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1 Einleitung

Um die physiologische Funktion von Zellen aufrecht zu erhalten, ist ein Austausch von
Molekiilen iiber die duBere Zellmembran von Noéten. Zellen tauschen Stoffwechselprodukte,
anorganische Ionen, Néhrstoffe, Nucleotide und Signalmolekiile mit ihrer Umwelt aus. Dies
geschieht per Diffusion (H,0), durch Kanalproteine (z.B. Ca’-Kanal) und mittels

Transporterproteinen, welche sich in der Zellmembran befinden.

Sowohl geladene als auch groBere Molekiille (Anionen, Kationen, Nukleotide und
Aminosduren) konnen nicht durch die Membran diffundieren und sind auf Kanile oder
Transporter angewiesen. Kanidle und Transporter bestehen aus Polypeptidketten, welche die
Lipidmembran einer Zelle permeieren. Kandle bilden Poren in der Membran, die es z.B.
Anionen ermoglichen die Membran zu passieren. Transporter hingegen binden Molekiile.
Durch Konformationsdnderungen der Transporter erfolgt der Transfer durch die Membran.
Dieser Transfer kann unter Energieverbrauch (aktiv) oder ohne (passiv) erfolgen. Des Weiteren

konnen Transporter Substanzen entgegengesetzt dem elektrochemischen Gradienten

translokieren.
V-ATPases
P-ATPases\ \ _F-ATPases
ATP binding cassette (ABC)
transporters

andere lonenkandale — ;54
—— solite carrier (SLC)

Ligandenabhéngige
lonenkanéle

Spannungsabhangige -
lonenkanéle

Abb. 1 Proportion der Transporter- und Kanal-kodierenden Gene des humanen Genoms

Dargestellt sind die Verhiltnisse der Transporter kodierenden Gene nach. (total n= 826, modifiziert

nach [1]).
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Im Zuge der Sequenzierung des Humangenoms wurden mehrere hundert Transporter-
kodierende Gene entdeckt [2] (Abb. 1). Die Bedeutsamkeit der Transporter fiir die
Aufrechterhaltung der physiologischen Funktionen einer Zelle sowie fiir den Menschen wurde
durch die hohe Transporteranzahl in Bezug auf die Gesamtanzahl der kodierenden Gene
bestitigt. Mehrere Krankheiten, wie z.B. okulokutaner Albinismus Typ 2 und epileptische
Encephalopathie, sind auf fehlerhafte oder fehlregulierte Transporter zuriickzufiihren [3, 4].

Dies unterstreicht die Wichtigkeit von Transportern sowie die Aufkldrung ihrer Funktionalitit.

1.1 Transporter

Im Allgemeinen unterscheidet man zwei Transporterklassen: ATP binding cassette -
Transporter (ABC-Transporter) und Solute Carrier-Transporter (SLC-Transporter). Bei ABC-
Transportern erfolgt ein primérer aktiver Transport unter Energieverbrauch in Form von ATP-
Hydrolyse. Beim aktiven Transport werden lonen, Stoffwechselprodukte und xenobiotische
Substanzen durch eine Zellmemberan oder durch eine Kompartimentmembran meist
entgegengesetzt ihrem Konzentrationsgradienten transportiert. Im Falle von lonenpumpen z.B.
ATPasen, wo Ionen (Na*, Ca*", H', K, etc.) iiber die Zellmembran transportiert werden, wird
ein elektrochemischer Gradient aufgebaut. Dieser Gradient kann durch die zweite
Transporterklasse, die SLC-Transporter, als Antriebskraft genutzt werden, da es sich dabei um
einen sekundéren Transport handelt. Bei diesem Transport wird zwischen Uniport, Symport
und Antiport unterschieden. Beim Uniport erfolgt der Transport einer Substanz entlang des
elektrochemischen Gradienten (Abb. 2). Beim Symport (Cotransport) wird ein zweites Substrat

entlang und beim Antiport entgegengesetzt dem Gradienten transportiert.
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Uniport Symport Antiport

A A B A

Abb. 2 Transportarten: Uniport, Symport und Antiport
Beim Uniport wird eine Substanz (A) entlang des elektrochemischen Gradienten transportiert. Beim
Symport erfolgt ein Cotransporter einer zweiten Substanz (B) entlang und bei Antiport entgegen dem

Gradienten.

1.1.1 SLC-Transporter

SLC-Transporter werden durch das HUGO Genome Nomenclature Committee (HGNC,
HUGO: Human Genome Organisation) aktuell in 395 humane Transporter mit 52 Familien
unterteilt [1, 5]. Charakteristisches Strukturelement sind fiir die meisten SLC-Transporter 12

Transmembransegmente (Abb. 3) und eine Linge von 400 — 600 Amionosduren.

18



Einleitung

Abb. 3 Struktur des humanen SLC22A11 Transporters
Die Abbildung stellt die Struktur des SLC22A11 Transporters mit dessen 12
Transmembransegmenten im 3D Model dar. Die Erstellung des 3D Models erfolgte mittels I-Tasser

(C-Score: -3,71) [6-9].

1.1.2 SLC22-Familie

Die SLC22-Familie besteht aus 23 Transportern (Abb. 4). Die meisten Transporter sind in der
Leber und Niere exprimiert. Die Hauptfunktionen dieser Transporter sind die renalen und
hepatobildren Ausscheidungen sowie die Resorption von endogenen und xenobiotischen
Substanzen [10-12]. In diesem Zusammenhang werden Substanzen durch Barrieren zwischen
den Kompartimenten transportiert, beispielsweise in der Niere zwischen Blut und Harn {iber
Tubuluszellen. Ein solches System ist essentiell fiir die Resorption, Ausscheidung und
Entgiftung von nicht-membrangingigen Substanzen [13]. Aufgrund ihrer Lokalisation und
Funktion sind Transporter der SLC22-Familie Targets fiir Wirkstoffe. Sie beeinflussen die
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Wirkstoffen. Dieser wichtige Einfluss von
Transportern wird besonders hervorgehoben bei Arzneimittelzulassungen. Laut der U.S. Food
& Drug Administration (FDA) miissen die Interaktion von Pharmaka bei deren Entwicklung

auf Transporter analysiert werden.
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Abb. 4 Phylogenetischer Stammbaum der SLC22-Familie

Dargestellt ist der phylogenetische Stammbaum der SLC22 Familie mit Gen- und Trivialnamen des
kodierenden Proteins. Die Astldnge ist proportional zum Verwandtschaftsgrad, je kiirzer desto enger
verwandter. BOCT = Brain-type organic cation transporter; BWR1A = Beckwith-Wiedemann region
1 A; CTT = carnitine transporter; EMT: extraneuronal monoamine transporter; ETT = Ergothioneine
transporter; FLIP = Fly-like putative transporter; OAT = organic anion transporter; OCT = organic
cation transporter; OCTL = Organic cation transporter-like; URATI1 = Urate anion exchanger 1.

Weitere Details zu Sequenzen im Anhang, (8.1, Seite 138).

1.1.2.1 SLC22A13

Der SLC22A13-Transporter ist in mehreren Mammalia-Spezies konserviert. Die Expression
findet im Menschen und in der Ratte groBtenteils in der Niere statt. Nach immunhistologischer
Analyse wird SLC22A13 in der basolateralen Membran von Typ-A-Schaltzellen der Niere
exprimiert [14]. Die Schaltzellen sind im distalen Tubulus lokalisiert und essentiell fiir die
Regulation des Sdure-Base-Haushaltes[15-18]. Schulz et al. demonstrierten einen

transportervermittelten Aspartat-, Taurin- und Glutamatefflux beim humanen SLC22A13 (Abb.
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5). Die Effluxgeschwindigkeit der Substrate ist in folgender Reihenfolge abnehmend: Aspartat

> Glutamat > Taurin [14].

500  Aspartat 107 Glutamat 51 Taurin
i
S a0 8- 41
0N SLC22A13h
o .S - -
o Expression ein
A
2 30 A 6 3
o
it
SE
& Z 201 4- 24
o O
> £
o < o———0———>0 Q——'—,f}"_”é
=~ 101 1 1
L. Kontrollzellen S
0- T | 0- T | 0- =« T !
10 20 30 10 20 30 10 20 30

t (min)

Abb. 5 SLC22A13h vermittelter Efflux von Aspartat, Taurin und Glutamat

SLC22A13h stabil transfizierte 293-Zellen wurden 20 h vor Versuchsbeginn mit (Expression ein)
oder ohne (Expression aus, Kontrollzellen) 1 pg/mL Doxycyclin inkubiert. Die Zellen wurden mit
natrium- und phosphatfreien KRH-Puffer gewaschen und darin inkubiert. Die Probenentnahme des
Uberstandes erfolgt zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Substratkonzentration wurde mittels LC-

MS/MS bestimmt. Lineare Regression durchgefiihrt. (Mittelwert £ SEM, n = 5, modifiziert nach
[14)).

1.1.2.2 Urate Anion Exchanger Transporter 1 (URAT1)

In mehreren Mammalia-Spezies ist URAT1 (SLC22A12) exprimiert. Im Menschen ist URAT]I
in der apikalen Membran des proximalen Tubulus der Niere lokalisiert [19, 20]. Die
physiologische Funktion ist die Harnsdureaufnahme aus dem renalen Tubulus in die

Tubuluszellen [21] (Abb. 6).
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N WA U1 O

Kontrolle

(pmol per Oocyte)

—
L

['*C] Harnsaureaufnahme

o

0 30 60 90
t (min)
Abb. 6 Zeitverlauf der Harnsdureakkumulation durch URAT1

Die Aufnahme von 50 uM ['*C]Harnséure in wasser-injizierten Oozyten (Kontrolle) und URATI1-

exprimierenden Oozyten wurden iiber die Dauer von 90 min gemessen. (Modifiziert aus [19]).

1.2 Harnsaure

Evolutionir betrachtet ist die Bildung von Harn ein Vorteil des Menschen gegeniiber anderen
Spezies, um an Land leben zu koénnen und Wasser zu sparen. Harn ist die
Hauptausscheidungsquelle von Harnsdure. Im Laufe der Evolution gibt es drei
Hauptsubstanzen um stickstoffhaltige Abfallprodukte auszuscheiden: Ammoniak, Harnstoff
und Harnsdure (Abb. 7). Um 1 g Stickstoff auszuscheiden verliert ein Organismus bei

Ammoniak 500 mL Wasser, bei Harnstoff 50 mL und bei Harnsaure 1 mL [22].

(@]

0 y
HN
T
N
H, NH, 5 N N
H H
Ammoniak Harnstoff Harnsédure

Abb. 7 Ammoniak, Harnstoff und Harnsaure
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Viele Sdugetiere und Reptilien oxidieren Harnsdure zu Allantoin (Abb. 8) und weiter zu
Harnstoff. Im Laufe der humanen Evolution wurde das Uricase-kodierende Gen mittels
Mutation inaktiviert [23-26], wodurch im Menschen und hoheren Primaten Harnsdure das

Endprodukt des Purinabbaus ist.

