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I. Abkürzungsverzeichnis 

 

4F2hc  schwere Kette des 4F2 Oberflächenantigens (4F2 heavy chain)  
Alq Aliquot 
APS  Ammoniumperoxodisulfat  
AS  Aminosäure(n)  
as  nicht kodogener Strang (antisense)  
BAS  basische Aminosäuren  
BCH  2-Aminobizyklo-[2,2,1]-heptan-2-carbonsäure   
bp  Basenpaare  
BSA  bovines Serum-Albumin  
(h/m/r)CAT  Transportprotein für kationische Aminosäuren (cationic amino acid 

transporter) (h für human/ m für murin/ r für Ratte)  
cpm  Zählrate pro Minute (counts per minute)  
DAPI  4,6-Diamidino-2-phenylindol  
DEPC  Diethylpyrocarbonat  
dH2O  Autoklaviertes, sterilfiltriertes Aqua dest.  
DMSO  Dimethylsulfoxid  
DNA Desoxyribonukleinsäure (DesoxyRibonucleinAcid) 
dNTPs  Desoxynucleosidtriphosphate  
dpm  Zerfälle pro Minute (desintegrations per minute)  
FCS  Fötales Kälberserum  
HAT  hetero(di)mere Aminosäure-Transporter  
HUGO Human Genome Organisation 
kb  Kilo Basenpaare  
kDa  Kilo Dalton  
KM Michaelis-Menten-Konstante  
LAT  System L-Aminosäuretransporter  
LPI  lysinurische Proteinintoleranz  
MCS  multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)  
MuLV  murine Leukämieviren  
NEM n-Ethylmaleimid 
NO  Stickstoffmonoxid  
NOS  Stickstoffmonoxid-Synthase  
nt  Nukleotide  
NTPs  Nukleosidtriphosphate  
OD  optische Dichte  
p.a.  für analytische Zwecke (pro analysis)  
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
PBS  Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline)  
PBS-CM  PBS mit Ca2+

 
und Mg2+ 

PCR  Polymerasekettenreaktion  
PIPES  Piperazin-1,4-(2-Ethansulfonsäure)  
PKC  Proteinkinase C  
PMA  Phorbol-12-myristat-13-acetat  
RNA Ribonukleinsäure (RiboNucleinAcid) 
RT  Raumtemperatur  



SD  Standardabweichung (standard deviation)  
SDS  Natriumdodecylsulfat  
SEM  Standardfehler (standard error of mean)  
SLC7 solute carrier family 7 
ss  kodogener Strang (sense strand)  
TAE  Tris-Acetat-EDTA  
TBE  Tris-Borat-EDTA  
TE  Tris-EDTA  
TEMED  N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin  
TM(s)  Transmembrandomäne(n)  
Vmax maximale Transportgeschwindigkeit  
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1. Einleitung 

 

Die Fähigkeit einer biologischen Zelle, selektiv Substanzen aufzunehmen oder abzugeben, ist 

Grundvoraussetzung für die Aufrechterhaltung eines effizienten Zellstoffwechsels, einem 

Vorgang der als sehr dynamischer Prozess zu verstehen ist. Zentrale Elemente, zur Steuerung 

und Kontrolle des Zellmetabolismus, stellt dabei die Cytoplasmamembran dar, die die Zelle 

als Barriere umgibt. Deren selektive Permeabilität wird dabei teilweise durch die Eigenschaft 

der Doppellipidmembran erreicht, lediglich die Passage kleiner ungeladene Moleküle - wie 

etwa Sauerstoff oder Kohlendioxyd - und hydrophober Moleküle zu erlauben. Polare oder 

hydrophile Moleküle können diese für sie undurchlässige physiologische Barriere, nur über 

spezifische Transportproteine passieren, die in die Cytoplasmamembran eingelagert sind. 

 

Eines dieser spezifischen Transportproteine, der kationische Aminosäuretransporter hCAT-

2A, ist Gegenstand dieser Arbeit. hCAT-2A zählt zur Familie der CATs (cationic amino acid 

transporters), einer Gruppe von Proteinen die dadurch charakterisiert sind, dass sie selektiv 

basische Aminosäuren durch die Cytoplasmamembran transportieren.  

 

 

1.1 Allgemeiner Teil 

 

1.1.1 Bekannte Transportmechanismen 

Grundsätzlich unterscheidet man bei der Betrachtung des Stofftransportes auf zellulärer 

Ebene  zwischen passivem und aktivem Transport.  

Von einem passiven Transport spricht man immer dann, wenn ein Substrat durch Diffusion 

seinem Konzentrationsgefälle folgt bis ein Fliessgleichgewicht zwischen den betreffenden, 

durch eine substratdurchlässige Membran getrennten, Kompartimenten eingetreten ist. In der 

Regel findet man diesen Mechanismus für substratspezifische Membrankanäle oder Poren, 

welche in der Membran durchgängige Röhren ausbilden, die einen Stoffaustausch in beide 

Richtungen zulassen. Solche Kanalproteine, sind typischerweise gesteuert, sodass sie eine 

Passage ihres Substrates erst aufgrund einer Konformationsänderung ermöglichen. Diese 

Konformationsänderung wird durch ein chemisches oder elektrisches Signal induziert. 

Unmittelbar energieunabhängige Transportprozesse bei denen die Passage von polaren 

Substraten in beide Richtungen erfolgen kann, bis sich ein elektrochemisches Gleichgewicht 

eingestellt hat, werden als „erleichterte Diffusion“ bezeichnet.  
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Die Kanalproteine stehen sogenannten Carriern gegenüber, die ihr Substrat auf einer Seite der 

Cytoplasmamembran aufnehmen und es auf der anderen Seite wieder abgeben. Dabei erfolgt 

der eigentlich Transport durch die Membran, aufgrund einer Konformationsänderung des 

Transportproteins, die zur Folge hat, dass die besetzte Substratbindungsstelle eine räumliche 

Lageänderung beschreibt und so das gebundene Substrat durch die Membran befördert 

(CLOSS, 1998). Im Gegensatz zu Kanälen zeichnet sich der Carrier-vermittelte Transport 

dadurch aus, dass ein Substrat unter Aufwendung von Energie auch gegen den 

Konzentrationsgradienten transportiert werden kann. 

Erfolgt die Bereitstellung der für diesen physiologischen Prozess notwendigen Energie durch 

die Hydrolyse von ATP, handelt es sich um einen primär aktiven Transport. Wird durch einen 

primär aktiven Transport ein elektrochemischer Gradient aufgebaut und dessen Energie von 

einem anderen Carrier genutzt, um Substrate gegen deren Konzentrationsgefälle zu 

transporieren, handelt es sich um einen sekundär aktiven Transport.  In diesem Fall, ist der 

Transport großer oder polarer Moleküle an einen Cotransport von Na+- und Cl-- Ionen oder 

den Gegentransport von K+-, H+- und OH-- Ionen gekoppelt.  

Der Transport von basischen Aminosäuren durch Carrier-Proteine geschieht in den meisten 

Fällen energieunabhängig in beide Richtungen, wobei die Passage dem elektrochemischen 

Gleichgewicht folgt. Aufgrund des üblicherweise im Zellinneren vorherrschenden, negativen 

Membranpotentials, begünstigt die positive Ladung basischer Aminosäuren deren Einstrom 

(KAVENHAUGH, 1993/ NAWRATH et al., 2000). 

 

 

1.1.2 Charakterisierung der Transporteigenschaften von Carriern 

Als geschwindigkeitsbestimmende Faktoren eines Carrier-vermittelten Substrattransportes 

sind die Substratkonzentration und die Dauer der Proteinkonformationsänderung zu nennen, 

woraus eine Sättigungkinetik resultiert, die sich mit der eines Enzyms vergleichen lässt. 

Experimentell kann durch Bestimmung der Michaelis-Menten Konstante (KM) Aufschluss 

über die Substrataffinität eines Carriers gewonnen werden. Die Ermittlung der maximalen 

Transportgeschwindigkeit (Vmax) liefert ein Maß für die Zeit, die ein Tansportprotein zur 

Änderung seiner Konformation und damit für einen Transportintervall benötigt. Dabei 

verläuft ein Carrier-vermittelter Transport um einige Größenordnungen langsamer, als der 

durch Kanäle. 

Carrier, die energieunabhängig arbeiten, vermitteln eine erleichterte Diffusion, also einen 

Vorgang der durch erreichen eines elektrochemischen Gleichgewichtes limitiert wird und 



Einleitung 

3 

gleichzeitig in beide Richtungen erfolgen kann. Ein bei diesem Transportertyp häufig zu 

beobachtendes Phänomen - die Transstimulierbarkeit - lässt eine eindeutige Differenzierung 

zwischen Carrier-vermitteltem Transport und der Diffusion durch Kanäle zu. Unter 

Transstimulierbarkeit versteht man dabei eine beschleunigte Konformationsänderung von 

Transporterproteinen, die durch steigende Substratkonzentrationen auf der trans-Seite 

induziert wird.  

 

 

1.1.3 Physiologische Bedeutung des Carrier-vermittelten Transportes basischer 

Aminosäuren 

Die primäre Aufgabe der BAS-Transporter (basische Aminosäure) wird klar, wenn man sich 

verdeutlicht, dass  Nährstoffe - so auch basische Aminosäuren - selektiv über den 

Verdauungstrakt in den Organismus geschleust werden. Essentielle, also nicht vom 

Organismus durch de novo-Synthese zu bildende, Nährstoffe können dabei ausschließlich 

über die Nahrung aufgenommen werden. Enthält die Nahrung oben erwähnte Bestandteile 

nicht in ausreichender Menge, oder kann der Organismus durch einen pathologischen Defekt 

selbige nicht in ausreichende Menge resorbieren, hat dies schwerwiegende Erkrankungen oder 

gar den Tod des betroffenen Individuums zur Folge. 

Eine, für alle Säugetiere, essentielle basische Aminosäure ist L-Lysin. L-Lysin zählt ebenso 

wie L-Arginin zu den proteinogenen Aminosäuren. Proteinogene Aminosäuren dienen im 

Stoffwechsel als Baustein für die Synthese von Proteinen. Im Gegensatz gilt L-Arginin als 

semi-essentiel, da diese Aminosäure im Harnstoffzyklus über ein Zwischenprodukt (L-

Citrullin) aus L-Ornithin gewonnen werden kann. L-Ornithin kann seinerseits wiederum aus 

dem nicht-essentiellen L-Prolin und L-Glutamin synthetisiert werden. Umgekehrt kann auch 

L-Arginin als Ausgangsprodukt für die Synthese von Ornithin dienen. Besteht allerdings ein 

Mangel, bei temporär erhöhtem Bedarf für L-Arginin - z.B: beim Wachstum im Kindesalter 

oder grundsätzlich bei gewebe(re)generierenden Prozessen - kann es zu Mangelerscheinungen 

kommen, die sich in Wachstumsstörungen bzw. einer verschlechterten Wundheilung 

manifestieren (JENKINSON et al. 1996).  

Dies ist dadurch zu erklären, dass der L-Argininplasmaspiegel durch die Menge an L-Arginin 

bestimmt ist, die über die Nahrung resorbiert oder durch die Nieren synthetisiert wurde. Über 

die de novo Synthese von L-Arginin können nur solche Zellen versorgt werden, die L-Arginin 

aus L-Citrullin zu synthetisieren in der Lage sind. Verfügen die Zellen eines bestimmten 

Gewebes nicht über die erforderliche Enzymausstattung zur L-Arginin-Synthese 
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(Argininsuccinat-Synthetase und Argininosuccinat-Lyase), so muss ein Carrier-vermittelter 

Transport von L-Arginin aus dem Blutplasma in die Zelle erfolgen, um deren L-Argininbedarf 

zu decken.  

L-Arginin spielt jedoch nicht nur bei der Proteinsynthese eine Rolle, sondern dient z.B. auch 

als Substrat der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) I-III, die die Bildung von NO aus L-

Arginin katalysieren. Als physiologische Wirkungen des Stickstoffmonoxid-Radikals, sind 

dabei Vasodilatation, Neurotransmission und unspezifische Immunabwehr beschrieben 

worden (FÖRSTERMANN et al., 1994; FÖRSTERMANN et al., 1995). 

 

BAS-Transporter sind also wichtig für die Distribution elementarer Nährstoffe im 

Säugerstoffwechsel und wirken sich indirekt auch auf weitere Stoffwechselprozesse aus. Wie 

weiter oben bereits erwähnt, wäre das vollständige Fehlen einer Möglichkeit zur Aufnahme 

essentieller basischer Aminosäuren lethal - und das bereits in frühesten Stadien der 

Individualentwicklung.  

Krankheiten die sich auf den genetischen defekt von BAS-Transporter zurückführen lassen, 

sind in den meisten Fällen durch Auftreten einer Hyperaminoazidurie gekennzeichnet. 

Derartige Störungen der tubulären Reabsorption von spezifischen Aminosäuren treten 

beispielsweise bei der Hartnup-Krankheit, der LPI (lysinischen Proteinintoleranz) und der 

Cysteinurie auf. 

 

 

1.1.4 Übersicht der bisher identifizierten BAS-Transporter 

Anhand ihrer Substratspezifität, Regulations- und Transportmechanismen lassen sich die 

einzelnen, bisher identifizierten Transporter für basische Aminosäuren, systematisch in 

Gruppen zusammenfassen. Diese Systeme wurden zunächst anhand unterschiedlicher, 

spezifischer Transporteraktivitäten klassifiziert, erst später wurden die einzelnen, den 

entsprechenden Systemen zuzuordnenden Transporter, auf molekularer Ebene identifiziert. 

Die Bezeichnungen der bisher identifizierten Systeme unterliegen dabei keiner einheitlichen 

Nomenklatur. Die Namen der Systeme leiten sich vielmehr von im Rahmen ihrer Erforschung 

ursprünglich gebräuchlichen Arbeitstiteln ab und etablierten sich so sukzessive in der 

einschlägigen Literatur. 
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System b1
+  und b2

+  

Die Systeme wurden in befruchteten und unbefruchteten Keimzellen der Maus beschrieben. 

L-Homoserin und L-Leucin führen nicht zu einer Hemmung der beiden Systeme, auch wenn  

Na+-Ionen im umgebenden Milieu vorhanden sind (VAN WINKLE  und  CAMPIONE, 1990). Die 

Abwesenheit von Na+-Ionen hat keinen Einfluss auf den Transport von basischen 

Aminosäuren. Im Gegensatz zu den Übrigen, hier vorgestellten, Transportsystemen für 

basische Aminosäuren zeigen b1
+ und b2

+ ein präferentes Verhalten für eine bestimmte 

basische Aminosäure. Dieser Effekt ist ausgeprägter beim System b2
+, zeigt sich jedoch bei 

beiden Systemen durch eine im Vergleich zu anderen basischen Aminosäuren erhöhte 

Affinität zu L-Arginin.  

 

System b0,+  

Dieses System wurde zuerst in Mäuseembryonen entdeckt (VAN WINKLE  et al., 1988), später 

wurde die Aktivität dieses Transportersystems auch in Dünndarm und Nierentubulusepithel 

nachgewiesen (MAGAGNIN et al., 1992). System b0,+ vermittelt einen Na+-Ionen-unabhängigen 

Transport von neutralen und basischen Aminosäuren. 

 

System B0,+  

B0,+ ist in denselben Geweben nachgewiesen worden und zeigt auch eine ähnliche 

Substratspezifität wie b0,+. Das System B0,+ weist jedoch als einziger Vertreter - der bisher 

bekannten - BAS-Transportersysteme ein Na+-Ionen-abhängiges Transportverhalten für BAS 

auf (VAN WINKLE  et al., 1985). Dabei ist für das System B0,+ ein erweitertes Substrat-

Spektrum beschrieben worden, unter anderem kann der Transport von kleinen neutralen (L-

Alanin, L-Serin) und solchen Aminosäuren vermittelt werden, die eine Verzweigung am � - 

und � -C-Atom aufweisen (BCH).  

 

System y+L 

Dieses System wurde zuerst in humanen Erythrozyten beschrieben (DEVES et al., 1992), später 

auch in Darm, Niere und vielen weiteren Gewebetypen nachgewiesen. Der Transport von 

neutrale Aminosäuren verläuft nur Na+-Ionen abhängig, der von kationischen Aminosäuren 

Na+-Ionen-unabhängig. Die Anwesenheit von Na+-Ionen oder Li+-Ionen vorausgesetzt, weist 

dieses Transportersystem eine vergleichbare Substrataffinität zu neutralen (L-Leucin, L-

Methionin oder L-Glutamin) als auch zu basischen Aminosäuren auf. Im Gegensatz zum 
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System y+ zeigt NEM (n-Ethylmaleimid) keinen inhibitorischen Effekt auf Vertreter des y+L-

Systems. 

 

System y+  

Vertreter des System y+ sind, mit Ausnahme der Leber, in allen Geweben des 

Säugerorganismus zu finden (WHITE und CHRISTENSEN, 1982). Das am längsten bekannte 

BAS-Transportersystem (CRISTENSEN, 1964) vermittelt einen pH und  Na+-Ionen-

unabhängigen Transport von kationischen Aminosäuren (WHITE et al., 1982). Der Effekt einer 

Transstimulierbarkeit ist nachweisbar. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Systemen 

y+L, b0,+ und B0,+ vermittelt das y+ System keinen Transport von neutralen Aminosäuren. Als 

weiteres Kriterium zur Unterscheidung vom System y+L, kann eine Hemmbarkeit der y+-

Systeme, durch NEM angeführt werden (DEVES et al., 1993). 
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1.2 Spezieller Teil 

 

Die Einteilung der zuvor beschriebenen Systeme erfolgte anhand der bei Transportstudien 

beobachteten, charakteristischen Transportaktivitäten. Diese spezifischen Aktivitäten werden 

wiederum durch Transporterproteine vermittelt, die anhand von Ähnlichkeiten in ihrer 

Sequenz klassifiziert werden können. Dabei konnten bis heute nicht alle Transporterproteine 

identifiziert werden, welche genau die charakteristischen Transportaktivitäten hervorrufen, 

durch die sich die entsprechenden Systeme definieren lassen. Aminosäuresequenzvergleiche 

von Transporterproteinen haben gezeigt, dass die Vertreter des y+ -, y+L - und b0,+-Systems 

Sequenzhomologien in ihrer Primärstruktur aufweisen.  

Diese Transporter werden nach der HUGO- Nomenklatur (Human Genome Organisation) als 

SLC7-Familie (solute carrier family 7) klassifiziert. Innerhalb der SLC7-Familie kann 

wiederum zwischen 2 Gruppen, den sogenannten leichten Ketten der HAT (hetero(di)meric 

aminoacid transporter) und den CAT (cationic aminoacid transporter) unterschieden werden. 

Bei den lcHAT (light chain hetero(di)meric aminoacid transporter), handelt es sich um 

Glykoprotein-assoziierte Aminosäuretransporter. „Leichte“ und „schwere Ketten“ 

(Glykoproteine) bilden jeweils eine funktionale Einheit und sind duch kovalente 

Disulfidbrückenbindungen verbunden. 

Aminosäuresequenzvergleiche der CAT (System y+), mit den „leichten Ketten“ der  HAT 

(System y+L und b0,+) ergeben eine 25prozentige Identität. 

 

 

1.2.1 Genauere Betrachtung der CAT  

Der Untersuchung des Aminosäuretransporters hCAT-2A kommt ein bedeutender Anteil 

dieser Arbeit zu, weshalb die Gruppe der CAT etwas genauer beschrieben werden soll.  

 

Bis heute wurden 5, für unterschiedliche CAT kodierende, cDNAs aus Säugerzellen kloniert. 

