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1 Einleitung

1.1 Transport von organischen Kationen in der Niere

Organische Kationen sind organische Verbindungen, die permanent oder transient positiv
geladen sind, also netto eine oder mehrere positive Ladungen tragen. Der Ladungszustand von
transient geladenen organischen Verbindungen hingt meist vom pH-Wert des Mediums ab, in
dem sie gelost sind. Sie konnen deshalb sowohl kationisch (positiv geladen) als auch
anionisch (negativ geladen) vorliegen. Viele toxische Substanzen wie zum Beispiel Paraquat
und 1-Methyl-4-Phenylpyridinium und etwa fiinfzig Prozent der in der Klinik gebrauchlichen
Medikamente sind polare organische Verbindungen mit einem pK-Wert zwischen acht und
zwolf, die bei physiologischem pH-Wert iiberwiegend in protonierter Form als Kationen
vorliegen. Zu diesen Medikamenten z&hlen Antiarrhythmika wie Chinidin und Lidocain,
Antihistamine  wie  Cimetidin,  Analgetika wie = Morphin und  Methadon,
Skelettmuskelrelaxantien wie Tubocurarin, sowie -adrenerge Blocker. Die im menschlichen
Korper vorkommenden (endogenen) kationischen Substanzen sind ebenso vielfiltig; es seien
Cholin, Dopamin, Serotonin, Noradrenalin, Histamin, Acetylcholin und N-Methylnikotinamid
(NMN) genannt. Neben der endogenen Bildung dieser biologisch hoch wirksamen —
essentiellen oder toxischen — organischen Kationen im Korper, der Aufnahme durch den
Diinndarm, dem Abbau in der Leber und der Ausscheidung durch Diinndarm und Leber, sind
die Ausscheidung und auch die Wiederauftnahme der organischen Kationen durch die Nieren
von grofler Bedeutung fiir thre Homoostase (Roch-Ramel et al. 1992; Koepsell 1998; Zhang et al.
1998).

Die Nieren haben hauptsidchlich die Aufgabe, fiir den Korper giftige Substanzen und
Abbauprodukte auszuscheiden, niitzliche Néhrstoffe und Bausteine wie zum Beispiel Glukose
und Aminosduren zuriickzuhalten und das extrazelluldre Fliissigkeitsvolumen sowie den
Elektrolyt-Haushalt zu regulieren (Seldin und Giebisch 1992). Zur Vermeidung von libermifligen
Nahrstoff-, Fliissigkeits- und Elektrolytverlusten wird der Harn bei seiner Passage durch die
Tubuli der Nieren stark aufkonzentriert. Um die Nierenfunktion aufrecht zu erhalten, sind die
renalen Biirstensaum- oder Epithelialzellen mit einer Vielzahl von Ionenkanélen sowie
aktiven und passiven Transportern ausgestattet. Die benotigte Energie wird durch die Na/K-
ATPase bereitgestellt (Fendler et al. 1985; Jorgensen 1986; Doucet 1988). Einen Uberblick iiber

Transportvorgénge in der Niere findet man unter anderem bei Ullrich und Greger 1985; Pritchard
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und Miller 1992; Roch-Ramel et al 1992. Besonderes Augenmerk auf den Transport von
organischen Kationen richten folgende Ubersichtsartikel: Wright 1996; Pritchard und Miller 1997;
Zhang et al. 1998; Koepsell et al. 1999; Burckhardt und Wolff 2000; Inui et al. 2000. Den strukturellen
Anforderungen an die transportierten Substrate widmet sich der Artikel Ullrich 1997.

Kationisch und anionisch vorliegende Metabolite, Medikamente und Gifte konnen auf zwei
Wegen von den Nieren ausgeschieden oder zuriickgewonnen werden: zum einen durch
Ultrafiltration in den Glomeruli, zum anderen durch Sekretion und Reabsorption in den
Nierentubuli. Um durch die Filtrationsbarriere in das Ultrafiltrat zu gelangen, miissen die
organischen Ionen hydrophil sein und diirfen nicht an Plasmaproteine gebunden sein (Zhang et
al. 1998). Die Sekretion und Reabsorption findet vor allem durch die Epithelialzellen der
proximalen Nierentubuli statt, in geringerem Male auch in den distalen Tubuli und den
Sammelrohren (Acara und Rennick 1973; Acara et al. 1979; McKinney 1982; Schali et al. 1983; Bevan und
Kinne 1990). Zu diesem Zweck exprimieren die Epithelialzellen verschiedene Typen von
primdr aktiven und passiven Transportproteinen, die in der Basolateral- und der
Luminalmembran lokalisiert sind. Im Falle der Sekretion miissen die organischen Ionen dabei
zundchst vom Blut {iber die Basolateralmembran in die Epithelialzellen gelangen und von dort
iber die apikale Luminal- oder Biirstensaummembran ins Tubuluslumen abgegeben werden,
bei der Reabsorption ist der Weg umgekehrt.

Das klassische System des Kationentransports in der Niere wurde erstmals 1947 von Sperber
und von Rennick am Huhn beschrieben (Rennick et al. 1947; Sperber 1947). In den folgenden
Jahren wurde eine Vielzahl von Untersuchungen an verschiedenen Spezies gemacht, die den
Transport von organischen Ionen in der Niere, der Leber und im Darm betreffen. Als
Modellsubstrate dienten unter anderem Tetraethylammonium (TEA) (Rennick et al. 1947), N-
Methylnikotinamid (Peters 1960), Cholin (Acara und Rennick 1973), Chinin (Rennick 1981), 1-
Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP) und Katecholamine (Quebbemann und Rennick 1968). Zur
Anwendung kamen experimentelle Techniken wie die Sperber-Technik (Sperber 1946), in vivo
und in vitro Durchflussmessungen (clearance techniques) an intaktem Gewebe (Ullrich et al.
1966; Ullrich und Greger 1985; Levinsky und Lieberthal 1992), Mikroperfusions- und -
punktionstechniken sowie ,,stop-flow*-Techniken, (Frick et al. 1965; Ullrich et al. 1966; Velazquez
und Wright 1992), Gewebeschnitte (Holm 1977), primére Zellkulturen wie LLC-PK; (Hull et al.
1976) und Vesikelpraparationen von luminalen und basolateralen Membranen (Inui et al. 1985).

Fiir viele dieser Experimente wurden radioaktiv markierte Substanzen verwendet.
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1980 stellten Holohan und Ross auf | |pterstitium Lumen
Grund von kinetischen Studien an romy ocC’

isolierten und aufgereinigten Vesikeln oc’ @ H*
von Biirstensaum- und H*
Basolateralmembranen aus der Na’
Hundeniere unter Benutzung von PH 7.4 pH 7,2 PH 6,7

radioaktiv markiertem NMN ein im Abb. 1.1-1

Transport von organischen
Grunde heute noch giiltiges Modell auf; Kationen in einer renalen Biirstensaumzelle. OCT:
> diffusionserleichterndes Transportsystem fur

wonach verschiedene organische organische Kationen; OC": organisches Kation.

Kationen (unter anderem NMN und TEA) in zwei Schritten von der Niere ausgeschieden
werden (Holohan und Ross 1980; Holohan und Ross 1981). Ein basolateral lokalisiertes
polyspezifisches Transportsystem erleichtert die Diffusion der organischen Kationen aus dem
Blut in die Epthelialzellen (sieche Abb. 1.1-1). Der Transport ist elektrogen und nutzt das
negative Potenzial von —70 mV im Innern der Zellen als treibende Kraft aus. Vom
Zellinneren aus gelangen die Kationen durch einen sekundir aktiven Transportmechanismus
gegen das Membranpotenzial der Biirstensaummembran ins Tubuluslumen, entweder im
Austausch gegen ein anderes organisches Kation oder gegen ein Proton. Der notwendige
Protonengradient vom Urin (pH 6,7) zum Zytoplasma (pH 7,2) fiir den Betrieb eines
Organische-Kationen/Protonen-Austauschers wird von einem luminalen Natrium/Protonen-
Austauscher bereitgestellt (Holohan und Ross 1981), der in mehreren Isoformen im
Nierengewebe vorkommt (Orlowski et al. 1992).

Die renalen Biirstensaumzellen kdnnen auch eine Reabsorption von organischen Kationen
vermitteln, obwohl bei vielen Substanzen eine Nettosekretion vorliegt (Zhang et al. 1998).
Insbesondere fiir Cholin wurde ein bidirektionaler Transport gefunden (Acara und Rennick 1973;
Acara 1975; Acara et al 1979). Die Richtung des Cholintransports ist von seiner freien
Konzentration im Plasma und im Urin abhéngig: bei Plasmakonzentrationen unter ~100 uM
wird eine Nettoabsorption und bei Konzentrationen iiber ~100 pM eine Nettosekretion
beobachtet (Besseghir ef al. 1981). Da die freie Plasmakonzentration von Cholin in der Ratte,
dem Kaninchen und dem Menschen in der Regel ~25 uM nicht tiberschreitet (Bligh 1952;

Besseghir et al. 1981), wird Cholin in den proximalen Tubuli normalerweise reabsorbiert.
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1.2 Renale Membrantransporter fiir organische Kationen

Das urspriinglich von Holohan und Ross vorgeschlagene zweischrittige Transportsystem
wurde durch zahlreiche nachfolgende Arbeiten gestiitzt und erweitert. Kinetische und
substratspezifische Unterschiede wiesen auf mindestens zwei basolaterale Transporter hin, die
sattigbar, elektrogen und unabhéngig von Natrium- oder Protonengradienten sind (Besseghir et
al. 1990; Besseghir et al. 1990; Sokol und McKinney 1990). Neben einem diffusionserleichternden
elektrogenen Transporter mit breiter Substratspezifitit (Takano et al. 1984; Sokol und McKinney
1990; Katsura et al. 1993) wurden auch Anzeichen fiir einen davon verschiedenen Transporter
fiir Paraquat gefunden (Groves et al. 1995). Auf Grund von Transstimulationsexperimenten
wurde auBlerdem die Existenz eines basolateralen Austauschers fiir organische Kationen
(OC"/OC"-Austauscher) vorgeschlagen (Holohan und Ross 1980; Sokol und McKinney 1990; Dantzler et
al. 1991). Moglicherweise ist dieser Austauscher identisch mit dem oben genannten
elektrogenen Transporter und reprasentiert lediglich einen anderen Arbeitsmodus von diesem
(Sokol und McKinney 1990).

Auf luminaler Seite wurden mindestens fiinf Transportertypen postuliert. Darunter sind drei
Systeme fiir den Auswirtstransport der organischen Kationen entgegen dem elektrischen
Membranpotenzial ~ verantwortlich,  ndmlich  zwei  verschiedene = Organische-
Kationen/Protonen-Austauscher und P-Glycoprotein (auch multidrug-resistance transporter
oder MDR-Transporter genannt). Der eine Austauscher ist selektiv fiir TEA und NMN und
wurde schon vielfach beschrieben (Holohan und Ross 1980; Holohan und Ross 1981; Inui et al. 1985;
Rafizadeh et al. 1986; Dantzler et al. 1989; David et al. 1995). Der andere ist selektiv fiir Guanidin und
transportiert weder TEA noch NMN (Miyamoto et al. 1989; Chun et al. 1997). Beide Austauscher
werden durch den iiber der Plasmamembran herrschenden pH-Gradienten getrieben (pH 7,2
intrazelluldir und pH 6,7 im Urin). Das Adenosin-Triphosphat (ATP) hydrolysierende P-
Glycoprotein spielt bei der Ausscheidung von relativ hydrophoben organischen Kationen eine
Rolle (Ford und Hait 1990; Homolya et al. 1993; Dutt et al. 1994; Dudley und Brown 1996). Zwei luminale
Systeme, die in Biirstensaumvesikeln von der Kaninchenniere gefunden wurden, dienen
wahrscheinlich der Reabsorption von organischen Kationen. Das eine System wird durch
Zugabe von ATP stimuliert und transportiert TEA (McKinney und Hosford 1993), das andere
System ist ein spezifischer elektrogener Transporter fiir Cholin und analoge Substanzen (Wright
et al. 1992; Ullrich und Rumrich 1996). Dieser Transporter ist auf luminaler Seite vermutlich

hauptverantwortlich fiir die Nettoreabsorption von Cholin.
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Neben dem transepithelialen Transport kann in den proximalen Tubuluszellen auch eine
Anreicherung von organischen Kationen stattfinden, die durch das negative intrazelluldre
Potenzial beglinstigt wird. Dariiber hinaus besitzen intrazellulire Organellen der
Epithelialzellen die Fahigkeit, organische Kationen zu transportieren und anzuhdufen (Pritchard
und Miller 1996). Es wurde eine ATP-abhidngige Anreicherung von TEA in Endosomen
beobachtet, die um das Zehn- bis Fiinfzehnfache {iber dem erwarteten Wert liegt, der bei
passivem Transport durch das elektrochemische Potenzial von TEA gegeben ist (Pritchard et al.
1994). Welche Rolle die Speicherung der organischen Kationen fiir das gesamte
Transportsystem spielt, ist noch nicht klar. Die Existenz eines exozytotischen
Sekretionsweges wire vorstellbar.

Mit der Erweiterung des Methodenspektrums um  molekularbiologische und
immunohistochemische Methoden wurden die Grundlagen zum Verstindnis der
Transportvorgidnge auf molekularer Ebene gelegt. Ein entscheidender Durchbruch gelang
Koepsell und Mitarbeitern 1994 mit der Klonierung des Transporters fiir organische
Kationen 1 aus der Rattenniere (rOCT1) (Grundemann et al. 1994), dem ersten Vertreter einer
schnell wachsenden Familie von Membranproteinen. Sie benutzten dabei die Methode der
funktionellen Expressionsklonierung in Xenopus-Oozyten. Inzwischen wurden mittels
Homologie-Klonierung iiber dreilig weitere Mitglieder dieser Familie aus verschiedenen
Spezies wie Ratte, Maus, Mensch, Kaninchen, Schwein und Flunder sowie aus den
Invertebraten Drosophila melanogaster und Caenoraphditis elegans geklont. Eine aktuelle
Zusammenstellung findet man beispielsweise bei (Zhang et al. 1998; Koepsell et al. 1999; Burckhardt
und Wolff 2000). Northern-blot-Analysen zeigten, dass sich das Vorkommen der
Transportproteine nicht nur auf die Nieren, den Diinndarm und die Leber beschréinkt, sondern
dass sie auch in der Plazenta (Kekuda et al. 1998), dem Gehirn (Koepsell 1998), dem Auge (Rajan et
al. 2000) und anderen Geweben exprimiert werden. Wichtige Vertreter der OCT-Familie sind
die eng mit OCT1 verwandten elektrogenen Transporter OCT2 und OCT3, der pH-abhéngige
Transporter OCTNI1 und der natriumabhingige Transporter OCTN2 sowie die Transporter fiir
organische Anionen OATI1, OAT2 und OAT3.

Die Klonierung von Transportproteinen fiir organische Kationen ermdglichte ihre gezielte
heterologe Expression in Xenopus-Oozyten (Grundemann et al. 1994) und in Sédugerzellkulturen
zur detaillierten Untersuchung mit Hilfe moderner biophysikalischer Methoden wie der
Fluorimetrie (Mehrens et al 2000) oder im Falle der elektrogenen Transporter mittels

elektrophysiologischer Messungen (Busch et al. 1996; Nagel et al. 1997). Funktionelle Studien an
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rOCT1 nach heterologer Expression in Xenopus-Oozyten und in HEK293-Zellen mit
radioaktiv markierten Substanzen und mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme haben
gezeigt, dass organische Kationen wie TEA, Cholin, Dopamin, NMN und MPP von rOCT1
und rOCT?2 transportiert werden (Grundemann et al. 1994; Busch et al. 1996; Nagel et al. 1997; Arndt et
al. 2001). Dieser Transport ist sittigbar, unabhdngig von Natrium- und pH-Gradienten und
durch Chinin hemmbar. Eine weitergehende Charakterisierung dieser Proteine ist notwendig,

um ihre Rolle bei Transportvorgéngen in der Niere aufzukliren.
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1.3 Der Transporter fiir organische Kationen rOCT2

Nachdem 1994 der genetische Code des polyspezifischen Transporters fiir organische
Kationen rOCT1 durch funktionelle Expressionsklonierung in Xenopus-Oozyten entschliisselt
worden war (Grundemann et al. 1994), konnte zwei Jahre spéter in der Rattenniere rOCT2, ein
weiterer Vertreter der OCT-Familie, mittels Homologie-Klonierung isoliert werden (Busch et
al. 1996; Okuda et al. 1996, Genbank-Eintrige X98334 und D83044). Die isolierte cDNA von
rOCT2 besteht aus 2205 Basenpaaren und kodiert ein Protein aus 593 Aminosduren mit
67 Prozent Sequenziibereinstimmung zu rOCT1 (Okuda et al. 1996) und 81 Prozent zu hOCT?2
(Gorboulev et al. 1997). Laut Hydrophobizitdtsanalyse werden zwolf Transmembranhelizes
vorhergesagt mit zytoplasmatisch liegenden N- und C-terminalen Enden und einer grof3en
hydrophilen Schleife zwischen den Transmembrandoménen 1 und 2. Das Protein besitzt zwei
mogliche N-Glykosylierungsstellen, zwei mdogliche Phosphorylierungsstellen fiir die
Proteinkinase C, eine fiir die Proteinkinase A und sechs fiir die Caseinkinase II (Arndt 2000).
Im Gegensatz zu rOCT1 und hOCT2 beschrinkt sich das Vorkommen von rOCT2
wahrscheinlich ausschlieflich auf die Niere. Eine Gruppe fand jedoch unter Anwendung der
reversen  Transskriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) auch in einzelnen
Gehirnregionen mRNA von rOCT2 (Grundemann et al 1997). Die zur Bestimmung der
physiologischen Rolle des Transporters wichtige Lokalisation im Nierengewebe war lange
Zeit unklar. Man kam zu widerspriichlichen Ergebnissen, die entweder auf eine Expression in
der Basolateralmembran (Okuda et al 1996) oder in der Apikalmembran hindeuteten
(Grundemann et al. 1997). Die exakte Lokalisation konnte erst kiirzlich unter Anwendung von In-
situ-Hybridisierungstechniken, = immunohistochemischen =~ Methoden und konfokaler
Mikroskopie mit einiger Sicherheit bestimmt werden (Urakami et al. 1998; Karbach et al. 2000;
Sugawara-Yokoo et al. 2000; Sweet et al 2000). Demnach wird rOCT2 hauptsidchlich in den
Segmenten S2 und S3 der proximalen Nierentubuli exprimiert, und zwar ausschlieBlich
basolateral und nicht luminal. Im Gegensatz zu rOCT1 und rOCT3 wurden bei rOCT2 neulich
auch geschlechtsspezifische Unterschiede in der Expression festgestellt. Die Expression von
rOCT2 in den Nieren ist bei médnnlichen Ratten signifikant hoher als bei weiblichen (Urakami et
al. 1999) und lasst sich durch Zugabe von Testosteron stimulieren (Urakami et al. 2000).

Eine erste funktionelle Charakterisierung von rOCT2 wurde nach heterologer Expression in
Xenopus-Oozyten mit Hilfe von Flussmessungen mit radioaktiv markiertem TEA

durchgefiihrt (Okuda et al 1996). Die Autoren konnten zeigen, dass TEA von rOCT2
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unabhdngig vom extrazelluliren pH-Wert transportiert wird und dieser Transport durch
Cimetidin, Procainamid und Chinidin hemmbar ist. Im Gegensatz dazu fanden Griindemann
und Mitarbeiter 1997 einen pH-abhédngigen TEA-Transport durch rOCT2 nach Expression in
HEK293-Zellen (Grundemann et al. 1997). Trotz der fundierten Kenntnisse {iber die renalen
Transportsysteme flir organische Kationen, die bis Anfang der neunziger Jahre gesammelt
worden waren, gelang es nicht, rOCT2 eindeutig mit einem dieser Systeme zu identifizieren.
Detaillierte funktionelle Studien unter Anwendung differenzierter und weitentwickelter
Methoden sind notwendig, um die physiologische Rolle von rOCT2 zu bestimmen sowie

seine Funktionsweise auf molekularer Ebene zu verstehen.
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1.4 Das Xenopus-Expressionssystem

Ein geeignetes Expressionssystem filir funktionelle Studien an Transportern fiir organische
Kationen sollte hauptsdchlich folgende Eigenschaften aufweisen: Das Expressionssystem
sollte die Anwendung von elektrophysiologischen Untersuchungsmethoden grundsétzlich
ermoglichen, da beim Transport von organischen Kationen positive Ladung verschoben wird
und eine Strommessung somit einen direkten Nachweis flir den Transport darstellt. Um
geniligend hohe Strome zu messen, miissten die Transporter-Proteine nach der Biosynthese in
ausreichender Menge in die Plasmamembran der sie exprimierenden Zellen gelangen und dort
auch funktional sein. AuBlerdem sollte die endogene Aufnahme von organischen Kationen
sehr niedrig sein, um spezifische Effekte eindeutig dem heterolog exprimierten
Transportprotein zuordnen zu konnen.

Das Xenopus-Expressionssystem stellt ein etabliertes Expressionssystem fiir Funktionsstudien
von Membranproteinen wie Transportern, Kanédlen und Pumpen dar, welches die geforderten
Kriterien erfiillt (Marino 1996). Bei diesem System wird eine fiir ein zu exprimierendes
Fremdprotein kodierende Boten-Ribonukleinsdure (mRNA) in undifferenzierte, omnipotente
Eizellen injiziert, die weiblichen Krallenfroschen der Art Xenopus laevis entnommen wurden.
Dies wurde schon Anfang der siebziger Jahre erstmalig von Gurdon und Mitarbeitern (Gurdon
et al. 1971) durchgefiihrt. An Stelle von mRNA kann man auch DNA direkt in den Zellkern
injizieren. Das fremde Protein wird in beiden Fillen nach gewisser Zeit durch die iiberaus
leistungsfahige zelluldire Maschinerie in groBen Mengen prozessiert und in der lebenden Zelle
exprimiert.

Die Vorteile der Xenopus-Oozyte gegeniiber anderen Zellen sind vielfdltig. Thre
Translationskapazitit ist bedingt durch eine grofle Zahl an Ribosomen und Speicherproteinen
sehr hoch (Taylor et al. 1985; Soreq und Seidman 1992), so dass man schon bei sparsamem Einsatz
von mRNA hohe Proteinausbeuten erzielen kann. Schon die Injektion von 1 pg mRNA pro
Oozyte flihrt zu detektierbaren Mengen an Protein. Fiir elektrophysiologische Messungen
geniigen oft 5-10 ng mRNA, die in 20-50 nl Wasser verdiinnt in die Oozyten injiziert werden.
Die eingesetzte mRNA und die exprimierte Proteinmenge sind nicht unbedingt proportional,
eine Sattigung des Translationsapparates ist mit etwa 20 ng pro Oozyte erreicht (Colman 1984).
Nach einmaliger Injektion von mRNA kann iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen eine

Steigerung der Expression beobachtet werden.
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Ein weiterer Vorzug der Xenopus-Eizelle ist die Fahigkeit, posttranslationale Modifikationen
(Phosphorylierung, N-Glykosylierung, Hydroxylierung, Azetylierung) durchzufiihren und die
prozessierten Proteine in die richtigen Zellkompartimente zu befordern (Colman et al. 1984).
Auch oligomere Proteine werden korrekt zusammengesetzt (Sumikawa et al. 1981; Soreq 1985).
Diese Eigenschaften sind insbesondere fiir die funktionelle Expression von
Membranproteinen von grofiter Bedeutung (Sigel 1990).

Die Xenopus-Oozyte ist in der Lage, Fremdproteine aus einer Vielzahl von Spezies zu
exprimieren. Nicht nur Proteine von Vertebraten und Invertebraten, sondern auch pflanzliche
(Van der Donk 1975; Miller und Zhou 2000) sowie virale und sogar archaebakterielle Proteine wie
das Bacteriorhodopsin (Nagel et al 1995) wurden schon funktionell exprimiert. Hori und
Mitarbeiter konnten mittels Injektion von Poly(A)+ RNA aus der Rattenniere zeigen, dass
sich das Xenopus-Expressionssystem auch zum Studium von Transportern fiir organische
Kationen eignet (Hori et al. 1992). Mit diesem In-vivo-System konnen in Kombination mit
elektrophysiologischen Methoden wie der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme oder der
»patch clamp“-Technik besonders gut elektrogene Membranproteine wie zum Beispiel
Ionenkanéle und lonentransporter untersucht werden (Goldin 1991). So wurden die aus der
Ratte klonierten Transporter fiir organische Kationen 1 und 2 (rOCT1 und rOCT2) zuerst im
Xenopus-Expressionssystem exprimiert (Grundemann et al. 1994; Okuda et al. 1996).

Die Handhabung der Oozyten ist einfach. Bei ihrer Priparation und Lagerung sind keine
sterilen Bedingungen notwendig. Durch ihre GroBe von etwa 1 mm konnen leicht
Injektionskapillaren in die Zellen eingestochen werden, um Injektate wie RNA, DNA oder
second messenger zu verabreichen. Die Mdglichkeit, in eine Oozyte gleichzeitig ein oder
mehrere Mikroelektroden einzufiihren, ist ein unschitzbarer Vorteil fiir Funktionsstudien an
Membranproteinen wie lonenkanélen, Rezeptoren oder Transportproteinen. So kdnnen zum
Beispiel mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme und der ,,patch clamp*-Technik
elektrophysiologische Parameter wie Membranpotenzial, Membranleitfidhigkeit oder
Membrankapazitit gemessen und von Ionen verursachte elektrische Strome {iiber die

Plasmamembran detektiert werden.
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1.5 Elektrophysiologische Messmethoden

Elektrophysiologische Methoden sind zur Untersuchung von elektrogenen Membranproteinen
besonders geeignet. Mit der Messung von elektrischen Stromen kann der Transport von Ionen
oder die Verschiebung von elektrischer Ladung innerhalb eines Proteins direkt beobachtet
werden. Dabei wird ausgenutzt, dass eine biologische Membran selbst eine sehr geringe
Leitfdhigkeit besitzt. In biologischen Systemen werden zur Messung und Injektion von
elektrischen Stromen sowie zur Messung und Einstellung von Membranpotenzialen spezielle
Elektroden benoétigt, die eine Verbindung zwischen den intra- oder extrazelluldren
physiologischen Elektrolytlosungen einerseits und dem metallischen Leiter der Messapparatur
andererseits gewdhrleisten. Am besten dazu geeignet ist die Silber/Silberchlorid-Elektrode
(Ag/AgCl-Elektrode) in einem sie umgebenden chloridreichen Medium, weil das
Elektrodenpotenzial dieser Elektrode nur von der Aktivitit der in Losung befindlichen
Chloridionen abhéngig ist (Silber und Silberchlorid liegen als Festkorper vor). Physiologische
Badlosungen werden meist liber eine Salzbriicke mit einer solchen Elektrode niederohmig
verbunden. Ist der Zugang zur physiologischen Losung nicht ohne weiteres moglich, etwa bei
intrazelluldiren Messungen oder ,patch clamp“-Messungen, so verwendet man eine
sogenannte Glaspipettenelektrode, in der die Ag/AgCl-Elektrode von einer mit Elektrolyt
gefiillten Glaskapillare mit enger Offnung umgeben ist, so dass der Austausch zwischen
Elektrolyt und physiologischer Losung gering bleibt.

Bei der Ableitung elektrischer Signale von biologischen Membranen ist es wichtig, die
elektrischen Eigenschaften sdmtlicher Komponenten des gesamten Systems zu kennen. Es ist
hilfreich, sich diese anhand elektrischer Ersatzschaltbilder wie in Abb. 1.5—1 und Abb. 1.5-2
zu verdeutlichen. Die Plasmamembran einer Zelle hat neben einem geringen spezifischen
Widerstand eine nicht zu vernachldssigende Kapazitit (~1 pF/cm?) und reagiert deshalb
elektrisch wie ein RC-Glied. Die Zelle selbst hat meist ein negatives Membranpotenzial
(Ruhepotenzial), welches unter Energieaufwand aufrecht erhalten wird und sich wie eine
Spannungsquelle verhdlt. Die Elektroden besitzen endliche Zugriffswiderstinde, die zum
Beispiel fiir Messungen an Ionenkandlen wie CFTR mit relativ hohen elektrischen Stromen
von Bedeutung sind (Nagel ef al. 2001). An Grenzschichten unterschiedlich zusammengesetzter
Losungen (zum Beispiel zwischen Pipetten- und Badlosung) konnen, bedingt durch
unterschiedliche = Ionenbeweglichkeiten  der  einzelnen  Elektrolyte,  sogenannte

Ubergangspotenziale (liquid junction potentials) auftreten. SchlieBlich koénnen elektrogene
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Membranproteine selbst als variable (zum Beispiel durch Inhibitoren herabsetzbare)
Leitfahigkeiten fiir die von ihnen transportierten lonensorten gesehen werden. Das durch die
Nernstgleichung
Us=R-T-(z F)'-In{[S]-([ST]) '} (1)

mit der allgemeinen Gaskonstante R, der absoluten Temperatur T, der Valenz der
transportierten lonen z, der Faradaykonstante F sowie der extrazelluldren und intrazelluldren
Konzentration der Substrationen [ S |, und [ S ]; gegebene elektrochemische Potenzial Us der
transportierten Ionen stellt eine weitere, ionenspezifische Spannungsquelle dar.
Membrantransporter besitzen oft eine relativ geringe Leitfahigkeit, was zu ebenso geringen
Stromen fiihrt. In diesen Fillen ist es besonders wichtig, unspezifische Leitfdhigkeiten der
Plasmamembran, wie sie etwa durch endogene Ilonenkandle verursacht werden, zu

eliminieren.

1.5.1 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Eine sehr etablierte und einfach zu handhabende elektrophysiologische Methode ist die Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme (two-electrode voltage clamp oder kurz TEVC). Bei dieser
Technik wird die Leitfahigkeit einer biologischen Membran bestimmt, indem der iiber die
Membran flieBende elektrische Strom (Transmembranstrom) bei konstant gehaltenem
Membranpotenzial gemessen wird. Eine Messung in dieser Konfiguration ist gegeniiber der
Messung einer variablen Spannung bei konstantem Strom (Stromklemme oder current clamp)
aus folgenden Griinden von Vorteil. Zum einen wird die Funktion vieler Membranproteine
durch das Membranpotenzial beeinflusst oder sogar reguliert, so dass eine Messung bei
wohldefiniertem  Potenzial ~ wiinschenswert ist. Zum  anderen werden  bei
Spannungsénderungen viele im System befindliche Kapazititen wie die Membran- oder die
Pipettenkapazitit umgeladen, was zu einer Uberlagerung des eigentlichen Mess-Signals mit
den kapazitiven Stromen fiihrt.

Das Prinzip der Spannungsklemme besteht darin, dass ein Regelkreis das
Membranpotenzial Uy, iiber die Injektion von Strom durch eine Stromelektrode auf einem
konstanten Wert hélt, der sogenannten Kommando- oder Sollspannung. Aus der ersten
kirchhoffschen Regel (Ladungserhaltung) ergibt sich, dass der Pipettenstrom der
Stromelektrode vom Betrag her gleich dem gesamten Transmembranstrom ist. Durch
Aufzeichnung der zeitlichen Anderung des Pipettenstromes kann somit der sich ebenso
dndernde Transmembranstrom I(t) direkt bestimmt werden und schlieBlich iiber die

Beziehung
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G(t) = (Un) ' - I(t) (2)
auch die Membranleitfahigkeit G(t). Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an
Xenopus-Oozyten werden zwel ue
intrazellulire und ein bis zwei' sl
extrazellulire Elektroden benutzt. Ein
Ersatzschaltbild ist in Abb. 1.5-1

Spannungs- Strom-
elektrode elektrode

skizziert. Die extrazellulire Elektrode
wird als Badelektrode bezeichnet; sie
legt die extrazellulire Losung auf

Erdpotenzial und dient als Ableitung fiir

die 1iiber die Membran flieBenden Abb. 1.5-1 Ersatzschaltbild fir die Zwei-

Elektroden-Spannungsklemme. Das mit der

Strome. Die sogenannte¢ Spannungselekirode gemessene Membranpotenzial

L. . wird in einem Operationsverstarker mit der

Spannungselektrode wird in die Oozyte Sollspannung  Ugy  verglichen. Bei geklemmter

Spannung wird die Differenz mit einem durch die

Stromelektrode injizierten Strom ausgeglichen, der

zwischen dem Zytoplasma und der dem gesamten uber die Membran flieRenden Strom

entspricht. Ryg, Rig: Widerstande der Spannungs-

Badelektrode. Im Idealfall entspricht die und Stromelektrode; R,, C,: Membranwiderstand und
-kapazitat.

eingestochen und misst die Spannung

gemessene Spannung dem
Membranpotenzial, jedoch konnen Serienwiderstinde innerhalb der Zelle und an den
Elektroden (zum Beispiel Offnungswiderstand der Glaselektroden, Widerstand der
Salzbriicke), die als Spannungsteiler wirken, Abweichungen hervorrufen.
Ein Operationsverstarker vergleicht die gemessene Spannung mit der Sollspannung, verstirkt
die Differenz um einen Verstarkungsfaktor p und injiziert iiber die Stromelektrode einen dazu
proportionalen Strom in die Oozyte, um den gemessenen Potenzialunterschied wieder
auszugleichen (sieche Abb. 1.5-1). Es gilt folgende Beziehung zwischen geklemmter
Spannung und Sollspannung:

Usdemm = Uson - pK + (0K + 1) mit K =Ry, - (R + Ryg) ", (3)
wobei  Ugemm die gemessene Klemmspannung, Ugy die Sollspannung, p der
Verstiarkungsfaktor des Operationsverstirkers, R, der Membranwiderstand und Ryg der

Widerstand der Stromelektrode ist (Sherman-Gold 1993). Fiir eine gute Spannungsklemme sollte

! Falls relativ hohe elektrische Strome (> 10 pA) erwartet werden wie bei der Messung von Ionenkanilen,
miissen zwei Badelektroden verwendet werden, da sonst Fehler in der geklemmten Spannung wegen dem
Auftreten eines zusdtzlichen Serienwiderstandes entstehen. Im Falle der relativ kleinen Strome der Transporter

fiir organische Kationen (<1 pA) ist dieser Fehler vernachlissigbar und eine Badelektrode ausreichend.
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das Produkt pK moglichst grofl sein. Der Verstarkungsfaktor ist auf einen Wert zwischen
10% und 10° begrenzt, da es bei hoheren Werten zu Oszillationen im Regelkreis kommen
kann. Der Wert von K sollte mindestens 0,1 betragen. Dazu ist ein geringer Widerstand der
Stromelektrode  wiinschenswert. Man kann diesen erzielen, indem man den
Offnungsdurchmesser der Glaspipette mdoglichst gro macht. In der Praxis sollte Ryg
zwischen 0,5 und 1 MQ liegen. Daraus ergibt sich mit Gleichung (2), dass die Leitfdhigkeit
der Oozytenmembran 20 uS nicht iiberschreiten sollte. Dies fiihrt bei einer Klemmspannung
von 40 mV zu einem Strom von —800 nA. Bei der Expression von Transportern fiir
organische Kationen wird dieser Wert in der Regel nicht {berschritten, wenn die
Abdichtwiderstinde an den intrazelluldren Elektroden hoch sind und die Plasmamembran der
Eizelle noch intakt ist. Man spricht dann von einer ,,dichten* Oozyte.

Eine weitere wichtige Grofle der Spannungsklemme ist die Zeitkonstante, mit der das System
auf eine Anderung der Sollspannung oder der Membranleitfihigkeit reagiert. Die Kenntnis
dieser ist bei der Aufnahme von Strom-Spannungs-Kennlinien unter Verwendung von
Spannungsprotokollen mit schnellen Pulsen zu verschiedenen Membranpotenzialen wichtig
und insbesondere bei zeitaufgelosten Messungen von Nicht-Gleichgewichtszustinden von
entscheidender Bedeutung. Neben dem Widerstand der Stromelektrode und dem
Verstiarkungsfaktor ist vor allem die Membrankapazitit C,, der Oozyte ein zeitlich
limitierender Faktor, da Anderungen im Membranpotenzial zunichst zu einem Umladen der
relativ groBen Membrankapazitit fiihren, bevor sich ein stabiles Potenzial aufbaut. Der
Umladungsvorgang kann mit einer exponentiellen Funktion beschrieben werden, deren
Zeitkonstante T durch den folgenden Ausdruck gegeben ist:

T=Rip Cm-p (4)

Mit den fiir ein ,,voltage clamp“-Experiment mit einer Xenopus-Oozyte typischen Werten
Rip=1MQ, Cp,=220nF und p = 10° erhilt man T = 220 us. Dieser Wert ist fiir die in dieser
Arbeit  durchgefiihrten Experimente mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

vernachlissigbar gering.

