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Einleitung

1. Einleitung

Die Fahigkeit einer biologischen Zelle, selektivbStanzen aufzunehmen oder abzugeben, ist
Grundvoraussetzung fur die Aufrechterhaltung eiefizienten Zellstoffwechsels, einem
Vorgang der als sehr dynamischer Prozess zu versish Zentrale Elemente, zur Steuerung
und Kontrolle des Zellmetabolismus, stellt dab& Giytoplasmamembran dar, die die Zelle
als Barriere umgibt. Deren selektive Permeabilitéitl dabei teilweise durch die Eigenschaft
der Doppellipidmembran erreicht, lediglich die Rages kleiner ungeladene Molekile - wie
etwa Sauerstoff oder Kohlendioxyd - und hydropholdeiekile zu erlauben. Polare oder
hydrophile Molektile kénnen diese fur sie undurchiiges physiologische Barriere, nur Uber

spezifische Transportproteine passieren, die ilCgteplasmamembran eingelagert sind.

Eines dieser spezifischen Transportproteine, déorkache Aminoséauretransporter hCAT-
2A, ist Gegenstand dieser Arbeit. hCAT-2A z&ahlt Eamilie der CATs (&tionic anino acid
transporters), einer Gruppe von Proteinen die dadanarakterisiert sind, dass sie selektiv

basische Aminoséauren durch die Cytoplasmamembaasportieren.

1.1 Allgemeiner Tell

1.1.1 Bekannte Transportmechanismen

Grundsétzlich unterscheidet man bei der Betrachtdeg Stofftransportes auf zellularer
Ebene zwischen passivem und aktivem Transport.

Von einem passiven Transport spricht man immer dammn ein Substrat durch Diffusion
seinem Konzentrationsgefalle folgt bis ein Fliesgtigewicht zwischen den betreffenden,
durch eine substratdurchlassige Membran getrenKi@mpartimenten eingetreten ist. In der
Regel findet man diesen Mechanismus fur substraifspshe Membrankanale oder Poren,
welche in der Membran durchgéangige Rohren aushildeneinen Stoffaustausch in beide
Richtungen zulassen. Solche Kanalproteine, sinisdfiprweise gesteuert, sodass sie eine
Passage ihres Substrates erst aufgrund einer Koaflensanderung ermdglichen. Diese
Konformationsanderung wird durch ein chemischesr oelektrisches Signal induziert.
Unmittelbar energieunabhéngige Transportprozessederen die Passage von polaren
Substraten in beide Richtungen erfolgen kann, ibis asin elektrochemisches Gleichgewicht

eingestellt hat, werden als ,erleichterte Diffusibezeichnet.
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Die Kanalproteine stehen sogenannten Carriern gégendie ihr Substrat auf einer Seite der
Cytoplasmamembran aufnehmen und es auf der an8eiemwieder abgeben. Dabei erfolgt
der eigentlich Transport durch die Membran, aufgr@mner Konformationsanderung des
Transportproteins, die zur Folge hat, dass dietbes&ubstratbindungsstelle eine raumliche
Lageanderung beschreibt und so das gebundene &ulsirch die Membran befordert
(CLoss, 1998). Im Gegensatz zu Kanalen zeichnet sich dari€t-vermittelte Transport
dadurch aus, dass ein Substrat unter Aufwendung Emergie auch gegen den
Konzentrationsgradienten transportiert werden kann.

Erfolgt die Bereitstellung der fir diesen physiotmipen Prozess notwendigen Energie durch
die Hydrolyse von ATP, handelt es sich um einemgriaktiven Transport. Wird durch einen
primar aktiven Transport ein elektrochemischer @maidaufgebaut und dessen Energie von
einem anderen Carrier genutzt, um Substrate gegmendKonzentrationsgefalle zu
transporieren, handelt es sich um einen sekundareakTransport. In diesem Fall, ist der
Transport groRer oder polarer Molekiile an einerradsport von Na und CI- lonen oder
den Gegentransport von K H'- und OH- lonen gekoppelt.

Der Transport von basischen Aminosauren durch €apioteine geschieht in den meisten
Fallen energieunabhangig in beide Richtungen, wdleiPassage dem elektrochemischen
Gleichgewicht folgt. Aufgrund des ublicherweise #allinneren vorherrschenden, negativen
Membranpotentials, begtinstigt die positive Laduagidcher Aminosauren deren Einstrom
(KAVENHAUGH, 1993/ N\WRATH et al., 2000).

1.1.2 Charakterisierung der Transporteigenschaftervon Carriern

Als geschwindigkeitsbestimmende Faktoren eines i€arermittelten Substrattransportes
sind die Substratkonzentration und die Dauer deteiftkonformationsdnderung zu nennen,
woraus eine Sattigungkinetik resultiert, die sicit der eines Enzyms vergleichen lasst.
Experimentell kann durch Bestimmung der MichaelisAtén Konstante () Aufschluss
Uber die Substrataffinitat eines Carriers gewonwenden. Die Ermittlung der maximalen
Transportgeschwindigkeit @\, liefert ein Mal3 fir die Zeit, die ein Tansporti@io zur
Anderung seiner Konformation und damit fir einerar&portintervall bendtigt. Dabei
verlauft ein Carrier-vermittelter Transport um gmiGroRenordnungen langsamer, als der
durch Kanale.

Carrier, die energieunabhéngig arbeiten, vermitahe erleichterte Diffusion, also einen

Vorgang der durch erreichen eines elektrochemiscBimichgewichtes limitiert wird und
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gleichzeitig in beide Richtungen erfolgen kann. B diesem Transportertyp haufig zu
beobachtendes Phanomen - die Transstimulierbark&sst eine eindeutige Differenzierung
zwischen Carrier-vermitteltem Transport und der fi&iion durch Kandle zu. Unter
Transstimulierbarkeit versteht man dabei eine Hesdigte Konformationsanderung von
Transporterproteinen, die durch steigende Subsinatntrationen auf der trans-Seite

induziert wird.

1.1.3 Physiologische Bedeutung des Carrier-vermitten Transportes basischer
Aminosauren

Die primare Aufgabe der BAS-Transporteagische Minosiure) wird klar, wenn man sich
verdeutlicht, dass Nahrstoffe - so auch basiscminésduren - selektiv tUber den
Verdauungstrakt in den Organismus geschleust werdessentielle, also nicht vom
Organismus durch de novo-Synthese zu bildende, ditife konnen dabei ausschliel3lich
Uber die Nahrung aufgenommen werden. Enthalt dierivey oben erwahnte Bestandteile
nicht in ausreichender Menge, oder kann der Orgaugsdurch einen pathologischen Defekt
selbige nicht in ausreichende Menge resorbierdrgiea schwerwiegende Erkrankungen oder
gar den Tod des betroffenen Individuums zur Folge.

Eine, flr alle Saugetiere, essentielle basischendséure ist L-Lysin. L-Lysin zahlt ebenso
wie L-Arginin zu den proteinogenen Aminosauren. tirmgene Aminosauren dienen im
Stoffwechsel als Baustein fur die Synthese vondinen. Im Gegensatz gilt L-Arginin als
semi-essentiel, da diese Aminosdure im Harnstolisykiber ein Zwischenprodukt (L-
Citrullin) aus L-Ornithin gewonnen werden kann. kn@hin kann seinerseits wiederum aus
dem nicht-essentiellen L-Prolin und L-Glutamin $ttsiert werden. Umgekehrt kann auch
L-Arginin als Ausgangsprodukt fir die Synthese v@mithin dienen. Besteht allerdings ein
Mangel, bei temporar erhohtem Bedarf fur L-Arginia.B: beim Wachstum im Kindesalter
oder grundsatzlich bei gewebe(re)generierendeneBsen - kann es zu Mangelerscheinungen
kommen, die sich in Wachstumsstérungen bzw. einerschlechterten Wundheilung
manifestieren ENKINSON et al. 1996).

Dies ist dadurch zu erklaren, dass der L-Arginisplaspiegel durch die Menge an L-Arginin
bestimmt ist, die Uiber die Nahrung resorbiert atlech die Nieren synthetisiert wurde. Uber
die de novo Synthese von L-Arginin kdnnen nur selg€kllen versorgt werden, die L-Arginin
aus L-Citrullin zu synthetisieren in der Lage sinerfliigen die Zellen eines bestimmten

Gewebes nicht Uber die erforderliche Enzymaussigttuizur L-Arginin-Synthese
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(Argininsuccinat-Synthetase und Argininosuccinattg), so muss ein Carrier-vermittelter
Transport von L-Arginin aus dem Blutplasma in d@l& erfolgen, um deren L-Argininbedarf
zu decken.

L-Arginin spielt jedoch nicht nur bei der Proteintlyese eine Rolle, sondern dient z.B. auch
als Substrat der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NGH) die die Bildung von NO aus L-
Arginin katalysieren. Als physiologische Wirkungees Stickstoffmonoxid-Radikals, sind
dabei Vasodilatation, Neurotransmission und und$isehe Immunabwehr beschrieben

worden (BRSTERMANNEt al., 1994; BRSTERMANNEL al., 1995).

BAS-Transporter sind also wichtig fur die Distrilmnt elementarer Nahrstoffe im

Saugerstoffwechsel und wirken sich indirekt auchveeitere Stoffwechselprozesse aus. Wie
weiter oben bereits erwahnt, wéare das vollstanéigielen einer Moglichkeit zur Aufnahme
essentieller basischer Aminosauren lethal - und blaits in frihesten Stadien der
Individualentwicklung.

Krankheiten die sich auf den genetischen defekt BA&-Transporter zurtickfihren lassen,
sind in den meisten Fallen durch Auftreten einerpétgminoazidurie gekennzeichnet.
Derartige Stérungen der tubuldaren Reabsorption spezifischen Aminosduren treten
beispielsweise bei der Hartnup-Krankheit, der LEkifischen_PRoteinintoleranz) und der

Cysteinurie auf.

1.1.4 Ubersicht der bisher identifizierten BAS-Trarsporter

Anhand ihrer Substratspezifitat, Regulations- unmdn$portmechanismen lassen sich die
einzelnen, bisher identifizierten Transporter flasische Aminoséuren, systematisch in
Gruppen zusammenfassen. Diese Systeme wurden =zinachand unterschiedlicher,

spezifischer Transporteraktivitaten klassifiziegtst spater wurden die einzelnen, den
entsprechenden Systemen zuzuordnenden Transpaufemolekularer Ebene identifiziert.

Die Bezeichnungen der bisher identifizierten Systemterliegen dabei keiner einheitlichen
Nomenklatur. Die Namen der Systeme leiten sichnédlr von im Rahmen ihrer Erforschung
ursprunglich gebrauchlichen Arbeitstiteln ab undébéerten sich so sukzessive in der

einschlagigen Literatur.
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System b" und b’

Die Systeme wurden in befruchteten und unbefruehté&teimzellen der Maus beschrieben.
L-Homoserin und L-Leucin fihren nicht zu einer Heamy der beiden Systeme, auch wenn
Na'-lonen im umgebenden Milieu vorhanden simgN WINKLE und QwrioNE, 1990). Die
Abwesenheit von Nalonen hat keinen Einfluss auf den Transport vorsidzdien
Aminosauren. Im Gegensatz zu den Ubrigen, hier esiaditen, Transportsystemen fur
basische Aminosauren zeigen lund b" ein praferentes Verhalten fiir eine bestimmte
basische Aminosaure. Dieser Effekt ist ausgepramgen System 8, zeigt sich jedoch bei
beiden Systemen durch eine im Vergleich zu anddrasischen Aminosauren erhohte

Affinitat zu L-Arginin.

System B*

Dieses System wurde zuerst in Mauseembryonen datfless WINKLE et al., 1988), spater
wurde die Aktivitat dieses Transportersystems ancBiunndarm und Nierentubulusepithel
nachgewiesen (MGAGNIN et al., 1992). SystenfH vermittelt einen N&lonen-unabhangigen

Transport von neutralen und basischen Aminosauren.

System B*

B°* ist in denselben Geweben nachgewiesen worden wgigt auch eine &hnliche
Substratspezifitat wie®S. Das System B' weist jedoch als einziger Vertreter - der bisher
bekannten - BAS-Transportersysteme eiri-N@en-abhangiges Transportverhalten fiir BAS
auf (VAN WINKLE et al., 1985). Dabei ist fir das Systerfi*Bein erweitertes Substrat-
Spektrum beschrieben worden, unter anderem kanfrdesport von kleinen neutralen (L-
Alanin, L-Serin) und solchen Aminosauren vermitigkirden, die eine Verzweigung am
und -C-Atom aufweisen (BCH).

System yL

Dieses System wurde zuerst in humanen Erythrozygésnhrieben (Eveset al., 1992), spater
auch in Darm, Niere und vielen weiteren Gewebetypaohgewiesen. Der Transport von
neutrale Aminosauren verlauft nur Nimnen abhéngig, der von kationischen Aminoséauren
Na'-lonen-unabhangig. Die Anwesenheit von'Nenen oder Li-lonen vorausgesetzt, weist
dieses Transportersystem eine vergleichbare Stdiffimaat zu neutralen (L-Leucin, L-

Methionin oder L-Glutamin) als auch zu basischenifosauren auf. Im Gegensatz zum
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System y zeigt NEM (rEthylmaleimid) keinen inhibitorischen Effekt auf Vertreties yL-
Systems.

System y

Vertreter des System *ysind, mit Ausnahme der Leber, in allen Geweben des
Saugerorganismus zu finden WE und GiRISTENSEN 1982). Das am langsten bekannte
BAS-Transportersystem @BTENSEN 1964) vermittelt einen pH und N&onen-
unabhangigen Transport von kationischen Aminosa(\\énte et al., 1982). Der Effekt einer
Transstimulierbarkeit ist nachweisbar. Im Gegengatalen zuvor beschriebenen Systemen
y'L, b®>* und B"* vermittelt das ¥ System keinen Transport von neutralen Aminosaukén.
weiteres Kriterium zur Unterscheidung vom Systefh, \kann eine Hemmbarkeit der-y
Systeme, durch NEM angefuhrt werdereyBs et al., 1993).
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1.2 Spezieller Teill

Die Einteilung der zuvor beschriebenen Systemelggfoanhand der bei Transportstudien
beobachteten, charakteristischen Transportak®ritéDiese spezifischen Aktivitaten werden
wiederum durch Transporterproteine vermittelt, diehand von Ahnlichkeiten in ihrer
Sequenz klassifiziert werden kénnen. Dabei konbisrheute nicht alle Transporterproteine
identifiziert werden, welche genau die charaktetsten Transportaktivitdten hervorrufen,
durch die sich die entsprechenden Systeme defmiassen. Aminoséauresequenzvergleiche
von Transporterproteinen haben gezeigt, dass digeter des ¥ -, y'L - und B*-Systems
Sequenzhomologien in ihrer Primarstruktur aufweisen

Diese Transporter werden nach der HUGO- Nomenklatuman _Genome_@ganisation)als
SLC7-Familie (slute arrier family 7) klassifiziert. Innerhalb der SLC7-Familie kann
wiederum zwischen 2 Gruppen, den sogenannten égidkietten der HAT _(&tero(di)meric
aminoacid_tansporter) und den CAT dtionic_aninoacid_tansporter) unterschieden werden.
Bei den IcHAT (ight chain letero(di)meric_minoacid _tansporter), handelt es sich um
Glykoprotein-assoziierte ~ Aminosauretransporter. igh&e* und ,schwere Ketten®
(Glykoproteine) bilden jeweils eine funktionale Beit und sind duch kovalente
Disulfidbrickenbindungen verbunden.

Aminosauresequenzvergleiche der CAT (Systéln wit den ,leichten Ketten* der HAT
(System yL und ') ergeben eine 25prozentige Identitat.

1.2.1 Genauere Betrachtung der CAT
Der Untersuchung des Aminoséauretransporters hCATkBAmt ein bedeutender Anteil

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

Bis heute wurden 5, fur unterschiedliche CAT koeliele, cDNAs aus Saugerzellen kloniert.
Dabei konnen 4 Isoformen der Proteinfamilie (CATERT2-A, CAT2-B, CAT-3) eindeutig
den CAT zugeordnet werden. Fir einen funften Vertr@CAT-4) wird die Zugehorigkeit zu
den CAT noch diskutiert, da das Protein zwar Homielo zu den CATs aufweist
(SPErRANDEO et al, 1998). Jedoch konnte bisher fir dieses Proteimekeignifikante

Transportaktivitat nachgewiesen werden.
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CAT-1

CAT-1 wurde zunachst bei der Erforschung der rétaben Infektion entdeckt. Aus einer
humanen Zelllinie, die zuvor durch Transfektion voariner genomischer DNA empfindlich
gegen die Infektion mit MuLV _(nmine Leuk&miewen) geworden war, isolierten Albritton
und Mitarbeiter eine cDNA, die den Rezeptor fir tebpe murine Leukdmieviren codierte
(ALBRITTON et al., 1989). Aus dem offenen Leserahmen dieBé&i/Aclies sich ein, aus 622
Aminosauren bestehendes, integrales Membranprotdileiten. Beim Vergleich, der
Anordnung von Transmembrandomanen und Lange dea-éxdw. intrazellularen Schleifen,
zu der L-Histidin- respektive L-Arginin-PermeasenvBaccharomyces cerevisiaergaben
sich Hinweise auf eine Funktion als TransportegrotDie Transporterfunktion des ,MuLV-
Rezeptors” wurde durch Expressions- und anschhekeselransportversuche in Oozyten von
Xenopus laevisdhestatigt. Die Transportstudien des demzufolge GASI-1 bezeichneten
Proteins, ergaben dabei Transporteigenschaftechdiekteristisch fur einen Vertreter dés y
Systems sind.