@ (@)
H Uricase OH
N — N
HN HN
)\ ° )\ / o
N /
o H H o N N

Harnsdure 5-Hydroxyisourat

Hydroxyisourat-Hydrolase

o
NH, NH OHCU- Dccarboxyldsc & %
>§o
NH N

O
o NH,
Allantoin 2-0x0-4-hydroxy-4-carboxy-5-Ureidoimidazolin
(OHCU)

Abb. 8 Stoffwechselweg von Harnsdure zu Allantoin

Enzymatischen Umwandlung von Harnsdure zu Allantoin mit den jeweiligen Enzymen und
Zwischenprodukten.

Die normale Konzentration von Harnsdure im menschlichen Blutserum ist viel hoher als bei
anderen Mammalia wie z.B. der Maus (30-50 uM) [27]. Der obere Grenzbereich fiir Frauen
betrdgt 360 uM und fiir Manner 400 uM. Hyperurikédmie ist das Resultat einer erhdhten
Harnsdurekonzentration im Blut. Chronische Hyperurikimie begiinstigt die Bildung und
Ablagerung von Harnsédurekristallen. Dies kann zu Gicht fithren. Ein Serumlevel von > 535 uM
Harnsdure fithrt zur einer gesteigerten Héufigkeit von Gichtarthritis bei Ménnern (4,9 %)

verglichen mit einer Harnsdurekonzentration von < 415 uM (0,1 %) [28]. Gicht ist eine
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fortschreitende entziindliche Arthritis, assoziiert mit einer hohen Morbiditits- und
Mortalitétsrate [29]. In den letzten Dekaden ist die Gichthdufigkeit signifikant gestiegen. In
Industrieldnder betrdgt die Gichtpriavalenz ca. 2 % [30]. Im Detail, 2009 war die Gichtpravalenz
in Neuseeland 2,9 % (bei Ménnern 3,6 %) [31] und 3,9 % bei Erwachsenen in den USA in
2007-2008 [32]. Zwischen 2000-2007 in UK (Gichtprivalenz 2,7 %) hatten Patienten mit Gicht
Hypertension (51,6 %), ischdmische Herzkrankheiten (19,5 %), Diabetes (9,5 %) sowie
chronische Nierenschidden (3,7 %) [33]. AuBerdem gibt es eine starke Korrelation bei Kindern
zwischen Hyperurikimie und primédrer Hypertension [34]. Eine verminderte
Harnsdureexkretion durch die Niere ist die Hauptursache von Hyperurikédmie in iiber 90 % der

Fille [30].

Harnsdure wird zur mehr als 70 % renal eliminiert [35]. Das glomuldre System erlaubt
Sekretion und Resorption. Nur 7-15 % der filtrierten Harnséure wird im Urin ausgeschieden
[36]. Bei normalen Blut-pH (7,4) liegt Harnsdure als Natrium-Harnsdureanion (pK, = 5,75) vor
[27]. Daher findet kein passiver Transport von Harnsdure durch die Zellmembran statt, weshalb

Harnsduretransporter bendtigt werden.

Die Funktionalitdt dieser Transporter kann sowohl durch Mutationen als auch durch
Arzneimittelwechselwirkungen beeintrichtig werden. Genetische Polymorphismen kdnnen zu
Reduktion der Harnsdureausscheidung und somit zur Hyperurikdmie fiihren [37, 38].
Arzneimittel wie Diuretika, Pyrazinamide, Ethambutol, Levodopa und Aspirin beeinflussen

den Harnséuretransport [28, 30, 39].

Beim Harnsdureaustausch sind einige Transporter an der Sekretion und Resorption involviert
[36, 40]. Unter anderem sind folgende Transporter an der Resorption beteiligt; im proximalen
Tubulus auf der basolateralen Seite SLC2A9 (URATv1, Glut9) [41], auf der apikalen Seite
URATI (1.1.2.2, Seite 21) und SLC22A11 (1.3, Seite 24).

1.3 SLC22A11

Der SLC22A11 alias Organic Anion Transporter 4 (OAT4) wird nur in Menschen und hoheren
Primaten exprimiert. Im chromosomalen Abschnitt 11q13.1 liegen SLC22A11 und URATI
nahe beieinander und deren Aminosdureidentitét betrigt 42 % [42, 43]. SLC22A11 besteht aus

24



Einleitung

550 Aminoséduren (Uniprot: QINSAO, [43]). Genomweite Assoziationsstudien demonstrierten
einen Zusammenhang zwischen der Harnsdurekonzentration im Blut und SLC22A11 [44, 45].

Des Weiteren belegten Mutationsanalysen einen Aktivitétsverlust von SLC22A11 [46-48].

mRNA-Analysen zeigten eine SLC22A11-Expression in der Niere und in der Plazenta [43].
Die Lokalisation wurde durch immunohistochemische Analysen belegt. Die SLC22A11-
Proteinlokalisation ist in der apikalen Membran des proximalen Tubulus der Niere, wie

URAT]I, und in der basolateralen Membran des Syncytiotrophoblast der Plazenta [20, 49, 50].

Eine mogliche SLC22Al11-Regulation erfolgt in COS-7 Zellen iiber Serum- und
Glucocorticoid-induzierte Kinase 2 (SGK2), wobei SGK2 den inhibitorischen Effekt der
Ubiquitinligase Nedd4-2 auf SLC22A11 reduziert [51].

Erstmalig wurde eine Transportaktivitdt von SLC22A11 in Xenopus-Oozyten nachgewiesen.
Cha et al. zeigten eine 10-fache Akkumulation mittels Radiotracer von Estronsulfat (E3S) und
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) in SLC22A11 exprimierenden Oozyten gegeniiber der
Kontrolle [43]. Die jeweiligen K,,-Werte waren fiir E3S 1 uM und fiir DHEAS 0,6 uM.

Hagos et al. demonstrierten eine 5-fache '*C-Harnsdureaufnahme von SLC22A11 gegeniiber
der Kontrolle in Oozyten und 1,9 fache in 293-Zellen [52]. Verglichen mit URAT1 in Oozyten
betrug die durch SLC22A11-vermittele Harnsdureaufnahme nur 38 %. SLC22A11 transportiert
Harnsdure im Vergleich zu URATI1 schwicher. Des Weiteren ist die Aufnahme
Expressionssystem abhidngig. Zudem wurde 6-Carboxyfluorescein (6CF) als Aufnahmesubstrat
fir SLC22A11 demonstriert. In weiteren Publikationen wurden andere Substanzen fiir

SLC22A11 als mogliches Substrat untersucht (Tabelle 1).

Aufgrund der viel hoheren Transporteffizienz sowie des besseren Signal-Hintergrundverhéltnis
werden E3S und das strukturdhnliche DHEAS als Modellsubstrat fiir den SLC22A11 gegeniiber

der Harnséure in der Literatur favorisiert. [47, 51-54].
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Tabelle I Mogliche Substrate von SLC22A11 laut Publikationen

Potenzielle Substrate des SLC22A11-Transporter sowie Pubchem-ID aus diversen Plublikationen.

Substanz Pubchem-ID | Referenz
p-Aminophippurat 2148 [43]
6-Carboxyfluorescein 76806 [52]
Dehydroepiandrosteronsulfat 12594 [43]
Diclofenac acyl-B-D-Glucuronid 57369792 [55]
Estronsulfat 3001028 [43]
Harnsdure 1175 [52]
Ochrotoxin A 33032 [43]
Perfluorooctanoat 2776282 [56]

1.3.1 Dehydroepiandrosteronsulfat

DHEAS wird in der Nebenniere in der Zona reticularis gebildet, ist biologisch inaktiv und dient
als Langzeitreservoir. Es bindet im Korper an Albumin [57] und ist eine sulfatierte Form von
Dehydroepiandrosteron (DHEA). Die Desulfation erfolgt durch die Sulfotransferase 2A1
(SULT2AT1) und die Sulfation iiber Steroid-Sulfotransferase. Im Blut ist die DHEAS-
Konzentration 300-fach hoher als die DHEA-Konzentration. Des Weiteren ist DHEAS ein
Biomarker fiir das andronerge System [58]. DHEA kann weiter zu Estron, Estradiol iiber

Androstenedion bzw. Testosteron umgewandelt werden [59] (Abb. 9).
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Abb. 9 Stoffwechselweg von DHEAS und DHEA

DHEA kann zu DHEAS und umgekehrt umgewandelt werden. Des Weiteren konnen daraus u.a.
Estron, Estradiol iiber Androstendion bzw. Testosteron entstehen. 3HSDH: 3B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase, 1 7HSDH: 173-Hydroxysteroid-Dehydrogenase. Physiologische Struktur bei pH 7,4.

1.3.2 Estronsulfat

E3S ist ein Sulfatderivat von Estron. Aufgrund der hydrophoben Struktur (Abb. 10, log P =3,1)
ist Estron schwer wasserldslich (bis zu 110 pM). Durch das Sulfation ist E3S 100-fach besser
wasserloslich (bis zu 10 mM) als Estron. E3S hat keine Ostrogenartige Aktivitdt [60, 61]. In
Mainner und Frauen ist E3S das quantitativ hdufigste Estrogen [62]. Im Korper ist E3S zu 99 %
gebunden, groftenteils an Albumin (85-90 %)[63, 64]. Die Halbwertzeit von E3S betrigt 10-
12 h, die Halbswertszeit bei Estron und Estradiol 20-30 min [65]. Bei Bedarf kann E3S in die
Ostrogenaktive Stubstanz Estradiol iiber Estron umgewandet werden (Abb. 10) und dient somit

als Langzeitreservoir [66].

Estron, Estradiol und Estriol sind die drei Hauptestrogene im Menschen.
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Abb. 10 Syntheseweg von Estron, Estriol, Estradiol aus Estronsulfat

Syntheseweg der drei Hauptestrogene im Menschen aus Estronsulfat. HSD-1/2: 17B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase  Type 1/2, Oxidoreduktase: Estrogen 17-Oxidoreduktase, Sulfatase:

Estrogensulfatase, Sulfotransferase: Estrogensulfotransferase. Physiologische Struktur bei pH 7,4.

1.4 Ziel der Arbeit

Interessanterweise verglichen mit anderen typischen Substraten der SLC22-Familie wie 1-
Methly-4-phenylypyridinium, para-Aminohippursdure, Ergothionein, Carnitin und der
Harnséure ist E3S wesentlich groer und hydrophober, was die Vermutung autkommen lésst,

dass dies kein Substrat des Transporters ist (Abb. 11).
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Abb. 11 Verschiedene Substrate der SLC22-Familie sowie Estronsulfat
Substrate der SLC22-Familie als Struktur bei pH 7,4 sowie die korrespondierenden Massen [67].

AuBlerdem ist es verwunderlich, dass neben dem SLC22A11 iiber mindestens 18 weitere
Transporter aus unterschiedlichen Familien berichtet wurde, welche E3S in Zellen

transportieren (Tabelle 2). Aufgrund der Bedeutsamkeit von Harnséure und E3S ist es das Ziel
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der Arbeit, den Transportmechanismus von E3S durch SLC22A11 im direkten Vergleich zum

Harnsduretransport zu analysieren.

