ergab sich fir das Verhaltnis von Gesamtlysat ZioEerflachen-Protein ein Faktor von 5-
10, sowohl fur den endogenen als auch fir den ¥pamsierten hCAT-1. Das deutet darauf
hin, dass vom hCAT-1-Gesamtprotein nur etwa 10-20%der Zelloberflache exprimiert
wird. Es galt nun die Frage zu beantworten, ob diehsubzellulare Lokalisation des hCAT-

3-Proteins von der des hCAT-1-Proteins unterscheide

IV.4.1 Vergleich der subzellularen Verteilung von hCAT-3 und hCAT-1-
EGFP-Fusionsproteinen in U373MG-Glioblastom-Zellen

Mit Hilfe von Biotinylierung der Zelloberflachenpigine und anschliel3enden Western-Blot
Analysen wurde die membranare und intrazellularpr&ssion von hCAT-3 untersucht. Die
Befunde von Rotmann konnten in Bezug auf die slildZe¢ Verteilung von hCAT-1

bestatigt werden (Abbildung 28). Flur das hCAT-3t8irozeigte sich die gleiche subzellulare
Verteilung. Auch hier war die intrazellulare Expes hoher als an der Zelloberflache.
Beachtet man bei der Berechnung der Proteinaushiage unterschiedliche Mengen an
Protein in Western-Blot-Analysen fur Gesamtlysatd ufiir das Zelloberflachen-Protein

eingesetzt wurden, so lag das Verhaltnis von Gdgsattzu Zelloberflachen-Protein ebenso
wie bei hCAT-1 bei einem Faktor von 5-10. Darawsstgich schliel3en, dass vom hCAT-3-
Gesamtprotein in der Zelle auch etwa nur 10-20%emZelloberflache exprimiert werden.
Man muss aber bedenken, dass bei der Biotinylierdieg Ausbeute unter Umstanden
schwanken kann und Protein verloren geht. Von Rotmaittels konfokaler Mikroskopie

gezeigte Bilder bestatigen aber zusatzlich die lEpse.
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Abbildung 28 Subzellulare Verteilung des hCAT-3 und hCAT-1-Prote in stabil
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen (Biotinggrung und Western-
Blot)

Mit hCAT-3.EGFP (A) oder hCAT-1.EGFP (B) stabil nsdizierte U373MG Glioblastom-Zellen
wurden in 10cm-Zellkulturplatten bis zur Konfludndtiviert. Danach wurden die Zelloberflachen-
Proteine mit dem membranundurchlassigen Sulfo-Nté8rBbiotinyliert, die Zellen lysiert und durch
Bindung an immobilisiertes Avidin extrahiert. Nadbm Ablésen der Zelloberflichen-Proteine vom
Avidin wurden diese lUber SDS-PAGE aufgetrennt (id®4ele). AnschlieRend wurden die Proteine
auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet und diese einem primadren Antikbrper gegen EGFP
(Living Colors™ Peptid-Antikérper, 1:500) und einem sekundarenikénper (anti-Kaninchen 1gG
Peroxidase gekoppelt 1:10.000) inkubiert. Nach &nting des hCAT-3- bzw hCAT-1-Antikorpers
von der Membran wurde diese mit dem ghiiubulin Antikbrper inkubiert (jeweils unterer Tadib.).
Durch Chemilumineszenzreagenz wurden die Signetiébsir gemacht und ein Rontgenfilm exponiert.
Rechts neben den Abbildungen sind die Molekularemadgr vorgefarbten Markerproteine in kDa

angegeben. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatBals

IV.4.2 Endogene hCAT-3-Expression in NT2-Teratokarzinom-Z#éen

Um die in den Uberexprimierten Zellen erhobenenuBeé fir den endogen exprimierten
hCAT-3 Uberprifen zu kénnen, wurden die bereitschwesbenen Antikbrper gegen das
hCAT-3-Protein in entsprechenden Biotinylierungsalsen in NT2-Teratokarzinom-Zellen
eingesetzt. Aus der Abbildung 29 geht hervor, ddissin stabil transfizierten U373MG
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Glioblastom-Zellen gezeigte subzellulare Verteilumgn hCAT-3 im endogenen System
bestatigt werden konnte. Auch flr den in NT2-Tekatainom-Zellen endogen exprimierten
hCAT-3 war die intrazellulare Expression hoheraasder Zelloberflache. Es wurde ebenfalls

vom hCAT-3 Gesamtprotein in der Zelle nur etwa D962an der Zellmembran exprimiert.
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Abbildung 29 Nachweis der Expression von Zelloberflachen-Protem in NT2-Terato-

karzinom-Zellen (Biotinylierung und Western-Blot).

NT2-Teratokarzinom-Zellen wurden in 10cm-ZellkuRlatten bis zur Konfluenz kultiviert. Danach
wurden die Zelloberflachen-Proteine wie in AbbilguR8 beschrieben biotinyliert und Uber SDS-
PAGE (10% ige Gele) aufgetrennt. Anschlie3end wurde Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran geblottet und die Membran mit dem primé&katikbrper gegen hCAT-3 (1:100) und einem
sekundaren Antikorper (anti-Kaninchen I1gG Peroxalagekoppelt 1:10.000) inkubiert. Zur
Quantifizierung wurde die Membran gewaschen undemgm primaren Antikbrper geg@nlubulin
(anti-f-Tubulin monoklonal 1:1000) und einem sekundaretikBrper (anti-maus IgG Peroxidase
gekoppelt 1:3000) inkubiert. Mit Hilfe von Chemilneszenzreagenz wurden die Signale sichtbar
gemacht und ein Réntgenfilm exponiert. Rechts ndberbbildung sind die Molekularmassen der

vorgefarbten Markerproteine in kDa angegeben. Ggisi ein reprasentatives Gel.
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IV.4.3 Einfluss der PKC-Aktivierung auf die subzellulare Verteilung von
hCAT-3

Von Gréf et al (Gréaf et al, 2001) konnte gezeigt werden, dass durch Aktwigrder
Proteinkinase C (PKC) iX. laevisOozyten und in humanen endothelialen EA.hy 926edel
die hCAT-1-vermittelte L-Arginin-Aufnahme inhibiertvird. Bei Untersuchungen zum
Mechanismus der PKC-vermittelten Inhibition der HhCA-Transportaktivitat wurde von
Rotmann gezeigt, dass die PKC-vermittelte Reduktien hCAT-1-Transportaktivitat auf
einer Reduktion der hCAT-Expression an der Zellbdene beruht (Rotmann, Dissertation
2003). Auch nach der Entfernung der putativen PKQi8stellen am hCAT-1-Protein war
der PKC-Effekt noch vorhanden.

In hCAT-3-exprimierenderX. laevis Oozyten wurde der hCAT-3 vermittelte L-Arginin-
Transport nach Behandlung mit dem PKC-aktivierenBéorbolester Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA) um ca. 60% reduziert (Rotmatmal., 2005). Wenn das hCAT-3.EGFP
Fusionsprotein stabil in U373MG-Zellen transfizierirde, war die Transportaktivitat unter
PMA-Behandlung ebenfalls reduziert. Die Reduktietrig hier ca. 50%. Vorbehandlung mit
dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid | (BIM 1) verinderte in Oozyten und U373MG-
Zellen die durch PMA bedingte Inhibition, was aufem PKC-spezifischen Effekt schliel3en
lasst. Um hCAT-3 auch in der subzellularen Vertaglunach PKC-Aktivierung mit hCAT-1
vergleichen zu kdnnen, sollte in diesem Teil ddvelrder Einfluss der PKC-Aktivierung auf
die Oberflachen-Expression von hCAT-3 untersuchtrdere. Die PKC wurde durch
Inkubation mit PMA aktiviert. Mittels Biotinylierun der Zelloberflachen-Proteine und
anschlieRenden Western-Blot Analysen wurden PK@sittsite Anderungen der Expression
des hCAT-3 an der Plasmamembran quantifiziert.

Aus Abbildung 30 geht hervor, dass der Anteil arAME.EGFP in der Zelloberflachen-
Proteinfraktion von U373MG Glioblastom-Zellen durdle Behandlung mit PMA deutlich
abnahm. Durch eine Vorbehandlung der Zellen mit d&®&-Inhibitor BIM | konnte der
PMA-Effekt aufgehoben werden. Die Quantifizierungehrerer unabhangiger Versuche
zeigte, dass die Expression von hCAT-3 in den nMtAPbehandelten Zellen nur an der
Zelloberflache signifikant abnahm. Es ergab siddrflir eine Verringerung auf 70% * 5%.
Dieser Effekt wurde durch die Vorinkubation mit BIMsignifikant reduziert, aber nicht
ganzlich aufgehoben (90% + 5%). Die Expression @m dsesamtlysaten blieb nahezu
unverandert. In den Gesamtlysaten wp3ubulin keine Verdanderung durch die PMA-
Behandlung auf. In den Zelloberflachen-Proteinfai¢n konnte B-Tubulin nicht

nachgewiesen werden, was fur die Effizienz der le¢hspricht.
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Abbildung 30 Nachweis der Expression von hCAT-3.EGFP in stabilansfizierten
U373MG Glioblastom-Zellen (Biotinylierung und WesteBlot)

