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Summary

The human cationic amino acid transporter hCAT-1 belongs to the family of Na*- und
pH-independent transporters for cationic amino acids (CAA). The present study addresses
different aspects of the hCAT-1-mediated transport and is divided into two sections.

In the first section, the transport properties of hCAT-1 expressed in Xenopus laevis
oocytes were examined with electrophysiological methods and compared to the transport
properties of the isoforms hCAT-2A and -2B. These studies revealed, that the expression of
hCAT-2A and -2B, but not hCAT-1, in oocytes leads to the formation of a CAA-potential.
The high transstimulation of the hCAT-1 protein may be responsible for this difference. The
membrane potential influences the accumulation of CAA through hCAT-proteins. However,
this was only observed in hCAT-2A-expressing oocytes, but not in hCAT-1 and -2B
expressing oocytes incubated with high concentrations of CAA (10 mM).. The high efflux
rate mediated by hCAT-1 and -2B under this condition may explain this difference.
L-arginine-induced maximal currents (Vmax) and conductances of hCAT-proteins were
measured using the voltage clamp technique. The calculated Vmax Vvalues from
electrophysiological studies were two fold lower than the values determined by flux
experiments, most likely due to a counter-transport of positive charge (substrate). Further on,
the different hCAT-isoforms showed two different conductance states in dependence of the
intracellular CAA concentration. In CAA-depleted hCAT-expressing oocytes L-arginine
increased the conductance. In contrast in CAA containing oocytes, the conductance was
unchanged (in hCAT-1 and -2B expressing oocytes) or little changed (in hCAT-2A) after the
application of L-arginine. However in substrate equilibrium, the conductance of all three
hCAT-isoforms studied increased with increasing arginine concentrations. Surprisingly, all
hCAT-isoforms evoked leak currents in the absence of CAA. An increased conductance for
K*-ions was found in hCAT-2B-expressing oocytes. The physiological role of this ,,channel”
function is unknown.

The aim of the second part of this thesis was to elucidate the mechanism by which
protein kinase C (PKC) activation leads to a decrease of the hCAT-1-mediated transport
activity. To this end, hCAT-1/EGFP fusion constructs were expressed in both, Xenopus laevis
oocytes and U373MG glioblastoma cells. Using confocal fluorescence microscopy and
Western blot analysis of biotinylated cell surface proteins it was demonstrated that the
reduction of the hCAT-1 transport activity was due to a reduction of the cell surface
expression of hCAT-1. Similar results were obtained with hCAT-1 expressed endogenously
in DLD-1 colon carcinoma cells. To find out, if PKC directly phosphorylates hCAT-1, we
removed all three potential PKC recognition sequences in hCAT-1. The mutant exhibited the
same PMA-induced internalization as wild type hCAT-1, suggesting an indirect action of
PKC on hCAT-1. The PKC-induced change in the cell surface expression of hCAT-1
represents a new regulation mechanism of hCAT-proteins, that might explains why changes
of CAT protein expression correspond not always to changes in their transport activity.
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Einleitung

1. Einleitung

Die Aufnahme von grof3en polaren Molekiilen wie Aminosduren (AS) durch biologische
Zellmembranen wird von spezialisierten Transportproteinen, so genannten Carriern vermittelt
(Stein, 1990). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einer Familie verwandter
Carrierproteine, die basische Aminosduren (BAS) durch die Plasmamembran transportieren
(CAT, cationic amino acid transporters). Die Merkmale eines Carrier-vermittelten AS-
Transportes und die Bedeutung von BAS in S&iugerzellen werden im Folgenden kurz

vorgestellt, bevor auf die CAT-Familie detailliert eingegangen wird.

1.1 Carrier-vermittelter Aminosiure-Transport in Siugerzellen

Anders als Kandle, die Poren in der Membran bilden und gleichzeitig nach beiden
Seiten offen sind, binden Carrier ihr Substrat abwechselnd an einer Seite der Membran. Uber
eine Konformationsdnderung des Carriers findet der Transport statt. Die Substratbindestelle
wandert dabei von einer Seite der Membran auf die andere (Stein, 1990; Closs, 1998).
Ahnlich wie Enzyme weist der Carrier-vermittelte Transport eine Sittigungskinetik auf. Der
Transportvorgang wird durch die Substratkonzentration und durch die Geschwindigkeit der
Konformationsédnderung des Carriers bestimmt. Experimentell ermittelte Werte fiir die
Michaelis-Menten-Konstante (Ky;, Substratkonzentration bei halbmaximaler Sittigung) und

die maximale Transportgeschwindigkeit (Vax) beschreiben diese Parameter.

Im Gegensatz zu Kanédlen kénnen Carrier einen Nettotransport des Substrates gegen einen
Konzentrationsgradienten vermitteln. Die Energie fiir diesen Prozess wird in Sdugerzellen
durch Hydrolyse von ATP bereitgestellt (primérer aktiver Transport, z.B. die Na'/K'-
ATPase). Die Energie flir den aktiven Transport groBler Molekiile wie AS wird durch den
elektrochemischen Gradienten, der von primir aktiven Transportern aufgebaut wird, zur
Verfiigung gestellt (Abb. 1). Ist der AS-Transport an den elektrochemischen Gradienten
gekoppelt, wird der Vorgang als sekundéarer aktiver Transport bezeichnet (Stein, 1990; Adam
et al., 2003). So kann der Transport von AS an den Cotransport von Na'-, Cl -Ionen
(Castagna et al., 1997) oder an den Gegentransport von K'-, H'- oder OH -Ionen gekoppelt
(Broer, 2002), aber auch vom Membranpotential angetrieben werden (Kavanaugh, 1993;
Kavanaugh et al., 1994). Zudem gibt es Transporter, die H' -gekoppelt arbeiten (Thwaites et
al., 1993). Dabei wird der von der basolateralen Na'/K'-ATPase hervorgerufene Na'-

Gradient von dem in der Biirstensaummembran gelegenen Na'/H'-Austauscher genutzt, um
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einen einwirts gerichteten H'-Gradienten zu erzeugen. Bei den H'-gekoppelten Systemen

handelt es sich somit um einen tertidren aktiven Transport.

Die meisten Carrier-Proteine fiir BAS vermitteln eine dem elektrochemischen
Gleichgewicht folgende “erleichterte Diffusion”, d.h. der Transport erfolgt in beide
Richtungen. Sie nutzen aber bei der positiven Ladung des Substrates das negative
Membranpotential im Inneren der Zelle als treibende Kraft aus (Kavanaugh, 1993; Nawrath et
al., 2000). Eine besondere Eigenschaft von einigen BAS-Transportern, die sie gemeinsam mit
vielen anderen Transportern haben, ist die so genannte Transstimulierbarkeit. Dieses
Phianomen beschreibt eine Erhohung der Transportaktivitit der Proteine durch Anwesenheit
von Substrat auf der Seite der Plasmamembran, zu der hin transportiert wird (trans-Seite)
(Stein, 1990). Es gibt jedoch auch BAS-Transporter, die als obligate Austauscher
(,,Antiporter*) fungieren. Der BAS-Transport erfolgt in diesem Fall nur im Austausch gegen

neutrale AS (Chillarén et al., 1996).

Einteilung der BAS-Transporter in Transportsysteme

AS-Transporter wurden anhand ihrer Substratspezifitit, des benutzten Transport-
mechanismus und ihrer Regulationseigenschaften in verschiedene Transportsysteme
eingeordnet. Die verantwortlichen Proteine fiir die meisten dieser Transportaktivitdten sind in
den letzten Jahren durch molekulare Klonierung identifiziert worden (Ubersichten: Palacin et
al., 1998; Hyde et al., 2003). Fiir BAS sind bis heute sechs verschiedene Transportsysteme
bekannt (Ubersicht: Closs und Mann, 1999). Die wichtigsten Eigenschaften der Transport-

systeme fiir BAS werden im Folgenden vorgestellt.

System y*

Lange Zeit wurde nur ein Transportsystem fiir BAS in Sdugerzellen beschrieben, das so
genannte System y' (Christensen, 1964; Christensen und Antonioli, 1969). Es zeichnet sich
durch eine Na'-unabhingige, pH-unabhingige und transstimulierbare Aktivitit mit einer Ky
fiir BAS aus, die im Bereich der Plasmakonzentration von ca. 0,2mM liegt (White et al.,
1982; White, 1985). System y -Aktivitit kommt mit Ausnahme der Leber in allen
untersuchten Geweben vor (White und Christensen, 1982). In neuerer Zeit wurden neben der
System y'-Transportaktivitit vier weitere Na -unabhingige Transportsysteme fiir kationische
AS beschrieben, die sich untereinander und vom System y  durch ihre Interaktion mit
neutralen AS unterscheiden. Dagegen ist das Transportsystem B als das einzige Na'-

abhingige Transportsystem fiir BAS bekannt (Christensen, 1990; Devés und Boyd, 1998).
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Abbildung 1: Carrier-vermittelter AS-Transport in Siugerzellen
(modifiziert nach Hyde et al. , 2003)

AS-Transporter unterscheiden sich durch den verwendeten Transportmechanismus voneinander. Die
Akkumulation von AS ist in erster Linie von der Aufrechterhaltung des Membranpotentials und des
Na® und K'-Gradienten durch primér aktive Transporter wie die Na'/K'-ATPase (linke Seite)
abhingig. Sekundir aktive Transporter (obere Seite), wie z.B. die Systeme A (Transport von
kurzkettigen AS), X ag (Transport von Glu) und N (Transport von Gln, Asn und His) koppeln den AS-
Transport an den elektrischen und chemischen Gradienten, der durch primér aktive Transporter
hervorgerufen wird. AS-Austauscher (,,Exchanger”, rechte Seite), wie z.B. Systeme ASC
(Austauscher fiir kleine neutrale AS), y'L (Austauscher fiir BAS und neutrale AS) und L (Austauscher
fiir groBe hydrophobe AS ) transportiecren AS durch Antiportmechanismen. Das System y"
(rot eingerahmt) nutzt das Membranpotential fiir den Transport von BAS (CAT-vermittelter Transport,
s.a. 1.3). Es fungiert aber gleichzeitig auch als (nicht obligater) Austauscher, da sich der AS-Transport
durch Substrat auf der Seite der Plasmamembran erhoht, zu der hintransportiert wird
(Transstimulation). Der eingerahmte Text gibt die generellen Eigenschaften des Intra- und
Extrazelluldrraumes an.

System y*L

System y'L besitzt eine sehr hohe Affinitit fiir BAS (Ky fiir L-Lys bei 10 pM). Dieses
System wurde in humanen Erythrozyten beschrieben (Devés et al., 1992), ebenso im Darm
sowie in der Niere (Fei et al., 1995; Harvey et al., 1993). In der Anwesenheit von Natrium-
oder Lithiumionen weist die y L-Transportaktivitit vergleichbare Affinititen zu neutralen AS
(z.B. L-Leucin, L-Methionin oder L-Glutamin) wie zu BAS auf. Die Transportaktivitidt von
System y'L wird im Gegensatz zum System y' nicht durch N-Ethylmaleimid (NEM)
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inhibiert. Deshalb kann diese Substanz zur Unterscheidung der beiden Transportsysteme in

intakten Zellen benutzt werden (Devés et al., 1993).

Systeme by " und by*

Die Transportsysteme b;” und b," sind auch in Gegenwart von Natriumionen durch
L-Homoserin und L-Leucin nicht hemmbar (Van Winkle und Campione, 1990). Sie besitzen
eine im Vergleich zu den anderen BAS erhohte Affinitdt zu L-Arginin, wohingegen das
System y' keine Priferenz unter den BAS zeigt. Die Priferenz fiir L-Arginin ist ausgeprigter
im System b,". Diese Transportaktivititen wurden in unbefruchteten und befruchteten

Eizellen der Maus beobachtet (Van Winkle und Campione, 1990).

System b*

System b"" besitzt zu basischen und neutralen AS die gleiche Affinitéit und transportiert
sie Na'-unabhiingig. Diese Transportaktivitit wurde zuerst in Miuseembryonen gefunden
(Van Winkle et al., 1988), danach aber auch im Diinndarm- und Nierentubulusepithel
(Magagnin et al., 1992).

System B**

Das System B”" reprisentiert das einzige Na'-abhingige Transportsystem fiir BAS (Van
Winkle et al., 1985). System B*-Aktivitit ist in den gleichen Gewebe wie fiir System b*"
beschrieben worden. Seine Substratspezifitit dhnelt der von System b™" mit dem Unterschied,
dass das System B%" auch kleine neutrale AS (L-Alanin, L-Serin) und solche, die am a- und

B-C-Atom verzweigt sind (z.B. 2-Amino[2,2,1] heptan-2-carboxylsdure (BCH)), transportiert.

1.2 Bedeutung der basischen Aminosiuren im Zellstoffwechsel

BAS sind an einer Vielzahl von Stoffwechsel-Prozessen beteiligt (Abb. 2). Fiir
Saugetiere ist L-Lysin eine essentielle AS und wird ausschlieBlich als Baustein von Proteinen
verwendet. L-Arginin zdhlt ebenso zu den so genannten proteinogenen AS, gilt aber als
“semi-essentiell”, da es im Korper durch die Enzyme des Harnstoffzyklus aus L-Ornithin {iber
das Zwischenprodukt L-Citrullin synthetisiert werden kann. L-Ornithin wird seinerseits aus
L-Arginin mit Hilfe von Arginasen gebildet oder durch de novo-Synthese ausgehend von der
nicht essentiellen AS L-Glutamat hergestellt. Allerdings scheint die Neusynthese dieser
basischen AS nicht ausreichend zu sein, um den Bedarf des Sduger-Organismus zu decken,
vor allem in Situationen, in denen vermehrt BAS gebraucht werden, z.B. wihrend

Wachstums- oder Wundheilungsprozessen (Jenkinson et al., 1996). L-Arginin fungiert als
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Substrat flir eine Familie dreier Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS I-III). Diese Enzyme
katalysieren die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin. NO ist ein kurzlebiges,
lipophiles, gasformiges Radikal, das wichtige physiologische Wirkungen besitzt, so z.B.
Vasodilatation, Neurotransmission und unspezifische Immunabwehr (Forstermann et al.,
1994; Forstermann et al., 1995). L-Ornithin wird nicht in Proteine eingebaut, es ist allerdings
die Vorstufe der proteinogenen AS L-Prolin oder von Polyaminen, die ihrerseits wichtige

Regulatoren bei Zellwachstum und -differenzierung darstellen (Morgan, 1994).

Einige pathologische Zustinde sind auf den Defekt von BAS-Transportern in der
Plasmamembran zuriickzufiihren (Ubersicht: Palacin et al., 1998). Dazu zihlen die Hartnup-
Krankheit, die Cystinurie und die lysinurische Proteinintoleranz (LPI). Gekennzeichnet sind
diese Krankheitsbilder durch eine Aminoazidurie, die auf einer Stérung der tubulédren

Reabsorption von spezifischen AS beruht.

Bei der Hartnup-Krankheit handelt es sich um eine Stoffwechselstérung, bei der die
Resorption von neutralen AS defekt ist. Charakteristisch fiir das Krankheitsbild sind ein
Pellagra-dhnlicher, lichtsensitiver Hautausschlag, zerebellire Ataxie und emotionale
Instabilitdat (Baron et al., 1956; Levy, 2001). Das Krankheitsbild der Cystinurie ist
gekennzeichnet durch hohe Spiegel von Cystin und dibasischen AS im Urin (Tate, 1996;
Palacin, 2000). Die LPI wird durch eine Mutation des Transporters fiir BAS y LATI
hervorgerufen (Borsani et al., 1999). Bei der LPI sind die klinischen Symptome
Entwicklungsstorungen,  Hepatomegalie, = Osteoporose, = Hyperammondmie, Nieren-
schidigungen und geistige Retardierung. Patienten mit LPI scheiden grof3e Mengen von BAS,
vornehmlich Lysin, mit dem Urin aus. Eine hohe Zufuhr von Proteinen kann
Hyperammonimie und dadurch Ubelkeit und Erbrechen hervorrufen. Dadurch kommt es

meistens zu einer Aversion gegen Proteine (Palacin, 2000).
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Abbildung 2: Beteiligung basischer AS an Stoffwechsel-Prozessen im Menschen

Proteine

Die basischen AS L-Arg, L-Lys sowie L-Orn sind in der Zelle an einer Vielzahl von Stoffwechsel-
Prozessen beteiligt. Sie passieren die Zellmembran iiber spezielle in der Plasmamembran von
Saugerzellen exprimierte Transportproteine, so genannte Carrier. Die ,,semi-essentielle” AS L-Arg
hat vor allem eine grofle Bedeutung als Substrat der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS I-1II). Dabei
handelt es sich um Enzyme, die in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff unter Verwendung der
Guanidinogruppe des L-Arginins Stickstoffmonoxid (NO) synthetisieren.

1.3 Carrier fiir basische Aminosiuren

1.3.1 Identifizierung der Transportproteine fiir basische Aminosiduren (CATSs)

Innerhalb der vergangenen vierzehn Jahre wurden cDNAs aus Sdugerzellen kloniert, die
fiir vier der oben beschriebenen Transportsysteme fiir BAS kodieren. Zum einen handelt es
sich um die Gruppe von Transportproteinen, die aufgrund ihrer Spezifitét fiir BAS als cationic
amino acid transporters, kurz CAT bezeichnet worden ist (System y") (Ubersicht: Verrey et
al., 2003). Zum anderen handelt es sich um Glykoprotein-assoziierte AS-Transporter,
auch leichte Ketten der hetero(di)meren AS-Transporter (HATs) genannt (Systeme y'L, b™).
Die HATs kommen assoziiert mit den Glykoproteinen (schweren Ketten) 4F2hc (CD98) und
rBAT (related to b™" amino acid transporter) vor (Ubersichten: Palacin et al., 2000; Verrey et
al., 2003). Die schweren Ketten sind iiber eine Disulfidbriicke zu den leichten Ketten kovalent

gebunden. Die leichten Ketten besitzen 12 putative Transmembran-Doménen (TM) und
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zeigen ca. 25% Identitdt in der AS-Sequenz zu der CAT-Familie. Diese beiden Gruppen
werden in der Genbank zur Familie der Carrierproteine SLC7 (fiir solute carrier family 7)
eingeordnet. Weiterhin wurde das Protein ATB(0,+) kloniert, das dem Transport-System B’
zugeordnet wird (Van Winkle et al., 1985). Die CAT-Familie ist Hauptgegenstand der

vorliegenden Arbeit und wird im Folgenden im Detail dargestellt.

Bis heute sind insgesamt vier unterschiedliche Isoformen der CAT-Proteinfamilie
gefunden worden (s. Tab. 1). Das erste Mitglied dieser Proteinfamilie wurde bei der
Erforschung der retroviralen Infektion entdeckt. Ekotrope murine Leukdmieviren (MuLV)
konnen ausschlieBlich Zellen von Miusen und verwandten Nagetieren infizieren. Albritton
und Mitarbeiter machten sich diese enge Wirtsspezifitit zunutze und transfizierten
genomische DNA von Miusezellen in menschliche Zellen und erhielten so eine menschliche
Zelllinie, die durch ekotrope MuLV infizierbar ist. Diese Zelllinie erlaubte die Isolierung
einer cDNA, die fiir den Rezeptor fiir ekotrope MuLV kodiert (Albritton et al., 1989). Aus der
Analyse des offenen Leserahmens dieser cDNA leitet sich ein Protein ab, das aus 622 AS
besteht, woraus sich ein Molekulargewicht von 67 Kilodalton (kDa) errechnet. Es handelt sich
um ein integrales Membranprotein mit 12 - 14 moglichen TM. Ahnlichkeiten zwischen den
Sekundérstrukturen des Rezeptorproteins und der L-Histidin- bzw. L-Arginin-Permease aus
der Hefe Saccaromyces cerevisiae wiesen auf eine mogliche zellulire Funktion als
Transportprotein hin (Kim et al., 1991). Expression des MuLV Rezeptors in Oozyten des
afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) mit nachfolgenden Aufnahmestudien
radioaktiv markierter Substanzen zeigten, dass der Rezeptor einen Na'-unabhingigen
Transport kationischer AS vermittelt (Kim et al., 1991; Wang et al., 1991). Damit wurde der
Rezeptor in mCAT-1 (mouse cationic amino acid transporter) umbenannt. Northern-Blot-
Analysen zeigten, dass der Transporter mit Ausnahme der Leber ubiquitidr exprimiert wird
(Kim et al., 1991). Nach partieller Hepatektomie wird CAT-1-mRNA jedoch fiir 2h in der
Leber exprimiert und kann zusétzlich durch Hormone (Insulin, Glukokortikoide) induziert

werden (Wu et al. 1994, Liu und Hatzoglou, 1998).

Auf der Suche nach Genen, die in der T-Zell-Funktion bei der Entstehung von Tumoren
eine Rolle spielen, wurde ein Fragment einer zu mCAT-1 homologen cDNA isoliert (Tea, fiir
T-cell early-activation gene) (MacLeod et al., 1990; Reizer et al., 1993). Neben der
Expression von Tea in aktivierten T-Zellen wurde die mRNA auch in der Leber gefunden.
Das Tea-Fragment wurde genutzt, um die vollstindige cDNA aus der Leber bzw. aus
aktivierten Makrophagen zu klonieren (Closs et al., 1993a; Closs et al., 1993b; Reizer et al.,
1993; Kavanaugh et al. 1994). Die Sequenzen der beiden cDNAs, die dabei gefunden wurden,

10
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Tabelle 1: Die Familie der kationischen AS-Transporter (CAT)

Protein- Genbank- Spezies Weitere Substrate Referenzen
Name Name Bezeichnungen
(versch. Spezies)
CAT-1 SLC7A1 h,m,r EcoR, ERR, L-Arg, Albritton et al., 1989;
MLV-R, ATRCI, L-Lys, Yoshimoto et al., 1991;
H13, y1+ L-Orn Albritton et al., 1992;
Closs et al., 1997
CAT-2A SLC7A2A h,m,r CAT-2a, CAT- L-Arg, Closs et al., 1993a
20, y2+ L-Lys, Closs et al., 1997;
L-Orn Schwartz et al., 2002
CAT-2B SLC7A2B h,m,r CAT-2, ATRC2, L-Arg, Reizer et al., 1993;
Tea, CAT-2 L-Lys, Closs et al., 1993b;
L-Orn Hoshide et al., 1996;
Closs et al., 1997;
Schwartz et al., 2002
CAT-3 SLC7A3 hym,r L-Arg, Ito und Groudine, 1997;
L-Lys, Hosokawa et al., 1997,
L-Orn Vékony et al., 2001
(CAT-) SLC7A4 h unbekannt Sperandeo et al., 1998;
Wolfet al., 2002

Bei SLC7A4 (CAT-4) ist die Zugehorigkeit zu der CAT-Familie noch nicht ganz geklart (s. 1.3.4).
Spezies: Mensch (h), Maus (m) oder Ratte (r).

sind bis auf 20 AS-Reste in einem Bereich von 42 AS in der vierten intrazelluldren Schleife
und Teile der TM IX (nach dem 14 TM-Modell) identisch. Dieser Bereich enthdlt die
Doméne, die fiir die Substrataffinitit bestimmend ist (,,funktionelle Doméne®, Closs et al.,
1993b). Die Expression der entsprechenden cRNAs in X. laevis-Oozyten zeigte, dass beide
Proteine die Aufnahme von BAS vermitteln (Closs et al., 1993a, Closs et al., 1993b, Kakuda
et al., 1993). Die Transporter wurden mCAT-2A (Isoform aus der Leber) und mCAT-2B
(Isoform aus T-Zellen bzw. Makrophagen) genannt. Die von den cDNAs kodierten Proteine
bestehen aus 658 bzw. 659 AS. Die beiden Isoformen entstehen durch alternatives Spleilien
der primdren Transkripte von einem Gen (Closs et al., 1993a; Kavanaugh et al., 1994).
Vergleicht man die AS-Sequenzen der mCAT-2 Isoformen mit der mCAT-1-Sequenz, so
ergibt sich eine 60%ige Identitt.

Die vierte Isoform (CAT3) wurde durch Absuchen einer cDNA-Bank aus dem Gehirn
der Ratte mit einer mCAT-1-Sonde gefunden (Hosokawa et al., 1997). Das murine Homolog
wurde kurze Zeit spéter aus einer cDNA-Bank aus embryonalem Mesoderm isoliert (Ito und
Groudine, 1997). CAT-3 aus Ratte und Maus zeigen 53-58%ige Identitdt in der AS-Sequenz
zu CAT-1, CAT-2A und CAT-2B.

11
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1.3.2 Transporteigenschaften der murinen CAT-Proteine (mCATsS)

Proteine mit einer oder mehreren TM sind meist toxisch fiir Bakterien, daher ist eine
Expression der CAT-Proteine in Bakterien nicht moglich. In Sdugerzellen ist eine
Uberexpression nur in begrenztem MaB moglich. Somit werden die Transporteigenschaften
der CAT-Proteine zumeist mit Hilfe von X. laevis-Oozyten untersucht. Die Oozyten kénnen
sehr gut mit einer zur Expression in Oozyten geeigneten cRNA oder mRNA injiziert werden
(s. 4.1.3). Sie synthetisieren grole Mengen an Protein und sind zudem imstande diese
posttranslational zu modifizieren. AuBerdem konnen sie Membranproteine in die
Plasmamembran integrieren. Fiir die Transportstudien wird entweder radioaktiv markiertes
Substrat eingesetzt oder bei elektrogenem Transport auch elektrophysiologische Mess-
methoden, insbesondere die two-electrode voltage clamp(TEVC)-Methode (s. Methoden
4.2.1) angewendet.

Alle mCAT-Isoformen sind spezifisch fiir BAS. Mit mCAT-cRNA injizierte
Oozyten konnen aber auch kleine neutrale AS wie L-Cystein und L-Homoserin mit niedriger
Affinitdt transportieren (Wang et al, 1991). mCAT-1, -2B, und -3 zeigen
Transportaktivititen, die mit der Aktivitit von System y" {ibereinstimmen. Der Transport von
BAS ist Na'-unabhiingig mit Ky-Werten zwischen 70 und 250pM und fiir diese drei
Isoformen transstimulierbar (Closs et al., 1997; Ito und Groudine, 1997). Dagegen zeigt
mCAT-2A eine 10-fach niedrigere Affinitdt (Ky-Werte zwischen 2,1 und 5,20mM), aber eine
2- bis 6-fach hohere V.. Der L-Arginin-Transport ist bei mCAT-2A nur schwach
transstimulierbar (Closs et al., 1993a).

Mit Hilfe der TEVC-Methode wurde gezeigt, dass der L-Arginin-Transport an
mCAT-1-, -2A- und -2B-exprimierenden Oozyten elektrogen ist (Wang et al., 1991;
Kavanaugh, 1993; Kavanaugh et al., 1994). Die Zugabe von BAS fiihrt in spannungs-
geklemmten mCAT-injizierten Oozyten zu einem einwértsgerichteten Strom, der
konzentrations- und membranpotentialabhéngig ist. Der L-Arginin-Einstrom in mCAT-1-
exprimierenden Oozyten nimmt exponentiell mit steigender Hyperpolarisation der Oozyten
zu, ohne eine Sittigung zu erreichen (Messung bis —180mV). Mit steigender
Hyperpolarisation nehmen die Ky-Werte ab, widhrend Vp.x zunimmt. Kavanaugh et al.
konnten auflerdem beobachten, dass die Expression der mCAT-Isoformen in Oozyten zu einer

Verdnderung des Membranpotentials fithrt (Kavanaugh et al., 1994).

12
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1.3.3 Die Familie humaner CAT-Proteine (hCATSs)

Neben den anfangs beschriebenen hCAT-1, -2A und -2B (Closs et al., 1997) ist nun vor
kurzer Zeit das vierte Mitglied der Familie, hCAT-3 identifiziert und beschrieben worden
(Vékony et al., 2001). Weiterhin wurde auch ein verwandter Transporter anhand der
Homologie zu den anderen hCAT-Isoformen (s. Tab. 2) identifiziert und als SLC7A4
(hCAT-4) bezeichnet (Sperandeo et al., 1998). Seine Funktion ist aber noch ungeklért (Wolf
etal., 2002).

hCAT-1

Zwei Arbeitsgruppen isolierten cDNAs, die fiir das menschliche Homolog zu mCAT-1
kodieren (Yoshimoto et al., 1991; Albritton et al., 1992). Albritton et al. zeigten die
chromosomale Lokalisation des Gens auf Chromosom 13. Yoshimoto et al. und Albritton et
al. zeigten neben Northern-Blot-Analysen, die eine ubiquitdre Expression der hCAT-1-RNA
demonstrierten, die Nukleotidsequenz, aus der sich ein Protein von 629 AS (67 kDa) ableitet,
das zu 87,6% identisch zur mCAT-1 Sequenz ist. Im Bereich der ,,funktionellen Doméne*,

findet man 7 unterschiedliche AS beim Vergleich von hCAT-1 und mCAT-1.

hCAT-2A und -2B

In unserer Arbeitsgruppe wurden cDNAs kloniert, die fiir die humanen Homologe zu
mCAT-2A und mCAT-2B kodieren (Closs et al., 1997). hCAT-2A wurde aus einer humanen
Leber-cDNA-Bibliothek isoliert, die humane Hepatom-Zelllinie HepG2 diente als
Ausgangsmaterial flir die Klonierung von hCAT-2B. Aus den offenen Leserahmen
resultierten Proteine von 657 bzw. 658 AS. Aus einem Sequenzvergleich mit den mCAT-
Proteinen ergab sich eine 90%ige Ubereinstimmung. Die humanen CAT-Proteine
unterscheiden sich ebenso wie ithre murinen Homologe nur durch 20 AS, die in einem
Abschnitt von 42 AS liegen. In diesem Bereich unterscheiden sich hCAT-2A und hCAT-2B

in je einer AS von dem jeweils entsprechenden murinen Protein.

hCAT-3

Auch der zu mCAT-3 und rCAT-3 Orthologe hCAT-3 wurde in unserer Arbeitsgruppe
kloniert (Vékony et al., 2001). Das hCAT-3-Protein besteht aus 619 AS. Die AS-Sequenz von
hCAT-3 zeigt eine 83,4%ige und 82%ige Ubereinstimmung, jeweils zu rCAT-3 und
mCAT-3. Transportstudien ergaben, dass hCAT-3 in Bezug auf Substrataffinitit und
Empfindlichkeit gegeniiber Transstimulierung am meisten dem induzierbaren hCAT-2B

dhnelte.

13
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Tabelle 2:  Sequenzvergleich zwischen den humanen CAT-Proteinen
(nach Closs und Mann, 1999)

hCAT-1 hCAT-2A hCAT-2B hCAT-3 | SLC7A4

(hCAT-4)
hCAT-1 o 60 62 61 41
hCAT-2A 54 o 96 58 42
hCAT-2B 83 50 o 59 41
hCAT-3 71 52 71 - 42
SLC7A4 51 52 43 43 o
(hCAT-4)

Vergleich der AS-Sequenzen der vier humanen CAT-Isoformen und SLC7A4 (hCAT-4). Die fett
gedruckten Zahlen geben den Prozentsatz an identischen AS-Resten nach einer optimalen Ausrichtung
der vollstdndigen AS-Sequenz an. Die nicht fett gedruckten Zahlen geben die Identitét in Prozent nach
einer optimalen Ausrichtung der kurzen AS-Sequenz, in der hCAT-2A sich von -2B unterscheidet, an.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu CAT-3 aus Maus und Ratte, fiir die sehr geringe
Transportaktivititen gezeigt worden waren und die auch mit neutralen und sauren AS sowie
mit D-Arginin interagieren sollen (Hosokawa et al., 1997; Ito und Groudine, 1997).
AuBerdem war die Expression von CAT-3 in erwachsenen Ratten und Miusen ausschlieflich
in zentralen Neuronen gefunden worden. Die Expression des hCAT-3 war dagegen nicht auf
das Gehirn beschrinkt. Die weitaus stirkste Expression von hCAT-3 fand sich im Thymus,
aber auch andere periphere Gewebe wiesen eine gleich hohe oder hohere Expression von
hCAT-3 auf als die meisten Hirnareale. Dies zeigt, dass hCAT-3 kein neuronspezifischer

Transporter ist.

SLC7A4 (hCAT-4)

SLC7A4, das auch als hCAT-4 bezeichnete Protein weist signifikante Homologien zu
den CAT-Proteinen auf (Sperandeo et al., 1998) (s. Tab. 2). Die AS-Sequenz kodiert fiir ein
Protein aus 636 AS mit einem errechneten Molekulargewicht von 68kDa. Allerdings ist fiir
dieses Protein bisher noch keine iiberzeugende Transportaktivitit gezeigt worden. Eine
endogene Expression von SLC7A4 wurde in NT2 Teratokarzinom-Zellen gefunden, die mit
Retinsdure behandelt wurden. Doch auch fiir den endogen exprimierten SLC7A4 konnte keine
Transportaktivitit fiir L-Arginin gezeigt werden (Wolf et al., 2002). Die fehlende
Transportaktivitdt von SLC7A4 war nicht auf eine fehlende Expression des Proteins an der
Plasmamembran zuriickzufiihren, da mit Hilfe von Konstrukten zwischen SLC7A4 und dem
verstirkt griin fluoreszierenden Protein EGFP die Lokalisation von SLC7A4.EGFP an der
Oberflache von X. laevis-Oozyten und U373MG Glioblastom-Zellen gezeigt werden konnte.
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Anscheinend reicht die Expression von SLC7A4 in der Plasmamembran nicht aus, um eine
Transportaktivitdt fiir AS zu induzieren. SLC7A4 bendtigt daher wahrscheinlich zuséatzliche

(Protein-)Faktoren, um funktionell zu sein.

1.3.4 Transporteigenschaften der hCAT-Proteine

Die Substratspezifitit der vier hCAT-Isoformen ist fast identisch. Sie vermitteln
stereoselektiv, Na'- und pH-unabhingig (hCAT-2A und -2B leicht pH-abhiingig) den
Transport von kationischen L-AS (Closs et al., 1997; Vékony et al., 2001). Interaktionen der
hCATs mit neutralen AS, wie fiir die mCATs, sind bis jetzt nicht gezeigt worden. Die
humanen CAT-Proteine lassen sich anhand ihrer Transporteigenschaften unterscheiden.
Tab. 3 fasst die Transporteigenschaften der hCAT-Proteine zusammen. Ahnlich zu den
mCAT- und rCAT-Homologen weisen hCAT-1, -2B und -3 System y'-Aktivitit auf,
wohingegen sich hCAT-2A davon deutlich unterscheidet.

Aus L-Arginin-Aufnahmestudien und elektrophysiologischen Studien an hCAT-
exprimierenden Oozyten sind Ky sowie V.x der hCAT-Proteine ermittelt worden. Die in der
Literatur berechneten Ky-Werte fiir den L-Arginin-Transport zeigen, dass hCAT-1 die
hochste Affinitét besitzt. Fiir hCAT-2B und hCAT-3 wurde eine etwas geringere Affinitdt als
fiir hCAT-1 ermittelt. hCAT-2A-exprimierende Oozyten zeigen dagegen 10-fach hohere Ky-
Werte. Fiir den Transport von L-Lysin sowie L-Ornithin durch die einzelnen hCAT-
Isoformen ergeben sich vergleichbare Ky-Werte (Closs et al., 1997; Vékony et al., 2001).
Ein weiterer Parameter zur Unterscheidung der CAT-Proteine ist die Transstimulierung.
Bei physiologischen Konzentrationen von 0,25mM L-Arginin (trans-Substrat) wurde die
Transportaktivitit von hCAT-1 um das 10-fache erhoht, gegeniiber der Situation, in der sich
keine BAS auf der trans-Seite der Membran befanden. Auch hCAT-2B und -3 zeigten eine
2-fache Transstimulierung. hCAT-2A zeigte dagegen keine Transstimulierung (Closs et al.,
1997; Vékony et al., 2001).

Fiir die Isoformen hCAT-2A und -2B wurde mit Hilfe der TEVC-Methode, wie zuvor
bei den mCATSs dargestellt, ein elektrogener Transport von BAS gezeigt (Nawrath et al.,
2000). Die Zugabe von L-Arginin fiihrte auch bei den hCAT-Isoformen zu einem
Einwértsstrom, der konzentrations- und membranpotentialabhdngig war. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen den beiden hCAT-2-Isoformen wurde aber in ihrer Leitfahigkeit fiir
L-Arginin gefunden. Wéhrend bei hCAT-2A die L-Arginin-Zugabe zu einer Erhdhung der
Leitfahigkeit fiihrte, konnte fiir hCAT-2B nur eine Verschiebung des Umkehrpotentiales zu
positiveren Werten ohne Zunahme der Leitfdhigkeit gezeigt werden. Elektrophysiologisch
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konnten die durch radioaktive Aufnahme ermittelten kinetischen Parameter fiir beide
Isoformen bestétigt werden, jedoch zeigten hCAT-2A-injizierte Oozyten bei —60mV eine
hohere Affinitit. Diese Diskrepanz kann nur mit der Membranpotentialabhéngigkeit des
hCAT-2A-Proteins erkliart werden und weist darauf hin, dass das Membranpotential bei der
Bestimmung der Ky-Werte durch radioaktive Aufnahmen positiver als -60mV gewesen sein
muss (Nawrath et al., 2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die Expression von
hCAT-2A und -2B das Membranpotential der Oozyten verandert wurde. Mit BAS beladene
hCAT-injizierte Oozyten zeigten im Vergleich zu H,O-injizierten Kontroll-Oozyten ein
hyperpolarisiertes Membranpotential. Diese zusiitzlich zum K'-Diffusionspotential
vorhandene Membranpotential-Komponente wurde durch die Zugabe sittigender
Konzentrationen von L-Arginin aufgehoben. Eine weitere Beobachtung aus den
Untersuchungen von Nawrath et al. betrifft die Anwesenheit von unspezifischen Stromen
(Leck-Strome) in Abwesenheit von BAS durch die Expression von hCAT-2A und -2B in
X. laevis-Oozyten. Ob diese Leck-Strome womoglich mit einer CAT-induzierten Expression
eines weiteren Proteins (Kanal oder Transporter) zusammenhingen oder direkt durch die
CAT-Proteine vermittelt werden, ist noch ungeklért, ebenso wie die Frage nach den hierfiir
verantwortlichen lonen. Daher gilt es als eines der Ziele der vorliegenden Arbeit, dieses
Phanomen zu untersuchen. hCAT-1 und -3 waren bisher elektrophysiologisch noch nicht

untersucht worden.

Tabelle 3: Vergleich der Transporteigenschaften der hCAT-Proteine

Transporter Kum V max Trans-
(mM L-Arg) (nmol L-Arg/ (nA) stimulation
Oozyte/h)

L-[’H]Arg- TEVC L-[*H]Arg- TEVC

Aufnahme bei —60mV Aufnahme bei —60mV
hCAT-1" 0,11-0,16 n.b. 1,6-1,8 n.b. 9,8
hCAT-2A" 3,36-3,90 0,97 * 2,2-8.4 -84+ 1,1
hCAT-2B" 0,32-0,73 0,13% 1,2-4,0 194 % 1,8
hCAT-3* 0,45 n.b. 1,4 n.b. 2,0

") Daten aus Closs et al., 1997; ) Daten aus Vékony et al., 2001; *) Daten aus Nawrath et al., 2000
") Transportaktivitit in 0,25mM versus 0 trans-Substrat; n.b.) nicht bestimmt; TEVC) two-electrode
voltage clamp
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Ein Vergleich der maximalen Transportgeschwindigkeiten der hCAT-Proteine zeigt,
dass hCAT-2A eine recht hohe Transportkapazitit gegeniiber hCAT-1, -2B und -3 hat. Bei
der Angabe der V.x-Werte ist zu bedenken, dass sich die Werte auf eine CAT-exprimierende
Oozyte beziehen und die Menge an exprimiertem Protein nicht beriicksichtigen. Weiterhin
konnten Closs et al. in HPLC- und radioaktiven Aufnahme-Studien zeigen, dass hCAT-1, -2A
und -2B nach 6h Inkubation mit 10mM L-Arginin unterschiedliche Mengen an Substrat in
den Oozyten akkumulieren (Closs et al., 1997). hCAT-2A-exprimierende Oozyten
akkumulierten eine 10-fach bzw. 2-fach héhere Menge an L-Arginin als jeweils hCAT-1-
bzw. hCAT-2B-exprimierende Oozyten. Diese Unterschiede wurden auf die differierenden
Affinitdten und die Transstimulierbarkeit der hCAT-Isoformen zuriickgefiihrt, die bewirken,

dass die L-Arginin-Akkumulation unterschiedliche intrazelluldre Konzentrationen erreichte.

1.3.5 Regulation der CAT-Proteine

Die Regulation der CAT-Proteine ist vor allem am ubiquitir exprimierten CAT-1
untersucht worden. Fiir rCAT-1 ist eine komplexe transkriptionelle wie auch translationale
Regulation gezeigt worden (Yaman et al., 2003). Wie von mehreren Gruppen berichtet
worden ist, kann die CAT-1-Aktivitdt auch auf der posttranslationalen Ebene reguliert werden
(Ubersicht: Closs, 2002). Posttranslationale Modifikationen fithren zu einer enormen
Steigerung der Komplexitidt der Proteome im Vergleich zum Genom. Die am hiufigsten
vorkommenden posttranslationalen Modifikationen von Proteinen sind Glykosylierungen und

Phosphorylierungen.

Glykosylierung der CAT-Proteine

Bei der Anordnung der CAT-Proteine in der Membran geht man von 12 bis 14 TM aus,
die durch kurze hydrophile Schleifen verbunden sind. Dabei liegt sowohl der N- als auch der
C-Terminus intrazelluldr (Closs, 1996). Die AS-Sequenzen von hCAT-1, -2A und -2B weisen
nach dem 14 TM-Modell je zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen, hCAT-3 nur eine
Glykosylierungsstelle auf, die in der dritten extrazelluldren Schleife liegen. Zudem besitzen
hCAT-2A und -2B noch eine putative Glykosylierungsstelle in der zweiten extrazelluldren
Schleife, wihrend die Sequenz von hCAT-1 eine weitere Glykosylierungsstelle in der vierten

extrazelluldren Schleife aufweist (Abb. 3A).

Phosphorylierung der CAT-Proteine
Die posttranslationale Phosphorylierung von Proteinen stellt eines der wichtigsten
Regulationsmittel hoherer Zellen dar. Nahezu alle biologischen Prozesse, von der Regulation

metabolischer Prozesse wie des Zucker- und Fettstoffwechsels, iiber die Weiterleitung
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und Verarbeitung hormoneller Signale, die Regulation der Genexpression, bis hin zur
Wachstumskontrolle und zur Informationsverarbeitung im Nervensystem werden durch
Phosphorylierung reguliert oder beeinflusst. Ein wesentliches Kennzeichen dieses
Regulationsprinzips ist die Reversibilitdt. Durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung
eines Proteins ldsst sich zwischen verschiedenen Funktionszustinden "hin- und herschalten".
Entsprechend der vielfiltigen Aufgaben gibt es eine grole Anzahl an Proteinkinasen, die
diese Prozesse steuern. Das menschliche Genom kodiert fiir ca. 530 verschiedene Kinasen,
wobei die Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen, zu denen die Proteinkinasen A (PKA)
und C (PKC) gehoren, die meist untersuchte Gruppe darstellen (Ubersicht zu PKC: Toker,
1998). Die Aktivierung der PKC reguliert die Aktivitét einer Vielzahl von Transportproteinen
direkt oder auch indirekt, z. B. des GABA-Transporters GAT1, des Dopamin-Transporters
DAT oder des Glutamat-Transporters GLAST-1 (Corey et al., 1994, Huff et al., 1997; Zhu et
al., 1997; Conradt und Stoffel, 1997).

Fir hCAT-1 konnten Gréf et al. eine Abnahme der Transportaktivitit nach PKC-
Aktivierung, sowohl in X. laevis-Oozyten, als auch in humanen endothelialen EA.hy 926
Zellen zeigen (Grif et al., 2001). Die Reduktion der Transportaktivitdt wurde nicht von einer
Verminderung der Gesamtprotein-Expression begleitet. Weiterhin konnte von Krotova et al.
gezeigt werden, dass die klassischen PKC-Isoformen, mit groer Wahrscheinlichkeit PKC a,
fiir die Reduktion der hCAT-1-Transportaktivitat verantwortlich sind (Krotova et al., 2003).
Von anderen Arbeitsgruppen konnte auch eine PKC-vermittelte Erhohung der L-Arginin-
Aufnahme in intestinalen Caco-2 Epithelzellen und in Peritonealmakrophagen beobachtet

werden (Pan und Stevens, 1995; Hortelano et al., 1993).

Vergleicht man das Vorkommen des Sequenzmotivs fiir eine Phosphorylierung durch
PKC (RXXS/TXRX, wobei X fiir eine beliebige AS steht) bei den CATs, so ist auffillig, dass
die humanen CAT-Proteine mit den CAT-Proteinen von Maus und Ratte konservierte putative
PKC-Erkennungsstellen aufweisen (Graf, 1998). Die putativen Phosphorylierungsstellen der
einzelnen hCAT-Proteine sind in Abb. 3B zusammengefasst. Es fallt auf, dass eine
Phosphorylierungsstelle in den Isoformen hCAT-1 (AS 476), -2A und -2B (beide
AS 474) konserviert ist. Dieser Sequenzbereich liegt in der fiinften intrazelluldren Schleife
und wiére somit ein moglicher Kandidat fiir eine Phosphorylierung durch die PKC.
Eine weitere konservierte PKC-Erkennungsstelle zwischen den Isoformen hCAT-2A, -2B
und -3 befindet sich in unmittelbarer Néhe der erstgenannten. hCAT-1 konnte aulerdem in
der sechsten intrazelluldr gelegenen Schleife, hCAT-2A an einer im Bereich der

nfunktionellen Doméne” und hCAT-3 an einer am C-Terminus befindlichen putativen
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PKC-Erkennugsstelle phosphoryliert werden. Die in der dritten extrazelluldren Schleife der
hCAT-1-, -2A- und -2B-Proteine gelegenen putativen PKC-Erkennungsstellen spielen

aufgrund ihrer Lokalisation wahrscheinlich fiir eine Phosphorylierung keine Rolle.

A
PP ¥
h ﬂ n extrazellular
hCAT_l Il 1 m‘ vl vi , viij vimf IXj X X1 X1t anlxw,
j \J - % Kntrazellular
P
NH, @ COOH
B
hCAT-1
629
|
hCAT-2A | 231 | 381| 454 458 474
! | i1 657
|
hCAT-2B | 231 | | 454458474
1 i1 658

hCAT-3 _:_
1 619

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur der humanen hCAT-Proteine mit
potentiellen PKC-Erkennungsstellen und Glykosylierungsstellen

A) Modell zur Struktur der hCAT-Proteine am Beispiel von hCAT-1 mit 14 TM-Modell. NH,- und
COOH-Termini liegen intrazellulir. Die potentiellen PKC-Phosphorylierungsstellen sind mit
P-Symbolen gekennzeichnet (in rot die PKC-Erkennungsstellen, die intrazelluldr liegen).
Die geéstelten Gebilde in der dritten und vierten extrazelluliren Schleife stellen potentielle
N-Glykosylierungsstellen dar.

