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Zusammenfassung
Bedeutung der Aminosduremutationen C322S und C451M fiir die Substrataffinitét
und Regulation des organischen Kationentransporters Typ 1 der Ratte

vorgelegt von Grummich, Oliver

Fiir den Transport organischer Kationen iiber die basolaterale Membran der Epithelzellen der proximalen Nierentubuli
sind organische Kationentransporter (OCT) von Bedeutung. Der organische Kationentransporter Typ 1 der Ratte
(rOCT1) wird im S1 und S2 - Segment der proximalen Nierentubuli exprimiert. Dieser Transporter besteht aus 556
Aminoséuren, 12 Transmembrandoménen (TD), einer groflen extrazelluldren Schleife (zwischen TD 1 und 2) und einer
grofen intrazelluldren Schleife (zwischen TD 6 und 7), welche mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen fiir Kinasen
triigt. Eine Regulation des rOCT1 durch unterschiedliche Kinasen, z.B. PKC, PKA oder die p56™ - Tyrosinkinase, ist
bekannt.

In dieser Arbeit haben wir die Auswirkung der Substitution des Cysteins in der Aminoséurekettenposition 322 (in der
groflen intrazelluldren Schleife) und des Cysteins 451 (am cytosolischen Ende der TD 10) durch Serin bzw. Methionin
einzeln (C322S bzw. C451M) und zusammen (C322S/C451M) auf die Funktion und Regulation des rOCT1 untersucht.
Dazu wurde die Aktivitdit des Transporters, nach seiner stabilen Transfektion in HEK293 - Zellen, iiber die
Geschwindigkeit der zelluldren Aufnahme seines fluoreszierenden kationischen Substrates 4-(4-(Dimethylamino)styryl)-
N-Methylpyridinium (ASP*, 1 uM) mittels Fluoreszenzmikroskopie gemessen.

Wir konnten nachweisen, dass sich die Affinitit bzw. die apparente Affinitdt des Transporters fiir die Kationen ASP",
Tetracthylammonium (TEA™) und Tetrapentylammonium (TPA*) durch die Doppelmutation nicht dndert (Km - Werte:
20 + 1 uM bzw. 35 + 2 pM fiir ASP* und ICso - Werte: 58 £ 4 uM bzw. 67 + 10 uM fiir TEA* und 103 + 3 nM bzw.
168 = 7 nM fiir TPA* beim nativen (WT) bzw. doppelt mutierten Transporter (C322S/C451M)). Eine Proteinkinase C
(PKC) - Aktivierung mit 1 uM 1,2-Dioctanoyl-sn-Glycerol (DOG) fiihrte beim WT zu einer signifikanten Stimulation der
ASP” - Aufnahme (+35 + 10%, n = 10), wihrend eine Inhibition der p56/* - Tyrosinkinase mit 10 pM Aminogenistein
diese signifikant hemmte (-46 = 7%, n = 19). Diese Transporterstimulation durch die PKC war sowohl nach der
Doppelmutation C322S/C451M (-9 £ 12%, n = 8) als auch der Einzelmutation C322S aufgehoben (-4 + 9%, n = 10),
wihrend sie sich nach der Einzelmutation C451M (+28 + 9%, n = 21) weiterhin nachweisen lie. Hingegen dnderte die
Doppelmutation nicht den hemmenden Effekt einer p56/“f - Tyrosinkinase - Inhibition (-52 + 5%, n = 17). Auch hatte die
Doppelmutation weder eine Auswirkung auf die Reduktion des ASP* - Transportes, ausgeldst durch eine Inhibition von
Calmodulin mit 5 pM Calmidazolium (-87 + 2%, n = 12 bzw. -83 + 2%, n = 16 beim WT bzw. C322S/C451M), noch auf
die stimulierende Wirkung des Thiolgruppenmodulators Methylmethanethiosulfonat (MMTS, 1 mM) (+26 + 7%, n = 18
bzw. +26 + 8%, n = 17 beim WT bzw. C322S/C451M). SchlieBlich verringerte sich die apparente Affinitéit fiir TPA*
durch Hemmung von Calmodulin mit 0,1 pM Calmidazolium sowohl beim nativen als auch beim doppelt mutierten
Transporter (ICso - Werte: 103 £ 3 nM bzw. 302 + 22 nM beim WT und 168 £7 nM bzw. 405 + 37 nM beim
C322S/C451M ohne bzw. mit Calmidazolium).

Diese Daten zeigen, dass die Doppelmutation des rOCT]1 in Position C322 und C451 seine Affinitét fiir die untersuchten
organischen Kationen nicht &ndert, wéhrend eine Inhibition des zelluldren Calmodulins mit Calmidazolium die apparente
Affinitdt des Transporters fiir das organische Kation TPA™ verringert. Desweiteren hebt die Mutation des Cysteins 322,
nicht hingegen die des Cysteins 451, die Regulation des Transporters durch die PKC auf, wihrend weder Cystein 322
noch Cystein 451 einen Einfluss auf seine Regulation durch die p56/“ - Tyrosinkinase, Calmodulin und MMTS zu haben

scheinen.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1. Organische Kationen und ihr Transport iiber die Zellmembran

Organische Kationen (OC) sind organische Verbindungen mit permanenter oder
transienter positiver Ladung. Erhidlt ein Molekiil erst durch eine reversible Bindung
eines Protons eine positive Ladung, ist dies vom pK - Wert des entsprechenden
Molekiils und vom pH - Wert des ithn umgebenden Mediums abhingig (Henderson -
Hasselbalch - Gleichung) (83). Zu den organischen Verbindungen, die demnach bei
einem physiologischen pH - Wert von 7,4 vollstindig oder anteilig als Kationen
vorliegen, gehdren sowohl endogene Substanzen, wie z.B. Neurotransmitter (Dopamin,
Serotonin, Noradrenalin, Acetylcholin) (19), als auch rund 40% der in der Klinik ge-
brauchlichen Medikamente (94), z.B. die Antiarrhythmika Lidocain und Disopyramid
(47), der Betablocker Metoprolol (32), das Antibiotikum Trimethoprim, das Anti-
histaminikum Cimetidin (10), das Antiparkinsonmittel Amantadin (39) und das Anti-
diabetikum Metformin (68). SchlieBlich zdhlen auch einige toxische Substanzen, wie
z.B. das Neurotoxin 1-Methyl-4-Phenylpyridinium (68) und das Herbizid Paraquat (24),
dazu. Die Struktur ausgewdhlter OC ist in Abb.1 dargestellt.

Da die Permeabilitit der Zellmembran fiir geladene Molekiile gering ist, bedarf es flir
den Transport positiv geladener organischer Verbindungen in die Zelle hinein bzw. aus
ithr heraus spezieller Hilfsstrukturen. Diese Rolle iibernehmen unterschiedliche mem-

brandse Transportsysteme (84).
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Abb.1. Darstellung der Strukturformel ausgewéhlter organischer Kationen. Die Kationen auf
der linken Seite wurden in dieser Doktorarbeit verwandt.
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2.2. Klassifikation der OCT

Membrangebundene Transportproteine werden, in Abhédngigkeit von ihrer Funktions-
weise, eingeteilt in: 1.) Ionenkanéle, 2.) Wasserkanéle, 3.) lonenpumpen, 4.) ABC -
Transporter und 5.) Solute Carrier (SLC) (50).

Die SLC bilden die Gruppe mit den meisten Mitgliedern. Sie arbeiten entweder als
Ionen - gekoppelte Symporter oder Antiporter, oft unter Ausnutzung eines Natrium-
konzentrationsgradienten, oder als Uniporter, angetriecben nur vom Konzentrations-
gradienten des zu transportierenden Substrates und/oder dem Membranpotential. Im
Gegensatz zu lonenkanilen binden die Transporter ihr Substrat auf der einen Zellmem-
branseite, durchlaufen eine Konformationsinderung und entlassen es wieder auf der
anderen Membranseite (Alternating - Access - Modell) (1, 2). Zu den Substraten der
verschiedenen SLC gehdren neben organischen/anorganischen lonen beispielsweise
auch Zucker und Vitamine. Anhand ihrer Aminosduresequenzhomologien teilt man die
SLC zurzeit in 55 Genfamilien (SLC1 - 55) ein (49). Der in dieser Doktorarbeit unter-
suchte organische Kationentransporter Typ 1 der Ratte (rOCT1) gehort zur SLC22 -
Familie (SLC22A1). Einen Uberblick aller Mitglieder dieser Transporterfamilie des
Menschen gibt Abb.2.
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Abb.2. Ubersicht der SLC22 - Familie des Menschen. hFLIPT1/2 = human fly - like putative
transporter, hURAT1 = human urate transporter, hUST3 = hOAT7, BOIT/BOCT = brain - type
organic cation transporter, hOCTL1/2(hORCTL3/4) = human organic cation transporter like,
hOCTL1 = hORCTL3 = hOAT10. Ein hOCTN3 konnte beim Menschen bisher noch nicht
nachgewiesen werden (aus Koepsell H und Endou H, 2004 (75)).

Demnach zdhlen zu dieser Familie nicht nur die organischen Kationentransporter
(OCT), sondern auch die organischen Kationen/Carnitintransporter (OCTN), die
organischen Anionentransporter (OAT) und der Urattransporter (URAT1) (75).

Einige Eigenschaften haben die meisten Mitglieder der SLC22 - Familie gemeinsam,
ndmlich ihre Poylyspezifitit, 12 alpha - helikale Transmembrandoménen (TD), eine
grofle glykosylierte extrazelluldre Schleife zwischen TD 1 und TD 2, eine grof3e
intrazelluldre Schleife zwischen TD 6 und 7 und einen zum Cytosol gerichteten N - und
C - Terminus (75). Drei unterschiedliche Subtypen des OCT (OCT1 - 3) konnten bisher
bei verschiedenen Spezies nachgewiesen werden: der rOCT1 (44), rOCT2 (97) und
rOCT3 (61) bei der Ratte, der mOCT1 (115), mOCT2 (90) und mOCT3 (132, 141) bei
der Maus und der hOCT1 (40, 142), hOCT2 (40) und hOCT3 (46, 132) beim Menschen.
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AuBerdem sind beim Kaninchen der rbOCT1 (123) und rbOCT2 (146) und beim
Schwein der pOCT2 (45) bekannt.

Uber die oben genannten Eigenschaften aller Mitglieder der SLC22 - Familie hinaus
haben die OCT - Subtypen weitere gemeinsame Merkmale, ndmlich einen elektrogenen,
vom Membranpotential abhingigen Kationen - Transport in beide Richtungen der
Plasmamembran, welcher Na™ und pH - unabhingig ist (76). Diese Ahnlichkeiten sind
mit ithren Aminosduresequenzhomologien erkldrbar. So stimmt die Sequenz zwischen
hOCT1 und hOCT2 zu 70% iiberein (75) und die zwischen hOCT1 und hOCT3
immerhin noch zu 50% (141). Als Ursache der Uberschneidungen in der Amino-
sdurefolge ist ein gemeinsamer genetischer Ursprung wahrscheinlich. Den Stammbaum
der humanen OCT zeigt ebenfalls Abb.2. Darauf ist zu erkennen, dass z.B. der
phylogenetische Abstand zwischen hOCT1 und hOCT3 groBer ist als jener zwischen
hOCT1 und hOCT2, was sich in der o.g. geringeren Aminosduresequenziiberein-
stimmung widerspiegelt. Es wird vermutet, dass in der Phylogenese die OCT - Subtyp-
gene durch Duplikationen eines ,,Ur* - Kationentransportergens mit nachfolgenden
mutagenen Modifikationen der Genkopien entstanden sind. Da so gewissermaflen auf
ein einmal bewihrtes Gen zurilickgegriffen werden konnte, mussten die verschiedenen
Subtypen nicht immer wieder vollig neu evolviert werden. Uber die allgemeine
Héufigkeit solcher Genduplikationen und das weitere Schicksal von Genkopien im
Laufe der Evolution publizierten Lynch M. und Conery J.S. im Jahr 2000 eine
vielbeachtete Arbeit (86). Dementsprechend befinden sich die Gene des hOCTI,
hOCT2 und hOCT3 auf dem Chromosom 6 des Menschen auch in unmittelbarer Nihe,
kommen also geclustert vor (132, 34). Solche Gencluster existieren beim Menschen
ebenfalls bei den Genen der Alpha -, Beta - und Gammapolypeptidkette des Fibrinogens
(59) und bei denen der Beta - Globin - Familie des Himoglobins (38). Wéhrend sie
beim Menschen auch bei den meisten anderen Mitgliedern der SLC22 - Familie
vorkommen, sind sie allerdings bei den anderen Transporterfamilien und bei den
homologen Formen der Invertebraten eher selten (33, 34). Da die jeweiligen
Paarmitglieder zwar &hnliche Transporteigenschaften, aber nicht identische
Substratspezifitdten haben, konnte ihre Entstehung eine phylogenetische Anpassung an
komplexer gewordene Umweltbedingungen und damit an eine groBlere Vielfalt von zu

transportierenden endogenen und exogenen organischen lonen sein.
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Das Gen des in dieser Arbeit untersuchten rOCT1 konnte mittels der ,,Fluoreszenz - in -
situ - Hybridisation* (FISH) auf dem langen Arm des Chromosoms 1 in Position 1q11-
12 nachgewiesen werden (72).

Erwdhnenswert ist noch, dass verschiedene Transportersubtypen nicht immer durch
verschiedene Gene kodiert werden miissen. So werden zunehmend Varianten entdeckt,
die durch , Alternatives - Splicen* entstehen. Einer splice - Variante des rOCT],
genannt rOCT1A, fehlen zwar als Folge des Verlustes eines Exons die ersten beiden
Transmembrandoménen, sie zeigt in vitro aber trotzdem dhnliche funktionelle
Eigenschaften wie der rOCT1 (143). Hingegen ist hOCT2A, eine bekannte splice -
Variante des hOCT2 (siehe Abb.3), nur noch zu 81% mit dem nativen Protein identisch
und differiert mit diesem auch in der Substrataffinitit und der Organverteilung seiner
mRNA (130). Somit ergibt sich allein schon durch das ,,Alternative - Splicen” von
Transportergenen eine Moglichkeit der Anpassung der Transportleistung fiir organische

Kationen an die spezifischen Bediirfnisse der sie exprimierenden Organe.

2.3. Organlokalisation der OCT

Die Organlokalisation der OCT - Subtypen ist innerhalb einer Spezies unterschiedlich.
So findet man den hochsten mRNA - Gewebespiegel des rOCT1 in der Niere, eine
geringere Genexpression hingegen in Leber, Darm, Haut und Milz (44, 119).
Subzellulér liel sich das rOCT1 - Protein in der basolateralen Membran sowohl der
Epithelzellen des S1 - und S2 - Segmentes der proximalen Nierentubuli (60, 121) als
auch der Enterozyten des Diinndarms (74) nachweisen. In der Leber wurde es in der
sinusoidalen Membran der Hepatozyten detektiert (89). Auch fiir die mRNA des rOCT2
wurde in der Niere die groflite Menge gemessen, wihrend sie sich in anderen Organen
kaum nachweisen liel (97, 119). Renal ist das rOCT2 - Protein in der basolateralen
Membran der Epithelzellen des S2 - und S3 - Segmentes der proximalen Tubuli
lokalisiert (60, 121). Fiir die mRNA des rOCT3 fand sich hingegen eine weiter
gefiacherte Gewebsverteilung mit den groflten Mengen in der Plazenta (61). Zusétzlich
konnten seine Transkripte in BlutgefiBen, Thymus, Haut (119), Darm, Herz, Niere,

Lunge (61), oberen cervicalen Ganglion (79), Zerebellum, Cortex cerebri und
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Hippocampus (140) nachgewiesen werden. In der Niere wird das rOCT3 - Protein in
den proximalen und distalen Tubuli exprimiert (125). Vergleicht man die mRNA -
Mengen der Subtypen in der Niere untereinander, so ergibt sich bei der Ratte folgende
Reihenfolge: rOCT2 >rOCT1 >rOCT3 (127, 119, 125).

Die molekularen Ursachen dieser differierenden Organexpression der OCT - Subtypen
konnen sowohl in ihrer Transkription als auch Translation liegen. So ist z.B. das
isolierte Vorkommen des mURATT, ebenfalls ein Mitglied der SLC22 - Familie (siehe
Abb.2), in den proximalen Tubulusepithelzellen der Mausniere auf das Vorkommen des
heterodimeren Transkriptionsfaktors HNF 1 alpha/beta und auf das spezifische
Methylierungsmuster seines Genpromotors in diesen Zellen zuriickzufithren (66). Da
die Promotorregion des mURAT]1 - Gens in den Zellen des Nierencortex der Maus im
Vergleich zu anderen Organen hypomethyliert ist, konnte dies seine starke Expression
in den proximalen Nierentubuli erkldaren. Dementsprechend konnten Aoki et al. nicht
nur nachweisen, dass der Promotor des vorwiegend in der Niere vorkommenden hOCT?2
ein gewebsspezifisches Methylierungsmuster besitzt, sondern auch, dass eine
experimentelle Hypermethylierung zu einer Hemmung der Aktividt dieses Promotors
und seiner Bindung des Transkriptionsfaktors USF1 fiihrt (6). Beispiele fiir eine
Regulation der Transporterverteilung iiber die Translation liefern, zumindest innerhalb
eines Organes, die Ergebnisse aus dem Vergleich der Verteilung seiner mRNA mit
seinem Protein. So konnte mittels ,,in - situ - Hybridisation* die mRNA des rOCT1 und
rOCT2 zwar in allen 3 Segmenten des proximalen Tubulus’ der Rattenniere
nachgewiesen werden, das Protein des rOCT1 allerdings vorwiegend im S1 - und S2 -
Segment und das des rOCT2 im S2 - und S3 - Segment (60). Eine dhnliche differente
Verteilung des Transkriptions - und Translationsproduktes fiir den rOCT1 findet man
auch in der Leber. Seine mRNA ist zwar in allen Hepatozyten des Leberldppchens
enthalten, sein Protein allerdings nur in Hepatozyten, die um die Zentralvenen herum
angeordnet sind (89).

Unabhéngig vom jeweiligen Mechanismus ldsst diese unterschiedliche Gewebsver-
teilung der Transportersubtypen vermuten, dass neben den oben genannten Gemeinsam-
keiten auch funktionelle Unterschiede zwischen ihnen existieren miissen, da allgemein
die Anforderungen an den Transport von Substanzen organabhdngig verschieden sind.

Z.B. haben zwar sowohl die Leber als auch die Niere eine Ausscheidungsfunktion, die
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physiko - chemischen Eigenschaften der zu eliminierenden Substanzen entscheiden aber
unter anderem dariiber, liber welches der beiden Organe sie bevorzugt ausgeschieden
werden (35, 36). So wird z.B. beim Menschen und bei der Ratte das organische Kation
Procainamid {iberwiegend iiber die Nieren (67%) und nur zu einem geringen Anteil liber
die Galle (9%) ausgeschieden (35). Dies konnte mit der o.g. unterschiedlichen
Ausstattung beider Organe mit verschiedenen OCT - Subtypen erkldrt werden. Ein
solches unterschiedliches Expressionsmuster von membrandsen Transportproteinen
zwischen den Organen gibt es nicht nur fiir die OCT. Es konnte bereits fiir eine ganze
Reihe anderer Transporter nachgewiesen werden, und teilweise spricht man deshalb
auch von ,,organspezifischen Transportern (52, 96). Die funktionellen Unterschiede der
OCT - Subtypen werden spéter noch niher erldutert.

Es sei noch erwdhnt, dass auch derselbe Subtyp bei verschiedenen Spezies eine
unterschiedliche Organverteilung besitzen kann. So wird beim Menschen der OCTI1
vorwiegend in der Leber transkribiert (40, 6), der OCT1 der Ratte hingegen vorwiegend
in der Niere (s.0.). Solche Unterschiede in der mRNA - Expression identischer
Subtypen zwischen den Spezies sind mittlerweile fiir eine ganze Reihe von Transportern
bekannt und sollten bei der Nutzung von Tiermodellen in der Forschung beachtet
werden (52). Wegen dieser ungleichen Verteilung verwundert es nicht, dass es auch
funktionelle Abweichungen zwischen den homologen OCT - Formen der verschiedenen

Spezies geben muss. Hierauf gehe ich zu einem spéteren Zeitpunkt noch niher ein.