U373MG Glioblastom-Zellen wurden stabil mit hCAEGFP transfiziert und bis zur Konfluenz in
10cm-Zellkulturplatten kultiviert. Zur Behandlunginden die Zellen zuerst fur 30Min. mit 1uM des
PKC-Inhibitors BIM | oder alle tbrigen Ansatze rfitt% DMSO vorinkubiert. Danach wurden die
Versuchsansatze fur 30Min. entweder mit 100nM PVOONM PMA+1uM BIM | oder mit 0,1%
DMSO inkubiert. Nach dieser Behandlung wurden dddoBerflachen-Proteine mit dem membran-
undurchlassigen Sulfo-NHS-Biotin  biotinyliert, di€ellen lysiert und durch Bindung an
immobilisiertes Avidin extrahiert. Nach dem Ablosglen Zelloberflachen-Proteine vom Avidin wurden
sie Uber SDS-PAGE aufgetrennt (10% ige Gele). Amfdnd wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran geblottet und diese mit eingrimaren Antikorper gegen EGFP (Living
Colors™ Peptid-Antikdrper, 1:500 und einem sekundarenk@ngier (anti-Kaninchen IgG Peroxidase
gekoppelt 1:10.000) inkubiert. Zur Quantifizierungirde die Membran gewaschen und mit einem
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priméren Antikorper gegegi-Tubulin (anti -Tubulin monoklonal 1:1000) und einem sekundaren
Antikorper (anti-maus IgG Peroxidase gekoppelt 0@0inkubiert. Durch Chemilumineszenzreagenz
wurden die Signale sichtbar gemacht und ein Roffilgemxponiert. Rechts neben den Abbildungen
sind die Molekularmassen der vorgefarbten Marketgire in kDa angegeben. Die Abbildung A zeigt
reprasentative Blots in denen im oberen Bild digrEssion der Gesamtlysate und im unteren die

Expression der Zelloberflachen-Proteine nach Behargljeweils doppelt aufgetragen wurden.

B) Quantifizierung von funf unabhangig voneinanderchgefiihrten Versuchen. Fir die Auswertung
wurde die densiometrische Dichte der Western-Biotegn quantifiziert. Die Werte (Mittelwerte +
SEM) sind in Prozent der jeweiligen DMSO-Kontrdeeil3e Balken), fir PMA (schwarze Balken)
bzw. PMA+BIM | (graue Balken) der behandelten Zetiargestellt. Statistische Analysen wurden mit
dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test maniferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,01

sind jeweils mit 1 und ** dargestellt.
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V  Diskussion

Durch die Klonierung einer cDNA (Vekony, Diplomaib&999), die die komplette Region
des humanen CAT-3 enthielt, war es moglich gewordksssen Eigenschaften zu
charakterisieren. Ein Vergleich der Aminoséure-&egen zwischen hCAT-3, -1, -2A, -2B
und SLC7A4 zeigt eine gute Konservierung der Gesaquenz. Sequenzvergleiche (siehe
Tabelle 10) zwischen hCAT-3 und den anderen hCAfelsnen legten nahe, dass hCAT-3
ebenfalls einen Transporter fir basische Aminosadeaastellen kbnnte. Eine noch hohere
Identitat (in %) besitzen die Bereiche, die flr dieansporteigenschaften des Proteins
verantwortlich sind, also die funktionelle Doméarerddellen. So ist die funktionelle Domane
des hCAT-3 zu 71% gleichermaRen mit der des hCATUrd -2B identisch. Die
Sequenzidentitat von 42% fur SLC7A4 zu den ande@AT-Isoformen flhrte bei Sperandeo
et al zu der Vermutung, dass SLC7A4 ebenfalls ein Tparisr fur basische Aminosauren
sein konnte (Sperandex al, 1998). Dahingehende Versuche konnten aber Keimesport-
Aktivitat belegen. Die Isoformen hCAT-1 und -2B wen System ‘yahnliche Transport-
Eigenschaften auf und da die Homologie zu hCAT-8nhhist, konnte vermutet werden, dass
auch er y-ahnliche Transport-Eigenschaften besitzt. hCAT-8&; sich in der funktionellen
Domane stark von hCAT-2B unterscheidet und keilxéhnlichen Transport-Eigenschaften
aufweist, ist in dieser Doméane nur zu 52% mit hCAiblentisch.

Sequenzvergleiche (siehe Tabelle 10) zwischen h@AIRd den orthologen Proteinen
MCAT-3 bzw. rCAT-3 belegen eine hohe Homologie (848w 83%). Von den
Arbeitsgruppen Ito und Hosokawa wurden Transpoegtesghaften des CAT-3 aus Maus und
Ratte beschrieben. Sowohl Kenopus laevi©Oozyten (MCAT) als auch in COS7-Zellen
(rCAT) konnte der Naunabhangige Transport von basischen Aminoséureeigiewerden.
Die ermittelten k»-Werte flr L-Arginin lagen in einem Bereich von 400uM (Ito et al
1997; Hosokawaet al, 1999). Die maximale Transportaktivitat (M) des murinen CAT-3
war in Untersuchungen aXenopus laevi©ozyten deutlich niedriger als in den Isoformen
CAT-1 und -2B (Itoet al. 1997). Zusatzlich unterschied sich das Subse&tapm des CAT-3
von dem der bereits erwahnten CAT-Isoformen. Sorhn z.B. N&unabhingig eine
Anzahl neutraler und sogar anionischer Aminosadesn Transport von basischen AS (@to
al. 1997; Hosokawat al.,1999). Trotz der Homologie zwischen den Aminos&ggquenzen
kann es zwischen den einzelnen Isoformen der CAmidiea Unterschiede in der
Transportaktivitat, im Substratspektrum oder ineaard Charakteristika geben. Zuséatzlich ist
es mdoglich, dass eine Isoform nicht eindeutig eirlgansport-System zugeordnet werden
kann. So ist z.B. hCAT-2A ohne Zweifel zu der CA@nrfilie, nicht aber dem*ySystem
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zuzuordnen (Closst al., 1993a). Die Uberlegungen ob hCAT-3 &hnliche Eigkafien wie
MCAT-3 bzw. rCAT-3 aufweisen wiirde oder ob er demen hCAT-1 und -2B gleicht,
konnten durch die Experimente in dieser Arbeit beartet werden und sollen im folgenden

diskutiert werden.

hCAT-3 hCAT-3
Gesamte Sequenz (% Funktionelle Doméane (%)
MCAT-3 82 73
rCAT-3 83 88
hCAT-1 61 71
hCAT-2A 58 52
hCAT-2B 59 71
SLC7A4 42 42

Tabelle 10 Sequenzvergleich von hCAT-3 zu der CAT-3-Isoformsaden Spezies Maus
und Ratte und den anderen humanen CAT-Proteinen ¢€% und Mann
1999)

Die Tabelle zeigt einen Vergleich derldentitat deninosaure-Sequenzen von hCAT-3 zu
MCAT-3 bzw. rCAT-3. Zusatzlich vergleicht sie hGAmit den anderen hCAT-Isoformen
und dem verwandten Proteins SLC7A4. Die Zahlen rgebe % Identitat nach einer
optimalen Ausrichtung der gesamten Sequenz odedeuirfunktionellen Doméne an. Zur

optimalen Ausrichtung wurde das NCBI Blast Prograwarwendet.

V.1 Vergleich des Substratspektrums und der Transportknetik

In der Literatur wird immer wieder gezeigt, dass|@zhomologien zwischen verschiedenen
Isoformen eines Transportsystems nicht unbedingtdenselben Transport-Eigenschaften
fuhren oder die Isoformen ein anderes Substratspekrzeigen (Clos®t al., 1993a). So
werden beim Absuchen von Genbanken oft Transpor&rtdeckt, die zwar
Sequenzhomologien zu bekannten Transportern awdwel®i denen sich aber ein anderes
Substratspektrum herausstellt. So wurden z.B. mitigo@ukleotiden, die eine

Sequenzhomologie zu einer Region des GABA-Transmudufweisen, die Nabhangigen
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Transporter fir Dopamin (Gircet al., 1991) und Serotonin kloniert (Hoffmaat al., 1991).
Auch bei den kationischen Aminosauretransporteetetr trotz hoher Sequenzhomologien
Unterschiede auf. Obwohl die Identitdt zwischen tformen CAT-2A und CAT-2B bei
97% liegt, wird CAT-2A nicht zum System’ ygerechnet. CAT-2A besitzt eine geringere
Affinitat zu basischen Aminosauren und so gut weenk Trans-Stimulierbarkeit. Vergleicht
man die Sequenz des SLC7A4 mit den hCATs kann nemuwen, dass es sich dabei
ebenfalls um einen Transporter fir basische Amm@séhandelt. Es konnte aber in unserer
Arbeitsgruppe keine Transportaktivitat fir L-Arginigezeigt werden (Wolf, Dissertation
2001; Wolfet al,, 2001). Aufgrund der Homologie von SLC7A4 zu @n@rnithin/Putrescin-
Austauscher aus Hefen und Bakterien (lgarashi usghKvagi 1999) waren auch Polyamine
als Substrat denkbar, aber auch daftr konnte ima#uheversuchen keine Transportaktivitat
beobachtet werden. SLC7A4 konnte also bislang,ztrder Sequenzhomologie zu
Transportern, weder dem Systefmpch einem anderen Transportsystem zugeordneewerd
Die Studien Uber das Substratspektrum von hCATigtee, dass es mit dem der Ubrigen
CAT-Isoformen ubereinstimmt, namlich selektiv istir f die basischen Aminosauren
L-Arginin, L-Lysin und L-Ornithin. Von der IsoforhCAT-1 ist bekannt, dass sie bei saurem
pH-Wert (5.5) im Gegensatz zu neutralem pH-Werb)(Histidin als Substrat erkennt. Fur
hCAT-3 war, obwohl er sonst ahnliche Eigenschaiten CAT-1 zeigte, Histidin bei keinem
der beiden pH-Werte ein Substrat. In Maus und Rattder CAT-3-vermittelte L-Arginin-
Transport durch weitere Aminosauren kompetitiv hdramVon Hosokawat al.wurde zwar
eine kompetitive Hemmung des L-Arginin-Transportsrath L-Citrullin und D-Arginin
beobachtet (Hosokawet al, 1996), jedoch war fir den hCAT-3 keine Transgktrvitat fur
L-Citrullin nachweisbar. Daruber hinaus wurde €osi einer Konzentration von 10mM
D-Arginin eine signifikante Hemmung des L-Arginimahsports (100uM) gezeigt. Weder
L-Citrullin noch D-Arginin stellten also fur hCAT-Substrate dar. Fir den murinen CAT-3
konnte von Ito & Groudine eine kompetitive Hemmuhgs Transports aul3er fur basische
Aminosauren auch durch die Aminosauren L-MethionirCystein, L-Aspartat und
L-Glutamat gezeigt werden. In den hier vorgestellténtersuchungen fir den humanen
CAT-3 war jedoch keine Transportaktivitat fir digsminosauren zu beobachten.