CAT-2A und CAT-2B

Zu CAT-1 homologe Sequenzen sind in cDNA-Fragmeetgdeckt worden, die aus
frihaktivierten T-Zellen isoliert worden waren fbLeoD et al., 1990). Vollstandige, fur
CAT-2A und CAT-2B codierende cDNAs, wurden ansdbdéied aus Leberzellen bzw.
aktivierten Makrophagen der Maus kloniert.@Ss et al., 1993). Die Aminoséuresequenzen
von mMCAT-2A und mCAT-2B weisen dabei nur in ein®areich von 42 Aminosauren
Unterschiede auf. Dieser Bereich erstreckt sichr dimevierte intrazellularen Schleife und die
neunte Transmembrandoméane, wobei sich letztendlicl?0 Aminosaurereste voneinander
unterscheiden (s. Abbildung 1). Fir den Aminoséqgasenzvergleich der beiden mCAT-2
Isoformen mit mCAT-1 ergibt sich eine Identitat v6@%. Dennoch zeichnet sich CAT-2A
durch Transporteigenschaften aus, die deutlichdemen abweichen, die fur CAT-1, CAT-
2B oder CAT-3 beobachtet wurden. So unterscheiddt €AT-2A durch eine 10 mal
niedrigere Substrataffinitdt fir BAS sowie einerstgggerten Wax von den dbrigen CATs
(KAvAaNAUGH et al., 1994). Ebenso zeigt sich der Effekt deansstimulierbarkeit bei CAT-
2A erheblich reduziert.
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CAT-3

Der vierte Vertreter dieser Transporterproteinf@aniburde mittels einer mCAT-1-Sonde aus
cDNA-Datenbanken (Gehirn der Ratte und embryonaiesoderm der Maus), unabhéngig
von 2 Gruppen identifiziert (bsokawa et al.,1997; 1o und GRoupINE, 1997). Fir den
Aminosauresequenzvergleich von CAT-3 mit den bei@AT-2-Isoformen und CAT-1

ergibt sich eine Identitat von 53-58%.

1.2.2 Die Bedeutung von Cysteinresten flr die Funkinalitat von Proteinen

Jedes bioaktive Protein zeigt eine unmittelbare rélation zwischen Funktionalitdt und
Struktur. Dabei gibt die Aminoséuresequenz eineselfrs dessen Primarstruktur wieder. Die
alleinige Kenntnis der Sequenz erlaubt hingegemekealetailierte Aussage Uber dessen
Funktionsweise. Dennoch basiert die gesamte rabeli©rganisation eines Proteins
letztendlich auf dessen Primarstruktur.

Bedingt durch die spezifische Abfolge einzelner Aosédurereste und deren Interaktion Uber
Wasserstoffbriickenbindungen, ergeben sich typiStheturelemente ¢Helix, -Faltblatt),
die zu einer charakteristischen dreidimensionalest&t einzelner Abschnitte des Proteins
fuhren (sekundare Struktur). Musterbildungen d&usdaren Strukturelemente untereinander
stellen die nachsthohere Organisationsform, digterStruktur, eines Proteins dar.
Zusatzlich zu der - durch sekundare Strukturelemengebildeten Proteinkonformation,
kénnen Disulfidbriickenbindungen die dreidimensien@lestalt eines Proteins stabilisieren.
Diese kovalenten Bindungen bilden sich zwischenSldfhydrylgruppen zweier Cysteinreste
aus und sind fur die Aufrechterhaltung der strukdtan Integritat einiger Proteine absolut
notwendig. Freie Sulfhydrylgruppen von Cysteinelg, ith aktiven Zentrum eines Enzyms
lokalisiert sind, konnen auch eine entscheidendempanente des Enyzm-Substrat-

Bindungsmechanismus darstellen.
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1.2.3 Ziele der Arbeit

Ein Merkmal, des {Systems ist eine Hemmbarkeit der Transportaktivitater der
Einwirkung von NEM, einem Sulfhydryl-Reagenz das ishezur Untersuchung von
Sufhydrylgruppen in den aktiven Zentren von Enzymerwendet wird. NEM bildet bei der
Reaktion mit einer Sufhydrylgruppe, das stabileEE8wIsuccinimido)-cystein. Im Gegensatz
zum System Y wird das System " nicht durch NEM gehemmt @es, 1992). In
Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeiggs hCAT1, hCAT-2A und hCAT-3
durch das Sulfhydryl-Reagenz NEM gehemmt werden.

Um eine genauere Charakterisierung dieses inhibdioen Mechanismus vornehmen zu
kénnen, wurden die Aminoséuresequenzen der hemmksk@& verglichen. Dabei konnten 6
Cysteinreste gefunden werden die in allen obenhoiegenen Transportern konserviert sind.
Ein weiterer, siebter Cysteinrest ist ebenfalls alen CAT konserviert. Durch einen
Vergleich der CAT-Sequenzen mitbAT1 zeigte sich, dass der besagte Cysteinrest)(C85
auch in diesem Transporter konserviert war (s. Woiig 1). Vergleichende Transportstudien
von in XenopusOozyten exprimierten Transporterproteinen, ergalneier der Einwirkung
von NEM fiir hCAT-2A eine deutliche, fir'yAT1 keine Hemmung der Transportaktivitat
(Abbildung 9). Somit wurde der Cysteinrest (C8X)htials kritischer Cysteinrest untersucht,
da eine durch diesen Cysteinrest vermittelte Hemkelitadurch NEM unwahrscheinlich ist.

Der kationische Aminosauretransporter hCAT-2A wareidie geringste Anzahl an
konservierten Cysteinresten in seiner Aminosaureser; Weiterhin zeigt dieser spezielle
Vertreter der CATs eine robuste Transportaktivitdenn Oozyten als Expressionssystem
verwendet werden. Somit erwies sich dieses Tratspmootein als effizientestes
Versuchsobjekt, um den Cysteinrest zu eruierendoeeHemmbarkeit aller genannten CAT-

Proteine durch NEM vermittelt.

Um die jeweiligen, mit einem bestimmten Cysteinre@srknipften, Eigenschaften des
Transporters ermitteln zu kénnen, sollten verglencte Transporteranalysen mit hCAT-2A-
Mutanten durchgefiihrt werden. Diese Mutanten sollteirch sukzessive, systematische
Elimination der konservierten (und damit als kahiszu erachtenden) Cysteinreste aus der
Aminosauresequenz, erzeugt werden. Durch diese eflergsweise sollte eine Mutante
gefunden werden, die sich unempfindlich gegenileen Gulfhydryl-Reagenz NEM zeigt.
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Sukzessive sollten weitere, mehrfache Mutationageinde, Transporterproteine erzeugt und
untersucht werden.

Durch Injektion von cRNA-Transkripten der jeweili@ansportermutanten in Oozyten von
Xenopus Laevjs sollten die hCAT-2A-Mutanten exprimiert werden. itfels
Transporterstudien mit radioaktiv markiertem Arginsollte das Transportverhalten, der in
den Oozyten expremierten Transporterproteine studrel das Ausmald der NEM-Inhibition

untersucht werden.

@ @ F i ) ) ) i
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Abbildung 1: Cysteinreste in hCAT-2A, schematischeDarstellung des 14 TM-Modells (modifizierte
Vorlage aus WBERMEIER et al., 2003). Die beiden fir mCAT-2A und mCAT-2Bdierenden cDNAs
unterscheiden sich nur in einem Bereich von 42 /Aséuren (dunkel eingefarbte Kreise) in ihrer
Priméarstruktur Die Aminosauresequenz des Transporters weist insgieb3 Cysteinreste auf (farbig markiert),
von denen insgesamt 6 in allen, den CAT zugeordhetesporterspezies konserviert sind (rot markient) als
.Kritische" Cysteinreste angesehen wurden. Ein eveit, siebter Cysteinrest ist ebenfalls in allenTCA
konserviert (lila markiert), jedoch zeigte sichstiebei einem Sequenzvergleich auch alSiA¥1 konserviert.
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2. Material

2.1 Gerate

Material

Aquarien (LxBxH)
100 x 50 x 47 cm

Eigenbau (Werkstatt des Pharmakologischen
Institutes, Mainz)

Aquariumfiltereinrichtung

EHEIM professionel Il
(Eheim, Deizisau)

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator

H+P Labortechnik GmbH (Oberschleil3heim)
Binokular Leica GZ 6

(Leica, Bensheim)
Brutschrank (37°C) WTC binder

(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau)

Flussigkeitsszintilationszahler

Tri-Carb 1600 CAylud Scintillation Analyzer
(Packard, Frankfurt am Main)

Futtermittel

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

Gelelektrophoresekammern

Mini-Prot&€&nProtear?1l Xi
(Bio-Rad, Miuinchen)

Glaskapillare

Glass replacement 3,5nl
(World Precision Instruments, Inc., Sarasota -
USA)

Gleichstromquelle

Power Pac 3000
(Bio-Rad, Miuinchen)

Heizplatte mit Magnetrthrer

lkam&gCT
(Janke & Kunkel, Staufen im Preisgau)

Hochgeschwindigkeitszentrifuger

J2-MC mit Rotod&13.1 und JA14; Avant!
J-30I mit Rotoren JA25.50 und JLA16.250
(Beckmann, Dreieich-Buchschlag)

Kaltlichtquelle

KL 1500 electronic
(Schott, Hofheim)

Kapillarziehmaschine

Eigenbau (Werkstatt des Phkatogischen
Institutes, Mainz)

Kreisschuttler

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

Kuhlgerat UKS 3602
(Liebherr, Biberach an der Riss)
Klimaschrank 7080900

(Oozyten;18°C)

(Liebherr, Biberach an der Riss)

Kahlzentrifuge

Megafuge 1.0 R
(Heraeus, Hanau)

Laborwaage

Sartorius analytic
(Wolfinger GmbH, Straubenhardt)

Mikroinjektionspumpe

Transjector 5246
(Eppendorf, Hamburg)
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Material

Mikrowellengerat

quick Cookmade
(Daewoo Electronics, Butzbach)

PCR-Gerate

i-Cycler
(Bio-Rad, Miinchen);
DNA Thermal Cycler
(PerkinElmer LAS GmbH, Jugesheim)

pH-Elektrode

Ingold
(Schott, Hofheim)

pH-Meter Schott CG 809
(Schott, Hofheim)
Photometer Gene Quant RNA/DNA Calculator
(AmershamLife Science, Freiburg)
Pipetten 0,1-2,01 & 1,0-10 | Pipetman

(GILSON, Middleton - USA)
10-100 | & 100-1000 | Transferpett&S
(Brand, Wertheim)

Pipettierhilfe

Pipetus, Hirschmann Laborgerate
(Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)

Praparierbesteck

Typ Bochum
(Thorns, Gottingen)

Quarzglaskuvette

SuprasilSchichtdicke 10mm, Hellma
(Merck Eurolab GmbH, Darmstadt)

Reagiergefal3schittler

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

Taumlergerat

Heidolph REAX 3
(Heidolph, Schwabach)

Tischzentrifugen

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

UV-Leuchttisch

Mini-Transilluminator
(Bio-Rad, Minchen)

Wasseraufbereitungsanlage

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

Wasserbad und Thermostat

Frigofh& und ThermomiX BU
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
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2.2 Verbrauchsmaterial

Material

Entwicklungsflissigkeit

LX 24 Verdunnung 1:5 mit®
(Kodak, Stuttgart)

Fixierflissigkeit

AL 4 Verdiinnung 1:5 mit@
(Kodak, Stuttgart)

Glaskapillaren (zur Injektion von cRNA)

Glass m@ment 3,5nl
(World Precision Instruments, Berlin)

Kapillarenbefullungsaufsatze

Microloader
(Eppendorf, Hamburg)

Kulturschalen

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

Latexhandschuhe

Uniglové€omfort
(Uingloves, Troisdorf)

Netzmaterial fur Oozyteninjektion

Spectra/Mesh, 1000 m Weite, 1020 m
Dicke (MembraPure GmbH, Bodenheim)

Nitrilhandschuhe

Rotiprotect Nitril
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Nitrozellulose Membran

0,2 M, Protrar? 83
(Schleicher & Schuell, Dassel)

Parafilnt"M”

Laboratory Film, American National C&h
(Merck, Darmstadt)

Pasteur-Kapillarpipetten

“Volac”, 150 mm, John Raru LTD (Schuch,
Langgons)

PS-R6hrchen

Polystyrol R6hrchen mit rundem Bo8em,
(Greiner, Frickenhausen)

Pipettenspitzen

0,5-10 10-100 I, 50-1000 I, 50-1500 |
(Sarstedt, Nimbrecht);
Biohit Proline Tip 1200l
(Biohit GmbH, KbéIn-Rodenkirchen)

Reaktionsgefalle

0,5 ml Safe-Lock, 1,5 ml; 2,018, ml mit
Schraubdeckel
(Eppendorf, Hamburg)

Rontgenfilme X-ray film
(Agfa, Leverkusen)
Sterilfilter Filter 0,2 m

(Schleicher & Schuell, Dassel)

Szintillationsrohrchen

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

Kunststoffréhrchen
(Hitzeschocktransformation)

14ml Rundboden 2059 Falcon
Polypropylenreagenzréhrchen
(Schuch, Langgons)

Whatman Papier

Whatman 3MM Papier
(Machery & Nagel, Diren)

Wundnahtmaterial (resorbierbar)

Vichy2/0 (3-metric) V-6
(Ethicon GmbH, Norderstedt)

Wundnahtmaterial (nicht resorbierbar)

ProféBe0 usp (2-metric) V-7
(Ethicon GmbH, Norderstedt)
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2.3 Digitale Aufnahmegerate, Computer und Software

Digitalkamera (Gelbilddokumentation)

Nikon DXM12@mital camera
(Nikon, Dusseldorf)

Digitalkamera (Tieraufnahmen)

Canon PowerShot A520
(Canon, Krefeld)

Notebook

Fujitsu Siemens Amilo M1493G,
(Fujitsu Siemens Computer, Minchen)

Personalcomputer, graphische
Auswertung

Power Macintosh G4

Personalcomputer, Geldokumentation

Power Macin&%h

Scanner

Epson Expression 1680 Pro
(Epson, Meerbusch)

Textverarbeitungs-Software

Microsd#Dffice Word 2003

Tabellenkalkulation-Software

Micros6fOffice Excell 2003

Software zur statistische Auswertung

Prism 4 fonddws, Version 4.03

Bildbearbeitungsprogramm

Adob@hotoshop CS2, Version 9.0

Primer-Design-Programm

QuikCharfgerimer Design Program
(Stratagene, www.stratagene.com)

2.4 Enzyme und Enzympuffer

Enzym Hersteller Konzentration

BstXI Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim) 10Iu/

BamHI New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M. (0]

Accl New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M. 10Iu

PpuMI New England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M. u/sl

Sacl Fermentas (St. Leon-Rot) 101u/

Klenow-Fragment | Fermentas (St. Leon-Rot) 10 u/
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

QuikChang@ll

Stratagene (Heidelberg)

QlAprep® Miniprep

Quiagen (Hilden)

PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit

Invitrogen (Klaruhe)

MMESSAGE mMACHINE SP6 Kit

Ambion-Europe (Huntingdon, GB)

NucleoSpiff Extract Il Kit

Macherey-Nagel (Duren)
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2.6 Chemikalien und Losungen

Material

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-Aminobenzoesaureethylester Sigma-Aldrich (Deisésin)
Antifoam A Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Arginin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
L-[4,5-°H]-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-Link™ 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, Osterreich)

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 (Dardt¥ta

NeutrAvidin™ immobilisiert

PIERCE /Perbio (Bonn)

PMSF

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Proteinaseinhibitorengemisch

Sigma-Aldrich (Deissgh)

Proteinmarker

Fermentas (St. Leon-Rot)

SDS

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Tris Base (Trishydroxymethylaminomethan

Carl RGtinbH (Karlsruhe)

Tris-HCI

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Triton X 100

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Tween 20

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Szintilationsflissigkeit, Luma Safe

Perkin EImeb(K)

Ziegenserum

Cedarlane (Ontario — Kanada)
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2.7 Zusammensetzung Vorratslosungen und -Puffer

Material

Name Zusammensetzung Lagerung
Ampicillin, 1 ml Alg. ¢ =50 mg/ml in dRO -20°C
Argininlésung, 100 | Alg. 1 M Arginin -20°C

Blotto

50 mM Tris pH 8,0
2mM CaClx 2H,0
0,01 vol% Antifoam A
0,05 vol% Tween 20
5 m% Magermilchpulver

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

10x C&" -freier Puffer

960 mM NacCl

20 mM KCI

10 mM MgC}

50 mM Hepes pH 7,6

4°C

10x C&" -haltiger Puffer

960 mM NacCl

20mM KCI

10 mM MgC}

18 mM Cad

50 mM Hepes pH 7,6

4°C

Elektroblottingpuffer

20 mM Tris Base
150 mM Glycin
20 vol% Methanol

4°C,

10x SDS-Elektrophoresepuffe

r 240 mM Tris Base
1,9 M Glycin
1 m% SDS

4°C

Ethidiumbromidl6sung

c =1 mg/mlinB®

4°C

LB-Medium

1 m% Bactotryptone
1 m% NacCl
0,5 m% Hefeextrakt

4°C,

6x Ladepuffer

0,25 vol% Bromphenolblau
0,25 vol% Xylene Cyanol FF
30 vol% Glycerol

4°C

10x N&-Aufnahmepuffer

20 mM KCI
10 mM MgCb
10 mM CaC}
1 M NacCl
50 mM Tris-HCI pH 7,4
50 mM Hepes pH 7,6

RT

1 M NEM-L6sung, 300 | Alqg

1 M n-Ethylmaleimid

-20°C, maximal 3 mal

gel6st in Methanol aufzutauen
PMSF-LOsung 0,2 M PMSF -20°C
geldst in Aceton
10x PBS-Puffer, pH 7,4 1,4 M NaCl RT
26,8 mM KClI

17,6 mM KHPO,
101 mM NaHPQO,
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10x PBSmod-Puffer, pH 7,4

1 M NacCl
20 mM KCI
17,6 mM KHPO,
101 mM NaHPQO,

4°C

SDS 20%

20m% SDS

RT

2x SDS-Ladepuffer

50 mM Tris-HCI

2mM EDTA

8 M Harnstoff

4m% 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% NacCl
Mit 5 N NaOH auf pH 7
25 mM KCI
autoklavieren, danach
10 mM MgChb (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 KCI

autoklavieren, danach
10 mM MgChb (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 Borsaure
20 mM EDTA pH 8,0

RT

10x TBS-Puffer, pH 8

100 mM Tris-HCI pH 8,0
1,5 M NaCl

RT

10x TBST-Puffer, pH 8

100 mM Tris-HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
0,5 Vol% Tween 20

RT

Waschpuffer-I

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
500 mM NacCl

1 mM EDTA (pH 8,0)
0,5 v% Triton X-100
0,1 m% SDS

4°C

Waschpuffer-Il

50 mM Tris-HCI (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 RNANd DNA

Die DNA oder RNA-Konzentration von Proben wurde tlmke optische Dichte (OD-
Messverfahren) mit einem Photometer [Gene Quant ®INIA Calculator] bestimmt.
Hierbei wurde die Absorption von Licht der Wellemjggn 260nm, 280nm und 320nm
gemessen, dass durch eine mit Probeldsung be@ilitezglas-Kiivette geleitet wurde. Uber
die vom Photometer ausgegebenen OD-Werte der entsgrden Wellenlangen, konnte dann
die DNA- bzw. RNA-Ursprungskonzentration der Prdiseing errechnet werden. Ein
ausgegebener QkyWert von 1,0 entsprach hierbei einer Konzetratmm 50 g/ml fur
doppelstrangige DNA, bzw. 4@/ml fur einzelstrangige DNA und RNA.