B) Die vier hCAT-Proteine sind jeweils schematisch als Balken dargestellt. Die putativen PKC-
Phosphorylierungsstellen sind als kleine Balken eingezeichnet und die jeweiligen AS-Positionen
angegeben: fiinf bei hCAT-1 und -2A, vier bei hCAT-2B und zwei bei hCAT-3, wobei intrazelluldr
bzw. extrazelluldr liegende PKC-Erkennungsstellen jeweils nach unten und rot bzw. nach oben und
schwarz gezeichnet sind. Ein Bereich von 40 AS in der vierten intrazelluldren Schleife (als helles
Rechteck dargestellt und in Teilabb. A grau hervorgehoben) stellt die putative ,,funktionelle Doméne*
dar. hCAT-2A unterscheidet sich hier in 20 AS von hCAT-2B.
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2. Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich hauptsichlich mit dem kationischen Aminoséure-
Transporter hCAT-1. Dieser Transporter wird mit Ausnahme der Leber ubiquitdr in humanen
Zellen exprimiert und ist daher mit groBer Wahrscheinlichkeit der wichtigste Transporter fiir
die Versorgung humaner Zellen mit basischen Aminosduren (BAS). Im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit sollte hCAT-1 im Vergleich zu Isoformen hCAT-2A und -2B mit Hilfe
von elektrophysiologischen Untersuchungsmethoden weiterfiihrend charakterisiert werden.
Im zweite Teil der Arbeit sollte der Mechanismus der PKC-vermittelten Hemmung der

hCAT-1-Transportaktivitit gefunden werden.

Elektrophysiologische Charakterisierung des hCAT-1

Der Einfluss des Membranpotentials auf den Transport und die Verteilung von BAS
sollte in hCAT-1-exprimierenden Xenopus laevis Oozyten analysiert werden. Auflerdem
sollten hCAT-1-vermittelte transmembrandre L-Arginin-Strome mit Hilfe der two-electrode
voltage clamp-Methode (s. 4.1.3) charakterisiert werden. Hierbei sollten die Eigenschaften
von hCAT-1 zu Isoformen hCAT-2A und -2B verglichen werden. Weiterhin sollten die zuvor
von Nawrath et al. beobachteten, durch hCAT-2A- und -2B-vermittelten unspezifischen
Ionenstrome in Abwesenheit von BAS, so genannte Leck-Strome, an den hCAT-Isoformen
untersucht werden (Nawrath et al., 2000). Die hierfiir verantwortlichen Ionen sollten

herausgefunden werden.

Zur Regulation von hCAT-1 durch die PKC

Um den Mechanismus der PKC-vermittelten Inhibition der hCAT-1 Transportaktivitét
ndher zu beleuchten, sollte der Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Zelloberfldchen-
expression von hCAT-1 untersucht werden. Hierfiir sollten Fusionsproteine zwischen hCAT-1
und dem verstirkt griin fluoreszierenden Protein (EGFP) in X. laevis-Oozyten und humanen
Zellen exprimiert werden. Mit Hilfe konfokaler Mikroskopie sollten hiermit eventuelle
Anderungen der subzellulidren Lokalisation von hCAT-1 nach PKC-Aktivierung visualisiert
werden. Durch Biotinylierung der Zelloberflichenproteine und anschliefender Western-Blot-
Analyse sollten eventuelle hCAT-1-Expressionsdnderungen an der Zelloberfliche
quantifiziert werden. Anhand von Transportstudien mit radioaktiv markiertem L-Arginin
sollte der Effekt der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitit sowohl des
liberexprimierten, als auch des endogenen hCAT-1 untersucht und miteinander verglichen

werden.
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Um die Frage zu kldren, ob die PKC-vermittelte Regulation des hCAT-1 Zelltyp-
spezifisch ist, sollte auBerdem der Einfluss der PKC-Aktivierung auf die hCAT-1-

Transportaktivitét in verschiedenen humanen Zelllinien untersucht werden.

Weiterhin sollte die Frage beantworten werden, ob die PKC direkt das hCAT-1-Protein
phosphoryliert. Dazu sollte Transport und subzelluldre Verteilung einer hCAT-1-Mutante
untersucht werden, in der alle putativen PKC-Erkennungsstellen durch Mutagenese entfernt

wurden.
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3. Materialien

3.1 Laborgerite

B-Strahlen-Zéhler

Begasungsbrutschrianke
Binokular

Digitalkamera
Filmkassetten mit Screen
Fluoreszenzmikroskop
Gelelektrophoresekammern
Geltrockner
Gleichstromquelle

Heizplatte mit Magnetriihrer

Hochgeschwindigkeitszentrifugen

Kaltlichtquelle

Kapillarziehmaschine

Kreisschiittler

Kryostat
Kiihlfalle

Kiihlgerat

Kiihlschrank (18 °C)
Kiihlzentrifuge

Laborwaage

Mikrobiologische Brutschranke

Mikrotiterplatten-Photometer

Tri-Carb 1600 CA Liquid Scintillation Analyzer
(Packard)

Function Line (5 und 10% CO,) (Heraeus)
Leica GZ 6 (Leica)

Nikon DXM1200 digital camera (Nikon)
Biomax MS Intensifying Screen (Amersham)
Leitz DMRB (Leica)

Mini-Protean® & Protean”II Xi (Bio-Rad)
Modell 543 und 583 Gel Dryer (Bio-Rad)
Power Pac 3000 (Bio-Rad)

Ikamag®RCT (Janke & Kunkel)

J2-MC mit Rotoren JS13.1 und JA14; Avanti"
J-30I mit Rotoren JA25.50 und JLA16.250
(Beckmann)

KL 1500 electronic (Schott)

Eigenbau (Werkstatt des Pharmakologischen
Institutes)

KS 250 basic und KS 501 digital (Janke &
Kunkel); Heidolph UNIMAX 1010 (Heidolph)

Cryocut 1800 V 1.3 D (Leica Instruments, Jung)
Refrigerated Vapor Trap RVT 100 (Bio-Rad)
UKS 3602 (Liebherr)

7080900 (Liebherr)

Megafuge 1.0 R (Heraeus)

Sartorius (Werner Wolfinger)

WTC binder (Janke & Kunkel)

EL 340 Biokinetics Reader (BIOTEK
Instruments)
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Molecular Imager
Multipipette

PCR-Gerite

pH-Elektrode
pH-Meter
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Pneumatischer Injektor

Prizisionskiivette aus Quarzglas

ReagiergefaB3schiittler

sterile Werkbank
Taumlergerit

Tischzentrifugen

UV-Leuchttisch
UV-Sterilisationskammer
Vakuumpumpe
Vakuumzentrifuge
Wasserautbereitungsanlage
Wasserbad mit Badthermostat

v-Strahlen-Zéhler

Fiir die Elektrophysiologie

A/D Wandler

Binokular

Kaltlichtquelle

GS-250, Phosphor Imaging System (Bio-Rad)
Multipette (Eppendorf)

i-Cycler (Bio-Rad);
DNA Thermo Cycler TR 3 (Hybaid)

Ingold (Schott)
Schott CG 809 (Schott)
Gene Quant RNA/DNA Calculator (Amersham)

Eppendorf 1-10ul, 10-100pul, 50-250ul, 200-
1000ul (Eppendorf); Achtkanalpipetten 50-1500ul
Biohit Proline Modelle 710800 und ePET (Biohit)

Pipetus, Hirschmann Laborgeréte (Merck)
Transjector 5246 (Eppendorf)
Suprasil“, Schichtdicke 10mm, Hellma (Merck)

Heidolph REAX 2000 (Heidolph);
MS 1 Minishaker (Janke & Kunkel)

Biohazard (BDK)
Heidolph REAX 3 (Heidolph)

Biofuge 13 (Heraeus); Eppendorf 5417C und 3200
(Eppendorf)

Mini-Transilluminator (Bio-Rad)

GS Gene Linker (Bio-Rad)

Vacuubrand Typ R25 (Vacuubrand)

Speed Vac® SC 110 (Savant Instruments Inc.)
Milli-Q-Plus (Millipore/Waters)
Thermomix”® BU mit Frigomix® B (B. Braun)

Cobra I1°- Series (Packard)

DigiData 1200 und DigiData 1320A (Axon
Instruments Inc.)

Olympus SZX9 (Olympus)
Highlight 3100 (Olympus)
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Kapillarziehmaschine
Mikromanipulatoren

Oszillographen

Temperaturregler
Tisch mit Dampfung

Verstirker

Wasserbad mit Badthermostat

P-97 (Sutter Instruments Co.)
Micromanipulator MMJ (Mérzhéuser)

Nicolet 310 (Nicolet Instruments); HM 203.6
(Hameg)

TC-10 Temperature Controler (Dagan Co.)
Newport micro-controle (Newport)

Turbo TEC-05 (npi electronic GmbH);
Dagan CA-1B oocyte clamp amplifier
(Dagan Co.)

Thermo Haake (Haake)

3.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatten
Entwickler

Fixierer

Glaskapillaren fiir die cRNA-Injektion

Glaskapillaren fiir die Elektrophysiologie
Kapillarenauffiiller
Mikrokapillaren

Nahtmaterial, chirurgisches

Netzmaterial fiir Oozyteninjektion und
TEVC (Woven Polymer Filters)

Nitrozellulose Transfermembran

Parafilm®’"M”

Pasteur-Kapillarpipetten
PS-Réhrchen

Pipettenspitzen

96-Loch mit abgeflachtem Boden (Greiner)
LX 24 Verdiinnung 1:5 mit H,O (Kodak)
AL 4 Verdiinnung 1:5 mit H,O (Kodak)

Glass replacement 3,5nl (World Precision
Instruments)

GB150TF-8P (Science Products GmbH)
Microloader (Eppendorf)
Microfill 34 AWG (World Precision Instruments)

Vieryl® 2/0 (3-metric) V-6, resorbierbar Prolene™
3-0 usp (2-metric) V-7 (Ethicon, Johnson &
Johnson)

Spectra/Mesh®, 1000 um Weite, 1020 um Dicke
(Spectrum Laboratories Inc.)

0,2 uM, Protran® 83 (Schleicher & Schuell)

Laboratory Film, American National Can"~
(Merck)

“Volac”, 150 mm, John Poulton LTD (Schuch)

Polystyrol Rohrchen mit rundem Boden, Sml
(Greiner)

0,5-10ul, 10-100ul, 50-1000pl, 50-1500pul
(Sarstaed); Biohit Proline Tip 1200ul (Biohit)
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Reaktionsgefalle 0,5 ml Safe-Lock, 1,5 ml; 2,0 ml, 1,5 ml mit
Schraubdeckel (Eppendorf)

Rontgenfilme X-ray film (Agfa)

Sterilfilter Filter 0,2um (Schleicher & Schuell)

Szintillationsrohrchen Polyethylene (PE) Vials (Packard)

Transformationsrohrchen 14ml Rundboden 2059 Falcon

Polypropylenreagenzrohrchen (Schuch)
Whatman 3MM Papier (Machery & Nagel)

3.3 Chemikalien

3.3.1 Allgemeine Chemikalien

Acrylamid 30% (37,5:1) (AppliChem)
3-Aminobenzoesdureethylester (Sigma)

Acrylamid 40% (19:1) (AppliChem)

Agar (Invitrogen Life Technologies)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Sigma)

Ampicillin (Apotheke der Uniklinik Mainz, Ratiopharm)
Bradfordreagenz, 40%ige Losung (Bio-Rad)
Bromphenolblau (Sigma)

Chemilumineszenz Reagenz Plus (Perkin Elmer)
Diethylpyrocarbonat (Sigma)

Dimethylchlorsilan (Sigma)

Effectene® Transfektions Reagenz (Qiagen)

EZ-Link" Sulfo-NHS-SS-Biotin (Sulfosuccinimidyl-2-(biotinoamido)ethyl-1,3-
dithiopropionate) (Pierce)

Kaliumpermanganat (Sigma)

Kanamycin (Apotheke der Uniklinik Mainz, Ratiopharm)
Nucleosidtriphosphate (NTPs) und Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPs) (Amersham)
Piperazin-1,4-(2-Ethansulfonsdure) (PIPES) (Roth)
Protease-Inhibitor-Cocktail Tabletten, complete Mini (Roche)
RNase-Inhibitor 40U/ul (Amersham)

Szintillationsfliissigkeit Luma Safe (Perkin Elmer)
Szintillationsfliissigkeit Quicksafe A (Zinsser Analytic)
Tetramethylammoniumchlorid (TMACI) (ICN)

UltraLink” Immobilized NeutrAvidin (Pierce)

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Merck oder Roth in
p-a. -Qualitét bezogen.

25



Materialien

3.3.2 Radiobiochemika
Arginin, L-[4,5-°H]

Rubidium, **Rb
UTP [a-**P]
ATP [y-*P]

3.4 Enzyme und Kits

H,NC(=NH)NH(CH,),CH>CH(NH,)COOH
spezifische Aktivitét: 39 Ci/mmol (ICN)
spezifische Aktivitit: 1 mCi/mmol (Perkin Elmer)

spezifische Aktivitit: 3 mCi/mmol (ICN)
spezifische Aktivitét: 4,5 mCi/mmol (ICN)

Alkalische Phosphatase 10U/ul (New England Biolabs)

Collagenase A (Roche)

DNase I 10U/ul, RNase-frei (Roche)
Expand = High Fidelity PCR System (Roche)
mMessage mMachine = SP6-Kit fiir in vitro-Transkription (Ambion)

N-Glycosidase F 1U/ul (Roche)

NucleoBond® PC 100 (Macherey-Nagel)
NucleoSpin® Extract (Macherey-Nagel)

Proteinase K (Roche)

Qiaprep-Spin-Miniprep-Kit (Qiagen)

QuickChange" Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
RNase A 20mg/ml (Sigma)
RNase T1 100U/pul (Roche)

T3 RNA-Polymerase 20U/ul (Roche)

T7 RNA-Polymerase 10U/ul (Roche)

T4 DNA-Ligase (New England Biolabs)

T4 Polynukleotid-Kinase (Promega)

TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen Life Technologies)

Die Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs, Promega, Roche oder

Hybaid bezogen.
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3.5 Materialien fiir die Zellkultur

3.5.1 Nahrmedien und Medienzuséitze

Die benutzten Ndhrmedien enthielten L-Glutamin. Bei Ndhrmedien, die linger gelagert

waren, wurde L-Glutamin zugesetzt.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAA Laboratories GmbH)
DMEM / Nut Mix F-12 (Ham) (PAA Laboratories GmbH)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (PAA Laboratories GmbH)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth)

Fotales Rinderserum (FBS) (PAA Laboratories GmbH). Komplementinaktivierung durch
Inkubation bei 56°C fiir 30 Min.

Geneticin 418 sulfat (G418) (PAA Laboratories GmbH)

L-Glutamin 200mM (Invitrogen Life Technologies)

Penicillin/Streptomycin 100x (Invitrogen Life Technologies)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS) (Apotheke der Uniklinik Mainz)
Pyruvat 100x (Invitrogen Life Technologies)

Trypsin/ Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) 10x (Sigma)

3.5.2 Zelllinien

U-373MG

Zelltyp: humanes Glioblastom-Astrozytom

Herkunft: generiert aus einem Glioblastom eines 61 Jahre alten kaukasischen Mannes
Morphologie: epitheldhnliche, adhdrente Zellen

Referenz: Ponten und Macintyre, 1968

Medium: IMDM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5%CO2

Einfriermedium: IMDM + 10%FBS + 10% DMSO

A549/8

Zelltyp: humane Lungenkarzinom Zelllinie (Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase-
defizienter Klon)

Herkunft: generiert aus einem Lungentumor eines 58 Jahre alten kaukasischen Mannes
Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Giard et al., 1973

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 10%CO,

Einfriermedium: DMEM + 10%FBS + 10%DMSO
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EA.hy 926

Zelltyp: humane endotheliale Zelllinie

Herkunft: Fusionsprodukt aus der humanen A549/8 Zelllinie (s.0.) mit humanen
Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC)

Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Edgell et al., 1983

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 10%CO,

Einfriermedium: DMEM + 10%FBS + 10%DMSO

DLD-1

Zelltyp: humanes Kolon-Adenokarzinom

Herkunft: generiert aus einem kolorektalen Adenokarzinom
Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Dexter et al., 1979; Dexter et al., 1981

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 10%CO,

Einfriermedium: DMEM + 10%FBS + 10%DMSO

ECV 304

Zelltyp: humanes Blasenkarzinom

Herkunft: Subtyp der humanen Blasenkarzinomzelllinie T-24
Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Takahashi et al., 1990

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 10%CO,

Einfriermedium: DMEM + 10%FBS + 10%DMSO

HaCaT

Zelltyp: humane Keratinozyten-dhnliche Zelllinie

Herkunft: spontan veridnderte Zellen aus einer histologischen Gewebeprobe eines
Melanompatienten

Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Boukamp et al., 1988

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 10%CO2

Einfriermedium: DMEM + 10%FBS + 10%DMSO

A-673

Zelltyp: humanes Rhabdomyosarkom

Herkunft: generiert aus einem Rhabdomyosarkom eines 15 Jahre alten Maddchens
Morphologie: epitheldhnliche, adhérente Zellen

Referenz: McCune et al., 1993

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5%CO,

Einfriermedium: DMEM + 20%FBS + 10%DMSO
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SK-N-MC

Zelltyp: humanes Neuroblastom

Herkunft: die Zellen stammen von einem 14 Jahre alten kaukasischen Madchen
Morphologie: fibroblastenéhnliche, adhdrente Zellen

Referenz: Biedler et al., 1973; Barnes et al., 1981

Medium: IMDM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5% CO,

Einfriermedium: IMDM + 10%FBS + 10%DMSO

NT2

Zelltyp: humanes Teratokarzinom, mittels Retinséure zu Neuronen differenzierbar
Herkunft: generiert aus einem Teratokarzinom eines 22 Jahre alten kaukasischen Mannes
Morphologie: epitheliale, adhirente Zellen

Referenz: Pleasure und Lee, 1993

Medium: DMEM/Nut Mix F-12 (Ham) + 5% FBS + 1% Penicillin/Streptomycin
Inkubation: bei 37°C mit 5%CO,

Einfriermedium: 95%FBS + 5% DMSO

SK-N-SH

Zelltyp: humanes Neuroblastom

Herkunft: die Zellen wurden generiert aus einer Knochenmarksbiopsie eines 4 Jahre alten
Midchens mit metastasierendem Neuroblastom

Morphologie: neuroblasten- oder epithelédhnliche, adhdrente Zellen

Referenz: Biedler et al., 1973; Barnes et al., 1981

Medium: IMDM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5% CO,

Einfriermedium: IMDM + 10%FBS + 10%DMSO

SH-SY-5Y

Zelltyp: humanes Neuroblastom

Herkunft: klonierte Sublinie der Zelllinie SK-N-SH (s. oben)
Morphologie: epitheldhnliche, adhédrente Zellen

Referenz: Biedler et al., 1973; Barnes et al., 1981

Medium: DMEM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5%CO,

Einfriermedium: DMEM + 20% FBS + 10%DMSO

U-87TMG

Zelltyp: humanes Glioblastom-Astrozytom

Herkunft: generiert aus einem Glioblastom einer 44 Jahre alten kaukasischen Frau
Morphologie: epitheldhnliche, adhdrente Zellen

Referenz: Ponten und Macintyre, 1968

Medium: IMDM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5%CO,

Einfriermedium: IMDM + 10%FBS + 10%DMSO
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U-138MG

Zelltyp: humanes Glioblastom

Herkunft: generiert aus einem Glioblastom eines 47 Jahre alten kaukasischen Mannes
Morphologie: fibroblastenéhnliche, fusiforme Zellen
Referenz: Ponten und Macintyre, 1968

Medium: IMDM + 10%FBS

Inkubation: bei 37°C mit 5%CO,
Einfriermedium: IMDM + 10%FBS + 10%DMSO

3.5.3 Verbrauchsmaterialien

Fir die Zellkultur wurden sdmtliche Plastikwaren in steriler Verpackung bezogen oder

autoklaviert und ausschlieBlich unter der sterilen Werkbank gedffnet.

Deckgléser

Deckglas-
Gewebekulturkammern

Einbettmedium
Eindeckmedium
Einfrierr6hrchen
Einweg-Auslaufpipetten
Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen
Kulturflaschen
Objekttrager
Pasteur-Kapillarpipetten
Zahlkammer fiir Zellen
Zentrifugenrdhrchen

3.6 Oligonukleotide

@ 22mm (Roth)
Lab-Tek®™ Chambered coverglass, 4 und 8 chambers (Nunc)

Tissue Freezing Medium™ (Leica Instruments, Jung)
Permafluor  (Immunotech)

Cryogenic vials (Nalgene)

Iml, 5Sml, 10ml und 25ml (Falcon)

Multiwell " 6-Loch, 24-Loch und 96-Loch (Greiner; Falcon)
3cm, 6cm, 10cm und 15¢cm Durchmesser (Greiner)

25¢m” und 75cm? Fliche (Falcon)

76 x 36mm (Roth)

“Volac”, 230 mm, John Poulton LTD (Schuch)
Neubauer-Zahlkammer (Roth)

14ml Rundboden, 15ml und 50ml Spitzboden (Greiner;
Sarstedt)

Die Oligonukleotide wurden entweder fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR),

und/oder fiir die Sequenzierung eingesetzt. Sie wurden anhand der cDNA-Sequenz des
hCAT-1 in sense (ss) und antisense (as) Orientierung entworfen und bei Pharmacia oder
MWG Biotech AG zur Synthese in Auftrag gegeben. Eine detaillierte Auflistung der
benutzten Oligonukleotide befindet sich in den Kapiteln 4.5.1 und 4.5.4.

Die Anforderungen an die individuell synthetisierten Oligonukleotide waren Folgende:

¢ Eines der beiden Oligonukleotide musste zum kodogenen (as-Primer), das andere zum nicht

kodogenen Strang (ss-Primer) komplementér sein.
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¢ Die Linge der Oligonukleotide sollte zwischen 25 und 45 Basenpaaren (bp) liegen und die
Schmelztemperatur (Ty,), die nach folgender Formel berechnet wurde, groBer oder gleich
78 °C sein:

Tm=81,5+0,41(%GC) - 675/ N - % mismatch

(N = Primerlénge in bp; G = Guanidin; C = Cytosin).

e Der Primer sollte wihrend der Reaktion im Uberschuss vorliegen, wohingegen die

Konzentration der Template DNA variiert werden konnte.

3.7 Vektoren

pSP64T (Melton et al., 1984)

Der Klonierungsvektor pSP64T enthilt einen SP6-Promotor, der vor einer multiplen
Klonierungsstelle (MCS) liegt. Restriktionsenzyme, die in die MCS schneiden, konnen
zur Linearisierung der eingesetzten DNA genutzt werden. AuBlerdem ist eine Bgl II Stelle
zwischen dem SP6-Promotor und der MCS eingefiihrt worden, die eine Insertion von DNA
ermoglicht. Zwischen SP6-Promotor und der Bgl II Stelle liegt die 5'-untranslatierte Region
einer B-Globin ¢cDNA und zwischen der Bgl II Stelle und der MCS die 3'-untranslatierte
Region der B-Globin-Sequenz. Diese untranslatierten B-Globin-Sequenzen tragen zu einer
verbesserten Stabilitdt der in vitro-transkribierten cRNA in Oozyten bei. Der Vektor besitzt
zudem ein Resistenzgen gegen Ampicillin und eine Ori-Stelle (origin of replication). Eine

blau/weil3 Selektion ist nicht moglich.

pPEGFP-N1 (Clontech)

Das Plasmid pEGFP-NI1 enthélt die Sequenz fiir eine Variante des griin fluoreszierenden
Proteins (GFP). Das Wildtyp GFP Gen stammt aus der Qualle Aequorea victoria (Shimomura
et al., 1962; Chalfie et al., 1994). Das verstarkt griin fluoreszierende Protein (EGFP) enthélt
zwel Aminosdure(AS)-Substitutionen, zum einen Phenylalanin-64 zu Leucin, zum anderen
Serin-65 zu Threonin (Cormack et al., 1996). Dadurch kénnen eine stirkere Fluoreszenz und
eine hohere Expression in Sdugerzellen erreicht werden. Die MCS des Vektors sitzt zwischen
dem Cytomegalovirus (CMV)-Promotor und der kodierenden Sequenz fiir EGFP. In die MCS
eingesetzte Gene werden an den N-Terminus von EGFP fusioniert, sofern sie sich im offenen
Leserahmen befinden. Durch SV40 Polyadenylierungssignale am Ende des EGFP Gens ist
die richtige Prozessierung des 3'-Endes der mRNA gewdéhrleistet. Ein Neomycin-Resistenz-

Gen, dem ein SV40-Promotor vorgeschaltet ist, ermodglicht die Selektion transfizierter
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eukaryotischer Zellen mit G418. Ein bakterieller Promotor vor diesem Gen bewirkt

Kanamycin-Resistenz in E. coli.

pBluescript 11 SK(+) und pCR-Script™ SK(+) (Stratagene)

Das Plasmid pCR-Script’ SK(+) wurde durch Einfiigen einer Srf I Stelle in die
Polylinker Region von pBluescript II SK (+) hergestellt. Der Vektor ist aus dem
Bakteriophagen pUC19 abgeleitet. Durch das Vorhandensein des lacZ Gens ist eine blau/weil}
Selektion moglich. Die Bezeichnung SK weist darauf hin, dass die MCS so orientiert ist, dass
die Transkription von lacZ von der Sac I Restriktionsstelle zur Kpn I Restriktionsstelle
erfolgt. Zudem ist eine pUC und eine f1 (+) Ori-Stelle vorhanden. Die MCS ist von einem T3-
und T7-RNA-Promotor flankiert. Ein Ampicillin-Resistenzgen ermoglicht die Selektion durch
dieses Antibiotikum.
pCR®II-TOPO® (Invitrogen™)

Mit dem pCR*II-TOPO® Vektor lassen sich PCR-Produkte klonieren. Dabei werden die
iiberhdngenden 3'-Desoxythymidin(T)-Enden des linearisierten Vektors an die durch die Taq-
Polymerase hinzugefiigten 3'-Desoxyadenosin(A)-Enden des PCR-Produktes mit Hilfe der an
den T-Enden des Vektors gebundenen Topoisomerase I ligiert. Durch das Vorhandensein des
lacZ Gens ist eine blau/weil Selektion moglich. Zudem sind eine f1 und eine pUC Ori-Stelle
vorhanden. Ein Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgen ermdoglicht die Selektion durch die

jeweiligen Antibiotika. Die MCS ist von einem SP6- und T7-Promotor flankiert.

3.8 Antikorper

Primar-Antikorper:

EGFP, Living Colors Peptid-Antikorper (polyklonal), Verdiinnungsfaktor 1:300 (Clontech)
anti-hCAT-1 (Kh5) C-Terminus polyklonal, Verdiinnungsfaktor 1:200 (Graf et al., 2001)
anti-hB-Tubulin monoklonal, Verdiinnungsfaktor 1:1000 (Sigma)

Sekundar-Antikorper:

anti-Maus-IgG, Peroxidase gekoppelt, Verdiinnungsfaktor 1:3.000 (Sigma)

anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase gekoppelt, Verdiinnungsfaktor 1:10.000 (Calbiochem)
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3.9 Allgemein verwendete Puffer und Losungen

DEPC-Wasser (dH,0)

200ul Diethylpyrocarbonat (DEPC) in 11 Aqua bidest.
Die Losung wurde iiber Nacht geschiittelt und zur Entfernung von restlichem DEPC 1h
autoklaviert.

Repellsilan
200u1 Dimethyldichlorsilan in Sml Chloroform

PBS (phosphate-buffered saline) (10x) pH 7.4

1,4M NaCl
26,8mM KCl
17,6mM KH,PO,
101mM Na,HPO,

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (10x) pH 8.5

400mM Tris Base
1,14vol% Eisessig
10mM EDTA pH 8,0

pH 8,5 mit IN NaOH eingestellt

Tris-Borat-EDTA (TBE-Puffer) (10x) pH 8.0

900mM Tris Base
900mM Borséaure
20mM EDTA pH 8,0

Tris-EDTA (TE)-Puffer (1x) pH 8.0

10mM Tris HCI pH 8,0
ImM EDTA pH 8,0
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3.10 Sitz der Hersteller in Deutschland

Agfa - Leverkusen

Ambion - liber Ambion (Europe) Ltd, Huntingdon, Cambridgeshire, UK
Amersham Life Science - Freiburg

AppliChem - Darmstadt

Axon Instruments Inc. - iiber Science Products, Hofheim
B. Braun - Melsungen

BDK - Sonnenbiihl Genkingen

Beckmann - Dreieich-Buchschlag

Biohit GmbH - K6ln, Rodenkirchen

Bio-Rad - Miinchen

BIOTEK " Instruments - Bio-Tek European Coordination Center, Bad Friedrichshall
Calbiochem - Bad Soden

Clontech - Heidelberg

Dagan Co. - liber Science Products, Hotheim
Eppendorf - Hamburg

Ethicon GmbH - Norderstedt

Falcon - BD Biosciences, Heidelberg

Fisher Scientific - Schwerte

Gibco BRL (Invitrogen Life Technologies) - Karlsruhe
Greiner - Frickenhausen

Haake - iiber Fisher Scientific, Schwerte

Hameg - Frankfurt am Main

Heidolph - Schwabach

Heraeus - Hanau

Hybaid - Heidelberg

ICN Biomedicals - Eschwege

Immunotech - Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik - Staufen im Breisgau
Kodak - Stuttgart

Leica - Bensheim

Macherey-Nagel - Diiren

Mairzhéuser - Wetzlar

MBI Fermentas - St. Leon-Roth

Merck Eurolab GmbH - Darmstadt

Millipore/Waters - Eschborn

MWG Biotech AG - Ebersberg

Nalgene - iiber Nalge Europe Ltd, Neerijse, Belgien
New England Biolabs - Schwalbach

Newport - Darmstadt

Nicolet Instruments - nur iiber Madison, WI, USA
Nikon - Diisseldorf

npi electronic GmbH - Tamm

Nunc - iiber Nalge Europe Ltd, Neerijse, Belgien
Olympus - Hamburg

PAA Laboratories GmbH - Cdlbe

Packard - Frankfurt am Main

Perkin Elmer - Kdln

Pharmacia - iiber Amersham Life Science, Freiburg
Pierce (Perbio) - Bonn
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Promega - Mannheim

Qiagen - Hilden

Ratiopharm - Ulm

Roche Diagnostik - Mannheim

Roth - Karlsruhe

Sarstedt - Niirnbrecht

Savant Instruments Inc. - iiber Thermo Electron GmbH Bioscience Technologies, Dreieich
Schleicher & Schuell - Dassel

Schott - Hotheim

Schuch - Langgons

Science Products - Hotheim

Sigma-Aldrich - Deisenhofen

Spectrum Laboratories Inc. - tiber MembraPure GmbH, Bodenheim
Stratagene - Heidelberg

Sutter Instruments Co. - iiber Science Products, Hofheim
Vacuubrand GmbH - Wertheim

World Precision Instruments - Berlin
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4. Methoden

4.1 Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem

Die Oozyten des siidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis werden in der
experimentellen Biologie vielfach als Expressionssystem fiir verschiedene Transportproteine,
Ionenkanéle und Rezeptoren eingesetzt, denn sie bieten besondere Vorteile, die sie gegeniiber
anderen Expressionssystemen interessant machen. Die Oozyten sind in den letzten
Wachstumsstadien der Oogenese im Vergleich zu anderen Zellen sehr grof3 (etwa 1mm) und
einfach zu handhaben. Dadurch konnen die Zellen individuell behandelt werden und

funktionelle Analysen in Einzelzellen sind auf verhéltnismaBig einfache Weise moglich.

4.1.1 Gewinnung und Behandlung der Oozyten

Ca™-freier Puffer

96mM NaCl

2mM KCl

ImM MgCl,

SmM Hepes (pH 7,6)

Der Frosch wurde ca. 25 Min. in eiskaltem Wasser mit 0,1% 3-Aminobenzoe-
sdureethylester anisthesiert. Neben der betdubenden Wirkung von 3-Aminobenzoesdure
bewirkte auch die niedrige Temperatur der Losung, dass die Sensorik des Frosches
herabgesetzt wurde. Der andsthesierte Frosch wurde mit dem Riicken auf eine mit Eis gefiillte
Wanne gelegt. Die Haut und die Bauchwand wurden mit einem lcm langen Schnitt an der
Seite des Abdomens gedffnet. Teile der Ovarien wurden mit einer sterilen Pinzette aus der
Bauchhohle entnommen und sofort in Ca" -freien Puffer iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Bauchwand mit resorbierbarem und die Haut mit nicht resorbierbarem, sterilem
chirurgischem Nahtmaterial zugendht. Nach der Operation wurde der Frosch in ein
Wasserbecken gesetzt und so lange beobachtet, bis die Narkose nachgelassen hatte und das
Tier eigenstdndig an der Wasseroberflache Luft holen konnte. Um einer Infektion der Wunde

vorzubeugen, wurden einige Korner Kaliumpermanganat in das Wasser gegeben.
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ND96-Puffer (Ca™-haltiger Puffer)
Ca'"-freier Puffer mit 1,8mM CaCl,

Oozyten-Kulturmedium

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

Die Ovarienstiicke wurden mit einer Schere grob zerkleinert und in ein 15ml
Schraubdeckel-Réhrchen iiberfiihrt. Nach viermaligem Waschen mit Ca' -freiem Puffer
wurden die Oozyten mit Kollagenase behandelt, um Follikelzellen zu entfernen und die
Oozyten zu vereinzeln. Da Calcium Proteasen aktiviert, wiirde eine Behandlung mit
Kollagenase in Anwesenheit von Calcium die Oozyten zerstoren (Goldin, 1992), daher wurde
die Kollagenaseldsung (2mg/ml) in Ca’ -freiem Puffer hergestellt und vor der Anwendung
durch einen 40um Filter filtriert. Die Oozyten wurden fiir ca. 30 Min. bei Raumtemperatur
(RT) in der Kollagenaselosung unter leichtem Schiitteln inkubiert. Zur Entfernung der
Kollagenase wurden die Oozyten 15mal mit Ca'"-freiem Puffer gewaschen. Danach wurden
die Oozyten in NDO96-Puffer iiberfiihrt, unter einem Lichtmikroskop Oozyten des
Reifestadiums V oder VI (nach Dumont, 1972; Abb. 4) ausgesucht und diese in eine
Petrischale mit Oozyten-Kulturmedium iiberfiihrt. Die ausgesuchten Oozyten wurden iiber

Nacht (UN) oder bis zu 7 Tagen bei 4°C aufbewahrt, bevor sie mit cRNA injiziert wurden.

%? .ee

Abbildung 4: Reifestadien von X. laevis-Oozyten (Vorlage aus Smith et al., 1991)

Einteilung der Oozyten Reifestadien nach Dumont, 1972. Fiir die cRNA-Injektion wurden Oozyten
des Reifestadiums V oder VI ausgewéhlt. Der weile Balken unten links entspricht 500pum

4.1.2 In vitro-Synthese von cRNA

Zur Vermeidung einer Kontamination mit RNasen wurde bei der Herstellung der cRNA
moglichst RNAse-frei gearbeitet. Es wurden nur sterile Gefd3e und Pipettenspitzen benutzt,

und zu dem Transkriptionsansatz wurde DEPC behandeltes Aqua bidest. (dH,O) und RNase-
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Inhibitoren zupipettiert. Alle Arbeiten wurden mit Handschuhen verrichtet. Die DNA wurde
mit einem Restriktionsenzym, das hinter der codierenden Sequenz schneidet, linearisiert.
Hierfiir ist ein Restriktionsenzym geeignet, das einen 5’-Uberhang oder ein glattes Ende
hervorruft, da ein iiberhdngendes 3'-Ende als Erkennungsstelle fiir die RNA-Polymerase
dienen kann, was folglich zur Synthese von as-RNA fiihren wiirde (Goldin, 1992). In Tab. 4
sind die benutzten Plasmide mit den entsprechenden Enzymen zur Linearisierung aufgefiihrt.
Die linearisierte DNA wurde durch Phenolextraktion (s. 4.3.1) gereinigt, mit Ethanol

prazipitiert und in dH,O resuspendiert.

Tabelle 4: Benutzte Plasmide fiir die in vitro-Transkription von cRNA in X. laevis-Oozyten

Transporter Bezeichnung des Plasmids | Enzyme zur Linearisierung

hCAT-1 pSPhCAT-1-ABIC Eco RI, Sal I, Bam HI, Xma I

hCAT-1 S/A*76"482557 pSPHC-1 S/A476+482+557 |Eco RI, Sal I, Bam HI, Xma I
(PKC-Erkennungsstellen-

Mutante)
hCAT-2A phCAT-2A-118 Bam HI, Afl III, Sal I, Acc 1
hCAT-2B phCAT-2B-181 Sal I, Acc I, Xma I, Afl III

Hervorgehoben sind die Restriktionsenzyme, die am hiufigsten zur Linearisierung verwendet wurden.

Die cRNA in vitro-Transkription erfolgte nach Anleitung des mMessage mMachine
SP6-Kits. Folgende Reagenzien wurden bei RT in ein steriles 1,5ml Reaktionsgetfdll gegeben:
2ul  10x Transkriptionspuffer
10ul  2x Ribonukleotid-Mix (NTP-Mix) (10mM ATP, CTP, UTP, 2mM GTP und 8mM

Cap-Analog)

lug  linearisierte Template DNA
2ul  10x Enzym-Mix (SP6-RNA-Polymerase, RNase-Inhibitor)

Mit dH,0 auf ein Endvolumen von 20ul aufgefiillt.

Der Ansatz wurde gemischt, kurz zentrifugiert und 2h bei 37°C inkubiert. Danach
wurde 1ul RNase-freie DNase 1 (2E/pul) zugesetzt, gemischt, kurz zentrifugiert und fiir
15 Min. bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 30ul dH,O und 25ul LiCl-Prazipitations-
16sung (7,5M LiCl, 75SmM EDTA) wurde die Reaktion gestoppt und die RNA fiir mindestens
30 Min. bei —20°C gefillt. Nach der Zentrifugation (20 Min., 4°C, 14.000rpm, Tisch-
zentrifuge) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde in dH,O resuspendiert und 1pl zur Bestimmung der RNA-Konzentration
(s. 4.3.2) eingesetzt. Ein Aliquot der Probe wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (s. 4.3.3),
um die gewonnene RNA-Menge zu tliberpriifen. Die cRNA wurde bei —70°C gelagert.
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4.1.3 Injektion von cRNA in die Oozyten

Die Injektion der gewliinschten cRNA-Menge erfolgte mit Hilfe eines pneumatischen
Injektors und eines Binokulares. Als Injektionsnadel diente eine Glaskapillare, die mit einer
Kapillarziehmaschine hergestellt wurde. Die Spitze der Kapillare wurde mit einer Pinzette
abgebrochen, bis die Offnung fiir die Injektion groB genug war. Die Injektionsnadel wurde
mit Hilfe eines Kapillarenauffiillers mit 1-2ul der cRNA luftblasenfrei aufgefiillt und am
Kapillarenhalter des pneumatischen Injektors festgeschraubt. AnschlieBend wurde die richtige
Dosierung der cRNA-Menge anhand der Tropfengréfie ein- bis zweimal unter dem Binokular
tiberpriift. Die Menge der injizierten cRNA betrug 30ng in 40nl dH,O. Fiir die Injektion
wurden die Oozyten in einer Petrischale auf ein Netz mit einer Maschengréfle von Imm
gelegt und mit ND96-Puffer {iberdeckt. Die Injektion der cRNA erfolgte in den vegetativen
Pol, um zu vermeiden, dass RNA in den Zellkern injiziert wurde, da dieser in der animalen

Hilfte der Oozyte lokalisiert ist. Als Kontrollen wurden Oozyten mit 40nl dH,O injiziert.

4.1.4 Inkubation der Oozyten

Nach der Injektion wurden die Oozyten 2 - 5 Tage in einer Petrischale mit Oozyten-
Kulturmedium (enthilt 1,45mM L-Arg und 0,25mM L-Lys, BAS-beladene Oozyten) oder mit
ND96-Puffer (BAS depletierte Oozyten) bei 18°C inkubiert. Das Inkubationsmedium wurde
einmal tdglich erneuert und beschéddigte Oozyten aussortiert, da diese Salze bzw. Proteasen
abgeben, welche die Losung toxisch fiir die verbleibenden Oozyten machen (Goldin, 1992).
Nach der Expressionszeit wurden die Oozyten entweder fiir Transportstudien (s. 4.1.6), fiir

elektrophysiologische Untersuchungen (s. 4.2) oder Gefrierschnitte (4.1.5) verwendet.

4.1.5 Gefrierschnitte von Oozyten

Drei Tage nach Injektion der cRNA wurden die Oozyten viermal mit PBS gewaschen
und in Tissue Freezing Medium'  eingebettet. Dafiir wurden je drei Oozyten in eine
Halbkugel (& lcm) aus Alufolie mit ein paar Tropfen Einbettmedium gegeben, bis die
Oozyten gut eingedeckt waren. AnschlieBend wurde die Alufolie in 2-Methylbutan, das in
einem Plastikbecher mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde, gehalten. Sobald das
Einbettmedium fest war, wurde die Alufolie verschlossen und in fliissigen Stickstoff gegeben,
damit das Einbettmedium vollstdndig einfror. Die eingebetteten Oozyten wurden entweder bei
—20°C zwischengelagert oder es wurden direkt im Kryostat bei —15°C 12um diinne Schnitte
angefertigt und auf Objekttrager gezogen. Die Schnitte wurden unter dem Fluoreszenz-

mikroskop betrachtet und fotografiert.
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4.1.6 Transportstudien mit Oozyten

Na'-Aufnahmepuffer (10x)

20mM KCI

10mM MgCl,

10mM CaCl,

IM NaCl

50mM Tris-HCI (pH 7,4)
50mM Hepes (pH 7,6)

K*-Puffer (96mM K*-Puffer)

96mM KClI
2mM NaCl
ImM MgCl,
1,8mM CaCl,
SmM Hepes

mit 1 M KOH auf pH 7,6 eingestellt

Langzeit-Aufnahmestudien

Die Oozyten wurden dreimal mit Na'-Aufnahmepuffer gewaschen und in einem 2ml-
Eppendorf-Reaktionsgefil mit 200ul Na'-Aufnahmepuffer oder K'-Puffer mit einer
definierten Konzentration von L-Arginin und 10uCi/ml L-[’H]Arginin fir 6h in einem
Wasserbad bei 20°C inkubiert. 4-6 Oozyten wurden bei jedem Ansatz zusammen inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Oozyten viermal auf Eis mit der entsprechenden
Inkubationslosung gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Oozyten einzeln in
Szintillationsréhrchen iiberfithrt und mit 200pul 2% SDS lysiert. AnschlieBend wurde die

aufgenommene Radioaktivitdt gemessen (s. 4.1.7).

L-Arginin-Influx und -Efflux unter Gleichgewichtsbedingungen
(,,Equilibrium-exchange*‘- Kurven)

Die kinetischen Eigenschaften eines Transporters sind von der Substratkonzentration auf
beiden Seiten der Zellmembran und - bei geladenen Substraten - vom Membranpotential
abhédngig. Aus diesem Grund ist der Transport eines Substrates in den meisten Fillen
asymmetrisch (Stein, 1990). Nach Zugabe von K'-Puffer (Membranpotential (E,,)
aufgehoben) und gleichzeitige Vorinkubation mit der gleichen Konzentration an Substrat wie
fiir die Transportmessung verwendet, ist es moglich, den Transport im Gleichgewicht zu
messen (,,Equilibrium-exchange®). Equilibrium-exchange-Influx- und -Efflux-Zeitverldufe

wurden fiir den hCAT-1, -2A und 2B bestimmt.
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L-Arginin-Influx

Die Oozyten wurden 4-6h in einem 2ml-Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 200ul ImM
L-Arginin in K'-Puffer bei 20°C vorinkubiert. AnschlieBend wurde 10uCi/ml L-[’H]Arginin
zu den Proben pipettiert. Gruppen von 3-5 Oozyten wurden zusammen fiir 0.5, 1, 3, 10, 30,
100 und 300 Min. bei 20°C inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden die
Oozyten auf Eis viermal in der entsprechenden Inkubationslosung gewaschen, dann mit 200ul
2% SDS einzeln in Szintillationsrohrchen lysiert und die aufgenommene Radioaktivitét

gemessen.

L-Arginin-Efflux

Gruppen von 3-5 Oozyten wurden mit 1mM L-[*H]Arginin (10uCi/ml) in K'-Puffer fiir
3-4h bei 20°C aufgeladen. Der Efflux wurde bei 20°C in einem 2ml-Eppendorf-
ReaktionsgefiB mit 200ul K'-Puffer, der 1mM kaltes L-Arginin enthielt, durch Auswechseln
der Inkubationsldsung nach 0,5, 1, 3, 10, 30, 100 und 300 Min. bestimmt. Die verbleibende
Radioaktivitdt der einzelnen Oozyten wurde nach lysieren der Zellen mit 200ul 2% SDS in

Szintillationsréhrchen gemessen.

L-Arginin-Aufnahmestudien unter Einfluss von PMA

Gruppen von 6 Oozyten wurden dreimal in Na'-Aufnahmepuffer gewaschen und
anschlieBend in einem Reaktionsgefi mit 200pl Na ' -Aufnahmepuffer, der 100pM L-Arginin
enthielt, fiir 30 Min. bei 20 °C vorinkubiert (Kontrollen). Parallele Ansédtze wurden wéhrend
der Vorinkubation entweder mit 100 nM Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in 0,1%
DMSO oder nur 0,1 % DMSO zugesetzt. Nach der Vorinkubation wurden die Oozyten in
neue ReaktionsgefiBe mit 100uM L-Arginin in Na'-Aufnahmepuffer iiberfiihrt, 5 pCi/ml
L-[*H]Arginin zu den Proben pipettiert und die Aufnahme fiir 15 Minuten bei 20 °C bestimmt.
Die aufgenommene Radioaktivitdt der einzelnen Oozyten wurde nach Lysieren der Zellen mit

200ul1 2% SDS in Szintillationsrohrchen gemessen.