Tabelle 2 Mdogliche E3S Aufnahmetransporter in der Plasmamembran

Mindestens

2-fache  E3S-Akkumulation  gegenibber ~der  Kontrolle
Transporterexpressionssystem in Vesikeln, Oozyten oder Mammaliazellen.
# Transporter Gensymbol | Referenz
1 MRP1 ABCCl1 [68]
2 BCRP ABCG2 [69]
3 NTCP SLC10A1 [70]
4 SOAT SLCI10A6 [71]
5 NPT1 SLC17A1 [72]
6 OAT2 SLC22A7 [73]
7 OAT3 SLC22A8 [74]
8 OAT7 SLC22A9 [75]
9 OAT6 SLC22A20 [76]
10 MATEI1 SLC47A1 [77]
11 MATE2K SLC47A2 [77]
12| OSTa+ OSTb| SLC51A +SLC51B [78]
13 OATP1A2 SLCO1A2 [79]
14 OATPIBI SLCOI1BI [80]
15 OATPI1B3 SLCO1B3 [81]
16 OATP2BI SLCO2BI1 [80]
17 OATP4A1 SLCO4A1 [82]
18 OATPA4CI SLCO4C1 [83]

im

heterologen
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2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden hauptsidchlich im Zentrum fiir
Pharmakologie des Klinikums der Universitit zu Koln in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.

Dr. Dirk Griindemann durchgefiihrt.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Samtliche Chemikalien wurden von folgenden Firmen mit Reinheitsgrad ,,p.a.“ und ,,reinst®

verwendet, sofern nicht anders angeben:

e Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

e Fluka (iiber Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
e Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Roche (Mannheim, Darmstadt)

e Sigma-Aldrich (Miinchen. Deutschland)

Radioaktive Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

e ARC (St. Louis, MO, USA)

e Amersham (Freiburg, Deutschland)

e Hartmann Analytik (Braunschweig, Deutschland)
e NEN (Dreieich, Deutschland)

Alle Plastik- und Glasgefda3e wurden von den nachstehenden Firmen bezogen:

e Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
e Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

e Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

e VWR International (Darmstadt, Deutschland)

Die verwendeten Materialien wurden vor Gebrauch fir 20 min bei 121 °C und 1,2 bar im

Varioklav (H+P Labortechnik, OberschleiBheim, Deutschland) autoklaviert. Alle Glasgefal3e
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und Metallmaterialien wurden im HeiBluftsterilisator T12 (Heracus Instruments, Hanau,

Deutschland) bei 200 °C fiir min. 4 h sterilisiert.

2.1.2 Losungen und Puffer

Alle Puffer und Losungen wurden mit Reinstwasser aus der Wasseraufbereitungsanlage Milli-
Q Advantage A10 (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) bei Raumtemperatur hergestellt.
Falls fiir den Versuch notwendig, wurden diese vor Gebrauch autoklaviert (121 °C, 1,2 bar,
20 min) oder sterilfiltriert (sterile Spritzenfilter w/0,2 pm Celluloseacetatmembran oder
Nalgene sterile Flaschenhalsfilter mit w/0,2 um Polyethersulfon-Membran, beides bezogen bei
VWR International, Darmstadt, Deutschland). Der pH-Wert der Losungen und Puffer wurde
mittels pH-Meter (Typ 761 bzw. 766 Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland) bestimmt und ggf.
justiert. Die genauen Zusammensetzungen der jeweiligen Puffer und Losungen sind in den

entsprechenden Methoden beschrieben.

2.1.3 Enzyme und Kits
In allen Reaktionsansitzen wurde die Pufferkonzentration nach Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 3 Enzyme und Kit-Systeme

Bezeichnung Hersteller

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology (Rockford, USA)

BigDye Terminator Mix vl.1 | Applied Biosystems (Forster City, CA, USA)

GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific (St. Leon Rot, Deutschland)

NucleoBond Xtra Max Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen (Diisseldorf, Deutschland)
TurboFect Thermo Fisher Scientific (St. Leon Rot, Deutschland)
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2.1.4 pUC19

Das Plasmid pUC19 ist 2686 bp lang und hat eine hohe Replikationsrate. Es besitzt sowohl lacZ
Gen, welche fiir das Enzym B-Galaktosidase kodiert, als auch bla Gen, welches das Enzym (-
Laktamase kodiert, wodurch eine Ampicillin-Resistenz bei erfolgreicher Transformation

auftritt [84-86]. pUC19 wurde fiir die Vervielfiltigung von Teilkonstrukten genutzt.

2.1.5 pEBTetLNC Expressionssystem

Das Expressionssystem pEBTetLNC wurde verwendet, um die cDNA zu exprimieren. Bei
diesem handelt es sich um eine weiterentwickelte Version der pEBTetD- bzw. pEBTet-
Vektoren durch ein Chromatin-6ffnendes Element (UCOE 0.7). AuBlerdem enthalten alle
Vektoren Elemente des Epstein-Barr-Virus. Als Grundgeriist des pEBTet-Vektor dient das
Plasmid pCEP-Pu [87].

Im Gegensatz zu pEBTetD und pEBTet hat der pPEBTetLNC-Vektor ein Chromatin-6ffnendes
Element. Weiterhin wurden die BGH poly(A)site bei den pEBTetLNC und pEBTetD-Vektoren
entfernt, um die Grundexpression im nicht eingeschalteten Zustand zu mindern. Dies ist nicht
der Fall fiir den pEBTet-Vektor [88]. Die Steuerbarkeit der Vektoren erfolgt iiber ein

Tetracyclin-Repressor-System.

Der pEBTetLNC-Vektor enthilt den Replikationsursprung oriP und das EBNA-1, das DNA-
Bindeprotein aus dem Epstein-Barr-Virus. Beide Komponenten ermdglichen eine autonome
Replikation zirkuldrer DNA [89]. Eine positive Selektion transfizierter humaner Zellen kann
aufgrund der konstanten Puromycinresistenz, welche durch SV40 Promotor aufrechterhalten
wird, erfolgen. Der Tetracyclin-Repressor (TetR) und der CMV-Promotor, welchem zwei
Tetracyclin-Operatoren nachgeschaltet sind, werden ebenfalls kontinuierlich exprimiert. Der
Tetracyclin-Repressor inhibiert als Homodimer durch die Bindung an den Tetracyclin-Operator
(TetO) die Transkription der nachgeschalteten cDNA. Da es sich dabei nicht um eine
irreversible Inhibition handelt, gibt es ein Basallevel der Transkription bei aktiver Inhibition
aufgrund der Dissoziation des TetR vom TetO. Die Genexpression wird durch Zugabe von
Doxycyclin, einem Derivat des Tetracyclin, induziert (Tet-on System). Doxycyclin bindet an

den TetR, wodurch eine Konformationsinderung erfolgt. Aufgrund dieser
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Konformationsdnderung kann der Repressor nicht an den TetO binden und die nachgeschaltete

cDNA wird transkribiert.

Der pEBTetLNC-Vektor enthélt einen pUC-Replikationsursprung mit einer Ampicillin-

Resistenz-Kassette zur selektiven Vermehrung in E. coli.

Die Etablierung einer Zelllinie nach einer Transfektion und anschlieBender Selektion ist mit

dem pEBTetLNC-Vektor in kiirzester Zeit moglich, da sich alle notwendigen Bestandteile auf

dem Vektor befinden.

Not 1, Xho |
Hin dlll, Kpn |

UCOE 0.7/
RM3288

2 x Tet operator
SV40 poly(A) site
TetR

B-globin intron Il p EBTetLNC

11,8 kb
RSV LTR promoter

SV40 poly(A) site

PuromycinR

SV40 promoter
. icillinR
pUC ori Ampicillin
Abb. 12 Schematische Darstellung des pEBTetLNC-Vektors

Mit Pfeilen sind funktionelle Einheiten und deren Orientierung des Expressionssystems

pEBTet dargestellt (nach [88]).
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2.1.6 Bakterienstimme und Kulturmedien

Es handelt sich bei den verwendeten Bakterien um Escherichia coli (E. coli) des Stammes
DHI10B (Genotyp: F- mcrA A (mrr-hsdRMs-mcrBC), ®80dlacZ AM15, AlacX74, deoR,
recAl, araD139, A (ara, leu) 7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG).

E. coli wurden auf Agar-Platten und in Fliissigmedium (2.2.2.1, Seite 42) kultiviert. Zur
Selektion wurden 100 pg/mL Ampicillin (2.2.2.1.1, Seite 43) verwendet.

2.1.7 Zelllinie

Als Zelllinie wurde die HEK-293 (Human embryonic kidney) Zelllinie (American tissue Type
Collection 199, ATCC CFL-1573) verwendet. Mittels humanen Adenovirus lassen sich 293-

Zellen transfizieren [90].

2.1.8 HPLC-Séulen

Fiir die chromatografische Auftrennung der Substanzen mittels HPLC wurden spezifische

Sdulen verwendet (Tabelle 4).
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Tabelle 4 HPLC-S&ulen

Saule Hersteller Vorsiule Abmessungen

. PartikelgroBe 5 um, PartikelgroBe 5
DC18 Waters, Dublin, Irland 3 3.9 x 20 mm um, 3 x 100 mm

. PartikelgroBe 5 um, PartikelgrofBe 5
HILIC Waters, Dublin, Irland ©39mmx20mm | um, @3 x50 mm

. PartikelgroBe 5

HILIC Hilicon, Umea, keine Vorsiule | um, @ 2,1 x 100

Schweden
mm
xBridge Shield . Partikelgrofie 3,5 PartikelgroBe 5
Waters, Dublin, Irland pm,
RP18 pm, @ 3 x 100 mm
03 x 0 mm
) PartikelgroBe 5
ZIC-HILIC Dichrom, Marl, keine Vorsédule um, @ 2,1 x 100
Deutschland
mm
) PartikelgrofBe 5
Dichrom, Marl, . i
ZIC-pHILIC Deutschland keine Vorsédule um, @ ri;rll x 100

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 SLC22A11-Klonierung

Aus humaner RNA wurde SLC22A11 mittels PCR kloniert. Zuerst wurden zwei Teilsequenzen
des SLC22A11 mittels PCR amplifiziert und jeweils blunt-end in den pUC19-Vektor kloniert.

Per Restriktion wurden beide Teilsequenzen rausgeschnitten und zusammen in pEBTetLNC
ligiert (Abb. 13). Die SLC22A11-DNA wurde per Sequenzierung iiberpriift und mit der
Datenbank NCBI (Sequenz: CCDS 8074.1) verifiziert.