Lag der errechnete Quotient aus f£DD,g, fir RNA unter 2,0 respektive 1,8 fir DNA,
zeigte dies eine Verunreinigung durch in der Pretthaltene Proteine an. Wurde ein QP
Wert > 0 angezeigt, war dies ein Hinweis auf inieybe enthaltenes Phenol.

3.2 Auftrennung von Nucleinsauren durch Agarosegelektrophorese

Bedingt durch die negativen Ladungen der Phospiyapgn, zeigen RNA und DNA bei
neutralem pH-Wert ein polyanionisches Laufverhaltein bei der Agarosegelelektrophorese
angelegtes elektrisches Feld, bewirkt ein Wandeezn Mukleinsauren von der negativ
geladenen Kathode in Richtung der positiv geladeheode, kleine Fragmente laufen dabei
schneller als GroRRe. Es ist jedoch zu bertcksiehtigdass Nukleinsduren identischer
Sequenz, unterschiedliche Konformationen einnehmend damit bei gleichem
Molekulargewicht unterschiedlich weit laufen konn@ieser Unterschied im Laufverhalten
zeigt sich besonders flur superhelikale ringformigmtspiralisierte ringférmige und
linearisierte DNA (HorNE, 1966). Eine korrekte Molekulargewichtsbestimmamgpand des
Laufverhaltens ergibt sich per Definition nur fiindarisierte Nukleinsauren, wobei die
zuruckgelegte Wegstrecke umgekehrt proportional ingry der Anzahl der Basenpaare ist
(HELLING et al., 1974).

Zuerst wurde ein Agarosegel hergestellt, indem Aggrose in 100 ml TAE-Puffer fur die
Detektion von DNA, bzw. TBE-Puffer fir die Detektiwon RNA, unter Aufkochen in einem
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Mikrowellengerat gelost wurde. Zur spateren Detekiiler Nukleinsduren wurden zu 100 ml
des abgekihlten, aber noch flie3fahigen Gels, 20 einer Ethidiumbromidlésung
(3 mg/ml) gegeben. Mit dem flussigen Gel wurde eim@rizontal orientierte
Elektrophoresekammer befillt. Ein Kunststoffkamnr dem polimerisierten, festen Gel
entnommen werden konnte, diente als PlatzhaltefT&&chen, in die spater Proben sowie
GroélRenstandard gegeben wurden.

Je nach Herkunft der Nukleinsduren variierte difg@wagene Probenzusammensetzung und
-Menge. Durch anlegen einer elektrischen Spannumgkonst. 60 oder 90 V, erfolgte die
Auftrennung der Nucleinsauren nach ihrer Grol3e.cButie Anregung von interkaliertem
Ethidiumbromid, konnten die einzelnen Nukleinsdareten bei Bestrahlung mit UV-Licht
dargestellt werden. Zur Dokumentation dienten Phater bestrahlten Gele, die mit einer
digitalen Kamera [DXM1200, Nikon] aufgenommen ung ainem Computer ausgegeben

wurden.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

Bei allen Arbeitsschritten zur Erzeugung, Praparatind Reinigung der mutierten Plasmide
wurde mit sterilen Materialien an DNA-freien Artsptatzen gearbeitet um Kontaminationen
mit Fremd-DNA zu vermeiden.

3.3.1 Herstellung der hCAT-2A-Einzelmutanten

Die hCAT-2A-Einzelmutanten wurden mit Hilfe des ®&Ohange® Il Site-Directed
Mutagenesis Kit nach Angaben des Herstellers etzéd@s QuikChange® Primer Design
Program wurde verwendet, um die geeigneten Oligientikle zu entwerfen die als Primer
verwendet werden konnten. Als DNA-Matrizen dientdgareinigtes Bakterienplasmid, es
handelte sich dabei um phCAT-2A/66-25.

Eine Mutation der Basentripletts ,TGT" bzw. ,TGQtodiert Cystein im codogenen Strang)
in ,GCC* bzw. ,GCT* (codiert Alanin im codogenenr8@hg) erforderten den Austausch von
jeweils 2 Basen.

Tabelle 1: Oligonukleotide zur Herstellung der einzelnen hC2A-Mutanten. Cystein/Alanin codierende
Tripletts sind dabei grau markiert. Der Austausoin €ystein durch Alanin wurde durch Einfihren detr r
markierten Basensequenz anstelle der urspringlidhefystein kodierenden Sequenz erreicht.

Name Sequenz (5' nach 3")

C33A-ss 5'-gacaccaaattatgcagettatccaccatggacct-3'
C264A-ss 5'-ttggctggtgctgcaagtcttttatgcectttgtggg-3'
C273A-ss 5'-tgcctttgtgggatttgamecattgcaacaactggtgaa-3'
C299A-ss 5'-ttgtgacgtctttgcttgtiectttatggcctattttgggg-3'
C347A-ss 5'-cgcagctggttctcticcgcecttgtcaacaagt-3'
C427A-ss 5'-ctctctggtggcagaemtgttctcatcctcagg-3'

3.3.2 Ansatz und -Protokoll zur Mutagenese von hCARA/66-25
Bei den Ansatzen zur Mutagenese wurde jeweils era@tvolumen von 50| der unten
aufgefuhrten Zusamensetzung in ein 500PCR-Reaktionsgefal? gebracht:

5 | 10x Reaktionspuffer

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

125 ng Primer-ss

125 ng Primer-as

1 | dNTP-mix

ad 50 | ddH,O
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Im Anschluss wurde 11 PfuUltra HF DNA Polymerase (2.5 U)J zugegeben und die DNA-
Synthese durch Start des folgenden ,,PCR*“-Protolkatigeleitet:

Anzahl der| Dauer des Temperatur
Wiederholungen Zyklus
Startzyklus 1x 30s 95 °C
Amplifikation | 15x 30s 95 °C
60 s 55°C
300 s 65 °C
Ende min. 120s | 4°C

Mit dem Ende des Protokolls wurde eine Kihlungrfiindestens 2 min bei 4°C eingeleitet.
Anschliel3end wurden zu jedem AnsatzlDDpn | Restriktionsenzym (10 u) gegeben und
vorsichtig gemischt. Eine danach erfolgende eirditien Inkubation bei 37°C, bewirkte den
Abbau der parenteralen, methylierten DNA durchEheonuklease.

Anschlielend wurde eine Hitzeschocktranformation metierten Plasmide in ,XL1-Blue
supercompetent cells” [Stratagene] vorgenommemneiteren Arbeitsschritten wurden die in
den E. coli Bakterien vervielfaltigten Plasmide isoliert, umile korrekte Insertion der
Mutationen durch eine Sequenzierung [GENterprisagink] anhand der in Tabelle 2
aufgefuhrten Primer bestatigt.

Tabelle 2: Name und Sequenz der Oligonukleotide, die als Rrimg
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 hanéglsich um Ligationsprodukte, aus
mutationstragenden Fragmenten zweier zuvor anggiart- jeweils Einzelmutationen
tragende - Plasmide. Hierbei wurden durch paral@lisgefiihrte, flankierende
Restriktionsschnitte, ein mutationstragendes Fragnaeis Plasmid 1 gewonnen, um an
homologer Stelle im Plasmid 2 das identisch gro&leer keine Mutation tragende - Fragment
zu ersetzen. Damit konnten die Mutationen beideptimgsplasmide im Ligationsprodukt

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

aufgelistet.

Tabelle 3 Puffer und Enzyme zur Anfertigung der hCAT-2A-Mglthmutanten

Eingesetztes | Eingesetztes | Verwendete Verwendeter
Plasmid 1 Plasmid 2 Restriktionsenzyme 10x Puffer
hCAT-2A/ hCAT-2A/ BstXI NEB2

C33A C299A BamHI

hCAT-2A/ hCAT-2A/ Accl NEB4
C347A C427A PpuMI

hCAT-2A/ hCAT-2A/ PpuMl y+Tango
C33+299A | C247+427A | Sacl

Bei den Restriktionsansatzen wurde jeweils ein @ésslumen von 20 | der unten
aufgefihrten Zusammensetzung in ein 500Reaktionsgefa gebracht und UN bei 37°C
inkubiert.

Restriktionsansatz, 24:

2 |10x Puffer

5 g Plasmid

1 | Restriktionsenzym
Ad 20m, dH,O

Das gesamte Volumen des Ansatzes wurde mit64 Probenpuffer versetzt, auf ein
Agarosegel aufgetragen und durch Anlegen einer i@panvon konstant 90 V aufgetrennt.
Banden, die den mutationtragenden, aufgetrenntegnkenten entsprachen, wurden dann aus
dem Gel préapariert. Hierbei wurde darauf geachietzdr Detektion der DNA notwendige,
Bestrahlungsintensitat und -Dauer durch UV-Licht ggring wie moglich zu halten, um

unerwunschte Strangbriiche und damit weitere Mutaticeu vermeiden.

BstXI PpuMI BamHI Accl Sacl
C273 ‘ ‘ ‘ \
C33 Cl64 C199 C3i7 C417

Abbildung 2: Plasmidausschnitt des fur hCAT-2A kodierenden Berahs - Schematische Darstellung.
Gezeigt sind die Schnittstellen aller verwendetesstRktionsenzyme (schwarz) sowie die Position der
mutierten Bereiche (gelb).
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Die Fragmente wurden mit dem NucleoSpin® Extra#it[Macherey-Nagel] nach Angaben
des Herstellers aus dem Agarosegel isoliert. Sgeaeinigte DNA konnte dann fur die
Ligation der Mehrfachmutanten verwendet werden. [Egationsansatz bestand jeweils aus
1 | 10x LigasepufferPuffer, 1| T4-Ligase und einem Gemisch aus B der beiden
Plasmidfragmente, wobei das GrolRenverhdltnis degrRente dem Mischungsverhaltnis
entsprach.

Im Anschluss an eine Inkubation bei 16°C tber Nashtde eine Hitzeschocktransformation
der Ligationsprodukte in DH5 kompetente E. coli vorgenommen. In weiteren
Arbeitsschritten wurden die i&. coli Bakterien vervielfaltigten Plasmide isoliert ungk d

korrekte Insertion der Mutationen durch eine Segiseung [GENterprise, Mainz] bestatigt.

3.3.4 Hitzeschocktransformation von kompetenteik. coli Bakterien

Nachdem 501 kompetenteiE. coli auf Eis aufgetaut worden waren, erfolgte die Zegdés
Plasmids (Mengenangabe s. Tabelle 4 ). Nach 30Imkimbation auf Eis, wurde der Ansatz
fur 45 sec im Wasserbad bei 42°C einem Hitzeschimt&rzogen. Im Anschlul3 wurden die
so behandelten Bakterien sofort fur ca. 2 min asf gestellt und danach in 500 SOC-
Medium Uberfuhrt.

Der Ansatz wurde fir 1 h bei 37°C und 180 rpm inktb Bei 2000 x g wurde die
Bakteriensuspension fiir 2 min zentrifugiert, 3d@0des Uberstands wurden verworfen. Das
entstandene Bakterienpellet wurde in den verbleiber200m Uberstand resuspendiert, so
dal3 eine homogene Bakteriensuspension entstan@0Dm Bakteriensuspension wurde auf
2 LB-Amp-Selektionsmedium-Agarplatte aufgebrachapei je 1501 und 50m gleichmalig
ausplattiert wurden. Nachdem die Bakteriensuspansiova 30 min in die Agarplatten
einziehen konnte, wurde die Kultur UN bei 37°C iblart. Die Kolonien enthaltenden

Petrischalen wurden mit Parafilm versiegelt und43€l zur weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 4: Bei Hitzeschocktranformationen verwendete Expogsgiimme und Konstrukte

Name und Herkunft Verwendeter Verwendeter

der verwendeten Plasmide E. coli- Stamm | Expressionsvektor
hCAT-2A - Einzelmutanten XL1-Blue pSP64T,

1 | PCR-Produkt auf 5é1 supercompetent | (MELTON et al,, 1984)
kompetentede. coli cellse, [Stratagene]

hCAT-2A - Mehrfachmutanten pSP64T,

4 | Ligationsansatz auf 58\ DH5 (MeLTON et al, 1984)
kompetentde. coli
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Zusammensetzung LB-Amp-Medium:
LB-Medium
autoklaviert

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

Zusammensetzung LB-Amp-Agarplatten:
LB-Medium
1,5 m% Agar

autoklaviert

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

3.3.5 Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichiaati

Um eine erfolgreiche Insertion der mutierten hCAA-2equenz in den Vektor nachweisen
und in vitro Transkripte herstellen zu kdnnen, nerisglie durch Hitzeschocktransformation
gewonnenen Bakterienkolonien amplifiziert und diari enthaltenen Plasmide isoliert
werden. Hierzu wurde mittels eines sterilen Zaloistos eine einzel liegende Kolonie
transformierterE. coli-Bakterien in 2,5 ml LB-Amp-Medium transferiert utdN bei 37°C
und 250 rpm inkubiert und aufgeteilt. Aus 2 ml wemdPlasmide mit dem QIAprep®
Miniprep-Kit [Quiagen] nach Angaben des Herstellprapariert und anschliessen durch die
Firma GENterprise sequenziert. Die verbliebenennd,3vurden bei 4°C gelagert um damit
spater erneut eine Kultur gréf3eren Volumens beimpiekdnnen.

Bestatigte eine Sequenzierung die korrekte Posdiembeabsichtigten Mutationen, wurden
200 ml LB-Amp-Medium mit den zurtickbehaltenen 0,bdar Basiskultur beimpft. Diese
200 ml -Kultur wurde dann UN bei 37°C und 250 rpmkubiert. Auch von diesen 200 ml
-Kulturen wurden 2 ml Proben bei 4°C verwart (maaii Tage), um damit spater - sofern
notwendig - neue Kulturen beimpfen zu kénnen. DiépBration, der Plasmide aus den
200 ml -Kulturen erfolgte durch das PureLink™ Hi@uPlasmid 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 konnen, mussien fur den entsprechenden
Transporter kodierenden Plasmide in cRNA umgschrieberden. Diese in vitro -Synthese
von cRNA wurde mit dem mMMESSAGE mMACHINE® SP6 KjAmbion] nach Angaben
des Herstellers vorgenommen. Alle Arbeitschritterdemn unter weitestgehend RNase-freien
Bedingungen, mit sterilen Labormaterialien durclibef Eine Linearisierung der Plasmide

erfolgte durch einen Restriktionsverdau mit Sacl.

Linearisierungs-Ansatz, 106 :
20 ng Plasmid-DNA

10m 10x yTango

2m Sacl (c =20 um)

Ad 100m dH,O

Nach einer 2 stindigen Inkubation bei 37°C im Wdss# erfolgte eine Reinigung der
lineariesierten DNA mit dem NucleoSpin® ExtracKit [Macherey-Nagel] nach Angabe des
Herstellers. Mittels Agraosegelelektrophorese wurdé 3 m der in 30 m TE-Puffer

aufgenommenen DNA, die Linearisierung der Plasniigerprift. Danach wurden die durch
Sacl-Linearisierung hervorgerufenen 3’ Uberhéngeriehden der linearisierten DNA, durch

einen Verdau mit Klenow-Fragment wieder aufgefullt.

Klenow-Ansatz, 1001 :

10 m 10x Klenow-Puffer

2,5m d-NTP's (10 mM)

2 m Klenow-Fragment (c= 10 of)

27 M DNA (gesamte, aus Reinigungsschritt verbliebehNAEMenge)
Ad 100m dH,0

Nach 30 min Inkubation bei RT, erfolgte eine Reumg der DNA mit dem NucleoSpin®
Extract Il Kit [Macherey-Nagel] nach Angabe des $iellers. Die DNA wurde in 251 TE-
Puffer eluiert. Je Il wurde entnommen um die Konzentration des jewenidpNA-Eluats

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

[Ambion] in cRNA transkribiert werden.

Transkriptionsansatz, 21

10m NTP/CAP (10 mM ATP, CTP, UTP, 2 mM GTP und 8 mMpg=Analogon)
2 m 10x Reaktionspuffer

1 ng cDNA

2 m Enzym-Mix

Ad 20, nukleasefreies $D

Nach einer Inkubation von 2 h, bei 37°C im Wassgrivaurde 1M TURBO DNase (2 un)
zugegeben, gut gemischt und der Ansatz erneutfimi bei 37°C im Wasserbad inkubiert,
um restliche cDNA zu entfernen. Die cRNA wurde natlgabe von 30r nukleasefreiem
Wasser und 3@ LiCl-Prazipitationslosung (7.5 M Lithiumchlorié0 mM EDTA) sorgféltig
gemischt und Uber Nacht bei -20°C geféllt. Die af@fe cRNA wurde durch Zentrifugation
bei 14000 rpm und 4°C fur 30 min pelletiert und dRedlet mit 1 ml eiskaltem 70%igem
Ethanol gewaschen und erneut fir 30 min bei 4°C14@D0 rpm zentrifugiert. Das cRNA-
Pellet wurde in einem Vakuumexsikkator getrocknatd uanschlieend in 10m
nukleasefreiem Wasser aufgenommen. & der cRNA-L6sung wurde entnommen um die
Konzentration der entsprechenden cRNA-L6sung per-M@Bsung zu bestimmen. Die
Analyse von einem weiteren  Mikroliter der cRNA-Losu durch eine
Agarosegelelektrophorese, gab Aufschluss Uber @mheit und die korrekte GrofRe der
cRNA-Transkripte. Bis zur weiteren Verwendung wudie cRNA bei -20°C gelagert.
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3.4 Oozyten vonXenopus laevisals Expressionssystem

3.4.1 Aligemeines

Namengebendes Merkmal vitenopus laevisdem sidafrikanischen Krallenfrosch, sind die
dunkel gefarbten Krallen an den drei inneren Zetlen Hinterextremitaten. Die 7 bisher
bekannten, am Boden von Sissgewdssern Siud- undalaénikas lebenden, rezenten
XenopusArten, werden in die Familie der Pipidae eingeetdXenopus laevigrreicht eine
GrofRe von 10-15 cm, wobei mannliche Individuen ligukleiner bleiben als weibliche. Bei
guten Haltungsbedingungen kdnnen diese Anuren far@enschaft 15-20 Jahre, teilweise
sogar Uber 25 Jahre alt werden.