1.5.2 Die ,,giant patch clamp“-Technik

Will man die Funktion von Membranproteinen im Detail studieren, sind wohl definierte
Versuchsbedingungen unverzichtbar. Die ,,patch clamp“-Technik, eine mit der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme verwandte elektrophysiologische Messmethode, gewihrleistet

durch die elektrische Isolierung und freie Zuginglichkeit eines Membranstiickes (membrane
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patch) eine gute Kontrolle {iber die Versuchsparameter. Dies wurde erstmals 1981 von Hamill
et al. in einer viel beachteten Arbeit demonstriert (Hamill et al 1981). Mit einer sogenannten
Patchpipette, die Strom- und Spannungselektrode in einem ist, kdnnen in Kontakt mit der
Plasmamembran einer Oozyte Abdichtwiderstinde von 1 bis 10 GQ erreicht werden. Da
dieser Kontakt auch mechanisch relativ stabil ist, kann das von der Pipettendffnung
umgrenzte Membranstiick aus der Plasmamembran herausgerissen werden und man erhilt
einen freien Membranpatch (excised membrane patch), dessen zytoplasmatische Seite fiir die
Applikation von Badlosungen direkt zugénglich ist. Man nennt diese Messkonfiguration
»inside out“-Konfiguration (kurz ,,i/o“-Konfiguration). Dariiber hinaus treten in freien
Patchen seltener von endogenen mechanosensitiven lonenkandlen (Methfessel et al 1986)
verursachte Hintergrundstrome auf.

Man kann einen freien Membranpatch auch auf eine zweite Weise priparieren, indem der
Patch unter der Pipette noch im Kontakt mit der Zelloberfliche durchbrochen wird und sich
beim Abziehen mit umgekehrter Orientierung neu bildet. Man spricht dann von der
,outside out“-Konfiguration (,,0/0“-Konfiguration). Durch geeignete Pipetten- und
Badlosungen hat man die Kontrolle {iber beide Seiten der Plasmamembran.

Die ,patch clamp“-Technik beruht wie die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme auf der
Messung des Transmembranstromes bei gleichzeitiger Klemmung auf ein definiertes
Potenzial. Bei der ,patch clamp*“-Technik erfolgt die Spannungsmessung und die
Strominjektion jedoch mit ein und derselben Elektrode. Der dazu normalerweise verwendete
Regelkreis ist in Abb. 1.5-2 skizziert. Ahnlich wie bei der Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme wird auch hier in einem Operationsverstirker die Differenz zwischen der

Sollspannung und der
Pipettenspannung bestimmt. Der mSet;::"r;g
Eingangswiderstand des >_. 4
Operationsverstirkers ist dabei so
hoch, dass die Messung praktisch /. Patch- oU

: .. membran soll
stromlos erfolgt. Die Riickkopplung R o
erfolgt iber einen " 1

Riickkopplungswiderstand Ry, s0 app. 1.5-2  Ersatzschaltbild fiir die ,patch clamp®-
Technik. Uber den Riickkopplungswiderstand R; fliet ein
Strom, der die Differenz zwischen Pipettenspannung Uy,
Spannungsdifferenz in die Pipette und Sollspannung Usq ausgleicht. Die dabei an Ry

abfallende Spannung ist proportional zum
flieBende Strom Zu einem Transmembranstrom.

dass der zum Ausgleich der
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Spannungsabfall an Ry fiihrt, der iiber einen zweiten Operationsverstirker mit der
Sollspannung verglichen werden kann. Da der zunichst unbekannte Pipettenstrom in eine
messbare Spannung transformiert wird, spricht man auch von einem Strom-Spannungs-
Konverter.

Neben der freien Zuginglichkeit der Membran sind gute elektrische Eigenschaften ein
weiterer Vorteil der ,,patch clamp“-Technik. Voraussetzung dafiir ist allerdings ein hoher
Abdichtwiderstand von iliber 1 GQ, weil sonst Kurzschluss- oder Leckstrome zwischen
Pipetten- und Badlosung ein erhebliches thermisches Rauschen verursachen. Der relativ
geringe Pipettenwiderstand von unter 1 MQ erlaubt eine schnelle Spannungsklemme, die
vorteilhaft fiir die Applikation von kurzen Spannungspulsen ist. Der limitierende Faktor ist
hierbei die Pipettenkapazitit, die fiir zeitaufgeloste Messungen verringert und kompensiert
werden muss.

Die Untersuchung von elektrogenen Membrantransportern macht die Préparation von
besonders grolen Membranpatchen erforderlich. Im Gegensatz zu Ionenkanélen ist die von
einem einzelnen Transporter translozierte Ladungsmenge pro Zeit mit einer Umsatzrate
zwischen 1und 10°s™" viel zu gering fiir Einzelmolekiil-Messungen. Selbst bei
konventionellen Makropatchmessungen mit Patchpipettendurchmessern von bis zu 12 pm und
ist das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der ,makroskopischen Stréme von mehreren
Transporterproteinen noch zu schlecht. Deshalb werden bei der sogenannten ,,giant patch
clamp*“-Technik Patchpipetten mit Offnungsdurchmessern von 20-30 um verwendet, mit
denen man ,Riesen“-Membranstiicke (giant excised membrane patches) mit einer
Membrankapazitit von 2-15 pF und mehreren tausend Transportern isolieren kann (Hilgemann
1989; Hilgemann und Lu 1998). Die mit dieser Methode aufgezeichneten Strome liegen meistens

im Bereich von 1-100 pA.

1.5.3 Die amperometrische Spannungsklemme

Die bisher beschriebenen elektrophysiologischen Messmethoden beruhen auf einer direkten
Messung von elektrischem Strom. Mit ihnen kann lediglich der gesamte Transmembranstrom
aufgezeichnet werden, der sich aus der Summe aller in einer bestimmten Zeit durch eine
Membranfliche gehenden positiven und negativen Ladungstriger zusammensetzt. Bei der
Durchfiihrung und Analyse von nicht-zeitaufgelosten Transstimulationsexperimenten ist es
jedoch erforderlich, die Fliisse einzelner lonensorten iiber die Membran zu unterscheiden. Die

Erweiterung der elektrophysiologischen Messmethoden um eine ionenselektive Methode ist
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daher wiinschenswert. Man kann dazu die Transportfahigkeit von rOCT fiir Dopamin und
andere Katecholamine ausnutzen (Busch et al 1996). Diese konnen ndmlich an einer
Carbonfaser-Elektrode bei +0,55 V bis +0,7 V gegeniiber einer Ag/AgCl-Elektrode selektiv
oxidiert werden. Schon Ende der siebziger Jahre verwendeten Gonon et al. eine Carbonfaser-
Elektrode, um die Freisetzung von Dopamin in vivo an narkotisierten Ratten elektrochemisch
zu untersuchen (Gonon et al. 1978; Armstrong-lames und Millar 1979; Gonon et al. 1980). Mittlerweile
ist die Methode der Amperometrie, das heifit die elektrochemische Messung von Redox-
Stromen mittels einer Carbonfaser-Elektrode, insbesondere in der Hirnforschung weit
verbreitet. Die vielseitige Verwendbarkeit und einfache Handhabung der Carbonfaser-
Elektroden erdffnet ihnen sehr breites Anwendungsfeld. Mit Hilfe von speziellen
Beschichtungen der Elektrodenoberfliche kann die Selektivitdt einer Carbonfaser-Elektrode
erheblich gesteigert und den jeweiligen Anforderungen angepasst werden. In der zyklischen
Voltametrie konnen durch zeitliche Modulationen des Elektrodenpotenzials zusitzliche
Informationen gewonnen werden.

Die Auswahl geeigneter Stoffe fiir einen direkten Nachweis mittels Amperometrie wird in
wissrigen Medien und physiologischen Losungen durch das Redox-Potenzial von Wasser bei
+1V (gegen eine Ag/AgCl-Referenz-Elektrode) und das von Sauerstoff bei —0,5V
beschriankt. Die leichte Oxidierbarkeit von Katecholaminen (Dopamin, Adrenalin und
Noradrenalin), Indolaminen (Serotonin, Melatonin und ihre primidren Abbauprodukte),
Ascorbinsdure und Eisen(Il) bei Redox-Potenzialen unter +1 V ermoglicht ihre problemlose
elektrochemische Detektion in physiologischen Losungen. Die Empfindlichkeit des
Nachweises ist sehr hoch: So kann Dopamin beispielsweise noch in Konzentrationen von
0,2nM und Eisen(Il) in 5 nM nachgewiesen werden. Beschichtet man eine Carbonfaser-
Elektrode mit spezifischen Enzymen, lassen sich indirekt auch viele weiter Substanzen wie
zum Beispiel Neurotransmitter, Glukose, Cholin und reduziertes Glutathion {iber
Nebenprodukte der enzymatischen Reaktionen nachweisen.

Eine fiir diese Arbeit entwickelte spezielle Anwendung der Amperometrie ist die
amperometrische Spannungsklemme. Sie dient zur simultanen Messung des Dopamin-
Ausflusses und des elektrischen Transmembranstromes einer in der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme befindlichen, rOCT2 exprimierenden und meist mit Dopamin
vorbeladenen Xenopus-Oozyte. Hierbei wird eine Carbonfaser-Elektrode in direkten Kontakt
mit der Zelloberfliche der spannungsgeklemmten Eizelle gebracht. Der Ausstrom von
Dopamin kann mit dieser Methode bei verschiedenen Membranpotenzialen und in

Abhingigkeit von zugefiihrten Substraten und Hemmstoffen gemessen werden.
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Die 1994 gegliickte Klonierung des Transporters fiir organische Kationen rOCT1 und die
darauf folgende Isolierung weiterer homologer Klone der OCT-Familie eroffnete neue
Moglichkeiten, um die Transportsysteme der Niere auf molekularer Ebene zu erforschen.

Das Ziel dieser Arbeit war die detaillierte elektrophysiologische Charakterisierung von einem
Transporter der OCT-Familie als Modellsystem fiir den Transport von organischen Kationen.
Wenn moglich, sollte auf Grund der gewonnenen Ergebnisse ein erstes Transportmodell
aufgestellt werden, um zur Aufkldrung der zu Grunde liegenden Transportmechanismen
beizutragen. Mit Hilfe der konventionellen Zwei-Elektroden-Spannungsklemme und der fiir
differenzierte Studien besonders geeigneten ,,patch clamp*“-Technik sollten kinetische Studien
mit spezifischen Modell-Substraten und -Inhibitoren durchgefiihrt werden. Als Studienobjekt
wurde der aus der Rattenniere klonierte Transporter fiir organische Kationen rOCT2
ausgewdhlt, weil dieser in Vorversuchen nach Expression in Xenopus-Oozyten gegeniiber
rOCT1 deutlich hohere elektrische Strome gezeigt hatte.

Wegen der in der Literatur diskutierten unklaren physiologischen Rolle von rOCT2 wurde im
Laufe der Arbeit das Augenmerk verstarkt der Richtung des Stofftransports bei Cis- und bei
Transstimulation zugewendet. Als weitere Aufgabenstellung kam deshalb die Entwicklung
der amperometrischen Spannungsklemme als eine geeignete Methode zur Beobachtung von

Substratfliissen bei geklemmtem Membranpotenzial hinzu.



2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmaterialien und Gerate

Die fiir diese Arbeit benutzten Gerdte und Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle I und die
verwendeten Chemikalien und Enzyme in Tabelle I aufgefiihrt. Die in Tabelle III
aufgelisteten Computerprogramme zur Experimentsteuerung und Datenerfassung wurden auf
Arbeitsplatzrechnern unter MS-DOS und die Programme zur Datenauswertung unter
Microsoft Windows 98 installiert. In Abb. 2.1-1 werden Strukturformeln fiir einige der

verwendeten Modellsubstrate und -hemmstoffe gezeigt.

Tabelle |. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Binokular Wild M3Z Wild, Heerbrugg, Schweiz
Carbonfaser-Elektroden CFN30-1000 World Precision Instruments, Sarasota, USA
Carbonfaser-Verstarker Micro C World Precision Instruments, Sarasota, USA
CCD-s/w-Kamera CCD-IRIS Sony, Tokyo, Japan

FrequenZfilter AP 255-S Telemeter Elektronic, Donauwdrth
FrequenZfilter Modell 3323 Krohn-Hite, Avon, USA

Kaltlichtquelle KL1500 Schott, Mainz

Mikroinjektionspipetten 3-00-203-G/X Drummond Scientific, Broomall, PA, USA
Mikroinjektionspumpe Drummond Nanoject Drummond Scientific, Broomall, PA, USA
Mikromanipulator, fein MM-203 Narishige Scientific Instr., Tokyo, Japan
Mikromanipulator, grob Mikromanipulator M1 H. Saur, Reutlingen

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena

Osmometer Mikro-Osmometer Knauer, Berlin

Oszilloskop HM 208 Hameg, Frankfurt

Patchpipetten Borosilikat N-51A Drummond Scientific, Broomall, PA, USA
"patch clamp"-Verstarker  Axopatch 200B Axon Instruments, Union City, USA

"patch clamp"-Verstarker EPC 7 List Medical, Darmstadt

Petrischalen mit Nocken 35,0/10 MM Greiner Labortechnik, Frickenhausen
pH-Meter Piccolo plus Hanna Instruments, Kehl

Pipetten Finnpipette Labsystems, Frankfurt

Pipettenschleifgerat Modell 48000 World Precision Instruments, Sarasota, USA
Pipettenziehgerat PP-83 Narishige Scientific Instr., Tokyo, Japan
Pipettenziehgerat Eigenbau Werkstatt des MPI fur Biophysik, Frankfurt
Vakuum-Pumpsystem BVC 21 Vacuubrand, Wertheim

Ventile mit Steuerung Valve Driver General Valve, Fairfield, NJ, USA

"voltage clamp"-Pipetten  Borosilikat GC150-15 Harvard Apparatus, Edenbridge, UK
"voltage clamp"-Verstarker Turbo TEC-05 npi electronic, Tamm

y-t-Schreiber BD112 Kipp & Zonen, Delft, Niederlande
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Tabelle Il. Chemikalien und Enzyme

Name Hersteller
2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsgure (MES) Sigma, Deisenhofen
3-Aminobenzoesaure-Ethylester-Methansulfonat (Tricain) Fluka, Neu-Ulm
3-Hydroxy-Tyraminhydrochlorid (Dopaminhydrochlorid) Fluka, Neu-Ulm
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) Sigma, Deisenhofen
a-Tocopherolacetat (Vitamin-E-Acetat) Sigma, Deisenhofen
Bariumchlorid Merck, Darmstadt
Cadmiumchlorid Sigma, Deisenhofen
Chininhydrochlorid Fluka, Neu-Ulm
Cholinchlorid Sigma, Deisenhofen
Cobalt(l)-Chlorid Merck, Darmstadt
D(-)-N-Methylglucamin (NMG) Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Neu-Ulm
D-Sorbitol Fluka, Neu-Ulm
Ethylenglykol-Tetraessigsdure (EGTA) Sigma, Deisenhofen
Forskolin Sigma, Deisenhofen
Gentamicinsulfat ICN Biomedicals, USA
Glutathion (reduziert) Sigma, Deisenhofen
Kollagenase A aus Clostridium histolyticum Sigma, Deisenhofen
leichtes weilles Mineraldl Sigma, Deisenhofen
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2-Ethansufonsdure (HEPES) Sigma, Deisenhofen
Natronlauge (NaOH) Merck, Darmstadt
Nickelchlorid Sigma, Deisenhofen
Penicillin G Sigma, Deisenhofen
Phorbolester (PMA) Sigma, Deisenhofen
Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt
Streptomycinsulfat Sigma, Deisenhofen
Tetrabutylammoniumchlorid (TBA-CI) Sigma, Deisenhofen
Tetraethylammoniumchlorid (TEA-CI) Sigma, Deisenhofen
Tetramethylammoniumchlorid (TMA-CI) Sigma, Deisenhofen
Tetrapropylammoniumchlorid (TPA-CI) Sigma, Deisenhofen
Tricain Sandoz, Basel, Schweiz
Zinkchlorid Sigma, Deisenhofen

Tabelle Ill. Computersoftware

Programm Name Hersteller

Datenauswertung ANA2 MFK, Niedernhausen
Datenauswertung Excel 97 Microsoft, Redmond, WA, USA
Datenauswertung Origin 5.0 Microcal, Northhampton, MA, USA
Digitaler y-t-Schreiber KAN1 MFK, Niedernhausen
Modellsimulation Mathcad7 Mathsoft, Cambridge, WA, USA
~patch clamp®“-Steuerung und -Aufzeichnung ISO3 MFK, Niedernhausen

»voltage clamp“-Steuerung und -Aufzeichnung  1SO2 MFK, Niedernhausen

Samtliche Programme sind auf Arbeitsplatzrechnern unter MS-DOS und Windows 98 installiert.
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Abb. 2.1-1 Strukturformeln verwendeter Substrate und Inhibitoren fiir rOCT2.
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2.2 Kultur- und Versuchslésungen

In den Tabellen IVA-C sind die fiir die Experimente benutzten Losungen und ihre
Zusammensetzungen aufgefiihrt. Zur Lagerung der Oozyten wurde eine modifizierte Oozyten
Ringer Losung, ORi(Kult), verwendet. Diese Losung wurde auch fiir die meisten
,»voltage clamp“-Experimente benutzt. Die Versuchslosungen ORi(NaCl), ORi(NMG) und
ORi(Sorb) wurden in ,,voltage clamp*“-Experimenten zur Untersuchung der Effekte von NMG
beziehungsweise Sorbitol auf Oozyten verwendet, weil entsprechende Versuchsldsungen fiir
»patch clamp“-Experimente verwendet wurden. ORi(pH 6,5) und ORIi(pH 8,5) wurden fiir
Experimente zur pH-Abhédngigkeit der Hemmung durch Quinin benutzt. Da die Ldsung
ORi(NaCl) neben Natrium-, Magnesium- und Chloridionen keine weiteren Ionen enthielt,
wurde sie insbesondere fiir Experimente mit der amperometrischen Spannungsklemme
verwendet. Dopaminhaltigen Losungen wurde 1 mM Ascorbinsdure als Antioxidanz

zugefiigt, welche allein keinen Einfluss auf rOCT2-vermittelte Strome hatte.

Tabelle IV A. Lésungen fiir ,,voltage clamp“ und Amperometrie
ORi(Kult) ORi(NaCl) ORi(NMG) ORi(Sorb) ORi(pH6,5) ORIi(pH8,5)

pH 7,6 7.4 7.4 7.4 6,5 8,5
Sorbitol 190

NMG 110

NaCl 110 110 110 110
KClI 5 5 5
MgCl, 1 2 2 2 1 1
CaCl, 2 2 2
Substrat® 0-20 0-20 0-20 0-20 0-20 0-20
HEPES 5 10 10 10 5
MES 5

NaOH" ~9,5 ~4.,5 ~4.,5 ~3,5 ~4.5
HCIP ~103

Osmolaritat® ~220 ~219 ~209 ~220 ~220

Samtliche Konzentrationen in mM, Osmolaritat in mosmol/l.
3als Chlorid-Salz; °zur pH-Titration; ‘ohne Substrat

Samtliche Losungen fiir ,,patch clamp*“-Experimente enthielten 2 mM Magnesiumchlorid
sowie zur pH-Pufferung HEPES oder MES. Wegen moglicher Kontamination der
verwendeten Salze mit Kalzium enthielten alle Badlésungen zusdtzlich 2,5 mM EGTA als
Chelator fiir Kalziumionen, die als freie lonen auf der zytoplasmatischen Seite schon bei

Konzentrationen 1im Nanobereich endogene Chloridkandle aktivieren konnten.
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Magnesiumchlorid, HEPES, MES und EGTA hatten keine offensichtlichen direkten Effekte

auf den durch rOCT?2 verursachten Strom.

Tabelle IV B. Pipetten-Lésungen fiir ,,patch clamp*

Pip(NMG) Pip(Sorb1) Pip(Sorb2) Sym(pH7,4) Sym(pH6,0) Sym(pH8,5)

pH 7.4 7.4 7.4 7.4 6,0 8,5
Sorbitol 190 170 170 170 170
NMG 100

NaCl 10

MgCl, 2 2 2 2 2 2
BaC|2 2

Ca-Gluconat 1

EGTA 2,5 2,5 2,5
Substrat® 0-20 0-20 0-20
HEPES 10 10 10 10 10
MES 10

NaOH"® ~4 ~4 ~10,5 ~9 ~16,5
Osmolaritat ~216 ~218 ~212 ~195° ~196° ~205°

Samtliche Konzentrationen in mM, Osmolaritat in mosmol/l.
2als Chlorid-Salz; °zur pH-Titration; ®ohne Substrat

Tabelle IV C. Bad-Lésungen fiir ,,patch clamp*

Bad(NMG) Bad(Sorb) Sym(pH7,4) Sym(pH6,0) Sym(pH8,5)

pH 74 74 7,4 6,0 8,5
Sorbitol 170 170 170 170
NMG 112,5-62,5 22,6

MgCl, 2 2 2 2 2
EGTA 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Glutathion 2,5

Substrat® 0-50 0-20 0-20 0-20 0-20
HEPES 10 10 10 10
MES 10

NaOH" ~10,5 ~9 ~16,5
HCI° ~98-49 ~0,7

Osmolaritat ~210 ~205° ~195° ~196° ~205°

Samtliche Konzentrationen in mM, Osmolaritat in mosmol/l.
3als Chlorid-Salz; °zur pH-Titration; ‘ohne Substrat

Die geringe Signalhdhe (1-20 pA) in ,,patch clamp*“-Experimenten erforderte eine sorgfaltige
Komposition der verwendeten Losungen. Es wurden Pipetten- und Badldsungen auf Basis
von Sorbitol oder NMG-CI benutzt (siche Tabellen IVA und B). Sorbitol erleichterte die
Bildung von hohen Seal-Widerstidnden, ohne selbst mit rOCT2 zu wechselwirken, indem es
die Leitfdhigkeit der Oozytenmembran gegeniiber den in ,,voltage clamp*“-Experimenten oft

verwendeten, auf Natriumchlorid basierenden Losungen verminderte. Allerdings erhohte die
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Zufiigung von geladenen Substanzen in hohen Konzentrationen wie Cholinchlorid die
Ionenstirke der Losung und fiihrte so zu einer Zunahme der Leitfahigkeit und damit auch des
Hintergrundstromes von nicht-injizierten Kontroll-Oozyten. Dies machte sich vor allem bei
einem Losungswechsel von substratfreier zu substrathaltiger Losung etwa ab ~20 mM
Substratkonzentration negativ bemerkbar.

Ein iso-osmolarer Austausch des Substrations gegen ein anderes Kation bei gleichbleibender
Konzentration des Gegenions Chlorid konnte dem unerwiinschten Effekt beim
Losungswechsel entgegenwirken. Natrium als Ersatzion hatte sich wegen einer Erhéhung der
Leitfahigkeit der Patchmembran von nicht-injizierten Kontroll-Oozyten als untauglich
erwiesen. Im Gegensatz dazu zeigte das permanent geladene NMG im Austausch gegen
Cholin an Kontroll-Oozyten keine Effekte auf den elektrischen Strom. Deshalb wurden in
Experimenten mit hohen Konzentrationen von organischen Kationen wie zum Beispiel in
Abb. 3.2-5 die Losungen Pip(NMG) und Bad(NMG) auf Basis von NMG-CIl benutzt und
selbst zur Losung Bad(Sorb) auf Basis von Sorbitol etwas NMG-CI zugefiigt. In den
Losungen auf Basis von NMG verringerte der iso-osmolare Austausch von NMG gegen
andere organische Kationen bei gleichbleibender Konzentration des Gegenions Chlorid den
Effekt auf die Leitfahigkeit von Kontroll-Oozyten. In mit rOCT2-cDNA injizierten Oozyten
zeigten sich jedoch durch NMG verursachte Strome, die mit Chinin gehemmt werden
konnten. Die Hohe dieser Strome war maximal flinfzehn Prozent (fiir 112 mM NMG) der
durch 5 mM Cholin verursachten Strome (siche Abb. 2.2-1A), und eine Abschitzung der
apparenten Bindungskonstante fiir NMG ergab einen Wert grofler als 300 mM (sieche Abb.
2.2—-1B). Der Umstand, dass NMG wahrscheinlich von rOCT?2 transportiert wird, war fiir die
durchgefiihrten Experimente vernachléssigbar.

In die Pipettenlosungen Pip(Sorbl) und Pip(Sorb2) wurde neben Magnesiumchlorid auch
Bariumchlorid beziehungsweise Kalzium-Gluconat zur Forderung der Patchbildung zugefiigt,
es konnte aber kein signifikanter Unterschied zwischen den Losungen festgestellt werden. Die
Losungen Sym(pH 7,4), Sym(pH 6,0) und Sym(pH 8,5) wurden bei Experimenten mit
Substratvorbeladung der Pipette sowohl als Pipetten- als auch als Badlosung benutzt, um
moglichst symmetrische Bedingungen zu gewéhrleisten. Stark hydrophobe Substanzen wie
Chinin wurden vor der Zugabe zu den Badlosungen in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost, was
in einer Endkonzentration von maximal 0,1 Prozent DMSO im Bad resultierte. In dieser

Konzentration hatte DMSO selbst keinen Effekt auf elektrische Strome im Patch.
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Abb. 2.21 Effekt von NMG auf den Strom einer mit 24 ng rOCT2-mRNA injizierten
Oozyte. A: Stromspur. Pipettenldsung: Pip(Sorb1); Badldsungen auf Bad(NMG) mit verschiedenen
Konzentrationen NMG basierend. 10 CH: 10 mM Cholin; 100 yQ: 100 uM Chinin. B: Apparente

Bindungskonstante fiir NMG. Durchgezogene Linie: Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung;
gestrichelte Linie: Regressionsgerade.
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2.3 Heterologe Expression von rOCT2 in Xenopus-Oozyten

2.3.1 Haltung der Krallenfrosche

Zur Gewinnung von Oozyten wurden lebende stidafrikanische Krallenfrosche der Art
Xenopus laevis verwendet, denen unter Narkose Ovarmaterial mittels eines Bauchschnitts
(Laparotomie) entnommen wurde. Die Krallenfrosche wurden von H. Kéhler, Hamburg und
Nasco, Fort Atkinson, USA bezogen und in 200 Liter fassenden Kunststoff- oder Glasbecken
gehalten. Die Becken waren mit jeweils 8 bis 12 Froschen belegt. Jeweils zwei Tonrohren
dienten den Tieren als Unterschlupf. Ein tropfelnder Zulauf mit entgastem und
aktivkohlegefiltertem Leitungswasser sowie eine stindig betriebene Aquarienpumpe fiir jedes
Becken sorgten fiir eine ausreichende Wasserqualitit. Das Wasser wurde mittels einer im
Raum vorhandenen Klimaanlage auf 16-19°C temperiert. Zeitschaltuhrbetriebene
Leuchtstoff- und Glithlampen iiber den Becken gewéhrleisteten im sonst abgedunkelten Raum
eine konstante Tagesldnge. Einmal die Woche wurden die Tiere mit Trockenfutter oder
Rinderherz und -leber geflittert. Jedes Becken war mit einem eigenen Kidscher ausgestattet,
um die Gefahr einer Ubertragung von mdglichen Erregern von Becken zu Becken zu

minimieren. Kranke Tiere wurden sofort in separate Quarantidnebecken gesetzt und behandelt.

2.3.2 Laparotomie

Der paarige Eierstock von weiblichen Xenopus laevis besteht aus bis zu 16 sackformigen
Mesovarien oder Loben, die vom dulleren Ovarephitel begrenzt werden und insgesamt bis zu
30.000 Oozyten der oozytiren Entwicklungsstadien I-VI (Dumont 1972) beherbergen konnen.
Die Oozyten sind vom Follikelepithel, der bindegewebigen Theka mit Fibroblasten und
Blutkapillaren und dem einschichtigen inneren Ovarepithel umgeben. Durch einen
Bauchschnitt (Laparotomie) konnten die Mesovarien ganz oder teilweise entnommen werden
(Biopsie). Die Mesovarien wurden nicht ganz nahe am Ovarialstamm abgeschnitten, so dass
sie sich nach der Organentnahme wieder schlieBen konnten. So begann eine langsame
Regeneration des Eierstocks und einem Krallenfrosch konnten mehrere Male Loben
entnommen werden. Bei Beschrinkung der Laparotomie auf eine Seite des paarigen
Eierstocks konnte der ndchste Bauchschnitt schon vor Ablauf der Regenerationszeit auf der
anderen Seite vorgenommen werden. Die hier gehaltenen Tiere wurden bis zu achtmal einer

Laparotomie im Abstand von jeweils etwa 6 Monaten unterzogen.
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Narkose

Zur Betdubung vor dem Bauchschnitt wurde der Krallenfrosch zunichst fiir 5-10 Minuten in
eine ~5 °C kalte 0,2%ige Tricainlosung (in Leitungswasser, pH 7,2) gelegt, einem hiufig
benutzten Narkotikum flir Kaltbliiter, das von den Froschen iiber die Haut aufgenommen
wird. Sobald der Frosch auch bei Beriihrung keinerlei Schwimmbewegungen mehr machte,
wurde er aus dem Narkosebad genommen und griindlich unter flieBendem Wasser
abgewaschen, um das hautreizende Tricain vollstindig zu entfernen. Der Eintritt der
vollstindigen Analgesie wurde mit dem Aussetzen des respiratorischen Schluckreflexes
tiberpriift, indem der Frosch mit dem Finger in der Kehlregion beriihrt wurde. AnschlieBend
wurde der Frosch mit dem Riicken auf Eis gelegt, um durch die Abkiihlung des Frosches die
Narkosedauer zu verldngern und bei der Operation moglicherweise auftretende Blutungen
schneller zu stillen.
Biopsie

Die Organentnahme erfolgte im kaudalen Abdominalbereich, um den zentral im Tier
liegenden Ovarialstamm zu schonen. Fiir die erstmalige Laparotomie wurde eine beliebige
Bauchseite gewihlt, fiir alle weiteren alternierend die linke oder rechte. Zuerst wurde die
trockengetupfte Lederhaut mit einem trockenen Zellstofftuch zu einer Falte angehoben und
parallel zur Korperachse mit einer feinen Schere auf ~8-12 mm Linge aufgeschnitten. Die
darunter liegende Bauchmuskelschicht ist von einer Muskelfaszie bedeckt, die mit einer
spitzen Pinzette vom Muskel abgehoben und auf der Linge der Offnung in der Lederhaut
aufgeschnitten wurde. Danach konnte der Muskel mit einer stumpfen Pinzette gefasst, leicht
angehoben und ebenfalls aufgeschnitten werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine
unter dem Muskel liegenden Eingeweide verletzt wurden. Durch das so entstandene Loch
zum Bauchraum wurden nun mit der stumpfen Pinzette einzelne Mesovarien ergriffen,

vorsichtig herausgezogen, ohne das Ovarepithel aufzureilen, korpernah abgeschnitten und in

ORi(Kult) gelegt.
Wundverndihung

Nach erfolgter Organentnahme wurde die Wunde mit zwei sich selbst verdauenden Faden
verndht. Die Fiden wurden mit einer Rundnadel vom Bauchraum her zunéchst durch den mit
der Pinzette von den abdominalen Organen abgehobenen Muskel gezogen, wobei darauf zu
achten war, dass auch in die Muskelfaszie eingestochen wurde. Dann wurde etwa 1-2 mm

vom Wundrand entfernt mit der Nadel unter Zuhilfenahme der geschlossenen Pinzette als
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Widerlager in die Lederhaut eingestochen und der Faden auch hier durchgezogen. Diese
Prozedur wurde fiir vier Locher durchgefiihrt. Danach wurden die Wundrdnder an den vier

Fadenenden zusammengezogen und die Fiden mit jeweils zwei Doppelschlingen verknotet.
Postoperative Versorgung

Der Krallenfrosch wurde anschlieBend abgewaschen und zum Erwachen in einem
Quaranténebecken auf ein feuchtes Zellstofftuch gesetzt. Das Becken wurde so weit mit
Wasser gefiillt, dass die Nasenlocher des Tieres noch an der Luft waren. Der Frosch wurde
mit einem zweiten feuchten Zellstofftuch bedeckt, um eine Austrocknung zu verhindern.
Nachdem der Frosch nach etwa ein bis vier Stunden erwacht war, wurde er vollstindig
gewissert und verblieb zur weiteren Beobachtung noch 3-4 Tage bei téglich zu wechselndem
Wasser in Quaranténe. Nach dieser Zeit war die Wunde meist duBlerlich gut verheilt; falls

nicht, wurde das Tier mit 10 U/ml Penicillin G behandelt.

2.3.3 Kollagenaseverdau

Zum Herauslosen der Oozyten aus den Mesovarien wurde das die Oozyten umgebende
Bindegewebe enzymatisch mit Kollagenase verdaut. Dazu wurden ein bis mehrere
Ovarlappen in eine Petrischale mit 10 ml ORi(Kult) oder 10 ml kalziumfreies ORi(Kult) und
jeweils ein bis zwei mg/ml Kollagenase A (450 U/mg) gelegt und bei 18 °C unter langsamem
Schiitteln fiir etwa zwei bis fiinf Stunden, manchmal auch iiber Nacht, inkubiert. Von Zeit zu
Zeit wurde iiberpriift, ob die Oozyten bereits vereinzelt waren. Durch den Kollagenaseverdau
wurde bei vielen Oozyten auch das sie umgebende Follikelepithel abgelost, welches ohnehin
vor elektrophysiologischen Messungen entfernt werden sollte. Damit die Oozyten nicht
angegriffen wurden, wurden sie zum Abbruch des Verdaues etwa achtmal mit ORi(Kult) und
zweimal mit ORi(Kult) plus Antibiotika (9,5 mg/l Penicillin und 10 mg/l Streptomycin)
gewaschen. Das Waschen fand in einem Rohrchen mit 24 mm Durchmesser statt, um eine
gute Trennung der leichteren Gewebetriimmer und unreifen Oozyten von den schwereren
reifen Oozyten durch Sedimentation zu erreichen. Gewebetriimmer und unreife Oozyten
konnten so bereits beim Waschen durch Absaugen entfernt werden. Nach dem Waschen
wurden die Oozyten in eine ORi(Kult) plus Antibiotika enthaltende Petrischale mit 90 mm

Durchmesser gegeben und weitere beschidigte Oozyten aussortiert.
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2.3.4 Auswahl geeigneter Oozyten fur elektrophysiologische

Experimente

Man unterscheidet je nach Entwicklungsstand und Morphologie 6 Stadien der in einem Ovar
enthaltenen Oozyten (Dumont 1972). Ausgehend von der pri-vitellogenetischen Oozyte
(Stadium I) mit transparentem Zytoplasma bildet die Oozyte wéhrend der Stadien II bis V
grole Mengen an ribosomalen Proteinen und lagert Reserveproteine und Néhrstoffe ein.
Dieser Vorgang wird Vitellogenese oder Dotterbildung genannt. Dabei wéchst die Oozyte von
50-300 pm auf 1000-1200 um an. Ab Stadium III bildet sich als stiitzendes Exoskelett die fiir
alle essentiellen Nahrstoffe penetrable Vitellinschicht. Die Plasmamembran bildet zahlreiche
Mikrovilli aus und vergrofert dadurch die zum Aufnehmen von Speicherstoffen notige
Zelloberfliche um ein Vielfaches. Von Stadium IV an kommt es zu einer optisch durch eine
unterschiedliche Pigmentierung erkennbare Differenzierung der Zelle in eine animale und
eine vegetale Hélfte. Der animale Pol ist dunkel gefirbt und reich an Ribosomen und
Mitochondrien. Der vegetale Pol mit gelblicher Farbung enthilt vor allem Speicherorganellen
und besitzt dadurch eine hohere Dichte. Mit dem Stadium V ist die Vitellogenese weitgehend
abgeschlossen. Der Zellkern wandert in die animale Hemisphdre, und die Oozyte tritt in ein
Ruhestadium ein. Durch Umweltreize wird der Ubertritt ins laichfihige Stadium VI ausgeldst.
Die Oozyte 16st sich langsam aus dem sie umgebenden Follikelepithel, und es bildet sich eine
pigmentfreie Zone zwischen den beiden Hemisphéren aus. Bedingt durch einen Abbau der
Mikrovilli der Plasmamembran durch Endozytose zeigt die Oozyte eine verminderte Aktivitét
membrandrer Transportsysteme.

