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Untersuchungen zur Regulation des organischen Kationentransporters rOCT1
durch zyklische Nukleotide und Untersuchungen des organischen Kationentransportes
uber die Mitochondrienmembran mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie

VerenaMonnich

In der vorliegenden Studie wurde der organische Kationentransporter der Ratte Typ 1
(rOCT1), stabil exprimiert in ener permanenten menschlichen Nierenzelllinie
(HEK293), bezuglich seiner Regulation durch zyklische Nukleotide untersucht. Als
Methode diente die ASP’-Fluoreszenzmessung. Dabei stellte das fluoreszierende
organische Kation ASP" das Substrat fir den rOCT1 dar. Der rOCT1 wurde durch
8-Br-cGMP und extrazelluléres cGMP gehemmt. Der Effekt war nicht PKG-vermittelt
und zeigte sich bel cGMP nur nach 10-mindtiger Vorinkubation der Zellen. Dies fihrt
zu der Annahme, dass eine Erhthung intrazellul&ren cGMPs in proximalen
Tubuluszellen die Aufnahme organischer Kationen durch Inhibition des rOCT1
verringert. Dieser Effekt ist offensichtlich spezifisch fir cGMP und wird nicht durch die
nicht zyklischen Guanosinnukleotide oder CAMP ausgel 6st.

In einem weiteren Tell dieser Arbeit wurde mit derselben Messmethode untersucht, ob
in der inneren Mitochondrienmembran ein Transporter fir organische Kationen existiert
und ob dieser identisch mit einem Transporter des OCT-Typs ist. Dazu wurden die
Substanzen Cimetidin, TEA™ und Chinin als bekannte Substrate beziehungsweise als
Inhibitor des organischen Kationentransportes in der Plasmamembran verwendet.
Generell zeigte sich eine Aufnahme von ASP" Uiber die innere Mitochondrienmembran,
jedoch zeigte diese keine Charakteristika des organischen Kationertransportes tber

Transporter des OCT-Typs.

Tag der mundlichen Prifung: 14. November 2003



Meiner Mutter, dieich Uber ales liebe und

meinem Vater, den ich sehr vermisse.



I nhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS ...ttt sttt sttt sttt nnnes i
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ..ottt st st ss s s s st ssses s saessasssas i
1 EINLEITUNG . oottt seae s seas et sttt bbbt 1
1.1 PROBLEMSTELLUNG. c.cucttuctrtuetrtasettsesttsesstsessssessssessssessssassssessssssssssssesssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssessssessssssnssnes 1
1.2 AKTUELLER STAND DER FORSCHUNG......cecuttreutreutriesereusesessessssessesessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssnes 1
121  Wissensstand zur Untersuchung der Regulation des KationentransportersrOCT1 .............. 1
1211 DerproxXimale TUDUIUSTEr NIEIE ......coccoveuiiririeeiiereice ettt 2
1.2.1.2 OrganischeKationen undihr Transport im proximalen TUbUIUS...........cccooeiriiiininnineeee 3
1.2.1.3 Organischer Kationentransporter der Ratte TYP L (FOCTL).....cevrirveeeeririeenenisieeseresie e 6
122  Wissensstand zur Untersuchung des Kationentransportes tber die
MitOChONAr I ENMEMDIAN.......cooieiireerereecirce ettt ettt naen 9
1221 DieMitochondrieNMEMDIaN.........cccoo ettt ettt nens 9
1.2.2.2 Transportvorgangein der Mitochondrienmembran...........ccoeeveireniee e 10
1.3 ZIELSETZUNG UND AUFBAUDER ARBEIT ...ccuittruritrietreserensesessssessesessessasessssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssees 1
2 MATERIAL UND METHODEN......coittitrietreeireee e seiseseesessasessbsess s sess st sss s ss s sessssesssseens 13
2.0 ZELLEN ettt et et R b bbb e et 13
2.2 ZELLKULTURcctuttrtuttrtietsttetete st e b ess b st sese s s bbb s ee s b ees bbb s bbbt bbb bbbt 13
2.3 SUPERFUSIONSLOSUNG......ceeuuttrestrestsessesessssesssseseestesessasessssess s ssssessesssssssssssssssssssssessssssessssessssessssesnssssans 14
2.4  4-(4-DIMETHYLAMINOSTYRYL)-N-METHYLPYRIDINIUM (ASP")....oorvveeieeereeeenessesesssssssesessssessssnens 14
2.5 VERSUCHSAURBAU.....ccrtteurteereresstsessssessssssssssssssssesssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssessssesssesssessssassssasnes 15
2.6 SUPERFUSIONSKAMMER.....ccuserurreresseressesessssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesnssessssessssasans 17
2.7 FLUORESZENZMESSUNG......ccctteueterseessesessssessesessessssesssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssessssesnssasans 18
2.7.1  Messung der Regulation des organischen KationentransportersrOCT1
durch zyklische Nukleotide mittels der ASP*-Fluoreszenzmessmethode...........o..vvvneeveenn. 18

2.7.2  Messung des organischen Kationentransportes Giber die Mitochondrienmembran

mittels der ASP*-Fluoreszenzmessmethode

2.8 CHEMIKALIEN ...ttt bbb bbb bbb bbb bbbt
2.9 STATISTIK



I nhaltsverzeichnis

3 ERGEBNISSE ... b bbb 22

3.1 REGULATION DES ORGANISCHEN KATIONENTRANSPORTERS ROCT1

DURCH ZYKLISCHE NUKLEGOTIDE ....cuveererreresreressesessesesessseesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssessnsssns 2

3.2 ORGANISCHER KATIONENTRANSPORT UBER DIE MITOCHONDRIENMEMBRAN ......c.cvttrererenserenenenns 30
321  Kompetitive Hemmstoffe Cimetidin UNA TEAT ... sesessesssesssssssssssssssessssessenns 30

3.22  Nicht-kompetitiver Hemmstoff Chinin..........coveereccerscccssee e 33

4 DISKUSSION ...ouiirieiseistsetssesssseseessessesssssssssssssssssssssessessessssssssssssssssssssssessessessessssssssssssssssassassassessessessesssnsans 34

4.1 UNTERSUCHUNG DER REGULATION DES ORGANISCHEN KATIONENTRANSPORTERS ROCT1

DURCH ZYKLISCHE NUKLEOTIDE ....cuvuvtrtrtrtresesisesesesssesesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssses 4

4.2 ORGANISCHER KATIONENTRANSPORT UBER DIE MITOCHONDRIENMEMBRAN ....ccoveeteerereraeerereeeas 40

5 ZUSAMMENFASSUNG. ...ttt 43
6 LITERATURVERZEICHNIS. ... 44
PUBLIKATIONSVERZEICHNIS. ...
ORIGINALPUBLIKATIONEN w...ttttttstsisesesesesesssesesesssesesesssesesesssssesesssssssesssssesesssssesesssssssesssssssssssssssssssssssenssssssnsnssssensnes

A B STRACT S ettt ettt et b et b e e b e se e b e b e R e e s e e b e Rt e £ e b e Rt E e AR e RE e e A ek e n e b e R e R e e b e R e e e R e b et ne b e ne et et Re s
CURRICULUM VITAE .ot s b bbb [
DANKSAGUNG ... b b bbb bbb s Il
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG.......coommiiersitessstsssssss st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns v



Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ANP

ASP*

ATP

Br-

cAMP

cGMP

Cr

CO;

GDP

GMP

GTP

H

HCOs
HEK?293-Zellen
hOCT2
IHKE1-Zéellen
KH2POy
K2HPO,
KT5720
KT5823
LLC-PK;-Zellen
MCF

MDR

MFS

MgCh

MPP*

MW + SEM

n

NaCl
Na'/K*-ATPase
NMN*

atriales natriuretisches Peptid

4-(4-Dimethylaminostyryl)-N-Methylpyridinium

Adenosintriphosphat

bromo

zyklisches 3',5'-Adenosinmonophosphat
zyklisches 3',5'-Guanosinmonophosphat
Chlorid

Kohlendioxid

Guanosi ndiphosphat
Guanosinmonophosphat

Guanosi ntriphosphat

Proton

Bicarbonat

human embryonic kidney cells

humaner organischer Kationentransporter Typ 2

immortalized human kidney epithelial cells
Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
spezifischer Inhibitor der Proteinkinase A
spezifischer Inhibitor der Proteinkinase G

kultivierte Nierenepithel zellen vom Schwein

mitochondriale Carrier-Familie
multidrug-resistance protein

major facilitator superfamily
Magnesiumchlorid
1-Methyl-4-Phenylpyridinium

Mittelwert £ Standardfehler des Mittels
Anzahl der Experimente

Natriumchlorid
Natrium/Kalium-Adenosintriphosphatase
N-Methylnikotinamid



Abkurzungsverzeichnis

OATP
OCT
pH

pka

PKA

PKC

PKG

rOCT1
rOCT1-HEK293-Zellen
SCL 22-Familie
TEA*

TIM

TOM

TPA*

TPB

organischer Anionentransporter
Transporter fur organische Kationen

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkorzen-
tration

negativer dekadischer Logarithmus der Aciditétskonstante
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G

organischer Kationentransporter Typ 1 der Ratte
stabil den rOCT 1 exprimierende HEK293-Zellen
solute carrier family 22

Tetraethylammonium

translocase of the inner membrane

translocase of the outer membrane
Tetrapropylammonium

Tetraphenylboron

-iv-



1 Einleitung Seite 1

1 EINLEITUNG

1.1 Problemstellung

Fur die Beurteilung der Wirksamkeit von Medikamenten ist die Untersuchung ihrer
Sekretion und Reabsorption im Korper von grof3er Bedeutung. Viele dieser Arzneistoffe
gehoren zur chemischen Gruppe der Kationen. Wegen ihrer positiven Ladung kénnen
sie Membranen nicht ohne weiteres Uberwinden. Fir ihren Transport sind integrale
Membranproteine verantwortlich. Folglich ist die Erforschung des Aufbaus, der
Funktion und Regulation dieser Transportproteine von essenzieller Bedeutung. Ein
solches Transportprotein ist der rOCT1, welcher Gegenstand eines Teils der
vorliegenden Arbeit ist.

In Bezug auf die Entwicklung von Medikamenten und deren Wirkung ist jedoch auch
ihre Verteilung und somit ihr konkreter Wirkungsort innerhalb der Zelle bedeutend.
Eine wichtige Rolle spielen dort die Mitochondrien as Zentrale des
Energiestoffwechsels [0'Rourke, 2000; Szewczyk and Wojtczak, 2002]. Daher wird in
einem welteren Teil dieser Studie untersucht, ob der Kationertransport Uber die innere

Mitochondrienmembran ebenfalls durch Transporter des OCT-Typs vermittelt wird.

Als Grundlage fir die nachfolgende Arbeit soll nunmehr ein Uberblick Uber den

aktuellen Wissensstand der beiden Themengebiete gegeben werden.

