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1. Einleitung

Der menschliche Korper ist stets einer Reihe von potenziell toxischen Substanzen ausgesetzt.
Es handelt sich hdufig um organische Anionen und Kationen, die dem Organismus exogen in
Form von Nahrung, Medikamenten oder Umweltgiften zugefiihrt werden, aber auch endogen
im Rahmen von Stoffwechselprozessen entstehen konnen. Exkretorische Organe wie Leber
und Niere schiitzen den Korper vor diesen Substanzen durch eine Biotransformation in weni-
ger toxische Metabolite (Leber) oder aber durch sekretorische Transportprozesse in der Niere

(van Aubel et al. 2000). Mit diesen Transportprozessen beschéftigt sich diese Arbeit.

Die Ausscheidung derartiger Substanzen durch die Niere erfolgt liberwiegend in ionisierter
Form. Neben der glomerulédren Filtration spielt die aktive Sekretion und Reabsorbtion im Tu-
bulussystem der Niere eine entscheidende Rolle. Einer der ersten Nachweise iiber die Fahig-
keit der Niere zur Sekretion von Anionen wurde 1928 von Marshall mit der Ausscheidung

von Phenol-Rot durch Lophius piscatorius, einem aglomeruldren Fisch, erbracht.

Spdtere Daten aus Mikropunktionsstudien und Untersuchungen an isolierten Tubuli und
Membranvesikeln des Tubulussystems fiihrten zur Beschreibung zweier klassischer Trans-
portsysteme: des organischen Kationen-Transportsystems (OCT) und des organischen Anio-
nen-Transportsystems (OAT), deren Hauptvorkommen die proximalen Tubuli sind. (Lot-

speich 1958; Pritchard und Miller 1993).

Vor allem durch den Einsatz von molekularbiologischen Techniken zeigt sich jedoch zum
heutigen Zeitpunkt, dass diese jeweils fiir ihr Substrat als einheitlich beschriebene Wege in
und aus der Tubuluszelle die Summe von parallel arbeitenden Transportern darstellen. So
sind, neben den klassischen Systemen der OCT und OAT, die zusammen mit weiteren Trans-
porten wie dem OCTN (Organische Zwitterion/Kationen-Transporter), dem URATI1 (Urat-
Transporter) und dem CT2 (Carnitin-Transporter) aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zur
SLC22-Familie zusammengefasst werden, auch Mitglieder der ABC-Transporter wie der
MDR(multi drug resistance)- und MRP(multidrug resistance associated protein)-Transporter
und die zur SLC21- bzw. SLCO21-Familie gehorigen OATP(organic anion transporting po-
lypeptide)-Transporter beteiligt sind (Wright und Dantzler 2004; Koepsell und Endou 2004).

Aber auch innerhalb der OAT und der OCT konnten verschiedene Subtypen kloniert und
funktionell charakterisiert werden. So unterscheidet man z. B. bei den organischen Kationen-

Transportern gegenwirtig drei Subtypen: OCT1, OCT2 und OCTS3.
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Unter den Transportern des organischen Anionen-Systems konnten bislang zehn Subtypen
(OAT1-OAT10) mit unterschiedlichen Transportmerkmalen und Gewebsverteilungen klo-
niert werden. Bislang konnten jedoch nicht alle Subtypen in allen Spezies nachgewiesen wer-
den und zum Teil steht deren funktionelle Charakterisierung noch aus. Eine Ubersicht zu ei-
nigen bekannten SLC22-Transportern und deren funktionellen Eigenschaften bzw. Gewebs-

verteilungen zeigt Tabelle 1.1 und wird in Abschnitt 1.1.3 detailliert beschrieben.

Im folgenden Abschnitt soll spezieller auf die organischen Anionen-Transporter eingegangen

werden, die in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehen.

1.1 Die organischen Anionen-Transporter (SLC22)

An der Sekretion von endogenen und exogenen organischen Anionen sind in der Niere eine
Vielzahl von Transportproteinen beteiligt. Der Hauptweg der Anionen ist durch die organi-
schen Anionen-Transporter der SLC22-Familie vermittelt und setzt sich aus zwei Schritten
zusammen: Zunédchst werden die organischen Anionen vom Blut iiber die basolaterale Zell-
membran in die Tubuluszelle aufgenommen und transzellulér iiber die luminale Membran in
den Primdrharn ausgeschieden. Die evolutionidre Wichtigkeit dieses Prozesses zeigt sich in
der Beobachtung, dass die Féhigkeit zur Anionensekretion bei fast allen Wirbeltieren und

auch einigen Nichtwirbeltieren gefunden wurde (Dantzler 1989; Pritchard und Miller 1991).

Als Modellsubstrat zur Testung dieses Systems wurde frither p-Aminohippurat (PAH) ge-
nutzt. PAH, ein Monocarboxylat, besitzt eine sehr hohe Ausscheidungsrate iiber die Niere.
Uber 90 % des sich im Plasma befindlichen PAH, bei einer Konzentration < ImM, werden
beim einmaligen Fluss durch die Niere ausgeschieden. Dies erfolgt durch glomerulére Filtra-
tion (20 %) und tubuldre Sekretion (70 %). Aufgrund dieser hohen Clearance wurde PAH in
der Medizin auch zur diagnostischen Bestimmung des renalen Plasmaflusses eingesetzt

(Chasis et al. 1945).

1.1.1 Mechanismus der basolateralen Aufnahme von organischen Anionen

Aus frithen Studien ging hervor, dass sich organische Anionen trotz ihrer hohen Sekretionsra-
te in den Tubuluszellen anreicherten. Daraus schlossen Foulkes und Miller bereits 1959, dass
sich die Wege der Anionen in und aus der Zelle voneinander unterscheiden mussten. Des

Weiteren stellten sie fest, dass es sich bei der Aufnahme in die Zelle um einen aktiven Trans-
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portprozess handeln muss, da die Anionen sowohl gegen einen Konzentrationsgradienten als
auch gegen das negativ geladene innere Zellpotenzial transportiert werden miissen. Auch
wenn gezeigt werden konnte, dass eine Hemmung des Energiestoffwechsels zu einer Vermin-
derung der PAH-Aufnahme fiihrte, konnte keine direkte Koppelung an die Hydrolyse von
ATP nachgewiesen werden. Weiterhin war bekannt, dass die PAH-Aufnahme von einem be-
stehenden einwiérts gerichteten Natriumgradienten abhingig ist. Diese Entdeckung fiihrte zu-
néchst zu der Hypothese, dass der PAH-Transport analog zu den Zucker- und Aminosiure-
Transportern aus intestinalen Epithelien ein Na'/PAH-Kotransporter sein konnte. Dieser Zu-
sammenhang konnte aber nie nachgewiesen werden. Auf der Suche nach dem Mechanismus,
der die Natriumabhéngigkeit und die Frage nach der Kopplung mit der Energieproduktion

erkldren sollte, waren vor allem zwei Beobachtungen von Bedeutung.

Einerseits zeigte sich, dass eine Reihe von anionischen Stoffwechselprodukten die PAH-
Aufnahme in renalem Gewebe stimulierte (Kippen und Klinenberg 1978; Sheikh und Moller
1983). Andererseits konnten Kasher et al. (1983) nachweisen, dass die Aufnahme von radio-
aktiv markiertem PAH durch einen auswiérts gerichteten Gradienten von unmarkiertem PAH
und einen einwirts gerichteten Natriumgradienten erh6ht wird. Daraus entstand die Hypothe-
se, dass die PAH-Aufnahme mithilfe eines Austauschs durch ein anderes Anion erfolgen
konnte. Diese Hypothese beinhaltete aber noch nicht den energieliefernden Schritt. Erst 1987
stellten Shimada et al. ein bis heute giiltiges Modell der basolateralen Aufnahme von Anionen

in der proximalen Nierentubuluszelle auf (siche Abbildung 1.1).

Zelle

2 K+ a-KG?* OA-

Na*/K*- I/_\I Membran
ATPase NaDC3 OAT

3Na+

Interstitium

Abbildung 1.1: Mechanismus der basolateralen Aufnahme von organischen Anionen als tertidr aktiver Prozess
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Hier zeigt sich, dass das Anion mithilfe eines sogenannten Antiportes iiber die basolaterale
Zellmembran aus dem Interstitium aufgenommen wird. Dies geschieht im Austausch gegen
ein intrazelluldres Dicarboxylat, das in funktionellen Studien (Shimada et al. 1987) als alpha-
Ketoglutarat identifiziert wurde. Dieses Dicarboxylat liegt in vivo intrazellulér in einer deut-
lich hoheren Konzentration gegeniiber dem Blut vor und dient als treibende Kraft fiir den
Austausch. Fiir den Konzentrationgradienten ist sowohl die endogene Produktion im Rahmen
des mitochondrialem Zitronensdurezyklus als auch die Anreicherung iiber die direkte Koppe-
lung der Aufnahme von drei Natriumionen verantwortlich. Die Abbildung zeigt, dass dies
iiber den Natrium-Dicarboxylat-Kotransporter (NaDC3) erfolgt, dessen Existenz erstmals
1984 durch Burckhardt in basolateralen Membranvesikeln nachgewiesen werden konnte und
der 1999 durch Kekuda et al. kloniert wurde. Die Triebkraft hierfiir liefert wiederum der ein-
wirtsgerichtete Natriumgradient, der unter Hydrolyse eines ATP durch die Na"/K'-ATPase

aufgebaut wird.

In der Nettobilanz handelt es sich bei der Aufnahme eines organischen Anions also um einen
tertidr-aktiven, indirekt natriumabhéngigen Vorgang, der ein ATP verbraucht (Burckhardt

et al. 2001).

1.1.2 Mechanismus der luminalen Ausscheidung von organischen Anionen

Den zweiten Schritt der Sekretion von organischen Anionen stellt deren Ausscheidung aus der
Tubuluszelle {iber die apikale Zellmembran in das Tubuluslumen und somit in den Primérharn
dar. Dieses ist im Gegensatz zur Aufnahme ein dem Konzentrationgefille folgender Trans-
port. Trotzdem wurde auch hier ein durch spezifische Transporter vermittelter Vorgang postu-
liert. Zu Beginn der Untersuchung des luminalen Efflux-Systems dienten Vesikelstudien der
apikalen Membran (BBMV) von Hunden und Ratten. Hier konnte ein elektroneutraler Pro-
benecid-hemmbarer Austausch von Anionen wie PAH, Urat, Laktat, Chlorid- und
Hyrdroxidionen nachgewiesen werden (Sekine et al. 2000). Des Weiteren fand sich ein span-
nungsabhingiger Mechanismus bei Schweinen und Kaninchen (Sekine et al. 2000; Blomstedt
und Aronson 1980; Martinez et al. 1990; Werner et al. 1990), der zunéchst lange die Theorie

einer erleichterten Diffusion entlang eines elektrochemischen Gradienten aus der Zelle stiitzte.

Erst mit der Klonierung und Charakterisierung weiterer OAT sowie anderer Transporter wie
des MRP2 und des MRP4 der ABC-Familie, die unter hohem ATP-Verbrauch organische
Anionen iiber die apikale Membran sezernieren, entstand ein genaueres Bild des Efflux (siehe

Abbildung 1.3).
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Ahnlich der basolateralen Aufnahme handelt es sich um ein komplexes System aus mehreren
parallel arbeitenden Tranportproteinen. Erwdhnt seien im Speziellen der OAT4 und der Uratl

aus der SLC22-Familie. Ihre detaillierte Beschreibung folgt in Abschnitt 1.1.3.

1.1.3 Struktur, Gewebsverteilung und Substratspezifitit der OAT-Familie

Nach dem Beginn der funktionellen Charakterisierung der OAT in perfundierten Tubuli oder
Membranvesikeln erfolgte auch die Klarung der molekularen Struktur. Im Jahre 1997 konnten
zweil voneinander unabhéngige Forschergruppen (Sweet et al. 1997; Sekine et al. 1997) mit-
hilfe der Expressionsklonierung einen OAT aus Rattennieren isolieren, der als OATI be-
zeichnet wurde. Bei bestehenden strukturellen Ahnlichkeiten wurden die im Weiteren klonier-

ten Transporter zur bereits erwdhnten SLC22-Familie zusammengefasst.

Gemeinsam ist ihnen eine Aminosduresequenz von 535-568 AS Lénge, die in der Sekun-
dérstruktur zu einem Protein mit 12 alpha-helikalen Transmembrandominen (TMD) fiihrt.
Diese weisen eine grofle extrazelluldre Schleife zwischen der ersten und zweiten TMD und
eine grofe intrazelluldre Schleife zwischen der sechsten und siebten TMD auf. Sowohl das N-
terminale Ende als auch das C-terminale Ende liegen intrazellulédr (Sekine et al. 2000; Burck-

hardt und Wolff 2000).

N-Terminal C-Terminal

Abbildung 1.2: Sekundidres Strukturmodell des organischen Anionen-Transporters 1 der Ratte (rOAT1). Das
Modell basiert auf Strukturanalysen mit TopPred2.
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Im Laufe der Entdeckung weiterer Klone auch aus anderen Spezies wie z. B. des Menschen
durch Reid et al. im Jahre 1998 entwickelte sich eine Nomenklatur zur genaueren Beschrei-
bung der Transporter durch Anhingen von Zusétzen, welche die Spezies benennen (z. B. r fiir
rat, m fiir mouse, h fiir human, p fiir pig etc.). Des Weiteren fand sich, dass diese Klone sich
sowohl in ihren funktionellen Eigenschaften als auch in ihrer Gewebsverteilung unterschie-
den, weshalb die einzelnen OAT zusétzlich nummeriert werden. Eine Auswahl der bekannten

OAT und weitere Mitglieder der SLC22-Familie sind in Tabelle 1.1 dargestellt.

Vorkommen Zelllokalisation Substrat
PAH, Dicarboxylate, PGE, Acetyl-
OAT1 Niere >> Gehirn basolateral
salicylat, Aciclovir, MTX, Captopril
basolateral (hOAT?2), PAH, Dicarboxylate,
OAT2 Leber > Niere
apikal (rOAT2) PGE,, Salicylate
Niere > Skelettmuskel,
Gehirn (hOAT3); .
OAT3 basolateral PAH, Ostronsulfat, Cimetidin, Urat
Leber > Niere;
Gehirn > Auge (rOAT3)
Ostronsulfat, DHEA-Sulfat,
OAT4 Niere, Plazenta Apikal
OchratoxinA
OATS Niere Apikal OchratoxinA
Niere >> Gehirn, Herz,
OAT10 Apikal Nikotinat, Laktat, Urat, PAH
Dickdarm
TEA, MPP, Desipramin, Aciclovir,
OCT1 Leber >> Niere basolateral

Metformin, Serotonin, PGE;,

TEA, MPP, Dopamin, Cholin,
Niere>>Plazenta (hOCT2);

0CT2 basolateral Histamin, Serotonin,
Thymus (rOCT2)
Amantadin, Cimetidin
OCT3 Niere basolateral MPP
Niere, Skelettmuskel, TEA, Quinidin, Pyralamin,
OCTN1 Apikal
Plazenta, Herz Verapamil
Skelettmuskel, Niere, TEA, Verapamil, Quinidin,
OCTN2 Apikal
Herz, Gehirn Cephaloridin, L-Lysin;
URATI1 Niere Apikal Urat, Chlorid, Lakatat, Nikonitat
CT2 Testis Apikal Carnitin

Tabelle 1.1: Uberblick von Vorkommen, Lokalisation und Substratspezifitit einiger SLC22-Transporter
Zusammengefasst aus Bahn et al. (2008); Sekine et al. 2000; Burckhardt und Burckhardt 2003; Koepsell und
Endou 2004; Koepsell et al. 2007.
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OAT1: In Untersuchungen wurde der OATI in der basolateralen Membran des proximalen
Nierentubulus lokalisiert und zusammen mit dem OAT3 als Haupttransporter fiir die oben
beschriebene Aufnahme von organischen Anionen in die Tubuluszelle identifiziert. Es handelt
sich um einen Antiporter, der tertiéir aktiv angetrieben wird. Zudem konnte der Transporter
u. a. im humanen Plexus choroideus (Aleboyeh et al. 2003) und in Neuronen des Cortex und
des Hippocampus der Maus (Bahn et al. 2005) nachgewiesen werden. Mittlerweile sind Isof-
ormen von Mensch, Maus, Ratte, Flunder und Hase kloniert. Bei der funktionellen Charakte-
risierung des Transporters spielte PAH eine grof3e Rolle, da es eine hohe Affinitit zu diesem
besitzt und als Modellsubstrat dient. Aufgrund dessen wurde der OAT1 auch héufig als PAH-

Transporter bezeichnet.

Zu seinen Substraten zéhlen eine Reihe von endogenen Substanzen (Sekine und Endou 2000),
wie z. B. PGE,;, cAMP, cGMP, Urat, Neurotransmittermetabolite und Folat, bei denen ein
aktiver Transport nach intrazelluldr nachgewiesen werden konnte. Hinzu kommen noch Sub-
strate, die in Versuchen eine cis-Hemmung der PAH-Aufnahme zeigten und so potenziell
auch transportiert werden konnten, z. B. PGD; und Dopamin. Als exogene Transportmetabo-
lite wurden u. a. eine Reihe von Medikamenten wie Penicillin G, Acetylsalicylsdure, Captop-
ril oder Methotrexat identifiziert (Sekine et al. 2000; Rizwan und Burckhardt 2007). Insge-
samt konnte die Interaktion mit {iber einhundert Substanzen nachgewiesen werden, weshalb

der OATTI als ein multispezifischer Transporter gilt.

OAT?2: Die Klonierung dieses Subtyps erfolgte bereits 1994 durch Simonson et al. und somit
bereits vor dem OAT1. Damals wurde der Transporter jedoch im Lebergewebe nachgewiesen
und als NLT (novel liver-specific transporter) bezeichnet. Erst spiter erkannte man die Ho-

mologie zum OAT1 bzw. die Mitgliedschaft zur SLC22-Familie und benannte ihn um.

Im Gegensatz zum OAT] sind die Kenntnisse iiber den OAT2 noch relativ gering und teil-
weise widerspriichlich. Im Speziesvergleich zeigt der OAT2 unterschiedliche Lokalisationen
in der Tubuluszelle. So lokalisieren Enomoto et al. (2002b) den humanen Transporter in der
basolateralen Membran des proximalen Tubulus, wéihrend er von Kojima et al. (2002) in Rat-
ten- und Miusenieren in der apikalen Membran des proximalen Tubulus oder den Sammel-
rohren gefunden wurde. Insgesamt scheint aber die Leber Hauptexpressionsorgan des Trans-

porters zu sein.

Uneinigkeit besteht auch bei der Substratspezifitit. Es wurde ein Transport von alpha-

Ketoglutarat beschrieben, jedoch konnte die cis-Hemmung einer PAH-Aufnahme durch die-
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ses Dicarboxylat nicht gezeigt werden. Ahnliches gilt fiir den Transport von DHEAS (Sun et
al. 2001).

Eine weitere Eigenschaft des OAT2 beschreiben Cropp et al. 2008 mit dem Nachweis eines
von Splice-Varianten abhingigen Transports von cGMP. Hierbei unterscheiden sich die Spli-
ce-Varianten um lediglich 2 Aminosduren, zeigen aber grundsitzlich unterschiedliche Eigen-
schaften fiir den cGMP-Transport. Das um 2 Aminoséuren ldngere Protein verlor komplett die
Fahigkeit zum cGMP-Transport und konnte nicht mehr in der Zellmembran nachgewiesen
werden, sondern lag intrazelluldr vor. Die Triebkréfte und der genaue Transportmechanismus

des OAT?2 sind immer noch unklar.

OAT3: Ahnlich wie der OATI ist der OAT3 in der basolateralen Membran des proximalen
Tubulus lokalisiert und transportiert organische Anionen ebenfalls als Antiporter im Aus-
tausch mit alpha-Ketogluterat. Auch in der Gewebsverteilung zeigen sich Parallelen. So konn-
te der OAT3 ebenfalls im Plexus choroideus beim Menschen (Aleboyeh et al. 2003), der Le-
ber und in Kapillaren des Gehirns im Bereich der Blut-Hirn-Schranke von Ratten (Kusuhara
et al. 1999; Kikuchi et al. 2003) nachgewiesen werden. Des Weiteren befindet sich der Trans-
porter in der Skelettmuskulatur, in den Knochen und auch in der humanen Nebenniere (Asif et

al. 2005).

In Bezug auf die Substratspezifitit gibt es weitere Gemeinsamkeiten. So werden einige endo-
gene Metabolite wie z. B. cAMP, Prostaglandine oder Kortikosteroide als Substrat akzeptiert
(Cha et al. 2001). In der Zusammenschau der Daten, insbesondere auch in Hinblick auf seine
Verteilung, scheint die Sekretion von Kortikosteroidhormonen und Neurotransmittermetaboli-

ten die Hauptaufgabe des OAT3 zu sein (Aleboyeh et al. 2003).

OAT4: Der OAT4 wurde aus humanem Plazentagewebe kloniert, konnte aber auch in der
Niere nachgewiesen werden (Cha et al. 2000). Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen
OAT ist der OAT4 jedoch per Immunhistologie in der apikalen und nicht in der basolateralen
Membran des proximalen Tubulus lokalisiert worden (Babu et al. 2002). Durch diese Lage
sind zwei mogliche Funktionen denkbar: zum einen die Sekretion von organischen Anionen,
die zuvor iiber den OATI1 und OAT3 in die Zelle aufgenommen wurden, zum anderen die
Reabsorption von organischen Anionen aus dem Tubuluslumen aus dem Ultrafiltrat der Glo-
meruli. Als Mechanismus postulierten Hagos et al. (2007) einen asymmetrischen Austauscher
im Sinne einer Anionen-Sekretion gegen Chloridionen und eine Absorption von Urat im Aus-
tausch gegen Hydroxidionen. Ekaratanawong et al. (2004) beschrieben den hOAT4 als einen

bidirektional arbeitenden Anionen/Dicarboxylat-Austauscher in der apikalen Membran des
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proximalen Tubulus, der eine entscheidende Rolle in der Reabsorption von organischen An-

1onen aus dem Primérharn darstellt.

Die Anzahl der bislang getesteten Substrate fiir den OAT4 ist im Verhiltnis zum OAT1 oder
OATS3 noch gering. Als Beispiele fiir Substrate seien Estronsulfat und Urat, die von der lumi-
nalen Zellseite transportiert werden, und alpha-Ketoglutarat, Glutarat und PAH, die von intra-

zelluldr transportiert werden, genannt (Hagos et al. 2007).

OATS: Dieser OAT wurde ebenfalls in der apikalen Zellmembran der Niere nachgewiesen
und arbeitet dhnlich wie OAT4 als ein Antiporter im Austausch mit Dicaboxylaten (Young-
blood et al. 2004; Anzai et al. 2005). Als Besonderheit konnten Anzai et al. (2005) zeigen,
dass dieser Transporter im Gegensatz zu den Isoformen des OAT1 und OAT3 auch mit Suc-
cinat interagiert. Hierbei handelt es sich um ein C4-Dicarboxylat im Unterschied zu alpha-
Ketoglutarat, das einem C5-Dicarboxylat entspricht. Des Weiteren konnte eine Hemmung des
OATS mit Succinat nachgewiesen werden, was auf eine funktionelle Trennung der apikalen

Transporter von den basolateralen hinweisen konnte.

OATG6: Monte et al. (2004) konnten den OAT6 in der olfaktorischen Schleimhaut der Maus
nachweisen. Als weitere Lokalisation wird Hodengewebe angegeben. Seine funktionelle Cha-

rakterisierung steht jedoch noch aus.

OAT7: Der OAT7 wird ausschlieBlich in der Leber exprimiert und ist auf der sinusoidalen
Seite der Hepatozyten angesiedelt. Er weist eine hohe Affinitit zu Steroidhormonen wie

DHEA und Estronsulfat auf (Shin et al. 2005).

OATS: Ahnlich dem OAT?7 konnten Yokoyama et al. (2008) nach Expression des Proteins in
Xenopus-Oozyten auch ein Transport von Steroidhormonen zeigen. /n vivo ist bislang nur die

Niere der Ratte als Expressionsort des Transporters nachgewiesen.

OAT9: Tsuchida et al. (2010) entdeckten beim Screening einer Maus-cDNA-Bank der Leber
diesen weiteren Transporter. Als Vorkommen wird neben der sinusoidalen Seite der Hepato-
zyten auch die apikale Membran der proximalen Tubuluszellen angegeben. Als Substrat wer-

den L-Carnitin, Salizylsdure und Cimetidin angegeben.

OAT10: Bahn et al. (2008) konnten im Rahmen der funktionellen Charakterisierung nach-
weisen, dass der hORCTL3 (human organic cation transporter like) tiberraschenderweise als
Anionentransporter arbeitet. Darauthin wurde er von dieser Arbeitsgruppe zum hOAT10 um-
benannt. Die Arbeitsweise des Transporters wird als hochaffiner Nikotinat-Antiporter be-

schrieben. Hierbei wird extrazelluldres Nikotinat im Austausch mit intrazellulirem Laktat
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oder Succinat in die Zelle aufgenommen. Ebenfalls wird eine wenn auch geringere affine
Aufnahme von Urat und PAH gezeigt. Als Hauptlokalisation des hOAT10 geben Bahn et al.
(2008) die apikale Membran der Niere an.