2.4. Funktionelle Bedeutung der OCT

Aufgrund ihrer starken Expression in den Ausscheidungsorganen Niere, Leber und
Darm lag die Vermutung nahe, dass die OCT an der Elimination endogen bzw. exogen
zugefiihrter organischer Kationen aus dem Korper beteiligt sind. Bereits in den 40er -
Jahren des vergangenen Jahrhunderts vermutete man wegen seiner schnellen renalen
Ausscheidung nach i.v. Applikation, dass das organische Kation TEA™ in der humanen
Niere nicht nur glomerulér filtriert, sondern auch tubuldr sezerniert wird (109). Die
proximalen Tubuli konnten dann spéter in vivo beim Hund mittels der sog. ,,Stop - flow

Technik® (110) und in vitro beim Kaninchen nach Isolation der Tubuli als Ort der
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TEA" - Sekretion verantwortlich gemacht werden. Da der tubulidre TEA® - Transport
auch eine Sattigung zeigte und durch ein zweites Kation inhibierbar war, schlussfolgerte
man, dass er transportervermittelt sei, ohne dass der eigentlichen Transporter bis dahin
bekannt war (112). Die Zellkulturtechnik ermdglichte spiter, die Transportprozesse flir
organische Kationen auch direkt an proximalen Tubulusepithelzellen der Niere (z.B.
LLC - PK; - Zellen) zu untersuchen (37). Durch Membranvesikelpraparationen konnte
schlieBlich sogar der Kationentransport iiber die apikale und basalolaterale Membran
der Zellen getrennt gemessen werden (111). Denn bei ihrer Sekretion in das
Tubuluslumen miissen Kationen mindestens zwei Membransysteme iiberwinden,
ndmlich das basolaterale und apikale der Tubulusepithelzellen. Dabei vermitteln die
OCT (z.B. der rOCT1 bei der Ratte oder der hOCT2 beim Menschen) im proximalen
Nierentubulus aufgrund ihrer Lokalisation in der basolateralen Zellmembran den ersten
Schritt, also den Transport vom Interstitium in die Zellen hinein. Den zweiten Schritt,
ndmlich den Transport wieder aus der Zelle heraus in das Tubuluslumen,
bewerkstelligen dann verschiedene andere Transportersysteme in der apikalen
Membran. Dazu gehoren z.B. Protonen/Kationen Antiporter oder das P - Glykoprotein
(76). Da organische Kationen in der Niere nicht nur sezerniert, sondern auch
reabsorbiert werden und die OCT potentiell bidirektional arbeiten kdnnen (die Richtung
bestimmt der elektro - chemische Gradient), sind sie auch an deren Reabsorption aus
dem Primirharn beteiligt. Einen Uberblick iiber die Transportprozesse fiir organische

Kationen im proximalen Tubulus der Niere des Menschen gibt Abb.3.



Einleitung

luminal basolateral
oc* 1
=D oo
H* oder OC* s ocr2 )
ocCt
oc*
MATE1
H+
ocC* - oc*
MATE2-K OCT2A)
H* oc*
OC?
Nat + Carnitin
oder OC* —— OC*
oc*

Abb.3. Darstellung der Membrantransportprozesse fiir organische Kationen im proximalen
Nierentubulus des Menschen. Die roten Pfeile stehen fiir die Sekretion ins Tubuluslumen, die
griinen Pfeile fiir die Reabsorption ins Interstitium. Im Gegensatz zur Ratte ist beim Menschen
der Subtyp OCT1 vorwiegend in der Leber lokalisiert und daher nicht dargestellt. OCT2A ist
eine Splice - Variante des OCT2 (siche Text). MATE1 (multidrug and toxin extrusion) und
MATE2-K sind sekundir aktive Protonen/Kationen - Antiporter. OCTNI (novel organic cation
transporter) und OCTN2 sind Carnitintransporter, die auch organische Kationen transportieren
konnen. MDRU1 ist das primér aktiv arbeitende multidrug resistant protein. OC™ steht fiir organic
cations (aus Koepsell H et al., 2007 (76)).

Die Bedeutung der OCT fiir die Ausscheidung exogen zugefiihrter bzw. endogen
gebildeter Substanzen durch die Niere wird dann am deutlichsten, wenn man die Folgen
threr gezielten Ausschaltung untersucht. So zeigten fiir den mOCT1 und den mOCT2
doppelt - ausgeknockte Mause zwar weder phénotypische Auffilligkeiten noch eine
verdnderte Lebensdauer. Gegeniiber den Kontrolltieren lie sich aber ein hdherer
Plasmaspiegel fiir das von auBen zugefiihrte Kation TEA™, bei gleichzeitigem Verlust
der renalen TEA™ - Sekretion, nachweisen (57). Dementsprechend zeigte auch das

Rattenmodell fiir Diabetes mellitus (nach Zerstérung der Beta - Zellen des Pankreas
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durch i.v. Applikation von Streptozotocin), bei dem sich eine verminderte renale Ex-
pression von rOCT1 und rOCT2 nachweisen lieB3, eine reduzierte renale Clearance des
kationischen endogenen Metaboliten N - Methyl - Nicotinamid (NMN™). Interessanter-
weise konnte die Gabe des klinisch zur medikamentdsen Nephropotektion eingesetzten
ACE - Hemmers Ramipril dieses verhindern (124).

Hinsichtlich der Bedeutung der OCT fiir die Ausscheidungsfunktion der Leber zeigten
Mause, bei welchen isoliert der mOCT1 ausgeknockt wurde, eine um den Faktor 2,5
reduzierte bilidre Ausscheidung des i.v. applizierten Kations TEA". Da der OCT1 in der
Leber in der sinusoidalen Membran der Hepatozyten lokalisiert ist (s.0.), war dies
wahrscheinlich Folge einer reduzierten Aufnahme aus dem Plasma in die Leberzellen.
Dementsprechend konnte auch ein um den Faktor 4 reduzierter Gehalt an TEA™ im
Leberhomogenisat nachgewiesen werden (56). Eine Funktionsdnderung des OCT1 wirkt
sich in der Leber also nicht nur auf die bilidre Sekretion organischer Kationen aus,
sondern ebenso auf deren Konzentration und damit Wirkung in den Leberzellen selbst.
Dies konnte auch fiir das orale Antidiabetikum Metformin gezeigt werden. Metformin
senkt den Glukose - Plasmaspiegel unter anderem durch eine Hemmung der
Glukoneogenese in den Hepatozyten (92, 69) und wird iiber die Niere durch Filtration
und Sekretion ausgeschieden (68). Seine schwerwiegendste Nebenwirkung ist eine
Laktazidose, ausgeldst durch die Inhibition der Atmungskette (92, 98). Deshalb wurde
Phenformin, ein Wirkstoff aus der gleichen Substanzklasse, bereits in den 1970er -
Jahren vom Markt genommen. Experimente mit transfizierten Zellen erwiesen, dass
Metformin beim Menschen ein Substrat aller drei bisher bekannten Subtypen des OCT
ist, ndmlich der hepatischen Isoform hOCT1 (117, 95), der renalen Isoform hOCT2 (68)
und der Isoform hOCT3 (95). Versuche mit OCT1 - knock - out Méusen bestétigten
dann die Schliisselrolle dieses Transporters fiir die Metforminwirkung auf die
Leberzellen. Verglichen mit Wild - Typ Tieren zeigten diese ndmlich sowohl eine
reduzierte hepatische Aufnahme von Metformin (136, 117) als auch eine verminderte
Blutzuckersenkung nach Metformingabe (117). AuBBerdem war das Laktazidoserisiko
reduziert (137). Klinische Untersuchungen an Menschen mit bestimmten
Polymorphismen im Gen des hOCT1 (R61C, G401S, 420del, G465R), die in der
Zellkultur eine erniedrigte Funktion zeigten, wiesen dementsprechend ebenfalls eine

verminderte Metforminwirkung auf den Blutglukosespiegel im oralen Glukosetoleranz-
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test nach. Das hOCT1 - R61C Allel besitzt dabei immerhin eine Haufigkeit von 7,2%
bei Amerikanern europdischer Abstammung (117). Diese Ergebnisse belegen die
Bedeutung des hOCT]1 fiir die Aufnahme von Metformin in die Leberzellen und damit
seine blutzuckersenkende Wirkung. Sie liefern auch eine mdgliche Erklarung fiir den
schon lange bekannten, individuell unterschiedlichen Metformineffekt beim Menschen.
So zeigten z.B. in einer klinischen Studie 34% der Diabetiker unter einer Metformin -
Monotherapie einen unzureichenden Abfall des Niichtern - Blutzuckerspiegels unter den
in dieser Studie vorgegebenen Zielwert von 6,7 mmol/l (51).

Die funktionelle Bedeutung der im Darm exprimierten OCT konnte ebenfalls schon
teilweise aufgeklart werden. So zeigten fiir den mOCT1 ausgeknockte Méuse eine um
50% reduzierte Ausscheidung des experimentell i.v. zugefiihrten TEA™ in den Diinn-
darm (56). Da die OCT potentiell bidirektional arbeiten konnen, ist ihre Beteiligung
auch an der intestinalen Absorption, z.B. von oral zugefiihrten Medikamenten, mdglich.
So fiihrte eine zeitgleiche Applikation des Sympathomimetikums Etilefrin oder des
Anticholinergikums Atropin mit dem bekannten OCT - Substrat MPP" zu einer
Inhibition von dessen Aufnahme in Zellen der humanen intestinalen Tumorzelllinie
Caco - 2 (91). AuBBerdem lieB sich die mRNA aller 3 Subtypen des OCT mittels RT -
PCR in Caco - 2 Zellen nachweisen. Die Affinitdt von Transportersubtypen kann
durchaus unterschiedlich sein (s.u.). Da das AusmaB der Inhibition der MPP" -
Aufnahme in die Caco - 2 Zellen durch die o.g. Medikamente dhnlich der von isoliert
mit hOCT3 transfizierten Zellen ist, wurde in der gleichen Studie postuliert, dass
Etilefrin und Atropin vor allem mit dem hOCT3 - Subtyp interagieren. Die mit hOCT3
transfizierten Zellen zeigten aullerdem eine signifikant hohere zelluldre Aufnahme
beider Medikamente im Vergleich zu nicht transfizierten Kontrollzellen. Das bedeutet,
dass diese Medikamente den Kationentransport des hOCT3 nicht nur hemmen, sondern
auch selbst von ihm transportiert werden. Da sich schlie8lich immunhistochemisch eine
starke hOCT3 - Proteinexpression nicht nur in den Caco - 2 Zellen, sondern auch in der
apikalen Membran der Enterozyten aus normalen menschlichen Jejunum nachweisen
lieB, konnte der hOCT3 also an der intestinalen Medikamentenabsorption beteiligt sein
91).

Die OCT sind aber nicht nur in den Ausscheidungsorganen funktionell relevant. So

wiesen Wu X et al. die mRNA des OCT3 bei der Ratte (140) und beim Menschen (141)

12



Einleitung

auch im Gehirn nach. Bei den Nagern wird er dort z.B. in den osmosensitiven
circumventrikuldren Organen Area postrema und Subfornicales Organ und zusétzlich in
dem fiir die Osmoregulation zustdndigen Hypothalamus exprimiert. Tatséchlich zeigten
OCT3 - defiziente Miuse nach einem 24 - stliindigen Durstversuch gegeniiber den
Kontrolltieren eine gesteigerte Salzaufnahme (133).

Ferner fiihrte eine flinftigige intraperitoneale Metamphetamingabe bei Ratten zu einer
Downregulation des rOCT3 im Gehirn, in der Niere und in der Lunge mit einer vermin-
derten renalen Ausscheidung, einem erhohten Plasmaspiegel und einer erhdhten Met-
amphetaminkonzentration im Gehirn nach seiner erneuten i.v. Gabe nach einem 21 -
tagigen freien Intervall. Dies war mit einer gesteigerten motorischen Aktivitit
gegeniiber Kontrolltieren ohne diese vorherige fiinftigige Sensibilisierungsphase
assoziiert (70). Eine direkte Wechselwirkung von Metamphetamin mit dem rOCT3 ist
bekannt (140). Interessanterweise kennt man auch Polymorphismen des hOCT3 - Gens,
die signifikant haufiger bei Menschen mit einer gleichzeitigen Metamphetaminab-
hingigkeit und Abhingigkeit gegeniiber weiteren Drogen auftreten als bei Menschen
mit einer alleinigen Metamphetaminabhéngigkeit (7).

SchlieBlich scheinen die OCT auch fiir die Wirkungen und Nebenwirkungen von
Tumormedikamenten wichtig zu sein. Z.B. transportiert der in der Niere exprimierte
hOCT?2 auch das Zytostatikum Cisplatin und spielt daher moglicherweise eine Rolle bei
dessen bekannter Nephrotoxizitit. Da durch eine gemeinsame Applikation von Cisplatin
mit einem weiteren Substrat dieses Transporters (Cimetidin) die Apoptoserate bei mit
dem hOCT?2 transfizierten HEK293 - Zellen reduziert wird (26), ldsst sich die in der
klinischen Praxis ausgenutzte Reduktion der Nephrotoxizitdt von Cisplatin durch eine
Koapplikation mit Cimetidin und Verapamil (118) mit einer kompetetiv verminderten
zelluldren Cisplatin - Aufnahme erkldren. Ob auch die eigentlich gewiinschte Aufnahme
des Zytostatikums in die Zellen des Tumorgewebes durch den gleichen Transporter
erfolgt und durch ein solches Vorgehen ebenfalls beeinflusst wiirde, muss fiir jedes
Medikament und fiir jede Tumorart getrennt entschieden werden. Zwar konnte bei
zahlreichen Cisplatin - sensiblen humanen Tumorzelllinien bisher keine OCT - mRNA
gefunden werden (29), andere Tumorzelllinien und auch bestimmte Arten von nativen
Tumorgewebe exprimieren aber durchaus OCT bzw. iliberexprimieren diese sogar. Z.B.

konnte eine Uberexpression des hOCT2 - Proteins in Zellen der intestinalen
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Tumorzelllinie Caco - 2 gegeniiber Diinndarmenterozyten nachgewiesen werden (91).
AuBerdem fand sich die mRNA des hOCT1 auch in 6 weiteren Kolonkarzinom -
Zelllinien und die des hOCT2 zwar nicht in gesundem Kolongewebe, aber in 11 von 20
Gewebsproben von Kolontumorpatienten. Eine Inkubation von Kolonkarzinom - Zell-
linien mit dem Zytostatikum Oxaliplatin, zusammen mit dem OCT - Inhibitor
Cimetidin, reduzierte die zytotoxische Wirkung von Oxaliplatin, wahrscheinlich durch
eine dadurch bedingte Hemmung seiner Aufnahme in die Zellen (145). Dementspre-
chend konnte auch die Resistenzentwicklung von Osophaguskarzinomzellen wihrend
einer Cisplatin - Chemotherapie mit einer verminderten zelluliren Aufnahme dieses
Chemotherapeutikums als Folge einer geringeren Expression von hOCT1 erklart wer-
den (82). Ein reduziertes mRNA - Level von hOCT]1 in Cisplatin resistenten Osopha-
guskarzinom - Zelllinien ist bereits nachgewiesen worden, und eine experimentelle
Inhibition der Expression von hOCT1 durch interferrierende RNA reduziert die Apop-
toserate von Cisplatin - sensiblen Zellen (82).

Anhand dieser wenigen Beispielen sieht man, dass ein genaues Verstdndnis der
Struktur, Funktionsweise und Regulation der OCT von groer Bedeutung ist. Es soll
daher im Folgenden auf die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse auf diesem

Gebiet ndher eingegangen werden.
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2.5. Struktur des rOCT1

Ein zweidimensionales Strukturmodell des rOCT1 ist in Abb.4 dargestellt.

O CaMKII — Stellen (T237, S334, T348, S537) D Tyrosinkinase — Stellen (Y545)

A PKC — Stellen (8286, $292, T296, $328, T550) [:] Interaktionsstelle Calmodulin (D172 - K177)

Abb.4. Zweidimensionales Strukturmodell des rOCT1. Die drei mdglichen Glykosylierungs-
stellen in der grofen extrazelluldren Schleife (Forken) und die potentiellen Phosphorylierungs-
stellen der Proteinkinase C, der p56' - Tyrosinkinase, der Ca**/Calmodulin - abhingigen
Proteinkinase II (CaMKII) am rOCT]1 sind ebenfalls abgebildet. AuBerdem sind die vermutete
direkte Interaktionsstelle des Calmodulins mit dem Transporter und die in dieser Arbeit
untersuchten Cysteine 322 und 451 markiert (modifiziert nach Ciarimboli et al., 2005 (27)).

Zu erkennen sind die 12 alpha - helikalen Transmembrandoménen (TD), die grofle
glykosylierte extrazelluldre Schleife zwischen TD 1 und TD 2, die groBe intrazellulire
Schleife zwischen TD 6 und TD 7 und die intrazelluldr lokalisierten N - und C -
Termini des Transporters als gemeinsame Kennzeichen aller Mitglieder der SLC22 -

Familie (s.0.). Zusitzlich sind die, basierend auf der Aminosduresequenz des
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Transporterproteins, vermuteten Phosphorylierungsstellen der PKC, der p56'c -
Tyrosinkinase und der Ca?"/Calmodulin - abhingigen Proteinkinase II (CaMKII) am
rOCT1 markiert (URL http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/ (abgerufen am
15.04.2015)). Die potentielle direkte Interaktionsstelle des Calmodulins ist ebenfalls
dargestellt (URL http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/flash.htm (abgerufen am
31.03.2015)). Hervorgehoben sind auflerdem das Cystein 322 in der groflen
intrazelluldren Schleife zwischen TD 6 und TD 7 und das Cystein 451 in der TD 10, die
in dieser Arbeit ndher untersucht wurden.

Der erste Schritt beim Transport einer Substanz durch einen Transporter ist deren
Interaktion mit seiner Substratbindungsstelle. Da es sich beim rOCT1 um einen
polyspezifischen Transporter handelt, sind dazu ganz unterschiedlich gebaute Molekiile
in der Lage. Zu den bekannten Substraten des rOCT1 gehoren z.B. die Katecholamine
Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin (16), verschiedene Nucleoside, wie z.B. die
antiretrovirale Substanz Azidothymidin (22) und die in dieser Arbeit benutzten
Kationen ASP" (88) und TEA™ (44). AuBerdem gibt es diverse Substanzen, die zwar mit
seiner Substratbindungsstelle interagieren, aber nicht selbst vom rOCT1 transportiert
werden. Hierzu zéhlen u.a. Quinidin, Cyanin 863 (93) und das ebenfalls in vorliegender
Doktorarbeit verwendete TPA" (41).

Die Polyspezifitidt des rOCT1 ist vorteilhaft in den Ausscheidungsorganen Niere und
Leber, in denen er stark exprimiert wird (s.0.). Denn in diesen Organen miissen ganz
unterschiedlich gebaute Substanzen denselben Zelltypen, ndmlich die Tubulusepithel -
bzw. die Leberzelle, passieren, um sezerniert zu werden. Diese Uberlegungen gelten
auch fiir die Resorption im Darm, denn auch hier passieren verschiedenste Substanzen
die gleiche Epithelzellschicht, um in die Pfortader zu gelangen. In der Niere erfolgt eine
solche unspezifische Ausscheidung zwar auch durch die Ultrafiltration im Glomerulum.
Dies gilt aber nur fiir die niedermolekularen und nicht proteingebundenen Substanzen
(71). Bei proteingebundenen Substanzen hingegen sind die polyspezifischen OCT am
ersten Schritt ihrer Ausscheidung, ndmlich den Transport iiber die basolaterale
Membran in die Tubulusepithelzelle, beteiligt.