Bereits seit den 30er Jahren des vergangenen Jaleitisl wurde die Eigenschaft von
Xenopus laevisauf das menschliche Hormon Gonadotropin mit Ablen zu reagieren, von
vielen Apothekern als Schwangerschaftsnachweis tgenDie unkomplizierte Zucht und
Haltung der aquatil lebenden Tiere, machte dieseplfbien spater zu einem in der
Wissenschaft haufig genutzten Versuchstier. Bessndie robusten Keimzellen der Frésche
eignen sich als Versuchsobjekte in der Entwicklbigegie. Ebenso dienen die Oozyten von
Xenopus laevisin der Molekularbiologie als Expressionssystem féxogene, also
oozytenfremde Proteine.

Abbildung 3: Xenopus laeviwvon ventral. Abbildung 4: Xenopus laeviwon dorsal.

Gut erkennbar sind die dunkel gefarbten Krallemlen Ein bilaterales Tarnschema (helle Farbung auf der

drei inneren Zehen der Hinterextremitdten - DABaucheite, fleckig-dunkle Rickenfarbung) bietet3m

namengebende Merkmal des Krallenfrosches. 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 ineen 100 cm x 50 cm x 47 cm grof3en
Becken gehalten, wobei die Wassertemperatur duncl klimatisierte Raumtemperatur
zwischen 18°C und 20°C gehalten wurde. In Abstanden3-4 Tagen wurden die Frésche
mit Pelletierter Nahrung oder getrockneten Bachdiehsen [Tetra Fauna Repto Min®/
Gammarus; Tetra GmbH] geflttert, die jeweils daagebe Futtermenge betrug etwa 35 g pro
Aquarium. Uber eine Zeitschaltsteuerung der Beleudy wurde eine konstante Tageslange
von 12 h simuliert. Um eine Ubertragung von InfekEkrankheiten zwischen den einzelnen
Haltungsbecken zu vermeiden, war jedes Aquariumemim eigenen Kascher ausgestattet.
Zur Wasseraufbereitung wurde an jedem Aquarium efasserfiltereinheit [EHEIM
professionel II] betrieben. Durch auf den Aquarigidn abgelegte Tonkérper und
Steingutréhren wurden den Tieren naturnahe Verstaokd RUckzugsmoglichkeiten

angeboten.

Erste Anzeichen einer Erkrankung zeigen sich Xenopusmeist durch eine auféllige
Veranderung des Hautbildes. Tiere die derartige faligkeiten aufwiesen, wurden
umgehend von den ubrigen Individuen des betreffendeichtbeckens separiert und
eingehend untersucht. Handelte es sich um behagsbedirftige, kleinere Lasuren oder
lokal begrenzte, nicht systemische Infektionen idaut, wurden die Tiere fur 5-8 h in einer
leicht rosa gefarbten Kaliumpermanganatlésung getodtine derartige Behandlung wurde
bis zum Abklingen der Symptome, im Abstand von Tagen, wiederholt. Fur die Dauer der
Behandlung wurden erkrankte Individuen von den geéen Tieren getrennt gehalten und
nach jedem Kaliumpermanganatbad in frisches Wasagesetzt.

Trotz Wahrung eines sehr hohen hygenischen Standeat im Anfertigungszeitraum dieser
Arbeit eine Parasitose bei einigen Froschen unsBerbestandes auf, die als “flaky” oder
“gray skin desease” bezeichnet wird. Als erste Spmge dieser Erkrankung zeigte sich eine
rétlich-braune Farbung ventral liegender Hautpartlingegen erschien die Haut von dorsal
grau und rauh. Hervorgerufen wurde diese krankhaleranderungen der Haut durch
Capillaria xenopodiseine auf bzw. in der Haut vokenopusparasitierende Nematodenart.
Durch die von den Wirmern verursachte kutane CafaBis, erfolgten sekundére Infektionen
bakteriellen Ursprungs, die sich in den oben bésbanen, mit bloRem Auge wahrnehmbaren
veranderten Hautbild manifestierten. Tiere bei deeen Befall mit Capillaria xenopodis
mikroskopisch nachweisbar war, wurden 3 mal imtabd von 14 Tagen mit Levamisol
behandelt. Die Frosche wurden hierzu jeweils fliege in einer Levamisollésung (12mg/ml)
gehalten.
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3.4.3 DieXenopusOozyte als Expressionssystem

Bei den Oozyten votXenopus laevidiandelt es sich um undifferenzierte, omnipotemtéd u

besonders widerstandsfahige Einzelzellen. DurafienZellen eingebrachte mRNA kann die
Expression von exogenen Proteinen induziert wer@ea.unbefruchteten Keimzellen sind
dazu in der Lage, oozytenfremde Proteine posttiosll zu prozessieren und in die
korrekten Zielkompartimente der Zelle zu transgoemn. Durch die Wahl einer geeigneten
Methode, ist es moglich die Funktion eines oozytmflen, exprimierten, bioaktiven

Proteins in vivo zu charakterisieren. Ebenso eigemm die Oozyten zur quantitativen
Analyse von exprimierten Proteinen.

Als weitere Vorteile des Expressionssystems kaarfidi einen Einzelzelle enorme Grole der
XenopusOozyte, mit der dadurch einhergehenden konfortalanipulierbarkeit und die

- im Gegensatz zu anderen Zellkultursystemen -traehingend erforderliche Sterilitat der

Laborrdumlichkeiten genannt werden. So gestalteth sdie Arbeit mit diesem

Expressionssystem als flexibel, relativ unkomptiziend kostengunstig.

XenopusOozyten lassen auch die Untersuchung solcher iReoteu, die aufgrund

spezifischer Eigenschaften nicht in Bakterien expeet werden kdnnen. Beispielsweise
zeigen Proteine, die Transmembrandoméanen ausbileknin vitro Transkriptionen meist
eine toxische Wirkung auf die Wirtsbakterien. Sokén Vertreter der CAT-Familie nicht in
Bakterien- und nur bedingt in Saugerzellen (Uleep)emiert werden. Damit stellt das
XenopusOozyten-Expressionsystem eine ideales Werkzeug deei Untersuchung von

Transporterproteinen der CAT-Familie dar und wieshialb im Rahmen dieser Arbeit fur alle

notwendigen Transportstudien verwendet.

3.4.4 Praparation der Oozyten

Zur Praparation wurden ausschlie3lich weibliche iMiddien der GattungXenopus
herangezogen. In den meisten Fallen lagen in eimelwviduum um ein vielfaches mehr
Keimzellen vor, als fir eine Versuchsreihe bendatigtde. Bei einem durchschnittlich grof3en
Individuum wurden etwa 20000-30000 Oozyten der cleéexlenen Entwicklungsstadien
vorgefunden. Da Oozyten nach der Entnahme nurbegeenzte Zeit haltbar waren, erwies es
sich als zweckmafig, die Frésche mehrmals zu aperiend jeweils nur eine bestimmte, auf
die geplante Versuchsreihe abgestimmte, Menge ama&en zu entnehmen. Es wurden

maximal 3 Operationen pro Individuum durchgefihrt.
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Zur Betaubung wurden die Frosche 30-45 Minuten iime eeiskalte 0,1 %ige,
3-Aminobenzoesaureethylesterlésung gebracht. Eartdenalgetisiertes Tier blieb 20-30 min
ruhig gestellt. Es wurde darauf geachtet, dassulieperierenden Frosche 1-2 Tage vor der
Oozytenentnahme nicht gefittert wurden. Die Entratdas gewlnschten Organmaterials
erfolgte im caudalen Abdominalbereich. Hierzu wudk Frosch in Rickenlage auf eine
zuvor bereitgestellte Schale mit zerstoRenem HegggeUm einen direkten Kontakt zwischen
Tier und Eis zu vermeiden wurde ein feuchtes Tusls@hen Frosch und Eis gebracht. Bis
auf den Operationsbereich, wurde die Haut des Ressmit feuchten Tuchern bedeckt um
einer Austrocknung des Tieres entgegenzuwirkentbidievurde der Bereich um Mund- und
Nasenoffnung ausgespart, damit eine ausreichendml@ftzufuhr gewahrleistet war. Der
Eingriff wurde unter keimarmen Bedingungen und nsterilem Arbeitsmaterial
vorgenommen.

Durch eine etwa 7-10 mm lange Inzision in die Lédet, wurde ein entsprechend grof3er
Bereich des Peritoneums freigelegt. Der Einschwittde an der Korperlangsachse des Tieres
orientiert, durfte jedoch niemals exakt medial \argmmen werden, da hierdurch die
periphare Abdominalarterie verletzt worden warbetJeinen weiteren, etwa gleich groRRen
Schnitt in das Muskelgewebe des Peritoneums, wualele Bauchraum eréffnet. Die so
erreichbaren, Mesovarialtaschen wurden vorsichgigzeln durch die Operationsoffnung
gezogen und biopsiert. Nachdem so ausreichendatesrGewebe entnommen und irfEa
haltigen Puffer Gberfiihrt wurde, konnte die Wunaenéht werden. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass keine Gewebereste zwischen LedenhduReritoneum zurtickblieben, da dies
zu Infektionsherden und damit zu einer verschletdte Wundheilung fihren kann. Die
Muskelgewebsschichten wurden mit resorbierbares,Léderhaut mit nicht resorbierbarem
Nahtmaterial vernéht. Abhangig von der Gro3e degr@mnsoffnung, wurden je 2-4 Stiche

ausgefuhrt.
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Abbildung 5: Frosch bei OP in Rickenlage.Die Entnahme des Organmaterials erfolgte im caundal
Abdominalbereich, durch einein 7-10 mm langen Hindit, in die Lederhaut und das darunterliegende
Muskelgewebe. In der Abbildung gut zu erkennen &ipdall mit Oozyten gefillte Ovarialtaschen (seife).

Die Narkose wurde durch umspulen der Frosche mwda@mem Wasser beendet. Sobald die
frisch operierten Tiere dazu in der Lage waren r&tindig an die Wasseroberflache zu
schwimmen um zu Atmen, wurden Sie fur 4-6 h in eilecht rosa geféarbte
Kaliumpermaganatlosung gesetzt. Die desinfizieredekung des kaliumpermanganat-
haltigen Wassers forderte eine rasche Wundheilungn den Zustand der abheilenden
Operationswunde besser beobachten zu kénnen, wdribeh operierte Tiere 1-2 Tage
separat gehalten, bevor sie wieder in ein mehradiviuen enthaltendes Aquarium

umgesetzt wurden.

Erforderliches Material zur Oozytenpraparation:

0,1%ige 3-Aminobenzoesaureethylesterlésung (0,1mebD)
Kaliumpermanganat
Wundnahtmaterial

Praparationsbesteck
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3.4.5 Kollagenasebehandlung der Oozyten

Um die einzelnen Oozyten aus dem mesovarialen Vidrizar 16sen, wurden gleichmalig
grol3e, 4-6 mm durchmessende Stiicke aus den pré@ar@varien geschnitten und 8 mal im
5fachen Volumen (etwa 12 ml) €dreiem Puffer gewaschen, um eine (berschieRende
Kollagenaseaktivierung aufgrund Tdonen zu vermeiden. Ein Volumen von 2-3 ml
Oozyten wurde in etwa 10 ml Edreiem Puffer aufgenommen und nach Zugabe von 100
Kollagenase A -Losung (200 mg/ml) vorsichtig gestditi Hierdurch wurde eine
Vereinzelung der Oozyten erreicht, die - bedingtcdudie Kollagenasewirkung - vom
Follikelgewebe befreit wurden. Oftmals zeigten sachebliche interindividuelle Unterschiede
bei der notwendigen Dauer der Kollagenasebehandllgzig eine standige visuelle
Kontrolle der mesovarialen Gewebeverbande gab Alfss Uber den idealen
Abbruchzeitpunkt der Behandlung. Die vereinzelteginkzellen wurden 15 mal mit 12 ml
Cd*-freier Pufferlosung gewaschen, um Reste der Kellage zu entfernen. AnschlieBend
wurde erneut 5 mal mit Gahaltiger Pufferldsung gewaschen. Um letzte Spw@nin der
Pufferldsung verbliebener Kollagenase abzufangemden die vereinzelten Oozyten in einen
FCS-Puffer gegeben. Nach 2-4 h wurde erneut 2 mial Ge**-haltiger Pufferldsung

gewaschen.

Loésungen und Puffer zur Kollagenasebehandlung deyten:

Kollagenase A -Losung c =200 mg/ml in 4+
FCS-LOsung 5 m%
FCS-Puffer 1 Volumen FCS-L6sung
50 Volumen C&-haltige Pufferlésung
Ca "-haltige Pufferlésung 96 mM NaCl

2mM KCI

1 mM MgCh
1,8 mM Cad

5 mM Hepes pH 7,6
Cd -freie Pufferldsung | 96 mM NaCl
2mM KCI
1 mM MgCh
5 mM Hepes pH 7,6

3.4.6 Lagerung der Oozyten
Die Lagerung der kollagenasebehandelten, vereaizehozyten erfolgte bei 4°C in LG-
Puffer. Eine regelmaRige Pflege der Oozyten wan@raraussetzung fur die Gewahrleistung

einer gleichbleibenden Qualitdt der Keimzellen, diach verletzte oder untergegangene
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Oozyten Proteasen und Salze freigesetzt werden,emtie toxische Wirkung auf die
verbliebenen Oozyten haben kénnei(GN, 1992).

Bei taglichem Wechsel der Pufferlosung und regelgefREntfernung untergegangener
Keimzellen, konnten die so gelagerten Oozyten, nd@b zu 7 Tage nach der

Kollagenasebehandlung fir Expressionsversuche velgtaverden.

L6ésungen und Puffer zur Lagerung der Oozyten:

Gentamycinlésung ¢ = 50 mg/ml
Ca "-haltige Pufferlésung 96 mM NaCl
2mM KCI
1 mM MgCh
1,8 mM Cad
5 mM Hepes pH 7,6
LG-Puffer 1 Volumen Gentamycinlésung
500 Volumen C&-haltige Pufferlésung

3.4.7 Injektion von cRNA in Oozyten vonXenopus laevis

Samtliche Arbeitsschritte wurden mit Handschuheth aim einem weitestgehend RNase freien
Arbeitplatz ausgefuhrt. Manipulationen an den Oeamytvurden unter einem Binokkular
vorgenommen. Zum Ansetzen der gewlnschten RNA-Kadragonen wurde autoklaviertes,
sterilfiltriertes Aqua bidest verwendet.

Oozyten der Stadien V und VI wurden in eine Peltiase mit CA" -freien Puffer Uberfihrt
und auf ein engmaschiges Kunststoffnetz, Rasteegt®®0 x 1000 m gelegt. Hierbei wurde
darauf geachtet, die Oozyten so auf dem Netz ziligusren, daf} alle Keimzellen mit dem
vegetativen Pol nach oben orientiert waren. Es wmrchur solche Oozyten fur
Expressionsversuche verwendet, die sich nicht nveimr ihrer Follikelhaut umschlossen
zeigten. Dieses dunne, nur bei entsprechend hobegrM3erung sichtbare, jede Keimzelle
umgebende und von einem feinen Netz aus Blutkapilalurchzogenes Hautchen, streifte
sich meist innerhalb der ersten 10 h nach der geflasebehandlung von selber ab. War eine
Keimzelle unmittelbar vor der Injektion noch vomein derartigen Hautchen umschlossen, so
wurde selbiges vorsichtig abprapariert oder diagee Oozyte wurde verworfen.

Die Injektion der RNA erfolgte durch zuvor in eingapillarziehmaschiene hergestellten
Mikrokapillare, die mit 2-4,5 | der RNA-Lésung beschickt wurden. Uber einen
Mikroinjektor wurde jeweils ein Volumen von 36 nitgpOozyte injiziert, wobei die RNA-

Konzentration immer 0,59/ | betrug. Anhand der Grol3e, des an der Mikrokasitidze
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ausgepreRten Tropfchens, wurde das zu injizierafmlamen justiert. OffnungsgréRe der
Mikrokapillaren und die Lange des Ausstol3intervifianten manuell auf das zu injizierende
Volumen eingestellt werden. Die VergroRerung derkrivkapillar6ffnung wurde durch
sukzessives Klrzen der Glaskapillaren mit einerz&te und wiederholtem Messen der
TropfchengroRe erreicht. Eine Anderung des AussteRialls wurde lediglich zur
Feinjustierung der TropfengroRe herangezogen. Um gawadahrleisten, dass der
injektionsbedingte, physikalische Stress fiir diezyden von Versuch zu Versuch so wenig
wie moglich variierte, wurde das AusstoRRintervdits so gewahlt, dass es zwischen 4,7 und
5,3 Sekunden lag. Hieraus resultierte ein lber \Adesuchsreihen minimal schwankender
Kapillarendurchmesser und damit einhergehend einemal variierende, durch die Injektion
hervorgerufene, Verletzung der Oozyte.

Abbildung 6: Reifestadien der Oozyten von Abbildung 7: Injektion in den vegetalen Pol einer

Xenopus laevigEinteilung nach Dvont, 1972). llla Oozyte vonXenopus laevisDie Oozyten wurden in

und b sowie IVa und b stellen Ubergangsstadien dagine Petrischale mit Ga-freien Puffer tiberfiihrt und
auf ein engmaschiges Kunststoffnetz gelegt

Zur eigentlichen Injektion der RNA, wurde die Seitzder Kapillare mit einem
Mikromanipulator an den vegetativen Pol der Keirlezgkfuhrt und vorsichtig eingestochen.
Bedingt durch die Lage des Zellkerns am animalankdl gefarbten Pol wurde so das Risiko
selbigen physisch zu schadigen minimiert. Nun wuilde zuvor eingestellte Volumen an
RNA-L6sung in die Oozyte appliziert. In regelmaffigébstanden - etwa alle 8-12
Injektionen - wurde kontrolliert, ob die Apparaturiterhin die korrekte Losungsmenge
ausstiel3.

Als Negativkontrollen wurden unbehandelte, nichiiziarte Oozyten verwendet. In
Vorversuchen wurde gezeigt, dass sich unbehandediso nicht injizierte - Oozyten im

Arginin-Aufnahmeverhalten nicht von mit Wasseriigrte Oozyten unterscheiden.
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Die Oozyten wurden in 15 ml gentamycinhaltiges Kuttedium gegeben und fir 48-52 h bei
16°C in Petrieschalen inkubiert. Das Kulturmediumrde jeweils frisch in 50 ml Ansatzen
hergestellt. In regelmaliigen Abstanden wurden [@elgte Oozyten entfernt und, sofern

notwendig, das Kulturmedium durch frisches ersetzt.