URAT1: Beim Durchsuchen der humanen Genom-Datenbank nach OAT-dhnlichen Genen
entdeckten Enomoto et al. (2002a) einen weiteren Anionentransporte, der nach dessen funkti-
onellen Eigenschaften als URAT1 bezeichnet wurde. Mithilfe von Antikérpern wurde als Sitz

des Transporters die apikale Membran der Nierentubuluszelle identifiziert.

Wie bereits der Name impliziert, gilt Urat, das als Endprodukt des Purinstoffwechsels anfal-
lende Salz der Harnséure, als Hauptsubstrat des Transporters. Funktionell arbeitet URAT1 als
Antiporter mit Laktat und Nikotinat, die zum einen endogen in der Zelle anfallen und einem
Konzentrationsgradienten folgend die Zelle verlassen, zum anderen wird Laktat mithilfe des
SMCT (sodium monocarboxylate cotransporter) iiber die apikale Membran in die Zelle auf-
genommen. Damit ergibt sich eine Reabsorption von einem Harnsduremolekiil gegen die Sek-

retion eines Anions in Form von Laktat oder Nikotinat durch den URAT1.

Unter anderem konnte gezeigt werden, dass Probenecid zu einer starken Hemmung des
Transporters fiihrt, was sich mit der klinischen Wirkung als Urikosurikum deckt und die vor-

liegenden Daten zur Arbeitsweise bestitigt (Enmoto et al. 2002a).
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1.1.4 Mechanismus der renalen Sekretion von organischer Anionen

Im Zuge der bereits erwdhnten Entdeckung weiterer Transporter und Subtypen der SLC22-
Familie liegt ein komplexes Modell des organischen Anionen-Transports in der proximalen

Tubuluszelle vor (sieche Abbildung 1.3).

Lactat -

OA-, PAH -

OA-

OA-

OA-

luminal basolateral

Abbildung 1.3: Mechanismus der organischen Anionen-Transporter in der proximalen Tubuluszelle

Aus der Vielzahl der beteiligten Transporter mit ihrem multipezifischen Substratverhalten
ergeben sich ebenso vielfiltige pharmakologische Interaktionen, die mit dem aktuellen Wis-

sen erkliarbar werden.

Zudem deutet der zunehmende Nachweis der Transporter auch in anderen Organen und Ge-
weben auf die Wichtigkeit dieser Transportsysteme in der Physiologie des gesamten Orga-
nismus hin. Auflerdem erschliefen sich weitere Forschungsfelder auflerhalb der direkten Nie-
renphysiologie. Einige Beispiele zur Bedeutung der OAT in der Medizin sind in Abschnitt 1.2
aufgefiihrt.

1.2 Bedeutung der organischen Anionen-Transporter in der Medizin

Eine groB3e Rolle spielen die OAT in der Pharmakologie, insbesondere fiir die Erkldrung von

Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Medikamenten. Als ein Beispiel sei die Hem-



Einleitung 15

mung der Sekretion von B-Lactam-Antibiotika {iber die Niere, durch das bereits erwihnte
Urikosurikum Probenecid genannt, das zur Gichttherapie eingesetzt wird. Diese Wirkung
wurde bereits 1997 von Roch-Ramel et al. anhand von Vesikelstudien beschrieben, ohne je-
doch den genauen Mechanismus zu kennen. Durch die Charakterisierung der einzelnen betei-
ligten Transporter, insbesondere des OAT1 und OAT3, ist dieser Mechanismus auf der Ebene
einzelner Transporter erkldrbar. Fiir beide OAT konnte gezeigt werden, dass diese das Peni-
cillin als Substrat transportieren und durch Probenecid hemmbar sind (Deguchi et al. 2004;
Van Wert et al. 2010). Neben den B-Lactam-Antibiotika gibt es eine Reihe weiterer Medika-
mentengruppen, bei denen eine Interaktion mit den OAT beschrieben wird. Hierzu gehoren
u. a. antivirale Medikamente wie Aciclovir und Ganciclovir, aber auch ACE-Inhibitoren (z. B.
Captopril, Quinapril), Angiotensin-II-Rezeptorblocker (z. B. Lorsartan, Valsartan), HMG-
CoA-Reduktasehemmer (z. B. Simvastatin, Pravastatin) und Zytostatika (z. B. Methotrexat, 5-
Fluoruracil) (Burckhardt 2012).

Im Bereich der Zytostatika ergeben sich mit der detaillierten Charakterisierung der OAT und
OCT ebenfalls neue Aspekte fiir die Therapie von Tumorerkrankungen. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass eine Vielzahl von Tumoren Transporter der SLC22-Familie exprimieren
und diese Transporter die Aufnahme von Zytostatika in die Tumorzelle vermitteln (Gupta
etal. 2011). Beispielsweise interagiert der OAT1 mit Methotrexat oder der OAT2 mit 5-
Fluoruracil. White et al. (2010) vermuten eine Korrelation des Nachweises von OCT1 in Zel-
len der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) mit dem Langzeit-Outcome der Patienen

unter Therapie mit Imatinib, das ein Substrat dieser Transporter ist (Thomas et al. 2004).

Das Verstdndnis derartiger Zusammenhédnge in Kombination mit einem pratherapeutischen
Screening nach bestimmten Transportern im Tumormaterial des einzelnen Patienten kdnnte

ein Schritt in Richtung individualisierte Tumortherapie des Patienten bedeuten.

Die idiopathischen Hypourikémie ist eine seltene Erkrankung, bei der es durch starke korper-
liche Anstrengung zum akuten Nierenversagen kommt (Kikuchi et al. 2000). Durch mangeln-
de Reabsorption von Harnsdure im Tubulus kristallisiert diese bei hohem Harnsdureautkom-
men in der Niere und schédigt diese. Ursdchlich hierfiir ist eine genetische Mutation im Gen
des hURATTI, die Enomoto et al. (2002a) im Rahmen seiner Klonierung identifizierte. Durch
eine Transition von Guanin zu Adenin resultiert ein Wechsel von Tryptophan zu einem Stop-

Codon, sodass ein unvollstdndiges und nicht transportierendes Protein entsteht.
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1.3 Ziele der Dissertation

Ziel der Arbeit ist es, den Mechanismus und das Zusammenspiel der organischen Anionen-
transporter besser zu verstehen, um geeignete in vitro-Modelle z. B. zur Untersuchung von
Medikamentenwirkung und Wechselwirkungen zu entwickeln oder zu bestitigen. Hierzu soll-
te der OAT1 kloniert und funktionell charakterisiert werden, um diesen mit Daten aus Vesi-
kel- und Tubulusstudien, die die Summe vieler Transporter widerspiegeln, vergleichen zu

konnen.

Als Ausgangsbasis, auch zur Klonierung weiterer Subtypen, sollten cDNA-Banken aus ok-
Zellen und Schweinenierengewebe angelegt werden. Sowohl fiir die ok-Zellen, einer immor-
talisierten Zelllinie, die bereits 1978 von Koyama et al. aus amerikanischen Opossum-Nieren
(Didelphys virginiana) etabliert wurde, als auch fiir Schweinegewebe gilt, dass beide Systeme
leicht verfiigbar sind und dementsprechend viele Daten aus Vesikel- und Tubulusstudien vor-
liegen. Ebenfalls aus Griinden der leichten Verfligbarkeit sind beide Systeme fiir die Nutzung

als in vitro-Modell geeignet.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Geriit Typ Hersteller

Begasungsbrutschrank BB-16 Heraeus (Hanau, Deutschland)

Brutschrank B-6200 Heraeus (Hanau, Deutschland)

Filmkassette Medium Kodak (Rochester, NY, USA)

Geldokumentation Gel Print 2000 I Biophotonics (Ann Arbor, MI, USA)

Gelkammer Mini, Medi Amersham Biosciences (Freiburg,
Deutschland)

Kiihlzentrifuge 400R Heraeus (Hanau, Deutschland)

Magnetriihrer RCTB IKA (Staufen, Deutschland)

Mikroskop Stemi 1000 Zeiss (Jena, Deutschland)

Nanoliter Injektor Nanoliter 2000 World Precision Instrument (Sara-

sota, FL, USA)

pH-Meter PH-Meter 611 Orion Research Inc. (Beverly, MA,
USA)

Pipetten Research, Reference Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Schiittelinkubator 3031,3032 GFL (Burgwedel, Deutschland)

Schiittelwasserbad 1083 GFL (Burgwedel, Deutschland)

Sequenzieranlage ABI 373A Applied Biosystems (Foster City,
CA,USA)

Sicherheitswerkbank  Microflow 51424/1 Nunc (Wiesbaden, Deutschland)

Spannungsgerit Elpho P24 Biometra (Gottingen, Deutschland)

Spektralfluorimeter F2000 Hitachi (Tokyo, Japan)

Spektralphotometer GeneQuant II / Novaspec II,  Pharmacia, (Uppsala, Schweden)

B-Szintillationszédhler  Liquid Tri Carb 2100 TR Packard (Dreieich, Deutschland)
GeneAmp PCR system 2400  Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Thermocycler

Robocycler Gradient 96
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Geriit Typ

Hersteller

UV-Transilluminator TM40

UVP Inc (Upland, CA, USA)

Vakuumzentrifuge SpeedVac Concentrator 100H Savant, (Holbrook, NY, USA)

Vortexer MS1-minishaker IKA (Staufen, Deutschland)

Waage 2662, T3159M, LC6215 Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Zentrifugen Biofuge fresco Heraeus (Hanau, Deutschland)
5417R Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Glaskapillaren World Precision Instruments (Sarasota, FL., USA)
Kryordhrchen Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

MehrzweckgefiaBBe mit Schnappdeckel
Mikroreaktionsgefil3e
Nitrozellulosefolien

Petrischalen, Gewebekulturplatten, Kul-
turflaschen

Rontgenfilm (Bio Max Film)
Szintillationsréhrchen (Mini Vials)
Whatman-3MM-Papier

Zentrifugenrohrchen

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Sarstedt (Sarstedt, Deutschland), Nunc (Wiesbaden
Deutschland)

Kodak (Rochester, NY, USA)

Sarstedt (Sarstedt, Deutschland)

Schleicher & Schuell (Dassel, Deutschland)
Falcon BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
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Reaktionsset

Hersteller

NucleoTrap Extraction Kit for Nucleic Acids
Lipofectamine

PCR-purification Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

rediprime II labelling system

RNeasy Midi Priparations Kit

T7 mMESSAGE mMACHINE Kit
ZAP Express cDNA Gigapack III
Gold Cloning Kit

ZAP Express cDNA Synthesis Kit

Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg,
Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Ambion (Austin, TX, USA)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

2.1.4 Enzyme

Enzyme Hersteller

DNA-Polymerase | Stratagene (La Jolla, CA, USA)

MMLYV Reverse Transcriptase Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Pfu DNA-Polymerase I Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Restriktionsenzym Notl Gibco BRL (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Restriktionsenzym Xho I Stratagene (La Jolla, CA, USA)

RNase Block Ribonuclease Inhibitor ~ Stratagene (La Jolla, CA, USA)

RNase H Stratagene (La Jolla, CA, USA)

T4 DNA-Ligase Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Taq-Polymerase Powerscrpit (Boehringer Mannheim, Deutschland)

Hotstaq (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Terminale Transferase Gibco BRL (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
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2.1.5 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Ame-

rsham (Freiburg, Deutschland), BioRad (Miinchen, Deutschland), Boehringer (Mannheim,
Deutschland), Merck (Haar, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) Sigma (Deisenh-
ofen, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Material

Hersteller

1 kB DNA-Leiter

GBX developer and replenisher
GBX fixer and replenisher
Heringsperma-DANN
Oligo(dT)-Zellulose

Sepharose CL-2B Gel

Szintillationslosung

Radiochemikalien

Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland)

Kodak (Rochester, NY, USA)

Kodak (Rochester, NY, USA)

Boehringer (Mannheim, Deutschland)

BioRad (Miinchen, Deutschland)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Packard Goldstandard (Packard Dreieich, Deutschland)

Lumasafe (Lumac LSC, Groningen, Niederlande)

Hersteller

[glycyl-2-’H]PAH

spez. Aktivitit: 3,97 Ci/mmol
[6,7-"H]Estronsulfat

spez. Aktivitit: 43,5 Ci/mmol
[8-'*C]Urat

spez. Aktivitit: 50-60 mCi/mmol

NEN Life Science (Boston, MA, USA)

NEN Life Science (Boston, MA, USA)

Biotrend (K&ln, Deutschland)
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2.1.6 Zelllinien, Bakterienstimme und Phagen

Stamm

Hersteller

Chinese hamster ovary cells, CHO-K1-Zellen ATCC (Manessas, VA, USA)

(ATCC No. CCL-61)

Opossum kidney cells, ok-Zellen

(ATCC No. CRL-1840)
E.coli XL1-Blue MRF’
E.coli XLOLR
ExAssist Helper Phage
AZAP-Phage

ATCC (Manessas, VA, USA)

Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)
Stratagene, (La Jolla, CA, USA)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)

2.1.7 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Neben den Puffern, Losungen und Kulturmedien der entsprechenden Reaktionssets (siche

Herstellerangaben) wurden folgende andere verwendet. Gegebenenfalls erfolgte Anderungen

der Zusammensetzung sind im jeweiligen Methodenteil beschrieben.

Puffer, Losung, Medium

Zusammensetzung

0,5x TBE-Puffer
1x Waschpuffer

20x SCC-Puffer
5x Probenpuffer

Agarosegel (0,8 oder 1 %)

Barth-Losung

45 mM Tris, 45 mM Borsdure, | mM EDTA; pH 8
20 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA/NaOH,

0,5 M NacCl, 0,1 % SDS

3 M Nac(Cl, 0,3 M Natriumcitrat

30 % Ficoll, 1% SDS, 10 mM Tris/HCI, 0,05 %
Xynenxyanol, 0,05 % Bromphenolblau; pH 7,5

0,5 x TBE Puffer mit entsprechender Menge
Agarose

88 mM NaCl, 1 mM KCIl, 0.3 mM Ca(NO3),,

0.41 mM CaCl,, 0.82 mM MgSOs, 15 mM HEPES,
10 mg/l Steptomycin or Gentamicin;

pH 7,6 mit 1 M NaOH
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Puffer, Losung, Medium Zusammensetzung
Denaturierungspuffer 0,5 m NaOH, 1,5 M NaCl
DEPC-Wasser 0,1 % (v/v) Diethyldicarbonat in aqua dest.
DMEM-Medium 26,75 g DMEM powder, 7,39 g NaHCOs,
5 mM Glukose, 4 mM L-Glutamin, ad. 2 1 aqua
dest.
Dulbecco’s PBS-Losung 4 PBS Tabs, 34 mg Phenolrot ad. 2 1 aqua dest.
Ham’s F12-Medium 21,5 g Ham's F12 powder, 19.04 g Hepes,
ad. 2 1 aqua dest.; pH 7,4 mit | M NaOH
High-stringency wash buffer 11 1 IfIanNaEDTA, 40 mM NaHPO4, 1 % SDS;
Hybridization solution II 11) %71;ristallines BSA, I mM EDTA,
0,5M NaHPO,, 7 % SDS; pH 7,2
Low-stringency wash buffer 1T 0,5 % BSA, 1 mM Na,EDTA, 40 mM NaHPO, 4,5
% SDS; pH 7,2
Neutralisierungspuffer 0,5 M Tris 1,5 M NaCl; pH 7,4
Oozyten Ringer-Losung (ORI) 90 mM NaCl, 3 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM

MgCl,, 5 mM HEPES; pH 7,6 mit 1 mM Tris

2.1.8 Oligonukleotide (Primer)

Die Primer wurden mit den Computerprogramm ,,Gene runner* (Hastings Software Inc., Has-
tings, NY, USA) und dem Onlineservice ,,Primer3“ des Whitehead Institute for Biomedical
Research des Massachusetts Institute of Technology htttp//www.genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3.cgi) entworfen. Fiir die Primer wurden folgende Parameter vorgegeben:
eine Lidnge von 20-24 Nukleotiden, einen Guanosin- und Cytosin-Anteil von 50-60 % und
eine Schmelztemperaturdifferenz des Forward- und Reverseprimers kleiner als 1 °C. Synthe-
tisiert wurden die Primer von der Firma NAPS (Goéttingen, Deutschland) und auf eine Kon-

zentration von 100 pmol/pl eingestellt.
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Bezeichnung

Sequenz 5'- 3’

Verwendung

bOATI1-101F22
rbOATI1-1071R23
rOAT1-271F20
rOAT1-1938R22
bOATI1-101F22
rbOATI1-1117R24
okOATI1-267F22
okOATI1-1448R22
hgOAT1 SUTR-2393F22
hgOAT1 SUTR-2438F22
okOAT1-447R22
okOATI1-624R21

QoQiT(17)

Qi
T7

T3

ACAACACCCTGCAGAACTTCAC

GACCAACCCGTAGTAGGCAAAGC

GAATCTTGCCTCCGCTTTAC

CCGCCACCTCCAGGACCTTGCA

ACAACACCCTGCAGAACTTCAC

ATTTTTGGCGCCGTGGACCTGCCT

TTCTCGGAGCCATGATATTCGG

TCTGTTTCTGCTGCTCCTGCTG

GGAGAAATTCCACTGACACAAG

CTGACACCAAGTCACACTTTAC

TCCACATTCAGTGTCATGCAGC

CCGATTCGATGAAGAACCAGG

CGCAGATGTACGTCCTACCATCGCCTC-

TAGACCAGCCTACGAGC(T),,

CGCAGATGTACGTCCTACCATCGCC
ATCGCCTCTAGACCAGCCTACGAGC
GTAATACGACTCACTATAGGGC

AATTAACCCTCACTAAAGGG

Sondenpréparation

Sondenpréparation

Nachweis von okOAT1 in cDNA
Nachweis von okOAT1 in cDNA
Nachweis von okOAT1 in cDNA
Nachweis von okOAT1 in cDNA
Vervollstindigung

Vervollstindigung

Vervollstindigung aus genomischer DNA
Vervollstindigung aus genomischer DNA
Vervollstindigung aus genomischer DNA
Vervollstindigung aus genomischer DNA

5'RACE

5'RACE
5'RACE
Sequenzierung

Sequenzierung

2.2 Extraktion von Gesamt-RNA aus ok-Zellen

Zur Extraktion der Gesamt-RNA wurden 5 Platten (120 mm) mit Opossum Kidney-Zellen

(ok-Zellen) geerntet, was einer Anzahl von 4,3 x 107 Zellen entspricht. Diese Zellen wurden

in 3,8 ml Lysepuffer des ,,RNeasy Midi Préparations Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) auf-

genommen. Die Extraktion der Gesamt-RNA orientierte sich an Angaben des Herstellers und

wurde in 0,5 ml RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung er-

folgte photometrisch (siche Abschnitt 2.8.1).
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2.3 Extraktion von mRNA aus Gesamt-RNA der ok-Zellen

Die Isolierung der mRNA erfolgte mithilfe der Oligo(dT)-S4dulenchromatographie. Prinzip
dieser Methode ist die Hybridisierung der Poly-A-Regionen der mRNA mit Oligo(dT)-
Nukleotiden, die an einem Zellulosegel anheften. Anschlieend kann die gebundene mRNA

eluiert werden.

Saulenvorbereitung: 0,165 g Oligo(dT)-Zellulose (BioRad, Miinchen, Deutschland) wurden in
0,5 ml H,O suspendiert und in eine Siule gefiillt. Die Sdule wurde nacheinander mit 2,5 ml
Puffer (0,1 mM NaOH, 5 mM EDTA) und DEPC-Wasser gewaschen. Das Waschen mit
DEPC-Wasser wurde so oft wiederholt, bis der Durchlauf bei einem pH von 6—7 lag. Die vor-

bereitete Sdule wurde mit 5 ml des 1x Waschpuffers equilibriert.

Probenvorbereitung: Die Gesamt-RNA wurde in 1 ml Rnase-freiem Wasser aufgenommen
und 5 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurde das gleiche Volumen des 2x Waschpuffers hin-

zugegeben und die Probe sofort auf Eis gestellt.

Die vorbereitete Probe wurde auf die Sdule aufgetragen und der Durchlauf gesammelt. Nach
einer erneuten Inkubation des Durchlaufs fiir 5 min bei 65 °C wurde dieser nochmals auf die
Sdule aufgetragen. Danach wurde die Séule mit 5 ml 1x Waschpuffer gespiilt. Die mRNA
wurde mit 2 ml DEPC-Wasser eluiert, in 200 pl Fraktionen gesammelt und auf Eis gestellt.
Pro Fraktion wurden 5 pl mit 145 pl DEPC-Wasser verdiinnt und deren RNA Konzentratio-
nen photometrisch bestimmt. Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die RNA-

positiven Fraktionen 1-5 vereinigt und nochmals wie oben beschrieben vorbereitet.

Die Sdule wurde abermals mit 5 ml 1x Waschpuffer gespiilt und hinterher mit der Probe bela-
den. Die mRNA wurde mit 2 ml DEPC-Wasser eluiert und in 200 pl Fraktionen gesammelt.
Anschlieffend erfolgte wiederum die photometrische Konzentrationsbestimmung und Verei-
nigung der positiven Fraktionen (Endvolumen: 0,75 ml). Zur Aufreinigung der mRNA durch
Prizipation wurde das 0,1-fache Probenvolumen an 3 M NaAcetat und das 2,2-fache Proben-
volumen mit absolutem Ethanol hinzugefiigt und {iber Nacht bei —20 °C inkubiert. Abschlie-
Bend erfolgte eine Zentrifugation bei 12000 g iiber 30 min. Das Pellet wurde mit 70 % Etha-
nol gewaschen und in 50 pl DEPC-Wasser resuspendiert.
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2.4 Erstellung der cDNA-Bibliotheken

2.4.1 Grundlagen

Da RNA-Molekiile in ihrer natiirlichen Form sehr labil und schwer zu vermehren sind, ist es
giinstig, mRNA in stabile Doppelstrang-DNA zu {iberfiihren und eine sogenannte cDNA-
Bibliothek anzulegen. cDNA-Bibliotheken enthalten DNA-Sequenzen, die komplementir zu
mRNA sind. Diese cDNA kann dann anschlieend in einen Vektor integriert werden, was den
Umgang mit den genetischen Informationen der mRNA eines Organismus erheblich verein-
facht. Die cDNA-Bibliotheken wurden mithilfe eines Lambda-Phagen-Derivats (AZAP-
Phage), dem ,,ZAP Express cDNA Synthesis Kit* und ,,ZAP Express cDNA Gigapack III
Gold Cloning Kit* (Stratagene, La Jolla, CA, USA) nach Herstellerangaben erstellt.

Die Bibliotheken aus ok-Zellen und Schweinenierengewebe wurden zwar nacheinander er-
stellt, werden aber aufgrund der gleichen Arbeitsschritte im Folgenden zusammenhingend
dargestellt. Die mRNA zur Erstellung der cDNA-Bank wurden aus 8 g Nierenrindengewebe

vom Schwein isoliert und von Prof. Dr. Y. Hagos zur Verfiigung gestellt.

2.4.2 CDNA-Synthese und Vorbereitungen zum Vektoreinbau

2.4.2.1 Synthese des ersten Strangs

Die Synthese der cDNA erfolgte in mehreren Schritten: Zur Synthese des sogenannten ersten
Strangs wurden 7,17 pg mRNA aus ok-Zellen bzw. 7,5 ug mRNA aus Schweinenieren einge-
setzt. Die mRNA wurde jeweils zusammen mit 5 pl 10x first-strand buffer, 3 pl first-strand
methyl nukleotide mixture, 2 pl linker-primer, 1 ul RNase Block Ribonuclease Inhibitor (40
U/ul) und 1,5 pl MMLV Reverse Transcriptase (50 U/ul) (Gesamtvolumen mit DEPC-
Wasser auf 50 pl aufgefiillt) fiir 1 Std. im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wur-
de der Reaktionsansatz auf Eis gestellt. Bei dem Linker-Primer handelt es sich um ein Oligo-

nukleotid mit einer GAGA-Sequenz, einer Xhol-Schnittstelle und einem Oligo(dT)-Ende.

5'-GAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTT-3"

GAGA-Sequenz Xhol Oligo(dT)

Die GAGA-Sequenz dient zum Schutz der Xhol-Schnittstelle und des Oligo(dT)-Endes. Die
Xhol-Schnittstelle wird fiir den spiteren gerichteten Einbau der fertigen cDNA in den Vektor
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benoétigt. Mit dem Oligo(dT)-Ende lagert sich der Primer komplementdr an die 3 Poly-A-
Region der mRNA an und dient der Reverse-Transcriptase als Startpunkt fiir die Synthese des

ersten Strangs.

Das Nukleotidgemisch enthilt neben normalen dATP, dGTP und dTTP auch 5-methyl dCTP.
Der erste Strang besitzt an jedem Cytosin eine Methyl-Gruppe, die den ersten Strang der

cDNA bei weiteren enzymatischen Syntheseschritten schiitzt.