Zur Charakterisierung der Transporteigenschafterdamu Aufnahmestudien mit radioaktiv
markierten basischen Aminoséduren im Oozyten-Exmessystem durchgefuhrt. Diese
Ergebnisse wiesen auf die Zugehorigkeit des hCAZud y-Transportsystem hin. Die
ermittelten Daten fur die Substratkonzentration ha&ibmaximaler Transportaktivitat (K
Werte) lagen bei 0,45mM fir L-Arginin. L-Lysin wié&erte von 0,65mM und L-Ornithin-
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Werte von 0,91mM auf. Die Transportaffinitdt desMiC3 war somit fur L-Arginin zweifach
hoher als die fur L-Ornithin. Die Affinitat fir Lysin lag zwischen diesen beiden Werten.
Somit ist die Affinitat flr L-Arginin vergleichbamit der von hCAT-2B. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu den Daten fur den murinem @®AOozyten von Ito (Ito und
Groudine, 1997). Diese weisen bei Flux-Studien IoifH] Arginin eine vier bis zehnfach
geringere Transportaktivitdat von mCAT-3 auf, vergkn mit der Aktivitat der anderen CAT-
Familienmitglieder. Die Ig-Werte fur L-Arginin liegen bei 40-60uM und fir Lykin bei
115-165uM. Es zeigt sich also eine deutlichere [grz zwischen der Affinitat zu
L-Arginin und L-Lysin von mCAT-3 verglichen mit hCR3. Ito fand eine zwei bis dreifach
hohere Affinitat des mCAT-3 fur L-Arginin als fur-Lysin. Fur den rCAT-3 wurde die
Transport-Kinetik mit L-fH] Arginin in COS7-Zellen gemessen (Hosokastaal., 1996) und
daraus ein lg-Wert von 103uM bestimmt. Hosokawa folgerte daralass der L-Arginin-
Transport von rCAT-3 vergleichbar ist mit dem mCA¥Iind mCAT-2B-vermittelten
Transport. Die Werte fur mCAT-1 und -2B (ebenso diee Werte fir mCAT-3 und hCAT-3)
wurden allerdings inX. laevisOozyten erhoben. Es ist fraglich, ob die Wertekligh
vergleichbar sind, denn von Hosokawa wurden seddrige L-Arginin—Konzentrationen (bis
1mM) verwendet. Bei dieser von Hosokawa als hdclggwéahlte Arginin-Konzentration
befand sich rCAT-3 bereits in der Sattigung. Di&ti§ang des hCAT-3 war erst bei deutlich
hoheren Werten, namlich bei ca. 4mM3H] Arginin erreicht.

Die ermittelten Werte fir die maximale Transporaigindigkeit (Mnay von hCAT-3 lagen
im Bereich von 1,4nmol/Oozyte/h fur die AminosauteArginin und L-Lysin. Die Vpax fur
L-Ornithin betrug bei 2,5nmol/Oozyte/h. hCAT-3 Zeigalso im Vergleich mit CAT-1 und
CAT-2B eine ahnliche maximale Transportgeschwindigk1,1-1,8 bzw. 1,1-4,0 nmol
L-Arg/Oozyte/h). Diese Ergebnisse weichen stark wdem VihocWerten, die Ito fur den
mMCAT-3 in Oozyten beschreibt (0,02-0,06 nmol/Ookh)tab. Letztere liegen also ca. um das
50-fache niedriger als die Werte, die fur die amdelsoformen und hCAT-3 beobachtet
wurden. Auch bei Untersuchungen des rCAT-3, demstemt in COS7-Zellen exprimiert
wurde, konnte von der Arbeitsgruppe Hosokawa nur etwa zweifacher Anstieg der
Transportrate fur basische Aminosduren gezeigt everqHosokawaet al., 1996).
Maglicherweise war aber eine geringe Transfektiat@esdafir verantwortlich.

Daraus wird deutlich, dass es Unterschiede im $afispektrum und den Transport-
Eigenschaften von CAT-3 gegniber den CAT-Isoform#&n;2A, und -2B als auch zwischen
den Spezies Mensch, Maus und Ratte gibt. Verglema die Ky und VihaxWerte innerhalb
einer Isoform zwischen den Spezies zeigen sichiideeitUnterschiede. Diese Varianz zeigt
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sich in den Isoformen hCAT-1, -2A und -2B im Veigle zwischen den Spezies nicht, die
Ergebnisse sind einheitlicher. Madoglicherweise sidée variierenden Werte in den
Unterschieden auf Ebene der Aminosauresequenaudktidnellen Doméne des CAT-3 aus
der jeweiligen Spezies begriindet. In diesem Bergicth43 Aminosauren unterscheiden sich
der humane und murine CAT-3 in 11 Aminosauren, GAVen Mensch und Ratte in 5
Aminosauren und CAT-3 von Maus und Ratte in 7 Améwen. Zu hCAT-2A und dem
verwandten Protein SLC7A4 ist die Differenz nochutieh grolRer (Tabelle 10). Die
Moglichkeit, dass in der Sequenz von mCAT-3, der gliol3sten Unterschiede aufweist, eine
Mutation oder ein Klonierungsfehler vorliegt istheau ausgeschlossen, denn die Maus
cDNA-Sequenz ist zu 100% mit der genomischen DNénisch. Es scheint sich um einen
wirklichen Spezies-Unterschied zwischen einerddigssch und Maus und andererseits auch
zwischen Maus und Ratte zu handeln. Dabei ist @nbtd, dass der Unterschied zwischen
Mensch und Ratte geringer ist als der zwischen MengsRatte. Bei der Isoform CAT-1 ist
die Differenz zwischen den Spezies geringer. Seraaheiden sich hCAT-1 und mCAT-1 in
CAT-3-Isofornmtetscheiden sich ihre

nur 7 Aminosauren. Im Gegensatz zur

Transporteigenschaften kaum. Neben den bereits hatesi Unterschieden in der
Versuchsdurchfihrung bieten die Unterschiede deindséuren in der funktionellen Doméane
eine mogliche Erklarung fur die differierenden T3parteigenschaften von CAT-3 zwischen

den einzelnen Spezies.

Expressionssystem K Vmax
[mM L-Arg] [nmol/Oozyte/h]

hCAT-3 X. laevisOozyten 0,45 1,4

MCAT-3 X. laevisOozyten 0,04 0,02-0,06

rCAT-3 COS7-Zellen 0,13 keine Daten

hCAT-1 X. laevisOozyten 0,11-0,16 1,6-1,8

hCAT-2A | X. laevisOozyten 3,36-3,90 2,2-8,4

hCAT-2B | X. laevisOozyten 0,32-0,73 1,2-4,0

MCAT-1 X. laevisOozyten 0,14-0,25 1,1-1,6

MCAT-2A | X. laevisOozyten 2,10-5,20 3,9-7,1

MCAT2B | X. laevisOozyten 0,25-0,38 1,1-34
Tabelle 11  Vergleich der Transporteigenschaften der CAT-Isofoen

Die Tabelle zeigt die KundVmaxWerte der verschiedenen CAT-Isoformen aus Menggh (

Maus (m) und Ratte (r). Fur den rCAT-3 wurden inS7Zellen keine MaxDaten erhoben.
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V.1.1 Vergleich der hCAT-3-Transportaktivitat far L-Argin in bei

unterschiedlichen pH-Werten
Aufgrund der deutlichen Homologie von CAT-3 zu derderen CAT-Isoformen stellte sich
die Frage, ob der pH-Wert Einfluss auf die hCAT&mittelte Transport-Aktivitat fir L-
Arginin hat. Die Bedeutung des pH-Wertes wurde iterfér einzelne Isoformen der CAT-
Familie und bei den System L-AminoséuretransportdrAT) untersucht. So ist die
Tranportaktivitat von LAT2 bei pH 6,5 hoher als Ip#i 8,5. Die Isoform LAT1 zeigt keine
Veranderung der Aktivitat (Rajaet al., 2000). Aus diesem Grund wurde ein Spektrum von
pH 5,5 bis pH 8,5 gewahlt um die Abhangigkeit d€AR -3-Transportaktivitat vom pH-Wert
zu testen. Es wurde deutlich, dass der hCAT-3-weztte L-Arginin-Transport keine
signifikante Anderung der Aktivitat bei den versaiiénen pH-Werten zeigte. hCAT-3
demonstriert damit das gleiche Verhalten wie CATHiterscheidet sich aber von hCAT-2A
und -2B, die bei pH 5,5 nur eine halbmaximale Tpantaktivitat aufweisen.
Auch die Expression kann einen Hinweis auf die Nwtgigkeit von saurem pH-Wert geben.
Handelt es sich um einen Transporter, der haugtshcim Verdauungsorganen exprimiert
wird, konnte dies bedeuten, dass er einen niedrigéhtWert fur die optimale
Transportaktivitat bendétigt. Das Expressionsmuster hCAT-3 in Geweben wie Thymus,
Uterus, Testis, Ovar und Brustdrise deutet unteseiin Aspekt auf Unabhangigkeit der

Transportaktivitdt vom pH-Wert hin.