Dabei können 4 Isoformen der Proteinfamilie (CAT-1, CAT2-A, CAT2-B, CAT-3) eindeutig 

den CAT zugeordnet werden. Für einen fünften Vertreter (CAT-4) wird die Zugehörigkeit zu 

den CAT noch diskutiert, da das Protein zwar Homologien zu den CATs aufweist 

(SPERANDEO et al., 1998). Jedoch konnte bisher für dieses Protein keine signifikante 

Transportaktivität nachgewiesen werden. 
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CAT-1 

CAT-1 wurde zunächst bei der Erforschung der retroviralen Infektion entdeckt. Aus einer 

humanen Zelllinie, die zuvor durch Transfektion von muriner genomischer DNA empfindlich 

gegen die Infektion mit MuLV (murine Leukämieviren) geworden war, isolierten Albritton 

und Mitarbeiter eine cDNA, die den Rezeptor für ekotrope murine Leukämieviren codierte 

(ALBRITTON et al., 1989). Aus dem offenen Leserahmen dieser cDNA lies sich ein, aus 622 

Aminosäuren bestehendes, integrales Membranprotein ableiten. Beim Vergleich, der 

Anordnung von Transmembrandomänen und Länge der extra- bzw. intrazellulären Schleifen, 

zu der L-Histidin- respektive L-Arginin-Permease von Saccharomyces cerevisiae, ergaben 

sich Hinweise auf eine Funktion als Transporterprotein. Die Transporterfunktion des „MuLV-

Rezeptors“ wurde durch Expressions- und anschliessende  Transportversuche in Oozyten von 

Xenopus laevis bestätigt. Die Transportstudien des demzufolge als CAT-1 bezeichneten 

Proteins, ergaben dabei Transporteigenschaften die charakteristisch für einen Vertreter des y+-

Systems sind. 

 

CAT-2A und CAT-2B 

Zu CAT-1 homologe Sequenzen sind in cDNA-Fragmente entdeckt worden, die aus 

frühaktivierten T-Zellen isoliert worden waren (MACLEOD et al., 1990). Vollständige, für 

CAT-2A und CAT-2B codierende cDNAs, wurden anschließend aus Leberzellen bzw. 

aktivierten Makrophagen der Maus kloniert (CLOSS et al., 1993). Die Aminosäuresequenzen 

von  mCAT-2A und mCAT-2B weisen dabei nur in einem Bereich von 42 Aminosäuren 

Unterschiede auf. Dieser Bereich erstreckt sich über die vierte intrazellulären Schleife und die 

neunte Transmembrandomäne, wobei sich letztendlich nur 20 Aminosäurereste voneinander 

unterscheiden (s. Abbildung 1). Für den Aminosäuresequenzvergleich der beiden mCAT-2 

Isoformen mit mCAT-1 ergibt sich eine Identität von 60%. Dennoch zeichnet sich CAT-2A 

durch Transporteigenschaften aus, die deutlich von denen abweichen, die für CAT-1, CAT-

2B oder CAT-3 beobachtet wurden. So unterscheidet sich CAT-2A durch eine 10 mal 

niedrigere Substrataffinität für BAS sowie einer gesteigerten Vmax von den übrigen CATs 

(KAVANAUGH  et al., 1994). Ebenso zeigt sich der Effekt der Transstimulierbarkeit bei CAT-

2A erheblich reduziert. 
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CAT-3 

Der vierte Vertreter dieser Transporterproteinfamilie wurde mittels einer mCAT-1-Sonde aus 

cDNA-Datenbanken (Gehirn der Ratte und embryonales mesoderm der Maus), unabhängig 

von 2 Gruppen identifiziert (HOSOKAWA et al.,1997; ITO und GROUDINE, 1997). Für den 

Aminosäuresequenzvergleich von CAT-3 mit den beiden CAT-2-Isoformen und CAT-1  

ergibt sich eine Identität von 53-58%.   

 

1.2.2 Die Bedeutung von Cysteinresten für die Funktionalität von Proteinen 

Jedes bioaktive Protein zeigt eine unmittelbare Korrelation zwischen Funktionalität und 

Struktur. Dabei gibt die Aminosäuresequenz eines Proteins dessen Primärstruktur wieder. Die 

alleinige Kenntnis der Sequenz erlaubt hingegen keine detailierte Aussage über dessen 

Funktionsweise. Dennoch basiert die gesamte räumliche Organisation eines Proteins 

letztendlich auf dessen Primärstruktur.  

Bedingt durch die spezifische Abfolge einzelner Aminosäurereste und deren Interaktion über 

Wasserstoffbrückenbindungen, ergeben sich typische Strukturelemente (� -Helix, � -Faltblatt), 

die zu einer charakteristischen dreidimensionalen Gestalt einzelner Abschnitte des Proteins 

führen (sekundäre Struktur). Musterbildungen der sekundären Strukturelemente untereinander 

stellen die nächsthöhere Organisationsform, die tertiäre Struktur, eines Proteins dar.  

Zusätzlich zu der - durch sekundäre Strukturelemente - gebildeten Proteinkonformation, 

können Disulfidbrückenbindungen die dreidimensionale Gestalt eines Proteins stabilisieren. 

Diese kovalenten Bindungen bilden sich zwischen den Sulfhydrylgruppen zweier Cysteinreste 

aus und sind für die Aufrechterhaltung der strukturellen Integrität einiger Proteine absolut 

notwendig. Freie Sulfhydrylgruppen von Cysteinen, die im aktiven Zentrum eines Enzyms 

lokalisiert sind, können auch eine entscheidende Komponente des Enyzm-Substrat-

Bindungsmechanismus darstellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

10 

1.2.3 Ziele der Arbeit 

Ein Merkmal, des y+-Systems ist eine Hemmbarkeit der Transportaktivität unter der 

Einwirkung von NEM, einem Sulfhydryl-Reagenz das meist zur Untersuchung von 

Sufhydrylgruppen in den aktiven Zentren von Enzymen verwendet wird. NEM bildet bei der 

Reaktion mit einer Sufhydrylgruppe, das stabile S-(Ethylsuccinimido)-cystein. Im Gegensatz 

zum System y+, wird das System y+L nicht durch NEM gehemmt (DEVES, 1992). In 

Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass hCAT1, hCAT-2A und hCAT-3 

durch das Sulfhydryl-Reagenz NEM gehemmt werden.  

 

Um eine genauere Charakterisierung dieses inhibitorischen Mechanismus vornehmen zu 

können, wurden die Aminosäuresequenzen der hemmbaren CAT verglichen. Dabei konnten 6 

Cysteinreste gefunden werden die in allen oben beschriebenen Transportern konserviert sind. 

Ein weiterer, siebter Cysteinrest ist ebenfalls in allen CAT konserviert. Durch einen  

Vergleich der CAT-Sequenzen mit y+LAT1 zeigte sich, dass der besagte Cysteinrest (C85) 

auch in diesem Transporter konserviert war (s. Abbildung 1). Vergleichende Transportstudien 

von in Xenopus-Oozyten exprimierten Transporterproteinen, ergaben unter der Einwirkung 

von NEM für hCAT-2A eine deutliche, für y+LAT1 keine Hemmung der Transportaktivität 

(Abbildung 9). Somit wurde der Cysteinrest (C85) nicht als kritischer Cysteinrest untersucht, 

da eine durch diesen Cysteinrest vermittelte Hemmbarkeit durch NEM unwahrscheinlich ist. 

 

Der kationische Aminosäuretransporter hCAT-2A vereint die geringste Anzahl an 

konservierten Cysteinresten in seiner Aminosäuresequenz. Weiterhin zeigt dieser spezielle 

Vertreter der CATs eine robuste Transportaktivität, wenn Oozyten als Expressionssystem 

verwendet werden. Somit erwies sich dieses Transporterprotein als effizientestes 

Versuchsobjekt, um den Cysteinrest zu eruieren, der die Hemmbarkeit aller genannten CAT-

Proteine durch NEM vermittelt. 

 

Um die jeweiligen, mit einem bestimmten Cysteinrest verknüpften, Eigenschaften des 

Transporters ermitteln zu können, sollten vergleichende Transporteranalysen mit hCAT-2A-

Mutanten durchgeführt werden. Diese Mutanten sollten durch sukzessive, systematische 

Elimination der konservierten (und damit als kritisch zu erachtenden) Cysteinreste aus der 

Aminosäuresequenz, erzeugt werden. Durch diese Vorgehensweise sollte eine Mutante 

gefunden werden, die sich unempfindlich gegenüber dem Sulfhydryl-Reagenz NEM zeigt. 



Einleitung 

11 

Sukzessive sollten weitere, mehrfache Mutationen tragende, Transporterproteine erzeugt und 

untersucht werden. 

Durch Injektion von cRNA-Transkripten der jeweilige Transportermutanten in Oozyten von 

Xenopus Laevis, sollten die hCAT-2A-Mutanten exprimiert werden. Mittels 

Transporterstudien mit radioaktiv markiertem Arginin, sollte das Transportverhalten, der in 

den Oozyten expremierten Transporterproteine studiert und das Ausmaß der NEM-Inhibition 

untersucht werden. 

 

 

 

Abbildung 1: Cysteinreste in hCAT-2A, schematische Darstellung des 14 TM-Modells (modifizierte 
Vorlage aus HABERMEIER et al., 2003). Die beiden für mCAT-2A und mCAT-2B codierenden cDNAs 
unterscheiden sich nur in einem Bereich von 42 Aminosäuren (dunkel eingefärbte Kreise) in ihrer 
Primärstruktur. Die Aminosäuresequenz des Transporters weist insgesamt 13 Cysteinreste auf (farbig markiert), 
von denen insgesamt 6 in allen, den CAT zugeordnete Transporterspezies konserviert sind (rot markiert) und als 
„kritische“ Cysteinreste angesehen wurden. Ein weiterer, siebter Cysteinrest ist ebenfalls in allen CAT 
konserviert (lila markiert), jedoch zeigte sich dieser bei einem Sequenzvergleich auch als in y+LAT1 konserviert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Material 

12 

2. Material 

2.1 Geräte 

Aquarien (LxBxH)  
100 x 50 x 47 cm 

Eigenbau (Werkstatt des Pharmakologischen 
Institutes, Mainz)  

Aquariumfiltereinrichtung EHEIM professionel II  
(Eheim, Deizisau) 

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator  
H+P Labortechnik GmbH (Oberschleißheim) 

Binokular  Leica GZ 6  
(Leica, Bensheim)  

Brutschrank (37°C) WTC binder  
(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau) 

Flüssigkeitsszintilationszähler Tri-Carb 1600 CA Liquid Scintillation Analyzer  
(Packard, Frankfurt am Main)  

Futtermittel Tetra Fauna, Repto Min®  
 & Tetra Fauna, Gammarus 
(Tetra GmbH, Melle) 

Gelelektrophoresekammern  Mini-Protean®
 
& Protean®II Xi  

(Bio-Rad, München)  
Glaskapillare  Glass replacement 3,5nl  

(World Precision Instruments, Inc., Sarasota - 
USA) 

Gleichstromquelle  Power Pac 3000  
(Bio-Rad, München)  

Heizplatte mit Magnetrührer  Ikamag®RCT  
(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau)  

Hochgeschwindigkeitszentrifugen  J2-MC mit Rotoren JS13.1 und JA14; AvantiTM
  

J-30I mit Rotoren JA25.50 und JLA16.250  
(Beckmann, Dreieich-Buchschlag)  

Kaltlichtquelle  KL 1500 electronic  
(Schott, Hofheim)  

Kapillarziehmaschine  Eigenbau (Werkstatt des Pharmakologischen 
Institutes, Mainz) 

Kreisschüttler  KS 250 basic und KS 501 digital  
(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau);  
Heidolph UNIMAX 1010  
(Heidolph, Schwabach)  

Kühlgerät  UKS 3602  
(Liebherr, Biberach an der Riss)  

Klimaschrank  
(Oozyten;18°C)  

7080900  
(Liebherr, Biberach an der Riss)  

Kühlzentrifuge  Megafuge 1.0 R  
(Heraeus, Hanau)  

Laborwaage  Sartorius analytic 
(Wolfinger GmbH, Straubenhardt) 

Mikroinjektionspumpe Transjector 5246  
(Eppendorf, Hamburg) 
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Mikrowellengerät quick Cookmade 
(Daewoo Electronics, Butzbach) 

PCR-Geräte i-Cycler  
(Bio-Rad, München);  
DNA Thermal Cycler 
(PerkinElmer LAS GmbH, Jügesheim) 

pH-Elektrode  Ingold  
(Schott, Hofheim)  

pH-Meter  Schott CG 809  
(Schott, Hofheim)  

Photometer  Gene Quant RNA/DNA Calculator 
(AmershamLife Science, Freiburg)  

Pipetten 0,1–2,0 � l & 1,0-10 � l Pipetman 
(GILSON, Middleton - USA) 
10-100 � l & 100-1000 � l Transferpette®S 
(Brand, Wertheim) 

Pipettierhilfe  Pipetus, Hirschmann Laborgeräte  
(Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)  

Präparierbesteck Typ Bochum 
(Thorns, Göttingen) 

Quarzglasküvette  Suprasil®, Schichtdicke 10mm, Hellma  
(Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)  

Reagiergefäßschüttler  Heidolph REAX 2000  
(Heidolph, Schwabach);  
MS 1 Minishaker  
(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau)  

Taumlergerät  Heidolph REAX 3  
(Heidolph, Schwabach)  

Tischzentrifugen  Biofuge 13  
(Heraeus, Hanau);  
Eppendorf 5417C und 3200  
(Eppendorf, Hamburg)  

UV-Leuchttisch  Mini-Transilluminator  
(Bio-Rad, München)  

Wasseraufbereitungsanlage  Milli-Q-Plus  
(Millipore/Waters, Eschborn)  

Wasserbad und Thermostat   Frigomix® B und Thermomix® BU 
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen) 
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2.2 Verbrauchsmaterial 

 
Entwicklungsflüssigkeit LX 24 Verdünnung 1:5 mit H2O  

(Kodak, Stuttgart)  
Fixierflüssigkeit AL 4 Verdünnung 1:5 mit H2O  

(Kodak, Stuttgart)  
Glaskapillaren (zur Injektion von cRNA ) Glass replacement 3,5nl  

(World Precision Instruments, Berlin)  

Kapillarenbefüllungsaufsätze  Microloader  
(Eppendorf, Hamburg)  

Kulturschalen Petrischale 60/15 mm, steril 
(Greiner bio-one, Essen) 

Latexhandschuhe Unigloves® Comfort 
(Uingloves, Troisdorf) 

Netzmaterial für Oozyteninjektion  Spectra/Mesh®, 1000 � m Weite, 1020 � m 
Dicke (MembraPure GmbH, Bodenheim)   

Nitrilhandschuhe Rotiprotect Nitril 
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

Nitrozellulose Membran  0,2 � M, Protran®
 
83  

(Schleicher & Schuell, Dassel)  
Parafilm®”M”  Laboratory Film, American National CanTM

 

(Merck, Darmstadt)  

Pasteur-Kapillarpipetten  “Volac”, 150 mm, John Poulton LTD (Schuch, 
Langgöns)  

PS-Röhrchen  Polystyrol Röhrchen mit rundem Boden, 5ml 
(Greiner, Frickenhausen)  

Pipettenspitzen  0,5-10� l, 10-100� l, 50-1000� l, 50-1500� l 
(Sarstedt, Nümbrecht);  
Biohit Proline Tip 1200� l  
(Biohit GmbH, Köln-Rodenkirchen)  

Reaktionsgefäße  0,5 ml Safe-Lock, 1,5 ml; 2,0 ml, 1,5 ml mit 
Schraubdeckel  
(Eppendorf, Hamburg)  

Röntgenfilme  X-ray film  
(Agfa, Leverkusen)  

Sterilfilter  Filter 0,2� m  
(Schleicher & Schuell, Dassel)  

Szintillationsröhrchen  Polyethylene (PE) Vials  
(Packard, Frankfurt am Main)  

Kunststoffröhrchen 
(Hitzeschocktransformation) 

14ml Rundboden 2059 Falcon 
Polypropylenreagenzröhrchen  
(Schuch, Langgöns)  

Whatman Papier  Whatman 3MM Papier 
(Machery & Nagel, Düren)  

Wundnahtmaterial (resorbierbar) Vicryl® 2/0 (3-metric) V-6  
(Ethicon GmbH, Norderstedt) 

Wundnahtmaterial (nicht resorbierbar) Prolene® 3-0 usp (2-metric) V-7  
(Ethicon GmbH, Norderstedt) 
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2.3 Digitale Aufnahmegeräte, Computer und Software 

  
Digitalkamera (Gelbilddokumentation) Nikon DXM1200 digital camera  

(Nikon, Düsseldorf)  
Digitalkamera (Tieraufnahmen) Canon PowerShot A520 

(Canon, Krefeld) 
Notebook Fujitsu Siemens Amilo M1493G,  

(Fujitsu Siemens Computer, München) 
Personalcomputer, graphische 
Auswertung 

Power Macintosh G4 

Personalcomputer, Geldokumentation Power Macintosh G3 
Scanner Epson Expression 1680 Pro 

(Epson, Meerbusch) 
Textverarbeitungs-Software Microsoft® Office Word 2003 
Tabellenkalkulation-Software Microsoft® Office Excell 2003  
Software zur statistische Auswertung Prism 4 for Windows, Version 4.03 
Bildbearbeitungsprogramm Adobe® Photoshop® CS2, Version 9.0 
Primer-Design-Programm QuikChange® Primer Design Program 

(Stratagene, www.stratagene.com) 
 
 

2.4 Enzyme und Enzympuffer 

 
Enzym Hersteller Konzentration 
BstXI Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim) 10 u/� l 
BamHI New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.) 20 u/� l 
AccI New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.) 10 u/� l 
PpuMI New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.)   5 u/� l 
SacI Fermentas (St. Leon-Rot) 10 u/� l 
Klenow-Fragment Fermentas (St. Leon-Rot) 10 u/� l 

 

Enzym-Puffer Hersteller  Konzentration 
NEB2 New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.) 10 x 
NEB4 New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M.) 10 x 
y+Tango Fermentas (St. Leon-Rot) 10 x 
Klenow Puffer Fermentas (St. Leon-Rot) 10 x 

 

 

2.5 Kit-Systeme 

 
QuikChange®II Stratagene (Heidelberg) 
QIAprep® Miniprep Quiagen (Hilden) 
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit Invitrogen (Karlsruhe) 
mMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit Ambion-Europe (Huntingdon, GB) 
NucleoSpin® Extract II Kit Macherey-Nagel (Düren) 
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2.6 Chemikalien und Lösungen 

 
Name Hersteller (Ort) 

Aceton Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Acrylamid 30% (37,5:1) Appli Chem (Darmstadt) 
Agarose Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Agar Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Ampicillin Ratiopharm (Ulm) 
3-Aminobenzoesäureethylester Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Antifoam A Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Arginin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
L-[4,5-3H]-Arginin ICN Biomedicals (Eschwege) 
Bactotryptone Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Calciumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Ethanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
EZ-LinkTM Sulfo-NHS-SS-Biotin PIERCE /Perbio (Bonn) 
Gentamycin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Hefeextrakt Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Hepes Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Harnstoff Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Kaliumpermanganat Merck Eurolab GmbH (Darmstadt) 
Kollagenase A Roche (Grenzach-Wyhlen) 
� -DNA-Marker Fermentas (St. Leon-Rot) 
Leibowitz L15 PAA (Pasching, Österreich) 
2-Mercaptoethanol Merck Eurolab GmbH (Darmstadt) 
Magermilchpulver Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Methanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
N-Ethylmaleimide PIERCE /Perbio (Bonn) 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Natriumhydrogenphosphat Merck Eurolab GmbH (Darmstadt) 
NeutrAvidinTM, immobilisiert PIERCE /Perbio (Bonn) 
PMSF Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Proteinaseinhibitorengemisch Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Proteinmarker Fermentas (St. Leon-Rot) 
SDS Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Tris Base (Trishydroxymethylaminomethan) Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Tris-HCl Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Triton X 100 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Tween 20 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Szintilationsflüssigkeit, Luma Safe Perkin Elmer (Köln) 
Ziegenserum Cedarlane (Ontario – Kanada) 
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2.7 Zusammensetzung Vorratslösungen und -Puffer 

 

Name Zusammensetzung Lagerung 
Ampicillin, 1 ml Alq. c = 50 mg/ml in dH2O -20°C 
Argininlösung, 100 � l Alq.    1   M Arginin -20°C  
Blotto 50 mM   Tris pH 8,0 

  2 mM   CaCl2 x 2H2O 
0,01 vol%   Antifoam A 
0,05 vol%   Tween 20 
     5   m%   Magermilchpulver 

Frisch anzusetzen,  
bei 4°C, 8 bis10 Tage 
verwendbar 

10x Ca2+ -freier Puffer 960 mM   NaCl 
  20 mM   KCl 
  10 mM   MgCl2 
  50 mM   Hepes pH 7,6 

