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1 Einleitung

1.1 Einleitung und Ziele der vorliegenden Arbeit

Zellen sind in ihrer Funktion, ihrem Erhalt und ihrer Vermehrung auf das Vorhanden-
sein von Aminosauren angewiesen; diese ermdglichen den reibungslosen Ablauf aller
metabolischen Funktionswege in der Zelle.

Einige Aminosauren kénnen vom Korper nicht eigens hergestellt werden und missen
Uber die Nahrung endogen aufgenommen werden; sie sind fir den Organismus es-
sentiell. In Anbetracht dieser Unverzichtbarkeit einiger Aminosauren fir den Koérper
und der einhergehenden Notwendigkeit des effizienten Haushaltens mit ihnen, ist eine
feinabgestimmte und schnell modifizierbare Steuerung ihrer Aufnahme in die Zelle un-
abdingbar.

Eine bedarfsgerechte Aufnahme von Aminosauren in die Zelle kann nicht durch Diffu-
sion erfolgen, sondern wird Uber spezifische Transportproteine in der Plasmamembran
vermittelt. Bezogen auf die Gruppe der kationischen Aminosauren wird dies Uber ins-
gesamt funf verschiedene Systeme erméglicht (1, 2), von denen in der vorliegenden
Arbeit besonders auf das System der kationischen Aminosauretransporter (CAT) Be-
zug genommen wird, da dieses den Hauptanteil in der Aufnahme jener Aminosauren
leistet. Diese Rolle gesteht ihnm dartber hinaus eine pathophysiologische Bedeutung
in Stoffwechselvorgangen erhdhten Nahrstoffbedarfs, insbesondere in der Pathophy-
siologie (hamato-)onkologischer Erkrankungen (3) ein.

Bezlglich der externen Einflussnahme auf das CAT-System und damit potenziell auf
die Steuerung der Aminosaureversorgung einer Zelle, zeigten Deves et al. experimen-
tell eine mdgliche Beeinflussung der CATs durch N-Ethylmaleinimid (NEM) (4). NEM
stellt ein Imid dar, mit welchem in biochemischen Versuchen Proteine durch einen
Nukleophilen Angriff auf deren Sulfhydryl-Gruppen blockiert werden kénnen. Beyer et
al. identifizierten bezogen auf die CATs die spezifischen und Uber alle CAT-Isoformen
konservierten Cysteinreste an den Positionen 33 und 273 als Angriffspunkt fir NEM
(5).

Zhou et al. verdffentlichten 2010 eine Arbeit, die darlegt, dass Stickstoffmonoxid den
Transport kationischer Aminosauren ebenfalls negativ modulieren kann (6). Es ergibt
sich die These, dass dies mdglicherweise Uber dieselben Cysteinreste, an denen auch
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NEM an die Transporter angreift, vermittelt werden kdnnte. Eine posttranslationale Mo-
difikation in Form einer Nitros(yl)ierung entsprechender Cysteinreste kommt dabei als
zugrundeliegender Mechanismus in Betracht.

Dieses Postulat sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertationsschrift experimentell
durch Transportstudien an in Xenopus laevis-Oozyten exprimierten CATs verifiziert

und auf molekularer Ebene weiter untersucht werden.

Die Synthese, die Integration in die und der Bestand der Membrantransporter in der
Plasmamembran sind aufwendig und bedingt durch aufeinanderfolgende Prozess-
schritte nicht unbedingt direkt modulierbar. Flr einige transmembrandse Transportsys-
teme ist, bezogen auf ihre Transportleistung und -fahigkeit, eine Abhangigkeit von
ihnen assoziierten Proteinen nachgewiesen. Beispielsweise ist der Aminosauretrans-
porter LAT1 auf das ihm assoziierte Glykoprotein ,42Fhc” fiir seine Synthese und
Funktion angewiesen (7).

Derartige Interaktionspartner von Transportern stellen ein schnell angreifbares System
dar, durch welches die Transporteffektivitat zlgig und effizient beeinflusst werden
kann. Fir kationische Aminosauretransporter der CAT-Familie ist bisher kein intera-
gierendes Protein beschrieben worden.

Idee dieser Arbeit zugrunde liegender Versuche war es, mit Hilfe von transfizierten
Saugerzellen eine groBe Menge an kationischen Aminosauretransportern und poten-
ziell assoziierten Bindungspartnern zu gewinnen und durch massenspektrometrische

Analysen mehr Informationen Gber letztere erhalten zu kénnen.

Die Transporter kationischer Aminosauren stellen die Versorgung der Zellen mit Zu-
gehdrigen dieser Aminosauregruppe sicher. Ohne sie wére das Uberleben eines Or-
ganismus nicht denkbar. In Folge dessen ist das detaillierte Verstandnis der Synthese,
Funktion und Funktionsweise der Transporter von enormen wissenschaftlichen Inte-
resse.

Die vorliegende Arbeit versucht diesbezlglich einen Anteil zu leisten und dazu beizu-
tragen, einen der wichtigsten Aufnahmewege von Aminosauren in die Zelle in seiner

Ganzheit weiter zu verstehen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Aminosauren als Grundbausteine der Proteine

Die Expression von Genen und damit die Umsetzung des genetischen Codes in Pro-
teine definiert und ermdglicht das Leben eines Organismus. Aminosauren stellen dabei
die kleinsten Bausteine der Proteine dar. Sie missen stets in ausreichender Menge in

der Zelle vorratig sein, um die Genexpression zu gewahrleisten.

Die proteinogenen, fir den Menschen bedeutenden Aminosauren sind eine
heterogene Gruppe aus Carbonsauren mit einer a-standigen Aminogruppe. Sie lassen
sich nach ihrer Bedeutung flr die Proteinbiosynthese, ihrer (Un-)verzichtbarkeit
bezogen auf die Selbstsyntheseleistung des Organismus, ihren chemischen
Eigenschaften oder ihrer Chiralitdt in diverse Untergruppen kategorisieren. Im
humanen Organismus liegen die proteinogenen Aminosduren ausnahmslos als L-
Enantiomere vor; nur sie kénnen durch die ebenfalls chiralen Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen erkannt und auf tRNAs beladen werden (8). Ist im Folgenden von
humanen proteinogenen Aminosauren die Rede, wird auf die Kennzeichnung als L-
Enantiomer Zugunsten des Leseflusses verzichtet; sie ist als vorausgesetzt
anzunehmen.

Die spezifischen Seitenketten der verschiedenen Aminosauren kdénnen als Protonen-
akzeptor oder -donator wirken. Dies erlaubt eine Einteilung der Aminosauren entspre-
chend ihres Saure-Basen-Verhaltens in neutrale, basische oder saure Aminos&uren.

Eine Aminoséaure gilt als essentiell, wenn ein Organismus diese einerseits fir seine
Proteinbiosynthese bendtigt, sie anderseits nicht endogen herstellen kann, sondern
exogen Uber die Nahrung aufnehmen muss.

Auf den humanen Organismus bezogen, sind Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phe-
nylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin essentiell.

Ist ein Organismus nicht in der Lage, alle erforderlichen Aminosauren selbst zu syn-
thetisieren, wird er als heterotroph deklariert.

Basische Aminosauren, zu denen Arginin, Lysin, die protonierte Form des Histidins
und Ornithin gehéren, besitzen in ihrer Seitenkette einen Protonenakzeptor und spie-
len in den Stoffwechselvorgangen von Saugetierzellen eine zentrale Rolle. Insbeson-

dere die Produktion von Stickstoffmonoxid und Harnstoff ist auf ein ausreichendes
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Substratangebot von Arginin angewiesen. Arginin ist beispielsweise das einzige Sub-
strat fir die endogene NO-Synthese durch die NO-Synthase (9, 10). Die Synthese und
das Recycling von Arginin Uber den NO-Citrullin-Zyklus erleichtert das Decken des
kérpereignen Argininbedarfs (Abbildung 1) neben der exogenen Zufuhr Gber die Nah-
rung. Aus Citrullin und Aspartat kann durch die Argininosuccinat-Synthase Arginino-
succinat und daraus unter Abspaltung von Fumarat durch die Argininosuccinatlyase
Arginin synthetisiert werden. Arginin kann unter Entstehung von Harnsdure von Argi-
nasen zu Ornithin abgebaut werden, welches im Zuge des Harnstoffzyklus mitochond-
rial unter Hinzunahme von Carbamoylphosphat durch die Ornithin-Carbamoyl-Trans-
ferase zu Citrullin zurick reagieren kann.

Proteingebundenes Arginin im Blutplasma wird durch Protein-Methyl-Transferasen
methyliert und proteolytisch freigesetzt. Diese methylierten Argininderivate kénnen

wiederum durch Diemthylarginin-dimethylaminohydrolasen zu Arginin demethyliert

werden.
Zytosol
4 Protein o
/ Kreatin Polyamine NH;* + HCOjy
ADMA lcps
z Agmatin Carbamoyl-
é / phosphat
Aminosaure-
transporter
. : NOS = -
Aspartat Citrullin 1« Arginin —<— Ornithin
AS}( ( n Harnstoffzyklus
Argininosuccinat NO Urea
ASL
\ \ Pyrrolin-5-carboxylat
Fumarat / \
NO-Citrullin-Zyklus Prolin Glutamat

“

Hydroxyprolin

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Harnstoff- und NO -Citrullin-Zyklus.

NO wird durch die NOS enzymatisch aus Arginin unter Entstehung von Citrullin produziert. Citrullin kann
enzymatisch im NO-Citrullin-Zyklus zu Arginin recycelt werden. Citrullin wird dabei mitochondrial im
Harnstoffzyklus aus Ornithin und Carbamoylphosphat durch die OCT und CPS gewonnen.

ADMA s finden sich im Blutplasma des Menschen und stellen methylierte Arginin-Derivate dar. Sie kon-
nen durch die DDAH in Citrullin umgewandelt werden.

ADMA = asymmetrisches Methylarginin, ARG = Arginase, ASL = Argininosuccinatlyase, ASS = Arginino-
succinat-Synthetase, CPS = Carbamoylphosphat-Synthetase, DDAH = Dimethylaminohydrolase, NOS =
NO-Synthase, OCT = Ornithin-Carbamoyl-Transferase.

Modifiziert nach Bratt et al., 2011(11).
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Die Aminosaure Lysin kann vom menschlichen Organismus nicht selbst synthetisiert
werden, sie ist essentiell und muss exogen Uber die Nahrung aufgenommen werden.
Im Vergleich dazu gelten Arginin und Histidin als semi-essentielle Aminosauren, da sie
in begrenzten MaBen auch endogen vom menschlichen Organismus bereitgestellt
werden kénnen (12, 13); nur unter erhéhten Stoffwechselbedingungen reicht diese en-
dogene Produktion nicht aus und ihr Bedarf muss zusatzlich durch die exogene Auf-

nahme gewahrleistet werden (14).
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2.2 Charakterisierung der Aminosauretransportsysteme

Ein Organismus besteht aus heterogenen Zelltypen, die miteinander interagieren und
vernetzt sind; die Abgrenzung von Zellen durch Membranen erméglicht eine Kompar-
timentierung und dartber hinaus ein dem jeweiligen Zelltyp und der Situation ange-

passtes Einstellen des Substrataufkommens.

Die Aufnahme von Substanzen Uber die Zellmembran stellt einen hochkomplexen Vor-
gang dar. Hydrophile Stoffe wie Aminosauren kénnen die Zellmembran nicht diffusio-
nierend passieren; ihre Aufnahme muss Uber spezielle Transportsysteme erfolgen und
erlaubt dartber eine modulierbare Bereitstellung dieser.

Die Transportsysteme fur die verschiedenen Aminosauren variieren in Abhangigkeit
ihrer Substratspezifitdt; ihnen gemein ist der zugrunde liegende Mechanismus des
Carrier-vermittelten-Transportes, der eine direkte Substratbindung erfordert und damit

einhergehend der Michaelis-Menten-Kinetik (Formel s. unten) unterliegt.

Durch die Transporter-individuelle Michaelis-Konstante K,,, wird die Substratkonzent-
ration definiert, die eine halbmaximale Transportgeschwindigkeit ermdglicht; in dieser
Situation ist der Transporter halbgesattigt. Die maximale Kapazitat des Transportsys-
tems ;.. beschreibt die maximale Transportgeschwindigkeit unter gesattigten Trans-
portbedingungen. Resultierend wird die Geschwindigkeit des Aminosauretransports
sowohl durch das Substratangebot als auch durch die Kapazitat des Transporters
selbst bestimmt (15).
/

v, =initiale Transportgeschwindigkeit; v,,,, =maximale Transportgeschwindigkeit; K,,, =
Michaelis-Konstante; ¢ = Substratkonzentration; k,/k; = Geschwindigkeitskonstanten fiir

die Diss- und Assoziationen des Transporter-Substratkomplexes.

Derzeit sind Gber zwanzig verschiedene Transportsysteme flir Aminosauren beschrie-
ben (1, 2).
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2.2.1 Transportsysteme basischer Aminosauren

Far basische Aminos&duren hat man derzeit fiinf Transportsysteme entsprechend ihrer
Transporteigenschaften charakterisiert. Diese werden im Folgenden tabellarisch und
graphisch vorgestellt (Tabelle 1 und Abbildung 2).

Na™-
Transport-— |\, ommen Substrat Abhén- | Quelle
system .
gigkeit
Blastozysten, neutrale und basi- Van Winkle et al.,
Bo+ Birstensaum- + 1985 (16)
sche AS
membran
ot Blastozvsten neutrale und basi- 3 Van Winkle et al.,
Y sche AS, Cystin 1988 (17)
Birstensaum- . Hatanaka et al.,
b membran basische AS Bl 2001 (18)
Erythrozyten, kationische AS, Eleno et al., 1994;
ytL Dinndarm, Niere, | neutrale AS, L- + Deves et al. 1998
Plazenta Glutamin (19, 20)
Closs,1998; Chris-
. ubiquitar, auBer - tensen et al.; 1966,
y Leber kationische AS White et al.; 1982
(15, 21, 22)

Tabelle 1: tabellarische Ubersicht (iber die derzeit beschriebenen Transportsysteme basischer Amino-
sauren.

AS = Aminosauren.

Die Terminologie der basischen Aminosauretransporter ist wie folgt zu erklaren: Der
Index ,+“ zeigt die Substrataffinitat fir basische Aminosauren mit positiver Ladung un-
ter physiologischen pH-Bedingungen an. Der Index ,,0“ steht fir Aminosauren mit neut-
raler Ladung unter oben genannten Bedingungen und die Verwendung von Kleinbuch-
staben flir die Na™-Unabhangigkeit bezliglich der Transportaktivitat. Der Buchstabe ,y“
steht reprasentativ flr Lysin; der Buchstabe ,L* flr Leucin, welches wiederum repra-
sentativ flr groBe, verzweigte Aminosauren steht und der Buchstabe ,b* fir ,broad®,

da diese Transporter ein breites Substratspekirum aufweisen.
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affinitat auch flr neutrale Aminosauren.

CAT-1 CAT-2A CAT-2B CAT-3
Imponer/@[C) C ]‘( ) ; )‘( ; ; )‘( ;

b
... ® O
]

Transportersysteme mit dem GroBbuchstaben ,L* besitzen eine erweiterte Substrat-
o O
&
O ® o

0.+ AT. BO.+ AT’
O ©
o © ® o
O @]
y*LAT1 y*LAT2
\ intrazellulér/
Exporter i Na* extrazellulér
i ®

@ «kationische Aminosauren
neutrale Aminosauren

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Transportsysteme fiir kationische Aminoséauren und
ihre Substrate.

Dargestellt sind die Transporter fir basische Aminos&uren unter Betonung ihrer Funktion als Uberwie-
gende Im- bzw. Exporter. Eine ggf. bestehende Transportabhangigkeit von Natrium ist entsprechend
gekennzeichnet.

Abbildung modifiziert nach Werner et al. 2019 (3).

Alle vorgestellten Systeme, mit Ausnahme des B°*-Systems, sind in ihrer Transport-
funktion energieunabhangig, unterscheiden sich aber in ihrer Interaktion mit neutralen

Aminosauren.

Transporter des Systems b%* wurden erstmals in embryonalen Mauszellen
beschrieben (17). Sie finden sich Uberwiegend in Epithelzellen von Nierentubuli und
des Gastrointestinaltraktes. Sie haben ein Substratspektrum mit einer gleich starken
Affinitat fir neutrale und kationische Aminosauren; transportieren aber zusatzlich auch
Cystin. Man unterscheidet bei ihnen hoch- und niederaffine Varianten. Transporter des
bo*-Systems liegen ahnlich wie die Vertreter des y*L-Systems als Heterodimere vor.
Eine Koexpression mit dem Glykoprotein rBAT (related to systeme bo+*
Aminosauretransporter; schwere Kette) bedingt eine hohe Affinitdt zum Substrat (23,
24). Ein angeborener Defekt des humanen rBAT-Gens kann in einer Hyperexkretion
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von kationischen Aminosauren und Cystin resultieren und ist unteranderem

pathophysiologisch flir die Cystinurie Typ | (24, 25) verantwortlich.

Das System B°+ transportiert kationische und neutrale Aminosauren Na*-abhangig
und wurde erstmals in murinen Blastozysten entdeckt (16). Seine Substratspezifitat ist
ahnlich dem des b®+*-Systems, ist aber um kleine neutrale Aminosauren, wie Alanin
und Serin, erweitert (19).

Transporter des b*-Systems wurden ebenfalls initial in Maus Blastozysten (1) be-
schrieben. Sie haben im Vergleich zu den anderen Vertretern der ,broad®-Systeme die
engste Substratspezifitat, sie sind rein auf kationische Aminosauren beschrankt (1);
dabei ist ihre Affinitat fir Arginin héher als die fir die anderen kationischen Aminosau-
ren (26).

Der Transport kationischer Aminosauren wird jedoch maBgeblich Gber zwei weitere
groBe, Na*-unabhangige Transportsysteme vermittelt, denen wiederum diverse
Carrierproteine mit diszernierenden Eigenschaften zuzuordnen sind.

Bereits 1966 konnte Christensen als erster die Existenz eines spezifischen Transport-
systems flir basische Aminosauren nachweisen (21); er beschrieb das pH- und Na*-
unabhangige, trans-stimulierbare Transportsystem ,,y**“ flr kationische Aminosau-
ren, welches sich bis auf in der Leber in allen untersuchten menschlichen Geweben
(Fibroblasten der Haut, Mastzellen, Hepatom) vorliegend fand (22). Zugehérige diesen
Systems praferieren kationische Aminosauren als Substrat und binden neutrale Ami-
nosauren nur mit geringer Affinitdt und nur unter Anwesenheit von Na*-lonen (27).
Ihre Transportleistung wird im Gegensatz zu der, der Angehérigen des y*L-Systems,
negativ durch N-Ethylmaleinimid (NEM) moduliert (4, 28).

Deves und Chaves et al. charakterisierten 1992 das y*L-System in humanen Erythro-
zyten als ein weiteres Transportsystem flr kationische Aminosauren neben den y*-
Transportern (29). Torrentes et al. identifizierten 1998 die Untergruppen y*LAT1 und
den y*LAT2 (30).

Die y*L-System-Vertreter zeigen bezlglich ihrer Transportaktivitat flr kationische
Aminosauren einen Antiport mit neutralen Aminosauren (31); beide
Aminosauregruppen werden mit hoher Affinitat gebunden (die K,,fur Lysin und Leucin
liegt bei etwa 10M (19)). Der Transport von kationischen Aminosauren ist hierbei Na*-
unabhangig, der von neutralen Na*-abhangig. Bedingt durch den physiologisch

vorherrschenden Natriumgradienten zu Gunsten des Extrazellularraums, kommt es
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folglich tendenziell zu einem Import von basischen und einem Export von neutralen
Aminosauren (31, 32). Dies unterstreicht die vorherrschende Rolle des y*L-Systems
in Organen des Nahrstoffaustausches; insbesondere in Epithelien des Dinndarms, der
Plazenta und der Nierentubuli. Aber auch in Erythrozyten zeigen sich die y*L-Vertreter
zahlreich.

Vertreter des y*L-Systems liegen ebenfalls wie die Transporter des Systems b+ als
Heterodimer vor. Sie sind mit dem Glykoprotein ,4F2hc” (CD98; SLC3A1 oder A2) as-
soziiert. Dabei stellen die Carrierproteine der y*LAT-Familie die leichten Ketten und
das Glykoprotein die schwere Kette des Heterodimers dar. Die Bindung zwischen
schwerer und leichter Kette erfolgt tber Cysteinbriicken und ist essenziell fir die In-
tegration des Transporters in die Zellplasmamembran (30, 33, 34).

y*L-Transporter werden auch als Vertreter der solute carrier family 7 (SLC7) bezeich-
net, obwohl sie nur in etwa einem Finftel ihrer Sequenz (33) mit der der y*-Vertreter
Ubereinstimmen. Sie sind im Gegensatz zu den y*-Vertretern nicht glykosyliert und
haben zwei Transmembrandomanen weniger als diese.

Die lysinurische Proteinintoleranz kann pathognomonisch von einem autosomal-
rezessiv-vererbten Defekt des y*LAT1 abgeleitet werden (35). Hierbei kommt es
einerseits zu einer intrazellularen Anreicherung von kationischen Aminosauren und
anderseits zu einer verminderten Aufnahme von basischen Aminosduren aus der
Nahrung Uber den Diinndarm und zu einer reduzierten Rickresorption dieser Gber die
Niere. Unbehandelt resultiert eine Mangelerndhrung mit weitreichenden Folgen wie
mentaler Retardierung, chronischer Nierenfunktionseinschrankung, hamatologische
Anomalien und pulmonaler Beteiligung (36, 37).

Die verminderte Arginin-Aufnahme bedingt eine Einschrankung des Harnstoffzyklus
mit Anreicherung des vor allem zentralnervds toxischen Metabolits Ammoniak, welche

bis hin zu einem hyperammonischen Koma fiihren kann (38, 39).

Experimentelle Studien dieser Arbeit wurden an Vertretern des y*-Systems durchge-
fahrt. In Folge dessen folgt eine detaillierte Darstellung und Charakterisierung der Ver-
treter diesen Systems.
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2.2.2 Carrierproteine des y*-Systems

Die Carrierproteine des y*-Systems werden kationische Aminos&uretransporter (CAT)
genannt, da sie, wie bereits eingangs beschrieben, vorzugsweise kationische Amino-
sauren mit hoher Affinitat binden. Der Transport der kationischen Aminosauren findet
dabei pH- und Na*-unabhangig, der von neutralen Aminosauren mit geringer Affinitat
und Na*-abhangig statt.

Sie gehdren der SLC7-Familie an und lassen sich in die Subgruppen CAT-1 (SLC7A1)
und im erweiterten Sinne in die Subgruppen CAT-2B (SLCA2B) und CAT-3 (SLC7A3)
differenzieren. Darliber hinaus existiert eine weitere CAT-2-Isoform, der CAT-2A, wel-
cher nicht dem y*-System zugeordnet wird und eine Splei3-Variante des CAT-2B dar-
stellt. Beide CAT-2-Isoformen unterscheiden sich lediglich in einer Sequenz von 42
Aminosauren im Bereich der vierten intrazellularen Schleife und der neunten Trans-
membrandomane (40-45). In dieser Sequenz ist die funktionelle Domane der Trans-
porter lokalisiert (41), sodass beide Isoformen erheblich in ihren Transporteigenschaf-
ten variieren.

Zwischen den Aminosauresequenzen der CAT-Vertreter verschiedener Saugerspe-
zies, insbesondere auf die CAT-2-Isoformen bezogen, liegt ein hoher Grad an Konser-
vierung vor. Die Aminosauresequenzen des hCAT-2A und des hCAT-2B zeigen eine
(iber 90%-ige Ubereinstimmung mit den entsprechenden Sequenzen der murinen
CAT-Isoformen; im Transportfunktions-determinierenden Bereich unterscheiden sie
sich lediglich in einem Rest (40). Die korrespondierende Doméane im CAT-1-Protein
zeigt zwischen den humanen und murinen Vertretern eine Divergenz von sieben Res-
ten; zwischen den murinen und Ratten-CATs liegt in diesem Bereich hingegen eine
100 %-ige Ubereinstimmung vor (40). Das Ausmaf der Konservierung zwischen den
CAT-Vertretern verschiedener Saugerspezies ist der Beweis fiir die gro3e Bedeutung
der CATs flr die Aminosaureversorgung der Saugerzellen. Evolutionsbiologisch be-
trachtet hat sich die Versorgung mit kationischen Aminosauren tber dieses Transport-
system als vorteilhaft erwiesen und hat speziesibergreifend Bestand gefunden. Die
groBere Ubereinstimmung der Aminosduresequenz zwischen Ratten und murinen
CATs im Vergleich zu den humanen Isoformen kdnnte im Zuge der phylogenetisch

naheren Abstammung erklart werden.
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Abbildung 3: Topografiemodel der kationischen Aminoséauretransporter.

Modellvorstellung mit 14 Transmembrandoméanen. Eingezeichnet sind die in allen hCAT-Isoformen kon-
servierten Cysteinreste, davon in Rot hervorgehoben die Cysteinreste 33 und 273, die die NEM-vermit-
telte Funktionshemmung umsetzen, sowie die N-Glykosylierungsstellen 157 (hCAT-2A und -2B), 227
und 239 (hCAT-1, -2A und -2B).

Darstellung angelehnt an Habermeier et al., 2003 (46) und Verrey et al., 2004 (33).

Alle CAT-Isoformen zeigen auf molekularer Ebene eine scheinbar dhnliche Topografie
bezlglich Anzahl ihrer Transmembrandoméanen, Lage des N- und C-Terminus und pu-
tativen Glykosylierungsstellen (Abbildung 3). Dies und die Existenz nur weniger funk-
tionstlchtiger SLC7-Polymorphismen (47) impliziert, dass die Transportfunktion dieser
Proteine nur wenig Varianz in ihrer Proteinsequenz erlaubt und erklart die &hnlichen
Transporteigenschaften der CAT-Isoformen bezlglich Substratspezifitdt und Trans-
portabhdngigkeit von externen Faktoren.

Das gangigste Strukturmodell, basierend auf Hydrophobizitats-Analysen, beschreibt
die Carrier-Struktur mit 14 Transmembrandoméanen (47, 48) und steht damit in Kon-
kurrenz zu dem Modell von Reizer et al. (49) welches die Existenz von lediglich 12
Transmembrandomanen vorschlagt. Dieses Postulat bleibt unter Berlicksichtigung ex-
perimenteller Studien von Closs und Boissel et al. (47) als kritisch zu werten.

Die Lage des N- und C-Terminus der Transporter ist intrazellular zu erwarten (50). Im
murinen Organismus weist der CAT-1 zwei (in der dritten extrazellularen Schleife an
Position 227 und 239 nach 14-TM-Modell), der CAT-2A und der -2B drei (zusétzlich in
der zweiten extrazelluldren Schleife an Position 157) putative Glykosylierungsstellen
auf (46). Diese kdénnen als posttranslationale Modifikation N-glykosyliert und dartber
gegebenenfalls die Transportfunktion der CAT-Vertreter moduliert werden; beispiels-
weise zeigten Kim et al. 1993 (51) eine Abnahme der transportieren Arginin-Menge
tber den mCAT-1 um ca. 50 % bei Stérung der N-Glykosylierung von Cysteinresten

des Transporters im Uberexpressionssystem Xenopus laevis-Oozyte.
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Neben den bereits aufgefiihrten CAT-Isoformen konnten zwei weitere Vertreter des y*-
Systems, der SLC7A4 (52) und der KIAA (SLC7A14)(53), identifiziert werden.

In Uberexpressionsstudien mit Xenopus laevis-Oozyten konnte fiir den SLC7A4 bisher
keine Transportaktivitat weder flr kationische noch flr neutrale oder anionische Ami-
nosauren oder flr das Polyamin Putrescin bewiesen werden; auch in Zellkulturversu-
chen mit humanen Glioblastomzellen fiihrte eine Uberexpression des SLC7A4 zu kei-
ner gesteigerten Arginin-Aufnahme in diese Zelle (54).

Der KIAA nimmt vermutlich eine Rolle als lysosomaler Aminosauretransporter ein (53,
55, 56).

Eine ebengleiche Abhangigkeit von einem assoziierten Protein wie fir das y*L-System
und das Glykoprotein ,4F2hc* beschrieben, lie3 sich bisweilen fur keinen Vertreter des
y*-Systems nachweisen. Im Anbetracht der ungeklarten Rolle des SLC7A4 und
seinem mangelnden Anteil am Aminosauretransport und dem Uberwiegend
intrazellularem Nachweis des SLC7A14s liegt die These nahe, dass auch Vertreter
des y*-Systems auf einen assoziierten Bindungspartner fir ihre korrekte Integration in

die Plasmamembran und ihre Transportfunktion angewiesen sein kénnten.

CAT-1 (SLC7A1)

Der 67kDa groBe CAT-1 stellt den Hauptvertreter der y*-Carrierproteine dar. 1989
wurde er zunachst von Albritton et al. als ein Rezeptor flr ekotrope murine Leukamie-
Viren beschrieben (48); das Aufschlisseln seiner Bedeutung als Transportsystem far
basische Aminosauren folgte erst zwei Jahre drauf (57, 58).

Die Transportfunktion des CAT-1-Proteins ist fir die Zelle essenziell, da es zum einen
mit Ausnahme von hepatischem Gewebe ubiquitar im humanen Organismus vor-
kommt (33, 47, 59), sich zum anderen ein angeborener Verlust des CAT-1-Proteins in
CAT-1" Knockout-Mausen postnatal binnen weniger als 24 Stunden als letal erwiesen
hat (60) und dartber hinaus keine mit dem Leben vereinbaren Defekte des CAT-1-
Proteins in vivo bekannt sind.

Unter den CAT-Subgruppen weist er mit 70—250 uM die héchste Affinitat fir Arginin
auf (57, 58, 61).

Der CAT-1 zeigt im Kontrast zu den Isoformen CAT-2B und -3 beziglich seiner
Transportleistung eine starke trans-Stimulierbarkeit durch sein Substrat (40, 58). Dies
bedeutet, dass die Transportrate des CAT-1-Proteins durch Steigerung der
Substratmenge auf der trans-Seite, also der Seite, zu der hin transportiert wird (in
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diesem Falle zur Plasmamembran hin), gesteigert werden kann. Hintergrund dabei ist,
dass ein Carrier sich im beladenen Zustand schneller als im unbeladenen Zustand
wieder zur cis-Seite wenden kann und damit der nachste Transportvorgang des
Substrats von cis nach trans schneller erfolgt. Gesamtbetrachtet finden so mehr
Transportvorgange pro Zeiteinheit statt. Vergleicht man den Arginin-Efflux von hCAT-
1 Uberexprimierenden Xenopus laevis-Oozyten bei einer Inkubation in einer 0,1 mM
Arginin-Lésung mit dem von Uberexprimierenden Oozyten bei einer Inkubation in einer
Arginin-freien Lésung, ist der Efflux unter ersterem um den Faktor zehn héher, also
deutlich trans-stimulierbar (40, 58). Bei einer hCAT-2A-Uberexpression ergibt sich
selbst bei Arginin-Konzentrationen von 0,25mM keine signifikante Anderung des
Arginin-Effluxes (40).

Eine Steigerung der CAT-1-vermittelten Aufnahme von basischen Aminosauren bei
gleichzeitig verminderter Abgabe dieser kann auBBerdem durch eine Hyperpolarisation
der Plasmamembran erreicht werden (62-64). Alle anderen CAT-Isoformen zeigen we-
niger Beeinflussung durch eine Anderung des Membranpotenzials und eine geringere
trans-Stimulierbarkeit.

CAT-2A (SLC7A2A)

Der Carrier CAT-2A nimmt im Rahmen der CAT-Proteine eine Sonderrolle ein; er wirkt
mehr als ein unidirektionaler Transporter, weniger als ein Austauscher; ist in seiner
Transportaktivitat pH-abhangig und wenig trans-stimulierbar.

Der CAT-2A dominiert in hepatischem Gewebe.

Seine Affinitat (K,,) fur den Arginin-Transport liegt mit 2-5mM deutlich unter der, der
anderen CAT-Isoformen (Tabelle 2), seine maximale Transportgeschwindigkeit (V,,qx)
jedoch deutlich Uber der, der anderen hCAT-Vertreter (Tabelle 2). Um seine hohe V4,
bei gleichzeitiger niedriger K,,, Uberhaupt erreichen zu kénnen, bendtigt der CAT-2A
eine hdhere Konzentration an Substrat. Dies ist vor allem fiir die postprandiale Auf-
nahme basischer Aminosduren von Interesse; bei hohen Plasmakonzentrationen an
kationischen Aminosauren kénnen diese auch an den niederaffinen CAT-2A binden,
der diese sehr schnell nach intrazellular aufnehmen kann.

Bedingt durch diese Charaktereigenschaften gehdrt der CAT-2A nicht dem y*-System

an.
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hCAT- Voo
Vertreter K [WM] [nmol/Oozyte/h] Quellen
hCAT-1 20-250 16-1.8 Kim et al., 1991; Wang et al., 1991;

Hatzoglou et al., 2004 (57, 58, 61)

hCAT-2A | 2000—-5000 | 22-84
7 Hosokawa et al., 1997: Ito et al., 1997;

hCAT-2B | 38—380 1,2-4,0 Hosokawa et al., 1999; Vekony et al.,
2001 (65-68)

hCAT-3 | 40-450 1,4

Tabelle 2: K,,, und V.4, flr Arginin der verschiedenen hCAT-Isoformen.

CAT-2B (SLC7A2B)
Die SpleiBvariante des CAT-2As, der CAT-2B, zeigt nur nach Stimulation durch Zyto-

kine und Lipopolysaccharide eine signifikante Expression. Dies legt eine Bedeutung
des CAT-2Bs fiir die Immunabwehr nahe; beispielsweise kann so gezielt und bedarfs-

gerecht die Hochregulierung der NO-Synthase in Makrophagen initiiert werden (69).

CAT-3 (SLC7A3)

Der CAT-3 hat seine Hauptfunktion in der Embryonalentwicklung. Zu diesem Zeitpunkt
tbernimmt er einen entscheidenden Anteil des Aminosauretransports in die Zelle; dies
erklart vermutlich, wieso CAT-17- Knockoutm&use nur pranatal lebensfahig sind.

In adultem Gewebe ist er weiterhin in Hirn, Thymus, Uterus und Testis nachweisbar
(68), seine Funktion in diesen Geweben bleibt aber bisweilen nicht vollstandig geklart
(70).

2014 schrieben Gu et al. dem CAT-3 in Zebrafischen eine regulierende Rolle in der
Oxidation von Leberfettsauren und damit einen potenziellen Zusammenhang in der
Pathogenese der nichtalkoholischen Fettleberkrankheit zu (71). Sie zeigten, dass ein
funktioneller Defekt des CAT-3-Proteins und damit der Arginin-abh&ngigen NO-
Synthese in Zebrafischen zu einer Steatosis der Leber fihrt. Ferner belegten sie auch
auf den humanen Organismus bezogen einen Zusammenhang zwischen dem Abbau
von SLC7A3-Proteinen und einer hepatischen Lipidakkumulation; vermittelt Gber den
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor-Gamma-Coaktivator-1-a-Signalweg.
2015 fanden Nava et al. einen mdglichen Zusammenhang zwischen einer Missens-
Mutation in dem fir den SLC7A3 codierenden Bereich des X-Chromosoms und dem
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Auftreten von Stérungen des Autismus-Formenkreises bei Mannern (72). In Funktions-
analysen der Missens-Mutationen der Probandenproben konnte gezeigt werden, dass
zwei der vier gefundenen Varianten zu einer reduzierten Proteinstabilitat oder einer
abnormalen Transportfunktion des hCAT-3-Proteins fihrten (72).
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2.3 Biochemische Grundlagen der Stickstoff-Signalwirkung in Bezug auf

die Reaktion mit Cysteinresten in y*-Transportern

Nachdem Deves et al. 1993 experimentell darlegten, dass y*-Transporter in Erythro-
zyten durch N-Ethylmaleinimid (NEM) inhibierbar sind (4), konnten Bayer et al. 2013
dieses Phanomen in Expressionsstudien mit Xenopus laevis-Oozyten weiter auf-
schlisseln (5). Alle hCAT-Isoformen sind durch NEM gleichermaB3en inhibierbar; folg-
lich kommen flir die NEM-vermittelte Hemmung nur Cysteinreste in Betracht, die in
allen hCAT-Isoformen konserviert sind (Cysteinrest 33, 85, 264, 273, 299, 347, 427;
Beyer et al., 2013, (5)). Durch gezielte Expression von hCAT-2A-Einzelmutanten mit
Mutation in jeweils einem dieser Cysteinreste, lieBen sich zwei der aufgefihrten Cys-
teinreste (Cysteinrest 33 und 273) als Angriffspunkte fir NEM herausarbeiten.

Auf molekularer Ebene erfolgt die Transporthemmung durch eine Alkylierung von Sul-
fhydrylgruppen unter Entstehung von Thioether an diesen Cysteinresten.

Konsequent leitet sich die Frage ab, ob eine Transporthemmung an diesen Cystein-
resten auch durch andere posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise einer
S-Nitros(yl)ierung oder Palmitoylierung, stattfinden kdnnte.

2010 lieferten Zhou et al. dazu einen moéglichen Ansatz (6); sie zeigten, dass eine
Stimulierbarkeit der NO-Synthese in Rattenherzmuskelzellen mit einer Hemmung des
Arginin-Transports einhergeht. Die Autoren auBerten die Vermutung, dass dies mog-
licherweise Uber eine S-Nitrosylierung an Cysteinresten der in diesen Zellen exprimier-
ten CATs vermittelt werden kdnnte.

Bereits ein Jahr vor dieser Entdeckung publizierten Casanello et al. Gber den Einfluss
von NO-Donatoren auf die Transportleistung kationischer Aminosauretransporter (73).
Sie beschrieben fir Endothelzellen aus Nabelschnurvenen intrauterin wachstumsre-
tardierter Embryonen kontrar zu Zhou et al. eine Zunahme der Argininaufnahme in die
Zelle unter Zugabe des NO-Donors SNAP (S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin).

Flores et al. diskutierten 2003, dass Stickstoffmonoxid méglicherweise nicht direkt an
kationische Aminosauretransporter angreift, sondern dass die NO-vermittelte Modula-
tion Ober indirekte Mechanismen, wie Membranhyperpolarisation, vonstattengehen
kénnte (74).

Shin et al. bestarkten diese These 2011 durch eine entscheidende Arbeit Gber das ,L-

Arginin-Paradoxon® (75).
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Dieses Paradoxon beschreibt das Phanomen einer weiteren Zunahme der
endothelialen NO-Synthase-Aktivitat (eNOS-) durch externe Argininaufnahme in die
Zellen bei bereits vorhandener hoher intrazellularer Arginin-Konzentration (10). Dies
tritt in vivo nur unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen, wie sie
beispielsweise bei Hypercholesterindmie oder Hypertonie vorliegen, auf (76, 77).

Die K,,, der eNOS lasst fir Arginin eine intrazellulare Konzentration von 3uM (78, 79)
erwarten, die intrazellular physiologisch vorherrschende Konzentration in vivo liegt je-
doch wahrscheinlich sogar Uber der extrazellularen Plasmakonzentration von Arginin
(80-100um, Bode Boger et al., 2007, (80)) und damit deutlich Uber der durch die K,,
der eNOS berechneten Konzentration. Eine Erhéhung der Arginin-Konzentration
wirde folglich in der Theorie keinen Einfluss auf die NO-Produktion nehmen kénnen.
Einige Studiendaten in vivo belegen jedoch ebenfalls einen (temporaren) Benefit einer
Arginin-Supplementierung zumindest flr Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
bezlglich ihrer Belastungsfahigkeit (81, 82). Andere Arbeitsgruppen sehen keinen po-
sitiven Effekt in der therapeutischen Arginin-Supplementierung bei Patienten mit kar-
diovaskularen Erkrankungen (83).

Shin et al. erklaren sich das ,L-Arginin-Paradoxon” dartiber, dass sich die NO-Produk-
tion einer Zelle zwar unabhangig von dem vorhandenem intrazelluldren Arginin-Ange-
bot, aber abhdngig von dem extrazellularen Angebot und damit abh&ngig von der tber
kationische Aminosauretransporter aufgenommenen Arginin-Menge zeigt (75). Dieses
Postulat steht allerdings kontrar zu den Ergebnissen von Simon et al. (84), die die
intrazellulare Arginin-Menge in Endothelzellen durch die Arginin-Synthese Uber den
NO-Citrullin-Zyklus und durch Proteinolyse als vollkommen unabhangig vom extrazel-
lularen Arginin-Angebot werten.

AbschlieBend sei festgehalten, dass das ,L-Arginin-Paradoxon® weiterhin nicht in toto

verstanden ist und das dessen Aufschlisselung weiterer Forschungsarbeit bedarf.
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2.3.1 Grundlagen der Bildung von S-Nitrosothiolen

Obwohl NO durch sein freies Elektronenpaar als Reaktionspartner bereitsteht, ist es in
seiner Reaktionsbereitschaft unerwartet trage (85). Dies gesteht ihm eine Sonderrolle
unter den Radikalen ein und ermdglicht ihm eine verzégerte Signalwirkung auch au-
Berhalb der NO-produzierenden Zelle.

Um den potenziellen Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die Transportleistung der
CATs untersuchen zu kdnnen, ist es essenziell, sich vorab mit den chemischen Grund-
lagen der Interaktion von NO und seinen Zielstrukturen auseinanderzusetzen. Insbe-
sondere die Wechselbeziehungen zwischen NO mit Thiyl-Radikalen bzw.zwischen
NO* und Thiolen ist in Bezug auf die CATs von besonderer Wichtigkeit und miindet in

beiden Fallen in der Entstehung von S-Nitrosothiolen (SNO).