V.1.2 Vergleich der Na'-Abhangigkeit und der Trans-Stimulierbarkeit
von hCAT-3

Fir die Isoformen CAT-1, -2A und -2B wurde der T8part als N&unabhéngig beschrieben.
Auch fiir h\CAT-3 wurde eine NeUnabhangigkeit bei Versuchen gezeigt, bei dene@l a
Aufnahmepuffer durch Cholinchlorid ersetzt wurde.

Transporter, die energieunabhangig sind, vermittedme dem elektrochemischen
Gleichgewicht folgende ,erleichterte Diffusion”, hd. der Transport erfolgt in beide
Richtungen der Membran. Eine Besonderheit dieseansforter ist, dass haufig die
Geschwindigkeit der Konformationsdnderung durch sBab auf der Trans-Seite, d.h. der
Seite der Membran zu der hintransportiert wirdnstiert wird. Dieses als Trans-Stimulation
bezeichnete Phanomen ist fiir dasSystem bekannt. Die Konzentration des Substrais a

der Trans-Seite spielt dabei eine wichtige Rollee Dransportaktivitdt von CAT-1 ist z.B.
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stark reduziert, wenn die Konzentration an basisohminosauren auf der Trans-Seite der
Membran weniger als 200uM betragt (Closs et al93b9. Zusatzlich haben heterodimere
Aminosauretransporter die Eigenschaft, eine basigaininosdure nur im Austausch gegen
eine andere Aminoséaure zu transportieren (Bebai.,2000). Man bezeichnet sie deshalb als
strenge Austauscher.

Im Gegensatz zur hCAT-1-vermittelten Transport-giksit zeigte hCAT-3 kaum eine
Veranderung durch Substrat auf der Trans-Seite Membran. Die Rate der Trans-
Stimulation lag nur bei 2, war also moderat, alimicie die der Isoform hCAT-2B. Die
Isoform hCAT-2A ist Uberhaupt nicht stimulierbarirFhCAT-2A ist dies sinnvoll, um in
Hepatozyten, dem Hauptexpressionsort von hCAT-Z&ieht funktionieren zu kdnnen, da
die Zellen eine geringe Konzentration an basischAgrnnosauren besitzen. Die moderate
Trans-Stimulierbarkeit von hCAT-3 in den Efflux-Eeqimenten deutet aber darauf hin, dass
er nicht nur als Austauscher fungiert, sondern aalshTransporter in nur eine Richtung
funktioniert. Ein Vergleich zwischen den SpeziesnStgh und Maus ergab, dass sie sich in
dieser Eigenschaft gleich verhalten. Vondtal wurde fir mCAT-3 ebenfalls eine moderate

Trans-Stimulation mit einer etwa zweifachen Erhd@hder Transportaktivitat gezeigt.

V.2 Expression von hCAT-3 in Geweben und Zelllinien

Aus der Literatur sind Expressionsdaten des CAT3 Maus und Ratte bekannt. So wurde
MCAT-3 durch in-situ-Hybridisierung in frihen Embnen im Maus-Mesoderm und in
spateren Embryonen im Bereich der Mittelhirn-Thalarilypothalamus-Achse detektiert (Ito
und Groudine 1997). Hosokaved al. zeigten Expressionsdaten fiur den rCAT-3 ebenfalls
durch in-situ-Hybridisierung und immunohistocherhiscUntersuchungen. Sie detektierten
das rCAT-3 Protein in Neuronen des ventromedialehi®@-Bereiches. Dieser beinhaltet z.B.
Nucleus préopticus, Substantia nigra, Amygdala derd hypothalamischen Kern (Hosokawa
et al., 1999). In unseren Expressions-Studien konntenzeigen, dass sich die hCAT-3-
Expression nicht nur auf das Gehirn beschrankttelditDot-Blot-Analysen detektierten wir
bei 76 getesteten Geweben und Zelllinien in Thymng in Burkitt's Lymphomzellen das
starkste hCAT-3-Signal. AuRerdem wurden Signal&terus, Testis, Ovar, Brustdrise und
MOLT-4 Leukamiezellen visualisiert. Die hCAT-3 Exssion war in diesen Geweben
deutlich hoher als in den verschiedenen Gehirntieeei, die Hosokawa und Ito als
Expressionsort gezeigt haben. Von den Gehirnbereizkigte Thalamus das starkste Signal,

gefolgt von Amygdala und Hippocampus. Zudem konnténeine geringe Expression in
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Ovar und Magen detektieren. Sie war vergleichbat der Signalstarke in einigen
Gehirnbereichen wie Medulla oblongata und Nucleasdatus. Die von uns beobachtete
Expression von hCAT-3 in Thalamus und Hippocampgimmst mit friher ver6ffentlichten
Daten in Maus und Ratte Uberein (Ito und Groudi®@71 Braissant Qet al.,1999). Bei der
Klonierung von hCAT-3 konnten wir damals durch édésuchen humaner cerebraler cDNA-
Banken nur eine sehr geringe Menge positiver Kliimgen (Vékony, Diplomarbeit 1999).
Ruckblickend gab diese Gegebenheit schon einen éisnauf das geringe Vorkommen von
hCAT-3 im Gehirn.

Von allen untersuchten fotalen Geweben konnte muiThymus eine hCAT-3-Expression
gefunden werden, jedoch nicht in Hirn, Herz, Nidreber, Lunge oder Magen. Die Starke
des Signals war bei foétalem Thymus und Thymus gldies bedeutet wahrscheinlich, dass
die hCAT-3-Expression in weiten Teilen auf das embale Stadium der untersuchten
Gewebe beschrankt ist. Fir eine genauere Analyssteri z.B. RNase-Verdauungsschutz-
Experimente mit bisher nicht untersuchten fotaleew€ben stattfinden. hCAT-3 ist im
Thymus eindeutig die dominierende CAT-Isoform. Inetds und Brustdrise wird der
Transporter mit hCAT-1 co-exprimiert.

SLC7A4 wurde auch im zentralen Nervensystem, abetlidh schwacher exprimiert. Am
hochsten zeigte sich seine Expression in Plazemt Tiestis. In Testis waren alle CAT-
Isoformen detektierbar, hingegen war hCAT-3 in &azenta als einzige Isoform nicht
nachweisbar.

Weitere Vergleiche des Verteilungsmuster von hCATiBdem der anderen bekannten CAT-
Isoformen und dem SLC7A4-Protein zeigten, dasdstitormen hCAT-1 und -2 (A oder B)
die dominierenden Isoformen im menschlichen Gebmrstellten. Fir den rCAT-1 wurde
eine neuronale und gliale Expression beschrieben.néuronalen Kulturen, die von
Hypothalamus und Hirnstamm der Ratte angelegt wyrdeirden basale Transportraten mit
CAT-1 Aktivitat in Verbindung gesetzt (Braissant €t al., 1999). Die Expression von
hCAT-2 (A oder B) im Gehirn wurde von unserer Atbgruppe erstmals deutlich
dokumentiert. Da die zur Hybridisierung verwendetebe die spleif3-Varianten -2A und -2B
nicht unterscheiden konnte, sind hier weitere Unielnungen nétig, um die Expression der
jeweiligen CAT-Isoform genauer bestimmen zu kdnnen.

In unserer Arbeitsgruppe wurde vermutet, dass hGAber das SLC7A4-Protein eine Rolle
bei der Versorgung der neuronalen NOS spielen lkinntNachdem aber bei der
Charakterisierung von SLC7A4 keine Transportakiividetektiert werden konnte, musste
davon ausgegangen werden, dass SLC7A4 keine Rallldelp Bereitstellung von basischen
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Aminosauren spielt. Fir hCAT-3 konnte bei den vos durchgefuhrten dot-Blot-Analysen
in den Geweben des ZNS mit dem starksten hCAT-8&biglrhalamus und Amygdala) nur
eine geringe NNOS-Expression gezeigt werden. InZ8-Geweben, in denen die nNOS
stark exprimiert wurde, konnte entweder nur eirr seghwaches (Nucleus caudatus) oder gar
kein hCAT-3-Signal (Cerebellum, Putamen) detektrggtden. Auch in peripheren Geweben
ergab sich keine Korrelation zwischen der Expressies hCAT-3 bzw. SLC7A4 und der
NNOS. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine FunktiohCAT-3 bzw. SLC7A4 fir die
Substratversorgung der nNOS.

