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Funktionelle Bedeutung der Interaktion der Dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation regulated kinase 1A mit dem humanen organischen Katio-

nentransporter 3

Der humane organische Kationentransporter 3 (hOCT3) ist ein nahezu ubiquitdr
exprimiertes Transmembranprotein, das selektiv den Transport von positiv geladenen
organischen Substraten durch die Plasmamembran vermittelt. Ein Beispiel ist die in-
trazelluldare Aufnahme von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt. Ein Inter-
aktionspartner von hOCT3 ist die Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation re-
gulated kinase 1A (DYRKI1A), eine Kinase, die beim Down-Syndrom (DS) vermehrt
exprimiert wird. und dabei vermutlich eine pathogenetische Funktion besitzt. Eines
der Symptome des DS ist die mentale Retardierung, die auch durch Neurotransmit-
ter-Imbalancen erklart wird. In dieser Arbeit wurde neben der Bestitigung der Inter-
aktion von hOCT3 und DYRKI1A mittels Koimmunprizipitation-Experimenten, auch
deren funktionelle Auswirkung auf die Aufnahme des organischen Kations 4-(4-
dimethylaminostyryl)-N-methylpyridinium (ASP") in stabil mit hOCT3 transfizierten
whuman embryonic kidney 293“(HEK293)-Zellen mittels Mikrofluorimetrie unter-
sucht. Die Uberexpression von DYRK1A verursachte eine signifikante Herunterregu-
lation der hOCT3-vermittelten ASP*-Aufnahme, die wiederum durch spezifische
Hemmung von DYRKIA aufgehoben werden konnte. Dariiber hinaus konnte eine
Kolokalisation von DYKRI1A und hOCT3 sowohl in HEK293-Zellen als auch in an-
deren, die untersuchten Proteine endogen exprimierenden Zellsystemen gezeigt wer-
den. Die Ergebnisse konnten neue Schliisse auf den Pathomechanismus der Neu-
rotransmitter-Imbalancen beim Down Syndrom und damit auch auf die Ursache fiir

mentale Retardierung zulassen.
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1 Einflihrung

1.1 Die "major facilitator superfamily”

Durch Transportsysteme wird ein Milieu im Zellinneren gegentber dem Zelldu-
Beren geschaffen und erhalten. Auch in den Zellorganellen kénnen durch
Transportsysteme bestimmte Gradienten von Stoffen aufrechterhalten oder auf-
gehoben werden. Durch Transportsysteme werden unter anderem N&hrstoffe,
lonen, Neurotransmitter oder Medikamente aufgenommen und ausgeschieden
(124). Dem von der ,International Union of Biochemistry and Molecular Biology*
ratifizierten ,transporter classification system* folgend, kénnen Transportprotei-
ne nach ihrem Funktionsmechanismus, Substrat und ihrer phylogenetischen
Herkunft eingeteilt werden (151). Die ,major facilitator superfamily” (MFS) ist
neben der primar aktive Transporter umfassenden, ATP-hydrolysierenden ,ATP
binding cassette superfamily®, eine der zwei gréBten Familien der Membran-
transporter, die ubiquitar in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten vorkommt und
die ungefahr 25% aller bekannten Membrantransporter umfasst (118). Zur MFS-
Superfamilie werden mehr als 15.000 verschiedene sequenzierte Transportpro-
teine gerechnet (http://www.membranetransport.org/), die innerhalb der MFS-
Superfamilie in 58 Familien unterteilt werden (http://www.tcdb.org/). Von Trans-
portern der MFS-Familien werden Substrate wie einfache Zucker, Oligosachari-
de, Peptide, Inositole, Medikamente, Aminosauren, Nucleoside und eine gro3e
Anzahl von organischen und anorganischen Anionen und Kationen transportiert
(135). Die MFS-Transporter kénnen jeweils einem von drei unterschiedlichen

kinetischen Transportmechanismen zugeordnet werden (106):

1. Uniporter, die nur ein Substrat transportieren und durch den Substratgra-

dienten angetrieben werden

2. Symporter, die zwei oder mehr Substrate gleichzeitig in eine Richtung
transportieren und sich dabei den Gradienten von einem der Substrate zu

Nutze machen.



3. Antiporter, die zwei oder mehr Substrate in eine gegenlaufige Richtung
transportieren und dabei den Gradienten von einem der Substrate ausnut-

zen.

Da die Substrate von MFS-Transportern durch einen chemiosmotischen Gra-
dienten transportiert werden, gehéren sie somit zu den sekundar aktiven Trans-
portern, die durch einen von primar aktiven Transportern erzeugten Gradienten
Substrattransport vermitteln (135). Die meisten Angehdrigen der MFS-Familien
haben gemeinsam, dass sie 12 Transmembran-a-Helices aufweisen, wobei
Ausnahmen mit 14, 6 oder auch 24 Transmembran-a-Helices existieren
(139;152). Die N- und C-Termini sind in der Regel im Zytoplasma lokalisiert und
die N- und C-terminalen Enden mit jeweils sechs Transmembrandémanen

(TMD) weisen oftmals eine Sequenzhomologie auf (115).
1.2 Die ,solute carrier" (SLC)

In humanen Zellen vorhandene Transporter kénnen anhand ihrer Transportme-
chanismen in verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Die ,solute carrier”
(SLC) gehdren zu der ,major facilitator superfamily” (MFS) und umfassen passi-
ve Transporter, Uniporter, Symporter, Antiporter, mitochondriale Transporter und
vesikulare Transporter (76). Nicht zu den SLC werden Aquaporine, lonenkana-
le, ATP-hydrolisierende lonenpumpen und ,,ATP binding cassette“-Transporter
gerechnet (76). Die SLC umfassen heute 395 Transporter-Gene, die nach dem

,HUGO Gene Nomenclatur Committee® (HGNC, http://www.genenames.org/)

eingeteilt werden (75). Die Transporter kdnnen einer von 52 Familien zugeord-
net werden, wobei das Kriterium flr eine Familienzugehdérigkeit bei mindestens
20% Ubereinstimmender Aminosdurensequenz zu anderen Familienmitgliedern
liegt (75). Jeder der zu den SLC gehérenden Familien wird nach dem SLC-
Klrzel eine Nummer zugeordnet, gefolgt von einem Buchstaben fir die Unter-

familie und einer zweiten Nummer fir einen bestimmten Transporter (76).
1.2.1 Die ,solute carrier 22" (SLC22)-Familie

Zu der SCL22-Familie gehéren 23 Transportproteine, davon 13 funktionell cha-
rakterisiert, die in der Plasmamembran der Zelle lokalisiert sind (96). Alle Ange-



hérigen der SL22-Familie verfigen Uber 12 a-helikale Transmembranddmanen
(TMD), eine glykosylierte extrazellulare Schleife zwischen TMD 1 und 2, die fir
die Homo-Oligomerisation von SLC22A2 verantwortlich ist und eine intrazellula-
re Schleife zwischen TMD 6 und 7, die eine Rolle in der posttransskriptionalen
Regulation spielt (22;98). Der SLC22-Familie gehéren 3 Unterfamilien an, deren
Mitglieder meist polyspezifisch im Substrattransport sind und die sich meist in
ihrer Primarstruktur und ihren transportablen Substraten dhneln (97).

Tabelle 1: Wichtige Transporter der SLC22-Familie und ihre Funktion (zu-
sammengestellt nach (96))

Organische Kationentransporter Erleichterte, bidirektionale Diffusion
(OCT): hOCT1, hOCT2, hOCT3 durch elektrochemischen Gradienten
(SLC22A1-3)

Zwitterion-/Kationentransporter H*/Organisches Kation-Antiport
(OCTN, OCT): hOCTN1, hOCTN2, (hOCTN1),
hOCT6 (SLC22A4, 5 bzw. 16) Organisches Kation-Uniport

(hOCTN1, hOCTN2, hOCT®6),
Na*/L-Carnitin-Kotransport (hOCTNZ2,
hOCT®6)

Organische Anionentransporter (OAT): | Bidirektionaler Anionenaustausch
hOAT1-7 (SLC22A6-8, 10, 11, 20 bzw.
9)

hOAT10 (SLC22A13), URAT1 | H/Organisches Anion-Antiport (hO-
(SLC22A12) AT10), bidirektionaler Anionenaus-
tausch (URAT1)




1.3 Der humane organische Kationentransporter 3
(hOCT3)

Der humane organische Kationentransporter 3 (hOCT3) gehort zur Untergruppe
der organischen Kationentransporter der SLC22-Familie (siehe 1.2.1). Nach
Konvention des ,HUGO Gene Nomenclatur Committee“ (HGNC,
http://www.genenames.org/) wird er auch als SLC22A3 bezeichnet (siehe 1.2).

Der hOCT3 wurde erstmals 1998 aus der Ratte und dem Menschen kloniert,
nachdem der rOCT1 aus der Ratte bereits 1994 kloniert werden konnte (65;66).
Kurz darauf folgte die erfolgreiche Klonierung aus der Maus (174). Der hOCT3
zeigt eine weite Verbreitung in verschiedenen Gewebearten mit der stérksten
Expression in Nebenniere, Uterus, Prostata, Vagina, Leber, Lymphknoten, Ma-
gen und Plazenta. Daneben ist Expression auch in Hoden, Nebenhoden, Harn-
blase und Gehirn nachweisbar (131;177). Im Gehirn findet sich OCT3 ubiquitar
in Neuronen und Glia-Zellen, allerdings ist die Expression im zerebralen Kortex,
Kleinhirn und Hypothalamus besonders ausgepragt (59;175;183).

1.3.1 Funktion des hOCT3

Endogene Substrate des hOCT3 umfassen die Katecholamine Adrenalin, No-
radrenalin und Dopamin, Serotonin und Histamin, sowie Histidyl-Proline-
Diketopiperazine, Agmantin und Salsolinol (7;66;96;110). Auch das Neurotoxin
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*) gehdrt zu seinen Substraten (91).
Daneben konnten unter anderem die Medikamente Lidocain, Quinidin, Metfor-
min, Etilefrin, Oxaliplatin und Lamuvidin als Substrate des hOCT3 identifiziert
werden (123;131;187;189). Eine wichtige Funktion von hOCT3 ist die Aufnahme
von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt (66;183). Die prasynaptisch
lokalisierten Noradrenalin-, Dopamin-, und 5-HT-Transporter, die fir die Wie-
deraufnahme der in den synaptischen Spalt abgegebenen Neurotransmitter
verantwortlich sind, werden auch als Uptake;-System bezeichnet (6;47). Nach-
dem urspringlich in Myokardzellen ein alternativer Mechanismus zur Neu-
rotransmitter-Wiederaufnahme entdeckt wurde, konnte dieser schlieBlich in
Neuronen des zentralen Nervensystems (ZNS) als durch Cortison inhibierbarer
Uptake>-Mechanismus beschrieben werden (84;147;180). Im Gegensatz zum



prasynaptisch lokalisierten Uptake;-System, das Na*- und Ca*?- abhangig ist
und eine hohe Affinitdt und niedrige Kapazitat flr die Substrate zeigt, ist das
Uptakez-System weder Na*- noch Ca*?-abhangig und hat eine niedrige Affinitat
sowie eine hohe Kapazitat fir Substrate und findet sich hauptsachlich in Glia-
Zellen (47). Da hOCT3 in seiner erhéhten Expression im ZNS und in seiner
Substratspezifitat im Gegensatz zu hOCT1 und hOCT2 am ehesten den Anfor-
derungen eines Uptake,-Systems entspricht, wurde der hOCT3 als molekulares
Korrelat des Uptake>-Systems vorgeschlagen und identifiziert (87;98;180;183).
Damit zusammenhangend wird hOCT3 auch als ,extraneuronal monoamine
transporter” (EMT) bezeichnet (66). Der Anteil des Uptake.-Systems an der Be-
seitigung von Katecholaminen aus dem synaptischen Spalt wird mit 5% ange-
geben (48). Der Anteil an der Beseitigung von Katecholaminen aus den peri-
pheren Geweben scheint mit speziesabhangigen 70 — 80% jedoch héher zu
sein (46;49). Eine Hemmung des OCT3 konnte mit steigenden Serotonin-
Konzentrationen in Hippocampus-Zellen von Mausen in Verbindung gebracht
werden (13;50). Verdnderungen in den synaptischen Konzentrationen von Neu-
rotransmittern wird eine Rolle bei Krankheiten wie der Depression zugeschrie-
ben (77). Da der in Glia-Zellen durch die Catechol-O-Methyl-Transferase
(COMT) aus Noradrenalin gewonnene Metabolit Normetanephrin als ein poten-
ter Inhibitor des Uptake,-Systems bekannt ist, wird dem Uptake,-System eine
Rolle bei der Wirkung von Antidepressiva, von denen einige die synaptische
Noradrenalin-Konzentration durch Hemmung des Uptake-Systems erhdhen,
zugeschrieben (62;170). Bei erhdhten Noradrenalin-Spiegeln wird das Uptake,-
System durch entstehende Metaboliten gehemmt und tragt zur weiteren Erhé-
hung der synaptischen Noradrenalin-Konzentation bei (143). Ferner konnte ge-
zeigt werden, dass verschiedene Antidepressiva den Transport von 4-(4-
dimethylaminostyryl)-N-methylpyridinium (ASP*), einem Substrat der organi-
schen Kationentransporter, durch Inhibiton von OCT3 vermindern kdnnen
(158;190). Der Effekt von OCT3 auf die Monoamin-Homdostase und konsekutiv
auf damit zusammenhangende kognitive Verhaltensdnderungen, lie3 sich bei
mOCT3-defizienten Mausen beobachten, wobei allerdings kontrare Ergebnisse

hinsichtlich der verminderten oder vermehrten Angstlichkeit beobachtet wurden



(175;184). Neben seiner Rolle als EMT rickte hOCT3 auch durch seine starke
Expression in zahlreichen Geweben wie zum Beispiel der Plazenta und Prosta-
ta in den Fokus des Interesses bei Pathologien dieser Organe. So wurden Mu-
tationen im SLC22A3-Gen bei Jugendlichen und Erwachsenen mit Zwangssto-
rungen gefunden, ein SLC22A3-Gen-Cluster wurde als potentieller Risiko-
Lokus fur die koronare Herzkrankheit ausgemacht und auch beim Prostata-
Karzinom wurden bestimmte ,single nucleotid polymorphisms® (SNP) des
hOCT3 mit Risiko-Loki in Verbindung gebracht (45;107;169). Auch bei der Pra-
Eklampsie, eine der Hauptursachen flr perinatale Mortalitat bei Frauen, mit den
Symptomen niedriges intravaskuléares Blutvolumen, hoher Blutdruck und Protei-
nurie, spielt der hOCT3 als der einzige OCT, der in humaner Plazenta auf
MRNA-Ebene nachgewiesen wurde, eine Rolle (31;73;157). Der bei der Pra-
Eklampsie nachgewiesene erhdhte Katecholamin-Spiegel kdnnte durch eine
ebenfalls nachgewiesene verminderte mRNA-Expression und damit auch Mo-
noamin-Transport, erklart werden (21). Durch eine verminderte hOCT3-
Expression bei der Pra-Eklampsie und damit einhergehend einer erhdhten Ka-
techolamin-Konzentration, kdnnte der erhdhte Blutdruck und ein verminderter