1.2 Aktudler Stand der Forschung

1.2.1 Wissensstand zur Untersuchung der Regulation des Kationen-

transportersrOCT1

1947 wurde von Rennick und Mitarbeitern erstmals die Sekretion eines organischen
Kations (TEA") in der Niere nachgewiesen [Rennick et al., 1947]. In den folgenden
Jahren wurden eine Vielzahl von Untersuchungen zum organischen Kationentransport
an verschiedenen Geweben und Spezies durchgefiihrt, zum Beispiel in der Niere [zur

Ubersicht siehe Koepsell, 1998; Ullrich, 1999], der Leber [Martel et al., 1996; Mc Kinney
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and Hosford, 1992; Moseley et al., 1996; Moseley et al., 1997; Nakamuraet al., 1994], im
Dinndarm [Iseki et al., 1993], der Plazenta [Ganapathy et al., 1988] und im Plexus

choroideus [Miller et al., 1999; Whittico et al., 1990].

Hauptort der Sekretion und Reabsorption korpereigener und —fremder Substanzen sind

die Epithelzellen im proximalen Tubulus der Niere [Koepsell et al., 1999].

1.2.1.1 Der proximale Tubulus der Niere

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, welches sich in folgende
Abschnitte unterteilt: Glomerulus (Ort des Filtrationsprozesses) und Tubulussystem
(Ort des tubuldren Transportes). Das Tubulussystem wiederum lasst sich wie folgt
eintellen: proximaler Tubulus mit Pars convoluta und Pars recta, dinne absteigende
Henle-Schleife, diinne aufsteigende Henle-Schleife, dicke aufsteigende Henle-Schleife
und distaler Tubulus. Acht bis zehn Nephrone miinden schliefdich in ein Sammelrohr
[Junqueira, 2002] (Abbildung 1).

Glomerulus
I
f

|
proximaler Tubulus || distaler Tubulus
"-\_‘_‘_‘_‘ Jl'll
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Pars recta””
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£ %
duinne absteigende Henle-Schleife dunne aufsteigende Henle-Schleife

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Nephrons der Saugerniere.

Der proximale Tubulus wird von einschichtigem Epithel ausgekleidet, deren Zellen
kubisch bis hochprismatisch und relativ grof3 sind. Mikroskopisch aufféllig sind ein
hoher apikaler Birstensaum und eine basale senkrechte Streifung, die vor allem durch
die vielen langlichen senkrecht angeordneten Mitochondrien hervorgerufen wird.

Zudem gibt es basolateral zahlreiche Zellfortsétze, die die Membranoberflache um ein
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Vielfaches vergrofRern und in hoher Dichte Na'/K *-ATPasen enthalten. Letzteres |&sst
auf eine hohe Transportaktivitét im proximalen Tubulus schlief3en [Junqueira, 2002]. In
der Pars recta wird das Epithel dann niedriger und die basalen Oberflachervergrofie-
rungen nehmen ab. Der proximale Tubulus besitzt eine zentrae Bedeutung fur die
metabolische Inaktivierung und Ausscheidung zahlreicher korpereigener und —fremder
Substanzen. Von besonderem pharmakol ogischem Interesse sind in diesem Zusammen-

hang unter anderem die Transportsysteme fr organische Kationen.

1.2.1.2 Organische Kationen und ihr Transport im proximalen Tubulus
Organische Kationen sind durch ihre positive Ladung bei physiologischem pH
gekennzeichnet. Sie werden eingeteilt in Typl- und Typ2-Kationen [Mol et al., 1988;
Oude Elferink et al., 1995]. Zur ersten Gruppe gehoren kleine, stark hydrophile Kationen
(z.B. TEA"). Zur zweiten Gruppe zdhlen in ihrer Molekularstruktur komplexere und
hydrophobere Kationen (z.B. Chinin). Organische Kationen umfassen Substanzen, die
vom Korper endogen synthetisiert oder ihm exogen, zum Beispiel als Medikament,
zugefuhrt werden. Zu den endogenen Vertretern der organischen Kationen zdhlen die
biogenen Amine, wie beispielsweise Dopamin, Noradrenalin und Adrenain. Zu den
exogenen Vertretern gehdren permanente Kationen wie TEA* und MPP', sowie ein
grofRer Teil der klinisch eingesetzten Arzneistoffe [Dresser et al., 2000]. Zur chemisch
heterogenen Gruppe der kationischen Pharmaka gehdren unter anderem Antihistamini-
ka, Antidepressiva, Antibiotika, Lokalanasthetika, Analgetika, Zytostatika, b-Blocker
und Kalziumblocker [Pritchard and Miller, 1997; Ullrich, 1999; Ullrich and Rumrich; 1993].

Da organische Kationen aufgrund ihrer polaren Eigenschaft Zellmembranen kaum
penetrieren konnen, es sel denn, sie sind hydrophob, spielen integrale Membranproteine
far ihren Transport eine wichtige Rolle. Diese sogenannten Carrier-Proteine erledigen
den Transport geladener Tellchen Uber die Zellmembran. Dafir sind im Organismus
zum einen substratspezifische, Na'-abhangige Transporter zustandig, wie sie fir das
Nervensystem und auch fir die Niere dargestellt wurden [Koepsell, 1998; Burckhardt and
Wolff, 2000; Rudnick and Clark, 1993; Schloss et al., 1992]. Zum anderen findet der
Transport durch polyspezifische, Na'-unabhangige Transportsysteme statt, wie es fir
die Epithelien in Leber, Niere, Dinndarm und Gehirn beschrieben wurde
[Koepsell, 1998; Koepsell et al., 1998; Koepsell et al., 1999; Zhang et al., 1998].
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Im proximalen Tubulus der Niere konnten bisher sieben verschiedene Transportsysteme

fur organische Kationen differenziert werden [Koepsell et al. 1998] (Abbildung 2).

luminal basolateral
5 N
Proton
2) Kation
Cholin
3
Proton
4) _Guanidin Kation
Kation i 1 5
i 5 )z ATP (ocT)
(MDR)
) AT;E 6 ) .,
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i 7 ) Zellorganell

(OATQ /

Abbildung 2: Renale proximale Tubuluszelle mit den verschiedenen Trans-
portsystemen flir organische Kationen.

Die Systeme @ - ® sind am besten charakterisiert. System @ ist ein elektro-
neutraler Austauscher, mit engerer Substratspezifitét; er transportiert Gua-
nidin. Bei den Systemen ® und ® handelt es sich um priméar aktive
Transporter, welche ATP-abhéangig arbeiten. System @ ist der polyspez-
fische OATP, der zahlreiche organische Anionen und Kationen transportiert.
(OCT = organischer Kationentransporter; ATP = Adenosintriphosphat; MDR
= multidrug-resistance protein; OATP = organischer Anionentransporter).
Eine Anreicherung organischer Kationen in intrazelluldren Organellen wird
vermutet. [Koepsell etal., 1999; Pritchard and Miller, 1993, 1996 a und b,
1997; Steen et al., 1993].

Sekretion und Reabsorption der Kationen setzen sich jeweils aus zwei Transport-
schritten zusammen [Holohan and Ross, 1980 und 1981; Koepsell et al., 1999]. Bel der
Sekretion erfolgt zundchst die Aufnahme des Kations aus dem Interstitium in die
Tubuluszelle durch die basolaterale Membran. Sie wird Uber zwe polyspezifische
Aufnahmesysteme vermittelt. Dabei transportiert das eine Typl-Kationen (z.B. TEA,

NMN™, Cholin) [Kim and Dantzler, 1996; McKinney and Kunnemann 1985 und 1987] und
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das andere Typ2-Kationen (z.B. Vecuronium). Das Transportsystem fir Typl-Kationen
ist Na'- und pH-unabhéngig und wahrscheinlich mit dem OCT1 Busch et al., 1996a;
Grundemann et al., 1994], einem klonierten homologen Transporter, identisch. Dieser
transportiert elektrogen und polyspezifisch organische Kationen und wurde unter
anderem in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus der Rattenniere
identifiziert (rOCT1) [Griindemann et al., 1994; Koepsell, 1998; Koepsell et al., 1998;
Koepsell et al., 1999; Ullrich et al., 1991] (® in Abbildung 2). Des Weiteren kommen fir
den Transport von Typl-Kationen in der basolateralen Membran des proximalen
Tubulus auch der OCT2 und der OCT3 in Betracht. Dies sind zwei weitere klonierte
Transporter [Kekuda et al., 1998; Okuda et al., 1996], die ebenfals elektrogen und
multispezifisch Na'- und pH-unabhéngig organische Typl-Kationen transportieren. Der
OCT2 ist unter anderem in der basolateralen Membran der Niere exprimiert [ito, 1999;
Koepsell, 1998]. Der OCT3 ist wahrscheinlich ebenfalls in dieser Membran lokalisiert,
doch um dies zu belegen, ist zunéchst die Entwicklung OCT3-spezifischer Antikorper
notwendig [Wu et al., 2000].

Uber die basolaterale Aufnahme von Typ2-Kationen in der Niere ist relativ wenig
bekannt. Moglicherweise wird sie durch ein noch nicht identifiziertes Transportprotein
vermittelt. Auch der basolaterale PAH-Transporter konnte diesen Transport vermitteln,

von dem man well3, dass er durch Kationen inhibiert wird [Koepsell, 1998].

Nach ihrer Aufnahme in die Tubuluszelle kdnnen organische Kationen zunéchst in
intrazelluléren Organellen wie Endosomen und Mitochondrien gespeichert werden
[Pritchard and Miller, 1993, 1996a und b, 1997; Steen et al., 1993; Zhang et al., 1998]
(Abbildung 2). Dieser Transport konnte tiber einen H'-Austauscher erfolgen, der in der
Membran solcher Organellen lokalisiert und mit dem Austauscher in der luminalen

Plasmamembran identisch sein kdnnte [Koepsell et al., 1999].

Im zweiten Schritt der Sekretion werden dann die organischen Kationen Uber die
luminale Membran in das Tubulusilumen transportiert und in den Urin ausgeschieden.
Dieser Transport wird von drei Transportsystemen Ubernommen. Zum einen von zwel
Austauschern, von denen der eine ein elektroneutraler, polyspezifischer (@ in
Abbildung2) [Dantzler and Brokl, 1988; David et al., 1995; Lazaruk and Wright., 1990;

Takano et al., 1985; Wright and Wunz, 1987] und der andere ein elektroneutraler
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Transporter mit engerer Substratspezifitét ist (® in Abbildung 2). Letzterer transportiert
Guanidin und l&sst sich nicht durch TEA™ und NMN™ hemmen [Chun et al., 1997;
Miyamoto et al., 1988; Miyamoto et al., 1989]. Bei dem dritten System handelt es sich um
P-Glykoproteine, die primér aktive ATP-abhangige Transporter darstellen, welche vor
allem die Sekretion relativ hydrophober Kationen ermdglichen (® in Abbildung 2)
[Gottesman and Pastan, 1993; Koepsell, 1998]. Zwei Subtypen dieser Proteine wurden

unter anderem aus der Maus kloniert [Schinkel et al., 1994].