2.4.2.2 Synthese des zweiten Strangs

Zur Synthese des zweiten Strangs wurden 20 pl 10 x second strand buffer, 6 pl second-strand
dNTP mixture, 116 pl steriles Aqua dest., 2 pl RNase H (1,5 U/ul) und 11 pl DNA-
Polymerase I (9 U/ul) hinzugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 2,5 Std. bei 16 °C inkubiert und
anschlieend sofort auf Eis gestellt.

Die RNase verdaut die am ersten cDNA-Strang gebundene RNA zu multiplen Fragmenten,
sodass der zweite Strang synthetisiert werden kann. Gleichzeitig dienen die Fragmente der

DNA-Polymerase I als Primer.

2.4.2.3 Schneiden der cDNA-Enden

Im néchsten Schritt wurden die stufigen Enden der doppelstrangigen cDNA aufgefiillt oder

abgeschnitten, um die Ligation von Adaptoren zu ermdglichen.

Dazu wurden dem Reaktionsansatz 23 pl blunting ANTP mix und 2 pl Pfu DNA-Polymerase I
(2,5 U/p) beigegeben und dieser bei 72 °C fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl
Phenol-Chloroform (1:1 [v/v]) hinzugefiigt. Der Ansatz wurde mit 12000 g fiir 2 min bei RT
zentrifugiert. Die obere wissrige Schicht, die die DNA enthielt, wurde in ein neues Mikrore-
aktionsgefdal} tiberfiihrt. Es wurden 20 ul 3 M Acetate und 400 pl absolutes Ethanol hinzuge-
geben, um die DNA zu prézipitieren. Der Ansatz wurde tiber Nacht bei —20 °C inkubiert und
bei 12000 g fiir 1 Std. bei 4 °C zentrifugiert und mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. Der
Alkohol wurde aspiriert und das DNA-Pellet durch Lyophilisation getrocknet.
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2.4.2.4 Ligation der EcoR I-Adaptoren

Die Adaptoren bestehen aus zwei 10- bzw. 14-Basen langen Oligonukleotiden, die komple-
mentér zueinander sind und eine EcoR-I-Schnittstelle beinhalten. Die Adaptoren besitzen fol-

gende Sequenz:
5"-OH-AATTCGGCACGAGG - 3’
3’-GCCGTGCTCCp -5’

Das 10er-Oligonukleotid ist am 5 Ende phosphoriliert, was eine Ligation des Adaptors an die
Enden der cDNA ermdoglicht. Das 14er-Oligonukleotid hingegen tragt am 5 Ende keine Phos-
phorgruppe, um dessen Ligation an andere Fragmente oder eine Ringbildung zu verhindern.
Erst wenn die Adaptoren ligiert sind und die Ligase inaktiviert wurde, werden auch diese En-
den phosphoriliert (siche Abschnitt 2.4.2.5), um den Einbau der cDNA in den Vektor zu er-

moglichen.

Zur vollstdndigen Resuspension des cDNA-Pellets wurden 9 pl der EcoR-I-Adaptoren hinzu-
gefligt und der Ansatz fiir 45 min bei 4 °C inkubiert. Die geschnittene cDNA und die EcoR-I-
Adaptoren wurden mit 1 pl 10x Ligase Puffer, 1ul 10 mM rATP und 1 pl T4 DNA-Ligase
(4U/ ul) gemischt und bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Ligase

durch Erwirmen im Wasserbad auf 70 °C fiir 30 min inaktiviert.

2.4.2.5 Phosphorylierung der EcoR I-Enden

Der Reaktionsansatz wurde auf RT abgekiihlt, mit folgenden Reagenzien gemischt und bei
37 °C inkubiert: 1ul 10x Ligase Puffer, 2 ul 10 mM rATP, 6 ul H,O und 6 pl T4
Polynukleotid-Kinase (5 U/ul). Die Kinase wurde durch 30 min Erhitzen auf 70 °C

inaktiviert.

2.4.2.6 Verdau der cDNA mit Xho I

Im Bereich des Linker-Primers (siehe Abschnitt 2.4.2.1) wurde die bis hier behandelte cDNA
mit einem Restriktionsenzym (Xhol) geschnitten, um den gerichteten Einbau der cDNA in

den Vektor zu ermoglichen.

Hierzu wurden der Reaktionsansatz mit 28 pl Xhol-Puffer und 3 pl Xho I (40 U pl) fiir 1,5
Std. bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden 5 pl 10 x STE-Puffer und 125
ul absolutes Ethanol hinzugefiigt und der Ansatz {iber Nacht bei —20 °C prézipitiert. Nach der



Material und Methoden 28

Inkubationszeit wurde die cDNA mit 12000 g fiir 1 Std. bei 4 °C abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das vollstindig getrocknete Pellet wurde in 14 pl 1 x STE-Puffer re-

suspendiert.

2.4.2.7 Fraktionierung der cDNA nach Linge

Vor dem Einbau der cDNA in den Vektor wurde diese der Liange nach fraktioniert, um kurze
Fragmente (<400 bp) auszusortieren und deren Einbau in die cDNA-Bibliothek zu vermei-

den.

Die cDNA wurde mithilfe von Sepharose CL-2B Gel (Stratagene, La Jolla, CA, USA) nach
dem Prinzip der Chromatographie fraktioniert. Als Sdule diente eine 1-ml-Pipette, die mithilfe
eines PVC-Schlauchs mit einer 10-ml-Spritze verbunden wurde. In die Pipettenspitze wurde

ein kleines Stiick Watte eingefiihrt, um diese leicht zu verschlieBen (sieche Abbildung 2.1).

Anschliefend wurde die Sepharose CL-2B Gel-Suspension lang-

sam in die Pipette eingefiillt und gewartet, bis das Gel auspoly-

merisiert war. Im Folgenden wurde die 10-ml-Spritze, die als

Reservoir diente, mit insgesamt ca. 12ml 1x STE-Puffer befiillt, <— 10-ml-Spritze

um die Sdule zu spiilen.

Die ¢cDNA wurde mit 3,5 pl Ladefarbstoff gemischt, um die
Fliissigkeit besser sichtbar zu machen. Die so vorbereitete Probe
wurde kurz vor dem vollstindigen Durchlaufen des 1 x STE-
Puffers (noch ca. 50 pl Restvolumen in der Spritze) vorsichtig
direkt auf die Siule aufgetragen. Nachdem sich die Probe auf der <+—  TmiPipette
Sdule abgesetzt hatte, wurden 3 ml 1 x STE-Puffer in das Reser-
voir eingefiillt, moglichst ohne die Probe wieder aufzuwirbeln.
Der Durchlauf wurde in ca. 100 pl-Fraktionen (entspricht etwa He—  Wattepfropf

drei Tropfen) in je einem Mikroreaktionsgefdll gesammelt. Mit

dem Auffangen des Durchlaufs wurde begonnen, wenn der fiih-
rende Anteil des Farbstoffs die —0,4-ml-Marke der Pipette erreich- AbD. 2.1: Sepharose Gel Siule
te; beendet wurde das Auffangen mit dem Erreichen der 0,3-ml-Marke des hinteren Anteils
des Farbstoffs. Jeweils 5 ul der einzelnen Fraktionen wurden auf ein 1-%-Agarosegel aufge-

tragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
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Die positiven Fraktionen wurden mit Fragmenten entsprechender Grof3e vereinigt. Anschlie-
end wurde die cDNA-Konzentration relativ zu einem Heringsperma-DNA-Standard be-
stimmt. Dazu wurde eine Konzentrationsreihe (25 ng/pul, 50 ng/ul, 75 ng/ul, 100 ng/ul, 200
ng/ul, 300 ng/ul, 500 ng/pul, 750 ng/ul, 1000 ng/ul) des Standards im Vergleich mit der Probe
auf ein 0,8-%-Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht vergleichend abgelesen.

2.4.3 Ligation der cDNA in den ZAP-Express-Vektor

Zur Ligation in den ZAP-Express-Vektor (Stratagene, La Jolla, CA, USA) wurden jeweils ca.
200 ng der ok- bzw. p-cDNA eingesetzt und diese jeweils mit 0,5 pl des 10x-Ligase-Puffers,
0,5 pul 10 mM rATP, 1 pul des ZAP-Express-Vektors (1 pg/ul) und 0,5 pl T4 DNA-Ligase
(4 U/ul) vermischt. Der Ansatz wurde dann fiir 2 Tage bei 4 °C inkubiert.

2.4.4 Verpacken des Vektors zum infektiosen Phagen

Der ZAP-Express-Vektor mit integrierter cDNA wurde mittels ,,Gigapack III Gold Packaging
Extract” (Stratagene, La Jolla, CA, USA) zu infektiosen Phagen vervollstindigt. Dieser pri-
méire Phagenbestand wird auch als Primérbank bezeichnet. Zum Verpacken des ZAP-Express-
Vektors wurden 4 ul des Ligationsansatzes verwendet, der mit 25 ul des packing extract gut
gemischt und fiir 2 Std. bei 22 °C inkubiert wurde. Nach der Inkubation wurden 500 pl SM-
Puffer und 20 pl Chloroform hinzugegeben und der Ansatz wurde kurz zentrifugiert. Der

Uberstand enthilt den kompletten infektidsen Phagen und kann bei 4 °C gelagert werden.

2.4.5 Amplifizierung der Primirbank

Um die Anzahl der einzelnen Klone aus der Primérbank zu erhéhen und geniigend Aus-
gangsmaterial fiir spitere Versuche zu bekommen, wurde die sogenannte Primérbibliothek
amplifiziert. Hierfiir wurde der E.coli-Stamm XLI1-Blue MRF" benutzt, der speziell auf die
Erfordernisse des ZAP-Express-Vektors abgestimmt ist. Nach Infektion der Wirtszellen ist es
dem Bakteriophagen moglich, sich {iber einen lytischen Zyklus zu vermehren und damit auch

die eingebaute Information zu vervielfachen.

Eine optimale Amplifikation wird u. a. durch ein bestimmtes Ausgangsverhéltnis von Phagen
zu Bakterien bestimmt. Laut Herstellerangaben liegt dies bei ca. 5 x 10" Phagen zu 2,4 x 10°

Bakterien. Wéhrend die photometrische Bestimmung der Bakterienzahl relativ einfach mog-
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lich ist (siche Abschnitt 2.4.5.1), musste die Phagenanzahl in der Primérbibliothek iiber deren

Ausplattierung und eine direkte Auszéhlung bestimmt werden (siche Abschnitt 2.4.5.2).

2.4.5.1 Vorbereitungen der Wirtszellen

Zunichst wurden die E.coli ausgehend von einem Glycerolstock auf einer LB-Tetracyclin-
Agarplatte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurde von
einer Einzelkolonie eine Schiittelkultur angelegt. Dazu wurden 8 ml LB-Medium, dem zuvor
10 mM MgSO4und 0,2 % Maltose zugesetzt wurden, mit einer Einzelkolonie von der Agar-

platte beimpft und {iber Nacht bei 30 °C auf einem Schiittler inkubiert.

AnschlieBend wurde die Schiittelkultur mit 500 g fiir 10 min abzentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Zellpellet wurde zunéchst in 1 ml 10 mM MgSO4 Losung resuspendiert
und mithilfe eines Photometers bei 600 nm auf eine optische Dichte (ODgy) von 0,5 (ent-

spricht ca. 4 x 10° Zellen/ml) mit 10 mM MgSO, eingestellt.

2.4.5.2 Titration der Primérbibliothek

Zur Titration der Primérbibliothek wurden 1 ul der Phagen mit 200 ul der vorbereiteten Bak-
teriensuspension (siehe Abschnitt 2.4.5.1) in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen fiir 15 min bei
37 °C inkubiert, was eine Infektion der Bakterien durch die Phagen erlaubt. Im néchsten
Schritt wurden ca. 4 ml des zuvor geschmolzenen und auf 48 °C abgekiihlten NZY-Top-Agar
hinzugegeben, gemischt und schnell auf eine 150 mm NZY-Agarplatte gegossen. Durch ra-
sches, vorsichtiges Schwenken der Agarplatte wurde der Top-Agar gleichméBig verteilt. Da-
bei ist darauf zu achten, dass der NZY-Top-Agar primdr komplett geschmolzen ist, um ein
Ausflocken beim Plattieren zu verhindern und eine glatte Oberfldche zu erreichen. Auf der
anderen Seite ist darauf zu achten, dass der Agar vor Zugabe der Bakteriensuspension genii-

gend abgekiihlt ist, da sonst die Bakterien abgetotet werden kdnnen.

Die Platten wurden fiir einige Minuten bei RT stehen gelassen, bis der NZY-Top-Agar fest
war. Die Platten wurden dann mit der Agarseite nach oben bei 37 °C im Brutschrank inku-
biert. Die ersten Plaques wurden nach ca. 68 Std. sichtbar. Es war darauf zu achten, dass die
Plaques nicht konfluent wachsen und die Platten entsprechend rechtzeitig bei 4 °C gelagert

wurden, um den Wachstumsprozess zu verlangsamen. Dies war nach ca. 10 Std. Inkubations-
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zeit der Fall. AnschlieBend konnten die einzelnen Plaques ausgezéhlt und damit die Konzent-

ration der Priméarbibliothek bestimmt werden.

2.4.5.3 Vermehrung der Primirbibliothek

Zur Vermehrung der Primérbibliothek wurden zunichst wieder (vgl. Abschnitt 2.4.5.1),
Wirtszellen vorbereitet. Die Transfektion und Ausplattierung (vgl. Abschnitt 2.4.5.2), wurden
mit verdnderten Volumina wiederholt: Es wurden 50 pl Phagensuspension (entspricht ca.
5x 10* pfu) mit 600 pl Wirtszellen bei einer ODggo von 0,5 vermengt. Insgesamt wurden 20
dieser Ansitze auf je eine 150-mm-NZY-Agarplatte gegeben und fiir 6-8 Std. bei 37 °C inku-

biert, bis die Plaques eine Grofe von 1-2 mm Durchmesser erreicht hatten.

Nach der Inkubationszeit wurden die Platten mit jeweils 8 ml SM-Puffer iiberschichtet und
bei 4 °C auf einem Schiittler iiber Nacht inkubiert. Dieser Vorgang erlaubt es den Phagen,
sich im SM-Puffer zu 16sen, der dann in ein steriles 15-ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt
wurde. Die Platten wurden dann nochmals mit 2 ml SM-Puffer gespiilt, der den entsprechen-
den Rohrchen zugegeben wurde. Jedem Rohrchen wurde eine entsprechende Menge Chloro-
form beigegeben, sodass sich eine Endkonzentration von 5 % (v/v) ergab. Anschlieend wur-
de der Zelldetritus bei 500 g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues 15-ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Jedem Roéhrchen wurde wiederum entsprechend Chloroform
zugegeben, um eine Endkonzentration von 0,3 % (v/v) zu erreichen. Die amplifizierte Biblio-

thek ist so bei 4 °C iiber lingere Zeit lagerbar.

2.5 Screening der cDNA-Bibliothek

2.5.1 Grundlagen

Da die Sequenzen der OAT]I {iber die Spezies hinweg stark konserviert sind, wurde davon
ausgegangen, dass die von uns gesuchten Sequenzen des okOAT1 bzw. des pOAT]1 ebenfalls
in weiten Teilen homolog zu den bereits bekannten Sequenzen sind. Zur Isolierung der Klone
aus den AZAP-cDNA-Phagen-Banken wurde eine radioaktiv markierte DNA-Sonde verwen-
det, die mithilfe der PCR aus vorliegenden rbOAT1-Plasmiden (Bahn et al. 2002) generiert
wurde. Dabei handelte es sich um ein 970 bp langes Fragment einer iiber die Spezies hinweg
hochkonservierten Region. Zum eigentlichen Screening nach Strauss (2001) wurden die

amplifizierten cDNA-Bibliotheken ausplattiert. Die Agarplatten wurden anschlieBend mit
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einem Blatt Nitrozellulose bedeckt und deren Position auf der Platte mit drei Nadeldurchsti-
chen markiert. Hierdurch kommt es zu einer Bindung der Phagen-DNA an die Nitrozellulose
und in folgenden Arbeitsschritten konnten durch die Nadelstichmarkierungen die entspre-
chenden Plaques wieder eindeutig aufgesucht werden. Der Nachweis unserer gesuchten Se-
quenz wurde durch Hybridizierung des Abdrucks mit der oben beschriebenen und radioaktiv
markierten DNA-Sonde durchgefiihrt. Zur Detektion der markierten Sonde wurden Rontgen-
filme verwendet, die auf die Nitrozellulosefolien gelegt wurden. Zur spiteren Lokalisierung
auf der Agarplatte wurden die Nadelstichmarkierungen auch auf den Rontgenfilm tibertragen.
Von den Rontgenfilmen ausgehend konnten dann die positiven Klone als Plaques auf den
Agarplatten lokalisiert und isoliert werden. Die beschriebenen Arbeitsschritte wurden, ausge-
hend von den isolierten Einzelklonen, zu deren Amplifikation und Selektion bis zu viermal

wiederholt, bevor sie fiir die Sequenzierung aufbereitet wurden.

2.5.2 Sondenpriparation

Als Ausgangsmaterial zur Generierung der DNA-Sonde dienten Plasmide des tbOAT1 (Bahn
et al. 2002), aus dem mithilfe der Touch-Down-PCR (siehe Abschnitt 2.8.4.1) ein 970 bp lan-

ges Fragment isoliert und amplifiziert wurde (Primer siche Abschnitt 2.1.8).

Fiir die weitere Verwendung war es erforderlich, die eigentlichen PCR-Fragmente von Ne-
benprodukten zu trennen, um eine moglichst hohe Spezifitit der Sonde zu erreichen. Dazu
wurde das PCR-Produkt auf ein 1-%-Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufge-
trennt. Spéter wurde die Bande entsprechender Linge mit einem Skalpell aus dem Gel her-
ausgeschnitten und die DNA mit dem ,,NucleoTrap Extraction Kit for Nucleic Acids* (Ma-
chery-Nagel, Diiren, Deutschland) nach Herstellerangaben extrahiert.

2.5.3 Screening

Von jeder der hochamplifizierten Bibliotheken wurden 10 Agarplatten ausplattiert (vgl. Ab-
schnitt 2.4.5). Dabei wurden pro Platte 2 pl Phagenlysat eingesetzt. Es ist insbesondere auf
eine ebenmafige Oberfldche des Agars zu achten, um anschlieend die Abdriicke erstellen zu
kénnen. Zum Ubertragen der Phagen-DNA auf Nitrozellulosefolien (Stratagene, La Jolla, CA,
USA) wurden folgende Schritte durchgefiihrt:
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Die Nitrozellulosefolien wurden mit einem Bleistift beschriftet und mit der beschrifteten Seite
nach oben auf die gekiihlten Platten gelegt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Nitrozellulo-
sefolien glatt und ohne Luftblasen aufgelegt werden. Die Folien wurden fiir 10 min zur Uber-
tragung der Phagen auf den Platten belassen. Unterdessen wurden die Folien mit einer sterilen
Kaniile asymmetrisch an drei Stellen durchstochen, um die Position der Filter auf den Platten
zu markieren. Anschliefend wurden sie mit einer Pinzette von den Platten entfernt und mit
der Phagenseite nach oben fiir 10 min bei RT getrocknet. Die Agarplatten wurden bei 4 °C bis

zur weiteren Verwendung gelagert.

Nach Ubertragung der Phagen-DNA auf die Folien wurde die DNA denaturiert und so fiir die
Hybridization vorbereitet. Dazu wurden die Folien fiir 5 min mit der Phagenseite nach oben
auf Whatman 3 MM Papier (Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) gelegt, das zuvor mit
einem Denaturierungspuffer getrankt wurde. Das Papier musste so feucht sein, dass die Folien
den Puffer aufsaugen konnten, aber nicht vom Puffer {iberspiilt wurden (Gefahr der Phagen-
Vermischung). AnschlieBend wurden die Folien nacheinander auf gleiche Weise je 5 min auf
mit Neutralisierungspuffer bzw. mit 2 x SCC Puffer getrdnktem Whatman 3MM Papier ge-
legt. Anschlieend wurden die Folien bei 42 °C iiber Nacht getrocknet.

Vor der eigentlichen Hybridization wurden 25 ng der DNA-Sonde mit **P-dCTP radioaktiv
markiert. Dies geschah mit dem ,,rediprime II labelling system* (Amersham Pharmacia Bio-

tech Europe, Freiburg, Deutschland) nach Herstellerangaben.

Zur eigentlichen Hybridization wurden 10 Nitrozellulosefolien in einer Schale mit 40ml Hyb-
ridisierungslosung II angefeuchtet. Dazu wurden die Folien mit der Phagenseite nach oben der
Losung aufgelegt und gewartet, bis diese mit der Losung durchtrinkt waren. Dabei war zu
beachten, dass die Losung zunichst nur von unten in die Folie eindringt, um Lufteinschliisse
innerhalb der Folie zu vermeiden. Die so angefeuchteten Folien wurden zusammen mit dem
Rest der Hybridisierungslosung II in einen Plastikbeutel gegeben. AnschlieBend wurde die
Plastiktiite mit einem haushaltsiiblichen FolienschweiB3gerdt mit moglichst wenigen Luftein-
schliissen verschlossen. Insgesamt wurden nicht mehr als 10 Folien in einen Plastikbeutel

gegeben.

Die Folien wurden dann bei 65 °C fiir eine Stunde im Wasserbad inkubiert. Wihrend dieser
Zeit wurden der markierten Sonde 2 mg Heringsperma-DNA zugegeben und alles fiir 10 min
bei 100 °C inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt, um die DNA-Doppelstringe zu denatu-
rieren. Die Sonde wurde mit 2 ml Hybridisierungsldsung II gemischt und mithilfe einer steri-

len Spritze und Kaniile in den Plastikbeutel gespritzt und gut vermischt. Danach wurde der
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Beutel wieder verschweillt und liber Nacht bei 65 °C unter leichtem Schiitteln im Wasserbad
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Folien aus dem Plastikbeutel genommen und
zweimal mit low stringency wash buffer 1l bei RT gewaschen. Dazu wurden die Filter jeweils
in eine Schale mit 500 ml Puffer gegeben und fiir 10 min leicht geschwenkt. Dabei wurden

die aneinander haftenden Folien mit einer Pinzette voneinander getrennt.

AbschlieBend wurden die Folien einmal in 500 ml high stringency wash buffer II bei 65 °C
fiir 10 min unter leichtem Schwenken gespiilt. Die auf diese Weise behandelten Folien wur-
den in einer Filmkassette (Kodak, Rochester, NY, USA) fixiert und zusammen mit einem
Rontgenfilm (Bio Max Film, Kodak, Rochester, NY, USA), deren Lage zueinander markiert
wurde, bei —80 °C fiir 2 Tage inkubiert. Die Filme wurden in einer Dunkelkammer entwickelt
und fixiert (GBX developer and replenisher, GBX fixer and replenisher, Kodak, Rochester,
NY, USA).

Ausgehend von den Rontgenfilmen, auf denen sich die vermeintlich positiven Klone der
cDNA-Bibliothek als schwarze Punkte abzeichneten, wurden die entsprechenden Plaques auf
den Agarplatten lokalisiert. Diese Plaques wurden zusammen mit dem Agar mithilfe der gro-
Ben Offnung einer Pipettenspitze ausgestochen und in ein 15-ml-Zentrifugenrhrchen mit

4-ml-SM-Puffer gegeben und bei 4 °C gelagert.

2.6 Plasmidaufreinigung und Sequenzierung

2.6.1 Single Clone Excision

Fir weitere Arbeitsschritte wurden die Klone im ZAP-Express-Vektor mithilfe einer
in vivo-Excision des pBK-CMV-Phagamid in ein Plasmidsystem tiberfiihrt und aufgereinigt.
Dazu wurden der ExAssist Helper Phage (Stratagene, La Jolla, CA, USA) und zu den XL1-
Blue-MRF'-Bakterien zusitzlich E.coli XLOLR-Wirtszellen verwendet. Durch spezielle Ei-
genschaften der XLORL-Bakterien und des pBK-CMV-Vektors ist es nur diesen Phagen
moglich, die XLORL-Zellen zu infizieren und sich darin zu vermehren. Auf diese Weise wer-
den Verunreinigungen durch Helferphagen und ZAP-Express-Phagen im Plasmidsystem ver-

mieden.

Zunichst wurden die Wirtszellen vorbereitet (Abschnitt 2.4.5.1). Allerdings wurde dem Me-
dium fiir die XLOLR- Zellen keine Maltose und kein Magnesium zugesetzt. Zum Ausschnei-
den des Plasmids wurden 200 pl XL1-Blue-MRF’(ODggp 1,0)-Zellsuspension, 250 pl Phagen-
suspension (> 1 x 10° Phagen) und 1 pl ExAssist-Helfer-Phage (> 1 x 10° pfu/ul) gemischt
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und bei 37 °C fiir 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden 3 ml NZY-Medium hinzugegeben
und fiir weitere 3 Std. inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz fiir 20 min auf 70 °C
erhitzt und fiir 15 min bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die ausgeschnitte-
nen pBK-CMV-Phagamide, Helferphagen und ZAP-Express-Phagen befanden, wurde in ein

Zentrifugenréhrchen tliberfiihrt.