Die Auswabhl der fiir elektrophysiologische Experimente geeigneten Oozyten des Stadiums V
erfolgte unter einem Binokular nach folgenden Kriterien: Die Oozyten sollten einen
Durchmesser von 1-1,2 mm besitzen und unbeschéddigt sein; sie miissen nicht unbedingt
vollig frei von Follikelepithel sein. Die Pigmentierung am animalen Pol muss homogen sein
und darf keine Flecken aufweisen. Keinesfalls sollte sich ein unscharf begrenzter heller Fleck
am animalen Pol zeigen, weil diese Oozyten durch Umwelteinfliisse wie grofle
Temperaturschwankungen, mechanischer Stress oder die Kollagenasebehandlung ihren
stabilen Ruhezustand verlassen haben wund in kurzer Zeit absterben. Oozyten
tiberdurchschnittliche GroBe (1,2-1,3 mm) mit einem pigmentfreien &dquatorialen Ring
zwischen den animalen und vegetalen Hemisphdren deuten auf das Stadium VI hin und
sollten nicht verwendet werden. Mittels einer auf einen Innendurchmesser von ~2 mm an der

Spitze abgebrochenen und feuerpolierten Pasteurpipette wurden je 20-25 ausgewdihlte
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Oozyten auf Petrischalen (Durchmesser 35 mm) mit 4 ml ORi(Kult) plus Antibiotika verteilt.
Eine solche Pipette wurde immer zur Handhabung der Oozyten verwendet. Bei tdglicher
Entfernung schadhafter Oozyten und Austausch der Kulturlosung alle zwei Tage waren die
Oozyten in einem auf 16-18 °C temperierten Brutschrank bis zu einer Woche haltbar, wurden

aber in der Regel am néichsten Tag injiziert.
2.3.5 Mikroinjektion der mRNA in die Oozyten

Herstellung von mRNA

Die fiir die Transporter fiir organische Kationen rOCT1 und rOCT2 kodierende cDNA wurde
von Professor Dr. Hermann Koepsell, Universitit Wiirzburg, zur Verfligung gestellt (Arndt
2000). Die cDNA war in die fiir das Xenopus-Expressionssystem geeigneten Plasmid-
Vektoren pRSSP (fiir rOCT1) und pOG2 (fiir rOCT2) einkloniert, die zur Verbesserung der
Expression flankierende, nicht-translatierte Sequenzen des Xenopus-B-Globin-Gens enthalten
(Grundemann et al. 1994; Busch et al. 1996). Fiir einen direkten Vergleich der Expression von
rOCT1 und rOCT2 wurde rOCT2 von Frau Doris Ollig in pRSSP umkloniert. Die Expression
von rOCT2 mit mRNA aus den Vektoren pOG2 und pRSSP zeigte keinen Unterschied, und
beide Plasmide wurden zur Herstellung von mRNA fiir elektrophysiologische Experimente
verwendet. Die zur Expression der Transporter fiir organische Kationen bendtigte mRNA
wurde freundlicherweise von Frau Doris Ollig mit Hilfe eines Kits (mMessagemachine-
System, Ambion, Austin, USA) hergestellt. Dazu wurde die Plasmid-DNA zuerst mit den
Restriktionsenzymen Mlu I (fiir pRSSP) und Not I (fiir pOG2) linearisiert und anschlieSend
in vitro mit den DNA-abhédngigen RNA-Polymerasen der Bakteriophagen SP6 (fiir pRSSP)
und T7 (fiir pOG2) transskribiert. Die mRNA wurde aufgereinigt, in RNAse-freies Wasser
aufgenommen und in Aliquots von 1-5 pl in fliissigem Stickstoff gelagert. Ihre Konzentration
betrug zwischen 0,5 und 2 pg/ul und wurde fiir die Injektion in Oozyten mit RNAse-freiem
Wasser auf 0,5 pg/ul verdiinnt.

Fertigung der Injektionskaniilen

Zunichst wurde eine aus Borosilikatglas bestehende Kaniile mit einem Pipettenziehgerit
ausgezogen und an der Spitze zu einem Innendurchmesser von ~20 um abgebrochen. Die
Bruchkante sollte idealerweise schrig verlaufen und glatt sein, um die Oozyte beim
Eindringen der Kaniile moglichst wenig zu verletzten. Die optische Kontrolle erfolgte unter

einem normalen Lichtmikroskop. Weniger gut abgebrochene Kaniilen wurden mit einem
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Pipettenschleifgerit geschliffen und anschlieBend erst mit Chloroform, dann mit Alkohol und
schlieBlich mit destilliertem Wasser griindlich von Schleifresten befreit. Die fertigen
Injektionskaniilen wurden im Trockenschrank fiir sechs Stunden bei 220 °C sterilisiert und fiir
den spéteren Gebrauch in einem geschlossenen Metallkdstchen bis zu mehrere Monate
gelagert. Meist wurden diese Arbeiten freundlicherweise von Frau Dagmar Stiegert

tibernommen.
Injektion von mRNA in Oozyten

Zur Injektion ausgewdhlte Oozyten wurden in eine mit ~1,5 mm breiten und tiefen Rillen
versehene Halterung gesetzt, die in eine mit ORi(Kult) gefiillte Petrischale geklemmt war.
AnschlieBend wurde die auf einen Mikromanipulator montierte Mikroinjektionspumpe zum
Injizieren der mRNA vorbereitet. Dazu wurde eine Injektionskaniile luftblasenfrei mit
leichtem Mineraldl von hinten befiillt und in die Mikroinjektionspumpe eingespannt. Hierbei
war auf einen sicheren Halt und luftfreie Abdichtung zu achten. Der Stempel der Pumpe
wurde bis ungefihr zur Mitte der Kaniile ausgefahren, um ausreichend Ol fiir die
aufzuziehende mRNA, meistens ~1 pl, zu verdriangen. Die in fliissigem Stickstoff gelagerte,
fiir die Transporter fiir organische Kationen kodierende mRNA wurde unmittelbar nach dem
Auftauen mit der Mikroinjektionspumpe in die Injektionskaniile aufgenommen. Die mRNA
wurde oft vor dem Aufzichen mit leichtem Mineralol {iberschichtet, um sie vor
Aufkonzentration durch Verdunstung oder moglicher Degradation durch Kontaminationen zu
schiitzen. Zur Injektion wurde die Kaniile mit einem leichten Ruck in die Oozyte
eingestochen und etwa 200-300 um tief platziert. Das gewiinschte Injektionsvolumen wurde
an der Pumpe eingestellt (meist 20-50 nl entsprechend 10-25 ng mRNA) und die Injektion
durch einen elektrischen Schalter ausgeldst. Um einen Druckausgleich in der Oozyte zu
gewihrleisten und ein Auslaufen von Eidotter und mRNA zu verhindern, wurde ~5-
10 Sekunden gewartet, bevor die Kaniile aus der Oozyte herausgezogen und in die nichste
eingestochen wurde. Fiir Kontroll-Experimente konnte einem Teil der Oozyten an Stelle der
mRNA das gleiche Volumen an reinem Wasser injiziert werden, alternativ dienten dazu nicht-
injizierte Kontroll-Oozyten. Jeweils fiinf bis zehn injizierte Oozyten oder Kontroll-Oozyten
wurden in eine Petrischale mit 4 ml ORi(Kult) plus Antibiotika (9,5 mg/l Penicillin und
10 mg/1 Streptomycin) gesetzt und zur Expression im auf 16-18 °C temperierten Brutschrank
fiir 4 bis 7 Tage inkubiert. Dabei wurden tdglich schadhaft gewordene Oozyten entfernt und
alle zwei Tage die Kulturlosung ausgetauscht. Etwa viermal im Jahr wurde kurzfristig zu dem

Antibiotikum Gentamicin gewechselt, um der Bildung von resistenten Keimen vorzubeugen.
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2.4 Elektrophysiologische Messmethoden

2.4.1 Durchfuhrung von ,,voltage clamp“-Experimenten

Sdmtliche Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wurden an einem zu
Beginn dieser Arbeit bereits existierenden Messplatz durchgefiihrt. Er besteht im Kern aus
einem ,voltage clamp*“-Verstirker und einer Messkammer, in der eine Xenopus-Oozyte
gehalten und mit Badlosung umspiilt werden kann. Da die Technik der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme allgemein bekannt ist, soll sie hier nur kurz beschrieben werden.

Eine Oozyte wurde zunidchst mit Hilfe einer weitlumigen Pipette in die mit Badldsung
gefiillte Kammer tiberfiihrt. Mit einem Pipettenziehgerit (Eigenbau der Werkstatt) wurden
zwel Mikropipetten auf ~1 um Spitzendurchmesser ausgezogen und mit 3 M Kaliumchlorid-
Losung luftblasenfrei befiillt. Die Mikropipetten wurden iiber chlorierte Silberdraht-
Elektroden auf Elektrodenhalter gesteckt, die jeweils an einem Mikromanipulator (Typ M1,
H. Saur, Reutlingen) befestigt waren. Die Erdungselektrode wurde iiber eine Salzbriicke mit
dem Bad verbunden. Der Widerstand der beiden Elektroden wurde im Bad kontrolliert und
sollte fiir die Stromelektrode unter 1 MQ betragen. Unter einem Binokular (Wild, Herbrugg,
Schweiz) wurden die Elektroden mit einem kurzen Impuls auf die Mikromanipulatoren in die
Oozyte eingestochen. Die verletzte Oozytenmembran dichtete nach kurzer Zeit um die
Elektroden ab und es konnte das Ruhepotenzial gemessen werden (in ORi meist zwischen -20
und -40 mV). Dann wurde die Oozyte auf eine Haltespannung von —40 mV geklemmt. Die
zur Beleuchtung dienende Kaltlichtquelle (Typ KL1500, Schott, Mainz) wurde anschlieend
ausgeschaltet, um eine Erwidrmung der Oozyte zu vermeiden. Durch acht diinne Schliduche
konnten der Eizelle verschiedene Badlosungen zugefiihrt werden, die durch modifizierte
elektrische Ventile (General Valve, Fairfield, N. J., USA) geschaltet wurden. Die Oozyte
sollte stindig mit frischer Losung umspilt werden; eine Absaugung gewdhrleistete einen
konstanten Fliissigkeitsspiegel. Der von der Stromelektrode aufgenommene Strom wurde von
dem ,,voltage clamp*“-Verstirker (Typ Turbo TEC-05, npi electronic, Tamm) verstirkt und
von einem analogen y-t-Schreiber (Typ BDI112, Kipp & Zonen, Delft, Niederlande)
aufgezeichnet. Bei Bedarf konnten nach Tiefpassfilterung der Strome (Typ 3323, Krohn-Hite,
Avon, USA) mit einem Arbeitsplatzrechner (Software ISO2, MFK, Niedernhausen) Strom-
Spannungs-Kennlinien aufgenommen werden. Dies wie auch die anschlieende

Datenauswertung erfolgte analog den in Kapitel 2.4.3 beschriebenen Verfahren.
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2.4.2 Durchfuhrung von Experimenten mit der ,,giant patch clamp“-
Technik

Der Versuchsautbau fiir die ,,giant patch clamp*“-Experimente lehnt sich an eine von Friedrich
et al. beschriebene Versuchsanordnung an (Friedrich ef al. 1996). Im Wesentlichen besteht der
Aufbau aus einem ,,patch clamp“-Verstirker, einer auf ein inverses Mikroskop montierten
geerdeten Messkammer mit einer Zufiihrung und Absaugung fiir verschiedene Badlosungen,
einem Mikromanipulator zur Halterung der Patchpipette, einem analogen y-t-Schreiber zur
Aufzeichnung der gemessenen Strome und einem Arbeitsplatzrechner zur Steuerung und
Aufzeichnung der Spannungspulsexperimente. Im Folgenden wird die Durchfiihrung eines
typischen ,,patch clamp*“-Experiments im Detail beschrieben.

Die Xenopus-Oozyte wird durch eine stabilisierende Vitellin-Membran geschiitzt, die vor
einem ,,patch clamp*“-Experiment mittels einer spitzen Pinzette entfernt werden musste, um
einen ausreichenden Kontakt zwischen der Plasmamembran der Oozyte und der Patchpipette
zu ermoglichen (Weinreich et al. 1997). In seltenen Fillen, wenn sich bei einer Gruppe von
Oozyten die Vitellin-Membran nicht leicht entfernen lieB, wurden die Oozyten fiir etwa
3 Minuten in eine hyperosmolare Losung eingelegt, damit die Vitellin-Membran nach
Schrumpfung der Oozyte leichter abgeldst werden konnte. Die devitellinierte Oozyte wurde
unmittelbar darauf in eine mit Badlosung gefiillte Petrischale (Durchmesser 35 mm) gelegt,
die auf den Arbeitstisch eines inversen Mikroskops (Axiovert 25, Carl Zeiss, Jena) montiert
war. Das Mikroskop war auf einem schwingungsgeddmpften Tisch geschraubt und der
gesamte Aufbau zur Abschirmung elektromagnetischer Streufelder aus der Umgebung von
einem Faradaykéfig umgeben.

Mikropipetten aus Borosilikatglas wurden mit einem Glas-Mikroelektroden-Ziehgerét (PP-83,
Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan) zu einem Spitzendurchmesser von 20-
30 um ausgezogen und leicht hitzepoliert. Die ausgezogenen Pipetten waren extrem
empfindlich gegeniiber Beriihrungen an der Spitze, konnten aber fiir ein bis zwei Tage in
einem von der Werkstatt im Hause gefertigten staubdichten Behilter aufbewahrt werden,
bevor sie unmittelbar vor einem Experiment mit einer fiir das jeweilige Experiment
geeigneten Pipettenlosung auf der Basis von NMG-CI oder Sorbitol befiillt wurden. Beim
Befiillen aus einer Spritze mit einem 0,2 um Filter und mit sehr diinn ausgezogener
Kunststoffspitze musste sorgfaltig darauf geachtet werden, dass die Losung luftblasenfrei bis
in die Spitze der Pipette gelangte und der Schaft der Pipette in der hinteren Hélfte nicht

benetzt wurde. In der Spitze verbliebene Luftblasen wurden durch vorsichtiges Klopfen mit
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dem Finger beseitigt oder mittels Druckluft aus der Spitze gedriickt. Die Pipette wurde
anschlieBend tiiber den chlorierten Silberdraht des Elektrodenhalters gesteckt. Der
Elektrodenhalter wurde nun an die auf einen 6lhydraulischen Mikromanipulator (MM-203,
Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan) monierte Vorverstirkereinheit
geschraubt. In der Pipette wurde mittels Pressluft ein Uberdruck von ~2 cm Wassersiule
angelegt, um beim Eintauchen in die Badlosung eine Kontamination der Pipettenlosung zu
vermeiden.

Die Pipettenspitze wurde in das Bad eingetaucht und vorsichtig an die Eizelle in Aquatorhdhe
bis zur Berithrung herangefahren. Das Anlegen eines leichten Unterdrucks von 5-40 mm
Wassersdule fiihrte in der Regel innerhalb von 3-10 Minuten zu elektrischen

Abdichtwiderstinden von 1-10 GQ (gigaseal). Die weitere Vorgehensweise war von der

gewdhlten Patch-Konfiguration abhéingig. Die beiden

intrazellulédre
Loésung

extrazelluldre

Lésung in dieser Arbeit verwendeten Konfigurationen sind in

Abb. 2.4—-1 nebeneinander gestellt und werden mit
»inside out“- und ,,outside out“-Konfiguration (,,i/0*-
und ,,0/0“-Konfiguration) bezeichnet.

Zum Erhalt der ,i/o“-Konfiguration wurde nach

Etablierung eines Gigaseals durch vorsichtiges

"inside out” (/o) "outside out” (o/0)

Abb. 2.4-1 Patch-Konfigurationen Zuriickfahren = der  Pipette das von  der
(schematisiert). Die zytoplasmatische . ~ .
Membranseite ist grau, die Pipettendffnung umschlossene Membranstiick aus

MembranauRenseite schwarz dargestellt. .
der Oozytenmembran herausgerissen. Das so

erzeugte Membranstlick (patch) nennt man ,,inside out“-Patch, weil die zytoplasmatische
Membranseite zum Bad hin nach auflen gekehrt ist.

Um einen isolierten Membranpatch in ,,outside out“-Konfiguration zu erhalten, musste
zundchst das von der Pipettendffnung umschlossene Membranstiick durchbrochen werden,
indem bei leichtem Uberdruck (~2 cm) ein kurzer Spannungspuls (~700 mV fiir 1-5 ms) an
die Patchmembran angelegt wurde. Der erfolgte Durchbruch machte sich in einem jihen
Abfall des Membranwiderstandes bemerkbar. Beim vorsichtigen Zuriickfahren der Pipette
bildete sich vom Pipettenrand aus ein mit der extrazelluliren Membranseite nach auflen
gekehrter Schlauch aus, der sich in der Mitte schlie8t und beim Abreillen einen ,,outside out*-
Patch hinterlieB3.

Bei dem Erzielen der ,,i/0*“-Konfiguration war das Sich-wieder-Schlieen der Plasmamembran
unerwiinscht und konnte zu Komplikationen fiihren, indem sich in der Pipetten6ffnung ein

mit Zytoplasma gefiilltes Vesikel bildete. Dieses konnte unter Umstinden durch sehr
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kurzzeitiges Durchbrechen der Fliissigkeit-Luft-Grenze gedffnet werden, wobei die dullere
Seite des Vesikels bei dem Kontakt mit der Luft platzte, wéhrend die innere durch
Zytoplasmareste geschiitzt war. Die Uberfiihrung des Vesikels in die ,,i/o“-Konfiguration
konnte mit einem sogenannten Vesikeltest iiberpriift werden, bei dem der Patch einer
kalziumhaltigen Badlosung ausgesetzt wurde. Falls die zytoplasmatische Membranseite fiir
die Badlosung frei zuginglich war, wurden endogene kalziumaktivierte Chloridkanile
aktiviert (Miledi 1982) und die Leitfahigkeit der Membran stieg stark an; falls nur die
extrazellulire Membranseite zuginglich war, wurde keine Verdnderung der Leitfahigkeit
gemessen, weil diese Chloridkanéle nur von der zytoplasmatischen Seite aus aktiviert werden
konnen und die Plasmamembran fiir Kalziumionen nicht permeabel ist.

Fiir die Messung wurde die Pipette mit dem ,,inside out“- oder ,,outside out“-Patch in eine von
der Institutswerkstatt gefertigte Polyethylenkammer mit Zugang fiir acht enge Schlduche
transferiert, durch die verschiedene Badlosungen mittels Pressluft zum Patch geleitet werden
konnten, die ebenso wie die Pipettenlosungen auf Sorbitol oder NMG-CI basierten und
Substrate und Hemmstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen enthalten konnten (sieche
Kapitel 2.2). Modifizierte elektrische Ventile (General Valve, Fairfield, N. J., USA) wurden
zum schnellen Wechsel der einzelnen Badlosungen verwendet. Es konnte ein kompletter
Losungswechsel innerhalb 0,5-3 s erreicht werden. Die Petrischale musste mit einer Pumpe
(BVC 21, Vakuubrand, Wertheim) leergesaugt werden, damit der Patch immer mit frischer
Badldsung umspiilt wurde.

Eine definierte Spannung oder auch eine Serie von Spannungspulsen konnte mit Hilfe des
,patch clamp“-Verstiarkers (Typ EPC7, List Medical, Darmstadt und spéter Typ
Axopatch 200B, Axon Instruments, Union City, USA) {iber die Patchpipette an die
Patchmembran angelegt werden. Gleichzeitig wurden tiber die Patchmembran flieBende
elektrische Strome iiber die Patchpipette aufgenommen und vom ,,patch clamp*“-Verstirker
verstarkt. Sdmtliche Geréte und elektrisch leitenden Teile waren zentral am ,,patch clamp*-
Verstirker geerdet. Die Erdung des Bades erfolgte iiber eine an die Vorverstirkereinheit
angeschlossene separate Elektrode aus chloriertem Silberdraht, die iiber eine Salzbriicke
(150 mM KCl in zwei Prozent Agar-Agar) mit dem Bad verbunden war.

Alle Experimente wurden bei Zimmertemperatur (20-23 °C) durchgefiihrt. Gestrichelte Linien
in Abbildungen von ,,patch clamp*“-Messungen, die den Zeitverlauf von elektrischen Stromen
bei 0 mV Membranpotenzial zeigen, kennzeichnen null durch rOCT2 vermittelten
Gesamtstrom und liegen nur wenige Pikoampere iiber oder unter dem absoluten elektrischen

Nullstrom.
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2.4.3 Datenaufzeichnung und -analyse der ,patch clamp“-

Experimente

Der vom ,,patch clamp*“-Verstirker aufgezeichnete Strom wurde mit einem 20 oder 200 Hz
Tiefpassfilter (Typ AP255-S, Telemeter Elektronic, Donauwdrth) gefiltert und kontinuierlich
auf einem analogen y-t-Schreiber (Typ BDI112, Kipp & Zonen, Delft, Niederlande)
ausgegeben. Zusitzlich wurde die Stromspur digital mit einer Samplingrate von 50 Hz auf
einer Festplatte gespeichert (Software KAN1, MFK, Niedernhausen). Die Stromrichtung ist
der tiblichen Konvention folgend definiert (Hile 1992): Ein Fluss positiver Ladung von der
zytoplasmatischen zur extrazelluldren Seite der Membran (Auswértsstrom) resultiert in einem
auswirts gerichteten elektrischen Strom und wird als positiv bezeichnet.

Fir die Aufnahme von Strom-Spannungs-Kennlinien wurden vor und nach jedem
Losungswechsel mit Hilfe von rechnergesteuerten Spannungsprotokollen (Software ISO3,
MFK, Niedernhausen) Spannungspulse von 200 ms Dauer an die Patchmembran angelegt, die
alternierend in Schritten von 20 mV meist von —60 mV bis +60 mV und in einigen Fillen von
—100 mV bis +80 mV reichten. Die resultierenden Strome wurden mit 500-1000 Hz gefiltert
und unter Benutzung des Computerprogramms ISO3 (MFK, Niedernhausen) digital mit einer
Samplingrate von 1-2 kHz gespeichert. Es wurden Spannungsprotokolle wéhrend der
Perfusion mit Substrat und widhrend der Perfusion ohne Substrat oder mit Inhibitor
durchgefiihrt. Zur Analyse wurden von den in Anwesenheit von Substrat aufgenommenen
Stromen korrespondierende Hintergrund-Strome, das heiflt bei Perfusion ohne Substrat oder
mit Inhibitor aufgenommene Strome, abgezogen. Dabei war es wichtig, dass die
Hintergrundleitfahigkeit der Patchmembran vor und nach jedem Anlegen von
Spannungspulsen unverdndert blieb. Die durch Subtraktion erhaltenen Differenzstrome
wurden tiber ihren stationdren Bereich (zwischen 100 ms und 180 ms des Spannungspulses)
gemittelt und als Strom-Spannungskennlinien gegen die Spannung aufgetragen. Die
Auswertung der Daten erfolgte auf einem Arbeitsplatzrechner mit den Programmen ANA2
(MFK, Niedernhausen), Origin 5.0 (Microcal, Northhampton, MA, USA) und Excel 97
(Microsoft, Redmond, WA, USA). Bei gemittelten Daten wurde je nach Datensatz die
Standardabweichung vom Mittelwert oder von der Einzelmessung errechnet; wenn moglich,
erfolgte eine Wichtung der Fehler aus Einzelmessungen. Signifikanzanalysen wurden mit
einem Anova-Test durchgefiihrt.

Zur Beschreibung und Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit eignen sich in der Regel

lineare, exponentielle oder hyperbolische Funktionen. Insbesondere wurde die aus der Hill-
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Gleichung hervorgehende Michaelis-Menten-Gleichung (Hillkoeffizient = 1)

I=Tnax [S]- K+ [S] (5)
an viele Messdaten angepasst, wobei I den Transmembranstrom, [S] die
Substratkonzentration, I, den (maximalen) Transmembranstrom bei sittigender
Substratkonzentration und K, die apparente Michaelis-Menten-Konstante oder
Bindungskonstante bezeichnet. K, wird auch als Halbséttigungskonstante (Ko s) bezeichnet,
weil eine Substratkonzentration in dieser Hohe einen halbmaximalen Transmembranstrom
verursacht.

Der maximale Strom in Anwesenheit eines nichtkompetitiven Inhibitors (I, xmax) 1St geringer
als ohne und I, aus Gleichung (5) geht in

Tncmax = Tnax = D [ 1]+ (Ka+ [ 1) (6)
mit [ I ] = Inhibitorkonzentration und K; = apparente Inhibierungskonstante iiber. Dabei bleibt
K., unverdndert.
Im Falle einer kompetitiven Hemmung wird K, aus Gleichung (5) zu

Ky =K+ Kn [1]-(K) . (7)
Die apparente Michaelis-Menten-Konstante in Anwesenheit eines kompetitiven Inhibitors
(Ky) ist erhdht, aber bei sittigenden Substratkonzentrationen kann der gleiche Maximalstrom
wie ohne Inhibitor erreicht werden.

Die Ergebnisse der Kompetitionsversuche wurden zweckméBigerweise in einem Lineweaver-
Burk-Diagramm linearisiert dargestellt. In diesem wird der Transmembranstrom gegen die

Substratkonzentration doppeltreziprok aufgetragen. Dabei geht Gleichung (5) iiber in
[ = (Ina) "+ Kan - () - (S (8)

2.4.4 Durchfuhrung von Experimenten mit der amperometrischen

Spannungsklemme

Fiir die Experimente mit der amperometrischen Spannungsklemme wurde ein modifizierter
Versuchsaufbau der in Kapitel 1.5.1 beschriebenen konventionellen Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme verwendet. Der Aufbau wurde um eine Carbonfaser-Elektrode (Typ
CFN30-1000, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) und einen Amperometrie-
Verstéirker (Typ Mikro C, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) mit Referenz-
Elektrode erweitert. Die Datenaufzeichnung erfolgte mit einem analogen und zusétzlich

einem digitalen y-t-Schreiber (Software KAN1, MFK, Niedernhausen) auf jeweils 2 Kanélen.
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Vor jeder Messung musste zundchst eine Carbonfaser-Elektrode vorbereitet werden. Sie
besteht aus einer Carbonfaser von 30 um Durchmesser, die in eine Glaskapillare eingebettet
ist und an der Spitze 1000 um weit herausragt. Durch eine Beschichtung mit Nafion, einem
perfluorosulfoniertem Polymer, konnen anionische Substanzen nicht mehr an die
Carbonoberfliche gelangen, so dass die Elektrode fiir kationische Metabolite bis zu
zweihundert Mal empfindlicher als fiir Ascorbinsdure ist. Die Carbonfaser-Elektrode wurde
zunéchst bei +1,2 V fiir 5 bis 10 Minuten in stark basischem Milieu (150 mM Natriumchlorid,
pH 9,5) aktiviert. Anschliefend wurde sie auf einen Mikromanipulator (Typ M1, H. Saur,
Reutlingen) montiert und mit der Spitze in die mit ORi perfundierte Kammer getaucht. Die
Referenz-Elektrode des Amperometrie-Verstirkers wurde an die Erdungsleitung des
,»voltage clamp®“-Verstirkers angeschlossen. Die Carbonfaser-Elektrode wurde nun auf ein
Potenzial von +550 bis +800 mV gelegt und geeicht, indem die Kammer mit ORi-Lsungen
steigender Dopaminkonzentration (100 nM bis 10 mM) gespiilt wurde. Je empfindlicher die
Faser und je hoher die angelegte Spannung war, desto groBer war der vom Verstirker
aufgezeichnete Redox-Strom (~20 pA bis 2 pA), jedoch nahm mit hoherer Spannung
gleichzeitig die Selektivitit fiir Dopamin ab. Eine aktivierte Elektrode konnte mehrere
Stunden fiir Experimente verwendet werden, wobei ihre Empfindlichkeit wahrenddessen
kontinuierlich abnahm, und konnte bis zu flinfmal gereinigt und wiederaktiviert werden.

Eine (in Dopamin vorinkubierte) Oozyte wurde in die Kammer gelegt und die Spitze der
Carbonfaser-Elektrode wurde tangential mit der Eizelle in Kontakt gebracht. Die Oozyte

wurde nun wie in 2.4.1 beschrieben auf ein Potenzial von —40 mV geklemmt.
Hintergrundstrom an der Carbonfaser-Elektrode

Vor der Durchfithrung von Experimenten mit der amperometrischen Spannungsklemme war
in Vorversuchen die Untersuchung des Einflusses von ORi, Dopamin und verschiedenen
Substraten auf die Carbonfaser-Elektrode notwendig. Nach dem Eintauchen der Carbonfaser-
Elektrode ins Bad (ORi) wurde der Redox-Strom zunichst auf null geregelt. Zur Bestimmung
der Empfindlichkeit der Carbonfaser-Elektrode wurde das Bad mit ORi + 2,5 uM Dopamin
perfundiert. Diese Dopaminkonzentration fiihrte in Abhédngigkeit der Empfindlichkeit der
Carbonfaser-Elektrode und ihrem Potenzial zu Redox-Strdmen zwischen 500 pA und
3000 pA (siche Abb. 2.4-2); das sind Strome derselben GroBenordnung wie typischerweise
bei dem Auswirtstransport von Dopamin an vorinkubierten, rOCT2 exprimierenden Oozyten
gemessen wurden. Die Perfusion mit verschiedenen Substraten fiihrte zu Hintergrundstrémen,

die von dem zugefiihrten Substrat sowie von der Elektrodenempfindlichkeit abhidngig und
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Abb. 2.4-2 Hintergrundstrom an der
25mMDop | Carbonfaser-Elektrode in Abwesenheit
w einer Oozyte. Nach dem Eintauchen der

5 mM CH 6 UM Q
] —
Carbonfaser-Elektrode ins Bad (ORi)
wurde der vorhandene Redox-Strom der
Carbonfaser-Elektrode auf null geregelt.
Die Perfusion der Badlésung mit 5 mM
T Cholin (CH) und mit 6 uM Chinin (Q) fihrt
2 zu zusatzlichen Redox-Strémen. Beim
§1000_ Losungswechsel zu Cholin ist ein schnell
- von 0 pA auf 100 pA ansteigender und auf
40 pA wieder abfallender transienter Strom
sichtbar. Beim Lésungswechsel zurick zu
ORI trat ein etwa gleich groRer transienter
: r Strom mit umgekehrtem Vorzeichen auf
Zgl’? Is] 150 200 (von +70 pA Uber -30 pA auf +20 pA). Die
Perfusion mit 2,5 yM Dopamin (Dop) flhrte

zu einem Redox-Strom von 2800 pA.

wahrscheinlich auf Verunreinigungen durch oxidierbare Substanzen zuriickzufiihren waren.
Die Perfusion mit 5 mM Cholin verursachte je nach Experiment einen stationdren Strom von
10 bis 100 pA, die Perfusion mit 6 uM Quinin von etwa 20 pA. Vor allem die
Hintergrundstrome der Cholinlosung mussten bei  Transstimulationsexperimenten
beriicksichtigt werden.

Beim Losungswechsel von einer Losung mit Substrat zu einer ohne Substrat beziehungsweise
umgekehrt traten oft transiente Strome von bis zu 200 pA auf. Sie wurden vermutlich dadurch
verursacht, dass sich nach einem Losungswechsel erst ein neues stationédres Gleichgewicht
zwischen reduziertem und oxidiertem Substrat (zum Beispiel Dopamin und das Orthochinon
mit H) an der Oberfliche der Carbonfaser-Elektrode einstellen musste (Fisher 1996). Das
Potenzial der Carbonfaser-Elektrode als Elektrode der dritten Art ist ndmlich vom
Konzentrationsverhéltnis der oxidierten zur reduzierten Komponente des Redox-Paares
abhingig (Henze und Neeb 1986). Der Redox-Strom ist durch die Verfligbarkeit von
oxidierbaren Molekiilen limitiert, die in Abhidngigkeit von Konvektion und Diffusion
nachgeliefert werden miissen. Die Konvektion ist durch die Geschwindigkeit des
Losungswechsels begrenzt, der im Bereich von einigen Sekunden lag. Mit derselben
Geschwindigkeit wie die Konzentration an oxidierbarem Substrat an der Elektrode ansteigt,
kann auch der Redox-Strom ansteigen. Um die Elektrode bildet sich andererseits durch den
Verbrauch von oxidierbarem Substrat eine zunichst anwachsende ungeriihrte Schicht aus,
durch die die Diffusion der redoxaktiven Substanzen nach dem zweiten fickschen Gesetz
erfolgt (Henze und Neeb 1986; Fisher 1996). Vermutlich dadurch kam es zu einer Abnahme des

Redox-Stroms, bis sich ein neuer stationirer Zustand ausgebildet hatte.



3 Ergebnisse

3.1 Messungen an ganzen Oozyten mit der Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an ganzen Oozyten wurde oft fiir Vorversuche vor
den viel aufwendigeren ,,patch clamp*“-Versuchen benutzt. Meistens handelte es sich dabei
entweder um Kontrolle und Optimierung der Expression von rOCT2 oder um erste Tests mit
bisher im Zusammenhang mit rOCT2 noch nicht ndher untersuchten Substanzen wie zum
Beispiel Schwermetallen. Es wurden aulerdem Versuche im Zusammenhang mit dem
Phosphorylierungsgrad von rOCT2 gemacht. Dariiber hinaus wurden einige Experimente zur
Charakterisierung der Hemmung durch extrazelluldr zugefiihrtes Chinin bei verschiedenen

pH-Werten durchgefiihrt.

3.1.1 Stimulation der Proteinkinasen A und C

Die in ,,patch clamp“-Experimenten wihrend einer Messung auftretende stetige Abnahme des
rOCT2-vermittelten Stromes (rundown), sowie die allgemein relativ niedrigen Stréme im
Patch machten eine Suche nach Moglichkeiten zur Signalerh6hung wiinschenswert. Fiir
rOCT1 wurde in HEK293-Zellen eine Stimulation des rOCT]1-vermittelten Transportes
sowohl durch Proteinkinase A als auch Proteinkinase C gefunden (Mehrens et al. 2000). Im Falle
von rOCT2, ebenfalls ein Protein mit mehreren moglichen Phosphorylierungsstellen fiir
Proteinkinasen A und C, wire als Ursache fiir den rundown deshalb eine allméahliche
Dephosphorylierung durch endogene, membrangebundene Phosphatasen denkbar, wie sie
zum Beispiel fiir CFTR gefunden wurde (Weinreich et al 1999). Zur Untersuchung, ob der
Phosphorylierungsgrad von rOCT2 fiir die Signalhohe eine Rolle spielt, wurden in
,»voltage clamp“-Experimenten an ganzen Oozyten zum einen Forskolin und IBMX zur
Erhohung des zytoplasmatischen [cAMP]-Spiegels und damit zur Stimulation der
Proteinkinase A, sowie zum anderen Phorbolester (PMA) zur Stimulation der Proteinkinase C
appliziert. Wahrend 10 uM Forskolin fast keinen Effekt auf den durch Cholin induzierten
Einwirtsstrom hatte, bewirkte die Zugabe von 1,5 mM IBMX eine starke Stromabnahme. Die
Stromabnahme erfolgte so prompt, dass an Stelle einer indirekten Regulation iiber die
Inhibierung der Phosphodiesterase und einer damit einhergehenden Erhéhung des [cAMP]-

Spiegels eher eine direkte Interaktion von IBMX mit dem Protein vermutet wurde. Deshalb



Ergebnisse 47

wurde eine Titration der Hemmung des Cholin-Einstroms durch extrazelluldr zugefiihrtes
IBMX durchgefiihrt. Eine typische Messung mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ist
in Abb. 3.1-1 gezeigt. Es ist zu beachten, dass aufgrund der fehlenden Kontrolle iiber das
Zytoplasma keine wohl definierte Grundlinie zu erkennen ist. Die Perfusion mit 1500 uM
IBMX hemmt scheinbar nur zwei Drittel des cholininduzierten Stromes. Tatsdchlich ist die
Inhibierung viel stirker, da der Strom nach Wegnahme des Cholins aus dem Bad einen
teilweisen Ausstrom des zuvor in die Oozyte gelangten Cholins beinhaltet und der Nullstrom
beziiglich dem durch rOCT2 vermittelten Transport von organischen Kationen tiefer liegt.
Man kann dies anhand von Strom-Spannungskennlinien nachweisen, wie in Abb. 3.1-3 fiir
die Inhibierung durch Cadmium gezeigt ist. Die Inhibierungsmessungen mit IBMX fiihrten zu
einer stark von Zelle zu Zelle variierenden apparenten Inhibierungskonstante von ~50 uM bis
zu ~500 uM fiir IBMX von der extrazelluldren Seite (siehe exemplarisch Abb. 3.1-1). Durch
Messungen an isolierten ,,inside out“-Patchen konnte auch eine Hemmung des Ein- und
Ausstromes durch zytoplasmatisch zugefiihrtes IBMX gefunden werden. Die
zytoplasmatische Zufiithrung von 0,1 mM IBMX fiihrte zu einer Reduktion des durch 3 mM
TMA in der Pipette verursachten Einstromes um ungefihr die Hélfte, die Perfusion mit
1,5 mM inhibierte den Einstrom fast komplett (siche Abb. 3.1-1C). Auf ,,patch clamp®-
Messungen dieser Art (bei Vorbeladung der Patchpipette mit Substrat) wird in Kapitel 3.2.3
genauer eingegangen werden.