Posttranslationale Modifikationen an Proteinen werden terminologisch oftmals mit dem
Suffix ,-ylierung“ gekennzeichnet. In Bezug auf die Wirkung von NO bzw. NO* definiert
das Suffix ,-ylierung“ eindeutig den Prozess, der zu dem Produkt, in diesem Fall SNO-
Formationen, gefthrt hat. Die Bezeichnung ,Nitros-ylierung“ definiert nicht die Addition
von NO an Molekile im Allgemeinen, sondern bezieht sich rein auf die direkte Bindung
von NO an Thiyl-Radikalen in Cysteinresten. Eine Bindung zwischen Nitrosoniumionen
(NO™) und Thiolen ist korrekterweise als Nitrosierung zu bezeichnen. Beide Reakti-
onswege fihren jedoch zur Entstehung von SNO-Formationen. Eine einwandfreie Dif-
ferenzierung zwischen Nitrosylierung und Nitrosierung ist anzustreben, um den Pro-

zess, der zu dem gewlinschten Produkt gefiihrt hat, klar zu differenzieren.

Nitrosierung

Ein Nitrosoniumion (NO*) ist in der Lage, eine Nitrosierung durch Addition an eine
nukleophile Gruppe seines Reaktionspartners, wie beispielsweise an ein Amin oder
ein Thiol, zu bewirken.

Die dabei vorliegende Bindung zwischen dem elektronenbereitstellendem Nukleophil
und NO™ stellt ein Konglomerat aus ionischer und kovalenter Bindung dar und weist
damit Charakteristika beider Bindungstypen auf (86).

Der Angriff des Nukleophils auf das elektrophile Atom des Elektronendonators resul-
tiert in einer Elektronenpaardonation zwischen Nucleophil und NO*:

R-S":[N*=0 o N*=0:] » [Nuc=N =0 & Nuc™ NO* |
N

R = Protein mit Cysteinrest
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Die Halbwertszeit von NO™* liegt im wassrigen Milieu im Sekundenbereich (ca. 445s,
(87)), sodass eine Nitrosierung in vitro effizienter durch die NO*-Bereitstellung durch
NO™*-Donatoren als durch das Generieren von NO* durch einen nukleophilen Angriff

an NO gelingt.

(Trans-) Nitrosylierung

Neben einer Addition von NO* an die Nukleophile Gruppe eines Molekiils, kann Stick-
stoffmonoxid auch direkt als Ligand gebunden werden; man spricht in diesem Zusam-
menhang von einer Nitrosylierung. Voraussetzung fir die direkte Bindung ist das Vor-
liegen des Thiols in oxidierter Form als Thiyl-Radikal. Eine Oxidation von Thiolen zu
Thiyl-Radikalen lauft in vivo klassischerweise durch eine Reaktion mit Oxidantien wie
HO -, HOO - oder NO,, - ab.

RSH - RS-+e  + H*
RSH = Thiol; RS - = Thiyl

Zur Betonung des vorangehenden Oxidationsschrittes vom Thiol zum Thiyl-Radikal
spricht man an dieser Stelle auch von einer oxidativen Nitrosylierung.

RS-+ NO-- RS—NO
RS - = Thiyl; S — NO = S-Nitrosothiol

Urspringlich rihrt der Terminus der Nitrosylierung von der Reaktion zwischen Stick-
stoffmonoxid und den Metallzentren seiner Reaktionspartner und der resultierenden
Bildung von Metall-Nitrosyl-Komplexen (88) her.

X-+NO--» X—NO
X = Metall, Radikale Gruppe

Das Geschehen einer Nitrosylierung in vivo hangt von dem Vorhandensein entspre-
chender Thiyl-Radikalen, sowie von der Verfligbarkeit konkurrierender Reaktions-
partner wie Thiole ab. In vielen Enzymen sind Cystein-Thiyl-Radikale im Bereich ihrer
enzymatischen Aktivitat lokalisiert; eine Nitrosylierung an dieser Stelle kann die En-
zymfunktion beeinflussen.

Thiyl-Radikale kénnen jedoch auch zu stabileren Bindungen, wie Disulfide weiter rea-
gieren. Die Entstehung von SNO-Formationen hangt also ebenfalls entscheidend von
der Verflgbarkeit von NO ab.
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Eine haufige und bedeutende Modifikation durch Stickstoffmonoxid stellt die Generie-
rung von S-Nitrosothiolen durch Ubertragung von NO*-Gruppen zwischen S-Nitro-
sothiolen dar. Anand und Stammler haben diesen Mechanismus 2012 urspriinglich als
Trans-Nitrosylierung beschrieben (89); unter Berlicksichtigung der zugrundeliegen-
den Chemie ist jedoch eher von einer Trans-Nitrosierung zu sprechen. In Analogie
zum Mechanismus der Nitrosierung lauft hier ein Angriff des einen Reaktionspartners
(R'"; z.B. ein Thiol) auf den anderen Reaktionspartner (R; Stickstoffatom des S-Nitro-
sothiols) ab und NO bindet nicht direkt als Ligand.

RS —NO + R'SH - RSH+R'S—-NO
R = Alkylrest; S — NO = S-Nitrosothiol

Unter Berlicksichtigung der kurzen Halbwertszeit von NO* kann die Oxidation durch
dieses direkt nur unzureichend vermittelt werden und muss Uber die Entstehung des
stabileren Distickstofftrioxids (N,03) geschehen.

Eine Reaktion zwischen Stickstoffmono- und Stickstoffdioxid ergibt das gewilnschte
Distickstofftrioxid, welches im FlieBgleichgewicht wieder in NO* und NO; riickreagie-

ren und somit im Sinne eines NO*-Donors NO*-lonen bereitstellen kann.
NO + NO, & N,04

In Gegenwart eines Nukleophils, z.B. eines Thiols, erfolgt die Ubertragung des NO*-

lons auf dieses unter Entstehung eines S-Nitrosothiols.
N,0; + RS~ = RSNO + NO;

Zusammenfassend lauft eine Nitrosierung Uber die Zwischenstufe des Distickstofftri-
oxids immer dann ab, wenn NO; unter Anwesenheit von NO gebildet wird.
Dies geschieht beispielsweise bei der Autooxidation von Stickstoffmonoxid.
Eine derartige Autooxidation lauft musterhaft bei der Reaktion von NO-lonen mit
Superoxidanionen (05) bei einem Vorliegen derer in einem Verhaltnis von dreien-zu-

einem (90) ab.
3NO + 0; & N,0; + NO;

Unter physiologischen Bedingungen geschieht dies jedoch trage (86); eine Komparti-
mentierung der Zelle und eine damit einhergehende Anreicherung von NO- und 03 -

Molekllen oder eine alternative Gewinnung von Distickstofftrioxid tGber andere Reak-
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tionswege scheinen in vivo von Noten. NO- und 03 -Molekulle kdnnen sich im hydro-
phoben Milieu der Zellplasmamembran anreichern und so die N,05-Bildung beschleu-

nigen (91).
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2.4 Interaktionspartner von Proteinen

Bindungspartner von Proteinen werden im Allgemeinen als Liganden bezeichnet. Ein
Ligand kann ein komplexes Molekdl, beispielsweise ein weiteres Protein oder ein Xe-
nobiotikum, aber auch ein Grundbaustoff wie ein Kohlenhydrat, Lipid, eine Aminosaure
oder Nukleinsdure sein.

Die Tertiarstruktur von Proteinen, determiniert durch die Art und Konformation ihrer
Aminosaureseitenketten, bedingt ihre hohe Selektivitat bezlglich ihrer Ligandenwahl.
Die Bindung der entsprechenden Liganden erfolgt meist spezifisch nach dem
~Schlissel-Schloss-Prinzip® und wird Gber nicht-kovalente Bindungen vermittelt. Nicht-
kovalente Bindungen sind schwache Bindungen mit einem Energiegehalt von maximal
30 kd/mol (92) und damit von weniger als einem Zehntel des Energiegehalts kovalenter
Bindungen. Ihre Reichweiten liegen damit gewdhnlich unter denen von kovalenten
Bindungen. Dies ermdglicht ein schnelles Diss- und Assoziieren von Ligand und
Protein und stellt damit ein schnell modulierbares System dar.

Die Bindung zwischen Ligand und Protein I6st in der Regel eine Verdnderung in der
Konformation oder der Reaktionsbereitschaft des bindenden Proteins aus. Dies min-
det gewdhnlich in einer Folgereaktion, die ohne Bindung des Liganden nicht mdglich
gewesen ware. In Bezug auf ein Transportprotein flhrt dies zur Translokation des Lig-

anden.

2.4.1 Zellmembrantransportproteine und ihnen assoziierte Interaktionspartner

Viele Zellmembrantransportproteine bendétigen fiir ihre Integration oder ihre volle Funk-
tionstlichtigkeit einen assoziierten Bindungspartner; beispielsweise hat man fir das
Multidrug Resistance Proteine 4 (MRP4) die Notwendigkeit einer Interaktion mit dem
ERM-bindenden Phosphatprotein 50 (EBP50) oder mit Vertretern der ERM-Familie
nachgewiesen (93).

In Bezug auf einen Transporter kann die Interaktion mit einem Liganden fir die Syn-
these des Transporters, seine Integration am Zielort (z. B.in die Plasmamembran) und
flr seine Stabilitat am Zielort auch wahrend des Transportvorgangs notwendig sein.

Der Glukosetransporter Typ 4 (GLUT4) (SLC2A4) ist ein Membrantransporter fur die
Insulingesteuerte Aufnahme von Glukose in die Zelle (94). Wenn Insulin an den Insu-

linrezeptor bindet und dessen Tyrosinkinase aktiviert, wird eine Signalkaskade indu-
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ziert, welche durch Proteininteraktionen zur Translokation des in Membranvesikeln ge-
lagerten GLUT4 in die Zellmembran fihrt (95). Dies ist ein Paradebeispiel fir die
Translokalisation eines Transportproteins zu seinem Zielort durch Bindung mit ihm as-
soziierter Proteine.

Wie bereits vorangehend beschrieben, brauchen auch die Vertreter des y*L-Systems
einen Bindungspartner fir ihre Stabilitat, ihre Integration in die Plasmazellmembran
(96) und auf den LAT1 bezogen seine vollstandige Transportfahigkeit (7). 1998 konn-
ten Kanai et al. diesen Bindungspartner in Form des 85kDa groBen (96) Glykoproteins
4F2hc (SLC3A2)“ identifizieren (97).

Yan et al. schlisselten 2019 die Proteininteraktion zwischen den LAT1-Transportern
und ihrem Bindungspartner ,4F2hc* weiter auf. Sie fanden heraus, dass die starken
extra- und intrazellularen Interaktionen (98) zwischen ,4F2hc* und dem LAT1-Trans-
porter den Transport von Aminosauren Uber diesen Transporter Uberhaupt erst ermég-
lichen (7). ,4F2hc* halt dabei insbesondere die Gerlistdomane des LAT1 in der Zell-
membran und stabilisiert so den Transporter wahrend des Transportvorgangs und
wahrend der damit einhergehenden Konformationsanderungen in der Membran (Ab-
bildung 4) (7).

Nach Innen gerichtet Nach AuBen gerichtet

4F2hc

LAT-1
Gerist-Doméane

LAT-1
Transportbereich

0o\ O
NV \O

Substrat

Abbildung 4: Modelvorstellung der Interaktion zwischen dem LAT-1 und seinem assoziierten
Glykoprotein ,,4F2hc”.

Die Abbildung zeigt die Assoziation zwischen dem LAT1 und seinem Interaktionspartner ,4F2hc* an der
GerlUstdoméne und die moglicherweise daraus resultierende stabilisierende Bedeutung des ,4F2hc“s
fir den LAT1 in der Plasmamembran wéhrend seines Transportvorganges.

Abbildung modifiziert nach Yan et al., 2019 (7).
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Ein weiteres Beispiel flr eine Glykoprotein-vermittelte Abhangigkeit eines Membran-
transporters fiir seine Translokation in die Plasmamembran stellen das b%+System
und das Glykoprotein ,fBAT" dar. Reig et al. zeigten 2002 in HelLa-Zellen, dass es
einer Koexpression von b%+Transportern und ,yfBAT* bedarf, um den b%*-Transporter

in die Plasmamembran zu integrieren (99).

Zum gegenwartigen Zeitpunkt steht der Nachweis eines potenziellen Bindungspart-
ners flr die Vertreter des y*-Systems in Analogie aus.

Dennoch scheint die Existenz eines solchen interagierenden Proteins denkbar.
Beispielsweise kdnnte die Existenz eines Bindungspartners fir den SLC7A4 erklaren,
wieso bisher in Uberexpressionsstudien fiir diesen keine Beteiligung am Aminosauret-
ransport beobachtet wurde (54). Im Falle der Existenz eines interagierenden Proteins
kénnte dieses im gewahlten Expressionssystem nicht oder bei Uberexpression nur un-
zureichend vorhanden gewesen sein und damit die beobachtete fehlende Transport-
fahigkeit des SLC7A4s erklaren.

Eine Abhangigkeit von einem Partnerprotein fir die Integration des SLC7A14s in die
Plasmamembran wiirde sein (iberwiegend zytoplasmatisches Vorkommen in Uberex-
pressionssystemen (54, 100) plausibel machen.

Eine indirekte Hemmung des hCAT-vermittelten Transports Uber ein assoziiertes Pro-
tein wurde fUr die Proteinkinase C in Bezug auf den hCAT-1 in EA.hy 926 Zellen und
in Xenopus laevis-Oozyten 2001 von Gréf et al. nachgewiesen (101). Hatzoglou et al.
erweiterten experimentell die indirekte Einflussnahme von PKC auf den CAT-vermit-
telten Transport auf die Isoformen CAT-2B und -3 (61). 2004 schllisselten Rotmann et
al. auf, dass diese Regulation Uber eine PKC-vermittelte verminderte Oberflachenex-
pression des Transporters durch Internalisierung des hCAT-1s und nicht in Form einer
direkten Hemmung des Transporters geschieht (63). Es ist somit denkbar, dass wei-
tere, den CATs assoziierte und fir deren Integration, Stabilitdt und Funktionstichtigkeit
notwendige Proteine existieren.

Ferner fallt auf, dass die K,-Werte der CATs in Uberexpressionsstudien auch
innerhalb einer Isoform groBe Spannbreiten aufweisen (Tabelle 2). Dies kdnnte ein
Hinweis auf die Abhangigkeit der CATs von einem Protein bezogen auf ihre
Transportleistung sein; ggf.resultieren die beobachteten breitstreuenden K,,-Werte
durch eine variierende Menge an verfigbarem interagierendem Protein im gewahlten

Uberexpressionssystem.
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Zudem steigt die Menge an Uber die CATs aufgenommenen kationischen Aminosau-
ren in Xenopus laevis-Oozyten nach Injektion CAT-codierender mRNA mit zunehmen-
der Inkubationsdauer an, bis sie nach drei bis vier Tagen ein plateauférmiges Maxi-
mum erreicht hat (102). Eine merkliche Argininaufnahme in die Oozyten ist erst zwei
Tage nach der Injektion mit CAT-codierender mRNA zu messen (102). Die Translation
von injizierter Fremd-DNA wirde jedoch kirzere Inkubationszeiten fir deutlich mess-
bare Argininstréme erwarten lassen. Ggf. ist dies im Zusammenhang mit einer gleich-
zeitig notwendigen Hochregulierung endogen in der Oozyte vorhandener Bindungs-
partner flr die Integration der Uberexprimierten CATs in die Plasmamembran zu erkla-

ren.

Zusammenfassend ergeben sich ausreichend Hinweise auf die mdgliche Existenz ei-
nes den Vertretern des y*-Systems assoziierten Proteins. Die vorliegende Arbeit
mochte die Basis fur die Durchfihrung einer geeigneten Methodik zur Analyse eines
den hCATs assoziierten Proteins geben.

Das Aufschlisseln von Protein-Interaktionen ermdglicht ein besseres Verstandnis phy-
siologischer Stoffwechselprozesse. Dies wiederum stellt die Basis flir eine externe Ein-
flussnahme auf jene Signalprozesse dar und 6ffnet damit ggf. die Tur fir einen thera-
peutischen Nutzen durch Eingriff in die Ligandenbindung. Beispielhaft ist gezeigt wor-
den, dass humane T-Zell-Lymphozyten in ihrer Proliferation (103, 104) und Aktivierung
(105) auf Arginin angewiesen sind; die Aufnahme von Arginin erfolgt bei diesen Zellen
mafgeblich Gber den hCAT-1 (106). Bei Patienten mit einer Gber T-Zellen-vermittelten
Autoimmunerkrankung, kénnte die pathologisch gesteigerte Aktivitdt der T-Zellen
durch Hemmung ihrer Argininaufnahme tber den hCAT-1 angegangen werden. Neben
einer direkten Transporthemmung k&me eine Transportmodulation Uber potenziell as-
soziierte Bindungspartner in Betracht.

2019 verdffentlichten Werner et al. einen Beitrag zu der Bedeutung der Arginin-
Aufnahme Uber die CATs in chronische lymphatische Leukadmie (CLL)-Zellen (3). Sie
zeigten, dass die Proliferation dieser Zellen von der extrazellularen Verfligbarkeit von
Arginin abhangt, da CLL-Zellen durch Fehlen der Argininosuccinat-Synthetase (ASS)
nicht in der Lage sind, Arginin endogen zu synthetisieren. Der CAT-1 ist dabei der
einzige Arginin-aufnehmende Transporter in den CLL-Zellen (3). Experimentelle Daten
zeigen, dass ein Herunterregulieren des CAT-1s in HG3-CLL-Zellen die Zell-
proliferation und das Uberleben dieser Zellen reduziert; ebenso fiihrt eine
Herunterregulierung des CAT-1-Proteins in murinen CLL-Xenograft-Modellen zu einer
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signifikanten Suppression des Tumorwachstums (3). Dies er6ffnet eine mdgliche
Therapieoption fir CLL-Patienten durch Modulation der CAT-1 vermittelten Arginin-
Aufnahme in die Tumorzelle. Auch hier k&me neben einer direkten
Transporterhemmung eine Modulation der Transportaktivitat Gber potenziell dem CAT-
1 assoziierte Bindungspartner in Betracht und wirde eine groBe therapeutische
Chance fir an CLL-Erkrankte er6ffnen.
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2.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag zusammenfassend darin, Steuerungsmechanis-
men kationischer Aminosauretransporter, insbesondere der CATs, weiteraufzuschlis-

seln.
Schwerpunkte lagen hierbei auf mdglichen Interaktionen mit

1. Stickstoffmonoxid im Sinne einer hemmenden Einflussnahme auf die Transport-

leistung durch S-Nitros(yl)ierung von Cysteinresten der Transporter
und

2. potenziell mit den Transportern assoziierten Proteinen, zwecks Synthese, In-

tegration in die Plasmamembran und Transportfunktion.

Zum Erreichen der aufgefiihrten Ziele sollte Erstgenanntes in Uberexpressionsstudien
in Xenopus laevis-Oozyten untersucht und Zweitgenanntes durch Entwicklung eines
Protokolls zur zellkulturbasierten Gewinnung von Proben flir massenspektrometrische

Analysen auf den Transportern assoziierte Bindungspartner erfolgen.
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3 Material und Methoden

Gerate

Allgemeine Gerate

Geréat

Name, Hersteller (Ort)

Analysenwaage

Sartorius (Géttingen)

Kern-Kompakt-Laborwaage 440-49N,
Kern & Sohn GmbH, Balingen

Prazessionswaage Kern 770, Kern & Sohn
GmbH, Balingen

Autoklav

Varioklav Dampfsterilisator H+P Labor-
technik GmbH (OberschleiBheim)

Gefrierschrank (-80°C)

HERAfreeze™, Heraeus, Thermo Scien-
tific (Waltham, USA)

Gleichstromquelle

Power Pac 300, BioRad (Minchen)

Handdispenser

Multipipette Plus, Eppendorf (Hamburg)

MBT250, Kleinfeld Labortechnik (Gehr-

Heizblock den)

pH-Meter pH-Meter GC809, Schott (Mainz)
Pipetman®, Gilson (Middelton, USA)

Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf (Ham-

burg)
Varipette® 4710, Eppendorf (Hamburg)

Pipettierhilfe, elektronische

Pipetboy acu, Integra IBS (Fernwald)

Wasseraufbereitungsanlange

Milli-Q-Plus, Millipore Waters (Bedford,
USA)

Wasserbad

Certomat®WR, B. Braun (Melsungen)
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Gerate flr Nukleinsaureanalysen

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Elektrophoresekammer

Eigenbau, Werkstatt des Pharmakologi-
schen Instituts (Mainz)

Photometer

Nanodrop, Thermo Scientific (Wilmington,
USA)

GeneQuant RNA/DNA Calculator, Phar-
macia GE Healthcare (Uppsala, Schwe-
den)

UV-Leuchttisch

Minitransilluminator, BioRad (Minchen)

Gerate fir die Bakterienkultur

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Brutschrank, mikrobiologischer

WTB, Binder (Tuttlingen)

Inkubationsschittler

Incubation shaker Series, Innova®40, New
Brunswick Scientific (Eddison, USA)

Mikroskope und Lupen

Geréat

Name, Hersteller (Ort)

Binokular

MZ6, Leica (Solms)

Fluoreszenzmikroskop, inverses

Olympus IX-70, Olympus (Shinjuku, Ja-
pan)

Mikromanipulator

Manipulator M-152, Narishige (Tokyo, Ja-
pan)

Stereolupe

Olympus SZX, Olympus (Shinjuku, Japan)
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Gerate flir Western-Blot-Analysen

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Aufnahmegerat fir Western-Blots

Molecular Imager® ChemiDoc™XRS, Bio-
Rad (Minchen)

Blotkammer

Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell,
BioRad (Minchen)

Gelelektrophoresekammer (vertikal)

Perfect blue™ Doppelgelsystem Twin
ExWS, Peqg-Lab (Erlangen)

Mikrotiterplatten-Photometer

Sunrise, Tecan (Mannerdorf, Schweiz)

Schuttler

Duomax 1030, Heidolph (Schwabach)
Unimax 1010, Heidolph (Schwabach)

Gerate fiir HPLC-Analysen

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Fluoreszenzdetektor

RF 20A, Shimadzu (Kyoto, Japan)

HPLC-Anlage

Bischoff Analysentechnik und -gerate (Le-
onberg)
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Gerate fur Expressions- und Transportstudien an X. Jaevis-Oozyten

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Inkubationsschrank (18 °C)

UKS3602, Liebherr (Biberach)

Kaltlichtlampe

KL 1500 electronic, Schott (Mainz)

Kapillarziehmaschine

Micropipette Puller pB-7, Narishige (To-
kyo, Japan)

Kihlschrank

KTel740, Liebherr (Biberach)

Nanoliter Injektor

Transjector 5246, Eppendorf (Hamburg)

Szintillationszahler

TriCarb 2810TR Liquid scintillation ana-
lyzer, PerkinElmer (Waltham USA)

Wasserbad

Frigomix®B, B. Braun (Melsungen)

Gerate fir die Zellkultur

Geriét Name, Hersteller (Ort)
Heracell 150 Kupferausfihrung, Thermo
Begasungsbrutschrank Fisher Scientific (Waltham, USA)
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
Sterilbank UVF 6.18S, BDK (Sonnenblhl-Genkin-

gen)

Tank mit Flussigstickstoff zu Zellaufbe-
wahrung

Cryo200, Thermo Scientific (Bonn)
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Zentrifugen

Gerét

Name, Hersteller (Ort)

Hochgeschwindigkeitszentrifugen

J2-MC mit Rotor JA 13.1, Beckmann-Coul-
ter (Krefeld)

Avanti J-301 mit Rotor JLA 16.250, Beck-
mann-Coulter (Krefeld)

Tischzentrifugen

Centrifuge 5417C, 5415C + 5417R, Ep-
pendorf (Hamburg)

Biofuge 13, Hereaus instruments (Hanau)

Megafuge X3R + 40R, Heraeus Sepatech
(Osterode)
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Kit-Systeme
Kit-Systeme Name, Hersteller (Ort)

o - -
DNA-Aufreinigung NucleoSpin® Gel & PCR Clean-up, Ma

cherey-Nagel (Duren)

Plasmidpréparation, groBe Mengen

PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit,
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Plasmidpraparation, kleine Mengen

QIAprep®Spin Miniprep Kit, QlAgen (Hil-
den)

Proteinbestimmung

Pierce™ BCA Protein Assay, Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA)

Transfektion

FUGENE® 6 Transfection Reagent, Pro-
mega (Fitchburg, USA)

GenedJuice® Transfection-Reagent, No-
vagen®, Merck (Darmstadt)

Transkription, in vitro

mMessage mMachine® SP6, Applied Bio-
systems (Forster, USA)
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Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Name, Hersteller (Ort)

Blottingpapier

MN 218B, Macherey-Nagel

Entwicklerkonzentrat

GBX, Carestream (Stuttgart)

Fixiererkonzentrat

G354, AGFA (Mortsel, Belgien)

Froschnahrung

Tetra Fauna®, Repto Min®, Tetra Fauna
Gammarus®

Glaskapillaren

3,5nl, Glass Capillaries for Nanoliter 2000,
World precision Instruments, Inc. (WPI)
(Sarasota, USA)

Kryoréhrchen

Nalgene™, Thermo Fisher Scientific (Wal-
tham, USA)

Kunststoffrohrchen mit Schraubdeckel

15ml, 50ml, Greiner Bio-One (Krems-
munster, Osterreich)

Latexhandschuhe

Unigloves Comfort, Unigloves (Troisdorf)

Lochplatten

6-, 12-, 24-, 96-well Costar® (Corning,
USA)

Nitrozellulosemembran

BA83 Protran®,
USA)

Whatman (Maidstone,

Parafilm®

Parafilm® M, Roth (Karlsruhe)

Pasteurpipetten, Glas-

Pasteurpipetten, Brand (Wertheim)

Petrischale

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Oster-
reich)

Pipetten, Einmal- (steril)

1ml, 5ml, 10ml, 25ml, Cellstar®, Greiner
Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)

Pipettenspitzen

0,1-20ul, 2-200 ul, 50- 1000 pl far Gilson,
Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Oster-
reich)




Material und Methoden

49

Verbrauchsmaterialien

Name, Hersteller (Ort)

Pipettenspitzen zum Kapillaren-beftl-
len

Microloader, Eppendorf (Hamburg)

Reaktionsgefal3e, safe-lock

0,5ml, 1,5ml, 2,0ml, Eppendorf (Ham-
burg)

Roéntgenfilme

Amersham  Hyperfim™  ECL, GE
Healthcare Limited (Chalfont St-Giles, GB)

Rundbodenkunststoffréhrchen

Polypropylene round bottom tube with cap,
Falcon (New Jersey, USA)

Saulen, analytische fur HPLC

C18-S&ulen, x-select CSH, 3,5um,
4,6 x150mm), Waters® (Massachusetts,
USA)

Sterilfilter

Puradisc FP 0,2um, Whatman (Maid-
stone, USA)

Szintillationsréhrchen

Minivials, Zinsser, Analytic GmbH (Frank-
furt am Main)

Wundnahtmaterial, nicht-resorbierbar

Ethilon® 5-0 Polyamid 6, Johnson & John-
son (St. Stevens-Woluwe, belgien)

Wundnahtmaterial, resorbierbar

Monocryl® 5-0 Polglecapron 25, Johnson
& Johnson (St. Stevens-Woluwe, belgien)

Zellkulturflaschen

25cm?, 75cm?, Greiner Bio-One (Krems-
munster, Osterreich)

Zellkulturschalen

g 6,0cm, 9,4cm, 14,5cm, Greiner Bio-
One (Kremsmiinster, Osterreich)
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Chemikalien

Substanz

Hersteller (Ort)

2-Mercaptoethanol 99 %

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

2-Propanol

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

3-Aminobenzoeséaureethylester

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

5-Amino-3-(4-morpholinyl)-1,2,3-oxadi-
azolium chloride (Sin-1)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

Acetonitril (Gradienten grade)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 30 %

AppliChem (Darmstadt)

AgarAgar

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Agarose NEEO Ultra Qualitat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Aminopersulfat (APS)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Antifoam A (Antifoam Y-30)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Antikérper goat-anti-rabbit IgG H&L
chain specific peroxidase conjugate

Calbiochem®, Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

BSA (bovines Serum Albumin)

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

Calciumchlorid-Hexahydrat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Chloroquin diphosphate salt

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

D-(+)-Glukose-Monohydrat, 299,5 %

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

DNA-GroBen-Marker (GeneRuler™
1 kb DNA-ladder)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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Substanz

Hersteller (Ort)

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline
(DPBS)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

di-Natriumtetraborat

Merck KGaA (Darmstadt)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) + GlutaMax™:-|

Gibco, Invitrogen Life

(Carlsbad, USA)

Technologies

EDTA-Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eisessig

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Ethanol 70 % vergallt

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Ethanol 99,9 %

AppliChem (Darmstadt)

Ethidiumbromid 0,07 %

AppliChem (Darmstadt)

FBS (fétales bovines Serum)

F-9665, Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Geneticin (G418)

Biochrom GmbH (Berlin)

Gentamycin Invitrogen (Carlsbad, USA)
Glutathion Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Harnstoff Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Hefeextrakt (Yeast extract, pulver)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Hepes Pufferan® 299,5%

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM)

Gibco, Invitrogen Life

(Carlsbad, USA)

Technologies

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Kaliumpermanganat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Kanamycin-sulfat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Kollagenase A

Roche (Grenzach-Wyhlen)

L-[3H]Arginin (spez. Aktivitat 10 uCi/ml)

ICN Biomedicals (Eschwege)
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Substanz Hersteller (Ort)

Ladeputffer, glycerolhaltig  (6xDNA-1 - Fisher Scientific (Waltham, USA)
Loading dye)

L-Arginin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Leibowitz L-15-medium with L-Glutamin

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Lithiumchlorid

Merck KGaA (Darmstadt)

Lysozyme

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Magermilchpulver blotting grade

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Methanol Rotipuran®2=99,9% p. a.

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Natriumacetat

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Natrium-Deoxycholat

VWR (West Chester, USA)

Natriumdodecylsulfate ultra pure =299 %

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

N-Ethylmaleimide, crystalline 298 %

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

N-Glykosidase F (250 U/500 pl)

Roche Diagnostics (Mannheim)

OPA (ortho-Phthaldialdehyd)

Merck KGaA (Darmstadt)

Pepton aus Casein, trypt. Verdaut

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Ponceau S

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Proteaseninhibitorengemisch complete
mini

Roche (Grenzach-Wyhlen)

Proteinmarker (Page ruler™ Prestained
protein marker)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalko-
hol pH 7,5-8,0

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

S-Nitro-N-acetyl-DL-Penicillamine

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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Substanz

Hersteller (Ort)

S-Nitrosoglutathion (GSNO)

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas)

Spermine NONOate (SPENO)

Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)

Szintillationsflissigkeit, IrgaSafe Plus

Perkin-Elmer (Waltham, USA)

TE-Puffer

Invitrogen (Carlsbad, USA)

TRIS Base (Trishydroxymethylamino-
methan) Pufferan® 299 % p. a.

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Triton-x-100

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Trypanblau

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Trypsin-EDTA-Solution

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Tween®-20

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Western Lightning Plus ECL

Perkin-Elmer (Waltham, USA)

Zeocin™ Losung, steril 500 mg/5ml

InvivoGen (San Diego, USA)

Ziegenserum (Goat Serum steril)

BIOZOL (Minchen)
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Enzyme und zugehorige Puffer
Enzyme
Enzym Inkubations- Puffer Hersteller (Ort)
temperatur
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Afel 37°C -Buffer (Frankfurt a.M.)
o New England Biolabs
BamHi 37°C NEB 3.1 (Frankfurt a.M.)
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
BamHI-HF 37°C -Buffer (Frankfurt a.M.)
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Blpl 37°C Buffer (Frankfurt a.M.)
. 1xNEBuffer™ | New England Biolabs
EcoRl 37°C EcoRl (Frankfurt a.M.)
, . 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
HindllFHF 37°C Buffer (Frankfurt a.M.)
hitzestabile  alkali-
sche Phosphatase 37C Phosphatase- New England Biolabs
(antarctic Phospha- Buffer (Frankfurt a.M.)
tase)
Klenow-Fragment .
N Engl BioL
(3‘“—5'-Exonukle- | RT Klenow Puffer ew England - Biolabs
(Frankfurt a.M.)
ase)
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Kpnl-HF 37°C ‘Buffer (Frankfurt a.M.)
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Notl-HF 37°C -Buffer (Frankfurt a.M.)
. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Smal 37°C Buffer (Frankfurt a.M.)
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Enzym Inkubations- Puffer Hersteller (Ort)
temperatur
T4-Ligase 16°C :[Ii-:n:gjfsfgrR(i?:: New ~England - Biolabs
9 P (Frankfurt a.M.)
mentas)

. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Xbal 37°C -Buffer (Frankfurt a.M.)

. 10xCutSmart™ | New England BiolLabs
Xhol 37°C Buffer (Frankfurt a.M.)
Enzympuffer
Enzympuffer Hersteller (Ort)

Antarctic-Phosphatase-Puffer

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

CutSmart™ -Buffer

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

Klenow-Puffer

Fermentas (St. Leon-Rot)

NEB 3.1

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

NEBuffer™ EcoRl

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

T4 Ligase Reaktionspuffer

Fermentas (St. Leon-Rot)
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3.1 Molekularbiologische Methoden

Vorangehend sei vermerkt, dass sich die Beschreibung der Methoden hauptséchlich
auf das Vektorkonstrukt ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“ konzentriert. Ausgenommen dabei
ist das Kapitel 3.1.8, da die dort beschriebene Methodik nur bei Klonierungsarbeiten
flr das Konstrukt ,hCAT-1-BAP-N1“ Verwendung fand.

3.1.1 verwendete Puffer und Lésungen

Reagenz Menge

Hefeextrakt 0.5% 5¢ Die Lésung wird mit 5M NaOH auf einen pH von

Natriumchlorid 1 % 109 7,0 eingestellt, mit 1L Aqua bidest. aufgeflllt
) und autoklaviert.

Pepton aus Casein 1% | 10g

Tabelle 3: Zusammensetzung Lysogeny Broth (LB)-Medium nach Giuseppe Bertani, 1951 zur Kultivie-
rung von Bakterien.

Zur Selektion mit Zeocin (InvivoGen, San Diego, USA) ist die Verwendung eines LB-
Mediums mit geringerem Salzgehalt notwendig, da héhere Salzkonzentrationen die
Wirksamkeit von Zeocin negativ beeinflussen kénnen (Produktinformationsblatt ,.Ze-
ocin™ Selection Reagent”, Thermo Scientific). Hierzu wird die halbe Menge an Natri-

umchlorid eingesetzt und die L6sung mit NaOH auf einen pH von 7,5 eingestellt.

Reagenz Menge

LB-Medium 400ml | Zugabe des Selektionsantibiotikums zu dem

LB-Medium aus Tabelle 3 erst kurz vor Ge-
Selektionsantibiotikum brauch.
(Cend.=25-50 ug/ml)

Tabelle 4: Zusammensetzung LB-Selektionsmedium.

Die Menge des eingesetzten Selektionsantibiotikums ist abhéngig von dessen gewlinschten Endkon-
zentration. Die gewlinschte Endkonzentration lag in den vorliegenden Versuchen zwischen
25 - 50 pg/ml.



Material und Methoden 57

Reagenz Menge
LB-Medium 400ml | LB-Medium mit Agar-Agar vorsichtig erhitzen,
Agar-Agar 6g nach Abkihlen auf unter 60°C mit Selektions-

antibiotikum versetzen, in 10cmz2-Petrischalen

Selektionsantibiotikum

(Cend. =25 - 50 pg/ml) ausgieBen und erstarren lassen.

Tabelle 5: Zusammensetzung LB-Selektionsplatten.

Die Menge des eingesetzten Selektionsantibiotikums ist abhédngig von dessen gewiinschten Endkon-
zentration. Die gewlnschte Endkonzentration lag in den vorliegenden Versuchen zwischen
25 - 50 pg/ml.

Das Selektionsantibiotikum Zeocin ist lichtempfindlich, sodass mit Zeocin versetztes
LB-Medium stets vor Licht geschitzt gehandhabt werden muss.

Zeocin ist in Lésung bei 4°C maximal zwei Wochen stabil (Produktinformationsblatt
LZeocin™ Selection Reagent”, Thermo Scientific). Es empfiehlt sich seine Zugabe erst

kurz vor Gebrauch.

Reagenz Menge

Hefeextrakt 0,5 % 59

Die Lésung wird mit 5M NaOH auf einen pH von

Natriumchlorid 10mM | 0,59 _ . _ .
7,0 eingestellt, mit 1L Aqua bidest. aufgefillt

Pepton aus Casein 2% | 20g und autoklaviert.

Kaliumchlorid 2,5M 2,5ml

Magnesiumchlorid (ste- ‘o Nach dem Autoklavieren MgCl, dazugeben und

ril) 1 mM in Aliquots a 2 ml abfillen.

Tabelle 6: Zusammensetzung SOB-Medium.

Reagenz Menge

SOB-Medium L 40ul 1M Glukose-Losung zu je 2ml-Aliquots

Glukose-Lésung 1M
(steril)

404l dazugeben.

Tabelle 7: Zusammensetzung SOC-Medium.
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Reagenz Menge

TRIS 2429

Eisessig 57,1 ml Ad 1L Aqua bidest. und autoklavieren.
EDTA (0,25M; pH8) 200ml

Tabelle 8: Zusammensetzung TRIS-Acetat-EDTA-50x Puffer.

Reagenz

Menge

TAE-50x-Puffer

20ml

Ad 1L Aqua bidest.

Tabelle 9: Zusammensetzung TRIS-Acetat-EDTA-1x Puffer.
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3.1.2 Auftrennung von Nukleinsduren durch Gelelektrophorese

Die Methodik der Gelelektrophorese eignet sich zur Auftrennung von geladenen Bio-
molekilen an Hand ihrer Ladung und GréBe.

Nukleinsduren zeigen durch ihre geladenen Phosphatreste unter pH-neutralen Bedin-
gungen eine negative Eigenladung. Bringt man Nukleinsduren in ein elektrisches Feld
wandern sie entsprechend ihrer negativen Ladung zur positiv geladenen Anode hin.
Wird dieses elektrische Feld tragergebunden, also an ein Gel angelegt, fungiert das
Gel als Sieb und trennt die Molekile zuséatzlich nach ihrer Masse bzw. MolekilgréBe
auf.

Die aufgetrennten Nukleinsaurefragmente kénnen optional praparativ aus dem Gel

isoliert und fur weitere Arbeitsschritte aufgereinigt werden.

Agarosegele eignen sich hervorragend als Trennmittel, man kann auf ihnen aufgetra-
gene Nukleinsdurestiicke entsprechend ihrer Doppelstranglange separieren.

GroBere Anionen bewegen sich langsamer durch das elektrische Feld als Kleinere.
Die Langen der Nukleinsaurestiicke lassen sich durch Mitfihren von GréBenstandards
ablesen, indem ihre Laufstrecke zu dem Logarithmus ihrer Fragmentldnge in Relation
gesetzt wird.

Flr die vorliegenden Versuche wurden 0,7 -1%-ige Agarosegele aus TAE-einfach-
Puffer, Agarose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) unter Zugabe von Ethidiumbromid (Ap-
pliChem, Darmstadt) verwendet.

Agarose geht unter Aufkochen mit der Pufferlésung in Lésung und geliert beim AbkuUh-
len wieder.

Das Ethidiumbromid dient der Anfarbung und damit optischen Darstellung der Nukle-
insauren; es interkaliert zwischen den Basenpaaren der Nukleinsduren, sodass diese
durch Anregung mit UV-Licht in Form von rétlich-orange-fluoreszierenden Banden
sichtbar gemacht werden kénnen. Die Fahigkeit des Interkalierens zwischen Basen-
paaren macht Ethidiumbromid zu einem Mutagen; es ist ein sorgsamer Umgang zum

Eigen- und Fremdschutz unerlasslich.

Agarosegele kdnnen DNA-Mengen in der GréBenordnung ab 2 -5ng darstellen (107).
Den Nukleinsauren wird vor Auftragen auf das Agarosegel ein glycerolhaltiger Lade-
puffer (6x DNA-loading dye, Thermo Scientific, Waltham, USA) zugefligt, welcher die
Nukleinsauren beschweren und im Gel bodenwarts halten soll.
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Die optische Darstellung der Nukleinsaurebanden erfolgt durch Fluoreszenzemissio-
nen des zugesetzten Ethidiumbromids auf einem UV-Licht-emittierenden Transillumi-
nator (Minitransluminator, BioRad, Minchen).

Ein mitgefihrter kommerzieller GréBenstandard (GeneRuler™ 1kb DNA-ladder,
Thermo Scientific, Waltham, USA) erméglicht es, Rlckschllisse auf die Langen der

Nukleinsaurefragmente zu ziehen.

Sollten DNA-Fragmente nach erfolgter Gelelektrophorese weiterverarbeitet werden,
wurden die entsprechenden Gelabschnitte aus dem Gel prapariert und die Nuklein-
sauren unter Verwendung des NucleoSpin® Gel & PCR Clean-up (Macherey-Nagel,
Duren) nach Angaben des Herstellers eluiert. Dabei wurde die Isolation der Nuklein-

sauren durch reversible Bindung an Silicamembranen erméglicht.

3.1.3 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration mittels OD-Messung

Die Konzentrationen an gewonnener DNA und RNA in einer Nukleinsaurelésung las-
sen sich Uber die Technik der Spektralphotometrie bestimmen. Dazu wird in einer
Quarzkivette die Absorption (= Optische Dichte = OD) von Licht in der zu untersu-
chenden Lésung bestimmt. Die Absorption von Nukleinsduren ist bei Licht mit einer
Wellenlange von 260 nm maximal, sodass die Konzentrationsbestimmung bei dieser
Wellenlénge erfolgt.

Vor Beginn der Konzentrationsbestimmung muss das Photometer auf das jeweilige
Lésungsmittel (in diesem Falle Wasser) geeicht werden.

