Aus dem Institut fur Physiologie der Universitat Tibingen
Abteilung Physiologie |

Abteilungsleiter: Professor Dr. F. Lang

Untersuchungen zur Pathophysiologie der
Cystinurie Typ A:
Elektrophysiologische Charakterisierung des hrBAT
Wildtyps und der Mutation T216M in Xenopus Oozyten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von
Paul Andreas Valentin Stehberger
aus
Tubingen
2006



Dekan: Professor Dr. C. D. Claussen
1. Berichterstatter: Professor Dr. F. Lang

2. Berichterstatter: Professor Dr. U. Quast



FUr meine Eltern
und meine GroRmutter

Liselotte Wiegand



Inhaltsverzeichnis

(R Y1 ] [T A8 o Yo [P P PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPP 1
1.1 AMINOSAUIrEtranSPOIt ... ...cooieiiiiiiee e e e e e e e e e e 1
1.2  Heteromere AMINOSAUretranSporter..........c.ouvueiiiiiiiiie i, 1

1.2.1 Schwere Untereinheiten ... 4
1.2.2 Leichte Untereinheiten ... 4
1.3 Das Transportsystem b%* (rBAT und b%*AT) ......coiiiiiieeeeeeeeeeeee e 5
1.3.1 Lokalisation und Struktur.............coooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 6
1.3.2 Funktion und physiologische Rolle.............cccooiiiiiiiiiiiii e, 7
1.4 CYSHNUIIE coeeiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee ettt 10
1.4.1 Definition und Einteilung ..o 10
1.4.2 Klinisches Erscheinungsbild und Therapie..........cccccccoeeiiiiiiiiiiiiininnnnnn. 11
1.4.3  Genetische Grundlagen der Cystinurie ............ceeeeiiiiiiiiiiiicceeeee 11
1.4.3.1  Mutationen in b2 AT ..o 12
1.4.3.2 Eigenschaften bekannter Mutationen in rBAT ..........ccccccciiiiinnnes 12
1.4.3.3 Die rBAT-Mutation T216M ..........ccoiiiiees 13

1.5  Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem ...........ccccoevvvvviiiicceneneenn. 14
1.6  Fragestellung der Arbeit...........cooorniiiiiii e 16

2  Material und MethOoden .........coiiiiiiiii e eeaeeees 17

2.1 Substanzen und LOSUNGEN..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 17
2.1.1 ND96 (nach Henry LeSter) .......cooovvviiiiiiiiiie e 17
2.1.2  NA-frEIE LOSUNG ...ecveeieee ettt 18
21.3 ND 96 — Oozytenaufbewahrungslosung.............cccoevvevieiiiiiiiiiiiiieneennn. 18
214  OR-2 (Oozyten-Ringer, kalziumfrei) ..., 19
215  Weitere verwendete Substanzen ... 19

2.2 O0zytenpraparation..........c.oooiiiiiiiie e 20
221 Isolierung der OOZYteN ........coooviiiiiii i 20
222  CRNA — INJEKLON ...oeiiiiiiiiiiiiiiiieie e eeeeeees 21

2.3  Elektrophysiologie: Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp (TEVC)..................... 21

2.4 Durchflihrung der EXperimente ............coooovmiiiiiiiiiiiiiieee e, 23

2.5 Gerate Und SOftWAre ........coooiiiiiiiie e 24

2.6 Auswertung und StatistiK...........cooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii 24

3 Versuche Und ErgebniSSe ....ooooiiiiiiiiiiii et 26



3.1 hrBAT Wildtyp und die Mutation T216M zeigen elektrogene

Transporteigenschaften.............ooooiiiii e 26
3.2  Eigenschaften des hrBAT Wildtyp......ccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 26
3.2.1 Alle 20 proteinogenen Aminosauren sowie Ornithin und Cystin
induzieren Strome in hrBAT exprimierenden Oozyten ........................ 26
3.2.2  Charakterisierung der Austauschfunktion ................ccccooiiiiiiiiiiiiiinnnn. 28
3.2.2.1 Spannungsabhangigkeit..............cccc 28
3.2.2.2 Intrazellulare Vorbeladung (Transstimulation)..............ccccccvueeenees 30
3.2.3 Charakterisierung des Transports einzelner Aminosauren ................. 32
3.2.3.1 Neutrale AMINOSAUIEN ........oooiiiiiiiiiiee e 34
3.2.3.2 Dibasische AmINOSAUIreN .............coiiiiiiiiii e 38
3.3  Eigenschaften der hrBAT-Mutation T216M ... 42
3.3.1 Charakterisierung der Austauschfunktion .................cccvviiiiiinn. 42
3.3.1.1 Spannungsabhangigkeit............cccooooiiiiiii 42
3.3.1.2 Intrazellulare Vorbeladung (Transstimulation)...............ccccevvvnneen. 43

3.3.2  Charakterisierung des Transports einzelner Aminosauren durch die

hrBAT Mutation T216M .........coiiiiieeeee e 45

3.3.2.1 Neutrale AMINOSAUIEN ........cooiiiii e 45
3.3.2.2 Dibasische AmINOSAUIreN .............oiiiiiiiiiiiii e 49

3.4  Trafficking und Expression des hrBAT Wildtyps und der Mutation T216M. 53
3.4.1 Expressionszeitveriauf ... 53
3.4.2  Abhangigkeit der Expression von der injizierten cRNA-Menge............ 57

4  Interpretation UNd DiSKUSSION ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie et 60
4.1 FehlerdiskUSSION ........ccooiiiiiii e 60
411 Praparation der O0zyten ...........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 60
4.1.2 0110 o =T o SRS 60
4.1.3  Versuchsaufbau ... 61
4.4 AUSWETITUNG ... 61
4.2  Funktionelle Charakterisierung des hrBAT Wildtyp ........ccovvvviiiiiiiiiiiiinennne. 61
421 AUStauSChIUNKLION ... 63
4.2.2  TransportKineliKeN..........oo i 65
4.3  Funktionelle Charakterisierung der hrBAT Mutation T216M....................... 66
4.3.1 AUuStausChfuNKLioN ........oooii e 67

4.3.2 TransportkinetiKeNn........... i 68



0 N o O

4.4  Trafficking und Expression der hrBAT Mutation T216M im Vergleich zum

LA 1Y/ o P 69
ZUSAMMENTASSUNG ..etttttttiiittitttieiieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeeeees 72
LiteraturverzZeiChnis ... 74
D= T 0] €S¥= 1o U1 o o [PPSR 85

LB BN S AU e 86



1 Einleitung

1.1 Aminosauretransport

Im menschlichen Korper erfullt der Transport von Aminosauren Uber die
Zellmembran verschiedenste Aufgaben. So ermoglicht er im Dinndarm die
Aufnahme von Aminosauren aus der Nahrung und deren folgende Freisetzung
ins Blut, in der Niere wird er zur Ruckresorption von glomerular filtrierten
Aminosauren aus dem Primarurin bendtigt. Das zentrale Nervensystem
verwendet Aminosauretransport zur Wiederaufnahme von als
Neurotransmittern fungierenden Aminosauren aus dem synaptischen Spalt in
die Nervenzelle und zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke. Dariiber hinaus
ist der Transport von Aminosauren an grundlegenden Prozessen der Zelle wie
der Zellvolumenregulation und der Bereitstellung von Aminosauren fur die
Proteinsynthese beteiligt.

Untersuchungen uber den Fluss von Aminosauren uber die Zellmembran
fuhrten zunachst zur funktionellen Beschreibung verschiedener Aminosaure-
transportsysteme. Eine Einteilung konnte aufgrund deren experimentell
ermittelten, unterschiedlichen Eigenschaften vorgenommen werden. Diese
umfassen unter anderem Substratspezifitat, Sattigung, lonenabhangigkeit,
kinetische Eigenschaften, Art der Energiebereitstellung flir den Transport und
Regulierbarkeit. Bis heute konnte die molekulare Struktur einiger
Aminosauretransporter identifiziert und bekannten Aminosauretransport-

systemen zugeordnet werden (66, 99).

1.2 Heteromere Aminosauretransporter

Unter den bisher bekannten Aminosauretransportern stellt die Familie der
heteromeren Aminosauretransporter eine strukturelle Besonderheit dar. Sie

setzen sich aus einer schweren und einer leichten Untereinheit zusammen, die



uber eine Disulfidbriicke kovalent miteinander verbunden sind (71). Dabei
scheint die leichte Untereinheit primar fir die Eigenschaften des Transporters
die wichtigere Rolle zu spielen, wahrend sie jedoch nur durch die Bindung an
eine schwere Untereinheit die Zellmembran erreichen kann (55, 71, 100). Es ist
nicht bekannt, aus welcher Anzahl Dimere sich eine transportfahige katalytische
Einheit zusammensetzt. Bis heute wurden 2 schwere und 9 verschiedene
leichte Untereinheiten beschrieben. Die betreffenden Proteine lassen sich in 3

Gruppen gliedern.

1. rBAT (related to b®* amino acid transport, auch NBAT oder D2), bildet mit der
leichten Kette b%*AT (b%° amino acid transporter) einen funktionellen

Aminosaure-transporter.

2. 4F2hc (heavy chain of surface antigen 4F2, auch CD98) wurde in Verbindung
mit den leichten Ketten LAT1, LAT2, y'LAT1, y'LAT2, asc1 und xCT

beschrieben.

3. Die leichten Ketten asc2 und AGT2 scheinen mit noch unbekannten

schweren Untereinheiten zu interagieren.

Alle hier beschriebenen Aminosauretransporter konnten einem bereits vor ihrer
Klonierung beschriebenen Transportsystem zugeordnet werden, mit Ausnahme
von AGT1 (66).

Von den bekannten heteromeren Aminosauretransportern sind zwei klinisch
bedeutsam: Mutationen in rBAT und b®*AT kénnen zur Cystinurie (18, 31) und
Mutationen in y'LAT1 zur Lysinurischen Proteinintoleranz fiihren (94). Die

Cystinurie wird in Kapitel 1.4 eingehender beschrieben.



Tabelle 1: Die bekannten Untereinheiten der heteromeren Aminosaure-

transporter
Schwere Leichte Transport- Funktion Ref.
Untereinheit Untereinheit system
rBAT b’ *AT b+ Na*-unabhangiger (20, 31,
Austausch von neutralen 69)
und dibasischen
Aminosauren
4F2hc LATA L Na’-unabhangiger (47, 55,
Austausch von langkettigen 58, 75)
neutralen Aminosauren
LAT2 L Na’-unabhangiger (73, 78,
Austausch von neutralen 81)
Aminosauren
y'LAT1 y'L Na*-abhangiger Austausch (46, 70,
von langkettigen neutralen 93, 94)
und dibasischen
Aminosauren
y'LAT2 y'L Na'-abhangiger Austausch (16,
von neutralen Aminosauren, 93)
Austausch von Glutamat
und Arginin
xCT X¢ Na’-unabhangiger (5, 83)
Austausch von Glutamat
und Cystin
asc1 asc Na’-unabhangiger (38,
Austausch von kleinen 62)
neutralen Aminosauren,
auch D-Serin und D-Glycin
noch nicht  AGT1 Transport von sauren (56)
bekannt Aminosauren
asc2 asc Wie asc1, jedoch (19)

Unterschiede in der
Stereoselektivitat




1.2.1 Schwere Untereinheiten

Die beiden bekannten schweren Untereinheiten der heteromeren
Aminosauretransporter rBAT und 4F2hc sind N-glykosylierte Typ |l
Membranproteine und setzen sich aus 685 beziehungsweise 529 Aminosauren
zusammen (99). Sie sind zu 30 % identisch und besitzen 50 % Ahnlichkeit
zueinander (8). Fur beide Proteine wurde nur eine transmembranare Domane
mit einem intrazellularen Carboxy- und einem extrazellularen Aminoterminus
beschrieben (8, 10), wahrend frihere Studien an rBAT mit epitopspezifischen
Antikérpern vier transmembranare Domanen postulierten (61). Interessant ist
eine strukturelle Ahnlichkeit beider Untereinheiten zu bakteriellen Glukosidasen,
es konnte jedoch keine Glukosidaseaktivitat nachgewiesen werden (101).
Wahrend rBAT vorwiegend in der Burstensaummembran des proximalen
Tubulus der Niere und in den Microvilli des Dunndarmepithels gefunden wurde,
wird 4F2hc ubiquitédr exprimiert. Dabei fand sich in den polarisierten
Epithelzellen stets eine fur rBAT apikale und fur 4F2hc basolaterale Expression
(39, 76). Die extrazellular gelegenen Cystinreste C114 in  rBAT
beziehungsweise C109 in 4F2hc dienen zur Ausbildung der Disulfidbriicke mit
der jeweiligen leichten Untereinheit (71, 99). Die Bezeichnung schwere
Untereinheit bezieht sich auf das Laufverhalten bei SDS-Page, bei der die
beiden Proteine langsamer migrieren als die so genannten leichten

Untereinheiten und daher als schwere Proteine erscheinen.