Welche Faktoren bestimmen nun, ob eine Substanz mit der Bindungsstelle des rOCT1

wechselwirkt? Prinzipiell kommen dafiir von Seiten der Substanz deren GroBe,

16



Einleitung

Struktur, Hydrophobizitit und Ladung, von Seiten des Transporters die Struktur und

Ladung seiner Bindungsstelle in Frage. Dies soll im Folgenden kurz erldutert werden.

1.) Die Grof3e, Struktur und Hydrophobizitét einer Substanz

Trotz seiner Polyspezifitit ist die Affinitdt des rOCT1 fiir verschiedene Substanzen
durchaus unterschiedlich. In Tab.1 ist dies exemplarisch gezeigt. Dort sind die
Konzentrationen verschiedener positiv geladener Neurotransmitter, welche einen
halbmaximalen transmembrandsen Strom (Kn - Wert), bei mit dem rOCTI1
transfizierten Oozyten, bewirken, gegeniibergestellt (19). Danach ist die Affinitdt des
rOCT1 fiir Dopamin am hochsten (niedrigster K, - Wert), fiir Histamin hingegen am
geringsten (hochster K - Wert).

Neurotransmitter Km - Wert

Dopamin 19,4+29uM,n=4
Serotonin 376+9,1 uM,n=6
Acetylcholin 46,8+ 3,8 uM,n =4
Histamin 986+9,1uM,n=5

Tab.1. Gegeniiberstellung der K. - Werte des rOCT1 fiir verschiedene kationische
Neurotransmitter. Diese Werte wurden ermittelt durch Messung der konzentrationsabhédngigen
transmembrandsen Strome, die durch diese Substanzen bei mit dem rOCT]1 transfizierten
Xenopus laevis - Oozyten ausgelost wurden (aus Busch AE et al., 1996 (19)).

Auch ein polyspezifischer Transporter wie der rOCT1 besitzt also eine gewisse
Substratselektivitit. Im Vergleich zu einem monospezifischen Transporter ist diese aber
geringer.

Organische Kationen, die mit dem rOCT1 interagieren, kann man in zwei Gruppen
einteilen, ndmlich in die Typ I und Typ II Kationen. Erstere sind positiv geladene,
kleine, hydrophile Molekiile mit einem Molekulargewicht zwischen 60 - 350 Da und
werden vom Transporter transportiert, sind also seine Substrate. Typ II Kationen
hingegen sind positiv geladene, groflere und eher hydrophobe Molekiile und stellen

nicht transportierte Inhibitoren des rOCT1 dar (93, 18, 58). Allerdings gilt diese
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Klassifikation langst nicht fiir alle organische Kationen, wie z.B. fiir N-Methyl-Quinidin
und N-Methyl-Quinin gezeigt werden konnte. Diese zdhlen ndmlich eigentlich aufgrund
threr GroBe zu den klassischen Typ II Kationen, werden aber trotzdem vom rOCT1
transportiert (131).

Die Rolle der MolekiilgroBe fiir die Bindung am Transporter wird allein schon dadurch
verstindlich, dass die Ausdehnung seiner potentiellen Bindungsstelle natiirlicherweise
begrenzt ist. So stellten Ullrich K.J. et al. bereits 1991 fest, dass der inhibitorische
Effekt verschiedener Tetraalkylammoniumverbindungen (TAA) auf den NMN™
Transport {iber die basolaterale Membran der proximalen Tubuli der Ratte, also dem Ort
der erst spiter nachgewiesenen OCT Expression, ab einer bestimmten Seitenkettenlédnge
der TAA wieder abfallt (126). Auch Pelis R.M. et al. postulierten in ihrer Arbeit aus
dem Jahre 2007, dass das Thiolgruppenreagenz Maleimid - PEO> - Biotin deshalb nicht
mit der Thiolseitenkette des Cysteins 451 in der Bindungstasche des hOCT2
interagieren kann, weil es mit einer Lange von 25 Angstrom zu grof ist, um in die Tiefe
der Bindungstasche einzudringen. Tatsdchlich lieB sich dann spéter seine Interaktion mit
dem nur 19 Angstrom groflen MTSEA - Biotin nachweisen (101).

AuBer der GroBle gibt es noch weitere Substanzeigenschaften, die fiir eine Wechsel-
wirkung mit dem Transporter wichtig sind. So zeigten zusétzliche systematische
Untersuchungen mit o.g. Tetraalkylammoniumverbindungen, dass bei der hepatischen
Isoform hOCT1 mit zunehmender Léinge der Seitenketten und damit Grofe und
Hydrophobizitdt der TAA zwar deren Transportrate abfillt, aber die Affinitit des
Transporters flir die entsprechenden Substanzen zunimmt. Daraus wurde die Schluss-
folgerung gezogen, dass eine hydrophobe Eigenschaft von Substanzen wichtig fiir deren
Interaktion mit dem hOCT]1 ist (144). Die gleiche positive Korrelation zwischen Hydro-
phobizitit der TAA und deren Affinitit zum Transporter lie} sich spater fiir den rOCT1
und rOCT?2 feststellen (129). Aber nicht nur die Gesamtwasserloslichkeit einer Substanz
beeinflusst deren Interaktion mit den OCT, sondern auch wie die hydrophoben Struktur-
komponenten innerhalb dieser Substanz verteilt sind. So war der inhibitorische Effekt
verschiedener Phenylpyridin - und Quinolinderivate auf den TEA™ - Transport durch
den hOCT1 umso ausgeprdgter, je linearer deren Struktur bei vergleichbarer
Gesamthydrophobizitdt war (11). Demgeméall nahmen auch van Montfoort J.E. et al. im

Jahre 2001 an, dass die o.g. Kationen N-Methyl-Quinin und N-Methyl-Quinidin nicht
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nur deshalb im Gegensatz zu ihren nicht methylierten Formen vom rOCT1 transportiert
werden, weil sie permanent positiv geladen sind, sondern auch, weil in ihren Molekiilen
eine rdumliche Trennung der Ladung und hydrophoben Strukturkomponente vorliegt
(131).

Ein Ziel der weiteren Forschung ist es, aus den Erkenntnissen iiber die physiko -
chemischen Eigenschaften bekannter Substrate der OCT Vorhersagen zu treffen, ob ein
beliebiges Medikament durch einen OCT transportiert wird, diesen nur inhibiert oder
gar nicht mit ihm wechselwirkt (siche Pharmacophore fiir hOCT1 (3) oder fiir mOAT3
(4)). Dies wiirde die Medikamentenentwicklung optimieren und konnte helfen,

unangenehme Nebenwirkungen zu vermeiden.

2.) Die Struktur der Bindungsstelle

Nicht nur die Affinitdt eines bestimmten OCT fiir verschiedene Substanzen ist
unterschiedlich (s.0.), sondern auch die der verschiedenen Subtypen fiir eine identische
Substanz. So hat die renale Isoform hOCT2 des Menschen fiir langerkettige TAA eine
geringere Affinitdt als die hepatische Isoform hOCT1 (31). Auch fiir das Paar
rOCT1/rfOCT2 konnte gezeigt werden, dass sie sich in ihrer Substanzspezifitit
unterscheiden. So sind die ICso - Werte der monoaminen Neurotransmitter Dopamin
und Serotonin beziiglich ihrer inhibitorischen Wirkung auf den TEA" - Transport durch
den rOCT1 signifikant verschieden zu denen des rOCT2 (129). Ferner wird
Desoxytubercidin (dTub) zwar durch den rOCT1, hingegen kaum durch den rOCT2
transportiert, was mit einem Affinititsunterschied beider Transporter fiir dieses
Nukleosid einhergeht (23). Solche Unterschiede in den Affinititen kann man
experimentell nutzen, um die Subtypen der OCT zu differenzieren bzw. gezielt
auszuschalten (48). Eine mogliche Erkldrung dieser Affinitdtsunterschiede der Subtypen
ist ihre nur begrenzte Ubereinstimmung in den Aminosiuresequenzen und damit
unterschiedliche Raumstruktur ihrer Substratbindungsstellen. Z.B. sind nur 67% der
Aminoséduren des rOCT2 identisch mit denen des rOCT1 (97). Durch gentechnologisch
hergestellte Chimédren zwischen rOCTl und rOCT2, bei denen -einzelne
Transmembrandoméinen (TD) dieser Subtypen gegeneinander ausgetauscht wurden,
versuchte man deren Transporteigenschaften einander anzugleichen und erhoffte sich

dadurch Riickschliisse auf diejenigen Abschnitte der Transporter, welche fiir die
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Affinititsunterschiede verantwortlich sind. Dabei wurde z.B. entdeckt, dass die
Bindungsstelle fiir dTub wahrscheinlich innerhalb der TD 2 - TD 7 lokalisiert (23) und
die TD 10 an der Wechselwirkung mit dem Inhibitor Corticosteron beteiligt ist (42).
Auch gab es zahlreiche Mutationsexperimente, um einzelne Aminosduren, die Teil der
Substratbindungsstelle sind, ausfindig zu machen. Die Arbeitsgruppe um Hermann
Koepsell zeigte z.B., dass ein experimenteller Ausstausch der Aminosdure Asparagin-
sdure 475 in der TD 11 gegen Glutaminsdure die Affinitidt des rOCT1 fiir seine Sub-
strate TEA", NMN" und Cholin erhoht. Die SchluBfolgerung daraus war, dass diese
Aminosédure Teil der Substratbindungsstelle des Transporters sein miisse. Ferner wurde
gefolgert, dass sich die Bindungsstellen fiir die Substrate zwar iiberlappen konnen, aber
doch unterschiedlich sein miissen, da sich die Affinitdt fiir diese Substrate durch o.g.
Mutation unterschiedlich @ndert (41). Allerdings sind prinzipiell eine Vielzahl von
Aminosduremutationen vorstellbar, die die Form der Substratbindungsstelle des Trans-
porters nur indirekt {iber eine Verdnderung der gesamten Raumstruktur des Transpor-
terproteins beeinflussen, ohne selbst ein direkter Teil dieser zu sein. Wenn aber eine
Mutation die Affinitét fiir mehrere unterschiedliche Substrate steigert, wie im genannten
Falle die Asparaginsduremutation 475, ist ein solcher indirekter Effekt eher
unwahrscheinlich.

Wenn bereits der Austausch der Aminosdure Asparaginsdure gegen Glutaminséure,
wodurch lediglich die Stellung einer Carboxylgruppe in der Aminosiureseitenkette um
3 Angstrom verschoben wird, ausreicht, um die Struktur der Bindungsstelle zu
beeinflussen, ist es leicht verstindlich, dass auch natiirlicherweise auftretende
Mutationen dramatische Auswirkungen haben konnen. Tatsdchlich sind schon
Polymorphismen der OCT bekannt, deren Eigenschaften von denen der nativen
Varianten stark abweichen. So wurden in einer Studie mit 57 Teilnehmern 25 single -
nucleotid - Mutationen im Gen des hOCT]1 entdeckt, von denen sich 10 in einem der
Exons, und damit im kodierenden Bereich, befanden. Von diesen waren wiederum 8 mit
einem Aminosdureaustausch im Protein vergesellschaftet im Sinne einer ,,Missense -
Mutation®. Funktionelle Untersuchungen mit Oozyten, welche diese mutierten Varian-
ten nach Transfektion exprimierten, zeigten dann bei 2 eine verdnderte Substratselek-

tivitat (65).
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Somit kénnen nicht nur Polymorphismen in den Genen metabolisierender Enzyme, z.B.
der Cytochrome P450 (17), sondern auch solche in den transportierenden Proteinen wie
die OCT die Kinetik von Pharmaka und damit deren Wirkungen und Nebenwirkungen
beeinflussen. Dies wird in der klinischen Praxis zunehmend beriicksichtigt. Die
steigende Bedeutung dieser sog. ,,Pharmakogenetik® in der Therapie von Krankheiten
wirft aber auch verschiedene medizinethische Fragen auf, etwa die, welche Personen
Zugang zu solchen Informationen haben werden, oder ob die Abkehr von einer
allgemeingiiltigen Therapie flir alle hin zu einer individualisierten Therapie ein

exklusives, nur von wenigen Patienten finanzierbares, Angebot werden wird (14).

Interessanterweise kann sich die Struktur der Bindungsstelle und damit die Substrat-
affinitdt eines Transporters auch ohne eine Verdnderung seiner Aminosdurefolge
andern. So fiihrt eine experimentelle Stimulation der PKC in vitro zu einer erhdhten
Affinitit des rOCT]1 fiir TEA", TPA" und Quinin (88) und eine Stimulation der PKA zu
einer Abnahme der Affinitidt des hOCTI1 fiir TEA" und Cimetidin (25). Im Falle der
PKC - Regulation des rOCT1 ist eine direkte Phosphorylierung des Transporters durch
diese Kinase bereits nachgewiesen worden, und so konnte sich als deren Folge die
Raumstruktur seiner Bindungsstelle dndern (88). Durch solche Regulationsmechanis-
men besteht also auch die Mboglichkeit, kurzfristig die Transporterfunktion an
verdnderte Anforderungen, wie z.B. das Substratangebot, anzupassen. Beispielsweise
konnte bei isolierten Rattenhepatozyten eine Steigerung der membranassoziierten PKC -
Aktivitdt durch eine 10 - miniitige Inkubation mit den Gallensduren Taurocholsidure
bzw. Tauroursodesoxycholsidure nachgewiesen werden (12). Da Gallensduren durch ihre
emulgierende Wirkung eine wichtige Rolle bei der Fettverdauung spielen, kdnnte ein
erhohtes Angebot an Nahrungsfetten und konsekutiv ein erhohter hepatischer
Gallensdurespiegel auch die Funktion des rOCT1 in der sinusoidalen Membran der
Hepatozyten beeinflussen.

AuBerdem sind die OCT zwar bidirektional arbeitende Transporter, deren Affinitét fiir
eine Substanz kann allerdings auf beiden Seiten der Zellmembran durchaus unterschied-
lich sein. Z.B. zeigt der rOCT2 eine 4 - fach hohere Affinitét fiir den nichttransportier-
ten Inhibitor Tetrabutylammonium (TBuA) von der extrazelluldren Seite im Vergleich

zur intrazelluldren Seite bei einem Membranpotential von 0 mV (134). Ferner wurde ein
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Unterschied im transstimulatorischen Effekt von Tributylmethylammonium (TBuMA)
auf den TEA" - Transport durch hOCT1 {iber die Zellmembran von HeLa - Zellen
gemessen, in Abhdngigkeit von der Plasmamembranseite, auf der es sich befand (144).
Offensichtlich ist in die Strukturdnderung des Transporters bei seinem Wechsel
zwischen der nach extrazelluldr und der nach intrazelluldr gerichteten Orientierung
wihrend eines Transportzyklus’ auch seine Substratbindungsstelle einbezogen. Der
Sinn ist leicht einsehbar, soll doch entsprechend des allgemeinen Funktionsprinzipes
eines Transporters (s.0.) das Substrat auf einer Membranseite gebunden und auf der
anderen durch eine Erniedrigung der Affinitit wieder aus der Bindung entlassen
werden.

Desweiteren verdndert sich die Struktur der Bindungsstelle offensichtlich auch mit dem
Membranpotential. Dies ist bereits fiir alle 3 Subtypen des OCT der Ratte nachgewiesen
worden. Zunichst konnte fiir den rOCT3 gezeigt werden, dass eine experimentelle
Hyperpolarisation der Zellmembran von -50 mV auf -150 mV dessen Affinitdt sowohl
fir das Kation TEA" (61) als auch fiir das Kation MPP" steigert (140). AuBerdem
bewirkte eine experimentelle Erniedrigung des Membranpotentials von Oozyten,
welche rOCT2 exprimierten, eine Affinitétssteigerung fiir Corticosteron. Aufgrund der
fehlenden Nettoladung von Corticosteron erkldrt sich dies nicht mit einer evtl.
verdnderten elektostatischen Anziehung dieses Molekiils, sondern nur mit einer
Potentialabhéngigkeit der Raumstruktur der Bindungsstelle des Transporters (134).
SchlieBlich konnte eine Beeinflussung der Raumstruktur des Transporters durch eine
Membranpotentialdinderung beim rOCT1 auch direkt festgestellt werden. Nach einer
Fluoreszenzmarkierung eines mutagen eingefiigten Cysteins in Position 483 anstelle
von Phenylalanin in der TD 11 zeigte sich néimlich eine potentialabhéingige Anderung
des Fluoreszenzsignals, bedingt durch eine Ortsdnderung dieser Aminoséure (43). Zwar
muf} deshalb das Phenylalanin in dieser Position nicht direkt Teil der Bindungsstelle
sein, es gelang dadurch aber die Potentialabhingigkeit der Stellung der TD11 oder
allgemein der Raumstruktur des rOCT1 nachzuweisen.

All die o.g. Parameter (Aminosduresequenz, intrazellulire Regulationswege, Membran-
seite, Membranpotential) haben offensichtlich einen Einfluss auf die Struktur der
Bindungsstelle des rOCT1 und damit auf seine Interaktion mit Substanzen. Ein

dreidimensionales Modell dieser Bindungsstelle des rOCT1 wurde unter Nutzung der
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Daten aus funktionellen Untersuchungen, Mutationsexperimenten und der bekannten
Raumstruktur der Lactose Permease von Escherichia coli, eines Mitgliedes der gleichen
Transportersuperfamilie wie die OCT, vorgeschlagen und ist in Abb.5 dargestellt (105).
Danach formen die TD 1, 2, 4, 5,7, 8, 10 und 11 eine gro3e hydrophile Tasche, welche
verschiedene, sich teilweise tiberlappende Bindungsstellen enthélt. Der rOCT]1 hat also
nicht nur eine Bindungsstelle, sondern mehrere in einer groBen Bindungsregion bzw.
Bindungstasche, und diese Bindungsstellen haben unterschiedliche Affinititen fiir
bestimmte Substrate bzw. Inhibitoren (43, 77). Aufgrund der Bindungstaschengrofie

konnen wahrscheinlich auch mehrere Molekiile gleichzeitig daran binden (105).

Corticosterone

Abb.5. Dreidimensionales Strukturmodell des rOCT1. Dargestellt ist die Orientierung der
Bindungstasche zur zytoplasmatischen Seite. Ein Teil der Aminosduren, deren Mutation in
vorangegangenen Studien die Affinitit des rOCT1 verénderte, sind abgebildet (Asp 475 in
TD 11, GIn 448 und Leu 447 in TD 10, Thr 226 und Tyr 222 in TD 4). Zu erkennen ist, dass
diese Aminosduren alle um die Bindungstasche angeordnet sind. AuBerdem sind zum
GroBenvergleich gegeniiber der Bindungstasche die bekannten Substrate TEA" und MPP* und
der Inhibitor Corticosteron gezeigt (aus Popp C et al., 2005 (105)).
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Trotz einiger Einschrankungen (z.B. wurde die gro3e extrazelluldre Schleife des rOCT]1
nicht beriicksichtigt) wird dieses Modell dadurch gestiitzt, dass 9 Aminoséuren, die in
Mutationsexperimenten Einfluss auf die Substrataffinitdt und/oder Selektivitit des
rOCT1 haben, um diese Bindungstasche lokalisiert sind und so auch mit der wéssrigen
Umgebung in Kontakt stehen. Dazu gehoren, neben der oben bereits erwéhnten Aspa-
raginsdure 475 in der TD 11 (41), das Glutamin 448, Leucin 447, Alanin 443 (42) und
Arginin 440 (135) in der TD 10, das Threonin 226, Tyrosin 222 und Tryptophan 218 in
der TD 4 (105) und das Phenylalanin 160 in der TD 2 (135). AuBlerdem scheint das
Cystein 474 in der TD 11, welches auch bei den anderen Subtypen des OCT in gleicher
Position vorkommt, zumindest beim hOCT2 ebenfalls Teil der Bindungstasche zu sein
(99). Aufgrund der Néhe des Leucins 447 und Glutamins 448 zu dem in dieser Arbeit
untersuchten Cystein 451 in der gleichen 10. Transmembrandoméne lag die Vermutung
nahe, dass auch dieses die Substratbindung beeinflusst, allerdings unter dem Vorbehalt,
dass eine Néhe in der Aminosédurefolge nicht zwangsldufig auch eine rdumliche Nahe
im gefalteten Protein bedeuten muss. Man kann allerdings aus der Beobachtung, dass
das membranimpermeable Thiolgruppenreagenz Maleimid - PEO; - Biotin an den
hOCT?2 bindet und diese Interaktion durch eine 2 - miniitige Vorinkubation, z.B. mit
dem Substrat TEA" oder dem Inhibitor TPA", aufgehoben ist, auf die Lokalisation von
frei zugénglichen Thiolgruppen im Bereich der Bindungstasche, zumindest beim
hOCT?2, schlieBen (99). Dass dazu auch tatséchlich das Cystein 451 gehort, konnte dann
ein Jahr spiter mittels MTSEA - Biotin und HgCl,, ebenfalls Substanzen, die mit
Thiolgruppen wechselwirken, nachgewiesen werden (101). Dass das Cystein 451 und
die neun carboxyterminal folgenden Aminoséduren bei den OCT subtypiibergreifend und
speziesiibergreifend hoch konserviert sind (z.B. findet man es neben dem hOCT2 auch

beim hOCT1, mOCT1 und rOCT1) (73)), spricht ebenfalls fiir seine Bedeutung.