8Rb*-Influx und -Efflux

Rubidiumionen (Rb") benutzen die gleichen Transportmechanismen wie K'-Ionen,
daher gilt die Untersuchung von **Rb*-Flux als Marker fiir den K'-Transport (Tannen et al.,
1986; Miller und Edelman, 1990). **Rb" hat gegeniiber K -Isotopen (z.B. **K*) den Vorteil,
dass es eine deutlich ldngere Halbwertzeit (18 Tage) besitzt, was die Arbeit mit diesem
Marker erleichtert. Der **Rb-Influx und -Efflux wurde an hCAT-exprimierenden Oozyten

bestimmt.
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*Rb-Influx

Uber die gesamte Expressionszeit in ND96-Puffer depletierte Oozyten bzw. fiir 3h in
ImM L-Arginin vorinkubierte Oozyten wurden in einem 2ml-Eppendorf-Reaktionsgefal mit
ND-96-Puffer und 10uCi/ml **Rb" fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert. Nach den jeweiligen
Inkubationszeiten wurden die Oozyten auf Eis viermal in der entsprechenden Inkubations-
16sung gewaschen, in PS-Rohrchen iberfiihrt und die aufgenommene Radioaktivitdt

bestimmt.

“Rb"-Efflux

In ND96-Puffer depletierte Oozyten wurden in einem 2ml-Reaktionsgefdl mit 1 ml
ND96-Puffer oder K -Puffer und 20uCi/ml *Rb™ fiir 3h mit oder ohne ImM L-Arginin
vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Oozyten in ein neues 2ml-Reaktionsgefd3 mit 1,2ml
der entsprechenden Inkubationslosung iiberfiihrt. Der Efflux wurde durch Auswechseln von
Iml der Inkubationslésung nach 0,5, 1, 3, 10, 30 und 60 Min. bestimmt. Die radioaktive

Losung wurde in PS-Réhrchen iiberfiihrt und die aufgenommene Radioaktivitit bestimmt.

4.1.7 Messung der Radioaktivitiit

Messung von L-[*H]Arginin

Szintillatoren werden durch B-Strahlen angeregt und strahlen dadurch Lichtquanten ab.
Ein primérer Szintillator (z.B. 2,5 Diphenyloxazol) nimmt die Energie aus dem Szintillator
auf und fluoresziert bei hoherer Wellenlidnge. Diese Lichtquanten treffen auf einen
sekundéren Szintillator (z.B. 1,4 Bis(5-phenyloxazol-2-yl)-benzol), der dadurch angeregt wird
und Licht bei einer Wellenldnge aussendet, die eine gute Zahlausbeute ermoglicht (Wilson

und Goulding, 1991).

Zur Bestimmung der von den Oozyten aufgenommenen oder abgegebenen Menge an
L-[’H]Arginin wurden je 2ml Szintillationsfliissigkeit zu den lysierten Oozyten in
Szintillationsrohrchen vermischt und die Proben in den B-Strahlen-Zahler gestellt. Die
Radioaktivitit wurde in Zerfdlle pro Minute (dpm) gemessen. Daraus liel sich die

aufgenommene bzw. abgegebene Menge an L-Arginin mit folgender Formel berechnen:

C(Ar
N(mol) =dpm ( lzg)
2.22x10"a(Arg)
c(Arg): L-Arg-Konzentration (mol/l)
a(Arg): spezifische Aktivitit von L-[’H]Arg (Ci/l)
2.22x10": Konstante, um dpm in Ci umzurechnen
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Messung von ®*Rb*

Das Isotop **Rb" erzeugt neben p-Strahlen auch y-Strahlen. Daher wurde die von den
Oozyten auf- bzw. abgegebene Menge an *°Rb mit einem y-Strahlen-Zihler detektiert. Fiir die
Messung wurden die Oozyten bzw. 1ml der Inkubationsfliissigkeit in PS-Réhrchen {iberfiihrt
und in den y-Strahlen-Zdhler gestellt. Die aufgenommene Radioaktivitdt wurde in Zéhlrate

pro Minute (cpm) gemessen.

4.1.8 Berechnung des L-[’H]Arginin-Verteilungsvolumens

Das L-[’H]Arginin-Verteilungsvolumen wurde analog zur Methode von Grossman und
Furchgott fiir das Ca® Verteilungsvolumen berechtet (Grossman und Furchgott, 1964). Das
Verteilungsvolumen ist definiert als die Menge einer radioaktiven Substanz (in Zerféllen pro
Minute, dpm), die sich in ein definiertes Gewicht an Gewebe verteilt, bezogen auf die gleiche
Menge der Substanz, die in der Inkubationslosung ein der Gewebemenge entsprechendes
Volumen einnimmt. Daraus ergibt sich fiir das L-[’H]Arginin-Verteilungsvolumen in Oozyten

die folgende Berechnung:

L— [3 H ]Arg (dpm) / 1g Oozyten
L —[*H]Arg (dpm) / 1ml Lésung

L-[*H]Arginin-Verteilungsvolumen (ml/g) =

Die Masse einer einzelnen Oozyte wurde mit Hilfe einer Laborwaage bestimmt.
Es wurde das Abtropfgewicht von vier Gruppen von 100 Oozyten aus zwei verschiedenen
Froschen bestimmt und der Mittelwert fiir eine Oozyte ermittelt. Daraus ergab sich ein

Oozytengewicht von 0,78 + 0,08mg (+ SD).
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4.2 Elektrophysiologische Untersuchungen an hCAT-exprimierenden
Oozyten

Das Ruhemembranpotential einer Zelle stellt sich in einem Gleichgewichtszustand ein,
bei dem iiber die Zellmembran kein Nettofluss elektrischer Ladung stattfindet. Wird die Zelle
mit Hilfe einer Spannungsklemme (s. 4.2.1 Voltage clamp-Methode) auf ein anderes Potential
gezwungen, wirkt auf die geladenen Teilchen um die Zellmembran, entlang des elektrischen
Feldes, eine elektromechanische Kraft, welche die Teilchen bei einer entsprechenden
Leitfahigkeit {iber die Zellmembran bewegt. Der Nettofluss der Ladung ist als elektrischer
Strom messbar. Konventionsgeméd3 wird ein Anionenstrom der sich von der Masse weg
bewegt mit einem positiven Vorzeichen belegt. In der Elektrophysiologie wird der Extra-
zelluldrraum als Masse definiert und entsprechend ein Einwirtsstrom von Kationen mit einem
negativen, ein Auswirtsstrom von Kationen mit einem positiven Vorzeichen belegt.

Fiir Anionen ergibt sich das jeweils gegensitzliche Vorzeichen.

4.2.1 Die voltage clamp-Methode

Mit Hilfe der voltage clamp-Methode (Spannungsklemme) lassen sich die elektrischen
Eigenschaften von Zellmembranen messen. Da die elektrophysiologischen Studien in der
vorliegenden Arbeit ausschlieBlich an X. laevis Oozyten durchgefiihrt wurden, wird im
Folgenden nur auf die two-electrode voltage clamp(TEVC)-Methode fiir Oozyten
eingegangen. Bei der TEVC-Methode werden zwei Glaspipettenelektroden in die Oozyte
eingestochen, eine dritte Elektrode befindet sich aullerhalb der Zelle (Abb. 5). Sie wird auch
als Badelektrode bezeichnet, und gilt als Referenzelektrode (Masse). Eine der intrazelluldren
Elektroden bezeichnet man als Potentialelektrode. Sie misst passiv (d.h. ohne dass ein Strom
flieBt) das Potential, das iiber der Oozytenmembran anliegt. Die andere intrazelluldre
Elektrode bezeichnet man als Stromelektrode. Sie reguliert aktiv, durch einen injizierten
Strom in die Zelle das Membranpotential. Legt man mit der Stromelektrode einen Strom iiber
der Membran an und hélt damit das Membranpotential konstant, spricht man von
Spannungsklemme. Bei konstantem Membranpotential fliet dann durch die Stromelektrode
in umgekehrter Richtung genau so viel Strom wie {iber die gesamte Membranoberfliche der

Zelle. Mit dieser Technik kénnen Anderungen im transmembraniren Strom detektiert werden.

44



Methoden

Abbildung 5: Die two-electrode voltage clamp(TEVC)-Methode
(modifiziert nach Baumgartner et al., 1999)

Bei der TEVC-Methode befindet sich eine Oozyte in einer Kammer mit Pufferlosung. Zwei
Glaspipettenelektroden werden in die Oozyte eingestochen. Uber die Potentialelektrode (Ey) wird
passiv (d.h., ohne dass ein Strom flieft) das Potential, das iiber der Oozytenmembran anliegt,
gemessen. Die Stromelektrode (E;) reguliert aktiv, durch einen injizierten Strom in die Zelle das
Membranpotential. Als Referenzelektrode (Masse) wird die Badelektrode (Eg) benutzt, die sich
aulerhalb der Zelle befindet. Mit Hilfe eines Voltage clamp Verstérkers kann das Membranpotential
konstant gehalten werden. Dafiir wird das Membranpotential (Vy) der Zelle am Verstirker (D)
gemessen und anschlieBend mit dem Steuerpotential (V¢) am Differenzverstirker (A) verglichen.
Unterschiede im Membranpotential werden von Verstdrker (C;) durch Injizieren eines Stromes in die
Zelle iiber die Stromelektrode ausgeglichen. Falls erforderlich, werden kapazitive Stréme vom
Verstirker (C,;) durch eine extrazelluldre Strominjektion {iber die kapazitive Elektrode (E()
kompensiert.

Herstellung der Mikropipetten und der Elektroden
Die Mikropipetten wurden mit Hilfe einer Kapillarziechmaschine aus Glaskapillaren
hergestellt. Dafiir wurde die Kapillare in der Kapillarziechmaschine zwischen zwei Schrauben

festgeklemmt, vom Gerét nach einem festgelegten Programm erhitzt und seitlich auseinander
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gezogen, wobei sich die erhitzte Stelle zu zwei feinen Spitzen formte. Die Pipetten wurden
mit einer 3M KCI-Losung blasenfrei gefiillt, um die elektrische Leitfahigkeit zwischen
der Zelle und der Elektrode herzustellen. Als Elektroden wurden chlorierte Silberdrdhte
(Ag/AgCl-Elektroden) benutzt. Zur Chlorierung wurden die Silberdrdhte in 1M HCI-Losung
eingetaucht und 45 bis 60 Min. bei 1V galvanisiert. AnschlieBend wurde die Elektrode in die
mit KCI-Losung befiillte Mikropipette eingefiihrt und der Widerstand der Mikroelektrode
bestimmt. Fiir die Versuche wurden Mikroelektroden mit einem elektrischen Widerstand
zwischen 0,8 - 2MQ) (bei Spannungsklemme) oder zwischen 10 - 20MQ (bei Messung des

Membranpotentials) benutzt.

Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau bestand aus einem Binokular, zwei Mikromanipulatoren mit
Pipettenhaltern und einem Plexiglasbad. Die Oozyte lag in einem ca. 2ml fassenden
Kompartiment, das iiber eine Bohrung mit einem 100ml-Reservoir verbunden war. Wahrend
des Experiments wurde die Oozyte von ND96-Puffer umspiilt. Die Umwilzung der Losung
im Bad erfolgte mittels Gasdruck durch einen Gas- Fliissigkeitsmischer. Zur Begasung des
Bades wurde Sauerstoff verwendet. So war es moglich, die Experimentierlosung des
Reservoirs zu wechseln, ohne die Oozyte mechanisch oder elektrisch zu beeinflussen. Die
Temperatur der Badlosung wurde fiir alle Versuche mit Hilfe eines Temperaturreglers oder
eines Wasserbades mit Kiihlung konstant auf 20°C gehalten. Die elektrophysiologischen

Messungen wurden mit Hilfe eines Voltage clamp Verstirkers durchgefiihrt.

4.2.2 Messung des Membranpotentials

Das Membanpotential von BAS-depletierten Oozyten, mit BAS beladenen Oozyten oder
iiber mindestens 6h ND96-Puffer mit einer definierten Menge an L-Arginin inkubierten
Oozyten wurde in ND96-Puffer oder in der jeweiligen Vorinkubationslosung mit der
Potentialelektrode bestimmt. Dabei wurde gewartet, bis die Oozyte nach dem Einstechen der

Elektrode ausheilte, und das Membranpotential {iber mindestens fiinf Minuten konstant blieb.

4.2.3 Messung von transmembraniren Stromen

Fiir die Messung von transmembranéren Strémen wurden die beiden Mikropipetten mit
Hilfe der Mikromanipulatoren in die Oozyte eingebracht. Nach dem Einstechen der
Mikropipetten in die Oozyte wurde gewartet, bis sich zwischen Pipettenaulenseite und
Zellmembran ein Gigaohm(GQ)-Widerstand gebildet hatte. Zur Messung dieses Widerstandes

wurde die Oozyte auf ein Potential von -60mV geklemmt und anschlieBend ein Rechteckpuls
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von 10mV angelegt; dabei wurde der Stromverlauf beobachtet. Anderte sich dieser nicht um
mehr als 1nA, konnte von einem Widerstand von mehr als 1GQ2 zwischen Mikropipette und
Zellmembran ausgegangen werden. Nach einer Wartezeit von 5 bis 10 Min. wurde das
Membranpotential der Oozyte iiber einen Zeitraum von 2 bis 3 Min. beobachtet. Hielt sich das
Membranpotential der Zelle konstant, konnte mit dem Versuch begonnen werden.

Zur Messung transmembrandrer Strome wurde das Membranpotential bei der bei
den einzelnen Versuchen jeweils angegebenen Spannung konstant gehalten (geklemmt).
Die gemessenen Strome und Spannungen wurden simultan auf der Anzeige eines digitalen
Oszilloskops sichtbar gemacht. Zur Steuerung des Verstirkers (Hohe und zeitlicher Verlauf
des Klemmpotentials) und zur Aufnahme der gemessenen Strome wurde die
Steuerungssoftware pClamp 8.0 (Axon Laboratories) verwendet. Die Verbindung zwischen
Verstirker und Computer wurde mit einem A/D-Wandler hergestellt. Die elektro-

physiologischen Messungen wurden mit zwei unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt:

Zeitverlauf

Die Oozyte wurde iiber einen definierten Zeitraum auf ein bestimmtes Potential
geklemmt. Uber diese Zeit wurde fortlaufend der Membranstrom aufgezeichnet. Wurde durch
Zugabe einer zu testenden Substanz in die Badlosung die Membranleitfahigkeit veréndert,

konnte dieser Effekt direkt an einer Verdnderung des Ausgleichstromes gesehen werden.

Strom-Spannungs-Beziehungen (I/V-Kurven)

Die Oozyte wurde auf ein bestimmtes Potential geklemmt. Alle 1-4s wurde die
Klemmspannung in Form eines Rechteckpulses in 10 oder 20mV Schritten sukzessiv auf
Werte zwischen —140mV und +60mV verdndert. Die resultierenden Transmembranstrome
wurden an einem IBM-Computer mit Pentium-Prozessor mit Hilfe des Programmes pClamp 8
aufgezeichnet und ausgewertet. Zur Darstellung von I/V-Kurven wurde die GroBe der
transmembraniren Strome am Ende der Spannungspulse (Signal im Gleichgewicht) abgelesen

und gegen die angelegte Spannung aufgetragen.

Messung der durch BAS-induzierten Strome

Zur Messung von BAS-Stromen wurden die Oozyten bei —60mV geklemmt.
Anschliefend wurde eine Kontroll-I/V-Kurve in Abwesenheit von BAS bestimmt und danach
der Stromverlauf nach Zugabe einer bestimmten kationischen AS registriert. In Anwesenheit

der zugegebenen kationischen AS wurde erneut eine I/V-Kurve bestimmt. Nach flinfmaligem
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Spiilen des Bades mit ND96-Puffer konnte erneut ein Versuch (z.B. mit einer anderen BAS)
durchgefiihrt werden. Dies erfolgte nur, wenn die Oozyte ein konstantes Membranpotential
unter Kontrollbedingungen zeigte. Fiir die Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
einer bestimmten BAS wurden die Konzentrationen der untersuchten AS additiv ins Bad
zugegeben. Dabei wurden der Stromverlauf und die konzentrationsabhingigen Maximal-

strome registriert.

Messung des L-Arginin-Stromes unter Gleichgewichtsbedingungen

Die Messungen von L-Arginin-Stromen unter  Gleichgewichtsbedingungen
(,,Equilibrium-exchange") erfolgte nach einer Inkubation der Oozyten in K'-Puffer mit
unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen {iber 4 bis 6h in der jeweils gleichen
Inkubationsldsung. Dabei wurden die Zellen bei 0V geklemmt und eine I/V-Kurve zwischen

—60 mV und +60 mV in 20mV-Schritten bestimmt.

Messung von einwertigen Kationenstromen
TMACI-Puffer (Kontrollpuffer)

98 mM Tetramethylammoniumchlorid (TMACI)
1,8mM CaClz

ImM Mg Cl,

SmM Hepes

pH 7,6 mit IM TMAOH eingestellt

Fiir die einzelnen Kationenlosungen wurde TMACI durch die entsprechende Konzentration
von NaCl, KCl, RbCl, CsCl oder LiCl ersetzt. Der pH-Wert von 7,6 wurde durch Zugabe der
entsprechenden Hydroxide eingestellt.

Einwertige Kationenstrome wurden an hCAT-2B exprimierenden Oozyten gemessen.
Die Oozyten wurden bei —60mV geklemmt und das Strominkrement wurde nach Zugabe der
einzelnen Kationenldsungen registriert. AnschlieBend wurde eine I/V-Kurve zwischen Werten
von —140mV bis +40mV in 20mV Schritten bestimmt. Als Kontroll- und Spiillésung wurde
Tetramethylammoniumchlorid-Puffer (TMACI-Puffer) benutzt. Mehrere Kationen konnten
bei einer einzelnen Oozyte gemessen werden, solange das Membranpotential der Oozyte nach
dem Spiilen unter Kontrollbedingungen stabil blieb. Zum Blockieren von Kaliumstromen
wurden SmM Tetraethylammoniumchlorid (TEACI) und/oder 1mM Bariumchlorid (BaCl,)

eingesetzt.
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4.2.4 Auswertung der elektrophysiologischen Daten

Berechnung der Leitfahigkeit

Durch lineare Regression der I/V-Kurven zwischen Membranpotentialwerten von
—100mV bis OmV wurde die Steigung der I/V-Kurven ermittelt, die als Mal} fir die
Leitfahigkeit (G) gilt, entsprechend der Gleichung: G = oI / OE, wobei ol fir die
Membranstromdifferenz und J8E fiir die Membranpotentialdifferenz steht. Um die
Verinderung der Membranleitfihigkeit bei Anderung von Ionenkonzentrationen in der
Badlosung darzustellen, wurde jeweils vor und nach Austausch der Badlosung die Grofle der
Leitfdhigkeit bestimmt, miteinander verrechnet und als Differenzleitfdhigkeit (A G)
bezeichnet. In manchen Féllen wurde A G durch Subtraktion der Leitfahigkeit H,O-injizierter

Kontroll-Oozyten von der Leitfdhigkeit der hCAT-Isoformen berechnet.

L-Arginin-induzierter Strom

Subtraktion der Strome aus einer I/V-Kurve unter Kontrollbedingungen (in Abwesenheit
von L-Arginin) von denen nach L-Arginin-Zugabe ergab den L-Arginin-induzierten Strom
(A 1) in Abhéngigkeit von angelegter Spannung und der zugegebenen L-Arginin-

Konzentration.

Equilibrium-exchange und Transport-Kinetik

Bei Equilibrium-exchange-Versuchen wurde die Leitfdhigkeit fiir jede L-Arginin-
Konzentration nach Subtraktion der entsprechenden Leitfdhigkeiten in H,O-injizierten
Oozyten bestimmt. Die errechneten Leitfdhigkeiten wurden gegen die L-Arginin-
Konzentration aufgetragen. Unter der Annahme, dass der L-Arginin-Transport der Michaelis-
Menten-Kinetik folgte, wurde fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurve die maximale

Leitfahigkeit Gmax (Vmax) und die Michaelis-Menten-Konstante Ky berechnet.
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4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Extraktion von Nukleinsauren mit Phenol

Ein Gemisch aus Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1) dient zur Entfernung
von Proteinen aus einer Nukleinsdure-Priparation. Chloroform denaturiert Proteine und
erleichtert die Trennung der wissrigen und organischen Phase. Isoamylalkohol vermindert

das Schaumen wihrend der Extraktion (Sambrook et al., 1989).

Tris-gepuffertes Phenol (pH 8.0)

Das Phenol (11) wurde bei 68°C geschmolzen und solange mit 0,5M Tris-HCI pH 8,0 versetzt
bis der pH Wert 8,0 betrug, dann wurde die Losung mit 100ml 100mM Tris-HCl pH 8,0
tiberschichtet und mit 0,1% (m/V) Hydroxyquinolin versetzt.

Die Nukleinsédureproben wurden mit dem gleichen Volumen Phenol : Chloroform :
Isoamylalkohol versetzt. Der Ansatz wurde gut vermischt und anschlieBend zentrifugiert
(8 Min., Raumtemperatur (RT), 14.000rpm, Tischzentrifuge). Die wissrige Oberphase wurde
moglichst vollstindig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Bei einigen
Proben wurde die Phenolextraktion ein zweites Mal durchgefiihrt. Um eventuell mitgefiihrte
Phenolreste zu entfernen, wurde zuletzt noch einmal das gleiche Volumen Chloroform :
Isoamylalkohol (24:1) zu der Probe gegeben und wie zuvor gemischt, zentrifugiert und die

obere Phase abgenommen. Anschliefend wurden die Nukleinsduren mit Ethanol préizipitiert.

Prazipitation von Nukleinsauren mit Ethanol

Zur Konzentrierung von Nukleinsduren kann eine Fillung mit Ethanol durchgefiihrt
werden. Das Prazipitat wird in Gegenwart moderater Konzentrationen von monovalenten
Kationen gebildet. Dabei konnen Typ und Konzentration der monovalenten Kationen
variieren. Géngig sind Ammoniumacetat (2,0 - 2,5M), Lithiumchlorid (0,8M), Natriumchlorid
(0,2M) und Natriumacetat (0,3M, pH 5,2) (Sambrook et al., 1989).

Nachdem eine der oben angegebenen Salzlosungen in der entsprechenden Konzentration
zupipettiert war, wurde der Ansatz gemischt und das Zweifache des Volumens an Ethanol
zugefiigt. Die Fillung erfolgte bei —20°C fiir mindestens 1h oder bei —70°C fiir mindestens
30 Min.. Danach wurde zentrifugiert (20 Min., 4°C, 14.000rpm, Tischzentrifuge) und das
Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Um die noch vorhandene Fliissigkeit
vollstdndig zu entfernen, wurde das Reaktionsgefa3 mit ge6ffnetem Deckel auf ein Papiertuch
gestellt. Das getrocknete Pellet wurde dann in sterilem Aqua bidest. oder TE-Puffer

resuspendiert.
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4.3.2 Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNA

Die Konzentration der DNA- bzw. RNA-Proben wurde iiber die optische Dichte (OD)
bei 260nm bestimmt. Eine ODx6onm von 1,0 entspricht dabei einer Konzentration von 50pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 40ug/ml einzelstrangiger RNA. Das Verhéltnis OD26onm/OD28onm
sollte 1,8 fiir DNA und 2 fiir RNA betragen, kleinere Verhéltnisse zeigen Verunreinigungen
mit Proteinresten an. Bei 320nm konnen Verunreinigungen mit Phenol detektiert werden.
Die OD3zonm sollte Null betragen, da Nukleinsduren diese Wellenldnge nicht absorbieren.
Die Proben wurden fiir die Messung in der Regel 1:100 oder 1:50 verdiinnt. Die gemessene
DNA-Konzentration wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese (s. 4.3.3) iiberpriift. Dazu
wurde die linearisierte DNA auf einem Gel aufgetrennt und die Intensitit der Bande mit den

Banden eines Groflenmarkers verglichen, dessen Konzentration bekannt war.

4.3.3 Auftrennung von Nukleinsiuren iiber Agarosegelelektrophorese

Ladepuffer (6x)

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

Mit der Agarosegelelektrophorese konnen Nukleinsdurefragmente nach ihrer Grofe
aufgetrennt werden. Da die Nukleinsduren bei einem neutralen pH-Wert aufgrund der
Phosphatgruppen im Phosphodiesterriickgrat polyanionisch sind, wandern die Molekiile im
elektrischen Feld zur positiven Elektrode. Die zuriickgelegte Wegstrecke linearer
Nukleinsduren ist umgekehrt proportional zum log;o der Anzahl der bp (Helling et al., 1974).
Die aufgetrennten Nukleinsduren kénnen dann unter UV-Licht mittels des interkalierenden
Farbstoffs Ethidiumbromid bis zu einer Konzentration von 5ng sichtbar gemacht werden
(Sharp et al., 1973). Superhelicale ringformige, entspiralisierte ringformige und linearisierte
DNA des gleichen Molekulargewichts laufen unterschiedlich schnell durch das Agarosegel
(Thorne, 1966). Eine eindeutige Aussage iliber die Grofle der DNA kann somit nur getroffen

werden, wenn die DNA im linearen Zustand vorliegt.

In der Regel wurden 1%ige Agarosegele angefertigt. Hierzu wurden 1g Agarose in
100ml TAE-Puffer eingewogen und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose
vollstindig gelost war. 20ul Ethidiumbromid (Img/ml) wurden in die Agaroseldsung
zupipettiert und das Gel in den vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Die
Elektrophoresekammer wurde mit TAE-Puffer gefiillt und der Gelschlitten mit dem fest

gewordenen Gel hineingestellt. Die Probe wurde mit '/stel Volumen Ladepuffer versetzt und
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in die Taschen des Gels pipettiert. Als DNA-Gro3enmarker diente mit Eco 911 geschnittene
Lambda-DNA, von der stets 6yl (0,5ug) mit auf das Gel aufgetragen wurden. Eine Spannung
von 50 - 100V (0,5 - 1V/em?) wurde angelegt, bis die Proben weit genug aufgetrennt waren.
Die zuriickgelegte Strecke konnte anhand der Farbmarker, die dem Ladepuffer zugesetzt
waren, abgeschitzt werden. Dabei lief die dunkelblaue Bromphenolblaubande in Hohe
von ca. 300 bp und die hellblaue Xylencyanolbande in Hohe von ca. 4 Kilobasenpaaren (kb).
Das Ergebnis konnte dann unter UV-Licht iiberpriift werden.

4.3.4 Arbeiten mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA-Molekiile an bestimmten Nukleotid-
sequenzen spalten. Jede Nuklease erkennt eine spezifische in der Regel palindromische
Sequenz von vier bis acht Nukleotiden. Je nach Art des Enzyms wird durch die Restriktion
ein iiberhidngendes Ende oder ein glattes Ende erzeugt. Allgemein gilt, dass 1 Einheit (E)

eines Enzyms bei dem jeweiligen Temperaturoptimum in lh 1pg Lambda-DNA schneidet.

Fiir einen analytischen Restriktionsverdau, bei dem die gegliickte Insertion einer Fremd-
DNA in ein Plasmid iiberpriift werden sollte, wurden 1-2ug DNA eingesetzt. In einem 20ul
Ansatz wurden 2ul Reaktionspuffer (10x) des jeweiligen Enzyms und 2E des Enzyms mit der
DNA vermischt und fiir 2h im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Da in den Plasmidpréparationen
teilweise noch RNA vorhanden war, wurde der Ansatz mit 1ul RNase A (1pug/ul) versetzt und
15 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Verdau mit 6x Ladepuffer versetzt und auf ein
Agarosegel aufgetragen. Fiir einen préparativen Restriktionsverdau wurden 10pg DNA in
einem 200ul Ansatz mit 30E Enzym geschnitten. Bevor die Probe auf ein priparatives
Agarosegel aufgetragen wurde, wurde sie mit Ethanol prézipitiert und in einem kleineren

Volumen aufgenommen.

4.3.5 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel

Die DNA wurde iiber ein frisch hergestelltes Agarosegel bei einer Spannung von 50V
aufgetrennt. Anschliefend wurde das Gel auf eine saubere Klarsichtfolie gelegt. Unter UV-
Licht wurden mit einem sterilen Skalpell die betreffenden Banden ausgeschnitten. Dabei
wurde eine UV-Lampe mit langwelligem UV-Licht so kurz wie moglich eingesetzt, um
Strangbriiche in der DNA durch das UV-Licht zu vermeiden. Die Agarosestiicke wurden in
sterile Reaktionsgefidle tiberfiihrt und bei 50°C in einem Wasserbad geschmolzen. Die Probe
wurde auf eine Saule (NucleoSpin® Extract) tliberfithrt und nach Angaben des Herstellers

(Macherey-Nagel) eluiert.
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4.3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationspuffer (10x)

500mM Tris-HCI (pH 7,6)
100mM MgCl,

100mM DTT

0,5mg/ml bovines Serum-Albumin (BSA)

Die Ligasen besitzen die Eigenschaft, sowohl einzelstringige als auch doppelstringige
DNA-Fragmente zu verbinden. Die T4 DNA-Ligase katalysiert in Gegenwart von ATP die
Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einem 3’-Hydroxylende und einem
5’-Phosphatrest. Die Effizienz der Ligation ist groer bei DNA-Fragmenten mit
iiberhdngenden Enden (,,sticky ends"), die komplementir zueinander sind, als bei glatten

Enden (,,blunt ends").

Die Plasmid-DNA und das Insertionsfragment wurden im Verhéltnis 1:3 gemischt und
in einem 10ul Ansatz mit 1yl Ligationspuffer (10x), 1 pul 10 mM ATP und 1 pl (1E) T4
DNA-Ligase gemischt. Als Kontrolle diente derselbe Ansatz ohne Zugabe des
Insertionsfragmentes. Die Inkubation erfolgte UN bei 16°C im Wasserbad. AnschlieBend
wurde eine Transformation durchgefiihrt (s. 4.3.7) und resistente Klone fiir Minipriparation
(s. 4.3.8) gepickt. Nach Isolierung der Plasmide mittels Minipréparation erfolgten ein
Restriktionsverdau verschiedener Klone und eine Analyse der geschnittenen DNA mit Hilfe
der Gelelektrophorese. Die Plasmid-DNA positiver Klone wurde in groleren Mengen durch

Midipréparation (s. 4.3.8) gewonnen.

4.3.7 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Um Fremd-DNA in Bakterien einbringen zu kdnnen, miissen diese zundchst kompetent
gemacht werden. Diese Kompetenz, ringférmige oder linearisierte DNA aufzunehmen,
erhalten Bakterien durch die Behandlung mit eiskalter CaCl,-Losung (Mandel und Higa,
1970; Hanahan, 1983). Zur Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen wurde die von Inoue

et al. beschriebene Methode angewandt (Inoue et al., 1990).

TB-Puffer

10mM PIPES
15mM CaClz
250mM KCl
55mM MnCl,

Vor Zugabe von MnCl, den pH mit KOH auf 6,7 einstellen. Losung steril filtrieren.
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Am Vortag wurden die Bakterien (Epicurian Coli® XLI1-Blue oder DH50."
superkompetente Zellen) auf einer LB-Platte ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert. Am
nichsten Tag wurden 10 bis 12 groBe Kolonien von der Platte in 250ml SOB Medium in
einem 2 | Kolben angeimpft. Die Kultur wurde bei 18°C unter Schiitteln (200-250 rpm)
inkubiert, bis eine ODgyoum von 0,6 erreicht war. Der Kolben wurde fir 10 Min. auf Eis
gestellt und anschlieend die Bakterien abzentrifugiert (10 Min., 4°C, 4000rpm, JLA 16.250
Rotor, Avanti J-30 I). Das Pellet wurde in 80ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und
10Min. auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 Min., 4°C, JLA 16.250
Rotor, Avanti J-30 I) wurde das Pellet in 20ml TB-Puffer resuspendiert. Unter leichtem
Schiitteln wurde DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7% zugefiigt. Nach 10 Min.
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in vorgekiihlte 1,5ml-Reaktionsgefdfle aliquotiert
(je 200ul) und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Kompetenz (mind. 1x107/pg
Kolonien) wurde anhand einer Kontroll-Transformation getestet und die Bakterien bei —70°C

gelagert.

Transformation kompetenter Bakterien

LB-Medium

10g/1 Caseinhydrolysat Pepton 140
S5¢g/1 Hefeextrakt

10g/1 NaCl

mit NaOH pH 7,0 einstellen

LB-Platten
LB-Medium
15g/1 Agar
Ggf. Zugabe von 50ug/ml Ampicillin oder 10pg/ml Kanamycin

Zu dem Ligationsansatz oder zu 10ng Plasmid-DNA wurden 50ul kompetente
Bakterien, die zuvor auf Eis aufgetaut worden waren, pipettiert. Zur Kontrolle wurde stets ein
Ansatz mit 10ul Aqua bidest. mitgefiihrt. Nach einer Inkubation von 30 Min. auf Eis wurden
die Bakterien mit der DNA fiir 45s bei 42°C inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 2 Min. auf Eis
abgekiihlt und mit 1ml LB-Medium vermischt. Nach 1h Inkubation im 37°C-Brutschrank
unter leichtem Schiitteln wurden 100ul des Ansatzes auf LB-Platten mit Ampicillin oder
Kanamycin ausgestrichen und UN in den 37°C-Brutschrank gestellt. Am nichsten Tag

wurden Fliissigkulturen flir Plasmidpriparationen mit den gewachsenen Kolonien angeimpft.
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4.3.8 Plasmid-Priparation aus E. coli-Zellen

Sollte Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen fiir einen analytischen Restriktionsverdau
isoliert werden, so wurde die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly

angewandt (Birnboim und Doly, 1979).

Minipréaparation

SET-Puffer

20vol% Sucrose

50mM Tris-HCI (pH 8,0)
50mM EDTA (pH 8,0)

Eine Bakterienkolonie wurde UN in 2ml LB-Medium mit Zusatz von Ampicillin bzw.
Kanamycin im 37°C-Brutschrank unter Schiitteln kultiviert. 1,5ml der Bakterienkultur
wurden in ein 2ml-Reaktionsgefdl iiberfithrt und abzentrifugiert (1 Min., 4°C, 11000rpm,
Tischzentrifuge). Das Pellet wurde in 100ul SET-Puffer resuspendiert und die Bakterien
durch Zugabe von 200ul 0,2N NaOH / 1%SDS und leichtem Schwenken fiir 5 Min. auf Eis
lysiert. Auf die lysierten Zellen wurden 150ul 3M K-Acetat (pH 4,8) gegeben, geschiittelt
und die Probe 5 Min. auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (10 Min., 4°C,
14.000rpm, Tischzentrifuge). Danach wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif
tiberfiihrt und mit 1x Volumen Phenol/Chloroform extrahiert. Fiir die nachfolgende DNA-
Prizipitation mit 2x Volumen Ethanol mussten keine zusétzlichen Ionen zu der Probe
gegeben werden und es geniigten 5 Min. bei RT zur Bildung des Niederschlags. Nach den
Waschschritten mit 70% Ethanol wurde das getrocknete Pellet in 50ul TE-Puffer

aufgenommen. Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurde die Plasmidausbeute {iberpriift.

Sollte die DNA fiir Klonierungen oder zur Herstellung von Sonden verwendet werden,
wurde DNA mit hoherem Reinheitsgrad bendtigt. Die DNA wurde iiber den Qiaprep-Spin-

Miniprep-Kit isoliert und nach den Angaben des Herstellers (Qiagen) verfahren.

Midipraparation

Fiir die Midipriparation wurde 1 ml der Ubernachtkultur einer Minipriparation in
200ml LB-Medium mit Zusatz von Ampicillin bzw. Kanamycin UN im 37°C-Brutschrank
unter leichtem Schiitteln kultiviert. Am néchsten Tag erfolgte die Extraktion der Plasmide mit

dem NucleoBond® PC100 Kit nach den Angaben des Herstellers (Macherey-Nagel).
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4.3.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten. Zwei
Oligonukleotide dienen als Primer fiir eine Serie synthetischer Reaktionen, die durch eine
DNA-Polymerase katalysiert werden. Die Matrizen DNA wird durch Erhitzen denaturiert und
der Ansatz auf eine Temperatur abgekiihlt, bei der sich die Oligonukleotide an die
komplementédren Sequenzen der DNA anlagern konnen. Durch den Einsatz von hitzestabilen
DNA-Polymerasen ldsst sich die PCR automatisieren, da man im Gegensatz zu den
hitzeempfindlichen Polymerasen nach dem Denaturierungsschritt keine neue Polymerase
zusetzen muss (Saiki et al., 1988). Die Bedingungen fiir die durchgefiihrten PCRs sind unter
4.5.2 und 4.5.4 aufgefiihrt.
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4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

GIT-Puffer

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

0,72vol% 2-Mercaptoethanol

H,0-gesittigtes Phenol (Roth)

Der Puffer sowie alle anderen Losungen fiir Arbeiten mit RNA wurde mit dH,O angesetzt.

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach der Methode von Chomczynski und
Sacchi (Chomczynski und Sacchi, 1987). Die Zellen wurden auf 10cm-Kulturschalen
ausgesit und bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen,
danach in 800ul GIT-Puffer lysiert. Das Lysat wurde mit einem Zellschaber abgeschabt und
in ein steriles 2ml-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Zu dem Reaktionsgefdl wurden 80ul 2M Na-
Acetat (pH 4,0), 800ul H,O-geséttigtes Phenol und 160ul Chloroform/Isoamylalkohol
pipettiert. Der Ansatz wurde wiederholt gemischt, bis eine milchige Triibung zu sehen war,
dann auf Eis gestellt. Nach 15 Min. wurde zur Trennung der Phasen zentrifugiert (10 Min.,
4°C, 4000rpm, Tischzentrifuge). Die obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3
pipettiert und die RNA durch Zugabe von 800ul Isopropanol und einer Inkubation bei —20°C
fiir 1h oder UN gefillt. Nach der Zentrifugation (30 Min., 4°C, 14000rpm, Tischzentrifuge)
wurde der Uberstand entfernt und das Pellet zweimal mit 1ml 80% Ethanol gewaschen. Das
getrocknete Pellet wurde in 50-100ul dH,O resuspendiert und 1ul zur Konzentrations-

bestimmung entnommen.

4.4.2 RNase-Verdauungsschutzanalyse

Mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutzanalyse kann {iiberpriift werden, ob und in
welchem Mafle ein bestimmtes Gen in einer Zelle oder einem Gewebe exprimiert ist (Zinn et
al., 1983). Dazu muss die Gesamt-RNA aus den Zellen bzw. dem Gewebe isoliert und mit
einer radioaktiven RNA-Sonde hybridisiert werden. Diese Sonde besteht aus einem kleinen
Fragment von 200 bis 300bp, das komplementir zu der nachzuweisenden mRNA ist und
zusitzlich ein Stiick Vektorsequenz enthilt. Nachdem die Sonde mit der mRNA hybridisiert
hat, wird noch einzelstringige RNA durch RNasen verdaut. Dabei werden auch die

einzelstrangigen, nicht hybridisierten Enden des Sonden-mRNA-Hybrids abgespalten, und es
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bleibt nur das geschiitzte, doppelstrangige Fragment zuriick, das dann {iber Gelelektrophorese
aufgetrennt werden kann. Um die Signale standardisieren zu konnen, wird parallel eine Sonde
fiir ein konstitutiv exprimiertes Gen (wie B-Aktin) zu der Probe gegeben. Die photographische
Dichte der Banden von beiden geschiitzten Fragmenten kann dann zueinander ins Verhiltnis

gesetzt werden.

Synthese radioaktiv markierter RNA-Sonden

Transkriptionspuffer (10x)

400mM Tris-HCI (pH 7,5)
100mM NaCl

60mM MgCl,

20mM Spermidin

Die in Tab. 5 aufgefiihrten Plasmide fiir Sonden der humanen CAT-Isoformen und fiir
humanes B-Aktin mussten zunichst mit dem jeweiligen Enzym linearisiert werden. Der
Ansatz wurde mit Ethanol geféllt und in dH,O resuspendiert. Anhand der OD;¢pnm Wurde die
Konzentration der linearisierten DNA bestimmt und anschlieBend die Konzentration auf

0,5pg/pul mit dH,O verdiinnt.

Tabelle 5: Benutzte RNA-Sonden fiir die RNAse-Verdauungsschutzanalyse

Plasmid Enzym zur RNA- unverdautes | geschiitztes
Linearisierung | Polymerase | Fragment (nt) | Fragment (nt)
phCAT-1/ riboll Xbal T3 252 201
phCAT-2A/9 Pvu 11 T3 272 185 (168)
phCAT-2B/131 Eco RI T7 307 289
pXCMI HC-3/4 Eco RI T3 292 243
php-Aktin/5 Asp 718 T3 222 107
PKS-hu-B-Aktin Hind 111 T7 188 108

Die jeweiligen Plasmide wurden mit den angegebenen Restriktionsenzymen fiir die Herstellung
von radioaktiv markierten Sonden linearisiert. Das geschiitzte Fragment war im Falle von
phCAT-2A/9 durch ein Mismatch der Sonde nicht immer gleich groB3 und variierte zwischen zwei
GroBlen (zweite Grofe in Klammer angegeben). Bei der Auftrennung in der Gelelektrophorese
wurden daher zwei Banden sichtbar.
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Der Transkriptionsansatz wurde nach folgendem Schema in einem sterilen 1,5ml-

Reaktionsgefd3 hergestellt:

hCAT- hp-Aktin

Sonden
Transkriptionspuffer (10x) 2ul 2ul
RNase-Inhibitor (40U/ul) Tl Tul
DNA-Matrize (0,5png/pl) Tl Tl
Nukleotidmix A,C,G (3,3mM) 3ul 3ul
UTP[a-*P] 4pl 2ul
UTP (100uM) Lul 3ul
dH,O Tul Tul
RNA-Polymerase (10U/ul) (T3 od. T7) Ll Ll

Der Ansatz wurde bei 37°C im Wasserbad fiir 1h inkubiert. Danach wurde die DNA-
Matrize durch Zugabe von 20E RNase-freier DNase I in 30ul Transkriptionspuffer und
Inkubation bei 37°C fiir 45 Min. verdaut. Zur Fillung der RNA wurden 50ul dH,O, 50ul
7,5M NHjAcetat, 2ul tRNA (10pug/ul) und 600ul Ethanol zugegeben und bei —70°C fiir 1h
inkubiert. Nach der anschlieBenden Zentrifugation (30 Min., 4°C, 14000rpm, Tischzentrifuge)
wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit Iml 80% Ethanol gewaschen. Das
Pellet wurde in 100ul dH,O resuspendiert, 1pul davon wurde mit 4ml Szintillationsfliissigkeit

versetzt und im B-Strahlen-Zahler gemessen.

Fallung und Hybridisierung der Proben
AL-Puffer (2x)

2M Ammoniumacetat (pH 5,0)
0,2% Laurylsarcosin
Hybridisierungspuffer

400mM NaCl

40mM PIPES (pH 6,7)

ImM EDTA

50vol% Formamid, entionisiert

20pg Gesamt-RNA aus Zellen wurden mit dem gleichen Volumen an AL-Puffer (2x)
versetzt. Als Kontrolle wurden 20pug tRNA in einem gesonderten Ansatz mitgefiihrt. Zu
jedem Ansatz wurden 100.000cpm einer CAT-Sonde und 30.000cpm der B-Aktin-Sonde
pipettiert und die RNA nach Zugabe von 1ml eiskaltem, 100%igem Ethanol bei —70°C fiir 1h
gefdllt. Nach der Zentrifugation (30 Min., 4°C, 14.000rpm, Tischzentrifuge) wurde der
Uberstand entfernt und das Pellet mit eiskaltem, 80%igem Ethanol gewaschen. Anschlieend
wurde das Pellet in 50ul dH,O gelost und in einer Vakuumzentrifuge fiir 30 Min.
lyophilisiert. Die getrockneten Pellets wurden in 40ul Hybridisierungspuffer resuspendiert
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und in 1,5ml-Reaktionsgefdle mit Schraubdeckel {iberfiihrt. Die Reaktionsgefdfle wurden in
Bleibomben gestellt und in einem Wasserbad eingetaucht. Zur Denaturierung der Proben
wurde das Wasserbad fiir 10 Min. auf 85°C hochgeheizt. Nach langsamem Abkiihlen auf
51°C wurden die Proben UN hybridisiert.

Verdau der nicht hybridisierten Fragmente mit RNase
RNase A/T1-Verdauungspuffer

300mM NaCl
10mM Tris-HCI (pH 7,5)
5SmM EDTA

Proteinase K-Puffer

10mM Tris-HCI (pH 7,4)
10mM EDTA

Stopp-Puffer

20ul 10% SDS

2,5ul Proteinase K (20pg/ul)
47,5ul Proteinase K-Puffer
2ul tRNA (10pg/ul)

Formamid-Probenpuffer

80vol% Formamid, entionisiert
0,1% (m/V) SDS
10mM EDTA

0,1% (m/V)  Xylencyanol
0,1% (m/V)  Bromphenolblau

Um die nicht hybridisierte RNA zu verdauen, wurde zu jedem Ansatz 0,35ul RNase A
(10mg/ml) und 0,25ul RNase T1 (100E/ul) in 300ul RNase A/T1-Verdauungspuffer
zupipettiert. Die Proben wurden fiir 30 Min. bei 30°C inkubiert und die Reaktion wurde durch
Zugabe von 70ul Stopp-Puffer und einer Inkubation von 15 Min. bei 37°C beendet. Fiir die
Extraktion der Hybride wurden 500pu1 Phenol-Chloroform zugegeben und der Ansatz intensiv
geschiittelt. Nach der Zentrifugation (10 Min., 4°C, 2.000rpm, Tischzentrifuge) wurden 380ul
der oberen Phase in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die Féllung erfolgte durch
Zugabe von 1ml eiskaltem, 100%igem Ethanol bei —70°C fiir 1h. Die RNA wurde
abzentrifugiert (30 Min., 4°C, 14.000rpm, Tischzentrifuge) und mit 80%igem, eiskaltem
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 7ul

Formamid-Probenpuffer geldst.
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Synthese des radioaktiv markierten Molekulargewichtsmarkers

Fir die Synthese des radioaktiv markierten Molekulargewichtsmarkers wurde das
Plasmid ©X174 mit dem Restriktionsenzym Hinf I linearisiert und anschlieBend mit
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Die DNA wurde zweimal mit Phenol extrahiert und
mit Ethanol prizipitiert. 3ug der linearisierten DNA wurden mit 3ul ATP[y->P] und 25E T4
Polynukleotid-Kinase in 200ul Polynukleotid-Kinase-Puffer bei 37°C UN inkubiert.
AnschlieBend wurden ca. 6.000cpm des radioaktiven Markers in einem Endvolumen von 7ul

mit Formamid-Probenpuffer verdiinnt.

Auftrennung der Proben uber Gelelektrophorese

Gel-Ldsung

12¢g Harnstoff

2,5ml TBE (10x)

4ml Acrylamid 40% (19:1 Bisacrylamid)

Mit Aqua bidest. auf 25ml auffiillen, filtrieren und unter Vakuum entgasen. Unmittelbar vor
dem GieBlen 250u] Ammoniumperoxodisulfat (APS) (10%) und 25ul Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) zugeben.