1.2.2 Leichte Untereinheiten

Wie in Tabelle 1 gezeigt, sind derzeit 9 leichte Untereinheiten bekannt. Diese
Proteine gehdren phylogenetisch zur Familie der APC (Amino Acid / Polyamine
/ Choline) — Aminosauretransporter. Sie sind nicht glykosylierte Proteine mit
einer durchschnittlichen Proteinlange von ca. 500 Aminosauren und besitzen 12
putative transmembranare Doméanen, wodurch sie in der Lage sind, die typische

Helixstruktur ~ eines  Transportproteins  auszubilden.  Carboxy-  und



Aminoterminus befinden sich intrazellular. Untereinander sind die leichten
Untereinheiten zu 40 % identisch (96). Asc2 und AGT1 bilden jedoch hiervon
eine Ausnahme, da sie den ubrigen sieben bekannten Ketten nur zu 24 - 29 %
gleichen (19, 56). Studien an der ersten identifizierten leichten Untereinheit
LAT1 zeigten die Bedeutung und Lokalisation des Cysteinrestes zur Ausbildung
der Disulfidbriicke mit der schweren Untereinheit zwischen der dritten und

vierten transmembranaren Domane (71).

1.3 Das Transportsystem b%" (rBAT und b%*AT)

Die erste Beschreibung des Transportsystems b®* (broad specifity for neutral
(0) and cationic (+) amino acids), stammt von van Winkle et al., dessen
Untersuchungen in Mausblastozyten ein Natrium-unabhangiges
Aminosauretransportsystem flr neutrale und dibasische Aminosauren zeigten
(95), wobei Cystin kein Substrat des Transportsystems darstellte (66). In
BuUrstensaummembranvesikeln des proximalen Tubulus und an isolierten
Rattentubuli waren zuvor ein Transportsystem niedriger und ein System hoher
Affinitat fur Cystin, das auch dibasische Aminosauren transportierte,
beschrieben worden (37, 57, 85, 98). Weitere Studien am proximalen Tubulus
der Ratte ergaben gemeinsamen Transport von Cystin und neutralen
Aminosauren durch ein Transportsystem, das jedoch nicht Cystein
transportierte (97). Im Dunndarmepithel wurde ebenfalls die Expression von
b%*-ahnlicher Transportaktivitdt gefunden, welche den hochaffinen Transport
von Cystin beinhaltete (53, 65). Ein solches hochaffines Transportsystem wurde
funktionell im S3-Segment des proximalen Tubulus lokalisiert (84).

Auf der Suche nach dem fir diese Transportaktivitat entsprechenden
Transportprotein wurde mittels Expressionsklonierung rBAT (auch NBAT oder
D2 genannt) in Nierengewebe von Ratte und Kaninchen zeitgleich von
mehreren Arbeitsgruppen isoliert (10, 92, 101), spater auch in menschlichem
Gewebe (9, 52). In der OK (Opossum kidney) Zelllinie wurde spater eine

partielle cDNA-Sequenz von rBAT gefunden, die eine Transportaktivitat ahnlich



zu b®* induzierte, welche hier ebenfalls Cystin als Substrat miteinschloss (60).
Mit der Identifizierung der leichten Untereinheit b>*AT vervollstandigte sich
spater das Wissen Uber die molekulare Grundlage dieses Transportsystems
(20, 31, 69).

1.3.1 Lokalisation und Struktur

rBAT wird hauptsachlich in der Niere und im Dinndarm exprimiert (10, 92, 101),
daruber hinaus auch in Pankreas, Herz, Nebenniere und ZNS (99). Dabei setzt
die Expression erst postnatal ein und erreicht nach dem Sauglingsalter ihr
volles Ausmald (39). In polarisierten Epithelien findet sich rBAT stets auf der
apikalen Seite (39, 72), im proximalen Tubulus nimmt die Expression von den
Segmenten S1 bis S3 zu (20, 48).

Es wurden zwei verschiedene mRNA-Transkripte von 2,3 beziehungsweise 4
kb Lange identifiziert, die aber fur das gleiche Protein kodieren (54, 102). Wie
oben erwahnt, handelt es sich bei rBAT um ein Typ Il Membranprotein mit einer
Lange von 685 Aminosduren und struktureller Ahnlichkeit zu bakteriellen
Glukosidasen. Erste Untersuchungen deuteten auf eine oder vier
transmembranare Domanen fur rBAT hin (10, 61). Fur 4F2hc wurde ein
intrazellular gelegener Aminoterminus und ein extrazellular gelegener
Carboxyterminus gezeigt und es wurde daher auf eine einzelne
transmembranare Domane geschlossen (32). Bei rBAT vermutet man dies
aufgrund der groRen Homologie zu 4F2hc heute ebenfalls. Da aber auch vier
transmembranare Domanen flr die Bildung einer Pore flr den Transport von
Substraten nicht ausreichend schienen, vermutete man schon frih, das
Vorhandensein weiterer Untereinheiten neben rBAT (66). Wie oben erwahnt,
wurde spater b>*AT als eine mit rBAT interagierende leichte Untereinheit
identifiziert.

Das Protein b®*AT wurde in den Epithelzellen des proximalen Tubulus und des
Dunndarms nachgewiesen, wie rBAT auf der apikalen Seite der polarisierten

Zellen. Die Expression im proximalen Tubulus nimmt im Gegensatz zu rBAT



von den Segmenten S1 bis S3 ab (20, 26, 69, 77), was die Vermutung nahe
legt, beide Proteine kénnten jeweils noch mit anderen, noch nicht identifizierten
Untereinheiten interagieren. Weitere Untersuchungen legten dies vor allem fur
rBAT nahe (33). Die in-vitro Bindung von b®*AT an 4F2hc wurde beschrieben
(77), in vivo spricht die Expression an den gegenuberliegenden Seiten der
polarisierten Epithelzellen jedoch dagegen. Im Menschen setzt sich b®*AT aus
487 Aminosauren zusammen. In der Struktur werden 12 transmembranare
Domanen vermutet, welche die zum Transport von Substrat Uber die

Zellmembran notwendige Pore bilden (31).

1.3.2 Funktion und physiologische Rolle

Die Expression von rBAT in Xenopus laevis Oozyten fuhrte zu hochaffinem
Transport von dibasischen Aminosauren und Cystin (K, von 20 — 80 pM), sowie
zu Transport von neutralen Aminosauren mit etwas niedrigerer Affinitat (K, um
0,2 — 0,4 mM) (9, 10, 17). Elektrophysiologische Untersuchungen an Oozyten,
die rBAT exprimierten, zeigten, dass es sich beim Aminosauretransport um
Austausch handelt, da neutrale beziehungsweise dibasische Aminosauren
Strome von entgegen gesetzter Polaritat induzierten, sowie dass dieser
Austausch im Verhaltnis 1:1 stattfindet (17, 21, 23). Dabei geht man von einem
tertiar aktiven Transportmechanismus aus, bei dem durch die Aktivitat der
Na’/K" ATPase der Einstrom von Natrium und neutralen Aminos&uren durch
einen Kotransporter begunstigt wird, der wiederum durch den entstehenden
Gradienten der neutralen Aminosauren uber die Zellmembran den Austausch
von neutralen und dibasischen Aminosauren durch rBAT antreibt (21). Bei
diesem Austausch wird der Einstrom von dibasischen Aminosauren und Cystin
und der Ausstrom von neutralen Aminosauren aufgrund mehrerer Faktoren
beglnstigt. Wie oben beschrieben, sind die extrazellularen Affinititen des
Transporters fur dibasische Aminosauren und Cystin hoher. Zudem fordert der
Cystingradient an der Zellmembran, der durch schnelle Reduktion des Cystins

zu Cystein in der Zelle durch das reichlich vorhandene Glutathion entsteht, den



Einstrom von Cystin (91). Das entstandene Cystein und die dibasischen
Aminosauren verlassen die Zelle durch basolateral gelegene Transportsysteme
(21), die heute als 4F2hc/LAT2 beziehungsweise 4F2hc/y’LAT1 identifiziert
sind. Der Ausstrom neutraler Aminosauren wird durch deren hohere
intrazellulare Konzentration geférdert, welche durch an Natrium gekoppelten
Einstrom dieser Aminosauren entsteht. Dieses funktionelle Zusammenwirken
der Aminosauretransporter konnte auch in verschiedenen Nierenzelllinien
gezeigt werden (6, 34). Das Transportprotein B’AT1, das zumindest fiir den
grofdten Teil des an Natrium gekoppelten Einstroms von neutralen Aminosauren
verantwortlich ist und dem zuvor beschriebenen System B° entspricht, wurde
vor kurzem identifiziert (14). In der Summe ergibt sich so in der Niere ein vom
Tubuluslumen ins Blut gerichteter Strom von Cystin und dibasischen
Aminosauren, bei dem der Ruckresorption von Cystin aus dem Primarurin
besondere Bedeutung zukommt, wie in Kapitel 1.4 erlautert wird.

Die Expression von rBAT und b®*AT im proximalen Tubulus der Niere und die
Identifikation beider Proteine als molekulare Grundlage des Transportsystems
b%*, welches eine essentielle Rolle fiir die Riickresorption von Cystin aus dem
Primarharn spielt, flhrten zuerst fur rBAT und nach seiner Beschreibung auch
fiir b>*AT zur Vermutung, dass dem Krankheitsbild der Cystinurie Stérungen
der Funktion dieser beiden Proteine zugrunde liegen. Dies konnte durch den
Nachweis von Mutationen bei Cystinuriepatienten bestatigt werden (18, 31).
Nach der Identifikation der leichten Untereinheit b®*AT als Teil des
Transportsystems b%* neben rBAT wurde in mit beiden Proteinen transfizierten
COS Zellen b®*-artiger Aminosauretransport nachgewiesen. Dabei sowie in
Studien an MDCK (Madine-Darby canine kidney) Zellen wurde auch gezeigt,
dass jedes der beiden Proteine die Zellmembran nur in der Anwesenheit des
anderen erreichen kann (7, 20, 31). Die zuvor in nur mit rBAT cRNA injizierten
Xenopus laevis Oozyten gefundene Transportaktivitat wird mit dem
Vorhandensein einer oder mehrerer endogenen leichten Untereinheiten erklart,
die fast identische Eigenschaften wie der humane b®*AT aufweisen (22). Die
Expression eines Fusionsproteins, das den Aminoterminus von rBAT mit dem

Carboxyterminus von b®*AT verband, fiihrte in Xenopus laevis Oozyten sowie



in der M1 Zellinie der Maus ebenfalls zu einem b%*-artigen

Aminosauretransport (69).

Abbildung 1: Das Transportsystem b%*, bestehend aus dem heteromeren
Aminosauretransporter rBAT / b%*AT, ist Teil des Mechanismus zur
Ruckresorption von Cystin und dibasischen Aminosauren im proximalen

Tubulus (AA% neutrale Aminoséuren; AA*: dibasische Aminoséuren)
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1.4 Cystinurie

1.4.1 Definition und Einteilung

Die Cystinurie zeichnet sich durch einen gestdrten Transport von Cystin und
dibasischen Aminosauren im proximalen Tubulus der Niere und im Dunndarm
aus, wodurch es zur erhohten Ausscheidung dieser Aminosauren im Urin sowie
zur verminderten Aufnahme im Dunndarm kommt. Es handelt sich um eine
autosomal rezessiv vererbte Erkrankung, wobei komplett und inkomplett
rezessive Erbgange auftreten (67). Eine erste Einteilung der Cystinurie wurde
aufgrund der sehr unterschiedlichen Menge der im Urin ausgeschiedenen
Aminosauren bei Cystinurie-Heterozygoten vorgenommen (80). Wie oben
beschrieben, sind inzwischen zwei der die Cystinurie verursachenden Gene
und die durch sie kodierten Transportproteine bekannt. Mutationen in rBAT
(SLC3A1) und b®>*AT (SLC7A9) wurden bei Cystinuriepatienten gefunden (18,
31). Derzeit werden zwei verschiedene Einteilungen parallel verwendet. Aus der
ursprunglichen, auf dem Phanotyp basierenden Einteilung (80) wurde die
Unterscheidung in Cystinurie Typ | und Cystinurie nicht-Typ | abgeleitet.
Cystinurie Typ | Heterozygote scheiden mit dem Urin normale Mengen an
Cystin und dibasischen Aminosauren aus, bei Cystinurie nicht-Typ |
Heterozygoten ist die Urinausscheidung erhoht, wobei die Menge stark variiert
(27). In den meisten Fallen wird Cystinurie Typ | durch Mutationen in SLC3A1
(rBAT) und Cystinurie nicht-Typ | durch Mutationen in SLC7A9 (b%*AT)
hervorgerufen. Da inzwischen auch davon abweichende Falle beschrieben
wurden, wird aufgrund des Genotyps auch Cystinurie Typ A (Mutationen in
SLC3A1, rBAT) und Cystinurie Typ B (Mutationen in SLC7A9, b%*AT)
unterschieden (27, 35).

10



1.4.2 Klinisches Erscheinungsbild und Therapie

Die Menge an Cystin und dibasischen Aminosauren ist bei Cystinuriepatienten
im Urin erhdht und im Serum normal oder leicht erniedrigt. Obwohl auch die
Aufnahme dieser Substrate im Darm gestort ist, tritt keine Mangelernahrung
auf. Man vermutet daher im Dinndarm die Aufnahme durch alternative
Transportsysteme (24). Aufgrund der vor allem bei niedrigem pH schlechten
Loslichkeit des Cystins treten im Urin Cystinkristalle und im weiteren Verlauf
Urolithiasis durch Cystinsteine auf, was zu wiederholten Harnwegsinfekten,
Obstruktionen und schlieBlich zu fortschreitendem Nierenversagen mit
Dialysepflichtigkeit fuhren kann (67). Dabei korreliert die Haufigkeit der
Steinbildung nicht mit der Cystinkonzentration im Urin (27). Es wurden auch
Falle von isolierter Cystinurie  beschriecben (12). Unter allen
Nierensteinerkrankungen macht die Cystinurie 1-2 % aus, bei Kindern 6-8 %.
Die Pravalenz liegt bei durchschnittlich 1:7000, variiert jedoch von 1:2500 bei
libyschen Juden und 1:100000 in Schweden (67).