4°C 

10x Ca2+ -haltiger Puffer 960 mM   NaCl 
  20 mM   KCl 
  10 mM   MgCl2 
  18 mM   CaCl2 
  50 mM   Hepes pH 7,6 

4°C 

Elektroblottingpuffer   20 mM   Tris Base 
150 mM   Glycin 
 20 vol%   Methanol 

4°C,   

10x SDS-Elektrophoresepuffer 240 mM Tris Base 
 1,9    M Glycin 
1 m% SDS 

4°C 

Ethidiumbromidlösung c = 1 mg/ml in H2O 4°C 
LB-Medium    1 m% Bactotryptone 

   1 m% NaCl 
0,5 m% Hefeextrakt 

4°C,  

6x Ladepuffer 0,25 vol% Bromphenolblau 
0,25 vol% Xylene Cyanol FF 
   30 vol% Glycerol 

4°C 

10x Na+-Aufnahmepuffer 20 mM KCl 
10 mM MgCl2 
10 mM CaCl2 
  1    M NaCl 
50 mM Tris-HCl pH 7,4 
50 mM Hepes pH 7,6 

RT 

1 M NEM-Lösung, 300 � l Alq  1 M  n-Ethylmaleimid 
         gelöst in Methanol 

-20°C, maximal 3 mal 
aufzutauen 

PMSF-Lösung  0,2 M PMSF 
gelöst in Aceton 

-20°C 

10x PBS-Puffer, pH 7,4   1,4    M   NaCl 
26,8 mM   KCl 
17,6 mM   KH2PO4  
 101 mM   Na2HPO4  

RT 
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10x PBSmod-Puffer, pH 7,4      1    M   NaCl 
   20 mM   KCl 
17,6 mM   KH2PO4  
 101 mM   Na2HPO4  

4°C 

SDS 20% 20 m%   SDS RT 
2x SDS-Ladepuffer 50 mM   Tris-HCl 

  2 mM   EDTA 
  8    M   Harnstoff 
  4 m%   SDS 
0,001 m% Bromphenolblau 
Unmittelbar vor Gebrauch 
3,5 vol% 2-Mercaptoethanol 

-20°C 

SOB-Medium      2 m% Bactotryptone 
  0,5 m% Hefeextrakt 
0,05 m% NaCl 
Mit 5 N NaOH auf pH 7 
25 mM KCl 
�  autoklavieren, danach 
10 mM MgCl2 (steril)  

frisch anzusetzen  
 

SOC-Medium      2 m% Bactotryptone 
  0,5 m% Hefeextrakt 
0,05 m% NaCl 
Mit 5 N NaOH auf pH 7 
25 mM KCl 
�  autoklavieren, danach 
10 mM MgCl2 (steril) 
20 mM Glucose (steril) 

-20°C 

10x TAE-Puffer, pH 8,5 1,14 Vol% Eisessig 
400 mM   Tris Base 
10   mM   EDTA pH 8,0 

RT 

10x TBE-Puffer, pH 8 900 mM   Tris Base 
900 mM   Borsäure 
20   mM   EDTA pH 8,0 

RT 

10x TBS-Puffer, pH 8 100 mM Tris-HCl pH 8,0 
 1,5    M NaCl 

RT 

10x TBST-Puffer, pH 8 100 mM Tris-HCl pH 8,0 
 1,5    M NaCl 
0,5 Vol% Tween 20 

RT 

Waschpuffer-I   50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
500 mM NaCl 
    1 mM EDTA (pH 8,0) 
0,5 v% Triton X-100�   
0,1 m% SDS 

4°C 

Waschpuffer-II 50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
  1 mM EDTA (pH 8,0) 
0,5 v% Triton X-100�   
0,1 m% SDS 

4°C 
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3. Methoden 

 

3.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA   

 

Die DNA oder RNA-Konzentration von Proben wurde über die optische Dichte (OD-

Messverfahren) mit einem Photometer [Gene Quant RNA/DNA Calculator] bestimmt. 

Hierbei wurde die Absorption von Licht der Wellenlängen 260nm, 280nm und 320nm 

gemessen, dass durch eine mit Probelösung befüllte Quarzglas-Küvette geleitet wurde. Über 

die vom Photometer ausgegebenen OD-Werte der entsprechenden Wellenlängen, konnte dann 

die DNA- bzw. RNA-Ursprungskonzentration der Probelösung errechnet werden. Ein 

ausgegebener OD260-Wert von 1,0 entsprach hierbei einer Konzetration von 50 � g/ml für 

doppelsträngige DNA, bzw. 40 � g/ml für einzelsträngige DNA und RNA.  

Lag der errechnete Quotient aus OD260/OD280 für RNA unter 2,0 respektive 1,8 für DNA, 

zeigte dies eine Verunreinigung durch in der Probe enthaltene Proteine an. Wurde ein  OD320-

Wert > 0 angezeigt, war dies ein Hinweis auf in der Probe enthaltenes Phenol. 

  

 

3.2 Auftrennung von Nucleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese 

 

Bedingt durch die negativen Ladungen der Phosphatgruppen, zeigen RNA und DNA bei 

neutralem pH-Wert ein polyanionisches Laufverhalten. Ein bei der Agarosegelelektrophorese 

angelegtes elektrisches Feld, bewirkt ein Wandern der Nukleinsäuren von der negativ 

geladenen Kathode in Richtung der positiv geladenen Anode, kleine Fragmente laufen dabei 

schneller als Große. Es ist jedoch zu berücksichtigen, dass Nukleinsäuren identischer 

Sequenz, unterschiedliche Konformationen einnehmen und damit bei gleichem 

Molekulargewicht unterschiedlich weit laufen können. Dieser Unterschied im Laufverhalten 

zeigt sich besonders für superhelikale ringförmige, entspiralisierte ringförmige und 

linearisierte DNA (THORNE, 1966). Eine korrekte Molekulargewichtsbestimmung anhand des 

Laufverhaltens ergibt sich per Definition nur für linearisierte Nukleinsäuren, wobei die 

zurückgelegte Wegstrecke umgekehrt proportional zum log10 der Anzahl der Basenpaare ist 

(HELLING et al., 1974). 

 

Zuerst wurde ein Agarosegel hergestellt, indem 1 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer für die 

Detektion von DNA, bzw. TBE-Puffer für die Detektion von RNA, unter Aufkochen in einem 
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Mikrowellengerät gelöst wurde. Zur späteren Detektion der Nukleinsäuren wurden zu 100 ml 

des abgekühlten, aber noch fließfähigen Gels, 20 � l einer Ethidiumbromidlösung                    

(1 mg/ml) gegeben. Mit dem flüssigen Gel wurde eine horizontal orientierte 

Elektrophoresekammer befüllt. Ein Kunststoffkamm der dem polimerisierten, festen Gel 

entnommen werden konnte, diente als Platzhalter für Taschen, in die später Proben sowie 

Größenstandard gegeben wurden.  

Je nach Herkunft der Nukleinsäuren variierte die aufgetragene Probenzusammensetzung und  

-Menge. Durch anlegen einer elektrischen Spannung von konst. 60 oder 90 V, erfolgte die 

Auftrennung der Nucleinsäuren nach ihrer Größe. Durch die Anregung von interkaliertem 

Ethidiumbromid, konnten die einzelnen Nukleinsäurebanden bei Bestrahlung mit UV-Licht 

dargestellt werden. Zur Dokumentation dienten Photos der bestrahlten Gele, die mit einer 

digitalen Kamera [DXM1200, Nikon] aufgenommen und auf einem Computer ausgegeben 

wurden. 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

 

Bei allen Arbeitsschritten zur Erzeugung, Präparation und Reinigung der mutierten Plasmide 

wurde mit sterilen Materialien an DNA-freien Arbeitsplätzen gearbeitet um Kontaminationen 

mit Fremd-DNA zu vermeiden. 

 

3.3.1 Herstellung der hCAT-2A-Einzelmutanten 

Die hCAT-2A-Einzelmutanten wurden mit Hilfe des QuikChange® II Site-Directed 

Mutagenesis Kit nach Angaben des Herstellers erzeugt. Das QuikChange® Primer Design 

Program wurde verwendet, um die geeigneten Oligonukleotide zu entwerfen die als Primer 

verwendet werden konnten. Als DNA-Matrizen diente aufgereinigtes Bakterienplasmid, es 

handelte sich dabei um phCAT-2A/66-25.  

Eine Mutation der Basentripletts „TGT“ bzw. „TGC“, (codiert Cystein im codogenen Strang) 

in „GCC“ bzw. „GCT“ (codiert Alanin im codogenen Strang) erforderten den Austausch von 

jeweils 2 Basen.  

 

Tabelle 1: Oligonukleotide zur Herstellung der einzelnen hCAT-2A-Mutanten. Cystein/Alanin codierende 
Tripletts sind dabei grau markiert. Der Austausch von Cystein durch Alanin wurde durch Einführen der rot 
markierten Basensequenz anstelle der ursprünglichen, für Cystein kodierenden Sequenz erreicht. 
Name Sequenz (5' nach 3') 
C33A-ss 5'-gacaccaaattatgccgcgccttatccaccatggacct-3' 
C264A-ss 5'-ttggctggtgctgcaactgccttttatgcctttgtggg-3' 
C273A-ss 5'-tgcctttgtgggatttgacgccattgcaacaactggtgaa-3' 
C299A-ss 5'-ttgtgacgtctttgcttgttgcctttatggcctattttgggg-3' 
C347A-ss 5'-cgcagctggttctctcgccgccttgtcaacaagt-3' 
C427A-ss 5'-ctctctggtggcagccgctgttctcatcctcagg-3' 

 

 

3.3.2 Ansatz und -Protokoll zur Mutagenese von hCAT-2A/66-25 

Bei den Ansätzen zur Mutagenese wurde jeweils ein Gesamtvolumen von 50 � l der unten 

aufgeführten Zusamensetzung in ein 500 � l  PCR-Reaktionsgefäß gebracht: 

 5 � l  10x Reaktionspuffer 

 5 ng Plasmid-DNA als dsDNA-Matrize (phCAT-2A/66-25) 

 125 ng Primer-ss 

 125 ng Primer-as 

 1 � l   dNTP-mix 

 ad 50 � l ddH2O  
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Im Anschluss wurde 1 � l PfuUltra HF DNA Polymerase (2.5 u/� l) zugegeben und die DNA-

Synthese durch Start des folgenden „PCR“-Protokolls eingeleitet: 

 

 
 

Anzahl der 
Wiederholungen 

Dauer des 
Zyklus  

Temperatur  
 

Startzyklus 1x   30 s 95 °C 
Amplifikation 15x   30 s 95 °C 
    60 s 55 °C 
  300 s 65 °C 
Ende  min. 120 s 4 °C 

 

Mit dem Ende des Protokolls wurde eine Kühlung für mindestens 2 min bei 4°C eingeleitet. 

Anschließend wurden zu jedem Ansatz 1 � l Dpn I Restriktionsenzym (10 u/� l) gegeben und 

vorsichtig gemischt. Eine danach erfolgende einstündige Inkubation bei 37°C, bewirkte den 

Abbau der parenteralen, methylierten DNA durch die Endonuklease.  

Anschließend wurde eine Hitzeschocktranformation der mutierten Plasmide in „XL1-Blue 

supercompetent cells“ [Stratagene] vorgenommen. In weiteren Arbeitsschritten wurden die in 

den E. coli Bakterien vervielfältigten Plasmide isoliert, und die korrekte Insertion der 

Mutationen durch eine Sequenzierung [GENterprise, Mainz] anhand der in Tabelle 2 

aufgeführten Primer bestätigt. 

 

Tabelle 2: Name und Sequenz der Oligonukleotide, die als Primer zur 
Sequenzierung der hCAT-2A-Mutanten verwendet wurden. 

Name Oligonukleotid-Sequenz 

SP64T 5’ss GCTTGCTTGTTCTTTTTGCAG 
2A618 ss GGTTGCTGGGTTTGTGAAAG 
SP64T 3’as GCTACATTTTGGGGGACAAC 

 

 

3.3.3 Herstellung der hCAT-2A-Mehrfachmutanten 

Bei den erzeugten hCAT-2A-Mehrfachmutanten handelt es sich um Ligationsprodukte, aus 

mutationstragenden Fragmenten zweier zuvor angefertigter - jeweils Einzelmutationen 

tragende - Plasmide. Hierbei wurden durch parallel ausgeführte, flankierende 

Restriktionsschnitte, ein mutationstragendes Fragment aus Plasmid 1 gewonnen, um an 

homologer Stelle im Plasmid 2 das identisch große - aber keine Mutation tragende - Fragment 

zu ersetzen. Damit konnten die Mutationen beider Ursprungsplasmide im Ligationsprodukt 

vereint werden. 
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Die jeweils verwendeten Puffer und Enzyme zum Verdau der Plasmide, sind in Tabelle 3 

aufgelistet.  

 

Tabelle 3: Puffer und Enzyme zur Anfertigung der hCAT-2A-Mehrfachmutanten 
Eingesetztes  
Plasmid 1 

Eingesetztes 
Plasmid 2 

Verwendete 
Restriktionsenzyme 

Verwendeter  
10x Puffer 

hCAT-2A/ 
C33A 

hCAT-2A/ 
C299A 

BstXI 
BamHI 

NEB2 

hCAT-2A/ 
C347A 

hCAT-2A/ 
C427A 

AccI 
PpuMI 

NEB4 

hCAT-2A/ 
C33+299A 

hCAT-2A/ 
C247+427A 

PpuMI 
SacI 

y+Tango 

 

Bei den Restriktionsansätzen wurde jeweils ein Gesamtvolumen von 20 � l der unten 

aufgeführten Zusammensetzung in ein 500 � l Reaktionsgefäß gebracht und ÜN bei 37°C 

inkubiert. 

Restriktionsansatz, 20 ml: 

2 � l 10x Puffer 

5 � g Plasmid 

1 � l Restriktionsenzym 

 Ad 20 ml, dH2O 

 

Das gesamte Volumen des Ansatzes wurde mit 4�  6x Probenpuffer versetzt, auf ein 

Agarosegel aufgetragen und durch Anlegen einer Spannung von konstant 90 V aufgetrennt. 

Banden, die den mutationtragenden, aufgetrennten Fragmenten entsprachen, wurden dann aus 

dem Gel präpariert. Hierbei wurde darauf geachtet die zur Detektion der DNA notwendige, 

Bestrahlungsintensität und -Dauer durch UV-Licht so gering wie möglich zu halten, um 

unerwünschte Strangbrüche und damit weitere Mutationen zu vermeiden. 

 

 

Abbildung 2: Plasmidausschnitt des für hCAT-2A kodierenden Bereichs - Schematische Darstellung. 
Gezeigt sind die Schnittstellen aller verwendeten Restriktionsenzyme (schwarz) sowie die Position der 
mutierten Bereiche (gelb).  
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Die Fragmente wurden mit dem NucleoSpin® Extract II Kit [Macherey-Nagel] nach Angaben 

des Herstellers aus dem Agarosegel isoliert. So aufgereinigte DNA konnte dann für die 

Ligation der Mehrfachmutanten verwendet werden. Ein Ligationsansatz bestand jeweils aus   

1 � l 10x LigasepufferPuffer, 1 � l T4-Ligase und einem Gemisch aus 8 � l der beiden 

Plasmidfragmente, wobei das Größenverhältnis der Fragmente dem Mischungsverhältnis 

entsprach. 

Im Anschluss an eine Inkubation bei 16°C über Nacht, wurde eine Hitzeschocktransformation 

der Ligationsprodukte in DH5�  kompetente E. coli vorgenommen. In weiteren 

Arbeitsschritten wurden die in E. coli Bakterien vervielfältigten Plasmide isoliert und die 

korrekte Insertion der Mutationen durch eine Sequenzierung [GENterprise, Mainz] bestätigt. 

 

 

3.3.4 Hitzeschocktransformation von kompetenten E. coli Bakterien 

Nachdem 50 ml kompetenter E. coli auf Eis aufgetaut worden waren, erfolgte die Zugabe des 

Plasmids (Mengenangabe s. Tabelle 4 ). Nach 30 min Inkubation auf Eis, wurde der Ansatz 

für 45 sec im Wasserbad bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen. Im Anschluß wurden die 

so behandelten Bakterien sofort für ca. 2 min auf Eis gestellt und danach in 500 � l SOC-

Medium überführt.  

Der Ansatz wurde für 1 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Bei 2000 x g wurde die 

Bakteriensuspension für 2 min zentrifugiert, 300 ml des Überstands wurden verworfen. Das 

entstandene Bakterienpellet wurde in den verbleibenden 200 ml Überstand resuspendiert, so 

daß eine homogene Bakteriensuspension entstand. Die 200 ml Bakteriensuspension wurde auf 

2 LB-Amp-Selektionsmedium-Agarplatte aufgebracht, wobei je 150 ml und 50 ml gleichmäßig 

ausplattiert wurden. Nachdem die Bakteriensuspension etwa 30 min in die Agarplatten 

einziehen konnte, wurde die Kultur ÜN bei 37°C inkubiert. Die Kolonien enthaltenden  

Petrischalen wurden mit Parafilm versiegelt und bei 4°C zur weiteren Verwendung gelagert. 

 

Tabelle 4: Bei Hitzeschocktranformationen verwendete Expressionstämme und Konstrukte 
Name und Herkunft  
der verwendeten Plasmide 

Verwendeter  
E. coli - Stamm 

Verwendeter 
Expressionsvektor 

hCAT-2A - Einzelmutanten 
1� l PCR-Produkt auf 50 ml  
kompetente E. coli 

XL1-Blue 
supercompetent 
cellse, [Stratagene] 

pSP64T,  
(MELTON et al., 1984) 

hCAT-2A - Mehrfachmutanten 
4 � l Ligationsansatz auf 50 ml 
kompetente E. coli 

 
DH5�  
 

pSP64T,  
(MELTON et al., 1984) 
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Zusammensetzung LB-Amp-Medium: 

 LB-Medium  

�  autoklaviert 

 0,1 vol% Ampicillinlösung (c = 50mg/ml)    

 

Zusammensetzung LB-Amp-Agarplatten: 

 LB-Medium  

 1,5 m% Agar 

 �  autoklaviert 

0,1 vol% Ampicillinlösung (c = 50mg/ml)    

 

 

3.3.5 Präparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli  

Um eine erfolgreiche Insertion der mutierten hCAT-2A-Sequenz in den Vektor nachweisen 

und in vitro Transkripte herstellen zu können, mussten die durch Hitzeschocktransformation 

gewonnenen Bakterienkolonien amplifiziert und die darin enthaltenen Plasmide isoliert 

werden. Hierzu wurde mittels eines sterilen Zahnstochers eine einzel liegende Kolonie  

transformierter E. coli-Bakterien in 2,5 ml LB-Amp-Medium transferiert und ÜN bei 37°C 

und 250 rpm inkubiert und aufgeteilt. Aus 2 ml wurden Plasmide mit dem QIAprep® 

Miniprep-Kit [Quiagen] nach Angaben des Herstellers präpariert und anschliessen durch die 

Firma GENterprise sequenziert. Die verbliebenen 0,5 ml wurden bei 4°C gelagert um damit 

später erneut eine Kultur größeren Volumens beimpfen zu können.  

Bestätigte eine Sequenzierung die korrekte Position der beabsichtigten Mutationen, wurden  

200 ml LB-Amp-Medium mit den zurückbehaltenen 0,5 ml der Basiskultur beimpft. Diese 

200 ml -Kultur wurde dann ÜN bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Auch von diesen 200 ml       

-Kulturen wurden 2 ml Proben bei 4°C verwart (maximal 7 Tage), um damit später - sofern 

notwendig - neue Kulturen beimpfen zu können. Die Präparation, der Plasmide aus den      

200 ml -Kulturen erfolgte durch das PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit 

[Invitrogen] nach Angaben des Herstellers. 
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3.3.6 Synthese von cRNA aus Plasmid-DNA 

Um in Oozyten expremiert werden zu können, mussten die für den entsprechenden 

Transporter kodierenden Plasmide in cRNA umgschrieben werden. Diese in vitro -Synthese 

von cRNA wurde mit dem mMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit  [Ambion] nach Angaben 

des Herstellers vorgenommen. Alle Arbeitschritte wurden unter weitestgehend RNase-freien 

Bedingungen, mit sterilen Labormaterialien durchgeführt. Eine Linearisierung der Plasmide 

erfolgte durch einen Restriktionsverdau mit Sac1.  