Loésungen und Puffer zur Injektion von cRNA in O@ayt

Gentamycin -Losung ¢ =50 mg/ml
HEPES 1M pH7,6
Leibovitz L15-Medium, | gebrauchsfertig bezogen
(enthalt L-Glutamin)
Cd -haltige Pufferldsung 96 mM NacCl

2mM KCI

1 mM MgCh
1,8 mM Cadl

5 mM Hepes pH 7,6
Kuldturmedium (50 ml), | 25 ml Leibowitz L15-Medium
gentamycinhaltig 750 | Hepes (1 M pH 7,6)
100 | Gentamycin-LAsung (c = 50 mg/l)
Ad 50 ml, steriles dbOD
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3.5. Hemmung der Argininaufnahme durch NEM

Vor dem Start der Aufnahmeversuche wurden die Qozy® mal in eiskaltem Na
Aufnahmepuffer gewaschen, um ein Verschleppen varntuknmedium zu verhindern.
AnschlielRend wurden je 7-10 Oozyten in ein 2 mlkReasgefald tberfihrt und fir 10 min
bei 20°C, in 1001, 0.2 mM NEM L6sung (0.5 mM oder 1.0 mM) vorinkali. NEM verhalt
sich nur in einem pH-Bereich zwischen 6,5 und Tabis deshalb wurde beim Ansetzen der
unterschiedlich konzentrierten NEM-Losungen nukaier Nd-Aufnahmepuffer mit einem
zuvor auf 6,8 eingestellten pH-Wert verwendet. [entrollen wurden bei gleichen
Bedingungen in 100 | 1x Na'-Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss an die
Vorinkubation, wurden zu den jeweiligen Ansatzen010, 2 mM L-[*H]-Arginin-
Aufnahmepuffer (Aktivitat 20 Ci/ 1) gegeben. Nach 15 min Inkubation bei 20°C wurdien
Oozyten 5 mal in eiskaltem R&ufnahmepuffer gewaschen, einzeln in Szintilations
ReaktionsgefalRe tberfuhrt und fir 10 min in je 10P% SDS lysiert. Jedes Lysat wurde mit
1 ml Szintillationsflussigkeit LUMASAFE™PLUS vergeétund die von jeder behandelten

Oozyte emmitierte Strahlungsmenge durch einen gkisissszintillationszahler gemessen.

L6ésungen und Puffer fir Aufnahmeversuche:

Na'-Aufnahmepuffer 2 mM KCI

1 mM MgChk

1 mM CaC}

0,1 M NacCl

5 mM Tris-HCI pH 7,4

5 mM Hepes pH 7,6

L-Arginin-Aufnahmepuffer 2 mM L Arginin

in Na'-Aufnahmepuffer

NEM-L6sung 1 M methanolische n-Ethylmaleimidlésungm
gewiinschten Verhaltnis geldst in ‘Naufnahmepuffer
(pH zwischen 6,5 und 7)

SDS-Losung 2m% in O
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3.6 Bestimmung der Transportkinetik

Vor dem Start der Aufnahmeversuche wurden die Qozy® mal in eiskaltem Na
Aufnahmepuffer gewaschen, um Reste des Kulturmesliwollstandig zu entfernen. Es
wurden je 7 - 10 Keimzellen in ein Reaktionsgef@®@rtithrt und fur 1h bei 16°C, in 2 ml
einer Nd&d-Aufnahmepufferlosung &quilibriert, die Arginin  dezu untersuchenden
Konzentration(en) 0.01 mM (0.03 mM; 0.1 mM; 0.3 mM0 mM; 3.0 mM; 10.0 mM)
enthielt.

Anschliel3end wurden die Oozyten in ein 2 ml Realggefal? Uberfihrt und fir 15 min bei
20°C, in 100 | [3H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10 Ci/ I) inkubiert, wobei die
jeweilige Argininkonzentration, der bereits zur Adrierung gewéahlten entsprach.

Nach der Inkubation wurden die Oozyten 5 mal inkaiem Nd&d-Aufnahmepuffer
gewaschen, die Arginin der entsprechenden Konzenir.01 mM (0.03 mM; 0.1 mM; 0.3
mM; 1.0 mM; 3.0 mM; 10.0 mM) enthielt, einzeln@zintilations-ReaktionsgefalRe tUberfihrt
und fur 10 min in 1001 2% SDS lysiert. Jedes Lysat wurde mit 1 ml SHattonsflissigkeit
LUMASAFE™PLUS  versetzt und die von jeder beharateltOozyte emmitierte

Strahlungsmenge durch einen Flissigkeitsszintilatiéhler gemessen.

3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese konrinoteine in einem elektrischen Feld
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.eEDenaturierung der Polipeptidkette
durch das anionische Detergenz SDS, bewirkt dalasis Proteine negativ geladen werden
und sich in einem elektrischen Feld nach dem Md&gewicht auftrennen lassen. Die
negative Ladung der Polipeptide ruhrt daher, dask das anionische Detergenz an
hydrophobe Regionen der Proteine anlagert und ssirmr negativen Ladung des gesamten
Molekdls fahrt.

3.7.1 Herstellung diskontinuierlicher SDS-Gele

Die Gele wurden in einer Gelkammer gegossen, détaskomponenten grindlich, erst mit
dH,O und anschliessend mit 70% Ethanol gereinigt womdar. Die Gelkammer bestand aus
zwei flachig Ubereinander angeordneten Glasplattendurch zwei randbiindig eingesetzte

Abstandhalter aus Kunststoff voneinander getrenmrden. Die Dicke der gewahlten
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Abstandhalter bestimmte damit die spatere Machitigles SDS-Polyacrylamid-Gels. Die so
entstandene Hohlform wurde aufrecht in eine WebtetrApparatur eingespannt. Es wurden
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele (SDS-PA&@)ywendet, die aus einem Sammel-

und einem Trenngel bestanden (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Zusammensetzung denaturierender SDS-Polyacryl&aid-

Trenngel 10 % Sammelgel 3.88 %
Puffer 5,65 ml 2,5ml
[1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)] [0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)]
dH,0 9 ml 6,1 ml
SDS 10 % 225 | 100 |
Acrylamid 30% 7,5 ml 2,3 ml
TEMED 10 % 15 | 14 |
APS 10 % 150 | 66 |

Zuerst wurde das Trenngel in die Hohlform eingefiitid vorsichtig mit dpO Uberschichtet.
Sobald das Trenngel auspolimerisiert war, konnteideerstehende gB verworfen und das
Sammelgel gegossen werden. Ein auf die Dicke dds @mestimmter Kunststoffkamm
wurde behutsam und exakt horizontal in das nochtmolimerisierte Sammelgel gesetzt, um
als Platzhalter fur spater bendétigte Geltaschedienen. Sobald der Polimerisierungsprozess
des Sammelgels abgeschlossen war, konnte die WBsAppy mit SDS-Elektrophoresepuffer
befillt, der Probenkamm entnommen und die Prob&etragen werden.

Die Proben durchliefen bei einer angelegten, kattstaSpannung von 120 V das Sammelgel,
sobald die Bromphenolblaufront der Proben das Tgeherreicht hatte, wurde die Spannung

auf konstante 100 V geandert.

L6ésungen und Puffer fiir denaturierender SDS-Poljacrid-Gele:

Acrylamidlésung 30% gebrauchsfertig bezogen
APS-LAsung 10% gebrauchsfertig bezogen
Ethanol 70 vol% in BD
TEMED-L6sung 10% gebrauchsfertig bezogen
SDS-Ldsung 10 m% in 4D
SDS-Elektrophoresepuffer 240 mM Tris Base

1,9 M Glycin

1 m% SDS
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3.7.2 Herstellung von Oozytenlysaten fur Western-Bk-Analysen

Um die Expression von hCAT-2A-Mutanten in d&enopusKeimzellen nachweisen zu
kbnnen, wurden Westernblotanalysen der Oozyterdysabrgenommen. Nach einer
zweitagigen Expression der Transporterproteine amle Oozyten 2 mal in eiskaltem Na
Aufnahmepuffer gewaschen und jeweils zu 5er Gruppdn5 ml Reaktionsgefal3e Uberfihrt,
die 100 | RIPA-Puffer sowie 3 | Proteinaseinhibitorengemisch enthielten und iesdr
Losung lysiert. Um den Abbau von exprimiertem BFroteu minimieren, wurden die
Keimzellen sofort bei -70°C eingefroren.

Unmittelbar vor der Verwendung wurden die ProbehEas aufgetaut und die Oozyten Uber
einen Inkubationszeitraum von 30 min mehrfach imdgeschmolzenen 4°C kalten Puffer
aufgewirbelt. Im Anschluss daran, wurden die Ansdtar 30 min bei 14000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der die Proteine enthaltende Ubemtavurde vorsichtig abgehoben und 1:1
mit 2x SDS-Probenpuffer gemischt. Nach einer Inkioavon 15 min bei 37°C im
Wasserbad wurden die so behandelten Proben aufdsikontinuierliches SDS-Gel
aufgetragen.

Losungen und Puffer zur Herstellung von Oozyteribsa

Na'-Aufnahmepuffer 2mM KCI

1 mM MgCh

1 mM CaCj

0,1 M NacCl

5mM Tris-HCI pH 7,4
5 mM Hepes pH 7,6

Proteinaseinhibitor Proteinaseinhibitorengemisch,
gebrauchsfertig bezogen
RIPA-Puffer 150 mM NacCl
1mM EDTA

100 mM Tris HCI 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-HCI
2mM 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-Oberflachenproteien flr Western-Blot-Analysen

Bei neutralem pH bilden N-HydroxysulfosuccinimideBn-ester kovalente Amidbindungen
mit freien Amingruppen von Proteinen. N-Hydroxyssificcinimid-Biotin  kann
Zellmembranen nicht passieren. Aufgrund dieser H@odschen Eigenschaften kdnnen
gezielt membranstandige Oberflachenproteine bibéirtyund durch eine anschliel3ende
Kopplung an immobilisiertes Avidin von intrazelluds Proteinen getrennt werden. Bedingt
durch den reversiblen Charakter der Kopplung, kiinse extrahierte Oberflachenproteine

anschlieBend wieder vom Avidin getrennt und im WesBlot quantifiziert werden.

Nach einer zweitagigen Expression der Transpox&gprmutanten wurden die Oozyten
2 mal in 2 ml eiskaltem PBSmod-Puffer gewaschenjaneils zu 10er Gruppen fur 30 min
in 1 ml Biotinldsung unter leichtem Taumeln bei 4it®ubieren. AnschlieRend wurden die
Oozyten fur 10 min in 2 ml eiskalte Stopplosung riidat und dann 4 mal in je 2 ml
PBSmod+CM-Puffer gewaschen. Die Oozyten wurdeh,5hml Reaktionsgefal3e tberfuhrt
die 200 | Lysis-Puffer enthielten und vorsichtig im Lysidfar aufgewirbelt. Um den Abbau
von exprimiertem Protein zu minimieren, wurden di@imzellen sofort bei -70°C
eingefroren. Unmittelbar vor der Verwendung wurdi® Proben auf Eis aufgetaut und die
Oozyten Uber einen Inkubationszeitraum von 30 mehrfach in dem geschmolzenen 4°C
kalten Puffer aufgewirbelt. Im Anschluss daran, deur die Ansatze fir 30 min bei 14000
rpm und 4°C zentrifugiert.

Ein Gemisch aus biotinylierten, (ehemals membrasgggn) und nicht biotinylierten (aus
dem Zellinneren stammenden) Proteinen war im Uledsenthalten und wurde vorsichtig
abgehoben. 501 sorgfaltig homogenisierter Avidinemulsion wurdaiquotiert und ftir 3 min
bei 5000 rpm zentrifugert und deren Uberstande odem. Jeweils 150! des Oozytenlysats
wurden zu einem dieser Avidin-Sedimente gegeben fiindl2-14 h unter bestandigem
Taumeln bei 4°C inkubiert. Um die an den Avidinkdexp gekoppelten, biotinylierten
Proteine zu isolieren, wurden die Ansatze fur 2@ i 4°C und 14000 rpm zentrifugiert.
Dadurch konnten die im Uberstand enthaltenen, narhtAvidin gekoppelten Proteine
verworfen werden. Das zuriickbleibende Sediment &@&dnal mit 750 ul eiskaltem W1-
Puffer und abschliessend 1 mal mit 750 pl eiskali2-Puffer gewaschen, wobei nach
jedem Waschschritt 20 min bei 4°C und 14000 rpmtrifagiert und die Uberstande
verworfen wurden. So aufgereinigtes Sediment wimdz0 pl Ladepuffer aufgenommen und
nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C im Walsadr fir 1 min bei 1000 rpm
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abzentrifugiert. Der Uberstand der so behandelteé wurde auf ein diskontinuierliches

SDS-Gel aufgetragen.

Losungen und Puffer zur Biotinylierung von Oberfiénproteinen:

PBS mod. +CM 100 mM NacCl

2 mM KCI
1,76 mM KHPO,
10,21 mM NaHPO,

1 mM MgCH6H,0O
0,1 mM CaCGh2H,O

Biotin-Losung ¢ =1,0 mg/ml in d®
Stopp-Losung 100 mM NacCl
2 mM KCI

1,76 mM KHPO,
10,1 mM NaHPO,

50 mM NHCI
PMSF-LOsung 0,2 M PMSF in Aceton
Proteaseinhibitoren- Proteinaseinhibitorengemisch,
Gemisch gebrauchsfertig bezogen
Lysis-Puffer 1 Teil RIPA

10 Teile PMSF-Lsg.
30 Teile Proteaseinhibitoren Gemisch
Waschpuffer-I 50 mM Tris-HCI (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-1,
PMSF (1:10000) zugegeben
Waschpuffer-I 50 mM Tris-HCI (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 SDSEEAnach GrolRe aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrozellulose-Membran tbertragen undefixiDas proteinbeladene SDS-Gel wurde
hierfir in  Elektroblottingpuffer gewaschen und lelagei auf 3 Lagen, mit
Elektroblottingpuffer getrankte Filter-Papiere [Wiman] gelegt. Auf das Gel wurde eine
Nitrozellulose-Membran platziert, auf die wiederi8nmit Elektroblottingpuffer getrankte
Filter-Papiere drapiert wurden. Um den so geschtentAufbau zwischen 2 Kunststoffgittern
in der Nassblottapparatur fixieren zu konnen, warteiderseits je 2 Schwdmme zwischen

aulRerem Filter-Papier und Kunststoffgitter gebracht

Abbildung 8: Sandwichartiger Aufbau der Nassblottapparatur

Bei 4°C wurde flur die Dauer von 12-15 h eine Spagnangelegt (I = konst. 100 mA), um
die Proteine vom SDS-Gel auf die Membran zu UbeéitihDie proteinbeladene Membran
wurde 10 min unter leichtem Schwenken in Elektrabiigpuffer gewaschen und
anschliessend unter leichtem Schwenken 15 min imétr € onceau-S-Farbeldsung inkubiert,
um eine erfolgreiche, effiziente Ubertragung vowt&in auf die Membran verifizieren zu

kdnnen. Im Anschluss wurde die Membran mit@Hvieder entfarbt.
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Losungen und Puffer zur Western-Blot-Analyse:

Elektroblottingpuffer 20 mM Tris Base

150 mM Glycin

20 vol% Methanol
Ponceau S Farbeldsung 0,5 vol% Ponceau S

1 vol% konz. Essigsaure

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

Nachdem die proteintragende Nitrozellulose-Membmamdestens 2 h bei Raumtemperatur in
Blockierungspuffer inkubiert worden waren, erfotlyeimaliges, je 8-10 minitiges Waschen
in Antikdrperverdinnungspuffer. Die so behandeltenMbran wurde fir 12-15 h, bei 4°C
unter leichtem Schwenken mit dem primaren Antikorpekubiert und dann, nach
dreimaligem, 8-10 minldtigen Waschen mit Blotto, fiih mit dem sekundaren Antikorper
inkubiert. Die Inkubation der Membran mit diesemtikarper erfolgte bei Raumtemperatur
und leichtem Schwenken unter einer lichtsicherenleskung. Die Membran wurde erneut
3 mal fur 8-10 min mit TBST-Puffer und ein weitereml fir 8-10 min mit TBS-Puffer
gewaschen.

Die Detektion durch Chemilumineszenz, der auf deamdranen gebundenen Proteine,
wurde durch 2 minttige Inkubation der Membran ne@mdChemilumineszenzsubstrat [Carl
Roth, Karlsruhe] eingeleitet. Die an die sekundafertikbrper gekoppelten Peroxidase
katalysierte hierbei die Oxidation von in dem Chemineszenzsubstrat enthaltenen
Luminol. Dadurch wurde Lichtenergie bei einer maaiem Emission von 428 nm freigesetzt,
mit der ein auf die Membran gelegter Rontgenfilnidbget werden konnte. Diese Reaktion
wurde katalytisch nur dort beschleunigt, wo sich Kiomplex aus Protein, primaren und

sekundaren Antikérper gebildet hatte.

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

Zur Detektion von hCAT-2A Zur Detektion von Tubulin
(-Mutanten)
primarer anti-hCAT-2A (RAFet al, 1998) anti- -Tubulin
Antikorper 1: 100 in Antikdrperverdiunnungspuffgrl: 1000 in Blotto
sekundarer anti-rabbit anti-mouse
Antikorper 1:10000 in Blotto 1:5000 in Blotto

Wurde ein Réntgenfilm auf die Membran gelegt, Ubieien geeigneten Zeitraum exponiert

und anschlielend entwickelt, konnte so ein Bild def der Membran verankerten, nach
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Molekulargewicht aufgetrennten Proteine erzeugtdeer Die Banden entsprachen dabei den
Proteinen, die eine entsprechende Affinitdt zummpren Antikérper aufwiesen.
Abschliessend wurden mit einem Folienstift die Maldanden auf den entwickelten
Rontgenfilm Gbertagen. Es erwies sich als vortétilneehrere Filme unterschiedlich lange
- zwischen 0,2 und 10 min - zu belichten und im ¢hhgss die optimal entwickelten Bilder

zur weiteren Auswertung heranzuziehen.