Zur Aufreinigung des pBK-CMV-Phagamids wurden 100 pl des Phageniiberstands und 200
pl der XLOLR-Zellsuspension (ODgg 1,0) bei 37 °C fiir 15 min inkubiert und nach Zugabe
von 300 pl NZY-Medium fiir weitere 45 min bei 37 °C belassen. Anschlieend wurden 20 pl
bzw. 200 pl des Ansatzes jeweils auf einer LB-Kanamycin-Agarplatte ausgestrichen und bei

37 °C uber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurden jeweils 5 ml LB-Kanamycin broth mit einer Einzelkolonie beimpft
und eine Schiittelkultur angelegt. Ausgehend von den Schiittelkulturen wurden zum einen die
Plasmide isoliert und zum anderen ein Glycerolstock (500 pl Zellsuspension, 500 ul LB-
Glycerol [30 % v/v]) angelegt.

2.6.2 Plasmidisolation

Plasmid-DNA wurde mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit*“ (Qiagen, Hilden, Deutschland)
nach Herstellerangaben isoliert. Ausgangsmaterial dazu waren die Schiittelkulturen aus Ab-
schnitt 2.6.1 oder entsprechende Schiittelkulturen aus den angefertigten Glycerolstdcken.

Nach der Isolation der Plasmide wurde deren Konzentration photometrisch bestimmt (siche

Abschnitt 2.8.2).

2.6.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung (Sanger et al. 1977) von DNA wurde mit einem automatischen Sequen-
ziergerit (ABI 373A, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei
wird in einer, der PCR analogen Methode, dem cycle sequencing, ein Gegenstrang zu der zu
sequenzierenden DNA synthetisiert. Durch den Einbau von Terminatoren, sogenannten Dye-
Terminatoren, kommt es wéhrend der Synthese des Gegenstrangs zu basenspezifischen Ein-
zelstrangabbriichen, die statistisch bei jeder Fragmentgrofe stattfinden. So erhdlt man Frag-
mente, die jeweils um ein Basenpaar verldangert sind und in einem Polyacrilamid-Gel aufge-

trennt werden konnen. Durch eine basenspezifische Koppelung der Dye-Terminatoren mit
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unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kann die zu analysierende Sequenz der DNA flu-

orimetisch am Gel abgelesen werden.

Der Ansatz zum cycle sequencing wurde nach der Vorschrift von Applied Biosystems wie
folgt vorbereitet: 5 pl Premix, 1 pl Primer (10 pmol), ca. 400 ng PCR-Produkt oder Plasmid
mit H,O auf 20 pl aufgefiillt. Im Thermocycler (GeneAmp PCR system 2400 Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) wurde dann mit folgendem Programm das cycle sequencing durchge-
fiihrt: (96 °C 30 sec, 55-60 °C 15 sec, 68 °C 4 min) x 25 Zyklen; 4 °C .

Nach Ablauf der Reaktionen wurden die Proben mithilfe von Isopropanol gefillt. Dazu wur-
den dem Ansatz 80 pl H,O zugegeben und dieser in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefdl} iiber-
fiihrt, wo des Weiteren 10 pl 3 M Na-Acetat und 250 ul Ethanol (absolut) zugegeben wurden.
AnschlieBend wurde der Ansatz bei 14000 U/min bei RT fiir 5 min zentrifugiert, der Uber-
stand vorsichtig entfernt und das Pellet mit 250 ml Ethanol (70 %) gewaschen.

Nach erneuter Zentrifugation bei 14000 U/min fiir 5 min wurde das Pellet in einer Vakuum-
zentrifuge (SpeedVac concentrator SVC 100H, Savat, Holbrook, NY, USA) getrocknet und in
3 ul ,,Sequence Loading Buffer* (Formamid, 25 mM EDTA pH 8,0 im Verhéltnis 5:1) aufge-
nommen. 3ul der Sequenzierungsproben wurden auf ein denaturierendes 7-%-Polyacrylamid-
Gel aufgetragen. Mithilfe der Software ,,GeneScan 672 und ,,SeqEd 675 (Applied Biosys-
tems Inc., Foster City, CA, USA) lieferte das Sequenzierungsgerdt die einzelnen DNA-
Sequenzen, die anschlieend online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit der Gen-
Bank-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm) verglichen wurden.

2.7 cRNA-Synthese zur funktionalen Expression

Zur funktionellen Untersuchug der identifizierten Klone wurde die heterologe Expression der
Proteine in Xenopus laevis-Oozyten durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde aus den Phagen-
plasmiden die DNA-Information in cRNA umgeschrieben. Diese Form der RNA ist analog
der natiirlichen mRNA, wie sie in den meisten eukaryotischen Zellen vorkommt, und wurde

zur Mikroinjektion von Oozyten verwendet (siche Abschnitt 2.9.2).

Die cRNA-Synthese wurde mit dem ,,T7 mMESSAGE mMACHINE® Kit (Ambion, Austin,
TX, USA) durchgefiihrt. Dieses Kit ermoglichte die in vitro-Synthese von 5 capped cRNA
aus linearer cDNA durch das Anfligen von 7-Methyl-Guanosin-Gruppen am 5 Ende. Die
RNA Polymerase des Kits setzt an der T7-Promotorregion des Plasmids an und erzeugt so

eine gerichtete CRNA.
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2.7.1 Linearisierung des Plasmids

Vor der Transkription eines Plasmids in cRNA musste dieses linearisiert werden. Dazu wurde
das Plasmid mit dem Restriktionsenzym Notl (Gibco BRL, Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land) geschnitten.

Es wurden 5 pg des zu verdauenden Plasmids mit 3 pl React III Puffer (Gibco BRL, Invitro-
gen, Karlsruhe, Deutschland), 2 pl Notl Enzym (15 U/ul) gemischt und mit hochreinem H,O
auf 30 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde nach kurzer Zentrifugation fiir 3 Std. bei 37 °C inku-
biert.

Anschliefend wurde das linearisierte Plasmid bzw. die cDNA mithilfe des ,,PCR-purification
kit“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgereinigt und in 10 pl hochreinem Wasser aufgenom-
men. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und zur GroéBenbestimmung der

Fragmente eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.7.2 Transkription der cDNA

Zur cRNA-Synthese wurde streng nach Herstellerangaben des ,,T7 mMESSAGE mMACHI-
NE*“ Kit (Ambion, Austin, USA) vorgegangen. Dazu wurden 1 pg linearisierte cDNA,
10 pl 2 x Ribonukleotid-Mix, 2 pl 10 x Reaktionspuffer, 2 ul Enzym-Mix gemischt und mit
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht. Nach einer Inkubation von
2 Std. bei 37 °C wurde die Template-DNA durch Zugabe von 1 pl DNase I (2 U/pl) und wei-

terer Inkubation fiir 15 min aus dem Ansatz entfernt.

Zum Beenden der Reaktion wurden dem Ansatz 115 pl nukleasefreies Wasser und 15 pl

Ammoniumacetat-Stopp-Losung (5 M Ammoniumacetat, 100 mM EDTA) zugegeben.

Die cRNA wurde dann mithilfe einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion aufge-
reinigt. Die Probe wurde dazu mit 150 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol gut vermischt
und anschliefend fiir 5 min bei 4 °C und 10000 g abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde nach
Uberfithren des wissrigen Uberstandes in ein neues Mikroreaktionsgefil wiederholt. Ab-
schlieBend wurde die cRNA iiber Nacht durch Zugabe von 150 ul Isopropanol bei —20 °C
gefillt und nach 45 min Zentrifugation (4 °C, 10000 g) mit 500 pl Ethanol (70 %) gewaschen
und erneut fiir 5 min zentrifugiert. Das getrocknete cRNA-Pellet wurde dann in 10 pl nuclea-
sefreiem Wasser resuspendiert und nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung

auf eine Endkonzentration von 1 pg/ul eingestellt.
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2.8 Weitere molekularbiologische Methoden

2.8.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentrationsbestimmungen der Nukleinsduren (DNA, RNA) erfolgte mit einem Spekt-
ralphotometer (GeneQuant II, Novaspec II, Pharmacia, Uppsala, Schweden) bei einer Wellen-
lange von 260 nm bzw. 280 nm. Vor den Messungen wurden die Proben entsprechend ver-
diinnt. Als Berechnungsgrundlage fiir die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration gilt
eine optische Dichte von 1,0. Dies entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml fiir DNA
bzw. von 40 pg/ml fiir RNA. Der Quotient der optischen Dichten bei 260 nm zu 280 nm ist
ein MaB fiir die Reinheit der Nukleinsduren und sollte zwischen 1,8 bis 2,0 liegen (Sambrock

et al. 1989).

2.8.2 Photometrische Konzentrationbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford durchge-
filhrt (Bradford 1976). Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G250 an
Proteine verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm. Da davon
ausgegangen werden kann, dass die Proteinzusammensetzung in den fiir die Versuche einge-
setzten Zellen konstant ist, wurde die Proteinkonzentration als MaR} fiir die Zellmenge ver-

wendet.

In einem 1,5-ml-Mikroreaktionsgefal wurden je 20 pl Zellsuspension, 20 pul Ameisensidure
und 1 ml Coomassie-Blau-Losung (0,007 % Coomasie Brilliant Blau G250, 5 % Ethanol,
8,5 % Phosphorséure) gut gemischt und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde bei
595nm die Extinktion in einer Doppelbestimmung gemessen. Uber eine mit Rinderserumal-

bumin erstellte Eichkurve wurde dann die Proteinkonzentration berechnet.

2.8.3 Agarosegelelektrophorese

Mithilfe der Agarosegelelektrophorese wurden Nukleinsdureproben (DNA, RNA) nach ihrer
Fragmentgrofle aufgetrennt. Je nach Verwendungszweck wurde die Agarosekonzentration der
Gele mit 0,5 x TBE-Puffer auf verschiedene Endkonzentrationen eingestellt: 0,8 % fiir pripa-
rative Zwecke und 1 % fiir analytische Zwecke. Vor dem Auftragen der Proben (ca. 5 pl)

wurden diese mit 2 pl 5x Probenpuffer und 2 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) vermischt. Aufge-



Material und Methoden 39

trennt wurden die Proben in 0,5x TBE-Laufpuffer bei 70-100 V bei einer Laufzeit von ca. 45

min.

Als Molekulargewichtsstandard wurde eine 1 kB DNA-Leiter (Gibco BRL, Karlsruhe,
Deutschland) mitgefiihrt. Zur Visualisierung der Nukleinsduren wurden das Agarosegel auf
einen UV-Transilluminator (TM40, UVP Inc., Upland, CA, USA) (254 nm) gelegt. Die Do-

kumentation fand mit einem Videosystem statt.

2.8.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur in vitro-Amplifikation spezifischer DNA-
Abschnitte mithilfe von hybridisierenden Oligonukleotiden (Primern) verwendet (Mullis und
Faloona 1987; Saiki et al. 1988). Katalysiert wurde die Reaktion durch eine rekombinante
Tag-Polymerase (Powerscrpit, Boehringer, Mannheim Deutschland; Hotstaq, Qiagen, Hilden
Deutschland).

Zur Amplifikation wurden in einem Reaktionsansatz von 50 pl ca. 10-50 ng DNA entspre-
chende Primer (je 10-20 pmol/Ansatz), 1,25 mM dNTP und Puffer (10 mM TRIS, pH 8,3;
50 mM KCI; 2 mM MgCly) in einem PCR-Reaktionsgefdl gemischt. Nach Zugabe von
2U-Taqg-Polymerase wurde die Reaktion in einem Thermocycler (2400 Perkin Elmer, Nor-
walk, USA bzw. Robocycler Gradient96, Stratagene, La Jolla, CA, USA) mit unterschiedli-

chen Temperaturprogrammen durchgefiihrt.
Folgendes Standardprogramm wurde fiir die Polymerase-Kettenreaktion verwendet:

94 °C fiir 5 min; (94 °C fiir 30 sec, 60 °C fiir 45 sec, 71 °C fiir 60 sec) x 15 Zyklen; (94 °C fiir
30 sec, 55 °C fiir 45 sec, 72 °C fiir 60 sec) x 15 Zyklen; 72 °C fiir 5 min; 4 °C fiir oo.

2.8.4.1 Touch-Down-PCR

Die sogenannte Touch-Down-PCR wurde durchgefiihrt, um die Spezifitit der PCR zu erho-
hen. Dazu wurde die Anlagerungstemperatur (annealing-Temperatur, Ta) wahrend der ersten
Amplifikationzyklen schrittweise von 61 °C auf 55 °C reduziert (Don et al. 1991). Die Verin-
derung der Schmelztemperatur erfolgte liber 15 Zyklen um jeweils 0,3-0,5 °C pro Zyklus.
Somit wurde die Anfangsschmelztemperatur (Tm) 3 °C iiber den errechneten Tm-Wert ge-

setzt und schrittweise bis zu 3 °C unter den Tm-Wert abgesenkt.

Folgendes Standardprogramm wurde fiir die Touch-Down-PCR verwendet:
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94 °C fiir 5 min; (94 °C fiir 30 sec, 61-55 °C fiir 45 sec, 71 °C fiir 60 sec) x 15 Zyklen; (94 °C
fiir 30 sec, 54 °C fiir 45 sec, 72 °C fiir 60 sec) x 15 Zyklen; 72 °C fiir 5 min; 4 °C fiir oo.

2.8.4.2 RoboCycler-PCR

Zur Optimierung der PCR wurde die annealing-Temperatur (Ta) bei jedem Ansatz variiert.
Dazu wurde mithilfe eines Gradienten-Thermocyclers (RoboCycler Gradient 96, Stratagene,
La Jolla, CA, USA) die annealing-Temperatur von 63 °C bis 52 °C in 1 °C-Intervallen pro
Ansatz reduziert. AuBerdem wurde die annealing-Zeit zur Standard-PCR von 45 sec auf 60

sec erhoht.

Folgendes Standardprogramm wurde fiir die RoboCyler-PCR verwendet: 94 °C fiir 5 min;
(94 °C 30 sec, Gradient von 63-52 °C fiir 60 sec, 72 °C fiir 60 sec) x 30 Zyklen; 72 °C fiir 60

SEC.

2.8.43 5 RACE

Mit der Methode des RACE (rapid amplification of cDNA ends) ist es moglich, unvollstindi-
ge DNA-Fagmente eines Klons, ausgehend von der urspriinglichen RNA bzw. cDNA, an de-
ren 5'und 3'Enden zu ergénzen (Frohman et al. 1988) (siche Abbildung 2.2). Ausgehend von
der klonierten Sequenz wurden Primer entworfen, die in Richtung des fehlenden Endes orien-

tiert waren.
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Abbildung 2.2: Syntheseschritte des 5'RACE; Qo, Qi,, QoQiT(17) bezeichnet adapterspezische Primer; GSP1 und GSP2

bezeichnet die genspezifischen Primer 1 und 2

Zunichst wurde der cDNA am 5'Ende ein Oligo(dA) angefiigt. Dazu wurden ca. 100 ng
cDNA, 25 mM dATP, 30 Units Terminale-Transferase und Reaktionspuffer zu einem Ge-
samtvolumen von 40 pl vermischt. Der Ansatz wurde fiir 1 Std. bei 37 °C inkubiert. Zum In-

aktivieren der Transferase wurde der Ansatz fiir 15 min auf 65 °C erhitzt.

Die erste PCR wurde in zwei Ansdtzen mit unterschiedlichen spezifischen Primern (okOAT-
447R22; okOAT1-624R21; siche Abschnitt 2.9.4.1) durchgefiihrt. Je Ansatz wurden 4 pl der
cDNA, 20 pmol QoQiT(17) Primer, 20 pmol Qo Primer, 20 pmol spezifischer Primer, 1,25
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mM dNTP und Puffer (10 mM TRIS, pH 8,3; 50 mM KCIl; 2 mM MgCl,) in einem PCR-
Reaktionsgefdl gemischt (Gesamtvolumen 50 pl). Nach Zugabe von 2UTaqg-Polymerase
wurde die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm gestartet: 94 °C fiir 5 min; 30

Zyklen mit 94 °C fiir 30 sec, 55 °C fiir 45 sec, 72 °C fiir 60 sec.

Bei der zweiten PCR wurden je 2 pl der Initial PCR, 20 pmol Qi Primer und 20 pmol okO-
ATI1-447R22, 1,25 mM dNTP und Puffer (10 mM TRIS, pH 8,3; 50 mM KCI; 2 mM MgCl,)
verwendet. Programm : 94 °C fiir 5 min; 30 Zyklen mit 94 °C fiir 30 sec, 55 °C fiir 45 sec,
72 °C fiir 60 sec. Anschliefend wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch analysiert.

2.9 Expression der OAT1 in Xenopus laevis-OQozyten

Fiir einen Teil der Transportversuche wurden Xenopus laevis-Oozyten als heterogenes Ex-
pressionssystem verwendet (Gurdon et al. 1971). Dazu wurde cRNA in den vegetativen Pol
der Oozyten injiziert. Nach der Translation in ein Polypeptid und dessen Einbau in die Oozy-
ten-Membran (Sumikawa et al. 1981) konnten mit radioaktiv-markierten PAH Substratauf-

nahmeversuche durchgefiihrt werden.

2.9.1 Préaparation der Oozyten

Zur Gewinnung der Oozyten wurde weiblichen Krallenfroschen (Xenopus laevis) ein Teil der
Ovarien chirurgisch entnommen. Mithilfe von Pinzette und Schere wurde mdoglichst viel Ova-
rialgewebe entfernt, ohne die Oozyten dabei zu beschiddigen. AnschlieBend wurden die Oozy-
ten in einer 20-ml-Barth-Losung mit 5 mg/ml Kollagenase iiber 12 bis 15 Stunden bei 18 °C
inkubiert, um {iberschiissiges Bindegewebe zu verdauen. Nach der Inkubation wurden die
Oozyten mehrmals mit Barth-Losung gewaschen und fiir 10 min bei 22 °C in Ca*’-freiem
ORI inkubiert. Danach wurden die Oozyten bis zur Injektion bei 18 °C in Barth-Losung gela-
gert. Fiir die Injektion wurden unbeschidigte Oozyten der Stadien V und VI nach Dumont

1972 verwendet.

2.9.2 Injektion von cRNA

Zur cRNA-Injektion wurden die Oozyten in eine spezielle Injektionskammer iiberfiihrt. Unter
dem Mikroskop wurden je 23 nl cRNA (1 ng/nl) oder Wasser als Kontrolle mithilfe einer

Glaskapillare (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) und eines Nanoliter-Injektors
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(Nanoliter 2000, World Precision Instruments, Sarasota, FL., USA) in den vegetativen Pol der
Oozyten injiziert. Je Oozyte wurden 23 nl cRNA (1 ng/nl) oder 23 nl Wasser als Kontrolle in

den vegetativen Pol injiziert.

Nach erfolgter Injektion wurden die Oozyten fiir 2 Tage bei 18 °C in einer Barth-Ldsung in
24-Well-Platten inkubiert. Dazu wurden pro Well 5 Oozyten in 2 ml Barth tiberfiihrt und tig-

lich das Medium gewechselt.

2.9.3 OATI1-vermittelte Aufnahme von organischen Anionen in Oozyten

Vor den Transportversuchen wurden die defekten Oozyten aussortiert und die restlichen in
Gruppen von 8 bis 14 Oozyten aufgeteilt. AnschlieBend wurden die Gruppe jeweils in 2 ml
ORI pro Well einer 24-Well-Platte vorinkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Oozytengruppen in 10-ml-Mehrzweckgefdle mit Schnapp-
deckel (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gegeben, die je nach Versuchsbedin-
gung ORI, radioaktiv markiertes PAH ([’H]PAH), unmarkiertes PAH und zu testende Sub-
stanzen in unterschiedlichen Mengen und Konzentrationen enthielten. Die Standard-
Inkubationszeit der Uptake-Versuche betrug 30 min bei RT. Zum Stoppen der PAH-
Aufnahme wurden die Oozyten zweimal mit eiskalten ORI gewaschen und einzeln in Szintil-
lationsrohrchen (Mini Vials, Sarstedt, Sarstedt, Deutschland) iiberfiihrt. Die Oozyten wurden
jeweils mit 100 ul 1 mM NaOH lysiert, um die aufgenommene Radioaktivitdt freizusetzen.
Nach kompletter Lysis der Oozyten auf einem Schiittler wurde der Ansatz mit 100 ul 1 mM
HCI neutralisiert und jeweils 2,5 ml Szintillationslosung (Packard Goldstandard, Packard,
Dreieich, Deutschland) (Lumasafe, Lumac LSC, Groningen, Niederlande) hinzugegeben und
gut vermischt. Die aufgenommene Radioaktivitdt wurde mit einem Fliissigkeits-Szintillations-
Zidhler (Liquid Scintillation Analyzer Tri Carb 2100 TR, Packhard, Dreieich, Deutschland)
gemessen. Es wurden immer, wenn nicht anders vermerkt, drei voneinander unabhéngige Ex-

perimente mit Oozyten verschiedener Krallenfrosche durchgefiihrt.

2.10 Expression des pOAT1 in Zelllinien

2.10.1 Kultivierung der ok-Zellen

Bei den hier verwendeten ok-Zellen (ATCC No. CRL-1840) handelt es sich um eine Zelllinie

aus Opossum-Nieren (Didelphys virginiana) mit epithelartigem Wachstum. Die Kultivierung
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der ok-Zellen erfolgte in einem Gemisch aus 50 % DMEM-Medium und 50 % Ham’s F12-
Medium, versetzt mit 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C und einem
CO;-Gehalt von 5 %. Als Kulturgefdf3e dienten Petrischalen (100 mm), in denen 10 ml Kul-
turvolumen eingesetzt wurden. Die als Monolayer wachsenden Zellen erreichten nach 5-6
Tagen eine 90 %ige Konfluenz und wurden subkultiviert oder fiir die Transfektion (siche Ab-

schnitt 2.10.6) vorbereitet.

2.10.2 Kultivierung der CHO-Zellen

Die CHO-K1-Zelllinie (ATCC No. CCL-61) ist ein prolinabhingiger Subklon der permanen-
ten Ovarialzelllinie vom chinesischen Hamster. Dabei handelt es sich um polymorph-

epithelartige Zellen mit fibroblastenartiger Form und geringgradiger Synzytienbildung.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM-Medium unter Zugabe von FKS (10% [v/v]),
Prolin (150 pg/ml) und Gentamycin (50 pg/ml). Die Zellen wurden bei 37 °C, einer Luft-
feuchtigkeit von 90 % und einem CO; Anteil der Luft von 5 % auf Petrischalen in 10 ml Kul-
turvolumen inkubiert, bis sie eine 90 %ige Konfluenz erreichten. AnschlieBend wurden die

Zellen subkultiviert oder fur die Transfektion vorbereitet.

2.10.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zédhlkammer bestimmt. Hierzu wurde ein ange-
feuchtetes Deckglidschen mit leichtem Druck auf der Zahlkammer fixiert und die zu bestim-
mende Zellsuspension in einer Verdiinnung von 1:10 oder 1:100 in die Kammer pipettiert.
Unter dem Lichtmikroskop wurden vier GroBquadrate ausgezihlt und deren Mittelwert gebil-

det. Die Zellzahl pro ml berechnete sich dann nach folgender Formel:

Mittelwert x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl/ml.

2.10.4 Aussaat und Ernte der Zellen

Bei beiden Zelllinien erfolgte alle drei Tage ein Mediumswechsel. Dazu wurde der Uberstand
mithilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und anschlieBend durch frisches, vorgewdrmtes
(37 °C) Medium ersetzt. Zur Transfektion und zum Passagieren der Zellen wurden diese nach
Erreichen von 90 %iger Konfluenz durch Trypsinierung geerntet. Dazu wurden zunichst alle

bendtigten Losungen auf 37 °C erwirmt und die Zellen nach Absaugung des Uberstandes mit
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5 ml Dulbecco-PBS gewaschen. Dann wurden je Petrischale 4 ml 0,1 % Trypsin/0,5 mM
EDTA zugegeben und die Zellen fiir 2-3 min bei RT inkubiert.

Durch Zugabe von 4 ml Kulturmedium wurde das Trypsin inaktiviert und die abgeldste Zell-
suspension in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Nach Zentrifugation bei RT mit 150 g fiir
5 min wurden das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und die Zellen je nach

weiterer Verwendung und Zelllinie in einer Verdiinnung von 1:6 bis 1:20 ausgesiit.