36



Material und Methoden

SLC22A11

Hindlll

pUC19-
Fragment A

Sacl

Sacl Xhol

pUC19-
Fragment B

Y

Hindlll

Abb. 13 Klonierung SLC22A11

Xhol

pEBTETLNC-
SLC22A11

SLC22A11 wurde mittels zwei Teilfragmenten kloniert. Beide Teilfragmente wurde zuerst in den

pUC19-Vektor kloniert,
ausgeschnitten und in pEBTetLNC ligiert.

anschlieBend mittels

Restriktionsenzymen (HindIII, Sacl,

Tabelle 5 Primer fiir die Klonierung des SLC22A11

Xhol)

Primer

Sequenz

F Fragment A

AGAAAGCTTGCCACCATGGCGTTCTCGAAGCTCTTG

R_Fragment A

TCTGAGCTCCTGAAGTGCTTGGTC

F Fragment B

AGAGAGCTCAGAAAGGTGGCCAGG

R Fragment B

tctCTCGAGCTAGAGCGAGGTACTTTCCAC
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Tabelle 6 Primer fiir die Sequenzierung des SLC22A11

Primer Sequenz

F1 Seq SLC22Al11h GGTTTCCACAAACATGACCC
F2 Seq SLC22Al11h GACACTGATGGTGGAGTGGA
F3 Seq SLC22Al11h CAGAAAGGTGGCCAGGATAA
F4 Seq SLC22Al11h CTGCCCTCTTGCTCAGTTTC
F7 Seq SLC22Al11h GGAAAGGGATGTTTTGGGAT
F6 Seq SLC22Al11h GTCTTCACCTCCACCATCGT
R1 seq SLC22Al11h ACGATGGTGGAGGTGAAGAC
R2 seq SLC22Al11h ATCCCAAAACATCCCTTTCC
F5 Seq SLC22Al11h AGAGTGGGCTCCTTTATCTGGG

2.2.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Bei vielen Methoden, wie bei einer Transfektion, oder PCR ist es wichtig die genaue DNA-
Konzentration zu wissen. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt an einem NanoDrop2000c
Spektrophotometer (Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland). Beim NanoDrop2000c handelt
es sich um ein spezielles Spektrophotometer, welches die Lichtabsorption bei sehr kleinen

Volumina (0,5 — 2 uL) messen kann.

Das Licht, welches von einer Xenonlampe emittiert wird, wird {liber ein Glasfaserkabel zum
Probenauftragspunkt geleitet. Die Probe verdndert das Lichtspektrum bzgl. der Absorption. Das
transmittierte Licht wird {iber ein zweites Glasfaserkabel zu einem CCD-Sensor weitergeleitet,

wo es erfasst und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird.

Vor Beginn der Messung wird ein Nullwert bestimmt, in dem die Intensitét der Absorption der
Losung ohne Analyt gemessen wird. Bei darauffolgenden Messungen wird die Intensitét der

Absorption der Proben ermittelt und mit folgender Formel wird die Absorption berechnet:
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Gleichung 1 Absorption

Intensitat
Absorption = —log Probe ]

Intensitatyyuwert

Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes kann die Konzentration der Probe mittels
Absorption bestimmt werden.
Gleichung 2 Lambert-Beerschen Gesetz

A= ¢"'b-c

A = Absorption, ¢ = dekadischer von der Wellenléinge abhdngiger Extinktionskoeffizient

[L/mol-cm], b = Schichtdicke [cm], ¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz [M]

Durch Umstellung der vorherigen Formel ergibt sich:

Gleichung 3 Lambert-Beerschen Gesetz nach ¢
A

cC = ——

b

Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wird bei einer Wellenldnge von 260 nm
bestimmt. Der Extinktionskoeffizient bei A260 liegt fiir doppelstringige DNA bei 50 ng-
cm/pL, fiir einstrangige DNA bei 33 ng-cm/pL und fiir RNA bei 40 ng-cm/pL [91]. Des
Weiteren wird die Absorption bei 280 nm bestimmt. Das Verhdltnis der
Absorptionskoeffizienten von 260 nm / 280 nm ist ein MaB fiir die Reinheit der Probe. Bei
einem Wert im Bereich von 1,8 fiir DNA und fiir RNA bei 2,0 gilt die Probe als rein.

2.2.1.3 Sequenzierung nach Sanger

Alle konstruierten und klonierten Plasmide wurde mittels der Kettenabbruchmethode nach
Sanger [92] sequenziert und mit dem Programm MacVektor (Version 14.5.0 , MacVektor Inc.,
Cambridge, United Kingdom) analysiert und kontrolliert.

Fiir die Sequenzierung wurde das BigDye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Forster City, USA) verwendet. Das Kit beinhaltet sowohl mit unterschiedlichen
Fluorochromen markierte ddNTPs als auch dNTPs. Beim Einbau eines ddNTPs in den zu
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synthetisierenden DNA-Strang kommt es zum Abbruch aufgrund einer fehlenden 3°-

Hydroxygruppe, weil das Koppeln eines weiteren Nukleotids nicht erfolgen kann.

200 ng

1 x

2 uL

Ansatz

DNA

2 pmol Primer

Puffer
Terminator-Mix

H,0 ad 10 pl

Die PCR wurde im Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
oder T100 Thermocycler, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt.

Der Terminator-Mix wurde nach der Initital-Denatuierungsphase hinzugegeben (Hot-Start

[93]).

PCR-Programm:

e 94°C 5 min.

e Pause Zugabe des Terminator-Mix

e 94°C 30sec. —

e 50°C 30 sec.
e 62°C 4 min.
e 62°C 5 min.

29 x

Der Ansatz wurde nach der PCR in 15 pL H,O verdiinnt, auf einer Sephadex-Platte (Sephadex

G-50, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) aufgereinigt, nochmals mit 1x V H,O

verdiinnt und auf eine optischen Platte (MircoAmp Optical 96-well Reaction Plate, Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) im 16 Kapillar-Sequenzer (ABI Prism 3100

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Forster City, USB) sequenziert.
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Alternativ wurde die Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech AG (K&ln, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Proben wurden entsprechend dem LightRun-Sequenzingprotokoll von
GATC vorbereitet.

2.2.1.4 Mini-Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli ohne Siiule

Um Plasmide aus transformierten E.coli zu gewinnen, wurde eine Mini-Praparation
durchgefiihrt. Dafiir wurden transformierte E.coli jeweils in 2 mL Fliissigkultur (LB-Medium
mit 100 pg/mL Ampicillin) tiber Nacht bei 37 °C und 200 UpM kultiviert (2.2.2.2, Seite 43).
AnschlieBend wurde die Fliissigkultur bei 1.000 g fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 200 pL. P1-Puffer resuspendiert und mit 400 pL
P2-Puffer bei Raumtemperatur fiir 5 min lysiert. Darauthin wurde die Reaktion mit 300 puL
eiskaltem P3-Puffer gestoppt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Bei der Neutralisation durch
Natriumacetat wird die chromosomale DNA renaturiert und bildet einen unldslichen Komplex.
Proteine und andere Zellbausteine fallen als Protein-SDS-Komplexe aus. Die Plasmid-DNA
verbleibt in der wissrigen Losung und kann durch Zentrifugation bei 16.000 g fiir 10 min
abgetrennt werden [94]. Die wissrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefdl iiberfiihrt und
per Alkoholprézipitation konzentriert, in dem 400 pL. 100 % Isopropanol zu der wissrigen
Phase hinzugefiigt und anschlieBend bei 16.000g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde mit 150 pL 70 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert.

AnschlieBend wurde das Pellet bei 60 °C getrocknet und in 20 pL 1x TE gelost.

P1-Puffer fiir Resuspension
50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

pH 8,0
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alkalischer P2-Puffer fiir Lyse
0,2 M NaOH

1 % SDS

P3-Puffer fiir die Neutralisation
3 M CH;COOK

pH 5,5 mit CH;COOH

2.2.1.5 Mini-Priparation & Maxi-Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli

20 mL Fliissigkultur fiir eine Mini-Praparation und 200 mL Flissigkultur fiir eine Maxi-
Priparation mit 100 pg/mL Ampicillin eines E.coli-Klons wurden iiber Nacht bei 37 °C und
200 UpM kultiviert. Die Plasmidextraktion wurde fiir die 20 mL Fliissigkultur mit dem Plasmid
Mini Kit (Qiagen, Diisseldorf, Deutschland) und fiir die 200 mL Fliissigkultur mit dem Kit
NucleoBond Xtra Maxi (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

Bei Arbeiten mit Escherichia coli (E. coli) wurde alle verwendeten Glaswerkzeuge flambiert
und alle Metallwerkzeuge ausgegliiht. Sonstige verwendete Materiale und Medien wurden vor
Gebrauch sterilisiert oder autoklaviert. Die Arbeiten wurden unter einer Reinraumwerkbank

(Laminar Flow, Kendro Loboratory Products, Hanau, Deutschland) durchgefiihrt.

2.2.2.1 Nihrmedien

Die Anzucht von E.coli erfolgte in Luria Bertani-Medium (LB-Medium) auf LB-Agar, welche

nach der Herstellung unverziiglich autoklaviert und bis zur Benutzung bei 4 °C gelagert wurden.
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LB-Medium

10 g/L Pepton 140

5 g/L Hefeextrakt
10 g/L NaCl

autoklaviert

LB-Agar
10 g/L Pepton 140
5 g/L Hefeextrakt
10 g/L NaCl
15 g/L Agar

autoklaviert

2.2.2.1.1 Antibiotikum

Das Antibiotikum Ampicillin (Amp) wurde fiir die Selektion von transformierten E.coli
verwendet. Es wurde eine Stammlosung von 100 mg/mL Ampicillin angesetzt, steril filtriert
(sterile Spritzenfilter w/0,2 pm Celluloseacetatmembran, VWR International, Darmstadt,
Deutschland), aliquotiert und bei -20 °C gelagert. In einer Endkonzentration von 100 pg/mL

wurde es zur Selektion eingesetzt.

2.2.2.2 Kaultivierung und Lagerung von E.coli

Die Anzucht von transformierten E.coli erfolgte in Fliissigkultur mit 100 pg/mL Ampicillin in
sterilisierten Reagenzgldsern mit Kapsenberg-Deckel bei kleinen Volumina oder in einen

sterilisierten Schikanekolben bei groferen Volumina. Die Fliissigkultur wurde mit einer
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einzigen Kolonie unter Verwendung von einer ausgeglithten Impfose angeimpft und iiber Nacht
bei 37 °C und 200 UpM im Inkubationsschiittler (Minitron HAT, Infors AG, Bottmingen,
Schweiz) inkubiert.