Die Zugabe von 50 nM B-Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) zu einer mit der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme auf —40 mV geklemmten, rOCT2 exprimierenden Oozyte
fiihrte zu einer allméhlichen Abnahme des durch Cholin induzierten Einwértsstromes. Neben
der permanenten Aktivierung der Proteinkinase C hat die Zugabe von Phorbolester in
Oozyten einen weiteren Effekt, ndmlich die Verkleinerung der Plasmamembranoberfldche
durch Endozytose (Vasilets et al. 1990). Die beobachtete Stromabnahme konnte also ganz oder
teilweise durch eine mit dieser Membranflichenabnahme einhergehenden Verringerung der
Anzahl der Transportermolekiile erklart werden. Die Flachenabnahme kann iiber die Messung
der Membrankapazitit bestimmt werden, da Membrankapazitit und -fliche zueinander
proportional sind. Unter der Annahme, dass auch die Transporteranzahl proportional mit der
Membranfliche abnimmt, kann die durch die Endozytose bedingte Stromabnahme durch
Quotientenbildung vom beobachteten Einwirtsstrom zur Membrankapazitit herausgerechnet
werden. Ein konstanter Quotient spiegelt eine konstante Stromdichte und damit einen
unverdnderten Strom pro Transportermolekiil wieder. In Abb. 3.1-2 ist flir eine

,»voltage clamp“-Messung der Quotient aus Transmembranstrom zu Membrankapazitdt gegen



48 Elektrophysiologische Charakterisierung von rOCT2

die Zeit aufgetragen worden. Der Quotient wurde nach der Zugabe von 50 nM PMA mit der
Zeit kleiner. PMA hatte folglich einen hemmenden Effekt auf den durch Cholin induzierten

Einstrom.
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Abb. 3.1-1 Inhibierung von substratinduzierten Stromen durch IBMX. A: Stromspur einer mit

der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme bei —50 mV geklemmten, rOCT2 exprimierenden Oozyte.
Die Oozyte wurde mit ORi(NaCl) perfundiert. Schwarze Balken kennzeichnen die Perfusion mit 5 mM
Cholinchlorid, weie die =zusatzliche Zugabe von 50;150;500 und 1500 uM IBMX. B:
Konzentrationsabhangigkeit der Inhibierung durch IBMX. Eine mit 20 ng rOCT2-mRNA injizierte
Oozyte wurde bei —40 mV geklemmt und analog zu (A) mit ORi(NaCl), 5 mM Cholinchlorid sowie 15;
50; 150; 500 und 1500 pM IBMX perfundiert. Nach Normierung auf die durch 5 mM Cholin induzierten
Einstrome wurde zur Berechnung der apparenten Inhibierungskonstante K; eine modifizierte
Michaelis-Menten-Funktion (mit y = 1-1) an die Daten angepasst. C: Trans-Inhibierung durch IBMX im
J/0“-Patch. Die Pipette wurde mit 3 mM TMA vorbeladen, das Bad wurde mit 3 mM TMA,
0,1 oder 1,5 mM IBMX oder ohne Substrat perfundiert (durch Balken oder das Fehlen von Balken
gekennzeichnet). Unter symmetrischen Bedingungen, das hei3t mit 3 mM TMA in Pipette und Bad
(schwarze Balken) wurde ein Nettostrom von null beobachtet (gestrichelte Linie). Die véllige
Wegnahme von Substrat aus dem Bad flihrte zu einwarts gerichteten Stromen. Die Zufiihrung von
0,1 mM IBMX hemmt den Einwartsstrom um ~50 %, die Zufihrung von 1,5 mM fast vollstandig.
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Abb. 3.1-2  Zeitliche Anderung des Quotienten aus cholininduziertem
Transmembranstrom und Membrankapazitiat bei Zugabe von Phorbolester. Im Verlauf einer
,voltage clamp“-Messung wurden der durch Zugabe von 5 mM Cholin induzierte Strom
(Quadrate) und die Membrankapazitat (Kreise) aufgenommen. Der Quotient aus diesen beiden
Grolen (Rauten) ist proportional zur Stromdichte und bei konstanter Proteindichte in der
Plasmamembran ein Mal} fir die Aktivitat von rOCT2. Seine Abnahme bei Zufiihrung von 50 nM
Phorbolester (PMA) deutet auf eine Regulation von rOCT2 durch Proteinkinase C hin.

3.1.2 Einfluss von extrazellular zugefiihrten Hemmstoffen auf den

elektrischen Strom

3.1.2.1 Extrazellular zugefiihrte Schwermetalle

Die anorganischen Kationen der Schwermetalle Kobalt, Nickel, Zink und Kadmium zeigten
eine Wechselwirkung mit rOCT2. Der durch extrazelluldre Zugabe von 5 mM Cholinchlorid
verursachte elektrische Einstrom in rOCT2 exprimierenden Oozyten konnte durch
extrazelluldre Zugabe von Schwermetallionen in unterschiedlicher Stirke vermindert werden.
5 mM CoCl, hemmten ihn reversibel um 37 %, 5 mM NiCl, um 50 % und 5 mM ZnCl, sowie
5 mM CdCl, jeweils um 95 %, wihrend 5 mM BacCl, keinen Einfluss auf den durch rOCT2
verursachten Strom hatte. Eine Auswertung von Strom-Spannungskennlinien wie in Abb.
3.1-3 fir Cadmium zeigt, dass die Schwermetalle selbst von rOCT2 nicht transportiert
werden. Dies wird aus der vergleichsweise flachen Steigung der in Anwesenheit von
Cadmiumchlorid genommenen Kennlinien deutlich (siehe auch Nagel et al 1997). Fir
Cadmium wurde die Hemmung des durch Cholin induzierten Einstromes durch Zugabe von

CdCl, in verschiedenen Konzentrationen ndher untersucht. Es ergab sich eine mit einer
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Michaelis-Menten-Funktion anpassbare Hemmkinetik ~ mit einer apparenten

Inhibierungskonstante von ~50 pM Cadmium (siche Abb. 3.1-3A).
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Abb. 3.1-3  Inhibierung von durch Cholin induzierten Stromen durch Cadmium. A: Eine
rOCT2 exprimierende Oozyte wurde bei -40 mV geklemmt und mit ORIi(NaCl) perfundiert.
Jeweils nach alleiniger Zugabe von 5 mM Cholin erfolgte die zusatzliche Zugabe von Cadmium
in Konzentrationen von 0,05; 0,15; 0,5; 1,5 und 5mM. Zur Bestimmung der apparenten
Inhibierungskonstante wurde eine modifizierte Michaelis-Menten-Funktion an die Daten
angepasst. B: Strom-Spannungskennlinien einer mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in
ORi(NaCl) gemessenen, rOCT2 exprimierenden Oozyte. Die Kennlinien wurden in Abwesenheit
von CdCl, (geschlossene Symbole), in Abwesenheit von Cholin (Kreise), in Anwesenheit von
5 mM CdCl; (offene Symbole) und in Anwesenheit von 5 mM Cholin (Quadrate) genommen.

3.1.2.2 Einfluss der Inhibitoren TBA und Chinin auf den elektrischen Strom

Mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wurde der Mechanismus der Hemmung rOCT2-
vermittelter Strome von der extrazelluldren Seite an ganzen Zellen untersucht, zunédchst durch
permanent geladene TBA-Ionen und dann bei verschiedenen pH-Werten durch Chinin, da
dessen Ladungszustand bei einem pK-Wert von 8,4 vom pH-Wert abhingig ist (Notterman et al.
1986). Wie in Abb. 3.1-4A gezeigt, schneiden sich die Regressionsgeraden in An- und
Abwesenheit von TBA auf der y-Achse. Die Hemmung von durch TEA induzierten
Einwirtsstromen durch TBA bei pH 7,4 ist deshalb kompetitiv mit einer apparenten
Inhibierungskonstante von 15 uM (fiir 100 uM TBA) beziehungsweise 22 uM (fiir 350 uM
TBA). Dagegen ist die Hemmung durch 10 uM oder 30 uM Chinin bei pH 7,4 in Abb. 3.1-
4B deutlich nichtkompetitiv (K; =19 uM). Bei pH 6,5 (Abb. 3.1-4C) liegt fiir Chinin ein
gemischter oder eher kompetitiver Hemmtypus vor (K;“™ =40 + 6 pM, n=3). Messungen bei
pH 8.5 wurden ebenfalls durchgefiihrt, waren aber wegen einer schlechten Vertraglichkeit des

basischen Milieus fiir die Oozyten zur Bestimmung des Hemmtypus nicht verwendbar.



Ergebnisse 51

>

15
- K=22pM
E 109 100 yMTBA
E - o
{ sl K=15pM

1/TEA [1/mM]
T 104 |y ricn _ 30pMQ
B '@10 K, ™™™ (pH 7,4) = 19 M / % (:i K(oH 6.5) = 40.£6 M 04MQ
Z 8 é 10
g 10pMQ =
-’ © ohne Q
= .

15

5 10 15 5 10
1TEA [1/mM] TEA [1/mM]

Abb. 3.1-4 Lineweaver-Burk-Diagramme fiir die Hemmung des Einstromes von TEA durch
TBA und Chinin. A: Hemmung des durch 0,2; 1; 5 und 20 mM TEA vermittelten Einstromes durch
350 uM TBA (n = 1, Dreiecke) und 100 uM TBA (n = 3, Kreise) sowie ungehemmter Strom (n =1,
Quadrate) bei pH 7,4. Der Schnittpunkt der durch die Daten gelegten Regressionsgeraden liegt auf
der y-Achse, was auf einen kompetitiven Hemm-Mechanismus hindeutet. B: Hemmung des durch
0,05; 0,2 und 1 mM TEA vermittelten Einstromes durch 30 yM Chinin (n=2, Dreiecke) und 10 yM
Chinin (n = 2, Kreise) sowie ungehemmter Strom (n = 4, Quadrate) bei pH 7,4. Der Schnittpunkt der
durch die Daten gelegten Regressionsgeraden liegt auf der x-Achse, was auf einen
nichtkompetitiven Hemm-Mechanismus hindeutet. C: Hemmung des durch 0,06; 0,3; 3 und 10 mM
TEA vermittelten Einstromes durch 30 uM Chinin (n = 3, Kreise) sowie ungehemmter Strom (n = 3,
Quadrate) bei pH 6,5. Der Schnittpunkt der durch die Daten gelegten Regressionsgeraden liegt
weder auf der y- noch auf der x-Achse, was auf einen gemischten kompetitiven Hemm-
Mechanismus hindeutet.
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3.2 Charakterisierung von rOCT2 in ,,giant membrane patches*

3.2.1 Einfluss von zytoplasmatisch zugefiihrten organischen

Kationen auf den elektrischen Strom

Nach heterologer Expression von rOCT2 in Xenopus-Oozyten wurde der elektrogene
Auswirts-Transport organischer Kationen durch rOCT?2 an isolierten giant membrane patches

aus der Oozyten-Plasmamembran in ,,inside out“-Konfiguration untersucht® (siche Abb. 2.4—
1).
3.2.1.1 Stimulation und Inhibierung von Auswartsstrébmen

Der Transport von organischen Kationen durch rOCT2 ist polyspezifisch. Strukturell sehr
unterschiedliche organische Verbindungen kdnnen spezifisch an rOCT2 binden. Wihrend
einige davon durch ihre Bindung lediglich einen Transport anderer Substrate hemmen
konnen, werden andere tatsichlich von rOCT2 iiber die Zellmembran transportiert. Die
Mehrzahl der transportierten Verbindungen sind relativ kleine, permanent geladene
organische Kationen wie TMA, TEA oder Cholin. Aber auch groBere organische Kationen
wie Dopamin oder NMG mit einer Molmasse von ~200 g/mol konnen offensichtlich von
rOCT?2 transportiert werden. Die nicht transportierten, an rOCT2 bindenden Substanzen sind
ungezdhlt und weitaus vielgestaltiger; sie besitzen oft, aber nicht notwendigerweise bei
physiologischem pH-Wert eine positive Ladung. Fiir folgende Stoffe konnte in eigenen
Experimenten eine hochaffine Hemmung nachgewiesen beziehungsweise bestétigt werden:
Chinin, 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX), D-Tubocurarin, Corticosteron, TPA und TBA.
Zur Untersuchung der Bindungs- und Transporteigenschaften der zytoplasmatischen Seite von
rOCT2 wurden die in Experimenten an ganzen Zellen oft verwendeten Modell-Substanzen
Cholin, Chinin und Dopamin gewéhlt, sowie die n-Tetra-Alkylammoniumionen TMA, TEA,
TPA und TBA und das ungeladene IBMX (sieche Abb. 2.1-1).

Abb. 3.2-1 zeigt, welchen Effekt die Zugabe von Cholin, TEA, TMA, TBA und Chinin von
der zytoplasmatischen Seite her auf den elektrischen Strom durch die Patchmembran hatte.

Bei Experimenten mit nicht injizierten Kontroll-Oozyten hatte die Zugabe von organischen

? Soweit nicht ausdriicklich anders erwihnt, sind alle Messungen in ,inside out“-Konfiguration durchgefiihrt

worden.
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Abb. 3.21 Substratvermittelte elektrische Auswairtsstrome durch die
Patchmembran bei 0 mV Membranpotenzial. Die Balken Uber den Stromspuren
kennzeichnen die badseitige (zytoplasmatische) Zugabe von 10 mM Cholin (CH), 100 uM
Chinin (Q), 10 mM TMA, 2mM TEA und 1 mM TBA. A und C: rOCT2 exprimierende
Oozyten. B: Uninjizierte Oozyte.

Kationen keinen von den iiblichen Stromschwankungen unterscheidbaren Effekt (~0.5 pA,
n =15, siche Abb. 3.2-1B.

Patche von rOCT2 exprimierenden Oozyten zeigten jedoch einen ausgeprigten
Auswirtsstrom bei Zugabe von Cholin, TMA oder TEA, der durch die Applikation von
Chinin oder TBA inhibiert werden konnte. Dabei verursachten Chinin und TBA allein keine
Stromédnderung. Die Zugabe von 5 bis 20 mM Cholin induzierte bei 0 mV Auswértsstrome
bis zu 30 pA. Wihrend die durch 5bis 20 mM TMA induzierten Strome in derselben
GroBenordnung lagen, waren die mit TEA maximal erreichbaren Strome (bei Zugabe von

2 mM TEA) nur halb so hoch. Die Stromamplitude hing nicht nur vom Substrat und seiner
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Konzentration ab, sondern auch allgemein von der Stirke der Expression von rOCT2, der
Grofle des isolierten Membranpatches und von der Stelle, an der der Patch herausgerissen

wurde.

3.2.1.2 Signalabnahme wéhrend einer ,,patch clamp“-Messung

Abb. 3.2-2 zeigt, dass der durch Cholin induzierte Auswirtsstrom wihrend eines
,»patch clamp*““-Experiments stetig kleiner wurde, ein Phidnomen, das oft bei ,,patch clamp*-
Messungen auftritt und haufig als rundown bezeichnet wird. Bei der Bestimmung von
kinetischen Parametern wie zum Beispiel apparenten Halbséttigungskonstanten musste die
Signalabnahme beriicksichtigt werden. Die Zeitkonstante der Signalabnahme war variabel

und lag im Bereich von 10 bis 50 Minuten.

Abb. 3.2-2 Signalabnahme wéhrend einer
'\ »patch clamp“-Messung. 5 mM Cholin wurde dem

n Bad =zu verschiedenen Zeiten zugegeben
- (Quadrate). Die Abnahme des elektrischen
Stromes konnte mit einer monoexponentiellen
Funktion beschreiben werden. In diesem Fall war
. die Zeitkonstante 50 min.

—

by 'y ™
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o
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3.2.1.3 Substratabhangigkeit der Auswartsstrome

Frithere Messungen ohne direkten Zugang zur zytoplasmatischen Membranseite gaben
Hinweise darauf, dass rOCT1 und rOCT2 auch einen elektrogenen Auswartsstrom vermitteln
kann (Nagel et al. 1997). Strommessungen an isolierten ,,inside out“-Patchen, wie in Abb. 3.2—1
gezeigt, bestdtigen diese Vermutung und erlauben die prizise Bestimmung apparenter
Bindungskonstanten (Kos) fiir organische Kationen auf der zytoplasmatischen Seite. Dazu
wurden wie in Abb. 3.2-3 bei einem Membranpotenzial von 0 mV unterschiedliche
Konzentrationen organischer Kationen appliziert und der induzierte Auswértsstrom gemessen.
Abb. 3.2-3D fasst Messungen an sechs unterschiedlichen Membranpatchen mit verschiedenen
Cholinkonzentrationen zusammen. Die durch Cholin induzierten Auswértsstrome lassen sich
gut mit einer Michaelis-Menten-Gleichung anpassen und fiihren bei 0 mV Membranpotenzial
zu einer apparenten Bindungskonstante von 2,0+ 0,1 mM. Der bei sittigenden
Cholinkonzentrationen maximal erreichbare Strom I.x variierte stark von Patch zu Patch und
lag meist zwischen 5 und 30 pA. Misst man jedoch die induzierten Auswairtsstrome von

Cholin und verschiedenen anderen organischen Kationen in ein und derselben Messung,
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Abb. 3.2-3  Substratkonzentrationsabhdngigkeit rOCT2-vermittelter = Auswartsstrome.
Gezeigt sind Stromspuren von drei ,i/0“-Patchmessungen bei Zugabe von Cholin (CH) in A, TMA in
B und TEA in C in den jeweils Uiber den Balken angegebenen Konzentrationen. Die Bestimmung der
apparenten Bindungskonstanten fir Cholin (D, n = 6), TMA (E, n = 4) und TEA (F, n = 8) geschieht
durch Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion an die Daten.

konnen die jeweiligen Maximalstrome auf den Maximalstrom von Cholin (Im.x(Cholin))
normiert werden.

Fir das kleine organische Kation TMA wurden analog zu Abb. 3.2-3B in vier
Patchmessungen Ky s und I bestimmt (Abb. 3.2-3E). Die kinetischen Transport-Parameter
dhneln mit einem maximalen Strom von Ix(TMA) = 1,2 - I;1,x(Cholin) und einer apparenten
Bindungskonstante von Ko s(TMA) = 2,7 + 0,3 mM denen von Cholin. Fiir das etwas groflere

organische Kation TEA wurde an acht einzelnen Patchen eine Bindungskonstante von
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Kos=0,16 £ 0,05 mM bei 0 mV bestimmt (siche Abb. 3.2-3F). Damit sittigt der elektrogene
Transport von TEA schon bei deutlich geringeren Konzentrationen als bei Cholin. Der bei
sittigenden TEA Konzentrationen maximal erreichbare Auswértsstrom (Ijax) betrug jedoch

nur ungefdhr die Hilfte des durch Cholin induzierten Maximalstromes.

Die vom noch groBeren organischen Kation TPA induzierten 10 mM TMA
Auswirtsstrome waren kleiner als zehn Prozent der durch TMA 3 mM TPA
————

verursachten Strome (bei 3 mM TPA und 10 mM TMA) und
lagen damit nicht signifikant iiber den normalen
Stromschwankungen. Dafiir zeigte die Reduzierung des durch
10 mM TMA induzierten Stromes um achtzig Prozent bei
gleichzeitiger Applikation von 3 mM TPA in Abb. 3.2-4, dass
TPA einen durch rOCT2 vermittelten Transport organischer

Kationen gut zu hemmen vermag. 1 mM TBA schlieBlich _d

induzierte keinen messbaren Auswartsstrom, inhibierte aber den 20s

Strom von 10 mM TMA um etwa zwei Drittel (siche Abb. 3.2—  ppp 394 Hemmung

1C). Beim Vergleich der strukturell dhnlichen Substanzen des durch 10mM TMA
vermittelten Auswarts-

Cholin, TMA, TEA, TPA und TBA lisst sich beobachten, dass stromes durch 3 mM TPA.
mit zunehmender Grofle der Seitenketten von TMA iiber Cholin, TEA und TPA zu TBA die
Transport-Rate durch rOCT2 abnimmt. Die Affinitdt zu rOCT2 nimmt gleichzeitig von TMA
tiber Cholin zu TEA zu.

3.2.1.4 Kompetitive Hemmung durch zytoplasmatisch zugefiihrtes Chinin

Die in Kapitel 3.1.2.2 beschriebenen ,,voltage clamp*“-Experimente und weitere Messungen an
ganzen, rOCT2 exprimierenden Zellen (Arndt ef al. 2001) haben gezeigt, dass Chinin, von der
extrazelluliren Membranseite bei pH 7,4 zugefiihrt, einen einwérts gerichteten Transport von
Substrat durch rOCT2 nichtkompetitiv hemmen kann. Die Hemmung erfolgte mit einer
apparenten Inhibierungskonstante (K;) von ~10 pM, die bei niedrigerem pH-Wert gréBer und
bei hoherem pH-Wert kleiner wurde. Dieser Effekt konnte damit erklart werden, dass Chinin
in seiner ungeladenen Form iiber die Plasmamembran diffundiert und den Transport von der
zytoplasmatischen Seite aus zu hemmen vermag. Eine ndhere Untersuchung der Hemmung
von der zytoplasmatischen Seite aus in ,,patch clamp*“-Experimenten erschien daher

winschenswert.
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Abb. 3.2-5 Kompetitive Hemmung von Cholin- und durch TEA induzierten
elektrischen Auswartsstromen durch Chinin. Die Balken kennzeichnen die Zugabe von 2; 10
und 50 mM Cholin (CH) in A, 0,1; 2 und 20 mM TEA in B oder 1 yM Chinin (Q) in A und B.

»patch clamp*““-Experimente in ,,i/0“-Konfiguration eignen sich gut, um den Mechanismus der
Hemmung durch Chinin von der zytoplasmatischen Membranseite aus zu untersuchen. An
,inside out“-Patchen wurden deshalb durch Cholin, TEA und TMA induzierte
Auswirtsstrome in An- und in Abwesenheit von Chinin gemessen und verglichen. Wie in
ADbb. 3.2-10A zu sehen ist, konnte der durch 5 mM Cholin verursachte Auswirtsstrom durch
intrazelluldre Zugabe von 1, 10 oder 100 uM Chinin jeweils um 50 %, 90 % oder fast 100 %
verringert werden. Die apparente Inhibierungskonstante in Anwesenheit von 5 mM Cholin
wurde zu Ki(5CH)=1,1+0,2 uM bestimmt. Fiir eine kompetitiven

Inhibierungsmechanismus ist
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K([CH]) =Ki+Ki-[CH]- {Kn(CH)} ", (9)
also ergibt sich aus dieser Messung K; = 0,3 £ 0,1 uM. Dass dieser Inhibierungstyp bei der
Hemmung des cholininduzierten Ausstroms von der zytoplasmatischen Seite mit Chinin
tatsdchlich vorliegt, wird aus den folgenden Resultaten ersichtlich.

Abb. 3.2-5A zeigt die Konzentrationsabhingigkeit des Auswértsstromes bei Zugabe von
2, 10 und 50 mM Cholin in Ab- und in Anwesenheit von 1 uM Chinin. Offensichtlich ist die
Abnahme des Stromes in Anwesenheit von 1 uM Chinin bei 50 mM Cholin prozentual
geringer als bei 2 oder 10 mM Cholin. Eine dhnliche Messung fiir TEA als transportiertes
Kation ist in Abb. 3.2-5B gezeigt. Hier hatte die Zugabe von 1 uM Chinin so gut wie keinen
Effekt auf den durch 20 mM TEA induzierten Strom, hemmte aber den von 0,1 uM TEA
verursachten Strom um ~50 %. Diese Beobachtung legt eine kompetitive Hemmung durch
Chinin von der zytoplasmatischen Seite aus nahe. Die in Abb. 3.2-6 gezeigten Lineweaver-

Burk-Diagramme fiir gemittelte Messungen des Auswértsstromes bei Zugabe von Cholin,

A .|

K =0,7+0,3 uM

'iI[ChoIin] [1Irér|M]

B K =0,9%0,3 M

-
-
-

41 ohne Q

~1uMQ o

C K=09+05uM | 1puM Q%

T
10

05 1,0 5
A[TMA] [1/mM] A[TEA] [1/mM]

Abb. 3.2-6 Lineweaver-Burk-Diagramme fiir die Hemmung des Ausstromes von
Cholin, TMA und TEA durch Chinin. ,i/0“-Patche wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von Cholin (A), TMA (B) und TEA (C) in Anwesenheit (Kreise) oder
Abwesenheit (Quadrate) von 1 yM Chinin perfundiert. Die erhaltenen Strome von 12 (A),
4 (B) oder 11(C) gemittelten Messungen wurden doppelt-reziprok gegen die
Konzentrationen aufgetragen. An die Daten in Anwesenheit und in Abwesenheit von Chinin
wurden Regressionsgeraden angepasst. Die Schnittpunkte der Geraden liegen jeweils auf
der y-Achse und kennzeichnen damit einen kompetitiven Hemmtyp. Die fir diesen
Mechanismus bestimmten K-Werte sind in den Abbildungen angegeben.
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TEA und TMA in An- und Abwesenheit von 1 uM Chinin bestitigen diese Annahme. Durch
die reziproke Auftragung der Strome und Substratkonzentrationen werden die jeweils in
Anwesenheit und Abwesenheit von 1 pM Chinin gemessenen Daten linearisiert. Die
Regressionsgeraden fiir An- und Abwesenheit von Chinin schneiden sich fiir alle drei
Substrate nahe der Ordinaten. Dies bedeutet, dass die Maximalstrome (bei sdttigenden
Substratkonzentrationen) in An- und Abwesenheit von Chinin gleich hoch sind und ein
kompetitiver Inhibierungsmechanismus vorliegt. Man erhélt fiir die kompetitive Hemmung
des  Auswirtsstromes  durch  zytoplasmatisch  zugefiihrtes  Chinin  apparente
Inhibierungskonstanten von Kj(Cholin) =0,7 + 0,3 uM, Ky(TEA)=0,9+0,5uM und
Ki(TMA)=0,9 £ 0,3 uM.

3.2.1.5 Spannungsabhangigkeit der Auswartsstréome

Um die Spannungsabhingigkeit der durch organische Kationen verursachten Auswértsstrome
zu untersuchen, wurden 200 ms lange Spannungspulse zu verschiedenen Membranpotenzialen
zwischen —60 mV und +60 mV an die Patchmembran angelegt. Eine typische Messung der
dabei aufgenommenen Auswiértsstrome zeigt Abb. 3.2—7. Die Spannungspulse wurden in
20 mV Schritten von —60 mV bis +60 mV einmal in Anwesenheit (Abb. 3.2—7A) und dann in
Abwesenheit (Abb. 3.2-7B) von 5 mM Cholin an die Patchmembran angelegt. Die Differenz
dieser Strome ergibt in Abb. 3.2-7C die durch Cholin induzierten, rOCT2-vermittelten
Auswirtsstrome bei verschiedenen Potenzialen. Tragt man diese Strome in Abhédngigkeit des
Potenzials auf, so erhdlt man sogenannte Strom-Spannungskennlinien (,,I/U“-Kennlinien). Die
,.1/U“-Kennlinien in Abb. 3.2-8 fiir verschiedene Konzentrationen von Cholin sind nahezu
linear und besitzen alle eine positive Steigung, das heilit der Auswértsstrom von Cholin wird
bei positivem Potenzial auf der zytoplasmatischen Seite verstirkt. Aus den Strom-
Spannungskennlinien fiir die unterschiedlichen Cholin Konzentrationen wurde der Einfluss
der Spannung auf den Maximalstrom In.x und die apparente Bindungskonstante Ky s
bestimmt. Beide Parameter sind spannungsabhidngig. Abb. 3.2-8 zeigt die
Spannungsabhéngigkeit von I und Ko s flir die gemittelten Werte von drei Messungen. Ipax
ist im untersuchten Spannungsbereich linear und zeigt keine Sattigung. Mit der Anpassung
einer mono-exponentiellen Funktion mit dem Exponenten +U/Us an die Bindungskonstante
Kos(U) bei verschiedenen Membranpotenzialen U kann e¢in  MaB3d fiir ihre
Spannungsabhéngigkeit gefunden werden (Lauger 1991). Dabei ist
Us=R-T-(z-8-F), (10)
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mit R-T-(z-F)'=254mV bei 25°C.
Die angepasste Exponentialfunktion fiir
Cholin zwischen —40 und +60 mV ergibt
Gleichung (10)

der bei

nach einen Anteil

0=04+0,1 dem durch die
apparente Bindungskonstante ausgedriick-
ten Prozess verschobenen Teilladung, was
auf eine madfige Spannungsabhingigkeit
hindeutet. Nicht gezeigte Daten weisen
darauf hin, dass der Maximalstrom Iax
auch bei einer Erweiterung des
Spannungsbereichs auf —80 bis +80 mV
Tendenziell steigen die

bei

noch linear ist.
Werte fur K(),5
—40 mV

Potenzialen unter

stark an, allerdings ist diese
Interpretation sehr unsicher, da eine relativ
kleine Signalh6he bei negativen Potenzialen
bei der Bildung der Differenzstrome grof3e
Fehler bedingt.

Analog wurde die Spannungsabhdngigkeit
der durch TMA und TEA induzierten
Auswirtsstrome bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Abb. 3.2-9 zusammengefasst und
werden spéter ausfiihrlich diskutiert. Auch
die durch TMA und TEA induzierten
Strome zeigen eine Spannungsabhingigkeit
beziiglich der apparenten Bindungskonstan-
die d(TMA)=0,3%0,1

S(TEA)=0,6+0,1

ten, sich in
beziehungsweise

niederschligt.
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Abb. 3.2-7 Spannungsabhéngigkeit

substratinduzierter Strome. Spannungspulse
von —60 bis +60 mV und 200 ms Dauer wurden
an einen ,ji/o“-Patch in der Anwesenheit (A) und
Abwesenheit (B) von 5 mM Cholin angelegt. Der
Ubersichtlichkeit halber sind nur ausgewénhlte
Pulse dargestellt. Die Differenzstrome (Strom-
Spannungskennlinien) in  C wurden durch
Subtraktion der entsprechenden Stréme von B
minus A erhalten.
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Abb. 3.2-8  Spannungsabhangigkeit von cholininduzierten Auswartsstromen in ,,i/o“-
Patchen. A: Das in Abb. 3.2-7 beschriebene Experiment wurde fiir verschiedene

Cholinkonzentrationen (2; 5; 10 und 20 mM Cholin) durchgefiihrt und die Gleichgewichtswerte
der Differenzstrdme zum Erhalt von Strom-Spannungskennlinien (I/U-Kennlinien) gegen das
Membranpotenzial aufgetragen. In.x (B) und Kgs (C) wurden fir jeden Wert des
Membranpotenzials jeweils durch Angleichen einer Michaelis-Menten-Funktion an die
gemittelten Werte von 3 Experimenten errechnet. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Fehler
des Anpassungsalgorithmus. Der Anteil & der beim Transport verschobenen Teilladung wurde
durch Anpassung einer monoexponentiellen Funktion mit dem Exponenten +U/Us mit
Us=R-T/z-86-FundR-T/z-F=25,4mV fir25°C zu 6=0,4 + 0,1 ermittelt.

3.2.1.6 Spannungsabhangigkeit der Hemmung durch Chinin

Zu den mit kleinen Buchstaben bezeichneten Zeiten in Abb. 3.2-10A wurden jeweils
Spannungspulse von 200 ms Dauer zwischen —60 mV und +60 mV angelegt. Anschlielend
wurden Differenzstrome zu den in Anwesenheit von 100 uM Chinin und Abwesenheit von
Cholin auf der zytoplasmatischen Seite gemessenen Stromen bei (f) fiir Abb. 3.2-10B
gebildet. Alle Strom-Spannungskennlinien sind im untersuchten Spannungsbereich linear. Die
Kennlinien fiir 1, 10 und 100 pM Chinin zeigen bei allen Spannungen einen jeweils im
gleichen Verhiltnis reduzierten Ausstrom gegeniiber der Kennlinie ohne Chinin. Die
Hemmung des durch Cholin induzierten Ausstromes durch Chinin ist also nicht
spannungsabhéngig. 100 uM Chinin hemmen den durch Cholin induzierten Strom bei allen

Spannungen fast vollstédndig (siehe (e-f)). Die Differenz (g-f) zeigt noch einmal, dass Chinin

selbst keinen Strom verursacht.
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Abb. 3.2-9 Spannungsabhéngigkeit von I, und Kgs fiir durch TMA und durch TEA

induzierte Ausstrome. Experimente analog zu Abb. 3.2-8 mit 1; 2; 4 und 10 mM TMA (A) und mit
0,1; 0,5; 2; 10 und 20 mM TEA sowie 10 mM Cholin (B); jedoch sind in B aus 2 Experimenten
gemittelte Daten dargestellt. In C, D und E, F sind |,a und Ky 5 jeweils fiir die Messungen aus A und

B in Abhangigkeit des Membranpotenzials dargestellt.
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Abb. 3.2-10 Hemmung des durch 5 mM Cholin vermittelten Ausstromes durch Chinin
in Abhéangigkeit des Membranpotenzials. A: Auswartsstrom bei Perfusion eines Patch mit
5 mM Cholin (CH) und 1; 10 oder 100 uM Chinin (Q) zu den durch Balken gekennzeichneten
Zeiten. Zu den mit Kleinbuchstaben bezeichneten Zeitpunkten wurden Spannungspulse
zwischen —60 und +60 V angelegt. B: Strom-Spannungskennlinien der Differenzstrome. Die in
Klammern gesetzten Kleinbuchstaben der Differenzstrome entsprechen den in A mit
Kleinbuchstaben bezeichneten Zeiten. Die Differenzen wurden gegen Strdme in Anwesenheit
von 100 uM Chinin ohne Cholin (Zeitpunkt (f)) genommen. Die mit Quadraten
gekennzeichneten Differenzstrome (b—f) sind zum Beispiel durch Subtraktion der aus den
Spannungspulsen zum Zeitpunkt (f) resultierenden Stréme von den korrespondierenden
Strémen zum Zeitpunkt (b) entstanden.
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3.2.2 Einfluss von extrazellular zugefuhrten organischen Kationen

auf den elektrischen Strom

Die im Kapitel 3.2.1 an ,inside out“-Patchen gewonnenen Ergebnisse fiir den
Auswirtstransport von organischen Kationen kénnen nicht ohne weiteres mit Ergebnissen fiir
den Einwérts-Transport aus Zwei-Elektroden-Spannungsklemme Messungen an ganzen
Zellen verglichen werden. Deshalb wurden zusétzlich Messungen an giant membrane patches
in ,,outside/out*“-Konfiguration durchgefiihrt. Die dabei gemessenen Einwértsstrome lassen
sich zum einen mit den an ,,inside out“-Patchen gemessenen Auswértsstromen und zum
anderen mit den im Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an ganzen Zellen gemessenen

Auswirtsstromen vergleichen.

A 1 2 5 10 20 50 mMCH

:: = 1,0+ n
E 104 E.