 

Linearisierungs-Ansatz, 100 ml : 

20 mg Plasmid-DNA 

10 ml 10x yTango 

2 ml Sac1 (c =20 u/ml)     

Ad 100 ml dH2O 

 

Nach einer 2 stündigen Inkubation bei 37°C im Wasserbad, erfolgte eine Reinigung der 

lineariesierten DNA mit dem NucleoSpin® Extract II Kit [Macherey-Nagel] nach Angabe des 

Herstellers. Mittels Agraosegelelektrophorese wurde mit 3 ml der in 30 ml TE-Puffer 

aufgenommenen DNA, die Linearisierung der Plasmide überprüft. Danach wurden die durch 

Sac1-Linearisierung hervorgerufenen  3’ überhängenden Enden der linearisierten DNA, durch 

einen Verdau mit Klenow-Fragment wieder aufgefüllt.  

 

 Klenow-Ansatz, 100 ml : 

10 ml 10x Klenow-Puffer 

2,5 ml d-NTP`s (10 mM) 

2 ml Klenow-Fragment (c= 10 u/ml) 

27 ml DNA (gesamte, aus Reinigungsschritt verbliebene DNA-Menge) 

Ad 100ml dH2O 

 

Nach 30 min Inkubation bei RT, erfolgte eine Reinigung der DNA mit dem NucleoSpin® 

Extract II Kit [Macherey-Nagel] nach Angabe des Herstellers. Die DNA wurde in 25 ml TE-

Puffer eluiert. Je 1 ml wurde entnommen um die Konzentration des jeweiligen DNA-Eluats  

per OD-Messung zu bestimmen. 
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Die derart vorbereitete cDNA konnten nun mit dem mMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit  

[Ambion] in cRNA transkribiert werden.  

 

  Transkriptionsansatz, 20 ml:  

 10 ml NTP/CAP (10 mM ATP, CTP, UTP, 2 mM GTP und 8 mM Cap-Analogon) 

  2  ml 10x Reaktionspuffer 

  1  mg cDNA 

  2  ml Enzym-Mix  

 Ad 20 ml, nukleasefreies H2O 

 

Nach einer Inkubation von 2 h, bei 37°C im Wasserbad, wurde 1 ml TURBO DNase  (2 u/ml) 

zugegeben, gut gemischt und der Ansatz erneut für 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert, 

um restliche cDNA zu entfernen. Die cRNA wurde nach Zugabe von 30 ml nukleasefreiem 

Wasser und 30 ml LiCl-Präzipitationslösung (7.5 M Lithiumchlorid, 50 mM EDTA) sorgfältig 

gemischt und über Nacht bei -20°C gefällt. Die ausgefällte cRNA wurde durch Zentrifugation 

bei 14000 rpm und 4°C für 30 min pelletiert und das Pellet mit 1 ml eiskaltem 70%igem 

Ethanol gewaschen und erneut für 30 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Das cRNA-

Pellet wurde in einem Vakuumexsikkator getrocknet und anschließend in 10 ml 

nukleasefreiem Wasser aufgenommen. Je 1 ml der cRNA-Lösung wurde entnommen um die 

Konzentration der entsprechenden cRNA-Lösung per OD-Messung zu bestimmen. Die 

Analyse von einem weiteren Mikroliter der cRNA-Lösung durch eine 

Agarosegelelektrophorese, gab Aufschluss über die Reinheit und die korrekte Größe der 

cRNA-Transkripte. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cRNA bei -20°C gelagert. 
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3.4 Oozyten von Xenopus laevis  als Expressionssystem 

 

3.4.1 Allgemeines 

Namengebendes Merkmal von Xenopus laevis, dem südafrikanischen Krallenfrosch, sind die 

dunkel gefärbten Krallen an den drei inneren Zehen der Hinterextremitäten. Die 7 bisher 

bekannten, am Boden von Süssgewässern Süd- und Zentralafrikas lebenden, rezenten 

Xenopus-Arten, werden in die Familie der Pipidae eingeordnet. Xenopus laevis erreicht eine 

Größe von 10-15 cm, wobei männliche Individuen deutlich kleiner bleiben als weibliche. Bei 

guten Haltungsbedingungen können diese Anuren in Gefangenschaft 15-20 Jahre, teilweise 

sogar über 25 Jahre alt werden. 

Bereits seit den 30er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde die Eigenschaft von 

Xenopus laevis, auf das menschliche Hormon Gonadotropin mit Ableichen zu reagieren, von 

vielen Apothekern als Schwangerschaftsnachweis genutzt. Die unkomplizierte Zucht und 

Haltung der aquatil lebenden Tiere, machte diese Amphibien später zu einem in der 

Wissenschaft häufig genutzten Versuchstier. Besonders die robusten Keimzellen der Frösche 

eignen sich als Versuchsobjekte in der Entwicklungsbiologie. Ebenso dienen die Oozyten von 

Xenopus laevis in der Molekularbiologie als Expressionssystem für exogene, also 

oozytenfremde Proteine. 

  

  
Abbildung 3: Xenopus laevis von ventral.  
Gut erkennbar sind die dunkel gefärbten Krallen an den 
drei inneren Zehen der Hinterextremitäten - DAS 
namengebende Merkmal des Krallenfrosches. 

Abbildung 4: Xenopus laevis von dorsal.  
Ein bilaterales Tarnschema (helle Färbung auf der 
Baucheite, fleckig-dunkle Rückenfärbung) bietet im 3-
dimensionalen Lebensraum Wasser, einen guten Schutz 
vor der Enteckung durch Fressfeinde. 
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3.4.2 Haltung und Krankheiten 

Die adulten Tiere wurden zu je 8-12 Individuen in einem 100 cm x 50 cm x 47 cm großen 

Becken gehalten, wobei die Wassertemperatur durch eine klimatisierte Raumtemperatur 

zwischen 18°C und 20°C gehalten wurde. In Abständen von 3-4 Tagen wurden die Frösche 

mit Pelletierter Nahrung oder getrockneten Bachflohkrebsen [Tetra Fauna Repto Min®/ 

Gammarus; Tetra GmbH] gefüttert, die jeweils dargebotene Futtermenge betrug etwa 35 g pro 

Aquarium. Über eine Zeitschaltsteuerung der Beleuchtung, wurde eine konstante Tageslänge 

von 12 h simuliert. Um eine Übertragung von Infektionskrankheiten zwischen den einzelnen 

Haltungsbecken zu vermeiden, war jedes Aquarium mit einem eigenen Käscher ausgestattet. 

Zur Wasseraufbereitung wurde an jedem Aquarium eine Wasserfiltereinheit [EHEIM 

professionel II] betrieben. Durch auf den Aquarienböden abgelegte Tonkörper und 

Steingutröhren wurden den Tieren naturnahe Versteck- und Rückzugsmöglichkeiten 

angeboten. 

 
Erste Anzeichen einer Erkrankung zeigen sich bei Xenopus meist durch eine aufällige 

Veränderung des Hautbildes. Tiere die derartige Auffälligkeiten aufwiesen, wurden 

umgehend von den übrigen Individuen des betreffenden Zuchtbeckens separiert und 

eingehend untersucht. Handelte es sich um behandlungsbedürftige, kleinere Läsuren oder 

lokal begrenzte, nicht systemische Infektionen der Haut, wurden die Tiere für 5-8 h in einer 

leicht rosa gefärbten Kaliumpermanganatlösung gebadet. Eine derartige Behandlung wurde 

bis zum Abklingen der Symptome, im Abstand von 1-2 Tagen, wiederholt. Für die Dauer der 

Behandlung wurden erkrankte Individuen von den gesunden Tieren getrennt gehalten und 

nach jedem Kaliumpermanganatbad in frisches Wasser umgesetzt. 

Trotz Wahrung eines sehr hohen hygenischen Standarts, trat im Anfertigungszeitraum dieser 

Arbeit eine Parasitose bei einigen Fröschen unseres Tierbestandes auf, die als “flaky” oder 

“gray skin desease” bezeichnet wird. Als erste Symptome dieser Erkrankung zeigte sich eine 

rötlich-braune Färbung ventral liegender Hautpartien, hingegen erschien die Haut von dorsal  

grau und rauh. Hervorgerufen wurde diese krankhaften Veränderungen der Haut durch 

Capillaria  xenopodis, eine auf bzw. in der Haut von Xenopus parasitierende Nematodenart. 

Durch die von den Würmern verursachte kutane Capillariasis, erfolgten sekundäre Infektionen 

bakteriellen Ursprungs, die sich in den oben beschriebenen, mit bloßem Auge wahrnehmbaren 

veränderten Hautbild manifestierten. Tiere bei denen ein Befall mit Capillaria xenopodis 

mikroskopisch nachweisbar war, wurden 3 mal  im Abstand von 14 Tagen mit Levamisol 

behandelt. Die Frösche wurden hierzu jeweils für 4 Tage in einer Levamisollösung (12mg/ml) 

gehalten. 
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3.4.3 Die Xenopus-Oozyte als Expressionssystem 

Bei den Oozyten von Xenopus laevis handelt es sich um undifferenzierte, omnipotente und 

besonders widerstandsfähige Einzelzellen. Durch in die Zellen eingebrachte mRNA kann die 

Expression von exogenen Proteinen induziert werden. Die unbefruchteten Keimzellen sind 

dazu in der Lage, oozytenfremde Proteine posttranslational zu prozessieren und in die 

korrekten Zielkompartimente der Zelle zu transportieren. Durch die Wahl einer geeigneten 

Methode, ist es möglich die Funktion eines oozytenfremden, exprimierten, bioaktiven 

Proteins in vivo zu charakterisieren. Ebenso eignen sich die Oozyten zur quantitativen 

Analyse von exprimierten Proteinen.  

Als weitere Vorteile des Expressionssystems kann die für einen Einzelzelle enorme Größe der 

Xenopus-Oozyte, mit der dadurch einhergehenden konfortablen Manipulierbarkeit und die      

- im Gegensatz zu anderen Zellkultursystemen - nicht zwingend erforderliche Sterilität der 

Laborräumlichkeiten genannt werden. So gestaltet sich die Arbeit mit diesem 

Expressionssystem als flexibel, relativ unkompliziert und kostengünstig. 

 

Xenopus-Oozyten lassen auch die Untersuchung solcher Proteine zu, die aufgrund 

spezifischer Eigenschaften nicht in Bakterien expremiert werden können. Beispielsweise 

zeigen Proteine, die Transmembrandomänen ausbilden, bei in vitro Transkriptionen meist 

eine toxische Wirkung auf die Wirtsbakterien. So können Vertreter der CAT-Familie nicht in 

Bakterien-  und nur bedingt in Säugerzellen (über-)expremiert werden. Damit stellt das 

Xenopus-Oozyten-Expressionsystem eine ideales Werkzeug bei der Untersuchung von 

Transporterproteinen der CAT-Familie dar und wird deshalb im Rahmen dieser Arbeit für alle 

notwendigen Transportstudien verwendet. 

 

 

3.4.4 Präparation der Oozyten 

Zur Präparation wurden ausschließlich weibliche Individuen der Gattung Xenopus 

herangezogen. In den meisten Fällen lagen in einem Individuum um ein vielfaches mehr 

Keimzellen vor, als für eine Versuchsreihe benötigt wurde. Bei einem durchschnittlich großen 

Individuum wurden etwa 20000-30000 Oozyten der verschiedenen Entwicklungsstadien 

vorgefunden. Da Oozyten nach der Entnahme nur eine begrenzte Zeit haltbar waren, erwies es 

sich als zweckmäßig, die Frösche mehrmals zu operieren und jeweils nur eine bestimmte, auf 

die geplante Versuchsreihe abgestimmte, Menge an Keimzellen zu entnehmen. Es wurden 

maximal 3 Operationen pro Individuum durchgeführt. 
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Zur Betäubung wurden die Frösche 30-45 Minuten in eine eiskalte 0,1 %ige,                        

3-Aminobenzoesäureethylesterlösung gebracht. Ein derart analgetisiertes Tier blieb 20-30 min 

ruhig gestellt. Es wurde darauf geachtet, dass die zu operierenden Frösche 1-2 Tage vor der 

Oozytenentnahme nicht gefüttert wurden. Die Entnahme des gewünschten Organmaterials 

erfolgte im caudalen Abdominalbereich. Hierzu wurde der Frosch in Rückenlage auf eine 

zuvor bereitgestellte Schale mit zerstoßenem Eis gelegt. Um einen direkten Kontakt zwischen 

Tier und Eis zu vermeiden wurde ein feuchtes Tuch zwischen Frosch und Eis gebracht. Bis 

auf den Operationsbereich, wurde die Haut des Frosches mit feuchten Tüchern bedeckt um 

einer Austrocknung des Tieres entgegenzuwirken. Hierbei wurde der Bereich um Mund- und 

Nasenöffnung ausgespart, damit eine ausreichende Atemluftzufuhr gewährleistet war. Der 

Eingriff wurde unter keimarmen Bedingungen und mit sterilem Arbeitsmaterial 

vorgenommen. 

Durch eine etwa 7-10 mm lange Inzision in die Lederhaut, wurde ein entsprechend großer 

Bereich des Peritoneums freigelegt. Der Einschnitt wurde an der Körperlängsachse des Tieres 

orientiert, durfte jedoch niemals exakt medial vorgenommen werden, da hierdurch die 

periphäre Abdominalarterie  verletzt worden wäre. Über einen weiteren, etwa gleich großen 

Schnitt in das Muskelgewebe des Peritoneums, wurde der Bauchraum eröffnet. Die so 

erreichbaren, Mesovarialtaschen wurden vorsichtig, einzeln durch die Operationsöffnung 

gezogen und biopsiert. Nachdem so ausreichend ovariales Gewebe entnommen und in Ca2+-

haltigen Puffer überführt wurde, konnte die Wunde vernäht werden. Hierbei wurde darauf 

geachtet, dass keine Gewebereste zwischen Lederhaut und Peritoneum zurückblieben, da dies 

zu Infektionsherden und damit zu einer verschlechterten Wundheilung führen kann. Die 

Muskelgewebsschichten wurden mit resorbierbaren, die Lederhaut mit nicht resorbierbarem 

Nahtmaterial vernäht. Abhängig von der Größe der Operationsöffnung, wurden je 2-4 Stiche 

ausgeführt.  

 



Methoden  

32 

 
Abbildung 5: Frosch bei OP in Rückenlage. Die Entnahme des Organmaterials erfolgte im caudalen. 
Abdominalbereich, durch einein 7-10 mm langen Einschnitt, in die Lederhaut und das darunterliegende 
Muskelgewebe. In der Abbildung gut zu erkennen sind 2 prall mit Oozyten gefüllte Ovarialtaschen (s. Pfeile). 
 

Die Narkose wurde durch umspülen der Frösche mit lauwarmem Wasser beendet. Sobald die 

frisch operierten Tiere dazu in der Lage waren eigenständig an die Wasseroberfläche zu 

schwimmen um zu Atmen, wurden Sie für 4-6 h in eine leicht rosa gefärbte 

Kaliumpermaganatlösung gesetzt. Die desinfizierende Wirkung des kaliumpermanganat-

haltigen Wassers förderte eine rasche Wundheilung.  Um den Zustand der abheilenden 

Operationswunde besser beobachten zu können, wurden frisch operierte Tiere 1-2 Tage 

separat gehalten, bevor sie wieder in ein mehrere Individuen enthaltendes Aquarium 

umgesetzt wurden. 

 

Erforderliches Material zur Oozytenpräparation: 

0,1%ige 3-Aminobenzoesäureethylesterlösung (0,1m% in H2O) 

Kaliumpermanganat 

Wundnahtmaterial 

Präparationsbesteck 
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3.4.5 Kollagenasebehandlung der Oozyten 

Um die einzelnen Oozyten aus dem mesovarialen Verband zu lösen, wurden gleichmäßig 

große, 4-6 mm durchmessende Stücke aus den präparierten Ovarien geschnitten und 8 mal im 

5fachen Volumen (etwa 12 ml) Ca2+-freiem Puffer gewaschen, um eine überschießende 

Kollagenaseaktivierung aufgrund Ca2+-Ionen zu vermeiden. Ein Volumen von 2-3 ml 

Oozyten wurde in etwa 10 ml Ca2+-freiem Puffer aufgenommen und nach Zugabe von 100 � l 

Kollagenase A -Lösung (200 mg/ml) vorsichtig geschüttelt. Hierdurch wurde eine 

Vereinzelung der Oozyten erreicht, die - bedingt durch die Kollagenasewirkung - vom 

Follikelgewebe befreit wurden. Oftmals zeigten sich erhebliche interindividuelle Unterschiede 

bei der notwendigen Dauer der Kollagenasebehandlung. Einzig eine ständige visuelle 

Kontrolle der mesovarialen Gewebeverbände gab Aufschluss über den idealen 

Abbruchzeitpunkt der Behandlung. Die vereinzelten Keimzellen wurden 15 mal mit 12 ml 

Ca2+-freier Pufferlösung gewaschen, um Reste der Kollagenase zu entfernen. Anschließend 

wurde erneut 5 mal mit Ca2+-haltiger Pufferlösung gewaschen. Um letzte Spuren von in der 

Pufferlösung verbliebener Kollagenase abzufangen, wurden die vereinzelten Oozyten in einen 

FCS-Puffer gegeben. Nach 2-4 h wurde erneut 2 mal mit Ca2+-haltiger Pufferlösung 

gewaschen.  

 

Lösungen und Puffer zur Kollagenasebehandlung der Oozyten: 

 

Kollagenase A -Lösung  c = 200 mg/ml in dH2O  
FCS-Lösung 5 m%  
FCS-Puffer   1 Volumen FCS-Lösung  

50 Volumen Ca2+-haltige Pufferlösung 
Ca2+-haltige Pufferlösung  96 mM  NaCl 

   2 mM  KCl 
   1 mM  MgCl2 
1,8 mM  CaCl2 
   5 mM  Hepes pH 7,6 

Ca2+-freie Pufferlösung 96 mM  NaCl 
  2 mM  KCl 
  1 mM  MgCl2 
  5 mM  Hepes pH 7,6 

 

 

3.4.6 Lagerung der Oozyten  

Die Lagerung der kollagenasebehandelten, vereinzelten Oozyten erfolgte bei 4°C in LG- 

Puffer. Eine regelmäßige Pflege der Oozyten war Grundvoraussetzung für die Gewährleistung 

einer gleichbleibenden Qualität der Keimzellen, da durch verletzte oder untergegangene 
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Oozyten Proteasen und Salze freigesetzt werden, die eine toxische Wirkung auf die 

verbliebenen Oozyten haben können (GOLDIN, 1992). 

Bei täglichem Wechsel der Pufferlösung und regelmäßiger Entfernung untergegangener 

Keimzellen, konnten die so gelagerten Oozyten, noch bis zu 7 Tage nach der 

Kollagenasebehandlung für Expressionsversuche verwendet werden.  

 

Lösungen und Puffer zur Lagerung der Oozyten:  

 

Gentamycinlösung c = 50 mg/ml 
Ca2+-haltige Pufferlösung  96 mM  NaCl 

   2 mM  KCl 
   1 mM  MgCl2 
1,8 mM  CaCl2 
   5 mM  Hepes pH 7,6 

LG-Puffer      1 Volumen Gentamycinlösung 
500 Volumen Ca2+-haltige Pufferlösung  

 

 

3.4.7 Injektion von cRNA in Oozyten von Xenopus laevis 

Sämtliche Arbeitsschritte wurden mit Handschuhen und an einem weitestgehend RNase freien 

Arbeitplatz ausgeführt. Manipulationen an den Oozyten wurden unter einem Binokkular 

vorgenommen. Zum Ansetzen der gewünschten RNA-Konzentrationen wurde autoklaviertes, 

sterilfiltriertes Aqua bidest verwendet.  