Blutfluss zur Plazenta erklart werden (21).
1.3.2 Regulation von hOCT3

Die Transportfunktion in und aus menschlichen Zellen bedarf einer Regulation,
die sich auf &ndernde Konzentrationen von Substanzen und metabolischen Si-
tuationen einstellen kann. Die schnelle und flexible Regulation des Transports in
menschlichen Zellen ist wichtig und erwtinscht und deshalb im Falle des hOCT3
mit seiner physiologischen Bedeutung von Relevanz (91). Auch ist die Regulati-
on wichtig, um eventuelle Pathologien und mit ihnen verbundene Anderungen
der Regulation zu verstehen und eventuell zu beheben. Bei der Regulation von
OCTs ist bekannt, dass die einzelnen Regulationsmechanismen der jeweiligen
OCTs in verschiedenen Spezies und Zelllinien unterschiedlich sein kénnen
(29;32;122). Ein gemeinsamer Regulationsmechanismus der hOCTs ist die Ak-
tivierung durch Calmodulin (27;32;119). Bei Hemmung des Ca?*/Calmodulin-
Signalweges kommt es zu einer Ca®*-unabhangigen, signifikanten Reduktion



der N-Methyl-4-phenylpyridine (MPP*)-Aufnahme in hOCT3-HEK293-Zellen
(119) Auch die Inhibierung der Calmodulin-Kinase Il (CamKIl) resultiert in einer
MPP*-Aufnahme-Hemmung (119). Die Proteinkinasen A, C und G scheinen kei-
nen relevanten Einfluss auf den hOCT3-Transport zu haben (119). Nicht-
selektive Phosphodiesterase-Inhibitoren wie 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX),
Caffeine und Theophyllin, reduzierten die MPP*-Aufnahme stark, wobei Versu-
che mit spezifischen Inhibitoren einen inhibitorischen Effekt flr die Phospho-
diesterase 1 zeigten (119). Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren und Alkali-
sche-Phosphatase-Inhibitoren senkten die MPP*-Aufnahme in hOCT3-HEK293-
Zellen ebenfalls signifikant (119). Auch die p56lck-Tyrosinkinase zeigte mit der
Reduktion der Vimax des MPP*-Transports des hOCT3 einen Effekt (120). Prote-
in-Serin-Threonin-Phosphatase-Inhibitoren schienen die MPP*-Aufnahme nicht
zu verandern (119). Die Inkubation der hOCT3-HEK293-Zellen mit der
Phosphorsaureester hydrolisierenden alkalischen Phosphatase flhrte jedoch zu
einer Erhéhung der MPP*-Aufnahme. Zusammenfassend deuten die bisherigen
Erkenntnisse  zur hOCT3-Regulation auf einen  Phosphorylierung-
/Dephosphorylierungsmechanismus hin, wobei hOCT3 im dephosphorylierten

Zustand aktiv zu sein scheint (31;119).
1.4 Proteinkinasen

Ungefahr 1,7% der humanen Gene codieren Proteinkinasen, deren Anzahl im
menschlichen Genom bei Uber 500 liegt (117). Proteinkinasen spielen in der
Signaltransduktion von eukaryotischen Zellen eine entscheidende Rolle, indem
sie in zentrale Prozesse wie Transkription, Zellzyklus, Zytoskelett-Arrangement,
Zellbewegungen, Apoptose und Zelldifferenzierung, durch Ubertragen einer
Phosphatgruppe auf freie Hydroxygruppen von bestimmten Aminosauren ein-
greifen (81;90;117). Die zu Ubertragende Phosphatgruppe stammt tblicherwei-
se von ATP, die Empfanger der Subtratgruppe sind in der Regel die Hydro-
xygruppen von Tyrosin, Serin und/oder Threonin (86;102). Proteinkinasen, die
Phosphatgruppen auf Tyrosin und Serin-/Threonin Ubertragen, gehéren der Ka-
tegorie der ,dual-specifity-kinase” an (4). Die Proteinkinasen gehdren zu den

gréBten Genfamilien in Eukaryoten und sind wegen ihrer zentralen Rolle in den



Signalwegen der Zelle und der damit verbundenen Relevanz bei Krankheiten
intensiv erforscht worden (82;105;116). Neben der Erforschung von Krankhei-
ten, die mit der Aktivitdt von Proteinkinasen assoziiert sind, stehen auch Ago-
nisten und Antagonisten im Fokus des Interesses, da sie mitunter therapeuti-
sche Effekte bei mit Proteinkinasen verbundenenen Krankheiten haben kénnen
(20;34). Ungefahr 20% aller Zielstrukturen von Medikamenten sind Proteinkina-
sen (80). Durch Erforschung von Signalwegen von Proteinkinasen und Protein-
kinase-Inhibitoren gelang beispielsweise die Etablierung von Imatinib, einem
Hemmstoff von bestimmten Tyrosinkinasen, in der Therapie der chronisch mye-
loischen Leukdmie (CML), deren Pathogenese auf die Uberfunktion einer be-

stimmten Tyrosinkinase zurtickzufihren ist (23;61).
1.4.1 Die CGMC-Gruppe

Die Proteinkinasen in Eukaryonten kdnnen einer Klassifizierung folgend in eine
~eukaryotic protein kinase superfamily“ eingeordnet werden, die unter anderem
die CMGC Gruppe beinhaltet (72;117). Die CMGC-Gruppe setzt sich unter an-
derem aus den namensgebenden ,cyclin-dependent kinase” (CDK), ,mitogen-
activated kinase“ (MAPK), ,glycogen synthase kinase” (GSK3) und den ,CDC-
like kinases* (CLK) zusammen. Besonders die CDKs und MAPKSs standen auf-
grund ihrer Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus und der Tumorsupressoren im
Fokus (127;140). Zur CMGC-Gruppe gehdrt auch die ,dual-specificity tyrosine-
regulated kinases*” (DYRK)-Familie, die aufgrund von Homologien innerhalb der
Kinase-Domane wiederum in drei Unterfamilien aufgeteilt werden kann. Vielen
Angehérigen der CMGC-Gruppe ist gemein, dass sie Uber hoch konservierte
Motive verfiigen und in allen Eukaryonten gefunden werden kdénnen (89).

1.5 DYRKI1A
1.5.1 Die DYRK-Familie

Die DYRK-Familie besteht aus Proteinen mit ,dual-specifity protein kinase™
Funktion, wobei sich die Tyrosin-Phosphorylierung auf eine Autophosphorylie-
rung zur Kinase-Aktivierung beschrénkt (111). Die DYRK-Familie Iasst sich als

Angehorige der CMGC-Gruppe neben der in 1.4.1 beschriebenen phylogeneti-



schen Einteilung auch in die funktionellen Klassen | und Il unterteilen (10). Die
Entdeckung von Yakip, die erste zur DYRK1-Familie gez&hlte Proteinkinase
aus Saccharomyces cerevisiae, flihrte zur VergréBerung der DYRK-Familie auf
heute 29 Mitglieder (10;58) Die in Saugetieren vorkommende DYRK-
Unterfamilie besteht aus flinf Mitgliedern: DYRK1A, DYRK1B, DYRK2, DYRKS3
und DYRK 4, die sich eine konservierte Kinase-Doméane und eine weitere in der
Nahe der Kinase konservierte ,DYRK homology-box“Sequenz teilen (18).
DYRK1A und DYRK1B teilen sich daneben noch ein ,nuclear localization sig-
nal” (NLS) und ein PEST-Motiv in den N- und C-terminalen Regionen (18). Es
existieren orthologe Gene von DYRK1A und DYRK1B im Fadenwurm Cae-
norhabditis elegans und in Drosophila, wo sie als ,minibrain kinase“ (mnb) be-

zeichnet werden (167).

Pilz Wurm Fliege Saugetier
Dictyostelium C. elegans D. melanogaster H. sapiens
- 83% 5. DYRK1A
—» Dyrk1 ——» MBK-1 ir—mini‘::.r:ain( 7% Class1
DYRK1B

doyrk2 &% . DYRKs
—b-—DyrkZ i‘-— MBK-2 DYRK2 Class II
dDyrk3 <

DYRK3

Abbildung 1: Die Einteilung wichtiger DYRK-Proteine in zwei Hauptgruppen
Uber den Pfeilen ist der Prozentsatz der Konservierung auf Proteinlevel der zu
einander orthologen Proteine angegeben (modifiziert nach(10)).

1.5.2 DYRK1A

DYRK1A gehort der DYRK-Familie der Proteinkinasen an und ist wie die ande-
ren Mitglieder eine ,dual-specifity protein“Kinase. DYRK1A autophosphoryli-
siert sich an dem Tyrosinrest 321, der sich in einer Schleife der katalytischen
Domane befindet (92;111). Um die volle enzymatische Aktivitat zu entfalten, ist
diese Autophosphorylierung ein zentraler Schritt (78). DYRK1A phosphoryliert
seine Substrate dann an Serin- oder Threoninresten. Neben der Kinasedomane



verfiigt DYRK1A (ber ein zweiteiliges ,nuclear localisaton signal“ (NLS), wel-
ches den nukleéren Transport in den Zellkern vermittelt, eine PEST-Doméne fur
die Proteindegradation, einer aus 13 Histidinresten bestehenden repetitiven
Sequenz, sowie Uber eine serin- und threoninreiche Region am C-terminalen
Ende (18;92;137;146). DYRK1A besitzt 763 Aminosauren und eine Proteinmas-
se von 86 kD (137;163). Das ungefahr 150 kb groBe DYRK1A-Gen liegt auf
dem Chromosom 21 und wird im Gegensatz zu den Ubrigen Kinasen der
DYRK-Familie ubiquitar, im Zellkern und Zytosol, exprimiert (10;56;163;164).

Dyrk1A HNLSH KINASE PEST Ml His | S/T _ma

Abbildung 2: Schematische Struktur von DYRK1: NLS: ,Nuclear localisation
signal”, KINASE: Kinasedomane, PEST: Prolin-, Glutamat-, Serin- und Threo-
ninsequenz, His: 13 konsekutive Histidinreste, S/T: Serin- und threoninreiche

Region (modifiziert nach (138))
1.5.3 Funktion von DYRK1A

DYRK1A wird in Neuronen starker als in vielen anderen Geweben, in denen es
als ubiquitares Protein ebenfalls vorkommt, exprimiert und spielt daneben eine
wichtige Rolle in der Entwicklung von Neuronen (133). Mutationen des in Dro-
sophila vorkommenden DYRK1A-Homologs ,minibrain kinase” fihrten zu ver-
minderten Gehirnvolumina, speziell des Okzziptallappens (167). Mause mit ei-
ner DYRK1A-Haploinsuffizienz weisen ebenfalls ein vermindertes Hirnvolumen
auf (54). Ein DYRK1A-Gen, das durch eine de novo balancierte Translokation
verkurzt war, fUhrte bei Patienten unter anderem zu Mikrozephalie, intrauteri-
nem Wachstumsdefizit und mentaler Retardierung und bestétigt die Annahme,
dass DYRK1A in der neuronalen Entwicklung speziesibergreifend eine wichtige
Rolle spielt (126). Die Expression von DYRK1A scheint in der Entwicklung von
Mausen besonders wahrend der embryonalen Gehirnentwicklung starker zu
sein, um dann wahrend der postnatalen Entwicklung schwéacher zu werden und
schlieBlich im adulten M&usegehirn auf niedrigem Niveau zu persistieren (70).
DYRK1A wird stark in embryonal-neuroepithelialen Progenitorzellen exprimiert,

was ebenfalls auf die Rolle von DYRK1A in der neuronalen Entwicklung hin-
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weist (71). DYRK1A inhibiert unter anderem durch Phosphorylierung des
~sprouty2“Proteins, ein Modulator von Tyrosinkinase-Rezeptoren, die Degrada-
tion des ,epidermal growth factor receptor® (EGFR), der wiederum fir die
Selbsterneuerung von Stammzellen wichtig ist (53). Auch bei der Differenzie-
rung von Neuronen spielt DYRK1A eine Rolle, indem es das NOTCH-Protein,
welches eine zentrale Rolle bei der Zelldifferenzierung in Vertebraten spielt,
phosphoryliert und dessen Aktivitat vermindert (51). Wird das NOTCH-Protein in
der Zellmembran einer Zelle wahrend der Neurogenese exprimiert, so behalt
diese ihre Eigenschaften als Progenitorzelle, andernfalls differenziert sich die
Zelle zu einem Neuron (113). Einige wichtige Substrate von DYRK1A sind bei-

spielhaft in Tabelle 2 zusammengefasst.

Neben der Bedeutung von DYRK1A bei der neuronalen Zellentwicklung scheint
DYRK1A ebenfalls in neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle zu spielen
(179). In Neuronen des Hippocampus und des Neokortex von Patienten mit
Morbus Alzheimer (AD) oder Pick-Krankheit, konnte eine erhdhte DYRK1A-
Expression festgestellt werden (52). Auch mit Morbus Parkinson und der Hun-
tington-Krankheit wird DYRK1A assoziiert (88;185). Die Substrate von DYRK1A
umfassen Proteine, die zentrale Rollen in bestimmten neurodegenerativen oder
neuronalen Krankheiten spielen (siehe Tabelle 2). AD ist durch die intrazellulare
Anlagerung von Amyloid-Plagques, bestehend aus dem B-Amyloid-Protein und
Neurofibrillenbindeln, die wiederum aus Tau-Protein bestehen, gekennzeich-
net. Der Amyloid- und Tau-Hypothese folgend sind letztgenannte Ablagerungen
fur die Krankheit ursachlich, weswegen diese Proteine im Fokus des wissen-
schaftlichen Interesses standen und stehen (74;160). So konnte fur das Tau-
Protein gezeigt werden, dass seine Phosphorylierung die Formation von Neuro-
fibrillenblndeln férdert (11;171). DYRK1A phosphoryliert ebenso das ,,amyloid
precursor protein® (APP), aus dessen Spaltprodukten b-Amyloid-Plaques her-
vorgehen (42). Sowohl APP, Amyloid-Plaques als auch das Tau-Protein sind
Substrate von DYRK1A, wobei DYRK1A durch Phosphorylierung die Formation
des Tau-Proteins und des APP férdert (148;182). Daneben gibt es Hinweise auf
einen moglichen Effekt von DYRK1A auf kardiale Hypertrophien und die Kno-

chenhom@ostase (103;108).
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Tabelle 2: Wichtige Substrate von DYRK1A und ihre physiologische Rolle

Name Funktion Referenz
p53 Transkriptionsfaktor (136)
a-synuclein Hauptbestandteil von ,Lewy-bodies”| (94)

bei Morbus Parkinson

B-amyloid Aus APP entstehendes Peptid, Be- | (95)
standteil von Amyloid-Plaques bei Mor-
bus Alzheimer

APP (amyloid precursor | Vorlauferprotein des B-Amyloids (148)

protein)

CREB (cAMP respon- | Transkriptionsfaktor (185)

sive element binding

protein)

Tau Zytoskelettprotein, Bedeutung bei Mor- | (182)
bus Alzheimer

SPRY2 (sprouty?2) Negativer Modulator von Wachstums- | (9)
faktor-bedingten Tyrosinkinase-
Signalwegen

NFAT (nuclear factor of | Transkriptionsfaktor (12;69)

activated T-cells)