Die RuUckresorption organischer Kationen, die entgegengesetzte Transportrichtung,
findet ebenfals in zwe Schritten statt. Luminal gibt es drei bisher bekannte
Transportsysteme. Zum einen den elektrogenen Transporter mit hoher Affinitéat zu
Cholin @ in Abbildung2) [Takano et al., 1993; Ullrich and Rumrich, 1996; Wright et al.,
1992]. Zum anderen ein ATP-abhangiges Transportprotein (® in Abbildung2)
[McKinney and Hosford, 1993] und auflerdem den polyspezifischen OATP (@ in
Abbildung2), der die Aufnahme zahlreicher organischer Anionen und Kationen

vermittelt [Bergwerk et al., 1996; Dubuisson et al., 1996; Koepsell et al., 1999].

Die Transporter, die den zweiten Schritt der Reabsorption Uber die basolaterae
Membran vermitteln, sind bisher nicht identifiziert. Eventuell sind sie teillweise
identisch mit den potenzialabhangigen basolateraen Kationentransportern, welche

Kationen in beide Richtungen transportieren kdnnen [Koepsell et al., 1999].

1.2.1.3 Organischer Kationentransporter der Ratte Typ 1 (rOCT1)

Einen grofien Anteil an den soeben dargestellten Erkenntnissen hatte die Identifizierung
organischer Kationentransporter durch Expressionsklonierung. Erstmals gelang dies
1994 Professor Koepsell in Wirzburg [Griindemann et al., 1994]. Damals wurde das erste
Mitglied einer neuen Familie organischer Kationentransporter, der rOCT1 durch Ex-
pressionsklonierung aus Rattenniere identifiziert. Inzwischen wurden mit Hilfe von
Homologieklonierung tber 30 weitere Mitglieder dieser Familie aus verschiedenen
Spezies wie Ratte, Maus, Mensch, Kaninchen, Schwein und Flunder sowie aus den
Invertebraten Drosophila melanogaster und Caenoraphditis elegans kloniert. Eine
aktuelle Zusammenstellung findet man in einigen Studien [Burckhardt and Wolff, 2000;
Koepsell et al. 1999; Zhang et al. 1998]. Alle diese Transporter gehdren zu einer neuen

Proteinfamilie, der SCL 22-Familie (solute carrier family 22) [Koehler et al., 1997] und
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sie gehdren der MFS (mgjor facilitator superfamily) an [Marger and Saier, 1993]. rOCT1
besteht aus 556 Aminosauren [Grindemann et al., 1994; Koepsell, 1998; Koepsell et al.
1998; Koepsell et al., 1999] und ist auf dem proximalen langen Arm des Ratterchromo-
soms 1 auf der Genposition 1g11-12 lokalisiert [Koehler et al., 1996; Koepsell, 1998;
Koepsell et al. 1998; Koepsell et al., 1999]. Hydrophobiezitétsanaysen nach ist er, sowie
auch ale Ubrigen Transporter der OCT-Familie, aus elf bis zwdlf transmembranéren
a-Helices aufgebaut Koepsell et al., 1999]. Die erste grofe Proteinschleife (zwischen
Transmembrandoméane 1 und 2 / Abbildung 3) wird extrazellulér lokalisiert und besitzt
drei konservierte Glykolisierungsstellen [Grindemann et al., 1994]. Die zweite grof3e
Schleife (zwischen Transmembrandoméne 6 und 7 / Abbildung3) wird intrazellular
vermutet. Sie tragt einige potenzielle PKC-abhangige Phosphorylierungsstellen
[Koepsell et al.; 1998]. Immunhistochemische und funktionelle Studien mit rOCT1-
transfizierten Zellen weisen darauf hin, dass der basolaterale organische Kationen-
transporter im proximalen Tubulus der Niere, in kleinen Darmenterozyten und in
snusoidalen Membranen von Hepatozyten zu finden ist [Gorboulev et al., 1997;
Grindemann et al., 1994; Grindemann et al., 1997; Koepsell et al., 1999; Mehrens et al., 2000;
Sugawara-Yokoo et al., 2000]. Er ist ein polyspezifischer, elektrogener Kationertrans-
porter und arbeitet Na'- und pH-unabhingig [Gorboulev et al., 1997; Koehler et al., 1996;
Koepsell, 1998; Koepsell et al. 1998; Koepsell et al., 1999; Mehrens et al., 2000]. Er ist
beteiligt am ersten Schritt der renaen Sekretion von Kationen durch die basolaterale
Membran im proximalen Tubulus Koepsell et al., 1999] (System @ in Abbildung2).
Dort sezerniert er kleine endogene organische Substrate, Transmitter, Medikamente,
Toxine und Umweltgifte [Breidert et al., 1998; Burckhardt and Wolf, 2000; Busch et al.; 1996
a und b; Busch et al.,, 1998; Griindemann et al., 1994; Koehler et al., 1996; Koepsell et al.,
1999; Martel et al., 1996; Nagel et al., 1997; Ullrich, 1999]. Im Laufe der Zeit ergaben sich
wachsende Erkenntnisse zum rOCT1 hinsichtlich seines Aufbaus und seiner Eigen-
schaften [Arndt et al., 2001; Busch et al.; 1996 b; Koepsell et al., 1999]. Vor einiger Zeit
wurden erstmals Ergebnisse geliefert, die seine Regulation betreffen. Sie zeigen eine
Stimulation der Transportaktivitét des rOCT1, stabil exprimiert in HEK293-Zellen

durch PKC, PKA und Tyrosinkinase [Mehrens et al., 2000].
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Abbildung 3: Theoretisches Aufbauschema des ersten klonierten organischen
Kationentransporters — dem rOCT1 auf Basis einer Kyte-Doolittle Hydro-
phobieztéatsanalyse [Koepsell et al.; 1998].

Potenzielle membran-tbergreifende a-Helices werden as Zylinder darge-
stellt (1- 12). Die glykolisierenden Regionen (Y-formige Synbole) liegen
extrazellulégr und die PKC-abhangigen Phosphorylierungsbereiche ( P )
weisen nach intrazelluldr. Schwarze Punkte in den Ketten ( - ) zeigen
Peptide, die als intrazellulére Signalsequenzen fur Nahrstofftransporter
definiert sind.
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122 Wissensstand zur Untersuchung des Kationentransportes tiber die

Mitochondrienmembran

Wie bereits erwahnt, spielen nicht nur die Transportproteine der Plasmamembran eine
bedeutende Rolle bei der Wirkung und Verteilung von Medikamenten, sondern unter

anderem auch die Mitochondrien im Inneren der Zelle [Szewczyk and Wojtczak, 2002].

Anfang der 50er-Jahre wurde ihre Feinstruktur erstmals in elektronenmikroskopischen
Arbeiten von G. E. Palade und F. S. Sj6strand beschrieben [Kleinig, 1999]. Das Haupt-
augermerk welterer Forschungen lag zunéchst darin, die Mechanismen des
Energieerhates in den Mitochondrien zu kldren. So gab Mitchell 1961 in vier
Postulaten seine chemiosmotische Hypothese zum Energieerhalt heraus [Bernardi, 1999;
O’Rourke, 2000]. Je mehr sich die Debatte um den Energieerhalt auf diese Hypothese
konzentrierte, desto mehr Studien zum mitochondrialen lonentransport entwickelten
sich paralel. Da aber vor alem in den 80er-Jahren die Meinung vorherrschte, dass
Mitochondrien keine Kationenkande besdf3en, sind die Forschungen mit denen des

Membrantransportes in der Plasmamembran nicht vergleichbar [Bernardi, 1999].

Zudem besitzt die innere Mitochondrienmembran einen komplexeren Aufbau als die
Plasmamembran, so dass man nicht ohne weiteres davon ausgehen kann, dass dort
dieselben Transportmechanismen fir den organischen Kationentransport vorhanden

sind.

1.2.2.1 Die Mitochondrienmembran

Mitochondrien kommen in alen eukaryotischen Zellen mit Zelkern vor und sind
winzige, aber lichtmikroskopisch sichtbare, semiautonome Organellen. Sie spielen
sowohl in der oxidativen Energieproduktion der Zellen as auch im anabolen und
katabolen Stoffwechsel eine zentrale Rolle.

Mitochondrien besitzen zwel Membranen. Eine &aufRere Membran, dann den
Intermembranraum, nachfolgend die innere Membran und im Inneren liegt die

sogenannte Matrix (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Mitochondriums.

Die aulere Membran enthélt Porine, die kleinere Molekile bis zu einer Grél3e von etwa
6 kDa und Anionen passieren konnen. Der Intermembranraum beherbergt eine
nicht-plasmatische Phase und hat nur wenige Funktionen. Die nachfolgende innere
Membran hingegen stellt eine Diffusionsbarriere dar. Sie umschlief die Matrix und
enthalt zahlreiche Translokatoren fir den regulierten Stoffaustausch zwischen Zyto- und
Mitoplasma Kleinig, 1999]. Die innere Membran bildet Invaginationen in die Matrix
hinein, die sogenannten Cristae, die eine starke Oberflachenvergrof3erung ergeben.
Aullerdem enthdlt die innere Membran Bestandteile der Elektronertransportkette, die
Proteintranslokase TIM und die ATP-Synthase [Kieinig, 1999].

1.2.2.2 Transportvorgange in der Mitochondrienmembran

In der inneren Membran liegen die bereits erwdhnten Transporter der Elektronen-
transportkette. Diese schaffen den Protonengradienten, der die Membran energisiert.
Diese Energie nutzt dann die ATP-Synthase zur oxidativen Phosphorylierung [Kieinig,
1999]. Da ein Grofdteil mitochondrialer Proteine kernkodiert ist, gibt es zudem
Proteintranslokasen, um diese Eiweif3e nach ihrer Synthese im Zytoplasma in die
Mitochondrien zu transportieren (TOM = translocase of the outer membrane und TIM =

trandocase of the inner membrane) [Kleinig, 1999].
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Des Weiteren gibt es noch viele Transportproteine in der inneren Membran, die ale zur
MCF (mitochondriale Carrier-Familie) gehdren und den metabolischen Austausch

zwischen Mitochondrienmatrix und Zytoplasma garantieren [Kleinig, 1999].

In den Jahren nach Mitchells Postulaten wurden auf3erdem immer mehr Kenntnisse tber
den Transport mono- und divalenter Kationen mit Hilfe von Kanden und Austauschern
entwickelt. Einen Uberblick bietet hier Bernardi [Bernardi, 1999]. Zum Transport
organischer Kationen Uber die innere Mitochondrienmembran hingegen ist wenig
bekannt. Grund hierfir ist allgemein die Entwicklung der Studien zum Transport Uber
diese Membran, die mit der beziglich des Plasmamembrantransportes nicht
konkurrieren kann [Bernardi, 1999]. Daher gibt es nur einige wenige Untersuchungen zu
diesem Themengebiet [Bernardi et al., 1982; Davey et al., 1992; Ramsay and Singer, 1986;

Ramsay et al., 1989].

1.3 Zielsetzung und Aufbau der Arbeit

Bisher wurden zahlreiche Studien zum Aufbau und zur Funktion des rOCT1
durchgefiihrt. Die Regulation des Transportproteins ist jedoch noch nicht abschlief3end
geklart. Eine weitergenende Charakteriserung ist daher erforderlich, um die
pharmakologische Bedeutung bei Transportvorgangen in der Niere aufzuklaren. Ziel
dieser Arbeit ist es, die Regulationswege des rOCT1 weiter zu anaysieren. Hierzu
wurde eine mogliche Regulation durch zyklische Nukleotide mit Hilfe der dynamischen

ASP’-Fluoreszenzmessung untersucht.