Wurde die Membran erneut mit einem anderen prim&miikorper behandelt, war es nétig
die bereits gebunden priméren und sekundaren Ampigkdzon der Membran zu entfernen, um
etwaige unerwinschte Wechselwirkungen ausschlieRenkénnen. Hierfir wurde die
Membran 4 mal 8-10 min in PBS-Puffer gewaschen amgthliessend fur 30 min bei 50°C
unter leichtem Schwenken in Membran-Reinigungspuffeubiert. Danach wurde erneut 6
mal for 8-10 min mit PBS-Puffer gewaschen. Um eiBmckierung unspeziefischer
Bindungen zu erreichen, wurde die Nitrozellulosenidean nochmals 2 h Dbei
Raumtemperatur in Blockierungspuffer inkubiert. Bie behandelte Membran konnte nun
entweder direkt erneut mit einem weiteren primaternikorper behandelt oder bei 4°C in

PBS-Puffer gelagert werden.

Loésungen und Puffer fur immundetektorische Untdmsngen:

Antikorperverdinnungspuffer 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

2mM Cad) x 2H,0
0,01 vol% Antifoam A
0,05 vol% Tween 20
5 m% Magermilchpulver
Chemilumeniszenzsubstrat Roti-Lumin 1 und Roti-bamP
unmittelbar vor Gebrauch 1:1 mischen

Elektroblottingpuffer 20 mM Tris Base
150 mM Glycin
20 vol% Methanol
PBS-Puffer 140 mM NacCl
2,68 mM KCI

1,76 mM KHPO,
10,1 mM NaHPO,
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TBST-Puffer 100 mM Tris-HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
0,5 Vol% Tween 20
TBS-Puffer 100 mM Tris-HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
Membran-Reinigungspuffer 2 m% SDS

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
100 mM 2-Mercaptoethanol

Methoden
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleich der Transportaktivitat von hCAT-2A und y'LAT1 unter

Einwirkung von NEM

Es wurde im Versuch bestatigt, dass der Transp&@&T-2A - ebenso wie hCAT-1 und
hCAT-3 (ohne Abbildung) - durch das Sulfhydryl-Reag NEM gehemmt wird. Das Ergebnis
beruht auf Transportstudien des exprimierten hCATVZildtyps in Oozyten vonXenopus
laevis

e ™
0,8
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B Kontrolle
06 | @ 1mM NEM
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Abbildung 9: Vergleich der Transportaktivitat von hCAT-2A und y "LAT1 unter der Einwirkung
von NEM. Fur die Expression von hCAT-2A undbAT1 wurde je Oozyte 17,5 ng RNA injiziert, fiir
die Expression von"yAT1 wurde zuséatzlich je 17,5 ng fur 4F2hc kodieterRNA appliziert. Mit der
Abkirzung ,,0J“ (dne _hjektion) sind unbehandelte Oozyten, die als Kdignomitgefiihrt wurden,
gekennzeichnet. Nach zweitagiger Expression wudie®ozyten fir 10 min bei 20°C, in einer 1 mM
bzw. 2 mM NEM Lo6sung vorinkubiert. Die Kontrollenunden bei gleichen Bedingungen in 1x'Na
Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss an dierM&ubation, wurden die Oozyten in 1 mM L-
[*H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10 Ci/ 1) inkubiert. Nach 15 min bei 20°C wurden die
Oozyten 5 mal in eiskaltem Ri&ufnahmepuffer gewaschen, einzeln in SzintillatidReaktionsgefale
Uberfuhrt, in 2% SDS lysiert und anschlieRend nzin@lationsflissigkeit versetzt. Die von jeder
einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurdechd einen Flissigkeitsszintillationszahler
gemessen und diente als Grundlage zur Berechnumgadfgenommenen Argininmenge pro
Zeiteinheit. Dargestellt sind die gemittelten Eimzrte der untersuchten Oozyten eines Versuchs. Es
wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante und Hemnfiktoizentration untersucht

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

der Einwirkung von NEM, $L AT1 wurde jedoch nicht durch NEM gehemmt.

In weiteren Versuchen wurde ein standardisiertestoRoll etabliert, mit dem spater alle
Transportstudien an den mutierten Proteinen dufdhgewerden konnte. Im Rahmen dieser
Versuche zeigte sich, das NEM bei einem pH > 7noagh in sehr hohen Konzentrationen zu
einer Hemmung des hCAT-2A-Wildtyps fuhrte. Somitrden die folgenden Transportstudien,
bei denen die Hemmung der Transporter durch NEMersaotht wurde, stets mit
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Inkubationsmedien durchgefuhrt, deren pH bei 6,8. IBie bei -20°C gelagerte NEM-
Stocklosung wurde nicht haufiger als 3 mal aufgetda sich NEM nur eine begrenzte Zeit bei
Temperaturen tber 4°C stabil zeigte.

4.2 Herstellung der hCAT-2A-Einzelmutanten

Ziel der Arbeit war die Untersuchung 6 kritischers@inreste des Transporterproteins hCAT-
2A, die als Wirkort fur den Hemmstoffe N-Ethylmated infrage kamen. Diese 6 Cysteinreste
sind in allen Vertretern der CAT- Familie konsertieHierzu sollten Transportstudien mit

hCAT-2A-Proteinen durchgefuhrt werden, bei denewejis einer der kritischen Cysteinreste

mutiert worden war. Eine Elimination der Cysteihétte jedoch eine grundsatzliche,

unerwiinschte Anderung der Primarstruktur des Rrstbedeutet, weshalb die Cysteinreste
jeweils durch einen Alaninrest substituiert wurdém.Abbildung 10 sind alle 6 erzeugten

Einzelmutanten schematisch dargestellt.

Abbildung 10: Schematische Darstellung der erzeugteEinzelmutanten. Die Lage der jeweiliger
Mutation ist gelb markiert.Die erzeugten hCAT-2A-Mutanten wurden systematisait dem
Namenszusatz ,.../CxA" gekennzeichnet, wobei x disiftn des_@steinrestes angibt, der durch
Alanin ersetzt wurde.

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

zeigt die Anzahl der nach dem Mutageneseprotokol8.(3.1) erstellten und zur Sequenzierung
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gegebenen Klone, sowie die Anzahl der sequenziekieme, bei denen die Mutation

erfolgreich implementiert war.

Tabelle 7: Sequenzierungsergebnisse der hCAT-2A-Einzelmutante

Name der
Einzelmutante

Anzahl der
sequenzierten Klone

Anzahl der sequenzierten Klone, die die
entsprechende Mutation aufwiesen

hCAT-2A/C33A

hCAT-2A/C264A

hCAT-2A/C273A

hCAT-2A/C299A

hCAT-2A/C347A

hCAT-2A/C427A

NNREFRPRFREFEPDN

NP R RRN

Die 6 Einzelmutanten dienten als Grundlage zur eitstg von mehrfach mutierten

Transporterproteinen. Die erzeugten hCAT-2A-Mutanteurden systematisch mit dem

Namenszusatz ,,.../CxA" gekennzeichnet, wobei x disiftin des_@steinrestes angibt, der

durch Aanin ersetzt wurde. Analog dazu wurden mehrfachertet Konstrukte, durch den

Zusatz ,,.../Cx+yA* benannt.
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4.3 Herstellung der hCAT-2A-Mehrfachmutanten

Die Anordnung der eliminierten Cysteinreste in @ereugten Mehrfachmutanten konnte nicht
frei bestimmt werden. Aufgrund des Verfahrens,M&hrfachmutanten durch die Ligation von
Fragmenten der Einzelmutanten zu erzeugen, wurderiKambinationsmdglichkeiten durch
die Lage der Restriktionsschnittstellen limitierDie in Abbildung 11 dargestellten
Ligationsprodukte zeigen die in dieser Arbeit vemdeten 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 verweedeRestriktionsenzyme die zur Erzeugung
dargestellten Mutantemerwendet wurden sind schwarz, die Position detiertan Bereiche gel
gekennzeichnet. Durch parallel ausgefiihrte, flawkide Restriktionsschnitte, wurde ditutation
tragengendes Fragment aus einem Plasmid entnopumean homologer Stelle in einem zwel
Plasmid das identisch groRe, aber keine Mutaticageinde, Fragment zu ersetzen.

Plasmidfragmente der beiden, jeweils verweadetMutanten sind farblich unterschliedl
dargestellt.
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4.4 Transportversuche nach Expression der hCAT-2A-Hzelmutanten in Oozyten  von
Xenopus I.

Nach zweitagiger Expression wurden mit den hCATEAzelmutanten Transportstudien
durchgefuhrt, die Aufschluss Uber die Transportatiéi des jeweiligen Transporters liefern
sollten. Dabei zeigten sich fur die Einzelmutaniaterschiedliche Transportaktivitaten.
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Abbildung 12: Transportaktivitdt der Einzelmutanten. Fir die Expression der Einzelmutanten
wurde je Oozyte 17,5 ng RNA injiziert. Nach zweitigy Expression wurden die Oozyten fiir 15 min in
einem 1 mM L-fH]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10 Ci/ 1) inkubiert. Danach wurden die
Oozyten 5 mal in eiskaltem R&ufnahmepuffer gewaschen, einzeln in SzintillasidReaktionsgefale
Uberfuhrt und in 2% SDS lysiert. Die von jeder einen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde
durch einen Flissigkeitsszintillationszahler geraasand diente als Grundlage zur Berechnung der
aufgenommenen Argininmenge pro Zeiteinheit. Damjtssind die gemittelten Einzelwerte, der
untersuchten Oozyten eines Versuchs (n = 5-8 OnZyfeansportermutante).

hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C427A zeigten eine deutlieduzierte, hCAT-2A/C264A eine
gesteigerte Transportaktivitdt gegeniber der dddtyps. Die Transporter hCAT-2A/C273A,
hCAT-2A/C299A und hCAT-2A/C347A zeigten keine erhelf,e Abweichung ihrer
Transportaktivitat gegentber dem hCAT-2A-Wildtyp.

Die Einzelmutante hCAT-2A/C33A zeigte gegentber dafildtyp eine ca. 63 % niedrigere
Transportaktivitat. Ebenso wurde fir hCAT-2A/C42émke Reduktion der Transportaktivitat

um etwa 50 % ermittelt. Fir hCAT-2A/C264A ergakhs&ne Transportaktivitat, die etwa 135
% des Wildtyps entsprach.
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4.5 Western-Blot-Analysen belegen eine gleichmaRigxpression der Einzelmutanten

Die Parallel zu den Aufnahmestudien durchgefuhiéestern-Blot-Analysen der Zelllysate
belegen eine gleichmaRige Expression der Transpooteine in den Oozyten. Durch einen
Vergleich der erhaltenen Banden fur die hCAT-2AZeimutanten mit den als Ladekontrollen
zusatzlich untersuchten -Tubulinbanden ergeben sich nahezu einheitlich iexprte
Proteinmengen.

Eine Korrelation zwischen der Menge an exprimierterotein pro Zelle und der jeweiligen
mutationsspezifischen Transporteraktivitat, kardo@h nur durch eine statistische Auswertung
von mehreren densiometrischen Messungen untersichied Western-Blot-Analysen
vorgenommen werden. Diese Untersuchungen konntemzeitfichen Rahmen dieser Arbeit

nicht durchgefihrt werden.

<=

kDa M WT  C33A C264A C273A 2@A C347A C427A oJ

Abbildung 13: Nachweis der erfolgreichen Expressiowon hCAT-2A Einfachmutanten aus Zelllysaten voi
XenopusOozyten durch Western-Blot-AnalysenMit ,0J“ (ohne_hjektion) sind unbehandelte Oozyten, die
Kontrollen mitgefuhrt wurden, gekennzeichnet. Diewle Pfeil zeigt die Position der hCAT Mutanten an, de
rote Pfeil markiert die Lage der Tubulinbanden.

Nach zweitagiger Expression wurden die Oozyten makiin eiskaltem NaAufnahmepuffer gewaschen,
jeweils zu 5er Gruppen in einem Gemisch aus 10RIPA-Puffer und 3 | Proteinaseinhibitodsung bei 4°(
lysiert und im Anschluss daraentrifugiert. Der die Proteine enthaltende Ubemstarurde vorsichtig abgehob
und 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer gemischt. Jel4B6 Spur und Mutante wurden auf ein 10 % SGS-
aufgetragen und bei 100 V aufgetrennt. AnschlieRendden die Proteine awdine Nitrozellulosemembre
geblottet und die Membran mit den primaren (a@Af-2A) und sekundaren (anti-KanincheAhtikdrpern
inkubiert. Die Detektion der auf den Membranen gebundenereiPmivurde durch zweiminitige Inkubation
Membran mit einem Kemilumineszenzsubstrat eingeleitet. Durch Belictaines Rontgenfilms wurden die ¢
Proteinbanden entsprechenden Signale sichtbar ditnizie Detektion der-Tubulin-Banden erfolgte analog n
den entsprechenden primaren (anfiubulin) und sekundaren (anti-Maus) Antikbrpernachdem di
Nitrozellulosemembran von den zuvor aufgetrager@ATh2A-Antikbrpern gereinigt worden war.
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4.6 Vergleich der Transportkinetik von hCAT-2A/C33A, hCAT-2A/C264A und Wildtyp
Aufgrund der sich am meisten voneinander untergeimeien Aktivitaten, die fur hCAT-
2A/C33A und hCAT-2A/C264A ermittelt worden warenunde die Transportkinetik dieser
Einzelmutanten bestimmt und mit der des Wildtypsghehen. Die ermittelten Werte fur die
Substratkonzentration bei halbmaximale Transpauigdt (Ky) und maximaler
Transportaktivitat (May zeigen eine sich deutlich voneinander untersemeld
Transportkinetik.

Abbildung 14: Vergleich der Transportkinetik von
hCAT-2A/C33A, hCAT-2A/C264A und dem
hCAT-2A/ WT (Wildtyp).

Nach zweitdgiger Expression wurden die Oozyten
zweimal in eiskaltem NaAufnahmepuffer
gewaschen . Es wurden je 7 - A8nopugOozyten in
ein Reaktionsgefal? tberfihrt und fir 1h bei 16°C,
einer N&-Aufnahmepufferldsung &quilibriert, 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. Anschlielend wurden die Oozyten in ein
Reaktionsgefal3 uberfihrt und fur 15 min bei 20tC, i
[*H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10 Ci/ 1)
inkubiert, wobei die jeweilige Argininkonzentration
der bereits zur Aquilibrierung gewahlten entsprach.
Nach der Inkubation wurden die Oozyten 5 mal irkatem N&-Aufnahmepuffer gewaschen, die Arginin der
entsprechenden Konzentration(en) 0.01 mM (0.03 M, mM, 0.3 mM, 1.0 mM, 3.0 mM und 10.0 mM)
enthielt, einzeln in Szintillations-Reaktionsgefa®eerfihrt und fir 10 min in 2% SDS lysiert. Dienvieder
einzelnen Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurdehdeinen Flussigkeitsszintillationszéhler gemessed
diente als Grundlage zur Berechnung der aufgenormmargininmenge por Zeiteinheit.

Die Substratkonzentration die erforderlich war, eime halbomaximale Sattigung der jeweiligen
Transporter zu erreichen, lag fur den hCAT-2A-Wijjdbei 2,16 mM, fur hCAT-2A/C33A bei
0,73 mM und fur hCAT-2A/C264A bei 3,97 mM. DamitigehCAT-2A-C33A die grolite
Substrataffinitat bei der geringsten gemessenen imadan Transportgeschwindigkeit,
wohingegen die geringste Substrataffinitdt und kBteehmaximale Transportgeschwindigkeit
der drei untersuchten Transporter fur die Einzeémtg hCAT-2A-C264A gemessen wurde.
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4.7 Alle Einzelmutanten zeigen eine Hemmung durch BM

Bei Transportversuchen mit Oozyten, in denen didierten Transporterproteine exprimiert
wurden, zeigten alle Einzelmutanten eine Senditivijegentiber dem Hemmstoff NEM.
Weiterhin war die vollstindige Hemmung der Transgdivitat abhangig von der NEM-
Konzentration.

Dabei ergaben sich flur alle Transporterproteineattiaristische, von der NEM-Konzentration
abhangige Transportaktivitdten. Wurden die hCATEAzelmutanten einer NEM-
Konzentration von 0,2 mM ausgesetzt sank die Tramaktivitat bei fast allen

Transporterproteinen um 30-45 % der Kontrolle. Veu@cb mM NEM verwendet, zeigte sich
eine weitere Abnahme der Transportaktivitat, awmaeb-15 % der Kontrollaktivitat. Eine
nahezu vollstandige Hemmung der Transportaktivigtde mit einer NEM-Konzentration von
1 mM erreicht.

B Kontrolle

m 0.2 mM NEM
00.5 mM NEM
01 mMNEM

nmol / Oozyte / h

WT C33A C264A C273A C299A C347A C427A

-0,5
-
Abbildung 15: Vergleich der Transportaktivitdit der hCAT-2A-Einzelmutanten unter der
Einwirkung von NEM. Fur die Expression der Einzelmutanten wurde je y@#047,5 ng RNA
injiziert. Nach zweitagiger Expression wurden diez@en fur 10 min bei 20°C, in einer 0,2 mM, 0,5
mM oder 1 mM NEM- L6sung vorinkubiert. Die Kontrefi wurden bei gleichen Bedingungen in 1x
Na'-Aufnahmepuffer vorinkubiert. Im Anschluss wurdeie @ozyten fir 15 min in einem 1 mM L-
[*H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10 Ci/ 1) inkubiert. Danach wurden die Oozyten 5 mal in
eiskaltem N&Aufnahmepuffer gewaschen, einzeln in SzintillasidReaktionsgefaRe berfiihrt und in
2% SDS lysiert. Die von jeder einzelnen Oozyte etiemé Strahlungsmenge wurde durch einen
Flussigkeitsszintillationszahler gemessen und dierdls Grundlage zur Berechnung der
aufgenommenen Argininmenge pro Zeiteinheit. Darditssind die gemittelten Einzelwerte von
insgesamt drei Experimenten. Bei jedem Experimeamiden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutante und
Hemmstoffkonzentration untersucht.

Zwei der Einzelmutanten, hCAT-2A/C33A und hCAT-2R/3A, zeigten eine hiervon
abweichende Hemmung durch NEM. Mit einer NEM-Kortzatiion von 0,2 mM konnte bei
hCAT-2A/C33A keine Inhibition der Transportaktivitiestgestellt werden, au3erdem reagierte
die Einzelmutante mit einer Hemmung der Transptsi#t um 67%, deutlich weniger
sensitiv auf eine 0,5 mM Hemmstoffkonzentrationallse anderen hCAT-2A-Einzelmutanten.
Wurde hCAT-2A/C33A einer NEM Konzentration von 1 maMsgesetzt, wurde jedoch auch
dieses Transporterprotein vollstandig gehemmit.