Die Messungen der zugrundeliegenden Arbeit erfolgten am Photometer GeneQuant
RNA/DNA Calculator, Pharmacia GE Healthcare (Uppsala, Schweden) und am Nano-
drop (Thermo Scientific, Wilmington, USA).

Bei der Verwendung von Ersterem musste die zu untersuchende Probe zuvor im Ver-
héaltnis 1: 100 mit dem Lésungsmittel (hier: Wasser) verdiinnt werden. Die Konzentra-
tion der Nukleinsduren wurde unter Berlcksichtigung eines Multiplikationsfaktors (fir
RNA 40 pg/ml, fur doppelstrangige DNA 50 pg/ml, jeweils pro einer OD-Einheit bei Ver-

wendung einer Kivette von 1.cm?) und eines Verdinnungsfaktors wie folgt berechnet:

ODy60nm X Multiplikationsfaktor X Verdinnungsfaktor
1000

¢ (ug/ul) =
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Neben der Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren, lassen sich spektralphoto-
metrisch zusatzlich Aussagen Uber die Qualitat der vorliegenden Nukleinsaureldésung
treffen. Hierfir wird der OD-Wert bei 280 nm betrachtet, welcher ein MaB3 fiir die Ab-
sorption méglicherweise enthaltener Proteine darstellt. Er ist in Relation zu der maxi-
malen OD der Nukleinsauren bei 260nm zu setzen; es ist ein Quotient ODz260o nm zU
OD2so nm von Uber 1,8 im Falle von DNA und von Gber 2,0 fir RNA anzustreben. Nied-
rigere Quotienten sprechen flir eine Verunreinigung der Nukleinsdurelésung.

3.1.4 Extraktion von Nukleinsduren mittels Phenol-Chloroform-Fallung von Proteinen

Die Phenol-Chloroform-Fallung von Proteinen dient der Aufreinigung von Nuklein-
saure-Praparationen durch Ausfallung enthaltener Proteine.

Das Chloroform denaturiert die eventuell vorhandenen Proteine in Aminoséureketten;
das Phenol reichert die dissoziierten Proteine durch Ausbildung von Wasserstoffbori-
cken und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen polarer und unpolarer Phase an
und erleichtert darliber die Separation dieser. Die Nukleinsduren' sind im Gegensatz
zu den Proteinen polar und finden sich in der wassrigen Phase wieder; Fette gehen in
die unpolare Phase Uber.

Der Zusatz von Isoamylalkohol soll ein Schdumen und die Ausbildung einer groBen
Interphase wahrend der Extraktion verhindern und damit ein leichteres Pipettieren er-
maoglichen.

Zur Aufreinigung von Nukleinsduren werden Ublicherweise Gemische aus 25 Teilen
Phenol, 24 Teilen Chloroform und einem Teil Isoamylalkohol verwendet; diese sind
industriell mit einem TRIS-Puffer auf einen pH-Wert von 7,5-8,0 &quilibriert.

Die Nukleinsaure-Lésung wurde in einem Verhaltnis von 1:1 mit TRIS-gesattigtem
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gemischt und fir ca.
zehn Minuten bei Raumtemperatur mit einer Tischzentrifuge mit maximaler Geschwin-
digkeit (14.000 rpm) zentrifugiert. Es erfolgte die Abnahme der wassrigen Oberphase
mit den enthaltenen Nukleinsauren in ein weiteres Reaktionsgefal3 und ein erneutes
Zugeben der gleichen Menge an TRIS-gesattigtem Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
mit anschlieBender Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Die wéassrige Phase

wurde abermals vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefal3 Gberflhrt.

T Fur DNA gilt dies nur in Anwesenheit von anionischen Salzen und bei einem pH zwischen 7,8 bis 8,0.
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Es schloss sich eine Fallung der Nukleinsduren durch Alkohol unter Hochsalzbedin-
gungen mit 4 M NacCl-Lésung an. Dazu wurde die DNA-Lésung mit dem 4 M Natrium-
chlorid auf eine Endkonzentration von 0,2M NaCl verdiinnt und mit zwei Volumenein-
heiten Ethanol absolut (unvergallt) zusammengegeben.

Es fand eine Fallungsreaktion Uber Nacht im Eisfach bei -20 °C statt.

Am nachsten Tag erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 14.000 rpm
tber 30 Minuten, mit folgendem Dekantieren und erneutem Waschen des Prazipitats
mit 70 %-igem Ethanol eiskalt.

Das entstandene Nukleinsaure-Pellet wurde luftgetrocknet und in TRIS-EDTA-Puffer

aufgenommen.

3.1.5 Linearisierung von Plasmiden zur in-vitro Transkription in cRNA

Die vorliegenden Plasmiden mussten vor der in-vitro Transkription in cRNA linearisiert
werden, da es sonst zu einem replikativ-zirkularem Ablesen der ringférmigen DNA und
folglich zu einer repetitiven, ringférmigen Transkription der Vektorsequenzen gekom-

men ware.

Far alle Linearisierungen wurde ein Linearisierungsansatz nach folgendem Schema
angefertigt und anschlieBend fir zwei bis drei Stunden bei 37 °C im Wasserbad inku-
biert;

Reagenz Menge

Plasmid-DNA ll%;ég;]yf’lelsmid in xul Aqua
Enzym (20.000 Units/ml) 2ul

Puffer 10 pl

Aqua bidest. ad 100l

Tabelle 10: Schema eines Linearisierungsansatzes.

Zur Expression des hCAT-2A-118 wurde das Restriktionsenzym ,BamHI“ (New Eng-
land BioLabs, Frankfurt a.M.) und der Puffer ,NEB 3.1 (New England BioLabs, Frank-
furt a.M.); fir den hCAT-1-ABc das Restriktionsenzym ,EcoRI“ (New England BiolLabs,
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Frankfurt a.M.) und der Puffer ,NEBuffer™ EcoRI* (New England BioLabs, Frankfurt

a.M.) verwendet.

Die linearisierte DNA wurde anschlieBend durch eine Phenol-Chloroform-Fallung kon-
taminierender Proteine aufgereinigt, geféllt und anschlieBend in TRIS-EDTA-Puffer

aufgenommen.
Zur Uberprifung der Restriktionsvorgange diente eine Agarosegelelektrophorese.

Die DNA-Konzentrationsbestimmung des linearisierten Fragments erfolgte abschlie-

Bend durch eine OD-Messung.

3.1.6 In-vitro Transkription von DNA- in cRNA-Sequenzen

RNA ist sehr anfallig fir spontane oder enzymatische Hydrolyse; das Einhalten einer
moglichst RNase-freien Umgebung ist beim Arbeiten mit RNA daher unerl@sslich.
RNasen kommen ubiquitér vor und werden zum Beispiel mit dem Schweil3 sezerniert.

Das Tragen von Handschuhen wéahrend der Arbeit mit RNA ist daher essenziell.

Die in-vitro Synthese von cRNA aus linearisierter DNA wurde durch ein Ambion mMes-
sage mMachine® SP6-Promotor-Kit (Forster, USA) vermittelt. Dieses Kit enthalt ein
CAP-Analogon (m’G(5")ppp(5')G), welches die CAP-Sequenz der eukaryotischen
MRNA nachstellt und die Translation der cRNA in den Oozyten gewéhrleisten soll. Das
Reaktionskit enthalt neben dem CAP-Analogon alle bendétigten Ribonukleotide, Puffer,
Reagenzien und eine (SP6-)Polymerase .

Die enthaltene SP6-Polymerase stellt eine Bakteriophagen-Polymerase dar und ist be-
sonders anfallig gegentber der inhibierenden Wirkung der in der Phenol-Chloroform-
Fallung eingesetzten Fallungssalze. Ein sorgsames Einhalten der verschiedenen

Waschschritte nach der Féllungsreaktion ist hier besonders wichtig.

Im ersten Schritt wurden 20 ul eines Transkriptionsansatzes nach folgendem Schema

pipettiert;
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Reagenz Menge
linearisierte DNA Xl (2 1ug)
2x NTP/CAP 10ul

10x Reaktionspuffer 2ul
Enzym-Mix

(enthalt RNA-Polymerase und | 2H!
RNase-Inhibitor)

nukleasefreies Wasser ad 20 ul

Tabelle 11: Schema eines Transkriptionsansatzes fur die in-vitro Transkription.
2x NTP/CAP stellt eine neutralisierte, gepufferte Lodsung mit enthaltenem CAP-Analogon [8 mM] und
Nukleosidtriphosphaten (NTP) (ATP [10 mM], CTP [10 mM], UTP [10 mM] und GTP [2 mM]) dar.

Es folgte eine Inkubation des Ansatzes flir zwei Stunden bei 37 °C. Im Anschluss daran
wurden die DNA-Reste durch das Zugeben von 1l (2 U/ul) TURBO DNase wahrend
einer 15-mindtigen Inkubation bei 37 °C abgebaut.

Die Ubrig gebliebene cRNA wurde durch das Zugeben von je 30 pl RNase-freiem Was-
ser und 30 ul einer Lithiumchlorid-Lésung (7,5M) tber Nacht bei -20°C zur Féllung
gebracht.

Am né&chsten Tag wurde die cRNA mit 14.000rpm bei 4 °C Uber 20 Minuten zentrifu-
giert. Es folgte der Zusatz von 500 ul 70 %-igem Ethanol. Eine weitere Zentrifugation
unter oben beschriebenen Bedingungen schloss sich an. Der Uberstand wurde dekan-
tiert. Die Zentrifugationsschritte des Tages wurden unter Zugabe von 1 ml Ethanol wie-
derholt und das gewonnene cRNA-Pellet vorsichtig getrocknet.

AnschlieBend wurde das Pellet in 10 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

Es schloss sich eine OD-Messung, sowie eine Gelelektrophorese im Agarosegel zur

Qualitatsbestimmung an.

Die RNA-Sequenz wurde bis zu ihrer Verwendung bei -70°C im Tiefkihlschrank ge-
lagert.
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3.1.7 gezielter Restriktionsverdau von Nukleinsaurestrangen fir folgende
Klonierungsarbeiten

DNA lasst sich mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen spezifisch an Erkennungsse-
quenzen weniger Lange schneiden. Abhangig von der Art der verwendeten Restrikti-
onsenzyme entstehen DNA-Stiicke mit glatten Enden, bei denen beide DNA-Strange
auf selber Lange enden oder DNA-Strange mit Uberhang, bei denen die komplemen-
taren Strdnge an unterschiedlichen Stellen geschnitten und somit Uberhdnge von
meistens zwei bis fiinf Basen generiert werden. Die Art dieser Uberhénge lasst sich
entsprechend des einzelstrangigen DNA-Stiickes nach 5'- und 3‘-Uberhangen eintei-

len.

Soll ein definierter DNA-Abschnitt zu Expressionszwecken in ein Plasmid kloniert wer-
den, ist es wichtig, diesen im Leserahmen und in der korrekten Leserichtung in einen
Vektor zu ligieren, um spater die Expression des Zielproteins zu erreichen.

Dies gelingt am sichersten durch Schneiden der DNA mit zwei verschiedenen Restrik-
tionsenzymen, welche Restriktionsstellen mit zwei verschiedenen Uberhangen gene-
rieren, die mit den Enden des Zieloligonukleotids (die ebenfalls durch Restriktions-
schnitte mit denselben Restriktionsenzymen generiert wurden) kompatibel sind.

Das in der vorliegenden Arbeit hergestellte ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“-Konstrukt
konnte nicht (iber DNA-Fragmente mit Uberhang kloniert werden, da sich keine pas-
senden Restriktionsstellen zwischen Insertion und Vektor finden lieBen. In Folge des-
sen erfolgte die Klonierung des hCAT-1 in den Vektor ,C-FTA/hBirA-EGFP* Uber glatte
Enden. Die codierende Sequenz fir den hCAT-1 wurde ohne Stopp-Kodon aus dem
Plasmid ,hCAT-1-EGFP-N1 (22.09.09)“ unter Verwendung der Resitriktionsendonuk-
leasen ,Afel* (New England BioLabs, Frankfurt a.M.) und ,Smal“ (New England Bi-
oLabs, Frankfurt a.M.) und unter Zugabe des 10x Puffers ,NEB CutSmart™“ (New
England BioLabs, Frankfurt a.M.) mit glatten Enden gewonnen.

Das Plasmid ,C-FTA/hBirA-EGFP“ wurde zunachst durch die Restriktionsenzyme
,Notl-HF* (New England BioLabs, Frankfurt a.M.) und , Xhol“ (New England BioLabs,
Frankfurt a.M.) unter Zugabe des Puffers ,10xNEB CutSmart™“ (New England Bi-
olLabs, Frankfurt a.M.) geschnitten, sodass ein Fragment von 31 bp entfiel.

Zwischen den entstandenen Schnittstellen wurde spater das fir den hCAT1-codie-
rende Oligonukleotid ligiert.
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Beide Restriktionsenzyme ergaben fiir den Vektor Enden mit Uberhang, welche vor

der Ligation durch einen Klenow-Ansatz geglattet werden mussten.

Sofern beide Restriktionsenzyme gleiche Anforderungen an Inkubationstemperatur,
Puffer und pH-Milieu stellen, kdnnen beide Endonukleasen in einem Restriktionsan-
satz simultan zugegeben werden. Im entgegengesetzten Fall ist ein sukzessives
Schneiden der DNA von Néten. Bei einer Temperaturinkompatibilitat der eingesetzten
Restriktionsendonukleasen wird das zuerst zugegebene Enzym vor Zugabe des zwei-
ten hitzeinaktiviert, sofern dies mdéglich ist. Stellen beide Enzyme verschiedene An-
spriche an den bendtigten Puffer, muss die DNA nach Zugabe des ersten Enzyms
mittels NukleoSpin Extraction Kits® (Machery Nagel, Dlren) vor Zugabe des zweiten
Enzyms und dessen Puffers aufgereinigt und abermals inkubiert werden.

Fir alle Restriktionen wurde ein Restriktionsansatz nach folgendem Schema ange-
setzt und anschlieBend flr zwei bis drei Stunden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert;

Reagenz Menge
Plasmid-DNA 1ug
10x Reaktionspuffer 5ul
Restriktionsenzym | 1l
(20.000 Units/ml) H
Restriktionsenzym |l 1l
(20.000 Units/ml) H
nukleasefreies Wasser ad 50 ul

Tabelle 12: Schema eines Restriktionsansatzes.

Nach der Inkubation des Restriktionsansatzes konnte die Restriktion durch eine Aga-
rosegelelektrophorese und dem Nachweis entsprechend langer DNA-Fragmente Uber-

pruft werden.

Mittels Skalpells wurde die gewlinschte DNA-Bande unter UV-Licht préparativ aus
dem Gel entnommen und aus diesem unter Verwendung des NucleoSpin® Gel & PCR
Clean-up (Macherey-Nagel, Diren) nach Angaben des Herstellers geldst.

Eine Konzentrationsbestimmung des DNA-Gehaltes der so gewonnenen Nukleinsau-
relésung erfolgte Gber eine OD-Messung.
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3.1.8 Hybridisierung komplementarer DNA-Einzelstrange zu einem

Doppelstrangnukleotid

Damit ein Insertionsfragment (hier: codierend fir das BAP-Protein) zwischen die Rest-
riktionsstellen eines Vektors kloniert werden kann, missen sich die komplementéaren
Einzelstrange (hier: ,HC1-BAP-1 fwd.”, Eurofins Genomics, Mainz) in und entgegen
(hier: ,HC1-BAP-2“; Eurofins Genomics, Mainz) der Leserichtung zu einem komple-
mentaren Doppelstrang-Nukleotid (hier: ,HC1-BAP*) anlagern.

Die hier verwendeten Einzelstrange flr die BAP-codierende Sequenz (Quelle: Tirat et
al., 2006, (138)) mit passenden Restriktionsstellen fir ,BamHI* und ,Nofl“ wurde mit-
tels ApE-Programms zusammengestellt und die entsprechenden Oligonukleotide

durch die Firma StarSEQ (Mainz) generiert.

Es wurde ein Hybridisierungsansatz, angelehnt an Wiederschain, et al. (108), nach

folgendem Schema angesetzt;

Reagenz Menge

Oligonukleotid in sense-Richtung
11,25l
(c=0.1 nmol/ul)

Oligonukleotid in antisense-Rich-
tung (c=0.1 nmol/ul) 11,25l

10x Annealing-buffer * 2,5ul

Tabelle 13: Schema eines Annealing-Ansatzes.

Reagenz Menge
Natriumchlorid 1M
TRIS-HCI, pH 7,4 100mM

Tabelle 14: Zusammensetzung * 10x Annealing-Buffer.

Das Reaktionsgefal3 mit Hybridisierungsansatz wurde in einem mit kochendem Was-
ser (295°C) geflllten Becherglas langsam bei Raumtemperatur auf 30°C runterge-
kahlt.

Je 1ul dieser Losung wurde 1:400 mit einem 0,5x Annealing-Buffer verdiinnt und an-

schlieBend bis zur Weiterverwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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3.1.9 Ligation von Insertionsfragmenten in Vektoren

Das zu exprimierende Insertionsfragment (hier: codierend fur den hCAT-1) wird Uber
kovalente Phosphodiesterbindung zwischen der 5‘-Phosphat- und der 3‘-Hydro-
xylgruppe im Bereich der Restriktionsstellen in den Vektor (hier ,C-FTA/hBirA-EGFP*)
kloniert.

Bei der Restriktion des Vektors ,C-FTA/hBirA-EGFP* waren Enden mit Uberhang ent-
standen, welche vor Ligation mit der Insertion ,hCAT-1“ durch das Klenow-Fragment
einer DNA-Polymerase | geglattet werden mussten.

Das Klenow-Fragment stellt die groBe Untereinheit der DNA-Polymerase | nach Spal-
tung mit Subtilisin dar. Es besitzt neben einer 5°— 3°- Polymeraseaktivitat auch eine
3‘'— 5‘-Exonuklease-, aber keine 5°— 3°- Exonukleaseaktivitdt mehr, sodass die ent-
standenen Uberhangenden 5-Enden durch dieses aufgeflllt, aber nicht entfernt wer-
den kdnnen (109).

Die Klenow-Reaktion erfolgte nach folgendem Ansatz und wurde far 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert;

Reagenz Menge
DNA 30ul (22ug)
10x Klenow-Puffer 10ul

Klenow-Fragment (c=10U/ul) | 2,0l

dNTPS (10 mM) 2,0l

nukleasefreies Wasser ad 100 ul

Tabelle 15: Schema eines Klenow-Ansatzes.

Nach erfolgreicher Klenow-Reaktion empfiehlt es sich, eine alkalische-Phosphatase-
Behandlung des geschnittenen Vektors anzuschlieBen, um eine mdglichen Selbstliga-
tion des Vektors zu verhindern.

An den 5-Enden der DNA bleiben flr eine Ligation notwendige Phosphatreste zurick;
entfernt man diese, minimiert sich das Risiko einer Selbstligation.

Die Phosphatreste fiir die anschlieBende Klonierung der Insertion werden von diesem
selbst zur Verflgung gestellt.
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Es wurden ca. 1 ul Antarctic Phosphatase (New England BioLabs, Frankfurt a.M.) und
ca.% an Reaktionsvolumen mit Phosphatase-Puffer (New England BioLabs, Frankfurt

a.M.) zu dem Vektor zu pipettiert, alles flr eine Stunde bei 37°C inkubiert und die

Reaktion anschlieBend durch eine zweiminltige Inkubation bei 80 °C abgestoppt.

Die Ligation zwischen Insertion und Vektor wird enzymatisch unter ATP-Verbrauch
durch eine T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) vermittelt.

T4-Ligasen sind aus E. coli -Bakterien gewonnene Enzyme, welche zuvor mit einem
T4-Bakteriophagen infiziert wurden.

Far eine hohe Rate erfolgreicher Insertionen bei kurzen Insertionsfragmenten in gré-
Bere Vektoren sollte das Molekil-Verhaltnis zwischen Vektor und Insertionsfragment
bei 1:3 liegen (110).

FUr eine Ligation wurden folgende Ligationsansatze verwendet;

Reagenz Menge

n. Wiederschain n. J.-P. Boissel

Vektor (Plasmid; 10-20ng) 1l 2ul

Insertionsfragment (Oligonukleotidverdiinnung; 1:400
in 0,5x Annealing Buffer — s. Kapitel 3.1.8) 1ul 6 ul

bzw. 0,5x Annealing Buffer als Negativkontrolle

10x Ligationspuffer* 1ul 1l
T4-DNA Ligase 1 1ul
Aqua bidest. 6 ul -

Tabelle 16: Schemata fir Ligationsansatze.

Reagenz Menge
TRIS-HCL; pH 7,6 0,5M
Magnesiumchlorid 100 mM
ATP 1mM
Dithiothreitol 100mM
BSA 500 pg/ml

Tabelle 17: Zusammensetzung *10x Ligationspuffer.
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Sowohl der Ligationsansatz nach Wiederschein als auch der nach J.-P. Boissel erga-

ben erfolgreiche Ligationen und kénnen als gleichwertig betrachtet werden.

Es wurde stets ein Kontrollansatz mit 0,5x Annealing-Buffer ohne Zugabe des Inserti-
onsfragmentes mitgeflhrt, um eine Kontrolle fir folgende Restriktionsanalysen zu ha-
ben.

Alle Ansatze wurden entweder Uber Nacht bei 18°C im Inkubationsschrank oder bei
Raumtemperatur flir zwei bis drei Stunden inkubiert.

Bis zur Transformation in kompetente E. coli -Stdmme kdnnen die klonierten Plasmide
auch bei -20°C im Gefrierfach aufbewahrt werden.

3.1.10 Transformation kompetenter Escherichia coli (E. coli)

Zur Vervielféltigung des fur das Zielprotein codierenden DNA-Abschnitts in Vektoren
kann dieser in Bakterien transformiert und in ihnen repliziert werden.

Bei einer Generationszeit von 20 Minuten eignen sich Escherichia coli-Bakterien her-
vorragend als Vektorreplikationssystem.

E. coliwerden in (low) LB-Medien unter Zugabe entsprechender Selektionsantibiotika
(hier: Kanamycin und Zeocin) kultiviert.

Eine Aufnahme des gewinschten Plasmides in die Bakterienzelle kann durch ver-
schiedene Methoden erreicht werden.

Wir verwendeten die Methode der Hitzeschocktransformation, bei der durch einen
kurzanhaltenden Temperatursprung die Zellmembran der Bakterien transient flr Plas-
mide durchgangig gemacht wurde.

Dazu wurden zunachst je 50 ul der zuvor bei -70°C aufbewahrten, nun aufgetauten,
kompetenten Bakterien-Stamme (hier: E. coli-Stamm ,Top10“) und das gewtlinschte
Plasmid (hier: ,HC1-pEGFP-N1* und ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*) in einem Rundbo-
denkunststoffréhrchen (Falkon, New Jersey, USA) zusammengebracht und anschlie-
Bend fur 30 Minuten auf Eis gestellt, sodass sich die Plasmide an die Bakterienmemb-
ran anheften konnten.

Es wurde stets ein Ansatz mit Plasmid ohne Insertionsfragment, sowie ein Ansatz mit
Wasser ohne Plasmid und damit ohne Resistenzgen im Sinne von Negativkontrollen
mitgeflhrt. Ersterer diente in folgenden Restriktionsanalysen als Negativkontrolle.
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Letzterer sollte kein Koloniewachstum auf den LB-Platten zeigen, da ohne Resistenz-
gen ein Bakterienwachstum ausgeschlossen sein sollte. Sollten sich auf der Negativ-
kontrolle ohne Plasmid Kolonien zeigen, ist von einer Kontamination bzw. von einer
Resistenz der Bakterien auch ohne transformiertes Plasmid auszugehen; eine Selek-
tion ist folglich nicht mdglich.

AnschlieBend erfolgte fiir jeden Ansatz durch Uberfiinrung der Réhrchen fiir 45 Se-
kunden in ein 42°C warmes Wasserbad die eigentliche Hitzeschocktransformation.
Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien flr weitere drei Minuten auf Eis gestellt,
um die Bakterienmembran wieder zu verschlieBen. Es folgte die Zugabe von 250 pl
geklihlitem SOC-Medium und eine einstiindige Inkubation im Schttler (Innova® 40,
New Brunswick Scientific, Edison, USA) bei 37 °C mit 250 rpm. In dieser Zeit sollten
die Bakterien das aufgenommene Plasmid mit enthaltenem Resistenzgen (hier: gegen
Kanamycin beim ,HC1-pEGFP-N1“Plasmid und gegen Zeocin beim ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP“-Plasmid) zur Selektion in Protein umsetzen. Das SOC-Medium
sollte gekiihlt sein, um einen wiederholten Temperatursprung mit erneuter Offnung der

Bakterienmembran und ggf. Verlust der transformierten Plasmide zu verhindern.

Im Anschluss wurden die Bakterien auf Platten mit LB-Selektionsmedium ausgestri-
chen und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank (WTB, Binder Tuttlingen) inkubiert.

3.1.11 Plasmidpréaparation aus E. coli -Zellen

Aus einzeln gewachsenen Bakterienkolonien wurden Bakterien-Vorkulturen zur weite-
ren Verwendung angelegt.

Dazu wurden Glasréhrchen mit je 5 ml Resistenzantibiotikum-versetztem LB-Medium
mit jeweils einer gepickten Bakterienkolonie angeimpft. Es empfiehlt sich das Mitfihren
einer Negativkontrolle ohne Zugabe einer Bakterienkolonie um eine Tribung des Me-

diums durch Kontamination ausschlieBen zu kénnen.

Die Réhrchen wurden Uber Nacht bei 37 °C im Schuttler (Innova® 40, New Brunswick
Scientific, Edison, USA) mit 250 rpm inkubiert.

Bei erfolgreichem Angehen der Vorkultur (erkennbar durch Tribung des Mediums)
konnte aus dieser eine kleine Menge an Plasmid gewonnen, eine gréBere Kultur an-

gelegt oder diese bis zur weiteren Verwendung im Kihlraum gelagert werden.
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Es empfiehlt sich zun&chst die Gewinnung einer kleinen Menge an Plasmiden, um die
klonierten Plasmide durch Restriktionsanalysen und anschlieBender gelelektrophoret-
rischer Auftrennung auf die korrekte Aufnahme der Insertion Uberprtfen oder ggf. die
codierende Sequenz des Zielproteins durch eine Sequenzanalyse verifizieren zu kdn-
nen.

Dazu wurden die Plasmide unter Verwendung des QlAprep Miniprep Kit® (QlAgen,
Venlo, Niederlande) nach Angaben des Herstellers aus der Bakterienkultur isoliert und
aufgereinigt.

Die Sequenzierung der aufgereinigten Plasmide wurde in der vorliegenden Arbeit von
der Firma StarSEQ GmbH (Mainz) Gtbernommen. Die Beurteilung der analysierten Se-
quenz erfolgte mit dem Computerprogramm ,ApE® (M. Wayne Davis).

Beinhalten die gepickten Bakterienkolonien die gewlnschte DNA-Sequenz, kann aus
der Vorkultur zur Gewinnung gréBerer Vektormengen eine Hauptkultur angelegt wer-
den. Dazu wurden zu ca. 200 ml LB-Selektionsmedium 25ul der Vorkultur gegeben
und diese unter den gleichen Bedingungen wie bei der Inkubation der Vorkultur Gber
Nacht inkubiert.

Es schloss sich die Plasmidpraparation mit dem Invitrogen PureLink™ HiPure Midiprep

Kit® (Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Angaben des Herstellers an.

Das Prinzip der Plasmidpraparation unter Zuhilfenahme von Kits basiert auf dem Sys-
tem der saulenchromatographischen Trennverfahren, mit dem selbst kleinste DNA-
Mengen von niedermolekularen Verunreinigungen getrennt werden kénnen.

Es werden zunéachst die Plasmide durch Lyse der Bakterienzellen freigesetzt, diese
dann durch Zugabe von RNasen von anhaftender RNA aufgereinigt und das Lysat
durch Anionenaustauschsaulen aufgetrennt.

Die Anionenaustauschsaulen besitzen ein Tragermaterial mit positiv geladenen Ober-
flachenmolekuilen die negativ geladene Substanzen, wie Nukleinsduren, zuriickhalten.
Eine Trennung der negativ geladenen Nukleinsduren von anderen Stoffen mit negati-
ver Ladung kann durch Elution mit Puffern unterschiedlicher lonenstérken erreicht wer-
den. Proteine eluieren im Vergleich zu Nukleinsauren erst bei héheren lonenstarken
(111).

AbschlieBBend erfolgte eine Fallung mit Alkohol, um die Nukleinsduren zu entsalzen

und aufzukonzentrieren.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 verwendete Puffer und Lésungen

Reagenz Sammelgel (2 Gele 4 6 %) Trenngel (2 Gele 4 10 %)
TRIS-HCI (1,5M, pH8,8) - 11,25ml

TRIS-HCI (0,5M, pH6,8) 5mi -

SDS 10% 200ul 450 pl

Acrylamid 30% + Bisacrylamid 46ml 15ml

0,8%

Ammoniumpersulfat 10 % 132l 300 ul

TEMED 28 pl 30ul

Aqua bidest. 12,2ml 18 ml

Tabelle 18: Zusammensetzung SDS-Elektrophoresegele.

Reagenz Menge

TRIS-Base 240mM

Glycin 190 mM In Aqua bidest. aufnehmen.
SDS 1%

Tabelle 19: Zusammensetzung SDS-Elektrophoresepuffer.

Reagenz Menge
Harnstoff 8M

In Aqua bidest. I6sen.
TRIS-HCI (pH 6,8) 125mM

Kurz vor Gebrauch Zugabe von 10 pl
Glycerol 20%

2-Mercaptoethanol zu 500ul Pro-
Sbs 5% benpuffer.
Bromphenolblau wenig

Tabelle 20: Zusammensetzung 2x SDS-Probenpuffer.
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Reagenz Menge

TRIS-Base 24mM

Glycin 190 mM In Aqua bidest. aufnehmen.
Methanol 20%

Tabelle 21: Zusammensetzung Blotting-Puffer.

Reagenz Menge

KH,PO, 1,76 mM

Kaliumchlorid 2,68 mM Mit NaOH auf einen pH von 7,3-7,5
Na,HPO, x 2H,0 10,1mm | einstellen.

Natriumchlorid 140 mM

Tabelle 22:Zusammensetzung Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS).

Reagenz Menge
TRIS (pH 8,0) 10mM _

In Aqua bidest. aufnehmen.
Natriumchlorid 150 mM

Tabelle 23: Zusammensetzung TRIS-gepufferte Salzlésung (TBS).

Reagenz Menge
Tween20 100 pl
‘TBS 200ml

Tabelle 24: Zusammensetzung TRIS-gepufferte Salzlésung (TBST) mit Tween20.

Reagenz Menge

BSA 1% In PBS aufnehmen und auf einen pH
von 7,4 einstellen.

Tween20 0,1%

Bei 4 °C kurz lagerungsfahig.

Tabelle 25: Zusammensetzung AK-VerdUnnungspuffer.
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Reagenz Menge

SDS 2%

TRIS-HCI (pH 6,8) 62,5mM In Aqua bidest. aufnehmen.
Mercaptoethanol 100mM

Tabelle 26: Zusammensetzung AK-Entfernungspuffer.

Reagenz Menge
Natriumbicinchoninat 10g/L
Natriumcarbonat 209/L
Auf einen pH-Wert von 11,25 titrie-
Natriumtartrat 1,60/L ren.
Natriumhydroxid 4qg/L
Natriumhydrogencarbonat 9,5¢/L

Tabelle 27: Zusammensetzung Stammlésung A; BCA-Protein Assay Kit.

Reagenz Menge

Kupfersulfat-Pentahydrat 40¢g/L

Tabelle 28: Zusammensetzung Stammlésung B; BCA-Protein Assay Kit.
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3.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung der angefertigten Lysate wurde unter zu Hilfe-
nahme des Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Scientific, USA, Waltham)
durchgefihrt. Es handelt sich hierbei um eine quantitative Messmethode, bei der die
farbgebende Komplexbildung zwischen den an die Peptide angelagerten Kupferionen
und der Bicinchoninsaure (BCA) zur photometrischen Messung ausgenutzt wird.

Die zu messenden Proteingemische wurden in einem Verhaltnis von 1:9 mit einer
Reagenzldsung, bestehend aus den Stammldsungen A und B (Tabelle 27, Tabelle 28),
vorliegend in dem Verhéaltnis von 50: 1, verdiinnt und 30 Minuten bei 37 °C in einer 96-
Lochplatte inkubiert.

Die in der Stamml6sung B enthaltenen Cu?*-lonen lagern sich an die Peptidbindungen
der Proteine an und werden im alkalischen pH-Milieu zu einwertige Kupferionen redu-
ziert. BCA bildet mit den reduzierten lonen blau-violette Farbstoffkomplexe. Abhangig
von der Menge an vorhandenen Peptidbindungen und damit abhangig von der Menge

an Cu*-lonen fallt die Farbreaktion verschieden stark aus.

Durch photometrische Messungen (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellen-
lange von 562 nm lassen sich Rickschlisse auf die Menge an eingesetztem Protein

ziehen.

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Mittels SDS-Page lassen sich heterogene Proteingemische entsprechend ihrer Mole-

kilmasse in homogene Proteinbanden auf einem Polyacrylamidgel auftrennen.

Dazu wurden die Proben vorab mit dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat
(SDS) versetzt, welches sich an die hydrophoben Teile der Proteine anlagert, sie ent-
faltet und stark negativ l1adt, sodass die Eigenladung der Proteine Uberdeckt wird.

Die negative Beladung erfolgt Gber Bindung an vor allem hydrophoben Aminosaure-
ketten und steht folglich in einem proportionalen Verhaltnis zur MoleklIimasse der je-
weiligen Proteine (pro Gramm Protein werden durchschnittlich 1,4g SDS gebunden
(112)). Die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld wird folglich von der Mo-
leklimasse der Proteine und nicht mehr von ihrer Eigenladung bestimmt. Je niedriger
die Molekllmasse ist, desto schneller wandert das Protein durch das Gel und desto

gréBer ist die zurtickgelegte Laufstrecke im Gel nach einer definierten Zeit x.
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Das Mitfihren standardisierter GroBenmarker erlaubt das Ziehen von Riickschllissen

auf die Molekllmasse der zu untersuchenden Proteine.

In der vorliegenden Arbeit wurden Gele mit einer 6 %-igen Sammel- und einer 12,5 %-
igen Trennphase verwendet.

Das Sammelgel weist eine gréBere Porenweite auf und enthélt Chloridionen, welche
im elektrischen Feld schneller durch das Gel wandern als Proteine.

Der beigefugte Elekirophoresepuffer enthalt Glycinionen, welche langsamer als die
Proteine durch das Gel wandern. Die Proteine sammeln sich im Sammelgel zwischen
Glycin- und Chloridionen. Dies bezeichnet man als ,stacking-Effekt” und dient der Vor-
trennung und Aufkonzentrierung der Proteinprobe (107).

Das Trenngel hat im Verhaltnis zum Sammelgel eine kleinere PorengréBe; es halt zu-
nachst porengréBenbedingt die Proteine zurlick und lasst die kleineren Glycinionen
durchlaufen; Gber die Zeit erfolgt auch das Auftrennen der Proteine entsprechend ihrer

Molekllmasse.

Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten entsprechend ihrer Zusammensetzungen
(Tabelle 18) gegossen.

Es wurde zunéachst das Trenngel eingefillt, mit Wasser Gbergossen und auspolymeri-
siert. Danach wurde das Wasser abgegossen und das Sammelgel mit einer Kunst-
stoffschablone fur die Probentaschen eingeflhrt und ebenfalls polymerisieren gelas-
sen. Das ausgehartete Gel wurde in eine mit SDS-Laufpuffer geflllter Gelektrophore-
sekammer (Perfect blue™ Doppelgelsystem Twin ExXWS, Peqg-Lab) eingesetzt.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit Mercaptoethanol-ver-
setztem 2x Probenpuffer (Tabelle 19Tabelle 20: Zusammensetzung 2x SDS-Proben-
puffer) fir zehn Minuten bei 37 °C inkubiert.

Dies denaturiert die Proteine durch Spaltung ihrer Disulfidbriicken zusatzlich zu dem
Aufspalten durch Interkalieren des SDSs zwischen die Proteine.

Der hCAT-1 weist zwei Glykosylierungsstellen in seiner dritten extrazellularen Schleife
auf (33); diese kénnen Einfluss auf das Laufverhalten des Proteins und damit auf sein
Wanderungsverhalten im Gel nehmen. Durch Vorliegen verschiedener Glykosylie-
rungszustande des Proteins erscheint dieses im Gel als unscharfe, verwaschene

Bande. Eine Deglykosylierung erlaubt eine scharfere Abgrenzung der entsprechenden



Material und Methoden 78

Proteinbande im Gel. Fir den Nachweis des hCAT-1-Proteins empfiehlt sich eine vo-
rangehende Deglykosylierung der Proteinprobe durch Inkubation mit N-Glykosidase F
(Roche Diagnostics, Mannheim) bei 37 °C Gber 30 Minuten.

Die Proteinproben durchliefen die Sammelgelphase bei einer angelegten Spannung
von 120V (Uber etwa zehn Minuten); die Auftrennung der Proteinfragmente durch das

Trenngel erfolgte bei 100V Uber ca. drei bis vier Stunden.

3.2.4 Western-Blot-Analysen

Proteine lassen sich nach gelelektrophoretrischer Auftrennung durch das SDS-Page-
Verfahren elektrophoretisch aus dem Polyacrylamidgel auf eine geeignete Membran
Ubertragen. Auf dieser kbnnen sie fixiert und Gber verschiedene spezifische Nachweis-
reaktionen detektiert werden.

Die Ubertragung erfolgte hier auf eine Nitrocellulosemembran (Protran®83, Schleicher
und Schll, Dassel) mittels Tankblotverfahrens (Tankblotkammer, Trans-Blot® Cell, Bi-
oRad) Uber Nacht bei 4 °C und einer angelegten Stromstarke von 200 mA.

Die angelegte Spannung zieht die negativ geladenen Proteine entsprechend ihrer La-
dung aus dem Gel in Richtung des Pluspols. Auf dem Weg dorthin bleiben diese durch
hydrophobe Wechselwirkungen auf der Membranoberflache der Nitrocellulosememb-
ran haften. Das dem Transferpuffer zugesetzte Methanol lockert die Bindung zwischen
SDS und Proteinen weiter auf, sodass die Proteine einfacher auf die Membran trans-

ferieren kbnnen.

Membran und Gel wurden beim Tankblotverfahren in Sandwichtechnik mit je drei La-
gen Whatman® 3MM Filter (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) vor dem Gel und hinter der
Membran in die Blottingkammer mit Transferpuffer unter Einsatz von Schwammtu-
chern und Kunststoffgittern geschichtet. Es ist wichtig, dass bei dem Zusammenbau
des Blots eine Luftblasenbildung vermieden wird, damit die Proteine vollstandig auf die

Membran Ubertragen werden kénnen.

Eine Farbung mit dem wasserléslichen Farbstoff Ponceau S (Sigma-Aldrich, Deisenh-
ofen), welcher unspezifisch Proteine anfarbt, kann den Erfolg des Transfers optisch
sichtbar machen. AnschlieBend wird die Farbung mit Aqua dest. wieder ausgewa-

schen.
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3.2.5 Nachweisreaktion zum spezifischen Proteinnachweis

Durch spezifische Nachweisreaktionen zwischen Nachweisreagenzien und den ge-
suchten Proteinen lassen sich diese auf der Nitrocellulosemembran detektieren und
optisch darstellen.

In der Mehrzahl der Falle geschieht dieser Nachweis unter Zuhilfenahme spezifischer
Antikérper (hier: polyklonaler Antikdrper gegen den hCAT-1 ,HC1 aff. pur® aus Kanin-
chen, Eigenproduktion Pharmakologisches Institut, Universitdtsmedizin Mainz, J.
Rupp 2010) und Gber Peroxidase-gekoppelte Zweitantikérper (hier: gegen Kaninchen
gerichteter Antikorper ,Goat-anti-rabbit IgG“ aus der Ziege, Calbiochem®, Merck,
Darmstadt), welche an den jeweiligen Erstantikbrper binden. Die Peroxidase ist ein
Enzym, welches fir eine spater benbtigte Chemilumineszenzreaktion verantwortlich
ist und der optischen Darstellung der Proteine dient. Erst- und Zweitantikdrper ent-

stammen zwangslaufig divergenten Spezies, damit sie gegeneinander gerichtet sind.

Unspezifische Bindungsstellen missen vor Zugabe von Antikérpern durch z. B. das im
Antikérperverdinnungspuffer (AKV-Puffer) enthaltene bovine Serumalbumin (BSA),
abgesattigt werden, um eine unspezifische Bindung des Nachweisreagenz auf der
Blotmembran zu verhindern.

Erst danach erfolgt die eigentliche Nachweisreaktion durch Bindung des Erstantikér-
pers.

Dazu wurde der Blot zunachst dreimal mit AKV-Puffer & zehn Minuten unter Schwen-
ken (Duomax 1030, Heidolph, Schwabach) bei Raumtemperatur gewaschen und an-
schlieBend in diesem unter Zugabe des jeweiligen Primarantikérpers (hier: ,HC1 aff.
Pur”, Verdinnung 1: 10.000) unter Schwenken (Unimax 1010, Heidolph, Schwabach)
tber Nacht bei 4° C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran durch dreimaliges Waschen & zehn Minuten in
Blotto-Puffer (oder in AKV-Puffer) auf dem Schwenker (Duomax 1030, Heidolph,
Schwabach) bei Raumtemperatur von Gberschissigem Antikdrper befreit und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen Zweitantikdrper (hier: ,Antikérper
Goat-anti-rabbit IgG*, Verdiinnung 1: 10.000) in Blotto-Puffer oder in AKV-Puffer inku-
biert. Es ist unabdingbar den Zweitantikdrper vor Lichteinfall zu schitzen.