Die Gel-Losung wurde zwischen zwei gesduberte Glasplatten, von denen eine zuvor mit
Repell-Silan beschichtet wurde, gegossen und zum Auspolymerisieren waagrecht gelegt. Das
auspolymerisierte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gespannt, die mit TBE gefiillt
wurde. Um das elektrische Feld der Gele zu equilibrieren, wurde ein Vorlauf von 30 Min. bei
25mA durchgefiihrt. In der Zwischenzeit wurden die Proben, der Molekulargewichtsmarker
(s. oben) und die unbehandelten RNA-Sonden (1pul, etwa 3.000cpm) in Formamid-Laufpuftfer
fiir 5 Min. bei 95°C denaturiert. Die Taschen des Gels wurden mit TBE-Puffer ausgespiilt und
die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 25mA, bis die Xylencyanolbande
lem tliber dem unteren Rand des Gels gelaufen war. Das Gel wurde 15 Min. fixiert
(10% Essigsdure und 10% Methanol), auf ein Whatmann 3MM Papier gezogen, mit
Klarsichtfolie abgedeckt und 45 Min. im Geltrockner getrocknet. AnschlieBend wurde ein
Molecular Imager Screen zwischen 6 und 12h oder ein Rontgenfilm fiir mindestens 24h dem

Gel exponiert.
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4.4.3 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) erméglicht es DNA-
Sequenzen zu bestimmen. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GENterprise in Mainz.
Hierfiir wurden etwa 5Sug der zur analysierenden DNA in einer Konzentration von 0,5pug/pl
mit 10pmol/ul der bendtigten Oligonukleotide (s. 4.5.1 und 4.5.4) sequenziert. Das Ergebnis
wurde anschlieBend am Computer mit Hilfe der MacDNASIS® Software (Hitachi Software,

Ltd.) ausgewertet.

4.4.4 Biotinylierung von Zelloberfliichenproteinen

Durch die Biotinylierung mit dem membranundurchlidssigen N-Hydroxysulfosuccinimid
(NHS)-Biotin ist es moglich, Zelloberflichenproteine von intrazelluliren Proteinen zu
trennen. Dabei reagieren bei neutralem pH freie Aminogruppen eines Proteins mit dem NHS-
ester des Biotins und bilden eine kovalente Amidbindung. Die auf diese Weise biotinylierten
Membranproteine konnen durch eine anschlieBende Kopplung an immobilisiertes Avidin
reversibel gebunden und so von intrazelluldren Proteinen getrennt werden. Hiermit ist es
moglich, Verdnderungen in der Membranstindigkeit von Zelloberflachenproteinen wie den

hCATs genauer zu untersuchen.

Biotinylierung
PBS-CM-Puffer (PBS mit Ca~ und Mg™)

ImM MgCl,
O, ImM CaClz
in PBS gelost

Quenching-Puffer

400ml PBS-CM-Puffer
3g Glyzin

RIPA-Puffer

150mM NaCl
ImM EDTA
100mM Tris HCI1 40

Mit NaOH pH 7,4 einstellen, anschlieBend die folgenden Substanzen dazugeben:

1% Triton X-100

1% Na-deoxycholat

0,1% SDS

Am Gebrauchstag Protease-Inhibitor-Cocktail dazugeben (1 Tablette in 10ml RIPA-Puffer)
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Die Zellen wurden in 10cm Zellkulturplatten bis zur Konfluenz kultiviert. AnschlieBend
wurden die Zellen nach dem gewlinschten Versuchsprotokoll vorbehandelt (s. 4.6.5). Nach
der Behandlung wurden die Zellen jeweils dreimal mit eiskaltem PBS-CM-Puffer gewaschen
und 20 Min. im Kiihlraum (bei 4 °C) unter leichtem Schiitteln in 2ml PBS-CM-Puffer in dem
Img/ml EZ-Link  Sulfo-NHS-SS-Biotin geldst waren, inkubiert. AnschlieBend wurden die
2ml Biotinylierungsreagenz abgesaugt und zweimal mit 5ml eiskaltem Quenching-Puffer
gewaschen. Es erfolgte eine Inkubation der Zellen mit Sml Quenching-Puffer fiir 30 Min. bei
4°C, um iiberschiissiges Biotin zu binden. Nach zweimaligen Spiilen mit PBS-CM-Puffer
wurden die Zellen durch Zugabe von 1ml RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitoren fiir 60 Min.
bei 4°C auf dem Kreisschiittler lysiert. Die lysierten Zellen wurden von den Zellkulturplatten
abgeschabt, in 1,5ml-Reaktionsgefdfe libertragen und anschlieBend 20 Min. bei 12400rpm
und 4°C (Tischzentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil
tiberfiihrt und das Sediment verworfen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde bestimmt

(s. 4.4.5).

Avidin-Kopplung

Je 100pul (bei stabil transfizierten Zellen) oder 150ul (bei Untersuchungen des nativen
Transporters) der biotinylierten Lysate wurden mit der entsprechenden Menge
UltraLink*Immobilized NeutrAvidin UN bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert. Am nichsten
Tag wurden die Proben 15 Min. bei 12500rpm abzentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und als intrazelluldre Fraktion bei —70°C eingefroren. Die Avidin-Sedimente
wurden viermal mit je 400ul Ripa-Puffer gewaschen. Die so aufgereinigten Avidin-Sedimente
wurden in je 30ul SDS-Probenpuffer (s. 4.4.6) fiir Zelllysate aufgenommen und 30 Min. bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 5 Min. bei 12500rpm abzentrifugiert und der
Uberstand als Membranprotein-Fraktion direkt iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) (s. 4.4.6) aufgetrennt oder bis zum Auftragen bei —70 °C aufbewahrt.

4.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht darauf, dass der
Farbstoff Coomassie Brilliant Blau Proteine bindet, und dass dadurch sein Absorptions-

maximum von 465nm nach 595nm verschoben wird (Sedmak und Grossberg, 1977).

In eine 96-Loch-Mikrotiterplatte wurde ein definiertes Volumen der zu messenden
Probe pipettiert und mit Aqua bidest. auf 100ul aufgefiillt. Als Standard diente eine
BSA-Verdiinnungsreihe (0 bis 6ug BSA), die ebenfalls in einem Endvolumen von 100ul
pipettiert wurde. Fiir jede Probe und jeden Standard wurden Doppelbestimmungen

63



Methoden

durchgefiihrt. 5 Min. bis 1h nach der Zugabe von 100ul einer 40%igen Losung des
Bradfordreagenz (Bio-Rad) wurde die Extinktion bei 595nm mit einem Mikrotiterplatten-
Photometer bestimmt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde anhand der mit dem BSA-

Standard erstellten Eichkurve bestimmt.

4.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngel :
8% Gel 10% Gel

Substanz Stocklosung Menge (ml) | Menge (ml)
Aqua bidest. 7,1 6,0
Tris-HCI (pH 8,8) 1,5M 3,75 3,75
SDS 10% (m/V) 0,15 0,15
Acrylamid 30% 4,0 5,0
(37,5:1 Bisacrylamid)

APS 10% (m/V) 0,1 0,1
TEMED 0,01 0,01
Sammelgel (3,88%):

Substanz Stocklosung Menge (ml)

Aqua bidest. 3,05

Tris-HCI (pH 6,8) 0,5M 1,25

SDS 10% (m/V) 0,05

Acrylamid 30% 1,15

(37,5:1 Bisacrylamid)

APS 10% (m/V) 0,033

TEMED 0,007

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.
Das anionische Detergens SDS bindet an hydrophobe Regionen von Proteinen, wodurch diese
denaturiert werden. Durch die Bindung wird eine negative Ladung in die denaturierten
Polypeptidketten eingefiihrt, die somit im elektrischen Feld zum Pluspol wandern. Durch
Zugabe von einem reduzierenden Agens, wie B-Mercaptoethanol, zu dem Protein-SDS-
Gemisch konnen zusitzlich {iber Disulfidbriicken verbundene Untereinheiten von Proteinen
getrennt werden. Der Trennung der Proteine im Trenngel aufgrund ihres Molekulargewichts
(der Trennbereich eines 8%igen Gels liegt bei 32 bis 89kD), geht eine Konzentrierung
der Proteine in einem Sammelgel voraus. Dadurch wird ein besseres Trennergebnis wahrend

der Elektrophorese erzielt.

Die Losung fiir das Trenngel wurde gemischt und zwischen zwei zuvor mit Ethanol

gereinigte Glasplatten gegossen. Die Trenngeloberfliche wurde direkt nach dem Giefen mit
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n-Butanol iiberschichtet und dadurch geglittet. Nach dem Auspolymerisieren des Gels, wurde
das n-Butanol entfernt und mehrfach mit Aqua bidest. gespiilt. AnschlieBend wurde das
Trenngel liber das Sammelgel gegossen und der Probenkamm zwischen die Glasplatten

geschoben.

Vorbereitung und Auftragung der Proben

SDS-Probenpuffer fir Zelllysate (2x)

50mM Tris-HCI (pH 6,8)

2mM EDTA

4% (m/V) SDS

&M Harnstoff

0,001% (m/V) Bromphenolblau

3,5vol% 2-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

SDS-Elektrophoresepuffer (10x)

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

Wenn nicht anders vermerkt, wurden immer 12ul Lysat mit 12ul SDS-Probenpuffer
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Bei Vorbehandlung mit PMA und dem PKC-Inhibitor
Bisindolylmaleimid I (BIM I) (s. 4.6.5) wurde die Proteinmenge der Proben einer
Versuchsreihe anhand der gemessenen Proteinkonzentration angeglichen. Die berechnete
Menge der einzelnen Proben, jedoch maximal 12ul wurde bei Lysaten mit 12ul SDS-
Probenpuffer versetzt, kurz bei RT stehen gelassen und auf das Gel aufgetragen. Die
Proteinmenge der intrazelluldren Proteinfraktion und der Membranprotein-Fraktion wurde vor
der Avidin-Kopplung (s. 4.4.4) angepasst. AnschlieBend wurden 12ul der intrazelluldren
Proteinfraktion mit 12ul SDS-Probenpuffer versetzt und aufgetragen bzw. 24ul der mit SDS-
Probenpuffer eluierten Membranprotein-Fraktion (s. 4.4.4) zum Auftragen abgenommen. Zur
Bestimmung der Molekulargewichte wurde stets S5ul Molekulargewichtsmarker (Prestained
Protein Lader, MBI Fermentas) aufgetragen. Dieser besteht aus 10 vorgefirbten Standard-
proteinen mit bekannter Gréfe. Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war, wurden der
Probenkamm herausgezogen und die Glasplatten in die Elektrophoresekammer eingespannt.
Das Pufferreservoir der Elektrophoresekammer wurde mit SDS-Elektrophoresepuffer gefiillt.
Die Geltaschen wurden mit Laufpuffer ausgespiilt und die Proben in die Geltaschen pipettiert.
Bis die Proben in das Sammelgel eingelaufen waren, wurde eine Spannung von 200V

angelegt, danach wurden die Proteine bei einer Spannung von 120V getrennt.
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Immunoblotting

Elektroblottingpuffer

20mM Tris Base
150mM Glycin
20vol% Methanol

Zum Transfer der durch die SDS-PAGE nach ihrer GroBe getrennten Proteine auf eine

Membran wurde das Gel nach der Elektrophorese vorsichtig aus den Glasplatten genommen.

Das Sammelgel wurde mit einem Skalpell abgetrennt und das verbleibende Trenngel 10 Min.

in Elektroblottingpuffer equilibriert. Eine Nitrozellulosemembran und 6 Whatman 3MM

Papiere wurden auf die Grofe des Gels zurechtgeschnitten und in Elektroblottingpuffer

getrankt. Das Gel wurde auf die Nitrozellulosemembran gelegt und zwischen je drei Lagen

Whatman 3MM Papier auf jeder Seite, zwei grobmaschigen Schwdmmen und zwei

Plastiktragern eingeklemmt. Der gesamte Blot-Sandwich wurde in eine Elektrophorese-

kammer, gefiillt mit Elektrophorese-Puffer, eingespannt, sodass die Nitrozellulosemembran

zur Anode zeigte. Der Transfer erfolgte UN bei 4°C und einer konstanten Stromstirke von

100mA.

Inkubation mit Antikdrpern

Ponceau S-FirbelGsung

0,5% (m/V)  Ponceau S (Sigma)

1vol% konz. Essigsdure
Blotto

50mM Tris-HCI (pH 8,0)
2mM CaCl,

0,01vol% Antifoam A

0,05vo01% Tween 20

5% (m/V) Magermilchpulver (Frema)
[ 10vol% Ziegenserum (Cedarlane) |

Antikorperverdiinnungspuffer

1% (m/V) BSA (ICN)
0,1vol% Tween 20
in PBS (pH 7,4)

TBS

10mM Tris-HCI (pH 8,0)
150mM NaCl

TBST

TBS mit 0,05vol% Tween 20
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Die Effizienz des Transfers beim Immunoblotting wurde durch eine reversible Farbung
der Proteine mit Ponceau S beurteilt. Nachdem das Ponceau S durch mehrmaliges Waschen
mit Aqua bidest. wieder vollstidndig entfernt war, erfolgte eine zweistiindige Inkubation der
Membran bei RT in Blotto mit 10% Ziegenserum zur Absittigung unspezifischer
Proteinbindungen. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir 10 Min. mit Antikorper-
verdiinnungspuffer gewaschen. Danach wurde die Membran in einer Plastikfolie mit einem
Primérantikdrper in 3ml Antikdrperverdiinnungspuffer (Verdiinnung s. 3.8) eingeschweil3t,
und beim anti-hCAT-1-Antikdrper UN bei 4°C, bzw. beim EGFP-Antikorper 1h bei RT unter
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran aus der Plastikfolie entfernt und
dreimal mit Blotto gewaschen. Im néchsten Schritt erfolgte die Inkubation mit einem
sekunddren Antikorper, der in Blotto verdiinnt wurde (Verdiinnung s. 3.8), fiir 1h bei RT.
Nach dieser Inkubation wurde die Membran dreimal mit TBST und einmal mit TBS
gewaschen, bevor 2ml einer 1:1-Mischung der Chemilumineszenz-Reagenzien (Luminol und
Oxidationsreagenz) auf die Membran gegeben wurden. Als sekundirer Antikérper wurden
stets Peroxidase-gekoppelte Antikdrper verwendet. Peroxidase katalysiert die Oxidation des
im Chemilumineszenz Reagens enthaltenen Luminols, wodurch Licht mit einer maximalen
Emission bei 428nm entsteht. Die Signale wurden mit Hilfe von Rontgenfilmen, die 10s bis
120s auf die Membranen gelegt wurden, sichtbar gemacht. Die Banden des Molekular-
gewichtsmarkers wurden von der Membran auf den belichteten Rontgenfilm mit einem

Folienstift tibertragen.

Entfernen der Antikérper von der Membran

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

Musste die Membran nochmals mit einem anderen Primdrantikdrper inkubiert werden,
so konnten die gebundenen Antikdrper durch eine Waschlosung entfernt werden. Die
Membran wurde viermal mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 30 Min. bei 50°C in der
Waschlosung inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit PBS und einer zweistlindige
Inkubation der Membran bei RT in Blotto mit 10% Ziegenserum konnte die Membran erneut

mit Antikoérpern inkubiert werden.
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4.5 Mutagenese von hCAT-1

Die Entfernung der PKC-Phosphorylierungsstellen im hCAT-1 wurden von U. Martiné
im Labor von Dr. E. Closs mit Hilfe des QuickChange  Site-Directed-Mutagenesis-Kits
durchgefiihrt. Mit diesem Kit konnen Restriktionsschnittstellen oder Mutationen durch
Punktmutation oder durch Austausch mehrerer Basen erstellt werden. Fiir die Mutagenese
benotigt man die aufgereinigte Plasmid-DNA, die das zu verdndernde DNA-Fragment enthalt,
Oligonukleotide mit den erforderlichen Mutationen, die PfuTurbo DNA Polymerase und

eine PCR-Maschine.

4.5.1 Benutzte Oligonukleotide
Die Anforderungen an die Oligonukletide fiir die Mutagenese waren Folgende:

e Sowohl der ss-, als auch der as-Primer musste die gewiinschte Mutation enthalten und

zueinander komplementér sein.

¢ Die gewiinschte Mutation sollte in der Mitte der Primer liegen mit ungefahr 10-15 korrekten
Basen auf jeder Seite. Die Primer sollten mindestens zu 40 % aus Guanidin und Cytosin

bestehen und mit ein oder mehreren C oder G Basen enden.

In Tab. 6 sind die Oligonukleotide in ss Orientierung aufgelistet, die bei der Mutagenese
des hCAT-1 eingesetzt wurden. Neben den Oligonukleotiden zur Entfernung der drei
Phosphorylierungsstellen im hCAT-1 wurde ein Oligonukleotid-Paar benutzt, um eine
Hind III Schnittstelle einzufiihren. Bei dieser Mutation handelte es sich um eine stille

Mutation ohne Verdnderung der AS-Sequenz von hCAT-1.

Tabelle 6: Benutzte Oligonukleotide fiir die Mutagenese von hCAT-1

Name der Sequenz der Oligonukleotide Mutation

Oligonukleotide (in ss Orientierung)

HC1mut1668ss CGAGAGCAAGACCA!AGCTT | Punktmutation (C — T)
TCATTTAAGGTTCCC Hind III Schnittstelle eingefiihrt

HC1mut1426ss CAGAGGCAGAGATGTTCGC | Punktmutation (T — G)
TTTGAAAACCATACTC Mutation von Serin-476 zu Alanin

HC1mut1444ss CTTTGAAAACCATACTCGCA | Punktmutation (T — G)
CCCAAAAACATGGAGC Mutation von Serin-482 zu Alanin

HC1mut1669ss GAGCAAGACCAAGCTTGCA | Punktmutation (T — G)
TTTAAGGTTCCCTTC Mutation von Serin-557 zu Alanin

Die Basen, die von der Sequenz der hCAT-1-cDNA abweichen (Punktmutationen) sind
hervorgehoben. Die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Hind III ist unterstrichen. Das
Ausrufezeichen markiert die Stelle, an der Hind III die DNA schneidet.
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4.5.2 PCR-Bedingungen und Transformation

Die Effektivitit des QuickChange  Site-Direkted Mutagenesis Kits wurde mit dem
pWhitescript 4.5kb Kontrollplasmid nach Angaben des Herstellers (Stratagene) tiberpriift.
Dieses Plasmid enthidlt eine Punktmutation, die die Funktion der hier kodierten
B-Galaktosidase zerstort. Bakterien, die dieses Plasmid enthalten, wachsen auf einer LB-
Ampicillinagarplatte, die IPTG und X-Gal enthilt, als weile Kolonien. Die mitgelieferten
Kontroll-Oligonukleotide erzeugen eine Punktmutation, die wieder zu einer normalen

-Galaktosidase-Funktion fiihrt. Dadurch erschienen die Kolonien nun blau geférbt.

Fiir die Erzeugung der Mutationen im hCAT-1 wurde das pBluescript II SK(+) (pBC)
HC1KB-Plasmid als Matrize benutzt. Bei diesem Plasmid wurde das 600bp Kpn I/ Bgl 1I-
Fragment aus dem phCAT-1 AB1C in pBChCAT-2A/41 eingesetzt, wobei das Insert des
letztgenannten bis auf die Bgl II-Stelle herausgeschnitten wurde. Beide Plasmidstringe
wurden mittels Pfu Turbo" DNA Polymerase repliziert und dabei die mutagenen Primer
inkorporiert. AnschlieBend wurde mit der Dpn I-Endonuklease die aus Bakterien stammende
und deshalb methylierte, nicht mutierte parenterale DNA-Matrize abgebaut. Die Vektor-
DNA, die die gewiinschte Mutation enthielt, wurde in Epicurion Coli®XL-1 Blue

superkompetente Zellen transformiert.

Die PCR wurde folgendermal3en angesetzt:

Sul 10 x Reaktionspuffer

X pl (5-10 ng) dsDNA-Matrize

5 ul (125 ng) ss Oligonukleotide

5 ul (125 ng) as Oligonukleotide

1 ul dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

mit Aqua bidest. auf 50 pl aufgefiillt.

Zum Schluss wurde jeweils 1pl PfuTurbo DNA Polymerase (2,5U/ul) zu dem Ansatz
zupipettiert, und die Probe mit 30ul Mineralol bedeckt. Als Negativkontrolle wurde ein
Ansatz ohne die DNA-Matrize mitgefiihrt.

Die DNA-Synthese erfolgte unter folgenden Bedingungen (DNA Thermo Cycler TR3):

1 Zyklus: 95°C  30s

12-16 Zyklen: 95°C  30s
55°C 1 Min.
68°C 7 Min.

69



Methoden

Im Anschluss an die DNA-Synthese wurde die Reaktion auf Eis 2 Min. auf <37 °C
gekiihlt. Dann wurde 1pl Dpn I-Endonuklease unter die Mineraldlschicht pipettiert, vorsichtig
gemischt, abzentrifugiert und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die
mit Dpn I-behandelte DNA in Bakterien transformiert und auf eine LB-Ampicillinagarplatte
ausgestrichen. Am nidchsten Tag wurden weille Kolonien fiir eine Plasmid-Pridparation
(Miniprdparation, s. 4.3.8) gepickt. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch
Sequenzierung (s. 4.4.3) bzw. nach Kontrollrestriktion (s. 4.3.4) iiber Agarosegel-

elektrophorese (s. 4.3.3) analysiert.

4.5.3 Klonierungsschritte

Die einzelnen Mutationsschritte und resultierende Plasmide sind in Tab. 7 aufgefiihrt.
Nach erfolgreicher Einflihrung der Mutationen wurde das mutationstragende Fragment in das
pSPhCAT-1 ABI1C Plasmid subkloniert, das fiir Expression in X. laevis Oozyten geeignet ist.
Das 600bp Kpn I/ Bgl II-Fragment aus den in Tab. 7 grau unterlegten Plasmiden wurde in das
pSPhCAT-1 ABIC  eingefiihrt pSPHC1S/AY¢™82  und
pSPHC1S/A>7). SchlieBlich wurde das 1600bp Hind III-Fragment aus dem pSPHCI
S/AYC2 in pSPHC1 S/A™’ eingesetzt. Damit waren Mutationen aller drei PKC-

(resultierende  Plasmide:

Erkennungsstellen in die hCAT-1-cDNA eingefiihrt. Das resultierende Plasmid wurde
pSPHC1 S/A***#¥2%557 penannt.

Tabelle 7: Einfiihrung der drei PKC-Erkennungsstellen-Mutationen in die hCAT-1-cDNA

eingesetztes Plasmid Oligonukleotid | Mutationen resultierendes Plasmid
pBC HC1KB HCImut1668ss Hind III pBC HCIKB I
pBC HCIKBI HClmutl444ss | Hind III pBC HC1S/A*
+Ser* — Ala
pBC HC1S/A* HClmut1426ss  |Hind III pBC HC1S/AY*™%2
+ Ser™® — Ala
+ Ser?’® > Ala
pBC HCIKB I HCImut1669ss | Hind III pBC HC1S/A™’
+Ser™ — Ala

In jedem Schritt neu eingefiihrte Mutationen sind hervorgehoben. Die grau unterlegten Plasmide
wurden fiir die Subklonierung der mutationstragenden Fragmente in das pSPhCAT-1 AB1C benutzt.
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4.5.4 Herstellung des hCAT-1 S/A*"*" 255 EGFP-Konstrukts

Fiir die Transfektion von Zellen wurden vorhandene Fusionskonstrukte zwischen EGFP
und hCAT-1 benutzt. Die Mutationen der PKC-Erkennungsstellen aus dem pSPhCAT-
1S/AYC 82357 (5 4.5 3) wurden durch Subklonierung in phCAT-1.EGFP-N1 (Wolf et al.,
2002) eingesetzt. Hierfiir wurde iiber PCR ein Fragment von 840bp, das die drei Mutationen
der PKC-Erkennungsstellen enthielt, aus dem pSPhCAT-1S/AY¢™ 557 amplifiziert. In Tab. 8
sind die hierfiir bendtigten Oligonukleotide aufgefiihrt. Fiir die PCR wurde das Expand™ High
Fidelity PCR System eingesetzt. Dies ist ein Enzymmix aus Taq- und Pwo-DNA-Polymerase.
Durch die Korrektureigenschaft der Pwo-DNA-Polymerase ist eine dreifach hohere
Genauigkeit bei den PCR-Produkten gegeben.

In ein steriles 0,5ml-Reaktionsgefd wurden 10ul Expand  Puffer (10x), 200uM
dNTPs, 300nM ss- und as-Primer und 0,5nug der zu amplifizierenden DNA pipettiert und mit
Aqua bidest. auf 100ul aufgefiillt. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit Aqua bidest. anstelle
von DNA mitgefiihrt, um eine Kontamination mit Fremd-DNA ausschliefen zu konnen.
Zuletzt wurden 2,6E des Enzymmixes zugegeben. Das Reaktionsgefdl wurde sofort in
das PCR-Gerit (i-Cycler) gestellt, in dem folgende Zyklen automatisch abliefen:

1 Zyklus: 95°C 5 Min.

30-40 Zyklen: 95°C 1 Min.
55°C 2 Min.
72°C 3 Min.

1 Zyklus: 72°C 20 Min.

Zur Kontrolle der amplifizierten DNA-Fragmente wurde stets ein Aliquot auf ein
Agarosegel aufgetragen. War keine Bande in dem Gel zu sehen, wurde die

Hybridisierungstemperatur veréndert.

AnschlieBend wurde das amplifizierte Fragment mit dem TOPO TA Cloning® Kit nach
Angaben des Herstellers (Invitrogen' ) in den pCR*II-TOPO® Vektor ligiert (resultierender
Vektor: pCRIIT HCImutPCR). Nach Transformation von pCRIIT HC1mutPCR in Bakterien
wurden LB-Kanamycinagarplatte ausgestrichen. Am nichsten Tag wurden resistente Klone
fir eine Plasmid-Priparation (Miniprdparation, s. 4.3.8) gepickt und iiber Agarosegel-
elektrophorese (s. 4.3.3) und Sequenzierung (s. 4.4.3) mittels SP6- und T7-Primer analysiert.
Nach Auswahl eines positiven Klones wurde iiber Kpn I / Xma I Restriktion das 600bp
mutationstragende Fragment aus dem pCR®II-TOPO® Vektor in den entsprechend

geschnittenen phCAT-1.EGFP-N1 eingesetzt. Das resultierende Plasmid wurde
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phCAT-1 S/A**™8"57 EGFP-N1 benannt. Die Sequenz wurde mit den in Tab. 8

angegebenen Oligonukleotidprimern durch Sequenzierung iiberpriift.

Tabelle 8:  Verwendete Oligonukleotide fiir die Subklonierung der PKC-Erkennungsstellen-
Mutationen in das phCAT-1.EGFP-N1-Plasmid

Matrize ss Oligonukleotide as Oligonukleotide Verwendung
pSPhCAT-1 [HC-1/21Mut ss (HC1ss1051) |HC-1.EGFP (HC1as1890) |PCR
SIAYOHEST I CTTCTAGGATCCATGTTT | GATCCCGGGCCTTGCA

CC CTGGTCCAAGT
phCAT-1 HC-1/21Mut ss (HC1ss1051) |HC-1.EGFP (HC1as1890) | Sequenzierung
G/ AAT6+482+557
EGFP-N1 " |HC-1/1242 ss (HC1ss1242)

) CTCTCCTGGCTTACTCGT
TGG

In Klammern sind die Namen der Oligonukleotide mit der jeweiligen Startposition in der codierenden
Sequenz des hCAT-1 angegeben.
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4.6 Methoden der Zellkultur

Sédmtliche Arbeiten mit Zellen wurden unter einer sterilen Werkbank mit sterilen
Plastikwaren, Glasgegenstinden und Losungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
Begasungsbrutschranken bei 37°C und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die benétigte CO,-
Konzentration, sowie das Kultur- und Einfriermedium richteten sich nach der Art der Zelllinie

und sind bei der Beschreibung der Zelllinien unter 3.5.1 aufgefiihrt.

4.6.1 Kultivieren von Zellen

Umsetzen von Zellen
Zellen miissen in regelméBigen Abstinden mit neuem Medium versorgt bzw. verdiinnt

werden, um ein kontinuierliches Wachstum gewihrleisten zu kdnnen.

Die konfluenten Zellen wurden zweimal mit 10ml PBS gewaschen, anschliefend wurde
Iml Trypsin auf die Zellen gegeben, sodass der Boden der Kulturflasche vollstdndig bedeckt
war. Das Trypsin wurde sofort wieder abgesaugt und die Zellen fiir 1 bis 10 Min. (je nach
Zelllinie) im Brutschrank inkubiert. Zum Abldsen der Zellen wurde die Kulturflasche
mehrmals auf die Hand geschlagen. Durch Zugabe von 10ml vorgewdrmtem Medium wurden
die Zellen von dem Flaschenboden gelost und kriftig auf- und abpipettiert, um die Zellen zu
vereinzeln. Ein Teil (1/3 bis 1/20) der Zellen verblieb in der Flasche und wurde mit neuem
Medium aufgefiillt. Die restlichen Zellen wurden verworfen oder bei Bedarf zum Ansetzen
von neuen Kulturflaschen oder Gewebekulturplatten fiir Versuche benutzt. Die Zellen wurden

ein- oder zweimal pro Woche umgesetzt.

Einfrieren von Zellen

Durch das Einfrieren von Zellen kann man einerseits Zellen in Reserve behalten und
verhindert andererseits, dass die Zellen zu oft umgesetzt werden. Letzteres ist wichtig, da bei
jeder Zellteilung die Gefahr von Mutationen besteht und somit auch bei hdheren

Passagenummern die Wahrscheinlichkeit einer Degeneration der Zellen zunimmt.

Die konfluenten Zellen wurden ein- bis zweimal mit PBS gewaschen und trypsinisiert.
Die abgelosten Zellen wurden in ein 15ml-Spitzbodenréhrchen iiberfiihrt und abzentrifugiert
(5 Min., 4°C, 900rpm, Megafuge). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 3ml
vorgekiihltem Einfriermedium resuspendiert. Je Iml der Zellsuspension wurde in
Einfrierrdhrchen pipettiert und in einem Styropor-Behdlter auf Eis gestellt. Der Behilter

wurde UN bei -70°C gelagert. Hierdurch wurde die Temperatur stufenweise abgesenkt und
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verhindert, dass sich beim Einfrieren der Zellen Kristalle bildeten. Am néchsten Tag wurden

die Zellen in einen Tank mit fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

Einige Tage spiter wurde eine Auftaukontrolle (s. u.) durchgefiihrt, indem ein Aliquot

aufgetaut, und das Anheften und Anwachsen der Zellen tiberpriift wurde.

Auftauen von Zellen

Da im Einfriermedium stets DMSO enthalten ist, sollten die Zellen so rasch wie
moglich aufgetaut werden. Das Einfrierrohrchen wurde aus dem fliissigen Stickstoff
genommen und in der Hand aufgewidrmt. Die Zellen wurden entnommen und in ein 15ml-
Spitzbodenrohrchen mit bereits vorgewédrmten 9ml Kulturmedium tberfiihrt, gemischt und
sofort abzentrifugiert (5 Min., RT, 900rpm, Megafuge). Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Pellet in 10ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden in eine Kulturflasche

tiberfiihrt und in den 37°C-Brutschrank gestellt. Nach 24h wurde das Medium erneuert.

Mycoplasmen-Nachweis

In regelméBigen Abstinden sollten Zellen auf Mycoplasmen-Kontamination iiberpriift
werden. Hierbei wird die DNA durch den Farbstoff 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
sichtbar gemacht, sodass man scharf abgegrenzte Zellkerne erkennen kann. Bei einer
Kontamination wird die gefirbte DNA der Mycoplasmen sowohl innerhalb, als auch

zwischen den Zellen sichtbar.

Die Zellen wurden mit geringer Konfluenz auf eine 6cm-Gewebekulturschale ausgesiit.
Nach drei Tagen wurden das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem
Methanol/Eisessig (2:1) fiir 3 Min. fixiert. Die Fixierlosung wurde entfernt und die Zellen bei
RT getrocknet. AnschlieBend wurden die Zellen mit DAPI gefarbt. Hierzu wurden 2ul einer
DAPI-Lésung (0,1% DAPI in Methanol) in Iml PBS fiir 5 Min. auf die Zellen gegeben und
im Dunkeln inkubiert. Die DAPI-Losung wurde durch mehrmaliges Spiilen mit H,O entfernt,
und die Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop mit einem Filter zur UV-Anregung

(Absorptionsspektrum 340nm-380nm) auf Mykoplasmenkontamination durchsucht.

Bestimmung der Zellzahl

Die Neubauer-Zahlkammer ist aus vier groflen Quadraten aufgebaut, die sich jeweils in
16 kleine Quadrate aufteilen. Bei korrekt aufliegendem Deckglas, erkennbar an den
Newton’schen Ringen, entsteht in der Kammer ein definiertes Volumen. Unter dem
Mikroskop werden die Zellen auf den grolen Quadraten ausgezédhlt. Der Mittelwert der vier

Quadrate wird mit 10* multipliziert. Damit erhilt man die Anzahl der Zellen pro ml Medium.
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Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen, wie beim Umsetzen mit Trypsin,
abgeldst und vereinzelt. Eine 1:3-Verdlinnung der Zellsuspension wurde in eine Neubauer-

Zahlkammer tiberfithrt und die Zellzahl bestimmt.

4.6.2 Transfektion der hCAT-1.EGFP-Konstrukte in adhirente Zellen

Mit Hilfe der Transfektion kann Fremd-DNA in eukaryotische Zellen geschleust
werden. Die Zellen konnen entweder transient oder stabil transfiziert werden. Bei der
transienten Transfektion wird das Fremdgen nicht in das Genom integriert und nur fiir einen
kurzen Zeitraum exprimiert. Bei der stabilen Transfektion wird die DNA in das Genom
integriert und somit auf die Tochterzellen weitergegeben. Um die wenigen Zellen, in denen
eine Integration stattgefunden hat, selektionieren zu konnen, werden in der Regel Vektoren
benutzt, die eine Antibiotikaresistenz vermitteln. Simtliche Transfektionen in dieser Arbeit
wurden mit dem Effectene” Transfektions-Reagenz nach Angaben des Herstellers (Qiagen)

durchgefiihrt.

Transiente Transfektion

Am Tag vor der Transfektion wurden 2x10° Zellen in eine 6-Loch-Platte ausgesit. Die
Zellen waren am Tag der Transfektion 60-80% konfluent. 0,4pg bis 1lug der
Fusionskonstrukte phCAT-1.EGFP-N1, phCAT-1 S/AY*"*¥2*35 EGFP-N1, bzw. EGFP-NI
(als Kontrolle) wurden in ein steriles 1,5ml-Reaktionsgefal} pipettiert. 3,2ul des mitgelieferten
Enhancers wurden zupipettiert und mit dem Transfektionspuffer auf 100ul aufgefiillt.
Zu der Probe wurden 10ul Effectene®-Reagenz gegeben, der gesamte Ansatz 10s kriftig
gemischt und fiir 5 Min. bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen. Dann wurde 600ul serumhaltiges Medium zu dem Ansatz gegeben und
durch zweimaliges Auf- und Abziehen mit der Probe vermischt. Das Gemisch wurde
tropfenweise auf die Zellen gegeben und fiir 6h im 37°C-Begasungsbrutschrank inkubiert.

Nach 6h wurde das Medium durch frisches Kulturmedium ersetzt.

Da sdamtliche Transfektionen mit EGFP-Konstrukten bzw. mit EGFP-N1 durchgefiihrt
wurden, konnte die Transfektionseffizienz nach zwei Tagen unter dem Fluoreszenzmikroskop
bestimmt werden. Das GFP sowie die Variante EGFP haben die Eigenschaft UV- und
Blaulicht zu absorbieren und griines Licht zu emittieren (Ward et al., 1980). Somit waren die
transfizierten Zellen anhand ihrer griinen Fluoreszenz von den nicht transfizierten Zellen
deutlich zu unterscheiden (Blaufilter: 350nm-490nm). Transient transfizierte Zellen wurden

nach zwei Tagen auf Objekttrager umgesetzt und fotografiert.
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Stabile Transfektion

Um stabil transfizierte Zellklone zu erhalten wurden die Zellen am zweiten Tag nach der
Transfektion auf 15cm-Gewebekulturschalen in einer Verdiinnung von 1:10 umgesetzt und
zur Selektion mit G418-haltigem Medium kultiviert. Bei den U373MG Glioblastom-Zellen
wurde eine Konzentration von 600ug G418 pro ml Kulturmedium eingesetzt. Nach einigen
Tagen starben die nicht transfizierten Zellen ab und es bildeten sich Kolonien von
transfizierten Zellen. Die Zellkolonien wurden mit Hilfe von Klonierungsringen isoliert, mit
Trypsin abgeldst und zunichst in 24-Loch-Platten und anschlieBend in 25¢m*-Kulturflaschen

einzeln hochgezogen.

4.6.3 Fixierung von transfizierten Zellen

Da das griin fluoreszierende Protein empfindlich auf Methanol und sonstige Alkohole
reagiert und bereits nach kurzem Kontakt seine Fluoreszenz verliert, wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden auf Deckgldsern in 6-Loch-Platten oder in
Deckglas-Gewebekulturkammern kultiviert. Fiir die Fixierung wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und mit eiskalter 4%iger Paraformaldehyd-Losung fiir 5 Min. bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS gewaschen und die getrockneten Deckgliser
mit Permafluor  auf Objekttrigern festgemacht bzw. die Deckglas-Gewebekulturkammern
damit eingedeckt. Die Zellen wurden dann unter dem konfokalen Mikroskop von Dr. Strand

aus der Inneren Medizin der Universitdtsklinik in Mainz abgelichtet.

4.6.4 Konfokale Mikroskopie an lebenden Zellen

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie konnten auch lebende, mit den EGFP-
Konstrukten transfizierte Zellen beobachtet werden. Damit war es moglich, eventuelle
Anderungen der subzelluliren Lokalisation von hCAT-1 an einer Zelle am Mikroskop zu
verfolgen. Dafiir wurden die Zellen am Vortag in Deckglas-Gewebekulturkammern diinn
ausgesidt. Am Mikroskop wurde eine geeignete Zelle ausgesucht und die Belichtungs-
parameter eingestellt. Die Zelle wurde abgelichtet und anschlieBend mit 100nM
(Endkonzentration) PMA im Medium behandelt. Ohne die Einstellungen des Mikroskops zu
verandern, wurde die Zelle in bestimmten Zeitabstdnden nach Beginn der Behandlung
abgelichtet. Als Kontrolle wurden die Zellen mit 0,1% DMSO wie oben beschrieben
behandelt.
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4.6.5 Behandlung von Zellen mit PMA

Vor der Biotinylierung von Zelloberfldchenproteinen (s. 4.4.4) wurden die Zellen mit
PMA und mit dem PKC-Inhibitor BIM I vorbehandelt. Hierbei wurden die Zellen in 10cm-
Zellkulturplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen im jeweiligen Inkubationsmedium
mit 100nM PMA inkubiert, je nach Zelllinie fiir 30 Min. bzw. 4h. Als Kontrolle wurden
Zellen mit 0,1% DMSO behandelt. Bei einer Behandlung mit BIM I wurden die Zellen fiir
30 Min. vor der Zugabe von PMA mit 1uM der Substanz inkubiert und wihrend der PMA-
Inkubation im Medium beibehalten. Die Kontrollzellen wurden entsprechend mit 0,1%
DMSO vorbehandelt. Am Ende der Behandlung wurde die Zellen mit PBS gespiilt und nach
dem Biotinylierungsprotokoll (s. 4.4.4) weiterbehandelt.

4.6.6 Transportstudien an humanen Zellen

Locke’s Losung (10x)

1,54M NaCl
56mM KCl1
10mM MgCl,
36mM NaHCO;
100mM Hepes

Mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.
Am Versuchstag wurde die Losung 1:10 verdiinnt und 2mM CaCl; und 5,6mM Glukose
dazugegeben.

Fir die Aufnahmeversuche wurden die Zellen in 96-Loch-Platten oder 24-Loch-Platten

ausgesit, sodass sie am Versuchstag konfluent waren. Wenn nicht anders vermerkt, bestand

die Aufnahmel6sung aus Locke's Losung mit 100uM L-[*H]Arginin (10uCi/ml).

L-Arginin-Aufnahme

Die L-Arginin-Aufnahme wurde durch Zugabe der Aufnahmeldsung mit Hilfe einer
Acht-Kanal-Pipette direkt nach dem Spiilen der Zellen mit 100uM (96-Loch-Platten) bzw.
400ul (24-Loch-Platte) Locke's Losung gemessen. Dafiir wurden 50ul bzw. 200ul der
Aufnahmel6sung zu den Zellen so schnell wie moglich zupipettiert und die Platte fiir 30s in
einem 37°C-Wasserbad inkubiert. Die Aufnahmeldsung wurde durch Ausschlagen der Platte
auf Papier entfernt und die Zellen sofort 3mal in eiskalter Locke's Losung gespiilt. Um die
unspezifische Bindung von L-[*’H]Arginin an der Platte bzw. den Zellen zu bestimmen, wurde
immer eine Zellreihe erst unmittelbar vor dem Ausschlagen der Platte mit der
Aufnahmeldsung versetzt. Dieser unspezifische Wert wurde von dem L-[’H]Arginin-

Aufnahmewerten abgezogen.
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Phorbolester-Behandlung der Zellen bei den Transportstudien

Die konfluenten Zellen wurden vor dem Aufnahmeversuch mit den in Tab. 9
angegebenen Substanzen im jeweiligen Kulturmedium der Zellen, bei kurzen Inkubationen
(< 1h) auch in Locke’s Losung mit 100uM L-Arginin, vorbehandelt. Die benutzten
Konzentrationen der Substanzen sind in Tab. 9 aufgefiihrt. Die Behandlung mit den
Substanzen erfolgte wie in 4.6.5 fiir PMA beschrieben. Die Inkubationszeit variierte zwischen
30Min. und 4h und ist bei den jeweiligen Abbildungslegenden im Kapitel 5 angegeben. Nach
der Vorbehandlung wurde das Inkubationsmedium abgesaugt oder auf Papier ausgeschlagen.
Die Zellen wurden mit 100uM L-Arginin enthaltende Locke’s Losung gespiilt. AnschlieBend

konnte mit dem Aufnahmeversuch wie oben beschrieben begonnen werden.

Tabelle 9: Verwendete Substanzen fiir die Phorbolester-Behandlung der Zellen

Substanz AbKkiirzung verwendete Wirkung
Konzentrationen
Phorbol-12-myristat-13-acetat |PMA oder TPA |1 - 300nM PKC-Aktivator
Phorbol-12,13-dibutyrat PDBu 100 - 150nM PKC-Aktivator
40-Phorbol-12,13-didecanoat  |4a-PDD 100nM Inaktiver
Phorbolester
Bisindolylmaleimid I BIM I 0,5 - 1uM PKC-Inhibitor
Dimethylsulfoxid DMSO 0,1-0,3% Losungsmittel fiir
die Substanzen

Lysieren der Zellen und Radioaktivitatsbestimmung

Puffer P

50mM Tris-HCI (pH 7,4)

0,5mM EDTA

0,5mM Ethylenbis(oxyethylennitrilo)tetraessigsdure

(EGTA)

Die Zellen wurden mit 50ul (96-Loch-Platte) bzw. 150ul (24-Loch-Platte) 0,5N NaOH
30 Min. bei Raumtemperatur lysiert, und die Lysate mit 50ul bzw. 150ul 0,5N HCI
neutralisiert. Dann wurden 100ul respektive 300ul Puffer P zu den Proben gegeben und ein
Aliquot von 100ul bzw. 150ul wurde in Szintillationsréhrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von
2ml Szintillationsfliissigkeit wurde die enthaltene Radioaktivitdt im Szintillationszéhler
gemessen (s. 4.1.7 ). Das restliche Zelllysat wurde fiir die Bestimmung der Protein-

konzentration eingesetzt (s. 4.4.5).
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4.7 Auswertung und Berechnungen

4.7.1 Regressionen

Lineare und nicht lineare Regressionen wurde mit Hilfe des Programms GraphPad
Prism 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) auf IBM-Computer mit Pentium-
Prozessor, Betriebssysteme NT4.0 / WinXP oder mit einem Macintosh-Computer mit MacOS

8.0-Betriebssystem berechnet.

Equilibrium-exchange -Kurven
Die L-Arginin-Influx und -Efflux Messpunkte wurden durch Regression an folgende

Expotentialfunktionen angepasst:

FirdenInflux: Y=Y __(1-e™%)

max

Fiir den Efflux: Y = A (- Xk /Tau)
Daraus wurden Geschwindigkeitskonstante (t) und Halbwertszeit ermittelt.

Bestimmung von Viax und Ky aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven
Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden fiir die einzelnen hCAT-exprimierenden
Oozyten durch Messung des Stromes oder der Leitfahigkeit bei unterschiedlichen BAS-
Konzentrationen durchgefiihrt. Durch Auftragung der gemessenen Werte {iber deren
zugehorige BAS-Konzentration erhielt man eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Die
Punkte wurden an die Michaelis-Menten-Gleichung : Y = Vi *[S]/(Km+[S]) angepasst.
Unter der Annahme, dass der Transport von BAS der Michaelis-Menten-Kinetik folgte,
wurde aus der erhaltenen Regressionskurve die maximale Geschwindigkeit Vi« und die

Michaelis-Menten-Konstante Ky berechnet.

4.7.2 Statistik

Standardabweichungen, Standardfehler und alle Signifikanztests wurden am Computer
mit Hilfe der Programme GraphPad Prism 3.0 und Microsoft® Excel 2000 (Microsoft Co.)
berechnet. Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem
t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,05, <0,01 und <0,001 wurden als
signifikant mit jeweils (*), (**) bzw. (***) gekennzeichnet. Keine Signifikanz wurde mit ns

markiert.
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S. Ergebnisse

Abschnitt I: Elektrophysiologische Charakterisierung von hCAT-1 im
Vergleich zu hCAT-2A und hCAT-2B

Fiir die folgende elektrophysiologische Charakterisierung von hCAT-1 im Vergleich zu
hCAT-2A und -2B wurden X. laevis-Oozyten als Expressionssystem benutzt.
Die Oozyten wurden mit 40 ng hCAT-1-, -2A- oder -2B-cRNA injiziert. Als Kontrollen
wurden dH,O-injizierte Oozyten benutzt. Mit Hilfe der TEVC-Methode wurden nach 3-5
Tagen Expressions- und Inkubationszeit das Membranpotential und die -strdme gemessen.
Um den Einfluss der intrazelluldiren BAS-Konzentration auf den Transport von L-Arginin zu
untersuchen, wurden die Messungen an Oozyten durchgefiihrt, die iiber die gesamte
Expressionszeit in ND96-Puffer (BAS-depletierte Oozyten) oder in Oozyten- Kulturmedium
(BAS-beladene Oozyten) inkubiert worden waren. Um die Frage zu beantworten, auf welche
Art und Weise Membranpotential und Substrat-Konzentration die Akkumulation von BAS
durch die einzelnen hCAT-Isoformen beecinflussen, wurde die radioaktive Aufnahme von
L-Arginin in 2mM und 96mM K'-Puffer mit verschiedenen L-Arginin-Konzentrationen in
hCAT-exprimierenden Qozyten bestimmt. Zum Abschluss der elektrophysiologischen
Untersuchungen wurden die in Abwesenheit von BAS in hCAT-injizierten Oozyten
vorkommenden unspezifischen Membranstrome, so genannte Leck-Strome, genauer

untersucht und nach den moglichen Ionen gesucht, die diese Strome verursachen konnen.