Fiir Kultivierung von transformierten E.coli wurde LB-Agar (2.2.2.1, Seite 42) auf
Plastikschalen (10 cm Durchmesser) ausplattiert, welcher zuvor unter Hitze ausgegliiht,
abgekiihlt und mit 100 pg/mL Ampicillin versetzt wurde. Die E.coli-Zellsuspension wurde
gleichmiBig auf den Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Glycerolstocks wurden fiir eine langere Lagerung der E.coli-Klone hergestellt. Dafiir wurde
I ml LB-Medium mit 100 ng/mL Ampicillin angeimpft und fiir 4 h im Inkubationsschiittler
inkubiert. Daraufthin wurde die E.coli-Zellsuspenion 1:1 mit 20 %-Glycerol LB-Losung
verdiinnt, in Kryordhrchen aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.3 Herstellung elektrokompetenter E.coli

Elektrokompetente E.coli wurden bei der Transformation von Plasmiden verwendet (2.2.2.4,
Seite 45). Dafiir wurde ein Verdiinnugungsausstrich vom Glycerolstock des DH10B-Stammes
auf einer Agarplatte ohne Antibiotika erstellt und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden vier Kolonien in jeweils 5 ml SOB-Medium iiber Nacht bei 37
°C und 200 UpM im Inkubationsschiitler kultiviert. Daraufhin wurden die 5 ml Fliissigkulturen
in je 200 ml SOB-Medium iiberfiihrt und fiir 2-3 h bei 37 °C und 200 UpM inkubiert. Der Inhalt
zweier Schikanekolben wurde zusammengefiihrt und 15 min auf Eis inkubiert. Darauffolgend
wurde die Bakterienkultur bei 3000 g (Sorvall RC 5B Plus, Thermo Scientific, Dreieich,
Deutschland) fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
200 ml vorgekiihlter 10 %iger Glycerinlosung auf Eis resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Der Wasch- und Zentrifugationsschritt wurden zweimal wiederholt. AnschlieBend wurde das

Pellet nach Verwerfung des Uberstandes zu je 26 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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SOB-Medium
20 g/L Pepton 150
5 g/L Hefeextrakt
5,8 mM NaCl

465 uM  KCI

2.2.2.4 Transformation von E.coli

Die Transformation von FE.coli wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. Fiir die
Transformation wurde 1 ng DNA mit 26 pL elektrokompetenten E.coli fiir eine Minute auf Eis
inkubiert und in einer vorgekiihlte Kiivette (EPECU101 50 x 1 mm Thermo Scientific, Dreieich,
Deutschland) tiberfiihrt. Die Bakterien wurden bei einer Spannung von 1,6 kV, einer Kapazitit
von 25 puF und einem Widerstand von 200 Q im Gene Pulser II (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland) elektroporiert und unverziiglich in 1 mL SOC-Medium fiir 1 h bei 37
°C 200 UpM im Inkubationsschiittler in einem sterilen Reagenzglas inkubiert. Bei erfolgreicher
Transformation sollte sich eine Ampicillinresistenz gebildet haben, welche auf den jeweiligen
Expressionssystemen kodiert ist (2.1.5, Seite 33). 100 uL der Bakteriensuspenion wurde direkt
und in einer 1:100 Verdiinnung auf Agar-Platten mit 100 pg/mL Ampicillin ausplattiert und
iiber Nacht bei 37 °C kultiviert.
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SOC-Medium
20 g/L Pepton 150
5 g/L Hefeextrakt
5,8 mM NaCl
465 uM KCl1
10 mM MgCl,
10 mM MgSOg4

20 mM Glukose

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sicherheitsbank (Hera Safe, Kendro
Laboratory Products, Hanau, Deutschland) mit vertikalem Luftstrom durchgefiihrt. Es wurden
serologische, einzeln verpackte und sterile Einmalpipetten benutzt. Vor Gebrauch der
Sicherheitsbank und anderen Materialen wurden diese mit 70 % Isopropanol gesdubert. Alle
bendtigten Losungen wurden vorher autoklaviert oder steril gefiltert (0,2 pm

Porendurchmesser).

2.2.3.1 Kaultivierung von 293-Zellen

In einem Inkubator (Hera Cell, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland) wurden 293-
Zellen bei 37 °C in einer Wasserdampf gesittigten Atmosphire mit 5 % CO, kultviert. Als
Néhrmedium diente 37 °C warmes DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) mit 10 % FCS (fetal calf serum, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich). Alle 293-Zellen wurden in sterilen 75 cm?- oder 175 cm®-Kulturflaschen (Tissue

Culture Flask, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) kultiviert.

Um eine Selektion zu gewéhrleisten, wurde bei transfizierten 293-Zellen 3 pg/mL des

Antibiotikums Puromycin dem Ndhrmedium beigefiigt. Sowohl bei transfizierten als auch bei
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nicht-transfizierten (NT) Zellen wurde das Nahrmedium alle zwei bis drei Tage gewechselt.
AuBlerdem wurden die Zellen bei einer Zelldichte von 90-100 % subkultivert. Hierbei wurden
die Zellen in neuem Medium abgeklopft, resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche

iiberfiihrt, in der frisches Medium vorgelegt war.

Um die Expression der cDNA auf dem pEBTetLNC-Vektor (2.1.5, Seite 33) zu induzieren,
wurde das Selektionsmedium der transfizierten 293-Zellen durch Selektionsmedium mit 1
pg/mL Doxycyclin (Induktionsmedium) ersetzt (Zellen mit Doxycyclin: Expression ein; Zellen
ohne Doxycyclin: Expression aus, Kontrollzellen). Die Induktion der Expression erfolgte 20 h

vor Versuchsbeginn.

Nihrmedium

DMEM

10 % FCS

100 U/mL Penicillin

100 pg/mL  Streptomycin

Selektionsmedium
DMEM
10 % FCS
3 ug/mL  Puromycin

100 U/mL Penicillin

100 pg/mL  Streptomycin
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Induktionsmedium
DMEM
10 % FCS
3 ug/mL  Puromycin
1 pg/mL  Doxycyclin
100 U/mL  Penicillin

100 pg/mL  Streptomycin

2.2.3.2 Transfektion von 293-Zellen

Fiir eine stabile episomale Transfektion wurde TurboFect (Thermo Fisher Scientific, St. Leon,
Deutschland) verwendet [95]. Das Reagenz ist ein positiv geladenes Polymer, welches sich mit
den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA anlagert. Der DNA-Polymer-Komplex

schiitzt die DNA vor Degradation und ermdglicht eine endozytotische Aufnahme.

10 pug DNA wurde in 1 mL serumfreiem DMEM mit 20 uL TurboFect-Reagenz fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Wiahrenddessen wurde bei den nicht-transfizierten 293-Zellen mit
einer Zelldichte von 70 % in einer 75 cm? Kulturflasche das Ndhrmedium gewechselt. Nach der
Inkubationszeit wurde der Transfektionskomplex hinzugefiigt. 24 h nach der Transfektion

wurden das Ndhrmedium auf Selektionsmedium (2.2.3.1, Seite 46) gewechselt.

2.2.3.3 Aussaat von 293-Zellen

Fiir Efflux- und Aufnahmeversuche wurden transfizierte 293-Zellen in Polystyrol-Schélchen
(® 60 mm, Nunclon, Nunc, Wiesbaden, Deutschland bzw. @ 60 mm, TC-Schale, Sarstedt,
Niirnberg) ausgesit. Zwecks besserer Adhdrenz der Zellen wéahrend der Versuchsdurchfiihrung
wurden die Schilchen vor Aussaat mit 2 mL Poly-L-Ornithin beschichtet, 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und danach mit 3 mL DMEM gewaschen. Pro Schélchen wurden ca.
2 x 10° Zellen in 4 mL Selektionsmedium (2.2.3.1, Seite 46) ausgesit. GemiB 2.2.3.1
,Kultivierung von 293-Zellen® wurde die Expression des Transporters mindestens 20 h vor

Versuchsbeginn induziert.
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Poly-L-Ornithin-Losung
0,1 g/LL  Poly-L-Ornithin

150 mM Borsdure

pH 8,4 mit NaOH eingestellt

2.2.3.4 Erstellung von Zelllysaten

Je nach Experiment ist der Zellaufschluss notwendig, um das Zellinnere zu untersuchen. Fiir
Analysen mittels LC-MS/MS wurden die Zellen dreimal mit KRH-Puffer (Krebs-Ringer-
Henseleit-Puffer) gewaschen und in 1 mL 100 % HPLC-reinen Methanol lysiert. Zwecks
Proteinbestimmung mittels BCA Protein-Assay (2.2.3.5, Seite 49) wurden die Zellen mit 1 mL
0,1 % Triton-X 100 (v/v) in 5 mM Tris-HCI pH 7,4 lysiert. Bei beiden Methoden betrug die
Inkubationszeit jeweils 20 min bei Raumtemperatur (RT). Die Lagerung der Zelllysate erfolgt
bis zur Analyse bei -20 °C.

2.2.3.5 Proteinbestimmung mittels BCA Protein Assay Kit

Die Proteinbestimmung wurde mit einem BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) durchgefiihrt. Dafiir wurden bei Versuchsvorbereitung
zusitzliche Schilchen mit Zellen ausgesit (2.2.3.3, Seite 48) und lysiert (2.2.3.4, Seite 49).

Bei dieser Methode kommt es zu einem dunkelvioletten Farbumschlag durch eine
Biuretreaktion mit BCA bei der Cu®"-Ionen zu Cu’ reduziert werden [96]. Sowohl die
Aminosiuren Cystin, Cystein, Tryptophan und Tyrosin als auch Peptidbindungen kénnen Cu*'-
Tonen zu Cu’ reduzieren [97]. Die Absorption des Farbumschlags kann bei 568 nm

photometrisch gemessen werden.

Das Zelllysat wurde 1 min bei 16.000 g zentrifugiert. Es wurde 1:10 in 0,15 M NacCl verdiinnt,
gevortext und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden 40 pL der jeweiligen Verdiinnung

dreifach auf eine 96-Well-Platte (Mikrotestplatte 96Well F, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
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pipettiert. Zur Standardisierung wurden zwei separat erstellte Eichreihen mit BSA-
Konzentrationen (0,00 pg/mL, 59,10 pg/mL, 113,35 ug/mL, 172,75 pg/mL, 227,25 ng/mL)
aufgetragen. Jeder aufgetragene Ansatz wurden 200 pL Firbelosung pro Vertiefung zugegeben,
bestehend aus einem 50:1-Verhidltnis von BCA und 4 %iger Kupfersulfatlosung. Die
Absorption wurde nach einer Inkubation bei 37 °C fiir 30 min mit einem Plate-Reader (Thermo
Max Microplate Reader, Molecular Devicesm Sunnyvale, USA bzw. Nano Quant Infinite
M200 Pro, Tecan, Ménnedorf, Schweiz) bei 568 nm gemessen. Der mittlere Proteingehalt

wurde tber die Eichreihe ermittelt.

2.2.4 Transportanalysen

Um den Transporter zu charakterisieren wurden verschieden Untersuchungen z.B. Aufnahme-
und Effluxexperimente durchgefiihrt. Mit SLC22A11 stabil-transfizierte 293-Zellen wurden in
mehreren Schélchen ausgesét (2.2.3.3, Seite 48). Die Expression wurde bei 50% der Schélchen
induziert. Nach Versuchsende wurden die Zellen lysiert (2.2.3.4, Seite 49) oder nicht mehr

weitergefiihrt, weshalb die Versuchsdurchfiihrung unter nicht sterilen Bedingungen erfolgte.