Ko

(&)

= 0,54 % 0,5-

§ Kos =29+ 0,4 mM Q Ky =0,09+0,01 mM
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Abb. 3.2-11 Substratinduzierte Einwartsstrome in ,,0/0“-Patchen. A: Perfusion eines
,0/0“-Patches mit 1; 2; 5; 10; 20 und 50 mM Cholin zu den mit den Balken gekennzeichneten
Zeiten. B und C: Substratkonzentrationsabhangigkeit cholin- (B) und TEA-induzierter (C)
Einwartsstrome in ,,0/0“-Patchen. Zur Ermittlung der apparenten Bindungskonstanten wurde an
die gemittelten Daten von 3 (B) und 6 (C) Experimenten eine Michaelis-Menten-Funktion
angepasst. Pipetten- und Badlésung enthielten hohe Konzentrationen an NMG.
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3.2.2.1 Substratabhangigkeit der Einwaértsstrome bei Messungen in

»,outside out“-Konfiguration

Parallel zu den ,inside out“-Messungen in Kapitel 3.2.1.3 wurden Messungen an giant
membrane patches in ,,outside out“-Konfiguration vorgenommen. Abb. 3.2-11A zeigt den
Einwértsstrom bei extrazelluldrer Zugabe von Cholin in verschiedenen Konzentrationen (1; 2;
5; 10; 20 und 50 mM Cholin). Die Konzentration von 10 mM Cholin induzierte bei drei
verschiedenen Messungen Einwirtsstrome von 9,5; 11 und 15,5 pA. Die extrazellulire
apparente Bindungskonstante ist bei Mittelung der Ergebnisse von drei Patchen zu
Kos=2,91 0,4 mM Cholin bestimmt worden (siche Abb. 3.2-11B). Analog wurde die
apparente  Bindungskonstante = fir TEA an sechs ,outside out“-Patchen zu
Kos=0,09+0,0l mM TEA bestimmt (siche Abb. 3.2-11C; verwendete TEA
Konzentrationen: 0,1; 0,2; 0,5; 1; 5 und 20 mM TEA). Der Maximalstrom bei sittigenden

TEA-Konzentrationen betrug ~50 % des maximal mit Cholin induzierbaren Stroms.

3.2.2.2 Spannungsabhangigkeit der Einwdértsstrome bei Messungen in

»,outside out“-Konfiguration

Um die Spannungsabhéngigkeit der durch organische Kationen verursachten Einwértsstrome
zu untersuchen, wurden analog zu den in Kapitel 3.2.1.5 beschriebenen Messungen 200 ms
lang dauernde Spannungspulse zu verschiedenen Membranpotenzialen zwischen
—80 und +60 mV an die Patchmembran angelegt. Die resultierenden Strom-Spannungs-
Kennlinien fiir verschiedene Cholinkonzentrationen sind wie in Abb. 3.2-12A gezeigt
praktisch linear und besitzen eine positive Steigung. Vergleicht man die Kennlinien der
Einwértsstrome mit denen der in ,,i/0“-Konfiguration gemessenen Auswértsstrome (siehe
Abb. 3.2-8A), so stellt man fest, dass sie sich symmetrisch zum Ursprung (0 mV
Membranpotenzial und kein Ein- oder Auswiértsstrom) verhalten. Die Spannungsabhangigkeit
der apparenten Bindungskonstante und des Maximalstromes (bezogen auf den Maximalstrom
bei 0 mV) wurden anhand von drei ,,outside out*“-Patchmessungen und Cholinkonzentrationen
von 1, 2, 5, 10 und 20 mM ermittelt (siche Abb. 3.2—-12B und C). Die bei dem Transport
verschobene Teilladung wurde durch Anpassung einer Exponentialfunktion an die apparenten
Bindungskonstanten bei verschiedenen Membranpotenzialen nach Gleichung (10) zu
0=0,8+0,1 errechnet. Ein Vergleich mit Abb. 3.2-8 zeigt, dass Ko s und I;n.x ebenfalls sehr

symmetrisch sind.
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Abb. 3.2-12 Spannungsabhangigkeit von durch Cholin induzierten Einwartsstroémen in
,»olo“-Patchen. Experimente analog zu Abb. 3.2-8, jedoch in ,o/0"“-Konfiguration. Die in A flr
2 und 10 mM Cholin gezeigten Einwartsstrome einer Einzelmessung sind punktsymmetrisch zu
den in Abb. 3.2-8A gezeigten Auswartsstromen. B und C: Bestimmung von |, und Ky 5 aus den
gemittelten Daten von 3 Experimenten bei Perfusion mit 1; 2; 5; 10 und 20 mM Cholin. |,,ox wurde
auf den von 20 mM Cholin bei 0 mV verursachten Strom normiert.

3.2.3 Strommessungen bei Vorbeladung der Pipette mit

organischen Kationen

In den folgenden Experimenten wurde die Patchpipette mit von rOCT2 transportierten
organischen Kationen in wohldefinierten Konzentrationen beladen. Das entspricht bei Patchen
in ,,inside out“-Konfiguration einer Substratapplikation auf der extrazelluldren Seite und bei
Patchen in ,,outside out“-Konfiguration einer auf der zytoplasmatischen Seite. Bei Perfusion
des Bades mit substrat- oder inhibitorhaltigen Losungen konnte dadurch der Transport
organischer Kationen durch rOCT2 unter Bedingungen untersucht werden, bei denen auf
beiden Seiten der Plasmamembran Substrate oder Inhibitoren anwesend sind. Insbesondere
wurde durch geeignete Wahl der Substratkonzentrationen auf beiden Seiten der
Patchmembran der Effekt von verschiedenen Substrat-Konzentrationsgradienten iiber die

Patchmembran auf den elektrischen Strom ndher studiert.
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3.2.3.1 Trans-Inhibierung des Einstromes organischer Kationen von der

zytoplasmatischen Seite

Abb. 3.2-13 zeigt den elektrischen Strom einer Patchmessung in ,,i/0*“-Konfiguration bei
0 mV und Beladung der Patchpipette mit Badlosung plus 2 mM Cholinchlorid. Bei Perfusion
des Bades mit 2 mM Cholinchlorid haben Pipetten- und Badlosung die exakt gleiche
Zusammensetzung, was im Folgenden mit ,,symmetrische Bedingungen* bezeichnet werden
soll. Der Cholinkonzentrationsgradient iiber die Membran ist dabei null, und damit
verschwindet bei 0 mV auch die treibende Kraft fiir den Cholintransport. Der unter
symmetrischen Bedingungen flieBende elektrische Strom ist dann ebenfalls gleich null®
(gestrichelte Linie in Abb. 3.2—-13A). Bei Perfusion des Bades mit substratfreier Losung misst
man einen negativen elektrischen Strom, das heifit einen Einwirtsstrom, der durch das in der

Pipette — extrazelluldr — vorhandene Cholin verursacht wird. Die Zugabe von Chinin zum

2 2 mM CH
— 0,6 -
01051 2 10100 pMQ

T

(n=4)| |(n=7) (n=5)

B *preo pH7.2 pHBS

A

Abb. 3.2-13  Trans-Inhibierung des durch Cholin induzierten Einwértsstromes durch
Chinin. A: Die Pipette wurde (extrazelluldar) mit 2mM Cholin vorbeladen. Badseitige
(zytoplasmatische) Zugabe von 2 mM Cholin und verschiedenen Konzentrationen von Chinin zu den
mit Balken gekennzeichneten Zeiten. Der bei symmetrischen Bedingungen (beidseitig 2 mM Cholin)
flieRende Strom ist mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet und liegt im Bereich von wenigen pA
zu null elektrischem Strom. Durch 100 yM Chinin kann der durch Cholin induzierte Einwartsstrom
fast komplett trans-inhibiert werden. B: pH-Abhangigkeit der Trans-Inhibierung. Bei verschiedenen
pH-Werten (unter Verwendung der Bad- und Pipettenlésungen Sym(pH6,0), Sym(pH7,4) und
Sym(pH8,5)) wurden Experimente analog A durchgefihrt und die apparenten
Inhibierungskonstanten K; ermittelt. Aufgetragen sind die gemittelten Ergebnisse von 4 (pH 6,0),
7 (pH 7,4) und 5 (pH 8,5) Experimenten.

3 Der gemessene (absolute) elektrische Strom kann bis zu einigen pA in die eine oder andere Richtung betragen,
abhingig vom Nullabgleich des Stromes mit leerer Pipette, von den Diffusionspotenzialen an Pipetten- und
Badelektrode, von einer Stromdrift durch Leckstrome oder leichten Unterschieden in der Substratkonzentration

auf Bad- und Pipettenseite.
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Bad, also von der zytoplasmatischen Seite aus, vermindert den elektrischen Einwértsstrom in
Abhingigkeit der Chininkonzentration. 100 uM Chinin hemmen den Einstrom praktisch
vollstindig. Dies liefert gleichzeitig eine Bestitigung fiir die Nullsetzung des elektrischen
Stromes unter symmetrischen Bedingungen. Da das Substrat Cholin von der extrazelluldren
und der Inhibitor Chinin von der intrazelluldren Seite aus appliziert werden, kann man von
einer ,,Trans-Inhibierung* sprechen. Zur Ermittelung der apparenten Inhibierungskonstante K;
wurden zu dieser Messung analoge Messungen mit unterschiedlicher Vorbeladung der Pipette
durchgefiihrt. Zwei Messungen mit 2 mM Cholinchlorid in der Pipette ergeben bei Mittelung
der Einzelergebnisse K;=0,25%0,04 uM, vier Messungen mit 5 mM Cholinchlorid
Ki=0,26 £ 0,04 uM und eine Messung mit 2 mM TEA-Cl K;=0,25% 0,06 uM. Die K;-
Werte sdmtlicher Messungen sind im Rahmen der Fehler gleich. Eine Mittelung aller sieben

Einzelergebnisse ergibt K; = 0,26 £ 0,02 pM.

3.2.3.1.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Trans-Inhibierung

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Hemmung des Substrat-Einstromes durch
zytoplasmatisch appliziertes Chinin zu untersuchen, wurden ,,patch clamp*“-Experimente in
»1/0“-Konfiguration durchgefiihrt, bei denen die Patchpipette zuvor mit 2 mM Cholinchlorid
oder 2 mM TEA-CI vorbeladen und der pH von Bad- und Pipettenlosung jeweils auf 7,4; 6,0
oder 8,5 eingestellt wurde. Der elektrische Strom wurde analog der Messung in Abb. 3.2-13A
bei verschiedenen Chininkonzentrationen im Bad und 0 mV Membranpotenzial gemessen und
die apparente Inhibierungskonstante K; bestimmt. In Abb. 3.2—13B ist eine Zusammenfassung
der Messungen bei verschiedenen pH-Werten zu sehen. Der Kj ist bei pH 6,0 mit
K;=0,48 £0,09 uM  hoher als bei pH74 (K;=026%+0,02uM) und pH3SE,5
(K;y=0,26 £ 0,04). Die Trans-Inhibierung des Substrat-Einstromes durch zytoplasmatisch
zugefithrtes Chinin ist, wenn iiberhaupt, nur leicht pH-abhéngig bei pH-Werten zwischen
pH 6,0 und pH 8,5. Es ist zu beachten, dass der bei pH 6,0 bestimmte Wert mit einiger
Unsicherheit verbunden ist, da die bei niedrigem pH-Wert gemessenen elektrischen Strome
verrauscht waren und keine sichere Bestimmung der Grundlinie mdglich war. Chinin liegt mit
einem pK-Wert von ~8,4 (Notterman et al 1986) bei pH8,4 zu 50% in der gut
membrangingigen ungeladenen Form (Q) und 50 % in der geladenen Form (QH") vor; bei
pH 7,4 ist ~10 % des Chinins ungeladen und bei pH 6,0 weniger als ~1 %. Auf die sich daraus

ergebenden Konsequenzen wird in der Diskussion niher eingegangen werden.
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3.2.3.1.2 Anstiegszeit des elektrischen Stromes nach vorausgegangener Hemmung

Nach fast vollstindiger Hemmung von durch rOCT2 vermittelten Stroémen durch 100 uM
Chinin oder 1,5mM IBMX konnte beim anschlieBenden Auswaschen des Inhibitors
beobachtet werden, dass die Erholungszeit fiir die durch Substrat induzierten Stréme von dem
zuvor applizierten Inhibitor abhéngig war. In Abb. 3.2—14 wird bei Vorbeladung der Pipette
mit 3 mM TMA der durch TMA induzierte Einstrom durch Wegnahme von 3 mM TMA aus
dem Bad gezeigt, wobei in der Badldsung vor der Wegnahme des TMA bei A kein Inhibitor,
bei B 1,5 mM IBMX und bei C 100 uM Chinin im Bad anwesend war. Die Erholungszeit fiir
den durch TMA induzierten Einstrom verldngerte sich von ~1 s ohne vorherige Inhibierung
auf ~3 s nach Inhibierung mit IBMX und ~8 s mit Chinin. Bei den meisten Messungen lagen
die Erholungszeiten in der Regel bei 0,5-2 s ohne Inhibitor, 1-3 s mit IBMX und 8-45 s mit
Chinin. Die Erholungszeiten von 0,5-2s spiegeln dabei die Geschwindigkeit des

Losungswechsels wieder.
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Abb. 3.2-14 Erholungszeit durch TMA induzierter Einwartsstrome nach Wegnahme von
intrazellularem TMA, IBMX oder Chinin. Bei einer Patchmessung in ,i/0“-Konfiguration unter
Vorbeladung der Pipette mit 3 mM TMA wurde das Bad (auf der zytoplasmatischen Seite) mit
3 mM TMA in Abwesenheit eines Inhibitors (A) oder in Anwesenheit von 1,5 mM IBMX (B) oder
100 uM Chinin (C) perfundiert. Es folgte jeweils die Wegnahme von TMA und von den Inhibitoren
durch Spulung des Bades mit substratfreier Lésung. Die anschlieBende Erholung des
Einstromes von TMA wurde mit monoexponentiellen Funktionen angepasst. Es ergaben sich
folgende Zeitkonstanten: 1(TMA) = 0,9 £ 0,1 s; t(IBMX) = 2,8 £ 0,2 s und 1(Chinin) =8 + 2 s.
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3.2.3.2 Einfluss von Substrat-Konzentrationsgradienten auf den elektrischen

Strom

In diesem Kapitel wird gezeigt werden, dass fiir den Cholintransport {iber die Plasmamembran
bei 0 mV allein der einwirtsgerichtete® elektrochemische Gradient des Cholins als treibende

Kraft verantwortlich ist.

3.2.3.2.1 Vorbeladung der Pipette mit Cholinchlorid

Abb. 3.2-15 zeigt den elektrischen Strom von zwei Patchmessungen in ,,i/0“-Konfiguration
bei 0 mV und Beladung der Patchpipette mit Cholinchlorid in fast séttigender (20 mM) oder
in halbsittigender Konzentration (2 mM). Bei Perfusion des Bades mit substratfreier Losung
misst man wie auch schon bei der Messung in Abb. 3.2-13A gezeigt einen negativen
elektrischen Strom (Einwirtsstrom), der durch das in der Pipette extrazelluldr vorhandene
Cholin verursacht wird. Wenn man die Patche in Abb. 3.2—15 mit Cholinchlorid perfundiert,
vermindert man jeweils den Cholinkonzentrationsgradienten und erhélt einen Riickgang des
Einwirtsstromes. Je hoher die applizierte Cholinkonzentration ist, desto positiver wird der
gemessene Strom. Bei Zugabe von Cholinchlorid in derselben Konzentration im Bad wie in
der Pipette, das heiflt unter symmetrischen Bedingungen, ist der chemische Gradient null und
damit verschwindet bei 0 mV auch die treibende Kraft fiir den Cholintransport: Der unter
symmetrischen Bedingungen gemessene elektrische Strom bei 0 mV ist genau so hoch wie
bei Zugabe von 100 uM Chinin. Da die intrazelluldre Applikation von Chinin den Cholin-
Einstrom praktisch vollstindig inhibiert (siche Kapitel 3.2.3.1), kann jeder in dieser Hohe
gemessener Strom als Strom interpretiert werden, bei dem netto keine Ladung durch rOCT2
transportiert wird. Daraus folgt, dass die Ein- und Auswirtsstrome von Cholin unter
symmetrischen Bedingungen sich gegenseitig autheben. Dies wird in Abb. 3.2-15 jeweils
durch eine gestrichelte Linie verdeutlicht. Strome unterhalb der gestrichelten Linie sind in
Bezug auf den durch rOCT2 vermittelten Kationentransport Einwirtsstrome, Strome oberhalb
Auswirtsstrome. Dementsprechend verursachen einwartsgerichtete
Cholinkonzentrationsgradienten Einwirts- und auswadrtsgerichtete Gradienten

Auswirtsstrome. Abb. 3.2—-15A zeigt aulerdem bei Auswaschung des Chinins die mit einer

* Analog zur Konvention, dass ein Strom positiver Ionen iiber die Plasmamembran von der extrazelluliren zur
intrazelluldren Seite als (elektrisch negativer) Einwirtsstrom definiert ist (siehe Kapitel 2.4.3), soll eine
extrazellulair hohere Konzentration organischer Kationen (und zytoplasmatisch niedrigere) als

einwirtsgerichteter Kationen-Konzentrationsgradient bezeichnet werden.
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Zeitkonstante T =38 s relativ langsame Erholung des durch Cholin induzierten Einstromes
und bedingt durch den rundown ein geringeres Stromsignal. Die badseitige Zugabe von
(sattigenden) 2 mM TEA reduziert den Strom fast auf null. Das legt einen Hetero-Austausch-

Mechanismus nahe, bei dem ein organisches Kation gegen das andere ausgetauscht wird.

20 20 2 20 mMCH
A m o
2 mM TEA
100 pM Q
— g

Abb. 3.2-15 Strome bei Anwesenheit von Cholin auf der extrazellularen oder auf
beiden Membranseiten. A: Die Pipette wurde mit 20 mM Cholin vorbeladen und das Bad mit
2 oder 20 mM Cholin, 2 mM TEA, 100 uM Chinin oder ohne Substrat perfundiert (durch Balken
oder das Fehlen von Balken gekennzeichnet). Spannungspulse wurden nach kompletten
Lésungswechseln zu den mit Kleinbuchstaben bezeichneten Zeitpunkten an die
Patchmembran angelegt (siehe auch Abb. 3.2-17A). Unter symmetrischen Bedingungen, das
heif3t mit 20 mM Cholin in Pipette und Bad (siehe (a) und (g)) wurde ein Nettostrom von null
beobachtet (gestrichelte Linie). Die voéllige Wegnahme von Substrat aus dem Bad flhrte zu
einwarts gerichteten Strémen (b) und (e). Man kann von (b) nach (e) eine Signalabnahme des
Einwartsstromes (rundown) beobachten. Die Perfusion mit 2 mM Cholin (f) fihrt zu einem
reduzierten Einwartsstrom. Die Zufiihrung von 100 uM Chinin (c) oder 2 M TEA (h) hemmt den
Einwartsstrom fast vollstandig. B: Experiment analog zu A mit 2 mM Cholin in der Pipette. Das
Bad wurde mit 1; 2; 5 oder 20 mM Cholin, 100 uM Chinin oder keinem Substrat perfundiert.
Die unterhalb und oberhalb der gestrichelten Linie beobachtbaren Stréme kénnen als durch
rOCT2 vermittelte Einwarts- und Auswartsstrome interpretiert werden. Kleinbuchstaben
kennzeichnen das Anlegen von Spannungspulsen an die Patchmembran (siehe Abb. 3.2—
17B).
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3.2.3.2.2 Vorbeladung der Pipette mit TMA-Cl

Abb. 3.2-16 zeigt den elektrischen Strom von zwei Patchmessungen in ,,i/0“-Konfiguration
bei 0 mV und Beladung der Patchpipette mit TMA-CI in fast sittigender (20 mM) oder in

halbséttigender Konzentration (3 mM) analog zu den Messungen mit Cholin in der Pipette.

20 20 mM TMA
| I
1,5 1,5 mMIBMX

{ A (e 20s

(d)
(a)
3 3 1 10 3 mM TMA
I — I s
1,5 1,25 1,5 mMIBMX

20s

Abb. 3.2-16 Strome bei Anwesenheit von TMA auf der extrazellularen oder auf beiden
Membranseiten. Die Experimente wurden wie in Abb. 3.2-15 beschrieben durchgefiihrt,
jedoch mit 20 mM TMA (A) oder 3 mM TMA (B) in der Patchpipette und 1,25 oder 1,5 mM
IBMX als Inhibitor. Die Kleinbuchstaben bezeichnen wie in Abb. 3.2-15 das Anlegen von
Spannungspulsen (siehe Abb. 3.2-18). A: Von (a) nach (b) ist eine Signalabnahme zu
beobachten. 1,5 mM IBMX hemmt den durch 20 mM TMA verursachten Einwartsstrom fast
vollstandig (e). B: Je nach Richtung des TMA-Konzentrationsgradienten kdnnen Einwarts- (c),
(e), oder Auswartsstrome (f) beobachtet werden.
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Bei Perfusion des Bades mit substratfreier Losung misst man einen durch das TMA in der
Pipette verursachten elektrischen Einwirtsstrom. Dieser kann durch Applikation von
1,25 mM beziehungsweise 1,5 mM IBMX fast vollstindig gehemmt werden (Vergleiche die
Strome in Abb. 3.2-16A zu den Zeitpunkten (d) und (e)). Ebenso kann ein durch TMA im
Bad induzierter Ausstrom mit IBMX gehemmt werden (vergleiche die Stréme zu den
Zeitpunkten (f) und (g) in Abb. 3.2-16B). In Abb. 3.2-16A kann man von (@) zu (d) den
typischen rundown des durch TMA induzierten Stromes beobachten. Im Vergleich zu Chinin-
gehemmten Stromen erholen sich die IBMX-gehemmten Strome nach Wegnahme des
Inhibitors mit t=1-3s viel schneller (siche Abb. 3.2-14). Bei gleichen TMA-
Konzentrationen auf beiden Seiten der Patchmembran, also symmetrischen Bedingungen,
heben sich wie bei den Messungen mit Cholinchlorid in der Pipette Ein- und Auswaértsstrome
gegenseitig auf. Zu den mit kleinen Buchstaben bezeichneten Zeiten wurden kurze
Spannungspulse zur Ermittelung von Strom-Spannungskennlinien angelegt. In Abb. 3.2-16B
fiihren einwérts- und auswirtsgerichtete Konzentrationsgradienten iiber die Patchmembran,
die durch Perfusion mit 1 mM beziehungsweise 10 mM TMA-Cl entstehen, zu

entsprechenden Einwérts- und Auswértsstromen.

3.2.3.3 Spannungsabhangigkeit bei verschiedenen Substrat-

Konzentrationsgradienten

3.2.3.3.1 Spannungsabhingigkeit bei Vorbeladung der Patchpipette mit
Cholinchlorid

Ahnlich wie bei den in den Kapiteln ,,Spannungsabhiingigkeit des Auswirtsstromes* und
»Spannungsabhingigkeit des FEinwértsstromes bei Messungen in ,,0/0“-Konfiguration
beschriebenen Messungen ohne Substrat in der Patchpipette, wurden zur Untersuchung der
Spannungsabhéngigkeit auch nach Vorbeladung der Pipette mit Cholinchlorid 200 ms lange
Spannungspulse zu verschiedenen Membranpotenzialen zwischen —60 und +60 mV an die
Patchmembran angelegt. Im Gegensatz zu den Messungen ohne Substrat in der Pipette
konnen zur Ermittelung der Strom-Spannungskennlinien keine Differenzen von Strémen in
An- und in Abwesenheit von Substrat gebildet werden, weil das Cholinchlorid in der Pipette
nicht austauschbar ist. Wie jedoch im Kapitel 3.2.3.1 gezeigt wurde, kann der durch Cholin
induzierte Einstrom von der zytoplasmatischen Seite aus fast vollstdndig trans-inhibiert
werden. Strom-Spannungskennlinien werden deshalb aus der Differenz von Strémen in An-
und in Abwesenheit von Chinin in sittigender Konzentration (100 pM) gebildet. In Abb. 3.2—
15 wurden bei Vorbeladung der Pipette mit 20 mM und 2 mM Cholin Spannungspulse zu den
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mit kleinen Buchstaben bezeichneten Zeiten angelegt. Die resultierenden Strom-
Spannungskennlinien sind in Abb. 3.2—-17 dargestellt. Alle Kennlinien sind im untersuchten
Spannungsbereich praktisch linear, ihre Steigungen jedoch unterschiedlich. Die Differenz
(weiBe Dreiecke (d-c)) in Abb. 3.2—17A der jeweils mit 100 uM Chinin gehemmten Strome
mit 20 mM Cholinchlorid und ohne Cholinchlorid im Bad ist fiir alle untersuchten
Spannungen fast null, die praktisch vollstindige Trans-Inhibierung der durch Cholin
induzierten elektrischen Strome mit 100 pM Chinin ist also im gesamten untersuchten

Spannungsbereich gewéhrleistet.
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Abb. 3.2-17 I/U-Kennlinien fiir das Experiment aus Abb. 3.2-15. Spannungspulse wurden zu
den in Abb. 3.2-15 mit Kleinbuchstaben bezeichneten Zeiten an die Patchmembran angelegt und
Differenzstrome gegen Strome in Anwesenheit von 100 uM Chinin genommen. Daraus
resultierende |/U-Kennlinien wurden gegen das Membranpotenzial aufgetragen. Die in A mit
Quadraten gekennzeichneten Differenzstrome (a—d) sind durch Subtraktion der aus den
Spannungspulsen zum Zeitpunkt (d) resultierenden Stréme (20 mM Cholin und 100 yM Chinin im
Bad) von den korrespondierenden Strémen zum Zeitpunkt (a) (20 mM Cholin im Bad) entstanden,
alle anderen Kennlinien wurden in ahnlicher Weise erhalten. Zur Bestimmung spezifischer
Leitfahigkeiten wurden Regressionsgeraden durch die Daten einzelner I/U-Kennlinien gelegt. A: I/U-
Kennlinien fiir das Experiment in Abb. 3.2-15A. Die in Anwesenheit von 100 uM Chinin
aufgenommen Stréme wurden durch die zusétzliche Zugabe von 20 mM Cholin nicht verandert
(offene Dreiecke (d-c)). Die Signalabnahme in Abb. 3.2—15A (b) zu (e) ist auch anhand der |/U-
Kennlinien zu sehen (volle und offene Kreise). B: |/U-Kennlinien fur das Experiment in Abb. 3.2—
15B. Samtliche Differenzen wurden gegen die Strdome zum Zeitpunkt (g) in Abb. 3.2-15B (2 mM
Cholin und 100 yuM Chinin im Bad) genommen. Bei endlichen Cholinkonzentrationsgradienten
schneiden die I/U-Kennlinien die null Nettostrom markierende gestrichelte Linie.
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(i) Strom-Spannungskennlinien bei ,,unendlichem * Cholin-Einwdrtsgradienten

Bei Perfusion des Bades mit cholinfreier Losung (siehe Abb. 3.2—-15A (b) und (e) sowie Abb.
3.2-15B (b)), also bei einem ,unendlichen einwéartsgerichteten
Cholinkonzentrationsgradienten, misst man einen Einwértsstrom. Diese Messkonfiguration
entspricht den Messungen in ,,0/0“-Konfiguration (siche Kapitel 3.2.2.1). Die Strom-
Spannungskennlinien fiir einen ,unendlichen* einwartsgerichteten
Cholinkonzentrationsgradienten (siche Abb. 3.2—-17A schwarze Kreise (b-c) und weille
Kreise (e-c) sowie Abb. 3.2—-17B schwarze Kreise (b-g)) gleichen wie erwartet den in ,,0/0-
Konfiguration gemessenen Kennlinien (siche Abb. 3.2—12A).

Die Strom-Spannungskennlinie fiir TEA im Bad (Abb. 3.2-17A schwarze Rauten (/-c))
dhnelt der Kennlinie fiir eine Hemmung mit 100 pM Chinin (weile Dreiecke (d-c)). Dies
bedeutet nicht unbedingt, dass zytoplasmatisch zugefiihrtes TEA den durch Cholin
induzierten FEinwértsstrom (und Cholin in der Pipette den durch TEA induzierten
Auswirtsstrom) stark hemmt, da die Zugabe von TEA-CI allein, ohne Cholinchlorid in der
Pipette, im Gegensatz zu Chinin sehr wohl einen Auswértsstrom induzieren kann (siche Abb.
3.2-1C). Vielmehr muss man die Moglichkeit eines elekto-neutralen Austausches der
organischen Kationen TEA und Cholin in Betracht ziehen, bei dem sich der durch Cholin
induzierte Einwértsstrom und der durch TEA induzierte Auswirtsstrom gegenseitig auftheben.

Auf diesen Mechanismus wird in der Diskussion nédher eingegangen werden.
(ii) Strom-Spannungskennlinien bei endlichen Cholinkonzentrationsgradienten

Fiir endliche ein- und auswirtsgerichtete Cholinkonzentrationsgradienten, das heilit bei
Anwesenheit von Cholin im Bad, schneiden die Strom-Spannungskennlinien die Abszisse
(siche Abb. 3.2-17). Da unterhalb der Abszisse Einwirts- und oberhalb Auswértsstrome
definiert sind, markiert der Schnittpunkt das Umkehrpotenzial des durch Cholin induzierten
elektrischen Stromes. Der einwirtsgerichtete Cholinkonzentrationsgradient von 20 :2 bei
Vorbeladung der Patchpipette mit 20 mM Cholinchlorid und Perfusion des Bades mit 2 mM
Cholinchlorid (siehe (f) in Abb. 3.2—-15A) fiihrt zum Beispiel zu einem Umkehrpotenzial von
+65 mV (Abb. 3.2-17A schwarze Dreiecke (f-c)), der auswirtsgerichtete Gradient von 2 : 20
(Pipette: 2 mM und Bad: 20 mM Cholinchlorid, siehe (e) in Abb. 3.2-15B) zu einem von
—60 mV (Abb. 3.2-17B weille Quadrate (e-g)) und gleiche Cholinkonzentrationen auf beiden
Seiten (20 mM Cholinchlorid in Abb. 3.2—-15A (a) und 2 mM in Abb. 3.2-15B (f)) fithren zu
einem Umkehrpotenzial von 0 mV (Abb. 3.2-17A Quadrate (a-d) und Abb. 3.2-17B
Dreiecke (f-g)). In Tabelle V sind die aus Abb. 3.2—17 grafisch bestimmten Umkehrpotenziale
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in der mittleren Spalte aufgetragen. Diese Werte stimmen mit den mit Hilfe der
Nernstgleichung (Gleichung (1)) und der entsprechenden Cholinkonzentrationsgradienten aus
den extrazelluldren und intrazelluldren Cholinkonzentrationen [ CH ], und [ CH ]; errechneten
Nernstpotenzialen Ucy (dritte Spalte in Tabelle V) wie erwartet iiberein, wenn man in

Gleichung (1) den Ausdruck R - T - (z- F)' =26 mV fiir z = +1 bei 25 °C einsetzt.

Tabelle V. Umkehrpotenziale fiir cholininduzierte Strome

Cholingradient® Umkehrpotenzial® [mV] Nernstpotenzial® [mV]
20: 20 0 0
20:2 65 60
2:20 -60 -60
2:5 -25 -24
2:2 0 0
2:1 15 18

? Pipettenkonzentration [mM]: Badkonzentration [mM]; Paus Abb. 3.2-17 entnommen; °berechnet fir
Standardbedingungen (25 °C)

(iii) Leitfihigkeiten bei symmetrischer Cholinkonzentration und bei , ,unendlichem

Cholin-Einwdrtsgradienten

Die Bestimmung von Leitfdhigkeiten aus den Steigungen der Strom-Spannungskennlinien
mittels linearer Regression fiihrt zu einer interessanten Beobachtung. Unter sittigenden
symmetrischen Bedingungen mit 20 mM Cholinchlorid auf beiden Seiten der Patchmembran
(Abb. 3.2-17A  Quadrate (a-d)) ist die spezifische Leitfahigkeit der Strom-
Spannungskennlinien mit ~75 pS niedriger als die Leitfdhigkeit von ~110 pS bei einem
,unendlichen® Cholin-Einwértsgradienten mit 20 mM Cholinchlorid auf der extrazelluldren
und keinem Cholin auf der zytoplasmatischen Seite (Abb. 3.2—-17A schwarze Kreise (b-c)).
Fiir 20 mM Cholin auf der extrazelluldren und 2 mM TEA auf der zytoplasmatischen Seite
der Patchmembran (Abb. 3.2—17A Rauten (4-c)) ist die spezifische Leitfahigkeit mit ~30 pS
sogar noch niedriger.

Hingegen ist unter halbséttigenden symmetrischen Bedingungen mit 2 mM Cholin auf beiden
Seiten der Patchmembran (sieche Abb. 3.2—17B Dreiecke (f-g)) die spezifische Leitfahigkeit
mit ~200 pS ~50 % hoher als die entsprechende Leitfahigkeit fiir 2 mM Cholinchlorid auf der

extrazelluldren und keinem Cholin auf der zytoplasmatischen Seite mit ~130 pS (sieche Abb.
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3.2-17B Kreise (b-g)). Dieses Ergebnis hat wichtige Konsequenzen fiir den Mechanismus des

durch rOCT2 vermittelten Transports und wird spiter ausfiihrlich diskutiert werden.’

3.2.3.3.2 Spannungsabhingigkeit bei Vorbeladung der Patchpipette mit TMA-CI

Analog zur Bestimmung der Spannungsabhingigkeit des durch Cholin induzierten Stromes
bei Vorbeladung der Patchpipette mit Cholinchlorid wurden auch bei den Messungen des
durch TMA induzierten Stromes mit TMA-Cl in der Pipette Spannungspulse an die
Patchmembran angelegt. Fiir die Messungen aus Abb. 3.2—16 bei Vorbeladung mit 20 mM
und 3 mM TMA sind in Abb. 3.2—-18 die durch Differenzbildung zu IBMX-gehemmten
Stromen gewonnenen Strom-Spannungskennlinien gezeigt. Durch Differenzbildung gegen
IBMX oder gegen Chinin erhaltene Strom-Spannungskennlinien sind praktisch nicht zu
unterscheiden; im direkten Vergleich hemmen 1,5 mM IBMX und 100 uM Chinin den durch
TMA induzierten Strom genauso gut. Die Differenzkurve (g-b) in Abb. 3.2—18B ist fast null
und zeigt damit, dass 1,25 mM IBMX auch den durch TMA induzierten Einwértsstrom bei
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Abb. 3.2-18 I/U-Kennlinien fiir das Experiment aus Abb. 3.2-16. |/U-Kennlinien fir 20 mM
TMA (A) oder 3mM TMA (B) in der Patchpipette wurden analog Abb. 3.2-17 aus
Differenzstromen zu den in Abb. 3.2—16 mit Kleinbuchstaben bezeichneten Zeiten hergestelit. A:
I/lU-Kennlinien fir das Experiment in Abb. 3.2—16A. Differenzen zu Stromen in Anwesenheit von
1,5 mM IBMX waren in Anwesenheit von 20 MM TMA (gefillte Quadrate (b-c)) oder in
Abwesenheit von TMA (offene Quadrate (f-e)) im Bad nicht wesentlich unterschiedlich. Die
Signalabnahme in Abb. 3.2—16A (b) zu (e) ist auch anhand der |/U-Kennlinien zu sehen (volle und
offene Kreise). B: I/U-Kennlinien fir das Experiment in Abb. 3.2-16B. Samtliche Differenzen
wurden gegen die Strdome zum Zeitpunkt (b) in Abb. 3.2-16B (3 mM TMA und 1,5 mM IBMX im
Bad) genommen. Bei endlichen TMA-Konzentrationsgradienten schneiden die I/U-Kennlinien die
null Nettostrom markierende gestrichelte Linie. Die 1/U-Kennlinie (g-b) ist fast null und deutet
damit auf eine fast vollstandige Trans-Inhibierung durch TMA induzierter Einwartsstrome durch
IBMX hin. Die I/U-Kennlinie (h—b) ist ebenso fast null und zeigt damit, dass sich die Leitfahigkeit
des Membranpatches wahrend der Messung nicht wesentlich geandert hat.

> Das Vergleichen von Leitfahigkeiten aus unterschiedlichen Patchen ist zwar nicht direkt moglich. Hier jedoch
wurden wohlgemerkt lediglich die Verhiltnisse von Leitfdhigkeiten einer Messung (unter sittigenden

Bedingungen) mit denen von einer anderen Messung (unter halbséttigenden Bedingungen) verglichen.
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allen untersuchten Spannungen fast vollstindig trans-inhibiert.

Die Strom-Spannungskennlinien fiir TMA &hneln in ihrer Form den Kennlinien fiir Cholin.
Die Umkehrpotenziale fiir den durch TMA induzierten Strom und die entsprechenden
Nernstpotenziale sind in Tabelle VI aufgefiihrt und stimmen gut miteinander {iberein. Fiir
3 mM TMA extrazellulir und kein TMA intrazelluldr in Abb. 3.2—-18B ist die spezifische
Leitfahigkeit mit ~30 pS geringer als fiir 3 mM TMA auf beiden Seiten der Membran mit
~55 pS. Dagegen ist die Leitfdhigkeit fiir 20 mM TMA extrazellulir und kein TMA
intrazellular mit ~70 pS (Abb. 3.2—18A (a-c)) beziechungsweise ~50 pS (d-e) hoher als ~35 pS
fiir 20 mM TMA auf beiden Seiten der Membran (b-c). Es sei nochmals angemerkt, dass
hierbei wie auch im vorigen Kapitel keine Leitfahigkeiten aus unterschiedlichen Messungen

direkt verglichen werden.