Allgemein kann von einer groen Relevanz konservierter Proteinbereiche fiir die Trans-
porterfunktion ausgegangen werden, weil eben gerade in ihren Genabschnitten zu-
fallige, immer wieder natiirlicherweise auftretende, nichtsynonyme Punktmutationen
seltener nachweisbar sind als in Genabschnitten fiir nicht konservierte Proteinbereiche.
Offenbar wiirde dadurch die Transporterfunktion so stark eingeschrinkt, dass sie sofort

einer negativen Selektion unterliegen (81, 116).
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3.) Die Ladung der Substanz und Bindungsstelle

Allein eine optimale Ubereinstimmung in der riumlichen Struktur zwischen einer
Substanz und der Bindungsstelle des Transporters im Sinne von ,,Schliissel und
Schloss* machen noch keine stabile Bindung zwischen ihnen aus. Deshalb soll jetzt auf
die potentiellen Bindungkréifte zwischen der Substanz und dem Transporter ndher
eingegangen werden.

Da es sich beim rOCT1 um einen Kationentransporter handelt, ist die Beteiligung von
ionischen Wechselwirkungen naheliegend. Mogliche Kandidaten fiir eine
Wechselwirkung mit positiv geladenen Molekiilen sind negativ geladene Aminoséuren
in der Peptidkette des Transporters, welche sich zusétzlich in gleicher Position auch bei
den anderen OCT - Subtypen finden lassen, hingegen nicht bei OAT. Acht
Aminoséuren erfiillen diese Kriterien, darunter auch die Asparaginsdure in Position 475
in der TD11, deren Beteiligung an der Substanzbindung bereits nachgewiesen wurde

(s.0.) (18) (Abb.6).

Abb.6. Darstellung sdmtlicher geladener Aminosduren des rOCT1. Gut erkennbar ist
deren vorwiegende Lokalisation in den Schleifen zwischen den TD. Die negativ
geladenen Aminoséuren, die in gleicher Position auch bei den anderen OCT - Subtypen
vorkommen, sind mit einem Pfeil markiert. Zuséitzlich rot markiert sind das in dieser
Arbeit untersuchte Cysteine 322 in der goBBen intrazelluldren Schleife zwischen TD 6
und TD 7 und das Cystein 451 in der TD 10.©)= Glutaminsiure/Asparaginsiure,® =
Lysin/Arginin,@ = Histidin (modifiziert nach Burckhardt G und Wolff NA, 2000 (18)).
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Weiterhin konnte in einer Studie, in der 191 Substanzen hinsichtlich ihres inhibito-
rischen Effektes auf den ASP* - Transport des hOCT1 untersucht wurden, gezeigt
werden, dass von den Molekiilen, die in der Lage waren, den ASP" - Transport um
mindestens 50% zu hemmen, 66% positiv, 32% neutral und nur eine Substanz negativ
geladen waren (3). Chen R. und Nelson J.A. wiesen bei mit dem rOCT]1 transfizierten
Oozyten eine erhohte Transportrate fiir 2 - Desoxytubercidin (dTub) bei einem pH -
Wert von 5,4 im Vergleich zu einem pH - Wert von 7,4 nach (22). Da bei diesem
erniedrigten pH - Wert rund 50% des dTub in protonierter Form vorliegen (im
Vergleich zu 1% bei pH 7,4), schlossen sie, dass das eigentliche Substrat die positiv
ionisierte Form des dTub sei. Zu der gleichen Schlussfolgerung kamen Busch A.E. et al.
bei ihren Untersuchungen zu der pH - Abhingigkeit des transmembrandsen Stromes,
ausgelost durch Lidocain (20). Ferner konnte gezeigt werden, dass der inhibitorische
Effekt von Cimetidin und Trimethoprim auf den TEA® - Transport durch den hOCT2
umso ausgepragter ist, je groBer der positiv geladene Anteil dieser Molekiile ist (10). Da
sich auch unter pathologischen Bedingungen der pH - Wert dndern kann (z.B. bei einer
Laktatazidose oder diabetische Ketoazidose), konnte dies ebenfalls mit einer
veranderten Wechselwirkung von reversibel protonierbaren Medikamenten und
endogenen Substanzen mit den Transportern einhergehen, mit entsprechenden
Auswirkungen auf deren Reabsorption, Verteilung und Ausscheidung.

Andererseits dndert sich der Transport von Substraten mit einer pH - unabhdngigen
positiven Ladung, wie z.B. TEA" (44) oder MPP" (62), nicht mit dem pH - Wert.
Deshalb scheint die Struktur und Aktivitdt des rOCT1 selbst nicht vom pH - Wert,

zumindest im untersuchten Bereich von 6,4 - 8,4, abhingig zu sein (sieche Kap. 2.2.).

Es ist aber nicht nur relevant, ob eine Substanz iiberhaupt eine positive Ladung trégt,
sondern auch, wie diese im Molekiil verteilt ist und wie stark sie ist. So scheint bei
einigen Substanzen eine rdumliche Trennung zwischen der positiven Ladung und einer
aromatischen Ringstruktur im Molekiil wichtig zu sein, um vom rOCT1 bzw. hOCT1
transportiert zu werden (131). AuBerdem interagieren bisquartire Ammoniumverbin-
dungen schwicher mit den in der basolateralen Membran lokalisierten organischen
Kationentransportern des proximalen Rattentubulus’ als monoquartére (126). Trotz der

offensichtlichen Bedeutung der positiven Ladung eines Molekiils sind auch neutrale
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oder sogar negativ geladene Substanzen, die mit OCT wechselwirken bzw. solche, die
sowohl mit OCT als auch mit organischen Anionentransportern (OAT) interagieren,
bekannt. So wird der Transport von TEA™ sowohl beim rOCT1 als auch beim rOCT2
durch die Anionen Paraaminohippursidure (PAH), Alpha - Ketoglutarat und Probenecid
gehemmt. Zumindest fiir die PAH ist der Inhibitionmechanismus am rOCT?2 teilweise
kompetitiv, was fiir eine dhnliche Bindungsstelle von TEA® und PAH am Transporter
spricht (8). Auch konnte experimentell nachgewiesen werden, dass die Anionen
Prostaglandin E; und Prostaglandin Fzapha nicht nur durch die hOAT transportiert
werden, sondern auch durch den hOCT1 sowie den hOCT2, und dass der hOCT2 sogar
eine hohere Affinitit fiir diese Anionen besitzt als die hOAT (67). Entsprechend zeigten
Ahn et al. fiir 10 von 14 untersuchten Kationen mit bekannter OCT - Wechselwirkung
eine Interaktion mit dem mOAT3. Zwei werden sogar von ihm transportiert (4). Da
OCT und OAT aufgrund ihrer mdst. 20% - igen Aminoséuresequenziibereinstimmung
zur gleichen Transporterfamilie gerechnet werden (s.0.) und auch eine é&hnliche
Molekiilstruktur haben, sind solche Substratiiberschneidungen teilweise bereits
erklérbar.

Zum Abschluss der Strukturbetrachtungen soll noch auf die Schleifen zwischen den
Transmembrandoménen (TD) eingegangen werden. Die groe hydrophile Schleife
zwischen TD 1 und TD 2 ist unter den Subtypen der OCT hoch konserviert. Thre
Aminosduresequenz ist beispielsweise zwischen dem rOCT1 und dem rOCT2 zu 85%
identisch (97). AuBlerdem weist sie zur extrazelluliren Seite der Zellmembran, denn
spezifische Antikorper gegen sie binden sowohl bei permeabilisierten als auch bei nicht
permeabilisierten Zellen (89). Diese Schleife enthédlt beim rOCT1 drei potentielle
Glykosylierungsstellen (sieche Abb.4), von denen sich zwei in gleicher Position auch
beim rOCT2 und rOCT3 finden lassen (73, 58). Dass der rOCT1 in der Zellmembran
von Niere und Leber tatsdchlich glykosyliert ist, konnte anhand seiner verdnderten
Laufgeschwindigkeit im ,,western - blot* nach Behandlung mit der N - Glykosidase F
nachgewiesen werden (30). Die posttranslationale Glykosylierung von Proteinen spielt
eine Rolle fiir deren Funktion, Faltung, intrazelluldre Sortierung und Umsatz durch
Proteasen (85). Ihre Bedeutung fiir die intrazelluldre Sortierung von OCT wiesen Pelis
et al. durch die Untersuchung der 3 potentiellen N - Glycosylierungsstellen in der

extrazelluliren Schleife des rtbOCT2 nach (jeweils Asparagin in Position 71, 96, 112).
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Infolge eines Austausches des Asparagins in Position 112 gegen Glutamin zeigte sich
nidmlich ein verminderter Einbau des rbOCT2 in die Zellmembran. Nach isolierter
Entfernung der anderen beiden Glykosylierungsstellen blieb dieser allerdings
unverandert (100). Dabei kann sich das Glykosylierungsmuster abhidngig vom Besatz
mit katalysierenden Glykosyltransferasen von Zellart zu Zellart durchaus unterscheiden.
So fielen Meyer - Wentrup et al. ein unterschiedliches Molekulargewicht des rOCT1 in
den Membranen transfizierter Oozyten (58 kDa) und nativer Rattenhepatozyten
(67 kDa) auf. Sie erkldrten ihre Beobachtung mit einer unterschiedlichen posttrans-
lationalen Proteinmodifikation durch Glykosyltransferasen in jenen Zellen (89). Die
grofle extrazelluldre Schleife des rOCT1 enthidlt auch sechs Cysteine, welche sich
ebenso bei den anderen Mitgliedern der OCT - Familie finden lassen. Eine isolierte
Mutation jedes dieser Cysteine des rOCT1 fiihrt zu einem Verlust seiner
Transportfunktion fiir das Substrat TEA" in transfizierte Oozyten (120). Auch beim
hOCT2 war nach einer Mutation von fiinf jener Schleifencysteine die zelluldre
Aufnahme von TEA" und MPP" reduziert. Gleichzeitig war die Membranlokalisation
des hOCT2 vermindert und seine Laufgeschwindigkeit im ,,western - blot* erhoht.
Somit scheint jedes dieser Cysteine fiir eine korrekte Faltung und damit den Membran-
einbau des Transporters wichtig zu sein. Hierfiir sind besagte Schleifencysteine auch
teilweise durch Disulfidbriicken miteinander verbunden (102). Die korrekte Faltung der
groflen extrazelluldren Schleife ist zusitzlich eine Voraussetzung fiir die Assoziation
mehrerer Transportermolekiile untereinander, wie es beim rOCT1 (64) und hOCT2 (15)
nachgewiesen werden konnte. Auf die Bedeutung solcher Transporter - Homooligomere
wird im folgenden Kapitel noch néher eingegangen (s.u.).

SchlieBlich fiihren Verdanderungen der grofen extrazelluldren Schleife auch zu einer
verdnderten Substraterkennung des Transporters. IThr kompletter Austausch beim rOCT]1
gegen die korrespondierende Schleife des rOATI senkt z.B. die Affinitit des rOCT1 fiir
MPP" (64). Die bereits oben genannten Einzelmutationen der Glykosylierungsstellen
des tbOCT2 in dessen groBler extrazelluldrer Schleife bewirken eine erhohte Affinitét
dieses Transporters fiir TEA", was fiir eine Verdnderung seiner TEA" - Bindungsstelle
spricht (100). AuBlerdem zeigt ein beim Menschen vorkommender Einzelnukleotid -
Polymorphismus des hOCT1, der zu einem Austausch des Cysteins in Postition 88

gegen Arginin flihrt, eine fiir verschiedene Substrate unterschiedlich reduzierte
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Transportrate, was ebenfalls mit einer dadurch beeinflussten Substraterkennung
erklarbar ist (65). Wahrscheinlich ist die groBe Schleife aber kein direkter Teil der
Transporterbindungstasche, sondern beeinflusst diese eher indirekt durch eine
Verdnderung der Position der TD 1 und TD 2, zwischen denen sie sich ausspannt und
welche nach o.g. Strukturmodell die Bindungstasche mitformen (64).

Auch Mutationen in der grofen intrazelluldren Schleife zwischen TD 6 und 7 des
rOCT1 verdndern seine Substrataffinitit, wahrscheinlich indirekt iiber eine Beein-
flussung der Bindungstasche durch eine verdnderte Raumstruktur des gesamten
Proteins. Alternativ kommt dafiir aber auch eine Verdnderung der Angriffsstellen fiir
Kinasen in Frage, welche hier lokalisiert sind (27). Dass eine Phosphorylierung des
Transporters im Rahmen der Regulation dessen Affinitit verdndern kann, wurde bereits
erwdhnt. Auf die Regulation des rOCT]1 soll im nichsten Kapitel genauer eingegangen

werden.

2.6. Regulation des rOCT1

Grundsitzlich ist die Menge an Molekiilen, die durch passiv arbeitende Transporter {iber
eine Membran transportiert werden, abhingig von der Triebkraft, also dem elektro -
chemischen Gradienten, der Gesamtzahl der Transporterproteinen in der Membran und
vom Aktivitidtszustand des Einzeltransporters (Schlagfrequenz/Turnoverrate und
Affinitdt). Sowohl die Gesamtzahl als auch der Aktivititszustand konnen im Rahmen
der Transporterregulation beeinflusst werden.

Fiir zahlreiche Transporterproteine ist eine Regulation durch Proteinkinasen beschrieben
worden, z.B. fir den Na'/H" Austauscher 3 (NHE3) (80), den Na'/Glukose
Cotransporter 1 (SGLTT) (53) oder den Serotonintransporter (SERT) (107). Dabei muss
es allerdings nicht immer zu einer direkten Phosphorylierung der potentiellen
Phosphorylierungsstellen des Transporters durch Kinasen kommen. Dies wurde z.B. fiir
den humanen organischen Anionentransporter 1 (hOAT1) nachgewiesen, bei dem trotz
mutagenem Ausstausch seiner potentiellen Proteinkinase C (PKC) - Phosphorylierungs-
stellen die inhibitorische Wirkung einer PKC - Aktivierung auf ihn erhalten blieb (139).
Auch bei den Mitgliedern der OCT sind mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
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fiir verschiedene Kinasen bekannt (18, 28). Nachdem bereits an isolierten proximalen
Tubuli vom Kaninchen eine Zunahme der zelluliren Aufnahme von TEA" nach experi-
menteller Stimulation der PKC nachgewiesen werden konnte (54), war es nach Klonie-
rung der OCT auch méglich, deren Regulation direkt zu messen. Im Jahr 2000 gelang
es, die Regulation des rOCT1 durch verschiedene Proteinkinasen nachzuweisen. Dabei
zeigte sich, dass eine Aktivierung der PKA und PKC bei mit dem rOCT]1 transfizierten
HEK293 - Zellen eine Stimulation der zelluldiren Aufnahme des organischen Kations
ASP" bewirkt. Hingegen fiihrte eine Inhibition der p56'* - Tyrosinkinase zu einer
Hemmung, als Hinweis fiir eine gewisse Grundstimulation des rOCT1 durch diese
Kinase. Eine Inhibition anderer Kinasen, z.B. der platelet - derived growth factor
receptor kinase, hatte hingegen keinen Einfluss ((88) und Tab.2). Wie weiter oben be-
reits erwidhnt, konnte in der gleichen Arbeit zusétzlich nachgewiesen werden, dass der
stimulierende Effekt der PKC von einer direkten Phosphorylierung des Transporter-
proteins und von einer Anderung der Affinitit des rOCT1 fiir die Kationen TEA*, TPA™
und Quinin begleitet wird. Die Anzahl der Transportermolekiile in der Zellmembran
verdndert sich hingegen nicht (27). Eine isolierte Mutation von fiinf potentiellen PKC -
Phosphorylierungsstellen des rOCT1 (S286, S292, T296, S328, T550) (siehe Abb.4)
fiihrte zum Verlust des PKC - Effektes (27), im Gegensatz zu o.g. Beispiel des hOATI.
Aufgrund der unmittelbaren Ndhe der Phosphorylierungsstelle S328 zu dem in dieser
Doktorarbeit untersuchten C322 lag die Vermutung nahe, dass auch dessen Mutation
den Angriff der PKC am Transporter verdndern konnte.

Weiterhin ist bedeutsam, dass die verschiedenen OCT - Subtypen unterschiedlich regu-
liert werden. So filihrt eine PKC - Aktivierung zwar wie erwihnt zu einer Steigerung der
ASP" - Aufnahme in mit dem rOCT1 transfizierte HEK293 - Zellen. Exprimiert dersel-
be Zelltyp allerdings den hOCT1, wird die ASP" - Aufnahme durch eine PKC Aktivie-
rung nicht beeinflusst (25) oder, wie beim hOCT2, sogar gechemmt (13) bzw. bleibt
ebenfalls unverindert (21). Einen Uberblick iiber die Steuerung der Subtypen 1 und 2
des OCT beim Menschen und der Ratte durch ausgewdhlte Regulationswege gibt
Tab.2.
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rOCT1 rOCT2 hOCT1 hOCT2
PKC +ss) Oa3s) Oces) .
Ocn
Tk
p36™ - +ss) +a138) +(s) 0
Tyrosinkinase (Ciarimboli G,
unverdffentlicht)
CaM + +138) +(5) +01,13)
(Teil dieser Arbeit)
CaMKII n.u. +(138) _|_(25) _|_(21)

Tab.2. Darstellung ausgewahlter Regulationswege des ASP* - Transportes durch die Isoformen
1 und 2 des OCT der Ratte und des Menschen nach deren Transfektion in HEK293 - Zellen.
PKC = Proteinkinase C, CaM = Calmodulin, CaMKII = Ca®"/CaM — abhingige Proteinkinase II,
MLCK = Myosin light chain Kinase, 0 = kein Effekt; + = Transportstimulation; - = Trans-
porthemmung; n.u. = noch nicht untersucht .

Dass eine Kinase bei einem Transporter eine Aktivitdtssteigerung, bei einem anderen

hingegen zu einer Aktivititsabnahme fiihrt, kann auf zwei Weisen erklért werden:

1.) Trotzdem alle OCT potentielle Phosphorylierungsstellen besitzen, ist das indivi-
duelle Muster dieser Phosphorylierungsstellen zwischen den Subtypen durchaus ver-
schieden (18, 28). Eine Phosphorylierung unterschiedlicher Orte des Transporterpro-
teins konnte dann unterschiedliche Auswirkungen auf seine Funktion haben.

2.) Auch wenn der primire Angriffspunkt einer Kinase an den verschiedenen Transpor-
tern identisch sein sollte, z.B. findet man die potentielle PKC - Phosphorylierungsstelle
S286 bei fast allen OCT, kann immer noch die Auswirkung einer Phosphorylierung,

beispielsweise auf die Raumstruktur der Substratbindungsstelle, verschieden sein. Diese
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kann namlich neben weiteren interferierenden Signalen auch von der individuellen
Aminosduresequenz des Peptids abhdngig sein. Da z.B. die Aminosduresequenz-
iibereinstimmung zwischen rOCT1 und hOCT2 lediglich 68% betrigt (73), kann damit
der beobachtete inverse Effekt einer PKC - Aktivierung auf beide Transporter erklért
werden.