2.2.4.1 Vorinkubation und Waschung der 293-Zellen (vor Versuchsbeginn)

Vor den Substratabgabe- und Substrataufnahmeanalysen wurde das Ndhrmedium entfernt. Des
Weiteren wurden die Zellen dreimal mit jeweils 4 mL Puffer gewaschen, wodurch Serum- und
Mediumbestandteile entfernt wurden. Je nach Versuchskonditionen wurden die Zellen im
jeweiligen Puffer vorinkubiert. Der verwendete Standardpuffer war ein KRH-Puffer, sofern

nicht anders geschrieben.
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KRH

5,6 mM  Glukose
1250 mM  NaCl

48 mM  KCI

1,2 mM  KH,PO,4

1,2 mM  CaCl

1,2 mM  MgSO,4

25,0 mM HEPES

pH 7,4 mit NaOH

2.2.4.2 Substrataufnahme von *H-Glutamat und -Aspartat

Zwecks Analyse einer Glutamat- und Aspartataufnahme wurden mit SLC22A11 stabil
transfizierten 293-Zellen mit 0,1 uM *H-Glutamat oder -Aspartat im KRH-Puffer bei ein- und
ausgeschalteter Expression inkubiert. Nach 1, 3, 10, 20 und 40 min wurde die Aufnahme durch
Absaugen der Aufnahmeldsung und anschlieBender Waschung mit 4 °C kaltem KRH-Puffer
gestoppt. Die Zellen wurden in Triton-X-Lyselosung lysiert (2.2.3.4, Seite 49). Zelllysate

wurden mittels Fliissigszintillationszdahlung (2.3, Seite 58) analysiert.

2.2.4.3 Glutamat- und Aspartatefflux

Fiir die Analyse des Glutamat- und Aspartateffluxes wurde eine KRH-Puffer mit NMDG (N-
Methyl-D-Glukosamin) anstatt Natrium verwendet. Dadurch wird eine Aufnahme der
Substanzen durch den endogenen exzitatorischen Aminosduretransporter 1 (EAATI)
verhindert. EAATI ist ein Na'-getriebener Glutamat-Aspartat Aufnahmetransporter. Des

Weiteren wurde Phosphat aus dem Puffer aufgrund von mdglichen Interferenzen bei der LC-

MS/MS entfernt.

51



Material und Methoden

Je Zellschilchen wurde 2 mL oder 2,5 mL Pufferlosung bei 3 bzw. 5 Messzeitpunkten

aufgetragen. Pro Messzeitpunkt wurden 200 pL Uberstand entnommen und mittels LC-MS/MS

analysiert. Eine lineare Regressionsanpassung erfolgte flir jedes Zellschdlchen bzw. fiir jede

Probe.

5,6
125,0
4,8
1,2
1,2

25,0

KRH ohne Na & P

mM

mM

mM

mM

mM

mM

Glukose
N-Methyl-D-Glukosamin
KCl1

CaCl

MgSO4

HEPES

pH 7,4

2.2.4.3.1 ICsp-Bestimmung von E3S und Probenecid auf den Glutamatefflux

Die Glutamatfreisetzung wurde entsprechend 2.2.4.3 (Seite 51) ohne und mit 0,1 — 1000 uM

E3S oder Probenecid im Puffer analysiert. Die Steigung der linearen Regression entspricht der

Freisetzungsgeschwindigkeit. Je E3S- bzw. Probenecidkonzentration wurde die mittlere

Freisetzungsgeschwindigkeit bei ausgeschalteter Expression von der korrespondierenden Probe

bei eingeschalter Expression subtrahiert. Der 1Cso-Wert wurde mittels nachfolgender Formel

bestimmt;

Gleichung 4 Funktion zur Bestimmung des 1Cs

- X
Y=o/ + 7).

52



Material und Methoden

2.2.4.3.2 pH-Abhiingigkeit des Glutamateffluxes

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend 2.2.4.3.1 (Seite 52). Jedoch wurde der pH-Wert des
natrium- und phosphatfreien KRH-Puffers von pH 6,2 - 8,6 in 0,6er Stufen (pH 6,2 /6,8 /7,4 /
8,0/ 8,6) justiert.

Gleichung 5 exponentielle Anpassung

Yy =y +e™)

2.2.4.3.3 Chlorid-Abhingigkeit des Glutamateffluxes

Der Glutamatefflux wurde auf eine mogliche Chloridabhingigkeit untersucht. Gemif 2.2.4.3
(Seite 51) erfolgte die Durchfiithrung. Des Weiteren wurden alle chloridhaltigen Salze durch

entsprechende Gluconate substituiert.

KRH ohne Na & P, Cl'substituiert
5,6 mM Glukose
125,0 mM N-Methyl-D-Glukosamin
4,8 mM K-Gluconat
1,2 mM Ca-Gluconat
1,2 mM MgSO,
25,0 mM HEPES

pH 7.4

2.2.4.3.4 Transeffekte auf den Glutamatefflux

Ein Transeffekt ist der Einfluss eines Substrates von der gegeniiberliegenden Seite (trans) der

Zellmembran auf die Transportgeschwindigkeit eines anderen Substrates (Abb. 14).
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Beispielsweise wird Glutamat vom Zellinneren nach auflen transportiert (Efflux), muss eine
Konformationsdnderung des Transporters stattfinden, um ein weitere Molekiil Glutamat zu
transportieren (orangen Pfeile, Abb. 14 A). Diese Konformationséinderung kann durch ein
anderes Substrat von der Transseite beeinflusst werden (Riickstellung). Die Riickstellung wird
durch das Substrat verlangsamt (Transinhibition, Abb. 14 B), nicht beeinflusst (Kein Effekt, C)

oder beschleunigt (Transstimmulation, D).

Es wurden die Transeffekte von Harnsdure, E3S und DHEAS auf den Glutamatefflux
untersucht. Dafiir wurden die Zellen entsprechend 2.2.4.3 (Seite 51) jeweils mit 1 mM pro

Substanz im natrium- und phosphatfreien KRH-Puffer inkubiert.
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< auBen
AnAAAA AnnaanA AiAAAnA Aanaaan
i Gl i t Wiy Glu i
innen
Glu
AAAAAAAA Aanaann Aanaaan AiAAAA
QUUUUY JuyyuuLy Juyuuuuy JUuuuIuy
>
B il Qs > wl sl T o
>
Transinhibition durch Substrataufnahme Sub
>
C il Pl 3 mul Yool oy g
>
Kein Effekt durch Substrataufnahme Sub
>
D M sub |l N sub LN = (N I
>
Transstimulation durch Substrataufnahme Sub

Abb. 14 Mogliche Transeffekte auf den Glutamatefflux

(A) Glutamat wird vom Zellinneren nach auBBen durch Konformationsinderung des Transporters
transportiert. Um ein weiteres Molekiil Glutamat innen aufnehmen zu kdnnen, muss der Transporter
erneut seine Konformation dndern (Riickstellung). Dieser Schritt kann durch ein anderes Substrat von
der gegeniiberliegenden Seite (trans) bzw. von auflen, beeinflusst werden. (B) Bei einer
Transinhibition verlangsamt das Substrat die Konformationsédnderung. (C) Das Substrat hat keinen
Einfluss auf die Geschwindigkeit der Riickstellung. (D) Die Substrataufnahme beschleunigt die
Riickstellung. Glu: Glutamat, Sub: Substrat. Pfeilanzahl entspricht der Geschwindigkeit (je mehr,

desto schneller).

55



Material und Methoden

2.2.4.4 Substrataufnahme

Es wurde die SLC22A11 vermittelte Aufnahme von Harnsiure, E3S, DHEAS und
6-Carboxyfluorescein (6CF) in 293-Zellen analysiert.

2.2.4.4.1 Substrataufnahme im Zeitverlauf

Stabil transfizierte 293-Zellen wurden mit jeweils 10 uM E3S, DHEAS, 6CF oder Harnsiure
im KRH-Puffer (2.2.4.1, Seite 50) iiber unterschiedliche Zeit bei 37 °C inkubiert. Die
Aufnahme wurde durch vierfache Waschung mit 4 °C kaltem KRH-Puffer gestoppt. Die Zellen
wurden in Methanol lysiert (2.2.3.4, Seite 49) und die Lysate mittels LC-MS/MS analysiert.

2.2.4.4.2 Substrataufnahme im Equilibrium

Entsprechend den Ergebnissen der Substrataufnahme im Zeitverlauf wurde ein definierter
Zeitpunkt je Substanz im Equilibrium gewahlt; fiir Harnséure und 6CF 1h, E3S 30min. Nach
Waschung und Zelllyse wurden die Proben mittels LC-MS/MS untersucht. Der Hintergrund der
Kontrollzellen wurde subtrahiert. Eine bestmogliche graphische Anpassung, linear oder

hyperbolisch, wurde entsprechend der jeweiligen Daten berechnet.

2.2.4.4.3 Chloridabhingigkeit bei der Substrataufnahme

Die Substrataufnahme von Harnsdure und E3S wurde bei SLC22A11 transfizierten 293-Zellen
analysiert. Dafiir wurden die Zellen jeweils mit 10 uM Harnsédure oder E3S im Standard-KRH-
Puffer (2.2.4.1, Seite 50) als auch im Chlorid-substituierten KRH-Puffer inkubiert. Beim
Chlorid-stubstituierten Puffer wurden alle Salze durch entsprechende Gluconate substituiert.
Nach definierter Aufnahmezeit wurden die Zellen mit dem jeweiligen Puffer ohne Substrat bei
4 °C gewaschen und lysiert. Zelllysate wurde mittels LC-MS/MS untersucht. Eine graphische
Anpassung erfolgte gemif Gleichung 6.

56



Material und Methoden

Gleichung 6 Gleichung fiir einen nicht-linearen Zeitverlauf

k-
f(X) = Offset + ki * Cout * (1 — e(_kout*x))
out

mit Coue [Mol], kin [uL min™'], Koy [min™'].

KRH, CI'substituiert

5,6 mM Glukose

125,0 mM Na-Gluconat
4,8 mM K-Gluconat
1,2 mM KH,PO4
1,2 mM Ca-Gluconat
1,2 mM MgSO4

25,0 mM HEPES

pH 7,4

2.2.4.5 Transeffekte bei der Harnséiure und E3S-Freitsetzung

Es wurde der Transeffekt von DHEAS, 6CF und Harnsdure auf mit E3S oder Harnsiure
vorbeladenen 293-Zellen untersucht. SLC22A11 stabil transfizierte 293-Zellen wurden mit
100 uM Harnséure oder 10 uM E3S im KRH-Puffer fiir 1 h vorinkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit substratfreien Puffer gewaschen und ohne bzw. mit 100 uM DHEAS, 100 uM
6CF oder 1 mM Harnsiure inkubiert. Uberstinde wurden fiir mit E3S vorbeladenen Zellen nach
1,5 min und fiir mit Harnsdure vorbeladenen Zellen nach 12 min entnommen. Nach Waschung
wurden die Zellen lysiert. Der Hintergrund wurde subtrahiert (ausgeschaltete SLC22A11-

Expression bei transfizierten Zellen).