5.1 Rolle des Membranpotentials fiir die Verteilung basischer Aminosiuren

in hCAT-1-, hCAT-2A- und hCAT-2B-exprimierenden Oozyten

5.1.1 Im Gegensatz zu hCAT-2A und -2B war das Membranpotential von hCAT-1-
exprimierenden OQozyten nicht vom Beladungszustand der Zellen mit basischen

Aminosiuren abhingig

Mit hCAT-1, -2A, -2B-cRNA oder mit dH,O-injizierte Oozyten wurden iiber die
gesamte Expressionszeit von 3 Tagen in ND96-Puffer depletiert bzw. in Oozyten-
Kulturmedium mit BAS beladen. AnschlieBend wurde das Membranpotential in BAS-freiem
Puffer (ND96-Puffer) gemessen. Das Membranpotential der hCAT-1-injizierten Oozyten war

nicht signifikant von dem der H,O-injizierten Kontroll-Oozyten zu unterscheiden (Abb. 6),
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obwohl hCAT-1-exprimierende QOozyten die Tendenz zu einem negativeren
Membranpotential zeigten (hCAT-1: =53 £ SmV bzw. 45 £ 2mV und H,0: 44 + 5mV bzw.
—35 £ 3mV, jeweils fiir BAS-beladene bzw. BAS-depletierte Oozyten). Im Vergleich dazu
wiesen mit BAS-beladene hCAT-2A- und -2B-exprimierende Oozyten nach dem Uberfiihren
in BAS-freien Puffer ein signifikant negativeres Membranpotential auf (jeweils =71 = 3mV
bzw. —68 + 5mV). Wurde dagegen das Membranpotential dieser hCAT-Isoformen in BAS-
depletierter Oozyten bestimmt, konnte kein signifikanter Unterschied zum Membranpotential
der entsprechenden H,O-Kontrollen beobachtet werden. Die Bildung eines BAS-Potentiales
wurde also nur in hCAT-2A- und -2B-exprimierenden Oozyten beobachtet und dieses nur

nach Beladung der Oozyten mit BAS.

H,0 hCAT-1 hCAT-2A hCAT-2B
0
_20_
>
é T L 1
e -407 _ ns ns
wl
ns
_60- |—|
ns ns
-80- In—sl *kk Kk
L | L |
T T

Abbildung 6: Abhiingigkeit des Membranpotentials hCAT-exprimierender Oozyten vom
Beladungszustand der Zellen mit basischen Aminosiuren

Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0O) cRNA der angegebenen hCAT-Isoformen oder mit 40nl
dH,O injiziert und iiber die Expressionszeit von 3 - 5 Tagen in ND96-Puffer (BAS -depletierte
Oozyten, weille Balken) oder in Oozyten-Kulturmedium (enthédlt 1,45mM L-Arg und 0,25mM L-Lys,
BAS -beladene Oozyten, schwarze Balken) inkubiert. AnschlieBend wurde das Membranpotential der
einzelnen Oozyten in ND96-Puffer ohne BAS bestimmt. Die Balken repridsentieren Mittelwerte +
SEM (n=12-20 Oozyten). Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von
dem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Die hCAT-exprimierenden Oozyten wurden zu den
respektiven H,O-injizierten Kontroll-Oozyten verglichen, P-Werte von <0,01 und <0,001 sind jeweils
mit  (**) und (***) gekennzeichnet.  Vergleich zwischen den  unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen, P-Werte von <0,001 sind mit (111) markiert, keine Signifikanz mit ns.
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5.1.2 Im depletierten Zustand wurde das Membranpotential der hCAT-exprimierenden

Oozyten ausschliefilich vom K'-Potential bestimmt

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass das Membranpotential von
hCAT-2A- und -2B-exprimierenden, mit BAS beladenen Oozyten, aus einer weiteren
Komponente besteht: dem BAS-Potential. Zusitzlich zum K'-Potential trigt das BAS-
Potential zur Hyperpolarisierung der Zellen bei. Um zu klédren, ob demzufolge das Membran-
potential in BAS-depletierten Oozyten ausschlieBlich durch das K'-Potential bestimmt wird,
wurde das Membranpotential der Oozyten in K'-Puffer (96mM K, E,, aufgehoben) gemessen
und mit den zuvor bestimmten Werten in ND96-Puffer (2mM K, E,, vorhanden) aus Abb. 6
verglichen. Die Ergebnisse in Abb. 7 zeigen, dass das Membranpotential hCAT-
exprimierender Oozyten auf dhnliche Weise wie bei H,O-Kontrollen durch die Zugabe von

K'-Puffer auf Werte zwischen —SmV und —7mV nahezu vollstindig aufgehoben wurde.
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Abbildung 7: Membranpotential depletierter Oozyten in Abhiingigkeit von der
K'-Konzentration

Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0O) cRNA der angegebenen hCAT-Isoformen oder mit 40nl
dH,O0 injiziert. Die Oozyten wurden wihrend der gesamten Expressionszeit von 3 - 5 Tagen in ND96-
Puffer depletiert. AnschlieBend wurde das Membranpotential in K'-Puffer (96mM K, gestreifte
Balken) bestimmt und mit dem Membranpotential der Oozyten in ND96-Puffer (2 mM K,
weille Balken) verglichen. Die Balken repriasentieren Mittelwerte + SEM (n=9-22). Die statistische
Analyse wurde mit dem ANOVA-Varianztest durchgefiihrt. Es wurden die jeweiligen ND96- gegen
K'-Puffer-Werte verglichen. P-Werte von < 0,001 sind mit (***) gekennzeichnet.
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5.1.3 Das Membranpotential und die L-Arginin-Konzentration beeinflussten die

Akkumulation von L-Arginin in hCAT-exprimierenden Oozyten

Um die Frage zu klidren, welche Rolle das Membranpotential und die BAS-
Konzentration fiir die Akkumulation von BAS durch die einzelnen hCAT-Isoformen spielt,
wurde die Aufnahme von verschiedenen Konzentrationen an L-Arginin fiir hCAT-1-, -2A-,
und -2B-exprimierende Oozyten in Na'-Aufnahmepuffer (2mM K") und in K'-Puffer (96mM
K") bestimmt. Hierbei wurden jeweils 10pCi/ml L-[*H]Arginin verwendet. Daraus wurde das
L[*H]-Arginin-Verteilungsvolumen errechnet (siche Methoden, 4.1.8), welches das intra- und
extrazellulire Konzentrationsverhidltnis von L-Arginin angibt. In Abb. 8 sind die Ergebnisse
zusammen-gefasst. In Anwesenheit des Membranpotentials in Na'-Aufnahmepuffer (fiir die
verschiedenen [L-Arg]o zwischen —22 und —30mV, s. Tab. 10) akkumulierten die Oozyten
deutlich mehr L-Arginin als in K'-Puffer. Die Akkumulation von L-Arginin in K'-Puffer
wurde bei L-Arginin-Konzentrationen zwischen 0,01 - 1mM 2- bis 3-fach reduziert.
Bei 10mM L-Arginin konnte nur bei hCAT-2A-injizierten Oozyten nach Aufhebung des
Membranpotentials in K -Puffer eine Reduktion der L-Arginin-Akkumulation auf etwa die
Halfte beobachtet werden (von 1ml/g auf 0,6ml/g). Dagegen zeigten mit hCAT-1- oder -2B-
injizierte Oozyten bei 10mM L-Arginin keinen Unterschied der L-Arginin-Akkumulation in
Abhingigkeit von der K'-Konzentration. Das Verteilungsvolumen erreichte hier jeweils
0,3 bzw. 0,5ml/g. Bemerkenswert ist, dass bei einer L-Arginin-Konzentration von 1mM bei
allen hCAT-Isoformen eine &hnliche Verteilung von L-Arginin intra- und extrazelluldr
beobachtet werden konnte. Das L-Arginin-Verteilungsvolumen in Na'-Aufnahmepuffer lag

bei 2 - 2,4ml/g, in K'-Puffer betrug der Wert 1ml/g.

Um das Membranpotential der Oozyten bei den verschiedenen Inkubationsbedingungen
der Langzeit-Aufnahmeversuche iiberpriifen zu konnen, wurde in Parallelversuchen das
Membranpotential der hCAT-exprimierenden Oozyten unter exakt gleichen Inkubations-
bedingungen nach 6h bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefasst und zeigen,
dass das Membranpotential hauptsichlich vom K'-Diffusionspotential getragen wurde und im

Equilibrium durch die unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen wenig beeinflusst wurde.
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Abbildung 8: Einfluss des Membranpotentials und der L-Arginin-Konzentration auf die
L-Arginin-Akkumulation in hCAT-exprimierenden Qozyten

Drei bis fiinf Tage nach der Injektion von 30ng cRNA der angegebenen hCAT-Isoformen oder 40nl
H,0 in Oozyten wurde die Aufnahme von 10puCi/ml L-[*’H]Arginin (in den rechts neben den Graphen
angegebenen Konzentrationen) iiber 6 Stunden in Na'-Aufnahmepuffer (weiBe Balken) oder in
K'-Puffer (schwarze Balken) bestimmt. Daraus wurde das L-[’H]Arginin-Verteilungsvolumen
errechnet (siche Methoden, 4.1.8). Ein Verteilungsvolumen von eins bedeutet eine Gleichverteilung
der intra- und extrazelluldren L-Arginin-Konzentration (gestrichelte Linie). Die Balken repréasentieren
Mittelwerte £ SEM (n=9-15).
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Tabelle 10: Membranpotential von hCAT-injizierten Oozyten nach 6h Inkubation in
unterschiedlichen L-Arginin- und K'-Konzentrationen

Membranpotential (mV)

[L-Arg]o 0,01 mM 0,1 mM 1 mM 10 mM
K70 2mM 96mM 2mM 96mM 2mM 96mM 2mM 96mM

hCAT-1 22+1 | —-6+1 | 28+1 | -6+05| 261 | 5+05| 26+2 | 5+04

hCAT-2A | 26+4 | -8+1 | -28+1 | -8+1 | -30+1 | -3+£03 | -21+1 | 4+04

hCAT-2B | 22+2 | -7+£1 -27+3 | 81 —28+1 | 2+04 | 211 | -5£0,7

Nach dem Equilibrieren der hCAT-injizierten Oozyten iiber 6h in ND96-Puffer ([K']o=2mM) oder
K'-Puffer ([K']o=96mM) mit unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen —wurde das

Membranpotential in der jeweiligen Inkubationslosung bestimmt. Daten sind Mittelwerte £ SEM
(n=4-6).

5.1.4 Im Gleichgewicht war der hCAT-vermittelte Influx und Efflux von L-Arginin
spiegelbildlich

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, konnte nach der 6-stiindigen Inkubation
der Oozyten in K'-Puffer mit einer extrazelluliren L-Arginin-Konzentration von ImM ein
Equilibrium der intra- und extrazelluldren L-Arginin-Konzentration bei allen hCAT-
Isoformen beobachtet werden. Unter diesen Bedingungen unterscheidet sich also das
elektrochemische Gleichgewicht fiir L-Arginin zwischen den einzelnen hCAT-injizierten
Oozyten nicht. Der Influx und Efflux von L-Arginin miisste also unter diesen Bedingungen
gleich sein. Um dies zu iiberpriifen, wurden Influx- bzw. Efflux-Kurven durch Zugabe von
10uCi/ml L-[H]Arginin zu den 4 - 6h in K'-Puffer und ImM L-Arginin equilibrierten hCAT-
exprimierenden Oozyten bestimmt: so genannte Equilibrium-exchange-Kurven (Abb. 9).
Die L-Arginin Influx- und Efflux-Kurven der einzelnen hCAT-Isoformen waren spiegel-
symmetrisch mit identischen Zeitkonstanten (hCAT-1: T = 34 Min.; hCAT-2A: t = 59 Min,;
hCAT-2B: 1 = 30 Min.), und die L-Arginin-Aufnahme bzw. -Abgabe erfolgte deutlich
schneller als in H,O-injizierten Oozyten (nicht gezeigt, Tt = 550 Min.). hCAT-2A-
exprimierende Oozyten bendtigten unter diesen Bedingungen doppelt so lange, um das

Tracer-Gleichgewicht zu erreichen wie hCAT-1- bzw. hCAT-2B-injizierte Oozyten.
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L-[*H]Arginin Equilibrium-exchange-Kurven
1.00 1 in hCAT-exprimierenden Oozyten
= 0.75 Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0)
2 hCAT-1, -2A oder -2B cRNA injiziert. Nach dem
5 050 Equilibrieren der Oozyten iiber 4-6h in K'-Puffer
(TR 025 mit 1mM L-Arginin wurde der Influx durch
' { { Zugabe von 10pCi/ml L-[’H]Arginin in der
0.004 : _ _ : _ gleichen Inkubationslosung bestimmt. Fir den
0 60 120 180 240 300 Efflux  wurden die Oozyten mit 1mM

L-[*H]Arginin (10pCi/ml) in K'-Puffer fiir 3-4h
aufgeladen. Der Efflux wurde in 1mM nicht
radioaktivem L-Arginin durch Auswechseln der Inkubationslosung bestimmt. Die L-Arginin-Influx-
und -Efflux-Kurven der einzelnen hCAT-Isoformen wurden durch Regression an Exponential-
funktionen bestimmt (s. Methoden 4.7.1). Die Kurven waren spiegelsymmetrisch mit identischen
Zeitkonstanten: A) hCAT-1: t = 34 Min.; B) hCAT-2A: 1 = 59 Min.; C) hCAT-2B: t = 30 Min..
Die Datenpunkte reprasentieren Mittewerte = SD (n=12-20).

Zeit (Min)

5.2 Durch basische Aminosiduren induzierte Membranstrome in hCAT-1-,

hCAT-2A- und hCAT-2B-exprimierenden Oozyten

5.2.1 Die BAS-induzierten Membranstrome der hCAT-Isoformen

waren unterschiedlich grof3

Nach der Expression von hCAT-1, -2A oder -2B in X. laevis-Oozyten wurde der
L-Arginin-induzierte Strom mit Hilfe der two-electrode voltage clamp(TEVC)-Methode
(s. 4.2.1) gemessen. Bei einem Haltepotential von —60mV wurde der Stromverlauf durch die
Oozyten nach Zugabe sittigender Konzentrationen an L-Arginin gemessen (1mM bei hCAT-1
2B und 10mM bei hCAT-2A bzw. H,;0O-Kontrollen).

bzw. Aullerdem wurden

Konzentrations-Wirkungs-Kurven von L-Arginin und L-Ornithin bestimmt.

86



Ergebnisse

L-Arginin-Maximalstrome

In Abb. 10A sind reprisentative Spuren der L-Arginin-induzierten Maximalstromen fiir
die einzelnen hCAT-exprimierenden Oozyten bei einem Haltepotential von —60mV gezeigt.
Alle hCAT-Isoformen zeigten einen L-Arginin-induzierten Einwértsstrom. Bei hCAT-1-
exprimierenden Oozyten war der L-Arginin-induzierte Strom am kleinsten, im Mittel
29 + 7nA (Abb. 10B). In manchen Fillen war es schwierig, in hCAT-1-exprimierenden
Oozyten iiberhaupt einen L-Arginin-Strom zu detektieren, da der Strom bei Werten um 5nA
lag, was nur unter einer starken Amplifizierung des Signals zu erkennen war. Die L-Arginin-
induzierten Strome bei hCAT-2B-exprimierenden Oozyten waren im Mittel bei 94 + 13nA.
Dagegen wurden bei hCAT-2A-exprimierenden Oozyten die grofften L-Arginin-induzierten
Strome mit Werten zwischen 140 bis 200nA beobachtet, im Mittel bei 162 + 30nA, in
seltenen Féllen auch bis zu 300nA. Bei H,O-injizierten Oozyten wurden bei —60mV in der
Regel keine Anderungen des Membranstromes durch die L-Arginin-Zugabe beobachtet
(Abb. 10A), in manchen Féllen jedoch ein Einwirtsstrom von maximal 5nA. Erst bei
hyperpolarisierenden Haltepotentialen von —-90mV bis —140mV wurden auch leichte
Anderungen des Membranstromes auf Werte zwischen 5nA bis 15nA beobachtet
(s. a. Abb. 12).

Konzentrations-Wirkungs-Kurven von L-Arginin und L-Ornithin

Durch den geringen L-Arginin-induzierten Strom bei hCAT-1-injizierten Oozyten war
es nicht moglich, eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve bei -60mV oder auch bei negativeren
Membranpotentialen durchzufiihren. Daher wurde die konzentrationsabhingige Zunahme des
L-Arginin-Stromes unter Gleichgewichtsbedingungen bestimmt (s. 5.2.4). In hCAT-2A- und
-2B-exprimierenden Oozyten wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei —-60mV
bestimmt. In Abb. 11A und C sind die konzentrationsabhéngigen L-Arginin- (fiir hCAT-2B
auch L-Ornithin) induzierten Strdme an einer hCAT-2A- bzw. hCAT-2B-exprimierenden
Oozyte gezeigt. Der Membranstrom nahm konzentrationsabhéngig zu. Durch Auftragung der
gemessenen Strome Uber deren zugehdrige BAS-Konzentration erhielt man eine
Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Unter der Annahme, dass der Transport von BAS der
Michaelis-Menten-Kinetik folgte, wurden die Punkte an die Michaelis-Menten-Gleichung
(s. 4.7.1) angepasst (Abb. 11B und D). Aus der erhaltenen Regressionskurve konnten die Ky-
und Vmax-Werte fiir L- Arginin bzw. L-Ornithin berechnet werden. Fiir das gezeigte Beispiel
mit der hCAT-2A-exprimierenden Oozyte betrugen Ky und Vi fiir L-Arginin 0,94mM und
262nA. In dem Beispiel mit der hCAT-2B-injizierten Oozyte betrugen Ky und V. fiir
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L-Arginin bzw. L-Ornithin jeweils 0,13mM und 124nA bzw. 0,18mM und 87nA. Der Ky-
Wert flir die jeweilige BAS édnderte sich nicht, wenn die Reihenfolge der BAS-Zugabe
gedndert wurde (L-Arg: 0,1 £ 0,06mM bzw. L-Orn: 0,14 = 0,02mM; Mittelwerte £ SEM,
n=4).
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Abbildung 10: L-Arginin-induzierte Membranstrome in hCAT-exprimierenden Qozyten

X. laevis-Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,O0) cRNA der angegebenen hCAT-Isoformen oder
40nl dH,O0 injiziert. Nach 3-5 Tagen Inkubation in ND96-Puffer (BAS-depletierte Oozyten) wurde der
induzierte Strom nach Zugabe von sittigenden Konzentrationen L-Arginin (ImM bei hCAT-1 bzw.
-2B und 10 mM bei hCAT-2A bzw. H,O-Kontrollen) bei einem Haltepotential von -60mV gemessen.
A) Reprisentative Stromspuren von jeweils einer hCAT-exprimierenden und H,O-injizierten Oozyte.
Der schwarze Balken reprédsentiert die L-Arginin-Zugabe. B) Zusammenfassung der L-Arginin-
induzierten Maximalstrome. Die Balken reprisentieren Mittelwerte £ SEM (hCAT-1, n=25;
hCAT-2A, n=12; hCAT-2B, n=10; H,O-Kontrollen n=9). Statistische Analysen wurden mit dem
ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Vergleich zwischen
hCAT-1, -2A bzw. -2B zur HO-Kontrolle: P-Werte von <0,5, <0,01 und <0,001 sind jeweils mit (*),
(**) und (***) gekennzeichnet. Vergleich zwischen den hCAT-Isoformen: P-Werte von <0,5, <0,01
und <0,001 sind mit (7), (1) und (171)markiert.
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Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von hCAT-2A- und
hCAT-2B-exprimierenden Oozyten

Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0) hCAT-2A- bzw. hCAT-2B-cRNA injiziert. Nach 3-5 Tagen
wurde durch Zugabe der angegebenen Konzentrationen an L-Arginin bzw. L-Ornithin der induzierte
Stromverlauf bei einem Haltepotential von —60mV registriert. A) Reprisentative Stromspur von einer
hCAT-2A-exprimierenden Oozyte die mit steigenden Konzentrationen von L-Arginin behandelt
wurde B) Konzentrations-Wirkungs-Kurven der in A gezeigten L-Arginin-induzierten Strome.
C) Repriésentative Stromspuren von einer hCAT-2B-exprimierenden Oozyte die nacheinander mit
steigenden Konzentrationen von L-Ornithin bzw. L-Arginin behandelt wurde. Die grauen Pfeile
zeigen die Waschschritte mit ND96-Puffer an. D) Konzentrations-Wirkungs-Kurven der in C
gezeigten L-Arginin-(W) und L-Ornithin-(®) induzierten Strome.
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5.2.2 Die Leitfihigkeit der einzelnen hCAT-Isoformen war abhiingig vom

Beladungszustand der Oozyten mit basischen Aminosiuren

Durch sukzessive Verdnderungen der Klemmspannung in 10mV-Schritten zwischen
—140mV und +40mV wurden Strom-Spannungs(I/V)-Beziehungen von hCAT-1-, -2A-, -2B-
und H,O-injizierten Oozyten jeweils vor und nach der Zugabe von sittigenden Konzen-
trationen an L-Arginin bestimmt (Abb. 12). Dabei wurden Oozyten untersucht, die wihrend
der gesamten Expressionszeit in ND96-Puffer von BAS depletiert oder in Oozyten-
Kulturmedium mit BAS beladen worden waren. Durch lineare Regression der I/V-Kurven
zwischen Membranpotentialwerten von —100mV bis OmV wurde die Steigung der I/V-Kurven
ermittelt, die als MalBl fiir die Leitfahigkeit (G) gilt, entsprechend der Gleichung:
G =9I/ 06E. Die Leitfdhigkeit gilt als MaB fiir die lonenmenge, die die Zellmembran passiert,
und kann daher fiir den Vergleich der elektrischen Eigenschaften der hCAT-injizierten

Oozyten benutzt werden.

Die Leitfdhigkeiten der einzelnen hCAT- und der H,O-injizierten Oozyten sind in
Tab. 11 zusammengefasst. Betrachtet man zundchst die Leitfdhigkeiten der Oozyten vor der
L-Arginin-Zugabe, so kann man erkennen, dass alle hCAT-exprimierenden Oozyten eine
hohere Leitfahigkeit als die HyO-injizierten Kontroll-Oozyten aufweisen, unabhéngig von der
Vorinkubationsbedingung. hCAT-2A und -2B weisen eine hohere Leitfdhigkeit in BAS-
depletierten als in BAS-beladenen Oozyten auf, wohingegen die Verhéltnisse bei hCAT-1
umgekehrt sind. Die Zugabe von L-Arginin fiihrte in BAS-depletierten Oozyten bei allen
hCAT-Isoformen zu einem Einwértsstrom mit einer Erhohung der Leitfahigkeit (Abb. 12A, C
und E und Tab. 11). Dagegen fiihrte die L-Arginin-Zugabe bei BAS-beladenen Oozyten zwar
ebenfalls zu einem Einwirtsstrom, aber zu keiner Erhohung der Leitfdhigkeit von
hCAT-1 und hCAT-2B (Abb. 12B und F und Tab. 11). Das Umkehrpotential (Eg) wurde hier
deutlich von —74mV auf —46mV (hCAT-1) und von —-79mV auf -27mV (hCAT-2B)
verschoben (-55mV auf —44mV bzw. —43 auf -27 bei BAS-depletierten Oozyten). Unter
diesen Bedingungen zeigten hCAT-2A-injizierte Oozyten eine geringere Zunahme der
Leitfahigkeit als in BAS-depletierten Oozyten. Das Eg wurde auch hier deutlich von -69mV
auf —14mV verschoben (-21mV auf OmV bei BAS-depletierten Oozyten) (Abb. 12D).
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Abbildung 12: I/V-Beziehungen hCAT-exprimierender Oozyten in Abhéingigkeit vom
Beladungszustand der Zellen mit basischen Aminoséiuren
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(Legende zu Abb. 12)

X. laevis-Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0O) cRNA der unten angegebenen hCAT-Isoformen
injiziert und wie in Abb. 6 angegeben inkubiert. Darauf folgend wurden I/V-Beziehungen durch
sukzessive Verdnderung des Membranpotentials auf Werte zwischen —140mV und +40mV aus einem
Haltepotential von —60mV gemessen. Der Strom der jeweiligen hCAT-Isoform und der H,O-
injizierten Kontroll-Oozyten wurde vor der L-Arginin-Zugabe (weile Kreise bzw. Quadrate) und nach
der L-Arginin-Zugabe (schwarze Kreise bzw. Quadrate) von séttigenden Konzentrationen L-Arginin
(ImM bei hCAT-1 bzw. -2B und 10 mM bei hCAT-2A und Kontroll-Oozyten) bestimmit.
A + B) hCAT-1; C + D) hCAT-2A; E + F) hCAT-2B und G + H) Kontroll-Oozyten, jeweils fiir BAS-
depletierte (A, C, E + G) bzw. BAS-beladene (B, D, F + H) Oozyten. Der L-Arginin-induzierte Strom
(A 1) wurde durch Subtraktion der Werte vor der L-Arginin-Zugabe von denen nach der L-Arginin-
Zugabe bestimmt (schwarze Dreiecke). Die Datenpunkte reprisentieren Mittelwerte £ SEM (hCAT-1,
n=7-15; hCAT-2A, n=5-9; hCAT-2B, n=6; H,O-Kontrollen, n=4-6).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Leitfdhigkeit der hCAT-injizierten Oozyten
(insbesondere hCAT-1 und -2B) stark von der intra- und extrazelluldren Konzentration an
BAS abhingig ist. Die Zugabe von gesittigten L-Arginin-Konzentrationen steigerte die
Leitfdhigkeit der hCAT-Isoformen in BAS-depletierten Oozyten, wihrend in BAS-beladenen
Oozyten keine (hCAT-1 und -2B) bzw. nur eine geringe (hCAT-2A) Zunahme der
Leitfahigkeit beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund sollten bei der Bestimmung von
Ky und Vi der hCAT-Isoformen die Inkubationsbedingungen genau kontrolliert werden

und am ehesten im BAS-Gleichgewicht ermittelt werden (s. 5.2.4).

Tabelle 11: Leitfihigkeiten der einzelnen hCAT-Isoformen in Abhéingigkeit des
Beladungszustandes der Oozyten mit basischen Aminosiuren

Transporter Leitfahigkeit (nS)
BAS-depletierte Oozyten BAS-beladene Oozyten
—L-Arg +L-Arg AG —L-Arg +L-Arg AG
hCAT-1 1,3 1,6 +0,3 1,7 1,4 —0,3
hCAT-2A 3,0 4,6 +1,6 2,3 3,0 +0,7
hCAT-2B 3,0 3,9 +0,9 2,5 2,1 -0,4
H,O 0,8 0,9 +0,1 0,9 0,9 0

Die angegebenen Leitfdhigkeiten wurden durch lineare Regression der in Abb. 12 gezeigten 1/V-
Kurven vor (-L-Arg) und nach (+L-Arg) L-Arginin-Zugabe bestimmt. Die jeweilige
Differenzleitfahigkeit (A G) wurde durch Subtraktion der —L-Arg-Werte von den +L-Arg-Werten
berechnet.
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5.2.3 Transportkinetik in Abhéingigkeit des Membranpotentials

Das Membranpotential beeinflusst die Transportparameter Ky und Vi der CAT-
Proteine (Kavanaugh, 1993). Daher sollte der Einfluss des Membranpotentials auf die
Transportparameter der einzelnen hCAT-Isoformen durch Bestimmung von I/V-Beziehungen
bei unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen untersucht werden. Hierbei wurde der
L-Arginin-induzierte Strom (A I) durch Subtraktion der Stréme aus der I/V-Kurve unter
Kontrollbedingungen (in Abwesenheit von L-Arginin) von denen nach der L-Arginin-Zugabe

berechnet.

hCAT-2A-exprimierende Oozyten zeigten eine Erhdhung des L-Arginin-Stromes in
Abhingigkeit vom Membranpotential und gleichzeitig eine Zunahme der Leitfdhigkeit
(steilere I/V-Kurven bei zunehmender L-Arginin-Konzentration) in Abhédngigkeit von der
L-Arginin-Konzentration (Abb. 13A). Aus den dargestellten I/V-Kurven bei
unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen wurden flir die in Abb. 13B angegebenen
Membranpotentiale ~Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir L-Arginin erstellt. Nach
Anpassung der Punkte an die Michaelis-Menten-Gleichung wurden die Transportparameter
Kym und Vi der hCAT-2A-exprimierenden Oozyten in Abhédngigkeit des Membran-
potentials bestimmt (Tab. 12). Wahrend Vmax durch hyperpolarisierende Membranpotentiale
zunahm, wurden die Ky-Werte von hCAT-2A erniedrigt.

Bei hCAT-1 und -2B-exprimierenden Oozyten fiihrte die Zugabe von L-Arginin zwar zu
einer konzentrationsabhingigen Zunahme des Membranstroms, aber mit steigender
L-Arginin-Konzentration zu keiner Zunahme, ja sogar zu einer Abnahme der Leitfahigkeit
(Steigung der I/V-Kurve) fiir L-Arginin (Abb. 13C-D). Diese Beobachtung wurde sowohl in
BAS-beladenen, als auch in BAS-depletierten Oozyten gemacht. Womdoglich wurde durch die
Zugabe von steigenden L-Arginin-Konzentrationen wéhrend eines Versuches die
intrazelluldre L-Arginin-Konzentration der BAS-depletierten Oozyten ausreichend veréndert,
um die Leitfdhigkeit von hCAT-1 und hCAT-2B nicht mehr verindern zu konnen
(s. a. im vorherigen Abschnitt Leitfahigkeit fiir BAS-beladenen Oozyten).
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Abbildung 13: L-Arginin-Transportkinetik in Abhiingigkeit vom Membranpotential bei
hCAT-1-, 2A- und -2B-exprimierenden Qozyten

Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl dH,0) hCAT-2A- (A und B), hCAT-1- (C) oder hCAT-2B-cRNA
(D) injiziert. Nach 3-5 Tagen wurden Membranstrome bei den angegebenen L-Arginin-
Konzentrationen durch sukzessive Verdnderung des Membranpotentials auf Werte zwischen —120mV
und +20mV aus einem Haltepotential von —60mV gemessen. A) Die angegebenen L-Arginin-
induzierten Strome (A I) von hCAT-2A-exprimierenden Oozyten wurden durch Subtraktion der I/V-
Kurve in L-Arginin-freiem Medium von den I/V-Kurven in den angegebenen L-Arginin-
Konzentrationen bestimmt. Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=3). B) Die L-Arginin-
Differenz-Strome aus A wurden als Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die angegebenen
Membranpotentiale dargestellt. Durch Anpassung der Punkte an Exponentialfunktionen wurden Ky-
und V.-Werte berechnet (s. Tab. 12). C + D) L-Arginin-induzierte I/V-Kurven einer hCAT-1- (C)
und hCAT-2B-exprimierenden Oozyte (D) fir die angegebenen L-Arginin-Konzentrationen.
Differenzstrome (A I) wurden wie in Teilabb. A beschrieben berechnet. Datenpunkte aus einem
reprasentativen Versuch.
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Tabelle 12: Transportkinetik hCAT-2A-exprimierender OQozyten in
Abhingigkeit vom Membranpotential

En Kwm Vmax
(mV) (mM L-Arg) (nA)
-120 0,72 £ 0,05 272+ 16
-100 0,74 + 0,05 227+ 13

-80 0,9 +0,05 170+ 8

-60 1,1 +£0,09 125+9

-40 1,5+0,17 809

-20 2,1+0,35 41+ 7

Die angegebenen Ky- und V.x-Werte wurden durch Anpassung der L-Arginin-induzierten Strome bei
den angegebenen Membranpotentialen (E,;) an die Michaelis-Menten-Gleichung berechnet (siche auch
Abb. 13).

5.2.4 Im Equilibrium-exchange nahm die Leitfihigkeit der einzelnen hCAT-Isoformen

in Abhéngigkeit der L-Arginin-Konzentration zu

Wie in den Abschnitten 5.2.2 und 5.2.3 gezeigt werden konnte, nahm die Leitfahigkeit
von hCAT-1 und -2B-exprimierenden Oozyten nur in BAS-depletierten Oozyten zu. Wurden
die Oozyten iiber 2 - 3 Tage mit BAS beladen, so kam es durch die Zugabe von L-Arginin
zu keiner Veranderung oder sogar zu einer Abnahme der Leitfdhigkeit fiir BAS. Unter diesen
Bedingungen war es also nicht mdglich, anhand der Leitfdhigkeiten eine Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fiir L-Arginin in hCAT-1- und -2B-exprimierenden Oozyten zu berechnen.
Aus diesem Grund wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven von L-Arginin fiir die einzelnen
hCAT-Isoformen dadurch ermittelt, dass die Leitfahigkeit hCAT-exprimierender Oozyten im
L-Arginin-Equilibrium bestimmt wurde. Die Oozyten wurden hierfiir in K'-Puffer mit den in
Abb. 14 angegebenen L-Arginin-Konzentrationen iiber 4 - 6h equilibriert. Da im Equilibrium-
exchange der BAS-Strom durch die hCAT-Proteine zwar maximal, aber nicht messbar ist,
wurde die Leitfdhigkeit in den respektiven Inkubationslésungen im voltage clamp-Experiment
dadurch bestimmt, dass das Membranpotential verdndert wurde. Ausgehend von einem
Haltepotential von OmV (nahe des E,, der Oozyten im L-Arginin-Equilibrium, s. Tab. 10)
wurden durch sukzessive Verdnderung des Membranpotentials auf Werte zwischen —60mV
und +60mV die Stromédnderungen registriert und daraus I/V-Kurven ermittelt. Die respektiven
Werte H,O-injizierter Oozyten wurden bei den in Abb. 14A, C und E dargestellten I/V-
Kurven von denen der hCAT-exprimierenden Oozyten abgezogen und die Leitfahigkeit durch

lineare Regression der I/V-Kurven bestimmt.
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Abbildung 14: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von L-Arginin fiir die einzelnen hCAT-
Isoformen im Equilibrium-exchange

A + C + E) Oozyten wurden mit 30ng (in 40nl H,O) (A) hCAT-1-, (C) hCAT-2A-, (E) hCAT-2B-
cRNA oder mit 40nl dH,O injiziert. Nach 2 - 3 Tagen Expressionszeit wurden die Oozyten 4 - 6h in
K'-Puffer mit den angegebenen Konzentrationen an L-Arginin inkubiert. AnschlieBend wurden 1/V-
Beziehungen in der jeweiligen Inkubationslosung (im Equilibrium-exchange) durch sukzessive
Verdanderung des Membranpotentials auf Werte zwischen —60mV und +60mV aus einem
Haltepotential von OmV gemessen. Die dargestellten I/V-Kurven wurden durch Subtraktion der Werte
H,O-injizierter Oozyten von denen der hCAT-exprimierenden Oozyten berechnet. Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte £ SEM (n=6-9). B + D + F) Fiir jede L-Arginin-Konzentration wurde die
Leitfdhigkeit durch lineare Regression der respektiven I/V-Kurve bestimmt. Damit wurden
Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir hCAT-1 (B), hCAT-2A (D) und hCAT-2B (F) im Equilibrium-
exchange bestimmt und die jeweiligen Ky und Gy,.-Werte berechnet (s. Tab. 13).
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Eine konzentrationsabhédngige Zunahme der L-Arginin-Leitfdhigkeit konnte bei allen
hCAT-Isoformen beobachtet werden (Abb. 14 B, D und F). Nach Auftragung der respektiven
Leitfdhigkeiten tiber der zugehorigen L-Arginin-Konzentration wurden die maximale
Leitfahigkeit Guax und der Ky-Wert durch Anpassung der Messpunkte an die Michaelis-
Menten-Gleichung berechnet. Tab. 13 fasst die Werte zusammen. Diese Ky - und G2 -
Werte geben die Transportparameter der hCAT-Isoformen im Substratgleichgewicht
(Equilibrium-exchange) an. Die Affinitdt von hCAT-1 und -2B war im Gleichgewicht gleich
grof3 und deutlich hoher als die Affinitdt von hCAT-2A. Dagegen war G pmax im Equilibrium-
exchange von hCAT-2A am niedrigsten, wahrend fiir hCAT-2B die hochste maximale
Leitfahigkeit beobachtet wurde.

Tabelle 13: Equilibrium-exchange Ky;- und G,,,,-Werte der hCAT-Isoformen fiir L-Arginin

Transporter K:,T G;eax
(mM L-Arg) (uS)
hCAT-1 0,16 0,07 84+ 1,5
hCAT-2A 1,1 £0,5 2,8+0,2
hCAT-2B 0,12 +£0,05 122+44

Km- und V. -Werte wurden aus den Leitfdhigkeiten von hCAT-exprimierenden Oozyten bestimmt,
die in K'-Puffer mit unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen equilibriert wurden (vgl. Abb. 14).
Die Bezeichnung Ky und G2 bedeutet, dass die Parameter Ky und Gy, im Substrat-

Gleichgewicht (Equilibrium-exchange) bestimmt worden sind (nach Stein, 1990).
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5.3 Leck-Strome hCAT-exprimierender QOozyten in Abwesenheit von

basischen Aminosauren

Das Auftreten von unspezifischen Stromen, so genannten Leck-Stromen in hCAT-
exprimierenden Oozyten wurde von Nawrath et al. bereits in hCAT-2A und -2B-injizierten
Oozyten beobachtet (Nawrath et al., 2000), jedoch nicht ndher untersucht. In dieser
Arbeit sollte auch fiir hCAT-1-exprimierende Oozyten das Vorkommen dieser Leck-Strome
tiberpriift und mit denen der hCAT-2A- und -2B-exprimierenden Oozyten verglichen werden.
Weiterhin sollte in Austauschversuchen mit unterschiedlichen Kationenpufferldsungen nach

den verantwortlichen Ionen fiir die hCAT-vermittelten Leck-Strome gesucht werden.

5.3.1 hCAT-1-exprimierende Oozyten zeigten auch in Abwesenheit von basischen

Aminosauren eine hohere Leitfahigkeit als H,O-injizierte Oozyten

Eine hohere Leitfahigkeit der hCAT-exprimierenden Oozyten im Vergleich zu den H,O-
injizierten Kontroll-Oozyten konnte bereits bei der Bestimmung der I/V-Kurven und der
daraus errechneten Leitfdhigkeiten der einzelnen hCAT-Isoformen vor der Zugabe von
L-Arginin beobachtet werden (s. Abb. 12 und Tab. 11). Diese erhohte Leitfdhigkeit der
hCAT-injizierten Oozyten in BAS-freiem Medium zeigt die Anwesenheit von Leck-Stromen
an. Um die hCAT-vermittelten Leck-Strome genauer analysieren und miteinander vergleichen
zu konnen, wurden die I/V-Kurven H,O-injizierter Kontroll-Oozyten von denen der einzelnen
hCAT-exprimierenden Oozyten abgezogen. Die hieraus berechneten Differenzstrome (A I)

zeigen Leck-Strome an, die von den einzelnen hCAT-Isoformen vermittelt werden.

In Abb. 15 ist eine Zusammenfassung der Differenzstrome der hCAT-Isoformen in
Abwesenheit von BAS, jeweils fiir BAS-depletierte und BAS-beladene Oozyten dargestellt.
Der unspezifische Einwértsstrom in hCAT-2A- und -2B-injizierten Oozyten war in
depletiertem Zustand deutlich hoher als in BAS-beladenen Oozyten. In BAS-beladenen
Oozyten war wiederum ein hoherer Auswértsstrom zu beobachten. hCAT-1-exprimierende
Oozyten zeigten unter beiden Vorinkubationsbedingungen einen sehr geringen unspezifischen
Einwirtsstrom. Dagegen war der Auswirtsstrom &hnlich hoch wie bei hCAT-2A und -2B.
Die Verschiebungen des Er durch die Vorinkubation der Oozyten mit BAS war fiir hCAT-2A
bzw. -2B ausgeprigter (jeweils -46mV zu -99mV bzw. —18mV zu —84mV) als fiir hCAT-1
(-83mV zu —106mV). Die aus den I/V-Kurven berechneten Differenzleitfahigkeiten sind in

Tab. 14 zusammengefasst.
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Abbildung 15: Leck-Strome der hCAT-Isoformen

Oozyten wurden mit 40nl H,O oder mit 30ng (in 40nl H,O) hCAT-1- (A), hCAT-2A- (), hCAT-2B-
cRNA (V)injiziert und iiber die Expressionszeit von 3 - 5 Tagen in ND96 (A, BAS-depletierte
Oozyten) oder Oozyten-Kulturmedium (B, BAS-beladene Oozyten) inkubiert. Nach der
Expressionszeit wurden I/V-Beziehungen durch sukzessive Verdnderung des Membranpotentials auf
Werte zwischen —140mV und +40mV aus einem Haltepotential von —60mV bestimmt. Die
dargestellten I/V-Kurven wurden nach Subtraktion der Werte H,O-injizierter Oozyten von denen der
hCAT-exprimierenden Oozyten berechnet. Daraus wurden die Leitfdhigkeiten der einzelnen hCAT-
Isoformen bestimmt, die in Tab. 14 zusammengefasst sind. Die Datenpunkte reprasentieren
Mittelwerte + SEM (hCAT-1, n=7-15; hCAT-2A, n=5-9; hCAT-2B, n=6).

Um den Einfluss der intrazelluldiren BAS auf die substratunabhéngige Leitfdhigkeit der
einzelnen hCAT-Isoformen zu analysieren, wurde die Leitfdhigkeit sowohl fiir BAS-
depletierte, als auch fiir BAS-beladene Oozyten berechnet. Unabhéingig vom Beladungs-
zustand der Oozyten mit BAS war die Leitfahigkeit der hCAT-exprimierenden Oozyten hoher
als die der Kontroll-Oozyten. Die Differenzleitfahigkeiten von hCAT-2A- und hCAT-2B-
exprimierenden Oozyten waren gleich hoch, nahmen aber durch die Vorinkubation mit BAS
geringfiigig ab. Dagegen war die Differenzleitfahigkeit von hCAT-1 deutlich niedriger
als die von hCAT-2A und -2B, nahm aber in BAS-beladenen Oozyten leicht zu.

Tabelle 14: Differenzleitfihigkeit von hCAT-1, hCAT-2A und hCAT-2B in BAS-freiem Medium

Transporter A G (pnS)
A) BAS-depletierte | B) BAS-beladene B-A
Oozyten Oozyten
hCAT-1 +0,5 +0,8 +0,3
hCAT-2A +2,2 +1.4 —0,6
hCAT-2B +2,2 +1,6 —0,8

Die Differenzleitfahigkeit (A G) wurde durch Subtraktion der Leitfahigkeit von H,O-injizierten
Kontroll-Oozyten (0,8uS bzw. 0,9uS) von den Leitfahigkeiten der hCAT-exprimierenden Oozyten
berechnet.
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5.3.2 Einwertige Kationenstrome in hCAT-2B-exprimierenden OQozyten

Um die unspezifischen Membranstrome genauer zu untersuchen, wurden Austausch-
versuche mit einwertigen Kationenlosungen (98mM) an hCAT-2B-injizierten Oozyten
durchgefiihrt. Dafiir wurden 1/V-Beziehungen an hCAT-2B- und H,O-injizierten Oozyten in
LiCl, NaCl, KCI, RbCl und CsCl bestimmt. Als Kontrolllosung wurde 98mM Tetramethyl-
ammoniumchlorid (TMACI) benutzt, um alle monovalenten Kationen im Puffer ersetzen zu
konnen. In Abb. 16A+B sind die gemessenen I/V-Kurven zusammengefasst. In H,O-
injizierten Kontroll-Oozyten wurde eine Erhdhung des Membranstromes in der Reihenfolge:
LiCI < NaCl < CsCl < KCI < RbCl beobachtet. In hCAT-2B-injizierten Oozyten konnte eine
Erhohung des Membranstromes in einer dhnlichen Reihenfolge beobachtet werden, allerdings
waren hier die K'- und Rb -induzierten Membranstrome etwa gleich groB und deutlich hoher
als die restlichen Kationen-Strome. Aus den in Abb. 16A + B dargestellten I/V-Kurven wurde
durch lineare Regression fiir die einzelnen Kationenstrome die Leitfdhigkeit bestimmt. Wie in
Abb. 16C gezeigt, war die hCAT-2B-vermittelte Leitfdhigkeit fiir die einzelnen Kationen
hoher als fiir die H,O-injizierten Kontroll-Oozyten. Betrachtet man aber die
Differenzleitfahigkeit (Werte fiir Kontroll-Oozyten abgezogen) in den einzelnen
Kationenldsungen, so zeigte sich, dass vor allem die K'- und Rb'-Leitfahigkeit bei hCAT-2B-
exprimierenden Oozyten erhoht war und die Differenzleitfahigkeit aller anderen Kationen
nicht grofler war, als die in der Kontrolllosung TMACI (Abb. 16D). Diese Ergebnisse zeigen,
dass hCAT-2B neben dem spezifischen Transport von BAS auch als ,,Kanal* fiir K'-Ionen

fungieren kann.

Um ausschlieBen zu kénnen, dass die K'-Leitfihigkeit in hCAT-2B-exprimierenden
Oozyten durch eine Erhohung der Expression von endogenen K'-Kanilen zustande kam,
wurden die K'-Strome in Anwesenheit der K'-Kanal-Inhibitoren BaCl, (1ImM) und
Tetraecthylammoniumchlorid (TEACI) (SmM) untersucht. Wie in Abb. 17 dargestellt, wurde
der K'-Strom H,O-injizierter Oozyten in Anwesenheit der Inhibitoren signifikant reduziert.
Dagegen wurde der K'-Strom in hCAT-2B-exprimierenden Oozyten nicht beeinflusst, was
darauf hinweist, dass der zusitzliche K'-Strom nicht auf die induzierte Expression von

K -Kanilen zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 16: Kationische Ionenstrome in hCAT-2B-injizierten Oozyten.