Die unterschiedliche Regulation dieser beiden, in ihrer jeweiligen Spezies vorwiegend
nierenlokalisierten Transporter, konnte auch an den bekannten Abweichungen der
renalen Kationenausscheidung zwischen den Arten beteiligt sein (106). Hingegen sind
die in o.g. Tabelle aufgefiihrten Unterschiede in der Regulation zwischen hOCT1 und
hOCT2 mit ihrer unterschiedlichen Organlokalisation (hOCT1: vorwiegend in der
Leber, hOCT2: vorwiegend in der Niere) erkldrbar, da die Anspriiche an den
Kationentransport auch organabhingig verschieden sind (s.o0.).

Die Regulation der org. Kationentransporter ist aber nicht nur subtypabhingig, sondern
auch von dem sie exprimierenden Zelltyp. Beispielsweise beobachteten Ciarimboli et al.
einen Affinititsunterschied des hOCT1 fiir das Substrat TEA™ je nachdem, ob er in
HEK293 - oder in CHO (Chinese hamster ovary) - Zellen vorkommt (25). Auch die
Beeinflussung des Kationentransportes bei mit dem rOCT]1 transfizierten HEK293 -
Zellen mit 8-Br-cGMP ist im Vergleich zu den mit dem gleichen rOCT1 transfizierten
Xenopus leavis - Oozyten unterschiedlich. Bei den HEK293 - Zellen wurde ndmlich
eine Inhibition der ASP™ - Aufnahme nach 10 - miniitiger Inkubation mit 100 pM
8-Br-cGMP festgestellt, wihrend sich bei Xenopus leavis - Oozyten die Aktivitdt des
rOCT1 nicht dnderte (113). 8-Br-cGMP interagiert daher offensichtlich nicht direkt mit
dem Transporter, sondern der inhibitorische Effekt erfolgt durch ein regulatorisches
Protein. Dieses ist wahrscheinlich unterschiedlich aktiv in beiden Zelllinien. Da z.B. der
rOCT1 neben der Niere auch in der Leber vorkommt, konnten, wenn oben erwihnte
Regulationswege in beiden Zellarten unterschiedlich aktiv sind, auch seine funktio-
nellen Eigenschaften organabhéngig differieren.

Wegen dieser Zelltypabhingigkeit der Transporterregulation ist es von grofler
Bedeutung, welches Expressionssystem fiir funktionelle Transporteruntersuchungen im
Labor genutzt wird. Diesen Misslichkeiten wiirde man nur dadurch entgehen, wenn man
experimentell nicht nur die Milieuzusammensetzung auf der extrazelluldren Seite der

Plasmamembran, in der die Transporter exprimiert werden, sondern auch auf der
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intrazelluldren Seite vorgeben konnte. Durch eine Expression der Transporter in
Proteoliposomen anstatt in Zellen ist dies tatsdchlich mdglich (62, 63).

Auch eine unterschiedliche extrazelluldire Umgebung in den Korperorganen konnte
funktionelle Unterschiede von ein und demselben Transporter in den verschiedenen
Organen erkldren. Tatsdchlich ist eine Beeinflussung der Transporterregulationswege
durch extrazelluldre Signale bisher nicht nur im Labor nachgewiesen worden, sondern
auch schon in vivo. So konnte z.B. bei Ratten indirekt ein Effekt von
Geschlechtshormonen auf die die Transporteraktivitit regulierende, intrazelluldre
Calmodulinsignalkaskade im S3 - Segment proximaler Tubuli festgestellt werden. Ein
abschwiichender Effekt einer Inhibition des Ca®'/Calmodulin - Komplexes durch
Calmidazolium auf die Transportrate des rOCT2 (siehe Tab.2) war nur bei ménnlichen
Ratten messbar, nicht hingegen bei den weiblichen. Dieser Befund war zusétzlich mit
einer signifikant niedrigeren Calmodulinmenge in der Niere der Weibchen assoziiert
(138).

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die unterschiedlichen Anspriiche an den
Kationentransport der Korperorgane entweder durch eine Expression verschiedener
OCT - Subtypen oder durch eine organabhéngig unterschiedliche Regulation ein und
desselben Subtypes mittels extrazelluldre oder intrazelluldre Signale realisiert werden

konnen.

Die Menge der liber die Zellmembran transportierten organischen Kationen @ndert sich
natiirlich auch immer dann, wenn sich die Anzahl der Transportermolekiile in der
Zellmembran dndert, sei es liber eine verdnderte Neusynthese, Abbaugeschwindigkeit
oder Verschiebung zwischen Membran und zytoplasmatischen Pool (trafficking). Beim
ebenfalls zur SLC22 - Familie gehorenden Harnséure/Anion - Antiporter (hURATTI) ist
nach Wechselwirkung seines karboxyterminalen Endes mit dem ubiquitir vor-
kommenden Membranprotein PDZK1 eine erhohte zellulire Aufnahme von Harnsiure
in mit beiden Proteinen ko - transfizierten HEK293 - Zellen bei gleichzeitig erhohter
Transporterzahl in der Zellmembran nachgewiesen worden. PDZKI1 scheint also,
moglicherweise durch eine Reduktion der Internalisation, die Anzahl der hURATI -
Molekiile in der Zellmembran zu beeinflussen (5). Beim rOCT1 und hOCT2 wird

vermutet, dass die Bildung von Homooligomeren wichtig fiir deren Einbau in die
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Zellmembran ist (78). Dass es zu einer solchen Interaktion mehrere Transporter-
molekiile untereinander kommen kann, ist mit aufgereinigten rOCT1 - Molekiilen
bereits im Jahr 2008 nachgewiesen worden (63). In der gleichen Arbeit wurde auch
gezeigt, dass es eher zu einer Bildung von Homooligomeren, also zu einer Assoziation
mehreren rtOCT1 - Molekiilen untereinander, als zu einer Bildung von Heterooligo-
meren, z.B. zwischen rOCT1 und rOCT2 oder zwischen rOCT1 und rOATI1, kommt.
Auch fir den hOAT1 konnte eine Homooligomerbildung in vitro, beispielsweise durch
die Ko - Immunprizipitation zweier verschieden markierter hOAT1 - Molekiile,
nachgewiesen werden (55). Da es aullerdem nicht relevant zu sein schien, ob die
hOAT1 - Molekiile am N - oder COOH - Terminus markiert wurden, sind fiir diese
Interaktionen Abschnitte zwischen den Enden der Transporterproteine wichtig.
Zumindest beim rOCT1 (64) und beim hOCT2 (15) ist dafiir die groBBe extrazelluldre
Schleife zwischen der TD1 und TD2 verantwortlich. Dementsprechend konnte, obwohl
wie erwihnt der native rOCT1 eigentlich vorwiegend Homooligomere bildet, seine
Wechselwirkung mit dem rOAT1 dadurch induziert werden, dass seine grofe
extrazelluldre Schleife experimentell durch die korrespondierende Schleife des rOATI
ausgetauscht wurde (64). Interessanterweise scheint eine solche Interaktion mehrere
rOCT1 - Molekiile nicht die Eigenschaften der rOCT1 - Einzeltransporter zu
beeinflussen. Das ist zumindest fiir ihre Affinitdt fiir das Substrat MPP" nachgewiesen
worden (64).

Auch intrazelluldre Regulationswege haben einen Einfluss auf die Transporterzahl in
der Zellmembran. Neben einer korrekten Glykosylierung der grofen extrazelluldren
Schleife zwischen TD 1 und TD 2 (s.0.) ist dies experimentell, z.B. an mit dem hOCT2
transfizierten HEK293 - Zellen nach ihrer Inkubation mit dem Calmodulin - Inhibitor
Calmidazolium, nachgewiesen worden. Es zeigte sich eine Reduktion der
membrangebundenen Transporter. Da gleichzeitig deren Gesamtzahl in der Zelle
konstant blieb, kommt es hier zu einer Verschiebung der Transporter aus der
Zellmembran in den zytoplasmatischen Pool (13). Aufgrund einer Vmax - Reduktion fiir
den MPP" - Transport bei mit dem hOCT3 transfizierten HEK293 - Zellen nach 60 -
miniitiger Inkubation mit dem unselektiven Phosphodiesterasehemmer 3 - Isobutyl - 1-

Methylxanthin (IBMX) ist auch hier von einer Transporterzahlreduktion in der
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Zellmembran und/oder einer verminderten Turnoverrate der Einzeltransporter
auszugehen (87).

Aber nicht nur in vitro, sondern auch in vivo, sind Verdnderungen der Transporter-
anzahl bekannt, z.B. im Rahmen der Ontogenese, bei Krankheiten oder unter
hormonellen Einfliissen. So kommt es postnatal zu einer geschlechtsunabhingigen
Zunahme der mRNA - Menge des rOCT1 in der Rattenniere (119). Aufgrund der
Ausscheidungsfunktion des rOCT1 ergeben sich daraus wahrscheinlich auch
unterschiedliche Halbwertzeiten und Plasmaspiegel fiir seine Substrate abhingig vom
Alter der Ratte. Desweiteren findet sich nach einer experimentellen Obstruktion des
Gallenganges bei der Ratte ein signifikanter Abfall des mRNA - Spiegels und der
Proteinmenge des rOCT1 in der Leber mit einer verminderten hepatischen Aufnahme
des intravends applizierten Modellkations TEA™ (30). Dementsprechend konnte eine
veminderte hOCT1 mRNA - und Proteinmenge in der Leber auch bei Menschen mit
erhohten Serum - Cholestaseparametern nachgewiesen werden mit einer dadurch
moglichen Auswirkung auf die hepatische Aufnahme und Wirkung von Medikamenten,
wie z.B. Metformin (s.0.) (95). SchlieBlich ist die 2 - fach hohere Aufnahme von TEA™
in Gewebsschnitten aus ménnlichen Rattennieren im Vergleich zu weiblichen zumindest
teilweise eine Folge hoherer rOCT2 mRNA - und Proteinspiegel in der Niere der
Minnchen (127). Nach einer Gonadektomie lie3 sich dieser Unterschied in den renalen
mRNA - Mengen zwischen den Geschlechtern nicht mehr nachweisen (119). Die Gabe
von Testosteron an weibliche und ménnliche Ratten fithrte hingegen bei beiden
Geschlechtern zu einer Erhéhung sowohl der Expression des rOCT2 in der Niere als
auch der TEA" - Aufnahme in Nierengewebsschnitten. Eine Ostradiol - Gabe an
Minnchen verminderte diese Aufnahme hingegen signifikant (128). Aus den
letztgenannten Befunden kann geschlossen werden, dass der rOCT2 entweder fiir eine
renale Ausscheidung von geschlechtsabhéngig in unterschiedlichen Mengen anfallende
Metabolite sorgt oder erst unterschiedliche Plasmaspiegel von endogen gebildeten
Substanzen zwischen den Geschlechtern gewéhrleistet. Eine solche unterschiedliche
Expression von Transportern in den Ausscheidungsorganen konnte, neben den bereits
erwihnten Geschlechtsdimorphismen ihrer intrazelluldren Regulationswege (138), die
bekannten Unterschiede in der Kinetik verschiedener Medikamente zwischen den

Geschlechtern (114) miterkléren.
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Interessanterweise lie sich eine hormonelle Regulation der Transkription fiir die
Subtypen rOCT1 und rOCT3 in der Rattenniere nicht nachweisen und fehlte in anderen
Organen auch fiir den rOCT2 (127, 119). Da Androgene als Steroidhormone an
intrazelluldre Rezeptoren binden und dieser Hormon/Rezeptorkomplex dann {iber sog.
androgen - response - elements (ARE) der Promotoren deren Aktivitét erhoht, 1dsst sich
aufgrund des Fehlens solcher ARE in der Promotorregion des rOCT1 und rOCT3 deren
Nichtstimulierbarkeit durch Testosteron verstehen (9). Dass aber trotz der ARE in der
Promotorregion des rOCT2 dessen mRNA - Spiegel zwar in der Niere, aber nicht in
anderen bisher untersuchten Organen zwischen den Geschlechtern verschieden ist,
konnte auf unterschiedliche Androgenrezeptormengen in den Organen zuriickzufiihren
sein, was immunhistochemisch schon nachgewiesen wurde (122). Tatsdchlich mussten
in der oben zitierten Studie die Zellen mit dem Genabschnitt fiir den Promotor und mit
dem Gen fiir den Androgenrezeptor ko - transfiziert werden, damit Testosteron
tiberhaupt die Promotoraktivitit des rOCT2 steigern konnte. Eine andere Erkldrung
wéren nierenspezifische Transkriptionsfaktoren, welche evtl. zusidtzlich an den
Promotor binden miissen, um die Transkription zu ermdglichen. Auf die Rolle von
Transkriptionsfaktoren fiir die gewebsspezifische Transporterexpression wurde bereits

weiter oben eingegangen.
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3. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle der Aminoséduren Cystein 322 und
Cystein 451 fiir die Funktion des organischen Kationentransporters Typ 1 der Ratte
(rOCT1). Dafiir wurde die Auswirkung einer Mutation dieser Cysteine auf die Substrat-
affinitét/Selektivitit des Transporters mittels der Modellkationen Tetracthylammonium
(TEA"), Tetrapentylammonium (TPA™) und 4-(4-(Dimethylamino)styryl)-N-Methylpy-
ridinium (ASP") untersucht und erforscht, ob sich seine Regulation durch die Protein-
kinase C, p56/ - Tyrosinkinase, Calmodulin und das Thiolgruppenreagenz Methyl-
methanethiosulfonat (MMTYS) verdndert.
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4. Material und Methoden

4.1. Expression des rOCT1 durch Humane Embryonale Kidney (HEK293) - Zellen

Fiir diese Arbeit wurden Zellkulturen der Humanen Embryonalen Kidney (HEK293) -
Zellen (CRL-1573; American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA)
benutzt. Diese Zellen sind zuvor von unserem Kooperationspartner, der Arbeitsgruppe
des Institutes fiir Anatomie und Zellbiologie von Prof. Dr. Koepsell der Universitét
Wiirzburg, mit dem rOCT]1 in der nicht mutierten (WT) und der einzeln (C322S bzw.
C451M) bzw. doppelt mutierten Variante (C322S/C451M) stabil transfiziert worden.
Fiir einige Experimente fanden auch nicht transfizierte Zellen (HEK) Verwendung. In
Vorversuchen konnten wir nachweisen, dass diese nicht transfizierten Zellen bei der
verwandten ASP" - Konzentration von 1 pM nur eine geringe ASP" - Aufnahme zeigen,
die weder von klassischen Inhibitoren noch von Regulatoren der OCT beeinflusst wird.
Kultiviert wurden die Zellen bei 37°C, in einer Atmosphédre mit 8% CO, in 50 ml
Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland). Diese
enthielten Dulbecco’s modified Eagle’s Néhrmedium (DMEM) (Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland) mit 3,7 g/l NaHCOs3, 1,0 g/l D-Glucose, 2,0 mmol/l L-Glutamin
(Gibco BRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland), 100000 U/l
Penicillin, 100 mg/l Streptomycin und 10 % fetales Kélberserum (Biochrom GmbH).
Nur bei den transfizierten Zellen wurde zusdtzlich 0,8 mg/ml Geneticin (Gibco
BRL/Life Technologies GmbH) zur Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen
hinzugefiigt. Die eigentlichen Experimente fiihrten wir dann mit Zellen durch, die 4 bis
8 Tage nach deren Aussaat auf Deckgldsern einen konfluenten Zellmonolayer gebildet
hatten. Jedes Teilexperiment fand an einem Tag mit Zellen gleichen Alters und gleicher
Passage statt. Die Kultur und Analyse der gentechnisch verdanderten Zellen wurde durch
das Landesumweltamt Nordrhein - Westfalen, Essen, Deutschland (No.521-M-1.14/00)
genehmigt.
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4.2. Dynamische Fluoreszenzmikroskopie

Als MaB fiir die Aktivitdt des Transporters wurde mittels der dynamischen Fluoreszenz-
mikroskopie die zellulire Aufnahme des fluoreszierenden Modellkations 4-(4-(Di-
methylamino)styryl)-N-Methylpyridinium (ASP, 1 uM) iiber die Zeit gemessen. Die
Messungen fanden deshalb bei Dunkelheit mit einem inversen Mikroskop (Axiovert
135, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) statt. Der Aufbau des Arbeitsplatzes ist
in Abb.7 dargestellt.

Zufluss E ; ﬁ Abfluss
Zellen é
- Objektiv

Fluoreszenzmessplatz

Filterrad di chroischer Spiegel

Abb.7. Darstellung des Arbeitsplatzes. Im Einschub ist die Perfusionskammer gezeigt, auf
deren Boden sich die Deckglédser mit den transfizierten Zellen befanden.

ASP" ist ein bekanntes Substrat des rOCT1 (88). Als quartire Ammoniumverbindung
ist es permanent positiv geladen und besitzt zusétzlich eine reversibel protonierbare

Gruppe (sieche Abb.1). Sein pKs — Wert betrdgt 3,6. Aufgrund seiner lipophoben

39



Material und Methoden

Eigenschaft (n-Octanol/Wasser - Verteilungsquotient = 0,14) ist es kaum membran-
gingig. Das Anregungsmaximum von ASP" in wissriger Losung liegt bei 450 nm.
Deshalb wurde das Spektrum des Anregungslichtes, welches von einer Xenon - Quarz
Lampe (XBO 75W, Carl Zeiss AG) generiert wurde, zunédchst durch ein rotierendes
Filterrad (10 - 30/s) auf eine Wellenldnge zwischen 450 - 490 nm begrenzt und dadurch
gleichzeitig in eine pulsierende Form umgewandelt. Eine kontinuierliche Anregung
hitte eine zu schnelle Ausbleichung des fluoreszierenden ASP™ zur Folge gehabt. Nach
Durchgang eines Graufilters, der die Lichtintensitdt zusétzlich auf 10% reduzierte,
wurde das Anregungslicht mittels eines dichroischen Spiegels (560 nm) iiber ein Ol -
Immersion Objektiv (100x) zur Perfusionskammer reflektiert. Auf deren Boden
befanden sich die mit dem rOCT1 transfizierten Zellen. Das Volumen der
Perfusionskammer betrug 0,5 ml. Da die Zellen wéhrend der Versuche kontinuierlich
mit 10 ml/min einer HCO3™ - freien Ringer - Losung perfundiert wurden, wechselte das
Kammervolumen 20 mal pro Minute. Die Ringer - Losung hatte auerdem folgende
Zusammensetzung (in mM): NaCl 145,0, KoHPO4 1,6, KH2PO4 0,4, D-Glucose 5,0,
MgCl; 1,0, Calciumgluconat 1,3. Thr pH - Wert war 7,4 und ihre Temperatur 37°C.
Diese Temperatur wurde durch einen Thermostat konstant gehalten. Das
Emissionsmaximum von ASP* in wissriger Losung betridgt 590 nm. Das vom ASP*
nach seiner zelluliren Aufnahme und Anregung emittierte Licht wurde daher erst nach
Durchgang durch einen Emissionsfilter der Wellenlinge 575 - 640 nm von einer

Photonenzdhlkammer registriert (Hamamatsu H 3460-04, Herrsching, Deutschland).

Die computergestiitzte Analyse der Versuche geschah mittels Software von U. Frobe
(Universitét Freiburg, Deutschland). Dabei wurden die Fluoreszenzsignale pro Sekunde
gemittelt und als Funktion iiber die Zeit aufgetragen. Eine Messung dauerte zwischen 3
und 5 Minuten. Als Transportparameter werteten wir jeweils nur den initialen Anstieg
der Graphen aus, da dieser die Aufnahme des Kations in die Zellen am ehesten
reprasentiert. Das maximal erreichbare Fluoreszenzsignal ist dagegen zur Auswertung
eher ungeeignet, weil es zusitzlich durch den Transport des fluoreszierenden Kations
aus der Zelle hinaus, dessen intrazellulire Kompartimentierung (z.B. in den
Mitochondrien mit Anderung des Emissionsspektrums) und Ausbleichung beeinflusst

werden konnte (104, 103).
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Bei den Transporter - Regulationsversuchen wurden die Zellen in oben genannter
Ringer - Losung mit der entsprechenden Substanz fiir 10 min vorinkubiert, bevor ASP*
unter weiterer kontinuierlicher Gabe des Regulators zugesetzt wurde.