Als Therapie der Cystinurie wird versucht, durch die Einnahme gro3er Mengen
an Flussigkeit sowie das Alkalinisieren des Urins die Loslichkeit des Cystins im
Urin zu verbessern. Mit der Einnahme von Sulfhidrylderivaten wie D-
Penicillamin oder Mercaptopropionylglycin kann man die Bildung von besser
I6slichen Disulfiden mit Cystin erreichen, dabei treten jedoch starke
Nebenwirkungen auf. Nach der ldentifizierung der zwei Cystinuriegene rBAT
und b®*AT wurden auch gentherapeutische Ansétze versucht, die jedoch noch

nicht zur erfolgreichen Behandlung der Cystinurie fuhrten (67).

1.4.3 Genetische Grundlagen der Cystinurie

Im Moment sind hundertunddrei verschiedene Mutationen im rBAT-Gen
(SLC3A1) beschrieben, darunter als die beiden haufigsten die Mutation M467T,
die zum Ersatz des Methionins an Position 467 durch Threonin fuhrt und die
T216M, die ein Threonin in Position 216 durch ein Methionin ersetzt (35). Im
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b>*AT-Gen (SLC7A9) kennt man derzeit sechsundsechzig verschiedene zur
Cystinurie fuhrende Mutationen, die haufigste unter ihnen ist G105R, die an der
Position 105 anstelle von Glycin Arginin aufweist (35). Auch Mischformen
wurden beschrieben (sogenannte compound heterozygotes), bei denen im
gleichen Patienten das gleiche Gen mehrfach oder beide Gene mutiert sind
(35, 42). In einigen wenigen Fallen von Cystinurie wurden in beiden Genen
keine Mutationen gefunden (35). Eine Erklarung hierfur ware unter anderem die
Existenz eines weiteren Cystinurie verursachenden Gens wie etwa eine zweite

mit rBAT interagierende leichte Untereinheit (33).

1.4.3.1 Mutationen in b%*AT

Bei einigen der in b®*AT beschriebenen Mutationen wurde eine Stérung der
Transportfunktion gezeigt, welche die mangelnde Cystinresorption und damit
die Cystinurie erklart. Zum Teil konnte hier ein Zusammenhang der Schwere
des Phanotyps mit der erhaltenen Transportfunktion des Proteins gesehen
werden (36). Fur die Mutation A182T wurde ein Traffickingdefekt gezeigt,
wahrend die Transportaktivitat voll erhalten blieb (79). Im Mausmodell konnte
zudem gezeigt werden, dass das vollstindige Fehlen von b%*AT bzw. eine
Punktmutation in rBAT (D140G) zur Cystinurie mit Auftreten von Cystinsteinen
fahrt (30, 68).

1.4.3.2 Eigenschaften bekannter Mutationen in rBAT

Von den bekannten bei Cystinuriepatienten gefundenen rBAT-Mutationen
wurden einige funktionell in Xenopus laevis Oozyten untersucht. Bei den
dreizehn verschiedenen Mutationen P128Q, Y151N, R181Q, T216M, S217R,
E268K, R270L, T341A, R365W, M467K/T, Y582H, F648S und C673S wurde
eine verringerte Transportaktivitat gezeigt (1, 18, 22, 45, 59, 74, 82).
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Genauere funktionelle Untersuchungen ergaben flr die Mutationen M467K und
M467T eine verringerte Transportaktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Der gréfite
Teil des Proteins erreichte die Zellmembran nicht, sondern wurde intrazellular
zuruckgehalten. Abhangig von der Dauer nach cRNA-Injektion und der Menge
der injizierten cRNA lie® sich die Aktivitat jedoch auf das Niveau des Wildtyps
steigern. Man vermutet daher einen Traffickingdefekt, bei dem das mutierte
Protein intrazellular zurickgehalten wird und die Expression an der
Zellmembran gestort ist. Die Induktion héherer Aminosauretransportaktivitat bei
Verwendung gréRerer cRNA-Mengen wird mit eine Ubersattigung der
intrazellularen Qualitatskontrolle im endoplasmatischen Retikulum erklart (22).
Auch fur weitere Mutationen wurde ein Traffickingdefekt gezeigt (1, 45).

Untersuchungen an der Mutation R365W zeigten ebenfalls einen
Traffickingdefekt. Zusatzlich wurde hier allerdings eine Anderung der
Transporteigenschaften des gesamten Heteromers beobachtet. Nach
Expression in Xenopus laevis Oozyten und humanen HelLa Zellen zeigte sich
eine selektive Verringerung des Ausstroms von Arginin, wahrend der Einstrom
sowie extra- und intrazellulare Affinitaten flr Arginin unverandert blieben. Dies
legte die Vermutung nahe, dass eine funktionelle Einheit des heteromeren
Aminosauretransporters rBAT/b>*AT zwei Poren fiir den Substrattransport
beinhaltet (74). Andere Studien zeigten auch bei der Mutation C673R ein
verandertes Transportverhalten, in diesem Fall waren die Affinitaten fir neutrale

Aminosauren verandert (1).

1.4.3.3 Die rBAT-Mutation T216M

Die rBAT-Mutation T216M, bei der die Aminosaure Threonin an Position 216
durch Methionin ersetzt ist, wurde zunachst bei einem italienischen Cystinurie
Typ I|-Patienten beschrieben (11). Spater wurde die Mutation vor allem bei
griechischen Patienten gefunden, was auf eine populationsspezifische

Verteilung hinwies (2). Seither wurden weitere fur T216M homozygote
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Patienten identifiziert (41, 51), womit T216M eine der haufigsten beschriebenen
rBAT-Mutationen ist.

Bei funktionellen Studien an dieser Mutation in Oozyten zeigte sich ebenfalls
eine verringerte Transportaktivitat (82). Hierbei betrug die gemessene Aktivitat
einen Tag nach Injektion der cRNA 25 % der Wildtypaktivitdt und stieg am
vierten Tag nach Injektion auf 75 %. Es wurde daher ebenfalls ein
Traffickingdefekt als pathophysiologische Ursache fur das Auftreten der
Cystinurie Typ | vermutet, (82). Dies wurde aber seither nicht genauer

untersucht.

1.5 Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem

Die Expression artfremder Proteine ist nach der Injektion der entsprechenden
MRNA in Eizellen verschiedener Spezies mdglich, da die fremde mRNA wie
zelleigene behandelt und translatiert werden kann. Oozyten des
sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis stellen hierbei das am
haufigsten gebrauchte Expressionssystem dar. Seit seiner ersten Beschreibung
durch Gurdon et al. ermdglichte es zahlreiche elektrophysiologische Studien an
verschiedenen Membrantransportern und lonenkanalen (25, 43, 44, 88, 90).

Vier Membranschichten umgeben die Xenopus laevis Oozyten. Durch eine
Behandlung mit Kollagenase werden die aulieren drei follikularen Schichten
entfernt und nur die innere bindegewebige Vitellinmembran (defollikulierte
Oozyte) verbleibt (3, 25). Diese Vitellinschicht besteht aus zwei Komponenten
mit einem Molekulargewicht von 69 beziehungsweise 64 kDa. Sie wird im
Experiment fur die Elastizitat und Widerstandsfahigkeit bendtigt und belassen
(40, 49). Die Oozyten bestehen aus zwei unterschiedlichen Hemispharen, einer
animalischen und einer vegetativen. Die animalische Halfte ist durch die
Einlagerung von Melaninpigment dunkel gefarbt und enthalt den gréf3ten Anteil
an Mikrovilli, an endoplasmatischem Retikulum und an Zytoskelett. Sie weist

zudem eine hohere Dichte an calciumabhangigen Chlorid- und Calciumkanalen
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auf. Die hell gefarbte vegetative Seite enthalt mehr RNA und ist der Eintrittsort
des Spermiums (25).

FUr die intrazellularen lonenkonzentrationen wurden unterschiedliche Werte
gemessen: Na* zwischen 2 und 18 mM, wahrscheinlich ~ 5 bis 6 mM, K" liegt
bei 110 bis 130 mM, CI" betragt 40 bis 50 mM und Ca?* 0,1 bis 0,4 uM (25).
Einige technische Vorteile flihrten zur Verwendung von Xenopus Oozyten in der
Elektrophysiologie. lhr relativ groRer Zelldurchmesser von circa 1,3 mm
ermoglicht eine einfache Handhabung der einzelnen Zelle, wodurch die
Injektion der fremden cRNA sowie die gleichzeitige Verwendung mehrerer
intrazellularer Glaselektroden wahrend der Messung in einer Perfusionskammer
moglich ist. Aufgrund der physiologischen Notwendigkeit, in ungunstigem Milieu
zu Uberleben, sind die Oozyten mit allen fur das eigene Wachstum und das
Exprimieren von Proteinen notwendigen Nahrstoffen ausgestattet und
exprimieren nur wenige endogene Membrantransportsysteme, was storende
Einflusse auf die Messungen verringert (25, 88). Jedoch sind auch Nachteile zu
beachten. Die Oozyte weist im Vergleich zu den Zellen natirlicher Gewebe
einige Unterschiede auf. Nach der Translation der injizierten mRNA durchlaufen
die entstandenen Proteine noch verschiedene intrazellulare Schritte
(Processing), in deren Verlauf das Protein glykosyliert oder phosphoryliert
werden kann. Dabei ist es nicht selbstverstandlich, dass ein Protein in der
Oozyte dieselben Processing-Schritte durchlauft wie im natirlichen Gewebe. So
wurde beispielsweise flr bestimmte die Mukoviszidose verursachende
Mutationen des Chloridkanals CFTR beobachtet, dass diese in naturlichem
Gewebe nicht an der Zellmembran exprimiert werden kdénnen, wahrend sie in
Xenopus Oozyten die Membran erreichen (50). Fir eine Reihe von
lonenkanalen konnte in den letzten Jahren aber gezeigt werden, dass diese
ihre naturlichen Eigenschaften nicht verlieren (25, 88). Ein weiteres Problem
besteht in potentiellen Unterschieden der intrazellularen Signalkaskaden,
wodurch sich die Regulation eines Proteins im Vergleich zur Regulation in

seinem naturlichen Gewebe verandern kdnnte (25).
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1.6 Fragestellung der Arbeit

Charakterisierung der Transporteigenschaften des hrBAT Wildtyp in
Xenopus laevis Oozyten, welche Untersuchungen zu Expression,
Trafficking, Austauschaktivitat, Maximalstromen und extrazellularen
Substrataffinitaten umfasst.

Charakterisierung der Transporteigenschaften der Mutation T216M, einer
der haufigsten hrBAT-Mutanten

Untersuchung des pathophysiologischen Mechanismus, durch den die
T216M Mutation zur Cystinurie Typ | fihrt



2 Material und Methoden

2.1 Substanzen und Lésungen

ND96 war die Grundlosung fur die Versuche und die Praparation der Oozyten.
Far Experimente unter Natrium-freien Bedingungen wurde NaCl durch N-
Methyl-D-Glucamin (NMDG) ersetzt.

2.1.1 ND96 (nach Henry Lester)

Tabelle 2: Zusammensetzung der ND96 — Losung

Substanz Konzentration
NaCl 96 mM

KCI 2mM

MgCl, 1 mM

CaCly 1.8 mM
Tris-HEPES 5 mM

pH 7.4

Tris-HEPES ist Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan-N-2-hydroxyethylpiperazin-
N’-2-ethan-sulfonat (pKs 7.4) und dient als Puffer.
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2.1.2 Na'-freie Losung

Tabelle 3: Zusammensetzung der Na*-freien Losung

Substanz Konzentration
NMDG 100 mM

KCI 2mM

MgCl, 1 mM

CaCly 1.8 mM
Tris-HEPES 5 mM

pH 7.4

2.1.3 ND 96 — Oozytenaufbewahrungslésung

Tabelle 4. Zusammensetzung der Oozytenaufbewahrungslésung

Substanz Konzentration
NaCl 96 mM

KCI 2 mM

MgCl, 1 mM

CaCl, 1.8 mM
Tris-HEPES 5 mM
Theophyllin 0.5mM
Na-Pyruvat 2.5 mM
Gentamicin 50 pg / mi

pH 7.4

Theophyllin hemmt die weitere Reifung der Oozyten (63). Das Antibiotikum

Gentamicin wurde eingesetzt, um Infektionen zu verhindern, die die Qualitat der

fur die Experimente verwendeten Oozyten verringern kénnen.

18



2.1.4 OR-2 (Oozyten-Ringer, kalziumfrei)

Tabelle 5: Zusammensetzung der OR-2-LOsung

Substanz Konzentration
NaCl 82.5 mM

KCI 2mM

MgCl, 1 mM
Tris-HEPES 5 mM

pH 7.4

OR-2 wurde fur die Kollagenasebehandlung der Oozyten verwandt und ist

Kalzium-frei, wodurch die Wirkung der Kollagenase verbessert wird.