Oozyten wurden mit 40nl H,O (A) oder mit 30ng (in 40nl H,O) hCAT-2B-cRNA (B) injiziert.
3 - 5 Tage nach der Injektion wurden I/V-Beziehungen durch sukzessive Verdnderung des
Membranpotentials auf Werte zwischen —140 mV und +40 mV aus einem Haltepotential von —60mV
jeweils in Pufferlosung mit 98mM der angegebenen Kationen gemessen. Als Kontrolllosung wurde
Tetramethylammoniumchlorid(TMACI)-Puffer benutzt.

C) Die Leitfahigkeit der Oozyten wurde aus den in A und B dargestellten I/V-Kurven durch lineare
Regression bestimmt. D) Die Differenzleitfdhigkeit der jeweiligen Kationenldsungen wurde durch
Subtraktion der Leitfahigkeiten H,O-injizierter Oozyten von den Leitfahigkeiten hCAT-2B-
exprimierender Oozyten berechnet. Die Datenpunkte und die Balken repréisentieren Mittelwerte +
SEM (n=6-12). Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test
nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,05 und <0,01 sind jeweils mit (*) und (**)
gekennzeichnet.
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Abbildung 17: Wirkung von K'-Kanalinhibitoren auf den hCAT-2B-vermittelten Kaliumstrom

Oozyten wurden mit 40nl dH,O oder mit 30ng (in 40nl dH,O) hCAT-2B-cRNA injiziert. 3 - 5 Tage
nach der Injektion wurde der Einfluss von K'-Kanalinhibitoren auf den K'-Strom untersucht.

A + B) Original I/V-Beziehungen von H,O-injizierten Oozyten (A) und hCAT-2B-exprimierenden
Oozyten (B) in ND96-Puffer (O), in K'-Puffer ohne Zugabe von K'-Kanalinhibitoren () und nach
Zugabe von 5SmM TEACI (A), ImM BaCl, (<) oder von TEACI + BaCl, (H).

C) Quantitative Auswertung der Verinderung der K'-Maximalstrome bei —140mV. Die Werte sind in
Prozent der jeweiligen Kontrollen angegeben (H,O (weile Balken): 325 + 33nA und hCAT-2B
(schwarze Balken): 591 + 36nA). Datenpunkte und Balken repriasentieren Mittelwerte £ SEM (n=6-9).
Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test nach Bonferroni
durchgefiihrt. Statistische Auswertung jeweils zur Kontrolle: P-Werte von <0,05, <0,01 und <0,001
sind jeweils mit (*), (**) und (***) gekennzeichnet, keine Signifikanz ist mit ns markiert.
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5.3.3 *Rb"-Efflux und -Influx an hCAT-exprimierenden Oozyten

Um die elektrophysiologisch gezeigte Erhohung der K'-Leitfihigkeit in hCAT-2B-
exprimierenden Qozyten zu tiberpriifen, wurden Influx- und Efflux-Experimente mit

radioaktivem Rubidium (**Rb") als Marker fiir den K*-Strom durchgefiihrt.

%Rb*- Efflux

Der *Rb"-Efflux wurde an hCAT-1-, -2A- und -2B-exprimierenden Oozyten und H,0-
injizierten Kontroll-Oozyten in ND96-Puffer und in K'-Puffer bestimmt. Hierfiir wurden die
Oozyten mit 10uCi **Rb" iiber 3h aufgeladen. Die $6Rb"-Effluxraten waren bei allen hCAT-
exprimierenden Oozyten und bei den Kontroll-Oozyten édhnlich, jedoch zeigte der hohere
Ausgangswert fiir den Efflux, dass die hCAT-exprimierenden Oozyten im Vergleich zu den
Kontroll-Oozyten mehr Rb" akkumulierten (Abb. 18A). Die **Rb"-Akkumulation war in
hCAT-2A- und -2B-injizierten Oozyten deutlich hoher als bei hCAT-1-exprimierenden
Zellen. In K'-Puffer zeigten hCAT-2B-exprimierende Oozyten eine weitere Erhohung der
%Rb"-Akkumulation (Abb. 18B), die Efflux-Rate war jedoch auch hier nicht hoher als
bei H,O-injizierten Oozyten.

*Rb*-Influx

Wie beim *Rb™-Efflux schon zu erkennen war, akkumulierten die hCAT-injizierten
Oozyten mehr *Rb" als die Kontroll-Oozyten. Daher wurde der *°Rb"-Influx und ein
moglicher Einfluss von L-Arginin auf den Rb'-Flux genauer analysiert. Hierfiir wurde der
“Rb"-Influx an hCAT-2B-injizierten Oozyten in ND96-Puffer mit oder ohne Zugabe von
ImM L-Arginin bestimmt. hCAT-2B-exprimierende Oozyten zeigten eine signifikante
Erhéhung der **Rb’-Aufnahme iiber die Zeit im Vergleich zu den Kontroll-Oozyten.
Die Inkubation mit L-Arginin fiihrte zu einer Reduktion der “°Rb’-Aufnahme auf
Kontrollniveau (Abb. 19). Dagegen hatte L-Arginin keinen Einfluss auf die **Rb"-Aufnahme
in Kontroll-Oozyten (in dpm / Oozyte: 382 + 38 bzw. 406 + 13 jeweils fiir die Inkubation
ohne bzw. mit ImM L-Arginin nach 180Min.).
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Abbildung 18: **Rb*-Efflux-Kurven hCAT-exprimierender Oozyten

Mit 30 ng (in 40nl H,O) hCAT-1-, -2A-, -2B-cRNA oder mit 40 nl H2O injizierte Oozyten wurden in
ND96-Puffer oder K'-Puffer und 20uCi/ml **Rb" fiir 3h vorinkubiert. AnschlieBend wurde der *Rb -
Efflux im entsprechenden Puffer ohne Radioaktivitit durch Auswechseln der Inkubationslésung
bestimmt. A) **Rb"-Efflux-Kurven von H,O-Kontrollen (O), hCAT-1 (®), hCAT-2A (M) und hCAT-
2B (A) in ND96-Puffer. Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SEM (H,O, n=11; hCAT-1, n=4;
hCAT-2A, n=4; hCAT-2B, n=4). B) *Rb"-Efflux-Kurven von hCAT-2B-exprimierenden (A) und
H,O-injizierten (O) Oozyten in K'-Puffer. Datenpunkte reprisentieren Mittelwerte + SEM (n=4).
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Abbildung 19: **Rb*-Influx in hCAT-2B-exprimierende Oozyten

Der *°Rb"-Influx wurde fiir H,O-injizierte Oozyten (weiBe Balken) und hCAT-2B-exprimierende
Oozyten in ND96-Puffer ohne (schwarze Balken) oder mit 1 mM L-Arginin (gestreifte Balken) durch
Zugabe von 10 pCi/ml **Rb" zur jeweiligen Inkubationslosung bestimmt. Die **Rb*-Aufnahme der
H,0-Kontrollen wurde durch die L-Arginin-Zugabe nicht beeinflusst. Mittelwerte £+ SEM (n=6).
Die statistische Analyse wurde mit dem ANOVA-Varianztest zur jeweiligen Kontrolle durchgefiihrt.
P-Werte von <0,05, <0,01 und <0,001 sind jeweils mit (*), (**) und (***) gekennzeichnet, keine

Signifikanz ist mit NS markiert.
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Abschnitt II: Mechanismus der PKC-vermittelten Inhibition der Transport-
aktivitit von hCAT-1

Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fiihrt in X. laevis-Oozyten und in den
humanen endothelialen EA.hy 926-Zellen zur Inhibition der hCAT-1-vermittelten L-Arginin-
Aufnahme (Graf et al., 2001). Der Mechanismus der PKC-vermittelten Inhibition der
hCAT-1-Transportaktivitidt ist noch ungeklirt und sollte daher in dieser Arbeit ndher
analysiert werden. Zunédchst wurden durch Zugabe des PKC-aktivierenden Phorbolestester
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Anderungen der subzelluliren Lokalisation von
hCAT-1 an Fusionsproteinen zwischen hCAT-1 und dem verstirkt griin fluoreszierenden
Protein (EGFP) in X. laevis-Oozyten und humanen Zellen untersucht. Durch Biotinylierung
der Zelloberflaichen-Proteine und anschlieBende Western-Blot-Analysen wurden PKC-
vermittelte Anderungen der Expression des hCAT-1 an der Plasmamembran quantifiziert.
Weiterhin wurde in L-Arginin-Aufnahmestudien die PKC-vermittelte Inhibition des hCAT-1-
Transportes in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen untersucht. Letztere

Untersuchungen wurden auch am endogen exprimierten hCAT-1 durchgefiihrt.

Um die Frage zu beantworten, ob die PKC direkt das hCAT-1-Protein phosphoryliert,
wurden die drei putativen PKC-Erkennungsstellen des hCAT-1 durch Mutagenese entfernt.
AnschlieBend wurden PKC-vermittelte Anderungen der Zelloberflichenexpression und der
Transportaktivitdt untersucht. Um festzustellen, ob es eventuelle zelllinienabhidngige
Unterschiede der PKC-vermittelten hCAT-Regulation gibt, wurde weiterhin der Einfluss von

PMA auf die Transportaktivitét in verschiedenen humanen Zelllinien untersucht.

5.4 Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Expression und Transport-
aktivitiat von hCAT-1

5.4.1 PMA verminderte die Expression von hCAT-1 an der Zelloberfliche von
X. laevis-Oozyten und in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Um die Expression des hCAT-1 visualisieren zu konnen, wurde hCAT-1 an dem
verstirkt griin fluoreszierenden Protein EGFP fusioniert. Das hCAT-1.EGFP Fusionsprotein
(hergestellt von S. Wolf; Wolf et al., 2002) wurde in X. laevis-Oozyten exprimiert und in
humane U373MG Glioblastom-Zellen stabil transfiziert. Mit Hilfe der Fluoreszenz-

Mikroskopie konnten nun Verdnderungen in der Zelloberflichenexpression von hCAT-1
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sichtbar gemacht werden. Weiterhin wurde die Transportaktivitit von hCAT-1.EGFP nach
PKC-Aktivierung untersucht. Messungen von Wolf et al. haben gezeigt, dass die Transport-
eigenschaften vom hCAT-1.EGFP-Konstrukt sich nicht von denen des nativen hCAT-1
unterscheiden (Wolf et al., 2002).

Anderung der hCAT-1-Expression und -Transportaktivitat nach PKC-Aktivierung in
X. laevis-Oozyten

In Gefrierschnitten von hCAT-1.EGFP-exprimierenden Oozyten konnte durch
mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen gezeigt werden, dass die Expression des hCAT-1 an
der Zelloberfliche durch PMA-Behandlung (100nM, 30 Min.) deutlich abnahm (Abb. 20C
und D). Nur mit 0,1% DMSO behandelte Oozyten zeigten dagegen keinen Unterschied zu
den unbehandelten Zellen (Abb. 20A, B und E). Entsprechend zu der Reduktion der
Zelloberflichenexpression konnte auch eine Verminderung des L-Arginin-Transportes in
PMA-behandelten Oozyten beobachtet werden. PMA reduzierte die Transportaktivitit der
hCAT-1.EGFP-injizierten Oozyten dhnlich dem Wildtyp hCAT-1 auf 55 + 7% der DMSO-
Kontrolle (Abb. 20F).
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Abbildung 20: PMA verminderte die Expression von hCAT-1 an der Zelloberfliche von
X. laevis-Oozyten
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(Legende zu Abb. 20)

X. laevis-Oozyten wurden mit 30ng cRNA (in 40nl Wasser) des Fusionsproteins hCAT-1.EGFP
injiziert. Nach drei Tagen wurden die Oozyten iliber 30 Min. mit 0,1% DMSO (A, B) oder 100nM
PMA (C, D) in ND96-Puffer behandelt (in E unbehandelte Kontrolle). AnschlieBend wurden
Gefrierschnitte mit einer Dicke von 12um angefertigt, auf Objekttrager gezogen und unter dem
Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Der Balken entspricht 200um (A, C und E) bzw. 50um (B und D).
Pfeile in A, C, und E zeigen die Expression des hCAT-1 an der Zelloberfliache an.

F) Transportaktivitit von hCAT-1.EGFP nach der Behandlung der Oozyten iiber 0,5h mit 0,1%
DMSO bzw. 100nM PMA. Die Aufnahme von 100 uM L-[*H]Arginin (5 pCi/ml) wurde fiir 15 Min.
bei 20°C gemessen. Als Kontrollen wurden H,O-injizierte Oozyten entsprechend behandelt und der
erhaltene Wert (0,02 nmol/Oozyte/h) von den Messwerten hCAT-1-injizierter Oozyten abgezogen.
Die Werte (Mittelwerte = SEM, n=20) sind in Prozent der DMSO-behandelten Zellen angegeben
(100% entsprechen 0,38 + 0,06 nmol/Oozyte/h). Die statistische Analyse wurde mit dem ANOVA-
Varianztest durchgefiihrt. (***) kennzeichnet P-Wert < 0,001.

Anderung der hCAT-1-Expression nach PMA-Behandlung in U373MG Glioblastom-Zellen
hCAT-1.EGFP wurde stabil in U373MG Glioblastom-Zellen transfiziert. Die Transport-
aktivitidt von vereinzelten hCAT-1.EGFP Klonen unterschied sich dabei nicht voneinander
und lag deutlich iiber der Aktivitdt der EGFP-Kontrollen (s. a. Wolf, 2001). Die Wirkung von
PMA auf die Zelloberflachenexpression des Transporters wurde mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie und in Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberfldchen-Proteinen

untersucht.

A) Konfokale Mikroskopie von stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Konfokale Mikroskopie von stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen zeigte,
dass sich das Expressionsmuster des hCAT-1.EGFP-Konstruktes in diesen Zellen deutlich
von der EGFP-Expression (Kontrolltransfektion) unterscheidet. Wéhrend die mit EGFP
transfizierten Zellen eine diffuse Verteilung liber die gesamte Zelle mit einer Anreicherung im
Zellkern zeigten, wurde hCAT-1.EGFP an der Zelloberfliche (speziell im Bereich der
Plasmamembranauslaufer, ,ruffled boarders®), aber auch in intrazelluliren Vesikeln
exprimiert (Abb. 21 und Abb. 31). Eine 30 Min.-Behandlung der mit hCAT-1.EGFP stabil
transfizierten Zellen mit 100nM PMA fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der
Zelloberflachenexpression des Transportes. Dagegen fiihrte die Behandlung der Zellen mit
0,1% DMSO zu keiner Verdnderung des Expressionsmusters (Bildabfolge Abb. 21).
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Abbildung 21: Einfluss von PMA auf die Zelloberflichenexpression von hCAT-1.EGFP in stabil
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Mit hCAT-1.EGFP stabil transfizierte U373MG Glioblastom-Zellen wurden in Deckglas-
Gewebekulturkammern ausgesit und am folgenden Tag unter dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop
abgelichtet. Die Abbildung zeigt eine reprasentative Abfolge mikroskopischer Fluoreszenzaufnahmen
einer Zelle bei gleichen Einstellungsparametern fiir die respektive Behandlung mit 0,1% DMSO bzw.
100nM PMA. Die Pfeile zeigen die Expression von hCAT-1 an der Plasmamembran (,ruffled
borders*). Die Balken entsprechen 10pum.

B) Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberflichen-Proteinen in stabil
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Die mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie gezeigte Verminderung der Zelloberflichen-
expression von hCAT-1.EGFP wurde in Western-Blot-Analysen von biotinylierten

Zelloberflichen-Proteinen quantifiziert (Biotinylierungsmethode s. 4.4.4). Die Expression von
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hCAT-1.EGFP wurde mit dem EGFP-Antikorper nachgewiesen. In Abb. 22A ist in einem
repriasentativen Western-Blot gezeigt, dass durch die PMA-Behandlung die Expression von

hCAT-1.EGFP in der Zelloberflichen-Proteinfraktion deutlich abnahm.

A C
hCAT-1 ) » 130 -
. - - o |
B-Tubulin| e - - ~ 54 B-Tubulin| e -— — 54
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B Abbildung 22:
1T Einfluss von PMA auf die hCAT-1.EGFP-
- Expression in stabil transfizierten
— U373MG Glioblastom-Zellen
1004 — —
80 Mit hCAT-1.EGFP (A) oder EGFP (C) stabil

transfizierte U373MG  Glioblastom-Zellen
60- wurden in 10cm-Kulturplatten bis zur
Konfluenz kultiviert. A + C) Die Zellen

GFP Immunoreaktivitat
(% der DMSO-Kontrolle)

40 wurden zuerst tiber 30 Min. mit 1pM des
201 PKC-Inhibitors BIM I oder mit 0,1% DMSO
01— . - . (alle anderen Behandlungen) vorinkubiert.
Gesamt- Zelloberflachen- AnschlieBend wurden die Zellen fiir weitere

Lysat Protein 30 Min. mit 0,15% DMSO, 100nM PMA

oder mit 100 nM PMA + 0,5uM BIM I
behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zelloberflichen-Proteine mit dem membran-
undurchléssigen Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert, danach lysiert und durch Bindung an immobilisiertes
Avidin extrahiert. Nach dem Abldsen der Zelloberfldchen-Proteine vom Avidin wurden diese bzw. die
unbehandelten Gesamtlysate (15pg/Spur) tiber 10 % SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlieend wurden
die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und die Membran mit dem EGFP-Antikorper
inkubiert. Die hCAT-1.EGFP- und EGFP-Expression ist fiir Gesamtlysate (L) in einfacher Auftragung
bzw. fir die Zelloberfldchen-Proteine (ZO) in doppelter Auftragung gezeigt. Nach Entfernung des
EGFP-Antikorpers aus der Membran wurde diese mit dem anti-B-Tubulin-Antikérper inkubiert.
Mit Hilfe eines Chemolumineszenzreagenz wurden die Signale sichtbar gemacht und ein Rontgenfilm
den Membranen fiir 15s (hCAT-1.EGFP und B-Tubulin) bzw. 3s (EGFP) exponiert. Die Abbildung
zeigt reprasentative Western-Blots.

B) Auswertung von 5 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen mit hCAT-1.EGFP. Fiir die
Auswertung wurde die densitometrische Dichte der Western-Blot-Banden einer Versuchsreihe
zusammen quantifiziert. Die Werte (Mittelwerte =+ SEM) sind in Prozent der jeweiligen DMSO-
Kontrolle (weifle Balken) fir PMA (schwarze Balken) bzw. mit PMA + BIM I (graue Balken)
behandelten Zellen dargestellt. Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt
von dem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,01 und <0,001 sind jeweils mit (**)
und (T71) gekennzeichnet.
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Eine Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor BIM I in Anwesenheit von PMA
fiihrte zu einer Aufhebung des PMA-Effektes. Die quantitative Analyse mehrerer Versuche
zeigte, dass die Expression von hCAT-1.EGFP in den Zellen nach Behandlung mit PMA nur
an der Zelloberflache signifikant auf 75 + 5 % abnahm (Gesamtlysate 100 + 3% ). Dieser
Effekt lieB sich durch Inkubation mit BIM I signifikant autheben (99 + 4%) (Abb. 22B).
B-Tubulin wurde nur in den Gesamtlysaten nachgewiesen, was die Effizienz der
Auftrennungsmethode bestitigte, und zeigte keine Verdanderung durch die PMA-Behandlung.
Auch in EGFP-transfizierten Zellen (Kontrollen) konnte keine Verdnderung der Expression
durch die PMA-Behandlung nachgewiesen werden (Abb. 22C). Die EGFP-Expression wurde

nur in den Gesamtlysaten nachgewiesen.

5.4.2 PKC-Aktivierung verminderte die Transportaktivitit von hCAT-1.EGFP in stabil
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Um festzustellen, in welchem Zeitraum ein linearer Anstieg der L-Arginin-Aufnahme
vorliegt, wurde die zeitabhdngige Aufnahme von L-Arginin in mit hCAT-1.EGFP
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen bestimmt. Die Messpunkte wurden tiber 1 Min. in
5s bis 15s-Abstinden gewéhlt. In Abb. 23A ist die zeitabhingige Aufnahme von
L-Arginin am Beispiel von hCAT-1.EGFP/Klon 3 gezeigt. Die Auftnhahme war linear in den
ersten 30s und ging dann in eine Séttigungskurve liber. Somit wurden die 30s als geeigneter

Zeitpunkt fiir die nachfolgenden Aufnahmestudien in humanen Zellen gewihlt.

In Transportstudien mit L-[’H]Arginin konnte gezeigt werden, dass die Verminderung
der Zelloberflichenexpression des hCAT-1.EGFP durch PMA mit einer Reduktion der
L-Arginin-Aufnahme einhergeht (Abb. 23B). Die Transportaktivitit der stabil transfizierten
U373MG Glioblastom-Zellen nahm durch die Behandlung mit 100nM der PKC-Aktivatoren
PMA und PDBu ab (jeweils 57 + 4% und 63 + 4% der DMSO-Kontrolle). Vorinkubation der
Zellen mit dem PKC-Inhibitor BIM I reduzierte den PMA-Effekt (85 + 4%). Dagegen zeigte
die Behandlung mit dem inaktiven Phorbolester 4a-PPD und mit BIM I alleine keinen Effekt
(geweils 99 + 5% und 103 + 3%)).
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Abbildung 23: Zeitabhingige L-[’H|Arginin-Aufnahme und Einfluss der PKC-Aktivierung auf
die hCAT-1-vermittelte Transportaktivitiit in stabil transfizierten U373MG
Glioblastom-Zellen

Mit hCAT-1.EGFP oder EGFP-NI stabil transfizierte U373MG Glioblastom-Zellen wurden in
96-Loch-Platten bis zur Konfluenz kultiviert.

A) Zeitabhingige L-Arginin-Aufnahme von hCAT-1.EGFP/Klon 3 (®) und EGFP-N1/Klon 1 (O).
Die Aufnahme von 100pM L-[*H]Arginin (10pCi/ml) wurde bei 37°C fiir die angegebenen Zeitpunkte
gemessen. Datenpunkte représentieren Mittelwerte = SEM, n=4-6.

B) Unmittelbar vor Messung der L-Arginin-Aufnahme wurden die Zellen iiber 30 Min. mit 1 uM des
PKC-Inhibitors BIM I oder mit 0,1% DMSO (alle anderen Balken) behandelt. AnschlieBend wurden
die Zellen fiir weitere 30 Min. mit 0,15% DMSO, 100nM der Phorbolester PMA, PDBu, 40.-PPD oder
mit 0,5uM BIM I behandelt. Die Aufnahme von 100uM L-[’H]Arginin (10uCi/ml) wurde danach bei
37°C iiber 30s gemessen. Mit EGFP-N1 stabil transfizierte Zellen wurden auf gleiche Weise behandelt
und die erhaltenen Werte von den Messwerten der hCAT-1.EGFP-transfizierten Zellen abgezogen.
Die L-[’H]Arginin-Aufnahme der Zellen ist in Prozent der DMSO-Kontrolle angegeben (100%
entsprachen 11 + 0,6 pmol/pg Protein/Min.). Mittelwerte + SEM, n=24-30. Statistische Analysen
wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte
von <0,01 und <0,001 sind jeweils mit (1) und (***) gekennzeichnet.

5.4.3 PMA verminderte auch die endogene Zelloberflichenexpression und

Transportaktivitit von hCAT-1 in DLD-1 Kolonkarzinom-Zellen

Im vorherigen Abschnitt wurde die PKC-vermittelte Verminderung der hCAT-1-
Expression an der Zelloberfliche und der hCAT-1-Transportaktivitdt in iiberexprimierenden
Zellen gezeigt. Um diesen Effekt auch fiir den endogen exprimierten hCAT-1 zu untersuchen,
wurde die hCAT-1-Expression in verschiedenen humanen Zelllinien untersucht (s. 5.5.2). Die
humane Kolonkarzinom-Zelllinie DLD-1 zeigte die hochste Expression an hCAT-1 und

wurde daher fiir die Analysen ausgewéhlt.

111



Ergebnisse

Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberflachen-Proteinen in DLD-1
Kolonkarzinom-Zellen

In Abb. 24A ist in einem reprisentativen Western-Blot die hCAT-1-Expression in
DLD-1 Kolonkarzinom-Zellen dargestellt. Die hCAT-1-Expression wurde mit dem hCAT-
1/Kh5 Antikorper (spezifisch gegen den C-Terminus von hCAT-1) nachgewiesen. Ahnlich
wie bei den stabil transfizierten Zellen nahm die hCAT-1-Expression durch die Behandlung
mit PMA nur an der Zelloberfliche ab. Der PKC-Inhibitor BIM I war in der Lage, den PMA-
Effekt aufzuheben. Die quantitative Auswertung mehrerer Western-Blot-Analysen bestdtigte

die signifikante Abnahme der hCAT-1-Expression nur an der Zelloberflidche.
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B) Die Quantifizierung und statistische Analyse der Proteinexpression wurde wie in Abb. 22
beschrieben durchgefiihrt. Mittelwerte = SEM (n=6-8) von unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Versuchen. Die Werte sind in Prozent der respektiven DMSO-Kontrolle (weile Balken) nach
Behandlung mit PMA (schwarze Balken) bzw. mit PMA + BIM 1 (graue Balken) dargestellt.
Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt von dem t-Test nach Bonferroni
durchgefiihrt. P-Werte von <0,01 sind jeweils mit (**) bzw. (1) gekennzeichnet.
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Nach 4h Behandlung mit 100nM PMA war diese auf 55 + 8 % der DMSO-Kontrolle
gesunken (Gesamtlysate 90 + 7%) (Abb. 24B). Dieser Effekt lie3 sich durch Inkubation mit
1uM BIM I auf 89 + 11% signifikant reduzieren (Gesamtlysate 102 + 4%). B-Tubulin wurde
nur in den Gesamtlysaten nachgewiesen und wurde nicht durch die PMA-Behandlung

beeinflusst.

L-[®H]Arginin-Transportstudien in DLD-1 Kolonkarzinom-Zellen

Die Abnahme der hCAT-1-Expression durch die PKC-Aktivierung korrelierte mit der
Reduktion der L-Arginin-Aufnahme in DLD-1 Kolonkarzinom-Zellen (Abb. 25). Die
Transportaktivitit der Zellen wurde in Aufnahmeversuchen mit 100pM L-[’H]Arginin
(10pCi) durchgefiihrt. Um die L-Arginin-Aufnahme anderer Transportsysteme als System y"
(hCAT-1) zu inhibieren, wurden die Aufnahmeversuche in Anwesenheit von 2mM Leucin
durchgefithrt. Die Transportaktivitit nahm durch die Behandlung mit den aktiven
Phorbolestern PMA und PDBu signifikant ab (jeweils 73 + 5% bzw. 72 = 4%). Dieser Effekt
lie sich durch Vorinkubation mit BIM I in beiden Fillen inhibieren (jeweils 107 £+ 5% bzw.
100 + 6%). Die Behandlung mit dem inaktiven Phorbolester 40-PPD und BIM 1 alleine
zeigte dagegen keinen Effekt (jeweils 97 + 6% bzw. 104 + 7%).

1+ tF Abbildung 25:
120- [ | [ | Endogene hCAT-1-vermittelte
) 1 T T - L-[’H]Arginin-Aufnahme unter
E 2 100 Einfluss von Phorbolestern in DLD-1
< é 80- * * Kolonkarzinom-Zellen
<? 8 601 Die Behandlung und die Messung der
:(3 g 40- Transportaktivitdt konfluenter DLD-1
mf 5 Kolonkarzinom-Zellen wurden wie in
i g 201 Abb. 23B beschrieben durchgefiihrt, mit
< der Ausnahme, dass die Aufnahme von
O W N N \ 100uM L-[’H]Arginin (10puCi/ml) in
O®o) Q® Q,\Q QO@ Q,\® 0:00 @\V§ Anwesenheit von 2mM L-Leucin
X * W gemessen wurde. Damit sollte der

Transport von L-Arginin durch andere
Transportsysteme  als  System y'
(hCAT-1) blockiert werden. Die L-[*H]Arginin-Aufnahme der Zellen ist in Prozent der DMSO-
Kontrolle angegeben (100% entsprachen 1,3 = 0,05 pmol/pg Protein/Min.). Die Balken reprasentieren
Mittelwerte £ SEM (n=24-30). Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest, gefolgt
von dem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,05, <0,01 und <0,001 sind jeweils mit

(*), (1) und (T11) gekennzeichnet.
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5.5 Wirkung der PKC-Aktivierung auf den y'-vermittelten L-Arginin-

Transport von unterschiedlichen humanen Zelllinien

Wie in der Einleitung erwdhnt wurde, sind in der Literatur unterschiedliche
Auswirkungen der PKC-Aktivierung auf den L-Arginin-Transport in Sdugetierzellen gezeigt
worden. Ob diese Unterschiede auf eine vielfdltige Wirkung der PKC auf die L-Arginin-
Transportaktivitit in verschiedenen Zelltypen zuriickzufiihren sind, ist noch ungeklért.
Aus diesem Grund wurde in L-[’H]Arginin-Aufnahmestudien die Transportaktivitit von
verschiedenen humanen Zelllinien nach PMA-Behandlung untersucht. Um auf eventuelle
Unterschiede in der PMA-Wirkung auf einzelne hCAT-Isoformen zuriickschlieBen zu
konnen, wurde auBBerdem die Expression von hCAT-1, -2A, -2B und -3 in den verschiedenen

Zelllinien mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutzanalyse untersucht.

5.5.1 Der y'-vermittelte L-Arginin-Transport wurde unter Einfluss von PMA in allen

untersuchten humanen Zelllinien vermindert

Der Einfluss der PKC-Aktivierung durch PMA auf die Transportaktivitit von
verschiedenen humanen Zelllinien wurde in L-Arginin-Aufnahmestudien untersucht.
Die Zelllinien SK-N-SH und SH-SY-5Y (Neuroblastom-Zellen), U-87-MG und U-138-MG
(Glioblastom-Zellen) und NT2 (Teratokarzinom-Zellen) wurden von der Untersuchung
ausgeschlossen, da diese Zellen wéhrend des Transport-Assays nicht an den Zellkulturplatten
haften blieben. In 7 weiteren Zelllinien konnte der Einfluss von PMA auf die endogene
Transportaktivitit untersucht werden, jeweils flir den Gesamttransport bzw. fiir den System-
y -vermittelten Transport (unter Zugabe von 2mM L-Leucin zur Hemmung anderer
Transportsysteme). In Abb. 26 und in Tab. 15 sind die Ergebnisse zusammengefasst. In allen
untersuchten Zelllinien wurde eine Abnahme der L-Arginin-Aufnahme durch die PMA-
Behandlung sowohl fiir den Gesamttransport, als auch fiir den y'-vermittelten Transport

beobachtet.

In den Zelllinien EA.hy 926, A549/8 und U373MG wurde auflerdem die konzentrations-
abhiangige Wirkung von PMA untersucht. Die PMA-Behandlung fiihrte zu einer
konzentrationsabhdngigen Abnahme der L-Arginin-Aufnahme in den Zelllinien A549/8 und
EA.hy 926. Bei U373MG war nur eine schwache, nicht dosisabhingige Abnahme der
Transportaktivitit zu beobachten (Abb. 27).
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Abbildung 26: Einfluss von PMA auf die L-Arginin-Aufnahme in verschiedenen
humanen Zelllinien

Die angegebenen Zelllinien wurden in 96-Loch-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. A) Die Zellen
wurden fiir 0,5h (hellgraue Balken) bzw. 4h (graue Balken) bei 37 °C mit je 100 pl Locke's
Losung/Loch inkubiert, die 100 nM PMA in 0,1 % DMSO enthielt. Als Kontrolle wurden die Zellen
4h mit 0,1 % DMSO behandelt (weile Balken). AnschlieBend wurde die Aufnahme von 100uM L-
[*H]Arginin (5pCi/ml) wie in Abb. 23 beschrieben bestimmt, mit der Ausnahme, dass die
Transportaktivitdt zusétzlich in Anwesenheit von 2mM L-Leu gemessen wurde (gestreifte Balken), um
damit den Transport von L-Arginin durch andere Transportsysteme als System y~ (hCAT-vermittelt)
zu blockieren. Zwei Sekunden vor Beendigung der L-Arginin-Aufnahme wurde zu unbehandelten
Zellen 100ul Locke's Losung/Loch, die 100 uM [PH]L-Arginin (5 pCi/ml) enthielt, pipettiert
("Nullwert"). Nach Lyse der Zellen wurde die Proteinkonzentration/Loch bestimmt und anschlieBend
die Menge an Radioaktivitit in den Lysaten bestimmt. Die Werte sind als Prozentanteile der
jeweiligen DMSO-Kontrollen angegeben (in pmol/pg/Min.: A549/8, 2,0 + 0,1; DLD-1, 2,0 £ 0,1;
EA.hy 926, 1,5 + 0,1; ECV 304, 1,4 £ 0,1; HaCaT, 1,0 = 0,1; U373MG, 0,9 + 0,1; SK-N-MC,
2,2 £ 0,1). Die Werte stellen Mittelwerte = SEM (n=15-25) dar. Das #-Symbol kennzeichnet
fehlende Daten.
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Tabelle 15: Einfluss von PMA auf die L-Arginin-Aufnahme in unterschiedlichen
humanen Zelllinien
Zelllinie Transportaktivitiit y'-Anteil am
(% der DMSO-Kontrolle) Gesamt-
Gesamttransport y -vermittelter Transport transport
(+ 2mM L-Leu) (%)
PMA (0,5h) | PMA (4h) | PMA (0,5h) | PMA (4h)
A549/8 60+ 6 52+4 69 +2 57+4 39+7
DLD-1 76 £12 55+ 14 78 £7 70 +£2 71+4
EA.hy 926 43 +2 33+£5 56+2 53+1 38+5
ECV 304 73+9 57+3 60+9 72 +3 54+7
HaCaT k.D. 60+6 k.D. 67+5 59+3
U373IMG 86+ 8 k.D. 77+ 1 k.D. 53+5
SK-N-MC 62+8 37+2 61+1 74 +7 47+9

PMA-Effekte sind in Prozent der jeweiligen DMSO-Kontrolle angegeben (Mittelwerte = SEM,
n=15-25). Fehlende Daten sind mit k.D. (keine Daten) markiert. Grau unterlegt der berechnete
y -Anteil am Gesamttransport.
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Abbildung 27: Konzentrationsabhingiger PMA-Effekt auf die L-Arginin-Aufnahme in
U373MG Glioblastom- A549/8 Lungenkarzinom- und endothelialen
EA.hy 926-Zellen

Konzentrationsabhingiger PMA-Effekt auf die Transportaktivitit von U373MG Glioblastom- (weile
Balken), A549/8 Lungenkarzinom- (graue Balken) und endothelialen EA.hy 926-Zellen (schwarze
Balken). Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an PMA iiber 0,5h behandelt und
anschlieBend die Aufnahme von 100pM L-[’H]Arginin (5uCi/ml) wie in Abb. 26 beschrieben in
Anwesenheit von 2mM L-Leu gemessen. Die Daten sind als Prozentanteile der DMSO-Kontrolle
angegeben (100 % entsprachen 2,6 + 0,06, 1,5 £ 0,05 bzw. 1,1 £ 0,03 pmol /ug Protein/Min., jeweils
fiir U373MG, A549/8 bzw. EA.hy 926). Die Werte stellen Mittelwerte = SEM aus einer Anzahl von je
6 Einzelpunkten dar. Vergleichbare Ergebnisse wurden
durchgefiihrten Versuchen erzielt.

in drei unabhédngig voneinander
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5.5.2 Expression der hCAT-Isoformen in verschiedenen humanen Zelllinien

Nachweis der Expression der hCAT-Isoformen mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutzanalyse

Die Expression von hCAT-1, -2A, -2B und -3 in verschiedenen humanen Zelllinien
wurde mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutzanalyse untersucht. Reprisentative
Autoradiogramme sind in Abb. 28 dargestellt, die quantitative Auswertung von 3-4
Autoradiogrammen wurde in Tab. 16 zusammengefasst. Dabei wurde die mRNA-Expression
der hCAT-Isoformen auf die zur Standardisierung mitgefiihrte h-B-Aktin-Bande bezogen.
Die relative mRNA-Expression wurde in % der NT2-Werte berechnet, da in dieser Zelllinie
- mit Ausnahme von hCAT-2A - eine deutliche Expression aller hCAT-Isoformen gezeigt
werden konnte. Fiir hCAT-2A konnte auch in allen anderen untersuchten Zelllinien keine
mRNA-Expression nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression von hCAT-1 konnte in
allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Dabei zeigten die Zelllinien A549/8 und
EA.hy 926 die geringste, DLD-1 und A673 die hochste hCAT-1 Expression. hCAT-2B wurde
vor allem in den Zelllinien A549/8, A673 und SK-N-MC nachgewiesen, aber auch in DLD-1,
NT2 und an der Nachweisgrenze in U373MG -Zellen. Es sollte bemerkt werden, dass die
Werte fiir Zelllinien A549/8 und DLD-1 zwischen den einzelnen Analysen schwankten.
hCAT-3 wurde vor allem in NT2-Zellen nachgewiesen, in geringeren Mengen auch in der

Zelllinie SK-N-MC und an der Nachweisgrenze in A673-Zellen.

Tabelle 16: mRNA-Expression der hCAT-Isoformen in verschiedenen humanen Zelllinien

Zelllinie relative mRNA-Expression vorwiegend exprimierte
(Fraktion der NT2-Expression) hCAT-Isoform

hCAT-1 hCAT-2B hCAT-3

A549/8 0,5+0,07 7,9 +3,7 n. n. hCAT-2B

A673 53+1,1 4,0+1.2 0,03 +£0,01 hCAT-1=hCAT-2B

DLD-1 72425 22+1,7 n. n. hCAT-1

EA.hy 926 0,4 +0,02 n. n. n. n. hCAT-1

ECV 304 0,9+0,2 n. n. n. n. hCAT-1

HaCaT 2,3+0,2 n. n. n. n. hCAT-1

NT2 1 1 1 hCAT-3

U373MG 0,7+ 0,03 0,02 + 0,01 n. n. hCAT-1

SK-N-MC 1,0£0,3 1,6 £ 0,4 0,2 +0,02 hCAT-1=hCAT-2B

Quantitative Auswertung der mit Hilfe der RNase-Verdauungsschutzanalyse untersuchten mRNA-
Expression der hCAT-Isoformen. Fiir hCAT-2A wurde keine Expression in den untersuchten
Zelllinien nachgewiesen. Fehlende Expression einer hCAT-Isoform ist mit n. n. (nicht nachweisbar)
gekennzeichnet. Daten sind Mittelwerte £ SEM (n=3-4).
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Abbildung 28: Nachweis der mRNA-Expression in verschiedenen humanen Zelllinien

Gesamt-RNA wurde aus den betreffenden Zelllinien nach der Methode von Chomczynski und Sacchi
isoliert und jeweils 20pg fiir eine RNase-Verdauungsschutzanalyse eingesetzt (Chomczynski und
Sacchi, 1987). Zur Hybridisierung wurden spezifische Sonden fiir hCAT-1 (A), hCAT-2B (B),
hCAT-2A (C) oder hCAT-3 (D) in Kombination mit einer hp-Aktin-Sonde eingesetzt.
Ein Rontgenfilm wurde den Gelen flir einen Tag exponiert. hl: hCAT-1-Sonde (unverdautes
Fragment 252nt, geschiitztes Fragment 201nt); h2A: hCAT-2A-Sonde (unverdautes Fragment 272nt,
geschiitztes Fragment 185 (168) nt); h2B: hCAT-2B-Sonde (unverdautes Fragment 307nt, geschiitztes
Fragment 289 nt); h3: hCAT-3-Sonde (unverdautes Fragment 292nt, geschiitztes Fragment 243nt);
A;: h-B-Aktin/5-Sonde (unverdautes Fragment 222nt, geschiitztes Fragment 107nt); A,: KS-hu-
B-Aktin-Sonde (unverdautes Fragment 188nt, geschiitztes Fragment 109nt); T: tRNA;
M: Molekulargewichtsmarker @X174 Hinf I. Die Abb. zeigt reprisentative Autoradiogramme.
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Transiente Expression von hCAT-1.EGFP in den Zelllinien EA.hy 926, A549/8 und DLD-1

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie wurde die Expression und Verteilung des
hCAT-1.EGFP-Konstruktes in transient transfizierten EA.hy 926-, A549/8- und DLD-1-
Zellen visualisiert. Eine Expression von hCAT-1.EGFP an der Zelloberfliche konnte bei
diesen Zelllinien detektiert werden. Jedoch konnte auch bei diesen Zelllinien auf dhnliche
Weise wie zuvor bei den U373MG Glioblastom-Zellen eine starke Anreicherung des hCAT-1
in intrazelluldiren Vesikel beobachtet werden (Abb. 29). Der Versuch, die Zelllinien
EA.hy 926 und A549/8 mit hCAT-1.EGFP stabil zu transfizieren scheiterte dadurch, dass die
Zellen wihrend des Auswahlprozesses abstarben (EA.hy 926) oder nach einiger Zeit die
Transportaktivitit des tiberexprimierten hCAT-1.EGFP und damit einhergehend die
Leuchtintensitit verloren ging (A549/8).

Abbildung 29: Transiente hCAT-1.EGFP-Expression in den Zelllinien A549/8, DLD-1 und
EA.hy 926

Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von hCAT-1.EGFP transient transfiziert in AS549/8 (A),
DLD-1 (B) und EA.hy 926-Zellen (C). Die Zellen wurden in Deckglas-Gewebekulturkammern
ausgesdt und am folgenden Tag mit 4% Paraformaldehyd fixiert und anschlieBend unter dem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop bei gleichen Einstellungsparametern abgelichtet. Die Abb. zeigt
reprasentative Aufnahmen. Der Balken entspricht 10um.
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5.6 Charakterisierung der hCAT-1-Mutante hCAT-1 /A7

Um zu tiberpriifen ob die PKC direkt das hCAT-1-Protein phosphoryliert, wurden die
drei putativen PKC-Erkennungsstellen am hCAT-1-Protein durch einen Serin zu Alanin
Austausch an den AS-Positionen 476, 482 und 557 entfernt (s. Mutagenese von hCAT-1, 4.5).
Anschliefend sollte die Zelloberflaichenexpression der hCAT-1-Mutante nach PMA-
Behandlung mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie und in Western-Blots von biotinylierten
Zelloberflachen-Proteinen untersucht werden. Die Transportaktivitit sollte analog zu den
Untersuchungen am hCAT-1-Wildtyp in L-Arginin-Aufnahmestudien nach Phorbolester-
behandlung untersucht werden. Davor aber sollte die hCAT-1-Mutante (hCAT-1

S/AYOTH8E3T) im Vergleich zu hCAT-1 charakterisiert werden.

5.6.1 hCAT-1 und hCAT-1 S/AY**¥%*57 Sequenzvergleich

Die drei putativen PKC-Erkennungsstellen im hCAT-1-Protein wurden durch
Punktmutation (T — G Austausch) an den bp-Positionen 1426, 1444 und 1669 entfernt.
Dadurch wurden in der Proteinsequenz die Serine an den AS-Positionen 476, 482 und 557
gegen Alanine ausgetauscht (Abb. 30). Die resultierende hCAT-1-Mutante wurde hCAT-1
S/AYCH8IT begeichnet. Die fiir die Subklonierung benétigte Hind III Restriktionsstelle
wurde als stille Mutation durch C — T Austausch an der bp-Position 1668 eingefiihrt. Die

476+482+557
A

Uberpriifung der gesamten hCAT-1 S/ cDNA-Sequenz iiber DNA-Sequenzierung

zeigte keine unerwiinschten Mutationen.

5.6.2 hCAT-1 S/AY6"482*557 EGFP zeigte eine ihnliche subzelluliire Verteilung wie
hCAT-1.EGFP

Nachweis der hCAT-1S/A*6*482*55" EGFP-Expression mit Hilfe konfokaler Mikroskopie

Das hCAT-1S/AY*"*¥2%357 EGFP-Konstrukt wurde durch Subklonierung der mutierten
PKC-Erkennungsstellen des hCAT-1 aus dem pSPHCI1S/A476+482+557-Vektor in das
hCAT-1.EGFP-Konstrukt hergestellt (s. 4.5.4). Damit konnte die subzelluldre Expression der
Mutante analog zu den Untersuchungen des hCAT-1-Wildtyps mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie visualisiert werden. Nach der Transfektion von hCAT-1S/A***8237 EGFP in
U373MG Glioblastom-Zellen wurden durch Selektion mit G418 einzelne, stabil transfizierte
Klone isoliert. Die Expression der hCAT-1-Mutante war vergleichbar mit der Expression des

Wildtyps (Abb. 31). Neben der Lokalisation an der Zelloberfliche wurde auch eine starke
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1401 1410 1420 LMSD 1440 ¢ 1430 1460 1470
hCAT-1  GTTTTTACCAGAGECAGAGATGT TCTCTT TGARRRCCATACTCTCACCCARARRCATGEAGCCT TCCARA

hCAT-1 GTTTTTACCAGAGGCAGAGATGTTCGCTTTGARARCCATACTCGCACCCARRRACATGGAGECT TCCAARA

S/ AAT6+482+557

1611 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
hCAT-1  CCTCTGTGCCGTGETCACGEECETCATETEEAGECAGCCCGAGAGCARGACCARGCTCTCATTTAAGGTT

hCAT-1 CCTCTGTGCCGTGGTCACGGGCGTCATCTGGAGECAGCCCGAGAGCARGACCAAGC TTGCATTTARGGTT

S/ AAT6+482+557

Hind IIIT

B

hCAT-1 460 465 470 475 480 485 490

S/A476+482+557 NELASTNDSQLGFLPEAEMFAILKTIL PKNMEPSK

hCAT-1 NELASTNDSQLGFLPEAEMEF|SILKTI L PKNMEPSK

hCAT-1 495 500 505 510 515 520 525

S/AAT6+482+557 ISGLIVNISTSLIAVLIITFCIVTVLGREALTKGA
ISGLIVNISTSLIAVLIITFCIVTVLGREALTKGA

hCAT-1

hCAT-1 530 535 540 545 550 555 560

S/A476+482+557 LWAVFLLAGSALLCAVVTGV IWRQPESKTKL|A[FKYV

hCAT-1 LWAVFLLAGSALLCAVVTGV I IWRQPESKTKL|S|FKV

Abbildung 30: Sequenzvergleich von hCAT-1 und hCAT-1 S/A*76+482+557

Die Gesamtsequenz von hCAT-1 S/AY*"*¥2"7 wurde mit Hilfe von DNA-Sequenzierung iiberpriift.
Die Sequenz der Mutante wurde mit Hilfe des Programms MacDNASIS® mit der Sequenz von
hCAT-1 verglichen. A) Vergleich der cDNA-Sequenz zwischen den bp 1401 und 1608. Die Pfeile
zeigen die T - G Mutationen, die zur Mutation der drei PKC-Erkennungsstellen fiihrte. Die durch
eine stille C = T Mutation eingefiihrte Hind III-Schnittstelle ist angezeigt. B) Vergleich der AS-
Sequenz im Bereich zwischen den AS 456 und 560 mit den S > A Austausch an den AS-Positionen
476, 482 und 557.