54



Ergebnisse

Bei einer NEM-Konzentration von 0,2 mM konnte fUCAT-2A/C273A eine dem Wildtyp
entsprechende Inhibition der Transportaktivitat vd80% festgestellt werden. Die
Transportermutante reagiert mit einer Hemmung dem3portaktivitat um 74% weniger
sensitiv auf eine 0,5 mM Hemmstoffkonzentration ale anderen hCAT-2A-Einzelmutanten
(ausgenommen hCAT-2A/C33A). Die Einzelmutante hCAWC273A zeigte jedoch auch bei
einer Inkubation in der 1 mM NEM-LOsung keine vtidlsdige Transporterhemmung. Hier
konnte immer noch eine Transportaktivitat von 1786ldontrolle gemessen werden.
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Abbildung 16: Ein prozentuale Vergleich der Transpataktivitaten unter dem Einfluss von
NEM. Die Transportaktivitat unter Einwirkung von NEM iéir jede Einzelmutante in Prozent der
jeweiligen Kontrolle dargestellt. Grundlage bilddie Ergebnisse, der bereits unter Abbildung 15
beschriebenen Transportsstudien.
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4.8 Transportversuche nach Expression der hCAT-2A-Mhrfachmutanten in Oozyten

von Xenopus |.

Nachdem die Untersuchung der Einzelmutanten erdats eine Transporterhemmung durch
NEM nicht aufgrund eines bestimmten Cysteinrestesrmittelt wird, wurden
Mehrfachmutanten des Transporter erzeugt, um Ullenprzu kbnnen ob die Hemmung des
Transporters an mehreren Cysteinresten erfolgen. kK&eiterhin war von Interesse, in wieweit
das Fehlen mehrerer Cysteinreste die Transporigtdktder mutierten Proteine beeinflusste.
Bei einer Expression der mutierten Transporterjmetén Oozyten vonXenopus laevignit
anschlielenden Transportversuchen zeigten sicldi@liMehrfachmutanten unterschiedliche
Transportaktivitaten.
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Abbildung 17: Transportaktivitit der Mehrfachmutant en. Fir die Expression der
Mehrfachmutanten wurde je Oozyte 17,5 ng RNA igjizi Nach zweitagiger Expression wurden
jeweils 7 - 10 Oozyten fir 15 min in einem 1 mM[*H]-Arginin-Aufnahmepuffer (Aktivitat 10
Ci/ 1) inkubiert. Danach wurden die Oozyten 5 mal iskaltem N&-Aufnahmepuffer gewaschen,
einzeln in Szintillations-ReaktionsgeféalRe Uberflmd in 2% SDS lysiert. Die von jeder einzelnen
Oozyte emmitierte Strahlungsmenge wurde durch ekiéssigkeitsszintillationszéhler gemessen und
diente als Grundlage zur Berechnung der aufgenoramémgininmenge pro Zeiteinheit. Dargestellt
sind die gemittelten Einzelwerte der untersuchteozy®en von vier Experimenten. Bei jedem
Experiment wurden jeweils 5-8 Oozyten pro Mutantéetsucht.

Die Transporterproteine zeigten gegenuber dem Wildeine deutliche Reduktion der
Transportaktivitat um 70% fur hCAT-2A/C33+299A und®d7 % fur hCAT-
2A/C33+299+347+427A. Die ermittelte Transportaitéivvfir hCAT-2A/C347+427A lag um
etwa 40% unter der des Wildtyps. Die Transportatgign von hCAT-2A/C33+299A und der
Einzelmutante hCAT-2A/C33A lagen nahezu auf denchkn Niveau. Einen &hnlichen Effekt
konnte man beim Vergleich der Transportaktivitaféin hCAT-2A/C347+427A und der
Einzelmutante hCAT-2A/C427A beobachten.
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4.9 Western-Blot-Analysen belegen eine ExpressiomidMehrfachmutanten in Oozyten

Die ebenfalls parallel zu den Aufnahmestudien dgeéiihrten Western-Blot-Analysen der
Zelllysate belegen eine gleichmallige ExpressionMigtrfachmutanten in den Oozyten. Der
Vergleich der erhaltenen Banden fiur die hCAT-2A-Mathmutanten mit den als
Ladekontrollen zuséatzlich untersuchterTubulinbanden, ergaben vergleichbar exprimierte
Proteinmengen.

Eine Korrelation zwischen der Menge an expremieriatein pro Zelle und der jeweiligen
mutationsspezifischen Transporteraktivitat kanrogddauch hierbei nur durch eine statistische
Auswertung von mehreren densiometrischen Messung#erschiedlicher Western-Blot-
Analysen vorgenommen werden. Diese Untersuchungant&n im zeitlichen Rahmen dieser

Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Abbildung 18: Nachweis der erfolgreichen Expression
von hCAT-2A-Mehrfachmutanten aus Zelllysaten von
XenopusOozyten durch Western-Blot-Analysen.

la: “WT"; 1b: “C33+299+347+427A", 1c: “C33+299A%
1d: “C347+427A"; 1e: Oozyten, in die keine RNA migrt

wurde und als Kontrollen mitgefuihrt wurden.

Der blaue Pfeil zeigt die Position der hCAT-2A-Mnuitan

<=mm | an, der rote Pfeil markiert die Lage deiTubulinbanden.
Das Protokoll der Western-Blot-Analyse ist idertiszu
dem in Abbildung 13 beschriebenen.
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Um zu Uberpriufen, ob die eingefiihrten Mutationen Benbau der Transporterproteine in die
Cytoplasmamembran beeinflusste, wurden die Zelft@mérenproteine vorXenopusOozyten
untersucht. Aufgrund der biochemischen Eigenschaften N-Hydroxysulfosuccinimid-Biotin
(s. 3.7.3) wurden gezielt membranstéandige Oberdéptoteine biotinyliert und durch eine
anschlieBende Kopplung an immobilisiertes Avidim watrazellularen Proteinen getrennt.

Die Western-Blot-Analyse der vom Lysat getrenntdme@achenproteine ergab, dass die in
XenopusOozyten exprimierten Mehrfachmutanten in der Clgesmamembran in
vergleichbaren Proteinmengen verankert waren. Dienkitat der einzelnen Proteinbanden
zeigten jedoch leichte Unterschiede. Eine statisés Auswertung von mehreren
densiometrischen Messungen unterschiedlicher WeBliet-Analysen konnte jedoch auch
hier nicht vorgenommen werden.

Das Ausbleiben der Tubulinbande belegt eine eréodpe Trennung der Oberflachenproteine
von den im Lysat enthaltenen, intrazellularen Rnete (s. Abbildung 19), jedoch lasst das
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Fehlen einer Ladekontrolle keinen aussagekréftigéargleich der Bandenintensitat
untereinander zu.

Abbildung 19: Nachweis der hCAT-2A-Mehrfach-
mutanten in der Zelloberflache vonXenopusOozyten.

2a: “WT*, 2b: “C33+299+347+427A"; 2c: “C33+299A
2d: “C347+427A" 2e : Oozyten, die als Blindproben
mitgefuhrt wurden. Der blaue Pfeil zeigt die Pasitider
hCAT-2A-Mutanten an, der rote Pfeil die Positiomesi
potentiellen -Tubulin-Bande.

Nach einer zweitdgigen Expression der Mehrfachntatan
wurden die Oozyten 2 mal eiskaltem PBSmod-Puffer
<= | gewaschen und jeweils zu 10er Gruppen fur 30 min in
Biotinldsung unter leichtem taumeln bei 4°C inkubie
AnschlieBend wurden die Oozyten fur 10 min in digka
Stopplésung dberfihrt und dann 4 mal in PBSmod+CM-
Puffer gewaschen. Die Oozyten wurden uber einen
Inkubationszeitraum von 30 min mehrfach in 4°C daalLysis-Puffer aufgewirbelt und zentrifugiert. Ex@misch
aus biotinylierten, ehemals membranstandigen ungl dem Zellinneren stammenden, nicht biotinylierten,
tiberexpremierten Proteinen war im Uberstand emthalind wurde vorsichtig abgehoben. 50 sorgfiltig
homogenisierter Avidinemulsion wurden aliquotiertdufiir 3 min bei 5000 rpm zentrifugert, deren Ubande
verworfen. Jeweils 150l des Oozytenlysats wurden zu einem dieser Avidiguet-Sedimente gegeben und fur
12-14 h unter bestandigem taumeln bei 4°C inkubigm die an den Avidinkomplex gekoppelten, biotiagten
Proteine zu isolieren, wurden die Lysate fir 20 b@n4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Dadurch kemndie im
Uberstand enthaltenen, nicht an Avidin gekoppeResteine verworfen werden. Das zuriickbleibende rBewti
wurde 3 mal mit 750 ul eiskaltem W1-Puffer und dis®@end 1 mal mit 750 pl eiskaltem W2-Puffer gestes,
wobei nach jedem Waschschritt 20 min bei 4°C un@0D4rpm zentrifugiert und die Uberstande verworfen
wurden. So aufgereinigtes Sediment wurde in 30addpuffer aufgenommen und nach einer Inkubationifn
min bei 37°C im Wasserbad fir 1 min bei 1000 rpeaftrifugiert. Vom Uberstand wurden je 2%ro Spur (und
Mutante) auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen und B6i \I aufgetrennt. Anschlie3end wurden die Protaink
eine Nitrozellulosemembran geblottet und die Membmit den primaren (anti-hCAT-2A) und sekundaremtita
Kaninchen) Antikdrpern inkubiert. Die Detektion dauf den Membranen gebundenen Proteine, wurde durch
zweiminitige Inkubation der Membran mit einem Chemineszenzsubstrat eingeleitet. Durch Belichtuing®
Roéntgenfilms wurden die den Proteinbanden entspretdn Signale sichtbar gemacht. Die Detektion der
Tubulin-Banden erfolgte analog mit den entspreckangriméaren (anti-Tubulin) und sekundéaren (anti-Maus)
Antikérpern, nachdem die Nitrozellulosemembran dem zuvor aufgetragenen hCAT-2A-Antikdrpern geggini
worden war.

I

[kDa] M 2a 2b 2c 2d 2e
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4.10 Alle Mehrfachmutanten zeigen eine Hemmung dulcNEM

Bei Transportversuchen mit Oozyten, in denen didirfaeh mutierten Transporterproteine
exprimiert wurden, zeigten alle Mutanten eine Sengit gegenuber dem Hemmstoff NEM.
Bei einer NEM-Konzentration von 0,2 mM konnte fUEAT-2A/C347+427A eine Inhibition
der Transportaktivitat von 25% festgestellt werdere Transportermutante reagiert mit einer
Hemmung der Transportaktivitdat um 82%, ahnlich @k 0,5 mM Hemmstoffkonzentration
wie der hCAT-2A-Wildtyp. Wurde hCAT-2A/C347+427Aner NEM Konzentration von 1
mM ausgesetzt, wurde auch dieses Transporterpnoédiezu vollstandig gehemmt.

1,6

1,4

12 ] B Kontrolle

’ m0.2 mM NEM
< 11 00.5mM NEM
Q
T 081 01 mMNEM
O 06 -
°
E 04

0,2

0 1 T

0.2 WT C33+299+347+427A C33+299A C347+427A

/
Abbildung 20: Vergleich der Transportaktivitat der hCAT-2A-Mehrfachmutanten unter der
Einwirkung von NEM. Dargestellt sind die gemittelten Einzelwerte detessuchten Oozyten von
vier Experimenten. Bei jedem Experiment wurden jewes-8 Oozyten pro Mutante und
Hemmstoffkonzentration untersucht. Der Versuchsawfbist identisch zu den in Abbildung 15
beschriebenen Parametern.

Eine besonderer Effekt bezlglich der Hemmung duxiM, konnte bei den Oozyten
beobachtet werden, in denen die Transporter hCAMG38+299A und hCAT-
2A/C33+399+347+427A exprimiert waren. Wie die Einngtante hCAT-2A/C33A waren die
Doppel- und Vierfachmutante bei denen C33 mutientden war, mit 0,2 mM NEM nicht zu
hemmen. Die Vierfachmutante, hCAT-2A/C33+399+34 74 2nies sogar eine leicht erhdhte
Transportaktivitat auf. Die hoheren NEM-Konzenwagn bewirkten wie bei allen anderen
getesteten hCAT-2A-Mutanten eine reduzierte bzwistémdig gehemmte Transportaktivitat.
Bei 0,5 mM NEM sanken die Transportaktivitat fur AG2A/C33+399+347+427A auf etwa
40% und fur hCAT-2A/C33+299A auf etwa 66% der jdigen Kontrolle.

Wurde hCAT-2A/C33+399+347+427A und hCAT-2A/C33+29@ker NEM Konzentration
von 1 mM ausgesetzt, wurden auch diese Transpooterp nahezu vollstdndig gehemmit.
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Abbildung 21: Ein prozentuale Vergleich der Transportaktivitaten unter dem Einfluss von
NEM. Die Transportaktivitat unter Einwirkung von NEM f§ir jede Mehrfachmutante in Prozent der
jeweiligen Kontrolle dargestellt. Grundlage bilddie Ergebnisse, der bereits unter Abbildung 20
beschriebenen Transportsstudien.
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5. Diskussion

Bei einem Vergleich der Aminosauresequenz von CATARZt den anderen Vertretern der
CAT-Familie (CAT-1 und CAT-3, sowie der Isoform CA’B) ergibt sich eine ldentitat von
53-58 % (RTMANN, 2003). Die drei letztgenannten CAT-Vertreter \wais
Transporteigenschaften des so genannteBygtems auf. Fiir dieses Transportsystem wurde
in Erythrozyten eine Hemmbarkeit durch NEM besdigie (Deves et al., 1993). In
Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde gezeass dlie isolierten Transporter hCAT-1,
hCAT-3 und hCAT-2A (dieser Transporter zeigt keigst®m-y-Verhalten) durch das
Sulfhydryl-Reagenz, NEM gehemmt werden.

Um die Cysteinreste zu identifizieren, die fir ilemmung durch NEM verantwortlich sein
kénnten, wurden die Aminosauresequenzen dieser Cydrglichen. Dabei wurden 6
Cysteinreste gefunden, die in allen oben beschm@bd ransportern konserviert sind. Ein
weiterer, siebter Cysteinrest (s. Abbildung 1, CB%)ebenfalls in allen CATs konserviert.
Durch einen Aminosauresequenzvergleich zeigte sithss dieser auch in"WAT1
konserviert ist. Transportstudien mit dem, in Oemytvon Xenopus laeviexprimierten,
Transporter ergaben, dass sichAT1 nicht durch NEM hemmen lasst (s. Abbildung 9),
weshalb C85 nicht als moglicher, kritischer Cystesh angesehen wurde.

Um die mit den jeweiligen Cysteinresten verkniupftBigenschaften des Transporters
ermitteln zu koénnen, wurde mit einem Ausschlus@redn gearbeitet. Im einzelnen
bedeutete dies eine sukzessive, systematischenaliom der konservierten (und damit als
kritisch zu erachtenden) Cysteinreste aus der Asdinesequenz des zu untersuchenden
Transporterproteins. Durch diese Vorgehensweidéesaeihe Mutante gefunden werden, die
sich unempfindlich gegeniber dem Sulfhydryl-ReadeBM zeigte.

Der kationische Aminosauretransporter hCAT-2A weidie geringste Anzahl an
Cysteinresten in seiner Aminosauresequenz auf,tsmeigte sich dieses Transporterprotein
als geeignetes Versuchsobjekt, um den Cysteintedrzieren, der die Hemmbarkeit aller
genannten CAT-Proteine durch NEM vermittelt.
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5.1 Diskussion unterschiedlicher Transporteigenscligen der hCAT-2A-Einzelmutanten

Im ersten Schritt wurden 6 Einzelmutanten von hC2 hergestellt, in denen jeweils einer
der 6 (potenziell kritischen) Cysteinreste durcimeai Alaninrest ersetzt wurde. Diese
Transportermutanten wurden in Oozyten wamnopus laeviexprimiert und hinsichtlich ihrer
Transporteigenschaften untersucht, wobei speziellHbmmbarkeit der Transportaktivitat
durch NEM von Interesse war.

Bei der Expression der Transportermutanten in Qoeytmit anschlielRenden
Transportversuchen waren fir einige Einzelmutardaffallige Unterschiede hinsichtlich
ihrer Transportaktivitat zu beobachten. Die Einagkinte hCAT-2A/C33A zeigte gegenuber
dem Wildtyp eine ca. 63 % niedrigere Transportaiéiy fir hCAT-2A/C264A wurde eine
Transportaktivitat ermittelt, die etwa 135 % desldips entsprach. Die statistische
Auswertung anschlieRender Transportstudien ergghrseine Transportaktivitat, die 167%
des Wildtyps entsprach (Transportaktivitaten dentikallen, Abbildung 15).

Aufgrund der durchgefuhrten Western-Blot-Analysemnirate belegt, dass die mutierten
Transporterproteine nicht in erheblich unterschobdin Mengen exprimiert wurden.
Untersuchungen der Transportkinetik fur hCAT-2A/833nd hCAT-2A/C264A bestatigten
eine, sich deutlich voneinander unterscheidendenspartaktivitat (Abbildung 14). Die
Unterschiede zeigten sich vor allem bei hohen Sathksinzentrationen, da hier die Effekte
der veranderten Transporteigenschaften (apparéffiertat und Transportgeschwindigkeit)
beider CAT-Mutanten besonders stark ausgepragt Sadzeigt hCAT-2A/C33A die grofdte
apparente Substrataffinitat bei der geringsten Jparigeschwindigkeit, wohingegen die
geringste apparente Substrataffinitdt der unteteaciransporter, fur die Einzelmutante
hCAT-2A/C264A berechnet wurde. Dabei wurde fur hGC2A/C264A die hochste
Transportgeschwindigkeit bestimmt.

Die beobachteten, fur die beiden Einzelmutantematteristischen Transportereigenschaften
wurden also durch die Substitution der CysteinresiteAlanin hervorgerufen. Die bis jetzt
erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass dingerten bzw. gesteigerten
Transportaktivitaten dieser beiden hCAT-2A-Mutantéeht auf Effekten beruhen, die bei der
Expression (respektive Prozessierung) der Proteiaeftreten. Die ermittelten
Transportaktivitaten kdnnen demnach als ein Matli#inRest-)Funktionalitat der mutierten
Proteine betrachtet werden.