2.1.5 Weitere verwendete Substanzen

e Aminosauren (alle L-Aminosauren): Alanin, Arginin, Asparagin,
Asparaginsaure, Cystein, Cystin, Glutamin, Glutaminsaure, Glycin,
Histidin, Leucin, Lysin, lIsoleucin, Methionin, Ornithin, Phenylalanin,
Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin

e DTE (Dithioerythriol)

e Diamid

Alle hier angegebenen Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Munchen)
und Merck (Darmstadt) bezogen. Die verwendeten Aminosauren wurden als
Stammldésung von je nach Ldéslichkeit 100 mM beziehungsweise 50 mM
angesetzt und der Versuchslosung beigegeben, um die gewunschten
Konzentrationen zu erreichen. Cystin wurde jeweils frisch in der
Endkonzentration angesetzt. Alle Losungen wurden mit HCl und NaOH, bei

Versuchen unter Natrium-freien Bedingungen mit KOH auf einen pH-Wert von
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7.4 titriert. Alle Stammlosungen wurden bei 4°C aufbewahrt und in

regelmassigen Abstanden frisch angesetzt.

2.2 Oozytenpraparation

2.2.1 Isolierung der Oozyten

Die fur die Versuche verwendeten Oozyten wurden Xenopus laevis-
Froschweibchen entnommen. Hierfir wurde der Frosch fur ca. 15 min
in 0.1 %ige 3-Aminobenzoesduremethylester-Losung gelegt, bis vdllige
Betaubung eingetreten war. Fur die Operation wurde der Bauch mit
Ethylalkohol desinfiziert. Danach erfolgte unter antiseptischen Bedingungen die
Eréffnung des Bauchraums. Dazu wurden Bauchhaut, Muskelfaszie und
Muskulatur im Bereich des seitlichen Unterbauches auf ca. 1 cm Lange
durchtrennt. Mit Pinzette und Skalpell wurde nun ein Teil der Ovarialsackchen,
die Oozyten in allen Reifestadien enthalten, entnommen und zur Aufbewahrung
in eine Petrischale mit ND96 gelegt. Anschliel3end wurden Muskulatur und Haut
getrennt mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl) wieder verschlossen. Die
Gefahr einer Wundinfektion wird durch einen antibiotikahaltigen Uberzug der
Froschhaut reduziert (103). Die entnommenen Ovarialsackchen wurden mit
OR-2 gespult, vorsichtig mit der Pinzette zerteilt und schlieBlich in OR-2-
Ldsung, die 1-3 g/l (je nach Aktivitdt) Kollagenase A (Firma Boehringer,
Mannheim) enthielt, bei 30°C enzymatisch von der Follikelmembran befreit
(Dauer: 30-60 min). Die Oozyten wurden dann unter der Stereolupe sortiert und
nur Oozyten der Stadien V und VI nach Dumont (29) verwendet, deren Farbung
und Membran intakt erschienen.

Die selektierten Oozyten wurden bis zur cRNA-Injektion im Inkubator bei etwa
15°C unter standiger Bewegung (um Verklebungen und Deformationen zu
vermeiden) in kleineren Mengen von jeweils 30 Oozyten in Petrischalen mit

ND96-Aufbewahrungslosung gelagert.
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2.2.2 cRNA —Injektion

Die verwendete cRNA wurde von B. Noll, Physiologisches Institut Tubingen,
synthetisiert. Der cDNA Klon des hrBAT-Wildtyps stammte von Prof. Dr. M.
Palacin, Barcelona. Die T216M hrBAT-Mutante wurde von Prof. Dr. S.
Waldegger konstruiert.

Die Injektion der cRNA erfolgte in der Regel einen Tag nach der Isolierung der
Oozyten mit Hilfe eines vollautomatischen Nanoliterinjektors (Fa. WHPI,
Sarasota, Fa., USA). Zur Herstellung der Injektionskapillaren wurden
Borosilikat-Glaskapillaren (Fa. WPI, Sarasota, Fa., USA) mit einem
AuBendurchmesser von 1.2 mm verwendet, die mit Hilfe eines
Mikroelektrodenpullers (DMZ-Universal-Puller der Firma Zeitz, Augsburg)
entsprechend dunn ausgezogen wurden. Um die Injektionskapillaren zum
Kolben hin nach aulRen abzudichten, wurden sie mit Paraffindl vorbeflllt. Zur
Injektion wurden die Oozyten in ND96 liegend auf einem Gitternetz fixiert. Jeder
Oozyte wurden 50 nl cRNA-LG6sung injiziert. Bei allen Injektionsschritten und der
cRNA-Handhabung wurde jeweils darauf geachtet, eine mdgliche
Kontamination mit RNasen zu vermeiden. Nach 2-3 Tagen waren die
Aminosauretransporter genugend exprimiert, um an ihnen

elektrophysiologische Untersuchungen durchzufuhren.

2.3 Elektrophysiologie: Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp
(TEVC)

Bei der TEVC wird versucht, die Zellmembran auf ein vorgegebenes
Membranpotential einzustellen (zu ,klemmen®) und dann direkt Uber die
Membran flieliende Strome zu messen. Dazu wird eine Versuchsanordnung mit
insgesamt drei Elektroden verwendet, zwei davon liegen intrazellular (Two-
Electrode-Voltage-Clamp). Mit einer intrazellularen Elektrode E; und einer
extrazellularen Elektrode Eg (Badelektrode) wird das Membranpotential Vy

gemessen, im Ruckkopplungsamplifier hoch verstarkt und mit dem Sollwert Vs
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verglichen. Uber die zweite intrazelluldre Elektrode E, wird der fir die
Aufrechterhaltung des vorgegebenen Potentials notwendige Strom appliziert
und gemessen (3, 28).

Findet nun elektrogener Transport, also eine Nettoladungsverschiebung Uber
die Zellmembran statt, verandert sich der Betrag des zu applizierenden
Stromes. Dieser entspricht dem Uber die Membran fliekenden Strom, der somit
bestimmt und untersucht werden kann.

Die Ag-AgCl, Referenzelektrode Eg war Uber eine Briucke aus 3 % Agar und 3M
KCl-Lésung mit dem Bad verbunden (4). Die intrazellularen
Glasmikroelektroden (Borosilikatglaskapillaren, Aufendurchmesser 1.5 mm;
Typ GC150TF-15, Clark Electromedical Instruments, Pangbourne, GB) waren
ebenfalls mit 3 M KCI-Losung gefullt und Uber einen chloridierten Silberdraht mit
dem Spannungsmesser verbunden. Es wurden nur Mikroelektroden verwendet,

bei denen der Gesamtwiderstand zwischen 0.3 und 3.0 MQ lag.

Die Versuchsanordnung war durch einen Faradayschen Kafig weitgehend
gegen auldere elektrische Stérungen abgeschirmt (64). Alle Daten wurden mit
10 Hz gefiltert und mit einer Samplingrate von 100 Datenpunkten pro Minute
uber ein MacLab-Interface in einem Macintosh-Computer aufgenommen und

ausgewertet.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Messanordnung

Vs

T

2.4 Durchfihrung der Experimente

Alle Messungen wurden, soweit der Zeitpunkt nicht anders angegeben wird, 2-7
Tage nach Injektion der cRNA in die Oozyten bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Oozyten wurden wahrend der Messung im Wasserbad
standig von Losung umspdult, wobei die Flussgeschwindigkeit 20 ml/min betrug
und dadurch ein vdlliger Austausch der Badlosung innerhalb von 20 Sekunden
erfolgte.

Soweit nicht anders vermerkt, betrug das voreingestellte Membranpotential —-50
mV, nur bei der Untersuchung der Spannungsabhangigkeit der
Transporteigenschaften von rBAT wurde das Potential von =90 mV bis =10 mV
variiert.

Alle Experimente wurden an verschiedenen Oozytenpraparationen und an
verschiedenen Tagen wiederholt. Dabei ergaben sich keine qualitativen

Unterschiede, lediglich die GroRe der maximalen Strome variierte in
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Abhangigkeit des Zeitpunktes der cRNA-Injektion (d.h. der schon erfolgten

Expression) und der Oozytenpraparation.

2.5 Gerate und Software

Ein fir die Messungen verwendetes Setup bestand jeweils aus einem

Verstarker (1.), einem DA-Wandler (2.) und einem Computer (3.) zur

Datenerfassung. Hierbei wurden verwendet:

1. Clampator One — Verstarker der Firma Dagan, Minneapolis, USA oder
Geneclamp 500 — Verstarker der Firma Axon Instruments, Foster City, USA

2. DA — Wandler MacLab/4e oder PowerLab/400 von AD Instruments, Castle
Hill, Australien

3. Apple Macintosh Performa 400 oder UMAX Apus 3000

Als Software wurden Chart und Scope (Version 3.5.2) von AD Instruments

(MacLab) eingesetzt.

2.6 Auswertung und Statistik

Alle Konzentrations-Wirkungskurven wurden mit der Hill-Gleichung gefittet, die

sich aus der Michaelis Menten-Gleichung ableitet.

(1) Michaelis Menten-Gleichung: =17

| gibt hier den gemessenen Strom, Imax den maximalen Strom, C die gegebene
Substratkonzentration und die Michaeliskonstante K., die Substratkonzentration

bei halbmaximalem Strom an (86).
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(2) Hill-Gleichung: maxSn

Der Hill-Koeffizient n gibt Hinweise auf die Anzahl von Substratbindungsstellen
am Molekll bzw. am Transporter. Da dies jedoch nur fur den Fall einer starken
kooperativen Bindung des Substrates gilt, mufd deshalb fiur die Kinetiken davon
ausgegangen werden, dal} die nachsthoéhere naturliche Zahl zu n lediglich die

minimale Anzahl an mdglichen Bindungsstellen angibt (86).

Alle Werte sind als arithmetisches Mittel mit dem Standardfehler des
Mittelwertes angegeben (SEM fur standard error of the mean). "n" gibt die
Anzahl der voneinander unabhangig durchgefuhrten Messungen an. Zur
Ermittlung einer statistischen Signifikanz wurde der Student t-Test verwendet,

nur Werte mit p < 0.05 wurden hierbei als signifikant angesehen.
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3 Versuche und Ergebnisse

3.1 hrBAT Wildtyp und die Mutation T216M zeigen elektro-

gene Transporteigenschaften

Am 4. Tag nach RNA-Injektion zeigten Xenopus laevis Oozyten, die hrBAT
Wildtyp exprimierten, wahrend einer 30 Sekunden dauernden Superfusion mit
einer 1 mM Losung der dibasischen Aminosaure Arginin im Voltage Clamp
Modus mit einem Haltepotential von -50 mV einen durchschnittlichen
Einwartsstrom von -36,3 + 1,6 nA und wahrend einer 30 Sekunden dauernden
Superfusion mit 3 mM Lésung der neutralen Aminosaure Leucin einen mittleren
Auswartsstrom von 22,5 + 1.6 nA.

Im unter gleichen Bedingungen durchgefuhrten Experiment zeigten Xenopus
laevis Oozyten, die die hrBAT-Mutation T216M exprimierten, unter Superfusion
mit Arginin einen durchschnittlichen Einwartsstrom von -8,5 + 1,1 nA und unter
Superfusion mit Leucin einen durchschnittichen Auswartsstrom von 6,9 *
1,1 nA.

3.2 Eigenschaften des hrBAT Wildtyp

3.2.1 Alle 20 proteinogenen Aminosauren sowie Ornithin und
Cystin induzieren Strome in hrBAT exprimierenden

Oozyten

Der elektrogene Heteroaustausch von Aminosauren durch Xenopus laevis
Oozyten, welche den hrBAT Wildtyp exprimieren, ist durch die Zwei-Elektroden-
Voltage-Clamp Methode messbar (17). Dabei I6st die Perfusion der Oozyten mit
neutralen Aminosauren einen mit positivem Vorzeichen bezeichneten
Auswartsstrom und die Perfusion mit dibasischen Aminosauren einen mit

negativem Vorzeichen bezeichneten Einwartsstrom aus.
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Um zu bestimmen, welche Aminosauren als Substrate fir den hrBAT Wildtyp in
Frage kommen, wurden die durch alle 20 proteinogenen Aminosauren sowie
Ornithin und Cystin induzierten Strome gemessen. Die Oozyten wurden jeweils
fur 30 s mit einer 3 mM Aminosaurelosung umspult, jeweils sowohl in An- als
auch Abwesenheit von Natrium. Eine Ausnahme bildete die Cystinldsung, deren
Konzentration aufgrund der geringeren Loéslichkeit des Cystins nur maximal 1
mM betrug. Dabei induzierte Lysin in Anwesenheit von Natrium den starksten
Strom. Fur jede der gemessenen QOozyten wurde dieser = 1 gesetzt

(normalisiert), die anderen Strome sind im Verhaltnis dazu angegeben.