Dariiber hinaus Zellen, die mit Harnsdure und E3S vorinkubiert wurden, auf einen

DHEAS-Transeffekt untersucht. Die Zellen wurden 1. mit 100 uM Harnsdure vorinkubiert,
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2. mit 4 °C kalt Puffer gewaschen, 3. mit 100 uM E3S inkubiert, 4. wieder kalt gewaschen, 5.
mit 100 uM DHEAS inkubiert und nach 1 min lysiert. Die Zelllysate wurden mittels LC-
MS/MS analysiert.

2.3 Radioaktivitiatsbestimmung

Radioaktiv markierte Substrate wurden zur Quantifizierung mittels Fliissigszintillationszdhlung
analysiert. Dabei wurde der -Zerfall innerhalb der Proben gemessen. Fiir die Analyse wurde
eine Szintillationsfliissigkeit benétigt. Eine leicht zur Fluoreszenz anregende Verbindung, der
Szintillator, sowie ein organisches Losungsmittel sind Bestandteile dieser Fliissigkeit. Durch
den radioaktiven Zerfall einer zu analysierenden Substanz wird Energie auf alle Komponenten
der Szintillationsfliissigkeit iibertragen. Das organische Losungsmittel emittiert bei Ubergang
in den Grundzustand kein Licht. Die angeregten Szintillatoren emittieren beim schnellen
Ubergang Licht. Dieses Licht wird durch einen Photomultiplier amplifiziert, in ein elektrisches
Signal umgewandelt und detektiert. Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde die
Szintillationsfliissigkeit, =~ Ready = Flow  III  (Beckman, @ USA), sowie der
Fliissigszintillationszdhler, 1214 Rackbeta (LKB Wallac, Australien), verwendet.

Je Zellllysat wurde 700 pL mit 2,1 mL Szintillationsfliissigkeit im Szintillationsréhrchen
zusammengefiihrt. Zur Bestimmung der Nullrate wurde der verwendete Puffer ohne Substrat
mit der Lyselosung und 2,1 mL Szintillationsfliissigkeit gemischt und gemessen. Die Nullrate
wurde von jeder Probe abgezogen. Die spezifische Aktivitit der eingesetzten Substratldsung
wurde als Eichpunkt gesetzt. Hierfiir wurde, wie bei der Nullratebestimmung, die
Substratlosung mit der Lyselosung und Szintillationsfliissigkeit gemessen. Es kann durch
Triton X zur einer Quenchung der Lichtemissionen kommen. Triton-X wird in gleicher Menge
in der Lyselosung eingesetzt. Im Szintillationsansatz entsteht die Quenchung durch Substanzen,
welche z.B. aus aromatischen Ringsystemen bestehen. Diese Substanzen konnen -Strahlung
selbst absorbieren. Jede Probe wurde dreimal gezdhlt. Der Mittelwert der Zahlraten wurde bei

der Auswertung gebildet.
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2.4 Liquid Chromotography-Mass Spectrometry (LC-MS)

Ein Massenspektrometer (MS) mit gekoppelter High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) Anlage ermoglicht eine detaillierte und hochauflésende Trennung von Analyten bzw.
Substanzen. Diese Analyten konnen entsprechend ihrem Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z)
detektiert sowie durch Fragmentierung spezifisch analysiert werden. Dies bietet die
Moglichkeit Strukturen von einzelnen Substanzen, sowie die qualitative und quantitative
Analyse von Substanzgemischen zu untersuchen. Die Quantifizierung nicht-radioaktiver

Substanzen erfolgte mittels LC-MS/MS.

Die chemische Auftrennung von Verbindungen / Substanzen erfolgte mit einer HPLC-Anlage
(SLC-20AD Prominance, Shimadzu, Duisburg, Deutschland). Ein Triplequadrupol-Tandem-
Massensprektrometer (Q Trap 4000, AB Sciex, Darmstadt, Deutschland) wurde fiir die

Detektion verwendet.

2.4.1 High Performance Liquid Chromatography

Die HPLC ist eine analytische und chromatographische Trennmethoden bei der die mobile
Phase fliissig und die stationdre Phase fest ist. Der Unterschied zur normalen
Fliissigchromatographie ist die groere Trennleistung, welche durch kleinere Packungsteilchen

der Séule, hohe Driicke und entsprechende Pump- und Injektionssysteme erreicht wird.

Nach Zentrifugation fiir 2 min bei 16000 g und Raumtemperatur von gevortexten Proben
wurden 10 pL der jeweiligen Probe analysiert. Die chromatographischen Auftrennungen der
Substanzen wurden entsprechend den untenstehenden Konditionen durchgefiihrt

(Tabelle 7-11).

Nach der Auftrennung mittels HPLC wird der Eluent (Analytenldosung) zur

Elektrosparyionisation des Massenspektrometers weitergeleitet.
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Tabelle 7 HPLC-Laufkonditionen fiir 6CF

6CF
Siule iHILIC
Probenart Lysat, Uberstand
Laufmittel A H>O
Laufmittel B Acetonitril
Flussrate 0,2 mL / min
Fluss isokratisch: 50 % B
Laufdauer 5 min
Temperatur 40 °C

Tabelle 8 HPLC-Laufkonditionen fiir DHEAS und E3S

DHEAS / E3S
Siule Xbridge Shield RP18
Probenart Lysat, Uberstand
Laufmittel A 10 mM Ammoniumacetat pH 8.9 in
H,O
Laufmittel B Methanol
Flussrate 0,2 mL / min
Gradient: 70 % B bei 0 min, 70 %
Fluss B bei 0,5 min, 20 % B bei 3 min,
20 % B bei 4min, 70 % B bei 7 min
Laufdauer 7 min
Temperatur 40 °C
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Tabelle 9 HPLC-Laufkonditionen fiir Harnsdure

Harnsiure
Saule ZIC-pHILIC
Probenart Lysat Uberstand
. 10 mM Ammoniumacetat pH 8.9 in | 5 mM Ammoniumacetat + 0,1 %
Laufmittel A . .. .
H,O Ameisensaure in H,O
Laufmittel B Methanol
Flussrate 0,2 mL / min
3 . 0 ] 1 o
Gradient: 80 % B bei 0 min, 80 % | Gradient: 30 % B bei 0 min, 20 %
) ) . ) B bei 2 min, 90 % B bei 3min, 90
B bei 0,25 min, 20 % B bei 4 min, ; K s :
Fluss 20 % B bei 5 min. 80 % B bei 10 % B bei 7 min, 75 % B bei 7,5 min,
° min ’ 75 % B bei 15 min, 30 % B bei 16
min, 30 % B bei 20min
Laufdauer 10 min 20 min
Temperatur 40 °C 40 °C

Tabelle 10 HPLC-Laufkonditionen fiir Glutamat und Aspartat

Glutamat / Aspartat
Saule Z1C-HILIC
Probenart Oberstand (Verdinnt 12
Laufmittel A 0,1 % Ameisensédure in HO
Laufmittel B 0,1 % Ameisendure in Acetonitril
Flussrate 0,2 mL / min
Fluss isokratisch: 40 % B
Laufdauer 5 min
Temperatur 35°C
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Tabelle 11 HPLC-Laufkonditionen fiir Guanidiniumsuccinat (GSA)

GSA
Saule HILIC
Probenart Lysat, Uberstand
Laufmittel A 0,1 % Ameisensédure in HO
Laufmittel B 0,1 % Ameisendure in Methanol
Flussrate 0,4 mL / min

Gradient: 80 % B bei 0 min, 80 %
B bei 0,25 min, 20 % B bei 3 min,

JILTES 20 % B bei 4 min, 80 % B bei 6
min

Laufdauer 7 min

Temperatur 40 °C

2.4.2 Elektrosprayionisation

Bei der Elektrosprayionisation (ESI) erfolgt die Uberfiihrung der Eluenten zu Ionen aus der

fliissigen Phase in die Gasphase unter elektrischer Spannung (Abb. 15)[98-101].

Unter Atmosphdrendruck wird eine Analytenlosung aus einer LC-Kapillare in ein starkes
elektrisches Feld gespriiht. Die an der Kapillarspitze und Gegenelektrode angelegte
Hochspannung (4,5 kV) verursacht eine feine Zerstiubung der Analytenlosung. Ein um die
Kapillare konzentrisch angeordneter Inertgasstrom (N;) wird zur Unterstiitzung der
Vernebelung eingesetzt. Es entstehen kleine positiv oder negativ geladene Tropfen. Diese
Tropfen verlieren u.a. durch Verdampfung des Losemittels an GroBe (Mikrotropfen), wodurch
die Ladungsdichte an der Tropfenoberfliche zunimmt. Durch eine Coulomb-Explosion
zerplatzen die Tropfen. Nach der Evaporation liegen die Analytmolekiile gasférmig in der
Ionenquelle vor. Durch die Interfaceplatte erfolgt der Ubergang der Analytmolekiile in das

Massenspektrometer.

62



Material und Methoden
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Abb. 15 Elektrosprayionisation
Die Uberfiihrung der Eluenten zu Ionen aus einer Fliissigphase in die Gasphase
(Elektrosprayionisation, ESI). Durch eine elektrische Hochspannung wird eine Analytenldsung aus
einer Kapillare zerstdubt. Mirkotropfen werden aufgrund der Lésemittelverdunstung gebildet. Durch
die Zunahme der Ladungsdichte kommt es zur Coulomb-Explosion und somit zum Zerplatzen der
Mikrotropfen. Die gasformigen Analytmolekiile durchqueren zum Massenspektrometer die

Interfaceplatte. Modifiziert [ 102].

2.4.3 Massenspektrometer

Das verwendete Massenspektrometer (Q Trap 4000, AB Sciex, Darmstadt, Deutschland)

besteht aus Quadrupolen.

Nach der Elektrosparyionisation (2.4.2, Seite 62) gelangen geladene Molekiile in ein
Quadrupol. Das Quadrupol besteht aus vier Stiben, auf denen eine wellenldngige
entgegengesetzte Spannung anliegt (Abb. 16, y-Achse positiv, x-Achse negativ). Die lonen
werden entlang des elektrischen Potentials im Vakuum beschleunigt. Die Flugbahn der Ionen
ist sinusformig. Je nach eingestellter Spannung und Frequenz passieren nur Molekiile mit
passendem Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) den Quadrupol. Andere Molekiile weichen von

der Flugbahn ab, kollidieren mit den Staben und werden entladen.
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+ (U+V cos ot)
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Abb. 16 Flugbahn eines Molekiils durch ein Quadrupol

Nach Ionisation gelangt das geladene Molekiil in den Quadrupol. Ein Qudrupol besteht aus vier
Stiben mit entgegengesetzter wellenldngiger Spannung. Entsprechend der Einstellungen (Spannung
und Frequenz) passieren nur Molekiille mit passenden m/z-Verhéltnis den Quadrupol. Andere
Molekiile weichen von der sinusformigen Flugbahn ab und werden bei Kollision mit den Stiben

entladen. Modifiziert [103].