Oozyten der Stadien V und VI wurden in eine Petrischale mit Ca2+ -freien Puffer überführt 

und auf ein engmaschiges Kunststoffnetz, Rastergröße 1000 x 1000 � m gelegt. Hierbei wurde 

darauf geachtet, die Oozyten so auf dem Netz zu positionieren, daß alle Keimzellen mit dem 

vegetativen Pol nach oben orientiert waren. Es wurden nur solche Oozyten für 

Expressionsversuche verwendet, die sich nicht mehr von ihrer Follikelhaut umschlossen 

zeigten. Dieses dünne, nur bei entsprechend hoher Vergrößerung sichtbare, jede Keimzelle 

umgebende und von einem feinen Netz aus Blutkapillaren durchzogenes Häutchen, streifte 

sich meist innerhalb der ersten 10 h nach der Kollagenasebehandlung von selber ab. War eine 

Keimzelle unmittelbar vor der Injektion noch von einem derartigen Häutchen umschlossen, so 

wurde selbiges vorsichtig abpräpariert oder die gesamte Oozyte wurde verworfen.  

Die Injektion der RNA erfolgte durch zuvor in einer Kapillarziehmaschiene hergestellten 

Mikrokapillare, die mit 2-4,5 � l der RNA-Lösung beschickt wurden. Über einen 

Mikroinjektor wurde jeweils ein Volumen von 36 nl pro Oozyte injiziert, wobei die RNA-

Konzentration immer 0,5 � g/� l betrug. Anhand der Größe, des an der Mikrokapillarspitze 
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ausgepreßten Tröpfchens, wurde das zu injizierende Volumen justiert. Öffnungsgröße der 

Mikrokapillaren und die Länge des Ausstoßintervalls konnten manuell auf das zu injizierende 

Volumen eingestellt werden. Die Vergrößerung der Mikrokapillaröffnung wurde durch 

sukzessives Kürzen der Glaskapillaren mit einer Pinzette und wiederholtem Messen der 

Tröpfchengröße erreicht. Eine Änderung des Ausstoßintervalls wurde lediglich zur 

Feinjustierung der Tropfengröße herangezogen. Um zu gewährleisten, dass der 

injektionsbedingte, physikalische Stress für die Oozyten von Versuch zu Versuch so wenig 

wie möglich variierte, wurde das Ausstoßintervall stets so gewählt, dass es zwischen 4,7 und 

5,3 Sekunden lag. Hieraus resultierte ein über alle Versuchsreihen minimal schwankender 

Kapillarendurchmesser und damit einhergehend eine minimal variierende, durch die Injektion 

hervorgerufene, Verletzung der Oozyte.  

 

 
Abbildung 6: Reifestadien der Oozyten von 
Xenopus laevis (Einteilung nach DUMONT, 1972). IIIa 
und b sowie IVa und b stellen Übergangsstadien dar.  

 
Abbildung 7: Injektion in den vegetalen Pol einer 
Oozyte von Xenopus laevis. Die Oozyten wurden in 
eine Petrischale mit Ca2+ -freien Puffer überführt und 
auf ein engmaschiges Kunststoffnetz gelegt 

 

Zur eigentlichen Injektion der RNA, wurde die Spitze der Kapillare mit einem 

Mikromanipulator an den vegetativen Pol der Keimzelle geführt und vorsichtig eingestochen. 

Bedingt durch die Lage des Zellkerns am animalen, dunkel gefärbten Pol wurde so das Risiko 

selbigen physisch zu schädigen minimiert. Nun wurde das zuvor eingestellte Volumen an 

RNA-Lösung in die Oozyte appliziert. In regelmäßigen Abständen - etwa alle 8-12 

Injektionen - wurde kontrolliert, ob die Apparatur weiterhin die korrekte Lösungsmenge 

ausstieß.  

Als Negativkontrollen wurden unbehandelte, nicht injizierte Oozyten verwendet. In 

Vorversuchen wurde gezeigt, dass sich unbehandelte - also nicht injizierte - Oozyten im 

Arginin-Aufnahmeverhalten nicht von mit Wasser injizierte Oozyten unterscheiden.  
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Die Oozyten wurden in 15 ml gentamycinhaltiges Kulturmedium gegeben und für 48-52 h bei 

16°C in Petrieschalen inkubiert. Das Kulturmedium wurde jeweils frisch in 50 ml Ansätzen 

hergestellt. In regelmäßigen Abständen wurden beschädigte Oozyten entfernt und, sofern 

notwendig, das Kulturmedium durch frisches ersetzt.  

 

Lösungen und Puffer zur Injektion von cRNA in Oozyten: 

 

Gentamycin -Lösung c = 50 mg/ml 
HEPES  1 M   pH 7,6 
Leibovitz L15-Medium, 
(enthält L-Glutamin) 

gebrauchsfertig bezogen 

Ca2+-haltige Pufferlösung  96 mM  NaCl 
   2 mM  KCl 
   1 mM  MgCl2 
1,8 mM  CaCl2 
   5 mM  Hepes pH 7,6 

Kuldturmedium (50 ml), 
gentamycinhaltig 

 25 ml Leibowitz L15-Medium 
750 � l Hepes (1 M  pH 7,6) 
100 � l Gentamycin-Lösung (c = 50 mg/l) 
Ad 50 ml, steriles dH2O 
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3.5. Hemmung der Argininaufnahme durch NEM 

 

Vor dem Start der Aufnahmeversuche wurden die Oozyten 2 mal in eiskaltem Na+-

Aufnahmepuffer gewaschen, um ein Verschleppen von Kulturmedium zu verhindern. 

Anschließend wurden je 7-10 Oozyten in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und für 10 min 

bei 20°C, in 100 � l , 0.2 mM NEM Lösung (0.5 mM oder 1.0 mM) vorinkubiert. NEM verhält 

sich nur in einem pH-Bereich zwischen 6,5 und 7,5 stabil, deshalb wurde beim Ansetzen der 

unterschiedlich konzentrierten NEM-Lösungen nur eiskalter Na+-Aufnahmepuffer mit einem 

zuvor auf 6,8 eingestellten pH-Wert verwendet. Die Kontrollen wurden bei gleichen 

Bedingungen in 100 � l 1x Na+-Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss an die 

Vorinkubation, wurden zu den jeweiligen Ansätzen 100 � l, 2 mM L-[3H]-Arginin-

Aufnahmepuffer (Aktivität 20 � Ci/� l) gegeben. Nach 15 min Inkubation bei 20°C wurden die 

Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, einzeln in Szintilations-

Reaktionsgefäße überführt und für 10 min in je 100 � l 2% SDS lysiert. Jedes Lysat wurde mit 

1 ml Szintillationsflüssigkeit LUMASAFE™PLUS versetzt und die von jeder behandelten 

Oozyte emmitierte Strahlungsmenge durch einen Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. 

 

Lösungen und Puffer für Aufnahmeversuche: 

 

Na+-Aufnahmepuffer 2 mM KCl 
1 mM MgCl2 
1 mM CaCl2 
0,1 M NaCl 
5 mM Tris-HCl pH 7,4 
5 mM Hepes pH 7,6 

L-Arginin-Aufnahmepuffer 2 mM L Arginin  
in Na+-Aufnahmepuffer 

NEM-Lösung 1 M methanolische n-Ethylmaleimidlösung im 
gewünschten Verhältnis gelöst in Na+-Aufnahmepuffer 
(pH zwischen 6,5 und 7) 

SDS-Lösung 2 m% in H2O 
 

 

 

 

 

 

 



Methoden  

38 

3.6 Bestimmung der Transportkinetik 

 

Vor dem Start der Aufnahmeversuche wurden die Oozyten 2 mal in eiskaltem Na+-

Aufnahmepuffer gewaschen, um Reste des Kulturmediums vollständig zu entfernen. Es 

wurden je 7 - 10 Keimzellen in ein Reaktionsgefäß überführt und für 1h bei 16°C, in 2 ml 

einer Na+-Aufnahmepufferlösung äquilibriert, die Arginin der zu untersuchenden 

Konzentration(en) 0.01 mM (0.03 mM; 0.1 mM; 0.3 mM; 1.0 mM; 3.0 mM; 10.0 mM)  

enthielt.  

Anschließend wurden die Oozyten in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und für 15 min bei 

20°C, in 100 � l [3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 � Ci/� l) inkubiert, wobei die 

jeweilige Argininkonzentration, der bereits zur Äquilibrierung gewählten entsprach.  

Nach der Inkubation wurden die Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer 

gewaschen, die Arginin der entsprechenden Konzentration 0.01 mM (0.03 mM; 0.1 mM; 0.3 

mM; 1.0 mM; 3.0 mM; 10.0 mM)  enthielt, einzeln in Szintilations-Reaktionsgefäße überführt 

und für 10 min in 100 � l 2% SDS lysiert. Jedes Lysat wurde mit 1 ml Szintillationsflüssigkeit 

LUMASAFE™PLUS  versetzt und die von jeder behandelten Oozyte emmitierte 

Strahlungsmenge durch einen Flüssigkeitsszintilationszähler gemessen. 

 

 

3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese können Proteine in einem elektrischen Feld 

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Eine Denaturierung der Polipeptidkette 

durch das anionische Detergenz SDS,  bewirkt dabei, dass Proteine negativ geladen werden 

und sich in einem elektrischen Feld nach dem Molekulargewicht auftrennen lassen. Die 

negative Ladung der Polipeptide rührt daher, dass sich das anionische Detergenz an 

hydrophobe Regionen der Proteine anlagert und so zu einer negativen Ladung des gesamten 

Moleküls führt.  

 

3.7.1 Herstellung diskontinuierlicher SDS-Gele 

Die Gele wurden in einer Gelkammer gegossen, deren Glaskomponenten gründlich, erst mit 

dH2O und anschliessend mit 70% Ethanol gereinigt worden war. Die Gelkammer bestand aus 

zwei flächig übereinander angeordneten Glasplatten, die durch zwei randbündig eingesetzte 

Abstandhalter aus Kunststoff voneinander getrennt wurden. Die Dicke der gewählten 
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Abstandhalter bestimmte damit die spätere Mächtigkeit des SDS-Polyacrylamid-Gels. Die so 

entstandene Hohlform wurde aufrecht in eine Westernblot-Apparatur eingespannt. Es wurden 

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele (SDS-PAG) verwendet, die aus einem Sammel- 

und einem Trenngel bestanden (s. Tabelle 5).  

 

Tabelle 5: Zusammensetzung denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gele 

 Trenngel 10 % Sammelgel 3.88 % 
Puffer 5,65 ml 

[1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)] 
2,5 ml 

[0.5 M Tris-HCl  (pH 6.8)] 
dH2O 9 ml 6,1 ml 
SDS 10 % 225 � l 100 � l 
Acrylamid 30% 7,5 ml 2,3 ml 
TEMED 10 % 15 � l 14 � l 
APS 10 % 150 � l 66 � l 

  

Zuerst wurde das Trenngel in die Hohlform eingefüllt und vorsichtig mit dH2O überschichtet. 

Sobald das Trenngel auspolimerisiert war, konnte das überstehende dH2O verworfen und das 

Sammelgel gegossen werden. Ein auf die Dicke des Gels abgestimmter Kunststoffkamm 

wurde behutsam und exakt horizontal in das noch nicht polimerisierte Sammelgel gesetzt, um 

als Platzhalter für später benötigte Geltaschen zu dienen. Sobald der Polimerisierungsprozess 

des Sammelgels abgeschlossen war, konnte die WB-Apparatur mit SDS-Elektrophoresepuffer 

befüllt, der Probenkamm entnommen und die Proben aufgetragen werden.  

Die Proben durchliefen bei einer angelegten, konstanten Spannung von 120 V das Sammelgel, 

sobald die Bromphenolblaufront der Proben das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung 

auf konstante 100 V geändert. 

 

Lösungen und Puffer für denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gele: 

 

Acrylamidlösung 30% gebrauchsfertig bezogen 
APS-Lösung 10% gebrauchsfertig bezogen 
Ethanol  70 vol% in H2O 
TEMED-Lösung 10% gebrauchsfertig bezogen 
SDS-Lösung 10 m% in H2O 
SDS-Elektrophoresepuffer 240 mM Tris Base 

1,9     M Glycin 
1 m% SDS 

 

 

 

 



Methoden  

40 

3.7.2 Herstellung von Oozytenlysaten für Western-Blot-Analysen 

Um die Expression von hCAT-2A-Mutanten in den Xenopus Keimzellen nachweisen zu 

können, wurden Westernblotanalysen der Oozytenlysate vorgenommen. Nach einer 

zweitägigen Expression der Transporterproteine wurden die Oozyten 2 mal in eiskaltem  Na+-

Aufnahmepuffer gewaschen und jeweils zu 5er Gruppen in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt, 

die 100 � l RIPA-Puffer sowie 3 � l Proteinaseinhibitorengemisch enthielten und in dieser 

Lösung lysiert. Um den Abbau von exprimiertem Protein zu minimieren, wurden die 

Keimzellen sofort bei -70°C eingefroren. 

Unmittelbar vor der Verwendung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und die Oozyten über 

einen Inkubationszeitraum von 30 min mehrfach in dem geschmolzenen 4°C kalten Puffer 

aufgewirbelt. Im Anschluss daran, wurden die Ansätze für 30 min bei 14000 rpm und 4°C 

zentrifugiert. Der die Proteine enthaltende Überstand wurde vorsichtig abgehoben und  1:1 

mit 2x SDS-Probenpuffer gemischt. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C im 

Wasserbad wurden die so behandelten Proben auf ein diskontinuierliches SDS-Gel 

aufgetragen. 

 

Lösungen und Puffer zur Herstellung von Oozytenlysaten: 

 

Na+-Aufnahmepuffer 2 mM  KCl 
1 mM  MgCl2 
1 mM  CaCl2 
0,1 M  NaCl 
5 mM  Tris-HCl pH 7,4 
5 mM  Hepes pH 7,6 

Proteinaseinhibitor Proteinaseinhibitorengemisch, 
gebrauchsfertig bezogen 

RIPA-Puffer 150 mM  NaCl 
    1 mM  EDTA 
100 mM  Tris HCl 40 
NaOH pH 7,4 einstellen 
1  vol% Triton X-100® 
1  vol% Na-deoxycholat 
0,1 m% SDS 

2x SDS-Ladepuffer 50 mM  Tris-HCl 
  2 mM  EDTA 
  8    M  Harnstoff 
  4 m%  SDS 
0,001 m% Bromphenolblau 
 
Unmittelbar vor Gebrauch 
3,5 vol% 2-Mercaptoethanol 
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3.7.3 Biotinylierung von Oozyten-Oberflächenproteinen für Western-Blot-Analysen 

Bei neutralem pH bilden N-Hydroxysulfosuccinimid-Biotin-ester kovalente Amidbindungen 

mit freien Amingruppen von Proteinen. N-Hydroxysulfosuccinimid-Biotin kann 

Zellmembranen nicht passieren. Aufgrund dieser biochemischen Eigenschaften können 

gezielt membranständige Oberflächenproteine biotinyliert und durch eine anschließende 

Kopplung an immobilisiertes Avidin von intrazellulären Proteinen getrennt werden. Bedingt 

durch den reversiblen Charakter der Kopplung, können so extrahierte Oberflächenproteine 

anschließend wieder vom Avidin getrennt und im Western-Blot quantifiziert werden. 

 

Nach einer zweitägigen Expression der Transporterproteinmutanten wurden die Oozyten        

2 mal in 2 ml eiskaltem PBSmod-Puffer gewaschen und jeweils zu 10er Gruppen für 30 min 

in 1 ml Biotinlösung unter leichtem Taumeln bei 4°C inkubieren. Anschließend wurden die 

Oozyten für 10 min in 2 ml eiskalte Stopplösung überführt und dann 4 mal in je 2 ml 

PBSmod+CM-Puffer gewaschen.  Die Oozyten wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt 

die 200 � l Lysis-Puffer enthielten und vorsichtig im Lysispuffer aufgewirbelt. Um den Abbau 

von exprimiertem Protein zu minimieren, wurden die Keimzellen sofort bei -70°C 

eingefroren. Unmittelbar vor der Verwendung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und die 

Oozyten über einen Inkubationszeitraum von 30 min mehrfach in dem geschmolzenen 4°C 

kalten Puffer aufgewirbelt. Im Anschluss daran, wurden die Ansätze für 30 min bei 14000 

rpm und 4°C zentrifugiert.  

Ein Gemisch aus biotinylierten, (ehemals membranständigen) und nicht biotinylierten (aus 

dem Zellinneren stammenden) Proteinen war im Überstand enthalten und  wurde vorsichtig 

abgehoben. 50 � l sorgfältig homogenisierter Avidinemulsion wurden aliquotiert und für 3 min 

bei 5000 rpm zentrifugert und deren Überstande verworfen. Jeweils  150 � l des Oozytenlysats 

wurden zu einem dieser Avidin-Sedimente gegeben und für 12-14 h unter beständigem 

Taumeln bei 4°C inkubiert. Um die an den Avidinkomplex gekoppelten, biotinylierten 

Proteine zu isolieren, wurden die Ansätze für 20 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. 

Dadurch konnten die im Überstand enthaltenen, nicht an Avidin gekoppelten Proteine 

verworfen werden. Das zurückbleibende Sediment wurde 3 mal mit 750 µl eiskaltem W1-

Puffer und abschliessend 1 mal mit 750 µl eiskaltem W2-Puffer gewaschen, wobei nach 

jedem Waschschritt 20 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert und die Überstände 

verworfen wurden. So aufgereinigtes Sediment wurde in 30 µl Ladepuffer aufgenommen und 

nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C im Wasserbad für 1 min bei 1000 rpm 
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abzentrifugiert. Der Überstand der so behandelten Proben wurde auf ein diskontinuierliches 

SDS-Gel aufgetragen. 

 

Lösungen und Puffer zur Biotinylierung von Oberflächenproteinen: 

 

PBS mod. +CM   100 mM  NaCl 
      2 mM  KCl 
 1,76 mM  KH2PO4  
 10,1 mM  Na2HPO4 
      1 mM  MgCl2×6H2O 
   0,1 mM  CaCl2×2H2O 

Biotin-Lösung c = 1,0 mg/ml in dH2O 
Stopp-Lösung   100 mM  NaCl 

      2 mM  KCl 
 1,76 mM  KH2PO4  
 10,1 mM  Na2HPO4 
    50 mM  NH4Cl 

PMSF-Lösung 0,2 M PMSF in Aceton 
Proteaseinhibitoren-
Gemisch 

Proteinaseinhibitorengemisch, 
gebrauchsfertig bezogen 

Lysis-Puffer   1 Teil   RIPA  
10 Teile PMSF-Lsg. 
30 Teile Proteaseinhibitoren Gemisch  

Waschpuffer-I   50 mM  Tris-HCl (pH 8,0) 
500 mM  NaCl 
    1 mM  EDTA (pH 8,0) 
0,5 v% Triton X-100�   
0,1 m% SDS 

W1-Puffer unmittelbar vor der Verwendung  
wird zu Waschpuffer-I,  
PMSF (1:10000) zugegeben 

Waschpuffer-II 50 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 
  1 mM  EDTA (pH 8,0) 
0,5 v% Triton X-100�   
0,1 m% SDS 

W2-Puffer 
 

unmittelbar vor der Verwendung  
wird zu Waschpuffer-II,  
PMSF (1:10000) zugegeben 
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3.8 Western-Blot-Analyse 

 

Mittels Nass-blot-Verfahren wurden die durch SDS-PAGE nach Größe aufgetrennten Proteine 

auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen und fixiert. Das proteinbeladene SDS-Gel wurde 

hierfür in Elektroblottingpuffer gewaschen und blasenfrei auf 3 Lagen, mit 

Elektroblottingpuffer getränkte Filter-Papiere [Whatman] gelegt. Auf das Gel wurde eine 

Nitrozellulose-Membran platziert, auf die wiederum 3 mit Elektroblottingpuffer getränkte 

Filter-Papiere drapiert wurden. Um den so geschichteten Aufbau zwischen 2 Kunststoffgittern 

in der Nassblottapparatur fixieren zu können, wurden beiderseits je 2 Schwämme zwischen 

äußerem Filter-Papier und Kunststoffgitter gebracht. 