I
Formel: | =

I Lysin(ND96)

Die dibasischen Aminosauren induzierten hierbei starke Einwartsstrome, die
unter natriumfreien Bedingungen etwas schwacher ausfielen. Ein Teil der
neutralen Aminosauren fuhrte zu Auswartsstromen, deren Betrag bei 50 — 80 %
des Lysinstromes lagen, wahrend bei anderen nur schwache oder kaum
messbare Strome auftraten. Dabei waren die unter natriumfreien Bedingungen
gemessenen Strome entweder leicht starker oder schwacher. Der durch Cystin
ausgeldste Strom lag in der Anwesenheit von Natrium bei etwa 7 % des
Lysinstromes. Die sauren Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure
induzierten keine signifikanten Strome. Ebenfalls keine oder nur sehr geringe

Strome wurden durch Glycin, Prolin und Tryptophan induziert.
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Abbildung 3: Stréme induziert durch die 20 proteinogenen Aminosauren sowie
Ornithin und Cystin (n = 5)
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3.2.2 Charakterisierung der Austauschfunktion

Um den elektrogenen Heteroaustausch von neutralen und dibasischen
Aminosauren zu messen, wurden die Abhangigkeit der Strome von der
Spannung an der Zellmembran sowie der Einfluss einer Vorbeladung der

Oozyten mit einer Aminosaure der jeweils anderen Gruppe untersucht.

3.2.2.1 Spannungsabhangigkeit

Oozyten, welche den hrBAT Wildtyp exprimierten, wurden nacheinander in
Anwesenheit von Natrium mit einer 3 mM Ldsung Leucin und einer 1 mM
Losung Arginin  umspllt und die induzierten Strome gemessen. Das
Haltepotential wurde dabei zwischen -90 mV und -10 mV in Schritten von 20

mV variiert. Sowohl die Reihenfolge der Aminosauren als auch die der
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Haltepotentiale wurde wahrend der Experimente verandert, wobei sich keine
Unterschiede in den Ergebnissen zeigten. Der grolte durch Arginin ausgeloste
Strom wurde bei einem Membranpotential von -90 mV gemessen, wahrend
Leucin bei -10 mV den grof3ten Strom ausloste. Daher wurde fur Arginin der bei
-90 mV und fur Leucin der bei -10 mV gemessene Strom gleich 1 gesetzt, die

anderen Strome sind im Verhaltnis dazu angegeben:

(1) Arginin: | =29
IArg(—QOmV)
(2) Leucin: | —_ M

I Leu(-10mV)

Tabelle 6: Spannungsabhangigkeit der durch Arginin und Leucin induzierten
Strome (hrBAT Wildtyp, Mittelwerte + SEM)

Haltepotential (mV) | bei ImM Arginin (n =4) 1bei 3mM Leucin (n =4)
-10 0,49 + 0.06 1+0
-30 0,58 + 0,06 0,84 + 0,03
-50 0,68 + 0,05 0,66 + 0,03
-70 0,82 + 0,04 0,47 £ 0,04
-90 1+0 0,29 + 0,05
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Abbildung 4: Spannungsabhangigkeit der durch Arginin (1 mM) und Leucin (3

mM) induzierten Stréme in hrBAT exprimierenden Oozyten
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3.2.2.2 Intrazellulare Vorbeladung (Transstimulation)

Die heteromeren Aminosauretransporter sind obligate Austauscher (17).
Transport findet daher nur bei sowohl intra- als auch extrazellularer
Anwesenheit von Aminosauren statt. Dieser Austausch kann durch die
Vorbeladung der Oozyten mit einer Aminosaure stimuliert werden, wovon mit
elektrophysiologischen Methoden der elektrogene Anteil, der Heteroaustausch,
gemessen werden kann. Die Zunahme des durch eine neutrale oder dibasische
Aminosaure ausgeldsten Stroms nach Vorbeladung mit einer Aminosaure der
jeweils anderen Gruppe ist daher ein Mall fur die Fahigkeit von rBAT,

Heteroaustausch von Aminosauren zu vermitteln. Um den Effekt einer solchen
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Vorbeladung zu untersuchen, wurden die Oozyten in Anwesenheit von Natrium

mit Aminosaurelésungen nach folgendem Schema umspllt:

Tabelle 7: Vorbeladung mit Arginin

Aminosaure Dauer
1. Arginin 30s
2. Leucin 30s
3. Arginin 15 min
4. Leucin 30s
5. Arginin 30s

Tabelle 8: Vorbeladung mit Leucin

Aminosaure Dauer
1. Leucin 30s
2. Arginin 30s
3. Leucin 15 min
4. Arginin 30s
5. Leucin 30s

Es wurden 1 mM Arginin- und 3 mM Leucinlosungen verwendet. Die vor der
Vorbeladung ermittelten Strome wurden = 1 gesetzt und die nach der

Vorbeladung gemessenen (Kontrolle) im Verhaltnis dazu angegeben.

Formel: | =
|

Kontrolle

Bei Vorbeladung mit 1 mM Arginin konnte eine leichte Steigerung des
Leucinstromes von 74,1 £ 4,8 nA auf 83,5 £ 2,8 nA (+ 12,7 %, n = 5) und eine
Reduktion des Argininstromes von -45,2 + 5,7 nA auf -33,2 + 4,4 nA (- 26,5 %,

n = 5) beobachtet werden, die Vorbeladung mit 3 mM Leucin fuhrte zu einer
Steigerung des Argininstromes von -59,8 + 8,3 nA auf -120,1 + 13,9 nA

31



(+ 101,0 %, n = 5) und einer Abnahme des Leucinstromes von 74,3 £ 7,7 nA
auf 36,7 + 3,2 nA (- 50,7 %, n = 5).

Abbildung 5: Durch Superfusion mit Leucin (3 mM) und Arginin (1 mM)
induzierte Strome (hrBAT Wildtyp) vor und nach Beladung der Oozyten mit

Arginin oder Leucin

nach Vorbeladung mit:

Kontrolle Leucin Arginin

I / IKontrolle

0,4 -
0,2 -
0,0

O 1mM Arginin
B 3mM Leucin

3.2.3 Charakterisierung des Transports einzelner Aminosauren

Um den Aminosauretransport durch hrBAT genauer zu charakterisieren,
wurden die Affinitaten verschiedener Aminosauren in An- und Abwesenheit von
extrazellularem Natrium untersucht. Dabei handelte es sich um die neutralen
Aminosauren Leucin, Phenylalanin, Cystein und Cystin und die kationischen,
dibasischen Aminosauren Arginin, Lysin, Ornithin und Histidin. Histidin liegt bei

pH 7.4 teilweise als positiv geladene, protonierte Aminosaure vor und verhalt
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sich daher elektrophysiologisch wie eine kationische Aminosaure. Fur die
Experimente mit neutralen Aminosauren wurden Losungen der Konzentrationen
3, 10, 30, 100 und 300 pyM sowie 1 und 3 mM verwendet. Bei Experimenten mit
dibasischen Aminosauren wurden die gleichen Konzentrationen verwendet,
auller der 3 mM Losung. Stattdessen wurde die geringere Konzentration von 1
MM eingesetzt, da der Transport dieser Aminosauren durch hrBAT hdheraffin
ist. Ausnahmen bildeten die Aminosauren Cystin und Cystein. Fur Cystin wurde
die Konzentration von 3 mM nicht verwendet, stattdessen jedoch die
Konzentration von 1 yM, da es nur in Konzentrationen bis 1 mM I&slich war.
Den Cystinlésungen wurde zum Schutz vor Reduktion zu Cystein der
Reduktionshemmer Diamide in einer Konzentration von 10 mM beigemischt.
Oxidation der Cysteinlosungen zu Cystin wurde durch Beimischung des
Antioxidans DTE (Dithioerythriol) in einer Konzentration von 1 mM verhindert.
Beide Substanzen hatten keinen Einfluss auf den Strom induziert durch andere
Aminosauren. Um zu vermeiden, dass sich neutrale oder dibasiche
Aminosauren in der Oozyte anhaufen, die Konzentration der zum Austausch
bendtigten Aminosauren der jeweils anderen Gruppe zu sehr abnimmt und
dadurch die Messungen beeinflusst werden, wurden neutrale und dibasische
Aminosauren alternierend und in aufsteigenden Konzentrationen getestet.
Dabei wurden zuerst Losungen in ND96 und danach in NMDG verwendet, um
an der gleichen Oozyte die induzierten Strome unter Kontrollbedingungen und
unter natriumfreien Bedingungen vergleichen zu kénnen. Die groRten Strome
traten in Anwesenheit von Natrium bei der jeweils hochsten
Aminosaurekonzentration auf. Diese wurden fur jede Aminosaure = 1 gesetzt

und die Ubrigen Strome im Verhaltnis dazu angegeben.

Formel: | = I

C max(ND96)

Fir alle Versuche wurden die Oozyten auf ein Potential von -50 mV geklemmt,

die Konzentration der injizierten cRNA betrug 250 ng/ul.
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3.2.3.1 Neutrale Aminosauren

a) Leucin

FUr Leucin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,378 + 0,017
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,361 + 0,021 mM
ermittelt (n = 10, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den K,-Werten

war statistisch nicht signifikant.

Abbildung 6: Leucin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,378 + 0,017 mM)
1.2 7 —=— Na*frei (K, = 0,361 + 0,021 mM)
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b) Phenylalanin

Far Phenylalanin wurde unter Kontrollbedingungen ein Ky,-Wert von 0,674 *
0,180 mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,510 + 0,109
mM ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den K,-Werten

war statistisch nicht signifikant.

Abbildung 7: Phenylalanin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K, = 0,674 + 0,180 mM)
1.2 ] —=— Na*frei (K,, = 0,510 0,109 mM)
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c) Cystein

Fiar Cystein wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn-Wert von 1,216 + 0,479
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein Kn-Wert von 1,685 + 0,508 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 8: Cystein induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—— ND96 (K, = 1,216 + 0,479 mM)
1.2 7 —=— Na*frei (K, = 1,685 + 0,508 mM)
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d) Cystin

Fur Cystin wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn,-Wert von 0,103 £ 0,057 mM
und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,105 £ 0,175 mM
ermittelt (n = 3, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 9: Cystin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,103 £ 0,057 mM)
1.27] —=— Na*frei (K, = 0,105 £ 0,175 mM)

VA
o
(0]

]

0.001 0.01 0.1 1
Konzentration Cystin (mM)

37



3.2.3.2 Dibasische Aminosauren

a) Arginin

Fur Arginin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,036 + 0,003
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein Kn-Wert von 0,024 + 0,002 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Ky-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 10: Arginin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—— ND96 (K, = 0,036 £ 0,003 mM)

i —=— Na'frei (K, = 0,024 + 0,002 mM)
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b) Lysin

Far Lysin wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn-Wert von 0,142 + 0,024 mM
und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,080 + 0,011 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 11: Lysin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden

Oozyten.
—e— ND96 (K, = 0,142 £ 0,024 mM)
1.2 —=— Na*frei (K, = 0,080 £+ 0,011 mM)
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c) Ornithin

FUr Ornithin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,029 + 0,003
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,033 + 0,026 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 12: Ornithin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (Km = 0,029 + 0,003 mM)
—=— Na+frei (Km = 0,033 £ 0,026 mM)
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d) Histidin

Far Histidin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,129 + 0,016
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,191 + 0,015 mM
ermittelt (n = 3, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 13: Histidin induzierte Strome in hrBAT Wildtyp exprimierenden
Oozyten.

—— ND9%6 (K,, = 0,129 + 0,016 mM)
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3.3 Eigenschaften der hrBAT-Mutation T216M
3.3.1 Charakterisierung der Austauschfunktion

3.3.1.1 Spannungsabhangigkeit

Versuchsdurchfihrung und Auswertung der Ergebnisse erfolgten wie in Kapitel
3.2.2.1. beschrieben. Hier wurden jedoch Oozyten verwendet, die die hrBAT

Mutante T126M exprimierten.

Tabelle 9: Spannungsabhangigkeit der durch Arginin und Leucin induzierten
Strome (hrBAT T216M, Mittelwerte + SEM)

Haltepotential (mV) | bei ImM Arginin (n =4) | bei 3mM Leucin (n = 4)
-10 0,39 £ 0,04 110
-30 0,51 +0,03 0,78 £ 0,04
-50 0,65+ 0,03 0,59 + 0,02
-70 0,80 + 0,02 0,43 0,03
-90 1+£0 0,27 + 0,03
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Abbildung 14: Spannungsabhangigkeit der durch Arginin und Leucin
induzierten Strome. Die Messung des hrBAT Wildtyps ist zum Vergleich
dargestellt. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden

werden.
—o— hrBAT Wildtyp / Leucin
—a— hrBAT Wildtyp / Arginin
—— hrBAT T216M / Leucin
1.2 1 —&— hrBAT T216M / Arginin
1 ] R
0.8 7 z
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-100 -80 -60 -40 -20 0

Haltepotential (mV)

3.3.1.2 Intrazellulare Vorbeladung (Transstimulation)

Die in Kapitel 3.2.2.2. beschriebene Versuchsdurchfuhrung der intrazellularen
Vorbeladung mit Aminosauren wurde auf Oozyten angewandt, die die hrBAT
Mutation T216M exprimierten.