Tabelle VI. Umkehrpotenziale fiir TMA-induzierte Strome

Cholingradient® Umkehrpotenzial® [mV] Nernstpotenzial® [mV]
20:20 0 0
3:10 -35 -31
3:3 0 0
3:1 30 29

2 Pipettenkonzentration [mM]: Badkonzentration [mM]; "aus Abb. 3.2-18 entnommen; °berechnet fiir
Standardbedingungen (25 °C)
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3.3 Amperometrische Messungen an spannungsgeklemmten

Oozyten

Fiir eine ndhere Untersuchung des Austauschs von organischen Kationen durch rOCT2 sind
rein elektrische Messmethoden wie die Spannungsklemme an ganzen Zellen oder die Giant
Patch Methode ungeeignet, weil mit ihnen nur der insgesamt flieBende elektrische Strom iiber
die Zellmembran aufgezeichnet werden kann. Sich iiberlagernde Ein- und Auswirtsstrome
konnen nicht separiert werden, und es ldsst sich nicht entscheiden, welchen Beitrag einzelne
Ionensorten zu dem Gesamtstrom liefern.

Um diese Informationen zugénglich zu machen, kann man die elektrischen Methoden um eine
ionenselektive Methode erweitern. Eine gingige Methode ist die Verwendung radioaktiv
markierter Substanzen, die aber bei gleichzeitiger Ableitung elektrischer Signale sehr hohe
Anforderungen an den experimentellen Aufbau stellt. Bei der Untersuchung organischer
Kationen Transporter bietet die Amperometrie eine elegante Alternative. Hierbei wird ein
leicht oxidierbares Substrat des Transporters, wie zum Beispiel Dopamin, an einer
Carbonfaser-Elektrode oxidiert und mit Hilfe des flieBenden Redox-Stroms nachgewiesen.
Dieser Nachweis ist bei geeigneter Wahl der Versuchsbedingungen hoch selektiv.

Durch Inkubation in einer dopaminhaltigen Losung kénnen rOCT2 exprimierende Oozyten
mit Dopamin vorbeladen werden. AnschlieBend kann der Ausstrom von Dopamin aus den
Zellen mit Hilfe der Carbonfaser-Elektrode nachgewiesen werden. Hierzu wird die
Carbonfaser-Elektrode direkt auf die Zellmembran aufgesetzt. Gleichzeitig kann die Zelle auf
ein definiertes Haltepotenzial geklemmt und der elektrisch flieBende Strom aufgezeichnet
werden. Fiir die folgenden Messungen wurde ein Teil der rOCT2 exprimierenden Oozyten
und der nicht injizierten Kontroll-Oozyten fiir 2 bis 30 Stunden in ORi+ 10 mM Dopamin
eingelegt. Eingelegte Oozyten wurden unmittelbar vor der Messung zweimal mit ORI

gewaschen.

3.3.1 Amperometrischer Nachweis des durch rOCT2 vermittelten

Dopamintransports

3.3.1.1 Untersuchung von unspezifischen Redox-Strémen

Um nachzuweisen, dass der an der Carbonfaser-Elektrode gemessener Redox-Strom praktisch

ausschlieBlich durch einen durch rOCT2 induzierten Ausstrom von Dopamin verursacht wird,
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konnen folgende Kontrollexperimente durchgefiihrt werden. Mit Experimenten an in
Dopamin eingelegten, nicht injizierten Kontroll-Oozyten kann gezeigt werden, dass die
unspezifische Aufnahme und Abgabe von Dopamin vernachldssigbar ist und zu keinen
Redox-Stromen an der Carbonfaser-Elektrode fiihrt. Experimente an nicht eingelegten,
rOCT2 exprimierenden Oozyten zeigen, dass ein moglicher Ausstrom von leicht oxidierbaren

endogenen Substraten von rOCT2 ebenfalls vernachldssigbar ist.
Unspezifische Dopaminabgabe von Oozyten

Die Messung von nicht injizierten Kontroll-Oozyten, die fiir 24 Stunden in 10 mM Dopamin
eingelegt worden waren, zeigte nach Abwaschen der dopaminhaltigen Losung keinen
Unterschied zur Messung ohne Oozyte (siche Abb. 3.3—1A). Der Redox-Strom blieb vor und
nach dem Klemmen der Kontroll-Oozyte auf unterschiedliche Haltepotenziale unverandert bei
0 bis 10 pA, ebenso bei der Perfusion mit Cholin und Chinin. Von der Kontroll-Oozyte
moglicherweise unspezifisch aufgenommenes Dopamin konnte nicht an der Carbonfaser-
Elektrode nachgewiesen werden. Der elektrische Strom folgte, bedingt durch die endogene
Leitfahigkeit der Oozyte, dem Wechsel des Haltepotenzials und reagierte nicht auf die

Substratwechsel.
Durch rOCT?2 vermittelter Ausstrom endogener oxidierbarer Substanzen

rOCT2 exprimierende Oozyten, die nicht in Dopamin eingelegt worden waren, zeigten mit
einem Redox-Strom von 0 bis 10 pA keinen Unterschied zu in Dopamin eingelegten Kontroll-
Oozyten oder zu Messungen ohne Oozyte. In Abb. 3.3—1B ist anhand der elektrischen
Stromspur erkennbar, dass die Oozyte Cholin hinein- und endogene Substrate
heraustransportieren kann. Letzteres ist indirekt durch die (geringe) Inhibierung dieses
Transports durch Chinin zu sehen (Nagel et al. 1997). Die Carbonfaser-Elektrode zeigt jedoch
bei allen Losungs- und Potenzialwechseln unveridndert einen Redox-Strom um die 0 pA an
und reagiert nur auf die direkte Applikation von 2,5 uM Dopamin. Es war an der
Carbonfaser-Elektrode weder bei Kontroll-Zellen noch bei rOCT2 exprimierenden Oozyten

ein Ausstrom endogen vorhandener, leicht oxidierbarer Substanzen nachweisbar.
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Abb. 3.3-1 Redox-Strom und elektrischer Strom bei Kontrollmessungen. A: Redox-Strom
und elektrischer Strom einer Kontroll-Oozyte. Eine nicht-injizierte Oozyte wurde fiur 24 Stunden in
ORi + 10 mM Dopamin eingelegt. Der Redox-Strom wurde bei Perfusion mit ORi in Abwesenheit der
Oozyte auf null geregelt. Die Zelle wurde gewaschen, anschlieBend bei —40 mV und -80 mV
geklemmt und mit 5 mM Cholin (5 CH), 6 uM Chinin (6 uM Q) und 2,5 uM Dopamin (2,5 uM Dop)
perfundiert. Der elektrische Klemm-Strom (schwarz) und der amperometrische Redox-Strom (grau)
wurden aufgezeichnet. Der in Anwesenheit der Zelle in ORi gemessene Redox-Strom liegt etwa bei
10-20 pA. Mit der Potenzialdanderung von —40 auf —80 mV andert sich auch der Klemm-Strom, nicht
aber der Redox-Strom. Cholin und Chinin induzieren Redox-Stréme in der GréRenordnung der ohne
Zelle gemessenen Hintergrundstrdme und keine messbaren elektrische Strome. Dopamin induziert
einen Redox-Strom von 500 pA und keinen messbaren elektrischen Strom. Das doppelte Erscheinen
der Grundlinie des Redox-Stroms ist auf Bitrauschen durch die Digitalisierung zuriickzufihren. B:
Redox-Strom und elektrischer Strom einer mit 25 ng RNA injizierten, nicht in Dopamin inkubierten
Oozyte. Der Redox-Strom wurde bei Perfusion mit ORi in Abwesenheit der Oozyte auf null geregelt.
Die Zelle wurde bei —40 mV und -80 mV geklemmt und mit 5 mM Cholin (5 CH), 6 uM Chinin
(6 M Q) und 2,5 uM Dopamin (2.5 uM Dop) perfundiert. Der elektrische Klemm-Strom (schwarz)
und der amperometrische Redox-Strom (grau) wurden aufgezeichnet. Der in Anwesenheit der Zelle
in ORi gemessene Redox-Strom liegt etwa bei 0 pA. Mit der Potenzialanderung von —40 auf -80 mV
andert sich auch der Klemm-Strom, nicht aber der Redox-Strom. Cholin und Chinin induzieren
Redox-Strdme in der GroRenordnung der ohne Zelle gemessenen Hintergrundstréome. Cholin
induziert einen hohen und Chinin einen geringen negativen elektrischen Strom. Dopamin induziert
einen Redox-Strom von 800 pA und keinen messbaren elektrischen Strom. Das doppelte Erscheinen
der Grundlinie des Redox-Stroms ist auf Bitrauschen durch die Digitalisierung zurtickzufiihren.

3.3.1.2 Redox-Stréme von rOCT2 exprimierenden Oozyten nach Vorinkubation
in Dopamin
In Dopamin eingelegte, rOCT2 exprimierende Oozyten zeigten nach dem Abwaschen der
dopaminhaltigen Lésung bei —40 mV Haltepotenzial einen Redox-Strom an der Carbonfaser-
Elektrode von typischerweise iiber 1000 pA, der von einem durch rOCT2 vermittelten
Auswirtstransport von Dopamin verursacht wurde. Eine Eichung der Carbonfaser-Elektrode
zeigt, dass dieser Strom einer lokalen Dopaminkonzentration von einigen Mikromolar
entspricht. Eine Halbierung des Stromsignals in 10 bis 30 Minuten war vor allem durch die
allméhliche Entleerung der Oozyten von Dopamin, aber auch durch die Desensitivierung der
Carbonfaser-Elektrode bedingt. Der Wechsel des Haltepotenzials zu einem stirker negativen
Wert, in Abb. 3.3-2 beispielsweise von —40 mV auf —80 mV, verringerte den Redox-Strom,

eine Potenzialerhohung erhohte ihn. Die Zugabe von 10 uM Chinin zum Bad reduzierte den



82 Elektrophysiologische Charakterisierung von rOCT2

Redox-Strom bei beiden Potenzialen um etwa die Hélfte. Bei Perfusion mit 5 mM Cholin
waren bei -40 mV transiente Redox-Strome und bei —80 mV eine deutliche Zunahme des
stationdren Redox-Stroms zu beobachten.

Zusammenfassend konnte mit dieser Messung gezeigt werden, dass rOCT2 exprimierende
Oozyten bei Inkubation in Dopamin dieses aufnehmen und bei Perfusion mit ORI {iber einen
langeren Zeitraum hinweg wieder abgeben konnen. Der Dopamintransport ist
spannungsabhingig und kann mit Chinin inhibiert werden. Der Effekt von Cholin auf den
Dopamintransport in Abhdngigkeit des Membranpotenzials ist relativ komplex und soll

deshalb im folgenden Kapitel genauer beschrieben werden.
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Abb. 3.3-2 Redox-Strom und elektrischer Strom einer mit 25 ng RNA injizierten, 30
Stunden in 10 mM Dopamin inkubierten Oozyte. Der Redox-Strom der Carbonfaser wurde bei
Perfusion mit ORi in Abwesenheit der Oozyte auf null geregelt. Der elektrische Klemm-Strom
(schwarz) und der amperometrische Redox-Strom (grau) wurden aufgezeichnet. Die Oozyte zeigt
bei —40 mV Haltepotenzial einen amperometrischen Strom von ~900 pA, der nach 15 Minuten auf
~600 pA abgeklungen ist, also einen stetigen Ausstrom von Dopamin. Die Hyperpolarisation auf
-80mV fihrt zu einem negativeren elektrischen Strom wund einem verminderten
amperometrischen Strom. Die Zugabe von 10 yM Chinin (Q) vermindert den Dopaminausstrom
bei beiden Potenzialen etwa um die Halfte und fuhrt zu einem leicht negativeren elektrischen
Strom. Die Perfusion mit 5 mM Cholin (CH) lasst bei —40 mV den stationdren amperometrischen
Strom praktisch unverandert, verursacht aber jeweils beim Lésungswechsel transiente Strome.
Bei —80 mV ist eine Stimulation des Dopaminausstroms durch 10 mM Cholin zu beobachten. Bei
beiden Potenzialen verursacht Cholin negative elektrische Strome.
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3.3.2 Einfluss von extrazellular zugefuhrtem Cholin auf den

Dopamintransport

Die Perfusion mit Cholin hat bei rOCT2 exprimierenden Oozyten, die zuvor in Dopamin
eingelegt worden waren, groflen Einfluss auf den an der Carbonfaser-Elektrode gemessenen
Redox-Strom. Da das extrazellulir applizierte Cholin auf den Auswirtstransport des
intrazellulédr vorliegenden Dopamins einwirkt, kann man dabei von Trans-Effekten sprechen.
Eine Zunahme des Redox-Stroms bedeutet eine Transstimulation des Dopaminausstroms
durch Cholin, eine Abnahme eine Trans-Inhibierung. Je nach den experimentellen
Bedingungen war die Perfusion mit 5 mM Cholin mit keiner Verdnderung des Redox-Stroms,
einer Zunahme von bis zu 30 % (Transstimulation) oder einer Abnahme von bis zu 30 %
(Trans-Inhibierung) verbunden. Welcher Trans-Effekt zu einem gegebenen Zeitpunkt vorlag,
war stark vom Haltepotenzial und wahrscheinlich auch von der intrazelluldren
Dopaminkonzentration abhéngig und variierte von Oozyte zu Oozyte. Teilweise traten bei den
Losungswechseln von und zu Cholin transiente Redox-Strome auf, die groBBer waren, als der
im Kapitel 2.4.4 erlduterte Effekt der Cholinlosung allein auf die Carbonfaser-Elektrode
erwarten lie. Welche Ursache diesem Phdnomen zu Grunde liegt, konnte bisher noch nicht
geklart werden. Die transienten Strome stellten fiir die hier durchgefiihrten nicht-
zeitabhéngigen Messungen jedoch ein geringeres Problem dar, da sie nach wenigen Sekunden
bereits abgeklungen waren. Im Folgenden soll die Abhidngigkeit des Trans-Effekts vom

Haltepotenzial und der intrazelluldren Dopaminkonzentration ndher charakterisiert werden.

3.3.2.1 Potenzialabhédngigkeit der Redox-Strébme

Nach Vorinkubation mit Dopamin wurde der Redox-Strom von rOCT2 exprimierenden
Oozyten bei verschiedenen Haltepotenzialen zwischen —100 mV und 0 mV aufgenommen.
Der Wechsel zu negativeren Haltepotenzialen fiihrte zu einer Verringerung des Redox-Stroms
(sieche Abb. 3.3-2), der Wechsel zu positiveren zu einer Erhohung. Die Auftragung des
Redox-Stroms gegen das Haltepotenzial in Abb. 3.3-3A lieferte fast lineare Redox-Strom-
Spannungskennlinien (Iamp/U-Kennlinien) mit positiver Steigung. Der prozentuale Anteil des
durch Chinin inhibierten Redox-Stroms war unabhidngig vom Haltepotenzial (~50 % fiir
10 pM Chinin). Deshalb lag die Iamp/U-Kennlinie fiir Chinin immer im gleichen Verhéltnis
unterhalb der Kennlinie fiir ORi(NaCl).

Bei Perfusion mit 5 mM Cholin konnten von Messung zu Messung unterschiedliche Effekte
beziiglich der Spannungsabhingigkeit beobachtet werden. Im einen Extremfall (siche Abb.

3.3-3A) war der Redox-Strom in Anwesenheit von Cholin dhnlich potenzialabhidngig wie in
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Abwesenheit und die Iamp/U-Kennlinie liefen quasi parallel zueinander, das heiflt es ergab

sich im gesamten untersuchten Spannungsbereich eine Transstimulation des Dopamin-

Ausstroms durch extrazelluldr zugefiihrtes Cholin.
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Abb. 3.3-3 A: Transstimulation des Redox-
Stroms einer mit Dopamin vorinkubierten,
rOCT2  exprimierenden  Oozyte.  lamp/U-
Kennlinien wurden in Anwesenheit von 5 mM
Cholin (56 mM CH, Kreise), 10 ygM Chinin (10 uM
Q, Dreiecke) oder in ORi ohne Substrat (ohne
CH, Quadrate) bestimmt. Alle drei lamp/U-
Kennlinien besitzen eine positive Steigung. Im
gesamten Spannungsbereich zwischen —80 mV
und -20mV st eine Transstimulation des
Redox-Stroms durch 5 mM Cholin und eine
Inhibierung durch 10 yM Chinin erkennbar. B:
Transstimulation und Trans-Inhibition des
Redox-Stroms der mit Dopamin vorinkubierten,
rOCT2 exprimierenden Oozyte der Messung aus

Abb. 3.3-4A. Die Ianp/U-Kennlinie weist in
Abwesenheit von Cholin eine positive Steigung
auf und ist in Anwesenheit von Cholin fast
waagerecht. Beide Kennlinien schneiden sich
bei etwa -80 mV. C: Gemittelte
Spannungsabhangigkeit der Transstimulation
und Trans-Inhibition des Dopamin-Ausstroms.
Sieben Oozyten wurden fir mehrere Stunden in
20 | 10 mM Dopamin eingelegt und anschlief3end in
An- und Abwesenheit von 5 mM Cholin oder 5-
10 yM Chinin auf Membranpotenziale von —100
bis 0 mV geklemmt. Der Redox-Strom wurde bei
jedem  Potenzial in  Anwesenheit und
Abwesenheit des Substrats gemessen und
jeweils auf einen kurz zuvor oder danach
gemessenen Strom bei —40 mV ohne Substrat
normiert. |amp/U-Kennlinien wurden durch lineare
Regression mit samtlichen Messwerten fir
Cholin, Chinin oder ohne Substrat auf der
Badseite ermittelt.
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In den meisten Messungen verursachte die Zugabe von Cholin jedoch je nach anliegendem
Potenzial eine Transstimulation oder eine Trans-Inhibierung. Folgende Tendenzen konnten
verzeichnet werden: Bei einem Haltepotenzial von +20 mV war der Redox-Strom in
Anwesenheit von Cholin stets geringer als in Abwesenheit, mit zunehmend negativem
Haltepotenzial wurde diese Abnahme immer geringer und kehrte sich schlieBlich in eine
Zunahme um (siche auch Abb. 3.3—4A). Das Umkehrpotenzial fiir den Trans-Effekt, das heif3t
das Potenzial, bei dem eine Transstimulation durch Cholin in eine Trans-Inhibierung

ibergeht, war von Oozyte zu Oozyte verschieden und lag meist zwischen —20 bis —60 mV. Da
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der Redox-Strom bei Perfusion mit 5 mM Cholin weniger potenzialabhidngig war, zeigte die
Iamp/U-Kennlinie in Anwesenheit von Cholin einen weniger steilen Verlauf und verlief wie in
Abb. 3.3-3B mitunter sogar fast waagerecht. Daraus konnte sich sogar ein Schnittpunkt mit
der Kennlinie fiir ORi(NaCl) ergeben, der meist zwischen —60 und —20 mV lag. Abb. 3.3-3C
zeigt gemittelte Redox-Strom-Spannungskennlinien aus normierten Redox-Strémen von
sicben Oozyten in An- und Abwesenheit von Cholin und Chinin. Das mittlere
Umkehrpotenzial der normierten Strome fiir die Transstimulation durch Cholin liegt im

Gegensatz zum mittleren Umkehrpotenzial einzelner Messungen schon bei —10 mV.

3.3.2.2 Abhédngigkeit des Trans-Effekts von der intrazelluldren

Dopaminkonzentration

Die Stéarke des durch Cholin hervorgerufenen Trans-Effekts und sein Umkehrpotenzial waren
in hohem Maf3e von der einzelnen Oozyte abhdngig und variierten manchmal sogar wéahrend
ein und derselben Messung. Bei insgesamt hohen Redox-Stromen war oft im gesamten
gemessenen Spannungsbereich eine Trans-Inhibierung und bei geringeren Redox-Stromen
schon bei —40 mV eine Transstimulation zu beobachten. Deshalb liegt die Vermutung nahe,
dass der Trans-Effekt moglicherweise vom Grad der Vorbeladung der Zelle mit Dopamin
abhingig ist. Leider ist es nicht moglich, die intrazellulire Dopaminkonzentration einer
vorinkubierten Oozyte direkt zu bestimmen. Man kann sich aber zu Nutze machen, dass eine
Oozyte durch ausreichend lange Inkubation in ORi mit oder ohne Dopamin beliebig beladen
oder entleert werden kann.

Zur Uberpriifung wurde die in Dopamin vorinkubierte Oozyte aus Abb. 3.3-4A nach der
Messung fiir 2 Stunden in ORi(NaCl) eingelegt und anschlieBend wieder vermessen (Abb.
3.3-4B). Es zeigt sich, dass das Dopamin aus der Oozyte zumindest so weit entleert wurde,
dass sie bei —40 mV Haltepotenzial keinen messbaren Redox-Strom mehr aufwies. Danach
wurde die Zelle direkt in der Messkammer fiir 15 Minuten wieder mit 10 mM Dopamin
inkubiert und zweimal mit ORi(NaCl) gewaschen. Die anschlieBende Messung ergab einen
deutlichen Redox-Strom, der jedoch mit etwas {iber 1000 pA nur etwa halb so hoch war wie
vor dem Auswaschen und schneller abfiel. Der vergleichsweise schnelle Abfall deutet darauf
hin, dass die Transporter fiir organische Kationen in der Membran nicht geséttigt sind und die
zytoplasmatische Konzentration von Dopamin stetig abnimmt. Bei der Perfusion mit 5 mM
Cholin (5 CH) konnte man keine Trans-Inhibierung wie in Abb. 3.3—4A mehr beobachten,
sondern sogar eine leichte Transstimulation. In Abb. 3.3-5 wird dies noch einmal

verdeutlicht.
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Abb. 3.3-4  Verlauf von Redox-Strom und elektrischem Strom bei Anderung der
intrazelluliren Dopaminkonzentration. A: Redox-Strom und elektrischer Strom einer fir 24
Stunden in 10 mM Dopamin vorinkubierten, rOCT2 exprimierenden Oozyte. Der Redox-Strom
wurde in Abwesenheit der Oozyte auf null geregelt. Der elektrische Klemm-Strom (schwarz) und
der amperometrische Redox-Strom (grau) wurden aufgezeichnet. Der in Anwesenheit der Zelle in
ORi gemessene Redox-Strom lag am Anfang der Messung bei etwa 2300 pA und lag noch nach
9 Minuten bei etwa 2100 pA. Bei Potenzialdanderungen anderte sich der Redox-Strom mit dem
Klemm-Strom in gleicher Richtung. Cholin induzierte negative elektrische Stréme und Redox-
Stréme unterschiedlicher GroRe und Richtung mit Transienten bei jedem L&sungswechsel. Bei
-20 und -40 mV induzierte Cholin eine ausgepragte Abnahme und bei -80 mV keine
Veranderung des Redox-Stroms. B: Verlauf von Redox-Strom und elektrischem Strom (bei
—40 mV) der vorinkubierten Oozyte aus A nach anschlieRendem 2-stiindigen Auswaschen in ORi
und erneutem 15-mindtigen Inkubieren in 10 mM Dopamin. Nach dem Auswaschen verhielt sich
die Oozyte wie die nichtinkubierte Oozyte in Abb. 3.3—1B. Die Applikation von 10 mM Dopamin
fuhrte zu einem hohen negativen elektrischen Strom und einem Redox-Strom an der
Sattigungsgrenze des Verstarkers (4 pA), der schnell bis auf 300 nA abfiel (Die Skalierung
zwischen den senkrechten Strichen wurde fir den Redox-Strom geandert). Nach 15-minltiger
Inkubation mit 10 mM Dopamin wurde das Bad vier Minuten mit ORi perfundiert. Der Redox-Strom
nahm wahrenddessen auf 1100 pA und nach weiteren 4 Minuten auf 700 pA ab. 5 mM Cholin
induzierte keine Anderung oder eine leichte Zunahme des Redox-Stroms.
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Abb. 3.3-5  Trans-Effekte bei -40 mV
fiir die Oozyte aus Abb. 3.3-4. Nach 24
Stunden Inkubation in 10 mM Dopamin
zeigte die Zelle einen hohen Redox-Strom,
der durch 5mM Cholin verringert werden
konnte. Nach zwei Stunden Auswaschen in
ORi war kein Redox-Strom mehr messbar.
Nach erneuter Inkubation fir 15 Minuten in
10 mM Dopamin war erneut ein Redox-Strom
messbar, der durch 5mM Cholin erhéht
werden konnte. Die elektrischen Strédme in
An- und in Abwesenheit von Cholin verhielten
sich nach Inkubation, Auswaschung und
erneuter Inkubation ahnlich, jedoch nahm die
elektrische Leitfahigkeit der Zelle stetig zu.



4 Diskussion

4.1 Wahl des Expressionssystems fiir die heterologe Expression
von rOCT2

Nach der ersten Klonierung eines Transporters fiir organische Kationen aus der Rattenniere,
rOCT1 (Grundemann et al. 1994), wurden weitere homologe Transporter aus verschiedenen
Spezies kloniert und teilweise charakterisiert. Als wichtige Vertreter seien rOCT2 (Busch et al.
1996; Okuda et al. 1996), hOCT1 und 2 (Gorboulev et al. 1997) sowie rOCT3 (Kekuda et al. 1998)
herausgegriffen; eine umfassende Zusammenstellung findet sich zum Beispiel bei (Koepsell et
al. 1999). Um die biophysikalischen Eigenschaften des Transports von organischen Kationen
an einem prominenten Vertreter der OCT-Familie genauer zu untersuchen, wurde der aus der
Rattenniere klonierte Transporter rOCT2 ausgewdhlt, weil mit diesem nach heterologer
Expression in Xenopus-Oozyten mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme die hochsten
durch Substrat induzierten elektrischen Strome erzielt werden konnten. Bis jetzt ist jedoch
nicht bekannt, ob dieser Umstand eine hohe Transportrate oder eine hohe Expression
widerspiegelt. Mittlerweile sind weitere Arbeiten erschienen, die sich mit der Untersuchung
von rOCT?2 befassen (Urakami et al. 1998; Okuda et al. 1999; Pan et al. 1999; Sweet und Pritchard 1999),

jedoch keine unter Verwendung der ,,patch clamp“-Technik.
Heterologe Expression von rOCT2 in Xenopus-Qozyten

Das Xenopus-Expressionssystem stellte sich als besonders geeignet fiir elektrophysiologische
Untersuchungen an rOCT2 heraus. Die in Kapitel 1.4 beschriebenen Vorteile der Xenopus-
Oozyten fiir funktionelle Studien an Membranproteinen wie hohe Translationskapazitit,
funktionale Expression in der Plasmamembran, einfache Handhabung und gute Eignung fiir
,»voltage clamp®- und ,,patch clamp*“-Experimente kamen auch bei der Untersuchung von
rOCT2 zur Geltung. So konnten von ganzen, rOCT2 exprimierenden Oozyten in der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme bei —40mV in der Regel elektrische Strdme von

100 bis 400 nA abgeleitet werden.
Heterologe Expression von rOCT2 in HEK293-Zellen

Da sich im Laufe dieser Arbeit herausgestellt hatte, dass die Amplitude der im ,,giant patch*

erzielbaren Strome oft der begrenzende Faktor fiir die Aussagekraft einzelner Messungen war
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(siehe Kapitel 4.2.3), wurde zundchst die Eignung anderer Expressionssysteme fiir die
Untersuchung von Transportern fiir organische Kationen iiberpriift. Die human-embryonale
Nierenzelllinie HEK293 eignet sich gut fiir elektrophysiologische Messungen mit der
»patch clamp““-Technik und ihre Verwendung zur Untersuchung von rOCT2 schien daher
naheliegend. Allerdings muss beachtet werden, dass sich bei detaillierten Studien mogliche
Interferenzen mit endogenen Transportern fiir organische Kationen nachteilig auswirken
konnten (Zhu et al. 1998). Tatséchlich wurden rOCT1, rOCT2 und hOCT2 schon erfolgreich in
HEK?293-Zellen exprimiert (Nagel et al. 1997; Busch et al. 1998; Arndt et al. 2001). Transient mit
rOCT?2 transfizierte Zellen zeigten in Flussmessungen mit radioaktiv markiertem Cholin eine
spezifische Transportaktivitdt (Arndt et al. 2001). An stabil transfizierten HEK293-Zellen, die
mir freundlicherweise von Prof. Dr. Hermann Koepsell fiir elektrische Messungen zur
Verfiigung gestellt wurden, konnten in ersten Versuchen jedoch keine cholininduzierten
elektrischen Strome gemessen werden, weshalb dieser Ansatz in dieser Arbeit nicht weiter
verfolgt worden ist. Wahrscheinlich war der Expressionslevel in diesen stabil transfizierten

Zellen fiir elektrische Messungen zu niedrig.
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4.2 Eignung der ,giant patch clamp“-Technik zur Untersuchung
von rOCT2

4.2.1 Vorteile und Grenzen der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

an ganzen Zellen

Die Verwendung der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ist eine geeignete Methode, um ein
elektrogenes Membranprotein wie rOCT2 nach heterologer Expression in Xenopus-Oozyten
zu untersuchen. Die Methode ist relativ einfach und schnell anzuwenden und man kann
Versuche leicht an mehreren Oozyten wiederholen. Ein weiterer Vorteil sind aullerdem die
ausreichend hohen elektrischen Signale der ganzen Zellen. Bei —40 mV Haltepotenzial
konnten durch Zugabe von 5 mM Cholin Einwértsstrome von typischerweise 100 bis 400 nA
erzielt werden.

Zu einer weitergehenden Charakterisierung des elektrogenen Transports organischer Kationen
durch rOCT2 waren ,,voltage clamp “~-Experimente an ganzen Zellen leider nicht ausreichend.
Die mangelnde Kontrollierbarkeit der Versuchsbedingungen machte exakte Aussagen oft
schwierig, wenn nicht gar unmdglich. Gerade die Tatsache, dass an einer ganzen, intakten
Zelle gemessen wurde, fithrte zu einem hochkomplexen Messsystem, bei dem viele Parameter
nicht messbar und schon gar nicht kontrollierbar waren. Da nur die extrazelluldre
Membranseite fiir die Applikation von rOCT2-spezifischen Substraten oder Inhibitoren
zuginglich war, konnten kinetische Parameter von der zytoplasmatischen Seite aus nicht
erfasst werden. Damit fehlten wesentliche Informationen, die fiir Aussagen iiber den
Transportmechanismus von rOCT2 und damit auch seine physiologische Rolle wichtig sind.
Die nicht kontrollierbare Zusammensetzung des Zytoplasmas hatte aber noch eine weitere
Konsequenz: Unter Umstinden konnten endogen in unbekannten Konzentrationen
vorhandene organische Kationen als Substrate oder Inhibitoren von rOCT2 Stérungen bei
Messungen von der Auflenseite verursachen (siehe Nagel ef al. 1997). Ein weiterer Nachteil der
Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme war, dass es teilweise schwierig war,
zwischen spezifischen und nicht-spezifischen Effekten in einem Experiment zu unterscheiden,
zum Beispiel wenn die Zelle auf eine Potenzialinderung mit dem Offnen von endogenen
Ionenkanélen reagierte. Schlieflich ist noch erwdhnenswert, dass die GroBle der Oozyte bei
,»voltage clamp“-Messungen sehr langsame Losungswechsel bedingte, was sich insbesondere

beim Auswaschen von Inhibitoren negativ auswirkte (Arndt et al. 2001).
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4.2.2 Vorteile der ,,patch clamp“-Methode

Fiir groBe Teile dieser Arbeit wurde die ,giant patch clamp“-Technik als geeignete
Untersuchungsmethode gewéhlt, weil diese einige entscheidende Vorteile gegeniiber
,voltage clamp“-Messungen an ganzen Zellen bot. Am Patch konnten die
Zusammensetzungen der zytoplasmatischen und extrazelluliren Medien kontrolliert und
allgemein wohl definierte experimentelle Bedingungen gewdhrleistet werden. Durch die
Zuginglichkeit der zytoplasmatischen Membranseite in ,,inside out™“-Patchen konnten
kinetische Parameter von der Innenseite gut bestimmt werden. In ,,outside out“-Patchen war
die extrazelluldre Seite frei zugénglich, so dass ,,voltage clamp*“-Messungen an ganzen Zellen
direkt mit den genauer kontrollierbaren Messungen am Patch verglichen werden konnten. Die
Kontrolle von Bad- und Pipettenldsung schaffte wohl definierte Versuchsbedingungen. Damit
konnten beispielsweise transportierte Substrate von nicht transportierten Inhibitoren gut
unterschieden werden und es traten keine Interferenzen durch unbekannte endogene Substrate
auf. Durch Beschrinkung der Bad- und Pipettenlosungen auf nicht membrangingige
Substanzen konnten unerwiinschte Leckleitfdhigkeiten des Membranpatches weitgehend
vermieden werden. Nicht zuletzt erfolgte der komplette Austausch der Badldsung innerhalb

einer Sekunde (sieche Abb. 3.2-14).

4.2.3 Vergleich der erwarteten und der gemessenen Strome im

Membranpatch

Bei Annahme einer relativ homogenen Verteilung von rOCT2 in der Plasmamembran der
Oozyte und einer unverdnderten Aktivitdt der Transporter im isolierten Patch kann man {iber
das Flachenverhéltnis von Patch zur Membran der gesamten Oozyte die erwarteten Strome in
»patch clamp“-Messungen aus ,,voltage clamp*“-Messungen an ganzen Zellen abschitzen. Die
Membranfldche einer Oozyte ist wegen zahlreicher Invaginationen erheblich grofer als sich
bei der Annahme einer Kugeloberfliache ergeben wiirde. Sie konnte jedoch iiber die Messung
der Membrankapazitit gut bestimmt werden. Mit einer gemessenen Kapazitit von
typischerweise ~220nF fir eine Oozyte mit ~I mm Durchmesser und einer
Membrankapazitit von 1 pF/cm? ergab sich eine Gesamtfliche von ~2,2 - 107 pm? (das ist das
Siebenfache einer entsprechenden Kugeloberfliche). Weiterhin konnte man beim
Experimentieren direkt beobachten, dass der mit einer Patchpipette herausgerissene Membran
Patch nicht eben war, sondern sich in die Pipettendffnung hineinwdlbte. Fiir die Rechnung

wird der Einfachheit halber eine halbkugelschalenférmige Form gewihlt. Eine Patchpipette
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fiir giant patches mit 24 pm Durchmesser an ihrer Spitze fiihrte demnach zu Patchflaichen von
~900 ],Lrnz. Das Flichenverhiltnis Patch zu Gesamtmembran war dann 1:(2,5-10%). Im
gleichen Verhiltnis sollten die im Patch erzielbaren zu den an einer ganzen Zelle gemessenen
elektrischen Strome stehen. Ein dhnliches Verhédltnis wurde zum Beispiel fiir in Oozyten
exprimiertes Bacteriorhodopsin gefunden (Nagel ef al. 1995). Die Applikation von 5 mM Cholin
fiihrte bei auf 40 mV geklemmten ganzen Zellen zu typischen Einwértsstromen von
100 bis 400 nA. Damit erwartete man im ,,0/0“-Patch oder bei Vorbeladung der Pipette mit
5 mM Cholin Einwértsstrome im Bereich von 4 bis 16 pA. In der Regel lagen die tatsédchlich
gemessenen Strome im durch obige Abschitzung erwarteten Bereich. Strome dieser
GroBenordnung waren fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ausreichend, da

Fluktuationen des stationdren Membranstromes meist unter 1 pA lagen.

4.2.4 Eignung der ,patch clamp“-Technik fur zeitaufgeloste

Relaxationsexperimente

Die ,patch clamp“-Technik ist im Prinzip fiir die =zeitaufgeldste Untersuchung der
Transportkinetik von rOCT2 bestens geeignet (Friedrich und Nagel 1997). Deshalb wurden Vor-
Gleichgewichtsmessungen durch Anlegen von sehr kurzen Spannungspulsen zu +40 mV an
die Patchmembran und Aufnahme der relaxierenden Strome nach Tiefpassfilterung mit 2 kHz
durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der durch rOCT2
vermittelten zeitaufgelosten Strome bedingt durch die notwendigerweise hohe Zeitauflosung
bei gleichzeitig geringer Signalhdhe zu schlecht war, um gesicherte Aussagen machen zu
konnen, weshalb die Experimente abgebrochen und die Daten in dieser Arbeit nicht
prasentiert wurden. Neben einer sorgfiltigen Reduktion der Pipettenkapazitit und des
Hintergrundrauschens miisste fiir weitere Versuche in dieser Richtung vor allem die
Signalh6he gesteigert werden.