Der gesamte Messplatz stand auf einer Kalksteinplatte, die zur Dampfung von
Erschiitterungen luftkissengelagert war. Zwei Beispielmessungen sind in Abb.8

wiedergegeben.
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Abb.8. Darstellung von zwei Beispielmessungen, welche die Zunahme des Fluoreszenzsignales
tiber die Zeit durch eine ASP" - Aufnahme in die mit dem rOCT1 transfizierten Zellen zeigen
sollen. Der Versuch wurde einmal mit und einmal ohne Zugabe eines zweiten kationischen
Substrates (TEA™) durchgefiihrt, um zusitzlich eine Inhibition der ASP*™ - Aufnahme zu
demonstrieren. Die Anstiege der gestrichelten Geraden, welche jeweils durch die initiale Phase
der Aufnahmekurve gelegt wurden, werteten wir als MaB fiir die Transporteraktivitét aus.

4.3. Reagenzien

Das fluoreszierende Modellkation ASP" bezogen wir von der Molecular Probes -
Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland). TEA®, TPA" und MMTS lieferte die
Sigma - Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland). DOG, Calmidazolium und
Aminogenistein kauften wir bei der Calbiochem - Novabiochem GmbH (Bad Soden,
Deutschland). Alle anderen Substanzen sind Bestellungen bei der Sigma - Aldrich
Chemie GmbH oder Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland).
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Diese Substanzen wurden in HCOj3™ - freier Ringer - Losung (Zusammensetzung siche
vorheriges Kapitel 4.2.) gelost und bei Bedarf vorher in DMSO oder Alkohol als
Losungsmittel aufgenommen. In den benutzten Konzentrationen beeinflussten jene

Losungsvermittler die Experimente nicht.

4.4. Statistische Auswertung

Die Fluoreszenzsignale wurden gemittelt und zusdtzlich der Standardfehler des
Mittelwertes berechnet (Mittelwert + Standardfehler). Die jeweilige Anzahl der
benutzten Zellmonolayer bzw. Messungen reprisentiert (n). Die Ky, - und I1Cso - Werte
ermittelten wir aus den sigmoidalen Konzentrationsabhingigkeitskurven unter
Benutzung des Programms GraphPad Prism, Version 4.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA). Dieses Programm konnte auch fiir den statistischen Vergleich der Ky, -
und loglCso - Werte zweier Kurven benutzt werden. Da fiir jede Messung immer wieder
neue Zellen verwendet wurden, handelte es sich stets um ungepaarte Experimente. Zur
Uberpriifung der statistischen Signifikanz eines Unterschiedes zweier Stichprobenmit-
telwerte durch das Programm IBM SPSS Statistics 22 gebrauchten wir deshalb den t -
Test bei unabhingigen Stichproben, wenn zusétzlich eine Normalverteilung vorlag. Bei
fehlender Normalverteilung kam der Mann - Whitney - U - Test zur Anwendung. In
einigen Fillen fithrten wir auch eine einfaktorielle ANOVA durch. Als Test auf
Normalverteilung nutzten wir den Kolmogorov - Smirnov - Test, als Test auf
Varianzgleichheit den Levene - Test. Ein p - Wert von < 0,05 wurde jeweils als

statistisch signifikant gewertet.
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5. Ergebnisse

5.1. Einfluss der Doppelmutation (C322S/C451M) auf die Affinitit des rOCT1

Den Einfluss einer gleichzeitigen Cysteinmutation in den Aminosdurepositionen 322
und 451 des rOCT1 auf dessen Affinitiit untersuchten wir, indem wir die ASP* - Auf-
nahme in HEK293 - Zellen, welche entweder mit dem nicht mutierten Transporter (WT)
oder dem doppelt mutierten Transporter (C322S/C451M) transfiziert waren, mit den or-
ganischen Kationen TEA" oder TPA" inhibierten. Beide Kationen hemmten die ASP™ -
Aufnahme konzentrationsabhingig mit einem ICso - Wert fiir TEA™ von 58 + 4 uM bzw.
67 + 10 uM (Abb.9) und fiir TPA" von 103 + 3 nM bzw. 168 + 7 nM (Abb.10) beim WT
bzw. C322S/C451M - Transporter. Somit blieb auch nach der Doppelmutation TPA™
gegeniiber TEA™ der potentere Inhibitor des ASP™ - Transportes. Der Unterschied der
ICso - Werte zwischen WT und C322S/C451M war nicht signifikant. Dies ist Ausdruck
einer unverdnderten apparenten Affinitdt des rOCT1 fiir diese beiden Kationen trotz der

Doppelmutation.
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Abb.9. Konzentrationsabhidngige Inhibition der initialen ASP* - Aufnahme (1 pM) durch das
organische Kation TEA" bei mit dem nicht mutierten (WT) bzw. doppelt mutierten
(C32258/C451M) rOCT]1 transfizierten Zellen. Die Daten repriasentieren die Mittelwerte = SEM
als Prozent der Kontrollexperimente, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters
und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer.
Die aus diesen Kurven errechneten ICso - Werte sind 58 uM (WT) bzw. 67 uM (C322S/C451M)
und nicht signifikant verschieden.
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Abb.10. Konzentrationsabhdngige Inhibition der initialen ASP" - Aufnahme (1 uM) durch das
organische Kation TPA" bei mit dem nicht mutierten (WT) bzw. doppelt mutierten
(C32258/C451M) rOCT]1 transfizierten Zellen. Die Daten repriasentieren die Mittelwerte = SEM
als Prozent der Kontrollexperimente, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters
und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer.
Die aus diesen Kurven errechneten ICso - Werte sind 103 nM (WT) bzw. 168 nM
(C322S/C451M) und nicht signifikant verschieden.

Da die Transporteraffinitit fir TEA® und TPA" aufgrund ihrer fehlenden Eigen-
fluoreszenz nur indirekt {iber deren inhibitorische Wirkung auf die direkt messbaren
ASP" - Aufnahme untersucht werden konnte, wollten wir auch die Frage klédren, ob der
Verlauf ihrer o.g. Inhibitionskurven durch eine gleichzeitige Affinititsdnderung fiir
ASP" beeinflusst wird. So wire es z.B. durchaus vorstellbar gewesen, dass eine even-
tuelle Affinititsdnderung fiir TEA" oder TPA" durch eine gleichzeitige Affinitits-
dnderung fiir ASP" gleicher Richtung und gleichen Betrages nicht zur Darstellung
kommt. Deshalb bestimmten wir auch den K - Wert des rOCT1 fiir ASP™ iiber eine
Messung seiner konzentrationsabhéngigen zelluldren Aufnahme. Allerdings zeigte hier
die stets gemessene initiale Aufnahmerate von ASP* mit steigender Konzentration keine

Sattigung, weil es auch zu einem zunehmenden unspezifischen Eintritt von ASP™ in die

45



Ergebnisse

Zellen durch eine rOCT! - unabhingige Diffusion iiber die Zellmembran kommt.
Deshalb bestimmten wir zunédchst diese rOCT1 - unabhéngige zellulire Aufnahme von
ASP" mithilfe von nicht transfizierten HEK293 - Zellen (HEK). Auch hier zeigte sich
eine konzentrationsabhdngige Zunahme des Fluoreszenzsignals, ohne eine Sattigung zu
erreichen. Nach Subtraktion dieser Fluoreszenzkurve von der Kurve der mit dem
Transporter transfizierten Zellen allerdings, erhielten wir den spezifisch durch rOCT1
vermittelten Transport, und dieser zeigte eine Séttigung. Somit waren wir in der Lage,
den Ky, - Wert des tOCT]1 fiir ASP* zu bestimmen und konnten dadurch nachweisen,
dass die Doppelmutation keinen Einfluss auf die ASP* - Affinitit des Transporters hat
(Km - Wert: 20 = 1 uM fiir WT (Abb.11+Abb.13) und 35 + 2 uM fiir C322S/C451M
(Abb.12+Abb.13). Daher waren auch die Befunde aus der o.g. Inhibition der ASP™ -
Aufnahme durch TEA" und TPA" spezifisch fiir diese Kationen. Die maximalen
Transportraten (Vmax) fiir ASP* waren zwischen dem WT - Transporter und dem
C322S/C451M - Transporter nicht vergleichbar. Ursdchlich dafiir ist die Annahme, dass
bedingt durch die Transfektionsmethode die Transporterzahlen in den transfizierten

Zellen hochstwahrscheinlich unterschiedlich sind.
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Abb.11. Bestimmung des K., - Wertes fiir die spezifische ASP* - Aufnahme durch den nicht
mutierten (WT) rOCT1 in die Zellen. Dargestellt ist die fehlende Sittigung der Gesamt -
aufnahme der mit dem Transporter transfizierten Zellen mit steigender ASP* - Konzentration
(WT = obere durchgezogene Linie). Nach Subtraktion der unspezifischen Aufnahme, ermittelt
mit nicht transfizierten HEK293 - Zellen (HEK = untere durchgezogene Linie), von dieser
Gesamtaufnahme erhielten wir die spezifische Aufnahme durch den nicht mutierten rOCT]1
(WT minus HEK = gestrichelte Linie). Die Daten reprédsentieren die Mittelwerte + SEM.

Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer. K, - Wert fiir ASP* =20 uM.
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Abb.12. Bestimmung des K, - Wertes fiir die spezifische ASP* - Aufnahme durch den doppelt
mutierten (C322S/C451M) rOCT1 in die Zellen. Nach Subtraktion der unspezifischen
Aufnahme, ermittelt mit nicht transfizierten HEK293 - Zellen (HEK = untere durchgezogene
Linie), von der Gesamtaufnahme der mit dem doppelt mutierten rOCT]1 transfizierten Zellen
(C322S8/C451M = obere durchgezogene Linie) erhielten wir die spezifische Aufnahme durch
den doppelt mutierten rOCT1 (C322S/C451M minus HEK = gestrichelte Linie). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte £ SEM. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer.

Km - Wert fiir ASP* =35 uM.
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Abb.13. Vergleich der konzentrationsabhéngigen spezifischen ASP*™ - Aufnahme durch den
nicht mutierten (WT) und den doppelt mutierten (C322S/C451M) rOCT1 in die Zellen. Die
Daten reprisentieren die Mittelwerte + SEM. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer
(in Klammern fiir C322S/C451M, ohne Klammern fir WT). Die K, - Werte sind 20 uM fiir
WT und 35 pM fiir C322S/C451M und nicht signifikant verschieden.

Um herauszufinden, ob sich die beiden organischen Kationen TEA" und TPA" gegen-
seitig in ihrem inhibitorischen Effekt auf die ASP* - Aufnahme beeinflussen oder ihre
Interaktionsstellen am Transporter sich zwar mit derjenigen von ASP™ {iberlappen, aber
dennoch unabhéngig voneinander sind, priiften wir, ob sich ihre Wirkungen summieren.
Wie in Abb.14 zu sehen, war der gemeinsame inhibitorische Effekt von TEA' und
TPA" in Konzentrationen, welche jeweils fiir sich allein eine signifikante Hemmung des
ASP" - Transportes bei dem nativen rOCT1 bewirkten, nicht grofer als der stéirkste
Einzeleffekt. Dies spricht fiir eine gemeinsame Interaktionsstelle aller drei Substanzen

am nativen rOCT1.
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Abb.14. Inhibition der initialen ASP" - Aufnahme (1 pM) durch die organischen Kationen
TEA* (40 uM) und TPA" (100 nM) allein und zusammen bei mit dem (WT) rOCT1
transfizierten Zellen. Die Daten repridsentieren die Mittelwerte + SEM als Prozent der
Kontrollexperimente ohne Inhibitoren, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen
Alters und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen
Zellmonolayer. Die Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied gegeniiber den
Kontrollen. Der gesamtinhibitorische Effekt war nicht grofer als der stirkste Einzeleffekt
(ANOVA).

5.2. Einfluss der Einzel - und/oder Doppelmutation auf die Regulation des rOCT1
durch die PKC, p56'** - Tyrosinkinase, MMTS und Calmodulin

Eine Regulation des rOCT1 durch die Proteinkinase C (PKC) und p56'° —Tyrosinkinase
ist bekannt ((88) und Tab.2). Deshalb untersuchten wir auch die Auswirkungen der
Cystein - Mutationen auf diese Regulationswege. Aullerdem priiften wir, ob die
rOCT1 - Funktion durch die Zugabe des membranpermeablen SH - Gruppenmodulators
Methylmethanethiosulfonat (MMTS) oder den Calmodulin - Inhibitor Calmidazolium

beeinflusst wird und ob die Doppelmutation dies dndert. Eine 10 - miniitige Stimulation
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der PKC mit 1 pM des membranpermeablen Diacylglycerol - Analogons 1,2-
Dioctanoyl-sn-Glycerol (DOG) fiihrte sowohl beim WT - Transporter als auch beim
mutierten C451M - Transporter zu einer signifikanten Stimulation der ASP™ -
Aufnahme in die Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne eine PKC -
Stimulation (+35 + 10%, n = 10 bzw. +28 + 9%, n = 21 fir WT bzw. C451M). Sowohl
nach der Doppelmutation (C322S/C451M) als auch Einzelmutation in Position 322
(C322S) war dieser Effekt allerdings aufgehoben (-9 + 12%, n = 8 bzw. -4 + 9%, n = 10
fiir C322S/C451M bzw. C322S). Der bei C322S/C451M und C322S nachgewiesene,
leichte inhibitorische Effekt gegeniiber den Kontrollen war nicht signifikant (Abb.15).

C322S/C451M  C322S

5 ML
WT C451M

initiale ASP™* - Aufnahme (% der Anderung)
2

Abb.15. Effekt der Aktivierung der PKC durch 10 min. Inkubation mit 1 uM DOG auf die
initiale ASP* - Aufnahme (1 pM) bei mit dem nicht mutierten (WT) oder mutierten
(C322S5/C451M bzw. C322S bzw. C451M) Transporter transfizierten Zellen. Die Daten
reprisentieren die Mittelwerte = SEM als Prozent der Anderung gegeniiber Kontrollexperi-
menten ohne PKC - Aktivierung, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters
und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer.
Die Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied gegeniiber den Kontrollen. Eine
signifikante Stimulation war nur beim WT und C451M nachweisbar.
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Eine 10 - miniitige Inhibition der p56'°* - Tyrosinkinase durch 10 pM Aminogenistein
fithrte bei allen untersuchten Transportervarianten zu einer signifikanten Inhibition der
ASP" - Aufnahme gegeniiber den Kontrollzellen (-46 + 7%, n = 19, -52 £ 5%, n = 17,
-38 £ 7%, n = 7 und -58 £ 5%, n = 10 fiir WT, C322S/C451M, C322S und C451M)
(Abb.16). Dieser inhibitorische Effekt war zwischen den Transportervarianten nicht

signifikant verschieden.

WT C322S5/C451M C3228 C451M

7
*
19 J_
-60)- * 17
* .
10
-70- *

initiale ASP*- Aufnahme (% der Anderung)

Abb.16. Effekt der Inhibition der p56'* - Tyrosinkinase durch 10 min. Inkubation mit 10 uM
Aminogenistein auf die initiale ASP* - Aufnahme (1 uM) bei mit dem nicht mutierten (WT)
oder mutierten (C322S/C451M bzw. C322S bzw. C451M) Transporter transfizierten Zellen. Die
Daten reprisentieren die Mittelwerte = SEM als Prozent der Anderung gegeniiber
Kontrollexperimenten ohne p56'* - Tyrosinkinase Inhibition, welche jeweils am gleichen Tag
mit Zellen gleichen Alters und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der
gemessenen Zellmonolayer. Die Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied gegeniiber
den Kontrollen. Bei allen untersuchten Transportervarianten zeigte sich zwar eine signifikante
Inhibition gegeniiber den Kontrollen, aber kein signifikanter Unterschied im inhibitorischen
Effekt untereinander (ANOVA).

52



Ergebnisse

Eine 30 - sekiindige Inkubation der mit dem WT - rOCT]1 transfizierten Zellen mit
ImM des membranpermeablen SH - Gruppenmodulator Methylmethanethiosulfonat
(MMTYS) fiihrte zu einer signifikanten Stimulation der ASP" - Aufnahme. Ob die
untersuchten Cysteine einen FEinfluss auf diesen stimulatorischen Effekt haben,
untersuchten wir, indem wir diese Experimente mit Zellen wiederholten, die den
doppelt mutierten Transporter exprimierten. Diese zeigten eine gleich groB3e signifikante
Stimulation gegeniiber den Kontrollen ohne MMTS - Inkubation (+26 = 7%, n = 18
bzw. +26 + 8%, n = 17 fiir WT bzw. C322S/C451M). Somit scheinen Cystein 322 und
451 nicht am stimulatorischen MMTS - Effekt beteiligt zu sein. Nach einer 10 - minii-
tigen Inkubation schlug der MMTS - Effekt sowohl bei dem nicht mutierten als auch
beim doppelt mutierten Transporter in eine signifikante Inhibition um (-76 £ 1%, n =7
bzw. -74 £ 6%, n = 5 fiir WT bzw. C3225/C451M) (Abb.17). Auch hier bestand kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Transportervarianten.
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Abb.17. Effekt einer 30 - sekiindigen bzw. 10 - miniitigen Inkubation mit dem
Thiolgruppenmodulator MMTS (1 mM) auf die initiale ASP* - Aufnahme (1 uM) bei mit dem
nicht mutierten (WT) oder doppelt mutierten (C322S/C451M) Transporter transfizierten Zellen.
Die Daten reprisentieren die Mittelwerte + SEM als Prozent der Anderung gegeniiber
Kontrollexperimenten ohne MMTS - Inkubation, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen
gleichen Alters und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen
Zellmonolayer. Die Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied gegeniiber den
Kontrollen. Sowohl die Stimulation nach 30 sec. als auch die Inhibition nach 10 min. war
zwischen beiden Transportervarianten nicht signifikant verschieden.

Um zu testen, ob der Effekt von MMTS nicht nur zeit - sondern auch konzentrations-
abhéangig ist, inkubierten wir Zellen, die den C322S/C451M - Transporter exprimierten
auch 30 Sekunden lang mit unterschiedlichen Konzentrationen von MMTS. Dabei zeig-
te eine Konzentration von 0,1 mM MMTS keinen Effekt, wihrend 1 mM die ASP" -
Aufnahme wie erwihnt signifikant stimulierte und 5 mM sie signifikant hemmte (-1 +
9%, n =7, +26 £ 8%, n = 17 und -71 £ 5%, n = 14 fir 0,1 mM, 1 mM und 5 mM
MMTS) (Abb.18).
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Abb.18. Effekt einer 30 - sekiindigen Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Thiolgruppenmodulators MMTS auf die initiale ASP* - Aufnahme (1 pM) bei mit dem doppelt
mutierten (C322S/C451M) Transporter transfizierten Zellen. Die Daten reprédsentieren die
Mittelwerte + SEM als Prozent der Anderung gegeniiber Kontrollexperimenten ohne MMTS -
Inkubation, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters und gleicher Passage
durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer. Die Sternchen zeigen
einen signifikanten Unterschied gegeniiber den Kontrollen. Wéhrend 0.1 mM MMTS keinen
Effekt zeigte, fiihrte 1 mM zu einer signifikanten Stimulation und 5 mM zu einer signifikanten
Hemmung der ASP" - Aufnahme.