Es gibt Hinweise, dass L-Arginin-metabolisierenae usynthetisierende Enzyme im Hirn in
verschiedenen Zelltypen lokalisiert sind. Diesedsauf den Austausch von L-Arginin oder
dessen metabolische Zwischenprodukte von Zelle elie Zangewiesen (siehe Review
Wiesinger H., 2001). hCAT-3 ist moglicherweise alchen Zellen exprimiert, die L-Arginin
oder andere basische Aminosduren benachbartemZzlleVerfigung stellen. Die von uns
gezeigte geringe Trans-Stimulierbarkeit von hCATr8acht ihn zu einem mdglichen
Kandidaten fur den Efflux von basischen Aminoséuiegsonders wenn die extrazellulare
Konzentration an basischen Aminoséuren gering Bese Fragestellung, sowie die
spezifische Rolle des hCAT-3 im Thymus, aber ancanderen Geweben muss noch genauer
untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten mit menaThymus-mRNA RNAse
Verdauungsschutzanalysen durchgefuhrt werden. Zigéatkbnnen mit den in unserer
Arbeitsgrupppe generierten Antikdrpern gegen hCAUi&ersuchungen auf Proteinebene
durchgefuhrt werden.

V.3 Generierung polyklonaler Antikdrper gegen hCAT-3 urd das
verwandte Protein SLC7A4

Als die Arbeitsgruppe von Cunningham den erstensifan unternahm, mCAT-spezifische
Antikérper zu gewinnen, ergaben sich massive Sdadlgikeiten (Kim und Cunningham,
1993). Diese resultierten aus dem Umstand, dasscksum hydrophobe Membranproteine
handelt, von denen nur sehr kurze Sequenzbereicheéer Membran herausragen. Daruber
hinaus gelingt die Uberexpression in Bakterien scthlecht, da sich die CAT-Proteine als
toxisch fur die Bakterien erweisen. Aufgrund dess&nes ratsam, nur einen geringen
Sequenzbereich zur Generierung der CAT-Antikorpeverwenden.

Da es zur Untersuchung der CAT-Protein-Expressioowies zur Klarung der
posttranskriptionellen oder posttranslationellergi®ationsmechanismen notwendig ist, mit

Antikdrpern zu arbeiten, wurden auch in unserereggruppe Antikdrper gegen CAT-3 und
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SLC7A4 hergestellt. Closs und Graf konnten Antil@girgegen den C-Terminus der humanen
und murinen CAT-1 und CAT-2-Proteine generiereroéSet al., 1993a; Graf 1998). Auch
Woodardet al. versuchten mCAT-1 spezifische Antikorper zu gewmr(Woodardet al.,
1994), allerdings verwendeten sie synthetisierjgtiBe zur Immunisierung. Auch in unserer
Arbeitsgruppe wurden anti-Peptidantikérper, gegenfunktionelle Domane von hCAT-2A,
generiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Antikorper gegaéen C-Terminus des humanen und
murinen CAT-3 und des SLC7A4-Proteins hergestdit. diesem Zweck wurden die
jeweiligen cDNA-Fragmente, die fiur die C-TermininvéiCAT-3, SLC7A4 und mCAT-3
kodieren (35 Aminosauren fur CAT-3, 49 Aminosauféan SLC7A4) in den bakteriellen
Expressionsvektor pATH-1 gesetzt. Daraus resudtierdie trpE/CAT-Fusionsproteine
HC3.pATH-1, mC3.pATH-1 und HC4.pATH-1 mit Massengelwen von 40.7 bzw. 42.3
kDa. Die trpE-Fusionsproteine waren nach der Indukin Bakterien deutlich Gberexprimiert
und wurden zur Immunisierung in jeweils 3 Kaninclegmgesetzt. Zur Klonierung der GST-
Fusionsprotein-Konstrukte wurden die identischetei@inalen Fragmente verwendet wie
zuvor bei den trpE-Konstrukten. Auch diese liefdeh §berexprimieren. Die Immunplasmen
wurden an CAT-3- und SLC7A4-exprimierenden Oozytemnd in hCAT-3
Uberexprimierenden U373MG Glioblastom-Zellen unierd. Das vor der Immunisierung
entnommene Prdimmunplasma zeigte fast keine urigobEn Banden. Die wenigen
bestehenden Banden kdnnten daraus resultiertes, diagiere nicht vollig isoliert gehalten
werden konnten und im Tierstall weiteren unspeaiie Antigenen ausgesetzt waren.

Die Immunplasmen wurden tber GSH-Saulen affinitidtgareinigt. Erst diese Aufreinigung
erbrachte eine mogliche Auswertung in Western-Bloalysen. Bei der Untersuchung der
Rohplasmen konnte aufgrund der Uberdeckung dureikest Hintergrundfarbung kein
spezifisches Signal detektiert werden. Eine moglickrklarung hierfir sind im
unaufgereinigten Plasma vorhandene Proteine, die durch unspezifische Reaktionen
storend auswirken kdnnen. Die Notwendigkeit desréinfgungsschrittes unterscheidet sich
von fruheren Antikdrper-Generierungen, die in uasérbeitsgruppe durchgefuhrt wurden.
Far anti-hCAT-2/Kh2 und anti-mCAT-2/Km4 konnten &#s vor der Aufreinigung
eindeutige Signale im Western-Blot gezeigt werderaf, Dissertation 1998). Aber auch hier
erbrachte die Affinitats-Aufreinigung eine Redumieg der Hintergrundfarbung. Die
Affinitats-Aufreinigung der Plasmen ist also gerllerei empfehlen. Nach der Aufreinigung
wurden die Antikérper in 4 Fraktionen aufgefangem nach Western-Blot-Analysen

diejenigen mit dem starksten Signal auswahlen ané&b. Dabei zeigte sich, dass in allen
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Fraktionen spezifische Signale detektiert werdemnken, aber gerade in der ersten Fraktion
noch starke Hintergrundfarbung zu sehen war. Soteonselten alle 4 Fraktionen verwendet
werden. Vergleichende Western-Blot-Analysen dere®evon Kaninchen, die nach der
Grundimmunisierung weitere 2-4-mal immunisiert wemdzeigten fur die 2- und 3-mal
immunisierten Kaninchen die klarsten Signale. Dima gespritzten Kaninchen zeigten eine
erhohte Hintergrundfarbung. Eine mégliche Erklarimgrfir konnte die langere Exposition
der Tiere mit Antigenen im Tierstall sein. Aber valfen drei Kaninchen, die pro Antigen zur
Immunisierung eingesetzt wurden, konnte das Sererwandet werden, so dass von einer
sehr guten Ausbeute bei der Immunisierung gesproaieeden kann.

Der Spezifitats-Nachweis der affinitats-aufgeretieng Antikdrper wurde in transfizierten
U373MG Glioblastom-Zellen erbracht. Da die C-Teridar verschiedenen CAT-Isoformen
nicht gut konserviert sind, war zu erwarten, dassiieht zu einer Kreuzreaktion kommen
wuirde. Tatsachlich konnte keine Kreuzreaktion fig Broteine der verschiedenen hCAT-
Antikorper beobachtet werden. Die Spezifitat detilirper ist von besonderer Bedeutung,
wenn z.B. die Expression oder bestimmte Eigensehafbn Proteinen in Zelllinien oder
Geweben untersucht werden soll, in denen mehriaés @AT-Isoform exprimiert wird. Da
CAT-1 ubiquitéar exprimiert wird und mit CAT-3 kolaksiert ist, wirde ein nicht spezifischer
Antikorper zu falschen oder nicht eindeutigen Ergeten fihren.

Bei der Beantwortung der Frage, welche Rolle hCA3 Thymus spielt, wo er seine
starkste Expression besitzt und gleichzeitig dienidante Isoform ist, ist ein spezifischer
Antikorper gegen das hCAT-3-Protein notwendig. Duden spezifischen Antikdrper kdnnen
gezielt Fragestellungen zur Regulation von hCATAB Thymus und anderen Geweben
untersucht werden. Weiterhin konnten Ergebnissepdiher nur auf RNA-Ebene gewonnen
werden konnten, durch die Verwendung isoformspecier Antikdrper auch auf Protein-
Ebene Uberprift werden. Durch die Verwendung ddikArper in Western-Blot-Analysen ist
es mdglich ohne Radiobiochemika (wie z.B. in RNA&Fdauungsschutz-Analysen)
Regulationsmechanismen zu untersuchen. Die Rotll@@AT-3 und SLC7A4-Proteine kann
wahrend verschiedener Stimuli (z.B. LPS, Interfesder Insulin) in verschiedenen Zelllinien
und Geweben genauer Uberprift und ihre Rolle irerespeziellen Situation aufgeklart
werden. Gerade beim SLC7A4-Protein, fir das bidtene Transport-Aktivitat gezeigt
werden konnte, wird ein spezifischer Antikorper 2ufklarung seiner Rolle im Organismus
beitragen kdnnen.