Es gibt noch einen anderen Ansatz, der filir zeitaufgeldste Messungen an Membranpatchen
erfolgsversprechend sein konnte. Eine sehr schnelle Freisetzung von Substrat konnte man
durch Verwendung eines mit einer photolabilen Schutzgruppe (cage) geschiitzten Substrates
wie zum Beispiel caged Carbachol (Carbamoylcholinchlorid) erzielen. Das geschiitzte
Carbachol selbst sollte nicht von rOCT2 transportiert werden. Mittels eines kurzen
Laserpulses konnte dann die Schutzgruppe abgespalten werden und das von rOCT2

transportierbare Carbachol plotzlich freigesetzt werden. Ahnliche Messungen wurden schon
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erfolgreich an der Na'/K'-ATPase mit photolytischer Freisetzung von ATP aus caged ATP
durchgefiihrt (Fendler et al. 1987; Friedrich et al. 1996).

4.2.5 Grenzen der ,,patch clamp‘“-Methode

Wie bei allen Methoden hatte die Anwendung der ,,patch clamp*-Technik auch gewisse
Nachteile. Offensichtlich waren der apparative Aufwand sowie die hohen experimentellen
Anforderungen. Die Handhabung dieser Methode war schwierig und erforderte sowohl Zeit
als auch einiges Geschick, so dass es geboten schien, vor der Durchfiihrung von
»patch clamp“-Experimenten erst die Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an
ganzen Zellen auszuschdpfen.

Fiir bestimmte Experimente von Nachteil war, dass der von rOCT2 vermittelte elektrische
Strom nicht nur im Vergleich zu den um GroBenordnungen hoheren Stromen von klassischen
Ionenkanélen gering war, sondern auch im Vergleich zu den Stromen von anderen heterolog
exprimierten Membrantransportern wie dem Natrium-Glucose-Kotransporter SGLT1 in
Oozyten (Sauer et al. 2000) oder dem neuronalen Glutamattransporter EAAC1 in HEK293-
Zellen (Grewer et al. 2000), obwohl dies aufgrund der in Kapitel 4.2.3 gemachten Abschitzung
nicht unerwartet war. Selbst bei Verwendung relativ groer Patchpipettendurchmesser von
20 bis 30 um (daher die Bezeichnung giant patch) betrug der iiber die Patchmembran
flieBende elektrische Strom bei Zugabe von 5 mM Cholin und einem Membranpotenzial von
0 mV oft nur 5-10 pA und niemals mehr als 40 pA. Dies galt auch fiir Einwirtsstrome bei
Verwendung der ,,0/0“-Patchkonfiguration und bei Vorbeladung der Patchpipette mit
Substrat. Damit war das durch rOCT2 vermittelte Signal mitunter nicht leicht vom
Hintergrund zu unterscheiden. Erschwerend kam die stetige Signalabnahme (rundown) nach
Herauslosung des Patches von der Oozyte hinzu, die zur Folge hatte, dass die elektrischen
Strome schon nach 30 Minuten Messzeit meist zu klein waren, um sinnvolle Ergebnisse zu
liefern. AuBerdem musste der rundown bei der Datenauswertung wieder herausgerechnet
werden.

Geringe Strome in Patchmessungen waren besonders bei der Ermittelung von I/U-Kennlinien
problematisch, weil sich dabei gleich vier verschiedene Effekte ungiinstig auswirkten: Erstens
anderte sich beim Anlegen kurzer Spannungspulse an die Patchmembran bisweilen die
Patchmembranleitfahigkeit, entweder allgemein durch Verdnderung des Abdichtwiderstandes
oder auch speziell durch Aktivierung endogener spannungsaktivierter Ionenkandle (dem
Umkehrpotenzial nach waren es wahrscheinlich Chloridkanéle), zweitens wurden bedingt

durch die Elektrogenitidt des Transporters positive Strome bei negativen Potenzialen und
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negative Strome bei positiven Potenzialen inhdrent kleiner, drittens fiihrte das Anlegen von
Spannungspulsen an die Patchmembran an sich schon zu einem erhdhten Rauschen in der
Stromantwort und viertens wurden bei der Bildung der Differenzstrome zuséitzliche
Unsicherheiten durch die Subtraktion von zu unterschiedlichen Zeiten aufgenommenen
Stromen eingebracht. Beim letzten Punkt musste besonders darauf geachtet werden, dass die
Patchmembranleitfahigkeit wahrend der Messung unveréndert blieb, der rundown des Signals
nicht zu grofl war und dass bei Verwendung eines Inhibitors die Hemmung des Stromes im
ganzen Spannungsbereich gleichméBig war. Die relativ niedrigen Signale im Patch stellen
zwar kein prinzipielles Problem dar, unterstrichen aber die Notwendigkeit, die Dichte an
funktionellen Transporterproteinen in der Oozytenmembran zu erhéhen.

Die ,,patch clamp“-Methode stieB wie auch die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an
ganzen Zellen an ihre Grenzen, wenn es darum ging, den Beitrag einzelner lonensorten zum
Gesamtstrom zu bestimmen, weil alle elektrischen Teilstrome immer nur in ihrer Summe {iber
den Membran Patch aufgenommen werden konnten. Es konnte a priori auch nicht
unterschieden werden, ob positive Ladung in eine oder negative Ladung in die
entgegengesetzte Richtung transportiert wurde. Besonders schwierig wurde es, wenn man
einen nichtelektrogenen Transport nachweisen wollte, zum Beispiel den Transport einer
ungeladenen Substanz, den Kotransport zweier entgegengesetzt geladener Ionen oder den
Austausch zweier gleich geladener Ionen. Fiir diese Félle wurde deshalb die Methode der
amperometrischen Spannungsklemme entwickelt, mit deren Hilfe der Ausstrom von Dopamin
aus rOCT2 exprimierenden Oozyten durch selektive Oxidation an einer Carbonfaser-
Elektrode direkt gemessen werden konnte, widhrend gleichzeitig die Aufnahme des
elektrischen Transmembranstromes mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme moglich
war.

Der Vorteil der Kontrollierbarkeit der intra- und extrazelluliren Losungen bei Messungen am
isolierten Membranpatch gegeniiber Messungen an ganzen Zellen barg gleichzeitig ein
Risiko, weil die das Zytoplasma simulierenden Losungen (in ,,i/0“-Konfiguration die Bad-
und in ,,0/0“-Konfiguration die Pipettenlosung) in ihren Zusammensetzungen nicht wirklich
dem physiologischen Medium in der Oozyte entsprachen. Es konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass die Eigenschaften von rOCT2 im isolierten Membranpatch sich von denen in der
intakten Zelle unterschieden. Es gibt in der Literatur Anzeichen, dass rOCT2 mittels
Phosphorylierung durch wasserlosliche Proteinkinasen reguliert werden kann (Mehrens et al.
2000). Ein Hinweis auf Anderungen der Aktivitit von rOCT2 im Patch war eine stetige

Abnahme des von rOCT?2 vermittelten Signals (rundown) nach Isolierung des Patches.



Diskussion 95

Trotz ihrer hier aufgezihlten Grenzen ist die ,.giant patch clamp“-Technik wegen der in
Kapitel 1.5.2 genannten Vorteile hervorragend fiir eine in die Tiefe gehende
Charakterisierung von rOCT2 geeignet, wie sie mit anderen Methoden nur schwer zu

realisieren wire.

4.2.6 Ursachen der Signalabnahme im isolierten Membranpatch

Der in Kapitel 3.2.1.2 beschriebene rundown des Signals wihrend einer Patchmessung kann
verschiedenste Ursachen haben. Die Primérstruktur von rOCT2 ldsst auf verschiedene
mogliche Phosphorylierungsstellen schlieBen (Arndt 2000). Im Falle einer Regulation von
rOCT2 tber den Phosphorylierungsgrad, wie sie zum Beispiel bei dem Chloridkanal CFTR
anzutreffen ist (Riordan 1993; Nagel 1999), wére am isolierten Patch ein Signalverlust durch
endogene Phosphatasen oder das Wegspiilen von Adenosin-Triphosphat (ATP) denkbar.
Allerdings konnte in ,,voltage clamp*“-Experimenten nach Stimulation der Proteinkinase A
(cAMP-abhéngige Proteinkinase) und der Proteinkinase C zur moglichen Erhéhung des
Phosphorylierungsgrades von rOCT2 keine Erhohung des durch den Transporter vermittelten
elektrischen Stromes gefunden werden (siche Kapitel 3.1.1). Die Zugabe des
membrangingigen Forskolin zu einer rOCT2 exprimierenden Oozyte, das heiit die Erh6hung
des intrazelluldren [cAMP]-Spiegels durch Stimulierung der Adenylatcyclase und damit die
Aktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase, hatte keinen Effekt auf den durch rOCT2
vermittelten Strom. Eine Modulation der Aktivitdt von rOCT2 durch Proteinkinase A scheint
daher zumindest in Oozyten unwahrscheinlich. Die Zugabe des membrangingigen 3-Isobutyl-
1-Methylxanthin (IBMX) sollte durch Hemmung der cAMP-abbauenden Phosphodiesterase
ebenfalls zu einem erhdhten [cAMP]-Spiegel und damit zur Aktivierung der Proteinkinase A
filhren. Tatsédchlich stellte sich IBMX als Hemmstoff fir rOCT2 mit einer apparenten
Inhibierungskonstante von ~50-500 uM heraus (siche Abb. 3.1-1).

Die Stimulation der Proteinkinase C durch Zugabe von Phorbolester (PMA) hatte sogar zu
einer Reduktion des durch rOCT2 vermittelten Stromes gefiihrt (siche Abb. 3.1-2), was im
Gegensatz zu den von Mehrens et al. gefundenen Ergebnissen steht, die allerdings an dem
Transporter rOCT1 und in HEK293-Zellen erzielt wurden (Mehrens et al 2000). Eine
Signalabnahme am isolierten Patch durch einen sinkenden Phosphorylierungsgrad von rOCT2
scheint daher unwahrscheinlich und die Ursachen fiir das Auftreten dieses Phinomens bleiben

weiterhin ungeklart.
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4.3 Vergleich von zytoplasmatischen und extrazelluldren
Affinitédten

Elektrische Einwirtsstrome konnten mit ,,voltage clamp‘“-Messungen an ganzen Zellen, mit
,»giant patch clamp*“-Messungen in ,,outside out“-Konfiguration oder mit ,,giant patch clamp*-
Messungen in ,,inside out“-Konfiguration nach Vorbeladung der Patchpipette mit Substrat
gemessen werden. Elektrische Auswértsstrome wurden mit ,,giant patch clamp*“-Messungen
in ,,i/0“-Konfiguration gemessen. Die beobachteten Auswirtsstrome bei Zugabe von
organischen Kationen zur zytoplasmatischen Membranseite waren nicht unerwartet, da schon
von Nagel et. al. auswirts gerichtete Fliisse radioaktiv markierter Substanzen und mit der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme elektrische Auswiértsstrome in rOCT1-exprimierenden
Oozyten gezeigt wurden, die am wahrscheinlichsten durch einen durch rOCT1 vermittelten
Auswirtstransport erkldrbar waren (Nagel et al 1997). Dieses konnte ebenso fiir rOCT2
bestitigt werden, wie die in Kapitel 3.3 gezeigten Messungen mit der amperometrischen
Spannungsklemme an mit Dopamin vorinkubierten Oozyten zeigen. Es war jedoch
iiberraschend, dass sich die apparenten Bindungskonstanten fiir Cholin und TEA an der
zytoplasmatischen Membranseite von denen auf der extrazelluldren Seite (an ganzen Zellen)
kaum unterschieden (Urakami et al 1998; Sweet und Pritchard 1999; Arndt et al. 2001). Auch die
GroBe typischer elektrischer Ein- und Auswiértsstrome im Patch war ungefdhr gleich. In
Tabelle VII sind zum Vergleich die an isolierten Membranpatchen bei 0mV
Membranpotenzial in ,,i/0“- und ,,0/0“-Konfiguration sowie die an ganzen Oozyten in
,voltage clamp®- und Flussmessungen gemessenen extrazelluldren Affinititen fiir Cholin und
TEA aufgelistet. Der fiir TEA gemessene Wert von der zytoplasmatischen Seite im Patch
(Kos=160 uM bei 0 mV) stimmte gut mit dem mit extrazelluldr aus ,,voltage clamp*-
Messungen bestimmten Wert von 140-160 uM iiberein und lag im Bereich der fiir die
extrazelluldre Seite publizierten Werte von Kos =90 uM oder ~400 pM bei Flussmessungen
an ganzen Oozyten (Sweet und Pritchard 1999; Arndt et al. 2001), der fiir Cholin (Kos=2 mM
zytoplasmatisch bei 0 mV) nicht weit daneben (jeweils Kos= 0,7 mM bei Flussmessungen
und bei auf 0 mV geklemmten Oozyten, Arndt et al. 2001). Fiir einen direkten Vergleich der
Affinitdten auf beiden Seiten wurden deshalb Messungen in ,,0/0“-Konfiguration durchgefiihrt
(siehe Abb. 3.2—-11). Die extrazelluldren Affinititen bei 0 mV fiir Cholin (Ko s = 2,8 mM) und
TEA (Kos5 =90 uM) unterschieden sich nicht wesentlich von den an der zytoplasmatischen

Seite gemessenen Werten und waren auch mit den an ganzen Zellen gefundenen Werten



Diskussion 97

vergleichbar. Damit konnte gezeigt werden, dass die an isolierten Membranpatchen
gewonnenen Ergebnisse mit den an ganzen Zellen gewonnenen vergleichbar sind.

Die Symmetrie in den apparenten Affinititen beiderseits der Plasmamembran ist in guter
Ubereinstimmung mit der Annahme, dass allein das Membranpotenzial und der chemische
Konzentrationsgradient, also das elektrochemische Potential der organischen Kationen, die
treibende Kraft fiir den durch rOCT2 vermittelten Transport darstellen und dieser nur eine
geringe Rektifikation zeigt. Stirkere Argumente fiir diese These werden noch weiter unten in

dieser Diskussion gebracht.

Tabelle VII. Vergleich der Affinitaten an der zytoplasmatischen
und der extrazellularen Membranseite

zytoplasmatisch extrazellular extrazellular extrazellular

(,,ilo“-Patch)® (,0/0“-Patch)? (voltage clamp) (Flussmessung)®
Kos(TEA) [UM] 160 £ 50 90 £ 10 140-160° 90 * 10°; ~400°
Kos(Cholin) [mM] 2,0 0,1 2,8+0,1 0,7+0,1*° 0,7+0,1°

@bei 0 mV Membranpotenzial; ® Potenzial nicht geklemmt; ©aus Abb. 3.1-4; @ Sweet und Pritchard, 1999; © Arndt et al,, 2001

4.3.1 Mechanistische Modelle fiir den rOCT2-vermittelten Transport

von organischen Kationen

Mindestens zwei mechanistische Modelle konnten den untersuchten bidirektionalen Transport
von organischen Kationen erklaren.

(1) rOCT2 konnte ein Kanal fiir lipophile Kationen sein, der die Diffusion von organischen
Kationen {iber die Plasmamembran erleichtert, ohne dabei selbst groBere
Konformationsédnderungen zu erfahren (siche Abb. 4.3—1A).

(i1)) rOCT2 konnte ein Transporter mit einem zyklischen Transportschema sein, bei dem das
Substrat zunédchst von der einen Membranseite aus an den Transporter gebunden wird und
anschlieBend nach einer Konformationsinderung auf der anderen Membranseite abgegeben
wird. Eine zweite Konformationsinderung des nun leeren Transporters macht die
Substratbindungsstelle schlieBlich wieder fiir die erste Membranseite zuginglich und
vollendet so den Zyklus (siche Abb. 4.3—1B).

Wihrend die bisher diskutierten Ergebnisse noch keine Entscheidung zu Gunsten des einen
oder anderen Modells erlauben, sprechen die weiter unten diskutierten Ergebnisse aus der
Bestimmung der Leitfdhigkeiten in Anwesenheit von organischen Kationen beiderseits der

Membran und aus den Transstimulationsexperimenten mit Dopamin klar fiir das zweite

Modell.
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Abb. 4.3 Zwei einfache Transportmodelle. A: Kanalmodell. Der Transporter (T) kann ein
organisches Kation (OC") entweder von der extrazelluléren (ex) oder zytoplasmatischen (in) Seite
aus binden und wieder abgeben. Der Transport geschieht diffusionserleichternd ohne gréRere
Konformationsdnderung des Proteins. B: TundT: Transporter in auswarts- (T) und
einwértsgerichteter (T) Konformation. OC™: Organisches Kation; T-OC™: Konformation des
Transporters mit einem gebundenen organischen Kation; exundin: extrazellulare und
zytoplasmatische Membranseite. Der Transporter bindet das organische Kation auf einer
Membranseite, unterlauft eine Konformationsanderung, gibt das organische Kation auf der anderen
Seite ab, durchlauft ohne ein gebundenes Kation eine zweite Konformationsanderung und gelangt
so in den Ausgangszustand zurlick. Da die bisher gezeigten Ergebnisse eine starke Symmetrie
bezlglich dem Einwarts- und Auswartstransport von organischen Kationen zeigen, kénnen die
Transportschritte in beiden Modellen auch in umgekehrter Richtung laufen (Doppelpfeile).

4.3.2 Inhibierung von rOCT2-vermittelten @ Stromen  durch

verschiedene Hemmstoffe

Fiir diese Arbeit wurden hauptsidchlich Chinin, IBMX, TPA, TBA und Cadmium als
Hemmstoffe fiir den durch rOCT2 vermittelten Transport von organischen Kationen
verwendet. Es gibt noch eine Vielzahl weiterer bekannter Inhibitoren fiir polyspezifische
Transporter fiir organische Kationen wie rOCT1 und rOCT2, wobei oft nicht bekannt ist, ob
sie tatsdchlich nicht selbst transportiert werden (Nagel et al. 1997; Ullrich 1997) und sicherlich
lassen sich miihelos weitere bisher unbekannte finden.® Wihrend die ,patch clamp“-Methode
eine einfache Unterscheidung zwischen Inhibitor und transportiertem Substrat erlaubt, war es
nicht Ziel dieser Arbeit, ein screening geeigneter Hemmstoffe fiir rOCT2 durchzufiihren,
sondern unter Verwendung ausgewdhlter Inhibitoren den Transport organischer Kationen

genauer zu charakterisieren.

® Von Dr. Georg Nagel und mir wurden ohne gezielte Suche erstmalig IBMX, Paraquat, Theophyllin sowie

diverse Schwermetalle als Inhibitoren fiir rOCT2 gefunden.
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Inhibierung durch IBMX

Es war zunéchst iiberraschend, dass das ungeladene IBMX ein Inhibitor fiir rOCT2 mit einer
apparenten Affinitdt im mikromolaren Bereich ist. Ionisation ist jedoch kein notwendiges
Kriterium fiir eine Wechselwirkung mit Transportern fiir organische Kationen (Ullrich und
Rumrich 1992). Von welcher Membranseite aus die Bindung an rOCT2 stattfindet, ist mit
diesen Experimenten allerdings nicht zu entscheiden, da IBMX leicht passiv durch die

Oozytenmembran diffundieren kann.’
Inhibierung durch n-Tetra-Alkylammoniumionen

Fiir die n-Tetra-Alkylammoniumionen (n-TAA) TMA, TEA, TPA und TBA nimmt die
apparente Affinitdt zu rOCT2 wie auch die Hemmbarkeit substratinduzierter Strome mit
zunehmender Kettenldnge und damit zunehmender Hydrophobizitit zu, die maximale
Transportrate der n-TAA selbst aber im selben Mafle ab, bis kein rOCT2-spezifischer
Transport mehr feststellbar ist. Die Wechselwirkung der n-Tetra-Alkylammoniumionen von
TMA bis zu Tetrapentylammonium (TPeA) beziehungsweise Tetrahexylammonium (THA)
mit den Transportern fiir organische Kationen rOCT1 und hOCT1 wurde schon frither mit
ganz dhnlichem Ergebnis untersucht (Gorboulev ef al. 1999; Zhang et al. 1999). Allerdings wurde in
diesen Arbeiten an ganzen Zellen lediglich die Hemmung des Transports von radioaktiv
markiertem TEA durch n-TAA durchgefiihrt, so dass nur indirekt Aussagen {iber den
Transport der n-TAA selbst gemacht werden konnten. Im Falle der elektrischen Messungen
dieser Arbeit an rOCT2 exprimierenden Oozyten ist das anders: Wihrend die Zufiihrung von
TMA und TEA deutliche elektrische Strome an ganzen Zellen und im Patch vermittelte,
konnten in ,,patch clamp*“-Messungen keine von TPA oder TBA verursachten elektrischen
Strome gemessen werden. Das lésst sich nur damit erkldren, dass TMA und TEA von rOCT2
tiber die Membran transportiert werden und TPA oder TBA nicht. Ein geringer, mit
elektrischen Messungen nicht mehr aufzulésender Transport von TPA oder TBA kann zwar
nicht ganz ausgeschlossen werden; dieser wére aber im Vergleich zu den Transportraten
anderer Substrate wie TMA, TEA, Cholin oder Dopamin sicherlich zu vernachlédssigen.
Offensichtlich erleichtert ein gewisses Mall an Hydrophobizitit die Bindung an rOCT2, so
dass man bei der Bindung eine Beteiligung von hydrophoben Doménen in der

Bindungsregion von rOCT2 vermuten kann. Andererseits diirfen die organischen Kationen

7 IBMX sollte urspriinglich unter Ausnutzung eben dieser Eigenschaft nach Uberwindung der Plasmamembran

die Phophodiesterase hemmen und dadurch den intrazelluliren cAMP-Spiegel erhdhen.
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nicht zu grof} sein oder miissen auch polare Eigenschaften aufweisen, um transportiert zu

werden.
Inhibierung durch Cadmiumchlorid

Cadmium und andere Schwermetalle schddigen im menschlichen Korper vor allem die
Nieren. In der deutschen Bevolkerung betrdgt der normale Cadmiumspiegel in Blut und Urin
im Durchschnitt ~0,36 pg/l beziehungsweise ~0,29 pg/l (Seifert et al. 2000); das entspricht
jeweils ~3 nM. Dieser Spiegel ist bei Rauchern, Metallarbeitern und Personen, die in
schwermetallbelasteten Gebieten wohnen, deutlich erhoht. Zwar sind exakte Grenzwerte
schwer zu bestimmen, doch wird allgemein angenommen, dass sich schon eine dreifache
Cadmiumbelastung nierenschadigend auswirkt (Jarup et al. 1998). Die im Blut zirkulierende
oder mit dem Urin ausgeschiedene Menge an Cadmium ist auf den ersten Blick sehr gering.
Man muss jedoch beachten, dass das Nierengewebe Cadmium stark anreichert, so dass die
effektive Konzentration in den Nierenepithelzellen wahrscheinlich viel hoher ist. Die kritische
Konzentration fiir erste Nierenschdden betragt ~200 pg Cd/g Kortexgewebe (Roels et al. 1999).
Krankheitsbilder wie bei der Itai-Itai-Krankheit oder dem Fanconi-Syndrom weisen dabei auf
eine multikausale Schiadigung der gesamten Niere durch Schwermetalle hin. Im Besonderen
betrifft dies die Nierentubuli, in denen es in der Regel zu einem anormalen Stofftransport wie
zum Beispiel Proteinuria, Phosphaturia und Glukosuria kommt (Kazantzis et al. 1963; Adams et al.
1969). Dabei sind die molekularen Wechselwirkungen der Schwermetallionen mit
Membranproteinen der Epithelialzellen weitgehend unbekannt. Man vermutet zum einen
primidre Schadigungen durch direktes Binden von Cadmium an Substratbindungsstellen oder
SH-Gruppen der Transportproteine und zum anderen sekundire Schidigungen etwa durch
Storung der Proteinbiosynthese oder der Energetisierung der Epithelialzellen (Bergeron und
Scriver 1992; Ahn et al. 1999).

In dieser Arbeit wurde erstmalig demonstriert, dass Cadmium den von rOCT2 vermittelten
Transport von organischen Kationen mit einer apparenten Inhibierungskonstante von ~50 pM
von der extrazelluldiren Seite hemmt. Es ist allerdings anzunechmen, dass unter
physiologischen Bedingungen Wechselwirkungen mit freien Cadmiumionen eher von der
zytoplasmatischen Seite aus stattfinden (Ahn et al. 1999). Ahn und Mitarbeiter konnten an mit
50 bis 200 uM CdCl, vorbeladenen Vesikeln von renalen Biirstensaummembranen eine
deutliche Abnahme von natriumabhéngigen Transportvorgédngen feststellen.

Leider ist die zytoplasmatische Zufiihrung von CdCl, an ,,inside out“-Patchen nicht ohne

Weiteres moglich, da das den Badlosungen zur Unterdriickung von Ca®’-aktivierten



Diskussion 101

Chloridkanilen zugesetzte EGTA nicht nur Ca®’, sondern auch Cd*" komplexiert. Die
festgestellte Symmetrie in den Substrataffinititen von rOCT2 lédsst jedoch zumindest
vermuten, dass Cadmium auch von der zytoplasmatischen Seite aus an den Transporter
binden kann.

Es ist sicherlich interessant zu untersuchen, in wie weit eine Wechselwirkung von Cadmium
mit Transportern fiir organische Kationen am Entstehen von cadmiumverursachten

Krankheitsbildern beteiligt ist.

4.3.3 Charakterisierung der Inhibierung durch Chinin

Die Hemmung des Transportes von organischen Kationen durch Chinin wurde bereits in
verschiedenen Arbeiten fiir rOCT1 (Nagel et al. 1997) und rOCT2 (Urakami et al. 1998; Sweet und
Pritchard 1999; Arndt et al. 2001) am Xenopus-Expressionssystem demonstriert. Es wurde bei
extrazelluldrer Zugabe von Chinin in ganzen Zellen fiir die Inhibierung von TEA-induzierten
Einwértsstromen bei neutralem oder erhohtem pH-Wert zunichst eine nichtkompetitive
Hemmkinetik gefunden. Die apparente Inhibierungskonstante betrug hierbei ~10-20 uM
(Abb. 3.1-4B und Arndt et al. 2001).
Es war jedoch iiberraschend, dass im ,,i/0“-Patch zum einen die Affinitét fiir Chinin von der
zytoplasmatischen Seite aus viel hoher war (Ki-Wert ~0,3 uM bei Trans-Inhibierung (Abb.
3.2-13) und ~0,3-0,9 uM bei Cis-Inhibierung (Abb. 3.2—6 und Abb. 3.2-10)) und dass zum
anderen die Inhibierung von TMA-, TEA- oder cholininduzierten Strdmen kompetitiv war
(siehe Abb. 3.2-6). Man muss beachten, dass Chinin mit einem pK-Wert von 8,4 (Notterman et
al. 1986) bei pH 7,4 zu 10 % in ungeladener Form vorliegt. Die Befunde der hoheren Affinitét
und der Kompetition an der zytoplasmatischen Seite machten es unwahrscheinlich, dass das
Chinin in den ,,i/0*“-Patchmessungen nach Diffusion in seiner ungeladenen Form durch die
Membran von der extrazelluldren Seite aus inhibierte. Wahrscheinlicher ist hingegen, dass
umgekehrt in den Experimenten mit ganzen Zellen das Chinin in seiner ungeladenen Form
durch die Membran diffundierte und den Transport von der zytoplasmatischen Seite aus trans-
inhibierte. Fiir die Richtigkeit dieser Annahme lieferten Experimente an ganzen Zellen (Abb.
3.1-4 und Arndt et al. 2001) weitere Hinweise:
e Bei erhohtem pH-Wert, wenn vermehrt Chinin unspezifisch von den Oozyten
aufgenommen wurde (Arndt et al. 2001), wurde die Inhibierungskonstante kleiner und die
Hemmung war nichtkompetitiv (Abb. 3.1-4 und Arndt et al. 2001). Dies ist in Abb. 4.3-2

zusammengefasst.
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Abb. 4.3-2 pH-Abhéngigkeit der apparenten
0.01 [Q]/[Q|;[;| 1 Inhibierungskonstante  fur  Chinin. Die

100 . r aufgetragenen K;-Werte fur die pH-abhangige

* Hemmung von substratinduzierten
< ’\ Einwartsstromen stammen far die
\. zytoplasmatische Zugabe von Chinin aus

10 0\ Patchmessungen in ,i/o“-Konfiguration (Quadrate)

und fiir die extrazelluldare Zugabe von Chinin aus
o Messungen an ganzen Zellen mit der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme (Kreise) und

14 Flussmessungen mit radioaktiv markiertem TEA
- (Rauten). Die Ergebnisse der Flussmessungen
\.—. und teilweise auch der ,voltage clamp®-
Messungen wurden aus (Amndt et al 2001)
0,1 T T T T T T entnommen. Das Verhaltnis von ungeladenem zu
H geladenem Chinin [Q]/[QH] ist auf einer zweiten
Abszisse aufgetragen und betragt bei pH 6-6,5
<1:100, beipH 7,4 ~1: 10 und bei pH 8,4 ~1 : 1.

Bei erniedrigtem pH-Wert wurde eine teilweise kompetitive Hemmung (Abb. 3.1-4C)
beziehungsweise eine kompetitive Hemmung (Arndt et al. 2001) fiir Chinin gefunden, was
dafiir spricht, dass eine Hemmung von der extrazelluliren Membranseite aus mit
niedrigerer Affinitdit zum Tragen kommt, wenn nur noch wenig Chinin (~1 %)
unspezifisch die Membran passiert.

Die Hemmung fiir das permanent geladene TBA war unabhéngig vom pH-Wert auf der
extrazelluldren Seite und immer kompetitiv (Abb. 3.1-4A und Amndt et al. 2001).

Nach Auswaschung von zuvor appliziertem Chinin war die Erholungszeit von der
Hemmung TEA-induzierter Einwértsstrome in ganzen Zellen bei pH 8,4 gegeniiber
pH 6,4 stark verlangsamt. Das ist konsistent mit einer zytoplasmaseitigen Inhibierung
unter der Annahme, dass iiber die Membran diffundiertes Chinin nicht direkt durch einen

Wechsel der Badlosung ausgewaschen werden kann.

Um zu entscheiden, ob Chinin in seiner ungeladenen oder in seiner geladenen Form an rOCT2

bindet, wurden die in Abb. 3.2—13 beschriebenen ,,patch clamp“-Experimente in ,,i/0-

Konfiguration nach Vorbeladung der Patchpipette mit 2 mM Cholin durchgefiihrt. Die

apparente Inhibierungskonstante war nicht signifikant vom pH-Wert abhéngig. Aufgrund

dieser Ergebnisse konnte Chinin sowohl in seiner ungeladenen wie auch in seiner geladenen

Form auf der zytoplasmatischen Seite an den Transporter binden und den Transport hemmen.

Die Abdissoziation von Chinin erfolgt im Vergleich zur Abdissoziation von IBMX stark

verlangsamt (sieche Abb. 3.2-14). Beide Raten sind langsamer als die Abdissoziation von

TMA, welche mindestens so schnell wie der Losungswechsel (~1 s) ist. Moglicherweise

spiegelt die hohe apparente Affinitit fiir Chinin eine langsame Abdissoziation von der

Bindungsstelle wieder.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten unter Zuhilfenahme der in Zusammenarbeit mit

Prof. Dr. Koepsell in Wiirzburg gewonnenen Daten darauf hin, dass Chinin auf der

zytoplasmatischen Seite an die gleiche Bindungsstelle wie die von rOCT2 transportierten

Substrate kompetitiv bindet; die Bindung erfolgt dabei mit hoherer Affinitdt als auf der

extrazelluldren Seite. Diese Interpretation kann an einem Transportmodell (Abb. 4.3-3)

verdeutlicht werden.
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Abb. 4.3-3

Modell der Inhibierung durch Chinin. A: Bei hohem pH-Wert liegt Chinin

hauptsachlich in seiner ungeladenen Form (Q) vor und inhibiert den Transporter nach passiver
Diffusion Uber die Plasmamembran von der zytoplasmatischen Seite nichtkompetitiv. B: Bei
niedrigem pH-Wert liegt Chinin hauptsachlich in seiner geladenen Form (QH") vor und inhibiert
den Transporter von der extrazellularen Seite aus kompetitiv, jedoch mit schwacherer Affinitat.
Die Symbole sind wie in Abb. 4.3—1B bezeichnet; links sind schematisch ganze Oozyten mit
einem rOCT2-Molekul dargestellt.
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4.4 Vergleich der Strom-Spannungs-Kennlinien von Auswarts- und

Einwartsstromen

4.4.1 I/lU-Kennlinien von Auswartsstromen

I/U-Kennlinien von substratinduzierten elektrischen Auswértsstromen zeigen positive
Steigungen. Ein  Ausfluss von organischen Kationen mit einer &hnlichen
Spannungsabhéngigkeit wurde bereits fiir rOCT1 vorgeschlagen, indem an cholininkubierten
Oozyten elektrische Auswirtsstrome indirekt durch Subtraktion von chinininhibierten
Stromen gemessen wurden (Nagel et al 1997). Ein Nachteil dieser Messungen war die
unbekannte Konzentration von organischen Kationen im Zytoplasma. In dieser Arbeit
konnten Messungen an ,,i/o““-Patchen bei frei wihlbaren zytoplasmatischen Konzentrationen
von organischen Kationen durchgefiihrt werden. Es zeigte sich fiir die Auswértsstrome selbst
bei sittigenden Konzentrationen (sieche Abb. 3.2-8B und Abb. 3.2-9C) eine leichte
Spannungsabhingigkeit. Dieser Befund deutet in Bezug auf den Transportmechanismus
darauf hin, dass im Transportzyklus ein Ladungs-Translokationsschritt oder eine
potenzialabhdngige Verteilung zwischen zwei Zustinden des Transporters ratenlimitierend
sein konnte (Hansen et al. 1981; Lauger 1991).

Ein Vergleich der I/U-Kennlinien von durch TMA, TEA oder Cholin verursachten
Auswirtsstromen in ,,i/0“-Patchen zeigt, dass sich die Spannungsabhingigkeit des
Transportes bei verschiedenen Substraten nicht wesentlich unterscheidet (Abb. 4.4-1A). Die
im Vergleich zur Steigung der Kennlinien fiir Cholin und TMA flachere Steigung der
Kennlinie fiir TEA koénnte damit zusammenhingen, dass fiir TEA, das eine hohere Affinitit
und niedrigere Transportrate als TMA hat, ein nichtelektrogener Schritt zunehmend die
Geschwindigkeit des gesamten Transportzyklus bestimmt.

Die apparente Bindungsaffinitit fiir organische Kationen von der zytoplasmatischen Seite aus
zeigt ebenso eine leichte Spannungsabhingigkeit (siche Abb. 3.2—8C und Abb. 3.2-9E), was
zum einen durch einen Spannungsabfall entlang der zytoplasmatischen Bindungsstelle (Lauger
1991) oder durch eine potentialabhéngige Verteilung zwischen zwei Zustinden des leeren
Transporters verursacht sein kdnnte.

Die in dieser Arbeit bestimmte Spannungsabhingigkeit von cholininduzierten

Auswirtsstromen bei verschiedenen nicht-sittigenden Cholinkonzentrationen ldsst einen
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Auswirtstransport von Cholin bei physiologischem Membranpotenzial durchaus moglich

erscheinen, falls die externe Cholinkonzentration niedrig genug ist.
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Abb. 4.41 Vergleich von maximalen Auswarts- und Einwértsstrémen fiir verschiedene
Substrate. A: Gemeinsame Auftragung der Maximalstréme aus den Abbildungen Abb. 3.2-8B,
Abb. 3.2-9C, Abb. 3.2-9D und Abb. 3.2-12B fir cholin- (CH), TMA- und TEA-induzierte
Auswartsstrome und cholininduzierte Einwartsstrome. Die Spannungsabhangigkeit von |y ist fir
die unterschiedlichen Substrate nicht sehr verschieden. B: Vergleich der maximalen Auswarts-
und Einwartsstrome fir Cholin durch Punktspiegelung der Einwartsstrdome am Achsenursprung.