 

 

 

           Abbildung 8: Sandwichartiger Aufbau der Nassblottapparatur 

 

Bei 4°C wurde für die Dauer von 12-15 h eine Spannung angelegt (I = konst. 100 mA), um 

die Proteine vom SDS-Gel auf die Membran zu überführen. Die proteinbeladene Membran 

wurde 10 min unter leichtem Schwenken in Elektroblottingpuffer gewaschen und 

anschliessend unter leichtem Schwenken 15 min mit einer Ponceau-S-Färbelösung inkubiert, 

um eine erfolgreiche, effiziente Übertragung von Protein auf die Membran verifizieren zu 

können. Im Anschluss wurde die Membran mit dH2O wieder entfärbt. 
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Lösungen und Puffer zur Western-Blot-Analyse: 

 

Elektroblottingpuffer   20 mM   Tris Base 
150 mM   Glycin 
 20 vol%  Methanol 

Ponceau S Färbelösung 0,5 vol%  Ponceau S  
   1 vol%  konz. Essigsäure 

 

 

3.8.1 Immundetektion von hCAT-2A(-Mutanten) und Tubulin 

Nachdem die proteintragende Nitrozellulose-Membran mindestens 2 h bei Raumtemperatur in 

Blockierungspuffer inkubiert worden waren, erfolgt dreimaliges, je 8-10 minütiges Waschen 

in Antikörperverdünnungspuffer. Die so behandelte Membran wurde für 12-15 h, bei 4°C 

unter leichtem Schwenken mit dem primären Antikörper inkubiert und dann, nach 

dreimaligem, 8-10 minütigen Waschen mit Blotto, für 1 h mit dem sekundären Antikörper 

inkubiert. Die Inkubation der Membran mit diesem Antikörper erfolgte bei Raumtemperatur 

und leichtem Schwenken unter einer lichtsicheren Abdeckung. Die Membran wurde erneut    

3 mal für 8-10 min mit TBST-Puffer und ein weiteres mal für 8-10 min mit TBS-Puffer 

gewaschen. 

Die Detektion durch Chemilumineszenz, der auf den Membranen gebundenen Proteine, 

wurde durch 2 minütige Inkubation der Membran mit dem Chemilumineszenzsubstrat [Carl 

Roth, Karlsruhe] eingeleitet. Die an die sekundären Antikörper gekoppelten Peroxidase 

katalysierte hierbei die Oxidation von in dem Chemilumineszenzsubstrat enthaltenen 

Luminol. Dadurch wurde Lichtenergie bei einer maximalen Emission von 428 nm freigesetzt, 

mit der ein auf die Membran gelegter Röntgenfilm belichtet werden konnte. Diese Reaktion 

wurde katalytisch nur dort beschleunigt, wo sich ein Komplex aus Protein, primären und 

sekundären Antikörper gebildet hatte.  

 

Tabelle 6: Verwendete Antikörper und deren Verdünnung 

 Zur Detektion von hCAT-2A 
(-Mutanten) 

Zur Detektion von Tubulin 

primärer 
Antikörper 

anti-hCAT-2A (GRÄF et al, 1998) 
1: 100 in Antikörperverdünnungspuffer 

anti-� -Tubulin  
1: 1000 in Blotto 

sekundärer 
Antikörper 

anti-rabbit  
1:10000 in Blotto 

anti-mouse  
1:5000 in Blotto 

 

Wurde ein Röntgenfilm auf die Membran gelegt, über einen geeigneten Zeitraum exponiert 

und anschließend entwickelt, konnte so ein Bild der auf der Membran verankerten, nach 
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Molekulargewicht aufgetrennten Proteine erzeugt werden. Die Banden entsprachen dabei den 

Proteinen, die eine entsprechende Affinität zum primären Antikörper aufwiesen. 

Abschliessend wurden mit einem Folienstift die Markerbanden auf den entwickelten 

Röntgenfilm übertagen. Es erwies sich als vorteilhaft mehrere Filme unterschiedlich lange      

- zwischen 0,2 und 10 min - zu belichten und im Anschluss die optimal entwickelten Bilder 

zur weiteren Auswertung heranzuziehen. 

 

Wurde die Membran erneut mit einem anderen primären Antikörper behandelt, war es nötig 

die bereits gebunden primären und sekundären Antikörper von der Membran zu entfernen, um 

etwaige unerwünschte Wechselwirkungen ausschließen zu können. Hierfür wurde die 

Membran 4 mal 8-10 min in PBS-Puffer gewaschen und anschliessend für 30 min bei 50°C 

unter leichtem Schwenken in Membran-Reinigungspuffer inkubiert. Danach wurde erneut 6 

mal für 8-10 min mit PBS-Puffer gewaschen. Um eine Blockierung unspeziefischer 

Bindungen zu erreichen, wurde die Nitrozellulose-Membran nochmals 2 h bei 

Raumtemperatur in Blockierungspuffer inkubiert. Die so behandelte Membran konnte nun 

entweder direkt erneut mit einem weiteren primären Antikörper behandelt oder bei 4°C in 

PBS-Puffer gelagert werden. 

 

Lösungen und Puffer für immundetektorische Untersuchungen: 

 

Antikörperverdünnungspuffer    1   m%  BSA (ICN) 
0,1 vol%  Tween 20 
in PBS-Puffer (pH 7,4) 

Blockierungspuffer 10 vol% Ziegenserum 
in Blotto 

Blotto 50 mM   Tris pH 8,0 
  2 mM   CaCl2 x 2H2O 
0,01 vol%   Antifoam A 
0,05 vol%   Tween 20 
     5   m%   Magermilchpulver 

Chemilumeniszenzsubstrat Roti-Lumin 1 und Roti-Lumin 2 
unmittelbar vor Gebrauch 1:1 mischen 

Elektroblottingpuffer    20 mM  Tris Base 
 150 mM  Glycin 
 20 vol%  Methanol 

PBS-Puffer 140  mM  NaCl 
2,68 mM  KCl 
1,76 mM  KH2PO4  
10,1 mM  Na2HPO4 
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TBST-Puffer   100 mM Tris-HCl pH 8,0 
   1,5    M NaCl 
0,5 Vol% Tween 20 

TBS-Puffer 100 mM Tris-HCl pH 8,0 
 1,5    M NaCl 

Membran-Reinigungspuffer      2 m% SDS 
62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
 100 mM 2-Mercaptoethanol 
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4. Ergebnisse 
 

4.1 Vergleich der Transportaktivität von hCAT-2A und y+LAT1 unter  

Einwirkung von NEM 

Es wurde im Versuch bestätigt, dass der Transporter hCAT-2A - ebenso wie hCAT-1 und 

hCAT-3 (ohne Abbildung) - durch das Sulfhydryl-Reagenz NEM gehemmt wird. Das Ergebnis 

beruht auf Transportstudien des exprimierten hCAT-2A-Wildtyps in Oozyten von Xenopus 

laevis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
Der Versuch zeigte eine deutlich reduzierte Transportaktivität des hCAT-2A Wildtyps unter 

der Einwirkung von NEM, y+LAT1 wurde jedoch nicht durch NEM gehemmt. 

In weiteren Versuchen wurde ein standardisiertes Protokoll etabliert, mit dem später alle 

Transportstudien an den mutierten Proteinen durchgeführt werden konnte. Im Rahmen dieser 

Versuche zeigte sich, das NEM bei einem pH > 7 nur noch in sehr hohen Konzentrationen zu 

einer Hemmung des hCAT-2A-Wildtyps führte. Somit wurden die folgenden Transportstudien, 

bei denen die Hemmung der Transporter durch NEM untersucht wurde, stets mit 
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Abbildung 9: Vergleich der Transportaktivität von hCAT-2A und y +LAT1 unter der Einwirkung 
von NEM. Für die Expression von hCAT-2A und y+LAT1 wurde je Oozyte 17,5 ng RNA injiziert, für 
die Expression von y+LAT1 wurde zusätzlich je 17,5 ng für 4F2hc kodierende RNA appliziert. Mit der 
Abkürzung „OJ“ (ohne Injektion) sind unbehandelte Oozyten, die als Kontrollen mitgeführt wurden, 
gekennzeichnet. Nach zweitägiger Expression wurden die Oozyten für 10 min bei 20°C, in einer 1 mM 
bzw. 2 mM NEM Lösung vorinkubiert. Die Kontrollen wurden bei gleichen Bedingungen in 1x Na+-
Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss an die Vorinkubation, wurden die Oozyten in 1 mM L-
[3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 � Ci/� l) inkubiert. Nach 15 min bei 20°C wurden die 
Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, einzeln in Szintillations-Reaktionsgefäße 
überführt, in 2% SDS lysiert und anschließend mit Szintillationsflüssigkeit versetzt. Die von jeder 
einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde durch einen Flüssigkeitsszintillationszähler 
gemessen und diente als Grundlage zur Berechnung der aufgenommenen Argininmenge pro 
Zeiteinheit. Dargestellt sind die gemittelten Einzelwerte der untersuchten Oozyten eines Versuchs. Es 
wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante und Hemmstoffkonzentration untersucht 
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Inkubationsmedien durchgeführt, deren pH bei 6,8 lag. Die bei -20°C gelagerte NEM-

Stocklösung wurde nicht häufiger als 3 mal aufgetaut, da sich NEM nur eine begrenzte Zeit bei 

Temperaturen über 4°C stabil zeigte.  

 

 

4.2 Herstellung der hCAT-2A-Einzelmutanten  

Ziel der Arbeit war die Untersuchung 6 kritischer Cysteinreste des Transporterproteins hCAT-

2A, die als Wirkort für den Hemmstoffe N-Ethylmaleimid infrage kamen. Diese 6 Cysteinreste 

sind in allen Vertretern der CAT- Familie konserviert. Hierzu sollten Transportstudien mit 

hCAT-2A-Proteinen durchgeführt werden, bei denen jeweils einer der kritischen Cysteinreste 

mutiert worden war.  Eine Elimination der Cysteine hätte jedoch eine grundsätzliche, 

unerwünschte Änderung der Primärstruktur des Proteins bedeutet, weshalb die Cysteinreste 

jeweils durch einen Alaninrest substituiert wurden. In Abbildung 10 sind alle 6 erzeugten 

Einzelmutanten schematisch dargestellt.  

 

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung der erzeugten Einzelmutanten. Die Lage der jeweiligen   
Mutation ist gelb markiert. Die erzeugten hCAT-2A-Mutanten wurden systematisch mit dem 
Namenszusatz „…/CxA“ gekennzeichnet, wobei x die Position des Cysteinrestes angibt, der durch 
Alanin ersetzt wurde. 

 

 

Die zur Erstellung der Einzelmutanten verwendete Methode erwies sich als effektiv. Tabelle 7 

zeigt die Anzahl der nach dem Mutageneseprotokoll (s. 3.3.1) erstellten und zur Sequenzierung 
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gegebenen Klone, sowie die Anzahl der sequenzierten Klone, bei denen die Mutation 

erfolgreich implementiert war. 

 

Tabelle 7: Sequenzierungsergebnisse der hCAT-2A-Einzelmutanten.  
Name der 

Einzelmutante 
Anzahl der 

sequenzierten Klone 
Anzahl der sequenzierten Klone, die die 

entsprechende Mutation aufwiesen 
hCAT-2A/C33A 2 2 
hCAT-2A/C264A 1 1 
hCAT-2A/C273A 1 1 
hCAT-2A/C299A 1 1 
hCAT-2A/C347A 2 1 
hCAT-2A/C427A 2 2 

 

Die 6 Einzelmutanten dienten als Grundlage zur Erstellung von mehrfach mutierten 

Transporterproteinen. Die erzeugten hCAT-2A-Mutanten wurden systematisch mit dem 

Namenszusatz „…/CxA“ gekennzeichnet, wobei x die Position des Cysteinrestes angibt, der 

durch Alanin ersetzt wurde. Analog dazu wurden mehrfachmutierte Konstrukte, durch den 

Zusatz „…/Cx+yA“ benannt. 
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4.3 Herstellung der hCAT-2A-Mehrfachmutanten  

Die Anordnung der eliminierten Cysteinreste in den erzeugten Mehrfachmutanten konnte nicht 

frei bestimmt werden. Aufgrund des Verfahrens, die Mehrfachmutanten durch die Ligation von 

Fragmenten der Einzelmutanten zu erzeugen, wurden die Kombinationsmöglichkeiten durch 

die Lage der Restriktionsschnittstellen limitiert. Die in Abbildung 11 dargestellten 

Ligationsprodukte zeigen die in dieser Arbeit verwendeten Kombinationen der Einzelmutanten. 

 

 

hCAT-2A/C33+299A 

 

hCAT-2A/C347+427A 

 

hCAT-2A/C33+299+347+427A 

Abbildung 11: Mehrfachmutanten von hCAT-2A. Gezeigt sind die hergestellten 
Ligationsprodukte. Die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme die zur Erzeugung der 
dargestellten Mutanten verwendet wurden sind schwarz, die Position der mutierten Bereiche gelb 
gekennzeichnet. Durch parallel ausgeführte, flankierende Restriktionsschnitte, wurde ein Mutation 
tragengendes Fragment aus einem Plasmid  entnommen, um an homologer Stelle in einem zweiten 
Plasmid das identisch große, aber keine Mutation tragende, Fragment zu ersetzen. Die 
Plasmidfragmente der beiden, jeweils verwendeten Mutanten sind farblich unterschliedlich 
dargestellt.  
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4.4 Transportversuche nach Expression der hCAT-2A-Einzelmutanten in Oozyten     von 

Xenopus l. 

Nach zweitägiger Expression wurden mit den hCAT-2A-Einzelmutanten Transportstudien 

durchgeführt, die Aufschluss über die Transportaktivität des jeweiligen Transporters liefern 

sollten. Dabei zeigten sich für die Einzelmutanten unterschiedliche Transportaktivitäten.  
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Abbildung 12: Transportaktivität der Einzelmutanten . Für die Expression der Einzelmutanten 
wurde je Oozyte 17,5 ng RNA injiziert. Nach zweitägiger Expression wurden die Oozyten für 15 min in 
einem 1 mM L-[3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 � Ci/� l) inkubiert. Danach wurden die 
Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, einzeln in Szintillations-Reaktionsgefäße 
überführt und in 2% SDS lysiert. Die von jeder einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde 
durch einen Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen und diente als Grundlage zur Berechnung der 
aufgenommenen Argininmenge pro Zeiteinheit. Dargestellt sind die gemittelten Einzelwerte, der 
untersuchten Oozyten eines Versuchs (n = 5-8 Oozyten / Transportermutante). 

 

hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C427A zeigten eine deutlich reduzierte, hCAT-2A/C264A eine 

gesteigerte Transportaktivität gegenüber der des Wildtyps. Die Transporter  hCAT-2A/C273A, 

hCAT-2A/C299A und hCAT-2A/C347A zeigten keine erhebliche Abweichung ihrer 

Transportaktivität gegenüber dem hCAT-2A-Wildtyp. 

Die Einzelmutante hCAT-2A/C33A zeigte gegenüber dem Wildtyp eine ca. 63 % niedrigere 

Transportaktivität. Ebenso wurde für hCAT-2A/C427A eine Reduktion der Transportaktivität 

um etwa 50 % ermittelt. Für hCAT-2A/C264A ergab sich eine Transportaktivität, die etwa 135 

% des Wildtyps entsprach.  
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4.5 Western-Blot-Analysen belegen eine gleichmäßige Expression der Einzelmutanten  

Die Parallel zu den Aufnahmestudien durchgeführten Western-Blot-Analysen der Zelllysate 

belegen eine gleichmäßige Expression der Transporterproteine in den Oozyten. Durch einen 

Vergleich der erhaltenen Banden für die hCAT-2A-Einzelmutanten mit den als Ladekontrollen 

zusätzlich untersuchten � -Tubulinbanden ergeben sich nahezu einheitlich exprimierte 

Proteinmengen.  

Eine Korrelation zwischen der Menge an exprimiertem Protein pro Zelle und der jeweiligen 

mutationsspezifischen Transporteraktivität, kann jedoch nur durch eine statistische Auswertung 

von mehreren densiometrischen Messungen unterschiedlicher Western-Blot-Analysen 

vorgenommen werden. Diese Untersuchungen konnten im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit 

nicht durchgeführt werden.  

 

 

 
kDa     M       WT      C33A    C264A    C273A    C299A   C347A  C427A       OJ 

Abbildung 13: Nachweis der erfolgreichen Expression von hCAT-2A Einfachmutanten aus Zelllysaten von 
Xenopus-Oozyten durch Western-Blot-Analysen. Mit „OJ“ (ohne Injektion) sind unbehandelte Oozyten, die als 
Kontrollen mitgeführt wurden, gekennzeichnet. Der blaue Pfeil zeigt die Position der hCAT2A-Mutanten an, der 
rote Pfeil markiert die Lage der � - Tubulinbanden.  
Nach zweitägiger Expression wurden die Oozyten zweimal in eiskaltem  Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, 
jeweils zu 5er Gruppen in einem Gemisch aus 100 � l RIPA-Puffer und 3 � l Proteinaseinhibitorlösung bei 4°C 
lysiert und im Anschluss daran zentrifugiert. Der die Proteine enthaltende Überstand wurde vorsichtig abgehoben 
und  1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer gemischt. Je 25� l je Spur und Mutante wurden auf ein 10 % SDS-Gel 
aufgetragen und bei 100 V aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran 
geblottet und die Membran mit den  primären (anti-hCAT-2A) und sekundären (anti-Kaninchen) Antikörpern 
inkubiert. Die Detektion der auf den Membranen gebundenen Proteine wurde durch zweiminütige Inkubation der 
Membran mit einem Chemilumineszenzsubstrat eingeleitet. Durch Belichtung eines Röntgenfilms wurden die den 
Proteinbanden entsprechenden Signale sichtbar gemacht. Die Detektion der � -Tubulin-Banden erfolgte analog mit 
den entsprechenden primären (anti-� -Tubulin) und sekundären (anti-Maus) Antikörpern, nachdem die 
Nitrozellulosemembran von den zuvor aufgetragenen hCAT-2A-Antikörpern gereinigt worden war. 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

53 

4.6 Vergleich der Transportkinetik von hCAT-2A/C33A, hCAT-2A/C264A und Wildtyp 

Aufgrund der sich am meisten voneinander unterscheidenden Aktivitäten, die für hCAT-

2A/C33A und hCAT-2A/C264A ermittelt worden waren, wurde die Transportkinetik dieser 

Einzelmutanten bestimmt und mit der des Wildtyps verglichen. Die ermittelten Werte für die 

Substratkonzentration bei halbmaximale Transportaktivität (KM) und maximaler 

Transportaktivität (Vmax) zeigen eine sich deutlich voneinander unterscheidende 

Transportkinetik.  

 

 
Abbildung 14: Vergleich der Transportkinetik von 
hCAT-2A/C33A, hCAT-2A/C264A und dem 
hCAT-2A/ WT (Wildtyp). 
Nach zweitägiger Expression wurden die Oozyten 
zweimal in eiskaltem  Na+-Aufnahmepuffer 
gewaschen . Es wurden je 7 - 10 Xenopus-Oozyten in 
ein Reaktionsgefäß überführt und für 1h bei 16°C, 
einer Na+-Aufnahmepufferlösung äquilibriert, die 
Arginin der Konzentration(en) 0.01 mM (0.03 mM, 
0.1 mM, 0.3 mM, 1.0 mM, 3.0 mM und   10.0 mM)  
enthielt. Anschließend wurden die Oozyten in ein 
Reaktionsgefäß überführt und für 15 min bei 20°C, in 
[3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 � Ci/� l) 
inkubiert, wobei die jeweilige Argininkonzentration 
der bereits zur Äquilibrierung gewählten entsprach. 

Nach der Inkubation wurden die Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, die Arginin der 
entsprechenden Konzentration(en) 0.01 mM (0.03 mM, 0.1 mM, 0.3 mM, 1.0 mM, 3.0 mM und 10.0 mM)  
enthielt, einzeln in Szintillations-Reaktionsgefäße überführt und für 10 min in 2% SDS lysiert. Die von jeder 
einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde durch einen Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen und 
diente als Grundlage zur Berechnung der aufgenommenen Argininmenge por Zeiteinheit.  

 

Die Substratkonzentration die erforderlich war, um eine halbmaximale Sättigung der jeweiligen 

Transporter zu erreichen, lag für den hCAT-2A-Wildtyp bei 2,16 mM, für hCAT-2A/C33A bei 

0,73 mM und für hCAT-2A/C264A bei 3,97 mM. Damit zeigt hCAT-2A-C33A die größte 

Substrataffinität bei der geringsten gemessenen maximalen Transportgeschwindigkeit, 

wohingegen die geringste Substrataffinität und höchste maximale Transportgeschwindigkeit 

der drei untersuchten Transporter für die Einzelmutante hCAT-2A-C264A gemessen wurde. 
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4.7 Alle Einzelmutanten zeigen eine Hemmung durch NEM 

Bei Transportversuchen mit Oozyten, in denen die mutierten Transporterproteine exprimiert 

wurden, zeigten alle Einzelmutanten eine Sensitivität gegenüber dem Hemmstoff NEM. 