1.5.4 Regulation von DYRK1A

Durch die Mdglichkeit DYRK1A zu inhibieren konnten wichtige Funktionen und
Signalwege identifiziert werden (17;179). Daneben bietet die Inhibition von
DYRK1A die Méglichkeit, bei einer pathologischen Uberfunktion von DYRK1A
durch Uberexpression therapeutischen Nutzen zu erzielen. So kénnte die spezi-

fische Inhibierung der DYRK1A-induzierten Phosphorylierung des Tau-Proteins

12



und damit der Neurofibrillenbindel-Bildung bei Alzheimer eine Therapiemdg-
lichkeit darstellen (28;55). DYRK1A-Inhibitoren umfassen synthetische Inhibito-
ren wie Pyrazolidin-3,5-dion, das DYRK1A mit einer ICso von 0,6-2,5 uM
hemmt, INDY, ein Benzothiazol mit einer 1Csy von 240 nM, sowie TG003, das
ebenfalls ein Benzothiazol ist und eine ICso von 19 nM besitzt (99;128;129;132).
Neben den synthetischen Inhibitoren existieren pflanzliche Inhibitoren, von de-
nen Epigallocatechingallat (EGCG) und Harmin zu den wichtigsten gehdren
(17). EGCG ist ein Polyphenol, das in griinem Tee vorkommt und DYRK1A spe-
zifisch mit einer 1Cso von 330 nm hemmt (14). EGCG weist jedoch neben Effek-
ten auf multiple Signalwege eine schlechte Bioverfligbarkeit auf, welche die
Verwertbarkeit in Tierexperimenten reduziert (93;104). Neben EGCG existiert
Harmin, ein B-Carbolin, das eine spezifische DYRK1A-Hemmung mit einer 1Cs

von 33 nM aufweist (siehe 3.11.)
1.5.5 Die Rolle von DYRK1A beim Down-Syndrom

Das Down-Syndrom (DS), auch Trisomie 21, ist ein haufiger genetischer Defekt,
der eine Inzidenz von 1/700 aufweist und mit einer Duplikation des Chromo-
soms 21 einhergeht (109). Neben einer kompletten Duplikation des Chromosom
21 bewirkt eine seltene partielle Duplikation eines bestimmten Bereiches eben-
falls einen DS-Phanotyp, was zur Bezeichnung ,,down syndrom critical region”
(DSCR) mit der Lagebezeichnung 21922. 1-22.3 flhrte (101;144). Neben der
typischen sichelférmigen Hautfalte am Augeninneren kénnen bei DS-Patienten
tber 20 Symptome beobachtet werden, unter ihnen angeborene Herzfehler,
mentale Retardierung, frihes Erkranken an Morbus Alzheimer, Leukamien,
gastrointestinale Malfomationen und angeborene Defekte am Immunsystem
(100). Die Entdeckung der DSCR flihrte zur Identifizierung von mehr als 30 po-
tentiell DS-Symptome verursachenden Genen, von denen eines das DYRK1A-
Gen war (164). In Ts65-Mausen, einem DS-Mausmodel, und in Gehirnen von
DS-Patienten lasst sich eine Uberexpression von DYRK1A-mRNA beobachten,
wobei eine 1,5fache Erhéhung des DYRK1A-Proteinslevels bei DS-Patienten
ebenfalls nachgewiesen werden konnte (44;68). DS-Mausmodelle weisen ne-
ben Lernschwierigkeiten und Verhaltensauffalligkeiten auch Verdnderungen in
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synaptischer Plastizitdt und Dendritenbildung in bestimmten Hirnregionen auf
(145;150). Dies korreliert mit Beobachtungen bei DYRK1A-Uberexprimierenden
Mausmodellen, die Entwicklungsverzégerungen, motorische Defizite und Ver-
haltensauffalligkeiten aufweisen (2;5). Diese Erkenntnisse fihrten zu Therapie-
versuchen von DYRK1A-Uberexprimierenden Mausen mit EGCG, bei denen
sich erhdhte Hirnvolumina und verbesserte kognitive Fahigkeiten zeigten, was

sich spater in einer Pilotstudie mit DS-Patienten bestatigte (40;67).
1.6 Ziele dieser Arbeit:

Die in einem ,Yeast-to-hybrid-System* gefundene Interaktion von hOCT3 und
DYRK1A soll durch ein Pulldown-Assay bestéatigt werden. Die Interaktion soll
durch Immunfluoreszenz-Techniken naher charakterisiert werden. Daneben soll
die Frage beantwortet werden, welche physiologischen und pathologischen Ef-
fekte eine Interaktion der beiden Proteine hat, wobei die besondere Rolle von
DYRK1A beim Down-Syndrom berlicksichtigt werden soll. Eine weitere Frage
ist, ob eventuell Symptome, die durch eine UberméaBige Expression von
DYRK1A entstehen, durch die Interaktion von hOCT3 und DYRK1A erklart wer-

den kbnnen.
2 Materialen
2.1 Losungen und Puffer

Tabelle 3: Lésungen und Puffer

Medium Inhalt

TE — Puffer (10x) Tris: 242,28 g/l (2,00 M)
EDTA-Na: 18,61 g/l (0,05 M)
Acetat: 60,05 g/l (1,00 M)
pH 8

TBST (10X) 0,1 M Tris

1,5 M NaCl
0,5% Tween
Filtriert, pH 8.0
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Transfer — Puffer

Glycine 14,42 g/
Tris 3,34 g/l
Methanol 100 ml/|
1 L bidest. Wasser

Elektrophorese-Puffer (10X)

Tris 30,3 g/l
Glycine 187,7 g/l
100 ml SDS 10%

Phosphate buffered saline (PBS) (10x)

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

2 mM KH2PO4
10 mM NaxHPO,4

TAE — Puffer (50x)

Tris: 242,28 g/l (2,00 M)
EDTA-Na: 18,61 g/l (0,05 M)
Acetat: 60,05 g/l (1,00 M)
pH 8

Lysispuffer fur HEK293-Zelllysate

1% (v/v) Triton X-100

150 mM NacCl

50 mM Tris

1 mM EDTA

1 mM EGTA

30% (v/v) Glycerin

10 mM NaV;

Complete Mini-EDTA-free protease
inhibitor cocktail, 1 Tablette pro 10
ml Puffer (Firma Roche Di-
agnostics, Basel, Schweiz)

Ringerlésung

145 mM NacCl
1,6 MM KzHPO4
0,4 mM KH,PO4
5 mM Glucose
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1 mM MgCl,
1,3 mM Ca Gluconate

2.2 Zelllinien

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien

HEK 293 WT

Freundlicherweise zu Verfligung ge-
stellt von Prof. H.Koepsell, Wirzburg

hOCT3-HEK 293

Freundlicherweise zu Verfligung ge-

stellt von Prof. H.Koepsell, Wiirzburg

TCam2

Freundlicherweise zur Verfligung ge-
stellt vom Centrum fir Reprodukti-
onsmedizin und Andrologie, Minster

2.3 Zellmedien

Tabelle 5: Nahrmedien fur Zellkulturen

HEK293-Medium

500 ml DMEM

(Dulbecco’s Minimal Eagle Medium)
(Firma Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham USA)
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3,79/ NAHCO3

19/l D-Glucose

10% v/v FCS (Fetales Kalbsserum)
2mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

hOCT3-HEK293-Medium HEK293-Medium
+500 mg/L Geneticin (418)

Tcam2-Medium 500 ml RPMI 1640

(Roswell Park Memorial Institute Me-
dium, Firma Sigma, St. Louis, USA)
1% Penicillin/Streptomycin

10% v/v FCS (Fetales Kalbsserum)
5 ml L-Glutamin 200 mM

2.4 Bakterien

Tabelle 6: Verwendete Bakterien

E.Coli XL-1-Blue Firma Stratagene, La
Jolla, USA

2.5 Bakterienmedien

Tabelle 7: Verwendete Medien

LB Medium Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

LB Agar Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
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Deutschland

2xYT Media Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
2xYT Agar Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

2.6 Plasmide

Tabelle 8: Verwendete Plasmide

hOCT3-pEGFP-
N3

Expressionsvektor mit hOCT3-GFP-

Tag

Dr. Brast, Minster

PCDNAG.F9

Expressionsvektor fur Fusionsproteine

mit Flag-Tag

Firma Invitrogen,
Carlsbad, USA.
Modifiziert durch
AG Benzing, Frei-
burg

PCDNAG.F9 mit
DYRK1A-Insert

Expressionsvektor fir Fusionsproteine
mit Flag-Tag mit DYRK1-Insert

Freundlicherweise
zur Verflgung ge-
stellt von B.Lutz,

Mainz

pcDNA3.1

Dem PCDNAG6.F9-ahnlicher Expressi-
onsvektor mit Leerplasmid fir Kontrol-

len

Firma Invitrogen,
Carlsbad, USA
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2.7 Oligonukleotide

Tabelle 9: Verwendete Primer

Primer Beschreibung Sequenz (5'— 3’)

DYRK1A-HEK-F Forward primer flir CAC CAC CAC
DYRK1A mRNA- CAT GGA CAA
Amplifikation in Rattenhirn- | CAAGCC TTG
und TCam2-Zellen GGT

DYRK1A-HEK-R Reverse primer fir AGC TAT GCC
DYRK1A mRNA- AGT CTCTTG
Amplifikation in Rattenhirn- | GCG GGG ATT
und TCam2-Zellen GGA

DYRK1A-FLAG-F

Forward primer fur Klonie-
rung von DYRK1A in den
pcDNAG.F9-Vektor

TTACGC GTATGC
ATA CAG GAG
GAG AGA

DYRK1A-FLAG-R

Reverse primer fir Klonie-
rung von DYRK1A in den
pcDNAG6.F9-Vektor

TAC GCC GGC
GTC ATT CTA AAG
GCACCT

hOCT3-Real3-F Forward primer fir hOCT3 | GAC AAG AGA
mRNA-Amplifikation in AGC CCC CAA
TCam2-Zellen CCT GAT

hOCT3-Real3-R Reverse primer fir hOCT3 | CAC TAAAGG
mRNA-Amplifikation in AGA GCC AAAAAT
TCam2-Zellen GTC

rOCT3-F Forward Primer fir rOCT3 | CAC CTC TCG
mRNA-Amplifikation in TCAAAT TAC TCA
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Rattenhirnzellen

G

rOCT3-R Reverse-Primer fur rOCT3 | GGG GCC TCA
mRNA-Amplifikation in GAC ATT AGAAGT
Rattenhirnzellen A

hGAPDH-F Forward primer flr die CAAGCT CATTTC
GAPDH mRNA- CTG GTATGAC
Amplifikation in TCam2-
Zellen, die als Kontrolle bei
RT-PCR-Versuchen diente

hGAPDH-R Reverse primer flr die GTGTGG TGG
GAPDH mRNA- GGG ACT GAG
Amplifikation in TCam2- TGT GG
Zellen, die als Kontrolle bei
RT-PCR-Versuchen diente

rGAPDH-F Forward primer fir die CAT CAACGA
GAPDH mRNA- CCC CTT CAT TGA
Amplifikation in Rattenhirn- | C
zellen, die als Kontrolle bei
RT-PCR-Versuchen diente

rGAPDH-R Reverse primer fir die ACT CCACGA
GAPDH mRNA- CAT ACT CAG
Amplifikation Rattenhirn- CACC

zellen, die als Kontrolle bei
RT-PCR-Versuchen diente

2.8 Materialen fiir DNA-Restriktion und -Ligation

Tabelle 10: Verwendete Materialen fir die Klonierungen
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Taq DNA polymerase, recombinant Firma Invitrogen, Carlsbad, USA
T4 DNA Ligase Firma Invitrogen, Carlsbad, USA
Miul Firma NEB, Ipswich, USA
Notl Firma NEB, Ipswich, USA

2.9 Materialien fiir PCR und RT-PCR

Tabelle 11: Verwendete Materialien fir die Polymerase-Kettenreaktion und
die Reverse Transkriptase- Polymerase-Kettenreaktion

Accuprime PFX DNA Polymerase Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

10X Accuprime PFX Reaction Mix Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

Superscript Il Reverse Transcriptase | Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

RNAlater RNA Stabilization Reagent Firma Qiagen, Venlo, Niederlande

Lysispuffer fur RNA-Isolierung Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
GenElute Filtration Column Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
GenElute Binding Column Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Wash Solution 1 Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Wash Solution 2 Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Elution Solution Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA
HPLC-gereinigtes Wasser Eigene Herstellung
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2.10 Materialen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 12: Materialen fir die Agarose-Gelelektrophorese

Agarosepulver Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA

100 bp Ladder Firma Fermentas, Vilnius, Litauen

2.11 Antikorper

Tabelle 13: Verwendete Antikérper

DYRK1A-IgG- Kaninchen Mensch, Maus, Firma Cell

Antikdrper (polyklonal) Ratte Signaling,
Cambridge,
UK

hOCT3-1gG-Antikérper | Kaninchen Mensch Firma ab-

(polyklonal) cam, Cam-
bridge, UK

hOCT2-lgG -Antikdrper | Maus Mensch Firma  AbD

(monoklonal) serotec, Ox-
ford, UK

2.12 Materialen fiir Co-Immunprazipitationen

Tabelle 14: Material fir die Co-Immunprazipitation
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Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads Firma Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Lysispuffer fur Pulldown-Assay 50 mM Tris HCL pH 7,4

150 mM NacCl,

1 mM EDTA

1% Triton X-100

10% Glycerol

Eine Tablette Complete mini-EDTA-
free protease inhibitor cocktail (Firma
Roche Diagnostics, Basel, Schweiz)
pro 7 ml Puffer)

1% phosphatase inhibitor cocktail Il
(Sigma)

100 U Benzonase/ml Puffer (Firma
Novagen, Madison, USA)

Waschpuffer fiir Anti-Flag™ M2 Affinity | 50 mM Tris HCL pH 7,4
Gel 150 mM NaCl

2.13 Materialien fiir die Immunfluoreszenz-Farbungen

Tabelle 15: Materialien fur die Immunfluoreszenz-Farbungen

PBS 1X Inhalt siehe 2.1
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4% Paraformaldehyd Demineralisiertes H,O
Paraformaldehyd-Pulver
1X PBS

NaOH (1 N)

HCL (2 M)

0,1% Triton™ X-100 Firma Sigma Aldrich, St. Louis,
USA

10% Bovine serum albumin (BSA) - | Firma Sigma Aldrich, St. Louis,
Blocklésung USA

Sekundére Antikdrper: Firma Invitrogen, Carlsbad, USA
Alexa Flour® 488 Goat Anti-mouse 1gG
Alexa Flour® 594 Goat Anti-rabbit IgG

Alexa Flour® 647 Goat Anti-mouse IgG

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Firma Cell Signaling, Cambridge,
UK
Alexa Fluor® 647 Mouse anti-GM130 Firma BD Pharmingen, New Jer-
sey, USA
2.14 Kits

Tabelle 16: Kits
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Gel DNA Recovery Kit Firma Zymo Research, Irvine, USA

Zyppy ™ Plasmid Miniprep Kit Firma Zymo Research, Irvine, USA

PureLink HighPure Plasmid Filter Puri- | Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

fication Kit
DNA Clean and Concentrator Kit Firma Zymo Research, Irvine, USA
DNA Gel Recovery Kit Firma Zymo Research, Irvine, USA

2.15 Materialien fiir Western Blots

Tabelle 17: Materialen fiir Western Blot

4 — 20% Proteingel Firma Bio rad, Hercules, USA

Laufpuffer (siehe 2.1)

Pageruler™ Plus Prestained Firma Fermentas, Vilnius, Litauen

Protein Ladder Marker

Nupage lithium dodecyl sulfate (LPS) Firma Invitrogen, Carlsbad, USA
Sample Buffer 4x

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Firma Roche Diagnostics, Basel,
Schweiz

SuperSignal West Dura Extended Duration | Firma Thermo Fisher Scientific,
Substrate Rockford, USA
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Block-Lésung 3% (v/v) Gelatine from cold water
fish 45% (Firma Sigma Aldrich,
St. Louis, USA)

TBST

Ponceau-S Ponceau S 0,2% (w/v)

Trichloressigsaure 3,0% (w/v)

Zweitantikérper Polyclonal Goat Anti- | Firma Dako, Glostrup, Danemark
Rabbit, Anti-Mouse Immunoglobulin HRP

2.16 Materialien fiir Transfektionen

Tabelle 18: Materialen fiir Transfektionen

ssDNA 10 mg/ml Hering Sperma Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

Lipofectamine™ Firma Invitrogen, Carlsbad, USA

Turbofect™ Firma Fisher Scientific, Waltham,
USA

2.17 Sonstige Materialen

Harmin Firma abcam Biochemicals, Cam-
bridge, UK
ASP* Firma Invitrogen, Carlsbad, USA
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3 Methoden
3.1 Kultivierung von HEK292-Zellen

3.1.1 HEK293-Zellen

HEK293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen, die durch Transformati-
on mit den Nukleotiden 1 — 4244 der humanen Adenovirus-5-DNA als perma-
nente Zelllinie breite Verwendung in der Wissenschaft gefunden haben (63).
Durch ihre gute Verwendbarkeit bei Transfektionen und ihrer relativ einfachen
Kultivierung werden sie nach wie vor haufig verwendet, wobei die Originalpubli-
kation der ersten HEK293-Zellproduktion mittlerweile Gber 2220 Mal zitiert wur-
de (161). In der vorliegenden Arbeit wurden neben HEK293-Wildtyp-Zellen auch
HEK293-Zellen, die stabil mit hOCT3 transfiziert wurden, verwendet. Diese
wurden freundlicherweise von Prof. H. Koepsell, Julian-Maximilians-Universitat
Wirzburg, zur Verflgung gestellt. Zur stabilen Transfektion wurde der
pcDNA3.1(+) —Vektor mit hOCT3-DNA verwandt (siehe 2.6). Der Erfolg der
Transfektion wird mit Zugabe von Geneticin zu dem betreffenden Medium zur

Zellselektion sichergestellt.