Bei Vorbeladung mit 1 mM Arginin konnte eine leichte Steigerung des
Leucinstromes von 47,1 £ 6,8 nA auf 50,7 £ 10,1 nA (+ 7,7%, n = 5) und eine
Reduktion des Argininstromes von -24,8 + 4,5 nA auf -17,2 £ 2,8 nA (- 30,6%,

n = 5) beobachtet werden, die Vorbeladung mit 3 mM Leucin flhrte zu einer
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+

Steigerung des Argininstromes von -31,1 £+ 3,8 nA auf -57,3 £+ 8,0 nA (+
84,5%,n = 5) und einer Abnahme des Leucinstromes von 47,2 £ 5,9 nA auf
30,0 £ 2,7 nA (- 36,4%,n = 5). Es zeigte sich kein Unterschied zu Oozyten, die
hrBAT Wildtyp exprimierten.

Abbildung 15: Durch Superfusion mit Leucin (3 mM) und Arginin (1 mM)
induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden Oozyten

nach Vorbeladung mit:

Kontrolle Leucin Arginin

I / IKontrolle

O 1mM Arginin
B 3mM Leucin
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3.3.2 Charakterisierung des Transports einzelner Aminosauren
durch die hrBAT Mutation T216M

3.3.2.1 Neutrale Aminosauren

a) Leucin

FUr Leucin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,395 + 0,056
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein Kn-Wert von 0,296 + 0,046 mM
ermittelt (n = 4, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 16: Leucin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,395 + 0,056 mM)
1.2 —=— Na'*frei (K, = 0,296 + 0,046 mM)
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b) Phenylalanin
Far Phenylalanin wurde unter Kontrollbedingungen ein Ky,-Wert von 0,446 *
0,135 mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,257 + 0,056

mM ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den K,-Werten

war statistisch nicht signifikant.

Abbildung 17: Phenylalanin induzierte Strome in hrBAT T216M

exprimierenden Oozyten.
—e— ND96 (K, = 0,446 + 0,135 mM)
1.2 7] —=— Na'*frei (K, = 0,257 + 0,056 mM)
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c) Cystein

Fiar Cystein wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn-Wert von 1,215 + 1,544
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,310 + 0,178 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 18: Cystein induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden

Oozyten.
—o— ND96 (K, = 1,215 + 1,544 mM)
1.2 7] —=— Na*frei (K, = 0,310 + 0,178 mM)
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d) Cystin

Fur Cystin wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn,-Wert von 0,100 £ 0,007 mM
und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,051 £ 0,022 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 19: Cystin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,100 + 0,007 mM)
1.2 7] —=— Na'*frei (K, = 0,051 £+ 0,022 mM)
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3.3.2.2 Dibasische Aminosauren

a) Arginin

Fur Arginin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,020 + 0,002
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,021 + 0,004 mM
ermittelt (n = 4, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den K-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 20: Arginin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,020 £ 0,002 mM)
1.2 7] —=— Nat*frei (K, = 0,021 £ 0,004 mM)
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b) Lysin

Fir Lysin wurde unter Kontrollbedingungen ein Kn-Wert von 0,084 + 0,014 mM
und unter natriumfreien Bedingungen ein K,-Wert von 0,093 £+ 0,031 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 21: Lysin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K, = 0,084 + 0,014 mM)
1.2 7 —=— Na'frei (K, = 0,093 + 0,031 mM)
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¢) Ornithin

Far Ornithin wurde unter Kontrollbedingungen ein Ky-Wert von 0,023 + 0,002
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein Kn-Wert von 0,033 + 0,011 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 22: Ornithin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,023 + 0,002 mM)
1.2 7] —=— Na*frei (K, = 0,033 + 0,011 mM)
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d) Histidin

Far Histidin wurde unter Kontrollbedingungen ein K,-Wert von 0,127 + 0,015
mM und unter natriumfreien Bedingungen ein Kn-Wert von 0,249 + 0,144 mM
ermittelt (n = 5, Hillkoeffizient: 1). Der Unterschied zwischen den Kn,-Werten war

statistisch nicht signifikant.

Abbildung 23: Histidin induzierte Strome in hrBAT T216M exprimierenden
Oozyten.

—e— ND96 (K., = 0,127 £ 0,015 mM)
1.2 —=— Na*frei (K, = 0,249 + 0,144 mM)
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3.4 Trafficking und Expression des hrBAT Wildtyps und der
Mutation T216M

Bei einigen rBAT-Mutationen, darunter die am haufigsten vorkommende
Mutation, die zum Austausch von Methionin an Position 467 fihrt, liel3 sich die
Pathophysiologie durch ein gestortes Trafficking erklaren, wodurch das mutierte
Protein nur in vermindertem Ausmal} an der Zellmembran exprimiert wird (18,
22, 74). Zum Teil konnte durch Injektion grofierer Mengen an cRNA oder eine
langere Expressionsdauer die Expression gesteigert werden. Der Grund hierfur
wurde in einer Ubersattigung der intrazellularen Qualitdtskontrolle im
endoplasmatischen Retikulum vermutet, wodurch nicht mehr die gesamte
Menge des mutierten Proteins intrazellular zurtckgehalten wird (22).

Um die Expression der hrBAT Mutation T216M im Vergleich zum Wildtyp weiter
zu untersuchen, wurde der zeitliche Verlauf der induzierbaren Strome nach
Injektion der cRNA in die Oozyten beobachtet. Hierbei wurden bei der Mutation
T216M im Vergleich zum Wildtyp deutlich niedrigere Absolutstrome gemessen.
Wenn hohe cRNA-Mengen injiziert wurden, zeigten sich jedoch ahnliche
Affinitaten und Maximalstrome wie beim Wildtyp, wie in den Kapiteln 3.2.3 und
3.3.2 gezeigt. Die beobachteten niedrigeren Absolutstrome lassen sich also
nicht durch einen funktionell inaktiven Transporter erklaren, sondern
vorwiegend durch eine geringere Expression. Daher wurde der Einfluss der je
Oozyte injizierten Menge an cRNA auf den induzierten Strom und somit die

Expression untersucht.

3.4.1 Expressionszeitverlauf

Um den zeitlichen Verlauf der Expression zu untersuchen, wurden Oozyten
derselben Praparation an den Tagen 3, 4, 5 und 6 nach cRNA-Injektion (80
ng/ul) mit Losungen von 1 mM Arginin und 3 mM Leucin je 30 s umspult und bei

einem Haltepotential von -50 mV die induzierten Strome gemessen.
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Tabelle 10: Expressionsverlauf der durch 1 mM Arginin und 3 mM Leucin
induzierten Strome des hrBAT Wildtyps und der Mutation T216M fur Tag 3-6
nach cRNA-Injektion (80 ng/ul), (Mittelwerte £ SEM, n = 4)

Tag hrBAT Wildtyp (n = 4) hrBAT T216M (n = 4)
1 mM Arginin 3 mM Leucin 1 mM Arginin 3 mM Leucin
3 -336+24nA 19,3+ 2,4 nA -4,8 £ 0,6 nA 2,1+0,6 nA
4 -36,3+16nA 225+ 1,6nA -8,5+1,1nA 6,8+ 1,1 nA
5 -40,1+53nA 250x14nA -106 £3,0nA  49+20nA
6 -465+36nA 28,7+3,1nA -11,5+£18nA  49+0,8nA

Die Werte fur alle Tage waren signifikant unterschiedlich zwischen hrBAT
Wildtyp und hrBAT T216M. Zusatzlich wurde das Experiment mit Oozyten

wiederholt, in die cRNA mit einer Konzentration von 250 ng/ul injiziert wurde.

Tabelle 11: Expressionsverlauf der durch 1 mM Arginin und 3 mM Leucin
induzierten Strome der Mutation T216M fur Tag 3-6 nach cRNA-Injektion (250
ng/ul), (Mittelwerte + SEM, n = 4)

Tag hrBAT T216M (n =4)
1 mM Arginin 3 mM Leucin
3 -116+28nA 7,8+2,7nA
4 -22,0+5,0nA 14,1 £ 3,1 nA
5 -248+17nA 19,1+ 3,4 nA
6 -26,9+3,4nA 19,0 £ 2,3 nA
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Abbildung 24: Expressionsverlauf der durch 1mM Arginin induzierten Stréme
(in nA) des hrBAT Wildtyps und der Mutation T216M flr Tag 3-6 nach cRNA-
Injektion
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Abbildung 25: Expressionsverlauf der durch 3 mM Leucin induzierten Strome
(in nA) des hrBAT Wildtyps und der Mutation T216M flr Tag 3-6 nach cRNA-
Injektion
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3.4.2 Abhangigkeit der Expression von der injizierten cRNA-
Menge

Oozyten, in die 3, 10 oder 30 ng cRNA injiziert worden war, wurden am 4. Tag
nach Injektion jeweils fur 30 s mit einer 1 mM Ldsung Arginin und einer 3 mM
Ldsung Leucin umspult und bei einem Haltepotential von -50 mV die induzierten
Strome gemessen. Wahrend die Arginin und Leucin induzierten Strome in
Oozyten mit hrBAT Wildtyp Expression schon bei 3 ng cRNA/Oozyte maximale
Werte erreichten, war dies erst bei 10 ng cRNA/Oozyte fir die hrBAT T216M
Mutante der Fall. Die Strome fur Arginin und Leucin waren signifikant
unterschiedlich in Oozyten, die mit 3 ng cRNA/Oozyte hrBAT Wildtyp oder
hrBAT T216M injiziert worden waren. Fur die beiden héheren cRNA Mengen
(10 und 30 ng/Oozyte) wurde kein signifikanter Unterschied gefunden.

Tabelle 12: Durch 1 mM Arginin und 3 mM Leucin induzierte Strome des hrBAT
Wildtyps sowie der Mutation T216M in Abhangigkeit von der injizierten cRNA-
Menge (Mittelwerte SEM, n = 5)

cRNA hrBAT Wildtyp (n =5) hrBAT T216M (n = 5)

1 mM Arginin 3 mM Leucin 1 mM Arginin 3 mM Leucin

3ng -439+89nA 409+x70nA -31,2+44nA 23,1+3,7nA

10ng -426+49nA 316+53nA -489+43nA 37,1+3,9nA

30ng -521+14nA 37,5+x45nA -542+6,0nA 41,4+17nA
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Abbildung 26: Durch 1 mM Arginin induzierte Strome (in nA) des hrBAT
Wildtyps sowie der Mutation T216M in Abhangigkeit von der injizierten cRNA-
Menge
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Abbildung 27: Durch 3 mM Leucin induzierte Strome (in nA) des hrBAT
Wildtyps sowie der Mutation T216M in Abhangigkeit von der injizierten cRNA-

Menge
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4 Interpretation und Diskussion

4.1 Fehlerdiskussion

4.1.1 Praparation der Oozyten

Die Qualitat der Oozyten wies Unterschiede auf, die sich in der GroRRe ihres
Ausgangsmembranpotentials und des basalen Leckstromes ausdruckten. Die
Qualitat war abhangig vom praparierten Frosch, der Praparation selbst und dem
Alter der Oozyten. Weiters ergaben sich Unterschiede aus der Injektion der
cRNA. Die Menge der injizierten cRNA und deren Qualitat konnten leicht
schwanken. Dies hatte allerdings nur Einfluss auf die Expressionsrate, andere
Veranderungen konnten nicht leicht beeinflusst werden wie kleinste
Schwankungen in der Temperatur des Oozyteninkubators, der
Zusammensetzung der Aufbewahrungsloésung und Unterschiede in den
Oozyten selbst. Um allzu grol’e Unterschiede zu vermeiden, wurden in der
Regel nur Oozyten verwendet, die unter Perfusion mit 1 mM Arginin einen
Mindeststrom von -15 nA zeigten. Die Experimente einer Serie wurden nicht
alle an einer Praparation durchgefuhrt, sondern die Oozyten stammten von

unterschiedlichen Froschen und Praparationen.

4.1.2 Losungen

Die genaue Zusammensetzung der Losungen wurde mit ionenselektiven
Elektroden fur Kalium, Chlorid und Calcium Uberprift und nur Schwankungen
kleiner als 1 % wurden toleriert. Ebenso wurden die Gesamtosmolaritat und der
pH der Losungen regelmaRig kontrolliert. Nicht ausgeschlossen werden
konnten Verunreinigungen der Testsubstanzen durch den Herstellungsprozess.
Die Testchemikalien wurden zum Teil in Stammlésungen aufbewahrt, die sich
unter dem Einfluss von Temperatur und Licht verandern konnten. Dies wurde

durch regelmaliges frisches Ansetzen der Stammlosungen und deren
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Aufbewahrung im Kuhl- oder Gefrierschrank, beziehungsweise in

lichtgeschutzten Behaltnissen vermieden.

4.1.3 Versuchsaufbau

Eventuelle von anderen Geraten ausgehende Stérungen konnten
weitestgehend durch einen Faradayschen Kafig abgeschirmt werden (64). Die
Beschichtung der Silberdrahtelektrode konnte beschadigt sein, was jedoch
durch regelmaldiges Chloridieren Kkorrigiert wurde. Der Widerstand der
Elektroden konnte durch Verstopfen der Elektrodenspitze zunehmen, dies
wurde jedoch vor und nach jedem Experiment durch Messen des

Elektrodenwiderstands in der Badlosung kontrolliert.