Weiterhin war die vollständige Hemmung der Transportaktivität abhängig von der NEM-

Konzentration.  

Dabei ergaben sich für alle Transporterproteine charakteristische, von der NEM-Konzentration 

abhängige Transportaktivitäten. Wurden die hCAT-2A-Einzelmutanten einer NEM-

Konzentration von 0,2 mM ausgesetzt sank die Transportaktivität bei fast allen 

Transporterproteinen um 30-45 % der Kontrolle. Wurde 0,5 mM NEM verwendet, zeigte sich 

eine weitere Abnahme der Transportaktivität, auf etwa 5-15 % der Kontrollaktivität. Eine 

nahezu vollständige Hemmung der Transportaktivität wurde mit einer NEM-Konzentration von 

1 mM erreicht.  
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Abbildung 15: Vergleich der Transportaktivität der hCAT-2A-Einzelmutanten unter der 
Einwirkung von NEM.  Für die Expression der Einzelmutanten wurde je Oozyte 17,5 ng RNA 
injiziert. Nach zweitägiger Expression wurden die Oozyten für 10 min bei 20°C, in einer 0,2 mM, 0,5 
mM oder 1 mM NEM- Lösung vorinkubiert. Die Kontrollen wurden bei gleichen Bedingungen in 1x 
Na+-Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss wurden die Oozyten für 15 min in einem 1 mM L-
[3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 � Ci/� l) inkubiert. Danach wurden die Oozyten 5 mal in 
eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, einzeln in Szintillations-Reaktionsgefäße überführt und in 
2% SDS lysiert. Die von jeder einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde durch einen 
Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen und diente als Grundlage zur Berechnung der 
aufgenommenen Argininmenge pro Zeiteinheit. Dargestellt sind die gemittelten Einzelwerte von 
insgesamt drei Experimenten. Bei jedem Experiment wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante und 
Hemmstoffkonzentration untersucht. 

 

Zwei der Einzelmutanten, hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C273A, zeigten eine hiervon 

abweichende Hemmung durch NEM. Mit einer NEM-Konzentration von 0,2 mM konnte bei 

hCAT-2A/C33A keine Inhibition der Transportaktivität festgestellt werden, außerdem reagierte 

die Einzelmutante mit einer Hemmung der Transportaktivität um 67%, deutlich weniger 

sensitiv auf eine 0,5 mM Hemmstoffkonzentration als alle anderen hCAT-2A-Einzelmutanten. 

Wurde hCAT-2A/C33A einer NEM Konzentration von 1 mM ausgesetzt, wurde jedoch auch 

dieses Transporterprotein vollständig gehemmt.  
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Bei einer NEM-Konzentration von 0,2 mM konnte für hCAT-2A/C273A eine dem Wildtyp 

entsprechende Inhibition der Transportaktivität von 30% festgestellt werden. Die 

Transportermutante reagiert mit einer Hemmung der Transportaktivität um 74% weniger 

sensitiv auf eine 0,5 mM Hemmstoffkonzentration als alle anderen hCAT-2A-Einzelmutanten 

(ausgenommen hCAT-2A/C33A). Die Einzelmutante hCAT-2A/C273A zeigte jedoch auch bei 

einer Inkubation in der 1 mM NEM-Lösung keine vollständige Transporterhemmung. Hier 

konnte immer noch eine Transportaktivität von 17% der Kontrolle gemessen werden. 
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Abbildung 16: Ein prozentuale Vergleich der Transportaktivitäten unter dem Einfluss von 
NEM. Die Transportaktivität unter Einwirkung von NEM ist für jede Einzelmutante in Prozent der 
jeweiligen Kontrolle dargestellt. Grundlage bilden die Ergebnisse, der bereits unter  Abbildung 15 
beschriebenen Transportsstudien. 
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4.8 Transportversuche nach Expression der hCAT-2A-Mehrfachmutanten in Oozyten 

von Xenopus l. 

Nachdem die Untersuchung der Einzelmutanten ergab, dass eine Transporterhemmung durch 

NEM nicht aufgrund eines bestimmten Cysteinrestes vermittelt wird, wurden 

Mehrfachmutanten des Transporter erzeugt, um überprüfen zu können ob die Hemmung des 

Transporters an mehreren Cysteinresten erfolgen kann. Weiterhin war von Interesse, in wieweit 

das Fehlen mehrerer Cysteinreste die Transporteraktivität der mutierten Proteine beeinflusste. 

Bei einer Expression der mutierten Transporterproteine in Oozyten von Xenopus laevis mit 

anschließenden Transportversuchen zeigten sich für die Mehrfachmutanten unterschiedliche 

Transportaktivitäten.  
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Abbildung 17: Transportaktivität der Mehrfachmutant en. Für die Expression der 
Mehrfachmutanten wurde je Oozyte 17,5 ng RNA injiziert. Nach zweitägiger Expression wurden 
jeweils  7 - 10 Oozyten für 15 min in einem 1 mM L-[3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivität 10 
� Ci/� l) inkubiert. Danach wurden die Oozyten 5 mal in eiskaltem Na+-Aufnahmepuffer gewaschen, 
einzeln in Szintillations-Reaktionsgefäße überführt und in 2% SDS lysiert. Die von jeder einzelnen 
Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde durch einen Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen und 
diente als Grundlage zur Berechnung der aufgenommenen Argininmenge pro Zeiteinheit. Dargestellt 
sind die gemittelten Einzelwerte der untersuchten Oozyten von vier Experimenten. Bei jedem 
Experiment wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante untersucht. 

 

Die Transporterproteine zeigten gegenüber dem Wildtyp eine deutliche Reduktion der 

Transportaktivität um 70% für hCAT-2A/C33+299A und 97 % für hCAT-

2A/C33+299+347+427A.  Die ermittelte Transportaktivität für hCAT-2A/C347+427A lag um 

etwa 40% unter der des Wildtyps. Die Transportaktivitäten von hCAT-2A/C33+299A und der 

Einzelmutante hCAT-2A/C33A lagen nahezu auf dem gleichen Niveau. Einen ähnlichen Effekt 

konnte man beim Vergleich der Transportaktivitäten für hCAT-2A/C347+427A und der 

Einzelmutante hCAT-2A/C427A beobachten. 
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4.9 Western-Blot-Analysen belegen eine Expression der Mehrfachmutanten in Oozyten 

Die ebenfalls parallel zu den Aufnahmestudien durchgeführten Western-Blot-Analysen der 

Zelllysate belegen eine gleichmäßige Expression der Mehrfachmutanten in den Oozyten. Der 

Vergleich der erhaltenen Banden für die hCAT-2A-Mehrfachmutanten mit den als 

Ladekontrollen zusätzlich untersuchten � -Tubulinbanden, ergaben vergleichbar exprimierte 

Proteinmengen.  

Eine Korrelation zwischen der Menge an expremiertem Protein pro Zelle und der jeweiligen 

mutationsspezifischen Transporteraktivität kann jedoch auch hierbei nur durch eine statistische 

Auswertung von mehreren densiometrischen Messungen unterschiedlicher Western-Blot-

Analysen vorgenommen werden. Diese Untersuchungen konnten im zeitlichen Rahmen dieser 

Arbeit nicht durchgeführt werden. 

 

Abbildung 18: Nachweis der erfolgreichen Expression 
von hCAT-2A-Mehrfachmutanten aus Zelllysaten von 
Xenopus-Oozyten durch Western-Blot-Analysen.  
1a: “WT“; 1b: “C33+299+347+427A“; 1c: “C33+299A“;                    
1d: “C347+427A“; 1e: Oozyten, in die keine RNA injiziert 
wurde und als Kontrollen mitgeführt wurden. 
Der blaue Pfeil zeigt die Position der hCAT-2A-Mutanten 
an, der rote Pfeil markiert die Lage der � -Tubulinbanden. 
Das Protokoll der Western-Blot-Analyse ist identisch zu 
dem in Abbildung 13 beschriebenen. 
 

 

 

 

Um zu überprüfen, ob die eingeführten Mutationen den Einbau der Transporterproteine in die 

Cytoplasmamembran beeinflusste, wurden die Zelloberflächenproteine von Xenopus-Oozyten  

untersucht. Aufgrund der biochemischen Eigenschaften von N-Hydroxysulfosuccinimid-Biotin 

(s. 3.7.3) wurden gezielt membranständige Oberflächenproteine biotinyliert und durch eine 

anschließende Kopplung an immobilisiertes Avidin von intrazellulären Proteinen getrennt.  

Die Western-Blot-Analyse der vom Lysat getrennten Oberflächenproteine ergab, dass die in 

Xenopus-Oozyten exprimierten Mehrfachmutanten in der Cytoplasmamembran in 

vergleichbaren Proteinmengen verankert waren. Die Intensität der einzelnen Proteinbanden 

zeigten jedoch leichte Unterschiede. Eine statistische Auswertung von mehreren 

densiometrischen Messungen unterschiedlicher Western-Blot-Analysen konnte jedoch auch 

hier nicht vorgenommen werden.  

Das Ausbleiben der Tubulinbande belegt eine erfolgreiche Trennung der Oberflächenproteine 

von den im Lysat enthaltenen, intrazellulären Proteinen (s. Abbildung 19), jedoch lässt das 

 

  
[kDa]   M      1a         1b        1c        1d        1e 
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Fehlen einer Ladekontrolle keinen aussagekräftigen Vergleich der Bandenintensität 

untereinander zu. 

 

Abbildung 19: Nachweis der hCAT-2A-Mehrfach-
mutanten in der Zelloberfläche von Xenopus-Oozyten.  
2a: “WT“;     2b: “C33+299+347+427A“; 2c: “C33+299A“;                    
2d: “C347+427A“  2e : Oozyten, die als Blindproben 
mitgeführt wurden. Der blaue Pfeil zeigt die Position der 
hCAT-2A-Mutanten an, der rote Pfeil die Position einer 
potentiellen � -Tubulin-Bande. 
Nach einer zweitägigen Expression der Mehrfachmutanten 
wurden die Oozyten 2 mal eiskaltem PBSmod-Puffer 
gewaschen und jeweils zu 10er Gruppen für 30 min in 
Biotinlösung unter leichtem taumeln bei 4°C inkubieren. 
Anschließend wurden die Oozyten für 10 min in eiskalte 
Stopplösung überführt und dann 4 mal in PBSmod+CM-
Puffer gewaschen. Die Oozyten wurden über einen 

Inkubationszeitraum von 30 min mehrfach in 4°C kalten Lysis-Puffer aufgewirbelt und zentrifugiert. Ein Gemisch 
aus biotinylierten, ehemals membranständigen und aus dem Zellinneren stammenden, nicht biotinylierten, 
überexpremierten Proteinen war im Überstand enthalten und wurde vorsichtig abgehoben. 50 � l sorgfältig 
homogenisierter Avidinemulsion wurden aliquotiert und für 3 min bei 5000 rpm zentrifugert, deren Überstande 
verworfen. Jeweils 150 � l des Oozytenlysats wurden zu einem dieser Avidin-Aliquot-Sedimente gegeben und für 
12-14 h unter beständigem taumeln bei 4°C inkubiert. Um die an den Avidinkomplex gekoppelten, biotinylierten 
Proteine zu isolieren, wurden die Lysate für 20 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Dadurch konnten die im 
Überstand enthaltenen, nicht an Avidin gekoppelten Proteine verworfen werden. Das zurückbleibende Sediment 
wurde 3 mal mit 750 µl eiskaltem W1-Puffer und abschließend 1 mal mit 750 µl eiskaltem W2-Puffer gewaschen, 
wobei nach jedem Waschschritt 20 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert und die Überstände verworfen 
wurden. So aufgereinigtes Sediment wurde in 30 µl Ladepuffer aufgenommen und nach einer Inkubation von 15 
min bei 37°C im Wasserbad für 1 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Vom Überstand wurden je 25� l pro Spur (und 
Mutante) auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und bei 100 V aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf 
eine Nitrozellulosemembran geblottet und die Membran mit den primären (anti-hCAT-2A) und sekundären (anti-
Kaninchen) Antikörpern inkubiert. Die Detektion der auf den Membranen gebundenen Proteine, wurde durch 
zweiminütige Inkubation der Membran mit einem Chemilumineszenzsubstrat eingeleitet. Durch Belichtung eines 
Röntgenfilms wurden die den Proteinbanden entsprechenden Signale sichtbar gemacht. Die Detektion der � -
Tubulin-Banden erfolgte analog mit den entsprechenden primären (anti-� -Tubulin) und sekundären (anti-Maus) 
Antikörpern, nachdem die Nitrozellulosemembran von den zuvor aufgetragenen hCAT-2A-Antikörpern gereinigt 
worden war. 
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4.10 Alle Mehrfachmutanten zeigen eine Hemmung durch NEM 

Bei Transportversuchen mit Oozyten, in denen die mehrfach mutierten Transporterproteine 

exprimiert wurden, zeigten alle Mutanten eine Sensitivität gegenüber dem Hemmstoff NEM. 

Bei einer NEM-Konzentration von 0,2 mM konnte für hCAT-2A/C347+427A eine Inhibition 

der Transportaktivität von 25% festgestellt werden. Die Transportermutante reagiert mit einer 

Hemmung der Transportaktivität um 82%, ähnlich auf eine 0,5 mM Hemmstoffkonzentration 

wie  der hCAT-2A-Wildtyp. Wurde hCAT-2A/C347+427A einer NEM Konzentration von     1 

mM ausgesetzt, wurde auch dieses Transporterprotein nahezu vollständig gehemmt. 
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Abbildung 20: Vergleich der Transportaktivität der hCAT-2A-Mehrfachmutanten unter der 
Einwirkung von NEM.  Dargestellt sind die gemittelten Einzelwerte der untersuchten Oozyten von 
vier Experimenten. Bei jedem Experiment wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante und 
Hemmstoffkonzentration untersucht. Der Versuchsaufbau  ist identisch zu den in Abbildung 15 
beschriebenen Parametern. 
 
 

Eine besonderer Effekt bezüglich der Hemmung durch NEM, konnte bei den Oozyten 

beobachtet werden, in denen die Transporter hCAT-2A/C33+299A und                          hCAT-

2A/C33+399+347+427A exprimiert waren. Wie die Einzelmutante hCAT-2A/C33A waren die 

Doppel- und Vierfachmutante bei denen C33 mutiert worden war, mit 0,2 mM NEM nicht zu 

hemmen. Die Vierfachmutante, hCAT-2A/C33+399+347+427A, wies sogar eine leicht erhöhte 

Transportaktivität auf. Die höheren NEM-Konzentrationen bewirkten wie bei allen anderen 

getesteten hCAT-2A-Mutanten eine reduzierte bzw. vollständig gehemmte Transportaktivität. 

Bei 0,5 mM NEM sanken die Transportaktivität für hCAT-2A/C33+399+347+427A auf etwa 

40% und für hCAT-2A/C33+299A auf etwa 66% der jeweiligen Kontrolle.  

Wurde hCAT-2A/C33+399+347+427A und hCAT-2A/C33+299A einer NEM Konzentration 

von 1 mM ausgesetzt, wurden auch diese Transporterprotein nahezu vollständig gehemmt. 
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Abbildung 21: Ein prozentuale Vergleich der Transportaktivitäten unter dem Einfluss von 
NEM. Die Transportaktivität unter Einwirkung von NEM ist für jede Mehrfachmutante in Prozent der 
jeweiligen Kontrolle dargestellt. Grundlage bilden die Ergebnisse, der bereits unter  Abbildung 20 
beschriebenen Transportsstudien. 
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5. Diskussion 

 
Bei einem Vergleich der Aminosäuresequenz von CAT-2A mit den anderen Vertretern der 

CAT-Familie (CAT-1 und CAT-3, sowie der Isoform CAT-2B) ergibt sich eine Identität von       

53-58 % (ROTMANN, 2003). Die drei letztgenannten CAT-Vertreter weisen 

Transporteigenschaften des so genannten y+-Systems auf. Für dieses Transportsystem wurde 

in Erythrozyten eine Hemmbarkeit durch NEM beschrieben (DEVES et al., 1993). In 

Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die isolierten Transporter hCAT-1, 

hCAT-3 und hCAT-2A (dieser Transporter zeigt kein System-y+-Verhalten) durch das 

Sulfhydryl-Reagenz, NEM gehemmt werden.  

Um die Cysteinreste zu identifizieren, die für die Hemmung durch NEM verantwortlich sein 

könnten, wurden die Aminosäuresequenzen dieser CATs verglichen. Dabei wurden 6 

Cysteinreste gefunden, die in allen oben beschriebenen Transportern konserviert sind. Ein 

weiterer, siebter Cysteinrest (s. Abbildung 1, C85) ist ebenfalls in allen CATs konserviert. 

Durch einen Aminosäuresequenzvergleich zeigte sich, dass dieser auch in y+LAT1 

konserviert ist. Transportstudien mit dem, in Oozyten von Xenopus laevis exprimierten, 

Transporter ergaben, dass sich y+LAT1 nicht durch NEM hemmen lässt (s. Abbildung 9), 

weshalb C85 nicht als möglicher, kritischer Cysteinrest angesehen wurde.  

 

Um die mit den jeweiligen Cysteinresten verknüpften Eigenschaften des Transporters 

ermitteln zu können, wurde mit einem Ausschlussverfahren gearbeitet. Im einzelnen 

bedeutete dies eine sukzessive, systematische Elimination der konservierten (und damit als 

kritisch zu erachtenden) Cysteinreste aus der Aminosäuresequenz des zu untersuchenden 

Transporterproteins. Durch diese Vorgehensweise sollte eine Mutante gefunden werden, die 

sich unempfindlich gegenüber dem Sulfhydryl-Reagenz NEM zeigte. 

 

Der kationische Aminosäuretransporter hCAT-2A weist die geringste Anzahl an 

Cysteinresten in seiner Aminosäuresequenz auf, somit zeigte sich dieses  Transporterprotein 

als geeignetes Versuchsobjekt, um den Cysteinrest zu eruieren, der die Hemmbarkeit aller 

genannten CAT-Proteine durch NEM vermittelt.  
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5.1 Diskussion unterschiedlicher Transporteigenschaften der hCAT-2A-Einzelmutanten 

 

Im ersten Schritt wurden 6 Einzelmutanten von hCAT-2A hergestellt, in denen jeweils einer 

der 6 (potenziell kritischen) Cysteinreste durch einen Alaninrest ersetzt wurde. Diese 

Transportermutanten wurden in Oozyten von Xenopus laevis exprimiert und hinsichtlich ihrer 

Transporteigenschaften untersucht, wobei speziell die Hemmbarkeit der Transportaktivität 

durch NEM von Interesse war. 

 

Bei der Expression der Transportermutanten in Oozyten mit anschließenden 

Transportversuchen waren für einige Einzelmutanten auffällige Unterschiede hinsichtlich 

ihrer Transportaktivität zu beobachten. Die Einzelmutante hCAT-2A/C33A zeigte gegenüber 

dem Wildtyp eine ca. 63 % niedrigere Transportaktivität, für hCAT-2A/C264A wurde eine 

Transportaktivität ermittelt, die etwa 135 % des Wildtyps entsprach. Die statistische 

Auswertung anschließender Transportstudien ergab sogar eine Transportaktivität, die 167% 

des Wildtyps entsprach (Transportaktivitäten der Kontrollen, Abbildung 15).  

Aufgrund der durchgeführten Western-Blot-Analysen wurde belegt, dass die mutierten 

Transporterproteine nicht in erheblich unterschiedlichen Mengen exprimiert wurden. 