2.10.5 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zur lidngeren Lagerung der Zellen wurden diese in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Dazu
wurde, wie unter Abschnitt 2.10.4 beschrieben, die Zellen geerntet und das Zellpellet in 4 ml
Einfriermedium (Kulturmedium mit 10% [v/v] DMSO) resuspendiert. Die Zellsuspension (ca.
2 x 10° Zellen/ml) wurde in 1 ml-Fraktionen in KryorShrchen iiberfiihrt und langsam herunter
gekiihlt. Dazu wurden die Rohrchen zunéchst fiir 30 min in Eiswasser gestellt, anschlieend
bei —80 °C iiber Nacht eingefroren, um diese schlieBlich im fliissigen Stickstoff bei —196 °C

zu lagern.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryordhrchen dem fliissigen Stickstoff entnommen und
moglichst schnell in ein Wasserbad mit 37 °C gestellt. Die aufgetauten Zellen wurden in 10ml
frischem Kulturmedium in einer Petrischale (60 mm) ausgesédt und fiir 4-6 Std. im Brut-
schrank inkubiert. AnschlieBend wurden das Medium und nicht angewachsene Zellen abge-
saugt und 5 ml frisches Medium hinzugegeben. Bei einer Konfluenz der Zellen von 80-90 %

wurden die Zellen auf 100-mm-Petrischalen umgesetzt.

2.10.6 Transfektion des pOAT1 in Zelllinien

Samtliche Transfektionen dieser Arbeit wurden mit ,,Lipofectamine (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) durchgefiihrt. Nach der Ernte und der Auszéhlung der Zellen wurden diese mit
Kulturmedium auf eine Konzentration von 4 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Die Transfektion
sowie die folgenden Transportversuche wurden auf 24-Well-Platten durchgefiihrt. Dazu wur-
den zunichst pro Well 0,5 ml Zellsuspension ausgesét und die Zellen bis zum Erreichen einer

90 %igen Konfluenz iiber Nacht inkubiert.

Zur eigentlichen Transfektion wurden pro Well 1 pg der zu transfizierenden DNA in Form

von Plasmiden in 50 pl Antibiotika- und FKS-freiem Kulturmedium aufgenommen. Weiter-
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hin wurden pro Well 2 pl Lipofectamine mit 50 pl Antibiotika- und FKS-freiem Kulturmedi-
um gemischt und beide Ansétze getrennt fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit wurden
die beiden Ansitze, DNA und Lipofectamine, miteinander vermischt und, um die Bildung

von DNA-Lipofectamine-Komplexen zu erlauben, fiir weitere 20 min bei RT inkubiert.

Unterdessen wurde das Medium der Zellkulturen durch Antibiotika- und FKS-freies Kultur-
medium (0,5 ml pro Well) ersetzt. Nach der Inkubationszeit wurden pro Well 100 pl des
DNA-Lipofectamine-Komplexes zu den Zellen hinzupipettiert und der Ansatz fiir 4-6 Std. im
Brutschrank gelagert. SchlieBlich wurde das Kulturmedium erneut abgesaugt und durch Me-
dium mit FKS und Antibiotikum (1 ml pro Well) ersetzt. Die Zellen wurden eine weitere

Nacht kultiviert und am nichsten Tag fiir Transportversuche eingesetzt.

2.10.7 pOATI1-vermittelte Aufnahme von organischen Anionen in Zelllinien

Die Transportuntersuchungen mithilfe transfizierter Zellkulturen wurden in 24-Well-Platten,
in denen auch die Transfektion selbst stattfand, durchgefiihrt. Pro Versuchsbedingung wurden
3 Well eingesetzt und jeder Versuch mindestens dreimal mit voneinander unabhéngigen

Transfektionen wiederholt.

Alle Versuche wurden mit einer Standardinkubationszeit von 2 min, wenn nicht anders ange-
geben, bei RT durchgefiihrt. Als Transportmedium diente Ringer-Losung, der je nach Ver-
suchsaufbau  verschiedene Substrate fiir den OATI beigesetzt wurden. Fir
cis-Inhibitionsversuche wurden Stammldsungen jedes potenziellen Inhibitors mit Ringer-
Losung angesetzt. Die Endkonzentration der Inhibitoren in den Transportversuchen wurde

dann auf 1 mM eingestellt.

2.10.7.1 pOATI1-vermittelte PAH-Aufnahme in ok- und CHO-Zellen

Als eine der Transportsubstanzen fiir den pOAT]1, dessen Aufnahme gemessen wurde, diente
radioaktiv markiertes PAH, das dem Transportmedium in einer Endkonzentration von 1 uM
beigegeben wurde. Im Falle der Km-Wert-Bestimmung wurden das ["H]JPAH (1 pM) mit un-
markiertem PAH in entsprechenden Konzentrationen zugesetzt und die Messdaten entspre-

chend umgerechnet.

Vor dem eigentlichen Transport wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen dreimal

mit Ringer-Losung (RT) gewaschen. AnschlieBend wurden je Well 200 pl der zu testenden
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Transportlosung auf die Zellen pipettiert und die 24-Well-Platten auf einen Schiittler inku-
biert. Durch dreimaliges Waschen der Zellen mit eiskalter Ringer-Losung wurde der Trans-
port gestoppt und extrazelluldr anhaftende Radioaktivitit entfernt. Die Zellen wurden durch
Zugabe von 500 pl 1M NaOH pro Well lysiert und der Ansatz anschlieBend mit 500 pl 1M
HCI neutralisiert. Nach guter Durchmischung der Suspension wurden 900 pl mit 2,5 ml Szin-
tillationsfliissigkeit vermischt und die aufgenommene Radioaktivitit quantitativ bestimmt; die
restlichen 100 pl wurden zur Bestimmung der Proteinkonzentration (sieche Abschnitt 2.8.2)

verwendet.

2.10.7.2 pOAT1-vermittelte Fluorescein-Aufnahme in ok- und CHO-Zellen

Das Vorgehen bei den Transportversuchen in ok- und CHO-Zellen wurde analog zu den Ver-
suchen mit PAH durchgefiihrt. Im Unterschied zu den oben beschriebenen Versuchen diente

Fluorescein als Anion und damit als Substrat fiir den OAT].

Fiir die Transportversuche wurde Fluorescein in einer Endkonzentration von 1 pM eingesetzt.
Je Well wurden 500 pl der zu testenden Transportlosung auf die Zellen pipettiert und diese
unter Lichtabschluss inkubiert. Zum Stoppen des Transports wurden die Zellen dreimal mit
eiskalter Ringer-Losung gewaschen und anschlieBend mit 400 pl 1 M NaOH lysiert. Die 400
pl Suspension wurden gut durchmischt und 40 pl der Proteinbestimmung zugefiihrt. Die rest-
lichen 360 pl mussten mit Ringer-Losung auf 1000 pl ergénzt werden, um ein entsprechendes
Volumen zu erreichen, das die Bestimmung der Fluorescenzeinheiten mithilfe eines Spektral-
fluorimeters (F2000, Hitachi, Tokyo, Japan) bei einer Exzitations-/ Emissionswellenlédnge von

492/512 nm erlaubte.
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3. Ergebnisse

3.1 Extraktion und Aufreinigung von mRNA

Zur Erstellung der ok-cDNA-Bibliothek wurde zundchst aus ok-Zellen die Gesamt-RNA ex-
trahiert (siche Abschnitt 2.2). Aus ca. 4,3 x 10’ Zellen konnten 538,3 pg Gesamt-RNA ge-
wonnen werden. Des Weiteren wurden aus der Gesamt-RNA mithilfe der Oligo(dT)-
Chromatographie insgesamt 16,2 ng mRNA isoliert (siche Abschnitt 2.3). Hiervon wurden
nach Prézipitation letztlich 7,17 pg fiir die Synthese des ersten cDNA-Strangs der Bibliothek

eingesetzt.

Analog hierzu konnten zum Aufbau der p-cDNA-Bibliothek aus 8 g Schweinenierenkortex
1989 pg Gesamt-RNA gewonnen werden. Hieraus lieBen sich 24,8 pug mRNA isolieren von

der 7,5 pg eingesetzt wurden, um die p-cDNA zu synthetisieren.

3.2 Erstellung der ok-Zelle- und Schweineniere-cDNA-Bank

3.2.1 Quantifizierung der cDNA

Nach der Synthese der cDNA wurde diese nach der Linge der Fragmente fraktioniert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt (siche Abschnitt 2.4.2.7). Insgesamt wurden 17 Fraktionen
gesammelt und getrennt auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Abbildung 3.1 A zeigt ein Aga-
rosegel mit Teilen der fraktionierten cDNA aus ok-Zellen. In den Spuren 3, 4 und 5 sind Ban-
den in erwarteter GroBe des Klons von 1 kb bis 4 kb zu erkennen. In den Spuren 6 und den
darauffolgenden sind Banden kleinerer Fragmente zu sehen. Diese waren im Hinblick auf die
zu erwartende GroBe der gesuchten Transportproteine zu klein, weshalb die entsprechenden
Fraktionen keinen Eingang in die cDNA-Bibliothek fanden und verworfen wurden. Es erfolg-
te die Vereinigung der Fraktionen 3, 4, 5 und sicherheitshalber auch der Fraktion 2, um kei-
nen Verlust an wichtiger cDNA zu erleiden. Die Konzentration der gepoolten cDNA be-
stimmten wir ndherungsweise durch Vergleich mit einer DNA-Konzentrationsreihe eines He-
ringsperma-Standards (sieche Abbildung 3.1 B). Daraus ergab sich eine Konzentration der ok-

cDNA von ca. 1000 ng/ul.
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Abbildung 3.1: Gelelktrophorese der fraktionierten cDNA und vergleichende Konzentrationsbestimmung.

(A) Agarosegel der Fraktionen 1-9 im Vergleich mit einem 1kb-Standard aufgetragen.

(B) Vergleichende Konzentrationsbestimmung der cDNA. Zentral aufgetragen die vereinigte cDNA; im oberen Quadranten
die Konzentrationreihe eines Heringsperma-Standards.

Analog zur ok-cDNA wurde mit der cDNA aus Schweinenierengewebe verfahren. Von den
insgesamt 12 gesammelten Fraktionen wurden die Fraktionen 3, 4 und 5 gepoolt und an-
schlieBend deren Konzentration bestimmt. AnschlieBend ergab sich fiir die p-cDNA eine
Konzentration von ca. 400ng/ul. Fiir den anschlieenden Einbau der ok- bzw. der p-cDNA in
den Lambda-Phagen-ZAP-Express-Vektor (sieche Abschnitt 2.4.3) wurden jeweils 200 ng
cDNA eingesetzt.

3.2.2 Titration der Priméarbibliotheken

Nach der Integration der cDNA in ZAP-Express-Vektoren wurden diese durch Verpacken mit
einem Hiillprotein (sieche Abschnitt 2.3.4) zu infektiosen Lambdaphagen vervollstindigt. Da-
mit war die Erstellung der Primérbibliotheken abgeschlossen. Die Phagen sind in der Lage,
sich in bestimmten FE.coli-Bakterien (XL1-Blue MRF") zu vermehren, wobei die Wirtszellen
jeweils von genau einem Phagen infiziert werden. Dabei kommt es zur Amplifikation der ein-
gebauten cDNA. Ausplattiert auf Agar sind die vermehrten Phagen eines Klons nach entspre-
chender Inkubationszeit makroskopisch als Plaques zu sehen und stellen das Amplifikat die-

ses Klons dar.

Die Amplifikation der Primérbibliotheken wurde durchgefiihrt, um die Anzahl der einzelnen
Klone aus den Primdrbanken zu erh6hen und genug Ausgangsmaterial fiir weitere Versuche
zu gewinnen (sieche Abschnitt 2.4.5). Zur Optimierung der Amplifikation miissen die Phagen

und die Wirtszellen nach Herstellerangaben in einem bestimmten Verhiltnis zueinander vor-
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liegen, sodass zunichst die Konzentration der Primdrbanken bestimmt werden musste. Nach
Ausplattierung der Primédrbibliotheken in unterschiedlichen Verdiinnungen und anschlieBen-
der Auszdhlung der Plaques ergab sich eine Konzentration der Primérbibliotheken von
4,57 x 10° pfu/pl fiir die ok-cDNA-Bank und eine Konzentration von 1,3 x 10° pfu/ul fiir die
p-cDNA-Bank.

3.3 Klonierung der organischen Anionen-Transporter

Die OAT wurden nach dem Prinzip der Homologieklonierung aus den entsprechenden cDNA-
Bibliotheken isoliert (Abschnitt 2.5). Dazu wurden E.coli-Bakterien (XL1-Blue MRF") mit
der AZAP-cDNA-Phagen-Bank infiziert und auf Agar ausplattiert.

Ein Abklatsch der Phagenplaques auf Nitrozellulosefilter von den Agarplatten ermoglichte
das Screening nach dem OAT1 mithilfe der Hybridisierung mit einer spezifischen DNA-
Sonde. Als Sonde diente ein 970 bp langes Fragment, das mithilfe von PCR aus dem rbOAT1
generiert wurde. Die entsprechenden Phagen konnten dann auf der Agarplatte aufgesucht,

isoliert und {iber weitere Screening-Runden vermehrt werden.

3.3.1 Klonierung des okOAT1

Beim Screening der ok-cDNA-Bank mit der rbOAT1-Sonde konnten nach 3 Screening-
Runden insgesamt 20 Klone isoliert und amplifiziert werden. Nach Excision der integrierten
cDNA aus dem Lambda-Phagen-Genom in Form des pBK-CMV-Phagamid mithilfe der Hel-
ferphagen fand die Sequenzierung der Plasmide statt. Ein Abgleich der Sequenzdaten erfolgte
online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit der GenBank-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm) und zeigte signifikante Sequenzhomolo-
gien mit den OAT anderer Spezies: Mensch (hOAT1-1) 88 % (Reid et al. 1998), Kanninchen
86 % (Bahn et al. 2002), Ratte 82 % (Sweet et al. 1997; Sekine et al. 1997), Maus 88 %
(Lopez-Nieto et al. 1997). Der Vergleich der Verwandtschaftsgrade erfolgte mithilfe des Pro-
gramms ,Custal W2 des European Bioinformatics Institue
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw/). Ein Vergleich einiger OAT1-Sequenzen und de-
ren Verwandtschaftsgrade (Pylogenetic Tree) der verschiedenen Spezies sind in den Abbil-

dungen 3.5 und 3.6 dargestellt.
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Die DNA-Sequenz des isolierten Klons wurde in der EMBL-Datenbank als okOAT1 unter der
Accession Nr. AJ308236 registriert. Bei dem Klon handelt es sich um ein 1680 bp langes
DNA-Fragment, das im Vergleich mit den OAT1 anderer Spezies im 5 Bereich eine Deletion
aufweist. Diese Deletion zeigte sich bei allen positiven Klonen. Auch ein erneutes Screening
der ok-cDNA-Bank, bei dem explizit darauf geachtet wurde, dass nur Klone sequenziert wur-
den, die unabhingig voneinander die einzelnen Runden durchlaufen hatten, erbrachte erneut

den 1680 bp langen, unvollstindigen okOAT1 mit der 5 Deletion.

3.3.1.1 Vervolistindigungsversuche des 0kOAT1

Da sich aus der ok-cDNA-Bank kein vollstdndiger Klon isolieren lie3, wurde zunéchst ver-
sucht, den okOAT1 mithilfe der PCR im Ausgangsmaterial nachzuweisen. Dazu wurden an-
hand der vorliegenden Teilsequenz spezifische Primer (0kOAT1-267F22, okOAT1-1448R22)
generiert. Als Matrize dienten Reste der cDNA, die zum Aufbau der Bank eingesetzt wurden,
neu synthetisierte cDNA aus ok-Zellen und Phagensuspension aus der cDNA-Bank. Als Posi-
tivkontrolle wurden okOAT1-Plasmide mitgefiihrt. Es wurde das Standard-PCR-Protokoll
verwendet (siche Abschnitt 2.8.4). Abbildung 3.2 zeigt, dass es abgesehen von der Positiv-
kontrolle nicht moglich war, ein spezifisches Amplifikat nachzuweisen. Auch eine Wiederho-

lung unter Erhhung des eingesetzten Templates zeigte keinen Erfolg.

1kb St 1 2 3 4
Abbildung 3.2: Gelelektrophorese der PCR-Produkte. Die aus ok-Zellen synthetisierte cDNA diente als Matrize flir die
PCR mit spezifischen Primern (0kOAT1-267F22, okOAT1-1448R22). Spur 1 cDNA-Reste der Bank; Spur 2 neue cDNA;
Spur 3 Phagensuspension; Spur 4 Positivkontrolle mit okOAT1-Plasmiden als Matrize.

Die Wiederholung der Standard-PCR mit dem Primerpaar rbOATI-101F22 und rbOATI-
1117R24 und moglichen Kombinationen mit den spezifischen Primern (okOATI1-267F22,
okOAT1-1448R22) fiihrte ebenfalls zu keinem Amplifikat auBer bei der Positivkontrolle. Der
Versuch der Amplifikation von neu synthetisierter cRNA als Template mit den spezifischen

Primern (0kOAT1-267F22, okOAT1-1448R22) blieb ebenfalls erfolglos.
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Es wurden Primer entworfen, die auf konservierten Regionen der 5'UTR des hOAT1 und des
mOATI!1 basieren (hgOAT1 5S5UTR-2393F22, hgOAT1 5UTR-2438F22), um das fehlende
Stiick des 5'Ende des Klons zu generieren. Weiterhin wurden spezifische Reverse-Primer
basierend auf der bekannten okOAT1 Sequenz generiert (okOAT1-447R22, okOATI-
624R21). Rechnerisch ergab sich fiir die Primer eine Tm von ca. 59 °C. Die 4 Primer wurden
in allen moglichen Kombinationen mit isolierter Gesamt-DNA aus ok-Zellen getestet, ohne
dass ein Produkt mithilfe von Standard-PCR oder Touch-Down-PCR (Ta 61 bis 55 °C, siche
Abschnitt 2.8.4.1) amplifiziert werden konnte.

Ein weiterer Versuch zur Optimierung der PCR wurde durch die konstante Variation der an-
nealing-Temperatur (Ta) pro Ansatz durchgefiihrt. Dazu wurde mithilfe eines Gradienten-
Thermocyclers (RoboCycler Gradient 96, Stratagene, La Jolla, CA, USA) die annealing-
Temperatur von 63 bis 52 °C in 1 °C-Intervallen pro Ansatz reduziert. Aulerdem wurde die
annealing-Zeit zur Standard-PCR von 45 sec auf 60 sec erhoht. Lediglich fiir das Primerpaar
hgOAT1 5UTR-2393F22, okOATI1-447R22 zeigte sich ein Amplifikat bei einer Ta von
55°C, 54 °C 53 °C und 52 °C, wobei die Bande bei 53 °C am stédrksten zu erkennen war (sie-
he Abbildung 3.3).

kb 62°C 55°C 54 °C 53 °C 52 °Clkb

Abbildung 3.3: Optimierung der Anlagerungstemperatur der PCR. Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung von
PCR-Produkten aus ok-Zellen, Gesamt-DNA und dem Primerpaar hgOAT1 SUTR-2393F22, okOAT1-447R22. Die einzel-
nen Spuren entsprechen den unterschiedlichen annealing-Temperaturen von 63 bis 52 °C der Gradienten-PCR. Zum Ver-
gleich 1 kb Standard.

Von den positiven PCR-Produkten wurde ein priparatives Gel angefertigt. Die Produkte wur-
den ausgeschnitten und extrahiert. AnschlieBend folgten die Sequenzierung der Produkte so-
wie der  Sequenzvergleich mit  bekannten @ OATI aus der  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm). Es fand sich jedoch keine Ubereinstim-
mung zum OATI und somit handelte es sich bei den Amplifikaten weiterhin nicht um das

gesuchte 5 Fragment des okOAT]1. Da es bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht gelungen war,
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den okOATI im Ausgangsmaterial nachzuweisen, sollte durch Zusitze im Kulturmedium die

mRNA-Expression in den ok-Zellen gesteigert werden.

Dies geschah zum einen durch Substratinduktion mit PAH, zum anderen durch Stimulation
der Adenylatcylase mithilfe von Dexamethason (Bahn et al. 2003) und Forskolin (Asif et al.
2006). Je 100 mm Kulturplatte wurden entweder PAH (1 mM Endkonzentration), Forskolin
(20 mM Endkonzentration) oder Dexamethason (1 mM Endkonzentration) dem Kulturmedi-
um beigegeben und die Zellen bis zur 90-%-Konfluenz kultiviert. Eine Kulturplatte ohne Zu-
sitze zum Kulturmedium diente als Kontrolle. Nach Isolierung der Gesamt-RNA und Um-
schreibung in cDNA erfolgte die erneute Touch-Down-PCR mit einer Variation der anneal-
ing-Temperatur von 55 bis 52 °C. Hierzu wurden die spezifischen Primer okOAT1-267F22
und okOAT1-1448R22 benutzt.

Abbildung 3.4 zeigt ein Agarosegel mit den Amplifikaten aus den stimulierten Zellkulturen.
In allen Spuren ist ein Produkt in der erwarteten Lédnge von ca. 1,2 kb zu sehen. Daraus lie3
sich folgern, dass in der neu synthetisierten cDNA der okOAT]1 vorlag und dieser fiir weitere

Versuche geeignet war.

1kb 1 2 3 4

Abbildung 3.4: Nachweis des pOAT1 aus Forskolin-, Dexamethason- und PAH-stimmulierten ok-Zellen. Die cDNA
aus stimulierten ok-Zellen wurde zusammen mit dem Primerpaar okOAT1-267F22; okOAT1-1448R22 fiir die PCR einge-
setzt. Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. 1 mit Forskolin; 2 mit Dexamethason; 3 mit
PAH; 4 ohne Zusitze, zum Vergleich ein 1 kb Standard.

Die somit positiv auf OAT1 getestete cDNA diente dann erneut als Ausgangsmaterial fiir eine
Standard- und Touch-Down-PCR mit den 5"UTR-Primern und den spezifischen Reverse Pri-
mern, wie oben beschrieben. Trotz mehrerer PCR-Ansétze konnte wiederum kein Produkt
nachgewiesen werden. Ein weiterer Versuch zur Vervollstindigung des Klons wurde mit dem

5'RACE (siehe Abschnitt 2.8.4.3) unternommen. Dies geschah unter Verwendung der cDNA
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aus den stimulierten Zellkulturen. Trotz mehrfacher Versuchsansitze gelang es nicht, das feh-
lende Produkt nachzuweisen und somit auch nicht, das fehlende 5 Fragment des okOAT1 zu
generieren. Letztlich konnte der partiell vorliegende okOAT1 Klon nicht vervollstindigt wer-

den.

3.3.2 Klonierung des pOAT1 und pOATIA

Beim Screening der p-cDNA-Bank gelang es, zwei verschiedene Klone des OAT1 zu isolie-
ren, die als pOAT1 (Accession-Nr. AJ308234) und pOATI1A (Accession-Nr. AJ308235) be-
zeichnet und in der EMBL-Datenbank gespeichert wurden.

Beim pOATI1 handelt es sich um einen 2126 bp langen Klon, wiahrend der pOAT1A nur
1895bp umfasst. Dabei kommt es nicht zur Verschiebung des Leserahmens. Die beiden Klone
sind als Splice-Variante anzusehen. Der pOAT1 kodiert ein 547 Aminosduren umfassendes
Protein. Das Protein des pOAT1A ist nur 533 Aminosduren lang und zeigt im Vergleich zum
pOATI eine Deletion von 42 bp bzw. 14 Aminosduren im Bereich der vierten Transmemb-

randomaéne.

Ahnlich wie der okOAT]1 besitzt auch der pOAT1 eine hohe Homologie zu den Klonen der
bekannten Spezies: Mensch (89 %) (Reid et al. 1998), Kanninchen (87 %) (Bahn et al. 2002),
Ratte (83 %) (Sweet et al. 1997; Sekine et al. 1997) und Maus (81 %) (Lopez-Nieto et al.
1997). Die Homologie zu dem von uns klonierten, unvollstindigen okOAT]1 liegt bei 99 %.