4.1.4 Auswertung

Verschiedene Einflisse wie etwa die Eigenschaften der Membran der einzelnen
Oozyten oder die Flussrate flhrten teilweise zu leichten Schwankungen oder
Veranderungen des basalen Stromes. Deshalb wurde als Ausgangswert fur das
Ausmessen der Strome ein Mittelwert des basalen Stromes vor und nach dem
Experiment genommen. Sich bei der Analyse ergebende Hill-Koeffizienten
mussen mit Vorsicht interpretiert werden, da diese von der Qualitdt des
Kurvenfittings abhangig sind. Nur bei guten Fittings und bei p < 0,05 wurden die

Veranderungen als signifikant betrachtet.

4.2 Funktionelle Charakterisierung des hrBAT Wildtyp

Das Transportsystem b%* wurde zunachst als gemeinsames Transportsystem
fur neutrale und dibasische Aminosauren sowie Cystin beschrieben. Hierbei

wurden fur die dibasischen Aminosauren und Cystin hohere Affinitaten
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beobachtet (37, 57, 85). Spater konnte gezeigt werden, dass rBAT einen Teil
der molekularen Grundlage dieses Transportsystems darstellt (8, 9, 52).
Mutationen in rBAT konnten als Ursache fur das Auftreten von Cystinurie
identifiziert werden (18). Bei diesen Patienten ist die Ausscheidung von Cystin
und dibasischen Aminosauren im Urin erhoht (67), was die essentielle Rolle von
rBAT und somit des Transportsystems b%* fiir die Riickresorption dieser
Substanzen aus dem Primarharn verdeutlicht.

Um den durch den humanen rBAT induzierten Aminosauretransport qualitativ
und quantitativ umfassend zu charakterisieren, wurden zunachst alle
proteinogenen Aminosauren sowie Ornithin und Cystin als Substrate gepruft.
Dabei induzierten alle dibasischen Aminosauren in Xenopus Oozyten
Einwartsstrome, wahrend einige neutrale Aminosauren Auswartsstrome
ausldsten, was sich mit dem fur rBAT beschriebenen Austauschmechanismus
erklaren lasst (17, 21). Einige neutrale Aminosauren, darunter die
heterozyklischen Aminosauren Prolin und Tryptophan induzierten keine oder
nur sehr geringe Strome und scheinen daher bei der durch
Aminosaureaustausch  ermdglichten  Rlckresorption von  dibasischen
Aminosauren und Cystin keine Rolle zu spielen. Zudem kann der geringe
Transport durch andere Systeme kompensiert werden, darunter B® (14). Fir
Cystin fiel ein relativ geringer induzierter Strom auf. Dennoch ist diese
Transportaktivitat von Bedeutung, da die durch Mutationen in rBAT verursachte
Cystinurie auf ein Fehlen von mdglichen Kompensationsmechanismen
schlieen lasst. Ausserdem konnte bislang kein weiteres apikales
Aminosauretransportsystem identifiziert werden, das die Resorption von Cystin
aus dem Urin vermitteln kdnnte.

Unter natriumfreien Bedingungen zeigten sich leicht unterschiedliche Strome,
diese konnten sowohl unter als auch uber den in Anwesenheit von Natrium
gemessenen Werten liegen. Diese Unterschiede waren jedoch nur im Falle von
Histidin, Lysin und Ornithin signifikant. Das Transportsystem b%* war
urspringlich als natriumunabhangig beschrieben worden (95). Spater
gemessene Unterschiede wurden mit der Interaktion von rBAT mit

verschiedenen in Xenopus Oozyten vorhandenen endogenen leichten
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Untereinheiten erklart. Pfeiffer et al. beobachteten jedoch in Studien an einem
Fusionsprotein aus rBAT und b®*AT ebenfalls in der Anwesenheit von Natrium
leicht hdhere Aminosauretransportraten (69), was zusammen mit den hier
ermittelten Werten auf eine leichte Natriumabhangigkeit des Transportsystems
hinweisen konnte.

An rBAT exprimierenden Xenopus Oozyten konnten in der vorliegenden Arbeit
sowohl durch Superfusion mit der Aminosaure Cystein als auch Cystin Strome
induziert werden. Dies ist in unbehandelten oder mit Wasser injizierten Oozyten
nicht der Fall (personliche Mitteilung von C. Wagner), was den durch rBAT
induzierten Transport beider Substrate zeigt. VOIkl et al. hatten im proximalen
Tubulus der Rattenniere zwei unterschiedliche Transportsysteme fur Cystin und
Cystein postuliert (97, 98). Ein zweites Transportsystem, das Cystein
transportieren kann wird durch ASCT2 dargestellt (13, 15). Die Lokalisation
dieses Transporters in der Niere ist jedoch ungeklart. Die Ergebnisse hier
deuten also darauf hin, dass System b®* prinzipiell in der Lage wére, Cystein zu
resorbieren. De facto kommt der Resorption von Cystein im proximalen Tubulus
aber keine Bedeutung zu, da Cystein sehr schnell zu Cystin oxidiert wird und

wohl in dieser Form resorbiert wird.

4.2.1 Austauschfunktion

FUr Xenopus laevis Oozyten, die das Protein rBAT exprimieren, wurde schon
frih die Induktion von Aminosdureaustausch vermutet, bei dem neutrale
Aminosauren gegen dibasische Aminosauren und umgekehrt ausgetauscht
werden (17, 23). Weitere Studien an Oozyten sowie an OK-Zellen konnten den
durch rBAT induzierten obligaten Aminosaureaustausch belegen. Transport
findet also nur bei sowohl intra- als auch extrazelluldrer Anwesenheit von
Aminosauren statt. Hierbei wurde auch eine 1:1 Stochiometrie flr diese
Austauschaktivitat gezeigt (21). rBAT kann als obligater Austauscher sowohl
Heteroaustausch als auch Homoaustausch induzieren, es werden also neben

dem Austausch von neutralen gegen dibasische Aminosauren und umgekehrt
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auch neutrale gegen neutrale sowie dibasische gegen dibasische Aminosauren
ausgetauscht (21, 66). Da nur bei Heteroaustausch die Verschiebung einer
Nettoladung Uber die Zellmembran erfolgt, ist nur dieser Transport elektrogen
und kann in den hier durchgefuhrten Experimenten mit der Zwei-Elektroden-
Voltage-Clamp Methode gemessen werden. Fir die oben beschriebene
physiologische Rolle des Transportsystems b®* ist der Heteroaustausch von
grolRerer Bedeutung, da nur auf diese Weise die Anreicherung bestimmter
Aminosauren innerhalb oder aullerhalb der Zelle erfolgen kann und die
Nettoverschiebung der transportierten Substrate Uber das Epithel des
Ddnndarms und des proximalen Tubulus der Niere moglich wird. Die
Eigenschaft des humanen rBAT, Heteroaustausch zu induzieren, wurde hier an
Xenopus laevis Oozyten untersucht. Dazu wurde zunachst die Spannungs-
abhangigkeit der durch Arginin oder Leucin induzierten Strome bestimmt. Der
Transport von geladenen Teilchen Uber die Zellmembran, der bei elektrogenem
Transport stattfindet, wird durch das Potential an der Zellmembran beeinflusst.
So wird der Influx von dibasischen Aminosauren in die Oozyte umso mehr
begunstigt, je negativer das Membranpotential ist, wahrend andererseits eine
Depolarisation der Zelle diese treibende Kraft verringert. Das Variieren des
Haltepotentials zwischen -90 und -10 mV ergab eine lineare Abschwachung des
durch Arginin induzierten Stromes bei Depolarisation der Zelle, wahrend
Hyperpolarisation eine Verstarkung zur Folge hatte. Umgekehrt verhielt es sich
fur Leucin, das bei Depolarisation den starksten Strom induzierte, welcher sich
bei Hyperpolarisation verringerte. Diese Ergebnisse decken sich mit friheren
Beobachtungen an der Kaninchen- und Rattenisoform von rBAT (17, 23) und
weisen ebenso auf den oben beschriebenen Heteroaustausch hin. Wahrend der
Influx von Arginin direkt durch das Membranpotential beeinflusst wird,
verursacht Superfusion der Oozyten mit Leucin den Efflux von dibasischen
Aminosauren und die Veranderung der induzierten Strome verlauft in die
entgegengesetzte Richtung.

Der Austausch von Substraten erfordert deren Anwesenheit auf beiden Seiten
der Zellmembran. Daher lasst der Einfluss der intrazellularen Aminosaure-

konzentrationen auf die durch Superfusion der Oozyte mit einer bestimmten
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Aminosaure ausgelosten Strome Rulckschlisse auf die Eigenschaften des
Austauschmechanismus zu. Nach einer flnfzehn Minuten dauernden
Vorbeladung der Oozyten mit Arginin wurden im Vergleich zu den vorher
gemessenen Werten der Leucinstrom um 14 % gesteigert, wahrend der
Argininstrom um 27 % abnahm. Umgekehrt verursachte eine entsprechende
Vorbeladung mit Leucin eine Zunahme des Argininstromes um 101 % und eine
Verringerung des Leucinstromes um 50 %. Der Influx einer neutralen
Aminosaure wird also durch eine erhdhte Menge einer dibasischen Aminosaure
innerhalb der Zelle begunstigt und umgekehrt, was sich ebenfalls mit dem
Auftreten von Heteroaustausch vereinbaren Iasst. Ahnliche Studien ergaben
zuvor das gleiche Ergebnis (17, 21, 23).

In den unten beschriebenen kinetischen Studien wurden fur alle gepruften
Aminosauren Hill-Koeffizienten nahe 1 gefunden. Da dieser auf die Anzahl der
Substratbindungsstellen am Transportprotein hinweist, ist dies mit der

gezeigten 1:1 Stochiometrie fur den Aminosaureaustausch vereinbar (21).

4.2.2 Transportkinetiken

FiUr jeweils vier dibasische und vier neutrale Aminosauren, darunter Cystin,
wurden kinetische Studien durchgeflhrt, um die jeweilige Substratbindung an
den Transporter zu untersuchen. Hierzu wurde fur jede der Aminosauren die
Michaeliskonstante (Kn,) bestimmt, die der Substratkonzentration bei
halbmaximaler Transportgeschwindigkeit entspricht und die ein Mal} fur die
Affinitat darstellt. Wegen der zuvor beobachteten geringen Unterschiede in An-
und Abwesenheit von Natrium wurden alle Messungen auch unter natriumfreien
Bedingungen durchgefuhrt. Dabei liellen sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Affinitat feststellen.

Die gemessenen extrazellularen Affinitdten waren flr die dibasischen
Aminosauren und Cystin deutlich hoher als fur die untersuchten neutralen
Aminosauren. Diese Ergebnisse sind somit konsistent mit den zuvor

beschriebenen Eigenschaften des Transportsystems b%* (37, 57, 85) und
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bestatigen die Induktion eines b®*-artigen Aminosauretransports in Xenopus
Oozyten durch rBAT.

Tabelle 13: Fur einige dibasische und neutrale Aminosauren ermittelte Kq-
Werte in der An- und Abwesenheit von extrazellularem Natrium (Mittelwert +
SEM in mM)

Aminosaure Km-Wert (Na*) Km-Wert (Na*frei)
L-Leucin 0,378 £ 0,017 0,361 + 0,021
L-Phenylalanin 0,674 £ 0,180 0,510 £ 0,109
L-Cystein 1,216 £ 0,479 1,685 + 0,508
L-Cystin 0,103 £ 0,057 0,105+ 0,175
L-Arginin 0,036 + 0,003 0,024 = 0,002
L-Lysin 0,142 £ 0,024 0,080 + 0,011
L-Ornithin 0,029 £ 0,003 0,033 £ 0,026
L-Histidin 0,129 £ 0,016 0,191 £ 0,015

4.3 Funktionelle Charakterisierung der hrBAT Mutation
T216M

Mutationen in den Proteinen rBAT und b%‘AT, die als Heteromer das
Transportsystem b%* induzieren, fiihren zum Krankheitsbild der Cystinurie (18,
31). Dabei ist durch den defekten Membrantransport von Cystin und
dibasischen Aminosauren deren Resorption aus dem Primarharn aus dem
proximalen Tubulus gestort. Die durch eine Mutation in rBAT verursachte
Cystinurie wird heute als Typ A bezeichnet (27). Bis heute wurden
hundertunddrei solcher Mutationen beschrieben (35), die durch die veranderte
schwere Untereinheit trotz intakter leichter Kette die Funktion des gesamten
heteromeren Transporters beeintrachtigen. Von diesen Mutationen wurden
bislang nur wenige funktionell untersucht (1, 18, 22, 45, 59, 82).
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Da ohne rBAT die leichte Untereinheit b®*AT die Zellmembran nicht erreicht
(71, 100), konnte in einigen Fallen ein Traffickingdefekt als Ursache fir das
Auftreten der Cystinurie gezeigt werden. Andere Mutationen wiesen auf einen
Einfluss von rBAT auf die Transporteigenschaften des Gesamttransporters hin.
Um den Mechanismus zu ermitteln, durch den die bei Cystinuriepatienten
gefundene hrBAT-Mutation T216M zur Krankheit fuhrt, wurde diese analog zum

Wildtyp funktionell untersucht.