Eine Inhibition des Ca?'/Calmodulin - Komplexes zeigte bereits bei verschiedenen
anderen Transportern eine inhibibitorische Wirkung auf den ASP" - Transport (siehe
Tab.2). Um zu testen, ob dies auch fiir den rOCTI1 zutrifft und ob der Effekt
konzentrationsabhéngig ist, verglichen wir rOCT1 exprimierende Zellen mit und ohne
eine Inkubation mit dem Calmodulininhibitor Calmidazolium. Auflerdem verglichen wir
den nichtmutierten (WT) mit dem doppelt mutierten (C322S/C451M) Transporter in
Bezug auf den Calmidazolium - Effekt. Eine 10 - miniitige Inkubation mit 0,1 uM bzw.
5 uM Calmidazolium fiihrte sowohl beim WT als auch beim C322S/C451M zu einer
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signifikanten Inhibition der ASP" - Aufnahme gegeniiber den Kontrollen ohne
Inkubation (-58 + 5%, n = 19 bzw. -87 = 2%, n = 12 fir WT und -71 £+ 7%, n = 13 bzw.
-83 £ 2%, n = 16 fiir C322S/C451M mit 0,1 puM bzw. 5 uM Calmidazolium). Diese
Effekte unterschieden sich nicht signifikant zwischen WT und C322S/C451M. Eine
Konzentration von 0,01 uM reichte beim WT fiir eine signifikante Inhibition nicht aus

(-20 £ 7%, n = 4) (Abb.19).
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Abb.19. Effekt einer 10 - miniitigen Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Calmodulin - Inhibitors Calmidazolium auf die initiale ASP* - Aufnahme (1 pM) bei mit dem
nicht mutierten (WT) bzw. doppelt mutierten (C322S/C451M) Transporter transfizierten Zellen.
Die Daten reprisentieren die Mittelwerte + SEM als Prozent der Anderung gegeniiber
Kontrollexperimenten ohne Calmidazolium - Inkubation, welche jeweils am gleichen Tag mit
Zellen gleichen Alters und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der
gemessenen Zellmonolayer. Die Sternchen zeigen einen signifikanten Unterschied gegeniiber
den Kontrollen. Sowohl eine Inkubation mit 0.1 uM als auch mit 5 uM fiihrten bei beiden
Transportervarianten zu einer signifikanten Inhibition gegeniiber den Kontrollen, unterschieden
sich aber untereinander nicht signifikant. Eine Konzentration von 0,01 pM hatte bei dem
nativen Transporter keinen signifikanten Effekt.
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5.3. Einfluss der Doppelmutation auf die TPA* - Affinititsinderung durch

Calmidazolium

Es ist bekannt, dass eine Inhibition des Ca®"/Calmodulin - Komplexes durch
Calmidazolium die Affinitit des hOCT1 fiir TEA", Cimetidin und Quinin (25) und die
des hOCT?2 fiir TEA" reduziert (21). Wir wollten untersuchen, ob Calmidazolium auch
die Affinitdt des rOCT1 dndert und ob die Doppelmutation diese Wirkung beeinflusst.
Dazu verglichen wir die halbmaximalen Konzentrationen fiir die Inhibition des ASP™ -
Transportes durch TPA" bei mit dem WT bzw. mit dem C322S/C451M transfizierten
Zellen mit und ohne Calmidazolium - Inkubation miteinander. Es zeigte sich nach 10 -
miniitiger Inkubation mit 0,1 pM Calmidazolium beim WT eine signifikante
Verschiebung der Inhibitionskurve nach rechts im Vergleich zu den
Kontrollexperimenten ohne eine Inkubation (ICso - Wert fiir TPA" ohne bzw. mit
Calmidazolium: 103 + 3 nM bzw. 302 + 22 nM) (Abb.20). Dies spricht fiir eine
reduzierte Affinitdt des Transporters fiir dieses Kation durch Calmidazolium. Beim
C322S/C451M  zeigte sich ebenfalls eine Tendenz zur Affinitdtsabnahme unter
Calmidazolium, welche noch nicht signifikant war (ICso - Wert fiir TPA™ ohne bzw. mit

Calmidazolium: 168 + 7 nM bzw. 405 + 37 nM) (Abb.21).
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Abb.20. Konzentrationsabhdngige Inhibition der initialen ASP" - Aufnahme (1 uM) durch das
organische Kation TPA" bei mit dem nicht mutierten Transporter transfizierten Zellen nach
10 min. Inkubation mit 0,1 uM Calmidazolium (WT + Calm) bzw. ohne Calmidazolium -
Inkubation (WT). Die Daten reprisentieren die Mittelwerte = SEM als Prozent der Kontroll-
experimente, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters und gleicher Passage
durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer. Die aus diesen Kurven
errechneten ICso - Werte sind 103 nM (WT) bzw. 302 nM (WT + Calm) und signifikant
verschieden.
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Abb.21. Konzentrationsabhdngige Inhibition der initialen ASP* - Aufnahme (1 uM) durch das
organische Kation TPA" bei mit dem doppelt mutierten Transporter transfizierten Zellen nach
10 min. Inkubation mit 0,1 uM Calmidazolium (C322S/C451M + Calm) bzw. ohne
Calmidazolium - Inkubation (C322S/C451M). Die Daten reprisentieren die Mittelwerte + SEM
als Prozent der Kontrollexperimente, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters
und gleicher Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer.
Die aus diesen Kurven errechneten ICso - Werte sind 168 nM (C322S/C451M) bzw. 405 nM
(C322S/C451M + Calm) und noch nicht signifikant verschieden.

Die Gleichheit der apparenten Affinitéiten beider Transportervarianten fiir TPA*, die wir
schon ohne eine Calmidazolium - Inkubation gesehen haben (s.o.), war auch nach der
Inkubation weiterhin vorhanden. Das ist Ausdruck einer Affinititsdnderung gleichen
Betrages bei beiden Transportervarianten durch Calmidazolium (ICso - Quotient

mit/ohne Calmidazolium: 2,9 fiir WT und 2,4 fiir C322S/C451M (Abb. 22).
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Abb.22. Konzentrationsabhdngige Inhibition der initialen ASP* - Aufnahme (1 uM) durch das
organische Kation TPA" bei mit dem nicht mutierten (WT + Calm) bzw. doppelt mutierten
(C322S8/C451M + Calm) rOCT1 transfizierten Zellen nach 10 min. Inkubation mit 0,1 pM
Calmidazolium. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte = SEM als Prozent der
Kontrollexperimente, welche jeweils am gleichen Tag mit Zellen gleichen Alters und gleicher
Passage durchgefiihrt wurden. Zahlen = Anzahl der gemessenen Zellmonolayer. Die aus diesen
Kurven errechneten ICso - Werte sind 302 nM (WT + Calm) bzw. 405 nM (C322S/C451M +
Calm) und nicht signifikant verschieden.
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6. Diskussion

Polyspezifische organische Kationentransporter (OCT) sind beteiligt an der
Reabsorption, Distribution und Elimination von organischen Kationen im Organismus.
Zu den organischen Kationen gehdren sowohl endogene Substanzen als auch zahlreiche
Medikamente. Der rOCT1 wird unter anderem in der Niere, der Leber und im Darm der
Ratte exprimiert. In der Niere konnte er im S1 und S2 Segment des proximalen
Tubulus” nachgewiesen werden. Dort ermoglicht er den Transport organischer Kationen
tiber die basolaterale Membran der Epithelzellen.

In einer vorangegangenen Studie wurde ein stimulierender Effekt des membran-
permeablen Thiolgruppenmodulators MMTS auf den Kationentransport des rOCT1 in
transfizierten Xenopus leavis - Oozyten nachgewiesen (120). Bei der nachfolgenden
Untersuchung sdmtlicher 16 Cysteine des rOCT1 durch deren mutagenen Austausch
lie sich nach einer simultanen Mutation des Cysteins in Position 322 und 451 dieser
stimulierende Effekt auf den Transport des organischen Kations Cholin durch den
rOCT]1 nicht mehr nachweisen. Auch reduzierte sich die Affinitit des Transporters fiir
Cholin durch diese Doppelmutation. Es ist ferner bereits bekannt, dass fiinf
Aminosduren (Asp 475, Gln 448, Leu 447, Ala 443 und Arg 440) in der unmittelbaren
Nachbarschaft zum Cystein 451 die Substrataffinitit des rOCT1 beeinflussen und somit
wahrscheinlich Teil seiner Bindungstasche sind (41, 42, 135). AuBlerdem weill man,
dass eine experimentelle Mutation des Serins in Position 328 der Polypeptidkette des
rOCT1, also in der unmittelbaren Ndhe zum hier untersuchten Cysteins 322, seine
Affinitit fiir TEA®, TPA" und Quinin reduziert und seine Regulation durch die PKC
authebt. Die endogene Stimulation des rOCT1 durch die p56'* - Tyrosinkinase bleibt
hingegen nach dieser Mutation erhalten (27).

Autbauend auf diesen Befunden erforschten wir in vorliegender Arbeit die Bedeutung
des Cysteins 322 und des Cysteins 451 fiir die Substrataffinitit des rOCT1 und einige
bekannte Regulationswege, indem der native rOCT1 mit dem in beiden Cystein -

Positionen einzeln oder gleichzeitig mutierten Transporter verglichen wurde.
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Dabei konnten wir zeigen, dass der ASP™ - Transport durch den rOCT1 auch nach
gleichzeitiger Mutation dieser beiden Cysteine konzentrationsabhidngig durch die
organischen Kationen TPA" und TEA™ inhibiert wird, wie dies fiir den nicht mutierten
Transporter bereits bekannt ist. Auch war der inhibitorische Effekt von TPA™ trotz
dieser Mutationen weiterhin stérker als der von TEA™ (ICso - Wertrga+ > ICso - Werttpa+
fir WT und C322S/C451M). Offensichtlich verdndert sich also die Affinitdt des
Transporters fiir diese beiden Kationen durch die Doppelmutation nicht. Fiir das hier
untersuchte Cystein 451 wurde schon frither mittels ,,patch - clamp® - Technik bei
transfizierten Oozyten gezeigt, dass es keinen Einfluss auf die TEA" - Bindung am
Transporter zu haben scheint, denn auch dort verdnderte seine Mutation nicht die
Affinitdt des rOCTI1 fir TEA™ (135). Dies bestétigen jetzt unsere Daten. Allerdings
konnte in einer anderen Studie mit Einzelmutationen des Transporters in Position S286
bzw. S292, welche wie das Cystein 322 Teil der grofen intrazelluldren Schleife sind,
nachgewiesen werden, dass dadurch zwar die Affinitidt des rOCT1 fiir TEA™ ebenfalls
unverdndert bleibt, sich die fiir TPA" aber signifikant reduziert (27). Dabei muss
bedacht werden, dass der Mechanismus der Inhibition des ASP" - Transportes durch
TEA" und TPA" grundlegend verschieden ist. So ist TEA™ ein lange bekanntes Substrat
des rOCT]1 (44) und hemmt den ASP" - Transport daher kompetetiv. Das hydrophobere
TPA" (sieche Abb.1) wird hingegen selbst nicht durch den rOCT1 transportiert, wie in
»patch - clamp* - Studien aufgrund seiner fehlenden Induktion eines transmembrandsen
Stromes nachgewiesen werden konnte (41, 8). Dass aber trotz unterschiedlicher
Inhibitionsmechanismen auch die Bindungsstelle fiir TPA" innerhalb der
Bindungsstasche des rOCT1 liegen muss und sich sogar mit der des TEA™ {iberlappt,
wiesen wir in dieser Arbeit nach, indem wir den Effekt von TEA™ und TPA" zusammen
auf die ASP" - Aufnahme in die Zelle priiften. Der gemeinsame inhibitorische Effekt
war dabei nicht groer als der groflte Einzeleffekt. Bei unterschiedlichen
Bindungsstellen hitten wir eine Summation der Effekte erwartet. Dies stiitzen auch die
Ergebnisse von Gorboulev V. et al, indem sie zeigen konnten, dass ein
Aminosiureaustausch in Position 475 sowohl die Affinitét fiir TEA" als auch fiir TPA"
steigert (41). Es ist unwahrscheinlich, dass eine Mutation die Affinitit zweier

unterschiedlicher Bindungsstellen gleichsinnig beeinflusst.
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Wenn man versucht, nur indirekt Aussagen iiber die Transporteraffinitdt fiir eine nicht
direkt detektierbare Substanz anhand ihrer inhibitorischen Wirkung auf eine direkt
nachweisbare Substanz zu treffen, steht man immer vor dem Problem zu entscheiden,
durch welche der beiden Substanzen ein evtl. verdnderter Kurvenverlauf bedingt ist.
Dementsprechend hitten wir den beobachteten unverdnderten ASP* - Inhibitions-
kurvenverlauf fiir TPA" und TEA" auch dann erhalten, wenn die Doppelmutation die
Affinitdten fiir die Kationen ASP', TPA" und TEA" gleichsinnig verdndert hitte.
Deshalb bestimmten wir auch direkt die ASP™ - Affinitdt des unverdnderten und doppelt
mutierten Transporters durch Erstellen einer konzentrationsabhingigen ASP* -
Aufnahmekurve und nachfolgender Ermittelung der halbmaximalen Sattigungskon-
zentration (Km - Wert). Dabei standen wir allerdings vor dem Problem, dass aufgrund
einer mit steigender ASP" - Konzentration zunehmenden unspezifischen ASP™ -
Aufnahme in die Zellen die Gesamtaufnahmerate von ASP" keine Sittigung zeigte.
Somit war auch keine Halbséttigungskonzentration bestimmbar. Um dennoch den Ky, -
Wert berechnen zu konnen, eruierten wir zunédchst den unspezifischen, also nicht
rOCT]I - vermittelten, ASP" - Transport in die Zellen fiir verschiedene Konzentrationen
mittels nicht transfizierten HEK293 - Zellen und subtrahierten diesen von der Gesamt-
transportrate rOCT1 - transfizierter Zellen. Dadurch ergab sich eine konzentrations-
abhiingige Sittigung des ASP' - Transportes in die Zellen, welche den spezifischen
Transport durch den rOCT]1 repréisentierte. Dieser zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen dem nicht mutierten und dem doppelt mutierten Transporter (Km -
Wert: 20 uM bzw. 35 uM fiir WT bzw. C322S/C451M).

Zusammenfassend konnten wir also zeigen, dass eine simultane Mutation von C322S
und C451M die Affinitdt des Transporters weder flir den nichttransportierten Inhibitor
TPA™ noch fiir die transportierten Substrate TEA™ und ASP™ beeinflusst.

Eine Regulation des rOCT1 durch verschiedene intrazelluldre Regulationswege ist
bekannt. So wird in transfizierten HEK293 - Zellen dessen Aktivitdt durch die PKC,
PKA und p56'* - Tyrosinkinase stimuliert ((88) und Tab.2) und durch das zyklische
Nukleotid cGMP gehemmt (113). Deshalb untersuchten wir die Auswirkung der
Mutationen C322S und C451M auch auf ausgewihlte Regulationswege. Den

stimulierenden Effekt der PKC kennzeichnet, dass er mit einer direkten Phosporylierung
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des Transporters vergesellschaftet ist (88). Eine simultane Mutation von flnf
potentiellen PKC - Phosphorylierungsstellen des rOCT1 hebt sowohl die Phospho-
rylierungssteigerung als auch die Aktivitétssteigerung durch die PKC auf (27). Vier
dieser Phosphorylierungsstellen sind im Bereich der groBen intrazelluliren Schleife
lokalisiert (siehe Abb.4). Eine davon ist das Serin in Position 328. Zwar konnte auch
nach dessen isolierter Mutation in der o.g. Studie kein stimulierender Effekt der PKC
mehr nachgewiesen werden, die Bestdtigung einer direkten Phosphorylierung dieser
Aminosdure steht allerdings noch aus. Denn prinzipiell gibt es fiir einen aufgehobenen
Kinase - Effekt als Folge einer Mutation ihrer potentiellen Phosphorylierungsstellen
zwei Moglichkeiten:

1.) Durch die Mutation wird tatsichlich die direkte Angriffsstelle der Kinase entfernt.
2.) Da lidngst nicht jede potentielle Phosphorylierungsstelle einer Kinase am Transporter
auch tatsichlich phoshoryliert wird (139), konnte entweder als Folge einer
Konformationsédnderung durch eine Mutation ein ganz anderer Angriffspunkt der PKC
am Protein unzuginglich werden, oder aber die Stelle einer anderen Kinase, welche
wiederum selbst durch die PKC reguliert wird.

Unabhingig davon, welcher dieser Fille zutrifft, schien es wahrscheinlich, dass die in
unserer Arbeit untersuchte Mutation des Cysteins 322 in unmittelbarer Ndhe zum Serin
328 ebenfalls einen Einfluss auf die PKC - Regulation des rOCT1 hat. Tatsdchlich
zeigte sowohl die Einzelmutante C322S als auch die Doppelmutante C322S/C451M
einen Verlust des stimulatorischen Effektes einer PKC - Aktivierung auf die
Transportrate des rOCT1 (+35% bzw. -4% bzw. -9% fir WT bzw. C322S bzw.
(C322S/C451M). Hingegen blieb bei der Einzelmutation C451M, welche auBBerhalb der
groBen intrazelluldren Schleife lokalisiert ist, der PKC - Effekt erhalten (+28%).
Wabhrscheinlich fiihrt daher die Mutation des C322, nicht hingegen die Mutation des
C451, zu einer Behinderung der Phoshorylierung des rOCT1 durch die PKC, sei es nun
am benachbarten Serin 328 oder an einer anderen ihrer Phosphorylierungsstellen.
Entsprechend obiger Uberlegungen wire eine weitere mogliche Erklirung, dass eine
andere, durch die PKC regulierte Kinase, ihre Angriffsstelle am rOCT1 als Folge der
Mutation des C322 verliert. AuBlerdem konnte es auch sein, dass die PKC zwar
weiterhin in der Lage ist, den Transporter zu phosphorylieren, die Wirkung aber

ausbleibt.
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Es ist bekannt, dass eine experimentelle PKC - Aktivierung auch die Affinitdt des
rOCT1 fiir die Kationen TEA" und TPA" erhoht, und dass dieser Transporter einen
gewissen basalen Phosphorylierungszustand besitzt (88). Aus dem von uns jetzt
nachgewiesenen unverinderten Inhibitionskurvenverlauf fiir TEA® und TPA™ trotz
Doppelmutation (s.0.) kann somit auch geschlossen werden, dass eine aufgehobene
PKC - Wirkung am rOCT1 im nicht stimulierten Zustand seine Affinitdt fiir diese
Kationen nicht &dndert. Wahrscheinlich ist deshalb auch die bekannte basale
Phosphorylierung des rOCT1 nicht PKC vermittelt oder sie reicht nicht aus, um dessen

Affinitit fur diese Kationen zu beeinflussen.

Interessant ist auch die Frage, wie eigentlich eine PKC - Stimulation den ASP" -
Transport durch den rOCT1 steigert, welche Eigenschaften des Transporters sich also
als Folge seiner gesteigerten Phosphorylierung &andern. Prinzipiell konnte eine
vermehrte Transportrate fiir ASP" entweder durch eine erhohte Anzahl der Transporter-
molekiile in der Zellmembran, eine erhohte Turnover - Rate der Einzeltransporter oder
eine Affinitétssteigerung des rOCTI1 fiir ASP" erfolgen. Dass sich die Anzahl der
rOCT1 - Transportermolekiile in der Zellmembran durch eine PKC - Stimulation nicht
andert, wurde bereits nachgewiesen und kann daher nicht als Erkldrung dienen (27).
Geht man davon aus, dass der ASP" - Transport in die Zellen steigt, wenn die Affinitit
des rOCT1 fur dieses Kation zunimmt, wére eine Rechtsverschiebung der ASP' -
Inhibitionskurve durch einen beliebigen ko - applizierten kompetetiven Inhibitor die
Folge, da ja nun eine hohere Inhibitorkonzentration fiir eine gleich starke Inhibition
notig wire. Tatsdchlich wiesen Mehrens T. et al. aber in ithrer oben zitierten Arbeit aus
dem Jahr 2000 eine unterschiedlich starke Linksverschiebung der ASP™ -
Inhibitionskurve fiir TEA", TPA" und Quinin nach einer PKC - Stimulation nach. Diese
kann auch nicht Folge einer isolierten Affinititsabnahme fiir ASP" sein, denn dann
hiitten sich die Inhibitionskurven fiir TEA", TPA" und Quinin um das gleiche AusmafR
verschieben miissen. Tatsdchlich war diese Verschiebung aber graduell unterschiedlich,
was sich anhand der Quotienten der ICso - Werte ohne bzw. mit PKC - Stimulation
leicht berechnen ldsst (58 fiir TEA™, 15 fir TPA" und 2 fiir Quinin) (88). AuBerdem
wiire bei einer Affinitdtsabnahme des rOCT]1 fiir ASP* seine Transportrate gesunken.