3.1.2 Kultivierung der HEK293-Zellen

1. Die HEK293-Zellen werden in 50 ml-Flaschen ausgesat.

2. Die Flaschen werden bei 37° C bei 92% Raumluft und 8% CO- fiir 7 Tage
inkubiert. Durch den konstanten CO.-Anteil in der Luft, bleibt der pH-Wert
des Mediums konstant. Bei einer Konfluenz der Zellen von 80% wird zur
Vermeidung einer Kontaktinhibition eine Teilung der Zellkultur vorgenom-

men.

3. Die HEK293-Zellen in der 50 ml-Flasche werden unter Zuhilfenahme von
Ca**- und Mg?*-freiem PBS-Puffer separiert, wobei ein Teil in einer 50 ml-
Flasche weiter kultiviert wird und ein anderer Teil auf 10 cm-Platten, 24-Well-
Platten oder 92-Well-Platten zur weiteren Verwendung ausgesét wird
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3.2 Kultivierung von TCam-2-Zellen
3.2.1 TCam-2-Zellen

TCamz2-Zellen sind humane Hodenkrebszellen, die als Zelllinie aus dem Hoden-
tumor eines 35-jdhrigen Patienten gewonnen wurden (125). Bei den TCam-2-
Zellen handelt es sich um eine Zelllinie des Seminom-Typs, bei der immun-

histochemisch Zellmarker des Seminoms nachgewiesen wurden (41).

3.2.2 Kultivierung von TCam-2-Zellen

1. Die TCam-2-Zellen werden in 50 ml Flaschen ausgesat.
2. Die Flaschen werden bei 92%Raumluft und 8% CO, fir 7 Tage inkubiert.

3. Die TCam-2-Zellen werden in der 50 ml-Flasche unter Zuhilfenahme von
Trypsin und EDTA gesplittet und dann in einer 50 ml-Flasche weiter kultiviert.
Ein anderer Teil wird auf 24-Well-Platten zur weiteren Verwendung ausgesat.

3.3 Transfektion von HEK293-Zellen

3.3.1 Transfektion von HEK293-Zellen mit DYRK1A-Plasmid-DNA
und hOCT3-GFP-Tag-DNA mittels Turbofect™

Bei dieser Transfektion wird DNA mit Hilfe von Turbofect™, einer wéssrigen L6-
sung aus kationischen Polymeren, in eukaryotische Zellen verbracht. Die zu
transfizierende DNA bindet durch ihre negative Ladung mit den positiv gelade-

t™.-Lésung und formt stabile Komplexe, die leichter

nen Polymeren der Turbofec
in die Zelle verbracht werden kénnen. HEK293-Zellen wurden 24 h vor Transfi-
zierung ausgesat und bei einer lichtmikroskopisch festgestellten Konfluenz von
80% nach dem Herstellerprotokoll transfiziert. Die Transfektion erfolgte wie in
dem Herstellerprotokoll empfohlen mit der empfohlenen Menge von Plasmid-

DNA von DYRK1A und hOCT3-GFP-Tag.
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3.3.2 Transfektion von hOCT3-HEK293-Zellen mit DYRK1A-
Plasmid-DNA und hOCT3-GFP-Tag-DNA mittels Lipofectami-

n eTM

Hierbei wurde die Transfektion von HEK293-Zellen fir die 4-(4-
dimethylaminostyryl)-N-methylpyridinium (ASP*)-Messungen, die Pulldown-
Assays und die Immunfluoreszenz mit Lipofectamine™ durchgefiihrt. Die zu
transfizierende DNA wird zu dem aus polykationischen Liposomen bestehenden
Lipofectamine™ gegeben, die nach DNA-Aufnahme in die wassrige innere
Phase mit der Zellwand fusioniert und die DNA freisetzt. Das Ausséhen der
HEK293-Zellen erfolgte 24 h vor geplanter Transfektion. Transfiziert wurde nach
dem Herstellerprotokoll dann bei einer lichtmikroskopisch festgestellten Kon-
fluenz von 70% und mit der empfohlenen Menge an Plasmid-DNA von DYRK1A
und/oder hOCT3-GFP-Tag.

3.4 Herstellung von Zelllysaten von HEK293-Zellen fiir

Western Blots

Die hOCT3-HEK293-Zellen wurden auf 10 cm-Schalen ausgesat und das
Wachstum wurde lichtmikroskopisch kontrolliert. Nach Feststellung eines kon-
fluierenden Wachstums der Zellen, das ungeféahr 70-80% der 10 cm-Schalen
bedeckte, wurde das Medium verworfen und die Zellen wurden mit 10 ml PBS
vorsichtig gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von Lysispuffer. Dabei wur-
de fir Western Blots 1 ml des HEK293-Zelllysate-Lysispuffers (siehe 2.1) ver-
wendet. Im Anschluss wurden die lysierten Zellen aus der 10 cm-Schale in ein
1,5 ml Eppendorfer Reaktionsgefal3 tberfihrt und bei 4°C mit 700 x g far 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues 1,5 ml Eppendorfer
Reaktionsgefal Uberfihrt und bei -80°C fir weitere Verwendung gelagert.

3.5 Bakterien-Methoden
3.5.1 Kultivierung und Aufbewahrung von Bakterien

Escherichia coli-Bakterien (E.coli) wurden in 2 ml LB-Medium als einzelne Ko-
lonie von einer LB-Agar-Platte verbracht und zur Vermehrung bei 37°C inku-

biert. Das Medium enthielt Ampicillin zur Selektion von Bakterien mit Plasmiden,
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in denen ein Ampicillin-Resistenzgen enthalten ist. Die Bakterien wurden unter
konstanter Schittlung (250 rpm) 12 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Lage-
rung auf LB-Ampicillin-Platten bei 4°C. In dieser Form war die Aufbewahrung
von bis zu 2 Monaten mdglich. Fir eine langerfristige Lagerung wurde eine
Flussigkultur 30%-ig mit Glycerin versetzt und bei -80°C aufbewahrt

3.5.2 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Bakterien

Die Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien ist nétig, um die Plasmid-DNA-
Aufnahme in die Bakterienzelle zu erleichtern. Hierzu wird 1 ml einer Fllssigkul-
tur von Bakterien in 50 ml LB-Medium bei 37°C unter Schitteln bei 250 rpm
inkubiert. Das Wachstum der Bakterien kann mittels Messung der optischen
Dichte (OD) tberprift werden. Bei einer Wellenldnge von 600 nm kann aus der
Absorption des Lichtes auf die Phase des Bakterienwachstums geschlossen
werden. Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde 1 ml der Bakterienflissig-
keit in einer Plastikkivette verwendet. Bei einer OD von 0,27-0,40 wird der Bak-
terienansatz 10 min auf Eis gekihlt und anschlieBend zentrifugiert (2100 x g,
4°C). Danach erfolgt die Suspension der Zellen in 10 ml gekihlter 100 mM
CaCly-Lésung mit einem pH von 7,5. Die CaCl,-Lésung bewirkt eine Verbindung
mit negativ geladenen DNA-Anteilen und Lipopolysacchariden der auf3eren
Bakterienmembran. Die Ansatze werden dann 30 min auf Eis gekihlt und an-
schlieBend bei 1500 x g und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Danach erfolgt die
Verbringung der Bakterien in 10%ige Glycerin-CaCl,-Lésung zur Aufbewahrung
bei

-80°C (39).

3.5.3 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli

Samtliche bakerielle Transformationen wurden mittels Hitzeschock-Technik
durchgefihrt. Hierflr wurden 100 pl kompetenter Bakterien mit 500 ng Plasmid-
DNA zusammen gegeben und anschlieBend 30 min auf Eis gekuhlt. Danach
erfolgte die Anwendung des Hitzeschocks fiir 2 min bei 42°C. AnschlieBend
werden die Bakterien fir 1 min auf Eis gekdhlt und dann in 900 pl LB-Medium
aufgenommen. Der 1 ml-Ansatz wird in einem nachsten Schritt bei 37°C und

250 rpm fir 45 min in einem Schattler inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansat-
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zes (2100 x g fir 4 min) wurden 900 pl Uberstand verworfen und die Bakterien
in dem Restmedium geldst und dann auf LB-Ampicillin-Platten zur weiteren Kul-

tivierung ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C.
3.5.4 Plasmidpraparationen

Mit Hilfe der Techniken der Plasmidpréparation kann Plasmid-DNA aus E.coli-
Bakterien isoliert und konzentriert werden. Je nach Menge der zu isolierenden
DNA wird entweder die Miniprédparation oder die Maxipraparation verwendet.
Far die vorliegende Arbeit wurden beide Techniken eingesetzt. Als Praparations-
technik wird in den genutzten Kits die Technik der alkalischen Lyse verwendet,
bei der die Bakterienzellen alkalisch lysiert, die RNA durch beigesetzte RNAsen
zersetzt und die chromosomale DNA im Gegensatz zur Plasmid-DNA ausgefallt
wird (19).

3.5.5 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli als Minipraparation

Zur Minipraparation von DNA wurde das ,Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit* der
Firma Zymo Research, Irvine, USA verwendet. Die Durchflihrung erfolgte nach
Herstellerangaben.

1. Kultivierung von Bakterien in 2 ml LB-Ampicillin-Medium bei 37°C und 250
rom im Schattler Gber Nacht.

2. Entnahme von 600 pl aus dem Bakterienansatz und Mischung mit 100 ul 7x
.Lysis Buffer”

3. Zugabe von 350 pl ,Neutralization Buffer®, im Anschluss grindliche Durch-

mischung des Ansatzes mittels Vortexmischer
4. 4 min Zentrifugation bei 12500 x g

5. Entnahme des Uberstandes und Uberfiihrung von 900 pl in die ,Zymo-Spin™
Il Column*

6. Erneute Zentrifugation bei 12500 x g flir 30 Sekunden
7. Entnahme des Filtrates und Gabe von 200 pl ,,Endo-Wash Buffer* auf die

Saule
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8.

Erneute Zentrifugation bei 12500 x g Gber 30 Sekunden und Gabe von 400
ul Zyppy™ Wash Buffer und erneute Zentrifugation bei 12500 x g fiir 30 Se-

kunden

Gabe von 30 ul ,Zyppy™ Elution Bufferund abschlieBende Zentrifugation
bei 12500 x g Uber 30 Sekunden. Entnahme des Plasmid-DNA-Eluats und
Aufbewahrung bei -80°C

3.5.6 Isolation von Plasmid-DNA aus E.Coli als Maxipraparation

Zur Maxipraparation wurde das ,PureLink HighPure Plasmid Filter Purification

Kit“ der Firma Invitrogen, Carlsbad, USA verwendet. Die Nutzung folgte den

Herstellerangaben wie folgt:

1.

Kultivierung von Bakterien in 100 ml LB-Ampicillin-Medium bei 37°C und 250

rom im Schattler Gber Nacht.

Zentrifugation des Bakterienansatzes bei 4000 x g fiir 10 min. Uberfiihrung
des Pellets in 10 ml ,Resuspension Buffer* (R3)

Zugabe von 10 ml ,Lysis Buffer” (L7) und Inkubation fir 5 min bei Raum-
temperatur

Zugabe von 10 ml ,Precipitation Buffer*(N3) und Homogenisieren durch
Schwenken

Zugabe von 30 ml ,Equilibration Buffer* (EQT1) in eine ,HiPure Filter Maxi

Column“und anschlieBenden Uberfiihrung des Ansatzes in die Saule

Nach Durchfluss des Ansatzes durch die Saule, Verwerfen des Filters und
Zugabe von 50 ml ,,Wash Buffer” (W8)

Eluation der Plasmid-DNA mit 15 ml ,Eluation Bufferund 10,5 ml kaltem
Isopropanol (E4)
Zentrifugation bei 16000 x g fiir 5 min und 4°C. Abnahme des Uberstandes

und Inkubation des Pellets bei Raumtemperatur. AnschlieBende Zugabe von
500 ul , TE Buffer*(TE) und Suspension der isolierten Plasmid-DNA. Aufbe-
wahrung bei-20°C
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3.6 DNA-Methoden
3.6.1 PCR

Eine der meist verwendeten Standardtechniken der Molekularbiologie ist die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), mit deren Hilfe kleinste Mengen von DNA
vervielfaltigt werden kénnen (155). DNA mit dem zu vervielfaltigenden Abschnitt
(-template®) wird mit Hilfe von zwei Oligonukleotiden (,primer®), die sich an spe-
zifische Stellen der DNA anlagern, vervielfaltigt. Die Template-DNA wird in ei-
nem ersten Schritt (,melting”) bei Temperaturen von 94 - 98° C in zwei Einzel-
strange aufgetrennt. An den zu ihrer Sequenz komplementaren Bereich der
Template-DNA kénnen sich die Primer in einem zweiten Schritt (,annealing®) bei
niedrigeren Temperaturen von Ublicherweise 50-65° C anlagern und verbinden.
Danach wird mit der DNA-Polymerase, einem Enzym, das die Synthese eines
DNA-Stranges katalysiert, der neue Einzelstrang, ausgehend vom 3’-Ende der
Primer hergestellt (,elongation). Durch Wiederholung dieser drei Schritte kann
die DNA dann exponentiell vervielfaltigt werden. In der vorliegenden Arbeit wur-
de die Pfx-DNA-Polymerase verwendet, die Uber eine 3-5-
Exonukleaseféhigkeit und eine Korrekturlese-Fahigkeit verfigt. Damit kénnen
fehlerhaft inserierte Nukleotide erst erkannt und dann exzisiert werden. Fir die
Amplifizierung von DNA wurde der folgende PCR-Reaktionsansatz verwendet:

Tabelle 19: PCR-Reaktionsansatz

Name Menge
Template-DNA (10pg-200ng) =1
10X AccuPrime PFX Reaction Mix 5 pl
Accuprime PFX DNA Polymerase 1 ul
Primer (jeweils 10 pmol/pul) 1,5 ul
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Danach wurde der Reaktionsansatz mit HPLC-gereinigtem Wasser auf 50 pl
aufgefillt. Im Anschluss wurde der Schmelzpunkt der Primer nach folgender

Formel berechnet:

Tanneaiing = (TV[Primer 1] + TV[Primer 2]/2-5°C

Abhéangig von Tannealing €rfolgte dann die Programmdurchfiihrung nach folgen-

dem Schema:

Tabelle 20: PCR-Programm

Stufe Dauer Temperatur Zyklen
I 5 min 98°C 1

lla 1 min 98°C

llb 1 min Tannealing 35

llc 1,5 min/kb 72°C

1] 10 min 72°C 1

3.6.2 Reverse Transkriptase-PCR

Mit Hilfe der Reverse Transkriptase-PCR ist es mdglich, RNA in komplementare
DNA (cDNA) umzuschreiben und dann mit der in 3.6.1 beschriebenen Technik
zu vervielfaltigen (16). Das Enzym Reverse Transkriptase (RT) ist in der Lage,
anhand eines RNA-Einzelstranges einen Hybridstrang mit zu dem RNA-Strang
komplementarer DNA zu synthetisieren. Danach folgen der Abbau des RNA-
Einzelstranges und eine Vervollstdndigung zu doppelstrangiger DNA mittels
DNA-Polymerase. Danach kann die cDNA als Template fir die zu vervielfalti-
gende Sequenz mittels PCR dienen und so unter anderem die Genexpression
von Zellen untersucht werden. Fir die Isolierung von RNA aus Gewebeproben
wurde das betreffende Gewebe in eine der Herstellerangabe folgenden Menge
von RNA-Stabilisierungsreagenz (siehe 2.9) gegeben und anschlieBend mit 500

ul Lysispuffer/20 mg Gewebe bei 19.000 rpm mit einem Homogenisator homo-
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genisiert. Dann wird 500 ul des Lysats auf eine ,GenElute Filtration Column*
pipettiert und 2 Min bei 14.100 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wird das Zentri-
fugat 1:1 mit 70% Ethanol verdinnt und 500 pl auf die ,GenElute Binding Co-
lumn® gegeben. Nach 15 Sekunden Zentrifugation bei 14.100 rpm wird das
Zentrifugat verworfen und derselbe Schritt mit dem verbleibenden Rest wieder-
holt. Nun werden konsekutiv 500 ul Waschlésung 1 und 2 auf die Saule gege-
ben und jeweils 15 Sekunden bei wiederum 14.100 rpm zentrifugiert. Nach
nochmaligem Waschen mit Waschlésung 2 wird die RNA mit 50 ul Elutionslé-
sung eluiert und far die spatere Verwendung zur Umschreibung in cDNA mit RT
bei -80°C gelagert.

Zur anschlieBenden Umschreibung von RNA in cDNA kann ein ,One-step™
Verfahren genutzt werden, bei dem die RT-Umschreibung und die PCR in ei-
nem Eppendorf-Reaktionsgefal3 durchgefihrt werden. Dazu wird eine Kombina-
tionsldsung verwendet, die neben der RT auch noch eine Taq Polymerase und
eine Polymerase mit Korrekturlese-Fahigkeit beinhaltet. Der Reaktionsansatz
beinhaltet auch einen dNTP-Mix, Primer, Template-RNA und eine Pufferlésung.
In einem Thermocycler wird anschlieBend bei hohen Temperaturen der erste
Zyklus mit der RT begonnen. AnschlieBend erfolgt die Denaturierung bei niedri-
geren Temperaturen. Wéhrenddessen ist die RT inaktiv. AnschlieBend erfolgen
im Thermocycler 40-50 Zyklen der PCR-Schritte ,Denaturation”, ,Annealing”
und ,Elongation” (siehe 3.6.1). Die dann synthetisierte DNA wird fir die weitere

Verwendung bei -80°C gelagert.

In dieser Arbeit wurde fir die anschlieBende Umschreibung von RNA in cDNA
hauptséachlich ein , Two-step“Verfahren genutzt, bei dem die RT-Umschreibung
und die PCR nicht in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 durchgefiihrt werden,
sondern beide Schritte unabhdngig voneinander durchgefiihrt werden. Die
Template-RNA (10 pg—500 ng), jeweils 50-250 ng der Primer, ein dNTP-Mix (1
ul) und HPLC-gereinigtes Wasser bis zu einem 13 pl-Reaktionsansatz werden
zueinander gegeben. In einem Thermocycler (HYBAID PCR Sprint, Firma
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wird das ,Annealing” und ,Extending“
erst bei 50° fir 60 min und dann die Inaktivierung der RT bei 70°C fir 15 min
durchgefihrt. AnschlieBend erfolgt die PCR (siehe 3.6.1)
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3.6.3 Restriktion von DNA

Um HEK293-Zellen mit DYRK1A transient transfizieren und fir eine Koim-
munprazipitation verwenden zu kdnnen, sollte eine Klonierung des DYRK1A-
Gens in den PCDNAG6.F9-Vektor mit FLAG-Tag erfolgen. Um DNA an bestimm-
ten Stellen zu schneiden, werden Restriktionsendonukleasen benétigt. Diese
Enzyme kénnen DNA an bestimmten DNA-Sequenzen, die oft in beiden DNA-
Strangen gegenlaufig gelesen identisch sind (palindromisch), erkennen und
schneiden. Die Restriktionsendonukleasen erkennen jeweils spezifische DNA-
Sequenzen von bis zu 8 Basenpaaren und schneiden die DNA dann. Restrikti-
onsendonukleasen kdnnen in vier Gruppen eingeteilt werden, wobei unter an-
derem die Schnittstelle in Abhangigkeit von der erkannten Sequenz oder bené-
tigte Kofaktoren Uber die Klassifizierung entscheiden (188). In der vorliegenden
Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen der Klasse |l genutzt, die in der er-
kannten Sequenz die DNA schneiden. Die Anwendung der Restriktionsenzyme
erfolgte nach Angaben der Hersteller. Ein Reaktionsansatz war 30 pl grof3 und
beinhaltete 3 pl Reaktionspuffer, 1U/ug DNA der Restriktionsenzym Miu | und
Not I, 10% (v/v) BSA und bidestilliertes Wasser zur Auffillung des Ansatzvolu-
mens. Die Restriktion erfolgte bei 37°C fur 4 h, die anschlieBende Inaktivierung
der Restriktionsenzyme erfolgte bei 65°C flir 20 min. Die Erfolgskontrolle der
Restriktion wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgeflihrt (siehe 3.6.6)

3.6.4 Ligation von DNA

Um mit Restriktionsenzyme geschnittene DNA wieder zu verknipfen, muss die
DNA mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase inkubiert werden. Dieses Enzym ka-
talysiert die Verbindung von Phosphatresten und Desoxyribose der DNA und ist
somit essentiell fir die Ligation der geschnittenen DNA. Der linealisierte Vektor
sollte fur ideale Ligationsbedingungen mit dem in den Vektor zu integrierenden
Insert im Verhaltnis 1:3 stehen. In dieser Arbeit wurde 100 ng Vektor-DNA in
den Ansatzen verwendet. Den Herstellerangaben folgend wurde der beiliegen-
de Reaktionspuffer dem Reaktionsansatz auf 10% des Volumens hinzugefigt. 4
U der T4-DNA-Ligase wurden hinzu gegeben und der Reaktionsansatz fir 2 h
bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde eine weitere Inkubation fir 2 h bei 16°C
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durchgefihrt. Die so synthetisierten Konstrukte konnten dann nach Transforma-
tion in Bakterien und Isolation per Mini- oder Maxipraparationstechnik (siehe

3.5.5 und 3.5.6) fur transiente Transfektionen verwendet werden.
3.6.5 Aufreinigung von DNA

Mit Hilfe eines ,DNA Clean and Concentrator Kit” (Firma Zymo Research, Irvine,
USA) kann eine Aufreinigung und Erhéhung der DNA-Konzentration eines PCR-
oder Restriktions-Ansatzes erreicht werden. Uberschiissige Primer, Nukleo-
sidtriphosphate, Enzyme und Puffersubstanzen kénnen durch DNA-Bindung an
Saulen und konsekutives Waschen entfernt werden. Das Vorgehen erfolgte
nach Herstellerangaben und die anschlieBende Aufbewahrung bei -20°C.

3.6.6 Agarosegel-Elektrophorese von DNA

DNA kann ihrer GréBe entsprechend durch Gelelektrophorese aufgetrennt wer-
den um ihre GréBe anhand eines definierten Markers zu bestimmen (1). Nega-
tiv geladene Nukleinsduren kénnen durch einen elektrischen Strom durch ein
Agarosegel bewegt werden, wobei groBere Fragmente schlechter durch das
Gel gelangen als kleinere. Die Konzentration der Agarose in den Gelen kann je
nach GréBe der zu untersuchenden DNA-Fragmente angepasst werden und
variieren. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Agarosekonzentration von 1%

gewahlt.
3.6.7 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von DNA (siehe 3.6.7) kann die DNA
aus dem Gel ausgeschnitten und zuriick gewonnen werden. In dieser Arbeit
wurde das ,Gel DNA Recovery Kit“der Firma Zymo Research, Irvine, USA nach
Herstellerangabe verwendet. Die DNA-Bande, die isoliert werden soll, wird mit
Hilfe eines Messer ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal3 ver-
bracht. Nach Volumen des ausgeschnittenen Agarosegels wurde das Dreifache
an ,Agarose dissolving buffer* (ADB) hinzugefligt. AnschlieBend wurde der Re-
aktionsansatz bei 55°C, bis zur vollstdndigen Auflésung des festen Agarose-
gels, inkubiert. Der flussige Reaktionsansatz wurde dann auf die ,,Zymo Spin |
Column* gegeben und bei 12500 x g flr 30 Sekunden zentrifugiert. Das Eluat
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wurde verworfen und nach zweimaligem Waschen mit 200 ul Wash Buffer wur-
de 10 pl HPLC-gereinigtes Wasser auf die Saule gegeben. Es erfolgte dann
eine letzte Zentrifugation mit 12500 x g flir 30 Sekunden in einem 1,5 ml Mikro-

reaktionsgefal3. Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C
3.6.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der DNA ermdglicht die Aufschlisselung der Nukleotidab-
folge einer DNA-Sequenz. In dieser Arbeit wurde die Sequenzierung ange-
wandt, um eine Erfolgskontrolle der Klonierungen durchzufihren. Die Sequen-
zierung bedient sich der PCR-Methode, verwendet jedoch fluoreszierende
Nukleosidtriphosphate, die einen Abbruch der DNA-Strang-Verlangerung bewir-
ken. Die somit entstehenden Fragmente unterschiedlicher GréBe kénnen dann
in der Gelelektrophorese identifiziert werden (156). Der Reaktionsansatz zur
DNA-Sequenzierung beinhaltete 2 ul des ,5x Sequencing Buffers®, 1 ul ,Big
Dye-Reagenz“ mit den bendétigten Nukleosidtriphosphaten und Enzymen, 1 pl
des PCDNAG6.F9-DYRK1A-Plasmids als , Template®, jeweils 1 pu der DYRK1A-
FLAG-Primer R und F, sowie 5 pl bidestilliertes Wasser. Der Ansatz wurde im
HYBAID PCR-Sprint-Cycler der Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
im ersten Schritt bei 96°C fir 30 Sekunden erhitzt. AnschlieBend erfolgte der
nachste Schritt bei 50°C fur weitere 30 Sekunden. Im dritten Schritt wurde dann
fr 4 min bei 60°C inkubiert. Nach 25 Zyklen wurden die PCR-Produkte zur Se-
quenzierung an die Abteilung far molekulare Diagnostik der Westfalischen Wil-
helm-Universitat verbracht.

3.7 Koimmunprazipitation-Experimente
3.7.1 Koimmunprazipitation-Methode

Eine Koimmunprazipitation ist eine Methode zum Nachweis einer Protein-
Protein-Interaktion. Dabei wird eines der Proteine, das an der Interaktion betei-
ligt ist, mit einer Markierung (, Tags®) versehen, die wiederum daflir sorgt, dass
das markierte Protein an einen Liganden bindet und so von anderen Proteinen
eines Zelllysates getrennt werden kann. Die Markierung des Zielproteins kann

entweder nach Aufreinigung durch so genannte Affinitatstags, oder durch re-
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kombinante Herstellung von Proteinen, die mit dem gewtinschten Tag fusioniert
wurden, erfolgen. In dieser Arbeit wurde mit den ,,Anti—F/agTM M2 Magnetic
Beads* eine andere Verbindung genutzt, die auf der Bindung von spezifischen
IgG-Antikérpern mit einem ,Flag-Tag*, bestehend aus den 8 Aminoséauren Asp-
Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Aps-Lys, beruht. Das Protein, welches in einer Koim-
munprazipitation als Interaktionspartner bestatigt werden soll, wird rekombinant
mit dem ,Flag-Tag” fusioniert. In der vorliegenden Arbeit wurde DYRK1A mit
dem ,Flag-Tag“ versehen und dann als ,Bait-Protein“ bezeichnet. Nach Trans-
fektion von hOCT3-HEK293-Zellen mit Flag-DYRK1A-Plasmid-DNA und an-
schlieBender Gewinnung des Zelllysates, wird dieses dann mit ,Anti-Flag™ M2
Magnetic Beads” inkubiert. DYRK1A mit ,Flag-Tag“ wird von IgG-Anti-Flag-
Antikdrpern, die sich auf 50 pm groBen ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads*“ befin-
den und die Uber eine Hydrazinbindung an diesen superparamagnetischen und
mit Eisen impragnierten ,Agarosebeads” befestigt sind, spezifisch erkannt und
gebunden (142). Das Bait-Protein DYRK1A kann nun mit seinen Interaktions-
partnern, genannt ,Prey-Proteins®, interagieren und eine Verbindung eingehen.
Nachdem man die ,Agarosebeads” mit den verbundenen IgG-Antikérpern und
dem ,Bait* und ,Prey“Proteinen vom Zelllysat per Zentrifugation getrennt hat,
kénnen die ,Prey-Proteins® per Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eluiert werden. Durch eine Western Blot-
Analyse wird dann Uberprift, oo hOCT3 ein ,Prey-Protein” ist. Als Negativkon-
trolle wurden mit dem Leervektor pcDNAS3.1 (siehe 2.6) transfizierte hOCT3-
HEK293-Zellen verwendet.

3.7.2 Koimmunprazipitation-Protokoll
1. Gabe von 200 pl Lysispuffer (siehe 2.12) auf hOCT3-HEK293-Zellpellets (10
cm Schale, siehe 3.4) und 30 min auf Eis belassen

2. 50yl LJAnti-Flag™ M2 Magnetic Beads* pro Ansatz in 1 ml-Eppi tberfiihren,

jeweils 3 Mal in Waschpuffer (siehe 2.6) waschen.