Nach dem Modell der 14 Transmembrandomanen des HECA&findet sich die einzige
putative N-Glykosylierungstelle in der dritten edellularen Schleife. Auch das SLC7A4-
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Protein weist in der dritten extrazellularen Sdeletine N-Glykosylierungsstelle auf und
darUber hinaus je eine weitere in der zweiten wuthsten extrazellularen Schleife. Durch die
gewonnenen Antikérper konnten Untersuchungen dgkdSllierung des hCAT-3-und des
SLC7A4-Proteins durchgefuihrt werden. Hierfur wurddie Lysate teilweise mit N-
Glykosidase F behandelt. Die deglykosylierten Rmnetesind im SDS-PAGE als scharfere
Bande detektierbar. Der hCAT-3 Antikdrper detekéerin Lysaten von U373MG
Glioblastom-Zellen spezifische Banden in der Hoba ¢a. 86 bzw. 67 kDa, jeweils fur die
glykosylierte bzw. deglykosylierte Form. Die Bandem SDS-PAGE wiesen scheinbar eine
geringere Molekularmasse der Proteine auf als sieaeh Berechnung der Molekularmasse
aufweisen mussten. Eine mogliche Erklarung hienily dass Membranproteine sehr
hydrophob sind und sich Abweichungen im Laufvedraltergeben konnen. Zusétzlich
verandert sich das Laufverhalten durch die Zusamseteang der verwendeten SDS-PAG.
Werden fir die Versuche 10-oder 12,5%ige SDS-PAGvemrdet, laufen die Banden der
CAT-Proteine bei einer hoheren Molekularmasse l8%igen Gelen. Dieses Phdnomen
wurde von Wolf auch fir CAT-1 gezeigt (Wolf, Distdion 2001). Die mit N-Glykosydase F
behandelten Lysate zeigten eine Verlagerung der eklithrmasse gegentber den
unbehandelten Lysaten. Die hCAT-3 und SLC7A4-Pnetdagen demnanch in U373MG-
Zellen in glykosylierter Form vor. Von Graf konrgezeigt werden, dass die anderen hCAT-
Isoformen (hCAT-1, -2A und B) ebenfalls in der gt extrazellularen Schleife glykosyliert
werden. In Oozyten zeigten Untersuchungen ein @&sd&ild als in Zelllysaten. Die
Antikorper gegen hCAT-3 und SLC7A4 erkannten eykgsyliertes Protein von ca. 56kDa.
Das deglykosylierte Lysat zeigte ein Signal, daswenig verlagert war. In den transfizierten
Sauger-Zellen war der Abstand zwischen der Bande glgkosylierten zu den
deglykosylierten Fusionsproteinen grosser als im @ezyten. Wahrscheinlich wird sowohl
hCAT-3 als auch SLC7A4 in den Zellen starker glykiest als in Oozyten.

In Western-Blot-Analysen (10%ige SDS-PAGE) detektielas rCAT-3-Antiserum in COS7-
Zellen ein Protein in H6he von ca. 70kDa (Hosokawal., 1999). Die Glykosylierung des
rCAT-3-Proteins kann nicht mit den hier gezeigteatdh verglichen werden, denn eine
Behandlung mit N-Glykosidase F wurde von Hosokawhtrdurchgefihrt.

V.3.1 Endogene Expression in NT2-Teratokarzinom-Zellen
Bei bisher durchgefuhrten Experimenten wurde hCABi8weder als hCAT-3.EGFP-
Konstrukt in Oozyten exprimiert oder in U373MG Gilastom-Zellen stabil transfiziert und

dort mit dem EGFP-Antikdrper untersucht. Die endeg&xpression konnte erst durch die
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hCAT-3-spezifischen Antikorper nachgewiesen werdemar fallt der Nachweis des hCAT-
3-Proteins in stabil transfizierten Zellen leichtéa das Protein Uberexprimiert wird, aber es
ist notwendig, Ergebnisse die im Uberexprimiertetis¥stem erhoben wurden, auch fur das
endogen exprimierte hCAT-3-Protein nachzuweiseri. MBNA-Ebene konnten wir hCAT-3
als prominente CAT-Isoform bereits in NT2-Terat@maom-Zellen nachweisen (Vekony,
Diplomarbeit 1999; Wolfet al, 2001). In diesen Zellen erkannte der von ungeédstellite
hCAT-3 Antikorper das endogene hCAT-3-Protein imeei Hohe von etwa ca. 65
(glykosyliert) bzw. 55kDa (degkykosyliert). Damiteket sich nun die Moglichkeit, die
hergestellten Antikorper fur Immunfluoreszenzstadénzusetzen oder zur Uberpriifung der
endogenen PKC-vermittelten Regulation von hCAT-8e(o SLC7A4) in verschiedenen
humanen Zelllinien. In NT2-Teratokarzinom-Zellennkadie endogene Expression von
Zelloberflachen-Proteinen durch den Einsatz des h@Antikérpers untersucht und mit den
Daten in Uberexprimierten Zellen verglichen werdgldglicherweise kdnnten auch weitere

Zelllinien identifiziert werden, in denen hCAT-3dagen exprimiert wird.

V.4 Subzellulare Verteilung des hCAT-3 in humanen Zelle

Durch das hCAT-3.-EGFP-Fusionsprotein war es mbgldie subzellulare Verteilung des
hCAT-3-Proteins in stabil transfizierten U373MG @illastom-Zellen untersuchen zu kénnen.
Durch Western-Blot—Analysen der biotinylierten oékerflachen-Proteine konnte ermittelt
werden, dass intrazellular mehr Protein vorhandem ®ls an der Zelloberflache. Das
Verhaltnis von Gesamtlysat zu Zelloberflachen-Rmotag bei einem Faktor von 5-10, das
bedeutet, dass 10-20% vom hCAT-3-GesamtproteiZelkg an der Zelloberflache lokalisiert
sind. Ein Grund fur diese niedrigen Werte konnteeeischlechte Ausbeute bei der
Biotinylierung sein, jedoch zeigen Untersuchungenaaderen Transportern ein &hnliches
Bild.

Rotmann et al zeigte eine &hnliche subzellulare Verteilung VIeBAT-1. Mit Hilfe
konfokaler Mikroskopie an transient transfiziertgellen (U373MG Glioblastom-Zellen,
DLD-1 Kolonkarzinomzellen und EA.hy 926 Endotheles) wurde die Expression an der
Zelloberflache und die Akkumulation des hCAT-1.EGF®teins in intrazellularen
Membranen oder Vesikeln gezeigt (Rotmaginal., 2003; Rotmann, Dissertation 2003).
Durch Western-Blot-Analysen der biotinylierten aderflachen-Proteine wurden die durch
konfokale Mikroskopie erhobenen Befunde bestakgt. die CAT-Isoform hCAT-2B konnte
wie auch fur SLC7A4 in unserer Arbeitsgruppe nuttddonfokaler Mikroskopie eine

intrazellulare Anh&ufung gezeigt werden (Waf al, 2001; Wolf, Dissertation 2001).
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Masudaet al. stellten in HEK-293-Zellen (humane embryonale BieP93 Zellen) zwar die
hochste Expression von mCAT-1.EGFP an der Zelltdehé fest, fanden aber eine geringe
Fluoreszenz in granularen Vesikeln. Immunfarbungémten zu dem Ergebnis, dass das
MCAT-1.EGFP-Protein im Golgi-Apparat lokalisiert.idn unserer Arbeitsgruppe wurde
mittels Immunfarbungen fir das humane Orthologer dane Akkumulation im Golgi-
Apparat nachgewiesen. Ebenso wurde eine Kolokaisatvon hCAT-1.EGFP mit
Endosomen und endoplasmatischem Retikulum ausgssem. Dagegen wurde wurde
hCAT-1.EGFP in Lysosomen nachgewiesen (Rotmanintiehe Mitteilung).
Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zellobé&dhen-Proteinen fuhrten zu dem
Ergebnis, dass die intrazellulare Expression demgenen hCAT-3-Proteins auch in den
humanen NT2-Teratokarzinom-Zellen héher war alsden Zelloberflache. 10-20% des
Gesamtproteins wurden an der Zelloberflache exprimUm die subzellulare Lokalisation
des hCAT-3 genauer untersuchen zu konnen, sollteitens Versuchen wie z.B.
Immunfarbungen mit unterschiedlichen Zellorganetkaean sowohl in stabil transfizierten
Zellen als auch fir den endogen exprimierten hCAdu8chgefuhrt werden. Obwohl die
mittels Biotinylierung gezeigte Verteilung des statansfizierten und endogen exprimierten
hCAT-3 gleich zu sein scheint, muss beachtet werdass die subzellulare Lokalisation je
nach Zelltyp unterschiedlich sein kann. In versdaren Zelltypen kénnten sich die CAT-
Proteine in jeweils intrazellularen Vesikeln anham. In diesen Vesikeln kdnnten die CAT-
Proteine gespeichert werden, um im Bedarfsfall li@ioe posttranslationale Regulation zur
Verfiigung gestellt werden zu kénnen.

V.4.1 PKC-vermittelte Regulation der hCAT-3 Expression

In unserer Arbeitsgruppe wurden Veradnderungen deangportaktivitatt an hCAT-3-

exprimierenden Oozyten und U373MG-Zellen, die nemdhCAT-3.EGFP-Konstrukt stabil

transfiziert waren, nach der Behandlung mit dem Pk@vator Phorbol-12-myristat-13-

acetat (PMA) untersucht. Die Experimente zur Transtivitdt in Oozyten wurden von G.
Niegisch erhoben. Aufnahmestudien an transfizierté¢373MG-Zellen wurden von D.