Der Transport organischer Kationen Uber die innere Mitochondrienmembran wurde
bisher nur ansatzweise erforscht. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es daher, mit
derselben ASP’-Fluoreszenzmessmethode eine Mdglichkeit zur Untersuchung des
organischen Kationentransportes Uber die innere Mitochondriermembran zu
entwickeln. Darliber hinaus soll festgestellt werden, ob der Kationentransport dort Uber

einen Transporter des Typs OCT vermittelt wird.
Mit Blick auf die Zielsetzungen dieser Arbeit ist folgender Aufbau gewahlt worden:

Kapitel 2 gibt eine gemeinsame Erlauterung der fur beide Untersuchungen verwendeten
Materialien und Methoden, wobel lediglich hinsichtlich der Fluoreszenzmessung zu

differenzieren ist (Kapitel 2.7). Die Untersuchungsergebnisse werden in Kapitel 3
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dargestellt. Im Rahmen der sich anschlieffenden Diskussion (Kapitel 4) werden diese
Untersuchungsergebnisse analysiert

In Kapitel 5 werden schliefdlich die wichtigsten Ergebnisse noch einmal zusammen

gefasst, und es wird ein Ausblick auf ungel6ste Probleme und Fragestellungen gegeben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zedlen

Fur die Untersuchung der Regulation des organischen Kationentransporters rOCT1
wurde dieser stabil in eine humane embryonae Nierenzelllinie (HEK293-Zellen)
exprimiert [Busch et al., 1996b; Busch et al., 1998]. Diese rOCT1-HEK293-Zellen wurden
von Professor Koepsell aus Wiirzburg bezogen. HEK293-Zellen sind permanent
transformierte Nierenzellen, die aus menschlichen embryonalen Nierenrindenzellen
stammen [Graham et al., 1977]. Sie zeigen verschiedene Charakteristika distaler
Nierentubuluszellen [Lenz et al., 1999; Simmons, 1990] und wurden in etlichen Studien
als Expressionssystem fur klonierte Proteine, beispielsweise fir organische Kationen-
transporter benutzt [Breidert et al., 1998; Burckhardt and Wolff, 2000; Busch et al., 1996b;
Grindemann et al., 1994; Martel et al., 1996]. In dieser Studie wurden also mit rOCT1-
transfizierte HEK293-Zellen genutzt.

2.2 Zdlkultur

Fur die Experimente mit den rOCT1-HEK293-Zellen wurden die Passagen 17 bis 38
verwendet. Die Zellen wurden in 50 ml Zdlkulturflaschen (Fa. Greiner, Frickenhausen)
mit Dulbecco’s modifiziertem Eagles Medium (Biochrom, Berlin) angeziichtet,
welches 10% fotaes Kdberserum, je 1% L-Glutamin (Gibco) und Penicillin/
Streptomycin (Biochrom) enthielt. Als Zusatz verwendete man 0,8 mg/ml Geniticin
(Life Technologies, Eggenstein), um ein Uberwuchern der rOCT1-HEK?293-Zellen
durch die HEK293-Zellen zu verhindern. Die Inkubation fand bel 37° C in ener
Atmosphére von 95% Raumluft plus 5% CO., statt. Nach sieben Tagen wurden die
Zellen durch Abklopfen und Pipettieren passagiert. Fir die Experimente wurden die
Zellen auf Deckglaschen (@15 mm, rund, Marke Assistent, Fa. Waldeck, Mnster)
ausgesdt. Je drel der Deckglaschen wurden in eine 35/10 mm Petrischale (Fa.Greiner,
Frickerhausen) gegeben. Nach etwa drei bis finf Tagen wurde die Konfluenz der Zellen

erreicht, und die Experimente wurden nach vier bis acht Tagen durchgeftihrt.
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2.3 Superfusionslésung

Als Superfusionsl6sung wurde eine HCOs™-freie Ringer-&hnliche Lésung mit folgenden

Bestandteilen (in mmol/l) benutzt:

NaCl 145
K2HPO, 1,6
KH2PO 0,4
D-Glukose 5
MgCh 1
Calciumglukonat 1,3

- eingestellt auf pH 7,4 und 37° C

2.4 4-(4-Dimethylaminostyryl)-N-Methylpyridinium (ASP™)

Der Farbstoff ASP* wurde von Molecular Probes (Leiden, Niederlande) bezogen. Er ist
bei einem physiologischen pH von 7,4 aufgrund des pka von 3,6 positiv geladen
[Pietruck and Ullrich, 1995]. ASP" ist nicht membrangdngig und besitzt eine geringe
Lipophilitét (nOctanol/H,O Verteilungsquotient = 0,14) frion et al., 1993]. Zudem
besitzt es eine Proteinbindung von 47% [Pietruck and Ullrich, 1995]. ASP™ wurde in
Ringer-ahnlicher Lésung (siehe Kapitel 2.3) gelost, aliquotiert, bei —20° C tiefgefroren
und unmittelbar vor den Experimenten aufgetaut. Der Farbstoff besitzt
polychromatische Fluoreszenzeigenschaften. In wassrigen Losungen betrégt das
Anregungsmaximum 450 nm und das Emissionsmaximum 590 nm. Letzteres wechselt
je nach Umgebungsmilieu. Membrangebundenes ASP" hat ein Maximum von 550 nm,
in energiereichen Mitochondrien und Zellkernen betrdgt es 580 nm und 630 nm
[Morozova et al., 1981]. Die Gesamtzellemissions- und Anregungsmaxima wurden bei

470 nm und 605 nm gefunden [Rohlicek and Ullrich, 1994].
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Abbildung 5: 4-(4-Dimethylaminostyryl)-N-Methylpyridinium (ASP").

2.5 Versuchsaufbau

Die fluoreszenzmikroskopischen Experimente wurden mit einem inversen Mikroskop
(Axiovert 135, Zeiss, Oberkochen) durchgefuhrt (Abbildung 6). Gemessen wurde mit
einem Ol-Immersions-Objektiv (100x, Apertur 1,3). Das Anregungslicht wurde durch

eine Xenon-Quarzlampe (XBO 75W, Zeiss) generiert.

Ein Problem bei Messungen mit Fluoreszenzfarbstoffen stellt dessen Ausbleichen durch
das Tages- aber auch das Anregungdlicht dar. So wurde das Ansetzen des Farbstoffes
unter Rotlicht durchgefiihrt und die gesamte Versuchsapparatur lichtdicht umhuillt.
Zudem musste aus diesem Grund das Anregungslicht deutlich abgeschwécht werden,
andererseits musste aber das emittierte Licht noch gentigend Intensitét oberhalb der

Hintergrundfluoreszenz aufweisen.

Eine Reduktion des Problems erfolgte durch die Verwendung eines Filterrades mit
10 Hz Umdrehung und einem 450 - 490 nm-Filter (U. Frobe, Universitét Freiburg).
Dadurch entstand ein pulsierendes Licht (Anregungssequenz von 15 ms Dauer). Zudem
wurde das Licht der Xenonlampe durch einen Graufilter auf zehn Prozent der
Ausgangsintensitat abgeschwacht [Nitschke et al., 1991]. Nach Passieren des Filterrades
wurde das Anregungslicht Uber einen dichroischen Spiegel (560 nm) auf eine
Superfusionskammer (Abbildung7) umgeleitet, die die rOCT1-HEK?293-Zellen
enthielt. Als Superfusionsldsung wurde, wie bereits erwadhnt, eine HCO3'-freie Ringer-
shnliche Losung gebraucht. Das Messareal wurde mit einer Irisblende auf 40 pnt, das
entspricht etwa funf Zellen, eingestellt.
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Die Emission wurde bei einer Welleridnge von 575 — 640 nm nach Durchgang eines
Bandfilters in einer Photonenzahlréhre (Hamamtsu H —3460-04, Herrsching) gemessen.
Die zehn Fluoreszenzsignale pro Sekunde wurden gemittelt und als Funktion der Zeit
aufgetragen. Uber ein AT-486 Computersystem mit spezieller Software (U. Fribe,
Universitdt Freiburg) wurden die Untersuchungen gemessen und ausgewertet.

— Photonenzahlrdohre

Verschluss | _Blende

Xenonlampe
I 7

Filterrad dichroischer Spiegel

Abbildung 6: Schematische Darstellung des inversen Fluoreszenzmikroskops.

Das Filterrad war mit einem 450— 490 nm Filter sowie einem Graufilter (90%
Absorption) ausgestattet und erzeugte das pulsierende Anregungslicht. Dieses
Licht wurde tiber einen dichroischen Spiegel (560 nm) auf die rOCT1-HEK293-
Zellen enthaltende Superfusionskammer gelenkt. Das emittierte Licht wurde
nach Passieren eines Bandfilters (575- 640 nm) n einer Photonenzahlrohre
gemessen. Mit Hilfe der Blende wurde das Messfeld auf etwa funf Zellen
eingestellt.
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2.6 Superfusionskammer

Die rOCT1-HEK293-Zellen wuchsen auf Deckglaschen, die jeweils den Boden der
Superfusionskammer darstellten (Abbildung 7). Die Superfusionskammer befand sich
wahrend der Messungen im Fokus des inversen Mikroskops (Abbildung6). Das
Volumen, der aus Plexiglas bestehenden Kammer, betrug etwa 0,5 ml. Die Super-
fusionsl6sung wurde durch einen Polyethylenschlauch geleitet. Darin wurde die Lésung
Uber einen Wassermantel im Gegerstromprinzip auf 37 £ 1° C aufgewa&rmt. Auf der
anderen Seite der Superfusionskammer wurde die Lésung mittels Unterdruck wieder
abgesaugt. Um ein Abldsen der Monolayers zu vermeiden, wurden sowohl der Zulauf
als auch die Absaugung im oberen Drittel der Kammer angebracht. Die Geschwindig-
keit der Superfusionslosung lag bei etwa 10 ml/min, somit wechselte das gesamte
Kammervolumen bis zu 20 ma pro Minute. Der gesamte Versuchsaufbau stand fest
verankert auf einer Kalksteinplatte. Zur Erschitterungsdampfung war diese luftkissen-
gelagert (Physikinstrumente, Waldbronn).

Superfusionskammer

Abfluss s—m= -
L a2 PP il = 2ufluss

rOCT1-HEK293-Zellen
Objektiv

Abbildung 7: Seitenansicht der Superfusionskammer.

Das Deckglas mit den dicht gewachsenen rOCT1-HEK293-Zellen bildete
den Boden der Kammer, die auf dem inversen Mikroskop befestigt war.
Zu- und Abfluss der Kammer waren gegenuiberliegend angeordnet.
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2.7 Fluoreszenzmessung

2.7.1 Messung der Regulation des organischen Kationentransporters
rOCT1 durch zyklische Nukleotide mittels der ASP"-Fluoreszenz-

messmethode

Die ASP*-Aufnahme in die Zellen wurde als Zunahme der zellularen Fluoreszenz
gemessen. Die Zellen wurden bei 450 — 490 nm angeregt, die Emission wurde dann bei
575 — 640 nm ermittelt. Die ASP™-Aufnahme wurde finf bis zehn Minuten lang aufge-
zeichnet. Die maximale Fluoreszenz und die initiale Aufnahmerate (linear wéahrend der
ersten halben Minute) wurden as Transportparameter zugrundegelegt. Eine zelleigene
Hintergrundfluoreszenz von 20 bis 50 Photonen pro Sekunde wurden vor der ASP'-
Zugabe gemessen und von jedem Experiment subtrahiert.