4.4.2 I/lU-Kennlinien von Einwartsstromen

Die I/U-Kennlinien von substratinduzierten elektrischen Einwértsstromen in ,,0/0“-Patchen
und in ,,i/0*“~-Patchen nach Vorbeladung der Pipette mit Substrat zeigen eine positive Steigung.
Sie bestdtigen die ganz dhnliche Spannungsabhéngigkeit fiir Einwértsstrome, die fir rOCT1
(Nagel et al. 1997) und rOCT2 (Arndt et al. 2001) mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an
ganzen Oozyten gefunden wurde. Wie auch bei den Auswirtsstromen zeigten die I/U-
Kennlinien der Einwértsstrome selbst bei sittigenden Konzentrationen (Iy.x/U-Kennlinien)
eine leichte Spannungsabhingigkeit. Die Spannungsabhéngigkeit der apparenten
Bindungskonstanten war ebenso spannungsabhingig und deutet auf eine spannungsabhéngige
Substratbindung von der extrazelluldren Seite oder eine spannungsabhéngige Verteilung von

zwei Zustinden des leeren Transporters hin.

4.4.3 Vergleich der I/U-Kennlinien von  Auswarts- und
Einwartsstromen
Vergleicht man die Spannungsabhéngigkeiten der Einwértsstrome und Auswiértsstrome, fallt

einem eine starke Symmetrie in den I/U-Kennlinien und in der Spannungsabhingigkeit der

apparenten Bindungskonstanten auf. In Abb. 4.4-1B erkennt man nach Punktspiegelung der
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durch Cholin induzierten Einwértsstrome am Achsenursprung, dass der Transport von Cholin
sehr symmetrisch vor sich geht. Dies wird noch direkter bei den Messungen mit Cholin oder
TMA in der Patchpipette deutlich, auf die in Kapitel 4.4.5 eingegangen wird.

Die Symmetrie des Transportes kann man ebenso anhand der Spannungsabhéngigkeiten der
zytoplasmatischen und extrazelluldren Affinititen sehen. Waihrend sich die apparenten
Bindungskonstanten bei Bindung von der zytoplasmatischen Seite aus bei positiven
Membranpotenzialen kaum &ndern und zu negativen Potenzialen hin ansteigen, ist es fiir die
extrazelluldire Bindung von Cholin genau umgekehrt (siche Abb. 3.2-8C, Abb. 3.2-9E, Abb.
3.2-9F und Abb. 3.2-12C). Im Hinblick auf die Elektrogenitit des Transporters fallt auf, dass
die Spannungsabhéngigkeiten insgesamt nicht sehr ausgeprdgt sind. Man konnte vermuten,
dass spannungsabhingige und nichtspannungabhingige Teilschritte im Transportzyklus
dhnlich schnell sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Transporter rOCT2 aufgrund seiner
elektrogenen Eigenschaften genauso gut fiir einen Auswairtstransport wie fiir einen

Einwirtstransport von organischen Kationen geeignet ist.

4.4 4 Elektrochemisches Potenzial als treibende Kraft fiir den

Transport von organischen Kationen

Die Zuordnung der kiirzlich klonierten Transporter der OCT-Familie zu den schon vor Beginn
der neunziger Jahre beschriebenen Transportsystemen der Niere gestaltete sich
iberraschenderweise als sehr schwierig. In der Literatur ist kontrovers diskutiert worden, ob
der Transporter fiir organische Kationen 2 mit dem luminalen Organische-Kationen/Protonen-
Austauscher identisch ist (Okuda et al. 1996; Grundemann et al. 1997). Auch die Frage nach der
basolateralen oder luminalen Lokalisation war umstritten. Wahrend Okuda ef al. keine pH-
Abhingigkeit des durch rOCT2 vermittelten Transports messen konnten und deshalb rOCT2
als (basolaterales) potenzialgetriebenes Transportsystem charakterisierten, fanden
Griindemann ef al. eine pH-Abhingigkeit und schlugen vor, dass rOCT2 ein (apikaler)
OC'/H -Austauscher ist. Mittlerweile mehrten sich die Anzeichen, dass rOCT2 ein
potenzialabhdngiger Transporter ist (Sweet und Pritchard 1999) und basolateral lokalisiert ist
(persénliche Mitteilung von Prof. Dr. Koepsell).

In dieser Arbeit bot die Vorbeladung der Patchpipette mit organischen Kationen bei
»patch clamp“-Messungen eine exzellente Moglichkeit, den Einwirts- und den

Auswirtstransport von organischen Kationen potenzialabhingig in ein und derselben
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Messung direkt zu vergleichen und so die treibenden Krifte fiir den Transport zu untersuchen.
Die durchgefiihrten Experimente bei verschiedenen Substratkonzentrationsgradienten {iber die
Patchmembran in Abhéngigkeit des Membranpotenzials belegen eindeutig, dass das
elektrochemische Potenzial fiir den durch rOCT2 vermittelten Transport von organischen
Kationen verantwortlich ist; die gemessenen Umkehrpotenziale stimmen sehr gut mit den
nach Gleichung (1) berechneten Nernstpotenzialen {iberein. Dieses Ergebnis identifiziert
rOCT?2 eindeutig als passives Transportsystem fiir organische Kationen und beendet damit die
Diskussion, ob Transporter der OCT-Familie mit dem Iluminalen Organische-

Kationen/Protonen-Austauscher identisch sind.

4.4.5 l/lU-Kennlinien beim Austausch von organischen Kationen

gegen organische Kationen

Bei der Entscheidung, welches der beiden in Kapitel 4.3.1 eingefiihrten mechanistischen
Modelle den durch rOCT2 vermittelten Transport von organischen Kationen besser
beschreibt, sind Untersuchungen zur Spannungsabhidngigkeit von substratinduzierten
Leitfahigkeiten hilfreich. Zwar konnen Leitfdhigkeiten von verschiedenen Patchmessungen
nicht direkt miteinander verglichen werden, doch kdnnen die Strom-Spannungs-Kennlinien
wie in Abb. 4.4-2 gezeigt normiert und in einem Graphen aufgetragen werden.

In Abb. 4.4-2A wurden die durch extrazellulir 2 mM Cholin (bei ,,unendlichem
Konzentrationsgradienten*) verursachten elektrischen Einwértsstrome auf —0,5 bei 0 mV
Membranpotenzial normiert. Dazu wurde eine apparente Bindungskonstante von Ky 5 =2 mM
fiir die extrazelluldre Seite angenommen, die mit ,,outside out“-Messungen in etwa bestdtigt
werden konnte. Die korrespondierende I/U-Kennlinie vom selben Patch unter
»symmetrischen Bedingungen, also mit 2 mM Cholin auf beiden Membranseiten, wurde
ebenfalls aufgetragen. Analog wurden Strome von Messungen mit extrazellulir 20 mM
Cholin und keinem Cholin im Bad auf —0,91 bei 0 mV normiert (wieder mit Ko s =2 mM)
und zusammen mit der entsprechenden I/U-Kennlinie fiir beidseitig 20 mM Cholin in
demselben Graphen aufgetragen. Vergleicht man nun wie in Abb. 4.4-2C die normierten
Leitfahigkeiten mit jeweils 2 mM Cholin oder 20 mM Cholin auf beiden Seiten, so stellt man
fest, dass die Leitfahigkeit fiir 20 mM Cholin signifikant kleiner ist (ANOVA-Test, p = 0,04).
In Abb. 4.4-2B wurden I/U-Kennlinien fiir 3 mM beziehungsweise 20 mM TMA in der
Patchpipette ganz analog aufgetragen, wobei unter der Annahme einer Symmetrie in den

extrazelluldiren und zytoplasmatischen Substrataffinititen fiir die Normierung eine
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extrazelluldre apparente Bindungskonstante von Ky 5 = 2,8 mM benutzt wurde. Ein Vergleich
der normierten Leitfdhigkeiten in Abb. 4.4-2C zeigt wiederum eine geringere Leitfahigkeit
bei hoheren Substratkonzentrationen, allerdings ist der Unterschied im Rahmen der Fehler im

Falle von TMA nicht signifikant (ANOVA-Test, p=0,17).
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Abb. 4.4-2  Normalisierte I/lU-Kennlinien bei Vorbeladung der Pipette mit Substrat. A:
Normalisierte 1/U-Kennlinien von cholininduzierten elektrischen Einwéartsstromen (CH einw.) und
Strémen unter bezlglich der Patchmembran symmetrischen Cholinkonzentrationen (CH sym.).
Offene und gefllite Symbole kennzeichnen 2 mM und 20 mM Cholin in der Pipette, Quadrate stehen
fur Strome unter symmetrischen Bedingungen (mit derselben Cholinkonzentration in Pipette und
Bad) und Kreise kennzeichnen durch Cholin induzierte Einwartsstrome (unter asymmetrischen
Bedingungen, das heilt ohne Substrat im Bad). Alle Strdme wurden zu den maximalen
Einwartsstromen bei 0 mV Membranpotenzial und asymmetrischen Bedingungen normiert unter der
Annahme einer apparenten Bindungskonstante fir den Einwartstransport von Cholin von
Kos = 2 mM. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus jeweils funf einzelnen Patchexperimenten fir
jede Mess-Konfiguration. B: Normalisierte I/U-Kennlinien analog zu A, jedoch mit 3 mM und 20 mM
TMA in der Pipette (offene und geflllite Symbole). Zur Normierung wurde Ky = 2,8 mM fur TMA-
induzierte Einwartsstrome bei 0 mV angenommen. Es wurden funf Patchexperimente mit 3 mM
TMA und drei mit 20 mM TMA in der Pipette gemittelt. C: Normierte Leitfahigkeiten bei Anwesenheit
von sattigenden und halbsattigenden Substratkonzentrationen beiderseits der Patchmembran
(symmetrische Bedingungen). Die Steigungen der einzelnen (nicht gemittelten) I/U-Kennlinien unter
symmetrischen Bedingungen der Experimente aus A und B (Quadrate) wurden durch Annaherung
von Regressionsgeraden bestimmt, gemittelt und in willkirlichen Einheiten aufgetragen. Diese
Werte sind zu den mittleren Patchmembranleitfahigkeiten unter den jeweiligen Bedingungen
proportional. Zur Ermittelung, ob die Steigungen bei halbsattigenden Konzentrationen (2 mM Cholin
und 3mM TMA) von denen bei sattigenden Konzentrationen (je 20 mM Cholin oder TMA)
verschieden sind, wurden ANOVA-Tests mit den ungemittelten Daten durchgefuhrt. Im Falle von
Cholin sind die Steigungen signifikant unterschiedlich, bei TMA jedoch nicht.
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Eine Abnahme der Leitfdhigkeit bei hohen Substratkonzentrationen wie diese wurde bisher
bei Ionenkanilen noch nicht festgestellt (Hile 1992). Fiir viele Kanile konnte sogar eine
Michaelis-Menten-artige Séttigung der Einzelkanalleitfahigkeit beobachtet werden (Hille 1992).
Theoretische Betrachtungen lassen allerdings eine Abnahme der Leitfdhigkeit mit
zunehmender Substratkonzentration zu, ndmlich im Falle einer Bindung von mehreren
Substrationen  gleichzeitig im  lonenkanal  (Hile 1992). Ein  kanaldhnlicher
Transportmechanismus kann daher fiir rOCT2 nicht ganz ausgeschlossen werden, erscheint
aber relativ unwahrscheinlich.

Eine naheliegende Erklirung fiir die Abnahme der Leitfdhigkeit bei hohen
Substratkonzentrationen auf beiden Seiten der Plasmamembran bietet ein
Transportmechanismus fiir rOCT2, bei dem der Transporter unter beiderseits nahezu
sattigenden Substratkonzentrationen kaum unbeladen ist, sondern die meiste Zeit ein
organisches Kation gebunden hat, welches durch Konformationsianderungen des Proteins mal
in der einen und dann in der anderen Richtung iiber die Membran transportiert wird (sieche
Abb. 4.4-3A). Da in diesem Modus jeweils nur Halbzyklen in die eine und die andere
Richtung durchlaufen werden, ist der Austausch von organischen Kationen gegen organische
Kationen (OC'/OC-Austausch) notwendigerweise elektroneutral. Die beobachtete geringe
Restleitfdhigkeit wire demnach auf die Spannungsabhingigkeit der apparenten
Bindungskonstante  zuriickzufilhren und sollte bei theoretisch unendlich hohen
Substratkonzentrationen gegen null gehen.

Dieses Modell verlangt im Falle eines gerichteten Transports bei einem ,,unendlichen*
Substratgradienten, das heiflt in Abwesenheit von Substrat auf einer der beiden
Membranseiten, nach Freisetzung eines organischen Kations auf der substratfreien Seite einen
Transferschritt des leeren Transporters zuriick, um die Bindungstasche auf der anderen
Membranseite wieder fiir das ndchste Kation zuginglich zu machen, dieses iiber die Membran
zu transportieren und den Zyklus somit zu komplettieren (siche Abb. 4.4-3B). Es ist durchaus
wahrscheinlich, dass dieser Transferschritt mit einer Konformationsdnderung des Proteins
einhergeht, bei der negative Ladungen (teilweise) verschoben werden, die durch die Bindung
eines organischen Kations kompensiert oder liberkompensiert werden konnen. Ein dhnlicher
Mechanismus wurde zum Beispiel fiir die K -transportierende ATPase aus Escherichia coli

vorgeschlagen (Fendler et al. 1999).
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In rOCT]1 spielt das Aspartat 475 eine wichtige Rolle bei der Substratbindung (Gorboulev et al.
1999). Dieses Aspartat ist auch in rOCT2 konserviert. Vor-Gleichgewichtsmessungen mit
Spannungs- oder Konzentrationsspriingen konnten dazu beitragen, Ladungstransferschritte
des beladenen oder unbeladenen Transporters zu identifizieren (Nakao und Gadsby 1986; Fendler et

al. 1987; Friedrich und Nagel 1997, siehe auch Kapitel 4.2.4).
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Abb. 4.4-3  Transportmechanismus bei Austausch von organischen Kationen und bei
gerichtetem Transport. A: Austausch von organischen Kationen bei sattigenden
Substratkonzentrationen beiderseits der Membran. Die grau unterlegte Linie soll den Wechsel des
Transporters zwischen den beiden mit Substrat beladenen Konformationen andeuten. B:
Gerichteter Transport bei unendlichem Substratkonzentrationsgradienten. Der Zyklus wird
hauptsachlich im Uhrzeigersinn durchlaufen. Die Symbole sind wie in Abb. 4.3—1B bezeichnet;
Uber den Abbildungen sind schematisch ganze Oozyten mit einem rOCT2-Molekil dargestellit.
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4.5 Transstimulierbarkeit des Transports von organischen

Kationen

Wie im letzten Kapitel anhand von elektrischen Leitfdhigkeitsmessungen erldutert worden ist,
kann der Transporter rOCT2 in Anwesenheit von organischen Kationen auf beiden Seiten der
Membran  wahrscheinlich als OC'/OC'-Austauscher  funktionieren. Wegen der
Ununterscheidbarkeit der elektrischen Ladungen konnten jedoch die einwirts und auswiérts
gerichteten Fliisse der organischen Kationen nicht einzeln gemessen werden: Es ist prinzipiell
mit elektrischen Messungen alleine nicht zu unterscheiden, ob der Transporter bei nahezu
sattigenden Substratkonzentrationen beiderseits der Membran transstimuliert wird oder im
Extremfall sogar vollkommen inhibiert wird. Die mogliche Transstimulierbarkeit des
Transports von organischen Kationen wére ein weiteres Indiz fiir das in dieser Arbeit
vorgeschlagene Transportermodell. AuBerdem konnte eine Klirung dieser Frage dazu

beitragen, die physiologische Rolle von rOCT2 genauer zu definieren.

4.5.1 Amperometrischer Nachweis von rOCT2-vermitteltem

Dopamintransport

Die Messungen mit der amperometrischen Spannungsklemme verbinden die Vorteile einer

elektrischen Messung wie die Kontrollierbarkeit des Membranpotenzials mit dem Nachweis

eines transmembrandren Stofftransports mittels selektiver Oxidation an einer Carbonfaser-

Elektrode. Mit den in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Kontrollexperimenten konnten folgende

Sachverhalte gezeigt werden, die die Anwendbarkeit der amperometrischen

Spannungsklemme fiir Untersuchungen an Transportern fiir organische Kationen belegen:

e Die gleichzeitige Messung von Redox-Stromen mit der Carbonfaser-Elektrode und von
elektrischen Stromen mit der Stromelektrode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ist
moglich. Dabei kann die Oozytenmembran auf verschiedene Haltepotenziale geklemmt
werden, ohne dass die amperometrische Messung nennenswert beeinflusst wird. Auch die
elektrischen Strome verlaufen genauso, wie man es in Experimenten ohne Carbonfaser-
Elektrode erwarten wiirde.

e Nicht-injizierte Kontroll-Oozyten nehmen kein Dopamin auf oder zumindest so wenig,

dass mit der Carbonfaser-Elektrode kein kein Ausstrom nachgewiesen werden kann.
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e Selbst bei rOCT2 exprimierenden Oozyten ist ohne vorherige Inkubation in
dopaminhaltiger Losung kein Ausstrom von (endogenem) Dopamin oder von anderen,
leicht oxidierbaren Substanzen nachweisbar.

e Nach Inkubation in dopaminhaltiger Losung zeigen rOCT2 exprimierende Oozyten einen
deutlichen, spezifisch durch Chinin hemmbaren Ausstrom von Dopamin, der iiber ldngere
Zeit anhilt und dabei langsam schwiécher wird. Die Vorbeladung der Oozyten mit
Dopamin ist reversibel. Nach Lagerung in dopaminfreier ORI fiir einige Stunden ist kein
Ausstrom von Dopamin mehr nachweisbar.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei Anwendung dieser Kombination aus zwei

Techniken die Versuchsbedingungen gut kontrollierbar bleiben und ein durch rOCT2

vermittelter Transport von Dopamin von unspezifischen Vorgingen eindeutig unterscheidbar

ist. Diese neuartige Methode bietet hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit fiir die Untersuchung

von Transportern fiir organische Kationen vielfiltige Moglichkeiten.

4.5.2 Transstimulation des Dopaminausstroms durch Cholin

Die durchgefiihrten Experimente mit der amperometrischen Spannungsklemme belegen, dass
unter gewissen Umstdnden eine Transstimulation des Dopaminausstroms durch Cholin
moglich ist. Das Membranpotenzial scheint einen erheblichen Einfluss auf das Auftreten einer
Transstimulation oder einer Transinhibierung auszuiiben. Allerdings legen starke
Unterschiede in den Messungen einzelner Oozyten und selbst innerhalb einer Messung (wie
in Abb. 3.3-5) nahe, dass bei der Bestimmung des Transportverhaltens von rOCT2 auch
andere Parameter wie etwa die intrazellulire Dopaminkonzentration eine Rolle spielen
konnten.

Die  Spannungsabhingigkeit des Dopaminausstroms bei einem ,unendlichen®
Konzentrationsgradienten verhélt sich so, wie es fiir einen elektrogenen Auswartstransport
erwartet wird und in den elektrischen Messungen fiir Cholin und TMA gezeigt wurde: die
Steigung der Imp,/U-Kennlinie ist linear und positiv. In Anwesenheit von extrazelluldr 5 pM
oder 10 uM Chinin sind die Ausstrome etwa halb so gro. Eine Hemmung in dieser
GroBenordnung ist nicht tiberraschend, da die extrazellulire Hemmung von TEA-induzierten
Einstromen durch Chinin mit einer apparenten Inhibierungskonstante von Kj= 10-20 uM
geschieht.

Betrachtet man sich die I,p/U-Kennlinie in Anwesenheit von Cholin auf der extrazelluldren
Seite, so stellt man fest, dass die Steigung flacher als bei einem ,unendlichen*

Konzentrationsgradienten und fast sogar waagerecht ist. Dies ist in guter Ubereinstimmung
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mit dem vorgeschlagenen Transportmodell im Austauschmodus. Zunédchst bindet ein
Dopaminion von der zytoplasmatischen Seite aus an den Transporter, wird liber die Membran
transportiert und im extrazelluldren Medium freigesetzt. AnschlieBend wird ein Cholinion
gebunden, einwirts transportiert und im Zytoplasma freigesetzt. Dieser Vorgang kann sich
wiederholen, ohne dass es zwischenzeitlich zu einer Konformationsinderung des leeren
Transporters kommen muss (siche Abb. 4.5-1). Die Elektroneutralitdt dieser zwei Halbzyklen

zusammen schlédgt sich auch in den amperometrischen Messungen wieder.
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Abb. 4.5-1 Transportmechanismus bei Austausch eines Dopaminions gegen ein
Cholinion. Dopamin (Dop®) wird aus einer vorbeladenen Oozyte heraustransportiert und auf der
extrazellularen Seite abgegeben (rechte Seite des Schemas). In Abwesenheit von Substrat auf der
extrazellularen Seite muss der Transporter unbeladen in die Ausgangsstellung zuriickkehren
(dunkel unterlegter Teil des Schemas). Tragt der unbeladene Transporter eine negative Teilladung,
so ist dieser Schritt spannungsabhangig (Geschwindigkeitskonstante ke (U)). In Anwesenheit von
extrazellularem Cholin (CH") kann der Transporter dieses binden und in die Zelle transportieren (hell
unterlegter Teil des Schemas). Der komplette Austauschzyklus ist dabei spannungsunabhangig
(durch die spannungsunabhangige Geschwindigkeitskonstante fir den Cholintransport kcy
angedeutet). Wenn kcy > Kieer(U) ist (zum Beispiel bei stark negativem Membranpotenzial), kommt
es zur Transstimulation des Dopaminausstroms durch Cholin.
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Interessant ist nun, dass sich die beiden I,my/U-Kennlinien auf Grund ihrer unterschiedlichen
Steigungen irgendwo schneiden miissen. Zu negativeren Potenzialen hin kommt es zu einer
Transstimulation, zu positiven Potenzialen hingegen zu einer Transinhibierung des
Dopaminausstroms durch Cholin. Dies soll im Folgenden am Transportmodell erldutert
werden. Dazu sei angenommen, dass der leere Transporter eine negative Teilladung trégt, die
durch die Bindung eines organischen Kations neutralisiert werden kann. Man stelle sich
weiterhin eine mit Dopamin vorbeladene und bei einem negativen Membranpotenzial
geklemmte rOCT2  exprimierende  Oozyte vor. Bei einem ,unendlichen®
Konzentrationsgradienten muss der Transporter nach extrazelluldrer Freisetzung des
Dopamins unbeladen zuriickkehren und dabei seine negative Teilladung gegen das negative
Membranpotenzial verschieben. Wenn die Membran noch stirker hyperpolarisiert wird, so
verlangsamt sich die spannungsabhingige Transportrate des leeren Transporters, die mit
kieer(U) bezeichnet werden soll. In Anwesenheit von Cholin auf der extrazelluldren Seite
hingegen kann der Transporter die negative Teilladung durch Bindung eines Cholinions
(teilweise) ausgleichen, so dass die Geschwindigkeit des Riickschrittes bei Beladung mit
Cholin, kcy, vom Membranpotenzial weniger abhingig ist. Bei einem ausreichend negativen
Potenzial ist die extrazellulire Bindung, Translokation und zytoplasmatische Freisetzung
eines Cholinions schneller als die Konformationsédnderung des leeren Transporters gegen das
elektrische Feld, also kcp > kiee(U), so dass es in Anwesenheit von Cholin zu einer
Transstimulation des Dopaminauswértstransports kommt. Fiir hypopolarisierende Potenziale
gilt Entsprechendes umgekehrt. Es kommt zu einer im Vergleich zur Translokation des
Cholinions schnelleren Konformationsdnderung des unbeladenen Transporters und damit zu
einer Transinhibierung des Dopaminauswirtstransports (kcy < kieer(U)). Diese Uberlegung gilt
tibrigens auch analog, wenn der unbeladene Transporter keine negative Teilladung tragt; dann
allerdings sind die Transferschritte mit gebundenem Substrat stirker von der Spannung
abhédngig als die ohne Substrat. Es kommt bei dem Austausch von organischen Kationen
letztlich nur darauf an, dass im Gesamtzyklus netto keine Ladung verschoben wird und dieser

dadurch zwangsldufig spannungsunabhéngig ist.
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4.6 Physiologische Rolle von rOCT2

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Transporter flir organische Kationen rOCT2 ein
durch das elektrochemische Potenzial getriebener elektrogener Transporter ist. Der Transport
von organischen Kationen ist symmetrisch beziiglich der zytoplasmatischen und
extrazelluliren Membranseite und kann durch den Gegentransport anderer organischer
Kationen transstimuliert werden. Der Transporter rOCT2 ist damit ein Protein, welches ohne
Einschriankung die von Holohan und Ross beschriebenen Anforderungen an ein basolaterales
Transportsystem fiir organische Kationen erfiillt (Holohan und Ross 1980).

Die meisten organischen Kationen werden von den Nieren ausgeschieden, indem sie von
ihrem elektrochemischen Potenzial getrieben durch Transporter fiir organische Kationen iiber
die Basolateralmembran der renalen Biirstensaumzellen transportiert werden. AnschlieBend
werden sie gegen das Membranpotenzial aktiv von einem Organische-Kationen/Protonen-
Austauscher in den sauren Urin transportiert (Holohan und Ross 1980). Fiir Cholin wurde jedoch
unter physiologischen Bedingungen eine Netto-Reabsorption gefunden (Besseghir et al. 1981).
Wiéhrend der erste Schritt vom Lumen in die Biirstensaumzellen von einem luminalen
Cholintransporter vermittelt werden sollte, ist der Transportmechanismus {iiber die
Basolateralmembran unklar. Transstimulationsexperimente lieBen vermuten, dass fiir diesen
Transportschritt ein Austauscher fiir organische Kationen verantwortlich ist, der unter
Umstidnden mit dem potenzialgetriebenen Transporter fiir organische Kationen identisch ist
(Acara und Rennick 1973; Sokol und McKinney 1990; Dantzler et al 1991). Leider blieb wegen
widerspriichlicher Ergebnisse sogar am gleichen Mess-System die Frage ungeklért, ob und
unter welchen Umsténden eine Transstimulation moglich ist (Dantzler et al. 1991; Dantzler et al.
1998; Zhang et al. 1999).

Der in dieser Arbeit vorgeschlagene Transportmechanismus konnte helfen, den
Reabsorptionsweg von Cholin und seine physiologische Rolle zu kliren. Zunéchst einmal
konnte gezeigt werden, dass Cholin von rOCT2 gegen ein Membranpotenzial von —70 mV
iiber die Basolateralmembran nach aullen transportiert werden kann, ohne dass eine
tibermdBige Reduktion der maximalen Transportrate auftritt, weil die Spannungsabhingigkeit
des Transports relativ schwach ist. Bis zu einem Konzentrationsgradienten von 15 : 1 sollte
nach der Nernstgleichung bei —70 mV ein Auswirtstransport noch stattfinden. Es wére
interessant, die tatsdchliche Cholinkonzentration in den Biirstensaumzellen unter

physiologischen Bedingungen zu kennen. Da die kritische Konzentration fiir die
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Cholinausscheidung ~100 uM Cholin im Plasma betrdgt (Besseghir et al. 1981), miisste die
intrazelluldre Cholinkonzentration in den Biirstensaumzellen mindestens 1,5 mM betragen.
Ein Gegentransport eines anderen organischen Kations wére unter diesen Bedingungen fiir
eine Reabsorption von Cholin nicht notwendig. Stattdessen wire es sogar denkbar, dass ein
Auswirtstransport von Cholin den Einwirtstransport von anderen organischen Kationen
erleichtert, falls der Translokationsschritt bei Beladung mit Cholin schneller ist als unbeladen.
Hohe Transportraten flir Cholin, Dopamin und TMA sprechen dafiir, dass diese organischen
Kationen den Transport von weniger gut transportierten Kationen wie TEA transstimulieren
konnen, aber nicht umgekehrt. Dafiir spricht auch die relativ geringe Spannungsabhingigkeit
des TEA-Transports. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, warum in anderen Studien manche
organische Kationen den Transport anderer entweder transstimulieren oder transinhibieren
konnten.

In jedem Fall haben die in dieser Arbeit durchgefiihrten Transstimulationsexperimente mit der
amperometrischen Spannungsklemme gezeigt, dass die Transstimulation stark vom
Membranpotenzial und wahrscheinlich auch von weiteren Parametern wie der Art des
transportierten lons und seiner Konzentration abhéngig ist, so dass es nicht verwundert, dass
die in der Literatur beschriebenen Transstimulationsexperimente ohne Kontrolle {iber das

Membranpotenzial zu widerspriichlichen Ergebnissen fiihrten.
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4.7 Ausblick

Die Untersuchung des Transporters fiir organische Kationen rOCT2 in Membranpatchen und
mit der amperometrischen Spannungsklemme konnte in nicht unerheblichem Mafle zu seiner
Charakterisierung beitragen und lieferte schon ein erstes Transportmodell. Einige die
Charakterisierung von rOCT2 in ,inside out“-Patchen betreffende Ergebnisse dieser
Dissertation wurden bereits im Journal of Biological Chemistry verdffentlicht (Budiman et al.
2000a) und auf internationalen Konferenzen prisentiert (Budiman et al 2000b; Budiman et al.
2000c). Andere Ergebnisse iiber den Mechanismus der Inhibierung rOCT2-vermittelter Strome
durch Chinin sind Teil einer kiirzlich vom American Journal of Physiology zur
Veroffentlichung angenommenen Arbeit (Arndt et al. 2001). Eine weitere Veroffentlichung ist
in Vorbereitung, in der die mit der amperometrischen Spannungsklemme erzielten Ergebnisse
prisentiert werden sollen.

Fiir eine Identifizierung einzelner Ladungstransferschritte und fiir die Bestimmung von
Ratenkonstanten sind stationdre Messungen jedoch nicht ausreichend. Es ist eine
Herausforderung, mittels = Vor-Gleichgewichtsmessungen = mit  Spannungs-  oder
Konzentrationsspriingen das vorgeschlagene Modell weiter zu verfeinern (Nakao und Gadsby
1986; Fendler et al. 1987; Friedrich und Nagel 1997). Dazu ist es allerdings notwendig, hohere
elektrische Strome im Patch zu erzielen. Dies konnte zum Beispiel durch eine Steigerung der
Expression von rOCT2 in Oozyten erreicht werden. Derzeit wird versucht, den
Expressionslevel von rOCT2 mit dem von rOCT1 zu vergleichen. Dazu werden beide
Proteine jeweils mit einem Bacteriorhodopsin-Molekiil (Nagel et al. 1995) fusioniert, um die
OCT-vermittelten Strome mit den photo-induzierten Stromen des Bacteriorhodopsins zu
eichen.

Ein weiterer Ansatz, der Informationen iiber Bindung und Transport von organischen
Kationen durch Transporter flir organische Kationen liefern konnte, ist die
elektrophysiologische Charakterisierung von Transportern, in die gezielt Mutationen
eingebracht werden. In rOCT1 wurde mit der Mutation des Aspartats 475 eine Stelle
gefunden, die bei dem Transport von organischen Kationen beteiligt sein konnte (Gorboulev et
al. 1999). Eine Mutation des entsprechenden Aspartats in rOCT2 konnte vielversprechend flir
weitergehende Studien an rOCT?2 sein.



5 Zusammenfassung der Dissertation

Membranproteine der renalen Biirstensaumzellen spielen eine wichtige Rolle beim Transport
von organischen Kationen in der Niere. Mit der ersten Klonierung eines Transporters fiir
organische Kationen wurden die Grundlagen fiir eine Aufklarung der Transportvorgénge auf
molekularer Ebene gelegt. Der Transportmechanismus und die physiologische Funktion des
in den Plasmamembranen von Niere und Gehirn exprimierten Transporters fiir organische
Kationen 2 (OCT2) werden zur Zeit — teilweise kontrovers — diskutiert.

In dieser Dissertation wurde der aus der Rattenniere klonierte elektrogene Transporter fiir
organische Kationen rOCT2 nach heterologer Expression in Oozyten des Krallenfrosches
Xenopus laevis mit elektrophysiologischen Methoden charakterisiert. Zur Anwendung kam
neben der konventionellen Zwei-Elektroden-Spannungsklemme vor allem die
»giant patch clamp“-Technik. Als neue Methode speziell fiir Transstimulationsexperimente
bei geklemmtem Membranpotenzial wurde die amperometrische Spannungsklemme
entwickelt, mit der ein Ausstrom von Dopamin aus vorinkubierten Oozyten mittels Oxidation
an einer Carbonfaser-Elektrode bei gleichzeitiger Aufzeichnung des elektrischen
Transmembranstromes gemessen werden kann.

Die Kontrolle der physiologischen Salzldsungen beiderseits der Membran in ,,patch clamp*-
Experimenten erlaubte eine leichte Unterscheidung wechselwirkender Substanzen in
Substrate wie: Cholin, Dopamin, Tetramethylammonium und Tetracthylammonium und
Hemmstoffe wie: Chinin und Tetrabutylammonium (TBA). Anhand von substratinduzierten
elektrischen Ausstromen konnten erstmalig fiir einen Transporter fiir organische Kationen
apparente Substrataffinititen von der zytoplasmatischen Seite bestimmt werden. Sie liegen in
derselben GroBenordnung wie zuvor auf der extrazelluldren Seite bestimmte Affinitdten. Der
schon frither vorgeschlagene elektrogene Ausstrom von Substrat auch gegen ein negatives
Membranpotenzial wurde damit bestdtigt. Es wurde eine Hemmung rOCT2-vermittelter
Strome durch Schwermetalle und durch Isobutylmethylxanthin gefunden. Die
zytoplasmatische Zugabe der Inhibitoren TBA und Chinin hemmte sowohl substratinduzierte
Einwirts- als auch Auswiértsstrome. Die Inhibierung der Auswirtsstrome erfolgte dabei
kompetitiv. Von der extrazelluldren Seite aus hemmte Chinin im Gegensatz zu TBA
Einwirtsstrome nichtkompetitiv, was auf eine Transinhibierung nach einer unspezifischen
Membranpassage des Chinins hindeutet. Die Analyse von Strom-Spannungskennlinien zeigte,

dass die maximalen Transportraten und apparenten Affinitdten der Substrate
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spannungsabhingig sind. Umkehrpotenziale, die in Anwesenheit von Substrat beiderseits der
Membran gemessen wurden, lagen bei den durch die Nernstgleichung vorhergesagten Werten.
Dieses Ergebnis identifiziert das elektrochemische Potenzial als treibende Kraft flir den
Transport von organischen Kationen bei neutralem pH und schlieft die Existenz eines
elektroneutralen Organische-Kationen/Protonen-Austauschmodus aus.

Die rOCT2-spezifische Leitfahigkeit war bei sittigenden Konzentrationen von organischen
Kationen beiderseits der Membran im Vergleich zu halbséttigenden reduziert. Diese
Beobachtung ist mit einem zyklischen Transportmodell erklérbar, bei dem der Transporter
nach erfolgtem Transport eines organischen Kations entweder als leerer Transporter oder mit
einem auf der anderen Seite gebundenen Kation in seine Ausgangstellung zuriickkehren kann,
wobei die Translokation der Bindungsdoméne jeweils mit einer Konformationsédnderung des
Transporters einhergeht. Der Austausch von organischen Kationen erfolgt dabei
elektroneutral. Einen weiteren Beleg fiir einen elektroneutralen Austauschmodus fiir
organische Kationen liefern amperometrische Messungen an reversibel mit Dopamin
beladbaren Oozyten. Es konnte ein rOCT2-vermittelter, durch Chinin hemmbarer
Dopaminausstrom gemessen werden, der in Abhéngigkeit des Membranpotenzials durch
extrazelluldres Cholin entweder transstimulierbar oder transinhibierbar war.

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen belegen, dass rOCT?2 als
basolateral lokalisierter Transporter hervorragend dazu geeignet ist, mit der vom
elektrochemischen Potenzial getriebenen Substrataufnahme in die Biirstensaumzellen den
ersten Schritt der Sekretion von organischen Kationen durch die Niere zu leisten. Die
Ergebnisse zeigen weiterhin, dass rOCT2 bei einem ausreichenden Konzentrationsgradienten
von Cholin bei der physiologisch bedeutsamen Reabsorption von Cholin beteiligt sein konnte,
indem dieses gegen das negative Membranpotenzial, womdglich im Austausch gegen ein
anderes organisches Kation, transportiert wird. Zeitaufgeloste Messungen mit Substrat- oder
Spannungsspriingen sowie Bindungs- und Transportstudien nach gezielter Mutagenese
konnten zukiinftig einer weiteren Aufkldrung des Transportmechanismus dienen. Einige die
Charakterisierung von rOCT2 in ,inside out“-Patchen betreffende Ergebnisse dieser
Dissertation wurden bereits im Journal of Biological Chemistry veroffentlicht und auf
internationalen Konferenzen prasentiert. Andere Ergebnisse sind Teil einer vom American
Journal of Physiology zur Verdffentlichung angenommenen Arbeit und eine weitere

Veroffentlichung ist in Vorbereitung.
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Abkiirzungen von Wortern
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