Gassner durchgefuhrt. FluoreszenmikroskopischerDstiellte A. Rotmann zur Verfligung.
Zusammengefasst wurden die Ergebnisse, in eineeigeamen Verotffentlichung (Rotmann
et al, 2005).

Durch das Fusionsprotein hCAT-3.EGFP konnte die ré&sgpon von hCAT-3 an der
Zelloberflache mittels fluoreszenz-mikroskopischdntersuchungen visualisiert werden.

Dabei wurde deutlich, dass die Behandlung der detid PMA zu einer Verminderung der

137



Diskussion

hCAT-3-Expression an der Zelloberflache fihrt. BieRReduktion ging mit einer
Verminderung der Transportaktivitdt einher. Durcimea weiteren PKC-Aktivator, den
Phorbolester Phorbol-12,13-dibutyrat (PDBu), jedaaht durch den inaktiven Phorbolester
4o-Phorbol-12,13-didecanoat o4’DD), wurde eine ahnliche Reduktion der
Transportaktivitat in U373MG-Zellen gezeigt. Daged®tten Forskolin und IBMX keinen
Effekt auf den L-Arginin-Transport, was darauf haist, dass die hCAT-3-Aktivitat zwar
durch PKC reguliert wird, aber nicht tber einen dAMder cGMP-abhangigen Weg. Nach
diesen Ergebnissen kann davon ausgegangen werdess, dle durch PMA bedingte
Reduktion der Transportaktivitdt und Expression Vi@AT-3 durch eine Aktivierung der
PKC zustande kommt. Um die fir die Regulation vevartliche Isoform der PKC
identifizieren zu koénnen, wurde Thymeleatoxin, ai@lektiver Aktivator der klassischen
PKC-Isoform verwendet. Mit Thymeleatoxin behandeKellen zeigten eine &hnliche
Reduktion des Transports wie PMA. Im Gegensatz #apnte mit Phosphatidylinositol-3, 4,
5-triphosphatdipalmitoyl (PIP), einem Aktivator deeuen PKC-Isoformen, kein Effekt auf
den hCAT-3- vermittelten Transport beobachtet werdeas flr eine Beteiligung der cPKC
spricht.

Weiterhin wurde mit den PKC-Inhibitoren RO 31-8221d BIM I, die hauptsachlich a
abhangige Kklassische PKC-Isoformen hemmen, derbitohsche Effekt der PKC-
Aktivatoren weitestgehend aufgehoben, was zushtdid die Beteiligung der klassischen
PKC-Isoformen hindeutet. Da von den klassischen #3¢@rmen die PK@ und y in
U373MG-Zellen und Oozyten exprimiert werden, sindsd moégliche Kandidaten bei der
Regulation der subzellularen Verteilung von hCATUiF#l auch hCAT-1.
Western-Blot-Analysen der biotinylierten Zellobédhen-Proteine demonstrierten eine ca.
35%ige Abnahme der hCAT-3-Expression als Antworf die PMA-Behandlung und
unterstrichen damit die Ergebnisse der konfokalekrddkopie. Um die Ergebnisse auch im
endogenen System untersuchen zu kdnnen, wurdeodenns hergestellte Antikdrper gegen
das hCAT-3-Protein eingesetzt. Dazu wurden NT2 t{dkeazinom-Zellen verwendet. In
diesen Zellen liegen keine Daten zur Transports\Aét vor, da die NT2-Zellen eine
30minutige PMA-Behandlung nicht tolerieren. Die &pgisse in den NT2-Zellen zeigen,
dass die Reduktion der Zelloberflichenexpression eledogen exprimierten hCAT-3 in
ahnlichem Ausmal} erfolgt wie beim Uberexprimief@sionsprotein. Das lasst den Schluss
zu, dass sowohl der endogene als auch der Uberegpe hCAT-3 auf die gleiche Weise
durch die PKC reguliert werden. Die Fusion des h&ARroteins mit dem EGFP-Protein
scheint die Regulation durch die PKC nicht zu biessen. Mit den gezeigten Ergebnissen
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kann die Inhibition der hCAT-3-Transportaktivitat urdh eine Reduzierung der
Zelloberflachenexpression des Transporters eriéartlen. Ob daftir der verminderte Einbau
des Transporters in die Plasmamembran verantwoisltcoder eine Internalisierung muss in
weiteren Versuchen getestet werden. Es konnen dabeeifische Inhibitoren fur Exozytose,
Endozytose oder vesikularen Transport eingesetztiame In Ubereinstimmung mit den
Daten fur hCAT-3 wurde von Rotmann fur hCAT-1 (adiéhhCAT-2A und -2B, personliche
Mitteilung von Rotmann), dieselbe Reduktion dernBortaktivitat nach PKC-Aktivierung
bzw. Inhibition mit den oben genannten Aktivatofw. Inhibitoren in Oozyten und Zellen
gezeigt. Auch in humanen DLD-1-Kolonkarzinom-Zellemt endogener Expression von
hCAT-1 wurden &hnliche Ergebnisse erzielt. Auclhr lnsé eine Beteiligung der klassischen
PKCs fiur die Reduzierung der Zelloberflachen-Exgims verantwortlich (Krotovaet al.,
2003). Fur die hCAT-1-Isoform konnte festgesteldérden, dass die PKC-Aktivierung nicht
zu einem gesteigerten Abbau von hCAT-1 fihrt und durch PKC hervorgerufene
Internalisierung reversibel ist. Die Menge an Gdagaotein blieb dabei unverandert. hCAT-1
wird weder direkt noch indirekt durch die PKC phioggyliert wie durch die fehlende
Phosphorylierung des Transporters beivivo-Phosphorylierungen mit?P[orthophosphat]
gezeigt werden konnte (Rotmaret al, 2004). Womdglich wird hCAT-1 durch ein
vermittelndes Protein, welches mit dem Transpoitgeragiert, nach PKC-Aktivierung
internalisiert. Die Vermutung liegt nahe, dassslibzellulare Verteilung von hCAT-3 auf die
gleiche Weise reguliert wird wie hCAT-1. Diese Ahnee wird durch das identische
Verhalten von hCAT-1 und -3 bei der PKC-Aktivierubhgstarkt. Es ist denkbar, dass auch
bei der PKC-Regulation des hCAT-3 ein derart agsdes Protein involviert ist. In der
Literatur sind weitere Transporter beschrieben, derien der EinfluR einer Anderung der
PKC-Aktivitat von einem vermittelnden oder assazéa Protein abhangig ist. Zum Beispiel
der GABA-Transporter GAT-1, dessen PKC-abhangigeringerung der Zelloberflachen-
Expression vom Protein SNARE abhéangig ist. (Quatlal, 1997). Das PK& Bindeprotein
PICK1 ist assoziiert mit dem Dopamin-TransporterDédnd scheint fur die PKC-induzierte
Internalisierung des Transporters verantwortlich gein (Torreset al, 2001). Der
inhibitorische Effekt von PKC auf den Serotoniniisporter SERT scheint durch die
Abspaltung von der Phosphatase PP2A vermitteleru(®amamoorthgt al, 1998).

Von Bodeet al wurde in humanen Hepatomzellen nach PMA-Behamdkivenfalls eine
Inhibition der y-Transportaktivitat beschrieben (Boa¢ al., 1998). In Experimenten an
Lungenarterien-Endothelzellen wurde von Krotoeh al, Ubereinstimmend mit den

Ergebnissen dieser Arbeit fir hCAT-3 eine Erniedging der CAT-1-Transportaktivitat nach
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PKC-Aktivierung nachgewiesen. Dabei handelte ek slzenfalls um die klassischen PKC-
Isoformen und im Besonderen um die nachgewieser@P#eren Aktivierung durch PMA
gezeigt wurde (Krotovat al, 2003). Andere Arbeitsgruppen veroéffentlichterggseilige
Ergebnisse, namlich eine Erhéhung der Systémrgnsportaktivitat nach PKC-Aktivierung.
Pan et al. zeigten in HUVEC-Zellen, die mit PMA behandelt wen, eine ca. 7fache
Erhohung (Panet al, 1995). Mit einem weiteren PKC-Aktivator (PDBu)khandelte
Peritonealmakrophagen zeigten ebenfalls eine Hasteigerte {Aktivitat (Hortelanoet al.,
1993). Es stellt sich die Frage, ob die verschiedd?PKC-Effekte spezifisch flur die Zelllinien
sind oder fir die jeweilige exprimierte CAT-Isoforiie hier gezeigten Ergebnisse sprechen
gegen letztere Vermutung. Sowohl die Transportaktiwon hCAT-3 in Oozyten und
U373MG-Zellen wird durch PKC-Aktivierung reduzieats auch die Transportaktivitat der
Isoformen hCAT-1, -2A und-2B. Somit ist es unwahestich, dass eine Erhohung der
System y-Aktivitat auf ein unterschiedliches Verhalten dsinzelnen Isoform auf PKC-
Aktivierung zurlckzufihren ist. Das Phanomen, dasse Aktivierung der PKC
unterschiedliche Auswirkung auf die’-Jransportaktivitat hat, ist wahrscheinlich ein
zellspezifisches Phanomen. Auch unterschiedlichesighsanordnungen, z.B. langere
Inkubationszeiten mit den PKC-Aktivatoren, konnteme Erhohung der L-Arginin—
Transportaktivitat hervorrufen. So zeigte Graf naétiindiger Behandlung von EA.hy 926-
Zellen mit PMA eine leichte Steigerung der hCAT-bteinexpression (1,2-1,5 fach). Die
Transportaktivitat blieb dabei jedoch unverandétaf 1998; Gréakt al, 2001). Krotovaet