* 20 * 40 *
OKOAT]1l & ——— e G : 1
1910)-UiBPI A F'N DL LIJOVGGVGRFQQIQVTLVVLPLLLMASHNTLONF TAAT PEVHHCRPPADIANL SCEECY)
19102:Uib DN A PN DL LI#QOVGGVGRFQQIQVTLVVLPLLLMASHNTLONF TAAT PEVHHCRPPADIANL S EEECY)

o[V N M A FNDLLOOVGGVGRFQOIQVTLVVLPLLLMASHNTLONFTAAT PNHHCRPPADEINL S EEENCE

mafndll gvggvgrfggigvtlvvlplllmashntlgnftaaip hhcrppad nls

60 * 80 * 100 *
OkOAT1 59
pOATL  : : 116
POATIA  : : 116
1YoV o I PR G\(efe'T, \WW L. PRDIO GlO/PIiS CLRF TSPOIIGIP FISNG TIFINGTGI\TEPCT|BiGW I Y DS T F R RS

rdteLEaWLPRDgQGrPaSCLRFTSPQrGpPFpNGTgtNGTGtTEPCTnGWIYDpgTF
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OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

OokOAT1

pOAT1 :
pOAT1A :
hOAT1-1 :

120 * 140 * 160 *

PSTIVTEWDLVCSRRALRQLAQSLYMVGVLLGAMIFGYLANRLGRRRVLILNYLOTAY]
PSTIVTEWDLVCSERALRQLAQSLYMVGVLLGAMYFGYLADRLGRRRVLILNYLOTAY]

PSTIVTEWDLVCSrRALRQLAQSLYMVGVLLGAMiFGYLAdRLGRRKVLILNYLQTAV

180 * 200 * 220 *

SGTCAAFAPNFPVYCAFRLLSGMELAGI SLECMTLNVEWMPIHTRACVGTLIGYVYSL
SGTCAAFAPNFPVYCAFRLLSGMELAGI SLECMTLNVEWMPIHTRACVGTLIGYVYSL
SGTCAAFAPNFPVYCAFRLLS ST VEWMPIHTRACVGTLIGYVYSL)
SGTCAAFAPNFPMYCAFRLLSGMILAGI SLNCMTLNVEWMP IHTRACVGTLIGYVYSL

SGTCAAFAPNFPVYCAFRLLSgm lagisl cmtlnVEWMPIHTRACVGTLIGYVYSL

240 * 260 * 280 *

GOFLLAGVAYAVPRWRHLOMLVSVPFFAFFIYSWFFIESARWYSSSGRLDLTLKALQR
GOFLLAGVAYAVPRWRHLOMLVSVPFFAFFIYSWFFIESARWYSSSGRLDLTLKALQR
GOFLLAGVAYAVPRWRHLOMLVSVPFFAFFIYSWFFIESARWYSSSGRLDLTLKALQR

GOFLLAGVAYAVPEWRHLOQINLVSIAPFFAFFIYSWFFIESAR SSSGRLDLTL
GQFLLAGVAYAVPrWRHLOMLVSVPFFAFFIYSWFFIESARWYySSSGRLDLTLKALQR

300 * 320 * 340

VAWINGKREEGASLSMEVLRASLNKELTMDKGQASAMELLRCPVLRRLFLCLSLLIMA
VARTNGKREEGARL.SMEVLRASLKELTMEKGQAS AMEL LRCPULRAI.FLCLSEILWF A

VAWINGKREEGASLSMEVLRASLNKELTMdKGQASAMELLRCPVLRrLFLCLS1LWfA

* 360 * 380 * 400

TSFAYYGLYMDLOGFGVSIYLIQVIFGAVDLPAKLYGFLYINGEGRRPAQMARLLLAG

TSFAYYGLVMDLQGFGVSIYLIQVIFGAVDLPAKLVGFLVINtmGRRPAQMASLL1AG

* 420 * 440 * 460

ICILINGVVPODOSWYWVRTALAVLGKGCLAASFNCIFLYTGELYPTMIRQTGLGMGSTL

ICILINGVVPODOSHMVRTALAVLGKGCLAASFNCIFLYTGELYPTMIRQTGLGMGSTL

ICILINGVVPODOSWYVRTALYVIYGKGCLAASFNCIFLYTGELYPTMIRQTGLGMGSTL|
ICILIENGVIPODOQS LAVLGKGCLAASFNC IFLYTGELYPTMIRQTGHIGMGST!

ICILiNGVVPQDQS VRTaLaV1GKGCLAASFNCIFLYTGELYPTMIRQTGLGMGST1

117
174
174
174

175
232
218
232

233
290
276
290

291
348
334
348

349
406
392
406

407
464
450
464
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* 480 * 500 * 520

OkOAT1 : 465
POAT1  : : 522
S PR A RV GS TVS PLVSMTAEL Y PSMPHF T YGAVPVAASAATALLPETLGOPLPDTVODVES REEREI:
LGN MRS RYGS TVSPLYSMTAELY PSMPLF1YGAVPVAASAUTI.L.PETLGOPLPDTVODIEES REEEERY:

ARVGSIVSPLVSMTAELYPSMP1FIYGAVPVAASAaTaLLPETLGQPLPDTVQDVESR

* 540 * 560

okOAT1 : BR¥g¢-—-————————— RORRROKOOOEQOKQMVPLOAS ALEEE ety : 490
pOAT1 s - RORRROKOOOEQOKQOMVPLOAS ALEEE ety : 547
pOATIA : R¢-—--—-—-—-————- RORRROKOOOEQOKQOMVPLOAS ALEEE ety : 533

hOAT1-1 : WAPTQKEAGIYPRKGKQTROSHOIYMAIANNINOEKNGL : 563
rk RgrrrgkQQQOEqQKgMVPLQASA

Abbildung 3.5: Alignment der neu klonierten OAT1 und des humanen OAT1-1 (hOAT1-1) (Reid et al. 1998). Rot
markierte Aminoséuren sind iiber alle Klone identisch und somit konservierte Regionen. Schwarz markierte Aminosduren
sind iiber drei Klone identisch. Gelb markierte Aminosduren sind noch iiber zwei Klone identisch. Durchgefiihrt mit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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—[ okOAT1
L p0AT14

hOAT1-3
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[—mOAT?
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Abbildung 3.6: Phylogenetic Tree. Darstellung der Verwandschaftsgrade der bekannten OAT1. Durchgefiihrt mit ,,Clust-
alW*, (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Die Lange der Arme ist relativ zum Verwandtschaftsgrad.

3.4 Funktionelle Charakterisierung des okOAT1, pOAT1 und pOATI1A

3.4.1 Expression der OAT1 in Xenopus laevis-Oozyten

Die neu klonierten pOAT1 und pOAT1A sowie auch der unvollstindige okOAT]1 sollten auf
ihre Funktion als Transportprotein getestet werden. Als etabliertes Transfektions- und Trans-
portsystem diente die heterologe Expression der OAT in Xenopus laevis-Oozyten. Es erfolgte

die Injektion von zuvor synthetisierter cRNA der entsprechenden Klone in Oozyten (siche
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Abschnitt 2.9). 2 Tage nach der Injektion wurden die Oozyten fiir 30 min in 10 uM radioaktiv
markiertem PAH ([’HJPAH) enthaltende ORI-Losung inkubiert und anschlieBend die
[’H]PAH-Aufnahme gemessen. Als Kontrollgruppe dienten mit Wasser injizierte Oozyten.

In drei voneinander unabhingigen Versuchsreihen war keine signifikante ['H]PAH-
Aufnahme durch die mit dem pOATIA oder okOATI injizierten Oozyten gegeniiber den
Kontrolloozyten nachzuweisen. In der vorliegenden Form sind die beiden Transporter nicht
funktionstiichtig, weshalb keine weitere funktionelle Charakterisierung mit den beiden Klo-

nen stattfand.

Hingegen fand sich bei den pOAT I-injizierten Oozyten gegeniiber der Kontrolle eine im Mit-
telwert 11,6-fach erhShte Aufnahme von [HJPAH (Kontrolle 100 + 8,6 % versus
1163,7 = 165,3 %). In einem darauffolgenden Versuch konnte die komplette Hemmbarkeit
der ["H]JPAH-Aufnahme durch 1 mM Probenecid und 0,5 mM Glutarat gezeigt werden (Kon-
trolle 100 £ 8,6 % versus Probenecid 99,3 + 12,4 %, Glutarat 97,0 + 22 %) (siche Abbildung
3.7).

pOAT1-vermittelte [*(HJPAH-Aufnahme in Oozyten
1400 -
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1000 ~

800
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in % zur Kontrolle
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Kontrolle pOAT1 pOAT1+ pOAT1+Glutarat
Probenecid

Abbildung 3.7: pOAT1-vermittelte [’H|PAH-Aufnahme in Oozyten und dessen Hemmung durch Probenecid und
Glutarat. Oozyten wurden flir 30 min mit 1 pM [*H]PAH in ORI inkubiert. Zusitzlich wurde durch Zugabe von 1 mM
Probenecid und 0,5 mM Glutarat die Hemmung untersucht. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte Oozyten. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM aus 3 voneinander unabhéngigen Versuchen mit je 7-10 Oozyten in Prozent zur Kontrolle
(100 %).
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3.4.1.1 Bestimmung des Km-Wertes fiir PAH in Oozyten

Zur Bestimmung der Affinitdt des Transporters fiir PAH wurde die pOAT1-vermittelte Auf-
nahme von [’H]PAH durch steigende Konzentrationen von unmarkierten PAH gehemmt. Der
apparente Km-Wert wurde nach der modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung (Malo und
Berteloot 1991) mit SigmaPlot 2001 (SPSS Science, Chicago, IL., USA) errechnet und betrug
3,75 £ 1,6 uM (siehe Abbildung 3.8).

pOAT1-vermittelte [*(H]JPAH-Aufnahme in Oozyten
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Abbildung 3.8: pOAT1-vermittelte FH]PAH-Aufnahme in Oozyten und Hemmung durch unmarkiertes PAH. Die
Oozyten wurden fiir 30 min mit 1 pM [*H]PAH enthaltender ORI-Losung inkubiert. Zusétzlich erfolgte die Zugabe von
unmarkiertem PAH in steigender Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 3 voneinander unabhéngigen
Versuchen mit je 7-10 Oozyten in pmol pro mg Protein. Der apparente Km-Wert wurde nach der modifizierten Michaelis-
Menten-Gleichung mit SigmaPlot 2001 berechnet.

3.4.2 Testung verschiedener Expressionssysteme und Substrate fiir den pOAT1

Vor der eigentlichen Grundcharaktersierung des pOATI in ok-Zellen sollte dieses Expressi-
onssystem zundchst mit anderen Zellkulturen verglichen werden, um die Effektivitit zu tiber-
priifen. Als Vergleich wurde mit den CHO-Zellen eine ebenfalls einschichtig epithelial wach-
sende Zelllinie ausgewihlt. AuBerdem wurde als alternatives Substrat zu ["HJPAH Flu-

orescein getestet.

In Abbildung 3.9 ist die ["H]PAH-Aufnahme (1 pM) durch pOATI-transfizierte ok- und
CHO-Zellen sowie deren Hemmung durch unmarkiertes PAH (I mM) in Prozent zu nicht

transfizierten Zellen dargestellt. In den transfizierten ok-Zellen lag die Aufnahme im Mittel-
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wert um den Faktor 16,1 hoher als in den Kontrollzellen (Kontrolle 100 + 6,2 % versus

1609,8 + 266,9 %).

Bei sonst dquivalenten Bedingungen wurde in den transfizierten CHO-Zellen lediglich eine
Erhéhung der ["H]PAH-Aufnahme um den Faktor 4,3 gemessen (Kontrolle 100 + 4,6 % ver-
sus 431,4 + 50,8 %). In beiden Zelllinien fiihrte die Zugabe von unmarkierten PAH (1 mM)
zur Transportlosung zu einer ungefihren Halbierung der [’H]PAH-Aufnahme gegeniiber der
ungehemmten Aufnahme (ok-Zellen 1609,8 + 266,9 % versus 858,6 + 133,9 %; CHO-Zellen
431,4 + 50,8 % versus 273,9 + 24 %).

pOAT1-vermittelten [*H]JPAH-Aufnahme

2000 - in ok- und CHO-Zellen
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1200 - BOK-Zellen
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Kontrolle Kont.+PAH pOAT1 pOAT1+PAH

Abbildung 3.9: Vergleich der pOAT1-vermittelten [*H]PAH-Aufnahme in ok- und CHO-Zellen. In 24-Well-Platten
kultivierte ok- und CHO-Zellen wurden fiir 15 min mit 1 uM [*H]PAH enthaltender Ringer-Losung inkubiert. Zusitzlich
wurde durch Zugabe von 1 mM unmarkierten PAH die Hemmung der Aufnahme untersucht. Als Kontrolle dienten untransfi-
zierte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerten £ SEM aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen mit 3 Wells pro Be-
dingung in Prozent zur Kontrolle (100 %).

Aus Abbildung 3.10 ist entsprechend zu Abbildung 3.9 die Aufnahme von Fluorescein durch
pOATI-transfizierte ok- und CHO-Zellen zu entnehmen. Dazu wurden die Zellen fiir 15 min
bei RT in Ringer-Losung, die Fluorescein in einer Konzentration von 1 uM enthielt, inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit Ringer-Losung und Lyse der Zellen wurde die aufgenomme-
ne Fluorescein-Menge im Spektralfluorimeter bei einer Exzitations-/Emissionswellenldnge

von 492/512 nm gemessen (siche Abschnitt 2.10.7.2).



Ergebnisse 60

pOAT1-vermittelte Fluorescein-Aufnahme
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Abbildung 3.10: pOAT1-vermittelte Fluorescein-Aufnahme in ok- und CHO-Zellen. In 24-Well-Platten kultivierte ok-
und CHO-Zellen wurden fiir 15 min mit 1 pM Fluorescein enthaltende Ringer-Losung inkubiert. Zusétzlich wurde durch
Zugabe von 1 mM unmarkiertem PAH die Hemmung der Aufnahme untersucht. Als Kontrolle dienten untransfizierte Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen mit 3 Wells pro Bedingung in Prozent
zur Kontrolle (100 %).

Ahnlich der [’H]PAH-Aufnahme zeigte sich auch bei der Fluorescein-Aufnahme durch trans-
fizierte ok-Zellen ein signifikant hoherer Uptake als durch transfizierte CHO-Zellen. Die
transfizierten ok-Zellen zeigten im Vergleich zu nicht transfizierten Kontrollzellen einen um
den Faktor 5,6 hoheren Fluorescein-Transport (Kontrolle 100 £ 1,6 % versus 557,6 + 86,7 %).
Die pOATI1-expremierenden CHO-Zellen hingegen zeigten lediglich eine 3,1-fach hoéhere
Fluorescein-Aufnahme gegeniiber den Kontrollzellen (Kontrolle 100 + 5,3 % versus

314,9 + 24,2 %).

Die Zugabe von unmarkierten PAH (1 mM) zur Transportlosung fiihrte sowohl in den ok-
Zellen als auch in den CHO-Zellen zu einer ungefdhren Halbierung der Fluorescein-
Aufnahme (ok-Zellen 557,6 + 86,7 % versus 237,8 £ 47,4 %; CHO-Zellen (314,9 + 24,2 %
versus 155,7 +23,8 %).

Zusammenfassend zeigte sich fiir die beiden getesteten Substrate sowohl prozentual als auch
absolut (nicht dargestellt) eine deutlich hohere pOAT1-vermittelte Substrataufnahme in trans-
fizierten ok-Zellen gegeniiber transfizierten CHO-Zellen. Im Vergleich der beiden Substrate
wurde fiir ["TH]JPAH gegeniiber Fluorescein die hdhere Substrataufnahme gemessen, sodass
fiir die folgende Charakterisierung des pOAT]1 als Expressionssystem die ok-Zellen und als
Substrat [’H]PAH dienten.
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3.4.3 Radioaktive Transportversuche mit pOAT1-transfizierten ok-Zellen

In den folgenden Versuchen sollten die grundlegenden Merkmale des pOAT1 bestimmt wer-
den, um sie mit Daten aus fritheren Vesikelstudien und Daten isolierter OAT1 anderer Spezies
zu vergleichen. Im Gegensatz zu diesen Studien wurde in dieser Arbeit erstmals der pOAT1

1soliert untersucht.

3.4.3.1 Kinetik der PAH-Aufnahme in ok-Zellen

Zunichst sollte der Km-Wert des pOAT1 fiir PAH bestimmt werden. Dafiir wurde vorab die
Zeitabhingigkeit der ["H]JPAH-Aufnahme ermittelt um eine zeitliche Optimierung der Ver-
suchsbedingungen zu erreichen. Dazu wurden die Zellen 0,5 min, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min
und 15 min inkubiert und anschlieBend die PAH-Aufnahme gemessen. Abbildung 3.11 zeigt
iiber die Zeit einen exponentiellen Verlauf der ["H]PAH-Aufnahme in pmol/mg Protein (0,5
min 1,26 + 0,095 pmol/mg; 1 min 1,88 + 0,096 pmol/mg; 2 min 3,07 + 0,25 pmol/mg; 5 min
5,15+ 0,33 pmol/mg; 10 min 8,09 + 0,67; 15 min 8,41 £ 0,71 pmol/mg).

pOAT1- vermittelte [*(HJPAH-Aufnahme nach Zeit
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Abbildung 3.11: Zeitabhiingigkeit der pOAT1-vermittelten ["H|PAH-Aufnahme in ok-Zellen. Auf 24-Well-Platten
kultivierte ok-Zellen wurden fiir 0,5 min, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min und 15 min mit 1 pM [3H]PAH enthaltender Ringer-
Losung inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 4 voneinander unabhéngigen Versuchen mit jeweils 3 Well pro
Bedingung in pmol/mg Protein.

3.4.3.2 Bestimmung des Km-Wertes fiir PAH in ok-Zellen

Fiir die pOAT I-vermittelte [’H]JPAH-Aufnahme in ok-Zellen wurde fiir die Zeit bis 2 Minu-

ten ein nahezu linearer Transport ermittelt (siche Abbildung 3.11). Idealerweise wire also
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eine Messung nach im Bereich von 1 Minute aus kinetischen Gesichtspunkten am giinstigs-
ten. Aus Griinden des praktischen Vorgehens (Sicherheit und manuelle Handhabung aufei-
nander folgender Schritte mit radioaktiven Substanzen) und zur Vermeidung von systemati-
schen Fehlern erfolgte die Bestimmung des Km-Wertes bei einer Inkubationszeit von 2 Minu-
ten. Dazu wurde die ["H]PAH-Aufnahme in pOAT I-transfizierten ok-Zellen in Anwesenheit
von unmarkiertem PAH in unterschiedlichen Konzentrationen von 5, 10, 20 ,50 100, 200,

300, 400 und 500 uM bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt und zeigen eine konzentrationsabhédngige
kompetitive cis-Inhibition der [’HJPAH-Aufnahme durch unmarkiertes PAH. Der aus diesem
Experiment berechnete apparente Km-Wert ist 8,54 + 1,2 uM (Berechnung nach der modifi-
zierten Michaelis-Menten-Gleichung [Malo und Berteloot 1991] mit SigmaPlot 2001, SPSS
Science, Chicago, IL, USA). Im Vergleich mit anderen Spezies liegt der apparente Km-Wert
nahe an dem fiir den hOAT1 (5-10 uM) (Bahn et al. 2000; Hosoyamada et al. 1999) und un-
ter denen fiir die Ratte (14—70 uM) (Sweet et al. 1997; Sekine et al. 1997), der Maus (37 uM)
(Lopez-Nieto 1997) und dem Kaninchen (18 pM) (Bahn et al. 2002).

pOAT1-vermittelte [*(HJPAH-Aufnahme in ok-Zellen
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Abbildung 3.12: pOAT1-vermittelte [3H]PAH—Aufnahme in ok-Zellen und Hemmung durch unmarkiertes PAH.

Die ok-Zellen wurden fiir 2 min mit 1 uM [*H]PAH enthaltender Ringer-Losung inkubiert. Zusitzlich wurde unmarkiertes
PAH in steigender Konzentration zugegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 5 voneinander unabhéngigen Ver-
suchen mit jeweils 3 Well pro Bedingung in pmol/mg Protein. Der apparente Km-Wert wurde nach der modifizierten Micha-
elis-Menten-Gleichung mit SigmaPlot 2001 berechnet.
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3.4.3.3 cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme durch organische Anio-

nen

Zur genaueren Charakterisierung des pOAT1 wurde die Inhibition der ["H]PAH-Aufnahme
durch eine Reihe von organischen Anionen getestet. In Anlehnung an Vesikelstudien von
Werner und Roch-Ramel (1991) wurde Probenecid, ein klassischer Inhibitor der OAT, Gluta-
rat, Pyrazinoat (PZA) und Urat untersucht. Zusétzlich wurde als Kontrolle Tetraethylammo-
nium (TEA), ein organisches Kation und klassisches Substrat des organischen Kationen-

Transport-Systems, getestet. Alle Substanzen wurden in einer Konzentration von 1 mM ein-

gesetzt.
cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten [*(HJPAH-Aufnahme
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Abbildung 3.13: cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten [3H]PAH—Aufnahme in ok-Zellen. Unter Zugabe von Probene-
cid, Pyrazionat (PZA), Glutarat, Urat bzw. Tetracthylammonium (TEA) (je 1 mM) wurde nach 15 min Inkubationszeit die
[*H]PAH-Aufnahme (1 uM) in ok-Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte ok-Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM von 3 unabhéngigen Versuchen mit jeweils 3 Well pro Bedingung in Prozent zur ungehemmten PAH-
Aufnahme (100 %).

Alle organischen Anionen fiihrten zu einer signifikanten Hemmung der ["H]PAH-Aufnahme
(ungehemmte Kontrolle 100 + 3,5 %) (siche Abbildung 3.13). Probenecid und Glutarat
4,8+ 0,9 % und 5,5 £ 0,9 % versus Kontrolle 7,1 + 0,3 %) fiihrten in der eingesetzten Kon-
zentration zu einer vollstindigen Hemmung der ["H]PAH-Aufnahme. Durch Pyrazionat wur-
de die [’HJPAH-Aufnahme auf 40,5 + 1,5 % und durch Urat auf 20,6 + 1,7 % reduziert. Fiir
die Stdrke der Inhibition der einzelnen Substanzen ergab sich damit folgende Reihenfolge:
Probenecid > Glutarat > Urat > Pyrazinoat. Diese stimmt mit den Daten aus Vesikelstudien
der Schweineniere von Werner und Roch-Ramel (1991) iiberein. Tetraethylammonium (TEA)
als organisches Kation fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Hemmung der [’H]PAH-

Aufnahme auf 81 £4,3 % (p < 0,0034).
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3.4.3.4 trans-Stimulation der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme durch Glutarat

Der Mechanismus des OAT1 wurde als tertidr aktiver Antiporter beschrieben (Shimada et al.
1987; Burckhardt und Burckhardt 2003), der organische Anionen im Austausch mit Dicar-
boxylaten wie z. B. a-Ketoglutarat iiber die basale Zellmembran in die Zelle aufnimmt. Eine
Vorbeladung der ok-Zellen miisste mit Glutarat zu einer erhohten [’H]JPAH-Aufnahme fiih-
ren, um die Funktionsweise des neu klonierten pOAT1 als Antiporter zu belegen,. Dazu wur-
de dem Kulturmedium der ok-Zellen 2 Stunden vor dem Transportversuch Glutarat in einer
Endkonzentration von 0,1 mM bzw. 1 mM beigegeben, das sich intrazelluldr anreichert und
den Austausch mit PAH antreibt. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit Ringer-Losung
wurden die Zellen anschlieBend fiir 15 min mit ["HJPAH (1 uM) inkubiert. Die ["H]PAH-
Aufnahme in den mit Glutarat vorbeladenen ok-Zellen war signifikant hoher als in den nicht

vorbeladenen Zellen (siche Abbildung 3.14).

Gegendtiber den nicht vorbeladenen Zellen (100 = 3,4 %) zeigten die mit 0,1 mM Glutarat vor-
beladenen Zellen eine [’HJPAH-Aufnahme von 142,1 + 4,4 %. Nach Vorbeladung der Zellen

mit 1 mM Glutarat wurde eine mehr als doppelt so hohe Aufnahme gemessen: 211,4 + 4,8 %.

trans-Stimulation der pOAT1-vermittelten [3(HJPAH-Aufnahme
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Abbildung 3.14: trans-Stimulation der pOAT1-vermittelten [*H]PAH-Aufnahme in ok-Zellen. ok-Zellen wurden fiir 2
Stunden in 0,1 mM oder 1 mM Glutarat enthaltender Ringer-Losung vorinkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit gluta-
ratfreier Ringer-Losung wurden diese fiir 15 min mit [*H]-PAH (1 uM) inkubiert und die PAH-Aufnahme gemessen. Darge-
stellt sind die Mittelwerte = SEM aus 3 unabhiingigen Versuchen in Bezug auf die [*H]-PAH-Aufnahme von nicht vorbela-
denen Zellen (100 + 3,4 %). Als Kontrolle dienten nicht transfizierte ok-Zellen mit und ohne Glutaratvorbeladung.
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3.4.3.5 Chloridabhingigkeit der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme

Werner und Roch-Ramel (1991) konnten an Membranvesikeln aus dem proximalen Tubulus
der Schweineniere eine direkte Chloridabhingigkeit der PAH-Aufnahme belegen. In Anleh-
nung daran wurde die Chloridabbhéngigkeit des pOAT1 untersucht, indem eine chloridfreie
Ringer-Losung als Transportmedium genutzt wurde. Dazu wurde sdmtliches Chlorid durch
Glukonat ersetzt. Wéhrend die transfizierten Zellen in Anwesenheit von Chlorid eine 30-fach
hohere [’HJPAH-Aufnahme im Vergleich zur Kontrolle zeigten (100 + 4,1 % versus
3,3+0,2 %), fand unter chloridfreien Bedingungen kein [*H]PAH-Transport statt (5,9 +
0,6 % versus Kontrolle 5,3 + 0,4 %) (siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Chloridabhéngigkeit der pOAT1-vermittelten FH|PAH-Aufnahme in ok-Zellen. In 24-Well-Platten
kultivierte ok-Zellen wurden fiir 15 min mit 1 uM [*H]-PAH enthaltender Ringer-Lésung in An- und Abwesenheit von Chlo-
rid bzw. Glukonat inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte ok-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM aus 3
voneinander unabhéngigen Versuchen mit 3 Well pro Bedingung in Prozent zur Aufnahme in chloridhaltiger Ringer-Losung
(100 %) in Bezug auf die PAH-Aufnahme mit Chlorid (100 + 4,1 %). Als Kontrolle dienten nicht transfizierte ok-Zellen.