3. Lysierte Zellpellets 20 min bei 4°C und 16.000 x g zentrifugieren (Mikro
200R , Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland), dann 35 ul vom Uberstand
abnehmen und als Transfektionskontrolle bei -80°C lagern
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4. Der verbleibende Uberstand der zentrifugierten lysierten Zellpellets wird auf
die ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads* gegeben und bei 4°C iber Nacht in ei-

nem Probenschttler (Grant-bio PTR30, Firma Keison, Essex, UK) belassen

5. Der Uberstand tber den ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads* wird abgenom-
men und bei -20°C gelagert

6. Der verbleibende ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads* -Ansatz mit den Zelllysa-
ten wird 3 Mal mit jeweils 1 ml Waschpuffer gewaschen. Dazwischen wird 1

min bei 12500 x g zentrifugiert

7. AnschlieBend werden die verbleibenden Anséatze bei -20°C gelagert

3.8 Protein-Analyse

3.8.1 Sodium Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Proteine kénnen im denaturierten Zustand ihrer Gré3e nach in einem Polyacry-
lamid-Gel aufgetrennt werden (178). Dazu wurden zu den Zelllysaten ,Nupage
LPS Sample Buffer 4x* gegeben, welcher 20-25% der Probenmenge ausma-
chen sollte. Durch das im Probenpuffer enthaltende Sodium-Dodecylsulfat
(SDS) wird eine konstante negative Ladungsverteilung der Proteine bewirkt,
welche dann auch durch wechselseitige AbstoBung die Tertiarstruktur der Prote-
ine auflést und linearisiert. Durch die weiterhin im Probenpuffer befindlichen
reduzierenden Thiole werden Disulfidbriicken gespalten. Das Erhitzen der Pro-
ben auf 95°C fur 10 min bewirkt durch das Lésen von Wasserstoffbriicken eine
Denaturierung, die fir die korrekte Passage der Proben durch das Polyacryla-
mid-Gel wichtig ist. Flr die GréBenbestimmung der Proteine wurde neben den
Proben der ,Pageruler™ Plus Prestained”, ein Marker fiir die Gr6Be der Protei-
ne, auf das Polyacrylamid-Gel gegeben. Der Marker besteht aus Proteinen be-
kannter GréBe, die eine Zuordnung der in den Proben befindlichen Proteine
erlauben. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die negativ
geladenen Proteine nun ihrer GréBe entsprechend durch das Polyacrylamid-
Gel. Die Gelelektrophorese wurde mit 30 mA fir 60 min durchgefihrt.
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3.8.2 Western Blots

Die Western Blot-Methode ermdéglicht den Transfer der Proteine in Polyacryla-
mid Gel auf eine Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran), an der die Pro-
teine durch hydrophobe Wechselwirkungen binden und auf der sie dann der
immunchemischen Detektion durch Antikérper zuganglich gemacht werden
kénnen (24;168). Durch eine angelegte elektrische Spannung wandern die ne-
gativ geladenen Proteine von dem Polyacrylamid-Gel auf die PVDF-Membran.
Der Transfer erfolgte im Mini Trans-Blot®-System der Firma Bio Rad, Miinchen.
Hierzu wird das Tanksystem mit Transferpuffer (siehe 2.1) wie vorgeschrieben
aufgeflllt und beladen. Passende Filterpapiere und mit 100% Methanol far 2
min aktivierte PVDF-Membran werden in die passende Schablone wie vom
Hersteller vorgeschrieben eingespannt und in den mit Transferpuffer gefllten
Tank eingesetzt. Der Transfer erfolgte Gber Nacht mit 17 V bei 4°C.

3.8.3 Ponceau-S-Farbung

Die Ponceau-Farbung dient zur Kontrolle des Transfers der Proteine vom Poly-
acrylamid-Gel auf die PVDF-Membran. Letztere wird mit der zur Gruppe der
Azo-Farbstoffe geh6renden Ponceau-S-Lésung far eine Minute in einem Gefal
bedeckt und geschwenkt. Die Ponceau-S-Lésung bindet an positiv geladenen
Aminosauren der Proteine und macht diese nach AbgieBen der Ponceau-S-
Lésung und mehrmaligem Waschen mit destilliertem Wasser sichtbar (153). Mit
PBS kann die Membran komplett entfarbt werden und fir die Immundetektion

der Proteine wieder verwendet werden.

3.8.4 Immunchemische Detektion von Proteinen nach dem Western
Blotting

Far die Immundetektion werden spezifische Erstantikdrper flr die Proteine ver-
wendet. Diese werden wiederum von ZweitantikGrpern, die gegen leichte und
schwere Ketten der IgG-Antikdrper von Menschen, Ratten, Mausen oder Kanin-
chen gerichtet sind, gebunden und als Bande sichtbar gemacht. An die Zweitan-
tikbrper konjugiert findet sich das Enzym ,Horseradish peroxidase® (Meerret-

tichperoxidase), das als Substrat die Umwandlung von Luminol in 3-
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Aminophthalat katalysiert und dabei Emission von Licht bewirkt. Zunéachst
musste ein Blocken der unspezifischen Bindungsstellen fir Antikérper der Pro-
teine auf der PVDF-Membran erfolgen. Dazu wurde die PVDF-Membran mit
Blocklésung bedeckt und fir 60 min auf einen Kippschuttler gestellt. Danach
wurde die PVDF-Membran fir 90 min mit den Erstantikbrpern bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Die Erstantikdrper DYRK1A-IgG-Antikérper und hOCT3-IgG-
Antikérper (siehe 2.5) wurden im Verhaltnis 1:100 fir den DYRK1A-IgG-
Antikérper und 1:500 fir den hOCT3-1gG-Antikdrper mit TBST verdinnt. Im An-
schluss wurde die PVDF-Membran 3 Mal fir 10 min in TBST gewaschen und
dann mit dem Zweitantikbrper fir den jeweils passenden Zielorganismus in
1:5000-TBST-Verdlinnung fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die PVFD-
Membran wurde nochmals 3 Mal fir 10 min in TBST gewaschen. Danach er-
folgte die Zugabe von Entwicklungsreagenz nach Vorgabe des Herstellers fir
10 min und die Detektion des Signals mit dem Lumi Imager F1 (Firma Roche
Diagnostics, Basel, Schweiz).

3.9 Immunfluoreszenz-Farbungen

Die Immunfluoreszenz-Farbung ist eine Unterform der Immunzytochemie, bei
der Antigene in Zellen mit einem Antik6érper und verschiedenen Markern sicht-
bar gemacht werden kénnen. Bei der Immunfluoreszenz-Farbung werden die
Antikdrper mit Fluorochromen verbunden, die einstrahlendes Licht absorbieren
und dann in Form von fluoreszierendem Licht emittieren und damit sichtbar ma-
chen (35). Zu den Fluorchromen gehért auch das ,green fluorescent protein®
(GFP), welches nach seiner Entdeckung eines der meist genutzten Proteine in
der Zellbiologie geworden ist (162;172). Unterschieden wird die direkte Immun-
fluoreszenz-Farbung, bei der ein gegen ein spezifisches Epitop gerichteter Anti-
kérper mit einem fluoreszierenden Farbstoff eingesetzt wird, von der indirekten
Immunfluoreszenz-Farbung, bei der ein Erstantikdérper gegen ein Epitop gerich-
tet wird, der anschlieBend von einem Zweitantikdrper, der mit einem fluoreszie-

renden Farbstoff gekoppelt wurde, sichtbar gemacht wird.
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Chemisch gebundenes Fluorochrom

Abbildung 3: Prinzip der sekundaren Immunfluoreszenz. Der Erstantikérper
wird nach Bindung des Antigens seinerseits an seinem Organismusspezifischen
Fc-Fragment durch den Zweitantikbrper gebunden und Uber das Fluorochrom
sichtbar (modifiziert nach (25))

Fir die Immunfluoreszenzfaroung wurden HEK293-Zellen oder TCam-2-Zellen
auf 24-Well-Platten ausgesat und, im Falle der HEK293-Zellen, nach 24 h mit
DYRK1A-Plasmid-DNA und hOCT3-GFP-Tag-Plasmid-DNA transfiziert (siehe
3.3.1). Nach lichtmikroskopisch festgestelltem ausreichendem Zellwachstum
wurden die Zellen nach AbgieBen des Zellmediums 3 Mal jeweils 3 min in PBS
gewaschen und im Anschluss in 4% PFA-LOsung fixiert und fir 10 min bei
Raumtemperatur belassen. Danach wurden die Zellen wiederum 3 Mal jeweils 3
min in PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen fir 3 min mit
0,1% Triton X-100 flr 3 min inkubiert und anschlieBend 3 Mal jeweils 3 min in
PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen in 10%-BSA-Lésung fiir 60 min bei
Raumtemperatur auf den Wippschuttler (WT17, Firma Biometra, Gdttingen,

Deutschland) gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen mit den jeweiligen prima-
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ren Antikdrpern fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 3 Mal jeweils

3 min in PBS gewaschen. Die Zweitantikérper wurden je nach Ursprungsorga-

nismus des Erstantikdrpers gewahlt und 60 min bei Raumtemperatur zu den

Zellen gegeben. AnschlieBend erfolgte die dreimalige Waschung fur jeweils 5

min der Zellen in PBS und die Fixierung mit Cristal-Mount (Firma Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) auf Objekttragern.

Tabelle 21: Fur Immunfluoreszenz-Farbungen verwendete Antikbrper

DYRK1A- Kaninchen | HEK293-Zellen | 1:25 in 1% | Firma Cell
lgG- TCam-2-Zellen | BSA Signaling,
Antikdrper Cambridge,
(polyklonal) UK
hOCT2-1gG - | Maus TCam-2-Zellen | 1:100 in 1% | Firma  AbD
Antikdrper BSA serotec, Ox-
(monoklonal) ford, UK
Alexa Fluor® | Maus TCam-2-Zellen | 1:100 in | Firma BD
647 Mouse 1%BSA Pharmingen,
anti-GM130 New Jersey,
USA
4' 6- HEK293-Zellen | 1:5000 in | Firma  Cell-
Diamidin-2- TCam-2-Zellen | 1%BSA Signaling,
phenylindol Cambridge,
(DAPI) UK

3.10 ASP*-Mikrofluorimetrie-Messungen

Zur Messung des Transports von hOCT3 wurde 4-(4-dimethylaminostyryl)-N-

methylpyridinium (ASP*) eingesetzt, das ein fluoreszierendes Derivat von N-
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Methyl-4-phenylpyridine (MPP™) ist (114). MPP" ist ein neurotoxisches Produkt
der chemischen Synthese des Opiats Pethidin, welches unter anderem durch
das ,dopamin neuronal uptake system” in Nervenzellen aufgenommen wird
(85). ASP* kann als Substrat von Monoamin-Transportern experimentell einge-
setzt werden und wurde auch als Substrat der organischen Kationentransporter
(OCT) in vivo und in vitro mittels fluorometrischer Techniken verwendet
(79;121;141). ASP* wird durch Licht mit 450 nm Wellenldnge maximal angeregt
und hat ein Emissionsmaximum von 550 nm. Sobald ASP* in einen membran-
gebundenen Zustand Ubergeht, andert sich das Emissionsmaximum auf 590
nm, wodurch es maéglich ist, den Transport des Substrates in das Zellinnere
vom freien ASP™ zu unterscheiden (33). Alle Experimente wurden mit dem Fluo-
reszenz-Reader Infinite M200 (Firma Tecan, Mannedorf, Schweiz) durchgefihrt,
wobei mit dieser mikrofluorometrischen Methode der Transport von ASP* in
hOCT3-HEK293-Zellen dynamisch in Echtzeit bestimmt wurde. Die hOCT3-
Zellen wurden auf 96-Well-Platten kultiviert und 24 h nach dem Aussaen gege-
benenfalls mit DYRK1A-Plasmid transfiziert (siehe 3.3.2) und mit Harmin be-
handelt (siehe 3.11). 24 h oder 48 h nach Transfektion und Harmin-Inkubation
wurden die Messungen durchgeflihrt. Das Zellmedium wurde verworfen und die
Zellen wurden vorsichtig 2 Mal mit 100 pl Ringer-Lésung (siehe 2.1) gewaschen
und danach in 100 ul Ringerldsung belassen. Das ASP* wurde in gewlinschter
Konzentration in Ringer-Losung zur spéateren Beflllung der Fluoreszenz-
Reader-Injektoren pipettiert. Die Injektoren des Fluoreszenz-Readers wurden
auf 25 pl -Injektion pro Well mit entsprechend konzentrierter ASP*-Lésung ein-
gestellt, um in den Wells eine ASP*-Konzentration von 1 uM zu erreichen. Es
wurden 25 Messzyklen pro Well durchgefiihrt. Anhand der anfénglichen Stei-
gung des Fluoreszenzsignales wurde die ASP*-Aufnahme in arbitrdren Einhei-

ten bestimmt.
3.11 Behandlung von HEK293-Zellen mit Harmin

Harmin gehdrt zur Stoffgruppe der Harman-Alkaloide, die den B-Alkaloiden zu-
geordnet werden. Die 3 -Alkaloide sind heterozyklische Amine, die aus zykli-
schen Carbonatgruppen mit einer Aminogruppe bestehen (112). Einzelne Sub-
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stanzen der B-Alkaloid-Gruppe sind durch ihre Wirkung sowohl als Agonisten
als auch als inverse Agonisten an der Benzodiazepin-Bindungsstelle des
GABA-A-Rezeptorkomplexes bekannt (173). Ferner kénnen Substanzen der
Harman-Alkaloidgruppe Parkinson-&hnliche Symptomatik mit essentiellem Tre-
mor hervorrufen (112). Die B-Alkaloide werden durch den Kérper endogen pro-
duziert und in gréBeren Mengen auch durch in der Nahrung befindliche tierische
Proteine aufgenommen (15). Harmin ist als eine Substanz dieser Gruppe be-
reits zu Beginn des 20. Jahrhunderts als mdgliches Medikament gegen Malaria
und Morbus Parkinson, bei dem es zu einer Verbesserung des mentalen Status
fihren sollte, eingesetzt worden (37). Harmin findet sich unter anderem in der
Liane Banisteriopsis caapi und der Steppenraute, Peganum harmala (37). Har-
min ist als reversibler Inhibitor der Monoaminooxigenase A bekannt und wird far
hallozinatorische Wirkung bei dem Konsum von Ayahuasca, einem von Heilern
der indigenen Einwohner der Amazonas-Region verwendeten Saft, verantwort-
lich gemacht (64). Harmin wurde bei dieser Arbeit als potenter Inhibitor von
DYRK1A eingesetzt, wobei Harmin bei DYRK1A eine 1C5; von 33 nM in
HEK293-Zellen aufwies; verglichen dazu wies Harmin bei DYRK1B als das dem
DYRK1A strukturahnlichste Enzym eine ICso von 166 nM auf (60). Bei anderen
Isoformen wie DYRK2 und 3 wurde eine 1G5y von 1,9 uM, beziehungsweise
78,8 uM festgestellt (15). Harmin inhibiert nicht nur die Substratphosphorylie-
rung von DYRK1A, sondern auch die Autophosphorylierung an einem Tyr-Xaa-
Tyr-Motiv von DYRK1A, was die Bildung von aktivem DYRK1A verhindert (159).
Fir die Inkubation der hOCT3-HEK293-Zellen in 96-Well-Platten wurde Harmin
nach (60) bei Raumtemperatur unter konstanter Durchmischung in 100% Etha-
nol zur Erzeugung einer 10 mM Lésung gelést. Mit 50% Ethanol (v/v) wurde
dann eine 0,5 mM Stammlésung hergestellt. Diese wurde dann in HEK293-
Medium weiter zur gewilnschten Konzentration von 1 pM verdiinnt und zeit-
gleich mit der DYRK1A-Plasmid-Transfektion auf die 96-Well-Platten mit
hOCT3-HEK293-Platten gegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Transfektion von hOCT3-HEK293-Zellen mit DYRK1A

HEK293-Zellen, die stabil mit hOCT3 transfiziert wurden, sollten flr weitere Un-
tersuchungen transient mit DYRK1A transfiziert werden. Daflr wurden die
hOCT3-HEK293-Zellen mit in den PCDNAG6.F9-Vektor klonierter DYRK1A trans-
fiziert. Um das AusmaB der DYRK1A-Proteinexpression in den hOCT3-
HEK293-Zellen abzuschatzen, wurden die Zellen 12, 24 und 48 h nach Trans-
fektion lysiert. Dann wurde die Proteinexpression und somit der Transfektion-
serfolg mittels SDS-PAGE und Western Blot bestimmt.