al. konnten nach einer Behandlung der Zellen (>4h) PMA eine gesteigerte hCAT-1-
Transportaktivitdt messen (Krotoed al, 2003). Zur Klarung dieser Frage miussen Versuche
mit weiteren Zelllinen und verlangerten Inkubatioeisen vorgenommen werden.
Moglicherweise ergeben sich die unterschiedlicheifiekie auch durch verschiedene
assoziierte Proteine, die den PKC-Effekt vermitieltn weiteren Untersuchungen sollte
versucht werden, Proteine zu identifizieren, di¢ @AT-Proteinen interagieren. So kdnnte
besser verstanden werden, wie die Zelloberflachgwdssion durch diese Proteine reguliert

wird.
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VI  Ausblick

Die verschiedenen CAT-Isoformen bedurfen isoformsgeher Antikdrper, um die
jeweiligen Transporter voneinander unterscheidekérunen. Fur die CAT-3-Isoform und das
verwandte Protein SLC7A4 liegen diese nun vor. Nhhen ist es moglich, die
Gewebeverteilung und subzellulare Lokalisation HEAT-3 und SLC7A4-Proteins weiter
untersuchen zu kénnen und mdgliche assoziierteeifmtzu identifizieren. So konnte
moglicherweise die Funktion des SLC7A4-Proteinsigdén und gegebenenfalls ein Substrat

identifiziert werden, was die Transportfahigkeitiaiert.

Mit den neu gewonnenen Antikorpern kann die Reguiaton hCAT-3 und SLC7A4 durch
Phorbolester noch genauer untersucht werden.

* Mit unterschiedlichen Zellorganellmarkern kénnenmuomfarbungen durchgefihrt
werden, in denen Kolokalisationen untersucht untldan Ergebnissen der Ubrigen
CATs verglichen werden kénnen.

* Auch mit neuen Versuchsanordnungen, z.B. langerudation der hCAT-
exprimierenden Zellen mit PMA oder anderen PKC-gdtioren ermoglichen eine
genauere Beschreibung der SystérTsansportaktivitét.

* Die subzellulare Lokalisation der CAT-Proteine ssheinbar vom Zelltyp abhangig.
Ob die Akkumulation der CAT-Proteine in intrazeflten Vesikeln eine Besonderheit
der Proteine in bestimmten Zellen ist und welchdgAben diese Vesikel besitzen,
muss weiter differenziert werden.

Unsere Experimente konnten kléaren, dass die Aktivig der klassischen PKC den hCAT-3-
vermittelnden Transport signifikant reduziert. Wiei der hCAT-1-Isoform wird auch die
hCAT-3-Aktivitat Uber eine Reduzierung der Zelldtirhen-Expression erniedrigt, wahrend
die Menge an Gesamtprotein unverandert bleibt. Q& r@duzierte Zelloberflachen-
Expression von hCAT-3, wie von Rotmann fur hCAT-drmutet, nicht das Ergebnis einer
direkten Phosphorylierung ist (Rotmaanal, 2004), konnte in Experimenten mit mutierten
PKC-Phosphorylierungsstellen geklart werden. Dech&mismus dieser posttranslationalen
Kontrolle ist noch ungeklart und sollte genauerewsuicht werden. Moglicherweise sind flr
die Regulation der Oberflachen-Expression Protemeeantwortlich, die an die CATs
assoziiert sind. Weitere Untersuchungen wie co-Imi@mbungen und co-

Immunoprazipitationen sollten zum Ziel haben, selPhoteine zu identifizieren.

141



Diskussion

Durchin-vivo-Phosphorylierung von U373MG Glioblastom-Zellen fiRR-markiertem Ortho-

phosphat und anschlieRender Immunprazipitationtesath Weiteren gezeigt werden, ob
hCAT-3 (und SLC7A4) durch PKC phosphoryliert wijuch ob andere Kinasen bei der
Regulation eine ahnliche Aufgabe wie die PKC Ubenmen, sollte untersucht werden. Durch
spezifische Kinaseinhibitoren kénnten die betesiigKinasen identifiziert werden, die bei

einer von der PKC regulierten Kaskade von Bedeusimg

Die hochste Expression von hCAT-3 wurde im Thyme$ugden; in anderen peripheren
Geweben und im Hirn war sie deutlich geringer. §pezifische Rolle, die hCAT-3 in diesen
Geweben spielt, muss in weiteren Untersuchungelysaied werden. Bisher scheint hCAT-3
weitgehend (bis auf fotalen Thymus) auf das embal@intwicklungsstadium beschrankt zu
sein. Daher sollte fotales Gewebe weiterhin auf\dahandensein der hCAT-3-Expression
untersucht werden. AulRer RNAse VerdauungsschutiySea kbnnen dabei die in dieser
Arbeit hergestellten Antikdrper eine wichtige RoBeielen. Sie kdnnen diese Fragen auf

Proteinebene beantworten.
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VIl Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Chazakterung des humanen kationischen
Aminosaure-Transporters 3 (hCAT-3) und mit der Gemeng spezifischer Antikdrper gegen
hCAT-3, mCAT-3 und das verwandte Protein SLC7A4.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dassAT3 glykosyliert und in der
Plasmamembran lokalisiert ist. Transportstudien rE®AT-3-exprimierendenX. laevis
Oozyten demonstrierten einen selektiven Transport kationischen L-Aminosauren. Die
Transporteigenschaften von hCAT-3\(KVmax Trans-Stimulation) &hnelten den der Isoform
hCAT-2B am meisten. Diese Ergebnisse stehen im i@age zu Untersuchungen an CAT-3
von Maus und Ratte, in denen nur eine geringe CAfivAat gezeigt wurde, die zudem
durch neutrale und anionische Aminosauren und dDré&trginin hemmbar war. Die hdchste
Expression von hCAT-3 wurde im Thymus gefunden, wasleutet, dass er nicht auf
neuronale Zellen beschrankt ist. Dieser Befund tsteh Gegensatz zur ausschlief3lich
neuronalen Expression von rCAT-3 bzw. mCAT-3.

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag in der Generierupgzsfischer Antikdrper gegen die C-
Termini des humanen und murinen CAT-3 und des vediem Proteins SLC7A4. Dafur
wurden Antiseren gegen Fusionsproteine zwischen laggtteriellen trpE-Protein und den C-
Termini der jeweiligen Isoform gewonnen. Zur Aufngiung der Antikdrpern wurden
Affinitatssaulen mit Fusionsprotein aus Glutathi®fiTransferase und den jeweils gleichen
carboxyterminalen Aminosauren von hCAT-3, SLC7A4dumCAT-3 hergestellt. Zur
Uberprifung der Spezifitat der Affinitats-aufgeligben Antikdrper wurden Western-Blot-
Analysen mit Lysaten vorX. laevisOozyten durchgefiihrt, die mit cRNA der jeweiligen
Isoform injiziert worden waren. Weiterhin wurdennmane U373MG Glioblastom-Zellen, in
denen die jeweilige Isoform Uberexprimiert wordearwzur Uberprifung der Antikorper
verwendet. Es konnte nachgewiesen werden, dassaliegewonnenen Antikdrper das
jeweilige glykosylierte und deglykosylierte CAT-Rem spezifisch erkannten. Die hCAT-3
Antikorper wurden dazu verwendet die endogene Esgiva in NT2-Teratokarzinom-Zellen
nachzuweisen. Hierbei zeigte sich, dass die infltdaee Expression hoéher war als an der
Zelloberflache. Nur etwa 10-20% des hCAT-3-Gesaatgins wurden an der Zelloberflache
exprimiert. Die gleiche subzellulare Verteilung gtei sich in mit hCAT-3.EGFP stabil
transfizierten U373MG -Zellen.

Um die Auswirkung einer PKC-Aktivierung auf die Aktat und Expression von hCAT-3
untersuchen zu konnen, wurden Transportexperimeame Oozyten und Western-Blot

Analysen mit biotinylierten Zelloberflachen-Protem durchgefihrt. Der PKC-Aktivator
143



Zusammenfassung

PMA reduzierte die hCAT-3 Expression um ca. 35%ursett. Sowohl inX. laevisOozyten,
als auch in U373MG-Zellen war die Verminderung deansportaktivitdt von einer
Reduktion der Zelloberflachen-Expression von hCADB&)leitet. Die Vorbehandlung mit
dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid | (BIM 1) reduerte beide PMA-Effekt. Es ist daher
davon auszugehen, dass die Reduktion der Zell@obgh-Expression durch PKC vermittelt
wurde. Ahnlich wie hCAT-1 scheint auch hCAT-3 durgine klassische PKC, am
wahrscheinlichsten PK& und PKG, herunterreguliert zu werden. Durch konfokale
Mikroskopie von Uberexprimierten hCAT-3.GFP-Kon&tan in U373MG- Zellen konnten
diese Ergebnisse bestatigt werden. Ahnliche Ergsknivurden auch unter Verwendung der
selbst hergestellten Antikdrper gegen den endogb@&T-3 in NT2 Teratokarzinom-Zellen

erzielt.
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