3.4.3.6 pOATI1-vermittelte Urat-Aufnahme

Es konnte nachgewiesen werden, dass Urat zur Hemmug der PAH-Aufnahme in mit pOATI-
transfizierten ok-Zellen fiihrte (sieche Abbildung 3.13). Zur Differenzierung zwischen einer
Inhibition oder einem konkurrierendem aktiven Transport wurde die pOAT1-vermittelte Auf-
nahme von radioaktiv markierten Urat (['*C]Urat) in ok-Zellen untersucht. ['*C]Urat wurde in
einer Endkonzentration von 50 uM bei ansonsten gleichen Versuchsbedingungen eingesetzt.
Es konnte keine vermehrte ['*C]Urat-Aufnahme in transfizierten ok-Zellen (104,9 + 1,7 %)
gegeniiber der Kontrolle (100 = 4,45 %) nachgewiesen werden. Damit transportierte der

pOATI aktiv kein Urat.
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3.4.3.7 cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme durch Steroide

Als endogene Substrate des Korpers sollten eine Reihe von Steroiden auf ihre Affinitit zum
pOATI untersucht werden. Dazu wurde die cis-Hemmung der [’HJPAH-Aufnahme De-
hydroxyepiandrosterone (DHEA) und dessen sulfatierte Form Dehydroxyepiandrosteronesul-
fat (DHEA-SO4) und Estronsulfat (Estron-SO,4) untersucht. Alle Steroide wurden in einer
Konzentration von 1 mM eingesetzt und fiihrten zu einer deutlichen Inhibition der ["H]PAH-

Aufnahme (siehe Abbildung 3.16).

Dabei kam es durch Zugabe von DHEA zu einer ungefihren Halbierung der ["H]PAH-
Aufnahme (50,7 + 2,7 %), wahrend die sulfatierte Form (DHEA-SQO,) die PAH-Aufnahme
sogar auf 14,3 £ 1,1 % gegeniiber der ungehemmten Aufnahme (100 + 2,2 %) reduzierte.
Durch Estron-SO,4 wurde die ["H]PAH-Aufnahme auf 16,0 £ 1,1 % gesenkt.

Der [’H]PAH-Transport in den durch DHEA-SO,4 gehemmtem pOAT! lag damit nur um das
3,7-Fache iiber dem der untransfizierten Kontrolle und bei der Inhibition durch Estron-SOg4
nur um das 3,3-Fache iiber der Kontrolle. Der ungehemmte Transport gegeniiber der Kontrol-
le war um das 10,6-Fache hoher. DHEA-SO,4 und Estron-SO, fithrten auch in den untrans-
fizierten Zellen zu einer signifikant (p < 0,00002) niedrigeren ["H]JPAH-Aufnahme. Bei der
Inhibition durch DHEA war der Transport nicht signifikant (p = 0,194) niedriger.

cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten [*H]JPAH-Aufnahme
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Abbildung 3.16: cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten [3H]PAH—Aufnahme in ok-Zellen durch Steroidhormone. ok-
Zellen wurden fiir 15 min mit 1 uM [P*H]PAH enthaltender Ringer-Losung inkubiert. Zusitzlich erfolgte die Zugabe von
ImM Dehydroxyepiandrosteron (DHEA), Dehydroyepiandrosteronsulfat (DHEA-SO,4) oder Estronsulfat (Estron-SOy4). Als
Kontrolle dienten nicht transfizierte ok-Zellen. Dargstellt sind die Mittelwerte + SEM aus 5 voneineander unabhéngigen
Versuchen mit je 3 Well pro Bedingung in Prozent zur ungehemmten Aufnahme (100 %).
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3.4.3.8 Konzentrationabhéngige cis-Inhibition der PAH-Aufnahme durch DHEA-SO4
und Estron-SO,

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die ["H][PAH-Aufnahme des pOATI durch die sulfa-
tierte Steroidhormone nahezu komplett gehemmt wurde, sollte dieser Einfluss genauer cha-

rakterisiert und die Konzentrationsabhéngigkeit dieses Effekts bestimmt werden.

Die Ergebnisse wurden mit Sigmaplot 2001 (SPSS Science, Chicago, IL, USA) ausgewertet
und berechnet und sind in Abbildung 3.17 und 3.18 dargestellt. In den pOAT1-transfizierten
ok-Zellen wurden die ICsp-Werte fiir DHEA-SO4 mit 116,5 + 3,5 uM und fiir Estron-SO4 mit
113,2 £ 4,9 uM berechnet.

cis Inhibition der pOAT1 vermittelten [3H]PAH-Aufnahme in ok-Zellen
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Abbildung 3.17: Konzentrationsabhiingigkeit der cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten FH]PAH-Aufnahme in ok-
Zellen durch DHEA-SO,. Die ok-Zellen wurden fiir 2 min mit 1 uM [*H]-PAH enthaltender Ringer-Losung inkubiert.
Zusétzlich wurden Dehydroyepiandrosteronsulfat (DHEA-SO,) oder Estronsulfat (Estron-SOy,) in unterschiedlichen Konzent-
rationen beigegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM aus 5 voneinander unabhédngigen Versuchen mit je 3 Well pro
Bedingung in Prozent zur ungehemmten PAH-Aufnahme (100 %). Der ICs,-Wert wurde mit SigmaPlot 2001 (SPSS Science,

Chicago, IL, USA) berechnet.
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cis Inhibition der pOAT1 vermittelten [3H]PAH-Aufnahme in ok-Zellen
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Abbildung 3.18: Konzentrationsabhiingigkeit der cis-Inhibition der pOAT1-vermittelten FH|PAH-Aufnahme in ok-
Zellen durch Estron-SO,. Die ok-Zellen wurden fiir 2 min mit 1 uM [*H]-PAH enthaltender Ringer-Losung inkubiert.
Zusétzlich wurden Dehydroyepiandrosteronsulfat (DHEA-SO,) oder Estronsulfat (Estron-SQOy,) in unterschiedlichen Konzent-
rationen beigegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 5 voneinander unabhéngigen Versuchen mit je 3 Well pro
Bedingung in Prozent zur ungehemmten PAH-Aufnahme (100 %). Der ICs,-Wert wurde mit SigmaPlot 2001 (SPSS Science,
Chicago, IL, USA) berechnet.

3.4.3.9 pOATI1-vermittelte [*H]Estronsulfat-Aufnahme

Wie zuvor beschrieben, konnte eine Interaktion zwischen dem pOATI1 und Steroidhormonen
gezeigt werden. Zur Klarung der Frage, ob es sich um einen konkurrierenden Transport mit
[PH]JPAH oder einer Hemmung des pOAT! handelte, sollte die Fihigkeit des pOAT1 zum
Transport von Estronsulfat untersucht werden. Weiterhin sollte die Hemmung dieses ver-
meintlichen Transports durch unmarkiertes PAH (1 mM) und Glutarat (1 mM) getestet wer-
den. Beide Substanzen sind Inhibitoren des pOATI1, wie in den Abbildungen 3.8 und 3.13

gezeigt wird.

Analog zu den Versuchen mit ["HJPAH wurde mit Tritium markiertes Estronsulfat
([’H]Estronsulfat) in einer Endkonzentration von 0,5 pM als Substrat fiir den pOAT]1 einge-
setzt. Alle anderen Versuchsbedingungen wurden nicht veridndert. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3.18 dargestellt. Verglichen mit untransfizierten ok-Zellen konnte fiir pOATI-

transfizierte ok-Zellen kein [*H]Estronsulfat-Transport gemessen werden. Die Kontrollzellen
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zeigten im Gegenteil eine hohere [*H]Estronsulfat-Aufnahme gegeniiber den transfizierten

Zellen (135,1 £ 7,4 versus 100 £+ 2,1 %).

pOAT1-vermittelte [*H]Estronsulfat-Aufnahme in ok-Zellen
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Abbildung 3.18: pOAT1-vermittelte [3H]Estronsulfat-Aufnahme in ok-Zellen und dessen Hemmung durch PAH und
Glutarat. In 24-Well-Platten kultivierte ok-Zellen wurden fiir 15 min mit 0,5 pM [*H]Estronsulfat enthaltender Ringer-
Losung inkubiert. Zusitzlich erfolgte die Zugabe von unmarkiertem PAH (1 mM) und Glutarat (1 mM). Als Kontrolle dien-
ten nicht transfizierte ok-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM von 3 voneinander unabhéngigen Versuchen mit je 3
Well pro Bedingung in Prozent zur ungehemmten Aufnahme (100 %).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit sollte zunichst eine cDNA-Bank aus ok-Zellen erstellt werden, um im Weite-
ren einzelne OAT klonieren zu konnen. Die OAT sollten im Einzelnen funktionell charakteri-
siert werden, um sie mit Transportdaten aus nativen Nierenzellenmembranen vergleichen zu
konnen. Es sollte zum einen geklért werden, ob die OAT in der nativen Membran und expri-
miert in Zellkulturen vergleichbare Transportcharakteristika besitzen. Zum anderen sollte auf
diese weise aufgeschliisselt werden, welchen Anteil die verschiedenen OAT(1-3) der basola-
teralen Membran an der Aufnahme von Anionen iiber die basolaterale Membran haben bzw.

welche Substanzen von welchem OAT als Substrat verwendet werden.

Auf diese Weise sollte tiberpriift werden, ob sich ok-Zellen als Modell des proximalen Tubu-
lus fiir Transportversuche im Hinblick auf die OAT eignen, um z. B. pharmakologische Un-

tersuchungen durchzufiihren.

Wie in Abschnitt 3.3 beschrieben und in Abschnitt 4.1 diskutiert, gelang es nicht, einen funk-
tionsfahigen OAT1-Klon aus der ok-cDNA-Bank zu isolieren, sodass mit der gleichen Frage-
stellung parallel eine cDNA-Bank aus Gewebe von Schweinenierenrinden erstellt wurde. Das
Schwein wurde ausgewéhlt, da es ein ebenfalls weit verbreitetes und gut verfligbares Modell-
system ist und dementsprechend viele funktionelle Studien an Membranvesikeln oder Tubuli

durchgefiihrt wurden. Es stehen auch viele Daten fiir vergleichende Studien zur Verfiigung.

4.1 cDNA-Bank aus ok-Zellen und Schweinenierengewebe

Zur Klonierung des OAT1 wurde eine cDNA-Bank in Form einer AZAP-cDNA-Phagen-Bank
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) aus ok-Zellen und Schweinenierenrindengewebe angelegt.
Es wurde ein System aufgebaut, das bei Bedarf in weiteren Studien auch zur Klonierung an-
derer OAT-Subtypen verwendet werden kann. Die cDNA-Banken enthalten cDNA-
Fragmente, die groBer als 1 kb sind. Betrachtet man die GroBe der bekannten OAT], die alle
eine Lange von ca. 2 kb besitzen, sollten die gesuchten Klone sicher enthalten sein (Sweet

et al. 1997; mOATI1: 2161 bp, Lopez-Nieto et al. 1997).

Die Konzentration der Banken liegt fiir die ok-cDNA-Bank bei 4,57 x 10° pfu/ul und fiir die
pk-cDNA-Bank bei 1,3 x 10° pfu/ul. Laut Hersteller der AZAP-cDNA-Phagen-Bank ist eine

Konzentration der Primarbank von 10° bis 10® pfu/ml zu erwarten. Die Konzentration der pk-
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cDNA-Bank liegt in dem vom Hersteller angegebenen Bereich, wohingegen die ok-cDNA die

zu erwartende Konzentration unterschreitet.

Beide Banken wurden mit dem Prinzip der Homologieklonierung nach dem OAT1 durch-
sucht. Hierfiir wurde ein **P-markiertes und 970 bp langes DNA Fragment des Kaninchen
OATI1 (rbOAT1) als Sonde verwendet (Bahn et al. 2002). Die Sequenz wurde anhand eines
Sequenzaligments mit allen bekannten OAT1 ausgewéhlt und entspricht einer hochkonser-
vierten Region, mit der die grofStmogliche Wahrscheinlichkeit zu einer Homologie der ge-
suchten okOAT1 bzw. pOATI1 erreicht werden sollte. Kusukara et al. (1999) klonierten auf
dhnliche Weise den rOAT3 aus einer Rattennieren-cDNA-Bank. Dies geschah mit einer Son-

de, die aus konservierten Regionen des OAT1, OAT2 und OCT1 der Ratte generiert wurde.

4.1.1 o0okOAT1

Mithilfe der Homologieklonierung konnte aus der ok-cDNA ein 1680 bp langer Klon isoliert
werden, der fiir 490 Aminoséuren codiert (Accession Nr. AJ308236). Der Sequenzvergleich
mit OAT1 anderer Siugetierspezies zeigt eine sehr hohe Ubereinstimmung (Mensch [hOAT1-
1] 88 % [Reid et al. 1998], Kaninchen 86 % [Bahn et al. 2002], Ratte 82 % [Sweet et al.
1997], Maus 88 % [Lopez-Nieto et al. 1997]), sodass der isolierte Klon dem OAT1 aus ok-

Zellen entspricht.

Allerdings zeigt dieser Klon eine 5'Deletion, z. B. im Vergleich zum hOAT1-1 (2171 bp;
563AA; Reid et al. 1998), von einer Linge von 491 bp oder entsprechend 73 Aminoséuren.
Diese Deletion lieB sich bei allen isolierten Klonen des ersten Screening-Durchgangs identifi-
zieren. Auch ein erneutes Screening der cDNA-Bank erbrachte lediglich den unvollstindigen

Klon.

Es muss also davon ausgegangen werden, dass bereits bei der Konstruktion der cDNA-Bank
im Ausgangsmaterial (mRNA) oder bei der Synthese der cDNA diese Deletion entstand und
die gesamte ok-cDNA-Bank aus diesem Grund tatséchlich nur den unvollstidndigen Klon des
OAT]1 enthilt. Deshalb wurde darauf verzichtet, die Bank ein drittes Mal zu screenen, um
einen vollstdndigen Klon zu erhalten. Die Ursache fiir die Deletion bleibt letztlich unklar.
Denkbar wire eine Verkiirzung der mRNA wihrend der Erstellung der cDNA-Bank durch
RNasen.
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4.1.2 pOATI1 und pOATIA

Aus der cDNA-Bank des Schweins wurden zwei Klone isoliert, deren Nukleinsduren eine
Linge von 2126 bp bzw. 1895 bp besitzen. Diese Klone codieren fiir ein Protein mit 547 bzw.
533 Aminoséduren und wurden aufgrund der hohen Sequenzhomologie zu anderen OATI als
pOATI und pOATIA bezeichnet und unter den Accession-Nummern AJ308234 bzw.
AJ30825 in der EMBL-Sequenz-Datenbank abgelegt. Die hochste Sequenzhomologie besteht
dabei zum hOATI (563 AS) mit 89 % (Reid et al. 1998), vernachldssigt man den unvollstin-
digen okOAT], dessen Homologie bei 99 % liegt. Ebenfalls hohe Homologien bestehen zum
OAT]1 des Kaninchens (551 AS, 87 %; Bahn et al. 2002), der Ratte (551 AS, 83 %; Sweet et
al. 1997; Sekine et al. 1997) und der Maus (545 AS, 81 %; Lopez-Nieto et al. 1997). Diese
hohe Verwandtschaft des pOAT1 zum humanen OAT]1 lédsst das Schwein als geeignetes Mo-

dell fiir zukiinftige Untersuchungen des OAT erscheinen.

Im Vergleich zu pOAT1 zeigt pOATI1A im 3. Exon eine Deletion von 42 Nukleotiden. Diese
fiihrt nicht zu einer Verschiebung des Leserahmens, aber zum Verlust von 14 Aminosduren in

der 4. Transmembrandomine und bildet somit eine Splice-Variante.

Splice-Varianten des OAT]I sind auch vom hOAT1 bekannt, die als hOATI1-1 bis hOAT1-4
bezeichnet werden (Bahn et al. 2004). Diese haben jedoch eine Deletion in Exon 9 mit einer
Linge von 39 bis 132 bp und sind strukturell nicht dquivalent zum pOAT1A. Auf die funktio-
nellen Eigenschaften der verschiedenen Splice-Varianten wird in Abschnitt 4.2.1 eingegan-

gen.

4.2 Funktionelle Grundcharakterisierung der klonierten OAT1

4.2.1 Testung der Funktionalitiit in Xenopus laevis-Oozyten aller Klone

Die Funktionalitdt der OAT wurde zunichst in Oozyten, einem gut etablierten Expressions-
system tberpriift. Hierfiir wurde cRNA aus den entsprechenden Plasmiden in Oozyten inji-
ziert und mithilfe von radioaktiv markiertem PAH (["H]JPAH) die Aufnahme dessen im Ver-
gleich zu wasserinjizierten Oozyten als Kontrolle gemessen (siche Abschnitt 2.9). Es zeigte
sich, dass weder der okOAT1 noch der pPOATI1A eine erhdhte Aufnahme von PAH gegeniiber
der Kontrolle aufwiesen und kein aktiver Transport in die Oozyten stattfand. Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei den mit dem pOAT I-injizierten Oozyten eine um den Faktor 11,6 erhdhte
["H]JPAH-Aufnahme gegeniiber der Kontrolle. Des Weiteren konnte eine komplette Hem-

mung der Aufnahme durch Probenecid und Glutarat gemessen werden. Die gleichen Eigen-
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schaften wurden z. B. fiir den hOAT1 exprimiert in ok-Zellen von Motojima et al. (2002) be-
schrieben. Weitere typische Eigenschaften der OAT1, die sich auf den Mechanismus als An-
tiporter von organischen Anionen im Austausch gegen o-Ketoglutarat begriinden, sind die
trans-Stimulation und cis-Inhibition der PAH-Aufnahme durch a-Ketoglutarat, wie sie auch
fiir den pOAT1 gezeigt werden konnte (siche Abschnitte 3.4.3.3 und 3.4.3.4, Abschnitt 4.2.4).
Eine Ubersicht dieser Eckpunkte der OAT1 geben Burckhardt und Burckhardt (2003). Zu-
sammenfassend zeigte unser pOAT1 neben den bereits oben beschriebenen strukturellen Ahn-
lichkeiten auch typische funktionelle Charaktereigenschaften im Vergleich zu den bekannten

OAT]1 der anderen Spezies.

Der Funktionsverlust beim okOAT]1 ldsst sich sicherlich durch den groBen fehlenden 5'-
Bereich erkldren, da hier kein vollstdndiges Protein exprimiert werden kann. Hingegen ist die
Ursache beim pOATIA unklar. Denkbar wire der Verlust einer Substratbindungsstelle in der
4. TMD oder ein fehlender Einbau des Proteins in die Zellmembran. Um die zuletzt genannte
Moglichkeit untersuchen zu kdnnen, wiren z. B. Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Loka-

lisation des Proteins innerhalb der Zelle notwendig.

Dieses wurde fiir die verschiedenen Splice-Varianten des hOAT1 durch Bahn et al. (2004)
durchgefiihrt. Bahn et al. (2004) konnten nachweisen, dass alle Varianten zu einem Protein
exprimiert wurden und diese auch alle, inklusive die funktionslosen Formen (hOAT1-3, hO-
AT1-4), in der Zellmembran lokalisiert waren. Es ist noch unklar, worin sich der Funktions-
verlust dieser Splice-Varianten im Gegensatz zu den transportierenden hOAT1-1 und hOAT1-

2 begriindet.

Ebenfalls aus der SLC22-Familie sind beim hOAT2 zwei Splice-Varianten beschrieben wor-
den, die sich lediglich um 2 Aminosduren unterscheiden (Cropp et al. 2008). Ahnlich zum
pOATI oder hOAT1 wird auch hier der komplette Funktionsverlust, in diesem Fall der

Transport von cGMP, durch eine der Splice-Varianten gezeigt.

Die Funktion der nicht transportierenden Splice-Varianten ist nicht bekannt und eine Aufgabe

weiterer Untersuchungen.

Fiir andere Transportproteine sind verschiedene Effekte als Folge des Splicens dokumentiert
worden. Beim NBCI besteht eine unterschiedliche Organverteilung (Niere, Pankreas und
Herz) je nach Splice-Variante (Soleimani und Burnham 2001). Hingegen beschreiben Plata
et al. (2001) eine Anderung der Substratspezifitit fiir den Na'-K'-Cl-Kotransporter. Des Wei-
teren wurden wie z. B. fiir den NaPi-2 der Ratte iiber gegenseitige regulatorische Effekte der

Splice-Varianten berichtet (Tatsumi et al. 1998).
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4.2.2 Funktionelle Grundcharakterisierung des pOAT1 in unterschiedlichen Expressi-

onssystemen

Der pOAT1 wurde zunidchst in ok-Zellen und CHO-Zellen transfiziert und die PAH-
Aufnahme untersucht, um die Expressionseffizienz unterschiedlich zur Verfligung stehender
Zellkultursysteme zu untersuchen. Bei beiden Zelllinien handelt es sich um einschichtig

epithelial wachsende Zelllinien.

Wie in Abschnitt 3.4.2 dargestellt, konnte in beiden Zelllinien ein durch den pOATI-
vermittelter Transport von ["H]PAH in die Zelle nachgewiesen werden. Dieser war durch un-
markiertes PAH (1mM) ungefihr auf die Hilfte hemmbar, sodass gezeigt werden konnte, dass

die Aufnahme von [*’H]JPAH ein spezifischer und sittigbarer Prozess ist.

Unterschiede in den beiden Zelllinien bestanden in der Transportrate gegeniiber der Kontrolle.
Waihrend sich in den ok-Zellen eine 16-fach hohere pOAT1-vermittelte PAH-Aufnahme zeig-
te, lag sie in CHO-Zellen nur bei einem Faktor von 4,3 unter ansonsten gleichen experimen-
tellen Bedingungen wie Transportzeit und eingesetzter DNA-Menge zur Transfektion. Damit
liegt die Transportrate der transfizierten ok-Zellen noch iiber der von Oozyten (11,6-fach) und
erweist sich als effektives Expressionsystem fiir den pOATI1. Als Ursache lésst sich die endo-
gene Ausstattung z. B. durch renal spezifische Transkriptionsfaktoren oder Regulatoren wie
Kinasen der Nierenzelllinie vermuten, die auch unter physiologischen Bedingungen den en-
dogenen OAT1 exprimiert. Es ldsst sich durch den Vergleich mit den nicht transfizierten Kon-
trollzellen ausschlieen, dass es sich bei dem gemessenen Uptake nicht nur um den Transport

durch den endogenen okOAT handelt.

Zusitzlich wurde Fluorescein, ein Anion, das ebenfalls vom OAT1 transportiert wird (Cihlar
et al. 2000) als alternatives Substrat zu ["H]PAH in beiden Zelllinien getestet, um gegebenen-
falls auf die aufwendigen Versuche mit radioaktiv markierten Substraten verzichten zu kon-
nen,. Die Aufnahme lag hier jedoch in ok-Zellen nur um den Faktor 5,6 bzw. in CHO-Zellen
um den Faktor 3,1 {iber dem von nicht transfizierten Zellen. Aufgrund des geringeren over-
shoot und der besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien (z. B. Sweet et al. 1997, Hoso-
yamada et al. 1999, Chilar et al. 1999), in denen hauptsichlich [’H]PAH als Testsubstrat ver-
wendet wurde, flihrten wir die funktionelle Grundcharakterisierung des pOAT1 ebenfalls mit

[*H]PAH fort.
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4.2.3 Konzentrationsabhingige pOAT1-vermittelte PAH-Aufnahme

Ein Charaktaristikum von Transportvorgéngen ist die Michaelis-Menten-Konstante (Km-
Wert), die hauptsichlich in der Enzymkinetik eingesetzt wird. Die Konstante beschreibt die
Substratkonzentration, bei der die halbmaximale Transportgeschwindigkeit des Transporters
erreicht und als MaB fiir die Substrataffinitit des Transportproteins benutzt wird. Je kleiner

der Km-Wert ist, desto hoher ist die Affinitdt zum Substrat.

Vor der eigentlichen Km-Wert-Bestimmung des pOAT1 wurde zunéchst die optimale Trans-
portzeit flir transfizierte ok-Zellen untersucht. Die Messungen miissen zu einem Zeitpunkt
stattfinden, zu dem sich ein nidherungsweise linearer Anstieg der PAH-Aufnahme darstellt,
um die Michaelis-Menten-Kinetik anwenden zu konnen (sieche Abschnitt 3.4.3.1). Zu diesem
Zeitpunkt ist der theoretische Efflux zu vernachlédssigen und der Km-Wert kann nach der mo-

difizierten Michaelis-Menten-Gleichung bestimmt werden.

Fiir den pOAT]1 stellt sich dieser Bereich ndherungsweise bis zu einer Zeit von 2 Minuten dar.
Anschlieffend ist eine Sattigung des Transporters erreicht. Aus diesem Grund wurde die
Transportzeit fiir alle folgenden Versuche auf 2 Minuten festgelegt. Von kiirzeren Versuchs-

zeiten ist aus Griinden der Praktikabilitdt im C-Labor Abstand genommen worden.