4.3.1 Austauschfunktion

Die Untersuchung der Spannungsabhangigkeit ergab flr die dibasische
Aminosaure Arginin bei Depolarisation der Zelle eine Abnahme sowie bei
Hyperpolarisation eine Zunahme des induzierten Stromes. Flr die neutrale
Aminosaure Leucin verhielt es sich umgekehrt. Die induzierten Stréme wiesen
keine signifikanten Unterschiede zum hrBAT Wildtyp auf. Somit konnte fir den
Einfluss des Haltepotentials auf die induzierten Strome kein im Vergleich zum
Wildtyp abweichendes Verhalten durch die Mutation T216M festgestellt werden.
Bei den Untersuchungen zur intrazellularen Vorbeladung zeigte sich nach
funfzehn Minuten dauernder Superfusion mit Arginin eine Steigerung des
Leucinstromes um 5 % und eine Verringerung des Argininstromes um 30 %.
Die Vorbeladung mit Leucin bewirkte eine Zunahme des durch Arginin
induzierten Stromes um 82 %, wahrend sich eine Abnahme des Leucinstromes
um 34 % zeigte. Diese Ergebnisse erbrachten ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied zu den fur den hrBAT Wildtyp ermittelten Eigenschaften. Insgesamt
spricht dies gegen eine veranderte Austauschfunktion der hrBAT Mutation
T216M und bietet daher keine Erklarung fur das Auftreten der Cystinurie.
Ebenso wie beim Wildtyp weist hier die grolere Stimulierbarkeit des
Argininstromes auf den bevorzugten Influx der dibasischen Aminosauren hin,

wie zuvor beschrieben wurde (21).
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4.3.2 Transportkinetiken

Um die Affinitaten der hrBAT Mutation T216M fur einige dibasische und
neutrale Aminosauren zu untersuchen, wurden analog zum Wildtyp kinetische
Studien durchgefuhrt, bei denen durch Bestimmung der durch verschiedene
Aminosaurekonzentrationen ausgeldsten Strome die Substratkonzentration bei
halbmaximaler Transportgeschwindigkeit und somit der K,-Wert ermittelt
wurde. Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, wurden fur die dibasischen Aminosauren
und Cystin hohere Affinitaten als fur die neutralen Aminosauren gefunden. Die
bei der Mutation T216M bestimmten Affinitdten zeigten keine signifikanten
Unterschiede zu den beim Wildtyp ermittelten Werten. Ebenso ergab die
Abwesenheit von  Natrium  keine  signifikante  Veranderung  der
Transportkinetiken. Bei allen untersuchten Amino-sauren lagen wie beim hrBAT

Wildtyp die errechneten Hill-Koeffizienten nahe 1.

Tabelle 14: Fur einige dibasische und neutrale Aminosauren ermittelte Kp-
Werte fur die hrBAT Mutation T126M im Vergleich zum Wildtyp (Mittelwert +
SEM in mM)

Aminosaure hrBAT T216M hrBAT Wildtyp
L-Leucin 0,395 £ 0,056 0,378 £ 0,017
L-Phenylalanin 0,446 + 0,135 0,674 £ 0,180
L-Cystein 1,215 + 1,544 1,216 + 0,479
L-Cystin 0,100 £ 0,007 0,103 £ 0,057
L-Arginin 0,020 £ 0,002 0,036 + 0,003
L-Lysin 0,084 + 0,014 0,142 £ 0,024
L-Ornithin 0,023 £ 0,002 0,029 £ 0,003
L-Histidin 0,127 £ 0,015 0,129 £ 0,016

Ebenso wie die Austauschfunktion zeigen sich somit die Transportkinetiken
durch die Mutation T216M unverandert und lassen keine Schlisse auf die

Pathophysiologie der durch diese Mutation verursachte Cystinurie Typ A zu.
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4.4 Trafficking und Expression der hrBAT Mutation T216M
iIm Vergleich zum Wildtyp

In den oben diskutierten Resultaten lassen sich keine funktionellen
Unterschiede zwischen dem hrBAT Wildtyp und seiner Mutation T216M
feststellen. Studien zum zeitlichen Verlauf von durch neutrale und dibasische
Aminosauren induzierten Stromen sowie deren Abhangigkeit von der je Oozyte
injizierten cRNA-Menge wurden durchgefuhrt, um das Expressionsverhalten der
Mutation mit dem des Wildtyps zu vergleichen. Die Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs ergab im gesamten Messzeitraum vom 3. bis zum 6. Tag deutlich
groldere Absolutstrome fur den hrBAT Wildtyp. Dies war sowohl far Arginin als
auch fur Leucin der Fall. Bei der Wiederholung des Experiments flr die
Mutation T216M mit der dreifachen cRNA-Konzentration konnten zwar gréliere
Strome gemessen werden, diese lagen jedoch immer noch deutlich unter
denen, die an den den Wildtyp exprimierenden Oozyten beobachtet wurden. So
betrugen die Argininstrome am sechsten Tag nach T216M-cRNA-Injektion trotz
deren dreifacher Konzentration nur 58 % der Argininstrome des Wildtyps, flr
Leucin waren es nur 66 %. Die durch die Mutante induzierten Strome zeigten
zwischen dem dritten und vierten Tag nach Injektion den starksten Anstieg,
wahrend die Wildtypstrome zu diesem Zeitpunkt ein Plateau erreicht hatten und
in der Folge nur noch leicht zunahmen. Hier wurde also fur die Mutation T216M
eine durch hohere cRNA-Konzentrationen teilweise Kompensation der Strome
beobachtet. Dies konnte durch Experimente bestatigt werden, bei denen die
Absolutmenge der injizierten cRNA variiert wurde. Die Erhdhung der cRNA-
Menge von 3 ng auf 30 ng erbrachte beim Wildtyp keine signifikante
Veranderung der gemessenen Strome. Hingegen liel3 sich der Strom bei der
Mutation T216M durch Erhéhung der cRNA-Menge von 3 ng auf 10 ng steigern,
die weitere Erhéhung auf 30 ng flhrte zu keiner signifikanten Zunahme.

Dies stutzt und erganzt die fir die Mutation T216M zuvor ermittelten
Ergebnisse. Saadi et al. zeigten in Uptake-Studien an Xenopus Oozyten eine
zeitabhangige Steigerung der gemessenen Substrataufnahme von 22 % auf 75

% im Vergleich zum Wildtyp nach einem beziehungsweise vier Tagen und
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vermuteten daher fir diese Mutation einen Traffickingdefekt (82).
Untersuchungen an weiteren rBAT-Mutationen zeigten ahnliche Resultate (1,
18, 22, 59, 82). Hiervon wurden die am haufigsten identifizierte Mutation M467K
und die den gleichen Aminosaurerest betreffende Mutation M467T am
genauesten charakterisiert. Chillaron et al. beobachteten flr diese Mutation
ebenfalls eine Steigerung der Expression durch héhere cRNA-Mengen und
langere Zeitdauer nach deren Injektion (22). Dabei waren die Substrataffinitaten
im Vergleich zum Wildtyp unverandert, wahrend deutlich kleinere Absolutstrome
gemessen wurden. Dies konnte durch die Beobachtung, dass das mutierte
Protein vermehrt intrazellular zurickgehalten wird und offenbar nicht den
gesamten intrazellularen Reifungsprozess durchlauft, erganzt werden. Fur
diese Mutation wurde daher ein gestortes Trafficking des Proteins zur
Zellmembran angenommen. Als Ursache fir die intrazellulare Retention des
Proteins wurde eine veranderte Proteinfaltung im endoplasmatischen Retikulum
vermutet, die durch die Punktmutation erfolgte Anderung der
Aminosaurenreihenfolge im Protein zustande kommt (22), wie dies auch fur bei
Mukoviszidosepatienten gefundene Mutationen im Chloridkanal CFTR
beschrieben wurde (89). Fur den Anionenaustauscher AE1, dessen Mutationen
Hereditare Spharozytose oder distal renale tubulare Azidose verursachen
konnen, konnte analog fur einige Mutationen gezeigt werden, dass sie zur
intrazelluldaren Retention des mutierten Transportproteins fuhren (87). Eine
gestorte Proteinfaltung und die sich daraus ergebende Strukturveranderung
kann die Bindung von rBAT zur leichten Kette b%* beeinflussen.

Im Falle der in der vorliegenden Studie untersuchten hrBAT Mutation T216M
konnten die beobachteten geringeren Absolutstrome auf einen funktionell
gestorten Aminosauretransport hinweisen. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da
fur alle Ubrigen funktionellen Daten wie Austauschfunktion und
Substrataffinitaten keine Unter-schiede zum Wildtyp gezeigt werden konnte.
Somit lasst sich aus den ermittelten Resultaten flr die Mutation T216M
ebenfalls ein Traffickingdefekt schlussfolgern. Da die leichte Untereinheit b®*AT
die Plasmamembran nur in Anwesenheit der schweren Untereinheit rBAT

erreichen kann, verbleibt diese bei einem gestorten Trafficking von rBAT
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ebenfalls intrazellular. Die dadurch verringerte Expression des gesamten
funktionell aktiven Heteromers an der Zellmembran fuhrt bei homozygoten
Tragern dieser Mutation zu einer niedrigeren Transportaktivitat fur Cystin und
die anderen Substrate des Transportsystems b®* und erklart das Auftreten der
Cystinurie.

Der Aminosaurerest M216 in hrBAT liegt in einem Proteinabschnitt, flir den
Glykosylierung angenommen wurde (52). Im Falle der Mutation T216M ist
dieser verandert und konnte sich Uber die gestorte Glykosylierung in

verstarktem Mafe auf die Proteinstruktur auswirken.
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5 Zusammenfassung

Die beiden Membranproteine rBAT und b®*AT bilden als Heteromer einen
funktionellen Aminosauretransporter. Der hierbei induzierte Transport entspricht
dem zuvor beschriebenen Aminosauretransportsystem b%*, bei dem dibasische
und neutrale Aminosauren sowie Cystin im Verhaltnis 1:1 ausgetauscht werden.
Der Einstrom von dibasischen Aminosauren und Cystin in die Zelle wird bei
diesem Austausch bevorzugt. Dadurch fungiert das Heteromer rBAT-b’*AT als
Teil des Mechanismus, der die Rlckresorption dieser Substrate im proximalen
Tubulus der Niere und deren Absorption im Dunndarm ermoglicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst die Eigenschaften des durch
Expression des humanen rBAT in Xenopus laevis Oozyten induzierten
Aminosauretransports mittels der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Methode
elektrophysiologisch untersucht.

Alle gepruften dibasischen Aminosauren einschlieBlich Cystin, sowie die
meisten neutralen Aminosauren induzierten Strome in rBAT exprimierenden
Oozyten. Die unterschiedliche Polaritat dieser Strome und die Untersuchungen
zur Spannungsabhangigkeit und intrazellularen Vorbeladung zeigten fur den
humanen rBAT Aminosaureaustausch im Verhaltnis 1:1, wie zuvor an rBAT
anderer Spezies beschrieben. Die kinetischen Studien zu Substrataffinitaten
ergaben hohe extrazellulare Affinitaten flr die dibasischen Aminosauren und
Cystin sowie niedrigere Affinitaten fur die neutralen Aminosauren. Bis auf die
hierbei beobachtete leichte Natrium-Abhangigkeit entsprechen diese
Ergebnisse den fiir das Transportsystem b%* beschriebenen Eigenschaften und
bestatigen die Induktion dieses Transportsystems durch rBAT.

Die Funktion des aus rBAT und b%*AT bestehenden heteromeren
Aminosauretransporters ist essentiell fur die Ruckresorption von Cystin aus
dem Primarharn. Daher kdnnen Mutationen in einem der beiden Proteine zum
Krankheitsbild der Cystinurie fuhren. Wegen der schlechten Léslichkeit des

Cystins treten bei Cystinurie rezidivierende Cystinsteine auf, die zu
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Obstruktionen, Harnwegsinfekten und bei fortschreitendem Krankheitsverlauf
zur Niereninsuffizienz mit Dialysepflichtigkeit fihren kdnnen.

Eine der haufigsten bei Cystinuriepatienten in rBAT gefundene Mutationen fuhrt
zum Ersatz von Threonin durch Methionin an Position 216. Zur Ermittlung des
pathophysiologischen Mechanismus, durch den diese Mutation zur Krankheit
fuhrt, wurden daher entsprechend zum Wildtyp funktionelle Studien an Xenopus
laevis Oozyten durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich sowohl in der
Austauschfunktion als auch bei den extrazellularen Affinitaten fur die
verschiedenen Aminosauren und Cystin keine Unterschiede zu den
Transporteigenschaften des Wildtyp-Proteins. Die Resultate der Experimente
zur Abhangigkeit der Expression von hrBAT von der Menge der cRNA sowie
von der Zeitdauer nach deren Injektion zeigten jedoch fur die Mutation T216M
im Vergleich zum Wildtyp eine gestorte Expression.

Somit fihrt die Mutation T216M zu einem gestorten Trafficking des Proteins zur
Zellmembran, wie zuvor auch fur andere Mutationen gezeigt werden konnte. An
der Zellmembran ist das defekte Protein wie der Wildtyp funktionell aktiv, kann
diese aber nicht im gleichen Ausmall erreichen. Da auch die leichte
Untereinheit b>*AT nur in Anwesenheit der schweren Untereinheit rBAT an die
Plasmamembran gelangen kann, verbleibt diese auch vermehrt intrazellular.
Dadurch ist in vivo der Transport von Cystin und der dibasischen Aminosauren
und damit deren Ruckresorption aus dem Primarharn beeintrachtigt und erklart
bei den diese Mutation tragenden Patienten das Auftreten des Krankheitsbildes

der Cystinurie.
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