Das Messareal wurde mit einer Irisblende auf etwa funf Zellen eingestellt, von diesen
wurde das Fluoreszenzsignal aufgezeichnet. Eine vergleichbare Anzahl an Kontrollex-
perimenten (ASP*-Konzertration =0,05 M) und Messungen mit der jeweiligen
Testsubstanz wurde am gleichen Tag mit Zellen derselben Passage und desselben Alters
durchgefihrt, um die Abweichungen zwischen den ungepaarten Experimenten zu

reduzieren.

Vor Experimenten mit den Nukleotiden wurden die Zellen zunéchst zehn Minuten mit
den jeweiligen Substanzen inkubiert. Anschlief?end folgte die Messung wie oben
beschrieben, wobei die ASP'-Lésung zusitzlich mit Testsubstanz versetzt war, um den
Effekt Uber die Dauer der Messung sténdig konstant zu halten.

Eine Ausnahme bildeten einige Experimente mit der Testsubstanz cGMP (100 uM), die

ohne vorherige Inkubation durchgefihrt wurden (n= 25).
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Abbildung 8 Originalexperiment der Aufnahme des organischen
Kations ASP™ Uber den Transporter rOCT1 stabil exprimiert in
HEK?293-Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmessmethode.

2.7.2 Messung des organischen Kationentransportes tiber die Mitochon-

drienrmembran mittels der ASP'-Fluor eszenzmessmethode

Vor dem eigentlichen Experiment wurden die rOCT1-HEK293-Zellen jeweils zur
Permeabilisierung der Plasmamembran fur zehn Minuten in ener Digitonin-haltigen
Ldsung (0,1 mM) inkubiert. Danach erfolgte eine Anfarbung der Zellen mit Trypanblau
(0,2%) fur funf Minuten. Dies diente der erleichterten Identifizierung von Messarealen
mit optimaler Anzahl permeabilisierter Zellen. Im Anschlu3 folgte die Messung.
Zunéchst wurde, wie unter 2.7.1 beschrieben, die Eigenfluoreszenz der Zellen ermittelt,
dann begann die ASP*-Applikation (0,1 mM) fir drei Minuten als Vorkontrolle. Um
den Effekt wieder aufzuheben, wurde anschlieffend Superfusionslésung gegeben.
Danach erfolgte die Messung mit der jeweiligen Testsubstanz fur drei Minuten und die
Gabe von Superfusionslésung, um den Effekt wieder aufzuheben. Als Nachkontrolle
wurde wieder ASP" fir drei Minuten wie zur Vorkontrolle gegeben. Ausgewertet
wurden nur Experimente, die sowohl Vor- as auch Nachkontrolle enthielten. Die
Wirkung der verschiedenen Inhibitoren wurde als prozentuale Anderung gegentiiber den

Durchschnittswerten von Vor- und Nachkontrolle ermittelt.
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Abbildung 9: Originalexperiment einer Messung des Transportes organischer
Kationen Uber die Mitochondrienmembran mit Hilfe der ASP'-Fluoreszenz-
messmethode.

Gezeigt werden die Hemmstoffe Cimetidin und TEA™ (in mol/l). ASP™-Gabe
vor und nach dem jeweiligen Hemmstoff ergeben die Vor- und Nachkontrolle.

2.8 Chemikalien

Cimetidin, TEA®, Chinin, 8 Br-cGMP, cGMP, cAMP, GMP, GDP, GTP, Trypanblau
und ale Standardchemikalien wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen.
ASP" wurde von Molecular Probes (Leiden, Niederlande) und KT5823, sowie Digitonin
wurden bei Calbiochem (Bad Soden) erworben.

29 Statistik

Die Ergebnisse der Untersuchung werden als Originalaufzeichnung oder als Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) und der Anzahl der Fluoreszenz-
versuche (n) dargestellt. Bei der Untersuchung zur Regulation des rOCT1 stabil

exprimiert in HEK293-Zellen handelte es sich um ungepaarte Experimente.
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Die Messungen zum organischen Kationertransport iber die innere Mitochondrien-
membran hingegen liefen als gepaarte Untersuchungen. Als Signifikanzschwelle wurde
jeweils eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p < 0,05) festgelegt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Regulation des organischen KationentransportersrOCT1 durch

zyklische Nuklectide

Zur Untersuchung der moglichen Regulation der ASP*-Aufnahme Uber den Kationen-
transporter rOCT1 in die HEK293-Zellen durch die cGMP-abhangige Proteinkinase
(PKG), wurde zuné&chst der Effekt von 8Br-cGMP getestet. Dies ist das membran-

gangige Strukturanal og des intrazelluléren Botenstoffes cGMP.

Nach 10-mindtiger Inkubation mit 8-Br-cGMP bei 37° C und sténdiger Zugabe des
Nukleotids wahrend der Messung wurde eine Hemmung sowohl der initialen
Aufnahmerate, als auch der maximalen zelluldren Fluoreszenz von ASP' sichtbar.
Dieser Effekt erwies sich al's konzentrationsabhéngig (Abbildungen 10 und 13).

Maximale Effekte wurden bel einer Konzentration von 100 uM 8-Br-cGMP erreicht.
Die signifikante Hemmung betrug hier beim Fluoreszenzmaximum 84 + 3% und bei der
initialen ASP*-Aufnahmerate 78 + 4% (je n = 18).
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Abbildung 10: Konzentrationsabhéangigkeit der Wirkung von 8-Br-cGMP
auf das Fluoreszenzmaximum und die initiale Aufnahmerate von ASP*
(0,05 uM) in % der Kontrollen.

Die Saulen auf der linken Seite zeigen die maximalen Fluoreszenz-
anderungen nach Zugabe von ASP* zur Superfusionslésung. Die Saulen
rechts geben die Anderungen der initialen Aufnahmerate wieder. Die
Daten sind als prozentuale Verénderung zu den Kontrollaufnahmen
dargestellt. Die Saulen stellen die MW + SEM dar, die Zahlen in den
Klammern die Anzahl der Experimente. * bezeichnet die statistische
Signifikanz (p < 0,05) des Effektes. Die Zellen wurden jeweils zehn
Minuten vor dem Experiment mit 8-Br-cGMP der entsprechenden
Konzentration inkubiert. Direkt im Anschluss folgte die Messung bei
sténdiger 8-Br-cGMP-Zufuhr.
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In der Abbildung 11 wird die zeitabhangige Aufnahme von ASP* (0,5 uM) durch die
rOCT1-HEK?293-Zellen von 17 Kontrollexperimenten dargestellt. Nach Inkubation
(10 Minuten/ 37° C) von 18 Monolayern der rOCT1-HEK?293-Zellen mit 8 Br-cGMP
(100 uM) wurde die initiale ASP*-Anreicherung signifikant gehemmt.

Aulerdem zeigt die Abbildung noch eine Zusammenfassung von 15 Experimenten, bel
denen die Zellen mit 8-Br-cGMP (100 uM) unter Zusatz des spezifischen Protein-
kinase G-Inhibitors KT5823 (1 M) inkubiert wurden (10 Minuten/37° C). Diese
Versuche dienten der Ermittlung einer moglichen Betelligung der PKG an den mit
8-Br-cGMP erzielten Effekten.

Die Hemmung der initialen Aufnahmerate durch 8-Br-cGMP (100 uM) lag beim Zusatz
von KT5823 (1 uM) signifikant bei 73+ 5% zum Zeitpunkt von 180 Sekunden. Ein
Eigeneffekt des KT5823 konnte durch dessen alleinige Zugabe wéhrend vier Versuchen

ausgeschlossen werden (ohne Abbildung).

Auch das erreichte Fluoreszenzmaximum unter 8 Br-cGMP und KT5823 unterschied
sich nicht von dem unter alleiniger Zugabe von 8-Br-cGMP. Zur Einsparung von

Substanz wurden diese Versuche nur Gber drel Minuten durchgefhrt.

Kontrolle
n=17

Photonen / Sekunde
D
o
o
]

o geERREEM  8-BrcGMP (0,1 mM)
| i n=18
I I I I
0 100 200 300 400
Zeit (s)

Abbildung 11: Effekte von 8-Br-cGMP in An- und Abwesenheit des
spezifischen PKG-Inhibitors KT5823 auf die ASP-Aufnahme im

Vergleich zu den Kontrollexperimenten (reine ASP"-Gabe).

Die Deckglaschen mit Zellen wurden jeweils 10 Minuten vor Beginn
der ASP*-Zugabe in den entsprechenden Substanzen inkubiert und die
Messung erfolgte bei stéandiger Zufuhr dieser Stoffe. Die Kurven zeigen
die MW = SEM mehrerer separater Experimente. n zeigt die Anzahl der
benutzten Monolayer mit Zellen an.
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Des Weiteren wurde untersucht, ob das nicht membrangéngige cGMP &hnliche Effekte
auf die ASP"-Aufnahme durch rOCT1 in HEK293-Zellen erzielt. Die Abbildungen 12
und 13 fassen die Konzentrationsabhangigkeit der Effekte nach 10-mindtiger Inkubation
mit cGMP bei 37° C auf die ASP*-Aufnahme zusammen. Maximale Effekte wurden bei
einer Konzentration von 100 pM cGMP erreicht. Dabel lag die Hemmung der maxi-
malen Fluoreszenz bei 56 + 5% (n =32) sowie fir die initialle ASP*-Aufnahmerate bei
40 £ 4% (n=54).

Um nachzuweisen, dass die Effekte des cGMP unmittelbar, méglicherweise extra-
zelluléar vermittelt werden, wurde auRerdem die Anderung der initiadlen ASP™-Auf-
nahmerate nach akuter Zugabe von cGMP, also ohne vorherige Inkubation, gemessen.
Hier unterschied sich die Anderung der initialen ASP*-Aufnahmerate nicht sgnifikant
von den Kontrollen (5% 7% / n= 25). Gezeigt wird dies ebenfalls in Abbildung 12.



3 Ergebnisse

Seite 26

o

L 40 40 <
- £
= o
£ 20 - —20 E
o ©
: 1|7 &
3 0 @ [@H][ () [@D](ED) @0 2
% i
& -20 - —-20 0
N <
2 S
5 -40 —-40 T
L =
-60 —-60 -

5 S
@ o
= -80 A —-80 g
G.) -
= 3
<< -100 -100 g

1 10 25 50 100 1 10 25 50 100 100 ’
cGMP (M) cGMP M)
jeweils 10 Min. inkubiert ohne

Vorinkubation

Abbildung 12: Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von cGMP auf das
Fluoreszenzmaximum und die initiale Aufnahmerate von ASP"™ (0,05 uM) in %
der Kontrollen.