Der Km-Wert des pOAT]1 betrdgt exprimiert in Oozyten 3,75 = 1,6 uM und exprimiert in ok-
Zellen 8,54 = 1,2 uM. Damit liegt der Km-Wert des pOAT1 nahe dem des hOATI, der in
Oozyten mit 9,3 + 1,0 uM (Hosoyamada et al. 1999), 3,9 + 1,3 uM (Ilsinger et al. 2001), 4,0 +
1,3 uM (Chilar et al. 1999) bzw. mit 22 uM (Motojima et al. 2002) in ok-Zellen in der Litera-

tur angegeben wird.

Die Affinitdt des OAT1 zu PAH der Ratte (11-70 uM), Maus (37-162 uM), Kaninchen
(18 uM) und Winterflunder (21-58 uM) sind in einer Reihe von Studien kleiner als die von
pOATI bzw. hOATI. Eine Ubersicht zu den bekannten und oben angegebenen Km-Werten
ist in Burckhardt und Burckhardt (2003) aufgelistet. Ob sich die Affinitédten tatsdchlich signi-
fikant voneinander unterscheiden oder versuchsbedingt sind, 14sst sich nur vermuten. Es gibt
jedoch Hinweise, dass versuchsbedingt sind wenn man z. B. die Variabilitit des Km-Wertes
des rOAT1 betrachtet. Hier zeigt sich eine Abweichung der Km-Werte um den Faktor 7 trotz
des gleichen Expressionssystems in vier Arbeitsgruppen (Pombrioet al. 2001; Sekine et al.
1997; Uwai et al. 2000; Sweet et al. 1997). Dementsprechend lésst sich auch zu den unter-
schiedlichen Km-Werten des pOAT1 in den beiden Expressionssystemen der Oozyten bzw.

ok-Zellen keine eindeutige Aussage treffen, zumal die Km-Werte nahe beieinanderliegen.
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Vergleicht man die Km-Werte fiir PAH des pOAT]1 in Oozyten und ok-Zellen mit dem Km-
Wert gemessen in BLMV des Schweins, der von Braun (2006) mit 103 + 6 uM angegeben
wird, liegt dieser deutlich hoher als fiir den isolierten pOAT1. Braun postuliert eine verénder-
te Regulation in den Vesikeln gegeniiber den transfizierten Zellen bzw. sieht die PAH-
Aufnahme in den BLMV als Summe mehrer Transporter an, von denen mindestens einer ei-

nen hohen Km-Wert haben miisse.

4.2.4 trans-Stimulation der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme

Es handelt sich beim OAT1 (Shimada et al. 1987; Burckhardt und Burckhardt 2003) um einen
tertidr aktiven Antiporter von Anionen im Austausch mit a-Ketoglutarat bzw. Dicarboxylaten.
Daher sollte eine Vorbeladung der transfizierten ok-Zellen mit Glutarat, einer nicht metaboli-
sierten Vorstufe von a-Ketoglutarat, zu einer gesteigerten Aufnahme von PAH fiihren (sieche
Abschnitt 3.4.3.4). Wir fanden erwartungsgemal eine Steigerung der PAH-Aufnahme in Ab-
héngigkeit von der Konzentration des Glutarats auf 142 % bei 0,1 mM bzw. auf 211 % bei 1
mM im Vorbeladungspuffer. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass auch der pOAT1 als An-
tiporter arbeitet. Im Vergleich mit den Daten aus BLMV des Schweins liegt diese Stimulie-
rung ndherungsweise in dem Bereich von Werner und Roch-Ramel (1991), die eine Steige-
rung auf 158 % bei einer 2-Oxoglutaratvorbeladung mit 0,1 mM beschrieben. Es scheint der
OAT1 der Haupttransporter fiir die PAH-Aufnahme iiber die basolaterale Zellmembran in

proximalen Tubuluszellen des Schweins zu sein.

Weitere mogliche Transporter der basolateralen PAH-Aufnahme wéren der pOAT2 und
pOAT3. Die genaue Funktion des OAT2 ist noch nicht geklért und er konnte bislang auch nur
beim Menschen in der basolateralen Membran nachgewiesen werden (Enomoto et al. 2002b),
wohingegen er bei Ratten und Miusen in der apikalen Membran lokalisiert wurde (Kojima

et al. 2002).

In den Arbeiten von Hagos et al. (2005) und Braun (2006) konnte der pOAT3 kloniert wer-
den. Es zeigte sich, dass der pOAT3 eine nur sehr geringe Affinitdt zu PAH besitzt und vor
allem Steroidhormone und Urat transportiert (siche Abschnitt 4.2.7). Der exakte Km-Wert fiir
PAH beim pOATS3 ist bislang allerdings nicht bestimmt worden. Betrachtet man jedoch ana-
log die Km-Werte des hOAT]1 (3,9-9,3 uM; Race et al. 1999, Islinger et al. 2001, Cihlar et al.
1999) und hOAT3 (87 uM; Cha et al. 2001) fiir PAH in Oozyten, wobei der Km-Wert fiir den
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hOAT3 verhéltnisméBig hoch ist, kann der pOAT] tatséchlich als vornehmlicher Transporter

fiir PAH in der basolateralen Membran des Schweins angesehen werden.

4.2.5 Hemmstoffprofil der pOAT1-vermittelten PAH-Aufnahme

Fiir die Chararkterisierung des pOAT]1 in ok-Zellen wurde ein Hemmstoffprofil erstellt, um es
mit Daten aus der BMVL des Schweins und OAT1 anderer Spezies vergleichen zu konnen.
Ziel dieser Untersuchungen ist es, den kumulativen Uptake von Anionen durch mehrere in der
basolateralen Membran lokalisierten Transportern aus Vesikeln den einzelnen klonierten OAT

zuordnen zu konnen.

Allgemein gibt es drei Mechanismen, iiber die eine Substanz die Auftnahme von PAH hem-
men kann. Entweder diese Substanz wird selbst transportiert und konkurriert mit PAH oder es
kommt zu einer kompetitiven bzw. nicht kompetitiven Hemmung des Transportproteins. In
den Untersuchungen zeigte sich eine deutliche Hemmung der PAH-Aufnahme durch alle ge-
testeten Substanzen (sieche Abbildung 3.11). Probenecid, ein bekannter Inhibitor des OATI,
filhrte zu einem kompletten Transportverlust des pOATI1. Dariliber hinaus lag die PAH-
Aufnahme in den mit Probenecid gehemmten ok-Zellen niedriger als in den nicht transfizier-
ten Kontrollzellen, was auf eine zusétzliche Hemmung des endogenen okOAT1 hinweist. fiir
OAT1 anderer Spezies wie den rOAT1 (Sweet et al. 1997) oder hOAT1 (Hosoyamada et al.
1999) konnte auch gezeigt werden, dass Probenecid ein hochaffiner Inhibitor ist. Chilar und

Ho 2000 geben die ICsy fiir Probenecid beim hOAT1 mit 6,2 uM an.

Ahnliches gilt fiir Glutarat, das in der Konzentration von 1 mM und einer Uptakezeit von
2 min die PAH-Aufnahme komplett hemmt. Erklirt wird dies durch den Mechanismus, dass
der pOATI als Antiporter eines organischen Anions gegen o-Ketoglutarat fungiert, sodass
hohe extrazellulire Konzentrationen zu einer cis-Inhibition filhren und im Gegensatz zur

trans-Stimulation durch Glutarat stehen.

In ihrer Stirke als Inhibitoren folgen dann Urat und Pyrazionat (sieche Abbildung 3.13). Die-
ses Ergebnis deckt sich mit den Angaben von Werner und Roch-Ramel (1991) zum Hemm-
stoffprofil der PAH-Aufnahme in BLMV des Schweins und zu den Daten von Braun (2006).
Zusammengefasst wird die PAH-Aufnahme in BLMV des Schweins und durch den isolierten
pOATI in ok-Zellen durch die gleichen Substanzen und in dhnlicher GroBenordnung ge-
hemmt. Dieses Ergebnis bekriftigt die Aussage, dass die PAH-Aufnahme in der basolateralen

Membran des proximalen Tubulus vor allem durch den OAT1 vermittelt wird.
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TEA wurde als ein typisches Kation der OCT auf die Substratspezifitit des pOATI1 getestet,
da bekannt ist, dass organische Anionentransporter auch mit Kationen interagieren (Sweet
et al. 1997). Hierbei fand sich, dass TEA die PAH-Aufnahme signifikant hemmt, also mit
dem pOATI in Wechselwirkung tritt. Zu einem &hnlichen Ergebnis gelangten auch Sweet
et al. (1997) fiir den rOATI, der durch hohe TEA-Konzentrationen diskret gechemmt wurde.
Hingegen konnten Motojima et al. (2002) keinen Einfluss von TEA auf den hOAT1 in ok-
Zellen feststellen, ebenso wie Chilar et al. 1999 fiir den hOAT1 in Oozyten. Zusammenfas-
send scheint TEA kein hochaffines Substrat fiir die OAT1 zu sein.

Als weiteren Nachweis fiir eine Interaktion von Kationen mit dem OAT beschreiben Ahn et
al. (2009) in diesem Fall u. a. die Reaktion des mOAT1, mOAT3 und mOAT6 mit Cimetidin.
Cimetidin ist ein H2-Rezeptor-Antagonist und wird vor allem durch den OCT2 transportiert
(Burckhardt BC et al. 2002). Bei allen drei Transportern konnte eine Hemmung der Flu-
orescein-Aufnahme durch Cimetidin in Oozyten festgestellt werden. Der mOAT3 transpor-
tierte im Gegensatz zum mOATI und mOAT6 das Kation Cimetidin sogar aktiv in transfi-

zierte Oozyten. Hierfiir lag der Km-Wert bei 105 + 28 pM.

Ein aktiver Transport mit hoherer Affinitdt wurde auch fiir den hOAT3 (Km 57 pM, Cha et al.
2001) und rOAT3 (Km 40 pM, Kusuhara et al. 1999) beschrieben. Anders als bei der Maus
transportieren der hOATI und fROATI1 das Cimetidin ebenfalls aktiv (Burckhardt et al.
2002).

4.2.6 Chloridabhingigkeit der pOAT1-vermittelten PAH- und Urat-Aufnahme

In der bereits zitierten Studie von Werner und Roch-Ramel (1991) mit BLMV vom Schwein
wurden eine chloridabhéngige PAH-Aufnahme und eine chloridunabhingige Urat-Aufnahme

beschrieben.

In Versuchen mit chloridfreiem Transportmedium, in denen sdmtliches Chlorid durch Gluko-
nat ersetzt wurde, konnten wir zeigen, dass die PAH-Aufnahme durch den pOAT1 chloridab-
hénig ist. Der Austausch des Chlorids durch Glukonat fiihrte zu einem kompletten Funktions-
verlust des Transporters (siche Abschnitt 3.4.3.5).

Um den von Werner und Roch-Ramel (1991) beschriebenen chloridunabhédngigen Urat-
Transport weiter zu untersuchen, sollte zunichst differenziert werden, ob die Hemmung der
PAH-Aufnahme des pOAT!1 durch Urat ein kompetitiver Vorgang ist oder ein aktiv konkur-

rierender Transport von Urat vorliegt. In Versuchen mit radioaktiv markiertem Urat
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(["*C]Urat) stellte sich heraus, dass der pOATI, transfiziert in ok-Zellen, Urat nicht aktiv
transportiert. Damit ist der pOAT]1 nicht der von Werner und Roch-Ramel (1991) postulierte
Urat-Transporter in BLMV.

Fasst man die Daten von Hagos et al. (2005) und Braun (2006) zusammen, die nachweisen
konnten, dass der pOAT3 neben Steroidhormonen auch Urat chloridunabhingig aktiv trans-
portiert, lassen sich die von Werner und Roch-Ramel (1991) beschriebenen Eigenschaften
von BMLV des Schweins nun einzelnen Transportern zuordnen und decken sich mit unseren
Ergebnissen. Die chloridabhéngige PAH-Aufnahme ist pOAT1-vermittelt, wihrend die chlo-
ridunabhingige Urat-Aufnahme dem pOAT3 zuzuordnen ist. Mit dieser Arbeit konnten erst-
mals die bereits in den 1990er Jahren postulierten Transporter zutreffend charakterisiert und

zugeordnet werden.

Den Mechanismus der chloridabhéngigen PAH-Aufnahme durch den OAT!1 untersuchten
Rizwan et al. (2007) in spiteren Studien in Kombination mit Mutationsanalysen genauer. Die
Abwesenheit von Chlorid im Transportmedium fiihrte beim hOAT1 nicht zu einer Verénde-
rung des Km-Werts fiir PAH, sondern verringerte die maximale Transportgeschwindigkeit
(Vmax) und identifizierte die bei diesem Prozess beteiligten Aminosduren. Mit Ergebnissen
von Pritchard (1988), der berichtet, dass Chlorid nicht iiber die BMLV transportiert wird,
kommt Rizwan zu dem Schluss, dass Chlorid am Protein bindet und fiir die Substrattransloka-
tion eine Rolle spielt. Zur gleichen Aussage kommen Ueo et al. (2007), die ebenfalls die
Chloridabhingigkeit des hOAT1 und zusitzlich des hOAT3 untersuchten. Hierbei fand sich
im Gegensatz zur chloridunabhéngigen Urat-Aufnahme des pOAT3 eine Chloridabhéngigkeit
der Estronsulfat-, PAH- und Cefotiam-Aufnahme durch den hOAT3. Eine Testung der Urat-
Aufnahme und deren Chloridabhéngigkeit durch den hOAT3 sind nicht erfolgt. Die Diskre-
panz zwischen pOAT3 und hOAT3 lésst sich aktuell nicht erkldren. Die Frage bleibt offen, ob
es sich um einen Speziesunterschied handelt oder ob die Substrate in unterschiedlicher Weise
chloridabhéngig sind. Es erscheint wahrscheinlicher, dass es ich um einen Speziesunterschied
handelt, da Ueo et al. (2007) die Chloridabhéngigkeit des hOAT3 in gleicher Weise fiir eine

Reihe von Substraten belegen konnten. Diese These wire in weiteren Studien zu untersuchen.
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4.2.7 Steroidhormone

Als eine Gruppe von endogenen Substraten wurden Steroidhormone und ihre Interaktionen
mit dem pOAT1 untersucht. Wir konnten eine starke cis-Inhibition der PAH-Aufnahme durch
den pOAT]1 fiir alle drei getesteten Steroide (DHEA, DHEA-SO4 und Estron-SQO,) feststellen,
wobei die sulfatierten Substrate eine stirkere Inhibition zeigten (siche Abbildung 3.16). Die
Hemmung der PAH-Aufnahme durch die sulfatierten Steroide zeigte sich sogar signifikant
(p <0,00002) in den nicht transfizierten Kontrollzellen, was auf eine Hemmung des endoge-
nen okOAT]1 in der Zelllinie schlieBen lédsst. Die ICs fiir DHEA-SO4 lag bei 116,5 + 3,5 uM
und fiir Estron-SO4 bei 113,2 + 4,9 uM. Damit war jedoch wie beim Urat nicht bewiesen, dass
es sich bei der Hemmung um einen aktiv konkurrierenden Transport zwischen PAH und Ste-
roidhormon handelte, sodass wir dieses mit Tritium-markierte Estronsulfat ([*H]Estronsulfat)
iiberpriiften. Es konnte keine aktive pOATI1-vermittelte Estronsulfat-Aufnahme festgestellt
werden (siche Abbildung 3.18).

Im Gegensatz hierzu konnten Hagos et al. (2005) fiir den pOAT3 nachweisen, dass es sich um
einen hochaffinen Transporter fiir Steroidhormone handelt. Fiir [*H]Estronsulfat wird ein Km-
Wert von 7,8 = 1,3 uM in Oozyten angegeben. Analoge Ergebnisse liegen fiir den hOAT3
und hOATI vor. So konnten z.B. Cha et al. (2001) den hochaffinen [*H]Estronsulfat-
Transport fiir den hOAT3 mit einem Km-Wert von 3,1 uM zeigen, wihrend der hOAT1 Est-
ronsulfat ebenfalls nicht transportiert (Ueo et al. 2007).
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4.2.8 Ubersicht der pOAT1-Eigenschaften im Vergleich mit pOAT3 und BLMV

In Tabelle 4.1 werden die Daten des pOAT1 zusammenfassend den Daten zum pOAT3
(Braun 2006) und BLMV des Schweins (Braun 2006, Werner und Roch-Ramel 1991) gegen-

ibergestellt.
Substrate pOAT1 | pOAT3 | BLMV
cis-Inhibition FH|PAH-Aufnahme [*H]Estrone-SO,- [FH|PAH-Aufnahme
in % Aufnahme in % in %

Kontrolle 100,00 100,00 100,00
PAH 15,12 45,4 17,5
Probenecid 4.8 27,2 0,5
Pyrazinoat 40,5 Nt nt
Glutarat 5,5 Nt nt
TEA 81,0 Nt nt
Urat 20,6 32,1 473
Estronsulfat 16,0 Nt 0,5
DHEA 50,7 Nt Nt
DHEA- SO4 14,3 Nt Nt
Chloridabhingigkeit Ja Nein | Substratabhingig
[*C]Urat-Aufnahme in % Nein 154 Ja (CI” -unabhéingig)*
[3H]PAH—Aufnahme in % 1609 53 Ja (Cl -abhingig)*
[’H]Estrone-SO4-Aufnahme in % Nein 277 nt

Tabelle 4.1: Vergleich des pOAT1, pOAT3 in ok-Zellen und BLMV des Schweins. Die cis-Inhibitionen wurden mit Kon-
zentrationen von 1mM durchgefiihrt. Als Bezug dient die ungehemmte Kontrolle (100 %). Die Daten zum pOAT3 und
BLMYV sind aus Braun (2006) entnommen. (*) Daten zur Chloridabhéngigkeit aus Werner und Roch-Ramel (1991).
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S. Zusammenfassung

Die Niere spielt neben anderen Organen eine wichtige Rolle in der Eliminierung von toxi-
schen Substanzen aus dem Korper. Diese Substanzen liegen haufig in ionischer Form als An-
ionen oder Kationen vor. Neben der reinen Filtration im Glomerulus der Niere werden diese
Ionen auch aktiv mithilfe von Transportproteinen sezerniert. Ein wichtiges System, mit dem
sich diese Arbeit beschiftigt, ist das organische Anionen-Transportsystem (OAT) des proxi-
malen Tubulus (Pritchard und Miller 1993; van Aubel et al. 2000). Erste Untersuchungen die-
ses Systems erfolgten mit isolierten Tubuli und spédter an Membranvesikeln aus Tubuluszel-
len. 1997 gelang es zwei Arbeitsgruppen unabhédngig voneinander, einen organischen Anio-
nen-Transporter mithilfe der Expressionklonierung aus Rattennieren zu isolieren und expri-
miert in Oozyten zu charakterisieren (Sweet et al. 1997; Sekine et al. 1997). In den folgenden
Jahren wurden weitere organische Anionen-Transporter (OAT1-OATI10) aus verschiedenen
Spezies kloniert und charakterisiert. Zusammen mit anderen strukturverwandten Transport-

proteinen werden diese zur SLC22-Familie zusammengefasst (Koepsell und Endou 2004).

In dieser Arbeit wurden erstmals der OAT1 aus Schweinenieren und ok-Zellen kloniert und
funktionell charakterisiert, um diese mit Daten aus Tubulus- und Membranvesikelstudien ver-

gleichen zu konnen.

Aus Schweinenierengewebe wurden zwei Splice-Varianten mit einer Linge von 2126 bp bzw.
1895 bp kloniert, die als pOAT1 (Accession Nr. AJ308234) und pOATIA (Accession Nr.
AJ308235) bezeichnet und in der EMBL-Datenbank hinterlegt wurden. Des Weiteren wurde
ein Klon mit einer Linge von 1680 bp aus ok-Zellen isoliert und unter der Accession-
Nummer AJ308236 als okOAT1 gespeichert. Der Sequenzvergleich zu OAT1 anderer Spezies
konnte eine hohe Homologie zu den neuen Klonen nachweisen. Insbesondere im Vergleich
zum hOATI1 (Reid et al. 1998) zeigt sich diese hohe Homologie, die zwischen okOAT1 und
hOAT]1 bei 88 % liegt bzw. zwischen pOAT1 und hOAT]1 sogar bei 89 %.

Die funktionelle Charakterisierung, d.h. die Testung der Transportereigenschaften hinsichtlich
Kinetik und Substratspezifitit der Klone erfolgte zum einen in Xenopus laevis-Oozyten, zum
anderen — nach Austestung weiterer Expressionssysteme — schlieBlich in ok-Zellen. Es konnte
gezeigt werden, dass lediglich der pOAT]1 einem funktionellen Klon entsprach. Der pOAT1
weist allerdings eindeutige Transportcharakteristika der bekannten OAT1 anderer Spezies auf
und transportiert deren Modellsubstrat PAH mit einem Km-Wert von 3,75 + 1,6 uM in Oozy-
ten bzw. 8,54 + 1,2 uM in ok-Zellen. Dieser PAH-Transport ist komplett durch 1 mM Pro-
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benecid oder 1 mM Glutarat hemmbar. In Bezug auf die funktionelle Charakterisierung des
pOATI ist hervorzuheben, dass die pOAT1-vermittelte PAH-Aufnahme durch die gleichen
Substanzen (Pyrazionat, Urat, Glutarat, Probenecid) und in &hnlicher GréBenordnung einer
cis-Inhibition unterliegt wie die PAH-Aufnahme durch BLMV des Schweins (Werner und
Roch-Ramel 1991). Somit konnten wir nachweisen, dass die PAH-Aufnahme in der basolate-
ralen Membran des proximalen Tubulus des Schweins vor allem durch den pOAT1 vermittelt

wird.

AuBerdem konnte erstmals in dieser Arbeit die ebenfalls bereits 1991 von Werner und Roch-
Ramel beschriebene chloridabhingige PAH-Aufnahme und chloridunabhéngige Urat-
Aufnahme in BLMV einzelnen Transportern zugeordnet werden. Die chloridabhidngige PAH-
Aufnahme wird durch den pOAT]1 vermittelt, wihrend die Urat-Aufnahme durch den pOAT3
erfolgt (Hagos et al. 2005).

Steroidhormone, eine weitere Substratgruppe, die hochaffin vom OAT3 (Hagos et al. 2005)
transportiert werden, zeigten zwar eine starke Hemmung des pOAT]1 in ok-Zellen (Ki-Werte:
Estronsulfat 113,2 + 4,9 uM; DHEA-Sulfat 116,5 + 3,5 uM), ein aktiver Transport von Est-
ronsulfat durch den pOAT]1 konnte jedoch nicht gemessen werden. Mit der Klonierung und
der funktionellen Charakterisierung insbesondere des pOAT1 gelang die weitere Aufschliisse-
lung des komplexen organischen Anionen-Systems und erstmals auch die Zuordnung einzel-
ner Transportprozesse zu einzelnen Transportproteinen im Vergleich zu den Summations-
transporten aus BLMV. Zukiinftig miissten weitere OAT aus der cDNA-Bank isoliert und
funktionell untersucht werden, um deren Zusammenspiel besser zu verstehen und geeignete

in vitro-Modelle entwickeln zu konnen.
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6. Anhang

6.1 Abkiirzungen

(v/v) Volumen pro Volumen

[*H]- Tritium-markiertes Substrat

[*H]JPAH Tritium-markiertes p-Aminohippurat

Abb. Abbildung

AS Aminosiure

ATP Adenosintriphosphat

BBMV Biirstensaum Membranvesikel (brushborder membrane vesicle)
BLMV Basolaterale Menbranvesikel (basolateral membran vesicel)
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsiure (complementary DNA)
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

CML chronisch myeloische Leukdmie

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethyldicarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DHEA Dehydroxyepiandrosteron

DHEA-SO4 Dehydroxyepiandrosteronesulfat

DMEM Dulbecco's modified eagle medium

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

G Erdbeschleunigung oder Gramm

ICs Konzentration bei halbmaximaler Hemmung

Kb Kilo-Basenpaare

Ki-Wert Dissoziationskonstante

Km Michaelis-Menten-Konstante

M Mol, Stoffmenge
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mM

Min

ml

MPP
mRNA
MTX
OAT
OCT
OD
okOAT
ORI
PAH
PBS
PCR
PFU
PGE,
pOAT
rATP
RNA
RT
SDS
Std.
Ta
Tab.
TBE
TEA
Tm
T™MD

Millimol

Mikromol

Minuten

Milliliter

Mikroliter

1-Methyl-4-phenylpyridinium
Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)
Methotrexat

organischer Anionen-Transporter/Transportsystem
organischer Cationen-Transporter/Transportsystem
optische Dichte, Extinktion

opossum kidney OAT

Oozyten-Ringer-Losung

p-Aminohippurat

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
plaque forming unit

Prostaglandin E,

pig OAT

Riboseadenosintriphosphat

Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Stunde

Bindungstemperatur (annealing temperature)
Tabelle

Tris-Borat-EDTA

Tetracthylammoniumion

Schmelztemperatur (melting temperature)
Transmembrandoméne

Einheiten (units)
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