Es schlossen sich abermals drei Waschschritte & zehn Minuten in TRIS-gepufferter

Salzlésung mit Tween (TBST) und ein Waschschritt in TRIS-gepufferter Salzlésung
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(TBS) bei Raumtemperatur auf dem Schwenker (Duomax 1030, Heidolph, Schwab-

ach) an, um die Membran von ungebundenem Zweitantikérper zu reinigen.

Als nachstes folgte das optische Sichtbarmachen der Antikérperbindung. Dies ge-
schah mithilfe der an die Nachweisreagenzien gekoppelten Peroxidase und beruht auf
dem Prinzip der Chemilumineszenz, welche durch die Enzym-Substratreaktion der
Peroxidase mit Luminol frei wird und auf dem Réntgenfilm sichtbar gemacht wird.

Flr die Peroxidasereaktion wirkte eine Minute lang das Chemilumineszenzreagenz
Western Lightning Plus ECL (PerkinElmer, Waltham, USA) auf die Membran ein, so-
dass das an den Zweitantikérper gekoppelte Enzym mit dem in der Lésung enthalte-
nen Luminol reagieren und Licht emittieren kann.

Die Membran wurde nach einer Minute aus dieser entnommen und mit einer Folie
bedeckt.

Das Ganze wurde auf einen Film gelegt und dieser in der Dunkelkammer entwickelt.
Die Belichtungszeiten lagen in der vorliegenden Arbeit zwischen einer und zehn Minu-

ten.

In der dargelegten Arbeit sollte zudem der Nachweis von biotinyliertem hCAT-1-Pro-
teins Uber HRP-Streptavidin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) erfolgen.

Die Bindung des HRP-Streptavidin und der entsprechende Lumineszenz-Nachweis er-
folgten analog zu der oben dargestellten Methode; der Einsatz des HRP-Streptavidin
entsprach dabei der des Zweitantikdrpers (Verdinnung 1:5.000), die Inkubation mit
einem Erstantikérper entfiel, da die Chemilumineszenzreaktion durch HRP-Streptavi-
din direkt vermittelt wird.

Soll der Western-Blot zum Nachweis von biotinylierten Proteinen durch HRP-Strep-
tavidin erfolgen, darf zum Absattigen der unspezifischen Bindungsstellen kein Puffer
mit Milchpulver verwendet werden, da Milch bereits Biotin enthalt und eine unspezifi-
sche Gesamtbindung des HRP-Streptavidins auf der Blotmembran verursachen
wirde; stattdessen empfiehlt sich in den entsprechenden Schritten die Verwendung
von AKV-Puffer.
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3.3 Methodik der Zellkultur

Es war das Ziel gegeben, einen ersten Schritt in Richtung des Auffindens potenzieller
Bindungspartner fur kationische Aminosauretransporter durch massenspektrometri-
sche Analysen zu ebnen. Dazu wurden humane Zellen mit Plasmiden, codierend fir
den hCAT-1-Transporter, gekoppelt mit einem Biotinylierungsenzym, in humane Zel-
len transfiziert und Lysate aus diesen Zellen fiir weitere Versuche aufbereitet.

In den zugrundeliegenden Versuchen wurden humane Zellen der Zelllinie HEK293T
verwendet. Es handelt sich hierbei um menschliche, embryonale Nierenzellen, trans-
formiert mit Erbinformation des menschlichen Adenovirus 5. Sie exprimieren zudem
das ,SV40 large T-Antigen®, welches eine DNA-Replikation von viralen Genen mit
SV40-Replikationsursprung ermdglicht. Sie sind adharent wachsende Zellen (113).
lhre Kultivierung fand bei 37 °C und unter 5% €0, in DMEM + GlutaMax™:-| (Gibco,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) mit 10 % FBS (Sigma-Aldrich, Deisenh-
ofen) statt.

Die Simultantransfektionen mit den Vektorkonstrukten ,hCAT-1-BAP-N1“ und
,PCMV3-BirA* erfolgten in humanen Zellen der Zelllinie U373-MG. Es handelt sich hier-
bei um neuroektodermale Zellen aus einem Glioblastom-Astrozytom eines 61-jahrigen
kaukasischen Mannes (114).

Ihre Kultivierung fand bei 37°C und unter 5% €0, in IMDM (Gibco, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, USA) mit 10 % FBS (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) statt.
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3.3.1 verwendete Puffer

Reagenz Menge

Natrium-Desoxycholat 0,5%

Triton-X-100 1% In Aqua bidest. aufnehmen.

SDS 0,1% Bei der Anwendung auf Geweben
Natriumchlorid 150 mM Zugabe von Proteaseinhibitoren.
TRIS (pH 8,0) 50mM

Tabelle 29: Zusammensetzung Radio-Immuno-Prézipitations-Assay- (RIPA) Puffer.

Reagenz Menge

Natriumchlorid 150 mM In Aqua bidest. aufnehmen.

TRIS (pH 8,0) 50 mM Bei der Anwendung auf Geweben
NP-40 1% Zugabe von Proteaseinhibitoren.

Tabelle 30: Zusammensetzung NP-40-Puffer.
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3.3.2 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von in Flissigstickstoff gelagerten Zelllinien sollte zu deren Protektion
zlgig erfolgen. Zellen werden in 10% FCS mit Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe), einem Gefrierschutzmittel, eingefroren.

Es hat bei Raumtemperatur eine direkt zytotoxische Wirkung (115), sodass die Zellen
nach dem Auftauen schnell in ein fir sie geeignetes Kulturmedium Uberflhrt werden

sollten.

Die aufgetauten Zellen wurden in ein 15ml Reaktionsgefal3 mit angewarmtem N&hr-
medium gegeben, gemischt und mit 900 rpm flinf Minuten bei 4 °C abzentrifugiert (Me-
gafuge X3R, Heraeus Sepatech, Osterode). Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellsediment in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Es folgte das Einséen der Zellen in
eine 75 cm2-Kulturflasche (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) und deren In-
kubation im Brutschrank bei 37 °C und unter 5% CO, fir 24 Stunden. Nach einer opti-
schen Kontrolle der Zellen unter dem Lichtmikroskop schloss sich ein erneuter Medi-

umwechsel an.

3.3.3 Passagieren von Zellen

Sollen Zellen Uber einen langeren Zeitraum fir mehrere Versuche in Kultur gehalten
werden, missen Sie regelmaBig umgesetzt und verdiinnt werden, da sie sich sonst in
ihrer Kulturflasche stark vermehren und durch Nahrstoffmangel zu Grunde gehen. Den
Vorgang des Umsetzens und Verdinnens nennt man ,Passagieren der Zellen®. Die
Anzahl an Passagen einer Zellkultur gibt die Anzahl an durchgefihrten Verdiinnungen
wieder.

Far die HEK293T hatte sich ein einmal-wéchentliches Passagieren in einer Verdin-
nung von wenigen Tropfen Zellsuspension (hier in der Regel 3-5 Tropfen pro Kultur-
flasche) ad 20 ml neuem Medium als ausreichend gezeigt. Fir die U373-MG war ein
zweimal-wdchentliches Passagieren in Verdiinnungen der GréBenordnung von 1: 3-

1: 6 notwendig.

Es wurde zun&chst unter der Sterilbank (Mikrobiologische Sicherheitswerkbank UVF
6.18S, BDK, Sonnenbiihl-Genkingen) das alte Kulturmedium aus der Kulturflasche ab-
gesaugt, die Zellen mit ca. 10 ml DPBS (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) von restlichem
Medium sauber gewaschen und mit ca. 1 ml Trypsin-EDTA-L&sung (Sigma-Aldrich,
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Deisenhofen) von dem Flaschenboden losgelést. Es folgte eine ca. drei-minutige Inku-
bation der Zellen im Brutschrank bei 37 °C und unter 5% CO,. Leichtes Klopfen gegen
den Flaschenboden diente als mechanische Unterstitzung des Ablésevorgangs. Nach
einer kurzen optischen Kontrolle des Ablésevorgangs wurden die Zellen in 10 ml vor-
gewarmtem Medium wiederaufgenommen und entsprechend der geplanten Verdin-
nung auf neue 75cm?-Kulturflaschen aufgeteilt und neues Medium auf jeweils 20 ml

Gesamtvolumen pro Kulturflasche wieder aufgefillt.

Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung im Brutschrank bei 37 °C und unter
5% CO, inkubiert.

3.3.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Neubauer-Zahlkammer wird mit 100 ul Zellsuspension beladen und durch Trypan-
blau (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) angefarbt.

Unter dem Mikroskop zeigt sich jede Zahlkammer geteilt in vier Quadranten mit jeweils
weiteren 16 quadratischen Unterteilungen. Die Anzahl der Zellen pro groBem Quadrat
wird ausgezahlt, gemittelt und mit dem Faktor 10* und unter Beriicksichtigung eventu-
eller Verdinnungsfaktoren auf einen Milliliter Zellsuspension hochgerechnet. Dies er-
moglichte ein exaktes Aussaen definierter Zellzahlen fir Transfektionen.

Zellzahl
Zahl der grofsen Quadrate

x Verdimnungsfaktor x 10* x ml™! = Zellen x ml~?!

Verdiinnungsfaktor entsprechend der Anzahl von Zellen in einem Milliliter Zellsuspension.

3.3.5 Einfrieren von Zellen

Zellen werden zur Langzeitlagerung in Einfriermedium im Fllssigstickstofftank bei
-210°C aufbewahrt.

Dazu wurden sie ahnlich zu dem Vorgang beim Passagieren zunachst mit DPBS
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen) gewaschen, mit Trypsin-EDTA-L&sung (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) abgelést und in 10 ml frischem Medium aufgenommen, in ein 15ml Zent-
rifugationsréhrchen tberfihrt und mit 900 rpm flnf Minuten bei 4°C abzentrifugiert
(Megafuge X3R, Heraeus Sepatech, Osterode). Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellsediment in geklhltem Einfriermedium (enthalt 10 % DMSO) resuspendiert und je
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1 ml davon in Kryoréhrchen (Nalgene™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) pi-
pettiert. Die Zellen wurden Uber 24 h bei - 70 °C in einer eisgeflillten Styroporbox lang-
sam gefroren, bis sie in den Stickstofftank umgesetzt werden konnten. Dieses sukzes-
sive AbkUlhlen dient der Protektion vor Kristallbildung im Zellinneren und ist zellscho-
nender als ein schnelleres Abkuhlen.

3.3.6 Bestimmung der Dosis-Wirkungskurve von Geneticin

Zur Zichtung einer stabilen Expression missen die transfizierten Zellen unter Selek-
tionsdruck hochgezogen und von nicht erfolgreich transfizierten Zellen selektiert wer-
den.

Dies gelingt unter Ausnutzung von Antibiotikaresistenzgenen auf den transfizierten
Plasmiden. Das Plasmid ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* besitzt eine Sequenz fir eine Ami-
noglykosid-Phosphattransferase, welche eine Resistenz gegen Neomycin/Geneticin
vermittelt. Nur erfolgreich transfizierte Zellen kdnnen unter entsprechendem Selekti-
onsdruck Uberleben.

Geneticin vermittelt seine Wirkung durch Translationshemmung Uber eine Bindung an
die 80S-Ribosomen (116).

Die Dosis an Geneticin, die notwendig ist, um alle nicht transfizierten Zellen ohne Re-
sistenz sicher abzutbten, ist von Zelllinien zu Zelllinie variabel und differiert zwischen
verschiedenen Geneticin-Chargen. Vor Transfektionsbeginn sollte die fur eine Selek-
tion notwendige Geneticindosis bestimmt werden.

Dazu wurden Zellen definierter Dichte (hier: 25 Tsd. pro ml) in eine sechs-Lochplatte
ausgesat und je Vertiefung mit unterschiedlichen Konzentrationen an Geneticin (Bio-
chrom, Berlin) unter Selektionsdruck gegeben. Eine Vertiefung verbleibt als Kontroll-
gruppe ohne Selektionsdruck.

In den der Arbeit zu Grunde liegenden Experimenten hat sich eine Geneticinkonzent-
ration von 400 pg/ml als ausreichend zur Selektion erwiesen.
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3.3.7 Transfektion von Saugerzellen

Den Vorgang des Einschleusens von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen nennt man
Transfektion. Dies kann transient ohne das Ziel einer dauerhaften Integration der
transfizierten DNA in die Zelle oder dauerhaft im Sinne einer Zelllinie mit stabiler Ex-
pression des Zielproteins erfolgen.

3.3.7.1  Zelllinien mit transienter Expression des Zielproteins

Die Zellen wurden in sechs-Lochplatten mit einer Dichte von 0,4 — 4x10* Zellen je Ver-
tiefung ausgesat und Uber mindestens 24 Stunden bei 37°C und unter 5% CO, im
Brutschrank inkubiert.

Am Folgetag fand ein Mediumwechsel der ausgesaten Zellen statt. Zum Zeitpunkt der
Transfektion sollten die Zellen mindestens zu 70 % konfluent sein.

Es wurde die Methode der biologischen Transfektion unter Einsatz eines Transfekti-
onsreagenz angewendet. Dieses enthalt diverse transfektionserleichternde Stoffe, wie
z. B. Histone, Polyamine und synthetische Lipide. Letztere lagern sich ionisch an die
Plasmidmolekile an, sodass eine positive Nettoladung des Komplexes resultiert. Die-
ser kann an die Zellmembranoberflache binden und wird von den Zellen vermutlich
endozytotisch aufgenommen (107). Neuere Transfektionsreagenzien wie Fugene®6
und Geneduice® enthalten keine synthetischen Lipide.

Es wurden Transfektionsanséatze nach folgendem Schema pipettiert und tropfenweise
zu den ausgeséten Zellen dazugegeben;

Reagenz Menge

Medium ohne FBS 150 pl
Mischen, 5Minuten Inkubation bei Raum-
Transfektionsreagenz | 3-8 4l temperatur.

Fugene® 6;
GenedJuice®

Dann Zugabe des Plasmids und 15 Minuten

Plasmid 1-2g Inkubation bei Raumtemperatur.

Tabelle 31: Schema eines Transfektionsansatzes.
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Die biologische Transfektion der Saugerzellen mit den ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*-
Konstrukten verlief trotz diverser Modulationen bezliglich Mengenverhéltnissen und

Transfektionsreagenzien frustran bzw. mit einer zu geringen Effizienz.

Eine chemische Transfektion nach der Calcium-Phosphat-Prazipitations-Methode ist
eine Alternative zu oben dargestelltem Vorgang.

Diese wurde 1973 durch Graham, Frank L. und Van der Eb, Alex J. etabliert (117).
Die zu transfizierenden Plasmide werden dabei rihrend in eine CaCl,-Lésung mit
Phosphatpuffer gemischt. Das enthaltene Calciumchlorid und das zugegebene Natri-
umphosphat fallen zusammen als Calciumphosphat aus, welches an der DNA binden
und zusammen mit dieser von den Zellen endozytotisch aufgenommen werden kann.
Die Transfektionseffizienz kann durch Zugabe einer Chloroquin-Lésung gesteigert
werden. Chloroquin verschiebt den pH-Wert in den Lysosomen und wirkt somit dem

lysosomalem Abbau der transfizierten DNA durch DNasen entgegen (107).

Es wurden Transfektionsanséatze nach folgendem Schema pipettiert und tropfenweise

zu den in 10-cm-Platten ausgesaten Zellen nach vorangegangenem Mediumwechsel

dazugegeben;
Reagenz Menge
Plasmid 5-10ug Mischen, 20 Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur.
Calciumchlorid 2,5M | S0Hl P
H,0 : 0.1x TE-Puffer Dann Zugabe von 1 ml einer 1:100 mit Me-
ay ad 500l _ ) o
(1:3) dium  verdinnten  Chloroquinlésung
HBS-Puffer (2x) 500 l [Cend. =1 mM]

Tabelle 32: Schema eines Transfektionsansatzes fiir die Calcium-Phosphat-Methode.
Es folgte bei beiden Transfektionsmethoden eine Inkubation der transfizierten Zellen
Uber 48 - 76 Stunden bei 37 °C und unter 5% €0, im Brutschrank.

Transfektionen mit EGFP-Konstrukten kdnnen fluoreszenzmikroskopisch auf inre Effi-

zienz beurteilt und ausgezéahlt werden.

Durchflusszytometrisch lassen sich Zellen separieren.
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3.3.7.2  Zelllinien mit stabiler Expression des Zielproteins

Bei einer stabilen Expression wird die eingeschleuste Fremd-DNA stabil in das Wirts-

genom integriert und dauerhaft exprimiert (118).

Nach erfolgreicher transienter Expression der Zellen des Plasmids ,HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP“ wurden die Zellen mit Geneticin (Biochrom GmbH, Berlin) unter Selektions-
druck gesetzt. Es erfolgte nach wenigen Tagen der Kultivierung durchflusszytomet-
risch ein Sortieren der Zellen in Einzel- und Mischklone. Dies wurde am Paul Klein
Zentrum flr Immunabwehr, Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat

Mainz far uns durchgefihrt.

Aus der Zellsuspension wurden EGFP-positive Zellen in einer 96-Lochplatte vereinzelt
und weiter unter Selektionsdruck kultiviert bzw. in einer 12-Lochplatte als Mischklon
weiter unter Selektionsdruck kultiviert. Es erfolgten regelmaiige Medienwechsel unter
Selektionsdruck und fluoreszenzmikroskopische Kontrollen auf Beibehalten des
EGFP-Signals.

Nach Erreichen entsprechender Konfluenz wurden die Zellen auf groBere Kultivie-
rungsgefaBe umgesetzt und in den Ublichen Passagierungs-Rhythmus Gberflhrt.

Eine Expression gilt als stabil, wenn sie das transfizierte Plasmid stabil in ihre DNA
integriert hat und es auch ohne Selektionsdruck dauerhaft exprimiert.

Das Hochziehen der Einzelklone verlief in der vorliegenden Arbeit frustran. Es wurde
das Erreichen einer Zelllinie mit stabiler Expression (, T7 Mischklon HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP*) durch Kultivierung des Mischklons erreicht.

3.3.8 Herstellung von Zell-Lysaten

Die transfizierten Zellen wurden nach entsprechender Kultivierung abgeerntet und fir

weitere Proteinanalysen lysiert.

Dabei wurde das vorhandene Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit DPBS (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen) gespult und mit einem entsprechenden Lyse-Puffer 30 Minuten
unter Schiitteln bei 4 °C inkubiert. Das Zell-Lyse-Gemisch wurde in einem Reagenz-
gefaB 20 Minuten mit 14.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand mit enthalte-
nen Proteinen in ein neues Reaktionsgefal Uberflhrt. Das gewonnene Lysat kann bei
-20°C fur mehrere Wochen gelagert und fur weitere Analysen genutzt werden.



Material und Methoden 89

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Lyse-Puffer verwendet. Die Heraus-
forderung bestand darin, einen Lysepuffer zu finden, der einerseits die Zellen ausrei-
chend lysiert, die hCATs hinreichend aus der Zellmembran solubilisiert, aber dennoch
potenzielle Bindungspartner nicht von den hCATs ablést und gleichzeitig die Durch-

fihrung folgender massenspektrometrischer Analysen nicht behindert.

In der Tabelle 29 und der Tabelle 30 sind die verwendeten Lysepuffer in ihrer Zusam-
mensetzung dargestellt. Insbesondere der NP-40-Puffer stellt einen sehr milden, nicht
denaturierenden Puffer dar, welcher die Wahrscheinlichkeit flir eine erhaltene Assozi-

ation potenzieller Bindungspartner nach der Zelllyse erhéht (119).

Alle Lysepuffer wurden mit einem Proteaseinhibitor-Gemisch (Proteaseninhibitorenge-
misch complete mini, Roche, Grenzach-Wyhlen) versetzt, um einem Abbau der Pro-
teinproben entgegenzuwirken und damit eine méglichst scharf abgrenzbare Darstel-

lung der einzelnen Proteinbanden im Western-Blot zu erhalten.
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3.4 Expressionsstudien an Xenopus laevis-Oozyten

Seit John Gurdon 1971 erste molekularbiologische Experimente mit Oozyten des Kral-
lenfrosches Xenopus laevis durchfiihrte, haben sich diese in der Forschung vor allem
als zellulares Expressionssystem zur Proteinexpression exogener, injizierter RNA ste-

tig weiter etabliert (120).

3.4.1 verwendete Puffer und Lésungen

Reagenz Menge
Natriumchlorid 96 mM
Kaliumchlorid 2mM
Magnesiumchlorid 1mM
HEPES (pH 7,3) 10mM

Tabelle 33: Zusammensetzung Ca?*-freie Pufferldsung.

Reagenz Menge
Natriumchlorid 96 mM
Kaliumchlorid 2mM
Magnesiumchlorid 1mM
Calciumchlorid 1,8mM
HEPES (pH 7,3) 10mM

Tabelle 34: Zusammensetzung Ca?*-haltige Pufferlésung.

Reagenz Menge
Leibowitz L15-medium 25ml
Aqua bidest. Steril 25ml
HEPES (15mM, pH) 750 pl
Gentamycin 100 pg/ml 50 ul

Tabelle 35: Zusammensetzung Oozyten-Kulturmedium.
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3.4.2 Xenopus laevis als Versuchstier

Das natlrliche Verbreitungsgebiet von Xenopus laevis liegt in Afrika. X. laevis ist be-
zuglich seiner Anspriche an Umgebungsbedingungen auBerst gentigsam und damit
ein ideales Versuchstier im Labor.

Er verhalt sich sowohl eurydk als auch eutherm. Geschlechtsreife Tiere erreichen eine
GréBe von ca. 13cm und kénnen unter Laborbedingungen oft 15 Jahre alt werden.
Das Nahrungsspektrum der Tiere ist sehr breit und in erster Linie proteinreich (120).
Im Labor werden sie mit Fertig-Pellets ernahrt.

Die Oozyten des Krallenfrosches eignen sich aus mehreren Grinden als zellulares
Expressionssystem. Sie sind ohne groBen Aufwand und in groBen Mengen chirurgisch
einfach zu gewinnen; sie erlauben durch ihre GréBe von 1,2-1,5 mm eine gute Hand-
habung, haben eine hohe Proteinbiosyntheserate (121, 122) durch einen groBen En-
zymapparat und ausreichendem Vorhandensein zytoplasmatischer Zellorganellen und
setzen auch injizierte Fremd-RNA in Protein um.

| I 1 \" \Y Vi

Abbildung 5: Darstellung der Oozytenstadien 1-VI von Xenopus laevis-Oozyten nach Dumont
(1972) (123).

Die Oozyten nehmen vom Stadium | bis VI an Volumen und Pigmentierung zu. Oozyten des Stadiums
| sind transparent; ab Stadium Il sind bereits dunkle Pigmentgranula zu sehen, die sich ab Stadium VI
am animalen Pol konzentrieren und eine optische Differenzierung zwischen animalem und vegetativen
Pol erlauben. Im Stadium VI zeichnet sich ein heller d&quatorialer Ring zwischen beiden Polen ab. Fir
die Injektionsversuche wurden Oozyten der Stadien V und VI ausgewahilt.

Die diploiden Oozyten durchlaufen verschiedene Wachstumsphasen und wurden be-
reits 1972 durch Dumont in sechs verschiedene Stadien klassifiziert (Abbildung 5).
Fir Expressionsstudien eignen sich Oozyten der Stadien V und VI nach Dumont, wel-
che bereits makroskopisch eine Differenzierung zwischen einem animalen (zytoplas-
mareich, braunlich) und vegetativen (dotterhaltig, beige) Pol zulassen (123).

Die Qualitat der Oozyten hangt entscheidend von der AuBentemperatur ab und sinkt
bei steigenden Temperaturen. Fiir die Arbeit an den Oozyten ist eine Umgebungstem-
peratur von unter 25 °C anzustreben.
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3.4.3 Gewinnung der Xenopus laevis-Oozyten

Die Ovarien eines Xenopus laevis Weibchen enthalten bis zu 30.000 Oozyten der Du-
mont-Stadien |- VI, verteilt in bis zu 16 epitheliberzogenen Mesovarien. Die Oozyten
zeigen eine Umhillung aus Follikelepithel, Theka und innerem Ovarialepithel (120).

Zur Oozytengewinnung mussten die Krallenfrésche vorab narkotisiert werden. Die ge-
brauchlichste Form dabei ist das Narkosebad. Das am haufigsten eingesetzte Anas-
thetikum stellt 0,1 %-iger 3-Aminobenzoesaure-Ethylester (Sigma-Aldrich, Deisenh-
ofen) dar (124, 125).

Die Qualitat der Narkose ist abhangig von der Umgebungstemperatur; je héher die
Temperatur des Narkosebades ist, desto schneller wird das Anéasthetikum Gber die
Haut des Frosches resorbiert und auch wieder abgegeben (120).

Zur Uberpriifung der Narkosetiefe und damit dem Erreichen des chirurgischen Stadi-
ums, wurde der Ausfall des Umkehr- (Wendung des Frosches aus der Riickenlage)
und Schmerzreflexes (mit Pinzette die Schwimmh&ute kneifen) Uberprift. Erst wenn
diese erloschen sind, darf mit der chirurgischen Isolation der Oozyten begonnen wer-
den. Dies ist meistens nach einem ca. 30 - bis 40 -minltigem Narkosebad erreicht und
halt fur ca. 30 Minuten an (126). Die Narkosedauer kann durch Uberfiihren des Fro-

sches in klares Wasser verkiirzt werden.

Die Lagerung des Frosches wahrend der Praparation erfolgte auf Eis in Rickenlage
mit leicht erhdhtem Kopf; die Schnittfiihrung verlief im kaudalen Abdominalbereich
ca.1cm lang von kranial nach kaudal; eine Verletzung der Abdominalarterie oder gré-
Berer Mesovargefal3e ist in der Regel letal und damit unbedingt zu vermeiden (120).

Es wurde zuné&chst die Lederhaut, dann das Peritoneum und die Muskelschichten er-
6ffnet. Das Ovar tritt meist nach Eréffnung des Bauchraums nach auBen vor und kann
mithilfe einer Pinzette weiter luxiert und der gewtinschte Teil des Mesovars durch eine
Schere abgetrennt werden. Das entnommene Gewebe wurde in einer Ca?*-haltigen
Pufferlésung bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Das restliche Ovar wurde in
die Peritonealhéhle riickverlagert und die durchtrennten Gewebeschnitte mit Nahtma-
terial wieder verschlossen; fir die Nahte von Muskulatur und Peritoneum wurden re-
sorbierbare Monocryl-Faden der Starke 5-0 (Johnson & Johnson), fiir die Oberhaut
nicht-resorbierbare Polyethylen-Faden der Starke 5-0 (Ethilon, Johnson & Johnson)

verwendet.
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Zur Narkoseausleitung wurde der Krallenfrosch unter Leitungswasser abgespult und
in eine Schale mit niedrigem Wasserstand bis zum Erwachen gesetzt; es empfiehlt
sich die Zugabe von Kaliumpermanganat zur Infektionsprophylaxe (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) ins Wasser.

Erst nach vollstdndigem Erwachen aus der Narkose wurde das Tier zurlick in ein Ein-
zelbecken gebracht und am folgenden Tag zuriick in ein Gemeinschaftsaquarium ge-
setzt.

3.4.4 Préaparation der Xenopus laevis-Oozyten

Nach Entnahme der Oozytenlappchen wurden diese in einer Petrischale aufgeschnit-
ten, sodass sie einschichtig vorlagen und ein besserer Austausch mit dem Umge-
bungsmedium und damit eine optimierte Nahrstoffversorgung stattfinden konnte.

Zur weiteren Verwendung der Oozyten sollte das Bindegewebe um die Oozyten me-
chanisch oder enzymatisch gelést werden, dies erleichtert eine Klassifikation in die
verschiedenen Dumont-Stadien.

Flr ein enzymbasiertes Vorgehen diesbezlglich eignet sich das Zugeben von 100 pl
einer Kollagenase A-Lésung (Roche, Grenzach-Wyhlen), gewonnen aus Clostridium
histolyticum, zu den Oozytenlappchen, welche zuvor in ca. 3-4mm grof3e Stlcke ge-

schnitten wurden.

Vor Zugabe des Enzyms wurden die Oozyten ca.achtmal in einer Ca®*-freien Puffer-
|I6sung gewaschen, um einer UberschieBenden Aktivierung der Kollagenase durch das
Kalzium entgegenzuwirken.

Unter leichten Schitteloewegungen vereinzelten sich die Oozyten nach Zugabe der
Kollagenase nach ca. 30-40 Minuten.

Die Kollagenase wurde im Anschluss durch ein mindestens 15-maliges Waschen mit

Ca®*-freiem Puffer entfernt.

Die Oozyten lieBen sich vereinzelt mikroskopisch nach Dumont-Stadien einteilen; es
folgte die Auswahl mehrerer Oozyten der Stadien V-VI nach Dumont.

Die gewonnenen Oozyten wurden bis zur Mikroinjektion in modifiziertem Leibowitz-
Medium (mit L-Glutamin; Sigma-Aldrich, Deisenhofen), zuziiglich HEPES (15Mm) und
Gentamycin (100 pg/ml; Invitrogen, Carlsbad, USA) im Inkubationsschrank bei 18°C
gelagert.
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3.4.5 Mikroinjektion von cRNA in die Xenopus laevis-Oozyten

Die Mikroinjektion von Fremd-RNA in die Oozyte ermdglicht die Translation dieser
durch den Proteinbiosyntheseapparat der Oozyte. Dazu reichen bereits mMRNA-Men-
gen von weniger als 1pg pro Oozyte aus; eine Sattigung der Expression ist bei ca.
20 ng injizierter RNA erreicht (120).

Die Mikroinjektion erfolgte durch Druckinjektion unter Zuhilfenahme eines Mikroinjek-
tors (Transjektor 5246, Eppendorf, Hamburg) und bedingt vorab die Herstellung pas-
sender Mikrokapillaren. Diese wurden mit einem Kapillarziehgerat (Micropipette Puller
pB-7, Narishige) angefertigt und auf die richtige TropfengréBe unter Lupensicht (Bi-
nokular MZ6, Leica, Solms) mittels Pinzette gekiirzt. Eine weitere Anpassung der
Tropfmenge erfolgte durch Justierung der EinstellgréBen des Mikroinjektors bezlglich
der StellgréBen fur AusstoBdruck und -intervall.

Das Tropfenvolumen berechnet sich anhand der Volumenformel einer Kugel; der Trop-
fendurchmesser lasst sich mikroskopisch an der Mikroskopskala ablesen.

Es erfolgte die Verdiinnung der zuvor hergestellten cRNA mit RNase-freiem Wasser
auf eine Konzentration von 0,5 ug/ul. Davon wurden 2-2,5 ul unter Zuhilfenahme einer
Eppendorf® Varipette (Eppendorf, Hamburg) in die Mikrokapillare eingebracht und je
ca.20nl pro Oozyte, vorzugsweise in ihren vegetativen Pol, durch Druckluft injiziert.
Wahrend der Injektion waren die Oozyten in einer Petrischale mit Ca?*-haltigem Puffer
auf einem Kunststoffnetz mit einer Maschenweite von 1 mmx 1 mm gelagert. Der ani-
male Pol der Oozyte enthalt den Kern und sollte durch die Injektion nicht beschéadigt
werden.

Eine Lagerung der Oozyten mit nach oben gerichtetem vegetativem Pol kann die
Handhabung vereinfachen. Die Injektionskanile wurde senkrecht zur Oozytenmemb-
ran angesetzt und vorsichtig in die Oozyte eingeflhrt. Es erfolgte die Applikation der
zu injizierenden cRNA mittels Druckluft. Parallel wurde eine Gruppe Oozyten mit Aqua

bidest. gleichen Volumens injiziert und als Kontrolle mitgefuhrt.

Nach erfolgreicher Injektion wurden die Oozyten wieder im Oozyten-Kulturmedium im
Inkubationsschrank bei 18 °C flir zwei bis vier Tage kultiviert. Es erfolgten regelméaBige
Wechsel der Kulturmedien in einem Zweitagesintervall oder bei makroskopischen Auf-
falligkeiten bereits eher.

Die Expressionsdauer betrug in der vorliegenden Arbeit in der Regel zwei Tage.
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3.4.6 L-[*H]Argininaufnahme in Xenopus laevis-Oozyten

Nach einem zweitagigen Expressionsintervall wurde die Proteinexpression des Trans-
portproteins durch Messung der Aufnahme von Tritium-markiertem Arginin in die
Oozyte beurteilt.

Pro Versuchsansatz wurden vier bis sechs Oozyten zusammen in ein Reaktionsgefald
gegeben, dreimal mit jeweils 200 pl eiskalter ND96-Lésung gewaschen, um Reste des
Oozytenkulturmediums und darin enthaltene Aminoséuren zu entfernen, und der Uber-
stand anschlieBend abgezogen.

Im Anschluss wurden die Oozyten mit 200 ul einer Lésung aus ND96 mit und ohne
Zugabe der Testsubstanz (hier: 100 uM SNAP, Sigma-Aldrich, Deisenhofen oder die
Kombination aus je 1mM Sin-1 und SPENO, beide Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA) fir zehn Minuten bei Raumtemperatur bzw.bei 37 °C inkubiert und anschlieBend

der Uberstand wieder vorsichtig abgezogen.

Es folgte die Inkubation mit 200ul einer 1 mM L-[®H]Arginin-Lésung (Aktivitat:
10 uCi/ml) fir den Transporter hCAT-2A und einer 100 uM L-[3H]Arginin-Lésung (Akti-
vitat: 10 uCi/ml) fir den Transporter hCAT-1 bei 20 °C Uber 15 Minuten, sowie bei 37 °C
tber drei Minuten (hCAT-2A) bzw. tiber eine Minute (hCAT-1) mit und ohne Zugabe
der Testsubstanz (hier: 100 uM SNAP oder die Kombination aus je 1 mM Sin-1 und
SPENO).

Die ReaktionsgefafBe wurden anschlieBend direkt auf Eis gesetzt, um die Transportak-
tivitdt und damit die Argininaufnahme stillzulegen.

Es schloss sich ein finf-maliges Waschen mit je 2ml eiskalter ND96-Lésung an, bevor
die Oozyten einzeln in SzintillationsgeféaBe gegeben und 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur mit jeweils 100 ul einer 2 %-igen SDS-Lésung (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) ly-

siert wurden.

Um die ionisierende Strahlung, die beim Zerfall der Oozyten frei wird, messen zu kén-
nen, wurde dem Ganzen eine Szintillationslésung (Irgasafe®, Perkin-Elmer, Waltham,
USA) zugegeben. Diese sendet durch die freiwerdende Energie angeregt, Lichtemis-
sionen aus, die der FlUssigkeitsszintillationszahler (Tricarb 2810TR Liquid scintillation

analyzer, PerkinElmer, Waltham, USA) messen kann.

Berlcksichtigt man die Ausgangsaktivitat des L-[*H]Arginins und die Inkubationsdauer,

kann der Arginintransport pro Oozyte und Stunde errechnet werden.
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3.5 High-performance liquid chromatographic- (HPLC) basierte

Messmethode

FUr den Nachweis einer stattgehabten Nitrosierung und Transnitrosierung in den Xe-
nopus laevis-Oozyten nutzten wir eine 1989 durch Neuschwander-Tetri et al. beschrie-
bene (127) und 1999 von Tsikas et al. (128) modifizierte HPLC-basierte Messmethode
zur quantitativen Bestimmung von Glutathion (GSH) bzw. S-Nitrosoglutathion (GSNO).

Hintergrund stellt dabei die Umwandlung von GSNO in GSH durch eine Reaktion mit
2-Mercaptoethanol dar.

Auf diese Art generiertes GSH derivatisiert unter Zugabe von ortho-Phthaldialdehyd
(OPA) zu einem UV-absorbierenden trizyklischem lIsoindolderivat, dessen Menge

chromatographisch mit einer HPLC-Anlage bestimmt werden kann.

3.5.1 verwendete Puffer und Lésungen

Reagenz Menge
di-Natriumtetraborat 1,59 Auf pH 8 aquilibrieren.
Aqua bidest. 100ml

Tabelle 36: Zusammensetzung Borat-Puffer 75 mM.

Reagenz Menge
OPA 36,4 mM Die OPA-Reagenzien werden in
Borat-Puffer (pH 8,7) 75mM lichtgeschitzten  Reaktionsgefa-
Ben bei 4°C gelagert.
Ethanol 10 Vol%
+ 2-Mercapto-
OPA-B ethanol 12,2mM

Tabelle 37: Zusammensetzung OPA-Reagenzien.
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3.5.2 Derivatisierung

Alle dieser Arbeit zu Grunde liegenden HPLC-basierten Messungen wurden mit dem
Hochleistungsflissigkeitschromatographen der Firma Bischoff (Bischoff Analysen-
technik und -geréate, Leonberg) und dem Fluoreszenzdetekor RF 20A (Shimadzu, Ky-
oto, Japan) (Wellenldngen Ex 338 nm und Em 458 nm) durch die Technische Assisten-
tin Alice Habermeier durchgeflhrt.

Zu anfangs erfolgte die Zugabe von NEM (1 mM Uber fanf Minuten) zu den Messpro-
ben um endogen-vorhandenes GSH abzufangen und von der Messung auszuschlie-
Ben.

Zur Derivatisierung von GSH wurden jeweils drei Oozyten in 500pul Borat-Puffer
(75mM) lysiert; 50 ul diesen Lysats wurden mit 50 ul des entsprechenden OPA-Rea-

genz versetzt.

Die Derivatisierung von GSH ohne GSNO zwecks Leerwertbestimmung erfolgte mit
dem OPA-Reagenz Uber zwei Minuten unter Entstehung von GSH-OPA.

Die Umwandlung von GSNO in GSH nach Bereinigung von endogenem GSH erfolgte
durch Zugabe von 50 ul des OPA-Reagenz-Bs Uber einen Inkubationszeitraum von
40 Minuten.

Das in OPA-B enthaltene 2-Mercaptoethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) reagierte
mit dem zuvor zugefiigten NEM (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) unter Entstehung von
2-Mercaptoethanol-NEM-Derivaten, welche nicht in der Lage sind, mit dem aus dem
GSNO durch 2-Mercaptoethanol entstandenem GSH zu reagieren und dieses abzu-
fangen. Das GSH steht der Reaktion mit OPA und damit seiner quantitativen Bestim-

mung zur Verflgung.

Die Messproben wurden auf C18-Saulen (Waters®, Massachusetts (USA), x-select
CSH, 3,5um, 4,6 x 150mm) und einem Gradienten aus 50 mM Natriumacetat (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen) und 100 % Acetonitril (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) bei einem
Fluss von 0,8 ml und einer Injektionsmenge von 15 pl in die HPLC-Anlage zur Messung
gegeben.

Zur Quantifizierung mittels linearer Regression wurde eine externe Standardreihe ei-
ner GSH-Lésung (2-0,25mM) in gleicher Weise mit einer OPA-B-Lésung versetzt und

gemessen.
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Messungen wurden an Oozyten mit Uberexpression des hCAT-1- und hCAT-2A-Pro-
teins zur Kontrolle ohne und nach Zugabe der Substanzkombination aus jeweils 1 mM
Sin-1 und SPENO durchgefihrt. Die Messwerte der Sin-1 und SPENO exponierten
Oozyten wurden von den Kontroll-Werten ohne Exposition unter Sin-1 und SPENO
bereinigt.
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3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der durchgeflhrten Versuche erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).

Bezlglich der Transportstudien an den Xenopus laevis-Oozyten wurde jedes Messer-
gebnis einer Oozyte als Einzelversuch betrachtet.

Pro Versuchsansatz stammten alle erhobenen Messwerte von drei verschiedenen
Oozytenpraparationen ab und wurden an jeweils drei unterschiedlichen Versuchsta-
gen erhoben.

Mitgefihrte Kontrollgruppen ohne exogen-exprimierte Transporter (OET) dienten der
Messwertbereinigung.

Die Messwerte der jeweiligen OET-Kontrollgruppen wurden gemittelt und diese von
den Einzelwerten der Uberexprimierenden Oozyten der entsprechenden Bedingung
subtrahiert.

Die Mittelwerte der so bereinigten Oozytengruppen wurden berechnet und die Daten-
verteilung unter Angabe der Standardabweichungen (SD) dargestellt.

Sollte die Darstellung der Messwerte nicht in Zerfallen pro Minute (dpm), sondern in
aufgenommener Mol-Menge erfolgen, wird dies nach folgender Formel berechnet:

CL—Arg. [mOI/L]
2,22 X 1012[dpm/Cl] X aL_[3H]_Arg[Ci/L]

L — Arginin [mol] = Zerfalle [dpm] x

C = Konzentration eines Stoffes
a = spezifische Aktivitdt (= Aktivitdt, auf die Masse des Stoffes bezogen)
Anm.:1Ci £3,7%x10°Bq;1Bq 2 60dmp & 1Ci 22,22 x 102 dpm

Diese Werte lassen sich unter Berticksichtigung der jeweiligen Aufnahmedauer auf
andere Zeitspannen, beispielsweise auf die Argininaufnahme innerhalb einer Stunde
hochrechnen.

Eine Signifikanztestung zwischen den verschiedenen Versuchsbedingungen erfolgte
unter der Annahme einer Werteverteilung geman GauBscher’ Normalverteilung Uber
einen t-Test. Das Konfidenzintervall wurde auf 95 % der Werte festgelegt.

Die Auswertung des Organbad-Versuches erfolgte mit dem Programm LabChart®
Reader (Softwareversion 8.1.13, ADInstruments, Sydney, Australien).
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Far die graphische Darstellung der HPLC-basierten Messergebnisse fand die Software
Mcc Daq der Firma Bischoff (Bischoff Analysentechnik und -gerate, Leonberg) Ver-

wendung.
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4  Ergebnisse

4.1 Fehlender Einfluss einer Nitros(yl)ierung auf die Transportleistung
der hCAT-Proteine

Bereits Bayer et al. und Deves et al. konnten experimentell zeigen, dass CATs in ihrer
Transportfunktion durch Bindung von N-Ethylmaleinimid an ihren Cysteinresten ge-
hemmt werden kénnen (4, 5).