Abbildung 4: Western Blot-Analyse von hOCT3-HEK293-Zellen, die
transient mit dem DYRK1A-PCDNAG6.F9-Konstrukt transfiziert wurden: 4
Zellansatze wurden im Western Blot mit DYRK1A-Antikérpern analysiert. In
Spur 1 ist das Zelllysat von mit DYRK1A transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen
12 h nach Transfektion, in Spur 2 24 h nach Transfektion und in Spur 3 48 h
nach Transfektion aufgetragen. In Spur 4 ist das Lysat von mit pcDNAS3.1-
Kontrollvektor transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen aufgetragen. Links die Mo-
lekularmasse von Proteinen in Kilodalton (kDa). Ersichtlich ist DYRK1A mit ei-
ner erwarteten Bande bei knapp unter 90 kDa. Das Signal der DYRK1A-Bande
wird mit zunehmender Zeit starker. In der Kontrolle kommt es hingegen nur zu
unspezifischen Banden.
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4.2 Bestatigung der Interaktion von hOCT3 und DYRK1A

Nachdem durch ein ,mating based Split Ubiquitin System* (mbSUS) eine Inter-
aktion von hOCT3 und DYRK1A festgestellt wurde (3), war ein Ziel dieser Ar-
beit, die Interaktion mit einer anderen Methode als dem mbSUS zu bestatigen.
Hierzu wurde ein Koimmunprazipitation-Verfahren gewahlt, bei dem ein ,Bait-
Protein“ mit ,,Flag-Tag” mit einem ,,Prey-Protein” interagiert und so nachgewie-
sen werden kann. Zuerst erfolgte die Transfektion von DYRK1A in die hOCT3-
HEK293-Zellen unter Kontrolle des Transfektionserfolges (siehe 4.1). Nachdem
dies sichergestellt war, wurden hOCT3-HEK293-Zellen ausgesat, kultiviert und
anschlieBend mit dem DYRK1A-PCDNAG6.F9-Vektorkonstrukt transfiziert. Als
Kontrolle wurden HEK293-Zellen mit dem pcDNAS3.1-Vektor transfiziert und als
weitere Kontrolle wurden ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads*ohne weitere Zellly-
sate verwendet. Entsprechend dem Koimmunprazipitation-Protokoll (siehe
3.7.2) wurden die HEK293-Zellen 24 h nach Aussaat lysiert. Danach wurde
nach Bindung von Flag-Tag-DYRK1A an die ,Anti-Flag™ M2 Magnetic Beads*
gemal Protokoll untersucht, ob das ,Bait-Protein® DYRK1A mit dem ,Prey-
Protein“ hOCT3 interagiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot nachge-

wiesen werden kann.
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Abbildung 5: Koimmunprazipitation von Flag-Tag-DYRK1A und hOCT3
im Western Blot: 3 Zellansatze wurden im Western Blot mit hOCT3-
Antikdrpern analysiert. In Spur 3 wurde das Lysat von PCDNA6.F9-DYRK1A-
transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen nach Koimmunprazipitation aufgetragen.
In Spur 2 wurde das Lysat von pcDNAS3.1-transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen
als Kontrolle aufgetragen. Eine weitere Kontrolle erfolgte mit ,Anti-Flag™ M2
Magnetic Beads” ohne Zelllysate in Spur 1. Rechts ist die Molekularmasse von
Proteinen in Kilodalton (kDa) dargestellt. In Spur 3 ist eine deutliche Bande o-
berhalb der 95 kDa-Bande zu sehen, die in den Negativkontrollen in Spur 1 und

2 nicht zu sehen ist.

4.3 Gemeinsame Expression von DYRK1A und rOCT3 in

Rattenhirn

Durch die Bestatigung der Interaktion von hOCT3 und DYRK1A in der HEK293-
Zellkultur, stellte sich die Frage nach der Interaktion in Zellen, in denen eine
Expression von beiden Proteinen wahrscheinlich ist, um eine physiologische
Interaktion der beiden Proteine nachzuweisen. Daflr wurde Gewebe des Cere-
bellum und der Hypophyse von Ratten gewahlt, in denen die Expression unter-
sucht werden sollte. Eine Gewebeprobe von 20mg wurde aus Cerebellum und
Hypophyse der Ratte enthommen und in jeweils 500 ul Lysispuffer homogeni-
siert. AnschlieBend wurde mittels RT-PCR die Expression der gesuchten Prote-

ine auf MRNA-Ebene nachgewiesen (siehe 3.5.2).

49



4.3.1 Gemeinsame Expression von DYRK1A und rOCT3 in der Hy-
pophyse

Als Primer fir den Nachweis von DYRK1A und rOCT3 in der Hypophyse der
Ratte wurden die Primer DYRK1A HEK-F und DYRK1A HEK-R verwendet, die
ein 299 bp-groBes DNA-Fragment synthetisieren. Zum Nachweis von rOCT3-
MRNA wurden die Primer rOCT3 Real F und rOCT3 Real R benutzt, die ein 726
bp-groBes DNA-Fragment synthetisieren. Als Kontrolle diente der Nachweis von
ubiquitar exprimierter Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-mRNA, die
mittels der rGAPDH-F- und R-Primer bestimmt wurde.

900 bp —
800 bp ——
600bp —

500bp ——
400bp ——

300bp —— e
200bp — e

100bp ——

Abbildung 6: Nachweis von DYRK1A und rOCT3 in der Hypophyse der
Ratte mit Agarosegel-Elektrophorese: In Spur 1 ist das 726 Basenpaar (bp)-
groBe rOCT3-DNA-Fragment zwischen der 700 bp und 800 bp-Marke nach-
weisbar, in Spur 2 ist das 299 bp-groBe DYRK1A-Fragment deutlich nachweis-
bar. In Spur 3 wurde zu Kontrollzwecken das 197 bp-groBe rGAPDH-DNA-

Fragment nachgewiesen.

4.3.2 Gemeinsame Expression von DYRK1A und rOCT3 im Cere-

bellum

Neben der Hypophyse wurde eine weitere Koexpression der beiden Proteine

auch im Cerebellum der Ratte vermutet, da eine starke Expression von
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DYRK1A im Kleinhirn beschrieben worden ist (133). Die RT-PCR erfolgte mit
den Primern DYRK1A HEK-F und DYRK1A HEK-R fir DYRK1A, sowie rOCT3
Real F und rOCT3 Real R fiir rOCT3. Die Kontrolle erfolgte mit dem Nachweis
der GAPDH mit den rGAPDH-F- und R-Primern (siehe auch 4.3.1).

Abbildung 7: Nachweis von DYRK1A und rOCT3 im Cerebellum der Rat-
te mit Agarosegel-Elektrophorese: In Spur 1 ist das 726 bp-groBe rOCT3-
DNA-Fragment knapp unter der 800 bp-Marke nachweisbar, in Spur 2 ist das
299 bp-groBe DYRK1A-Fragment deutlich nachweisbar. In Spur 3 wurde zu
Kontrollzwecken das 197 bp-groBe rGAPDH-DNA-Fragment nachgewiesen.

4.4 Nachweis von DYRK1A und hOCT3 mit RT-PCR in
TCam2-Zellen

Ein Ziel dieser Arbeit war es, DYRK1A und hOCT3 in unterschiedlichen Zellen
gemeinsam nachzuweisen. Unter anderem sollte der Nachweis der Expression
der beiden Proteine in TCam2-Zellen erfolgen, die aus Hodenkrebszellen
stammen (siehe 3.2.1). Mittels der RT-PCR und der passenden Primer sollte die
endogene Expression der Proteine auf mRNA-Ebene gezeigt werden. Dies
wurde mittels RT-PCR nachgewiesen (siehe 3.6.2), indem zuerst die mRNA der
TCam2-Zellen isoliert und dann in cDNA umgeschrieben wurde. Die Vervielfalti-
gung der gesuchten hOCT3- und DYRK1A-DNA erfolgte dann mittels PCR. Mit
den Primern DYRK1A-HEK-F und DYRK1A-HEK-R (siehe 2.7) wurde aus dem
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cDNA-Template der TCam2-Zellen ein 299 bp-groBes Fragment hergestellt,
welches dann durch Agarosegel-Elektrophorese nachgewiesen werden konnte.

300bp — =
200 bp ——

100 bp ——-

Abbildung 8: Nachweis von DYRK1A in TCam2-Zellen: Links die Marker-
angaben in bp dargestellt. In Spur 1 ist das 299 bp-groBe DYRK1A-Fragment
wie erwartet knapp unter der 300 bp-Markerbande zu finden. Daneben in Spur 2
zwischen der 100 bp- und 200 bp-Markerbande die GAPDH-Bande mit einer
erwarteten GréBe von 179 bp.

Fir den Nachweis von hOCT3 wurden die Primer hOCT3-Real3-F und hOCT3-
Real3-R eingesetzt, um ein 431 bp-groBes Fragment aus den TCam2-Zellen zu
gewinnen. Als Kontrolle wurden jeweils die hGAPDH-Real Primer verwendet,
um ein 179 bp-groBes Fragment der GAPDH nachzuweisen Weder hOCT1
noch hOCT2 konnten in TCam2-Zellen auf mRNA-Ebene nachgewiesen wer-
den.
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Abbildung 9: Nachweis von hOCT3 in TCam2-Zellen: Links die Markeran-
gabe in bp dargestellt: In Spur 1 ist das 431 bp-groBe hOCT3-Fragment knapp
Uber der 400 bp-Markerbande lokalisiert. Daneben in Spur 2 zwischen der 100
bp- und der 200 bp-Markerbande die GAPDH-Bande mit der erwarteten Gré3e
von 179 bp.

4.5 Nachweis von hOCT3 in hOCT3-HEK293-Zellen mit
hOCT2-Antikorper

Um DYRK1A und hOCT3 gemeinsam in Zellen per Immunfluoreszenz-
Mikroskopie nachzuweisen, waren spezifische Antikérper notwendig, die aus
verschiedenen Spezies sein mussten, damit sie mit passenden Zweitantikér-
pern voneinander zu unterscheiden waren (siehe 3.9). Da sowohl die in dieser
Arbeit genutzten Antikérper fir DYRK1A, als auch die Antikdrper fir hOCT3
aus dem Kaninchen stammen, war es nicht méglich, diese in der Immunfluores-
zenz-Mikroskopie gemeinsam einzusetzen (siehe 2.11). Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die Spezifitdt des hOCT2-Antikérpers sowohl in Wildtyp-
HEK293-Zellen, als auch bei hOCT3-stabil exprimierenden Zellen per Immun-
fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Es wurden sowohl Wildtyp-HEK293-Zellen,
als auch hOCT3-HEK293-Zellen fir diese Untersuchung verwendet. Die Zellen
wurden auf 24-Well-Platten ausgesat und nach lichtmikroskopisch kontrollier-
tem ausreichendem Wachstum nach 48 h fixiert, mit hOCT2-Antikérper, DAPI
und 488 Goat Anti-mouse-Zweitantikérper inkubiert und anschlieBend auf Ob-
jekttrager verbracht und bei 4°C gelagert (siehe 3.9).
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Abbildung 10: Testung des hOCT2-Antikorpers bei Wildtyp-HEK293-
Zellen: Bei Inkubation von Wildtyp-HEK293-Zellen mit hOCT2-Antikérper las-
sen sich bis auf die Zellkerne, die in blau mittels DAPI dargestellt wurden, keine
Signale mit der konfokalen Mikroskopie detektieren. Der MaBBstab oben rechts:
20 pm.
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Abbildung 11: Testung des hOCT2-Antikorpers bei hOCT3-HEK293-
Zellen: Bei Inkubation von stabil mit hOCT3 transfizierten HEK293-Zellen kann
nach Inkubation mit hOCT2-Antikérper der in den Zellen exprimierte hOCT3 in
der konfokalen Mikroskopie in griin sichtbar gemacht werden. Der Maf3stab o-
ben rechts: 20 um.

4.6 Nachweis von endogenem hOCT3 und DYRK1A in
TCam2-Zellen

Nachdem die gemeinsame Expression von hOCT3 und DYRK1A in TCam2-
Zellen mittels RT-PCR untersucht und festgestellt werden konnte (siehe 4.4)
sollte dann die Visualisierung mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie erfolgen.
Hiermit sollte zum einen eine eventuelle Kolokalisation der beiden Proteine
nachgewiesen werden. Ein weiteres Ziel war es, die intrazellulare Lokalisation
und Verteilung von DYRK1A und hOCT3 in den TCam2-Zellen zu untersuchen.
Die TCam2-Zellen wurden auf 24-Well-Platten mit Deckglaschen ausgesat und
das Wachstum wurde nach 48h unter dem Lichtmikroskop Uberprift. Dann wur-
den die Zellen fixiert und mit DYRK1A-Antikérper, hOCT2-Antikérper und DAPI
inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit den Zweitantikdrpern 488 Goat
Anti-mouse IgG und 594 Goat Anti-rabbitt IgG. AnschlieBend wurden die Zellen
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auf den Deckgléaschen auf Objekttragern verbracht und bei 4°C gelagert (siehe
3.8).
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Abbildung 12: Kolokalisation von DYRK1A und hOCT3 in TCam2-Zellen:
In Aund E sind die Zellkerne blau. In B und F ist hOCT3 griin und in C und G ist
DYRK1A rot. Bei den Fusionsbildern D und H zeigt sich eine Kolokalisation in
gelb. Dx und Hx zeigen die Kolokalisation exemplarisch vergréBert. MaBstébe

unten links 5 pm.
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4.7 Nachweis von hOCT3-GFP und DYRK1A in Wildtyp-
HEK293-Zellen

Die Interaktion von DYRK1A und hOCT3 konnte mittels Koimmunpréazipitation-
Experimenten in hOCT3-HEK293-Zellen bestatigt werden. Danach sollte mit
Fluoreszenz-Mikroskopie die Lokalisation der Proteine in mit DYRK1A- und
hOCT3-transfizierten HEK293-Zellen untersucht werden. Die HEK293-Zellen
wurden auf 24-Well-Platten mit Deckglaschen ausgesat und kultiviert. Nach 24h
erfolgten eine lichtmikroskopische Kontrolle des Zellwachstums und die tran-
siente Transfektion mit dem DYRK1A-PCDNAG6.F9-Konstrukt, sowie mit dem
GFP-hOCT3-Konstrukt. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert und mit DYRK1A-
Antikérper und DAPI inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Zweitan-
tikdrper 594 Goat Anti-rabbitt IgG. AnschlieBend wurden die Zellen auf den
Deckglaschen auf Objekttragern verbracht und bei 4°C gelagert.
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Abbildung 13: Kolokalisation von DYRK1A- und hOCT3 in transient
transfizierten HEK293-Zellen: In A und E die Darstellung der Zellkerne in blau,
in B und F hOCT3 in griin, in C und G DYRK1A in rot und in D und H die Fusi-
onsbilder, in denen sich eine Kolokalisation in gelb zeigt. In DX und Hx vergro-
Berte Ausschnitte der Kolokalisation. MaBstabe in A-D: 15 um; in E-H: 10 um.
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4.8 Hemmung der ASP*-Aufnahme von hOCT3-HEK293-
Zellen durch DYRK1A-Transfektion