Dann bliebe noch die Moglichkeit, dass die Affinitit des rOCT1 sowohl fiir TEA,
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TPA" und Quinin als auch fiir ASP" durch ein PKC - Stimulation steigt, fiir die ersten
drei jedoch stirker als fiir ASP'. Damit konnten sowohl die Linksverschiebung der
Inhibitionskurven als auch die gesteigerte Transportrate fiir ASP" durch die PKC in
Einklang gebracht werden. Da aber heute davon ausgegangen wird, dass die
Bindungsstellen verschiedener Substanzen in der Bindungstasche des rOCT1 nicht
identisch sind, sondern sich nur {iberlappen, ist eine simultane Steigerung der Affinitat
flir  solch  unterschiedlich  gebaute  Substanzen durch eine identische
Konformationsdnderung der Bindungstasche als Folge einer Phosphorylierung zwar
moglich, aber eher unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass sich die Affinitat fiir

bestimmte Substanzen erhoht, fiir andere erniedrigt und fiir wieder andere gleich bleibt.

O.g. Betrachtungen gelten allerdings nur unter der Annahme, dass die Transportrate des
rOCT]1 tatséchlich steigt, wenn sich seine Affinitdt fiir ein Substrat vergrofert. Es wiére
aber durchaus auch denkbar, dass nur eine geringe Zunahme der Affinitit die
Transportrate tatsdchlich erhoht, bei einer weiteren Zunahme diese jedoch wieder
abnimmt, weil ein zu fest gebundenes Substrat schlecht wieder auf der anderen
Zellmembranseite vom Transporter abgegeben werden kann. Gestiitzt wird dies durch
die Beobachtung, dass bei den Tetraalkylammoniumverbindungen mit steigender
Seitenkettenldnge zwar deren Affinitdt fiir den hOCT1 steigt, gleichzeitig aber die
Transportrate sinkt (144). Dariiber hinaus wird durch die Asparaginsduremutation 475
in der TD 11 des rOCT1 die Vmax fiir TEA®, NMN", Cholin stirker gesenkt als fiir
MPP*. Da sich gleichzeitig die Affinitit fiir TEA", NMN", Cholin erhoht, jene fiir MPP*
aber gleich bleibt, ist auch das ein Hinweis darauf, dass die intrazelluldre Freisetzung
durch eine Affinitétssteigerung reduziert wird und so die Transportrate fillt (41). Die
bekannten Unterschiede in der Wirkung von Kinasen auf verschiedene
Transportersubtypen, z.B. die der PKC auf den ASP" - Transport durch den rOCTI
(Steigerung), den hOCT1 (kein Effekt) und den hOCT2 (Hemmung) (siehe Tab.2),
konnten also auch dadurch bedingt sein, dass die PKC durch eine geringe
Affinititssteigerung des Transporters seine Transportrate anhebt (rOCT1), durch eine
mittlere Affinititssteigerung keine Anderung der Transportrate bewirkt (hOCT1) und

durch eine massive Affinitatssteigerung diese reduziert (hOCT?2).
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Letzlich kann die Frage nach der Ursache einer erhohten ASP" - Aufnahme in rOCT1
exprimierende HEK293 - Zellen infolge einer PKC - Stimulation nur durch einen
direkten Vergleich der konzentrationsabhingigen ASP" - Aufnahmekurven mit und

ohne PKC - Stimulation und Bestimmung von K, und Vmax geklért werden.

Im Gegensatz zur Regulation durch die PKC hatten die untersuchten Cystein -
Mutationen keinen FEinfluss auf die Regulation des rOCT1 durch die p56'f -
Tyrosinkinase. Die Reduktion des rOCT1 - Transportes nach Hemmung dieser Kinase
durch Aminogenistein war unveridndert erhalten, was auch darauf hinweist, dass der
rOCT1 durch die p56'°* - Tyrosinkinase endogen aktiviert wird. Dass sich die Mutation
des C322 so unterschiedlich auf die Regulation des rOCT1 durch verschiedene Kinasen
auswirkt (fiir PKC aufgehoben, fiir p56' - Tyrosinkinase erhalten), konnte wie folgt
erkléart werden:

1.) Beide Kinasen weisen verschiedene primire Angriffsstellen am Transporter auf, die
durch die Mutation unterschiedlich beeinflusst werden. Dies wird durch die friihere
Beobachtung gestiitzt, dass Mutationen der PKC - Phoshorylierungsstellen des rOCT]1
keine Auswirkung auf die Regulation durch die p56'* - Tyrosinkinase haben (27).

2.) Trotz der Mutation ist fiir beide Kinasen zwar weiterhin eine Phosphorylierung des
Transporters moglich, nachgeschaltete Reaktionen darauf werden aber verschieden
beeinflusst. Dass sich die Wirkung dieser beiden Kinasen auf die Transportereigen-
schaften unterscheidet, ist bekannt. So fiihrt die PKC z.B. zu der bereits erwiahnten
Affinititsinderung fiir TEA" beim rOCT1 (88), nicht hingegen die p56'* - Tyrosin-
kinase (27). Ein anderes Beispiel fiir unterschiedliche Effekte von Kinasen ist die
Wirkung einer PKC - bzw. PKA - Aktivierung auf den humanen Serotonintransporter
(hSERT). Sowohl eine PKC - als auch eine PKA - Aktivierung fithren zwar zu einer
erhohten Phosphorylierung dieses Transporters, aber nur die PKC - Aktivierung dndert
auch die Serotonin - Aufnahmerate in Zellen, die diesen Transporter kiinstlich
exprimieren (107). Die Wirkung einer Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen ist
wahrscheinlich gerade deshalb unterschiedlich, weil ihre Orte der Phosphorylierung am
Transporterprotein differieren.

3.) Es konnte aber auch sein, dass die p56'* - Tyrosinkinase gar nicht direkt am rOCT1

wirkt, sondern unspezifisch die gesamte Zellfunktion beeinflusst. Damit erklérte sich
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auch der ausgeprigte hemmende Effekt einer p56'* - Tyrosinkinase - Inhibition durch

Aminogenistein auf den Transport der meisten bisher untersuchten OCT (siehe Tab.2).

Eine 30 - sekiindige Inkubation mit 1 mM des membranpermeablen Thiolgruppen-
modulators MMTS fiihrte sowohl beim nativen Transporter als auch beim doppelt
mutierten Transporter zu einer signifikanten Stimulation des ASP™ - Transportes (+26%
bzw. +26% fir WT bzw. C322S/C451M). Dieser Effekt schlug sowohl bei einer
langeren Inkubationszeit als auch bei einer hoheren Konzentration von MMTS in eine
Inhibition um, wahrscheinlich aufgrund einer unspezifischen Wirkung auf weitere
Zellproteine durch zelluldre Akkumulation von MMTS. Da MMTS membranpermeabel
ist, wird sich seine zytosolische Konzentration zeitabhingig und konzentrations-
abhéingig erhohen. Auflerdem konnte MMTS auch selbst iiber den rOCT1 oder andere,
von den HEK?293 - Zellen endogen exprimierte Transporter (3), in die Zellen gelangen.
Dass die untersuchten Cysteine 322 und 451 keinen Einfluss auf den stimulatorischen
Effekt von MMTS zu haben scheinen, steht im Gegensatz zu oben genannter Studie,
welche den Ausgangspunkt fiir diese Doktorarbeit bildete (120). Dort zeigte sich
ndmlich, dass die Doppelmutation C322S/C451M den stimulatorischen Effekt von
MMTS auf den Cholintransport bei mit dem rOCT] transfizierten Xenopus laevis -
Oozyten authob. Diese Diskrepanz lieBBe sich folgendermalen erklédren:

1.) In Abhéngigkeit vom Expressionssystem (dort Oozyten vs. hier HEK293 - Zellen)
konnte die Raumstruktur des Transporters, z.B. durch einen unterschiedlichen
Phoshorylierungs - oder Glykosylierungsgrad, verschieden sein. Dies ist zumindest fiir
die Struktur der TEA" - Bindungsstelle des hOCT1 zwischen HEK293 - Zellen und
CHO (chinese hamster ovary ) - Zellen bereits nachgewiesen worden (25). Damit
konnte auch die Zuginglichkeit der Seitenketten der Cysteine 322 und 451 fiir MMTS
in Oozyten und HEK293 - Zellen unterschiedlich sein. Dies wére auch eine Erkldrung
dafiir, warum wir zusétzlich eine wesentlich geringere Stimulation beim WT feststellten
als Sturm A. et al. Auch in experimentell hergestellten und rOCT1 tragende
Proteoliposomen, denen die intrazelluldren Regulationswege komplett fehlen, ist bereits
ein wesentlich geringerer stimulatorischer Effekt von MMTS auf den Kationentransport

durch rOCT1 gemessen worden (120).
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2.) Die Experimente in der oben zitierten Vorstudie wurden in ,,patch - clamp* -
Technik bei -50 mV Membranpotential durchgefiihrt, unsere Experimente hingegen
nicht. Da die Funktion des Transporters abhidngig vom Membranpotential (20) und
dieses zelltypabhédngig (Oozyten vs. HEK293 - Zellen) und methodenabhéngig (patch -
clamp vs. natiirliches Membranpotential) unterschiedlich ist, konnte auch dies fiir die
Unterschiede verantwortlich sein.

3.) Die Wirkung von MMTS auf den rOCT1 ist abhdngig vom Substrat (dort Cholin vs.
hier ASP"). Es wurde bereits nachgewiesen, dass die Wirkung von MMTS auf die
Effizienz des Kationentransportes substratabhingig ist (120).

4.) MMTS wirkt moglicherweise neben dem Transporter auch auf unterschiedliche
weitere regulatorische Zellproteine abhéngig vom Expressionssystem ein.

5.) Eine unterschiedliche Membranzusammensetzung von Oozyten vs. HEK293 - Zellen
fiihrt zur ungleichen Akkumulation von MMTS in der Membran und damit zu
abweichenden MMTS - Konzentrationen am Transporter.

Unsere Interpretation der widerspriichlichen Befunde ist daher folgende: abhéingig vom
Expressionssystem und/oder Membranpotential ist die Zuginglichkeit des MMTS zu
seinem Wirkort am rOCT]1 verschieden. In HEK293 - Zellen ist diese Zugénglichkeit
durch die Doppelmutation nicht gestort, in Oozyten hingegen schon. Aullerdem gehen
wir nicht davon aus, dass in unserem Expressionssystem Cystein 322 und Cystein 451

durch MMTS direkt modifiziert werden.

SchlieBlich untersuchten wir auch den Einfluss der Doppelmutation auf die Regulation
des rOCT1 durch den Ca®*/Calmodulin - Komplex. Dazu inhibierten wir diesen Kom-
plex durch eine Inkubation der Zellen fiir 10 Minuten mit Calmidazolium, welches
direkt mit den Calziumbindungsstellen des Calmodulins (CaM) interagiert (108). Da-
durch reduzierten sich der ASP" - Transport und die Affinitit fiir TPA™ sowohl beim
WT als auch beim doppelt mutierten Transporter ((ASP" - Transportinderung gegen-
iiber Kontrollen: -87% bzw. -83% fiir WT bzw. C322S/C451M unter SuM Calmidazo-
lium) und (ICso - Werte fiir ASP" - Inhibition durch TPA™: 103 nM bzw. 302 nM fiir
WT und 168 nM bzw. 405 nM fiir C322S/C451M ohne bzw. mit 0,1 uM Calmidazo-
lium - Inkubation)). Fiir den ersten Effekt lieB sich kein signifikanter Unterschied

zwischen WT und C322S/C451M nachweisen, so dass die untersuchten Cysteine keine
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Rolle fiir die Hemmung des ASP® - Transportes durch Calmidazolium zu spielen
scheinen. Auch die Inhibitionskurven unter Calmidazolium fiir TPA" waren zwischen
den beiden Transportern nicht signifikant verschieden, wie wir es bereits ohne eine
Calmidazolium - Inkubation sahen (s.0).

Fiir alle bisher untersuchten organischen Kationentransporter (rOCT2, hOCT1, hOCT2,
hOCT3) (siehe Tab.2 und (87)) wurde in der Vergangenheit, wie in dieser Arbeit fiir
den rOCT]1, ein inhibitorischer Effekt von Calmidazolium nachgewiesen. Dies spricht
dafiir, dass alle diese OCT durch den Ca?*/Calmodulin - Komplex endogen aktiviert
werden und dieser Regulationsweg phylogenetisch sehr alt ist. Interessanterweise
scheint aber der Mechanismus, iiber den der Ca®'/Calmodulin - Komplex die
Transporter beeinflusst, subtypabhingig zu sein. So fiihrt seine Inhibition durch
Calmidazolium entweder zu einer Affinititsabnahme des Transporters (rOCT2) (138),
(hOCT1) (25) und/oder zu einer Reduktion der Transporterzahl in der Zellmembran
(hOCT2) (13, 21). Aufgrund der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse gehen wir
auch beim rOCT1 von einer Reduktion der Transporterzahl durch Calmidazolium bei
unverdnderter Affinitdt fir ASP" aus. So kann man ndmlich die Ergebnisse, dass
Calmidazolium die Transportrate fiir ASP* reduziert, aber gleichzeitig die TPA" -
Inhibitionskurve fiir ASP' nach rechts verschiebt, zusammen erkliren. Wire die
gemessene Reduktion des ASP" - Transportes durch Calmidazolium Folge einer
Affinititsabnahme des rOCT1 fiir ASP", hitte sich die TPA" - Inhibitionskurve unter
Calmidazolium nicht nach rechts, sondern nach links verschieben miissen, es sei denn,
es wire gleichzeitig zu einer noch stirkeren Affinitdtsabnahme fiir TPA" gekommen.
Endgiiltig kann diese Frage aber nur durch eine direkte Quantifizierung der
Transportermolekiile in der Membran geklirt werden.

Bis dahin interpretieren wir unsere Ergebnisse so, dass Calmidazolium die Anzahl der
rOCT1 - Transportermolekiile in der Zellmembran der transfizierten HEK293 - Zellen
reduziert, gleichzeitig die Affinitdt des rOCT1 fiir ASP" nicht beeinflusst und die fiir
TPA" senkt. Somit ergibe sich wie fiir den hOCT1 (25) auch fiir den rOCTI eine
unterschiedliche Beeinflussung der Affinitdt flir verschiedene Substanzen durch
Calmidazolium und bestitigt damit die Annahme einer Transporterbindungstasche mit

unterschiedlichen, sich nur teilweise iiberlappenden Bindungsstellen (s.o.).
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Die potentiellen Interaktionsstellen des Calmodulins mit seinem Zielprotein kann man
sich anhand von dessen Aminosduresequenz und der daraus resultierenden
Ladungsverteilung, Raumstruktur und Hydrophobizitit mit einer Datenbank des Ontario

Cancer Institutes in Kanada (URL http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/flash.htm

(abgerufen am 31.03.2015)) bestimmen lassen. Danach liegt die potentielle
Bindungsstelle des Calmodulins z.B. beim rOCT2 in der gut zuginglichen
intrazelluldren Schleife zwischen TD 6 und TD 7, beim hOCT2 hingegen im Bereich
der schlecht zugénglichen kurzen intrazelluldren Schleife zwischen TD 4 und TD 5.
Dementsprechend konnte beim hOCT2 mit ,,yeast two - hybrid“ - Experimenten, in
denen hOCT?2 als Kdder (baif) und Calmodulin als Beute (prey) benutzt wurden, auch
keine direkte Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen nachgewiesen werden
(bisher unpublizierte Ergebnisse von Ciarimboli G at al.). Auch die potentielle
Interaktionsstelle des Calmodulins mit dem rOCT]1 liegt in einer kurzen intrazelluléren
Schleife, namlich der zwischen der TD 2 und TD 3 (sieche Abb.4). Dies ist
wahrscheinlich der Grund, weshalb die in dieser Arbeit untersuchte Mutation C322 in
der grof3en intrazelluldren Schleife zwischen TD 6 und TD 7 keinen Einfluss auf den
Effekt einer Calmodulin - Inhibition hat.

Es konnte aber auch sein, dass Calmodulin nur indirekt tiber Kinasen auf den Transpor-
ter einwirkt. Denn auch eine Inhibition der im Calmodulin - Signaltransduktionsweg
nachgeschalteten Calmodulin - abhingigen Protein Kinase II (CaMKII) fiihrt bei allen
bisher untersuchten OCT zu einer Reduktion der Transportrate und zeigt, dass diese
Kinase die Transporter endogen aktiviert (sieche Tab.2). Da der inhibitorische Effekt
einer Calmodulin - Inhibition auf den rOCT2 den einer alleinigen Inhibition der
CaMKII iibersteigt, ist auch eine Beteiligung weiterer Mediatoren wahrscheinlich (138).
Tatsdchlich kann eine andere bekannte Kinase der Calmodulin - Signalkaskade, ndmlich
die Myosin - light - chain - Kinase (MLCK), den Transport durch organische Kationen-
transporter ebenfalls beeinflussen. Thr Effekt ist allerdings subtypabhingig, denn ihre
Inhibition wirkt sich zwar nicht auf den Transport des hOCT1 (25) und rOCT2 (138)
aus, auf den des hOCT2 hingegen schon (21) (siehe Tab.2). Mdglicherweise ist gerade
diese MLCK in der Reduktion der Transporterzahl involviert, welche als Folge einer
Calmodulin - Inhibition durch Calmidazolium bisher nur beim hOCT2 nachgewiesen

werden konnte (13). Da wir auch beim rOCT1 von einer Transporterzahlreduktion
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durch Calmidazolium ausgehen, konnte dies auch fiir ihn zutreffen. Allerdings wurde
uns durch die o.g. Phosphorylierungsdatenbank der Technischen Universitdt Danemarks
keine potentielle Phosphorylierungsstelle der MLCK am rOCT1 ausgewiesen. Weitere
Experimente miissen daher zeigen, ob diese Kinase auch bei der von uns postulierten
Reduktion der membrandsen rOCT1 - Anzahl durch Calmidazolium eine Rolle spielt.

Dies ist leicht moglich, da man spezifische Inhibitoren jener Kinase kennt.
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7. Zusammenfassung

In der hier vorgelegten Doktorarbeit wurde die Bedeutung der Cysteine in Position 322
und 451 des organischen Kationentransporters Typ 1 der Ratte (rOCT]1) fiir dessen
Substrataffinitdt und Regulation untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass sich
durch die simultane Mutation dieser beiden Cysteine die Affinitit des rOCT1 weder fiir
das nichttransportierte Kation TPA" signifikant dndert noch fiir dessen Substrate TEA™
und ASP". AuBerdem fiihrte die Einzelmutation C322S, nicht hingegen die
Einzelmutaion C451M, zu einem Verlust der stimulatorischen Wirkung einer PKC -
Aktivierung auf den ASP" - Transport. Keine der untersuchten Mutationen verinderte
die regulatorische Wirkung der p56' - Tyrosinkinase. Die Doppelmutation
C322S/C451M hatte auch keinen Einfluss auf die Wirkung einer Calmidazolium - und
MMTS - Inkubation auf den rOCT1.

Wegen der pharmakologischen und physiologischen Relevanz der OCT ist ein genaues
Verstindnis ihrer Struktur, Funktionsweise und Regulation von groBer Bedeutung.
Weitere Forschungen in diesem Bereich triigen dazu bei, die Medikamentenentwicklung

und Therapie zu optimieren.
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