Untersuchungen der Transportkinetik für hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C264A bestätigten 

eine, sich deutlich voneinander unterscheidende Transportaktivität (Abbildung 14). Die 

Unterschiede zeigten sich vor allem bei hohen Substratkonzentrationen, da hier die Effekte 

der veränderten Transporteigenschaften (apparenter Affinität und Transportgeschwindigkeit) 

beider CAT-Mutanten besonders stark ausgeprägt sind. So zeigt hCAT-2A/C33A die größte 

apparente Substrataffinität bei der geringsten Transportgeschwindigkeit, wohingegen die 

geringste apparente Substrataffinität der untersuchten Transporter, für die Einzelmutante 

hCAT-2A/C264A berechnet wurde. Dabei wurde für hCAT-2A/C264A die höchste 

Transportgeschwindigkeit bestimmt.  

Die beobachteten, für die beiden Einzelmutanten charakteristischen Transportereigenschaften 

wurden also durch die Substitution der Cysteinreste mit Alanin hervorgerufen. Die bis jetzt 

erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die verringerten bzw. gesteigerten 

Transportaktivitäten dieser beiden hCAT-2A-Mutanten nicht auf Effekten beruhen, die bei der 

Expression (respektive Prozessierung) der Proteine auftreten. Die ermittelten 

Transportaktivitäten können demnach als ein Maß für die (Rest-)Funktionalität der mutierten 

Proteine betrachtet werden.  

 

Im speziellen Fall der Einzelmutante hCAT-2A/C33A war das beobachtete Ergebnis, bedingt 

durch die Lage der Mutation nahe des N-Terminus, besonders überraschend. Untersuchungen 
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von mCAT-1 hatten ergeben, dass die Deletion eines 31 AS großen N-terminalen Segments 

(AS 3-34) zwar eine verminderte Expression des Transporters in der Cytoplasmamembran 

verursachte, dessen Funktion (als Virusrezeptor) jedoch weiterhin erhalten blieb (OU und 

SILVER, 2003). Der deletierte Abschnitt erstreckte sich über den auch in mCAT-1 

konservierten und in hCAT-2A/C33A untersuchten Cysteinrest C33. Jedoch ergaben die 

Untersuchungen von hCAT-2A/C33A in dieser Arbeit, dass sich ein Fehlen des Cysteinrestes 

erheblich auf die Funktion des Transporters auswirkt.  

Um diese beiden widersprüchlich anmutenden Ergebnisse in Relation zueinander setzen zu 

können, sollte die Expression der Einzelmutante hCAT-2A/C33A in der 

Cytoplasmamembran, durch Western-Blot-Analysen genauer überprüft werden. Die dafür 

notwendigen Analysen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt werden. Ein 

weitere Ursache des oben beschriebenen Effektes könnten die unterschiedlichen 

Expressionssysteme darstellen. Es zeigten sich bei der Expression der oben beschriebenen 

mCAT-1-Mutante in verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der 

Lokalisation der exprimierten Transporter (OU und SILVER, 2003). So kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass das in dieser Arbeit gewählte Expressionssystem einen Einfluss 

auf posttranslationale Prozesse nimmt und so zu einer korrekten Lokalisation der hCAT-

2A/C33A-Mutante in der Cytoplasmamembran führt, die möglicherweise in einem anderen 

Expressionssystem ausbleiben würde. 

Weiterhin kann die Untersuchung einer m- bzw. hCAT-1/C33A-Mutante Aufschlüsse darüber 

liefern, ob mit der Konservierung dieses Cysteinrestes in den CATs auch dessen Funktion 

erhalten geblieben ist. Es ist denkbar, dass es sich hierbei um spezifische Eigenschaften der 

Isoformen handelt, die unabhängig von den konservierten Cysteinresten zu betrachten sind. 

 

Eine weitere Einzelmutante, hCAT-2A/C427A, zeigte eine um etwa 50% verminderte 

Transportaktivität gegenüber dem Wildtyp. Der untersuchte Cysteinrest liegt in der 

Transmembranregion 10 (TM X)  des 14 TM-Models von hCAT-2A (s. Abbildung 1). Dieser 

Region des Transporters wurde bereits eine bedeutende Funktion beim Substrattransport 

zugesprochen (HABERMEIER et al, 2002). So bestätigt die verminderte Transportaktivität von 

hCAT-2A/C427A, dass TM X in Transportprozesse involviert sein muss. Weitere Versuche 

werden Aufschlüsse darüber erbringen, wie sich ein Fehlen dieses Cysteinrestes auf die 

Transportkinetik der Mutante auswirkt.  

 

Alle Einzelmutanten werden durch NEM in ihrer Transportaktivität gehemmt. Die Hemmung 

des Proteins hCAT-2A wird dabei offensichtlich nicht durch die Interaktion mit nur einem der 

substituierten Cysteinreste vermittelt, wenn auch für hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C273A 
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eine geringfügig verminderte Sensitivität zu beobachten war. Obwohl sich keine der 

erzeugten Enzelmutanten unempfindlich gegenüber dem Sulfhydryl-Reagenz NEM zeigte, 

konnten im Rahmen der Untersuchungen einige Effekte beobachtet werden, die zu einer 

Charakterisierung des Tranporterproteins beitragen. Die bei der Untersuchung der 

Transportermutante  hCAT2A/C33A gewonnen Erkenntnisse zeigen die große Bedeutung 

dieses Cysteinrestes für die Funktion des Transporters, die vermutlich darauf beruht, dass es 

sich bei diesem Cysteinrest um ein elementares Strukturelement des Proteins handelt. Diese 

Entdeckung ist um so mehr von Bedeutung, da der substituierte Cysteinreste in einer Region 

des Proteins lokalisiert ist, für die ein Einfluss auf die Transporteigenschaft nicht 

vorherzusehen war.  

Ebenso konnte durch die Untersuchung von hCAT-2A/C264A ein Cysteinrest ermittelt 

werden, der die Substrataffinität des Transporterproteins mitbestimmt. Die substituierten 

Cysteinreste der Einzelmutanten hCAT-2A/C264A und hCAT-2A/C427A sind beide in einer 

Transmembrandomäne ( TM VI und TM X) lokalisiert (s. Abbildung 1). Die Versuche mit 

hCAT-2A/C427A lieferten weitere Hinweise, dass es sich bei der Transmembrandomäne X 

um eine Region des Transporterproteins handeln muss, die wahrscheinlich an 

Substratbindungs- bzw. Translokationsprozesse beteiligt ist. 

 

 

5.2 Diskussion unterschiedlicher Transporteigenschaften der hCAT-2A-

Mehrfachmutanten 

Nachdem die Untersuchung der Einzelmutanten ergeben hatte, dass die Hemmbarkeit durch 

NEM nicht durch einen der substituierten Cysteinreste vermittelt wird, wurden 

Mehrfachmutanten des Transporters erzeugt, um überprüfen zu können, ob die Substitution 

mehrerer Cysteinreste die Hemmbarkeit des Transporters durch NEM beeinflusst. Weiterhin 

war von Interesse, in wieweit sich ein Fehlen mehrerer Cysteinreste auf die 

Transporteraktivität von hCAT-2A auswirkte.   

Bei einer Expression der mutierten Transporterproteine in Oozyten von Xenopus laevis mit 

anschließenden Transportversuchen, zeigten sich für die Mehrfachmutanten unterschiedliche 

Transporteraktivitäten. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Reduktion der 

Transportaktivität, die bei den zweifach mutierten Transportern hCAT-2A/C33+299A bzw. 

hCAT-2A/C347+427A gemessen wurde, jeweils nur durch eine der beiden substituierten 

Cysteinreste hervorgerufen wird. Die Transportaktivität von hCAT-2A/C33+299A wird 

wahrscheinlich durch die selbe Mutation limitiert, die auch in hCAT-2A/C33A zu einer 

Verringerung der Transportaktivität geführt hat. Derselbe Zusammenhang lässt sich auch für 

hCAT-2A/C347+427A und  der Einzelmutante hCAT-2A/C427A erkennen. 
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Dies macht es wahrscheinlich, dass die untersuchten Cysteinreste an den Positionen C299 und 

C347 offensichtliche keinen Einfluss auf die Transportaktivität des Aminosäuretransporters 

hCAT-2A haben. 

 

Die einzige erzeugte Vierfachmutante hCAT-2A/C33+299+347+427A zeigt eine massiv 

reduzierte Transportaktivität, die eine Folge der in diesem Protein vereinten Mutationen ist. 

Welche Mutation hierbei einen größeren Einfluss auf die Reduktion der Transportaktivität 

hat, lässt sich jedoch nicht mit absoluter Sicherheit benennen. Aufgrund der bei den 

Zweifachmutanten gewonnenen Erkenntnisse, ist es jedoch wahrscheinlich, dass sich die 

Abnahme der Transportaktivität der Vierfachmutante auf die beiden substituierten 

Cysteinreste C33 und C427 zurückführen lässt.  

 

Aufgrund der durchgeführten Western-Blot-Analysen wurde belegt, dass die mehrfach 

mutierten Transporterproteine in vergleichbaren Mengen exprimiert werden. Außerdem 

konnte durch die Untersuchung von Oberflächenproteinen nachgewiesen werden, dass die 

Transporterproteinmutanten in der Cytoplasmamembran lokalisiert waren. Somit scheinen die 

eingeführten Mutationen keine Störungen der Expression oder Prozessierung der 

Transporterproteine zur Folge zu haben. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

verringerten Transportaktivitäten der einzelnen hCAT-2A-Mehrfachmutanten nicht auf 

Effekten beruhen, die eine Expression der Proteine beeinflussen, sondern auf eine veränderte 

intrinsische Aktivität zurückzuführen sind.  

 

Die durchgeführten Transportstudien ergaben, dass alle untersuchten hCAT-2A-

Mehrfachmutanten durch NEM gehemmt werden konnten, dabei war die Hemmung der 

Transportaktivität abhängig von der  verwendeten NEM-Konzentration.  

Eine besonderer Effekt, bezüglich der Hemmung durch NEM, konnte bei den Oozyten 

beobachtet werden, in denen die Transporter hCAT-2A/C33+299A und                        

hCAT-2A/C33+399+347+427A exprimiert waren. Ähnlich wie die Einzelmutante hCAT-

2A/C33A, waren die entsprechenden Doppel- bzw. Vierfachmutanten bei denen C33 mutiert 

war, mit 0,2 mM NEM nicht zu hemmen. Die Vierfachmutante hCAT-

2A/C33+299+347+427A wies dabei sogar eine gesteigerte Transportaktivität auf. Die 

höheren NEM-Konzentrationen bewirkten wie bei allen anderen getesteten hCAT-2A-

Mutanten eine reduzierte bzw. vollständig gehemmte Transportaktivität. Die Steigerung der 

Transportaktivität für hCAT-2A/C33+299+347+427A bei einer 0,2 mM NEM-Konzentration 

trat in einem Bereich mit extrem niedrigen Aktivitäten auf. Dieser Umstand lässt eine 

eindeutige Interpretation dieses Effektes nicht zu. Möglicherweise kann die Untersuchung 
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einer hCAT-2A-Mutante, in der alle 6 konservierten Cysteinreste substituiert wurden, helfen 

diese Beobachtung besser einzuschätzen. Ebenso könnte die Untersuchung einer hCAT-

2A/C33-273A-Mutante Aufschlüsse darüber liefern, ob sich die Eigenschaft (einer leicht 

verringerten Sensitivität gegenüber NEM) der jeweiligen Einzelmutanten, kombinieren 

lassen. 

 

 

5.3 Abschließende Diskussion und Ausblick 

Die gewonnenen Erkenntnisse über die hCAT-2A-Mutanten können folgendermaßen gedeutet 

werden: 

Alle erzeugten Einzelmutanten zeigen weiterhin eine Transportaktivität für das Substrat L-

Arginin. Ebenso zeigten alle Mehrfachmutanten weiterhin eine Transportaktivität für L-

Arginin, jedoch wurde für die Mehrfachmutante hCAT-2A/C33+299+347+427A eine massiv 

reduzierte Transportaktivität festgestellt. 

 

Alle erzeugten Transporterproteinmutanten können weiterhin durch das Sulfhydryl-Reagenz 

NEM in ihrer Transporteraktivität gehemmt werden, jedoch zeigen Mutanten mit einem 

substituierten Cysteinrest an der Position C33 sowie C273 eine verminderte Sensitivität 

gegenüber dem Hemmstoff. Es konnte kein bestimmter, einzelner Cysteinrest identifiziert 

werden, der den inhibitorischen Effekt des Sulfhydryl-Reagenz vermittelt. Die gewonnen 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Hemmbarkeit der CATs (hCAT-1, hCAT-3 und 

hCAT-2A) nicht durch nur einen der 6 konservierten Cysteinreste bedingt wird, die im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. 

Weiterhin können die untersuchten Cysteinreste bezüglich ihrer Wichtigkeit für den Transport 

von L-Arginin kategorisiert werden. Anhand der erhaltenen Ergebnisse nehmen die 

Cysteinresten an den Positionen C273, C299 und C347 keine entscheidende Funktion für den 

Transport von L-Arginin ein, eine Untersuchung der Transportkinetik der entsprechenden 

Einzelmutanten wäre jedoch erforderlich um diese Schlussfolgerung zu bestätigen.  

Der Cysteinrest C264 ist offensichtlich in Prozesse involviert, die die Transportfunktionen des 

Proteins mitbestimmen. Es ist denkbar, dass ein Fehlen dieses Cysteinrestes eine 

Strukturänderung verursacht, die eine beschleunigte Konformationsänderung des Proteins 

während des Transportes von L-Arginin erlaubt. Die Lage des untersuchten Cysteinrestes in 

der TM VI unterstreicht die Bedeutung dieser Strukturelemente für die Transportfunktion der 

CATs. Weitere Transportstudien mit hCAT-2A/C264A bei unterschiedlichem 

Substratangebot könnten Erkenntnisse liefern, die den aufgetretenen Affinitätsverlust zu L-

Arginin erklären. 
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Die Cysteinreste C33 und C427 spielen eine entscheidende Rolle für eine effiziente Funktion 

des Transporters hCAT-2A. Das Fehlen eines oder gar beider Reste führt zu einer 

bedeutenden Abnahme der Transportaktivität, für das Substrat L-Arginin.  

 

Die vorgenommenen Untersuchungen lieferten einige interessante Ergebnisse, die durch 

weitere Versuche validiert werden sollten. So wurden sämtliche Transporterstudien dieser 

Arbeit mit dem Substrat L-Arginin durchgeführt. Die gefundenen charakteristischen 

Transporteigenschaften der Mutanten könnten jedoch bei der Verwendung anderer Substrate 

durchaus zu abweichenden Ergebnissen führen und sollten diesbezüglich untersucht werden. 

Weiterhin wurden die hCAT-2A-Mutanten ausschließlich hinsichtlich des einwärts 

gerichteten Transportes von L-Arginin untersucht, Efflux-Versuche bieten eine zusätzliche 

Möglichkeit zur Einschätzung charakteristischer Transportereigenschaften. 

 

Die sechs in dieser Arbeit untersuchten Cysteinresten gelten aufgrund ihrer Position in der 

Aminosäuresequenz der Proteine als in allen Vertretern der CATs konserviert. Es ist jedoch 

unklar, ob deren funktionelle Aufgabe gleichsam in allen CATs konserviert ist. Betrachtet 

man die widersprüchlich erscheinenden Ergebnisse bezüglich der N-terminalen Strukturen 

von mCAT-1 und der Mutation von hCAT-2A/C33A (s. 5.1), erscheint es durchaus möglich, 

dass die Konservierung eines bestimmten Aminosäurerestes in der Sequenz des Proteins nicht 

gleichbedeutend mit der Konservierung einer Eigenschaft oder gar Funktion ist. 

Vorausgesetzt, weitere WB-Analysen bestätigen den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen 

Eindruck, dass die mutierten Transporterproteine gleichmäßig exprimiert und im gleichen 

Umfang in der Cytoplasmamembran lokalisiert sind, können einzig Transporterstudien von 

analogen Mutanten der restlichen CAT-Spezies weiterführende, eindeutige Erkenntnisse 

liefern.  

Ein weiterer in allen CATs konservierter Cysteinrest, C85, stellt eine potentielle Zielstruktur 

dar, die eine Hemmbarkeit der CAT`s durch NEM vermitteln könnte. Die Untersuchung 

dieses Cysteinrestes erschien jedoch als weniger aussichtsreich, da besagter Cysteinrest auch 

in der Aminosäuresequenz von y+LAT1 an homologer Stelle zu finden ist. Wie zuvor bereits 

beschrieben und im Versuch gezeigt, lässt sich dieser Vertreter der SCL7-Familie nicht durch 

NEM hemmen. Diese Resistenz könnte auf einer konformationsbedingten Unzugänglichkeit 

des Cysteinrestes für den Hemmstoff beruhen. 

Es ist jedoch auch denkbar, dass der Cysteinrest (C85) funktionsunabhängig konserviert 

wurde. Demnach könnte hCAT-2A/C85A eine mögliche Mutante darstellen, die eine 

Resistenz gegenüber NEM aufweist.  
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6. Zusammenfassung 
 

Die Fähigkeit einer biologischen Zelle, selektiv Substanzen aufzunehmen oder abzugeben, ist 

Grundvoraussetzung für die Aufrechterhaltung eines effizienten Zellstoffwechsels. Polare oder 

hydrophile Moleküle können nur über spezifische Proteine, die in die Cytoplasmamembran 

eingelagert sind, in die Zelle transportiert werden. 

Eine Gruppe von Proteinen, die sich unter anderem durch die Fähigkeit auszeichnen, basische 

Aminosäuren in die Zellen zu transportieren, wird unter dem Namen CATs (Cationic Amino acid 

Transporter) zusammengefasst. Drei Vertreter dieser Proteinfamilie (CAT-1, CAT-2B und CAT-

3) weisen Transporteigenschaften des so genannten Systems y+ auf. Für dieses System wurde in 

Erythrozyten eine Hemmbarkeit durch eine Kurzzeitbehandlung (10 min) mit 0,2 mM NEM (N-

Ethylmaleimid) gezeigt (DEVES et al.,1993). Die Behandlung mit NEM hat in diesen Zellen 

jedoch keinen inhibitorischen Effekt auf das System y+L. Aufgrund dieser Eigenschaft wird NEM, 

ein Sulfhydryl-Reagenz, dass in Proteinen bevorzugt Cysteinreste modifiziert, häufig zur 

Diskriminierung beider Transportsysteme in Zellen verwendet. 

In unserer Arbeitsgruppe wurde erstmals die NEM-Wirkung an isolierten CAT- und y+LAT-

Isoformen untersucht. Dabei ergaben Vorversuche mit in Xenopus laevis -Oozyten exprimierten 

humanen CAT und y+LAT-Isoformen, dass alle CAT-Isoformen (einschließlich hCAT-2A, der 

kein System y+-Verhalten aufweist) durch NEM gehemmt, beide untersuchten y+LAT-Isoformen 

nicht gehemmt werden. Anhand ihrer Empfindlichkeit gegenüber NEM können CAT- und 

y+LAT-Proteine funktionell voneinander unterschieden werden. Die NEM-vermittelte Hemmung 

resultiert dabei aus einer Modifikation von Cysteinresten.  

Um solche Cysteinreste bestimmen zu können, die eine potentielle Zielstruktur für NEM in den 

CATs darstellen, wurden die Aminosäuresequenzen der hemmbaren CAT-Isoformen 

untereinander und mit den nicht hemmbaren y+LAT-Isoformen verglichen. Dabei konnten sechs, 

nur in den CAT-Isoformen konservierte, Cysteinreste identifiziert werden. Diese sechs 

Cysteinreste wurden zunächst einzeln und später in Kombination zu Alanin mutiert. 

Transportstudien der in Oozyten von Xenopus laevis exprimierten Proteinmutanten ergaben 

unterschiedliche Transportaktivitäten. Alle erzeugten Mutanten zeigten weiterhin eine 

Transportaktivität für das Substrat L-Arginin. Für die Transportermutante hCAT-2A/C264A, 

wurde eine Steigerung der Transportaktivität für das Substrat L-Arginin festgestellt, während die 

Mutanten hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C427A eine Abnahme der Transporteraktivität zeigten. 

Mehrfachmutanten, bei denen C33 und C427 substituiert wurde, wiesen eine massiv reduzierte 

Transportaktivität auf. 

Die Untersuchung der erzeugten Proteinmutanten ergab, dass die  Transporter weiterhin durch 

NEM in ihrer Transporteraktivität gehemmt werden, jedoch reagierten die beiden Mutanten 

hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C273A weniger empfindlich auf den Hemmstoff. 
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