Die ersten funf Saulen zeigen die maximalen Fluoreszenzanderungen nach
Zugabe von ASP* zur Superfusionsldsung. Die nachsten fiinf Saulen geben die
Anderungen der initialen Aufnahmerate wieder. Die Daten sind als prozentuale
Verénderung zu den Kontrollaufnahmen dargestellt. Die Sdulen stellen die MW
+ SEM dar, die Zahlen in den Klammern die Anzahl der Experimente.
* bezeichnet die statistische Signifikanz (p < 0,05) der Effekte. Die Zellen
wurden jeweils zehn Minuten vor dem Experiment mit cGMP der
entsprechenden Konzentration inkubiert. Direkt im Anschluss folgte die
Messung bei stéandiger cGMP-Zufuhr. Die Siule ganz rechts zeigt die Anderung
bei akuter Zugabe von 100 uM cGM P ohne vorherige Inkubation.
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Abbildung 13: Konzentrationsabhangige Effekte der zyklischen Nukleotide
8-Br-cGMP und cGMP auf die initille ASP*-Aufnahmerate in % der
Kontrollen.

Die Daten sind als prozentuale Anderung der Kontrollaufnahmen wiederge-
geben. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Experimente wieder.
* weist auf statistische Signifikanz hin.
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Als weiteres zyklisches Nukleotid wurde das CAMP auf seinen Einfluss hinsichtlich des
ASP"-Transportes getestet. Hier kam es nur zu einem leichten hemmenden Effekt, der
nicht weiter untersucht wurde. Maximale Effekte wurden bei einer Koreertration von
100 uM cAMP (n= 21) beobachtet. Dabel lag die initiale Aufnahmerate signifikant
23 + 8% unter der der Kontrollexperimente (Abbildung 14).

100 — 100

80 T — 80

60 — — 60

40 — — 40

20 — — 20

Initiale ASP*-Aufnahmerate in %
Initiale ASP+-Aufnahmerate in %

(23) (22)

Kontrolle cAMP
(100 pM)

Abbildung 14: Initiale Aufnahmeraten von ASP* (0,05 uM) ohne (Kontrolle)
und mit cAMP (100 uM), angegeben in % der Kontrollen.

Die Saulen zeigen die initiale Aufnahmerate von ASP* durch rOCT1 und
stellen die MW + SEM dar. Die Zahlen in den Klammern entsprechen der
Anzahl der Experimente. * bezeichnet die statistische Signifikanz (p <0,05).
Die Zellen wurden zehn Minuten vor dem Experiment mit cAMP (100 uM)
inkubiert, danach folgte die Messung bei standiger cAM P-Zufuhr.
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Um zu untersuchen, ob der mit 8-Br-cGMP und cGMP beobachtete Effekt spezifisch
fur die zyklischen Analoge dieser Nukleotide ist, wurden die Zellen auch mit je 100 uM
GMP (n = 11), GDP (n = 13) oder GTP (n = 11) fur 10 Minuten inkubiert. Keines
dieser Nukleotide reduzierte signifikant die initialle ASP*-Aufnahme im Vergleich zu
den Kontrollbedingungen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Effekte der Nukleotide 8-Br-cGMP, cGMP, GMP, GDP und
GTP auf dieinitiale ASP"-Aufnahme in % der Kontrollen.

Die Daten sind as prozentuale Anderung der Kontrollaufnahmen wieder-
gegeben. Die Séaulen stellen die MW = SEM dar, die Zahlen in Klammern
geben die Anzahl der Experimente wieder. * weist auf statistische
Signifikanz hin.
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3.2 Organischer Kationentransport Uber die Mitochondrienmembran

3.2.1 Kompetitive Hemmstoffe Cimetidin und TEA”

TEA" und Cimetidin sind bekannte Substrate organischer Kationentransporter in der
Plasmamembran [Pietruck and Ullrich, 1995; Ullrich et al., 1991] und hemmen diese auch
kompetitiv. Mit diesen beiden Stoffen sollte der Transport von ASP" Uber die innere
Membran von Mitochondrien in rOCT1-HEK293-Zellen untersucht werden, um ihn mit
dem in der Plasmamembran zu vergleichen. Die Zellen wurden, wie zuvor beschrieben
(siehe Kapitel 2.7.2), zur Messung vorbereitet. Fiir TEA® zeigte sich keine signifikante
konzentrationsabhangige Hemmung - weder beim Fluoreszenzmaximum noch bel der
initialen Aufnahmerate (Abbildung 16).

Fur Cimetidin ergab sich eine konzentrationsabhangige Stimulation der ASP*-Fluores-
zenz bei den maximalen Fluoreszenzen, aber keine solche Abhangigkeit bei der initialen
ASP’-Aufnahme (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Wirkung der verschiedenen Konzentrationen von TEA ™ auf
das Fluoreszenzmaximum und die initiale Aufnahmerate von ASP* (0,1 mM)
Uber die Mitochondrienmembran in %.

Die Saulen auf der linken Seite zeigen die maximalen Fluoreszenzande-
rungen nach Zugabe von ASP" (0,1 mM) zur Superfusionslésung. Die Saulen
rechts geben die Anderungen der initiallen ASP*-Aufnahmerate wieder. Die
Daten sind al's prozentuale Veradnderung der Kontrollaufnahmen dargestellt.
Die Saulen stellen die MW + SEM dar, die Zahlen in Klammern die Anzahl
der Experimente. Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mit * gekenn-
zeichnet.
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Abbildung 17: Wirkung der verschiedenen Konzentrationen von Cimetidin
auf das Fluoreszenzmaximum und die initiale Aufnahmerate von ASP*
(0,1 mM) Uber die Mitochondrienmembran in %.

Die Saulen auf der linken Seite zeigen die maximalen Fluoreszenzande-
rungen nach Zugabe von ASP" (0,1 mM) zur Superfusionslésung. Die Saulen
rechts geben die Anderungen der initialen ASP™-Aufnahmerate wieder. Die
Daten sind al's prozentuale Veradnderung der Kontrollaufnahmen dargestellt.
Die Saulen stellen die MW + SEM dar, die Zahlen in Klammern die Anzahl
der Experimente. Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mit * gekenn-
zeichnet.



3 Ergebnisse Seite 33

3.2.2 Nicht-kompetitiver Hemmstoff Chinin

Im Vergleich zu Cimetidin und TEA™ stellt Chinin selbst kein Substrat fiir organische
Kationentransporter dar, sondern ist ein nicht-kompetitiver Hemmstoff, welcher nicht
transportiert wird [Nagel et al., 1997]. Wahrend die Anderung des Fluoreszenzmaximums
durch Chinin konzentrationsabhéngig gehemmt wurde, waren die Effekte auf die initiale
Aufnahmerate nicht signifikant.
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Abbildung 18: Wirkung der verschiedenen Konzentrationen von Chinin auf
das Fluoreszenzmaximum und die initiale Aufnahmerate von ASP* (0,1 mM)
Uber die Mitochondrienmembran in %.

Die Saulen auf der linken Seite zeigen die maximalen Fluoreszenz-
anderungen nach Zugabe von ASP* (0,1 mM) zur Superfusionsldsung. Die
Saulen rechts geben die Anderungen der initialen ASP™-Aufnahmerate
wieder. Die Daten sind als prozentuale Veranderung der Kontrollaufnahmen
dargestellt. Die Saulen stellen die MW + SEM dar, die Zahlen in Klammern
die Anzahl der Experimente. Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mit *
gekennzeichnet.
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4 DISKUSSION

4.1 Untersuchung der Regulation des organischen Kationentransporters
rOCT1 durch zyklische Nukleotide

In den meisten Untersuchungen zum organischen Kationentransport wurden bisher
radioaktive Substanzen als Substrate verwendet [Boom et al., 1992; Brandle et al., 1992;
Hohage et al., 1994]. Dies hat neben gesundheitlichen Risiken, technischen Problemen
und aufwendiger Abfallentsorgung den Nachtell, dass nur statische Aufnahmewerte mit
geringer Zeitauflosung, jedoch keine dynamischen Transportprozesse in lebenden
Zellen gemessen werden koénnen. Vortellhaft ist natUrlich, dass prinzipiell jedes
organische Kation radioaktiv markiert und als Substrat untersucht werden kann. Eine
andere Moglichkeit bestent darin, Uber indirekte elektrophysiologische Methoden
Transportvorgange geladener Substrate tUber Zellmembranen zu messen. Andererseits
ist die indirekte Messung mittels patch-clamp-Anayse oder der Spannungs-
klemmmessung zum Beispiel in einer Oozyte und damit die Erfassung des durch
Substratfluss induzierten Stromflusses Uber die Plasmamembran nicht unabhéngig
gegentiber sekundar mittransportierten lonen [Galli et al., 1996]. Aul3erdem ist dies nur
bei elektrogenen Transportvorgangen moéglich und in der Regel erfordert dies auch eine
Uberexpression der Transporter, um messbare Strome Uber die Transporter zu

erreichen.

Mitte der 90er-Jahre etablierten Ullrich und Mitarbeiter eine Methode, bei der mit dem
fluoreszierenden positiv geladenen Styrylfarbstoff  4-(4-Dimethylaminostyryl)-N-
Methylpyridinium (ASP") durch in vivo-Versuche an der Nierenoberflache eine
dynamische Aufzeichnung von Kationentransport gelang [Pietruck and Ullrich, 1995;
Rohlicek and Ullrich, 1994]. Schlatter et a. modifizierten diese fluoreszenztechnische
Methode fur die Untersuchung kultivierter Zellen [Stachon et al., 1996] und isolierter
Tubuli [Pietig et al., 2001]. Dabei wird eben dieses fluoreszierende Kation ASP*, das
Substrat sowohl fir basolaterale als auch fur luminale Transportsysteme darstellt
[Pietruck and Ullrich, 1995; Ullrich and Rumrich, 1996] eingesetzt [Hohage et al., 1998a;

Mehrens et al., 2000; Stachon et al., 1996; Stachon et al., 1997]. Diese Methode ermoglicht
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die dynamische Untersuchung des Kationertransportes in sehr hoher zeitlicher
Auflésung. Somit kann die Regulation durch Stimulation beziehungsweise Inhibition
solcher Transporter mit Hilfe verschiedener Agonisten genau untersucht werden
[Hohage et al., 1998a; Stachon et al., 1996; Stachon et al., 1997; Mehrens et al., 2000].
Nachteilig bei Messungen mit FluoreszenZfarbstoffen ist ihr Ausbleichen durch das
Tageslicht. So ist darauf zu achten, dass ASP™ bei Rotlicht angemischt werden muss
und die Messungen im abgedunkelten Raum stattfinden missen. Ein weiteres
technisches Problem bei der Verwendung von ASP" als Substrat ist seine Anreicherung
in Mitochondrien [ Mehrens et al., 2000; Stachon et al., 1996]. Daher entspricht die initiale
Fluoreszenzzunahme dem Transport von ASP" ber die Plasmamembran, wiahrend das
ereichte Fluoreszenzmaximum ein Gleichgewicht zwischen Einwértss und
Auswértstransport, intrazelludrer Kompartimentaliserung und Ausbleichen des
Farbstoffes darstellt.