Im speziellen Fall der Einzelmutante hCAT-2A/C33Arvdas beobachtete Ergebnis, bedingt
durch die Lage der Mutation nahe des N-Terminuspbeers tberraschend. Untersuchungen
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von mCAT-1 hatten ergeben, dass die Deletion edieAS grofRen N-terminalen Segments
(AS 3-34) zwar eine verminderte Expression des Jparters in der Cytoplasmamembran
verursachte, dessen Funktion (als Virusrezepta®ge weiterhin erhalten blieb (Ound
SiLvEr, 2003). Der deletierte Abschnitt erstreckte sicheriiden auch in mCAT-1
konservierten und in hCAT-2A/C33A untersuchten €ysest C33. Jedoch ergaben die
Untersuchungen von hCAT-2A/C33A in dieser Arbedssl sich ein Fehlen des Cysteinrestes
erheblich auf die Funktion des Transporters auswirk

Um diese beiden widersprichlich anmutenden Ergebnis Relation zueinander setzen zu
kbnnen, sollte die Expression der Einzelmutante THRQA/C33A in der
Cytoplasmamembran, durch Western-Blot-Analysen genadiberprift werden. Die dafir
notwendigen Analysen konnten im Rahmen dieser Arbieht durchgeflhrt werden. Ein
weitere Ursache des oben beschriebenen Effektesntd®n die unterschiedlichen
Expressionssysteme darstellen. Es zeigten siclddreExpression der oben beschriebenen
MCAT-1-Mutante in verschiedenen Zelllinien untersdliche Ergebnisse hinsichtlich der
Lokalisation der exprimierten Transporter Ound SLver, 2003). So kann nicht
ausgeschlossen werden, dass das in dieser Arlvedihgfe Expressionssystem einen Einfluss
auf posttranslationale Prozesse nimmt und so zer éinrrekten Lokalisation der hCAT-
2A/C33A-Mutante in der Cytoplasmamembran flhrt, ohéglicherweise in einem anderen
Expressionssystem ausbleiben wirde.

Weiterhin kann die Untersuchung einer m- bzw. hCBAT33A-Mutante Aufschlisse dariiber
liefern, ob mit der Konservierung dieses Cysteitagsn den CATs auch dessen Funktion
erhalten geblieben ist. Es ist denkbar, dass éshsarbei um spezifische Eigenschaften der
Isoformen handelt, die unabh&ngig von den konseerneCysteinresten zu betrachten sind.

Eine weitere Einzelmutante, hCAT-2A/C427A, zeigtmeeum etwa 50% verminderte
Transportaktivitat gegeniiber dem Wildtyp. Der usitiehte Cysteinrest liegt in der
Transmembranregion 10 (TM X) des 14 TM-Models W&AT-2A (s. Abbildung 1). Dieser
Region des Transporters wurde bereits eine beddait€unktion beim Substrattransport
zugesprochen (kBERMEIER et al, 2002). So bestétigt die verminderte Transponékti von
hCAT-2A/C427A, dass TM X in Transportprozesse im@it sein muss. Weitere Versuche
werden Aufschliisse dartber erbringen, wie sich Fehlen dieses Cysteinrestes auf die
Transportkinetik der Mutante auswirkt.

Alle Einzelmutanten werden durch NEM in ihrer Traogaktivitdét gehemmt. Die Hemmung
des Proteins hCAT-2A wird dabei offensichtlich riidarch die Interaktion mit nur einem der
substituierten Cysteinreste vermittelt, wenn aughhiCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C273A
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eine geringfigig verminderte Sensitivitat zu bedivas war. Obwohl sich keine der
erzeugten Enzelmutanten unempfindlich gegenuber 8alfhydryl-Reagenz NEM zeigte,
konnten im Rahmen der Untersuchungen einige Efféli@bachtet werden, die zu einer
Charakterisierung des Tranporterproteins beitragBme bei der Untersuchung der
Transportermutante  hCAT2A/C33A gewonnen Erkenstigeigen die grol3e Bedeutung
dieses Cysteinrestes fur die Funktion des Transpmrdie vermutlich darauf beruht, dass es
sich bei diesem Cysteinrest um ein elementarekiBtelement des Proteins handelt. Diese
Entdeckung ist um so mehr von Bedeutung, da destisuierte Cysteinreste in einer Region
des Proteins lokalisiert ist, fur die ein Einflussif die Transporteigenschaft nicht
vorherzusehen war.

Ebenso konnte durch die Untersuchung von hCAT-28422 ein Cysteinrest ermittelt
werden, der die Substrataffinitat des Transportégims mitbestimmt. Die substituierten
Cysteinreste der Einzelmutanten hCAT-2A/C264A ufhh-2A/C427A sind beide in einer
Transmembrandoméane ( TM VI und TM X) lokalisiert Abbildung 1). Die Versuche mit
hCAT-2A/C427A lieferten weitere Hinweise, dass &h $ei der Transmembrandoméne X
um eine Region des Transporterproteins handeln ,mulis wahrscheinlich an
Substratbindungs- bzw. Translokationsprozesseliggtist.

5.2  Diskussion unterschiedlicher  Transporteigenscliten der  hCAT-2A-
Mehrfachmutanten

Nachdem die Untersuchung der Einzelmutanten ergbb#r, dass die Hemmbarkeit durch
NEM nicht durch einen der substituierten Cysteitgresvermittelt wird, wurden
Mehrfachmutanten des Transporters erzeugt, um fiderpzu kénnen, ob die Substitution
mehrerer Cysteinreste die Hemmbarkeit des Trarsgodurch NEM beeinflusst. Weiterhin
war von Interesse, in wieweit sich ein Fehlen medireCysteinreste auf die
Transporteraktivitdt von hCAT-2A auswirkte.

Bei einer Expression der mutierten Transporterpmetén Oozyten vorXenopus laevisnit
anschlielBenden Transportversuchen, zeigten sici¢iMehrfachmutanten unterschiedliche
Transporteraktivitidten. Die Ergebnisse lassen dehluSs zu, dass die Reduktion der
Transportaktivitat, die bei den zweifach mutierfermnsportern hCAT-2A/C33+299A bzw.
hCAT-2A/C347+427A gemessen wurde, jeweils nur dueate der beiden substituierten
Cysteinreste hervorgerufen wird. Die Transportatdtv von hCAT-2A/C33+299A wird
wahrscheinlich durch die selbe Mutation limitiedie auch in hCAT-2A/C33A zu einer
Verringerung der Transportaktivitat geftihrt hat.r&&tbe Zusammenhang lasst sich auch fur
hCAT-2A/C347+427A und der Einzelmutante hCAT-2ARZA erkennen.
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Dies macht es wahrscheinlich, dass die untersuc@ysteinreste an den Positionen C299 und
C347 offensichtliche keinen Einfluss auf die Traorsgktivitdt des Aminosauretransporters
hCAT-2A haben.

Die einzige erzeugte Vierfachmutante hCAT-2A/C33-2M7+427A zeigt eine massiv
reduzierte Transportaktivitat, die eine Folge dediesem Protein vereinten Mutationen ist.
Welche Mutation hierbei einen groReren Einfluss dief Reduktion der Transportaktivitat
hat, lasst sich jedoch nicht mit absoluter Sichierivenennen. Aufgrund der bei den
Zweifachmutanten gewonnenen Erkenntnisse, ist @scle wahrscheinlich, dass sich die
Abnahme der Transportaktivitdt der Vierfachmutardef die beiden substituierten
Cysteinreste C33 und C427 zurlckfihren lasst.

Aufgrund der durchgefuhrten Western-Blot-Analysemrde belegt, dass die mehrfach
mutierten Transporterproteine in vergleichbaren gén exprimiert werden. AufRRerdem
konnte durch die Untersuchung von Oberflachenpreteinachgewiesen werden, dass die
Transporterproteinmutanten in der Cytoplasmamemilotalisiert waren. Somit scheinen die
eingefuhrten Mutationen keine Stérungen der Expoassoder Prozessierung der
Transporterproteine zur Folge zu haben. Die erhaftd&ergebnisse deuten darauf hin, dass die
verringerten Transportaktivitaten der einzelnen REM-Mehrfachmutanten nicht auf
Effekten beruhen, die eine Expression der Proteeenflussen, sondern auf eine veranderte
intrinsische Aktivitat zuriickzufihren sind.

Die durchgefiihrten Transportstudien ergaben, da#ie antersuchten hCAT-2A-
Mehrfachmutanten durch NEM gehemmt werden konntebei war die Hemmung der
Transportaktivitdt abhangig von der verwendeteNEonzentration.

Eine besonderer Effekt, bezuglich der Hemmung duxé&M, konnte bei den Oozyten
beobachtet werden, in denen die Transporter hQAIG33+299A und
hCAT-2A/C33+399+347+427A exprimiert waren. Ahnlievie die Einzelmutante hCAT-
2A/C33A, waren die entsprechenden Doppel- bzw. fdammutanten bei denen C33 mutiert
war, mit 0,2 mM NEM nicht zu hemmen. Die Vierfachiamie hCAT-
2A/C33+299+347+427A wies dabei sogar eine gesteigdransportaktivitdt auf. Die
hoheren NEM-Konzentrationen bewirkten wie bei allanderen getesteten hCAT-2A-
Mutanten eine reduzierte bzw. vollstandig gehemmransportaktivitat. Die Steigerung der
Transportaktivitat fir hCAT-2A/C33+299+347+427A tener 0,2 mM NEM-Konzentration
trat in einem Bereich mit extrem niedrigen Aktiv@d auf. Dieser Umstand lasst eine
eindeutige Interpretation dieses Effektes nicht Midglicherweise kann die Untersuchung
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einer hCAT-2A-Mutante, in der alle 6 konservierteysteinreste substituiert wurden, helfen
diese Beobachtung besser einzuschatzen. Ebensdekdren Untersuchung einer hCAT-
2A/C33-273A-Mutante Aufschlisse daruber liefern, gibh die Eigenschaft (einer leicht
verringerten Sensitivitdt gegenidber NEM) der jeigeih Einzelmutanten, kombinieren
lassen.

5.3 AbschlieRende Diskussion und Ausblick

Die gewonnenen Erkenntnisse lber die hCAT-2A-Maiakidnnen folgendermal3en gedeutet
werden:

Alle erzeugten Einzelmutanten zeigen weiterhin éin@nsportaktivitat fir das Substrat L-
Arginin. Ebenso zeigten alle Mehrfachmutanten white eine Transportaktivitat fir L-
Arginin, jedoch wurde fur die Mehrfachmutante hC2A/C33+299+347+427A eine massiv
reduzierte Transportaktivitat festgestellt.

Alle erzeugten Transporterproteinmutanten kdnneriewen durch das Sulfhydryl-Reagenz
NEM in ihrer Transporteraktivitit gehemmt werdeadqch zeigen Mutanten mit einem
substituierten Cysteinrest an der Position C33 s0@273 eine verminderte Sensitivitat
gegenuber dem Hemmstoff. Es konnte kein bestimneiezelner Cysteinrest identifiziert
werden, der den inhibitorischen Effekt des SulflylidReagenz vermittelt. Die gewonnen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die HemmbadezitCATs (hCAT-1, hCAT-3 und
hCAT-2A) nicht durch nur einen der 6 konserviert€gsteinreste bedingt wird, die im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

Weiterhin konnen die untersuchten Cysteinreste dletiiihrer Wichtigkeit fur den Transport
von L-Arginin kategorisiert werden. Anhand der ditr@en Ergebnisse nehmen die
Cysteinresten an den Positionen C273, C299 und &8ihe entscheidende Funktion fur den
Transport von L-Arginin ein, eine Untersuchung deansportkinetik der entsprechenden
Einzelmutanten wére jedoch erforderlich um diesd&sfolgerung zu bestatigen.

Der Cysteinrest C264 ist offensichtlich in Prozesselviert, die die Transportfunktionen des
Proteins mitbestimmen. Es ist denkbar, dass einleReltieses Cysteinrestes eine
Strukturdnderung verursacht, die eine beschleurgieformationsanderung des Proteins
wahrend des Transportes von L-Arginin erlaubt. Digje des untersuchten Cysteinrestes in
der TM VI unterstreicht die Bedeutung dieser Stnodiemente fir die Transportfunktion der
CATs. Weitere Transportstudien mit hCAT-2A/C264A i beunterschiedlichem
Substratangebot kénnten Erkenntnisse liefern, die aufgetretenen Affinitatsverlust zu L-
Arginin erklaren.
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Die Cysteinreste C33 und C427 spielen eine entdehde Rolle fiir eine effiziente Funktion
des Transporters hCAT-2A. Das Fehlen eines oder limder Reste fuhrt zu einer
bedeutenden Abnahme der Transportaktivitat, furSidsstrat L-Arginin.

Die vorgenommenen Untersuchungen lieferten einigereéssante Ergebnisse, die durch
weitere Versuche validiert werden sollten. So wardamtliche Transporterstudien dieser
Arbeit mit dem Substrat L-Arginin durchgefuhrt. Digefundenen charakteristischen
Transporteigenschaften der Mutanten kénnten jedeclder Verwendung anderer Substrate
durchaus zu abweichenden Ergebnissen fuhren uftdrsdiesbeziglich untersucht werden.
Weiterhin wurden die hCAT-2A-Mutanten ausschlief®liciinsichtlich des einwarts
gerichteten Transportes von L-Arginin untersucHtjuk-Versuche bieten eine zusatzliche
Maglichkeit zur Einschatzung charakteristischermBortereigenschaften.

Die sechs in dieser Arbeit untersuchten Cysteiaregielten aufgrund ihrer Position in der
Aminosauresequenz der Proteine als in allen Vermetler CATs konserviert. Es ist jedoch
unklar, ob deren funktionelle Aufgabe gleichsamallen CATs konserviert ist. Betrachtet
man die widersprichlich erscheinenden Ergebnisgéidlieh der N-terminalen Strukturen
von MCAT-1 und der Mutation von hCAT-2A/C33A (sl1}h.erscheint es durchaus maoglich,
dass die Konservierung eines bestimmten Aminoséstes in der Sequenz des Proteins nicht
gleichbedeutend mit der Konservierung einer Eigeafic oder gar Funktion ist.
Vorausgesetzt, weitere WB-Analysen bestatigen denRahmen dieser Arbeit gewonnen
Eindruck, dass die mutierten Transporterproteireecgmanig exprimiert und im gleichen
Umfang in der Cytoplasmamembran lokalisiert sindinrken einzig Transporterstudien von
analogen Mutanten der restlichen CAT-Spezies walteende, eindeutige Erkenntnisse
liefern.

Ein weiterer in allen CATs konservierter Cysteiny&385, stellt eine potentielle Zielstruktur
dar, die eine Hemmbarkeit der CAT's durch NEM véein konnte. Die Untersuchung
dieses Cysteinrestes erschien jedoch als wenigsiciuisreich, da besagter Cysteinrest auch
in der Aminoséuresequenz von y+LAT1 an homologel&tzu finden ist. Wie zuvor bereits
beschrieben und im Versuch gezeigt, lasst sichediésrtreter der SCL7-Familie nicht durch
NEM hemmen. Diese Resistenz kénnte auf einer kardtionsbedingten Unzugéanglichkeit
des Cysteinrestes fur den Hemmstoff beruhen.

Es ist jedoch auch denkbar, dass der Cysteinre®%)(@nktionsunabhangig konserviert
wurde. Demnach kénnte hCAT-2A/C85A eine mogliche timte darstellen, die eine
Resistenz gegeniber NEM aufweist.
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Die Fahigkeit einer biologischen Zelle, selektivbStanzen aufzunehmen oder abzugeben, ist
Grundvoraussetzung fir die Aufrechterhaltung eietizienten Zellstoffwechsels. Polare oder
hydrophile Moleklle kénnen nur Uber spezifische t€lre, die in die Cytoplasmamembran
eingelagert sind, in die Zelle transportiert werden

Eine Gruppe von Proteinen, die sich unter anderarochddie Fahigkeit auszeichnen, basische
Aminosauren in die Zellen zu transportieren, windem dem Namen CATs @lionic Amino acid
Transporter) zusammengefasst. Drei Vertreter diesateinfamilie (CAT-1, CAT-2B und CAT-
3) weisen Transporteigenschaften des so genanystanSs y auf. Fir dieses System wurde in
Erythrozyten eine Hemmbarkeit durch eine Kurzzéithellung (10 min) mit 0,2 mM NEM (N-
Ethylmaleimid) gezeigt (Bves et al.,1993). Die Behandlung mit NEM hat in dieségllen
jedoch keinen inhibitorischen Effekt auf das Systém Aufgrund dieser Eigenschaft wird NEM,
ein Sulfhydryl-Reagenz, dass in Proteinen bevorzGgsteinreste modifiziert, haufig zur
Diskriminierung beider Transportsysteme in Zellemvendet.

In unserer Arbeitsgruppe wurde erstmals die NEMKWfig an isolierten CAT- und yAT-
Isoformen untersucht. Dabei ergaben Vorversuchemmenopus laevisOozyten exprimierten
humanen CAT und 'y AT-Isoformen, dass alle CAT-Isoformen (einschlieBIhCAT-2A, der
kein System ¥+Verhalten aufweist) durch NEM gehemmt, beide wstehten YLAT-Isoformen
nicht gehemmt werden. Anhand ihrer Empfindlichkgégenuber NEM konnen CAT- und
y+LAT-Proteine funktionell voneinander unterschiedeerden. Die NEM-vermittelte Hemmung
resultiert dabei aus einer Modifikation von Cystesten.

Um solche Cysteinreste bestimmen zu kdnnen, die pitentielle Zielstruktur fur NEM in den
CATs darstellen, wurden die Aminoséduresequenzen Hdemmbaren CAT-Isoformen
untereinander und mit den nicht hemmbar&8pAfT-Isoformen verglichen. Dabei konnten sechs,
nur in den CAT-Isoformen konservierte, Cysteinrestientifiziert werden. Diese sechs
Cysteinreste wurden zunachst einzeln und spéateoinbination zu Alanin mutiert.
Transportstudien der in Oozyten vofenopus laeviexprimierten Proteinmutanten ergaben
unterschiedliche Transportaktivitdten. Alle erzewmgt Mutanten zeigten weiterhin eine
Transportaktivitat fir das Substrat L-Arginin. Fdie Transportermutante hCAT-2A/C264A,
wurde eine Steigerung der Transportaktivitat fis 8abstrat L-Arginin festgestellt, wahrend die
Mutanten hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C427A eine Abnatler Transporteraktivitat zeigten.
Mehrfachmutanten, bei denen C33 und C427 substitwierde, wiesen eine massiv reduzierte
Transportaktivitat auf.

Die Untersuchung der erzeugten Proteinmutantenbermdgss die Transporter weiterhin durch
NEM in ihrer Transporteraktivitdit gehemmt werdeadqgch reagierten die beiden Mutanten
hCAT-2A/C33A und hCAT-2A/C273A weniger empfindlieuf den Hemmstoff.
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