Expression des mutierten hCAT-1-Transporters in perinukledr liegenden Vesikeln bei
allen untersuchten Zellen beobachtet. Mit EGFP-N1 transfizierte Zellen zeigten dagegen eine
diffuse Expression iiber die gesamte Zelle mit einer sichtbaren Anreicherung im Zellkern
(Abb. 31).

Vergleich der hCAT-1S/A%76*482+%57 EGEP- und hCAT-1.EGFP-Expression in Western-Blots
von biotinylierten Zelloberflachen-Proteinen

In Western-Blots von biotinylierten Zelloberflachen-Proteinen konnte gezeigt werden,
dass die Expression von hCAT-1S/A*0"*%35 EGFP keinen Unterschied im Vergleich zur
Expression des nativen hCAT-1 aufwies (Abb. 31D). Der mutierte Transporter konnte an der
Zelloberflaiche nachgewiesen werden und zeigte eine glykosylierte Bande bei etwa 110kDa,
die durch Behandlung mit N-Glykosidase F dhnlich wie bei nativen hCAT-1 auf etwa 75kDa
verschoben wurde.
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Abbildung 31: Expression von hCAT-1 S/AY**?*>¥ EGFP in stabil transfizierten U373MG
Glioblastom-Zellen

Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von U373MG Glioblastom-Zellen stabil transfiziert mit
A) EGFP-N1 (Kontrolle), B) hCAT-1.EGFP oder C) hCAT-1 S/A***8"557 EGFP. Die Zellen wurden
wie in Abb. 29 angegeben in Deckglas-Gewebekulturkammern fixiert und anschlieBend unter dem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop abgelichtet. Die Abb. zeigt reprasentative Aufnahmen, jeweils in
2 Vergroflerungen. Der Balken oben rechts entspricht 20pm, unten links 10pm, jeweils fiir die obere
bzw. untere Reihe D) Mit hCAT-1.EGFP bzw. hCAT-1 S/AY*™¥55 stabil transfizierte U373MG
Glioblastom-Zellen wurden in 10cm-Kulturplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Zelloberflachen-
Proteine (ZO) wurden wie in Abb. 22 angegeben durch Biotinylierung extrahiert, und zusammen mit
Gesamtlysaten (L) {iber 10% SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Blots mit dem EGFP-
Antikorper inkubiert. Nach Entfernung des EGFP-Antikdrpers aus der Membran wurde diese mit dem
anti-B-Tubulin-Antikdrper inkubiert. Unbehandelte (—) oder mit N-Glykosidase F behandelte Proben
(+) jeweils von Gesamtlysaten (40 pg) oder biotinylierten Zelloberflachen-Proteinen wurden
aufgetragen. Glykosylierte Bande (schwarzer Pfeil) bei etwa 110 kDa. Deglykosylierte Bande (weiler
Pfeil) bei etwa 75 kDa.
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5.6.3 Die Transportaktivititen von hCAT-1 S/AY*™*2*557 ynd hCAT-1

unterschieden sich nicht

Um sicher zu gehen, dass durch die FEinfilhrung der Mutationen der hCAT-1
S/AYO T Trangporter uneingeschrinkt funktionsfihig war, wurde die Transportaktivitit in
stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen und in X. laevis-Oozyten untersucht und

mit der Transportaktivitit des hCAT-1-Wildtyps verglichen.
Transportaktivitat von hCAT-1 S/A*®*482*%57 i stabil transfizierten U373MG-Zellen

Die L-Arginin-Aufnahme wurde fiir verschiedene mit hCAT-1 S/AY*"*¥2*57 EGFP
stabil transfizierte U373MG-Zellklone bestimmt (Abb. 32A). Im Vergleich zu den EGFP
transfizierten Zellen waren die Transportaktivititen der meisten hCAT-1 S/A*7™#827557 EGFP-
Klone 3-4-fach hoher. Die hCAT-1S/AY*™"°7 EGFP-Klone mit der hdchsten
Transportaktivitit zeigten in L-[’H]Arginin-Aufnahmestudien keinen Unterschied zur
Transportaktivitit des hCAT-1-Wildtyps (Abb. 32B). Die weiteren Analysen an der hCAT-1-
Mutante wurden am hCAT-1S/A*6"*2%557 EGFP/Klon 8 durchgefiihrt.

Transportaktivitat von hCAT-1 S/A*®*¥*5Tjnjizierten X. laevis-Oozyten

Aufnahmestudien mit 100uM L-[’H]Arginin wurden an hCAT-1 S/A*¢"#82+337
injizierten Oozyten durchgefiihrt und mit der Transportaktivitit des nativen hCAT-1
verglichen. Wie in Abb. 32A gezeigt, unterschied sich der L-Arginin-Transport von hCAT-1
S/AYC 57, und hCAT-1-exprimierender Oozyten nicht. In beiden Fillen wurde eine
10-12-fach hohere Transportaktivitit im Vergleich zu den H,O-injizierten Kontroll-Oozyten

(0,02 nmol/Oozyte/h) beobachtet.

A
600- Abbildung 32:

) Transportaktivitit von hCAT-1
E g 5001 . S/AYTHE3T iy stabil transfizierten
S i T T U373MG Glioblastom-Zellen und in
“<5 4 400 X. laevis-Oozyten
i 3001
? Q A) + B) Die Transportaktivitit einzelner
F & 2007 mit  hCAT-1S/AY**> T EGFP  in
- & 1001 U373MG  Glioblastom-Zellen stabil

0 IJ_‘ transfizierter ~Klone wurde durch
Klon-Nr: 1, 1 2 7 8 9 11 12 14 18, Messung der Aufnahme von 100uM

EGFP  hCAT-L S/Amewssst EGEP L-[*H]Arginin (10pCi/ml) bei 37°C
. iber 30s bestimmt. A) Transport-

aktivitit einzelner hCAT-1 S/AY*"*2"%7 EGFP-Klone. Die Werte sind als Prozentanteile der EGFP-

Kontrolle angegeben (100% entsprachen 1,8 + 0,2). Die Balken repriasentieren Mittelwerte =+ SEM

(n=6-18).
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(Fortsetzung von Abb. 32) B) Vergleich der Transportaktivititen einzelner hCAT-1
S/AYET8255T EGFP-Klone (mit der hochsten Aktivitit) zu Klonen des hCAT-1.EGFP-Wildtyps. Die
Balken reprédsentieren Mittelwerte + SEM (n=12-15) C) Transportaktivitit der hCAT-1-Mutante
in X. laevis-Oozyten. Die Aufnahme von 100 uM L-[’H]Arginin (5 pCi/ml) wurde in hCAT-1- und
hCAT-1 S/AY¢"¥2>_injizierten Oozyten wie in Abb. 20F beschrieben durchgefiihrt (jedoch ohne
PMA-Behandlung). Die Balken reprisentieren Mittelwerte £+ SEM (n=20). Die statistische Analyse
wurde mit dem ANOVA-Varianztest durchgefiihrt. ns kennzeichnet keine Signifikanz.

5.7 Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Zelloberflichenexpression und die
Transportaktivitit von hCAT-1S/A*77482+5%7

Analog zu den durchgefiihrten Versuchen am hCAT-1-Wildtyp sollte der Einfluss der
PKC-Aktivierung durch Phorbolester auf die Zelloberflichenexpression und auf die
Transportaktivitdit des mutierten hCAT-1 untersucht werden. Eventuelle Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und der Mutante sollten Aufschluss iiber eine mogliche direkte
Phosphorylierung des hCAT-1-Proteins durch die PKC an den drei PKC-Erkennungsstellen
geben.

5.7.1 PMA verminderte auch die Zelloberflichenexpression von hCAT-1S/A*76+482+5%
stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Der Einfluss von PMA auf die Zelloberfldchenexpression des mutierten hCAT-1 wurde
mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie und in Western-Blot-Analysen von biotinylierten

Zelloberflachen-Proteinen untersucht.
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15'

30'

Abbildung 33: Einfluss von PMA auf die Zelloberfléichenexpression von hCAT-1
S/AYH 482557 EGFP in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Mit hCAT-1 S/AY¢™25T EGFP stabil transfizierte U373MG Glioblastom-Zellen wurden in
Deckglas-Gewebekulturkammern ausgesdt und am folgenden Tag wunter dem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop abgelichtet. Die Abb. zeigt eine repridsentative Abfolge mikroskopischer
Fluoreszenzautnahmen einer Zelle bei gleichen Einstellungsparametern fiir die respektive Behandlung
mit 0,1% DMSO bzw. 100nM PMA. Die Pfeile zeigen die Expression von hCAT-1
S/AYT48255T EGFP an der Plasmamembran (,,ruffled borders). Die Balken entsprechen 10pum.

A) Konfokale Mikroskopie von stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

In mit hCAT-1S/A**" #2557 EGFP stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen
wurde mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie die Wirkung von PMA auf die subzelluldre
Verteilung des Transporters untersucht (Abb. 33). Dabei wurde durch die PKC-Aktivierung

eine dhnliche Verminderung der Zelloberflichenexpression beobachtet wie bei hCAT-1
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transfizierten Zellen. Die Behandlung mit DMSO zeigte dagegen keine Verdnderung der

subzelluldren Verteilung des mutierten Transporters.

B) Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberflichen-Proteinen

In Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberfldchen-Proteinen wurde die PMA
induzierte Verminderung der Zelloberflaichenexpression vom mutierten hCAT-1 quantitativ
erfasst. Auch beim hCAT-1S/AY¢"*¥"37 EGFP nahm die Zelloberflichen-expression in PMA
behandelten Zellen auf dhnliche Weise ab wie beim Wildtyp hCAT-1 (Abb. 34A).
Die quantitative Analyse mehrerer Versuche zeigte, dass die Expression von hCAT-1
S/AY6 82557 EGFP nach Behandlung mit PMA nur an der Zelloberfliche abnahm (auf 69 +
4% der DMSO-Kontrolle; Gesamtlysate 101 + 3% ) (Abb. 34B). Dieser Effekt lieB sich durch
Inkubation mit BIM I aufheben (93 + 7% der DMSO-Kontrolle; Gesamtlysate 107 + 2%).

A Abbildung 34:
Einfluss von PMA auf die hCAT-1
hCAT-1

130 476+482+557 o .
S/A .EGFP Expression in
SIAtTEIEZSST. EGFP . - - . ol ”. .. stabil transfizierten U373MG

100
Glioblastom-Zellen

N i il U b * Mit hCAT-1  S/ATSSST EGEp
L z0 L z0o L ZO stabil transfizierte U373MG

DMSO PMA PMA Glioblastom-Zellen wurden in 10cm-

+BIMI Kulturplatten bis zur Konfluenz

B T kultiviert. A) Die Zellen wurden wie
| in Abb. 22 beschrieben mit DMSO,

o |L| PMA, PMA + BIM I vorinkubiert

5 E 1004 — — T und anschlieBend biotinyliert. Nach

= % 804 dem Ablosen der Zelloberflichen-

§ S Proteine vom Avidin wurden diese

S UC'D) 601 bzw. die unbehandelten Gesamt-

E 2 40 lysate (15 pg/Spur) iiber 10 % SDS-

Q_E_ 5 201 PAGE aufgetrennt. AnschlieBend

i g 0 wurden die Proteine auf eine

~ . v . s Nitrozellulosemembran geblottet und
Gesamt- Zelloberflachen- die Membran mit dem EGFP-

Lysat protein Antikérper inkubiert. Die hCAT-I

S/AY764824557 EGFP-Expression ist fiir Gesamtlysate (L) in einfacher Auftragung bzw. fiir die Zell-
oberflachen-Proteine (ZO) in doppelter Auftragung gezeigt. Nach Entfernung des EGFP-Antikorpers
aus der Membran wurde diese mit dem anti-B-Tubulin-Antikérper inkubiert. Die Abb. zeigt einen
reprasentativen Western-Blot. B) Auswertung von 3-5 unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen. Fiir die Auswertung wurde jeweils die densitometrische Dichte der Western-Blot-Banden
einer Versuchsreihe zusammen quantifiziert. Die Werte (Mittelwerte = SEM) sind in Prozent der
DMSO-Kontrolle (weile Balken) dargestellt, nach Behandlung mit PMA (schwarze Balken) bzw. mit
PMA + BIM I (graue Balken). Statistische Analysen wurden mit dem ANOVA-Varianztest mit
anschliefendem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Wert von <0,01 ist mit (**) bzw. (1)
gekennzeichnet.
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5.7.2 Die Transportaktivitit von hCAT-1 S/A*"****2*57 wurde auch durch PKC-

Aktivierung reduziert

Der Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitit des mutierten hCAT-1
wurde analog zu den Studien am hCAT-1-Wildtyp in L-Arginin-Aufnahmestudien an stabil

transfizierten humanen Zellen und an injizierten Oozyten untersucht.

Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitit von hCAT-1 S/AY6*482+557 i stabil
transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen

Die Transportaktivitit der mit hCAT-1 S/AY*™*3 EGFP stabil transfizierten
U373MG Glioblastom-Zellen nahm durch die Behandlung mit den aktiven Phorbolestern
PMA und PDBu signifikant ab (jeweils 63 + 3% bzw. 65 + 7%). Dieser Effekt lie} sich durch
Vorinkubation mit BIM [ inhibieren (94 + 5%, nur fiir PMA gezeigt). Die Behandlung mit
dem inaktiven Phorbolester 4a-PPD und nur mit BIM I zeigte keinen Effekt (jeweils 104 +
7% bzw. 115 + 6%, Abb. 35A). Die Transportaktivitit der mit hCAT-1 S/A*7¢*¥*557 EGFP
stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen nahm bei den PMA-behandelten Zellen in
gleicher Weise ab wie bei hCAT-1.EGFP-transfizierten Zellen (s.a. Abb. 23).

Der konzentrationsabhéngige Einfluss von PMA auf die Transportaktivitit von hCAT-1
S/AY6 825557 EGFP und hCAT-1.EGFP wurde in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-
Zellen miteinander verglichen. In beiden Féllen war der PMA-Effekt konzentrationsabhédngig
und unterschied sich kaum voneinander. Die ermittelte halbmaximale Inhibition der
Transportaktivitit durch PMA (K;-Wert) lag bei einer Konzentration von 2,9 + 0,2nM bzw.
6,3 + 0,5nM, jeweils fiir h\CAT-1 S/A*7"*¥2*357 EGFP bzw. hCAT-1.EGFP (Abb. 35C).

Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitat von hCAT-1 S/A*76*482+557 i
X. laevis-Oozyten

hCAT-1 S/A**™2557 wurde in X. laevis-Oozyten exprimiert, und die Oozyten
anschlieBend mit 0,1% DMSO und 100nM PMA iiber 30 Min. behandelt. Die
Transportaktivitit der PMA behandelten Oozyten nahm auf 57 + 6% der DMSO-Kontrolle ab
(Abb. 35B). Die Reduktion der L-Arginin-Aufnahme durch PMA war bei hCAT-1
g/ A4T6+482+557

-injizierten Oozyten dhnlich wie bei hCAT-1-exprimierenden Oozyten (s.a. Abb.

20F).
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Abbildung 35: Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitit von
hCAT_l S/A476+482+557

A) Konfluente, mit hCAT-1 S/AY***>7 EGFP stabil transfizierte U373MG Glioblastom-Zellen
wurden wie in Abb. 23B beschrieben behandelt und die Transportaktivitit bestimmt. Die
L-[*H]Arginin-Aufnahme der Zellen ist in Prozent der DMSO-Kontrolle angegeben (100%
entsprachen 9 = 0,5 pmol/ug Protein/Min.). Die Abnahme der Transportaktivitit des mutierten
hCAT-1 war dhnlich wie bei dem Wildtyp hCAT-1. Die Balken reprédsentieren Mittelwerte + SEM
(n=18-30). Die statistische Analyse wurde mit dem ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem t-Test
nach Bonferroni durchgefiihrt. P-Werte von <0,01 und <0,001 sind jeweils mit () und (¥*¥)
gekennzeichnet. B) X. laevis-Oozyten wurden mit 30ng hCAT-1 S/A476+482+557 cRNA injiziert.
Nach drei Tagen Expressionszeit wurden die Oozyten 30 Min. in 100 uM L-Arginin enthaltenden
Na'-Aufnahmepuffer mit 0,1% DMSO (weiBe Balken) oder 100nM PMA (schwarze Balken)
vorinkubiert. Die Aufnahme von 100 pM L-[’H]Argininin wurde auf gleiche Weise durchgefiihrt wie
in Abb. 20F beschrieben. Die Werte (Mittelwerte = SEM, n=20) sind in Prozent der DMSO
behandelten Zellen angegeben (100% entsprachen 0,42 + 0,07 nmol/Oozyte/h). Die statistische
Analyse wurde mit Student's t-Test durchgefiihrt. (***) kennzeichnet P-Wert < 0,001.

C) Vergleich des konzentrationsabhangigen PMA-Effektes auf die Transportaktivitdt von hCAT-1 (O)
und hCAT-1 S/AY*"*23 EGFP (@) in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen. Die
L-[’H]Arginin-Aufnahme wurde nach 30 Min. Behandlung mit den angegebenen Konzentrationen an
PMA wie in Abb. 23 beschrieben durchgefiihrt. Die Werte sind in Prozent der DMSO-Kontrolle
angegeben (100% entsprachen jeweils 8,5 + 1 bzw. 7,3 £ 0,8 pmol/ug Protein/Min.) und
reprasentieren Mittelwerte + SEM (n=6) aus einem reprisentativen Versuch.
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Einfluss der PKC-Aktivierung auf die Transportaktivitit von hCAT-1 S/A*76*482+557 jp
transfizierten A549/8 Lungenkarzinom-Zellen

A549/8 Lungenkarzinom-Zellen wurden auch mit dem hCAT-1 S/AYT6T48255T EGEP zur
Herstellung von ,,stabilen" Klonen transfiziert. Vereinzelte isolierte Klone zeigten eine hohere
Aktivitét als die EGFP-Kontrollen. Die Transportaktivitit des Wildtyps und der Mutante war
auch in diesen Zellen vergleichbar und zeigte eine dhnliche Abnahme der Transportaktivitit
nach PMA-Behandlung (Abb. 36). Die aktiven Klone verloren nach 2-3 Wochen jedoch ihre

Aktivitdt und konnten deshalb nicht fiir weitere Versuche verwendet werden.
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Abbildung 36: Einfluss von PMA auf die Transportaktivitit von transfizierten
A549/8 Lungenkarzinom-Zellen

Konfluente A549/8 Lungenkarzinom-Zellen wurden mit hCAT-1.EGFP und hCAT-1
S/AY6T482355T EGFP transfiziert. Die Transportaktivitit wurde nach PMA-Behandlung wie in Abb. 23B
beschrieben bestimmt. Die L-[’H]Arginin-Aufnahme der Zellen ist in Prozent der jeweiligen DMSO-
Kontrolle angegeben (100% entsprachen zwischen 3 - 6 pmol/pg Protein/Min., je nach Zellklon). Die
Balken repriasentieren Mittelwerte + SEM (n=6-15). Die statistische Analyse wurde mit dem ANOVA-
Varianztest mit anschlieBendem t-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Es wurden die Werte der
einzelnen PMA-behandelten Klone zu den respektiven DMSO-Kontrollwerten verglichen. P-Werte
von <0,05 und <0,01 sind jeweils mit (*) und (**) gekennzeichnet.
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6. Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit zwei unterschiedlichen Aspekten des basischen
Aminosdure(BAS)-Transportes durch hCAT-1. Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit
wurde hCAT-1 im Vergleich zu Isoformen hCAT-2A und -2B mit Hilfe von
elektrophysiologischen Untersuchungsmethoden in Xenopus laevis-Oozyten analysiert und
weiterfilhrend charakterisiert. Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde der Mechanismus der
Proteinkinase C (PKC)-vermittelten Inhibition der hCAT-1-Transportaktivitdt in Oozyten, in
stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen und endogen in DLD-1-Kolonkarzinom-
Zellen untersucht. In der nachfolgenden Diskussion der Ergebnisse werden die beiden
Teilbereiche dieser Arbeit getrennt behandelt und zum Schluss die neuen Erkenntnisse dieser

Arbeit zusammengefasst.

6.1 Elektrophysiologische Charakterisierung von hCAT-1 im Vergleich zu
hCAT-2A und -2B

6.1.1 Fehlen des BAS-Potentiales in hCAT-1 und Akkumulation von BAS in
Abhingigkeit vom Membranpotential und der BAS-Konzentration

Nawrath et al. konnten an hCAT-2A- und -2B-exprimierenden Oozyten den Aufbau
eines BAS-Potentiales nachweisen (Nawrath et al., 2000). Zusitzlich zum K'-
Diffusionspotential wurden die Zellen durch das BAS-Potential hyperpolarisiert, was durch
die Zugabe von sittigenden L-Arginin-Konzentrationen aufgehoben werden konnte. In der
vorliegenden Arbeit konnte fiir hCAT-2A und -2B-exprimierende Oozyten gezeigt werden,
dass die Bildung eines BAS-Potentiales vom Beladungszustand der Oozyten mit BAS
abhéngig ist. Das Vorkommen eines BAS-Potentiales in diesen hCAT-Isoformen wurde nur
beobachtet, wenn die Oozyten zuvor mit BAS beladen worden waren. Hingegen konnte in
BAS-depletierten Oozyten keine Hyperpolarisation beobachtet werden. Das Membran-
potential in depletierten hCAT-exprimierenden Oozyten wird nahezu ausschlieBlich durch das
K'-Diffusionspotential bestimmt. Fiir hCAT-1-exprimierende Oozyten konnte im Gegensatz
zu den Befunden fiir hCAT-2A und -2B die Bildung eines BAS-Potentiales nicht
nachgewiesen werden, obwohl eine Tendenz zur Hyperpolarisation in BAS-beladenen

Oozyten beobachtet wurde. Eine Erklarung fiir das Fehlen eines BAS-Potentiales in hCAT-1-
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exprimierenden Oozyten konnte die fehlende Transstimulation des hCAT-1-Proteins unter
diesen Bedingungen geben. Das BAS-Potential entsteht dadurch, dass beim Uberfiihren der
BAS-beladenen Oozyten ins BAS-freie Medium ein Efflux von BAS hervorgerufen wird.
Durch diese Verschiebung von positiver Ladung wird das Membranpotential der Oozyten
hyperpolarisiert (Nawrath et al., 2000). Wird aber der Efflux von BAS durch fehlende
Transstimulation des hCAT-1-Proteins nahezu vollstindig verhindert, wie im BAS-freien
Medium gezeigt worden ist (Closs et al., 1997), dann verdndert sich auch das

Membranpotential nicht.

Einen weiteren Hinweis, dass die BAS-Abgabe durch die fehlende Transstimulation des
hCAT-1-Proteins verhindert wird, kann beim Vergleich des Membranpotentials der einzelnen
hCAT-Isoformen in BAS-depletierten Oozyten gefunden werden. Unter diesen Bedingungen
wurde bei hCAT-1-exprimierenden Oozyten ein negativeres Membranpotential als bei
hCAT-2A- und -2B-injizierten Oozyten gemessen. Dieser Unterschied hingt wahrscheinlich
damit zusammen, dass die Abgabe an BAS durch hCAT-2A- und -2B-injizierte Oozyten
wiahrend der 3-tdgigen Inkubation in BAS-freiem Medium hoher war, als in hCAT-1-
exprimierenden Oozyten. Dadurch war die Teildepolarisation des Membranpotentials in
hCAT-2A- und -2B-exprimierenden Oozyten hoher als die in hCAT-1-injizierten Oozyten.
Die geringere Abgabe von BAS in hCAT-1-exprimierenden Oozyten {iber lingere BAS-freie
Inkubationsperioden miisste daher eine hohere intrazelluldire Konzentration an BAS im
Vergleich zu den beiden anderen hCAT-Isoformen zur Folge haben. Diese erwartete Tendenz
konnte in den Langzeit-Aufnahmen mit einer extrazelluliren L-Arginin-Konzentration von
0,0lmM beobachtet werden, einer Konzentration bei der kaum eine extrazelluldre
Transstimulation von hCAT-1 beobachtet werden konnte (Closs et al., 1997). Unter diesen
Bedingungen akkumulierten hCAT-1-injizierte Oozyten 40% mehr Substrat als hCAT-2A
und -2B. Da es sich hierbei nur um einen Hinweis handelt, wire es notwendig, den
BAS-Gehalt von depletierten Oozyten zu bestimmen, wozu HPLC-Messungen sich am besten

eignen wiirden.

Ahnlich wie bei hCAT-2A und -2B wurde ein Einfluss auf das Membranpotential auch
in mCAT-2A- und -2B-injizierten Oozyten beobachtet (Kavanaugh et al., 1994). Ob es sich
hierbei nur um ein Phinomen der CAT-Uberexpression in Oozyten handelt, kann nicht ganz
ausgeschlossen werden, denn es sind keine Untersuchungen bekannt, die direkt die Bildung
eines BAS-Potentiales endogen in Sédugerzellen zeigen. Da aber die meisten Zellen eine
hohere intrazelluldre als extrazellulire AS-Konzentration besitzen, ist es denkbar, dass die

Expression von CAT-2A und -2B auch zu einer Hyperpolarisation der Sdugerzellen beitragen
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konnte, in denen diese CAT-Isoformen vorkommen. Hinweise hierfiir liefern Studien zur
L-Arginin-abhéngigen Insulin-Sekretion in B-Zellen des Pankreas. In verschiedenen Studien
ist gezeigt worden, dass das Membranpotential dieser Zellen durch die Zugabe von L-Arginin
teildepolarisiert werden kann (Charles et al., 1982; Smith et al., 1997; Thams und Capito,
1999). Da CAT-2A im Pankreas exprimiert wird (Hoshide et al., 1996) und bei den hohen
L-Arginin-Konzentrationen hauptsdchlich fiir den elektrogenen Transport von L-Arginin
verantwortlich sein diirfte, miisste die beobachtete Depolarisation der B-Zellen auf diesen
Transporter zuriickzufiihren sein. Folglich diirfte CAT-2A fiir die L-Arginin hervorgerufene
Depolarisation verantwortlich sein und damit die Glukose-bedingte Insulinsekretion im

Pankreas begiinstigen.

Weiterhin wurde in Langzeit-Aufnahmeversuchen der Frage nachgegangen, warum
hCAT-1-, -2A- und -2B-exprimierende Oozyten nach der Langzeit-Inkubation mit 10mM
L-Arginin unterschiedliche Mengen an Substrat akkumulieren (Closs et al., 1997 und Abb. 8).
Kavanaugh et al. vermuteten, dass verschiedene Membranpotentiale der hCAT-
exprimierenden QOozyten fiir diesen Unterschied zwischen den hCAT-Isoformen
verantwortlich seien (Kavanaugh et al., 1994). Diese Vermutung konnte durch Messungen
des Membranpotentials nach einer 6h-Inkubation in verschiedenen L-Arginin-
Konzentrationen in dieser Arbeit widerlegt werden. Das gemessene Membranpotential
zwischen den hCAT-exprimierenden Oozyten war in den einzelnen Inkubationsbedingungen
kaum zu unterscheiden (Tab. 10). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass bei einer
extrazelluliren Konzentration von 10mM L-Arginin das Membranpotential nur bei hCAT-
2A-exprimierenden Oozyten eine entscheidende Rolle flir die Akkumulation spielt. Wurde
das Membranpotential in 96mM K'-Puffer nahezu vollstindig aufgehoben, war die
Akkumulation von L-Arginin in hCAT-2A-injizierten Oozyten 40% verringert. Dagegen hatte
das Membranpotential keinen Einfluss auf die Akkumulation von L-Arginin in hCAT-1- und
-2B-exprimierenden Oozyten. Die Akkumulation von L-Arginin in hCAT-2A bzw. -2B-
injizierten Oozyten in 96mM K'-Puffer war immer noch 6-fach bzw. 5-fach hoher im
Vergleich zu hCAT-1. Somit kann das Membranpotential nicht alleine fiir die
unterschiedliche Akkumulation von BAS durch die einzelnen hCAT-Isoformen

verantwortlich sein.

Man kann annehmen, dass hCAT-1 und -2B bei dieser hohen L-Arginin-Konzentration
nicht in der Lage sind, hohere Mengen an Substrat zu akkumulieren, weil sie extra- wie
intrazelluldr gesittigt sind und daher unter diesen Bedingungen als reine Austauscher
fungieren. Durch die Bestimmung des L-Arginin-Verteilungsvolumens konnte gezeigt
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werden, dass nach der 6-stiindigen Inkubation mit 10mM L-Arginin in Abwesenheit des
Membranpotentials (in K'-Puffer) hCAT-1- bzw. hCAT-2B-exprimierende Oozyten nur 30%
(BmM) bzw. 50% (5mM) der extrazelluldren L-Arginin-Konzentration enthalten. Bei
sattigenden Substratkonzentrationen ist der Transport dieser hCAT-Isoformen daher
wahrscheinlich nicht vom Membranpotential abhingig. Dies wurde durch Bestimmung der
Leitfahigkeit unter diesen Bedingungen bestitigt (s. Abb. 12 und Diskussion der Leitfahigkeit
unter 6.1.2). hCAT-2A-exprimierende Oozyten akkumulieren unter diesen Bedingungen 65%
(6,5mM) der extrazelluldren L-Arginin-Konzentration. Diese Konzentration liegt im Bereich
des Ky-Wertes von hCAT-2A. Unter nicht gesittigten Bedingungen kann das Membran-
potential die Akkumulation von L-Arginin offensichtlich noch beeinflussen. Dass hCAT-1-
und -2B-exprimierende Oozyten bei lingeren Inkubationszeiten nicht groBere Menge an
L-Arginin akkumulieren konnen, wurde in HPLC-Messungen von BAS-beladenen Oozyten

nach einer 6-stiindigen Inkubation mit 10mM L-Arginin nachgewiesen (Closs et al., 1997).

Die Langzeit-Aufnahmestudien haben weiterhin gezeigt, dass bei einer L-Arginin-
Konzentration von 1mM und einem Membranpotential nahe OmV in 96mM K'-Puffer eine
symmetrische Bedingung gefunden worden ist, bei der die einzelnen hCAT-exprimierenden
Oozyten die gleiche Menge an Substrat akkumulieren. Unter diesen Bedingungen konnte
auBlerdem eine ausgeglichene intra- und extrazelluldre L-Arginin-Konzentration in allen
hCAT-injizierten Oozyten erreicht werden. Um die Annahme zu bestétigen, dass unter
symmetrischen Bedingungen der Influx und Efflux an L-Arginin fiir alle hCAT-Isoformen
gleich sein miisste, wurden Influx- und Efflux-Kurven im Equilibrium-exchange bestimmt
(nach Stein, 1990). Die ermittelten Kurven waren spiegelsymmetrisch, jedoch konnten die
Oozyten beim Efflux eine Residualmenge an L-Arginin nicht abgeben und dadurch nicht
vollstédndig entleert werden. Eine mdgliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass diese nicht
austauschbare Menge an radioaktivem L-Arginin metabolisiert wurde und dadurch fiir den
Efflux nicht mehr zur Verfiigung stand. Auch wenn durch diese nicht austauschbare Menge
an radioaktivem L-Arginin der Efflux nicht exakt den Influx widerspiegelte, konnte gezeigt
werden, dass unter equilibrierten Substratbedingungen der Transport durch die hCAT-
Proteine symmetrisch ist. Da aber symmetrische AS-Konzentrationen unter physiologischen
Bedingungen jedoch nicht die Regel, sondern eher die Ausnahme sind, erscheint der

Transport von AS in den meisten Féllen asymmetrisch (Stein, 1990).

Zusammenfassend kann man sagen, dass hCAT-1 bei geringen extrazelluldren
Konzentrationen an BAS (< 0,1mM) durch die hohe Transstimulierbarkeit und Affinitét eher
als hCAT-2A und -2B in der Lage ist, BAS in der Zelle anzureichern. Bei AS-Mangel wird
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der Efflux an BAS durch die fehlende Transstimulation verhindert. hCAT-2B und vor allem
hCAT-2A spielen erst bei hoheren BAS-Konzentrationen (> ImM) eine wichtige Rolle fiir die
Akkumulation von BAS in der Zelle. Diese Ergebnisse bestitigen die Ansicht, dass unter
physiologischen Bedingungen (Plasmakonzentration von BAS bei 0,2mM) hCAT-1 die
wichtigste Rolle fiir die Versorgung der meisten humanen Zellen mit BAS spielt (Closs, 2002;
Verrey et al., 2003). Wie gut und in welche Richtung die einzelnen hCAT-Proteine bei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen und Membranpotentialen transportieren, hdngt also

von ihrer Affinitét, Transportkapazitét und von der Hohe der Transstimulation ab.

6.1.2 Durch L-Arginin induzierte Membranstrome in hCATs
L-Arginin-induzierte Maximalstréme in hCATSs

Mit Hilfe der two-electrode voltage clamp(TEVC)-Methode wurden die L-Arginin-
induzierten Maximalstrome von hCAT-1, -2A und -2B bei einem Haltepotential von -60mV
unter gesittigten Bedingungen (1mM bei hCAT-1 und -2B; 10mM bei hCAT-2A) bestimmt.
Hierbei unterschieden sich die gemessenen L-Arginin-Strome zwischen den untersuchten
hCAT-Isoformen deutlich in ihrer Ausprigung, wobei die Reihenfolge der
elektrophysiologisch gemessenen maximalen Transportaktivitit fiir die einzelnen hCAT-
Isoformen mit den zuvor in radioaktiven Aufnahmen bestimmten V..-Werten
tibereinstimmen (hCAT-1 << hCAT-2B < hCAT-2A) (Closs et al., 1997). Quantitativ konnen
die elektrophysiologisch ermittelten Werte der einzelnen hCAT-Isoformen nach Berechnung
von V. in mol/s mit den von Closs et al. beschriebenen Vi,,-Werten verglichen werden.

Die Va-Werte aus den elektrophysiologischen Versuchen wurden wie folgt berechnet:

Aus dem L-Arginin-induzierten Strom (l4r,), der die Zellmembran bei einem voltage clamp-
Versuch passiert, kann mit folgender Formel die aufgenommene Menge an L-Arginin

berechnet werden:

t
I
(1)  n(mol)= j&dt
0 -0 A
Ing:  L-Arg-induzierter Strom (A) Z: Wertigkeit des lons
t: Zeit (s) Na: Avogadrozahl (mol ™)
€o: elektrische Elementarladung (C)
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Nach Michaelis-Menten wird Ia,, wie folgt definiert, wobei UnGmax hier Imax (Viax)
entspricht:

_ _ [Arg]
@ LW =UsGo T

Guax:  maximale Leitfahigkeit des Transporters in geséttigtem Zustand (S)
U Membranpotential (V)

[Arg] Konzentration von L-Arg (mol/l)

Kum: Michaelis-Menten-Konstante (mol/l)

Iarg aus Formel 2 in Formel 1 eingesetzt und nach t differenziert ergibt die maximale

Transportgeschwindigkeit (Vinax), mit der L-Arginin iiber die Zellmembran transportiert wird.

UG, [Arg] |

d__|
mol/s)=—n= T
Vmax( ) dt ‘([Arg]"'KM )eOZNA‘

In Tab. 17 sind die berechneten Vp.c-Werte aus den elektrophysiologischen
Experimenten im Vergleich zu den von Habermeier et al. und Closs et al. publizierten V-
Werten der drei hCAT-Isoformen zusammengefasst (Habermeier et al., 2003; Closs et al.,
1997). Die Vmax-Werte aus den elektrophysiologischen Experimenten wurden fiir einen
besseren Vergleich fiir ein Membranpotential von —30mV ausgerechnet. Fiir den hCAT-
vermittelten L-Arginin-Strom divergiert Vi, elektrophysiologisch und radioaktiv bestimmt
um den Faktor 2, wobei die radioaktiven Werte hoher liegen. Dieses Ergebnis spricht fiir
einen Gegentransport an positiver Ladung durch die hCAT-Isoformen wéhrend der
Bestimmung des L-Arginin-Stromes. Hochstwahrscheinlich werden hierbei BAS gegen
L-Arginin ausgetauscht, jedoch wére der Austausch mit einer anderen positiven Ladung
(K'-Ionen ?, s. u.) nicht ganz auszuschlieBen. Da in den radioaktiven Aufnahmeversuchen
Initialfluxe gemessen werden, d. h. Fluxe im linearen Anstieg der Aufnahme, spielt der
Gegentransport an L-Arginin keine Rolle. Elektrophysiologisch wird dagegen der Nettostrom
gemessen. Hierdurch wird elektrophysiologisch der L-Arginin-Influx durch hCAT-Isoformen
um fast 50% unterschétzt. Um den Netto-Influx von L-Arginin radioaktiv messen zu kénnen,
miisste in Aufnahmeversuchen durch gleichzeitige Messung des Effluxes mit einem zweiten
radioisotopmarkierten L-Arginin (z.B. L-['*C]Arginin) der Gegentransport beriicksichtigt
werden. Um eine dhnliche intra- und extrazellulire L-Arginin-Konzentration zu erreichen,
miissten die Oozyten davor in K'-Puffer mit einer festgelegten L-Arginin-Konzentration

equilibriert werden (siehe Equilibrium-exchange-Versuche).
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Vergleicht man nun die elektrophysiologisch ermittelten Vp.-Werte in BAS-
depletierten und in BAS-beladenen Oozyten, so fillt auf, dass in BAS-depletierten Oozyten
die Werte hoher lagen. Eine wahrscheinliche Erkldrung hierfiir ist der geringere Efflux an
BAS unter diesen Bedingungen. Durch einen geringeren Efflux an BAS ist der
elektrophysiologisch gemessene Nettotransport an L-Arginin in BAS-depletierten Oozyten
hoher, als in BAS-beladenen Oozyten, in denen der Nettostrom an L-Arginin durch
Efflux vermindert wire. Jedoch ist die Maoglichkeit nicht ganz auszuschlieBen, dass in
BAS-depletierten Oozyten eine zusitzliche Leitfahigkeit vorhanden ist. Es wire eigentlich zu
erwarten, dass Vi, bei den transstimulierbaren Isoformen hCAT-1 und -2B in depletierten
Oozyten geringer sein miisste als in BAS-beladenen (Closs et al., 1997). Da dies in den
elektrophysiologischen Versuchen nicht der Fall ist, wére es moglich, dass ein unspezifischer
Strom (Leck-Strom), der hoher als der BAS-Strom der CAT-Proteine ist, durch séttigende
BAS-Bedingung auf beiden Seiten der Transporter inhibiert wird. Dadurch konnte erklart
werden, warum in BAS-beladenen Oozyten der L-Arginin-Strom kleiner ist als in BAS-
depletierten Oozyten. Die gefundene Leitfihigkeit fiir K™-Ionen in den hCATSs (s. auch 6.1.3)
wiirde diese Vermutung stiitzen. Jedoch bedingt dies auch, dass der Ionen- und der
Substratstrom zwei unterschiedliche Zustinde (Transport- und Kanalmodus) der hCAT-

Proteine darstellen.

Tabelle 17: Maximale Transportgeschwindigkeit (V ,,y) fiir L-Arginin aus
elektrophysiologischen Experimenten

Transporter (Vinax) (Vinax)

(nmol L-Arg / Oozyte / h) (nmol L-Arg / Oozyte / h)

TEVC bei L-[’H]Arg- TEVC bei -60mV
—-30mV Aufnahme
BAS-beladen | BAS-beladen BAS-depletiert | BAS-beladen

hCAT-1 0,5 1,8 +0,19F 1,4 1,0
hCAT-2A 2,1 5,1+ 0,88 7,5 4,2
hCAT-2B 1,2 2,6 £12% 5,6 2.4

Fiir einen besseren Vergleich mit den publizierten V,,..-Werten aus radioaktiven Aufnahmen wurden
die elektrophysiologisch ermittelten V,..-Werte links in der Tabelle fiir ein Membranpotential von
—30mV berechnet. Die rechte Seite der Tabelle zeigt den Vergleich der berechneten V,..-Werte bei
—60mV fiir hCAT-injizierte Oozyten, die in Oozyten-Kulturmedium (BAS-beladen) bzw. in ND96-
Puffer (BAS-depletiert) inkubiert wurden. Fiir die V,-Berechnung wurden die Leitfdhigkeiten aus
Tab. 11 beriicksichtigt. Die Leitfdhigkeit der H,O-injizierten Oozyten (0,9uS) wurde jeweils
abgezogen. V,..-Werte aus radioaktiven Aufnahmen aus (}) Habermeier et al., 2003 und (*) Closs et
al., 1997 (Mittelwert).
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Leitfahigkeit der einzelnen hCAT-1soformen in Abhangigkeit von der L-Arginin-Konzentration

Neben den Maximalstromen bei —60mV wurden fiir die hCAT-exprimierenden Oozyten
auch die maximalen Strome in Abhingigkeit des Membranpotentials bestimmt. Durch
Auftragung der gemessenen Strome gegen die Spannung wurden Strom-Spannungs-
Beziehungen (I/V-Kurven) ermittelt. Durch lineare Regression wurde die Steigung der I/V-
Kurven bestimmt, die die Leitfahigkeit der einzelnen hCAT-exprimierenden Oozyten angibt,
entsprechend G = 8l / OE, wobei ol fiir die Membranstromdifferenz und OE fiir die

Membranpotentialdifferenz steht.

Eine entscheidende neue Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die Leitfahigkeit
der hCAT-Isoformen fiir L-Arginin nicht immer durch eine Zugabe von extrazelluldrem
L-Arginin zunimmt. Die intrazellulire Konzentration an BAS spielt hierbei eine
entscheidende Rolle. In BAS-beladenen Oozyten kam es bei hCAT-1 und -2B zu keiner und
fir hCAT-2A nur zu einer schwachen Zunahme der Leitfihigkeit. Dabei wurde das
Umkehrpotential (Eg, Potential, bei dem Influx und Efflux gleich sind) zu positiveren
Membranpotentialwerten verschoben. Dagegen fiihrte die Zugabe séttigender L-Arginin-
Konzentrationen in depletierten, hCAT-injizierten Oozyten immer zu einer Zunahme der
Leitfahigkeit. Nawrath et al. untersuchten zuvor die Leitfdhigkeiten von hCAT-2A und -2B
nur in BAS-beladenen Oozyten und postulierten durch die fehlende Zunahme der
Leitfdhigkeit nach L-Arginin-Zugabe in hCAT-2B-exprimierenden Oozyten fiir hCAT-2B
keinen Membranpotential-abhdngigen L-Arginin-Transport (Nawrath et al., 2000). Die
Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen jedoch eine klare Abhingigkeit aller hCAT-Isoformen vom
Membranpotential, die jedoch bei den transstimulierbaren Isoformen hCAT-1 und -2B im
hoheren Maf3e von der intrazelluldren Konzentration an BAS abhéngig ist. Durch séttigende
intrazellulire Konzentrationen an BAS wird die Membranpotential-Abhédngigkeit dieser

hCAT-Isoformen sichtbar reduziert.

Keine Zunahme der Leitfdhigkeit, sondern wiederum nur eine Verschiebung des Er
wurde in dieser Arbeit auch durch die additive Zugabe von steigenden L-Arginin-
Konzentrationen in hCAT-1- und -2B-exprimierenden Oozyten gezeigt. Es sei bemerkt, dass
diese Abnahme der Leitfahigkeit sowohl in BAS-depletierten als auch in BAS-beladenen
Oozyten auftrat. Aullerdem konnte an ein und derselben BAS-depletierten hCAT-2B-
exprimierenden QOozyte Folgendes beobachtet werden: wurde zweimal hintereinander
L-Arginin zugegeben, so konnte bei der ersten Zugabe eine Leitfdhigkeitszunahme beobachtet

werden, jedoch nicht nach dem Spiilen und der erneuten Zugabe von L-Arginin. Auch an
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einer hCAT-2A-exprimierenden Oozyte konnte durch die zeitlich versetzte Bestimmung von
I/V-Kurven nach der L-Arginin-Zugabe beobachtet werden, dass die Leitfdhigkeit {iber einen
Zeitraum von bis zu 4h stetig abnahm (Nawrath, personliche Mitteilung). Es scheint, dass die
Leitfahigkeitszunahme nur durch die akute Zugabe von L-Arginin in BAS-depletierten
Oozyten zustande kommt. Diese Beobachtungen sprechen fiir eine Abnahme der Leitfahigkeit
durch die Zunahme der intrazelluldren L-Arginin-Konzentration. Bei hCAT-1 und -2B
reichen geringe intrazelluldre Konzentrationen, um die Leitfdhigkeit zu vermindern. Bei
hCAT-2A miissen dagegen {liber eine ldngere Zeit grofere Mengen an L-Arginin

aufgenommen werden, um einen dhnlichen Effekt beobachten zu konnen.

Diese durch die L-Arginin-Konzentration bedingte Verdnderung der Leitfdhigkeit
konnte die Ergebnisse bei der Bestimmung der Transportparameter der hCAT-Proteine
verzerren, da die genaue intrazellulire Konzentration in den Zellen nicht kontrollierbar
ist. Daher sollten Ky- und Vi-Bestimmungen unter Kontrolle der intrazelluldiren BAS-
Konzentration erfolgen. Hierfiir bietet sich die cut-open voltage clamp-Methode an, die
jedoch nicht einfach durchzufiihren ist (Stefani und Benzanilla, 1998; Kaneko et al., 1998).
In dieser Arbeit wurde nun fiir den hCAT-vermittelten L-Arginin-Transport die Michaelis-
Menten-Konstante (Ky) und die maximale Leitfdhigkeit (Gmax) im Equilibrium-exchange
bestimmt. Bei dieser Methode wird die intrazelluldre Substrat-Konzentration durch
Anpassung an die extrazelluldr angebotene Substrat-Konzentration eingestellt. hCAT-
injizierte Oozyten wurden hierfiir in K'-Puffer mit verschiedenen L-Arginin-Konzentrationen
iber 6h inkubiert. AnschlieBend wurden die Oozyten in den respektiven Inkubationslésungen
bei 0OmV geklemmt (dhnlich dem Membranpotential der Oozyten im Inkubationsmedium, s. a.
Tab. 10). Da im Substrat-Equilibrium keine Strome erkennbar sind, wurden die Membran-
strome durch Verdnderung der Spannung induziert. Die hieraus bestimmten I/V-Kurven
zeigten einen symmetrischen Influx und Efflux, was eine nahezu symmetrische
L-Arginin-Konzentration widerspiegelt. Die aus den I/V-Kurven berechneten Leitfahigkeiten
nahmen konzentrationsabhidngig zu. Die Leitfdhigkeiten wurden gegen die respektiven
L-Arginin-Konzentrationen aufgetragen und fir die einzelnen hCAT-Isoformen
Konzentrations-Wirkungs-Kurven nach Michaelis-Menten berechnet. Die hierdurch

ermittelten Ky- und Gpax-Werte spiegeln die Transportparameter im Equilibrium-exchange

(Kyjund G | nach Stein, 1990). Im Unterschied zu den Maximalstrémen waren die G -

Werte unter diesen Bedingungen fliir hCAT-1 und -2B hoher als fir hCAT-2A. Im
Equilibrium-exchange also besitzen die beiden transstimulierbaren Transporter hCAT-1 und
-2B eine hohere Leitfahigkeit fiir L-Arginin als hCAT-2A. Jedoch konnte es auch sein, dass
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bei den Messungen mit 10mM L-Arginin hCAT-2A intrazelluldr nicht geséttigt war.
Die berechnete intrazellulire L-Arginin-Konzentration in K'-Puffer betrug bei den
Langzeitaufnahmen nur 6,5mM (s. 0). Ob hCAT-2A bei hoheren L-Arginin-Konzentrationen
eine zu hCAT-1 und -2B vergleichbare G, hitte, miisste in weiteren Versuchen mit hdheren

L-Arginin-Konzentrationen liberpriift werden.