Diese Fluoreszenzmessmethode wurde fur die Untersuchungen der Regulation des
Kationertransporters rOCT1 genutzt. Dazu wurden HEK293-Zellen verwendet, die den
rOCT1 stabil exprimierten (rOCT1-HEK293-Zellen). Diese Zellen wurden von
Professor Koepsell, Universitdt Wurzburg, zur Verfigung gestellt. HEK293-Zellen
stammen aus menschlichen embryonalen Niererzellen, welche durch den menschlichen
Adenovirus 5 transformiert wurden [Graham et al., 1977]. In vielen Studien wurden diese
Zellen bereits als Expressionssystem verwendet [Breidert et al., 1998; Busch et al., 1996b;
Busch et al., 1998; Griindemann et al., 1994; Martel et al., 1996; Tamai et al., 1997; Tamai et
al., 1998]. Der Vorteil gegentiber, beispielsweise Xenopus laevis Oozyten (Oozyten des
sudafrikanischen Krallerfrosches), als Expressionssystem liegt darin, dass es sich um
eine Saugetierzelllinie handelt und daher ein Saugetiertransporter, wie es der rOCT1 ist,
unter der Physiologe ndher kommenden Bedingungen untersucht werden kann.
Aullerdem stehen bei Oozyten nur eine begrenzte Zahl an Zellen pro Tier zur
Verfigung, was zu praparationsbedingten Unterschieden bei Aufnahmemessungen
fUhren kann [Griindemann, 1994]. Zudem lassen sich die rOCT1-HEK293-Zellen in der

Kultur einfach vermehren.

Der in dieser Arbeit mit Hilfe der ASP'-Fluoreszenzmessmethode untersuchte rOCT1
wurde zuvor von Mehrens et a. ebenfals unter Verwendung dieser Methode

charakterisiert. Neben der Beschreibung seiner Substratspezifitdten und Elektrogenitét
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konnte dabel vor adlem die Regulation durch PKA, PKC und Tyrosinkinase gezeigt

werden [Mehrens et al., 2000].

In der vorliegenden Studie wurde eine mégliche Regulation des rOCT1 tber cGMP
beziehungsweise die cGMP-abhéngige Proteinkinase G untersucht. Dabei zeigte sich
unter anderem, dass die Aktivitédt des rOCT1 durch Zugabe des membrargangigen
cGMP-Strukturanalogons 8-Br-cGMP zum Medium nach 10-minutiger Vorinkubation
gehemmt wurde. Eine mogliche Beteiligung der PKG an diesem Effekt konnte durch
Experimente ausgeschlossen werden, bel denen 8-Br-cGMP mit Zusatz des spezifischen
PKG-Inhibitors KT5823 gegeben wurde (Abbildung1l). Zudem zeigte sich die
Hemmung ebenfalls, nur etwas abgeschwéchter, bel Zugabe des nicht-menbran-
gangigen cGMP. Der hemmende Effekt des cGMP wurde jedoch immer nur dann
sichtbar, wenn die verwendeten Zellen vor den Experimenten zehn Minuten inkubiert
wurden. Gab man cGMP direkt mit ASP" und maB die Aufnahme des
Fluoreszenzfarbstoffes in die Zellen, ergab sich keine signifikante Reduzierung des
ASP*-Transportes (Abbildung11). Dieses Resultat lasst darauf schlieRen, dass der
Effekt nicht auf eine direkte Interaktion von der extrazelluldren Seite mit dem
Transporter zurtickzufuihren ist. Vielmehr ist davon auszugehen, dass cGMP Uber einen
maoglichen Nukleotidrezeptor oder, wahrscheinlicher, nach zelluléarer Aufnahme Uber
einen intrazelluldren Signalweg seine Wirkung auf den Transporter vermittelt. Fraglich
bleibt dabei jedoch, wie cGMP in die rOCT1-HEK293-Zellen gelangt. Fur zyklische
Nukleotide wurde bisher keine Affinitét als Substrat flr organische Kationentransporter,
wohl aber fir cAMP und organische Anionentransporter beschrieben [Ulirich, 1999].
Diese Anionentransporter sind aber in HEK293-Zellen nicht endogen exprimiert.
Unterstiitzende Forschungen von Professor Koepsell aus Wiirzburg mit PH]cGMP-
Aufnahmemessungen an transfizierten und nicht-transfizierten HEK 293-Zellen zeigen,
dass cGMP durch ein endogenes, Cyanin863-hemmbares cGMP-Aufnahmesystem in
die HEK293-Z€llen gelangt (Abbildung 19) [Schiatter et al., 2002].
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Abbildung 19: Cyaning863-hemmbare [*H]cGMPRAufnahme durch nicht-
transfizierte HEK?293-Zellen (Kontrolle) und rOCT1-HEK293-Zellen
(rOCT1).

Beide Zelltypen wurden bei 37° C mit 20 nM [*H]cGMP in An- und Abwe-
senheit von Cyanin863 inkubiert. Nach unterschiedlichen Zeitintervallen
wurde die Aufnahme gestoppt und die fH]cGMP-Konzentration in den
Zellen bestimmt. Vier paralele Aufnahmemessungen mit und ohne
Cyanin863 wurden fur jeden Zeitpunkt durchgefiihrt. Die Messungen ohne
und mit Cyanin863 wurden subtrahiert und die MW * SEM dargestellt.
(Ergebnisse und Abbildung freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Professor Koepsell, Wiirzburg).

Die Beteiligung der PKG an diesem Signalweg konnte durch die fehlende Wirkung
einer PKG-Hemmung durch den spezifischen Hemmstoff KT5823 ausgeschlossen
werden. Weitergehende Untersuchungen von Professor Koepsell ergaben, dass der
rOCT1 nach transienter Expression in Xenopus laevis Oozyten nicht durch 8Br-cGMP
gehemmt wird [Schiatter et al., 2002]. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
zytosolisches cGMP mdglicherweise Uber ein Regulatorprotein die Aktivitat desrOCT1

beeinflusst, welches in den Oozyten der Amphibien nicht vorhanden ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei der cGMP-vermittelten Regulation

offensichtlich um eine fur dieses zyklische Nukleotid spezifische Wirkung handelt, da
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weder die Nukleotide GMP, GDP und GTP noch cAMP entsprechende Wirkungen
hatten. Eine dhnliche zeitabhangige Hemmung durch cGMP konnte fir den mersch-
lichen organischen Kationentransporter Typ 2 (hOCT2) gezeigt werden [Schlatter et al.,

2002].

Immunhistochemische und funktionelle Studien zeigen, dass rOCT1 unter anderem in
der basolateralen Membran des proximalen Tubulus lokalisiert ist [Griundemann et al.,
1994; Karbach et al, 2000; Koepsell et al, 1999; Sugawara-Yokoo et al., 2000].
Untersuchungen des organischen Kationentransportes Uber die basolaterale Membran
isolierter humaner proximaler Tubuli zeigten, dass dieser durch ANP gehemmt wird
[Pietig et al., 2001]. Dieser Befund belegt, dass die hier durch cGMP gezeigte Hemmung
des OCT1 und ferner auch des hOCT2 [Schlatter et al., 2002] offensichtlich im
proximalen Tubulus existiert und somit physiologisch relevant ist. cGMP-abhangige
Transportregulation im proximalen Tubulus wurde bisher in zahlreichen Studien
beschrieben. Dabei wurden ANP oder Stickstoffmonoxid-Donatoren benutzt, um
intrazelluldre cGMP-Konzertrationen zu erhéhen. Dies belegt eine von cGMP-
abhangigen Signalwegen gesteuerte Hemmung der Na'- und Fliissigkeitsreabsorption
Im proximalen Tubulus [Cantiello and Ausiello, 1986; Eitle et al., 1998; Linas and Repine,
1999; Wang, 1997]. Diese Effekte werden wahrscheinlich direkt durch eine Hemmung
des Na'/H'-Austauschers oder der Na'/K*-ATPase vermittelt [Guzman et al., 1995;
Reddy et al., 1994; Roczniak and Burns, 1996]. Oder aber sie werden indirekt durch einen
Abfal der Triebkraft infolge einer Hemmung eines K*-Kandles vermittelt
[Hirsch et al., 1999a]. ANP hemmt einerseits die Albumin- Pacobs et al., 1999] und die
Phosphatreabsorption [Hammond et al., 1985]. Andererseits wurde eine Aktivierung von
CI-Kanélen durch ANP in proximalen Tubuluszellen der Ratte gefunden [Darvish et al.,
1995]. In IHKE1-Z€llen, einer humanen proximalen Tubuluszelllinie, wurde unléngst
eine Stimulation des organischen Kationentransportes Uber die luminale Membran
durch Aktivierung der PKG durch ANP gezeigt [Hohage et al., 1998a].

Somit ergibt ein Anstieg zellulé&ren cGMPs im proximalen Tubulus sowohl Stimulation
als auch Inhibition von Transportaktivitéten. In den meisten dieser Untersuchungen
wurde die Beteiligung von PKG im Transduktionsweg, wie es fur ANP oder Stickstoff-
monoxid Ublich ist, nicht explizit untersucht, womit der genaue Wirkmechanismus des
cGMP ungesichert bleibt. Hirsch et a. demonstrierte, dass der ANP-Effekt auf
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K*-Kande von IHKE1-Zellen unabhéngig von dieser Kinase ist [Hirsch et al., 1999b].
AuRerdem wurde berichtet, dass dieser K*-Kanal auch direkt durch extrazelluléres
cGMP gehemmt werden kann [Hirsch et al., 2001], was aber fur den rOCT1 auf Grund

der fur die Hemmung notwendigen Inkubationszeit unwahrscheinlich erscheint.

Die Transportaktivitdt des rOCT1 wurde, wenn auch in weit geringerem Mal3e, ebenso
bei extrazelluldrer Zugabe von cAMP beobachtetet. Dies ist ein intrazellulérer
second-messenger, welcher die PKA aktiviert. In proximalen Tubuluszellen
verschiedener Spezies ist bereits eine Transportregulation durch PKA demonstriert
worden. So konnte gezeigt werden, dass der Na'/H"-Austauscher in LLC-PK1-Zellen
[Azuma et al., 1996], die Na'/K*-ATPase in isolierten proximalen Tubuli der Ratte
[Aperia et al., 1994; Cheng et al., 1997] und der Na'-HCOs™-Kotransporter in isolierten
proximalen Tubuli des Kaninchens [Ruiz et al., 1996] durch PKA-Aktivierung gehemmt
werden. AulRerdem konnte in Xenopus laevis Oozyten gezeigt werden, dass der
Membraneinbau von Vesikeln, die den Na'-Glukose-Kotransporter des Menschen, des
Kaninchens oder der Ratte tragen, Uber PKA hochreguliert wird Hirsch et al., 1996].
Zudem zeigte eine Studie von Hohage et a. die Aktivierung des organischen
Kationentransportes in der apikalen Membran von IHKE1-Zellen, durch Forskolin und
8-Br-cAMP, dem membrangangigen Strukturanalog des intrazelluléren CAMP [Hohage
et al., 1998a und 4. Schliefdlich zeigten Hohage et a. und Mehrens et d., dass eine
Erhohung des zelluldren cAMPs Uber Forskolin, die initille ASP™-Aufnahmerate Uber
den rOCT1 erhdhte Hohage et al., 1998c; Mehrens et al., 2000]. Dieser Effekt wurde
durch den spezifischen PKA-Inhibitor KT5720 komplett aufgehoben, was die
Beteiligung einer PKA-vermittelten Phosphorylierung belegt. Die im Gegensatz hierzu
in dieser Arbeit beobachtete geringe Hemmung der ASP*-Aufnahme (iber den rOCT1
durch nicht membrangangiges CAMP, das extrazellulér gegeben wurde, deutet somit auf

einen eher unspezifischen Effekt hin und wurde daher nicht weiter untersucht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Anstieg zellularen cGMPs im proximalen
Tubulus, sei es durch ANP, Stickstoffmonoxid oder durch den Einwaértstransport von
extrazelluld&rem cGMP vermittelt, die Aufnahme organischer Kationen Uber die
basolaterale Membran durch Hemmung des rOCT1 vermindert. Zusdtzliche
Untersuchungen sind erforderlich, um zu kl&ren, ob cGMP direkt am rOCT1 angreift

oder Uber andere regulatorische Proteine vermittelt wird.