2010 fand die Arbeitsgruppe von Zhou et al. Hinweise darauf, dass in Rattenkardio-
myozyten die Transportaktivitat jener Transporter Uber eine Stimulation mit Stickstoff-
monoxid negativ moduliert wird und postulierten die These, dass dies méglicherweise
tber eine S-Nitrosylierung an den Cystein-Resten der Transporter, an denen auch
NEM bindet, vermittelt werden kénnte (6).

Das Bestreben der vorliegenden Arbeit war es, diesen Hemmmechanismus durch NO
auf die Transportfunktion der CATs nachzubilden und molekular weiter aufzuschlis-
seln.

Die Isoformen hCAT-1 und hCAT-2A sollten in Xenopus laevis-Oozyten exprimiert
werden, da diese eine hohe Expression der hydrophoben Membranproteine gut
tolerieren und gleichzeitig eine geringe, endogene Transportaktivitdt dieser
Transporter zeigen (120). Eine NO-vermittelte Hemmung der Transporter sollte durch
Messung der Transportaktivitdt durch Aufnahme von Tritium-markiertem Arginin (L-
[*H]Arginin) in NO-Donatoren-exponierten und unbehandelten Oozyten nachgewiesen
werden. Im zweiten Schritt war es angedacht, herauszufinden, ob die NO-vermittelte
Hemmung Uber eine Nitrosylierung von Cysteinresten der Transporter erfolgt. Dies
sollte an einer bereits vorhandenen cysteinfreien Transporter-Mutante (Beyer et al.,
(5)) entsprechend experimentell untersucht werden; im Fall einer ausbleibenden
hemmenden Wirkung von NO an dieser, sollte mit Hilfe weiterer Mutanten (Beyer et

al., (5)) nach den spezifischen Cysteinresten, an die NO angreift, gesucht werden.

Die Oozyten wurden chirurgisch aus den Xenopus laevis isoliert und RNA, codierend
fir den hCAT-1- und -2A-Transporter in die Oozyten injiziert.
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Die Wahl fur die hCAT-Isoformen hCAT-1 und -2A lag darin begriindet, dass Zhou et
al. ihre Ergebnisse an Sarkolemm-Vesikeln aus Rattenkardiomyozyten erhoben (6). In
diesen sind die beiden Isoformen hCAT-1 und -2A als dominierend beschrieben (129).

Nach einer Inkubationsdauer von zwei Tagen bei 18°C erfolgten die in Kapitel 3.4.6
skizzierten Transportversuche. Ziel war es zunachst, den hemmenden Effekt von
Stickstoffmonoxid, freigesetzt durch den NO-Donator S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Peni-
cillamin (SNAP), Uber einen Rlckgang der L-[*H]Argininaufnahme Uber die beiden

hCAT-Isoformen in die Oozyten abzubilden.

Die Versuche erfolgten sowohl bei hCAT-1- als auch bei hCAT-2A-exprimierenden
Oozyten jeweils bei einer Inkubationstemperatur von 20°C als auch bei einer von
37°C. Letztere Temperaturbedingung war in Anlehnung an die von Zhou et al. be-
schriebenen Versuche und zum Nachbilden der in Sdugetieren physiologisch vorherr-
schenden Kdérpertemperatur begriindet (6).

Die Aufnahmedauer von zehn Minuten fir L-[3H]Arginin in Xenopus laevis-Oozyten bei
20°C Inkubationstemperatur fir die beiden Transporter-lsoformen war bereits in un-
serer Arbeitsgruppe etabliert und konnte Gbernommen werden (130).

Die Aufnahmedauer fir einen Aufnahmeversuch mit einer Inkubationstemperatur von
37°C war in unserer AG nicht etabliert, sodass die Aufnahmedauer unter dieser Ver-
suchsbedingung flir beide Transporter experimentell durch Zeitverlaufsanalysen ermit-
telt werden musste. Nur Messungen im linearen Bereich der initialen L-[?H]Argininauf-
nahme spiegeln die Aktivitat der Transporter wider.

Dazu wurde die Aufnahme wie beschrieben, durchgefihrt und ihre Dauer in einem
Intervall von einer bis 15 Minuten variiert. Es war hierbei wichtig, Inkubationszeiten fr
Folgeversuche zu finden, bei denen man zum einen noch gut handhabbare Inkubat-
ionszeiten hatte und man zum anderen noch im steilen Anstieg der Argininaufnahme,
vor Einstellen eines Gleichgewichtszustandes zwischen L-[®H]Argininein- und -aus-
strom, lag.

Graphisch und rechnerisch lieBen sich so Aufnahmeintervalle von einer Minute flir den
hCAT-1 und von drei Minuten fir den hCAT-2A als ideal ermitteln (Abbildung 6 und
Abbildung 7). Auf den hCAT-1 bezogen lag das Aufnahmeintervall von einer Minute
gerade noch so im steilen Anstieg der Datenkurve; ein kiirzeres Aufnahmeintervall war

auf die praktische Durchflhrbarkeit bezogen nicht umzusetzen.
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Abbildung 6: L-[3H]Arginintransport durch den hCAT-1 bei einer Inkubationstemperatur von
37°C in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer.

L-[*H]Argininaufnahme bei einer Inkubationstemperatur von 37°C in Xenopus laevis-Oozyten mit und
ohne (ohne exogen exprimierten Transporter (OET)) Uberexpression des hCAT-1s. hCAT-(iberexpri-
mierende Oozyten waren unter (SNAP [100 uM]) und ohne NO-Donator-Exposition. Gezeigt wird der L-
[BH]Arginintransport entsprechender Oozytengruppen bei unterschiedlichen Aufnahmeintervallen
[Intervall 1-15Minuten]. Die Inkubationsdauer von 1 Minute im steilen Anstieg der Argininaufnahme
wurde als geeignet fiir weitere Versuche ermittelt.
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Abbildung 7: L-[*H]Arginintransport durch den hCAT-2A bei einer Inkubationstemperatur von
37°C in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer.

Versuchsdurchfiihrung analog zu dem Versuch aus Abbildung 6 in Xenopus laevis-Oozyten mit und
ohne (ohne exogen exprimierten Transporter (OET)) Uberexpression des hCAT-2As. hCAT-(iberexpri-
mierende Oozyten waren unter (SNAP [100 uM]) und ohne NO-Donator-Exposition. Gezeigt wird der L-
[BH]Arginintransport entsprechender Oozytengruppen bei unterschiedlichen Aufnahmeintervallen
[Intervall 1-15Minuten]. Die Inkubationsdauer von 3 Minuten im steilen Anstieg der Argininaufnahme
wurde als geeignet flir weitere Versuche ermittelt.
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4.1.1 Kein Einfluss einer Nitrosylierung auf den L-[H]Arginin-Transport in Xenopus

laevis-Oozyten

AnschlieBBend erfolgten die Aufnahmeversuche in den bestimmten Aufnahmeinterval-
len unter und ohne Exposition der Oozyten gegenlber einer SNAP-Lésung, um den

Einfluss von NO auf die Transporter untersuchen zu kénnen.

Die Messwerte ergaben flir den hCAT-1 weder bei einer Inkubationstemperatur von
20°C (p=0,684), noch bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C (p=0,853) einen sig-
nifikanten Unterschied in der L-[3H]Argininaufnahme zwischen mit SNAP exponierten
und nicht-exponierten Oozyten (Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10).
Ebengleiches Ergebnis lie3 sich bei den hCAT-2A-exprimierenden Oozyten flr beide
Inkubationstemperaturen auf Signifikanzniveaus von p=0,0827 (20°C) bzw.p=0,079
(37 °C) festhalten (Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10).

Die zugrundeliegenden Daten der gezeigten Abbildungen wiesen z.T. eine erhebliche
Streuung auf. Dies ist in der Variation der Oozyten innerhalb einer Praparation, aber
auch durch die Streuung zwischen den verschiedenen Oozytenchargen zu erklaren.
Durch die prozentuale Darstellung der L-[*H]Argininaufnahme bezogen auf die mittlere
Argininaufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-exprimierte Transporter, wie
sie in Abbildung 10 angewendet wurde, wird die Variation zwischen den einzelnen
Oozytenchargen herausgerechnet; die Streuung innerhalb einer Praparation bleibt
weiterhin sichtbar bestehen.

Die Abbildung 11 zeigt exemplarisch die Argininaufnahme in die Oozyten in nmol/h je
eines Versuchstages sowohl bei 37 °C als auch bei 20 °C Inkubationstemperatur ohne
Leerwertbereinigung durch Oozyten ohne exogen-exprimierte Transporter. Dies er-
mdglicht eine deutliche Visualisierung des Unterschieds in der Argininaufnahme zwi-
schen Oozyten ohne exogen-exprimierte Transporter und hCAT-Uberexprimierender
Oozyten, sowie eine Darstellung der Werte mit geringerer Streuungsbreite, da die in-
terspezifische Streuung zwischen verschiedenen Oozytenpréaparationen entfallt.

Um sicherzustellen, dass der NO-Donator SNAP tatséchlich Stickstoffmonoxid frei-
setzt, wurde eine Funktionspriifung des Donators im Organbadversuch durchgeflhrt.
Werden konstringierte GefaBpraparate einem suffizienten NO-Donator exponiert, ist
mit einem Tonusverlust des GeféBes zu rechnen: zuvor durch Norepinephrin konstrin-

gierte Maus-Aorten-Ringe lassen sich durch Zugabe von NO relaxieren.
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Es wurde SNAP in Dimethylsulfoxid in steigender Konzentration gelést und auf durch
Norepinephrin konstringierte Maus-Aorten-Ringe gegeben; die halbmaximale Relaxa-
tion der Aorten konnte bei einer Konzentration von 83nM SNAP erreicht werden (Ab-
bildung 12). Dies ist mit Angaben aus der Literatur (131) vereinbar. Die NO-Freisetzung
durch den NO-Donator SNAP mit der in den Aufnahmeversuchen eingesetzten Kon-
zentration von 100 uM SNAP ist damit verifiziert und eine Einflussnahme von NO auf
den hCAT-Transport durch eine Exposition unter SNAP in dieser Konzentration mdg-
lich.

Eine direkte Bindung durch NO als Ligand in Form einer Nitrosylierung von Thiolen ist
de facto nicht moglich (86).

NO ist lediglich in der Lage eine Nitrosierung an Thiyl-Radikale, also an der oxidierten

Form eines Thiols, zu vollziehen.

Zusammenfassend ergibt sich aus den erhobenen Daten und dem fehlenden Hinweis
eines Einflusses von NO auf die Transportleistung der beiden in Xenopus laevis-
Oozyten dberexprimierten hCAT-Isoformen die Schlussfolgerung, dass hCATs
entweder keine Thiyl-Radikale besitzen, welche im Sinne einer Nitrosylierung durch
NO direkt zu S-Nitrosothiolen umgewandelt werden kdénnen oder dass eine
Nitrosylierung der Thiyl-Radikale ihrer Cysteinreste im gewahlten Expressionssystem
keine Rolle far ihre Transportfunktion spielt.
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Abbildung 8: Absolutwerte der L-[3H]Argininaufnahme in nmol/h/Oozyte bei hCAT-lUberexprimie-
renden Oozyten und solchen ohne exogen-exprimierten Transporter unter und ohne NO-Dona-
tor-Exposition bei 20 °C Inkubationstemperatur.

hCAT-1- (A) oder hCAT-2A- (B) Uberexprimierende X. laevis-Oozyten und Oozyten ohne exogen expri-
mierten Transporter (OET) wurden mit und ohne 100 uM SNAP und L-[3H]Arginin (100 uM fir hCAT-1
und 1 mM fir hCAT-2A) fir 15Minuten inkubiert. Vorangehend erfolgte eine Vorinkubation Gber 10 Mi-
nuten unter beschriebenen Bedingungen fur alle Gruppen.

Die Radioaktivitat pro Oozyte wurde gemessen und die Zerfélle in aufgenommene Arginin-Menge in
nmol pro Stunde und pro Oozyte umgerechnet. Die Sdulen zeigen Mittelwerte + Standardabweichung
(n=12-17 aus 3 verschiedenen Oozytenpréaparationen).
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Abbildung 9: Absolutwerte der L-[(H]Argininaufnahme in nmol/h/Oozyte bei hCAT-{iberexprimie-
renden Oozyten und solchen ohne exogen-exprimierten Transporter unter und ohne NO-Dona-
tor-Exposition bei 37 °C Inkubationstemperatur.

hCAT-1- (A) oder hCAT-2A- (B) uberexprimierende X. laevis-Oozyten und Oozyten ohne exogen-expri-
mierten Transporter (OET) wurden mit 100 uM SNAP und L-[3H]Arginin (100 yM fir hCAT-1 und 1 mM
far hCAT-2A) fur 1 bzw. 3 Minuten inkubiert.

Die Radioaktivitat pro Oozyte wurde gemessen und die Zerfélle in aufgenommene Arginin-Menge in
nmol pro Stunde und pro Oozyte umgerechnet. Die Sdulen zeigen Mittelwerte + Standardabweichung
(n=13-16 aus 3 verschiedenen Oozytenpraparationen).
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der L-[3H]Argininaufnahme aus den Messungen der Abbildung
8 und der Abbildung 9 bezogen auf die mittlere Aufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-
exprimierten Transporter (OET).

Die L-[*H]Argininaufnahme der einzelnen Oozyten aus den in der Abbildung 8 (A) und der Abbildung 9
(B) gezeigten Versuchen wird durch die mittlere Aufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-ex-
primierte Transporter (OET) bereinigt und als prozentualer Anteil des Mittelwerts der entsprechenden
OET-Oozyten dargestellt. Die Saulen zeigen Mittelwerte + Standardabweichung (n=13-16 aus 3 ver-
schiedenen Oozytenpraparationen). T-Tests ergaben keine signifikanten Unterschiede in der L-[3H]-
Argininaufnahme zwischen unbehandelten und SNAP-behandelten Oozyten (in A: p=0,684 fur hCAT-
1; p=0,0827 fir hCAT-2A; in B: p=0,8533 fir hCAT-1; p=0,0792 fir hCAT-2A).
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Abbildung 11: Absolutwerte der L-[3H]Argininaufnahme in nmol pro Stunde und pro Oozyte aus
jeweils einer reprasentativen Oozytenpréaparation aus der Abbildung 8 und der Abbildung 9.
Gezeigt ist die L-[?H]Argininaufnahme [nmol/h/Oozyte] von Oozyten ohne exogen-exprimierte Transpor-
ter (OET) und von hCAT-1- oder hCAT-2A- Uberexprimierenden X. laevis-Oozyten unter und ohne NO-
Donator-Exposition.

Bei den Daten handelt es sich um Messwerte jeweils einer reprasentativen Oozytenpréparation aus den
der Abbildung 8 (A) und der Abbildung 9 (B) zugrundeliegenden Versuchen.

Die Radioaktivitat pro Oozyte und Stunde wurde gemessen; die Zerfélle in aufgenommener Arginin-
Menge in nmol pro Stunde und Oozyte umgerechnet. Die Sadulen zeigen Mittelwerte + Standardabwei-
chung. Es wird pro Ansatz jeweils ein reprasentativer Versuchstag aus jeweils einer Oozytenpréparation
(n=4-6) dargestellt.
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Abbildung 12: Relaxationskurve von durch Norepinephrin konstringierten Maus-Aorten-Ringen
im Organbad nach Zugabe des NO-Donators SNAP in steigender Konzentration.
Die halbmaximale Relaxation kann fir eine Konzentration von 83 nM SNAP angegeben werden.
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4.1.2 Kein Einfluss einer (trans-) Nitrosierung auf den L-[3H]Arginin-Transport in

Xenopus laevis-Oozyten

Wie bereits in Kapitel 2.3.1 dargelegt, kann die Bildung von S-Nitrosothiolen alternativ
durch Nitrosierung, im Sinne einer direkten Reaktion eines Thiols in nicht oxidierter

Form mit einem Nitrosoniumion (NO*) bzw.mit einem NO*-Donor erreicht werden (86).

Unter Berlicksichtigung der differenten Ergebnisse zwischen meinen Studiendaten
und denen von Zhou et al. stellte sich die Frage, ob diese Nitrosierung mdglicherweise
in den Rattenkardiomyozyten, nicht aber in den X. laevis-Oozyten abgelaufen sein
kénnte. Es war experimentell zu prifen, ob dieses Ergebnis nicht in dem
Expressionssystem ,Oozyte“ begrindet lag, da mdglicherweise in dem
Expressionssystem ,Rattenkardiomyozyte® durch ein héheres Niveau an oxidativem
Stress in Kardiomyozyten (132) im Gegensatz zu dem Niveau in Oozyten, das durch
SNAP freigesetzte NO zu NO* oxidiert war.

Zum Erhalt von reaktionsausreichenden Nitrosoniumionen eignet sich deren Bereit-
stellung Uber das Zwischenprodukt des Distickstofftrioxids; Daiber et al. beschrieben,
dass das Vorliegen von Stickstoffmonoxid und Superoxidanionen in einem Verhaltnis
von dreien-zu-einem Gewdlnschtes bereitstellt (90).

Um den Effekt einer derartig katalysierten S-Nitrosierung auf die Transportaktivitat der
hCATs - frei von der Fahigkeit des exprimierenden zellularen Systems, Distickstofftri-
oxid bereitzustellen - untersuchen zu kénnen, wurde der bereits beschriebenen Ver-

suchsablauf wie im Folgenden dargelegt, modifiziert.

Die Oozyten wurden einem Gemisch aus den Substanzen Sin-1, welches neben NO*
auch eine aquimolare Menge an 0; zur Verfligung stellt, und SPENO, welches 2 mol
NO freigibt, exponiert; es resultierte das geforderte Mengenverhaltnis von dreien-zu-

einem fir Stickstoffmonoxid und Superoxidanionen zur Bildung von NO*.

Die so durchgeflhrten Aufnahme-Versuche zeigten keine signifikanten Unterschiede
(hCAT1: p=0,627; hCAT-2A: p=0,695) zwischen den in der Kombination aus Sin-1
und SPENO exponierten Oozyten und der Kontrollgruppe ohne NO-Donatorzugabe
(Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15).

Abbildung 15 zeigt in Analogie zu der Abbildung 11 die Argininaufnahme in die
Oozyten in nmol/h einer Oozytenpraparation ohne Leerwertbereinigung durch Oozyten
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ohne exogen-exprimierte Transporter. Dies dient auch hier einer deutlichen
Visualisierung des Unterschieds in der Argininaufnahme zwischen Oozyten ohne
exogen-exprimierte Transporter und hCAT-Uberexprimierenden Oozyten.

Den Beweis einer tatsachlich abgelaufenen Nitrosierung in den Oozyten durch die Zu-
gabe der Substanzkombination aus Sin-1 und SPENO wurde durch eine HPLC-ba-
sierte Messmethode verifiziert.

Der Messablauf wurde dabei an das Protokoll von Tsikas et al. (128) angelehnt, bei
der die durch Nitros(yl)ierung in Glutathion (GSH) umgewandelte S-Nitrosoglutathion-
(GSNO) Menge quantitativ bestimmt wurde.

Zugrunde liegend ist hier die Erkenntnis, dass NO*(bereitgestellt durch die Substanz-
kombination Sin-1 und SPENO) mit GSH zu GSNO reagiert.

Das entstandene GSNO lasst sich unter Zugabe von Mercaptoethanol (ME) in GSH
zurlickverwandeln, welches durch eine HPLC-basierte Messung quantifiziert werden
kann.

Messungen an unbehandelten Kontrolloozyten ergaben eine endogene GSH-Menge
von etwa 600 uM (608 - 638 uM) pro Oozyte, welches sich mit Angaben aus der Lite-
ratur deckt (7133).

Das NO™(bereitgestellt durch die Substanzkombination Sin-1 und SPENO) reagierte
mit einem Teil des endogen in den Oozyten vorhandenen GSHs zu GSNO (Reaktions-
schritt 1); der Anteil an endogenem GSH, der nicht mit NO* reagierte, wurde durch das
zu den Oozyten-Lysaten zugegebene NEM abgefangen (Reaktionsschritt 2) und von
der Messung ausgeschlossen. Das aus der Reaktion zwischen NO*und endogenem
GSH entstandene GSNO lieB3 sich unter Zugabe von Mercaptoethanol in GSH zurlick-
verwandeln, welches durch eine HPLC-basierte Messung quantifiziert werden konnte
(Reaktionsschritt 3).

1) +GSH - + GSH*
2) + GSH* + NEM - + GSH* — NEM
3) + GSH* — NEM + ME - +GSH*—NEM+R-S

GSH* = Anteil an GSH, der nicht mit NO* reagiert hat
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Bedingung ﬁg}\l—}-Menge nach _Zugabe von
und ME (Reaktionsschritt 3)
Oozytennativ 106,2uM 129,27 uM
Oozyten.:sin-1/sPENO 174,7uM 189,83 uM
Oozyten.sin-1/sPENO - O0Zytennativ 68,53 uM 60,67 uM

Tabelle 38: Ergebnisse der quantitativen GSH-Bestimmung in uM pro Oozyte.

Gemessen wurde die basale GSH-Menge in unbehandelten Oozyten (Oozyten nativ) und die GSH-
Menge in Oozyten nach Exposition unter 1 mM Sin-1 und 1 mM SPENO jeweils nach NEM- und ME-
Zugabe. Das durch Sin-1 und SPENO freigesetzte NO* wandelt endogenes GSH in der Oozyte in
GSNO um; das hinzugegebene NEM bindet die Restmenge an GSH, die nicht in GSNO umgewandelt
wurde und schlieBt sie von der quantitativen Messung aus. Das zugegebene ME wandelt das entstan-
dene GSNO wieder in GSH zurlick, welches chromatographisch quantitativ bestimmt werden kann. Die
Differenz der gemessenen GSH-Menge in Oozyten ohne und unter Sin-1/SPENO-Exposition entspricht
der GSH-Menge, welche durch Sin-1/SPENO in GSNO umgewandelt wurde (61 - 69 uM). In den vorlie-
genden Daten liegt dies in der GréBenordnung von ca. 10 % des endogenen GSHs.

Bei der Exposition der Oozyten unter 1 mM Sin-1/1 mM SPENO wurden ca. 10 % des
GSHs in GSNO (61 - 69 uM pro Oozyte; Tabelle 38) umgewandelt, welches als Beweis
einer ausreichend abgelaufenen Nitrosierung zu werten ist (Abbildung 16).

GSNO ist in der Lage, NO™ im Sinne einer Transnitrosierung auf andere Proteine zu
Ubertragen; dazu sind GSNO-Mengen von mindestens 40 uM nétig (134). Die von uns
gemessenen GSNO-Mengen >60uM sind folglich fir eine Transnitrosierung ausrei-
chend.

Experimentell ist durch die erhobenen Daten gezeigt, dass eine Modulation der hCAT-
Funktion in X. laevis-Oozyten weder durch Transnitrosierung noch durch Nitrosierung
stattgefunden hat. Der Erklarungsansatz, dass in X. laevis-Oozyten méglicherweise
eine Oxidation von NO zu NO™ nicht abgelaufen sein kdénnte, eine Nitrosierung von
Thiolen demzufolge unmdéglich gewesen wére, ist widerlegt. Die gemessenen Werte
liefern den Beweis einer abgelaufenen Nitrosierung von GSH und belegen die Még-

lichkeit einer potenziellen Transnitrosierung.

Es ergibt sich, dass CATs weder direkt noch indirekt nitrosiert werden oder dass eine
Bildung von S-Nitrosothiolen keine Auswirkung auf ihre Transportfunktion hat.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass weder NO noch NO* im Expressions-
system X. laevis-Oozyte einen Einfluss auf die Transportfunktion der hCAT-Isoformen

-1 und -2A hat; weder durch eine Nitrosylierung noch durch eine (trans-) Nitrosie-
rung.
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Abbildung 13: Absolutwerte der L-[3H]Argininaufnahme in nmol/h/Oozyte bei hCAT-liberexpri-
mierenden Oozyten und solchen ohne exogen-exprimierten Transporter unter und ohne Sin-
1/SPENO-Exposition bei 37 °C Inkubationstemperatur.

hCAT-1- (A) oder hCAT-2A- (B) Uberexprimierende X. laevis-Oozyten und Oozyten ohne exogen expri-
mierten Transporter (OET) wurden mit je 1 mM Sin-1 und SPENO und L-[3H]Arginin (100 uM fir hCAT-
1 und 1mM fir hCAT-2A) 1 bzw. 3Minuten inkubiert. Vorangehend erfolgte eine Vorinkubation Uber
10 Minuten unter beschriebenen Bedingungen fir alle Gruppen.

Die Radioaktivitat pro Oozyte und Stunde wurde gemessen und die Zerfalle in aufgenommene Arginin-
Menge in nmol pro Stunde und pro Oozyte umgerechnet. Die Saulen zeigen Mittelwerte + Standardab-
weichung (n=6 aus einer Oozytenpréparation).

200+ 200+

100+ 100 4

HH

L-[*H]Argininaufnahme [%]

unbehandelt SIN-1/
SPENO
hCAT-1 hCAT-2A

unbehandelt SIN-1/
SPENO

Abbildung 14: Prozentualer Anteil der L-[3H]Argininaufnahme aus den Messungen der Abbildung
13 bezogen auf die mittlere Aufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-exprimierten
Transporter (OET).

Die L-[®H]Argininaufnahme der einzelnen Oozyten aus dem in der Abbildung 13 gezeigten Versuch wird
von der mittleren Aufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-exprimierte Transporter (OET) be-
reinigt und als prozentualer Anteil des Mittelwerts der entsprechenden OET-Oozyten dargestellit.

Die Saulen zeigen Mittelwerte + Standardabweichung (n=6 aus einer Oozytenpréparation).

T-Tests ergaben keine signifikanten Unterschiede in der L-[*H]Argininaufnahme zwischen unbehandel-
ten und Sin-1/SPENO-behandelten Oozyten (p=0,6951 fur hCAT-1; p=0,6271 flir hCAT-2A).
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Abbildung 15: Absolutwerte der L-[3H]Argininaufnahme in nmol pro Stunde und pro Oozyte aus
der Oozytenpraparation der Abbildung 13.

Gezeigt ist die L-[2H]Argininaufnahme [nmol/h/Oozyte] von Oozyten ohne exogen-exprimierte Transpor-
ter (OET) und von hCAT-1- oder hCAT-2A- Uberexprimierenden X. laevis-Oozyten unter und ohne Ex-
position unter Sin-1 und SPENO.

Die Radioaktivitat pro Oozyte und Stunde wurde gemessen; die Zerfalle in aufgenommener Arginin-
Menge in nmol pro Stunde und Oozyte umgerechnet. Die Sdulen zeigen Mittelwerte + Standardabwei-
chung (n=6 aus einer Oozytenpraparation).
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Abbildung 16: Repréasentatives HPLC-Chromatogramm mit GSH-Peaks.

A: Die Abbildung zeigt den HPLC-chromatographisch gemessenen Gesamt-GSH-Gehalt in den Lysaten
hCAT-2A-0berexprimierender X. laevis-Oozyten unter und ohne einer zehnmindtigen Exposition unter
je 1mM Sin-1 und 1 mM SPENO vor der Lysatherstellung.

Eine Messung des GSH-Gehalts (Daten nicht gezeigt) in entsprechenden Oozyten-Lysaten unter Zu-
gabe von 1 mM NEM, welches das endogen in den Oozyten vorhandene GSH bindet, diente der Lee-
wertbereinigung.

B: Die Abbildung zeigt den HPLC-chromatographisch gemessenen GSH-Gehalt in den Oozyten-
Lysaten nach Zugabe von 1mM NEM und 1 mM ME. ME wandelt das entstandene GSNO zuriick in
GSH, welches chromatographisch bestimmt werden kann.

Das GSNO, welches durch die Exposition unter Sin-1/SPENO entstanden ist, wurde durch Subtraktion
des GSH-Peaks von Sin-1/SPENO-exponierten Oozyten nach NEM- und ME-Zugabe von dem entspre-
chenden GSH-Peak von unbehandelten Oozyten bestimmt. Auf diese Weise konnte der Hintergrund
durch das endogen in der Oozyte vorhandene GSH und GSNO aus den Messergebnissen ausgeschlos-
sen werden.
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4.2 Bindungspartner fur die CAT-Proteine

Viele Zellmembrantransportproteine sind flr ihre Synthese, Translokation und Funk-
tion auf einen ihnen assoziierten Bindungspartner angewiesen. Beispielsweise ist der
LAT-1 in Bezug auf seine Translokation in die Zellmembran und teilweise fir seine
Funktionsfahigkeit von dem Glykoprotein ,4F2hc” abhangig (7). Ein ebengleicher
Nachweis fir Transporter der CAT-Familie steht bisher noch aus, wenngleich es auch
Hinweise auf die Existenz eines solchen Bindungspartners flir die CAT-Proteine gibt.
Beispiele fur diese Hinweise sind die experimentell bisher nicht geklarte Transport-
funktion des SLC7A4s (135) oder die in Expressionsstudien beobachtete groRe
Spannbreite der K,,,-Werte der CATs (Tabelle 2) und weitere, in Kapitel 2.4.1 aufge-
fuhrte Aspekte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Protokollschritte fir die Suche nach einem solchen
Bindungspartner fir die CAT-Proteine zu entwickeln und durchzufihren.

Es war die Uberlegung, einen den CATs assoziierten Bindungspartner durch massen-
spektrometrische Analysen zu finden. Fir dieses Vorhaben musste ausreichend CAT-
Protein und im besten Fall ausreichend interagierendes Protein gewonnen werden.
Dies sollte durch eine zellkulturbasierte Vervielfaltigung des hCAT-1-Proteins und
anschlieBender Aufreinigung dieses geschehen. Dazu wurde die genetische Sequenz
des hCAT-1-Proteins mit einer Erkennungssequenz flr ein Biotinylierungsenzym
gekoppelt, sodass das in vivo exprimierte hCAT-1-Protein biotinyliert vorlag. Biotin
bzw. biotinylierte Proteine lassen sich durch Streptavidin binden und in Western-Blot-
Analysen sichtbar machen; sie kbnnen durch magnetische Avidinkligelchen gebunden
und aufkonzentriert werden. Derartig aufkonzentrierte Proteinproben eignen sich fr
folgende massenspektrometrische Analysen.

Das Markieren von Zellproteinen durch Biotinylierung bietet den Vorteil, dass bisher
nur finf endogen biotinylierte Proteine [mitochondrial: Pyruvat-Carboxylase (130 kDa),
3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (75kDa), Propionyl-CoA-Carboxylase (72kDa)
und zytoplasmatisch: Acetyl-CoA-Carboxylasen 1 (265kDa) und 2 (280kDa)] (136),
bekannt sind, welche einen unspezifischen Hintergrund bei Streptavidin-Bindungen
verursachen kdnnen (Abbildung 17).
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Zum Erreichen des Zwischenziels eines geeigneten Vektorkonstrukts flir das Endpro-

dukt eines biotinylierten hCAT-1-Proteins wurden zwei Ansatze verfolgt;

[.  Simultantransfektion mit zwei Vektoren:
= Vektor | codiert flir das Zielprotein hCAT-1 mit im Leseraster angehangter
Erkennungssequenz fir ein Biotinylierungsenzym;
= Vektor Il codiert flr ein Biotinylierungsenzym, das an die Erkennungsse-
quenz bindet.
[l.  Einfachtransfektion mit einem Vektor, codierend fir den hCAT-1 mit im Lese-
raster angehangter Erkennungssequenz fir ein Biotinylierungsenzym und co-

dierend fir ein Biotinylierungsenzym.

HRP-Streptavidin,;
kDa Verd.: 1:10.000

95—
72 —— ..
55 —
43 —

HEK293T [Kontrolle]

Abbildung 17: Western-Blot eines Lysates aus nicht transfizierten HEK293T-Zellen.

Gezeigt wird der Ausschnitt eines représentativen Western-Blots aus nicht transfizierten HEK293T-Zel-
len.

Auf das SDS-Gel wurden 30 ug Protein-Lysat aufgetragen.

Der Proteinnachweis erfolgte mit HRP-Streptavidin (Thermo Fisher Scientific) und zeigt zwei Signale
als Korrelat von drei der funf bekannten endogen biotinylierten Proteinen. Ein Signal findet sich auf der
Hohe von 130kDa (Pyruvat-Carboxylase) und ein Signal in Form einer Doppelsignalbande auf den
Hoéhen 75kDa (3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase) und 72kDa (Propionyl-CoA-Carboxylase). Die
Signale der Acetyl-CoA-Carboxylasen 1 (265kDa) und 2 (280 kDa) waren nicht detektierbar.
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4 21 Simultantransfektion mit den Vektorkonstrukten ,hCAT-1-BAP-N1“ und
,PCMV3-BirA*

Angelehnt an die Publikation von Tenzer et al. (137), die Uber einen in-vivo-Biotinylie-
rungs-Pulldown-Quant-(iBioPQ) Ansatz das Auffinden eines Bindungspartners fir de-
ren Zielprotein RALY (RNA-bindendes Protein) beschrieben haben, orientierte ich
mich an der dort skizzierten Klonierungsstrategie.

Die Basis dazu stellt eine Transfektion mit zwei unterschiedlichen Vektorkonstrukten
dar, von denen ein Vektor den genetischen Code flir eine prokaryotische Biotinligase
,BirA“ und der andere in ein und demselben Leseraster die genetische Sequenz fir
ein Biotin-Akzeptor-Peptid (BAP) und eine Sequenz fiir das zu untersuchende Zielpro-
tein (hier: hCAT-1) tragt. Das BAP-Molekil ist dabei im Sinne einer Erkennungsstelle
fur die Ligase ,BirA® zu verstehen.

Bei einer Simultantransfektion einer eukaryotischen Zelle mit beiden Plasmiden und
deren erfolgreiche Translation in Protein sollte in vivo die Biotinylierung des mit der
BAP-Sequenz-markierten Proteins durch die Biotin-Ligase ,BirA“ erfolgen. In Bezug
auf unsere Suche nach einem Bindungspartner flir CAT-Proteine sollte der hCAT-1 mit
der Erkennungssequenz ,BAP“ markiert exprimiert und durch das Biotinylierungs-
enzym ,BirA® biotinyliert werden.

GGCCTGAACGACATCTTCGAGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAATAA
CCGGACTTGCTGTAGAAGCTCCGAGTCTTTTAGCTTACCGTGCTTATT

Abbildung 18: DNA-Sequenz des BAP-Peptides.
Die vorliegende Aminosauresequenz codiert fir das BAP-Peptid. Es ist eine Erkennungssequenz flr
die ,BirA*-Ligase. Proteine, die mit BAP markiert sind, werden durch die Biotinligase ,BirA* biotinyliert.

4.2.1.1 Klonierungsstrategie

Far diesen Ansatz wurde mir der Expressionsvektor ,pcDNAS3-cyt-BirA“ (AG Tenzer,
¢=0,97 ng/pl) von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. rer. nat. S. Tenzer (Insti-
tut fir Immunologie, Universitatsmedizin Mainz) zur Verfligung gestellt. Er codiert fur
die Biotinligase ,BirA*.

Zum Erstellen eines Vektors mit der codierenden Sequenz fir den hCAT-1 mit am 3'-
Ende angehangter BAP-Sequenz fiel die Wahl auf den Vektor ,HC1-pEGFP-N1* (Sa-
bine Wolf, 22.09.09; c=3,2 ug/ul) als Grundgertst. Dieser Vektor codiert fir ein hCAT-
1-EGFP-Fusionsprotein. EGFP (verstarkt (,enhanced*) griin fluoreszierendes Protein)
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ist ein fluoreszenzemittierendes Protein, dessen Expression fluoreszenzmikroskopisch
sichtbar gemacht werden kann. Durch die Fusion mit einem Zielprotein im Leseraster
spricht ein positives Fluoreszenzsignal auch fir die erfolgreiche Expression des ange-
héngten Zielproteins. Derartige Fusionsproteine erméglichen eine mikroskopische
Kontrolle und Einschatzung der Erfolgsraten durchgeflhrter Transfektionen.

Die beiden Vektoren ,pcDNA3-cyt-BirA*“ und ,hCAT-1-BAP-N1* codieren beide fir eine
Geneticinresistenz zur Selektion in Sdugerzellen. Bedingt durch die Nltzlichkeit einer
Selektion mit zwei differenten Selektionsantibiotika bei Simultantransfektion wurde die
,BirA“-Sequenz aus dem Expressionsvektor ,pcDNA3-cyt-BirA® in den Vektor ,Argl-
pCMV3-C-OFPSpark* (Sino Biological, 20.07.17, c=2,39 ug/ul) kloniert.

Daraus resultierten folgende Resistenzen: gegen Geneticin fir den ,hnCAT-1-BAP-N1*-
und gegen Genemycin fir den ,pCMV3-BirA“-Vektor. Dies bedeutet, dass nur Zellen
mit erfolgreicher Simultantransfektion unter doppeltem Selektionsdruck mit Geneticin
und Genemycin wachsen konnten; fand eine frustrane oder eine Einfachtransfektion
mit nur einem Vektor statt, fehlte der eukaryotischen Zelle eine bzw. beide Resistenz-

gene und sie ging zugrunde.

»hCAT-1-BAP-N1“
Aus dem Vektorkonstrukt ,HC1-pEGFP-N1* (Sabine Wolf, 22.09.09; c=3,2 ug/ul) ent-

fiel durch Restriktion mit den Endonukleasen ,BamHI“ und ,Notl“ die EGFP-codierende

Sequenz und wurde durch eine fir das BAP-Molekul-codierende Sequenz ersetzt (Ab-
bildung 19).

Es resultierte der Vektor ,hCAT-1-BAP-N1“ (Anastasia Hobbach, 29.11.18,
c=1,45ug/ul).

HC1 BahmHI BAP Stopp-Kodon NotI

..HC1..AAGGCCCGGGATCCAEEEEEEEEEET AAcccBecicaececae

_______________

...HC1...TTCCC—}GGCCCTAG;GATCCGGAC...GTGCTTL\TTCGCCGCCGG_KJGA

Leserahmen Insertion

Abbildung 19: Kloniertes Vektorkonstrukt ,,hCAT-1-BAP-N1“.

In Hellblau ist die codierende Sequenz fiir den hCAT-1 hervorgehoben. Durch Restriktion des Vektors
,HC1-pEGFP-N1“ mit den Restriktionsenzymen ,,BamHI“ und ,Notl“ entfiel das EGFP-Protein und ein
Insertions-Fragment (in TUrkis hervorgehoben), codierend fiir das ,BAP“-Molekil (dunkelblau umran-
det), wurde Uber die entsprechenden Restriktionsschnittstellen in den Vektor eingefligt. hCAT-1 und
BAP liegen in einem Leseraster.

Die Pfeilspitzen markieren den Beginn und das Ende der Erkennungsstellen fir die Restriktionsenzyme.
Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.
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Die BAP-codierende Sequenz (Quelle: Tirat et al., 2006, (138)) mit passenden Rest-
riktionsstellen fur ,BamHI* und ,Nofl“ wurde mittels ApE-Programms zusammenge-
stellt und die entsprechenden Oligonukleotide durch die Firma StarSEQ (Mainz) gene-

riert.

Es folgte eine Hybridisierung des fiir das BAP-codierende Oligonukleotids in Leserich-

tung mit dem komplementaren Oligonukleotid nach beschriebener Methodik.

,pCMV3-BirA“

Der Vektor ,pcDNAS-cyt-BirA“ enthalt genau wie das Konstrukt ,hCAT-1-BAP-N1“ die
codierende Sequenz fur eine Geneticinresistenz zur Selektion in eukaryotischen Zel-

len.

Dies erschwert die Selektion der Zellen bei Simultantransfektion, da eine Differenzie-
rung zwischen frustraner Einfach- und erfolgreicher Doppeltransfektion bei den unter
Selektionsdruck wachsenden Zellen nicht méglich ist. Aus diesem Grund erschien eine
Umklonierung der fir die Biotin-Ligase ,BirA“-codierenden Sequenz in einen anderen
Vektor mit differentem Resistenzgen zur Selektion in eukaryotischen Zellen notwendig.

Die Wahl fiel auf den Expressionsvektor ,Argl-pCMV3-C-OFPSpark® (Sino Biological,
20.07.17, ¢=2,39 pg/ul) mit entsprechendem Resistenzgen gegen Genemycin. Dieser
Vektor codierte urspriinglich fir ein Fusionsprotein aus einer Arginase und dem OFP-
Protein (Orange fluoreszierendes Protein). Letzteres hat als fluoreszenzemittierendes
Protein dieselbe Funktion wie das zuvor charakterisierte EGFP-Molekil. Die Arginase
ist das Enzym, welches im Harnstoffzyklus aus Arginin unter Entstehung von Harnstoff
Ornithin herstellt (Abbildung 1).

Entscheidend fir die Wahl flir jenes Vektorgerist war die Tatsache, dass dieser Vektor
bereits passende Sequenzen fiir die Restriktionsenzyme ,Xbal“ und ,,Kpnl“ besaf und
dem gleichen Promotor (CMV) wie das ,hCAT-1-BAP-N1“-Konstrukt unterlag.

Es wurde einerseits die codierende Sequenz fir die ,Arginase-OFP* aus jenem Vektor
und anderseits die codierende Sequenz fiir die Biotin-Ligase aus dem Vektor
,PCDNA3-cyt-BirA“ mit oben genannten Restriktionsendonukleasen entfernt und die
Biotin-Ligase in den Vektor ,Argl-pCMV3-C-OFPSpark” unter Erhalt eines neuen Vek-
torkonstrukts mit der Bezeichnung ,pCMV3-BirA“ (Anastasia Hobbach, 13.12.18,
c=1,18 ug/ul) ligiert (Abbildung 20).
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OFPSpark — Arg
7.664 bp

N,
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™ Xbal

CMV-Promotor

pCMV3-BirA

7.026 bp

Abbildung 20: Vektorgeriist ,,Argl-pCMV3-C-OFPSpark" und Zielvektor ,,pCMV3-BirA".
Die ,Arginase-OFP“ wurde durch die Restriktionsendonukleasen ,Kpnl“ und ,Xbal* aus dem Vektor
+Argl-pCMV3-C-OFPSpark" geschnitten und durch eine firr die Biotinligase ,BirA* codierende Sequenz

unter Erhalt des Zielvektors ,pCMV3-BirA“ ersetzt.
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421.2 Transfektionsstudien

Es erfolgten Transfektionsversuche mit dem Ziel einer Simultantransfektion eukaryoti-
scher Zellen mit den Plasmiden ,hCAT-1-BAP-N1“ und ,pCMV3-BirA*.