6.1.3 Substratunabhingige Strome (Leck-Strome)

Nawrath et al. beobachteten die Anwesenheit von unspezifische Stromen (Leck-
Stromen) fiir hCAT-2A und -2B in BAS-freiem Medium (Nawrath et al., 2000). In der
vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass auch hCAT-1-injizierte Oozyten eine
hohere Leitfdhigkeit als H,O-injizierte Kontroll-Oozyten in BAS-freiem Medium zeigten.
Die Ausprigung der Leck-Strome bei hCAT-1 war aber deutlich schwicher als bei den beiden
anderen hCAT-Isoformen. Ionen-Austauschversuche mit hCAT-2B-injizierten Oozyten
ergaben eine erhohte Leitfihigkeit fiir K'-Ionen. Die Zugabe der K'-Kanal-Inhibitoren Ba,Cl
und Tetraethylammoniumchlorid (TEACI) konnte den K'-Strom in hCAT-2B-exprimierenden
Oozyten nicht reduzieren, was eine hCAT-induzierte Expression von K'-Kanilen
ausschlieBen ldsst. Nawrath et al. zeigten, dass der L-Arginin-induzierte Strom in
K'-Puffer unveréndert war (Nawrath et al., 2000). Somit scheinen K -Ionen den Transport

von BAS nicht zu beeintrichtigen.

Auch fiir hCAT-3 sind solche Leck-Strome beobachtet worden, wobei hier
hauptsichlich Na'-Tonen fiir die Leck-Strome verantwortlich sind (Nawrath, personliche
Mitteilung). Daher kann man die Anwesenheit von Leck-Stromen in hCAT-Proteinen als
generelles Phdnomen betrachten. Das bedeutet, dass die hCAT-Proteine neben ihrer
Transporterfunktion fiir BAS in Abwesenheit von Substrat auch eine Kanalfunktion besitzen.
Diese Kanalfunktion scheint mit der Funktionsfédhigkeit der Transporter zu korrelieren, da der
nicht aktive Transporter SLC7A4 (hCAT-4) keine Leck-Strome zeigte (eigene Beob-
achtungen und Gilles, personliche Mitteilung). Weiterhin scheint der Ionenstrom durch die
Zugabe von BAS inhibierbar zu sein, wie durch die Hemmung der **Rb"-Aufnahme (als
Marker fiir den K'-Strom) in hCAT-2B-exprimierenden Oozyten nach L-Arginin-Zugabe
gezeigt wurde. Diese Hemmung 148t vermuten, dass der BAS-Strom und der K'-Strom durch
die gleiche Pore vermittelt werden. Auch die hohere Leitfahigkeit der hCAT-injizierten
Oozyten in BAS-freiem Medium im Vergleich zu der Leitfdhigkeit in Anwesenheit von BAS
weist auf eine mogliche Hemmung des K'-Stromes durch Substrat. Die hCAT-Proteine

scheinen demnach in zwei Funktionsmodi zu arbeiten: Kanal- und Transportermodus. Die
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Abnahme der hCAT-1 und -2B Leitfdhigkeit nach Zugabe von steigenden Konzentrationen an
L-Arginin koénnte ein Hinweis fiir einen Ubergang vom Kanal- in den Transportmodus der
CAT-Proteine sein. Dies wiirde aber auch bedeuten, dass die CAT-Proteine eine hohere
Leitfahigkeit im Kanal- als im Transportermodus besitzen. Die hohere Leitfdhigkeit der

hCAT-Isoformen in BAS-depletierten Oozyten wiirde diese Vermutung stiitzen.

In den Austauschversuchen mit monovalenten Kationen an hCAT-2B-injizierten
Oozyten konnte weiterhin eine hohere Leitfdhigkeit fiir alle gemessenen Kationen im
Vergleich zu den H;O-injizierten Kontroll-Oozyten beobachtet werden. Auch fiir die
Kontrolllosung Tetramethylammoniumchlorid (TMACI) wurde eine é&hnlich erhdhte
Leitfahigkeit beobachtet. Welche Ionen hierfiir verantwortlich sind ist noch unklar. Weitere
Untersuchungen, in denen die Strdme von weiteren Ionen untersucht werden sollten sind

notwendig, um diese Frage kléren zu kdnnen.
Maogliche Bedeutung der lonenstrome fir den hCAT-vermittelten BAS-Transport

Die Bedeutung der Leck-Stome fiir den BAS-Transport durch die hCAT-Proteine ist
noch ungeklért, jedoch scheint die Anwesenheit von Leck-Stromen ein weit verbreitetes
Phidnomen in vielen Transportern zu sein. Substratunabhéngige Strome sind bei einer Reihe
anderer AS-Transportern beobachtet worden, so z.B. fiir den Na'-unabhingigen 4F2hc-
assoziierten Transporter LATI1 (4F2hc/LAT1, Wagner et al., 2000) oder fiir die Na'-
abhingigen Transporter ASCT1-2 (Zerangue und Kavanaugh, 1996; Broer et al., 2000) und
KAATI1 (Bossi et al., 1999a; Bossi et al., 1999b). Fiir den 4F2hc/LAT1-Transporter wurde
die Anwesenheit dieser unspezifischen Strome nur nach Bildung der Disulfidbriicke zwischen
den Heteromeren 4F2hc und LAT-1 in X. laevis-Oozyten gezeigt. Wurden die fiir die
Disulfidbriickenbildung nétigen Cysteine mutiert, wurde der unspezifische Kationenstrom
fast vollstandig aufgehoben ohne den Substrattransport zu beeinflussen (Wagner et al., 2000).
Diese Untersuchung zeigt, dass beim AS-Transporter LAT-1 eine Kanalfunktion nur im
Zusammenhang mit dem akzessorischen Protein 4F2hc auftritt. Auch bei den hCATs konnte
es moglich sein, dass die beobachteten Leck-Strome nur in Verbindung mit einem noch
unbekannten hCAT-assoziierten Protein auftreten. Jedoch sind bisher noch keine

Partnerproteine fiir die CATs bekannt.

Im Gegensatz zum ionenabhingigen AS-Transport beispielweise bei den AS-
Transportern KAATI1, ASCT1 oder auch bei den Glutamat-Transportern EAAT1- 4 sind die
Ionenstrome bei den hCATs nicht notwendig filir den Transport von BAS. Aus diesem Grund

muss den Leck-Stromen eine andere Rolle zukommen. Die Kanalfunktion der hCAT-Proteine
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konnte ein Relikt eines vormals sekundir aktiven Transporters sein, bei dem der AS-
Transport an Na'- und K'-Gradienten gekoppelt war. Die vorhandene Abhingigkeit der
hCAT-Proteine vom Membranpotential und die dadurch bedingte Akkumulation von BAS
gegen den Gradienten zeigt die Abhingigkeit der CAT-Proteine von dem Na" und K'-
Gradienten, ohne jedoch den BAS-Transport direkt an diese lonen zu koppeln. Dies erklart
jedoch nicht die physiologische Bedeutung der Leck-Strome.

Fiir K"-Ionen gibt es Hinweise, dass sie fiir die Transstimulation eine Rolle spielen
konnten. In einer Studie von Zharikov und Block an isolierten Membranvesikeln von
endothelialen Lungenarterien-Zellen wurde gezeigt, dass eine transstimulierbare L-Arginin-
Aufnahme nur in Anwesenheit von K'-Ionen an der trans-Seite der Membran moglich war
(Zharikov und Block, 1997). Wurde K -Puffer auf der trans-Seite durch Na'-Puffer ersetzt, so
wurde keine trans-Substrat-abhingige Aufnahme mehr beobachtet. Der Mechanismus, wie
K -lonen die Transstimulation beeinflussen, ist noch unklar. Es wire denkbar, dass K -Ionen
die Bindungsaffinitit der CAT-Proteine fiir L-Arginin an einer modulatorischen Stelle im
Protein erhdhen oder selbst die Reorientierung des Carriers von der trans- zur cis-Seite der
Membran fordern. Da die K'-Konzentration extrazellulidr gering ist, wiirde eine von der K'-
Konzentration abhingige Transstimulation - zusdtzlich zur Substrat-Transstimulation (s. o.) -
eine weitere Schutzbarriere bilden, die die Zellen in Zeiten von AS-Mangel vor der Depletion
des intrazelluliren Pools an BAS bewahrt. Einen dhnliche modulatorische Rolle von K -Ionen
wird von Adams und DeFelice fiir den Serotonin-Transporter hSERT vorgeschlagen (Adams

und DeFelice, 2003).

Weiterhin ist fiir einige Transporter beschrieben worden, dass die Substratspezifitit sich
abhéngig von den Kationen im Medium &ndert. Fiir den AS-Transporter CAATCH1 (cation-
anion-activated amino acid transporter/channel) ist bekannt, dass in Anwesenheit von K'-
Ionen bevorzugt Threonin und in der Anwesenheit von Na'-lonen bevorzugt Prolin
transportiert wird (Feldman et al. 2000). Eine mogliche Regulation der Substratspezifitit der

CAT-Proteine durch unterschiedliche Ionen ist bisher noch nicht untersucht worden.
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6.1.4 Schlussfolgerungen aus den elektrophysiologischen Untersuchungen

Aus den gezeigten elektrophysiologischen Untersuchungen der hCAT-exprimierenden

Oozyten kann man folgende Schliisse ziehen:

1.

Die Bildung eines BAS-Potentiales in Oozyten kann durch die Expression von hCAT-2A
und -2B, jedoch nicht durch die Expression von hCAT-1 hervorgerufen werden. Hierfiir

diirfte die hohe Transstimulierbarkeit des hCAT-1-Proteins verantwortlich sein.

Das Membranpotential einer Zelle beeinflusst die Akkumulation von BAS durch die
hCAT-Proteine. Jedoch ist bei sehr hohen extrazelluliren BAS-Konzentrationen die
Akkumulation durch hCAT-1 und -2B im Gegensatz zu hCAT-2A nicht vom

Membranpotential abhingig, da hierbei der Efflux limitierend wirkt.

Die L-Arginin-induzierten Maximalstrome (Vmax) der hCAT-Proteine unterscheiden sich
nicht von den zuvor aus radioaktiven Aufnahmen beschriebenen Vi,.x-Werten (hCAT-1
<< hCAT-2B < hCAT-2A). Jedoch mul3 von einem Gegentransport an positiver Ladung
(Substrat) ausgegangen werden, da die elektrophysiologisch ermittelten V.x-Werte nur

halb so groB3 waren, wie die Vn.x-Werte aus radioaktiven Aufnahmen.

Die untersuchten hCAT-Isoformen zeigen zwei unterschiedliche Leitfdhigkeitszustéinde
fir BAS, die von der intrazelluliren BAS-Konzentration abhingig sind. Eine
Leitfahigkeitszunahme durch Zugabe von extrazellulirem L-Arginin konnte bei allen
hCAT-Isoformen in depletierten Oozyten beobachtet werden. In BAS-beladenen Oozyten
fiihrt die Zugabe von L-Arginin dagegen zu keiner (hCAT-1 und hCAT-2B) bzw. zu einer
geringen (hCAT-2A) Zunahme der Leitfahigkeit der Transporter.

Im Equilibrium-exchange nimmt die durch Spannungsinderung hervorgerufene

Leitfdhigkeit der drei untersuchten hCAT-Isoformen in Abhéngigkeit von der L-Arginin-
Konzentration zu (jeweils fiir hCAT-1, -2A bzw. -2B: Kf,f (in mM) 0,16 = 0,07, 1,1 £ 0,5

bzw. 0,12 £0,05; G*

max

(in puS) 8,4 + 1,5, 2,8 £ 0,2 bzw. 12,2 + 4,4)

Alle untersuchten hCAT-Isoformen zeigen unspezifische lonenstrome (Leck-Strome). Die
»Kanalfunktion* der Transporter scheint mit ihrer Transportaktivitidt zu korrelieren. Die

physiologische Bedeutung des ,,Kanals* ist noch ungeklart.

142



Diskussion

6.2 Mechanismus der PKC-vermittelten Regulation von hCAT-1

6.2.1 PKC-vermittelte Reduktion der hCAT-1-Expression und -Transportaktivitit

In einer vorhergehenden Untersuchung unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass
die Transportaktivitit von hCAT-1 sowohl in X. laevis-Oozyten, als auch in humanen
endothelialen EA.hy 926-Zellen nach Aktivierung der PKC durch Phorbolester reduziert wird
(Grif et al., 2001). Die PKC-Aktivierung fiihrte zu keiner Anderung der Gesamtprotein-
Expression, wihrend die hCAT-1-mRNA-Expression sogar erhoht war. Das Ziel im zweiten
Abschnitt dieser Arbeit war, den Mechanismus der PKC-vermittelten Reduktion der

Transportaktivitdt von hCAT-1 aufzukliren.

Um festzustellen, ob die PKC-vermittelte Inaktivierung des Transporters auf einer
Verminderung seiner Expression an der Zelloberfliche beruht, wurde das hCAT-1.EGFP-
Konstrukt in Oozyten exprimiert und in U373MG Glioblastom-Zellen stabil transfiziert.
Dadurch war es moglich, die Expression von hCAT-1 an der Zelloberfiche mit Hilfe von
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zu visualisieren. Die Behandlung dieser Zellen
mit dem PKC-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) zeigte eine deutliche
Reduktion der hCAT-1-Expression an der Zelloberfliche. Durch Biotinylierung der
Zelloberflichenproteine und anschlieBende Western-Blot-Analysen konnte bestétigt werden,
dass die Expression des Transporters an der Zelloberfliche durch die PMA-Behandlung
signifikant reduziert wurde. Sowohl in Oozyten, als auch in U373MG-Zellen wurde die
Reduktion der Zelloberflichenexpression von hCAT-1 von einer Verminderung der
Transportaktivitit begleitet. Durch einen weiteren PKC-Aktivator, den Phorbolester Phorbol-
12,13-dibutyrat (PDBu), jedoch nicht durch den inaktiven Phorbolester 4a-Phorbol-12,13-
didecanoat (4a-PDD) wurde eine dhnliche Reduktion der Transportaktivitidt beobachtet.
Damit konnte davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Reduktion der
Transportaktivitdt nicht auf einem unspezifischen Phorbolester-Effekt beruht. Weiterhin
wurde durch eine Vorbehandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid I
(BIM 1) sowohl die PMA-vermittelte Reduktion der Zelloberflachenexpression von hCAT-1,
als auch die Inhibition des L-Arginin-Transportes verhindert. Hiermit wurde bestitigt,
dass die beobachtete Reduktion der Zelloberflichenexpression und der Transportaktivitit des

hCAT-1-Proteins in X. laevis-Oozyten und U373MG-Zellen PKC vermittelt waren.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit dem endogen in humanen DLD-1 Kolon-
karzinom-Zellen exprimierten hCAT-1 erzielt. Diese Zelllinie wurde aus einer Reithe von

neun Zelllinien ausgewdhlt, da fiir sie die hochste Expression an hCAT-1-mRNA
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nachgewiesen wurde. Zwar wurde im geringeren Malle auch hCAT-2B mRNA nachgewiesen,
jedoch war die Expression von hCAT-1-mRNA in diesen Zellen liberwiegend. Der Transport
von L-Arginin wurde in diesen Zellen in Anwesenheit von 2mM L-Leucin gemessen, um den
System y'-vermittelten Transport (hCAT-1-vermittelt) isoliert untersuchen zu k&nnen.
Dadurch werden alle anderen Transportsysteme fiir BAS inhibiert. Die Ergebnisse in den
DLD-1-Zellen zeigen, dass sowohl die Inhibition des L-Arginin-Transportes als auch die
Reduktion der Zelloberflichenexpression des endogen exprimierten hCAT-1 in dhnlichem
Ausmal erfolgt, wie beim iiberexprimierten Fusionsprotein. Die Fusion des hCAT-1-Proteins
mit dem EGFP-Protein scheint also die Wirkung der PKC auf das hCAT-1-Protein nicht zu

verandern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erkldren die PKC-vermittelte Inhibition der hCAT-1-
Transportaktivitit durch eine Verminderung der Zelloberfldchenexpression des Transporters.
Ob es sich hierbei um eine Internalisierung oder um einen verminderten Einbau des
Transporters in die Plasmamembran handelt, miisste in weiteren Versuchen durch Einsatz
spezifischer Inhibitoren fiir Exozytose und Endozytose bzw. fiir vesikuldren Transport geklart

werden.

Ubereinstimmend mit den Daten dieser Arbeit zeigten Bode et al. eine signifikante
Erniedrigung der System y'-Transportaktivitit in humanen Hepatomzellen nach PMA-
Behandlung (Bode et al., 1998). Weiterhin wurde in einer neueren Studie an Lungenarterien-
Endothelzellen ebenso eine Reduktion der CAT-1-Transportaktivitit nach PKC-Aktivierung
gezeigt und eine Beteiligung der klassischen PKC-Isoformen bei der Reduktion der CAT-1-
Transportaktivitit nachgewiesen (Krotova et al., 2003). Wahrscheinlich handelt es sich
hierbei um PKCa, deren Translokation (und damit Aktivierung) in die Plasmamembran durch
PMA gezeigt wurde. Jedoch konnten Krotova et al. auch eine Erhohung der hCAT-1-
Transportaktivitit bei ldngeren Inkubationszeiten (> 4h) der Zellen mit PMA beobachten.
Auch von anderen Arbeitsgruppen wurde eine Erhohung der System y'-Transportaktivitit
nach PKC-Aktivierung festgestellt. In PMA-behandelten humanen Umbilikalvenen
Endothelzellen (HUVEC) wurde ein Anstieg der System y'-Transportaktivitit um das 5-fache
beobachtet (Pan et al., 1995). Auch in intestinalen Caco-2-Epithelzellen wurde ein Anstieg
der L-Arginin-Aufnahme nach PMA-Behandlung (> 3h) beobachtet (Pan und Stevens, 1995;
Pan et al., 2002). Weiterhin wurde nach Behandlung von Peritoneal-makrophagen mit
PDBu (nach 4 bis 6h) eine 5 bis 6-fach gesteigerte System y'-Aktivitit gezeigt (Hortelano et
al., 1993).
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Diese unterschiedlichen Effekte der PKC auf den System y'-vermittelten L-Arginin-
Transport konnten zelllinienspezifisch sein oder auf der Expression von verschiedenen hCAT-
Isoformen in den einzelnen Zelllinien beruhen. Um diesen Fragen nachzugehen, wurden in
der vorliegenden Arbeit der L-Arginin-Transport in unterschiedlichen humanen Zelllinien
nach PMA-Behandlung bestimmt und mit Hilfe der Verdauungsschutzanalyse die Expression
der einzelnen hCAT-Isoformen in den Zelllinien bestimmt. In allen untersuchten Zelllinien
wurde eine Reduktion sowohl des Gesamttransportes, als auch des System y'-vermittelten
Transportes durch die PMA-Behandlung beobachtet. Weiterhin konnte mit diesen
Ergebnissen gezeigt werden, dass der PKC-Effekt auch in Zelllinien mit iiberwiegender
Expression anderer hCAT-Isoformen (A549/8, SK-N-MC und A673) dhnlich war. Es ist
somit unwahrscheinlich, dass eine Erhdhung der System y'-Aktivitit auf einer
unterschiedlichen Wirkung der PKC auf die einzelnen hCAT-Isoformen beruht.
Dies bestdtigen noch nicht publizierte Untersuchungen in unserem Labor, die gezeigt haben,
dass die Transportaktivititen von hCAT-2A, -2B und -3 in X. laevis-Oozyten und von
hCAT-3 auch in U373MG-Zellen durch PKC-Aktivierung reduziert werden. Die in anderen
Arbeiten gezeigte Erhohung der L-Arginin-Transportaktivitdt durch die PKC muss daher
spezifisch fiir die dort untersuchten Zelllinien sein. Womdglich beruhen diese Effekte auf der
langeren Inkubation der Zellen mit den PKC-aktivierenden Phorbolestern, da in diesen
Untersuchungen Inkubationszeiten von > 3h gewahlt wurden. Graf et al. zeigten auch nach
einer 15h-Inkubation von EA.hy 926-Zellen mit PMA eine moderate Erhéhung (maximal 1,6-
fache) der hCAT-1-Proteinexpression in Gesamtlysaten. Allerdings war die Transportaktivitit
nicht erhoht (Graf et al., 2001). Da liangere Inkubationen mit PMA in U373MG-Zellen und
Oozyten durch morphologische Verdnderungen der Zellen nicht moglich waren, miisste in
weiteren Untersuchungen mit anderen Zelllinien und unterschiedlichen PMA-Inkubations-

zeiten diese Frage gekldren werden.

6.2.2 Direkte oder indirekte PKC-vermittelte Phosphorylierung von hCAT-1 ?

In dieser Arbeit wurde weiterhin der Frage nachgegangen, ob die PKC-Wirkung auf die
hCAT-1-Transportaktivitit durch eine direkte oder indirekte Phosphorylierung des hCAT-1-
Proteins zustandekommt. Hierfiir wurden die putativen PKC-Erkennungssequenzen am
hCAT-1-Protein durch einen Serin- zu Alanin-Austausch an den Aminosdurepositionen 476,
482 und 557 entfernt. Von der hCAT-1-Mutante (hCAT-1 S/AY6™*23%7) wurden
Fusionskonstrukte mit dem EGFP-Protein hergestellt. Nach Transfektion des hCAT-1
S/AYCTH82537 EGEP-Konstruktes in U373MG-Zellen wurde wie zuvor beim hCAT-1-Wildtyp
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die PKC-Wirkung auf die Zelloberflichenexpression und die Transportaktivitit des hCAT-1
S/AYC™ 8255 EGFP analysiert. Durch konfokale Mikroskopie und Western-Blot-Analysen
von biotinylierten Zelloberflichenproteinen wurde gezeigt, dass die Expression des mutierten
Transporters an der Zelloberflache durch die PMA-Behandlung auf dhnlicher Weise reduziert
wurde wie beim Wildtyp. Auch die Transportaktivitit von hCAT-1 S/A**™2™57 EGFP in
U373 MG-Zellen und in X. laevis-Oozyten wurde dhnlich wie beim Wildtyp reduziert.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass der gezeigte Effekt der PKC auf die
hCAT-1-Transportaktivitit iiber einen indirekten Mechanismus erfolgt. Jedoch kann die
Moglichkeit nicht auBer Acht gelassen werden, dass eine direkte Phosphorylierung des
hCAT-1-Proteins durch die PKC an einer anderen Stelle des Proteins, als an den

Konsensussequenzen erfolgen kann.

Die Frage, ob die PKC direkt oder indirekt die Transportaktivitdt eines Transporters
reguliert, ist auch flir andere Transporter noch nicht ganz geklért worden. Fiir den hochaffinen
Glutamattransporter GLAST-1 zeigten Conradt und Stoffel, dass die Transportaktivitit in
GLAST-1-exprimierenden Oozyten oder auch in mit GLAST-1-cDNA transfizierten HEK
293-Zellen nach PMA-Behandlung deutlich erniedrigt ist (Conradt und Stoffel, 1997). Auch
hier war die Mutagenese aller in Frage kommender PKC-Erkennungsstellen ohne Auswirkung
auf die Inhibition der Transportaktivitidt durch den aktiven Phorbolester PMA. Das mutierte
GLAST-1-Protein wurde wie das Wildtyp-Protein in vitro phosphoryliert. Die Autoren
schlieBen, dass eine Phosphorylierung an einer anderen Stelle als der PKC-Erkennugsstelle
stattfinden muss. In diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass ein regulatorisches Protein
zwischengeschaltet wird. Auch Corey et al. konnten durch Mutagenese der PKC-
Erkennungsstellen am GABA-Transporter GAT-1 keine Anderung der PKC-vermittelten
Erhohung der GAT-1-Transportaktivitit beobachten (Corey et al., 1994). Auch diese
Autoren vermuteten eine indirekte Wirkung der PKC auf die Transportaktivitit des
Transporters oder eine Phosphorylierung des GAT-1-Proteins an einer anderen Stelle. Huff
und Mitarbeiter zeigten in LLC-PK-Zellen, die den Dopamintransporter der Ratte (rDAT)
stabil exprimierten, eine Phosphorylierung nach PMA-Behandlung (Huff et al., 1997). Die
PMA-Behandlung verminderte die Transportaktivitdt von rDAT, jedoch konnte eine direkte
Phosphorylierung des rDAT-Proteins durch die PKC nicht nachgewiesen werden. Einen
Schritt weiter kamen Kalandadze et al., die am Glutamat-Transporter GLT1 zeigen konnten,
dass die C-terminale Domine des GLT1-Proteins, speziell das Serin 486 in dieser Doméne,
partiell fir die PKC-vermittelte Reduktion der Zelloberflichenexpression verantwortlich ist

(Kalandadze et al., 2002). Dabei wird Serin 486 in keiner bekannten Konsensussequenz fiir
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bisher bekannte Proteinkinasen gefunden. Die Beteiligung von Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Resten, die nicht in Konsensussequenzen fiir Proteinkinasen enthalten sind, sollte man daher
auch fiir eine direkte Phosphorylierung von Transporterproteinen durch Proteinkinasen in

Betracht zichen.

Im hCAT-1-Protein findet man insgesamt 44 Serine, 35 Threonine und 17 Tyrosine. Es
ist daher sehr schwer vorauszusagen welche dieser AS direkt durch die PKC phosphoryliert
werden konnte. Jedoch wurde in einer kiirzlich erschienenen Untersuchung am mCAT-1
gezeigt, dass eine Region von 30 Aminosduren am N-Terminus die subzelluldre Verteilung
des Transporters beeinflussen kann (Ou und Silver, 2003). In dieser Region befinden sich
zwei Serine und ein Threonin, die als Kandidaten fiir eine direkte PKC Phosphorylierung in
Frage kdmen. Eine genauere Untersuchung der Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste im
N- und auch im C-Terminus des hCAT-1-Proteins konnte helfen, die Frage nach einer

direkten Phosphorylierung durch die PKC zu kldren.

6.2.3 Schlussfolgerungen der PKC-vermittelten Regulation von hCAT-1

1. Die PKC-vermittelte Reduktion der hCAT-1-Transportaktivitit beruht auf einer
Reduktion der hCAT-Expression an der Zelloberfldche.

2. Vermutlich reguliert die PKC die hCAT-1-Transportaktivitit {iber einen indirekten
Mechanismus, d. h. nicht iiber eine direkte Phosphorylierung des hCAT-1-Proteins.

3. Die PKC-Aktivierung verdndert die Verteilung vom hCAT-1-Protein an der Zellmembran.

6.3 Subzellulire Verteilung vom hCAT-1-Protein in humanen Zellen

Das hCAT-1.EGFP-Fusionskonstrukt erlaubte, die subzelluldre Verteilung des hCAT-1-
Proteins in stabil transfizierten U373MG Glioblastom-Zellen und auch in transient
transfizierten Zelllinien mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie zu visualisieren. Wahrend mit
EGFP transfizierte Zellen eine homogene Verteilung der Fluoreszenz in der Zelle mit einer
Anreicherung im  Zellkern aufwiesen, wurde das hCAT-1.EGFP-Fusionsprotein
differenzierter exprimiert. Neben einer Expression an der Zelloberfliche wurde jedoch auch
eine vesikuldre Akkumulation von griiner Fluoreszenz im Zytoplasma beobachtet.
Diese vesikuldre Anreicherung von hCAT-1.EGFP-Protein wurde auch bei transient
transfizierten DLD-1 Kolonkarzinom-, EA.hy 926 Endothel- und im geringeren Maf3e auch
fiir A549/8 Lungenkarzinom-Zellen beobachtet.
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Durch Western-Blot-Analysen der biotinylierten Zelloberfldchen-Proteine wurden diese
durch konfokale Mikroskopie erhobenen Befunde bestitigt. AuBBerdem wurde gezeigt, dass
die intrazelluldre Expression von hCAT-1 nicht nur in den stabil transfizierten und hCAT-1-
tiberexprimierenden U373MG-Zellen vorkommt. Auch fiir den in DLD-1-Zellen endogen
exprimierten hCAT-1 war die intrazelluldre Expression hoher als an der Zelloberfldche.
Beriicksichtigt man die unterschiedlichen Mengen an Protein, die in den Western-Blot-
Analysen fir Gesamtlysat und fiir das Zelloberflichen-Protein eingesetzt wurden
(s. Methoden 4.4.4), so ergibt sich fiir das Verhiltnis von Gesamtlysat- zu Zelloberflichen-
Protein ein Faktor zwischen 5 bis 10, sowohl fiir den endogenen als auch fiir den
iiberexprimierten hCAT-1. D. h., dass vom hCAT-1-Gesamtprotein in der Zelle nur etwa 10

bis 20% an der Zellmembranoberfliche exprimiert werden.

Eine zytoplasmatische Anhdufung wurde auch in den mit hCAT-2B.EGFP und SLC7A4
(hCAT-4).EGFP transfizierten U373MG-Zellen beobachtet (Wolf et al., 2002; Wolf, 2001).
Dabei zeigten verschiedene Klone der jeweiligen CAT-Isoformen immer das gleiche Muster.
In den mit hCAT-3.EGFP stabil transfizierten U373MG-Zellen wurde dagegen eine geringere
intrazelluldre Anreicherung des Transporters beobachtet (Vékony et al., 2001). Auch von
Masuda et al. wurde in mit mCAT-1.EGFP transfizierten humanen embryonalen Nieren
(HEK) 293-Zellen neben einer hohen Expression an der Zelloberfliche auch eine moderate
griine  Fluoreszenz in granuldren Vesikeln beschrieben. Immunfirbungen mit
unterschiedlichen Zellorganellenmarkern fiihrten dabei zu dem Schluss, dass das mCAT-
1.EGFP-Protein intrazellulir im Golgi-Apparat akkumuliert (Masuda et al. 1999). Bei
Versuchen in unserem Labor wurde in U373MG -Zellen mittels Immunfarbungen keine
Kolokalisation von hCAT-1.EGFP mit dem Golgi-Apparat gefunden. Auch mit Lysosomen,
Endosomen und dem endoplasmatischen Retikulum konnte keine Ubereinstimmung
festgestellt werden (Closs, unverdffentlichte Ergebnisse). In polarisierten Madin-Darby
canine Nieren-Zellen (MDCK) wurde jedoch gezeigt, dass die hCAT-1-Expression fast
ausschlieBlich an der Basolateralmembran zu finden ist (Cariappa et al., 2002; Kizhatil und
Albritton, 2002).

Die subzellulire Lokalisation der CAT-Proteine ist offensichtlich je nach Zelltyp
unterschiedlich. Die Akkumulation der CAT-Proteine in intrazelluldren Vesikeln scheint eine
Besonderheit dieser Proteine in bestimmten Zelllinien zu sein. Diese Vesikeln stellen
womoglich Speicherreservoire der CAT-Proteine dar, die bei Bedarf durch eine

posttranslationale Regulation zur Verfiigung gestellt werden konnten.
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6.4 Neue Erkenntnisse iiber die hCAT-Isoformen und Ausblick

Durch die vorliegende Arbeit sind folgende entscheidende neue Erkenntnisse iiber die

hCAT-Proteine gewonnen worden:

1. Die hCAT-Isoformen besitzen neben der Transporterfunktion fiir BAS auch eine
Kanalfunktion fiir Kationen. Kanal- und Transporterfunktion stellen moglicherweise zwei
verschiedene Funktionsmodi der CAT-Proteine dar (Abb. 37). In Abwesenheit von BAS
befindet sich der Transporter im Kanalmodus und die CAT-Proteine zeigen Leck-Strome
(lLeck) mit einer hohen Leitfdhigkeit fiir K. In Anwesenheit von BAS ist der
Transportermodus iiberwiegend und der Strom wird durch den Transport von BAS
getragen (lgas). Ob die CAT-Proteine von einem Funktionsmodus zum anderen {iber
Zwischenzustinde iibergehen, bei dem K'-Ionen mit BAS in einem Transporterzyklus
zusammentransportiert werden, oder ob dieser Prozess eher wie bei Kanélen durch ein Hin
und Herschalten zwischen zwei Zustéinden geschieht, ist noch ungeklart. Damit gehoren die
CAT-Proteine zu einer immer grofler werdenden Gruppe von Transportern, die neben der

Transportfunktion auch eine Kanalfunktion besitzen.

Keine BAS L-Arg BAS Abbildung 37: Die zwei moglichen

: Funktionsmodi der hCAT-Proteine
K Ty = TS

R Simple-carrier Modell mit den zwei
A A Leitfahigkeitszustinden der hCAT-
L-Arg Proteine: BAS-Strom in Anwesenheit
Kanal- Transporter-  yon BAS (Igas) und Leck-Strom von
modus modus Kationen (K") in Abwesenheit von
) (lac) BAS (Ipeck). To und T; bzw. TS und
Leck BAS. . .

Y L-Arg v TS; reprasentieren den Substrat-

i NS unbeladenen bzw. -beladenen Trans-
KT ‘7" TS, porter auf der extra- und intra-

zelluldren Seite der Plasmamembran.

L-Arg

Keine BAS BAS

2. Die hCAT-1-Expression an der Zelloberfliche kann {iiber einen PKC-vermittelten
Mechanismus posttranslational reguliert werden. Durch die Regulation der Zelloberfldchen-
expression von hCAT-1 auf Proteinebene kann eine schnellere Anpassung der Zelle an
verdanderte Substratbedingungen und -anforderungen gewihrleistet werden. Dieser neu
gefundene Regulationsmechanismus fiir die CAT-Proteine kann erkldren, warum sich
Verdanderungen in der RNA- bzw. Proteinexpression der CAT-Proteine oft nicht in

entsprechenden Verdnderungen der Transportaktivitit widerspiegeln.
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Weiterfiihrende Versuche
Elektrophysiologische Versuche an hCATs

Durch die Versuche im Equilibrium-exchange war es mdglich, unter anndhernd
symmetrischen Substratkonzentrationen, die Transportparameter der hCATs zu bestimmen.
Jedoch ist der grofe Nachteil dieser Methode, dass die Messungen an verschiedenen Oozyten-
Gruppen durchgefiihrt werden miissen und dadurch die Ergebnisse Schwankungen
unterworfen sind. Daher misste mit Hilfe einer weiteren Methode, bei der der intra- und
extrazellulire Raum der Oozyten kontrolliert werden kann, die Leitfahigkeit der hCAT-
Proteine weiterfiihrend untersucht werden. Hierfiir bieten sich die cut-open voltage clamp-
Methode und/oder Makropatch-Messungen an. Damit konnten Strom-Messungen mit
unterschiedlichen intra- und extrazelluldren Substratkonzentrationen unter dem Einfluss von
verschiedenen Kationenpufferlosungen durchgefiihrt werden. Hiermit konnte erkléart werden,
welche Substratbedingungen eine Verdnderung der Leitfahigkeit der hCAT-Proteine bedingen

und ob hierbei auch Kationen eine modulatorische Wirkung auf den BAS-Transport haben.

Da fiir hCAT-1 eine geringere Auspragung der Leck-Strome beobachtet wurde, wire es
denkbar, durch Untersuchungen der unspezifischen Ionenstrome mit der TEVC-Methode an
Chiméren zwischen hCAT-1 und hCAT-2A nach den Protein-Doménen zu suchen, die fiir die
Kanalfunktion des Transporters verantwortlich sind. Damit konnte auch die Frage beantwortet
werden, ob Substrattransport und Ionenleitfdhigkeit in den selben oder in unterschiedlichen
Proteinbereichen lokalisiert sind und ob bestimmte Ionenleitfdhigkeiten an bestimmte
Transporteigenschaften (z.B. der Empfindlichkeit gegeniiber Transstimulation) gekoppelt
sind. Das Einbeziehen von hCAT-1/hCAT-2-Chimiren oder Mutanten, die keine
Transportfunktion aufweisen, wiirde zeigen, ob AS-Transport und Ionenleitfahigkeit immer

gepaart auftreten oder ob sie voneinander zu trennen sind.

Weiterhin wire es bei den CAT-Proteinen - dhnlich wie bei 4F2hc/LAT - denkbar, dass
die Kanalfunktion durch ein assoziiertes Protein induziert wird. Hierflir miisste nach
moglichen CAT-assozierten-Proteinen gesucht werden. Hierbei konnten Leitfahigkeits-
messungen an dem inaktiven SLC7A4 (hCAT-4) bei der Suche eines Partnerproteins genutzt
werden. In der Annahme, dass das putative Partnerprotein zur Ausbildung einer Leitfahigkeit
notwendig ist und in Zellen exprimiert wird, die auch SLC7A4 exprimieren, konnte die
Leitfdahigkeiten von X. laevis-Oozyten gemessen werden, die mit SLC7A4-cRNA und mRNA
aus SLC7A4-exprimierenden Geweben (z. B. Plazenta) koinjiziert wurden. Sollte auf diese

Weise eine SLC7A4-induzierte Leitfahigkeit detektiert werden, konnte im Anschluss
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SLC7A4-cRNA mit cRNA-Fraktionen koinjiziert werden, die durch in vitro-Transkription
aus Plazenta-cDNA-Banken gewonnen werden konnten. Durch schrittweise Aufteilung

positiver Fraktionen konnte das Partnerprotein von SLC7A4 identifiziert werden.

Um die Vermutung zu bestitigen, dass hCAT-1, jedoch nicht die anderen hCAT-
Isoformen die BAS-Abgabe bei fehlenden extrazelluldaren BAS-Konzentrationen verhindert,

miisste der BAS-Gehalt von depletierten Oozyten durch HPLC-Messungen bestimmt werden.
Regulation der hCAT-Proteine durch die PKC und subzellulére Verteilung der hCATs

Es miisste geklart werden, ob die PKC-Wirkung durch eine Internalisierung von
hCAT-1 oder durch einen verminderten Einbau des neu synthetisierten oder in Speicher-
Vesikeln befindlichen Transporters in die Plasmamembran zustande kommt. Der Einbau von
neu synthetisiertem Protein in die Plasmamembran konnte durch Hemmung der
Proteinsynthese unterdriickt werden. Sollte die PKC-Wirkung auch dann noch unvermindert
bestehen, konnte ausgeschlossen werden, dass die PKC-Wirkung durch eine verminderte
Prozessierung von neu synthetisiertem hCAT-1 zustande kommt. Durch Einsatz spezifischer
Inhibitoren fiir Exozytose und Endozytose bzw. fiir vesikuldren Transport konnte der

Mechanismus der PKC-Wirkung weiter differenziert werden.

Durch in vivo-Phosphorylierung der stabil transfizierten U373MG-Zellen mit
32p_markiertem Orthophosphat und anschlieBender Immunprizipitation kénnte nachgewiesen
werden, ob hCAT-1 (und auch die anderen hCAT-Isoformen) phosphoryliert wird oder nicht.
AuBerdem wire es notwendig zu iiberpriifen, ob hCAT-1 durch andere Kinasen auf &hnliche
Weise wie durch die PKC reguliert wird. Hierfiir konnten Aktivatoren der einzelnen Kinasen
in den Aufnahmeversuchen eingesetzt werden. Ob andere Kinasen ,,downstream" in einer von
PKC regulierten Kaskade eine Rolle spielen, konnte weiterhin durch Einsatz von spezifischen

Kinaseinhibitoren untersucht werden.

Neben einer Phosphorylierung der CAT-Proteine selbst ist auch eine indirekte PKC-
Wirkung auf die CAT-Proteine denkbar, z.B. durch Phosphorylierung eines assoziierten
Proteins. Daher konnten Proteindomdnen der CAT-Proteine, die fiir die PKC-Wirkung
wichtig sind, liber Deletionsanalysen lokalisiert werden. Mit diesem Ansatz wiirden auch
Proteinbereiche erfasst, die selbst nicht phosphoryliert werden, die aber z.B. durch Interaktion
mit einem assoziierten Protein die Lokalisation des Transporters verdndern konnen. Da in den
meisten Membranproteinen die N- und C-terminalen Sequenzen die subzelluldre Lokalisation
beeinflussen, miissten diese Proteinbereiche auch bei den hCATs genauer untersucht werden.

In beiden Bereichen finden sich konservierte Serin-, Threonin- und Tyrosinreste, die fiir eine
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(indirekte) Phosphorylierung nach PKC-Aktivierung in Frage kommen. Durch Herstellung
von Deletionsmutanten hCAT-1.EGFP-Fusionsproteinen konnte zunichst ihre subzelluldre
Lokalisation vor und nach PKC-Aktivierung untersuchen werden. Nach Identifizierung
interessanter Proteinbereiche konnten die beteiligten AS-Reste durch Mutationsanalysen

eruiert werden.

Die PKC-Wirkung miisste auch fiir die anderen hCAT-Isoformen vergleichend zu
hCAT-1 untersucht werden. Hierfiir konnen die gleichen Methoden wie fiir die vorliegende

Untersuchung von hCAT-1 angewendet wurden.

Durch Expression von hCAT-1.EGFP in MDCK oder HEK 293-Zellen kdnnte die Frage
geklart werden, ob die PKC auch in polarisierten Zellen eine Reduktion der Zelloberflachen-
expression bewirkt. Auch fiir die anderen hCAT-Isoformen sollte untersucht werden, ob ihre
subzelluldre Lokalisation und die PKC-Wirkung vom Zelltyp abhingig sind. Auflerdem sind
weitere Untersuchungen der PKC-Wirkung mit unterschiedlichen PMA-Inkubationszeiten in
verschiedenen Zelllinien notwendig, um die gegensétzliche Wirkung der PKC auf den

System y -vermittelten L-Arginin-Transport zu erkliren.
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7. Zusammenfassung

Der humane kationische Aminosédure-Transporter hCAT-1 (CAT fiir cationic amino acid
transporter) gehdrt zur Familie der Na'- und pH-unabhiingigen Transporter fiir basische
Aminosduren (BAS). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit unterschiedlichen Aspekten des

hCAT-1-vermittelten Transportes, die in zwei Teilabschnitten behandelt werden.

Im ersten Abschnitt wurden die Transporteigenschaften von hCAT-1-exprimierenden
X. laevis-Oozyten mit Hilfe von elektrophysiologischen Methoden untersucht und mit denen
der Isoformen hCAT-2A und -2B verglichen. Dabei zeigte sich, dass es durch die Expression
von hCAT-2A und -2B in Oozyten zur Bildung eines BAS-Potentiales kommt, jedoch nicht
durch die Expression von hCAT-1. Hierfiir diirfte die hohe Transstimulierbarkeit des
hCAT-1-Proteins verantwortlich sein. Obwohl das Membranpotential einer Zelle die
Akkumulation von BAS durch die hCAT-Proteine beeinflusst, war bei sehr hohen
extrazellulairen BAS-Konzentrationen die Akkumulation durch hCAT-1 und -2B im
Gegensatz zu hCAT-2A nicht vom Membranpotential abhidngig, da unter diesen Bedingungen
der Efflux limitierend wirkte. Mit Hilfe der voltage clamp-Methode wurden die L-Arginin-
induzierten Maximalstrome (Vax) und die Leitfahigkeiten der hCAT-Proteine bestimmt. Die
so ermittelten Vi,.x-Werte sind nur halb so groB3 wie die durch Flux-Studien bestimmten.
Daher muss von einem Gegentransport an positiver Ladung (Substrat) ausgegangen werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die hCAT-Isoformen zwei unterschiedliche
Leitfahigkeitszustinde fiir BAS besitzen, die von der intrazelluliren BAS-Konzentration
abhédngig sind. Eine Leitfdhigkeitszunahme durch Zugabe von extrazellulirem L-Arginin
konnte bei allen hCAT-Isoformen in depletierten Oozyten beobachtet werden. In BAS-
beladenen Oozyten fithrte die Zugabe von L-Arginin dagegen zu keiner (hCAT-1 und
hCAT-2B) bzw. zu einer geringen (hCAT-2A) Zunahme der Leitfahigkeit der Transporter. Im
Substratgleichgewicht jedoch nahm die Leitfdhigkeit der drei untersuchten hCAT-Isoformen
in Abhiingigkeit von der Substratkonzentration zu. Uberraschenderweise wurden fiir die
untersuchten hCAT-Isoformen Leck-Strome in Abwesenheit von BAS nachgewiesen. An
hCAT-2B-exprimierenden Oozyten wurde eine erhohte Leitfahigkeit fiir K -Ionen gezeigt.
Die physiologische Bedeutung dieser Kanalfunktion ist jedoch noch vollig ungeklart.

Im zweiten Abschnitt wurde der Mechanismus der Proteinkinase C (PKC)-vermittelten
Inhibition der hCAT-1-Transportaktivitit untersucht. Hierfir wurden hCAT-1.EGFP-
Konstrukte in Oozyten und in U373MG Glioblastom-Zellen exprimiert. Mit Hilfe konfokaler
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Mikroskopie und Western-Blot-Analysen von biotinylierten Zelloberfldchen-Proteinen wurde
gezeigt, dass die PKC-vermittelte Reduktion der hCAT-1-Transportaktivitit auf einer
Reduktion der hCAT-Expression an der Zelloberfliche beruht. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch mit dem endogen in humanen DLD-1 Kolonkarzinom-Zellen exprimierten hCAT-1
erzielt. Der PKC-Effekt war auch noch nach Entfernung der putativen PKC-
Erkennungsstellen am hCAT-1-Protein vorhanden. Daher reguliert die PKC die hCAT-1-
Transportaktivitit vermutlich iiber einen indirekten Mechanismus, d. h. nicht {iber eine direkte
Phosphorylierung des hCAT-1-Proteins. Die Verdnderung der Zelloberfldchenexpression
stellt einen neuen Regulationsmechanismus fiir die CAT-Proteine dar, der erkliren kann,
warum sich Modifikationen in der CAT-Proteinexpression oft nicht in entsprechenden

Verianderungen der Transportaktivitit widerspiegeln.
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