Durch die Bestatigung der Interaktion von DYRK1A und hOCT3 mittels Koim-
munprazipitation und der Darstellung der Kolokalisation der Proteine in der Im-
munfluoreszenz-Mikroskopie, sollte dann der Einfluss von DYRK1A auf die
Funktion von hOCT3 untersucht werden. Hierzu wurde mit der mikrofluorimetri-
schen Messung der ASP*-Aufnahme in hOCT3-HEK293-Zellen die Transport-
funktion von hOCT3 untersucht. Um den Einfluss von DYRK1A auf die Trans-
portfunktion zu verifizieren, wurden die hOCT3-HEK293-Zellen transient mit
DYRK1A transfiziert und dann die ASP*-Aufnahme mit der von hOCT3-
HEK293-Zellen, die mit dem Kontrollvektor pcDNAS.1 transfiziert wurden, ver-
glichen. Fur den Versuch wurden hOCT3-HEK293-Zellen kultiviert und in 96-
Well-Platten ausgesat. 24 h nach Aussaat wurden die Zellen lichtmikroskopisch
untersucht und dann mit dem DYRK1A-PCDNAG.F9-Konstrukt oder mit dem
pcDNAS.1-Vektor transfiziert. Nach 48 h erfolgte dann die mikrofluorimetrische

Messung mit dem Mikrofluoreszenz-Reader (siehe 3.10).
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Abbildung 14: Effekt von DYRK1A-Uberexpression auf die ASP*-
Aufnahme von hOCT3-HEK293-Zellen: Abgebildet ist die ASP*-Aufnahme von
DYRK1A-transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen links und von mit dem
pcDNAG.1-Leervektor transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen als Kontrolle rechts.
Die ASP*-Aufnahme ist in willkiirlichen Einheiten (,arbitrary units“ (a.u)) darge-
stellt. Unten dargestellt ist, dass die ASP*-Aufnahme bei DYRK1A-transfizierten
hOCT3-HEK293-Zellen signifikant niedriger gegentber der Kontrolle ist. Die
ASP*Aufnahme in DYRK1A-transfizierten Zellen betragt 36,02, + 2,4, die ASP™
Aufnahme der Kontrollen hingegen betragt 46,7 = 2,3.
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4.9 Aufhebung des ASP*-Aufnahme-hemmenden Effekts
von DYRK1A durch Harmin

Die signifikante Hemmung der ASP*-Aufnahme durch die Transfektion von
DYRK1A-DNA in HEK293-Zellen warf die Frage nach einer Méglichkeit zur Um-
kehr dieses Effektes durch spezifische Inhibitoren auf. Dazu wurde der
DYRK1A-spezifische Inhibitor Harmin gewéahlt. Neben der Frage nach der Um-
kehr des inhibitorischen Effektes von DYRK1A auf die ASP*-Aufnahme, war
eine weitere Frage, ob Harmin nach langerer Inkubation mit den hOCTS3-
HEk293-Zellen eventuell einen gréBeren Effekt zeigt. Um den Effekt von Harmin
auf DYRK1A transfizierte Zellen zu Uberprifen, wurden hOCT3-HEK293-Zellen
kultiviert und in 96-Well-Platten ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen lichtmik-
roskopisch untersucht und dann mit dem DYRK1A-PCDNAG6.F9-Konstrukt tran-
sient transfiziert. Gleichzeitig wurden die Zellen entweder einer 0,1 pM-Harmin-
Konzentration in Ethanol ausgesetzt, oder es erfolgte analog zur Harmin-Gabe
die Zugabe von nur Ethanol in den Wells der 96-Well-Platten. Nach 24 h und 48
h erfolgte die Messung der ASP*-Aufnahme von mit Harmin oder mit Ethanol
inkubierten hOCT3-HEK293-Zellen.
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Abbildung 15: Effekt von Harmin auf die ASP*-Aufnahme von DYRK1A-
transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen: Dargestellt ist die ASP*-Aufnahme von
DYRK1A-transfizierten hOCT3-HEK293-Zellen, die 24 h, oder 48 h mit Harmin
inkubiert wurden. 100% der ASP*-Aufnahme ist der Wert der Ethanolkontrollen.
Ersichtlich ist, dass die Zellen, die 24 h mit Harmin inkubiert wurden, eine Erho-
hung der ASP*-Aufnahme von +45,5 + 13,3, n = 8 zeigen. Nach 48 h zeigt sich
eine weitere Erh6hung der ASP*-Aufnahme von +89,3 + 15,3, n = 16. Die jewei-
ligen Erhéhungen sind, wie unten im Bild angegeben, signifikant unterschiedlich

von den entsprechenden Kontrollen und auch voneinander.
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5 Diskussion

5.1 Interaktion von DYRK1A und hOCT3

DYRK1A ist ein Interaktionspartner von hOCT3, was nach dem ersten Befund in
einem mbSUS (3) in dieser Arbeit durch Koimmunprazipitation-Experimente
bestatigt werden konnte. DYRK1A ist eine Proteinkinase, die ubiquitar vor-
kommt, jedoch in einigen Geweben deutlich starker exprimiert wird als in ande-
ren (43). Zu den Gewebetypen, in denen DRYK1A nach der embryonalen Hirn-
entwicklung besonders stark exprimiert wird, gehdren das Gehirn, dort vor allem
Cerebellum, Hypothalamus und Hirnrinde, und auch Herzmuskelzellen (133).
Auch hOCT3 wird unter anderem in Hirnzellen, aber auch in Herzmuskelzellen
exprimiert (131). Die Gemeinsamkeiten in der Expression konnten in dieser Ar-
beit durch den Nachweis von DYRK1A- und rOCT3-mRNA in der Hypophyse
und dem Cerebellum der Ratte erbracht werden (siehe 4.3). Auch in Hodenzel-
len wird hOCT3 exprimiert, wobei die physiologische Relevanz noch nicht wei-
ter untersucht wurde (131). Interessanterweise wird DYRK1A ebenfalls in Ho-
denzellen, unter anderem Spermienzellen, exprimiert, was eine weitere
gemeinsame Expressionsverteilung von DYRK1A und hOCT3 darstellt (18;149).
Die Lokalisation von DYRK1A wird vorwiegend als nuklear und perinuklear be-
schrieben, beispielsweise in HEK293- und COS7-Zellen (18). Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie neben einer peri-
nuklearen und zytoplasmatischen, auch eine zellmembrandse Lokalisation von
DYRK1A in TCam2-Zellen. In hOCT3-HEK293-Zellen ist die Verteilung von
DYRK1A vorwiegend zytoplasmatisch. Die Verteilung von hOCT3 ist wiederum
in TCam2-Zellen in den Ergebnissen dieser Arbeit vorwiegend zytoplasmatisch
und nicht zellmembrands, was in Anbetracht der transmembrandsen Transport-
funktion von hOCT3 auffallig ist. TCam2-Zellen sind eine Hodenkrebszelllinie,
die Charakteristika von Seminomen in Wachstum und Zellmarkern zeigt
(41;125). Seminome gehéren zu der Gruppe der Keimzelltumoren und stam-
men von embryonalen Keimzellen ab (134). Die Kolokalisation von DYRK1A
und hOCTS3 in dieser Zellreihe und auch die intrazelluldre Lokalisation der Pro-

teine lassen Fragen offen, die in weiteren Experimenten geklart werden mus-

64



sen. So wird vermutet, dass DYRK1A eine Rolle in der Resistenz von Tumorzel-
len spielt, beispielsweise bei Gliomen, Melanomen, Speiseréhrenkrebs und
Pankreaskarzinomen. DYRK1A tragt dazu bei, dass Zellkrebslinien eine erhéhte
Resistenz gegenliber pro-apoptotischen Stimuli aufweist und dass Krebszellen
aggressiv proliferieren und migrieren (8;83). Die Aufnahme von Zytostatika wie
Cisplatin und Oxaliplatin durch organische Kationentransporter ist Gegenstand
vieler Untersuchungen gewesen und ist von Relevanz flr die Erforschung von
Therapie- und Resistenzmechanismen, sowie fir die Entwicklung neuer chemo-
therapeutischer Substanzen (30;166). hOCT3 kann Oxaliplatin, jedoch nicht
Cisplatin, transportieren (186). Es stellt sich daher die Frage, ob die Interaktion
von hOCT3 und DYRK1A zu Resistenzmechanismen beitragt, zum Beispiel
durch eine Veranderung der Transportfahigkeit des hOCT3 flr Zytostatika wie
Oxaliplatin.

5.2 Regulation von hOCT3 durch DYRK1A

Eine Reihe von Regulatoren des hOCT3 wurden bisher identifiziert. Dazu gehé-

ren Calmodulin und Ca®*'/“

calmodulin-dependent protein kinase I, deren
Hemmung zu einer reduzierten Aufnahme von MPP™ fiihrte (119). Daneben be-
wirkt die Inhibition der Phosphodiesterase | eine verminderte Aufnahme von
MPP* durch hOCT3. Die Inkubation von Zellen mit Protein-Tyrosin-
Phosphatase-Inhibitoren und Alkalische-Phosphatase-Inhibitoren reduzierten
die MPP*-Aufnahme. Auch die p56Ick tyrosine Kinase zeigte mit der Reduktion
der Vmax des MPP*-Transports einen Effekt. Fiir Inhibitoren der Serin/Threonin
Phosphatase konnte bisher kein inhibitorischer Effekt auf den MPP*-Transport
gezeigt werden. Zusammenfassend wurde auf einen regulatorischen Mecha-
nismus des hOCT3 mittels Dephosphorylierung und Phosphorylierung ge-
schlossen, wobei der hOCT3 in dephosphoryliertem Zustand aktiv zu sein

scheint (31;119;120).

Die bisherigen Untersuchungen der Regulation von hOCT3 bestatigen die Er-
gebnisse dieser Arbeit dahingehend, als dass es bei DYRK1A-transfizierten

HEK293-Zellen zu einer signifikanten Hemmung der ASP*-Aufnahme kam und
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DYRK1A eine Kinase ist, die die Serin-/Threonin-Reste eines Proteins phospho-
ryliert. Trotz bisheriger Erkenntnisse, dass es bei Serin-/Threonin-
Kinasehemmung zu keinem Effekt auf die MPP*-Aufnahme kam, wird durch die
Ergebnisse dieser Arbeit ein inhibitorischer Effekt der Serin-/Threonin-Kinase
DYRK1A gezeigt. Eine spezifische Hemmung von DYRK1A mit Harmin konnte
die Hemmung der ASP*-Aufnahme durch DYRK1A verhindern und zeigte eine
im zeitlichen Verlauf steigende Zunahme der ASP*-Aufnahme nach 24 h und 48
h. Die Hemmung des hOCT3-Transports durch DYRK1A-vermittelte Phosphory-
lierung steht im Einklang zu den bisher gewonnen Erkenntnissen, dass hOCT3
in dephosphoryliertem Zustand aktiv ist. Denkbar ware aber auch eine Beein-
flussung des hOCT3-Transports durch DYRK1A Uber einen indirekten Weg,
beispielsweise die Phosphorylierung einer anderen Kinase mit anschlieBender
hOCT3-Phosphorylisierung. Da in dieser Arbeit per Immunfluoreszenzmikro-
skopie gezeigt werden konnte, dass die Interaktion von DYRK1A und hOCT3 in
HEK293- und TCam2-Zellen lokalisiert stattfindet und diese Interaktion zu einer
mit Harmin reversiblen ASP*-Aufnahmehemmung flhrte, wird jedoch ein direk-
ter inhibitorischer Effekt von DYRK1A auf hOCT3 wahrscheinlich.

5.3 Mogliche Bedeutung der Interaktion von hOCT3 und
DYRKI1A fiir das Down Syndrom

§

DYRK1A wird wegen seiner Lage auf der ,Down syndrom critical region®
(DSCR) des Chromosoms 21 und seiner Funktion bei der neuronalen Entwick-
lung eine groBe Rolle bei der Pathogenese des Down Syndroms (DS) zuge-
schrieben. Beim DS sind Uber 20 verschiedene Symptome beschrieben, darun-
ter angeborene Herzfehler, friihes Erkranken an Morbus Alzheimer, Leukamien,
angeborene Defekte am Immunsystem und mentale Retardierung (100). Letzte-
re hindert DS-Patienten an einer vollen Teilhabe am sozialen Leben und ist da-
her von groBer Relevanz. Bei DS-Patienten wird ein durchschnittlicher Intelli-
genzquotient von 50 erreicht, wobei interindividuelle Varianzen im Bereich von
30 bis 70 auftreten (165;176). Neben der mentalen Retardation weisen DS-
Patienten Dysfunktionen bei Lernprozessen und der Nutzung von Lang- und
Kurzzeitgedachtnis auf (26;181). Als Ursache der mentalen Retardation bei DS-
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Patienten werden Dysfunktionen und Veranderungen der Neurogenese, neuro-
nalen Differenzierung, Myelinisierung, Dendritogenese und Synaptogenese
vermutet (38;57). Eine weitere mdgliche Erklarung flr die kognitiven und menta-
len Veranderungen bei DS-Patienten kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit
abgeleitet werden. Eine erhdhte DYRK1A-Expression durch die Trisomie 21
wurde in dieser Arbeit durch die transiente Transfizierung von HEK293-Zellen
simuliert. Es zeigte sich eine signifikant verminderte Aufnahme von ASP* durch
hOCT3, sowie eine Aufhebung des DYRK1A-Effektes durch die spezifische
Hemmung mit Harmin. Da eine der wichtigen Funktionen von hOCT3 die Auf-
nahme von Katecholaminen aus dem synaptischen Spalt als ,extraneuronal
monoamine transporter (EMT) ist, kénnte die Hemmung von hOCT3 in einer
erhdhten Katecholaminkonzentration und einer verdnderten Katecholamin-
Homdostase resultieren (66;183). Katecholamine sind neben ihrer gut bekann-
ten Funktion bei sympathischen ,fight-or-flight responses*”auch in der funktiona-
len Integration von verschiedenen Hirnbereichen wie Thalamus und Kortex und
damit auch bei Erregungen und Aufmerksamkeit involviert (36). Auch gibt es
Hinweise, dass das Katecholamin Noradrenalin in der Neurogenese und neuro-
nalen Differenzierung eine Rolle spielt (130;154). Durch die veréanderten Kon-
zentrationen von Katecholaminen aufgrund der Inhibition hOCT3/EMT kénnte
es zu pathologischen Veranderungen bei der Neurogenese und neuronalen Dif-
ferenzierung bei DS-Patienten kommen, die dann zu den DS-Symptomen wie
mentaler Retardation und Dysfunktionen bei kognitiven Prozessen wie Lernen
beitragen.

5.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von hOCT3 und DYRK1A mit
einem Koimmunprazipitation-Verfahren bestatigt und auch mittels Immunfluo-
reszenz untersucht. Die Interaktion konnte als Kolokalisation in TCam2-Zellen
und HEK293-Zellen gezeigt werden. Die funktionale Relevanz der Interaktion
wurde mit mikrofluorimetrischer ASP*-Messungen bestétigt und mit Inhibierung
von Harmin auch als reversibel erkannt. An diese Ergebnisse anknipfende Fra-

gen waren zum einen die molekulare Untersuchung der Interaktion von
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DYRK1A und hOCTS3. Mittels Phosphor-Protein-Staining kénnte der potentielle
Effekt der Phosphorylierung von DYRK1A untersucht werden. Des Weiteren
kénnten sich funktionelle Untersuchungen zur Rolle von hOCT3 und DYRK1A in
TCam2-Zellen anschlieBen. Die Bedeutung der Interaktion bei DS-Patienten
kénnte durch weitere Untersuchungen zu anderen Inhibitoren von DYRK1A,
Katecholamin-Homdostase und therapeutischen Effekten von Harmin weiter

gefuhrt werden.
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9 Anhang

9.1 Vektorkarten

Invitrogen pcDNAG6.F9, modifiziert durch die Arbeitsgruppe Benzing, Freiburg:
Eine Miul Site, Flag- und His-Tag wurden hinzugeftigt.

Flag tag

~ Histag

pcDNA.6.F9.mod Kibra fl.
8453 bp

human Kibra

Not1 (4365)