Dies geschah mit Zellen der Zelllinie U373-MG als transiente Expression unter zu Hil-
fenahme der Transfektionsreagenzien Fugene® 6 und Geneduice®.

Um indirekt Rickschlisse auf die Transfektionseffizienz der Simultantransfektion zie-
hen zu kénnen, wurden Kontrolltransfektionen mit Fusionsvektoren, die positive Fluo-
reszenzsignale emittierten, mitgeflhrt. Dies ermdglichte eine optische Kontrolle der
Transfektion der Fusionsvektoren und zeigte, dass zumindest eine Transfektion mit
diesen Vektoren nach angewandtem Transfektionsprotokoll stattgefunden hatte. Die
Wabhl fiel auf die verwendeten Klonierungsvektoren ,HC1-pEGFP-N1“ (Sabine Wolf,
22.09.09; ¢=3,2ug/ul) und ,Argl-pCMV3-C-OFPSpark® (Sino Biological, 20.07.17,
c=2,39 pg/ul), welche beide codierende Sequenzen fir fluoreszenzemittierende Pro-
teine (OFP und EGFP) enthalten.

Die Zellen der Kontrolltransfektionen zeigten 48 Stunden nach der Transfektion fluo-
reszenzmikroskopisch ein positives Signal (Abbildung 21), jeweils entsprechend einer
Transfektionseffizienz von >60 %. Dies galt sowohl fir die Ansétze mit dem Transfek-
tionsreagenz Fugene® 6 als auch fiir solche mit GenedJuice®; es zeigte sich bezliglich
der Auswahl der Transfektionsreagenzien optisch kein Unterschied in der Transfekti-

onseffizienz.

=

N

. HC1-pEGFP-N1

Argl-pCMV3-C-OFPSpark

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transfektionskontrollen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen transfizierte Zellen der Zelllinie U373-MG. Sie wur-
den unter Zuhilfenahme des Transfektionsreagenz Fugene®6 mit den Kontrollplasmiden ,HC1-pEGFP-
N1“und ,Argl-pCMV3-C-OFPSpark® transfiziert. Die vorliegenden Aufnahmen wurden 48 Stunden nach
der Transfektion gemacht.
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Nach einer Kultivierungsdauer von 48 Stunden erfolgte die Lysatherstellung aus den
Transfektionsansatzen zur weiteren Western-Blot-Analyse durch sequenziellen Ein-
satz eines gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérpers (,HC1 aff. pur‘ aus Kaninchen)
und dem gegen Kaninchen gerichteten Antikérper ,Goat-anti-rabbit IgG* aus der Ziege
zum Nachweis des hCAT-1-Proteins, sowie mit HRP-Streptavidin zum Nachweis einer

stattgehabten Biotinylierung.

Die Western-Blot-Analysen der Lysate ergaben fir die Einfachtransfektion mit dem
Vektor ,hCAT-1-BAP-N1“ und fir die Simultantransfektion zusatzlich mit dem Vektor
,PCMV3-BirA“ unter Verwendung der beschriebenen Antikdrper zum Nachweis des
hCAT-1-Proteins in beiden Fallen den positiven Nachweis eines Signals entsprechen-
der GroBe (turkisfarbener Pfeil in Abbildung 22). Rechnerisch ware das ,hCAT-1-BAP*
zwar auf einer Hohe von ~70kDa zu erwarten gewesen, da jedoch keine Deglyko-
sylierung des hCAT-1s stattgefunden hatte, erschien das ,hCAT-1-BAP“-Protein bei
einem héheren Molekulargewicht als errechnet und als unscharfes Signal (turkisfarb-
ener Pfeil Abbildung 22). In beiden Lysaten fand sich etwa die gleiche Menge an
,NCAT-1-BAP“-Protein.

In der Nachweisreaktion mit HRP-Streptavidin zeigte sich nur bei der Simultantrans-
fektion mit beiden Plasmiden ein Signal entsprechend der Héhe des Signals durch den
gegen den hCAT-1 gerichteten Antikdrper (tUrkisfarbener Pfeil Abbildung 22). Dies be-
weist, dass der hCAT-1 in Zellen der Zelllinie U373-MG endogen nicht biotinyliert vor-
liegt, also nicht durch endogene Biotinligasen biotinyliert werden kann. Es ist die
Schlussfolgerung zu ziehen, dass das zuséatzliche Signal in der Spur der Simultan-
transfektion dem biotinylierten ,hCAT-1-BAP“-Protein entspricht.

Der Nachweis mit HRP-Streptavidin erbrachte in allen Proben Signale entsprechend
der Molekulargewichte von 130kDa und 75kDa. Diese entsprechen den endogen bio-
tinylierten Proteinen Pyruvat-Carboxylase, 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase und
Propionyl-CoA-Carboxylase.

Resultierend sind die Transfektionsversuche als erfolgreich zu werten; der hCAT-1

wird durch die Biotinligase ,BirA* biotinyliert.
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Abbildung 22: Western-Blot der transienten Expression der Plasmide ,,hCAT-1-BAP-N1“ und
»PCMV3-BirA“.

Gezeigt wird der Ausschnitt eines reprasentativen Western-Blots aus transfizierten U373-MG-Zellen
nach 48 Stunden der Kultivierung.

Auf das SDS-Gel wurden je Spur 30ug Protein-Lysat aufgetragen. Keine der Proteinproben wurde
deglykosyliert.

A: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HC1 aff. pur” (aus Kaninchen, J. Rupp), und
~Goat-anti-rabbit IgG" (gegen Kaninchen gerichtet, aus der Ziege, Calbiochem®, Merck) nachgewiesen.
Die H6he des hCAT-1-Proteins mit angehangter ,BAP*“-Sequenz ist durch einen turkisfarbenen Pfeil
gekennzeichnet.

Der gegen den hCAT-1-gerichtete Antikbrper erbrachte fir die Einfachtransfektion mit dem Vektor
+,NCAT-1-BAP-N1“ und flr die Simultantransfektion zuséatzlich mit dem Vektor ,pCMV3-BirA" in beiden
Fallen ein unscharfes Signal entsprechend des ,hCAT-1-BAP*“-Proteins (turkisfarbener Pfeil). In der
Spur der Probe ohne Transfektion fehlt dieses Signal.

B: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HRP-Streptavidin“ (Thermo Fisher Scienti-
fic) nachgewiesen. Es lieB3 sich in der Spur ohne Transfektion und in der Spur der Einfachtransfektion
(nur ,hCAT-1-BAP-N1*) kein Signal auf Héhe des ,hCAT-1-BAP*“-Proteins finden, da ohne Biotin-Ligase
keine Biotinylierung des ,hCAT-1-BAP*" stattgefunden hatte, auch nicht durch endogen vorhandene Bi-
otinligasen. Die Simultantransfektion zeigte ein Signal auf der gleichen Héhe wie das Signal durch den
gegen den hCAT-1-gerichteten Antikérper entsprechend der Héhe des ,hCAT-1-BAP“-Proteins. Die Si-
multantransfektion mit beiden Plasmiden verlief erfolgreich; der mit BAP markierte hCAT-1 wurde durch
die Biotinligase biotinyliert und ber HRP-Streptavidin nachgewiesen.

Der Nachweis mit HRP-Streptavidin erbrachte in allen Proben Signale entsprechend der Molekularge-
wichte von 130kDa und 75kDa. Diese entsprachen den endogen biotinylierten Proteinen Pyruvat-Car-
boxylase, 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase und Propionyl-CoA-Carboxylase.
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4 2.2 Einfachtransfektion mit dem Vektorkonstrukt ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*

Angelehnt an eine Publikation von loannou et al. (136) verfolgte ich zum Erhalt von
biotinyliertem hCAT-1-Protein den Ansatz einer Einfachtransfektion mit einem Vektor,
gleichzeitig codierend fiir den hCAT-1 mit im Leseraster angehangter Erkennungsse-

quenz fir ein Biotinylierungsenzym und fir ein Biotinylierungsenzym.

loannou et al. (136) charakterisierten in ihrer Verdffentlichung zum Erreichen diesen
Ziels den Expressionsvektor ,C-FTA/hBirA-EGFP*.

Er stellt einen Fusionsvektor, basierend auf einem pBudCE4.1-Vektor (Life Technolo-
gies) dar, der bereits die codierende Sequenz flr die humanisierte Biotin-Ligase
,nBirA®, gekoppelt an ein EGFP-Protein, sowie einen Avi-Tag im Leseraster des Ziel-
proteins (hier: ,nCAT-1%) enthalt (Abbildung 23).

Die Biotinligase ,BirA” ist ein bakterielles Enzym. Die Haufigkeit diverser Kodons vari-
iert zwischen Eu- und Prokaryoten; in der Folge zeigt die Translation von prokaryo-
tischen Genen in Eukaryoten durch ein erhéhtes Vorkommen Prokaryoten-typischer
Kodons haufig Schwierigkeiten (139). Der Zusatz ,humanisiert in Bezug auf die Bio-
tinligase ,hBirA“ zeigt eine flr Eukaryoten adaptierte Kodonwahl ihrer Sequenz an und
soll den Translationserfolg in eukaryotischen Zellen und damit die Biotinylierungsrate
positiv beglnstigen (139).

Die exprimierte Biotinligase ,hBirA“ kann in vivo Uber die Erkennungsstelle des Avi-
Tags an das angehéangte Zielprotein binden. Der Avi-Tag ist eine kommerziell herge-
stellte Aminosaure-Peptid-Erkennungssequenz aus 15 Aminosauren (140). Sie wird
von der Biotinligase ,BirA“ erkannt und die von ihr markierten Proteine kénnen in der
Folge biotinyliert werden. Dies ermdglicht wiederum den Nachweis und die Aufreini-
gung der biotinylierten Proteine durch Avidin oder Streptavidin.

Die Expression von Enzym und Avi-Tag-markiertem Zielprotein ist durch ein- und den-
selben Vektor ohne Umweg Uber eine Simultantransfektion mdglich.

Den codierenden Sequenzen fur das Enzym und flr das markierte Zielprotein sind
zwei verschiedene Promotoren (ein CMV-Promotor fir die Biotin-Ligase und ein EF1a-
Promotor flr das gekoppelte Zielprotein) vorgelagert.

Eine Selektion des ,C-FTA/hBirA-EGFP*“-Vektors in Prokaryoten kann Uber eine Ze-
ocin-, die Kultivierung in Saugerzellen Uber eine Geneticin-Resistenz erfolgen.
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Der Expressionsvektor ,C-FTA/hBirA-EGFP“ wurde uns von der Arbeitsgruppe von
Herrn Professor Dr. John Strouboulis PhD (Institute of Molecular Biology and Biotech-
nology, Foundation of Research & Technology Hellas, Heraklion, Griechenland) zur
Verfigung gestellt.

Far unsere Zwecke wurde in diesen Expressionsvektor die codierende Sequenz flr
den hCAT-1 aus dem bereits vorhandenen Konstrukt ,HC1-pEGFP-N1* (Sabine Wolf,
22.09.09; ¢=3,2 ug/ul) kloniert.

CMV-Promotor

/~ humBirA
Xhol v
4

\ €

HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP

10.555 bp

HC1=—

Bleomycin-
Resistenz

EF1a-Promotor

Kanamycin-
Resistenz

Abbildung 23: Vektorkonstrukt ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*.

Die Abbildung zeigt das Zielkonstrukt ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* zum Erhalt des biotinylierten hCAT-1-
Proteins. Farblich hervorgerufen ist die codierende Sequenz fiir die Biotinligase ,hBirA, fiir das daran
gekoppelte EGFP-Protein, fur den Avi-Tag und flr die zur Klonierung des Zielproteins verwendeten
Restriktionsstellen (Xhol und Notl). In Graustufen dargestellt sind die codierenden Sequenzen der Pro-
motoren CMV und EF1a, sowie die der Selektionsresistenzen gegen Kana- und Bleomycin.

Die Biotinligase ,hBirA* kann Uber die Erkennungsstelle im Avi-Tag an das fusionierte Zielprotein binden
und es biotinylieren.

Die GesamtgréB3e des klonierten Vektors belduft sich auf 10.555 Basenpaare.

Die Darstellung erfolgte mittels ApE-Programms.
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4.2.2.1 Klonierungsstrategie

Afel
[Eco47II Smal
1

1
YAGCIGCTACC ...nCAT-1...AG GccC CGGG
TCG,C GATGG..hCAT-1..TCGGG GCCC,

Insertion

Abbildung 24: Insertion ,,hCAT-1“ fiir den Zielvektor.

Gezeigt ist die hCAT-1-codierende Sequenz (hier in Blau hervorgehoben) im Konstrukt ,hnCAT-1-EGFP-
N1“ mit den Restriktionsstellen ,Afel“ und ,.Smal“ (141).

Die Pfeilspitzen markieren den Beginn und das Ende der Erkennungsstellen fir die Restriktionsenzyme.
Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Die Insertion ,hCAT-1* wurde mittels Restriktion durch die Restriktionsendonukleasen
LAfel“ und ,Smal® isoliert (Abbildung 24). Beide Enzyme schneiden die DNA unter Ent-
stehung von glatten Enden ohne Uberhang. Dies bedingt, dass auch die Vektorstelle,
an der hinein kloniert wird, geglattet vorliegen muss.

Liegen glatte Enden sowohl am ‘5 - als auch am ‘3 - Ende vor, findet statistisch betrach-
tet in der Halfte der Félle eine inverse Insertion des Insertion-Fragments bei Ligation
beider DNA-Fragmente statt; hinzukommend besteht auBBerdem das Risiko einer Re-
ligation des Vektors ohne Integration der Insertion.

Der Vektor ,C-FTA/hBirA-EGFP*“ wurde an den flr Klonierungen vorgesehenen Rest-
riktionsstellen mit den Restriktionsendonukleasen ,Notl-HF* und , Xhol“ unter Entste-
hung von Enden mit Uberhang geschnitten; es entfiel ein 31 bp langes Fragment, an
dessen Stelle spater der hCAT-1 kloniert wurde (Abbildung 25).

Notl Xhol

'GCGGCCGC..."CTCGAG
C GCC GG!CG,.... GAGCT!C,

ausfallendes Fragment

Abbildung 25: Ausschnitt aus dem Vektorkonstrukt ,,C-FTA/hBirA-EGFP*.

Die zur Klonierung verwendeten Restriktionsstellen ,Nofi" und ,.Xhol* sind markiert. In Blau hervorgeho-
ben ist das ausfallende Fragment.

Die Pfeilspitzen markieren den Beginn und das Ende der Erkennungsstellen fur die Restriktionsenzyme.
Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.
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Die entstandenen Enden mit Uberhang mussten vor Insertion des hCAT-1-Proteins

durch einen Klenow-Ansatz (Abbildung 26) zu glatten Enden aufgefillt werden.

GCGGCC TCGAG
CGCCGG AGCTC

mit Klenowansatz aufgefullte Basen

Abbildung 26: Durch Klenow-Ansatz gegléatteter Vektor ,,C-FTA/hBirA-EGFP*.
In Rot hervorgehoben die aufgefillten Basen.

Nachdem beide DNA-Fragmente mit glatten Enden vorlagen, konnte die Insertion
,NCAT-1"in den Vektor ,C-FTA/hBirA-EGFP* kloniert werden (Abbildung 27).

Xhol

GCEEHEEETACE. hEhT1 AGSEEeETCGAG

CGCCGGCGATGG..hCAT-1... TCGGGGAGCTC,

Insertion

Abbildung 27: kloniertes Vektorkonstrukt ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*.

In Blau hervorgehoben die codierende Sequenz fir den hCAT-1. In Rot hervorgehoben die mittels
Klenow-Ansatzes aufgefilliten Basen zum Erhalt von glatten Enden. Nach korrekter Ligation der Inser-
tion und korrekter Klenow-Reaktion entsteht wieder die Restriktionsstelle fir das Restriktionsenzym
~Xhol“. Die Pfeilspitzen markieren den Beginn und das Ende der Erkennungsstellen fir das Restrikti-
onsenzym. Die Schnittstelle des Restriktionsenzyms ist durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Es wurden aus Transformationen der Ligationsansatze zunachst kleine DNA-Mengen
aus mehreren Bakterienkolonien isoliert, um diese durch Restriktionsanalysen zum ei-
nen auf das Vorhandensein der Insertion und im positiven Fall auf die richtige Orien-
tierung des eingesetzten DNA-Fragments und zum anderen auf eine korrekte Aufflll-

reaktion durch das Klenow-Fragment zu Gberprifen.

Zur Uberpriifung der richtigen Orientierung des eingesetzten DNA-Fragments in den
unterschiedlichen Transformationsansatzen erfolgte eine Restriktion der einzelnen
Proben mit den Endonukleasen ,Hindlll-HF* und ,Bipl* (Abbildung 29)

Die Restriktionsanalyse ergibt im Falle einer richtigen Orientierung der Insertion in den
Vektor zwei DNA-Fragmente der Langen 6.607bp und 3.948bp (Abbildung 28); im
Falle einer inversen Insertion zwei DNA-Fragmente der Langen 7.895bp und 2.659 bp
und bei Fehlen der Insertion durch Fehlen der Schnittstelle ,Blpl“ eine Linearisierung
des Vektors (8.635bp).
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Abbildung 28: Vektor ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“ mit Restriktionsstellen ,,Hindlll-HF* und ,,Bipl*.
Die Restriktion mit den Restriktionsendonukleasen ,Hindlll-HF* und ,Bipl“ teilt den Vektor ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP* in zwei Fragmente (6.607 bp und 3.948 bp).
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Abbildung 29: Beispiel einer gelelektrophoretischen Uberpriifung des Klonierungsergebnisses
auf die richtige Orientierung der Insertion.

(1): C-FTA/hBirA-EGFP ohne Insertion als Kontrolle; (2) - (11) DNA von unterschiedlichen Bakterienklo-
nen nach Restriktion mit den Restriktionsendonuklease ,Hindlll-HF* und ,,Bipl“

Ergebnis: Kontrolle (1) linearisiert durch ,Hindlll-HF*; Proben (2), (6) und (7) ebenfalls linearisiert durch
fehlende Insertion. Proben (4), (9) und (11): zwei Fragmente auf den Héhen von 7.895bp und 2.659 bp
durch inverse Integration der Insertion. Proben (3), (5), (8) und (10) zwei Fragmente auf den H6hen von
6.607 bp und 3948 bp bei korrekter Integration der Insertion (markiert durch rote Pfeile).
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Sofern das Klenow-Fragment die Nukleotidstrange korrekt aufgefillt hat, sollte wieder
eine Schnittstelle flir das Restriktionsenzym ,Xhol“ entstehen. Bei unzureichender
Klenow-Reaktion wirde diese fehlen. Um dies zu Uberprifen, wurden alle DNA-
Proben der Bakterienklone mit korrekter Insertion nach gelelekirophoretischer
Auswertung in einer zweiten Restriktionsanalyse mit den Endonukleasen ,Hindlll-HF*
und ,, Xhol“ geschnitten (Abbildung 31).

Im Falle einer korrekten Klenow-Reaktion und Wiederherstellung der Schnittstelle flir
,Xhol“ ergaben sich dabei zwei DNA-Fragmente der Langen 8.214bp und 2.341bp
(Abbildung 30) und im Falle einer unzureichenden Klenow-Reaktion durch das Fehlen
der ,Xhol“-Schnittstelle eine Linearisierung des Plasmids (10.555bp).

CMV-Promotor

/ Hindlll-HF
>
hBIrA
7

Avi-Tag
Xhol
R
—~EGFP

HC1-C-FTA/hBIirA-
EGFP

HC1—

. Bleomycin-
Resistenz

EF1a-Promotor

Kanamycin-
Resistenz

Abbildung 30: Vektor ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“ mit Restriktionsstellen ,,Hindlll-HF* und ,, Xhol*.
Die Restriktion mit den Restriktionsendonukleasen ,Hindlll-HF* und ,Xhol“ teilt den Vektor ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP* in zwei Fragmente (8.214 bp und 2.341 bp).
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Abbildung 31: Beispiel einer gelelektrophoretischen Uberpriifung auf eine vollstandig-abgelau-
fene Klenow-Reaktion der Bakterienkolonien mit richtiger Orientierung der Insertion.

(1): ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* ungeschnitten als Kontrolle; (2): ,C-FTA/hBirA-EGFP*® ohne Insertion als
Kontrolle; (3)-(10): DNA von unterschiedlichen Bakterienklonen nach Restriktion mit den Restriktions-
endonuklease ,Hindlll-HF* und , Xhol“.

Ergebnis: ungeschnittene Kontrolle (1): eine Bande; Kontrolle ohne Insertion (2): zwei DNA-Fragmente
auf den Hbhen 6.320bp und 2.341 bp; Proben (3), (4), (7), und (9): linearisiert (10.555bp) durch Fehlen
der Schnittstelle ,Xhol" bei fehlerhafter Klenow-Reaktion; Proben (5), (8), (10): zwei Fragmente auf den
Hohen 8.214bp und 2.341 bp durch Vorhandensein der Schnittstelle ,Xhol* bei korrekt abgelaufener
Klenow-Reaktion (durch rote Pfeile markiert).

In der Probe (4) (hier Griin markiert) wurde durch Sequenzanalyse das Fehlen der Base Thymin in der
Restriktionsstelle fur ,Xhol“ nachgewiesen; damit ist die Restriktionsstelle fur ,Xhol“ unvollstandig und
das Restriktionsenzym kann dort nicht binden und die DNA nicht schneiden.

Anmerkung: Die Nummerierung der einzelnen Proben ist unabhangig von der Nummerierung des vor-
herigen Bildes.

Zum Ausschluss bestehender Mutationen im Ubergangsbereich der Insertion in den
Klonierungsvektor wurden die nach Restriktionsanalysen positiven Klone durch die
Firma StarSEQ mit Hilfe des Oligonukleotids ,HC1-AS1344-65" sequenziert.

Far alle positiven Klone konnte ein positives Sequenzierungsergebnis verzeichnet wer-
den.

Ich entschied mich dazu, den Klon ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP WIII-13“ in einer
gréBeren Bakterienkultur anzusetzen und isolierte daraus gréBere Mengen DNA (HC1-
C-FTA/hBirA-EGFP WIII-13, c=1,05pg/ul, 04.02.19) far folgende
Transfektionsversuche.
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4 .2.2.2 Transfektionsstudien

Es erfolgte der Transfektionsversuch mit dem Vektorkonstrukt ,HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP*“ (Anastasia Hobbach, 04.02.19, c=1,05 pg/ul).

Zunachst wurden Transfektionsansatze mit den Transfektionsreagenzien Fugene® 6
und GenedJuice® angesetzt und U373-MG-Zellen transfiziert.

Die Transfektion der Saugerzellen mit den ,,C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt verlief trotz
diverser Modulationen bezlglich Mengenverhéltnissen und Transfektionsreagenzien
frustran mit Transfektionseffizienzen unter 2% und damit deutlich unter dem Transfek-
tionserfolg der Simultantransfektion mit den Vektoren ,hCAT-1-BAP-N1“und ,pCMV3-
BirA“ (Effizienz > 60 %).

Mitgefihrte Kontrollen anderer Konstrukte zeigten Transfektionseffizienzen >85%
(Abbildung 32), sodass die unzureichende Transfektion des ,HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP“-Konstrukts in dem Konstrukt selbst und nicht in der angewandten Methodik zu
suchen ist.

HC1-pEGFP-N1 HC1-C-FTA/hBirA-EGFP

Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transfektionen mit den Konstrukten
»HC1-pEGFP-N1“ (Kontrolle) und ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen transfizierte Zellen der Zelllinie U373-MG. Sie wur-
den unter Zuhilfenahme des Transfektionsreagenz Fugene® 6 mit dem Kontrollplasmid ,HC1-pEGFP-
N1“und dem Konstrukt ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* transfiziert. Die vorliegenden Aufnahmen wurden 48
Stunden nach der Transfektion gemacht.

Die Transfektionseffizienz mit dem HC1-pEGFP-Konstrukt liegt bei > 85 %; bei dem ,HC1-C-FTA/hBirA*-
Konstrukt <2 %.
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Als Lésungsstrategie wurde das Expressionssystem von den U373-MG-Zellen auf Zel-
len der Zelllinie HEK293T gewechselt. In diese lassen sich auch groBe Vektoren in
der Regel gut transfizieren.

Die Methodik der Transfektion unter Zuhilfenahme von Transfektionsreagenzien flihrte
auch bei diesem Expressionssystem nicht zum gewlnschten Erfolg und die Transfek-
tionseffizienz blieb unter <5 %.

Alternativ wechselte ich auf ein Transfektionsprotokoll einer chemischen Transfektion
nach der 1973 durch Graham, Frank L. und Van der Eb, Alex J. bekundeten Calcium-
Phosphat-Prazipitations-Methode wie bereits in Kapitel 3.3.7 beschrieben; diese
brachte fir das ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Plasmid Transfektionseffizienzen von
>80 % (Abbildung 33).

v,

HC1-C-FTA/hBirA-EGFP

Abbildung 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Transfektionsansatzes ,,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP*“.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen transfizierte Zellen der Zelllinie HEK293T. Sie
erfolgten nach der Calcium-Phosphat-Prazipitations-Methode mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“-
Konstrukt. Die vorliegenden Aufnahmen wurden 48 Stunden nach der Transfektion mit und chne Hellfeld
gemacht.

Die Transfektionseffizienz liegt bei >80 %.

Western-Blot-Analysen (Abbildung 34) der Lysate entsprechend transfizierter Zellen
zeigten im Vergleich zu Kontroll-Lysaten nicht transfizierter HEK293T Zellen sowohl
durch den gegen den hCAT-1 gerichteten Antikdrper als auch durch ,HRP-Streptavi-
din® (Thermo Fisher Scientific) ein zusatzliches Signal auf derselben Héhe von knapp
unter 72kDa (hellblaue Pfeile in der Abbildung 34).

Die Western-Blot-Analysen mit dem gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérper detek-
tierten in allen Lysaten den endogenen hCAT-1: in den glykosylierten Proben als un-
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scharfes Signal mit einem Molekulargewicht von tGber 72kDa (lilafarbener Pfeil in Ab-
bildung 34 A) und deglykosyliert als scharfe Bande mit einem Tiefensprung auf etwa
55kDa (pinkfarbener Pfeil in Abbildung 34 A). AusschlieB3lich in den Spuren mit dem
transfizierten ,HC1-C-FTA-hBirA/EGFP“-Konstrukt lieB sich nach der Deglykosylier-
ung eine Doppelbande unterhalb der H6he von 72 kDa durch den gegen den hCAT-1-
gerichteten Antikdrper finden (hellblauer Pfeil in der Abbildung 34 A). Der leichtere Teil
der Doppelbande entspricht vermutlich dem erfolgreich transfizierten und Avi-Tag-mar-
kierten hCAT-1-Protein. Das Signal fur die Transfektion VIl ist hierbei deutlich schwa-
cher als das Signal der Transfektion IX. Dies kénnte an der langeren Kultivierungs-
dauer der Transfektion VII (70 Tage) und einem Rickgang der Expression des trans-
fizierten Konstrukts liegen.

In der Nachweisreaktion mit HRP-Streptavidin zeigte sich nur in den Transfektionen
mit ,hCAT-1*Insertion nach Deglykosylierung ein Signal entsprechend des Signals
durch den gegen den hCAT-1-gerichteten Antikérpers auf der Héhe des hellblauen
Pfeils in Abbildung 34 A (hellblauer Pfeil Abbildung 34 B). Dies entspricht vermutlich
dem erfolgreich transfizierten und Avi-Tag-markierten hCAT-1-Protein. Dies beweist,
dass der hCAT-1 in Zellen der Zelllinie HEK293T endogen nicht biotinyliert vorliegt,
also nicht durch endogene Biotinligasen biotinyliert werden kann. Der positive Nach-
weis durch ,HRP-Streptavidin“ zeigt eine erfolgreiche Biotinylierung des hCAT-1 durch
die ,hBirA*-Ligase.

Die Signale, die dem transfizierten hCAT-1-Protein entsprechen, sind sowohl durch
den Nachweis mit dem gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérper als auch durch HRP-
Streptavidin schwacher als die entsprechenden Signale des endogenen hCAT-1 Pro-
teins. Dies spricht entweder fir eine tatsachlich geringere Menge an transfiziertem
hCAT-1-Protein im Vergleich zu der Menge an endogenem hCAT-1 oder fur eine er-
schwerte Bindung des getaggten und biotinylierten hCAT-1-Proteins an den eingesetz-
ten Antikérper und an HRP-Streptavidin. Ob die Mengen des transfizierten hCAT-1-
Proteins und einem ihm potenziell assoziierten Partnerprotein ausreichend flr mas-
senspektrometrische Folgeanalysen sind, kann, wie eingangs skizziert, durch Wes-
tern-Blot-Analysen des z.B. Uber magnetische Avidinklgelchen aufgereinigten und
aufkonzentrierten biotinylierten hCAT-1-Proteins eingeschatzt und tber die Durchfiih-

rung geplanter massenspektrometrischer Analysen verifiziert werden.

Der Nachweis mit HRP-Streptavidin erbrachte in allen Proben zusétzliche Signale

entsprechend der Molekulargewichte von 130kDa und 75 kDa. Diese entsprechen den
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endogen biotinylierten Proteinen Pyruvat-Carboxylase, 3-Methylcrotonyl-CoA-
Carboxylase und Propionyl-CoA-Carboxylase.

Entsprechende Transfektionen sind als erfolgreich einzuordnen; der hCAT-1 wird
durch die Biotinligase ,hBirA* biotinyliert.

HC1 aff. pur.;
Verd.: 1:10.000

kDa * * * *

130 ) r‘
333_ .“._ « | —

55— wm e - -—

43 — -
Ohne HC1-C- C- HC1-C-
Transfektion FTA/hBirA- FTA/hBirA- FTA/hBirA-
EGFP EGFP EGFP
Transfektion IX Transfektion VII

2 Tage n. Transfektion 70 Tage n. Transfektion

HRP-Streptavidin;
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IV p———
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Abbildung 34: Western-Blot einer transienten Expression des ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“-Kon-
strukts und einer entsprechenden Kontrolle aus nicht transfizierten HEK 293T.

Gezeigt wird der Ausschnitt eines reprasentativen Western-Blots aus transfizierten HEK293T-Zellen
nach 48 Stunden (Transfektion IX) und nach 70 Tagen (Transfektion VII) der Kultivierung

Auf das SDS-Gel wurden je Spur 30 ug Protein-Lysat aufgetragen. Die Proteinproben mit ,*“ wurden
deglykosyliert.

A: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HC1 aff. pur” (aus Kaninchen, J. Rupp) und
~Goat-anti-rabbit IgG" (gegen Kaninchen gerichtet, aus der Ziege, Calbiochem®, Merck) nachgewiesen.
Der pinkfarbene Pfeil markiert die Hohe des endogenen hCAT-1-Proteins nach Deglykosylierung. Zu
erkennen ist der deutliche Tiefensprung des hCAT-1-Proteins nach der Deglykosylierung im Vergleich
zu den Spuren mit glykosyliertem hCAT-1-Protein (lilafarbener Pfeil).

Der hellblaue Pfeil liegt auf der Hohe des zweiten Teils einer Doppelbande, welche nur in den Spuren
der deglykosylierten Transfektionen mit ,hCAT-1"-Insertion im Vektor zu finden ist; in den Spuren ohne
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Transfektionen oder in denen ohne hCAT-1-Insertion im Konstrukt fehlt dieses Signal. Es reprasentiert
das hCAT-1-Protein mit angeh&ngtem Avi-Tag. Das Signal fir die Transfektion VIl ist hierbei deutlich
schwécher als das Signal der Transfektion IX. Die Spuren der Transfektion IX mit dem ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt weisen auch unterhalb der 55kDa Signale auf; diese sind vermutlich auf
Proteinabbau bei der Lysatherstellung zurtickzufuhren.

B: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HRP-Streptavidin“ (Thermo Fisher Scienti-
fic) nachgewiesen.

Der hellblaue Pfeile markiert die Ho6he des zweiten Teils der Doppelbande, welche nur in den Spuren
der deglykosylierten Transfektionen mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt und auf derselben
Hohe wie das Signal durch den gegen den hCAT-1 gerichteten Antikdrper zu finden ist; in den Spuren
ohne Transfektionen oder in denen ohne hCAT-1-Insertion im Konstrukt fehlt dieses Signal. Es repra-
sentiert das biotinylierte hCAT-1-Protein mit angehangtem Avi-Tag.

Der Nachweis mit HRP-Streptavidin erbrachte in allen Proben Signale entsprechend der
Molekulargewichte von 130kDa und 75kDa. Diese entsprechen den endogen biotinylierten Proteinen
Pyruvat-Carboxylase, 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase und Propionyl-CoA-Carboxylase.

Die Signale, die dem transfizierten hCAT-1-Protein entsprechen, sind sowohl durch den Nachweis mit
dem gegen den hCAT-1 gerichteten Antikdrper als auch durch HRP-Streptavidin schwacher als die
entsprechenden Signale des endogenen hCAT-1-Proteins. Dies spricht entweder flr eine tatsachlich
geringere Menge an transfiziertem hCAT-1-Protein im Vergleich zu dem endogenen hCAT-1 oder fir
eine erschwerte Bindung des getaggten und biotinylierten hCAT-1-Proteins an den eingesetzten Anti-
kérper und an HRP-Streptavidin.
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4.2.2.3 Vergleich der verwendeten Lyse-Puffer

Bei der Zelllyse der transfizierten Zellen kamen verschiedene Lysepuffer zur Anwen-
dung, um ein fir meine Versuchsziele ideales Lyse-Protokoll zu entwickeln. Der An-
spruch an den gesuchten Lysepuffer bestand darin, die Zellen einerseits ausreichend
lysieren und die hCATs hinreichend aus der Zellmembran solubilisieren zu kénnen und
anderseits darin, potenzielle Bindungspartner nicht von den hCATs abzulésen und
gleichzeitig die Durchfihrung geplanter massenspektrometrischer Analysen nicht zu
behindern.

Ein Vergleich der Western-Blot-Analysen der auf verschiedene Arten lysierten Zellen
erbrachte keinen Unterschied bezlglich des Vorhandenseins und der Intensitat der
Protein-Signale zwischen den verschiedenen Lyse-Puffern (Abbildung 35). Bei allen
Lyse-Methoden konnte markiertes hCAT-1-Protein durch einen gegen den hCAT-1 ge-
richteten Antikérper nachgewiesen werden; HRP-Streptavidin erbrachte auf der glei-
chen Hbhe wie der hCAT-1-Antikdrper ein positives Signal in den entsprechenden Pro-
ben unabhangig von der Art des eingesetzten Lysepuffers. Unabhangig von der Wahl
des Lysepuffers fand sich biotinyliertes hCAT-1-Protein im Lysat.

Unterschiede zwischen den verschiedenen Lyse-Puffern bezlglich des Beibehaltens
putativer Bindungspartner kénnen nur durch geplante massenspekirometrische Mes-
sungen aufgezeigt werden.
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Abbildung 35: Western-Blot einer Transfektion mit dem ,,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“-Konstrukt
von auf verschiedene Arten hergestellten Zell-Lysaten und einer entsprechenden Kontrolle aus
nicht transfizierten HEK 293T.

Gezeigt wird der Ausschnitt eines reprasentativen Western-Blots aus transfizierten HEK293T-Zellen.
Auf das SDS-Gel wurden je Spur 30 ug Protein-Lysat aufgetragen. Die Proteinproben mit ,*“ wurden
deglykosyliert. Die Zell-Lysate wurden entsprechend der Beschriftung in der Abbildung mit ,RIPA"- oder
,NP-40“-Puffer hergestellt.

A: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HC1 aff. pur” (aus Kaninchen, J. Rupp) und
,Goat-anti-rabbit IgG" (gegen Kaninchen gerichtet, aus der Ziege, Calbiochem®, Merck) nachgewiesen.
Die Proben der HEK293T ohne Transfektion zeigen ein Signal auf der H6he des endogenen hCAT-1-
Proteins vor und nach Deglykosylierung. Zu erkennen ist der deutliche Tiefensprung des hCAT-1-Pro-
teins nach der Deglykosylierung (tlrkisfarbener Pfeil) im Vergleich zu der Spur mit dem glykosylierten
hCAT-1-Protein.

Der pinkfarbene Pfeil liegt auf der Hohe einer Bande, welche nur in den Spuren der deglykosylierten
Transfektionen mit ,nCAT-1"-Insertion im Vektor zu finden ist; in der Spur ohne Transfektion fehlt dieses
Signal. Es reprasentiert das hCAT-1-Protein mit angehéngtem Avi-Tag. Dieses Signal zeigt in der In-
tensitét keinen Unterschied zwischen den auf verschiedene Weisen lysierten Zellen.

B: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HRP-Streptavidin“ (Thermo Fisher Scienti-
fic) nachgewiesen.

Der pinkfarbene Pfeile liegt auf der Héhe einer Bande, welche nur in den Spuren der deglykosylierten
Transfektionen mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt und auf derselben Héhe wie das Signal
durch den gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérper zu finden ist; in der Spur ohne Transfektion fehlt
dieses Signal. Es reprasentiert das biotinylierte hCAT-1-Protein mit angeh&ngtem Avi-Tag.

Dieses Signal zeigt auch im Nachweis durch HRP-Streptavidin keinen Unterschied in der Intensitat zwi-
schen den auf verschiedene Weisen lysierten Zellen.

,RIPA*- und ,NP-40“-Puffer sind beide in der Lage biotinyliertes hCAT-1-Protein aus der Zellmembran
zu lésen.
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4.2.2.4 Stabile Expression des transfizierten ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukts

Neben transienten Expressionen zur Gewinnung ausreichender Mengen an Zell-Lysat
fur weitere Versuche war das Bestreben gegeben, eine Zelllinie mit stabiler Expression
mit dem Vektor ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* zu etablieren.

Erfolgreich mit dem Plasmid ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* transfizierte Zellen wurden mit
Geneticin (Biochrom GmbH, Berlin) unter Selektionsdruck gesetzt. Es erfolgte nach
wenigen Tagen der Kultivierung durchflusszytometrisch ein Sortieren der Zellen in Ein-
zel- und Mischklone. Bei letzterem handelt es sich um eine Ansammlung mehrerer
fluoreszenzpositiver Zellen, die den transfizierten Vektor an unterschiedlichen Stellen
in ihr Genom integriert haben, aber in einem Kultivierungsgefal3 aufgezogen werden.
Es wurden insgesamt 192 Einzelklone in zwei 96-Lochplatten sortiert und ein Misch-
klon aus 6.200 Zellen auf eine 24-Lochplatte aufgeteilt.

Dies wurde am Paul-Klein-Zentrum flr Immunintervention, Universitatsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz fir uns durchgefihrt

Die Kultivierung der Einzelklone diente dazu, voneinander unabhangige Zellklone iso-
liert voneinander zu vervielféltigen. Die Einzelklone haben das transfizierte Plasmid an
verschiedenen Stellen in ihre DNA integriert. Durch folgende Western-Blot-Analysen
kénnte man die Klone mit dem starksten Signal fiir den biotinylierten hCAT-1 fir ge-
plante Folgeversuche auswahlen.

Die Kultivierung der Einzelklone verlief frustran. Es wurde das Erreichen einer Zelllinie
mit stabiler Expression (,T7 Mischklon HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*) durch Kultivierung
des Mischklons erreicht.
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Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Mischklons ,,T7 Mischklon HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP*“.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt den Mischklon ,T7 Mischklon HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*
nach ca. 13 Wochen der Kultivierung unter Selektionsdruck mit 400 pg/ml Geneticin.

Zwischen 14 und 20 Wochen der Kultivierung und damit sieben Wochen der Kultivie-
rung ohne Selektionsdruck erfolgte das Herstellen von Zell-Lysaten mit NP-40-Puffer
und anschlieBender Western-Blot-Analyse nach beschriebener Methodik. Es zeigte
sich ein Beibehalten der Signale des biotinylierten hCAT-1-Proteins in allen Proben.
Selbst nach Beendigung des Selektionsdruckes bleibt das Signal bestehen (Abbildung
37). Die Intensitat des Signals schien in allen Proben Gber den Zeitverlauf der Kultivie-
rung konstant ausgepragt. Durch Ladekontrollen mit Antikérpern gegen konstitutiv ex-
primierte endogene Proteine, kdnnte der Anteil jener Proteine in den verschiedenen
Proben bestimmt und dartber der Anteil der Gberexprimierten hCAT-1-Proteine beur-
teilt werden. Dies wiirde einen Vergleich des Anteils an biotinyliertem hCAT-1-Protein
in den verschiedenen Proben Uber den dargestellten Zeitverlauf erméglichen.

Der Mischklon ,T7 HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* scheint das transfizierte Plasmid ,HC1-
C-FTA/nBirA-EGFP* bis dato (05.08.2019) stabil in sein Genom integriert zu haben.
Dies ermdglicht die Kultivierung von Zellen mit ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt,
ohne dieses vorher transfizieren zu missen und erlaubt das Zellkultur-basierte Gewin-
nen von gréBeren Mengen an biotinyliertem hCAT-1-Protein flir geplante massenspek-
trometrische Analysen.
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Abbildung 37: Western-Blot des Mischklons ,,T7 HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“ im Zeitverlauf und ei-
ner entsprechenden Kontrolle aus nicht transfizierten HEK293T.