4 Diskussion Seite 40

4.2 Organischer Kationentransport tiber die Mitochondrienmembran

Die Untersuchung des organischen Kationentransportes in der Mitochondrienmembran
fand bisher, wie bereits in der Einleitung ertrtert, wenig Beachtung. Daher liegt der
Kenntnisstand auf diesem Gebiet weit unter dem des Transportes organischer Kationen

in der Plasmamembran verschiedenster Gewebe.

In den bisherigen Studien wurden unter anderem kinetische Messungen mittels des
Vergleichs von Volumenanderungen der Mitochondrien mit optischen Methoden
durchgefihrt [Bernardi, 1999]. Das Prinzip beruht darauf, dass Mitochondrien, wenn sie
positiv geladene Teilchen aufnehmen, parallel zum Ladungsausgleich durch Anionen
Wasser aufnehmen, weil die innere Membran fir dieses hoch durchlassig ist [Bernardi,
1999]. Dadurch kommt es zur osmotischen Schwellung der Mitochondrien. Durch
Messung des Matrixvolumens lassen sich somit Ruckschlisse auf die
Kationenaufnahme ziehen [Bernardi et al., 1982]. Nachteil dieser Methode ist, dass sich
nur indirekte Aufnahmewerte organischer Kationen ermitteln lassen Abgesehen davon,
differenziert diese Methode nicht von anderweitig mittransportierten lonen. Denselben
Nachteil hat die Spannungsmessung mittels Elektroden, die eine weitere Moglichkeit
der Messmethoden auf diesem Gebiet bietet pavey et al., 1992; Luvisetto et al., 1994;
Mannella et al., 1986]. Zudem besteht noch die Mdglichkeit, wie bei den Messungen des
Menbrartransportes Uber die Plasmamembran, radioaktiv. markierte Kationen
einzusetzen [Diwan et al., 1988; Steen et al., 1993]. Vor- und Nachteile dieser Methode

wurden bereits in Kapitel 4.1 erortert.

Folgerichtig war ein Zidl dieser Studie, mit Hilfe der ASP*-Fluoreszenzmessung eine
neuartige Methode zur Untersuchung des organischen Kationentransportes Uber die
Mitochondrienmembran zu entwickeln. Die Anreicherung von ASP' in Mitochordrien
Ist gut dokumentiert, so wurde dieser Farbstoff initial zur Anfarbung von Mitochondrien

verwendet [ Morozova et al., 1981].

Die Vorbehandlung der rOCT1-HEK?293-Zellen mit Digitonin (0,1 mM) wurde dabei
durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass lediglich der Transport Uber die innere Mito-
chordriermenbran gemessen wurde. Digitonin  permeabilisiert nicht nur die
Plasmamembran und bietet somit eine ungehinderte Diffusion von ASP" in die

Mitochondrien, sondern, wie bereits zuvor gezeigt, fuhrt dies zur Lyse der auf3eren



4 Diskussion Seite 41

Membran. Somit sind Rickschliisse auf die Transportvorgénge an der inneren Membran

maoglich [Diwan et al., 1988; Mannella et al., 1986].

Die Nutzung der ASP’-Fluoreszenzmessung ermdglicht zudem, wie bereits in Kapitel
4.1 dargestellt, eine dynamische Ermittlung der Aufnahme des Kations ASP’. Ob aber
die hier entwickelte Methode wirklich geeignet ist, lediglich den Transport organischer
Kationen Uber die Mitochondrienmembran aufzuzeigen, bleibt zu klaren, da es
innerhalb der Zelle auch noch weitere Organellen gibt, die organische Kationen
aufnehmen. Stachon et al. konnten jedoch zeigen, dass ASP' in sehr hohem MaR in den
Mitochondrien angereichert wird, so dass das ASP*-Signal unter diesen Bedingungen
vermutlich fast ausschliefdich durch Anreicherung in den Mitochondrien getragen wird

[Stachon et al., 1996].

In der vorliegenden Studie wurde der Transport organischer Kationen Uber die innere
Mitochondrienmembran mit den Stoffen Cimetidin, TEA™ und Chinin untersucht. Es
sollte geklart werden, ob es in dieser Membran einen Transporter fir organische
Kationen gibt und ob dieser identisch mit dem in diesen Zellen exprimierten rOCT1
sein kénnte. Dies wirde bedeuten, dass der rOCT1 sowohl in der Plaamamembran ds

auch in der Mitochondrienmembran exprimiert wirde.

Cimetidin und TEA" stellen bekannte Substrate des organischen Kationentransportes
Uber die Plasmamembran verschiedener Gewebe dar. Gleichzeitig wirken sie somit auch
als kompetitive Hemmstoffe fir den Transport anderer positiv geladener Substanzen
[Pietruck and Ullrich, 1995; Ullrich et al., 1991]. Chinin selbst stellt kein Substrat fir
organische Kationtransportsysteme dar, fungiert jedoch als nicht-kompetitiver Inhibitor
dieser Trandokatoren [Nagel et al., 1997]. FUr den rOCT1 in der Plasmamembran dieser
transfizierten Zellen sind die Hemmkurven der ASP*-Aufnahme durch diese Kationen
bereits bekannt [ Mehrens et al., 2000].

Fur ale drei Stoffe zeigte sich keine der Situation fur den rOCT1 entsprechende
signifikante Wirkung auf die initiale Fluoreszenzzunahme der permeabilisierten Zellen.
Lediglich fur Chinin zeigte sich eine konzentrationsabhangige Inhibition der maximal
erreichten ASP'-Fluoreszenz. Die konzentrationsabhangige Aktivierung der ASP'-
Aufnahme (Maxima) durch Cimetidin kénnte auf eine cis-Stimulation des Transportes

hinwe sen.
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Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass Transport organischer Kationen tber die innere
Mitochondrienmembran existiert. Dies wurde Uber einen langen Zeitraum angezweifelt,
vor alem in den 80er-Jahren, als es hief3, Mitochondrien besil3en keine Kationenkande
[Bernardi, 1999]. Denn es wurde urspringlich vermutet, dass die innere Membran relativ
impermeabel fur lonen sei, um einem passiven Verlust des el ektrochemischen Protonen-
gradienten vorzubeugen [O’Rourke; 2000]. Weitere Untersuchungen der Transport-
systeme in der inneren Mitochondrienmembran zeigen aber inzwischen Gegenteiliges.
Mehr Erkenntnisse gibt es diesbeziiglich im Bereich des Transports anorganischer
Kationen [Bernardi, 1999]. Vereinzelte Studien belegen jedoch ebenso die Existenz des
Transports organischer Kationen. Tellweise wurde auch die Regulation dieser
Transporte Uber Stimulatoren dargestellt. So wurde beispielsweise nachgewiesen, dass
TPB  die Aufnahme von MPP" in die Matrix erhoht [Davey et al., 1992; Ramsey et al.,
1989]. TPB" erhoht ebenfalls die Anreicherung von TPA™ im Inneren der Mitochondrien
[Bernardi et al., 1982; Luvisetto et al.; 1994]. Diese TPA™-Aufnahme konnte elektroneutral
und unabhangig vom Menmbranpotential sein [Luvisetto et al.; 1994]. Bernardi vermutet
sogar direkt die Existenz eines organische Kationen/H'-Austauschers in Mitochondrien
[Bernardi et al., 1982]. Diese Studien erlauben jedoch keinen Ruckschluss darauf, ob in
der inneren Mitochondrienmembran dieselben molekularen Transportmechanismen fur
organische Kationen vorhanden sind, wie in der Plasmamembran. Ebenso zeigt keine
dieser Studien eine Beeinflussung dieses Transportes Uber die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Inhibitoren TEA®, Cimetidin oder Chinin, die Hinweis auf eine

Ubereinstimmung der Translokatoren beider Membrantypen liefern konnten.

Abschliefiend lasst sich sagen, dass der ASP'-Transport und damit der Transport
organischer Kationen Uber die innere Mitochondrienmembran existiert. Dieser verlauft
jedoch Uber einen noch weiter zu kldrenden Mechanismus, der zwar durch Chinin aber
nicht durch TEA" hemmbar ist und durch Cimetidin sogar stimulierbar erscheint und

somit nicht dem Typ OCT entspricht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der organische Kationentransporter der Ratte Typ 1
(rOCT1), stabil exprimiert in ener permanenten menschlichen Nierenzelllinie
(HEK293), bezuglich seiner Regulation durch zyklische Nukleotide untersucht. Als
Methode diente die ASP'-Fluoreszenzmessung. Dabei stellte das fluoreszierende
organische Kation ASP" das Substrat fiir den rOCT1 dar. Es zeigte sich, dass der rOCT1
sowohl durch 8-Br-cGMP als auch durch extrazellulares cGMP gehemmt wurde. Dieser
Effekt war nicht PKG-vermittelt und zeigte sich bei cGMP nur nach 10-minUtiger
Vorinkubation der Zellen mit dieser Substanz.

Dies fuhrt zu der Annahme, dass eine Erhohung intrazelluldren cGMPs in proximalen
Tubuluszellen die Aufnahme organischer Kationen durch Inhibition des rOCT1
verringert. Dieser Effekt ist offensichtlich spezifisch fur cGMP und wird nicht durch die
nicht zyklischen Guanosinnukleotide oder cAMP ausgel 0st.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde ebenfalls mit der ASP*-Fluoreszenzmessme-
thode ermittelt, ob es in der inneren Mitochondrienmembran einen Transporter fir
organische Kationen gibt und ob dieser eventuell identisch mit einem Transporter des
OCT-Typs ist. Dazu wurden die Substanzen Cimetidin, TEA™ und Chinin as bekannte
Substrate beziehungsweise als Inhibitor des organischen Kationentransportes in der

Plasmamembran verwendet.

Generell zeigte sich eine Aufnahme von ASP" Uiber die innere Mitochondrienmembran,
jedoch zeigte diese keine Charakteristika des organischen Kationentransportes tber

Transporter des OCT-Typs.
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