Gezeigt wird der Ausschnitt eines reprasentativen Western-Blots aus transfizierten HEK293T-Zellen.
Auf das SDS-Gel wurden je Spur 30 ug Protein-Lysat aufgetragen. Die Proteinproben mit ,*“ wurden
deglykosyliert. Die Zell-Lysate wurden mit ,NP-40“-Puffer hergestellt.

A: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HC1 aff. pur® (aus Kaninchen, J. Rupp) und
~Goat-anti-rabbit IgG" (gegen Kaninchen gerichtet, aus der Ziege, Calbiochem®, Merck) nachgewiesen.
Die Proben der HEK293T ohne Transfektion zeigen ein Signal auf der H6he des endogenen hCAT-1-
Proteins vor und nach Deglykosylierung. Zu erkennen ist der deutliche Tiefensprung des hCAT-1-Pro-
teins nach der Deglykosylierung (tirkisfarbener Pfeil) im Vergleich zu der Spur mit dem glykosylierten
hCAT-1-Protein.

Der pinkfarbene Pfeil liegt auf der Hohe einer Bande, welche nur in den Spuren der deglykosylierten
Transfektionen mit ,hCAT-1"Insertion im Vektor zu finden ist; in der Spur ohne Transfektionen fehlt
dieses Signal. Es reprasentiert das hCAT-1-Protein mit angeh&ngtem Avi-Tag. Dieses Signal ist in allen
Lysaten des Mischklons zu finden.

B: Die Proteine wurden entsprechend der Beschriftung mit ,HRP-Streptavidin“ (Thermo Fisher Scienti-
fic) nachgewiesen.

Der pinkfarbene Pfeile liegt auf der Héhe einer Bande, welche nur in den Spuren der deglykosylierten
Transfektionen mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt und auf derselben Héhe wie das Signal
durch den gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérper zu finden ist; in der Spur ohne Transfektion fehlt
dieses Signal. Es reprasentiert das biotinylierte hCAT-1-Protein mit angeh&ngtem Avi-Tag.

Dieses Signal ist auch durch HRP-Streptavidin in allen Lysaten des Mischklons zu finden.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich die Transportfunktion der
hCATSs durch eine Nitrosylierung oder (trans-) Nitrosierung unbeeinflusst zeigt.
Dies steht kontrar zu den Erkenntnissen von Zhou et al. und soll im Folgenden kritisch

diskutiert werden.

Die vorliegende Arbeit legt zudem Grundsteine flr eine praktische Umsetzung fir die
Suche nach potenziell mit den kationischen Aminosauretransportern assoziierten In-
teraktionsproteinen. Die Ergebnisse der hierbei verfolgten Strategien werden im Fol-
genden vorgestellt und beurteilt.

5.1 Fehlender Einfluss einer Nitros(yl)ierung auf die Transportleistung
der hCAT-Proteine

Posttranslationale Proteinmodifikationsmechanismen stellen Umgestaltungsvorgénge
an Proteinen nach ihrer Translation dar. Diese strukturellen Verdnderungen sind nicht
genetisch in der DNA codiert, aber fiir die Steuerung und Funktionsfahigkeit von Zell-
prozessen unabdingbar. Sie sind i.d. R. reversibel und erlauben dariiber eine zielge-

richtete und temporare Wirkung.

Derzeit sind mehrere Hundert verschiedene Proteinmodifikationsmechanismen be-
kannt (142), zu denen auch die Addition von anorganischen Gruppen gehdrt. Als ein
Beispiel ist der Mechanismus der S-Nitrosylierung zu nennen (143).

Eine S-Nitrosylierung meint die direkte Bindung von NO als Ligand an einen Thiyl-Rest

unter Ausbildung von S-Nitrosothiolen.

Zhou et al. zeigten 2010 mit ihrer Arbeit, dass eine Exposition von Sarkolemm-Vesikeln
aus Kardiomyozyten der Ratte gegenidber NO zu einem Rickgang der Argininauf-
nahme in diese flhrt (6).

Es resultierte die These, dass dies Uber eine NO-vermittelte Hemmung durch S-
Nitros(yl)ierung von Cysteinresten zustéandiger Aminosauretransporter (rCAT-1 und -
2A) geschehen kénnte.
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Mit der Bestrebung diesen Mechanismus weiter aufzuschlisseln, fand ich durch Auf-
nahmeversuche in hCAT-Uberexprimierenden X. laevis-Oozyten heraus, dass die von
Zhou et al. beobachtete Hemmung in diesem Expressionssystem nicht zu reproduzie-

ren war.

Im Umkehrschluss folgerte ich, dass die hCAT-1- und -2A-Transporter keine Thiyl-Ra-
dikale besitzen, welche zu S-Nitrosothiolen umgewandelt werden kénnen oder dass
diese keinen Einfluss auf die Transportleistung jener Transporter-lsoformen nehmen.
Dargelegte Versuchsdaten zeigen ebengleiches flir den Mechanismus einer potenzi-
ellen (trans-) Nitrosierung durch NO*an den Cysteinresten der Transporter.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass weder NO noch NO* im Expressions-
system X. laevis-Oozyte einen Einfluss auf die Transportfunktion der hCAT-Isoformen
-1 und -2A hat; weder durch eine Nitrosylierung noch durch eine (trans-) Nitrosie-

rung.

Im Anbetracht der Diskrepanz zwischen meinen experimentell gewonnen Erkenntnis-
sen und denen von Zhou et al. stellt sich die Frage nach der Ursache flir diese Abwei-
chung. Mdégliche Erklarungsansatze kénnten in einem strukturellen Unterschied zwi-
schen den CAT-Isoformen der verschiedenen Spezies (Mensch vs. Ratte), in der Wahl
des Expressionssystems (X. laevis-Oozyte vs. Sarkolemmvesikel der Ratte) und dem
damit einhergehendem Vorhandensein oder Fehlen notwendiger interagierender Pro-
teine oder in den Schwachen der angewandten Methodik und in der Fehldeutung der
gewonnen Daten gefunden werden.

All diese Ansatze werden im Folgenden skizziert und bewertet.
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5.1.1 Divergente Cysteinreste zwischen murinen und humanen CAT-Isoformen?

Ein méglicher Erklarungsansatz fir die Kontrarietat zwischen meinen Ergebnissen und
denen von Zhou et al., kbnnte die Tatsache sein, dass sich die murinen und humanen
CAT-1- und -2A-Transporter in ihrer Sensibilitat auf NO/NO* unterscheiden. Dies
wlrde bedingen, dass es einen strukturellen Unterschied, z. B. in der Anzahl ihrer fir

NO zuganglichen Cysteinreste, geben wiirde.

Im Anbetracht der bewiesenen hohen Konservierung zwischen den CAT-Isoformen
verschiedener Saugetierspezies (5) scheint dies vorerst fraglich.

In der Tat zeigte ein Vergleich der Aminosauresequenzen der Isoformen hCAT-1 und
-2, sowie rCAT-1 und -2 bezlglich der die NEM-Hemmung-vermittelnden Cysteinreste
an den Positionen 33 und 2732 eine eindeutige Konservierung im hCAT-1, hCAT-2A,
rCAT-1 und rCAT-2A (violette unterlegt in der Abbildung 38). Damit kdnnen diese bei-
den Cysteinreste nicht fir die in meinen Versuchen beobachtete ausbleibende Wir-
kung von NO/NO* verantwortlich sein.

Insgesamt besitzt der hCAT-1 dreizehn, der hCAT-2 zwdlf und die beiden rCAT-
Isoformen-1 und -2 je vierzehn Cysteinreste (tlrkisfarben unterlegt in der Abbildung
38).

Davon sind neben den Cysteinresten an den Positionen! 33 und 273 sechs weitere
Reste (an den Positionen' 4, 85, 264, 299, 347 und 428; violette-gestrichelte Umran-
dung in der Abbildung 38) in den humanen und murinen Isoformen CAT-1 und -2 kon-
serviert. Sie scheiden als Wirkort fir eine NO-vermittelte Hemmung aus, da sie in bei-
den Spezies vorhanden sind.

Die Ratten- und humanen CAT-1-Isoformen besitzen im Vergleich zu den beiden CAT-
2-lsoformen sechs (an den Positionen® 21, 196, 232 [228], 316 [311], 511 [506] und
628 [623]; blau-gestrichelte Umrandung in der Abbildung 38), die Ratten- und
humanen CAT-2-Isoformen im Vergleich zu den beiden CAT-1-Isoformen drei
exklusive Cysteinreste (an den Positionen' 13, 31 und 171; orange-gestrichelte
Umrandung in der Abbildung 38). Sie kénnen ebenfalls nicht an der selektiv in den

rCAT-Isoformen beobachteten Hemmung durch NO beteiligt sein; sie zeigen jedoch

2 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Nummerierung der Aminosauren im hCAT-2.
3 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Nummerierung der Aminosauren im hCAT-1; in eckigen
Klammern stehen die Positionsangaben im rCAT-1, sofern sich diese vom hCAT-1 unterscheiden.
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beispielhaft die hohe Konservierungsrate der CAT-Isoformen zwischen den humanen

und murinen Spezies.

An der Position 539 des hCAT-1-Proteins findet sich ein Cysteinrest, der in den rCAT-
Vertretern (im rCAT-1 an der Position 534, im rCAT-2 an der Position 236; grau-
gestrichelte Umrandung in der Abbildung 38) konserviert ist, jedoch im hCAT-2 fehlt.
Dieser Cysteinrest kann auch keine ausschlieBlich in rCAT-Isoformen beobachtete
Hemmung durch NO erklaren, da er auch in der humanen Isoform hCAT-1 vorhanden

ist.

Der rCAT-1 besitzt einen spezifischen Cysteinrest an der Position 202 und der rCAT-
2 vier exklusive Cysteinreste an den Positionen 438, 454, 620 und 657, welche nicht
bei den entsprechenden humanen Isoformen vorhanden sind (in Rot umrandet in der
Abbildung 38). Theoretisch ware eine Nitros(yl)ierung jener Reste mit der Konsequenz
einer Transporthemmung mdglich.

Der Cysteinrest an der Position 202 im rCAT-1 ist intramembrands in der V. Trans-
membrandomane lokalisiert. Da NO/NO* sich insbesondere intramembrands anrei-
chern kdnnen, kénnte dieser Cysteinrest einer Nitros(yl)ierung zuganglich sein und
eine hohe Sensitivitat des rCAT-1-Proteins auf NO/NO* bedingen.

Die spezifischen Cysteinreste des rCAT-2-Proteins liegen intrazellular in der zehnten
Schleife (Position 438 und 454) und C-terminal (Position 620 und 657). Sie waren to-
pographisch ebenfalls einer Nitros(yl)ierung zuganglich.

Des Weiteren muss betont werden, dass die Bedeutung des rCAT-2A-Transporters in
adulten Rattenkardiomyozyten unter physiologischen Bedingungen in der Literatur
kontrovers betrachtet wird.

Simmons et al. postulierten 1996, dass die funktionell bedeutende Expression jenes
Transporters nur in neonatalen Rattenkardiomyozyten und nur nach ausgepragter Be-
handlung mit Zytokinen zu beobachten sei (144).

Kontrar dazu zeigten Lu et al. 2009, dass in Herzmuskelzellen jener Spezies zwar
CAT-2A-mRNA-Transkripte in einer GréBenordnung von lediglich einem Drittel der
Menge der nachweisbaren CAT-1-mRNA-Transkripte zu finden sind, der rCAT-2A je-
doch eine 34x héhere Kapazitat als der rCAT-1 aufweist, sodass dieser seine niedrige
Menge an Transkript durch seine im Vergleich zum rCAT-2A héhere V., Uberwinden
kann (129).
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Des Weiteren bedeutet eine geringe Menge an mRNA-Transkript nicht zwangslaufig
auch eine geringe Menge an translatiertem Protein. Die Nettomenge eines Proteins in
der Zelle zu einem definierten Zeitpunkt hdngt zudem von der Translationsgeschwin-
digkeit seines Transkripts und seiner Stabilitdt ab. Zudem muss in Bezug auf die
Menge an funktionstiichtigem Protein dessen Translokation am Zielort und im Fall ei-
ner Abhangigkeit von diesem Protein assoziierten Molekullen, deren Verflgbarkeit be-

ricksichtigt werden.

Lu et al. berechneten 2009 auf Grundlage ihrer Untersuchungen der Transportaktivitat
von rCAT-1 und -2A fir Lysin in Sarkolemmvesikeln (Kardiomyozyten der Ratte), dass
unter physiologischen Plasmaspiegeln kationischer Aminosauren (fir Arginin, Ornithin
und Lysin im humanen und murinen Organismus in einer Spannweite von
100-250 uM; (145, 146)) 40-50% der gesamten Transportaktivitat dieser Aminosau-
ren Uber den rCAT-2A laufen (129). Unter der Annahme, dass alle Vertreter des y*-
Systems die kationischen Aminosauren mit gleicher Effizienz transportieren (19),
ergibt sich daraus eine kombinierte effektive Plasmakonzentration aller kationischen
Aminosauren von 0,6 mM (147). Unter einer derartig hohen Plasmakonzentration be-
rechneten Lu et al. einen noch hdéheren Anteil des CAT-2As an der Gesamttransport-
leistung in einer GréBenordnung von 62 % (129).

In den gezeigten Daten von Zhou et al. wird der Transport von Arginin unter physiolo-
gischen Argininkonzentrationen durch eine NO-Konzentration von 275 nM nur zu 33 %
gehemmt (6). Nach den Berechnungen von Lu et al. teilt sich der Anteil am kationi-
schen Aminosauretransport zwischen den CAT-Isoformen-1 und -2A unter physiologi-
schen Argininplasmakonzentrationen einem-zu-zwei Drittel auf (129). In Bezug auf den
von Zhou et al. beobachten Rickgang der Argininaufnahme um ein Drittel des Aus-
gangswertes bei einer Exposition der Zellen unter 275nM NO, spricht dies den Autoren
zufolge fir eine selektive Hemmung des CAT-1-Proteins (6). Unter einer NO-Konzent-
ration von 857nM mafBen Zhou et al. einen Rickgang des Arginintransports zu fast
60 %, welches den Autoren nach eine Uberwiegende Hemmung des CAT-2As impli-
ziert (6). Zhou et al. erklarten sich diese selektiv von der NO-Konzentration abhéngige
Wirkung darlber, dass der CAT-2A gegenilber einer Hemmung mit NO resistenter als
der CAT-1 sein muss (6).

Diese konzentrationsbedingte, selektive Hemmung der verschiedenen Transporter-
isoformen spricht gegen eine NO-vermittelte Hemmung Uber einen, den rCAT-1 und -

2A gemeinsamen, aber in den rCAT-Isoformen spezifisch-vorkommenden Cysteinrest
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und deckt sich mit der zu Anfang des Kapitels skizzierten Verteilung der Ratten-und
humanen Cysteinreste in den CAT-Proteinen. Eine Hemmung misste folglich Uber
mindestens zwei verschiedene, nur in rCAT-Proteinen vorkommende Cysteinreste
vermittelt werden. Die entsprechenden Cysteinreste mussten jeweils in nur einer
rCAT-Isoform vorliegen; im rCAT-1 misste es sich dabei um andere Cysteinreste als
im rCAT-2A handeln.

Unter Berlcksichtigung der bereits beschriebenen Aminosaurestruktur der beiden
rCAT- und hCAT-Isoformen kommen daflir der Cysteinrest an der Position 202 im
rCAT-1 und die Cysteinreste an den Positionen 438, 454, 620 und 657 im rCAT-2A in
Betracht. Insbesondere die intramembrandse Lage des exklusiven Cysteinrests des
rCAT-1-Proteins und der daraus vermuteten hoheren Sensitivitdt gegentber
NO/NO* im Vergleich zu den Cysteinresten des rCAT-2-Proteins kommen mit der Be-
obachtung von Zhou et al., dass der CAT-2A gegenliber einer Hemmung mit NO re-

sistenter als der CAT-1 ist (6), Gberein.

Restmierend kénnen divergente Cysteinreste zwischen Ratten- und menschlichen
CAT-Isoformen als urséachlich fir die kontraren Ergebnisse bezliglich der NO-vermit-
telten Hemmung nicht ausgeschlossen werden. Durch Experimente nach dem Proto-
koll von Zhou et al. (6) mit rCAT-Proteinen mit Mutationen der exklusiven Cysteinreste
an den entsprechenden Positionen (rCAT-1: Position 202; rCAT-2: Positionen
438, 454, 620 und 657), kénnte die Bedeutung jener Cysteinreste flir die von Zhou et
al. beobachtete NO/NO*-vermittelte Hemmung der CAT-Transporter (6) untersucht
werden. Wirde durch eine Mutation entsprechender Cysteinreste die NO/NO™*-vermit-
telte Hemmung der rCAT-Transporter ausbleiben, waren diese als verantwortlich far
die NO/NO™*-vermittelte Hemmung anzusehen.

Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass selbst unter der Pramisse der Existenz eines
derartigen, rCAT-spezifischen Hemmmechanismus, die Relevanz in Bezug auf den
Menschen und damit einem potenziellen therapeutischen Nutzen durch Hemmung der
intrazellularen Argininaufnahme in z.B. CLL-Zellen und damit einem therapeutischen
Nutzen in der humanen Tumortherapie, nicht gegeben ist.
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(3]

hCAT-1 -MGC VLLNIGQQMLRRKVVQC}SREETRLSRILNTFDLVALGVGSTLGAGVYVLAGAVA 58
1

rCAT-1 -MG NLLSLGQQTLRRKVVﬁCFSREESRLSRILNTYDLVALGVGSTLGAGVYVLAGAVA 58

hCAT-2 MIPCRAALTFARCL IRRKIVTLDSLEDTKICRILSTMDLIALGVGSTLGAGVYVLAGEVA 60

rCAT-2 MIHBCRAVLTFTRCLIRRKIVTLDSLEDSKLC RILTTM?LIALGVGSTLGAGVYVLAGEVA 60
e Position 33

hCAT-1 RENAGPAIVISFLIAALASVLAGﬁCXGEFGARVPKTGSAYLYSYVTVGELWAFITGWNLI 118

rCAT-1 RENAGPAIVISFLIAALASVLAGBCYGEFGARVPKTGSAYLYSYVTVGELWAFITGWNLI 118

hCAT-2 KADSGPSIVVSFLIAALASVMAGﬁCYAEFGARVPKTGSAYLYTYVTVGELWAFITGWNLI 120
rCAT-2 KA%?GPSIVVSFLIAALASVMAGECNAEFGARVPKTGSﬁﬁLYTYVTVGELWAFITGWNLI 120

hCAT-1 LSYIIGTSSVARAWSATFDELIGRPIGEFSRTHMTLNAPGVLAENPDIFAVIIILILTGL 178
rCAT-1 LSYIIGTSSVARAWSATFDELIGKPIGEFSRQHMALNAPGVLAQTPDIFAVIIIIILTGL 178

hCAT-2 LSYVIGTSSVARAWSGTFDELLSKQIGQFLRTYFRMNYTG-LAEYPDFFAVCLILLLAGL 179
rCAT-2 LSYVIGTSSVARAWSGTFDELLNKQIGQFFKTYFKMNYTG-LAEYPDFFAVCLVLLLAGL 179

v
g=1 =y
hCAT-1 LTLGVKESAMVNKIFTCINVLVLGFIMVSGEVKGSVKNWQLTEEDFGNTSGRLEL-NNDT 237
rCAT-1 LTLGVKESAMVNKIFT.CINVLVI.E’E’IMVSGFVKGSIENWQLTENK————SSPLCG NNDT 233

2

hCAT-2 LSFGVKESAWVNKVFTAVNILVLLFVMVAGFVKGNVANWKISEEFLKNISASAREPPSEN 239

rCAT-2 LSFGVKESAWVNKFFTAINILVLLFVMVAGFVKGNVANWKISEEFLKNISASAREPPSEN 239
\' Position 202

hCAT-1 KEGKPGVGGFMPFGFSGVLSGAAﬁCFYAFVGFD.IATTGEEVKNPQKAIPVGIVASLLI

rCAT-1 —NVKYGEGGFMPFGFSGVLSGAAﬁC?YAFVGFD.IATTGEEVKNPQKAIPVGIVASLLI

c

c

hCAT-2 GTSIYGAGGFMPYGFTGTLAGAAﬁC%YAFVGFDIIATTGEEVRNPQKAIPIGIVTSLLVC

rCAT-2 GTSIYGAGGFMPYGFTGTLAGAAECFYAFVGFDIIATTGEEVRNPQK%ﬁPIGIVTSLLV?
\L Position 273

hCAT-1 FIAYFGVSAALTLMMPYFCLDNNSPLPDAFKHVGWEGAKYAVAVGSQCALSASLLGSMFP 357
rCAT-1 FIAYFGVSAALTLMMPYECLDTDSPLPGAFKYRGWEEAKYAVAVGSHCALSTSLLGSMFP 352

297
292

299
299

hCAT-2 FMAYFGVSAALTLMMPYYLLDEKSPLPVAFEYVGWGPAKYVVAAGSUCALSTSLLGSIFP 359
rCAT-2 FMAYFGVSAALTLMMPYYLLDEKSPLPVAFEYVGWGPAKYVVAAGSHCALSTSLLGSMFP 359
Vil

hCAT-1 MPRVIYAMAEDGLLFKFLANVNDRTKTPIIATLASGAVAAVMAFLFDLKDLVDLMSIGTL 417
rCAT-1 MPRVIYAMAEDGLLFKFLAKINDRTKTPIIATVTSGAIAAVMAFLFELKDLVDLMSIGTL 412

hCAT-2 MPRVIYAMAEDGLLFKCLAQINSKTKTPIIATLSSGAVAALMAFLFDLKALVDMMSIGTL 419
rCAT-2 LPRILFAMARDGLLFRFLARVS-KRQSPVAATMTAGVISAVMAFLFDLKALVDMMSIGTL 418
IX X

hCAT-1 LAYSLVA@C?LVLRYQPEQPNLVYQMASTSDELDPADQNE—LASTNDSQLGFLPEAEMFS 476
rCAT-1 LAYSLVAﬁCVLVLRYQPEQPNLVYQMARTTDELDQVDQNE—MVSASESQTGFLPAAEKFS 471

hCAT-2 MAYSLVAHCVLILRYQPGL—-—SYDQPKCSPEKDGLGSSPRVTSKSESQVTM LORQGFS 475

rCAT-2 MAYSLVAACVLILRYQPGL———EkEQPKYTPEKDILEiaTNATSKSESQVTM LQGQGFS 474
Position 438 Position 454
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e
hCAT-1 LKTILSPKNMEPSKISGLIVNISTSLIAVLIITECiVTVLGREALTKGALWAVFLLAGSA 536
rCAT-1 LKTILSPKNMEPSKFSGLIVNISAGLLAVLIIT%C;VAVLGREALAEGTLWAVFVMTGSV 531

hCAT-2 MRTLFCPSLL-PTQQSASLVSFLVGFLAFLVLGLSVLTTYGVHAITRLEAWSLALLALFL 534

rCAT-2 LRTLFNPSAL-PTRQSASLVSFLVGFLAFLIAGLSILTTYGVQAIARLEAWSLALLALFL 533
Xl Xl

=y

hCAT-1 LﬁChVVTGVIWRQPESKTKLSFKVPFLPVLPILSIFVNVYLMMQLDQGTWVRFAVWMLIG 596
rCAT-1 LﬂCMLVTGIIWRQPESKTKLSFKVPFVPVLPVLSIFVNIYLMMQLDQGTWVRFAVWMLIG 591

hCAT-2 VLFVAIVLTIWRQPQNQQKVAFMVPFLPFLPAFSILVNIYLMVQLSADTWVRFSIWMAIG 594
rCAT-2 VDCAAVILTIWRQPQNQQKVAFMVPFLPFLPAFSILVNIYLMVQLSAD;QyRFSIWMVLG 593
X |

hCAT-1 FIIYFGYGLWHSEEASLDADQART———PDGNLDQCK ———————————————————————— 629
rCAT-1 FAIYFGYGAWHSEEASLAAGQAKT———PDSNLDQCK ———————————————————————— 624

hCAT-2 FLIYFSYGIRHSLEGHLRDENNEEDAYPDNVHAAAEEKSAIQANDHHPRNLSSPFIFHEK 654

rCAT-2 FLIYFAYGIRHSLEGNPRDEEEDEDquDNVNAAAEEKSAMQANDHHQRNLSLPFILHEK 653
Position 620

hCAT-1 ———-

rCAT-1 ———-

hCAT-2 TSEF 658

rCAT-2 TSEC 657
Position 657

Abbildung 38: Aminosaduresequenzen der CAT-Isoformen-1 und -2A des Menschen und der
Ratte.

In Hellblau sind die 14 putativen Transmembrandoménen der Transporter unterlegt; in Tirkis
hervorgehoben sind die Cysteinreste, davon sind in Rot umrandet die rattenspezifischen Cysteinreste
(rCAT-1: Position 202; rCAT-2: Positionen 438, 454, 620 und 657), mit violette-gestrichelter Umrandung
sind die konservierten Cysteinreste in allen gezeigten rCAT- und hCAT-Isoformen (an den Positionen
4, 85, 264, 299, 347 und 428 des hCAT-2A-Proteins) hervorgehoben. In Violette sind die konservierten
NEM-sensitiven Cysteinreste an den Positionen 33 und 273 des hCAT-2A-Proteins gekennzeichnet.
Die murinen und humanen CAT-1-Isoformen besitzen im Vergleich zu den beiden CAT-2-Isoformen
sechs (an den Positionen* 21, 196, 232 [228], 316 [311], 511 [506] und 628 [623]; blau-gestrichelte
Umrandung), die murinen und humanen CAT-2-Isoformen im Vergleich zu den beiden CAT-1-Isoformen
drei exklusive Cysteinreste (an den Positionen 13, 31 und 171 des hCAT-2A-Proteins; orange-
gestrichelte Umrandung). An der Position 539 des hCAT-1-Proteins findet sich ein Cysteinrest, der in
den murinen CAT-Vertretern (im rCAT-1 an der Position 534, im rCAT-2 an der Position 236; grau-
gestrichelte Umrandung) konserviert ist, jedoch im hCAT-2 fehlt.

Die Aminosauresequenzen wurden aus der Datenbank von https:/www.uniprot.org/ enthommen.

4 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Nummerierung der Aminosauren im hCAT-1; in eckigen
Klammern stehen die Positionsangaben des rCAT-1-Proteins, sofern sich diese vom hCAT-1 unter-
scheiden.
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5.1.2 SNO-Bildung Uber ein assoziiertes Interaktom?

Alternativ kbnnte das Expressionssystem ,Sarkolemmvesikel der Ratte” von dem Sys-
tem ,X. laevis-Oozyte“ nicht auf die Struktur der CATs selbst bezogen, sondern in den
reaktionsbeteiligten Molekulen, differieren.

Fir das Entstehen von SNO-Formationen wurde 2018 in E. coli durch Seth et al. das
Hybrid-Cluster Protein ,Hcp*“ als unabdingbar notwendig nachgewiesen (148). Dies ist
als eine komplexe Enzymmaschinerie anzusehen, welche die Bildung und Wirkung
von SNO-Formationen vermittelt.

NO, bereitgestellt durch eine intrazellulare Nitratreduktase aktiviert das Hcp-
Interaktom, bestehend aus Enzymen flr eine zusatzliche, flr die trans-Nitrosylierung
notwendige, NO-(NO-Synthase) und SNO-Synthese (SNO-Synthase), sowie flr eine
SNO-vermittelte Signalverbreitung in Form einer trans-Nitros(yl)ierung (trans-
Nitrosylase) von Zellproteinen zur Steuerung von zelleigenen Stoffwechselvorgangen
und der Zellmotilitdt (148). Seth et al. zeigten, dass die gréBte Minderung an
intrazellularen nitros(yl)ierten Proteinen nicht durch eine verminderte Menge an
intrazellular vorhandenem NO, sondern durch ein Ausschalten der ,Hcp“-codierenden
Gene erreicht werden konnte (148). Dies impliziert, dass die Nitros(yl)ierung von
Proteinen in E. coli Gberwiegend durch das ,Hcp® vermittelt wird.

Obwohl die S-Nitros(yl)ierung selbst eine nicht-enzymatische Reaktion darstellt, also
ohne Katalyse ablaufen kann, benétigen E. coli fir diese die enzymatische Unterstit-

zung des ,Hcp‘s.

In Analogie dazu zeigen auch héhere Organismen verwandte Mechanismen;
beispielsweise enthalt Sdugerhdmoglobin neben einer SNO-Synthase- auch eine S-
Nitrosylase-Aktivitat (149, 150), welche den Transfer von NO-Gruppen auf
interagierende Proteine, wie beispielsweise einem GAPDH-haltigen Superkomplex,
und damit eine S-Nitros(yl)ierung enzymatisch vermittelt. Der GAPDH-haltige
Superkomplex interagiert mit dem Saugerhdmoglobin und kann dariber den
Glukosemetabolismus in den Erythrozyten von Glykolyse auf den Pentose-Phosphat-
Weg umstellen (151-153).

Es ist folglich nicht auszuschlieBen, dass die SNO-Bildung und -Wirkung in Bezug auf
die CATs ebenfalls von einem Enzymkomplex abhéngig ist, welcher in dem Oozyten-
Expressionssystem fehlte und damit die in meinen Versuchen ausbleibende Wirkung

von NO auf die Transporter erklart.
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Zu bertcksichtigen ist jedoch, dass durch die Wahl von Membranvesikeln als Ver-
suchssystem in den Studien von Zhou et al. die Notwendigkeit weiterer Zellorganelle
und komplexer Nebenreaktionen Uberwiegend ausgeschlossen wurde, da diese bis
auf Zellmembran, darin enthaltene Membranproteine und ggf. denen assoziierte Pro-
teine wenig zellulares Material enthalten (154). Untersuchungen von Substratflissen
sind in derartigen Modellen weitestgehend unbeeinflusst von intrazellularen Metabo-

lismen.

»Hcp*“ ist nicht membrangebunden, sondern liegt im Zytoplasma frei vor (155). Ein sol-
ches zytoplasmatisch-vorliegendes Protein wirde im Expressionssystem ,Membran-
vesikel” fehlen; damit ist ein zytoplasmatisches Interaktom fiir die NO/NO™*-vermittelte
Hemmung auf den CAT-Transport nahezu ausgeschlossen.

In Bezug auf ,Hcp“ wurde dieses bzw. entsprechende orthologe Gene bisher nur in
weiteren Prokaryoten und in Eukaryoten nur in ein paar anaeroben Parasiten und
Mikroalgen (156, 157) nachgewiesen. Eine Notwendigkeit des ,Hcp“s scheidet damit
in Bezug auf die von Zhou et al. beobachtete NO/NO*-vermittelte Hemmung auf die
CATs aus.

Dies schlie3t jedoch nicht die Notwendigkeit eines anderen Interaktoms als potenziel-
len Erklarungsansatz aus.

Ein putativ an der CAT-Funktion beteiligter Enzymkomplex wiirde zudem vermutlich
eng mit den Transportern assoziiert und nicht frei im Zytoplasma vorliegen.

Ein Enzymkomplex derartiger Komplexitat wéare auBerdem spezieslUbergreifend zu er-
warten, insbesondere vor dem Hintergrund der hohen Konservierung seines assozi-
ierten Zielmolekils zwischen den CAT-Isoformen innerhalb der jeweiligen Spezies. Ein
exklusives Fehlen eines derartigen Komplexes flr die humanen CAT-Isoformen in den
X. laevis-Oozyten ist folglich eher abwegig, im Anbetracht der ndheren Verwandtschaft
zwischen Mensch und Ratte im Verhéltnis zu der entfernteren Verwandtschaft zwi-

schen Mensch und Frosch aber nicht unmdglich.

Es kdnnte jedoch auch hinsichtlich des Vorhandenseins eines Nitros(yl)ierungs-ver-
mittelnden Enzymkomplexes einen Unterschied nicht zwischen den Spezies, sondern
zwischen dem Differenzierungsgrad der Zellen geben; mdglicherweise ist ein derarti-
ger Enzymkomplex nicht in unbefruchteten Oozyten exprimiert, wohl aber in héher ent-
wickelten Zellen der X. laevis.
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5.1.3 Interagierende Partnerproteine als Wirkort von NO?

Ein weiterer Erklarungsansatz ware, dass NO nicht an die CATs direkt bindet, sondern
an einem, ihnen assoziierten Interaktionspartner im Sinne eines indirekt inhibierenden
Effekts.

Ahnliches ist bereits 2004 von Rotmann et al. fiir die Proteinkinase C (PKC) postuliert
worden (63). Rotmann et al. wiesen einen indirekten Effekt der PKC auf den hCAT-
vermittelten Transport nach (63). Sie fanden heraus, dass die durch die PKC vermit-
telte Transporterhemmung nicht in einer Phosphorylierung des Transporters im Sinne
einer posttranslationalen Modifikation begriindet ist, sondern dass PKC ein Adapter-
protein phosphoryliert, welches wiederum die Oberflachenexpression des hCAT-1-
Proteins durch Internalisierung des Carriers runter reguliert.

2007 bewies die Arbeitsgruppe um Closs mit hCAT-1-EGFP-Fusionsproteinen, dass
diese Form der Expressionsregulation sowohl in X. laevis-Oozyten als auch in huma-
nen Zellen stattfindet (158). Dies legt ein ubiquitdres Vorkommen jenes Mechanismus
nahe.

Es bleibt kritisch zu sehen, ob in Analogie die Existenz eines derartigen Partnerpro-
teins flr die NO-vermittelte Hemmung, welches in Rattenmyokardiozyten, aber nicht

X. laevis existent ist, wahrscheinlich ist.

Zur Aufschlisselung dieses Postulats bedarf es weiterer Forschungsarbeit.
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5.1.4 Schwachen der angewandten Methodik und potenzielle Fehldeutung der

Versuchsdaten

Neben der Ursachensuche in Unterschieden zwischen den verwendeten Modellsyste-
men bleibt auch immer die Fehlerquelle in der angewandten Methodik und Interpreta-

tion der Versuchsdaten in Erwégung zu ziehen.

X. laevis-Oozyten stellen ein etabliertes Expressionssystem zur Erforschung von
membranvermittelten Transportvorgangen dar, da diese eine hohe Expression der
hydrophoben Membranproteine gut tolerieren und gleichzeitig eine geringe endogene
Transportaktivitat dieser Transporter zeigen (120).

Dennoch ist einzuwerfen, dass exprimierte Fremdproteine mit den endogen vorhande-
nen Proteinen interferieren und konkurrieren kénnen (159). Insbesondere kénnte bei
einer Abhangigkeit von assoziierten Partnerproteinen das endogene Angebot dieser
im Fall einer Uberexpression unzureichend sein und exprimierte Fremdproteine mit

den endogen vorhandenen Proteinen diesbezlglich in Konkurrenz treten.

Die Qualitat der verschiedenen Oozyten variiert zwischen verschiedenen, aber auch
innerhalb einer Oozytencharge erheblich (160, 161). Ein sorgfaltiges Auswahlen ge-
eigneter Oozyten entsprechend der in Kapitel 3.4.5 beschriebenen Merkmale versucht
diese Fehlerquelle zu minimieren, kann sie aber nicht ganzlich eliminieren. Die den
durchgefiuhrten Experimenten zugrundeliegenden Daten wiesen z. T. eine erhebliche
Streuung auf. Dies ist in der Variation der Oozyten innerhalb einer Praparation, aber
auch durch die Streuung zwischen den verschiedenen Oozytenchargen zu erklaren.
Durch eine prozentuale Darstellung der Argininaufnahme bezogen auf die mittlere
Argininaufnahme entsprechender Oozyten ohne exogen-exprimierte Transporter wird
die Variation zwischen den einzelnen Oozytenchargen herausgerechnet; die Streuung
innerhalb einer Praparation bleibt weiterhin bestehen und ist in den entsprechenden

Abbildungen ersichtlich.

Ferner ist der Injektionsvorgang von cRNA in die Oozyte als potenzielle Fehlerquelle
zu identifizieren. Die optische Kontrolle des Injektionsvorgangs (Volumenzunahme der
Oozyte nach Injektion), regelmaBiges Uberpriifen der eingestellten TropfengréBe und
sorgfaltiges Pipettieren fiir die Verdinnung der cRNA aus der Stammldsung beabsich-
tigen Ungenauigkeiten gering zu halten, kénnen diese jedoch nicht in toto ausschlie-
Ben. Alle dieser Arbeit zu Grunde liegenden Experimente zeigten einen signifikanten

Anstieg der Transportaktivitat bei hCAT-lberexprimierenden Oozyten im Vergleich zu
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den Oozyten ohne exogen exprimierte Transporter. Dies beweist eine signifikante Ex-
pression der injizierten Fremd-cRNA und schlief3t eine Ursachensuche in der Expres-

sionsmenge der jeweiligen hCAT-Isoformen aus.

Eine weitere potenzielle Fehlerquelle kénnte in der Anwendung der eingesetzten
NO/NO*-Donatoren liegen. Die eingesetzten Mengen kdnnten beispielsweise nicht
ausreichend NO/NO* generiert haben, sodass ein Effekt auf die Transportfunktion der
CATs gar nicht hatte stattfinden kénnen.

Die Ergebnisse des Organbad-Versuchs durch Zugabe des NO-Donators SNAP auf
durch Norepinephrin konstringierte Maus-Aorten-Ringe ergaben fiir die in den Aufnah-
meversuchen eingesetzte Konzentration an SNAP eine ausreichende NO-Freisetzung
durch den NO-Donator und damit eine mégliche Einflussnahme von NO auf den hCAT-
Transport durch eine Exposition der Oozyten unter der eingesetzten SNAP-Konzent-
ration.

Die HPLC-basierten Messungen bewiesen flr die Exposition der Oozyten unter 1 mM
Sin-1/1 mM SPENO eine abgelaufenen Nitrosierung durch Umwandlung von ca. 10 %
des in den Oozyten vorhandenen GSHs in GSNO. Sie quantifizierten eine entstandene
GSNO-Menge in der GréBenordnung von >60 pM, welche fiir eine Ubertragung von

NO™ im Sinne einer Transnitrosierung auf andere Proteine ausreichend ist.

Resumierend I&sst sich festhalten, dass durch den gezeigten signifikanten Anstieg der
Transportaktivitdt bei hCAT-Uberexprimierenden Oozyten im Vergleich zu den
Oozyten ohne exogen exprimierte Transporter von einer methodischen Fehlerquelle
abzusehen ist; insbesondere durch den signifikanten Unterschied dieser beiden
Gruppen trotz Streuung innerhalb einer Oozytenpraparation und durch die Existenz
eines signifikanten Unterschieds zwischen hCAT-Uberexprimierenden Oozyten und
Oozyten ohne exogen exprimierte Transporter flr die beiden Transporterisoformen
hCAT-1 und -2A.

Experimentell konnte zudem ein Fehler hinsichtlich der Menge der eingesetzten

NO/NO™-Donatoren ausgeschlossen werden.
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5.1.5 Kiritische Bewertung und Einordnung der Erkenntnisse von Zhou et al.

Es ist festzuhalten, dass der von Zhou et al. beobachtete Effekt unter NO-Konzentra-
tionen jenseits des physiologischen Vorkommens beobachtet wurde (6). Die NO-
Menge, freigesetzt durch 100 uM SNAP, liegt in der GréBenordnung von 4 uM (6); die
endogene NO-Produktion der Zellen liegt in vivo jedoch in einem Bereich von unter
1uM (162).

Es resultiert zum einen der Einwand, ob der von Zhou et al. gezeigte Einfluss auf die
CATs nicht eher durch unspezifische Begleiteffekte der hohen NO-Konzentrationen
erklarbar ist und zum anderen, ob ein Effekt, selbst wenn er reproduzierbar ware, unter

derartig unphysiologischen NO-Konzentrationen in vivo eine Rolle spielen wirde.

Zhou et al. fuhrten zudem einen Teil ihre Studien mit Argininkonzentrationen deutlich
oberhalb (10 mM) des physiologischen Bereichs von 100 -250 uM durch, da die ange-
wandte Messmethodik sonst an ihre Messgrenzen gestoBen ware. Nur im physiologi-
schen Bereich zeigen beide CAT-Isoformen den gleichen Anteil an der Transportleis-
tung kationischer Aminosauren. Es ist also kritisch, ob der beschriebene NO-modu-
lierte Rickkopplungsmechanismus auch unter physiologischen Konzentrationen auf-
getreten ware.

Zhou et al. werfen an dieser Stelle ein, dass ihre Ergebnisse zumindest eine patho-
physiologische Bedeutung in Situationen eines erhéhten Proteinabbaus und damit ei-
nes erhdhten Vorliegens an plasmatischen Aminosaurekonzentrationen, beispiels-
weise bei einer Sepsis, malignen Erkrankungen oder anderen katabolen Zustanden,
impliziert (6).

Zudem wurden entsprechende Versuche von Zhou et al. auch mit L-Lysin in physiolo-
gischen Konzentrationen (eingesetzte Konzentrationen: 0,05-50mM) durchgefihrt
und zeigten ebenfalls eine hemmende Wirkung des Lysintransports nach Exposition
der Transporter unter SNAP. Zhou et al. postulierten, dass ebengleiches Ergebnis

auch fir Arginin in physiologischen Konzentrationen zu erwarten ware.

Neben Zhou et al. beschaftigten sich weitere Forschungsgruppen mit dem Einfluss von
NO/NO™ auf die Transportfunktion der CAT-Proteine.

2009 veroffentlichten Casanello et al. eine Arbeit Uiber den Einfluss von NO-Donatoren

auf die Transportleistung kationischer Aminosauretransporter in Endothelzellen aus
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Nabelschnurvenen intrauterin wachstumsretardierter Embryonen (73). Sie beschrie-
ben kontrar zu Zhou et al. eine Zunahme der Argininaufnahme in die Zelle unter Zu-
gabe des NO-Donors SNAP.

Flores et al. diskutierten 2003, dass Stickstoffmonoxid méglicherweise nicht direkt an
kationische Aminosauretransporter angreift, sondern dass die NO-vermittelte Modula-
tion Uber indirekte Mechanismen, wie Membranhyperpolarisation, vonstattengehen
kdénnte (74).

Shin et al. bestarkten diese These 2011 durch eine Arbeit zum ,L-Arginin-Paradoxon”
(75), also zu der Zunahme der endothelialen NOS-Aktivitat durch externe Argininauf-
nahme in die Zellen bei bereits vorhandener hoher intrazellulérer Arginin-Konzentra-
tion (10). Sie erklaren sich das ,L-Arginin-Paradoxon® darliber, dass sich die NO-Pro-
duktion einer Zelle zwar unabhangig von dem vorhandenem intrazelluldren Arginin-
Angebot, aber abh&ngig von dem extrazellularen Angebot und damit abhangig von der

Uber kationische Aminoséauretransporter aufgenommenen Arginin-Menge zeigt (75).

Ramachandran et al. untersuchten 2013 die NO-Signallbertragung in Kardiomyozyten
von zwei Monate alten Mausen mit X-chromosomaler Dystrophie (in Analogie zum
Fehlen des Dystrophins bei Menschen mit Muskeldystrophie Typ Duchenne) mit und
ohne Fehlen des Utrophin-Gens (163). Dystrophin ist ein Strukturprotein in der
Zellmembran von Skelettmuskelzellen und verankert das Zytoskelett dieser Zellen mit
der umgebenden extrazellularen Matrix. Utrophin ist ein autosomales Homolog zu
Dystrophin (164) und verankert ebenfalls das Zytoskelett an der Plasmamembran.
Ramachandran et al. fanden heraus, dass, obwohl die NOS nicht mit Dystrophin oder
Utrophin an der Kardiozytenmembran assoziiert ist, sie in ihrer Aktivitat in diesen
Zellen deutlich verringert ist, die Expression und der Transport der L-Arginintransporter
jedoch signifikant erhéht sind (163). Sie werteten dies als Kompensations-
mechanismus der verminderten NOS-Aktivitat fir die intrazellulare Bereitstellung von
NO. Ferner wurde gezeigt, dass eine Steigerung der Argininaufnahme Uber die
Zellmembrantransporter auch bei Kardiomyozyten ohne Dystrophin und/oder Utrophin
die intrazellulare NO-Produktion signifikant abnehmen lie3. Dies bestatigt eine
Abhangigkeit der NO-Produktion von dem extrazellularen Arginin-Angebot und damit
eine Abhangigkeit von der Uber kationische Aminosauretransporter aufgenommenen

Arginin-Menge.
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Zusammenfassend sei festgehalten, dass die derzeitige Studienlage in Bezug auf die
Auswirkung von NO/NO™* auf die Transportfunktion der CAT-Proteine uneindeutig ist.
Dies spricht fiir einen komplexen Mechanismus in der Vermittlung der NO/NO*-
Wirkung auf die Transportfunktion der CAT-Proteine und kann als Hinweis auf das
Vorliegen weiterer, reaktionsbeteiligter Moleklle z.B.in Form eines interagierenden
Partnerproteins gewertet werden.
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Zusammenfassend kann bezlglich der Aussagekraft meiner Versuchsergebnisse Fol-

gendes gesagt werden:

1. Der signifikante Unterschied der Transportaktivitat bei hCAT-Uberexprimieren-
den Oozyten im Vergleich zu den Oozyten ohne exogen exprimierte Transporter
spricht fir eine ausreichende Uberexpression der hCAT-Proteine im gewahlten

Expressionssystem.

2. Die Ergebnisse des Organbad-Versuchs durch Zugabe des NO-Donators SNAP
auf durch Norepinephrin konstringierte Maus-Aorten-Ringe ergaben flr die in
den Aufnahmeversuchen eingesetzte Konzentration an SNAP eine ausrei-
chende NO-Freisetzung durch den NO-Donator und damit eine mdgliche Ein-
flussnahme von NO auf den hCAT-Transport durch eine Exposition der Oozyten

unter der eingesetzten SNAP-Konzentration.

3. Die HPLC-basierten Messungen bewiesen fiir die Exposition der Oozyten unter
1mM Sin-1/1 mM SPENO eine abgelaufenen Nitrosierung durch Umwandlung
von ca. 10 % des in den Oozyten vorhandenen GSHs in GSNO. Sie quantifizier-
ten eine entstandene GSNO-Menge in der GréBenordnung von > 60 pM, welche
fiir eine Ubertragung von NO* im Sinne einer Transnitrosierung auf andere Pro-

teine ausreichend ist.

Dies belegt die korrekte Durchfiihrung der angewandten Methodik und schlief3t sie als
ursachlich fur die beobachtete Diskrepanz zwischen meinen Ergebnissen und denen
von Zhou et al. aus.

Bezlglich weiterer dargelegter Erklarungsansatze in Bezug auf die Kontrarietat meiner
Ergebnisse, zu denen von Zhou et al. kann Folgendes geschlussfolgert werden:

1. Strukturelle Unterschiede zwischen den CAT-Isoformen der verschiedenen
Spezies (Mensch vs. Ratte) kénnten Uber die einer (trans-) Nitros(yl)ierung zu-
ganglichen exklusiven Cysteinreste an der Position 202 im rCAT-1 und an den
Positionen 438, 454, 620 und 657 im rCAT-2A die beobachtete Kontrarietat der

Ergebnisse zwischen beiden Forschungsgruppen erklaren.

2. Die Existenz eines, in den X.laevis-Oozyten fehlenden, aber flr die (trans-)
Nitros(yl)ierung der CAT-Proteine benétigten Interaktoms in Analogie zu der
Bedeutung von ,Hcp* fur die Nitros(yl)ierung in E. coll, ist nicht auszuschlie3en.
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3. Die Existenz eines, mit den CAT-Proteinen interagierenden Proteins, welches
in meinen Experimenten in hCAT-Uberexprimierenden X. laevis-Oozyten nicht
(ausreichend) vorhanden war und dass die hemmende Wirkung von NO/NO*

auf die Transportfunktion der CAT-Proteine vermittelt, ist moglich.

Bei ausstehender experimenteller Klarung der Diskrepanz zwischen meinen Ergebnis-
sen und denen von Zhou et al. bleiben beide Ergebnisse zunéchst jeweils auf die ge-
wahlten Spezies (Mensch vs. Ratte) entsprechender CAT-Isoformen und den ange-
wandten Expressionssystemen (X. laevis-Oozyte vs. Sarkolemmvesikel der Ratte) be-
grenzt.

Allgemeinglltig ist jedoch die Erkenntnis, dass hCAT-1- und 2A-Transporter nicht

durch eine (trans-) Nitros(yl)ierung in ihrer Transportleistung beeinflusst werden.
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5.2 Bindungspartner fir die CAT-Proteine

Einige Zellmembranproteine bendétigen far ihre Integration und volle
Funktionstlchtigkeit einen assoziierten Bindungspartner; beispielsweise sind die
Vertreter des y*L-Systems auf das Glykoprotein ,4F2hc” angewiesen (97). Bisher
konnte in Analogie fir die Vertreter des y*-Systems kein solcher Bindungspartner
gefunden werden.

Unter Bertcksichtigung der in Kapitel 5.1.2 und in Kapitel 5.1.3 dargelegten Hypothe-
sen bezlglich einer putativen Existenz eines fir die NO-Wirkung benétigten, assozi-
ierten Bindungspartners oder Enzymkomplexes, rechtfertigt die Suche nach einer ge-
eigneten Methodik zur Analyse eines hCAT-1-assoziierten Proteins. Auch die experi-
mentell bisher nicht geklarte Transportfunktion des SLC7A4s (135) oder die in Expres-
sionsstudien beobachtete groBe Spannbreite der K,,-Werte der CATs (Tabelle 2) und
weitere, in Kapitel 2.4.1 aufgefihrte Aspekte, kdnnten Hinweise darauf sein, dass die

CAT-Proteine auf einen endogenen Bindungspartner angewiesen sind.

Die Entscheidung die praktische Umsetzung betreffend, fiel auf die in der Literatur be-
reits mehrfach beschriebenen Methodik der massenspektrometrischen Analyse nach
Zielproteinassoziierten Bindungspartnern (165). Vorteilhaft bei dieser Methodik ist,
dass gleichzeitig mehrere, dem Zielprotein potenziell assoziierte Proteine identifiziert
werden kénnen. Nachteilig bleibt jedoch, dass Assoziationen, welche nur temporar un-
ter definierten Bedingungen auftreten ggf. nicht miterfasst und dass Uber schwache
Wechselwirkungen assoziierte Proteine im Zuge der Aufreinigung von dem Zielprotein
abgel6st werden kénnen.

Alternativ kdnnte vor der massenspektrometrischen Analyse eine Immunpréazipitation
des Zielproteins (hier ,nCAT-1) erfolgen, dies wiirde jedoch die Schwierigkeit erh6-
hen, eine echte Bindung eines Proteins mit dem Zielprotein von der reinen raumlichen

Néahe eines Proteins ohne Interaktion mit dem Zielprotein zu unterscheiden.

Die Basis der gewahlten Methodik ist es, das Zielprotein mit einer Erkennungsstelle
fir ein Biotinylierungsenzym zu markieren, es dartiber in einem Expressionssystem zu
biotinylieren und es zusammen mit seinem Bindungspartner aufzukonzentrieren und
fir weitere massenspekirometrische Analysen zusammen mit seinem assoziierten

Bindungspartner aus der Zellmembran zu solubilisieren (136).
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Es wurden in der vorliegenden Arbeit fir die Gewinnung von biotinyliertem Zielprotein
(hier ,hCAT-1%) zwei Anséatze auf Basis aktueller Literaturrecherche verfolgt. Ihnen ge-
meinsam ist, dass der hCAT-1 an eine Erkennungsstelle (hier ,BAP“ bzw. Avi-Tag")
fir ein Biotinylierungsenzym (hier Biotinligase ,,(h)BirA“) gekoppelt wird. Das Zielpro-
tein mit angehangter Erkennungssequenz wird im zellularen Expressionssystem zu-
sammen mit der Biotinligase exprimiert, von dieser erkannt und biotinyliert.

Zu diesem Ziel bestand zum einen, angelehnt an eine Publikation von Tenzer et al.
(137), das Konzept einer Simultantransfektion humaner Zellen mit zwei Plasmiden
(,hCAT-1-BAP-N1*“: codierend fir das markierte Zielprotein, ,pCMV3-BirA“: codierend
fr die Biotin-Ligase) und zum anderen, angelehnt an die Arbeit von loannou et al.
(136), das Konzept einer Einfachtransfektion mit nur einem Plasmid (,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP*: codierend fur beides, das markierte Zielprotein und die Biotin-
ligase).
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5.2.1 Bewertung der angewandten Klonierungsstrategien

Sowohl die Western-Blot-Analysen der Simultantransfektion mit den Plasmiden
,NCAT-1-BAP-N1“ und ,pCMV3-BirA®, als auch die der Einfachtransfektion mit dem
Plasmid ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*, erbrachten durch den gegen den hCAT-1 gerich-
teten Antikérper und mit HRP-Streptavidin ein Signal gleicher H6he. Dies lasst den
Schluss zu, dass dieses Signal dem biotinylierten hCAT1-Protein entspricht. Dies wie-
derum impliziert, dass die angewandte Klonierung erfolgreich verlief; bei beiden Kon-
strukten wurde die Erkennungsstelle fir das Biotinylierungsenzym (,BAP® im ,hCAT-
1-BAP-N1“-Vektor und der ,Avi-Tag® im ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*“-Vektor) im Lese-
rahmen am 3‘-Ende des hCAT-1-Proteins integriert. Diese Integration erfolgte bewusst
am C-Terminus des hCAT-1-Proteins, da experimentell bereits durch hCAT-1-EGFP-
Fusionsproteine bekannt war, dass eine C-terminale Fusion am hCAT-1 dessen Trans-
porteigenschaften nicht beeinflusst (135).

AuBerdem zeigten die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen, dass die entsprechen-
den Erkennungsstellen flir das Biotinylierungsenzym diesem auch flr eine Biotinylie-
rung des hCAT-1-Proteins zuganglich waren.

Far die Simultantransfektion mit den Plasmiden ,hCAT-1-BAP-N1“ und ,pCMV3-BirA*
wurde die Zelllinie U373-MG gewahlt, da vorangehende Studien bereits gezeigt hatten,
dass diese Zelllinie eine Expression des transfizierten hCAT-1-Proteins gut toleriert
und der transfizierte hCAT-1 in ihnen eine gute Transportaktivitat zeigt; dies gilt auch
bei stabiler Expression des hCAT-1-Proteins (135). Des Weiteren wurde der PKC-ver-
mittelte Effekt auf den hCAT-1 ebenfalls in Zellen der Linie U373-MG entdeckt (63); er
lieBe sich also auch in den U373-MG-Zellen mit erfolgreicher Simultantransfektion mit
den Plasmiden ,nCAT-1-BAP-N1“ und ,pCMV3-BirA* weiter untersuchen.

Transfektionsversuche der Zelllinie U373-MG mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*-
Konstrukt verliefen frustran. Mitgeflihrte Kontrollen anderer Konstrukte zeigten Trans-
fektionseffizienzen >85% sodass die unzureichende Transfektion des ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukts in dem Konstrukt selbst und nicht in der angewandten
Methodik zu suchen ist.

Als Ldsungsstrategie wurde das Expressionssystem fir das ,HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP“-Konstrukt von den U373-MG-Zellen auf Zellen der Zelllinie HEK293T gewech-

selt. In diese lassen sich auch groB3e Vektoren in der Regel gut transfizieren.
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Insgesamt gelang es transient sowohl in Zellen der Zelllinie U373-MG (mit Simultan-
transfektion der Plasmide ,hCAT-1-BAP-N1“und ,pCMV3-BirA*®) als auch in Zellen der
Zelllinie HEK293T (mit Einfachtransfektion des Plasmids ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*)
biotinyliertes hCAT-1-Protein zu exprimieren. Eine stabile Expression des biotinylier-
ten hCAT-1-Proteins verlief im Expressionssystem HEK293T (Einfachtransfektion mit
dem Plasmid ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*) erfolgreich.

Vorteilhaft bei der Einfachtransfektion war zum einen die vereinfachte Selektion erfolg-
reich transfizierter Zellen mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Vektor durch die Not-
wendigkeit nur eines Selektionsantibiotikums; zum anderen die Mdglichkeit einer fluo-
reszenzmikroskopischen Kontrolle erfolgreich transfizierter Zellen durch Translation
eines EGFP-Signals. Letzteres betreffend bleibt jedoch anzumerken, dass das EGFP-
Signal an die Biotinligase ,hBirA® gekoppelt ist; ein fluoreszenz-positives Signal sprach
folglich nur fir die erfolgreiche Expression der Biotinligase und konnte keine Aussage
Uber die Expression des markierten hCAT-1-Proteins treffen.

Ein weiterer Vorteil des ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Vektors stellt die humanisierte Bi-
otinligase ,hBirA* dar, da die prokaryotische Biotinligase ,BirA* gelegentlich durch ihre
Anzahl an bakterientypischen Codons Schwierigkeiten bei der Translation in Sauger-
zellen bereitet (139). Die Verwendung eines Konstrukts mit humanisierter ,BirA® sollte

die Effizienz an biotinylierten Proteinen in vivo demzufolge erhdhen.

Die Western-Blot-Analysen der Transfektionsansatze erbrachten den Nachweis
biotinylierten hCAT-1-Proteins.

Alle Transfektionsansatze sind als erfolgreich zu werten. Damit ist die Basis zum Erhalt
von biotinyliertem Zielprotein gelegt und tber zwei verschiedene Wege (Einfach- vs.
Simultantransfektion) und in zwei verschiedenen Expressionssystemen (U373-MG vs.
HEK293T) mdglich; eine Aufreinigung des hCAT-1-Proteins unter Ausnutzung seiner

Biotinylierung ist denkbar.
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5.2.1.1  Etablierung einer Zelllinie mit stabiler Expression mit dem Mischklon ,T7
HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*

Neben transienten Expressionen mit dem Vektor ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* bestand
das Ziel, eine Zelllinie mit stabiler Integration der transfizierten DNA in das Wirtsgenom
und dauerhafter Expression dieser zu etablieren.

Es ist bekannt, dass erfolgreich integrierte Fremd-DNA durch Zellteilung und exogene
Faktoren (166) im Laufe langerer Kultivierungsperioden von den Zellen wieder ausge-
schlossen werden und verloren gehen kann. Die Wahrscheinlichkeit eines derartigen
Ereignisses ist nach Transfektionen mit zwei Plasmiden hdher als bei der Transfektion
mit einem Vektor. Resultierend ist das erfolgreiche Etablieren einer Zelllinie mit stabiler
Expression mit einem Vektorkonstrukt wahrscheinlicher.

Codieren beide Plasmide bei einer Simultantransfektion flr verschiedene Resistenz-
gene, kann auch durch Selektion mit zwei differenten Resistenzantibiotika das Etab-
lieren einer stabilen Expression erreicht werden. Aus diesem Grund folgte die Umklo-
nierung der ,BirA“-Sequenz aus dem Expressionsvektor ,pcDNAS3-cyt-BirA“ in den
Vektor ,Argl-pCMV3-C-OFPSpark” unter Erhalt des ,pCMV3-BirA*“-Vektors, codierend
fir eine Genemycin-Resistenz. Der Vektor ,hCAT-1-BAP-N1“ codierte fliir eine Geneti-
cinresistenz. Dies bedeutet, dass nur Zellen mit erfolgreicher Simultantransfektion un-
ter doppeltem Selektionsdruck mit Geneticin und Genemycin wachsen konnten; fand
eine frustrane oder eine Einfachtransfektion mit nur einem Vektor statt, fehlte der eu-
karyotischen Zelle eine bzw. beide Resistenzgene und sie ging zugrunde.

Unter Beriicksichtigung der in Kapitel 5.2.1 dargelegten Vorteile des ,HC1-C-
FTA/hBirA-EGFP*“-Konstrukts wurden mit diesem Konstrukt transfizierte Zellen nach
wenigen Tagen der Kultivierung durchflusszytometrisch mit Hilfe ihres EGFP-Signals
sortiert, als Einzel- und Mischklone aufgefangen und weiter kultiviert. Es erfolgten re-
gelmaBige Medienwechsel unter Selektionsdruck und fluoreszenzmikroskopische
Kontrollen auf Beibehalten des EGFP-Signals.

Nach Erreichen entsprechender Konfluenz wurden die Zellen auf gréBere Kultivie-
rungsgefaBe umgesetzt und in den Ublichen Passagierungs-Rhythmus Gberfihrt.

Das Hochziehen der Einzelklone verlief in der vorliegenden Arbeit frustran; die verein-
zelten Zellen wuchsen nicht. Méglicherweise wachsen HEK293T-Zellen nur im Ver-
band, da sie sich gegenseitig mit Wachstumsfaktoren versorgen missen. Eine Kulti-

vierung von Einzelklonen in konditioniertem Medium kénnte in diesem Fall ein Ansatz
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zur Aufzucht von HEK293T-Einzelklonen sein. Konditionierte Medien bestehen aus
einem Zellkultur-Uberstand entsprechender Zelllinien und enthalten Faktoren, insbe-
sondere Wachstumsfaktoren, die jene Zelltypen sezernieren und zum Wachstum be-
nétigen. Der Einsatz von konditionierten Medien wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
verfolgt; es wurde stattdessen das Erreichen einer Zelllinie mit stabiler Expression
durch Kultivierung des Mischklons (,T7 Mischklon HC1-C-FTA/hBirA-EGFP*) erreicht.

Zwischen 14 und 20 Wochen der Kultivierung des Mischklons und damit bis zu sieben
Wochen der Kultivierung ohne Selektionsdruck erfolgte die Erstellung von Zell-Lysaten
mit NP-40 Puffer und anschlieBender Western-Blot-Analyse. Es zeigte sich ein Beibe-
halten des Signals durch den gegen den hCAT-1 gerichteten Antikdrper und mit HRP-
Streptavidin auf der gleichen Héhe in allen untersuchten Proben. Dies l&sst den
Schluss zu, dass dieses Signal dem biotinylierten hCAT1-Protein entspricht.

Selbst nach Beendigung des Selektionsdruckes blieb das Signal erhalten. Eine Aus-
sage zur quantitativen Menge des biotinylierten hCAT-1-Proteins im Zeitverlauf liel3
sich aus den vorliegenden Daten nicht treffen; wenngleich das Signal in allen Spuren
Uber den Zeitverlauf optisch gleichstark wirkte und in jeder Spur dieselbe Menge an
Gesamtprotein aufgetragen wurde, kdnnte der Anteil an hCAT-1-Protein zwischen den
Proben erheblich variieren. Durch Ladekontrollen mit Antikdrpern gegen konstitutiv ex-
primierte, endogene Proteine kénnte der Anteil jener Proteine in den verschiedenen
Proben gemessen und darlber der Anteil der Uberexprimierten hCAT-1-Proteine be-
urteilt werden. Insbesondere kann so die Uberexpression des hCAT-1-Proteins in Re-
lation zu der endogen vorhandenen hCAT-1-Menge gesetzt und zwischen den einzel-
nen Proben verglichen werden. Anzumerken ist jedoch, dass die Fusionsproteine aus
Erkennungsstelle fir das Biotinylierungsenzym und dem hCAT-1 durch die ange-
hangte Erkennungsstelle mit den eingesetzten Antikdrpern schlechter gebunden wer-
den kénnte. Dies ist fiir EGFP-Fusionsproteine nichtzutreffend (135), sodass dies auch
nicht fur die vorliegenden Fusionsproteine zu erwarten ware. Ein Vergleich der Menge
an hCAT-1-EGFP-Fusionsprotein mit der Menge an hCAT-1-Fusionsprotein mit Erken-
nungsstelle kénnte einen Effekt der angehangten Erkennungsstelle auf die Bindung
durch die eingesetzten Antikdrper beurteilen.

Ob jedoch die Menge des stabil exprimierten hCAT-1-Proteins nach Aufreinigung fir
massenspektrometrische Analysen ausreichend ist, kann erst durch entsprechende
Western-Blot-Analysen nach Aufreinigung und schlieBlich durch die massenspektro-
metrischen Untersuchungen selbst beurteilt werden.
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Der Mischklon ,, T7 HC1-C-FTA/hBirA-EGFP* scheint das transfizierte Plasmid ,HC1-
C-FTA/nBirA-EGFP* bis dato (05.08.2019) stabil in sein Genom integriert zu haben.
Eine stabile Expression des ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukts erdffnet weitere
Méglichkeiten in Bezug auf funktionelle Untersuchungen des exprimierten hCAT-1-

Proteins.

Eine stabile Expression bietet den Vorteil der Zellkultur-basierten Gewinnung von bio-
tinyliertem hCAT-1-Protein flr die geplanten massenspektrometrischen Analysen,
ohne dieses vorher transfizieren zu missen. Zudem kdénnen so funktionelle Analysen
der Interaktionen zwischen dem Zielprotein und potenziell assoziierten Partnerprotei-
nen in vivo Uber einen langeren Zeitraum abgebildet werden; transient exprimierte
Fremdproteine und deren DNA werden durch die Wirtszelle schnell wieder abgebaut;
funktionelle Untersuchungen muissen bei transienter Expression daher zeitlich eng an
die Transfektion und Uber einen kiirzeren Zeitraum als bei stabil exprimierenden Zellen
erfolgen.

Beispielsweise ist eine Internalisierung des hCAT-1-Proteins durch PKC (63)
beschrieben; sollte dies Uber die Modulation einer Interaktion zwischen hCAT-1 und
seinem potenziellen Partnerprotein vermittelt werden, ermdglicht eine stabile
Expression des biotinylierten hCAT-1-Proteins durch einen massenspektrometrischen
Vergleich der mit dem hCAT-1 interagierenden Proteine zwischen PKC-exponierten
und nicht-exponierten Zellen die Mdglichkeit, jenes Partnerprotein leicht auffinden zu

kdénnen.

Es ist in Betracht zu ziehen, den vorliegenden Mischklon unter Ausnutzung seines
EGFP-Signals in Einzelklone zu sortieren und diese in konditioniertem Medium zu kul-
tivieren. Die Klone einer einzelnen Zelle entsprechen genau einem Integrationsereig-
nisses in die Wirts-DNA; Mischklone sind eine Zellpopulation, zusammengesetzt aus
verschiedenen Integrationsereignissen an unterschiedlichen Stellen.

Die Lokalisation des Integrationsereignisses der transfizierten DNA beeinflusst dessen
Expression; bestimmte DNA-Abschnitte sind transkriptionell aktiver als andere und
werden haufiger transkribiert (167-169). Eine hohe und nicht bedarfsadaptierte Ex-
pression des transfizierten Proteins belastet den Zellmetabolismus unter Umsténden,
diese Zellen proliferieren mdéglicherweise langsamer als solche mit niedrigerer Expres-
sion des Zielproteins. In einer Mischklonpopulation wirden folglich Zellen mit einer
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hohen Expression des transfizierten Genabschnitts und damit einer langsamen Zell-
proliferation langfristig von den Zellen mit einem niedrigeren Expressionsniveau der
transfizierten DNA verdrangt (170, 171).

Einzelzellklone kénnen in Western-Blot-Analysen auf die Starke ihrer Signale fir das
biotinylierte hCAT-1-Protein untersucht und Einzelzellklone mit entsprechend starker
Expression weiter kultiviert werden. So lieBe sich ggf.der Anteil an biotinyliertem
hCAT-1-Protein in Zellen mit stabiler Expression weiter optimieren.

Um abschlieBend den Nutzen einer stabilen Expression des ,HC1-C-FTA/hBirA-
EGFP“-Konstrukts in HEK293T-Zellen im Vergleich zu einer transienten Expression
jenes Konstrukts in der gleichen Zelllinie und im Vergleich zu einer transienten Expres-
sion der ,hCAT-1-BAP-N1“- und ,pCMV3-BirA“-Konstrukte im Expressionssystem
U373-MG im Hinblick auf das Ziel des Erhalts von ausreichend biotinyliertem hCAT-1-
Protein mit potenziell assoziiertem Bindungspartner bewerten zu kdnnen, missen ent-
sprechende Aufreinigungen des Zielproteins und geplante massenspektrometrische
Analysen durchgefuhrt und ausgewertet werden.
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5.2.2 Vergleich verschiedener Zell-Lyse-Puffer zur Solubilisierung des ,hCAT-1%

Proteins

Um integrale Membranproteine, zu denen auch die CAT-Vertreter gehéren, aus der
Zellmembran extrahieren zu kénnen, missen diese von den restlichen Bestandteilen
der Zellmembran durch Detergenzien und Denaturierungsmitteln getrennt werden.

Dies geschieht durch Einwirken von Lyse-Puffern auf die zu untersuchenden Zellen.

Die Starke eines Lyse-Puffers hangt neben den enthaltenen Detergenzien und Dena-

turierungsmitteln entscheidend von dessen pH-Wert und lonenstarke ab (172-174).

Einige Membranproteine, insbesondere solche mit intra- und transmembranésem An-
teil, zu denen auch die Vertreter der CAT-Familie gehdren, sind fest in der Membran
verankert, sodass es harscher Lysebedingungen bedarf, um sie vollstandig aus der
Membran auslésen zu kénnen. Die transmembrandsen Bereiche derartiger Proteine
sind Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit den Lipiden der Zellmembran verbun-
den; ein geeignetes Lésungsmittel muss ebenfalls hydrophobe Anteile besitzen und
sich zwischen den Membran-Lipiden und intramembrandsen Anteilen des Transpor-

ters anlagern kénnen.

Harsche Lysebedingungen kénnen dazu flhren, dass die Membranproteine ebenfalls
denaturieren oder irreversibel aggregieren, sodass weitere Proteinanalysen unmdglich
werden (174).

Das Solubilisieren von Membranproteinen stellt folglich einen Balanceakt zwischen
vollstandigem Ausldsen des Zielproteins aus der Lipiddoppelschicht und seinem Struk-
turerhalt dar.

Kompliziert wird die Situation, wenn bei der Solubilisierung Gber nicht-kovalente Bin-

dungen assoziierte Proteine an den Membranproteinen gebunden bleiben sollen.

Detergenzien sind amphipathische (175) Molekile mit einem polaren Kopf und einem
hydrophobem Schwanz. Mit ihren hydrophoben Enden lagern sie sich in die Lipiddop-
pelschicht ein.
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Wird eine kritische Menge an Detergens (Tabelle 39), die sogenannte kritische
Mizellenbildungskonzentration (CMC) (176) Uberschritten, lagern sich die
Detergensmoleklle unter Mithahme von Membranbestandteilen zu Mizellen
zusammen und I6sen dartber die Zellmembran auf (177).

Bei dieser Mizellenbildung werden die in der Membran eingelagerten Proteine mitein-
gebunden und extrahiert.

Entscheidend fir den Erfolg der Extraktion ist dabei das Detergens-zu-Protein-
Verhéltnis (178, 179).

Detergens CMC [mM] | HLB-Wert
Triton-X-100 0,24 13,5
NP-40 0,29 13,1

SDS 8,2
Natrium-Desoxycholat 4-6

Tabelle 39: Werte der hydrophilen-lipophilen Balance (HLB) und der kritischen Mizellenbildungskon-
zentration (CMC) (in mM) verschiedener Detergenzien (174).

Der HLB-Wert spiegelt das Verhaltnis von hydrophilem zu lipophilem Anteil eines Detergens wider und
ist ein Maf3 fir die Fahigkeit des Detergens, Proteine aus der Zellmembran zu l6sen. Detergenzien mit
einem HLB-Wert (iber 12 sind in der Lage Membranproteine ohne vorangegangene Denaturierung aus
der Lipidmembran zu solubilisieren.

Der CMC-Wert gibt die Detergenskonzentration an, ab der sich die Detergensmolekiile mit Zellmemb-

ranbestandteilen zu Mizellen zusammen lagern.

Eine niedrige Menge an Detergens fuhrt dazu, dass sich dieses lediglich in der
Zellmembran einlagert, eine Erhéhung der Detergenskonzentration Iasst sich die
Detergenzien mit Membranbestandteilen zu Lipid-Protein-Detergens-Mizellen
zusammenlagern. Mit einer weiteren Erhéhung der Detergenskonzentration werden
die Lipid-Protein-Detergens-Mizellen zunehmend durch Verdrangung der Lipide von
den Proteinen durch die ebenfalls hydrophoben Detergensanteile zu Detergens-Lipid-
und Detergens-Protein-Mizellen heterogenisiert (Abbildung 39).

Mit wachsender Detergenskonzentration steigt das Risiko fiir eine Proteindenaturie-

rung und ein Verlust der assoziierten Bindungspartner (180).
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Abbildung 39: Schematische Darstellung des Solubilisierungsvorgangs von Membranproteinen
aus der Lipiddoppelschicht durch Detergenzien.

Ein Zufiigen von Lysepuffer mit Detergenzien zu Zellen fihrt mit schrittweiser Erhdhung der Detergens-
Konzentration zunachst zur Einlagerung des Detergens in die Lipidmembran, bei weiter zunehmender
Konzentration oberhalb der CMC Uber die Bildung von Lipid-Protein-Detergens-Mizellen zur Verdrén-
gung des Lipidanteils aus den Mizellen und damit schlussendlich zu reinen Detergens-Protein-Mizellen.
Abbildung modifiziert nach Kalipatnapu et al., 2005 (178).

Far die Extraktion von Membranproteinen haben sich nicht-ionische Detergenzien als
vorteilhaft erwiesen; sie sind schwacher in ihrer Solubilisierungskraft, verdndern aber
gleichzeitig weniger stark die Struktur der gelésten Proteine (180). Sie besitzen keine
dissoziative Gruppe und spalten sich im wéassrigen Milieu nicht in lonen auf. Promi-
nente Vertreter sind Triton-X-100 (im RIPA-Puffer enthalten) und NP-40.

Das Ausmal3 der Fahigkeit Proteine aus einer Membran zu I6sen, kann flr nicht-ioni-
sche Detergenzien durch das Verhaltnis von ihrem hydrophilen zu lipophilen Anteil
(HLB: hydrophile-lipophile Balance; Tabelle 39) wiedergegeben werden (181). Deter-
genzien mit einem HLB-Wert Gber 12 sind in der Lage Membranproteine ohne voran-

gegangene Denaturierung aus der Lipidmembran zu solubilisieren (182).
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Im Gegensatz dazu stehen die ionischen Detergenzien mit geladener funktioneller
Kopfgruppe. Zu ihnen zahlen beispielsweise Natrium-Desoxycholat oder SDS (beide
in RIPA-Puffer enthalten), welche als organische Tenside eine negative Nettoladung
verzeichnen. Sie haben eine hdhere Extraktionskraft, bergen jedoch die Gefahr, ge-

|6ste Proteine leichter in ihrer Struktur zu verandern (180).

Die in Kapitel 3.3.8 definierten Anspriiche an einen geeigneten Lyse-Puffer zur Solu-
bilisierung des hCAT-1-Proteins aus der Zellmembran, begriinden die Wabhl fur die Ly-
sepuffer ,RIPA* und ,NP-40“. Der Lyse-Puffer ,RIPA” stellt mit seiner Kombination aus
enthaltenen ionischen und nicht-ionischen Tensiden einen stérkeren Solubilisierer als
der NP-40-Puffer dar, jedoch unter Inkaufnahme eines héheren Verlustrisikos poten-

ziell assoziierter Bindungspartner.

Die Western-Blot-Analysen der auf verschiedene Weisen lysierten Zellen zeigten
hinsichtlich des Signals entsprechend des biotinylierten hCAT-1-Proteins weder durch
einen gegen den hCAT-1 gerichteten Antikérper noch durch HRP-Streptavidin einen
Unterschied. Sowohl der RIPA-Puffer als auch der NP-40-Puffer waren in der Lage
das biotinylierte hCAT-1-Protein aus der Zellmembran zu extrahieren. Ob einer der
beiden Lyse-Puffer zu einem Verlust eines potenziell assoziierten Partnerproteins
gefuhrt haben kann, kann nur ein Vergleich der massenspektrometrischen

Probenanalysen erbringen.

Es ist im Fall eines massenspektrometrisch ausbleibenden Nachweises oder einem
Auffinden zu vieler dem hCAT-1 potenziell assoziierter Proteine mdglich, die Zusam-
mensetzung und Konzentration der eingesetzten Detergenzien zu variieren, andere
Lyse-Puffer einzusetzen und die Einwirkdauer der Lyse-Puffer zu verklirzen, um die
Nachweiswahrscheinlichkeit fir nicht-kovalent-assoziierte Proteine zu verandern
(183).

Beispielsweise kann die CMC fir ein Detergens durch Erhéhung des Salzgehalts im
Lyse-Puffer erheblich gesenkt werden (178). Dies trifft besonders auf ionische
Detergenzien zu, da Salzionen die AbstoBungskraft zwischen den geladenen
Kopfgruppen der Detergenzien herabsetzen (185) und damit ihre CMC erniedrigen.
Die Inkubation unter verschiedenen Temperaturbedingungen kann ebenfalls den
Solubilisierungs-Erfolg verandern (184).

Dies erfordert eine kleinschrittige Modulation des beschriebenen Lyseprotokolls, um

die optimalen Bedingungen zu finden.
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Des Weiteren hat sich in letzter Zeit ein Ansatz zur detergenzienfreien Prazipitation
von Membranproteinen durch den Einsatz von Styrol-Maleinsdureanhydrid-
Copolymeren (SMA) etabliert (186). SMAs extrahieren Membranproteine, indem sie
diese mit ihrer umgebenden Lipiddoppelschicht aus dem Membranverband lésen und
armbandartig umlagern (187). Die in diesen Scheiben enthaltenen Membranproteine
kénnen durch  Affinitdtschromatographie  aufgereinigt und  fir  weitere
Analysemethoden verwendet werden. Diese Methode ermdglicht die Untersuchung
von Membranproteinen in ihrer natrlichen Umgebung und bietet sich insbesondere
zur Analyse mit dem extrahierten Protein interagierender Proteine an (188). Es besteht
jedoch wie bei der Immunprazipitation die Wahrscheinlichkeit, dass auch nicht-
interagierende Proteine in rAumlicher Nahe zum Zielprotein mitextrahiert werden. Es
gestaltet sich schwierig, diese von den mit dem Zielprotein tatsachlich interagierenden
Proteinen zu unterscheiden.

Ferner bleibt einzuwenden, dass eine massenspekirometrische Untersuchung derartig
isolierter Membranproteine zurzeit eine gro3e Herausforderung darstellt, da die Memb-
ranproteine mit den direkt benachbarten Lipidmembrananteilen in starkem Umfang
wechselwirken (189).

Eine Verbesserung der dargelegten Methodik wird in Zukunft weitere Mdglichkeiten in

der Funktions- und Strukturanalyse von Membranproteinen eréffnen.
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Zusammenfassend ist hinsichtlich der experimentellen Suche nach einem assoziierten

Bindungspartner der CAT-Proteine Folgendes festzuhalten:

Die gewéhlten Transfektionsanséatze verliefen erfolgreich. Die Basis zum Erhalt von
biotinyliertem hCAT-1 ist gegeben; sie ist

1. Uber zwei verschiedene Wege (Einfach- vs. Simultantransfektion) und
2. in zwei verschiedenen Expressionssystemen (U373-MG vs. HEK293T) und
3. als transiente und stabile Expression

maoglich.
Resultierend ist eine Aufreinigung des hCAT-1-Proteins unter Ausnutzung seiner Bio-
tinylierung denkbar.

Um eine Praferenz zwischen

1. einer stabilen Expression mit dem ,HC1-C-FTA/hBirA-EGFP“-Konstrukt in
HEK293T-Zellen,

2. einer transienten Expression jenes Konstrukts in der gleichen Zelllinie oder

3. einer transienten Expression mit den ,hCAT-1-BAP-N1“- und ,pCMV3-BirA*-

Konstrukten im Expressionssystem U373-MG

treffen zu kdénnen, bedarf es der Durchfihrung und Auswertung geplanter massen-

spektrometrischer Analysen entsprechender Proben.

Hinsichtlich der eingesetzten Lyse-Puffer ,RIPA“ und ,NP-40“ I&sst sich festhalten,
dass beide Puffer in der Lage waren, das biotinylierte hCAT-1-Protein aus der
Zellmembran zu extrahieren.

Ob einer der beiden Lyse-Puffer zu einem Verlust eines potenziell assoziierten
Partnerproteins  gefihrt  haben kann, kann nur ein Vergleich der

massenspekirometrischen Probenanalysen erbringen.
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6 Zusammenfassung

Die Transporter fir kationische Aminosauren nehmen eine bedeutende Stellung inner-
halb der Zellmembrantransporter ein. Sie gewahrleisten ein ausreichendes intrazellu-
lares Aufkommen jener Aminos&uren und sind damit fir das Leben eines Organismus

unabdingbar.

Die vorliegende Arbeit hatte es sich zum Ziel gesetzt, einerseits einen potenziellen
Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die Funktion jener Transporter zu untersuchen und
anderseits eine grundlegende Basis flr die Untersuchung diesen Transportern asso-
ziierter Interaktionsproteine zu schaffen. Beides dient dem besseren Verstandnis der

Funktionsweise und Steuerung der kationischen Aminosauretransporter.

Dargebotene Studienergebnisse zeigen eine fehlende Wirkung von NO und NO* auf

die humanen Isoformen CAT-1 und -2A.
Es ergibt sich, dass im Expressionssystem X. laevis-Oozyte

1. die hCATs entweder keine Thiyl-Reste zur Nitrosylierung besitzen oder eine
Nitrosylierung vorhandener Thiyl-Reste keine Auswirkung auf ihre Transport-

leistung hat
und

2. keine Modulation der hCAT-Funktion durch den Mechanismus der (trans-) Nit-

rosierung stattfindet.

Diese Erkenntnisse stehen kontrar zu den Forschungsarbeiten von Zhou et al. Poten-
zielle Erklarungsansétze hinsichtlich des Vorliegens divergenter Cysteinreste inner-
halb der eingesetzten murinen und humanen CAT-Proteine, SNO-Bildung (ber ein as-
soziiertes Interaktom und Hemmung Uber assoziierte Interaktionsproteine wurden in
der vorliegenden Arbeit diskutiert und geben Anstol3 flr zuklnftige Forschungsarbei-

ten.
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Bezlglich der praktischen Untersuchung auf das Vorhandensein potenziell mit den
kationischen Aminosauretransportern assoziierter Interaktionsproteine legt die vorlie-

gende Arbeit Grundsteine.
Auf der Basis der vorliegenden Arbeit werden

1. zwei Expressionsvektoren zur Gewinnung des biotinylierten Zielproteins
,NCAT-1"in zwei verschiedenen Zelllinien, inklusive der Etablierung einer Zell-
linie mit stabiler Expression des biotinylierten hCAT-1-Proteins

und

2. ein Arbeitsprotokoll bis zum Schritt der Aufreinigung des Zielproteins inklusive

der Auswahl geeigneter Lyse-Puffer und Western-Blot-Analysen
vorgestellt und durch entsprechende Versuchsdaten dokumentiert.

Die vorliegende Arbeit stellt resiimierend einen Ausgangspunkt fir weitere For-
schungsschritte zur Charakterisierung der Funktionsweise der hCAT-Proteine dar.
Sie ebnet Wege zur Entschliisselung bisher unbekannter Steuerungsprozesse katio-
nischer Aminosauretransporter, insbesondere in Bezug auf deren Stabilitat, Integration
und Funktionsfahigkeit in der Zellmembran und liefert so einen potenziellen Beitrag zur
Innovation therapeutischer Einflussnahmen durch Hemmung der intrazellularen Argi-
ninaufnahme in z. B. CLL-Zellen und damit einem potenziellen therapeutischen Nutzen
in der Therapie maligner Erkrankungen.
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