Das Q Trap 4000 Massenspektrometer besteht aus vier Quadrupolen (Q0-Q3) (Abb. 17).
Gasformige Ionen passieren nach der Ionisation QO0, wo sie durch das elektrische Potential
beschleunigt werden. Q1 und Q3 fungieren als Massenfilter nach dem m/z-Verhiltnis. In Q2
konnen die Molekiile durch kinetische Energie sowie Kollision mit Stickstoffatomen
fragmentiert werden. Nach Filterung in Q3 werden die Molekiile / Fragmente im Detektor

detektiert. Das jeweilige entstandene Fragmentmuster ist spezifisch fiir das Molekdil.

64



Material und Methoden
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Abb. 17 Detektion eines spezifischen Molekiils in einem Quadrupol-Massenspektrometer

Nach lonisation werden die geladenen Molekiile in QO beschleunigt. Q1 passieren nur Molekiile mit
entsprechenden m/z-Verhéltnis (Filter). Durch kinetische Energie und Kollision mit Stickstoffatomen
wird das Molekiil in Q2 fragmentiert. Q3 passiert nur Molekiile / Fragmente, welche entsprechend
dem spezifischen m/z-Verhiltnis gefiltert wurden. Am Detektor werden ankommende Molekiile /

Fragmente detektiert. Modifiziert [ 104].

2.4.4 Fullscan Experimente (Q1-Scan)

Zwecks Screening nach potentiellen Substanzen wurden Massenspektren eines definierten
Bereichs (m/z) mittels Fullscan Experimenten generiert. Fiir die Erzeugung dieser
Massenspektren wurde Q1 des Massenspektrometers bendtigt. Q2 und Q3 leiten die Ionen
ausschlieBlich weiter. Massenspektren im Bereich von m/z 70-400 wurden im positiv- und
negativ-Modus bei einer Scanzeit von zwei Sekunden generiert. Des Weiteren wurden diverse
chromatographische Laufkonditionen verwendet, um ein moglichst gro3es Substratspektrum

zu identifizieren (Tabelle 12-13).

Fiir Fullscan Analysen wurden SLC22A11 stabil-transfizierte 293-Zellen in mehreren
Schélchen ausgesit (2.2.3.3, Seite 48). Die Expression wurde bei 50 % der Schilchen induziert.
Mindestens 20 h nach Induktion wurden alle Zellen lysiert (2.2.3.4, Seite 49). Die Zelllysate
wurden bei Raumtemperatur und 16000 g fiir 2 min zentrifugiert. Je Methode wurden 10 bzw.

20 pL (Injektionsvolumen) analysiert.

Die Auswertung der Massenspektren erfolgte mittels LC-MS-Differenz-Abtonung (2.4.4.1,
Seite 67).
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Tabelle 12 HPLC-Konditionen bei Fullscan-Analysen im positiv Modus

Scan-Modus positiv
Séule DC18 HILIC ZIC-HILIC
. 0,1 % Ameisensdure | 0,1 % Ameisensdure 10. mM .
Laufmittel A in H-O in H-O Ammoniumformiat
2 2 pH 3,75
o e o e
Laufmittel B 0,1 % Amms;ngure in | 0,1% Amms;ngure n Methanol
Acetonitril Acetonitril
Flussrate 0,3 mL/min 0,3 mL/min 0,2 mL/min
) . | Gradient: 90 % B bei | Gradient: 70 % B bei
. 0
Gradient: 10% Bbei | "+ "9 0, B bei 0,5 | 0 min, 70 % B bei 0,5
0 min; 10 % B bei . o : . o .

. o . min, 10 % B bei 9 min, 30 % B bei 9

Fluss 0,25 min, 80 % B bei : 0 : : o .
6 min. 10 % B bei 9 min, 10 A)Bbe% 10 min, 30 A)Bbe{ 10
’ min min, 90 % B bei 14 min, 70 % B bei 14
min min

Laufdauer 11 min 15 min 15 min
Injektionsvolumen 20 uL 10 uL 20 uL
Temperatur 35°C 40 °C 40 °C
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Tabelle 13 HPLC-Konditionen bei Fullscan-Analysen im negativ Modus

Scan-Modus negativ

Siule xBridge Shield RP18 ZIC-pHILIC
10 mM 10 mM

Laufmittel A Ammoniumacetat Ammoniumacetat
pH 8.9 pH 8.9

Laufmittel B Methanol Acetonitril

Flussrate 0,2 mL/min 0,2 mL/min

Gradient: 30 % B bei | Gradient: 70 % B bei
0 min, 30 % B bei 0,5 | 0 min, 70 % B bei 0,5
min; 70 % B bei 9 min, 30 % B bei 9

Fluss min, 70 % B bei 10 | min, 30 % B bei 10
min, 30 % B bei 14 min, 70 % B bei 14
min min
Laufdauer 15 min 15 min
Injektionsvolumen 10 uL 10 uL
Temperatur 40 °C 40 °C

2.44.1 Differenzabtonung

Die Massenspektren bestehen bei einer Laufzeit von 11 bzw. 15 min und einer Scanzeit von
2 sec. aus 330 bzw. 450 Massenspuren pro LC-MS-Lauf. Des Weiteren wurden Massenspektren
fiir Transporter-exprimierenden Zellen sowie Kontrollzellen bei n = 4 erstellt. Zwecks
Auswertung dieser enormen Datenmenge wurden die Programme ,,DS-Full-View* und ,,DS
Data Convert™ von Prof. Dr. Griindemann (Zentrum fiir Pharmakologie, Universitit zu Koln)
geschrieben [105]. Ein Massenspektrum besteht aus drei Parametern: Retentionszeit, Masse-

zu-Ladungsverhéltnis (m/z) und Intensitit (Abb. 18).
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10°

“tens'lti'\t
Iy- AChSe
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Abb. 18 Massenspektrum eines Fullscan-Experiments

Schematisches Massenspektrum eines Fullscan-Experimentes. Die Retentionszeit ist auf der x-Achse,

Intensitdt auf der y-Achse und Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) auf der z-Achse dargestellt.
Modifiziert [106].

Das Massenspektrum wird durch die Software ,,DS Data Convert* konvertiert und mittels ,,DS-
Full-View* visuell dargestellt. Zur besseren visuellen Darstellung erfolgt eine Reduktion der
dreidimensionalen Darstellung in eine zweidimensionale im sRGB-Farbraum (Standard Rot
Griin Blau-Farbraum). Dabei wird auf der x-Achse m/z und auf der y-Achse die Retentionszeit
dargestellt. Der Intensitétsbereich wird in einem Auswahlfenster abgebildet. Nach Auswahl
eines Bereiches wird die Intensitit in 256 Graustufen (8bit) abgebildet. Der sSRGB- Farbraum
besteht auf drei Farbparametern: rot, griin und blau. Daraus resultieren entsprechende

Komplementdrfarben: Cyan, Magenta und Gelb. Hohe Intensititen werden hell dargestellt
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(weil sRGB: 255,255,255), entsprechend werden niedrige Intensititen dunkel dargestellt
(schwarz sRGB: 0,0,0, Abb. 19 A). Es wurde das Massenspektrum der Transporter
exprimierenden Zellen mit Kontrollzellen verglichen. Zwecks visueller Darstellung wurde die
Intensitit des Transporterzellen mit den Kontrollzellen verrechnet. Dabei wurde Rotwert aus
dem sRGB-Farbraum der Transporterzellen mit den Griin- und Blauwerten der Kontrollzellen
zusammengefiihrt (Abb. 19 b). Wenn die Transporterzellen eine hohere Intensitdt verschiedener
Molekiile als die Kontrollzellen hatten, erscheinte die Darstellung rot, umgekehrt cyan (Abb.
19 B, C). Gab es keinen Unterschied, erfolgte die Darstellung in 8bit-Graustufen entsprechend
der Intensitét (Abb. 20).

Intensitat
Transporterzellen Kontrollzellen Transporterzellen Kontrollzellen

R: 200 R:30 R: 30 R: 200
G: 200 G: 30 C G:30 G: 200
B: 200 B: 30 B: 30 B: 200

R: 200 R: 30

G:30 G: 200

B: 30 B: 200

Abb. 19 Berechnung der Intensitédten in der Differenzabténung

(A) Je Massensprektrum werden die Intensitéten in 8bit Graustufen im sRGB-Farbraum dargestellt.
Niedrige Intensitdten dunkel, hohe hell. Es wird der Rotwert der Transporterzellen mit dem Griin-
und Blauwert der Kontrollzellen kombiniert (B & C). Bei hoherer Intensitidt von verschiedenen
Molekiilen der Transporterzellen gegeniiber den Kontrollzellen, wird die Intensitit rot dargestellt (B),

umgekehrt cyan (C).
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1 min

Abb. 20 Darstellung einer LC-MS Differenzabtonung
Dargestellt ist ein Differezabtonungsbild bei der Untersuchung des Ergothioneintransporters (ETT).

x-Achse: Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z), y-Achse: Retentionszeit. Modifiziert [ 105]

2.4.4.2 Produktionenscan

Die in der Differenzabtonung aufgespiirten Masse-zu-Ladungsverhéltnise (m/z) bzw. Signale
miissen fragmentiert werden, damit sie einer Substanz eindeutig zugeordnet werden konnen.
Hierfiir wurde die Muttermasse [M-H '] bzw. [M+H ] isoliert und fragmentiert. Das entstandene
Fragmentmuster wurde mit bekannten Fragmentmustern aus Datenbanken und Literatur

abgeglichen, um Riickschliisse auf mogliche Substanzen zu treffen [107, 108].

Die HPLC-Bedingungen entsprechen denen der Fullscan-Methode, in welcher das Signal
gefunden wurde. Zwecks Fragmentierung wird eine Kollisionsengergie (CE, collision energy)

benoétigt. Die CE wurde auf 5, 15 und 25 V eingestellt.

2.4.4.3 Tunen von Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen wurden wie Molekiile aus Fullscan fragmentiert (2.4.4.2). Hierbei wurde
Substanz in reinem Methanol gelost (100-1000 ng/mL) und direkt in das Massenspektrometer
mit 10 pL/min Flussrate injiziert. AnschlieBend wurde eine HPLC-Methode entwickelt und
validiert. Es wurde u.a. eine Konzentrationsreihe (0 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL,
200 ng/mL, 400 ng/mL, 800 ng/mL) gemessen und auf Lineraritit gepriift. Um
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Ionisierungsunterschiede zu minimieren, wurden diese Messungen in der Zielmartrix (KRH-

Puffer bzw. Zelllysat) durchgefiihrt.

2.4.4.4 Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Zwecks Quantifizierung von Analyten wird der MRM-Modus verwendet. In diesem Modus
werden Substanzen mit den spezifischen Fragementmustern quantifiziert [109, 110](Tabelle

14).

Tabelle 14 Analyse der jeweiligen Substanz im Massenspektrometer mittels MRM
Aufgefiihrt ist die jeweilige Substanz mit der Muttermasse (m/z), dem Fragment (m/z), der

Kollisionsenergie und Polaritat.

Substanz m/z M;l(t)tf)rmasse m/z lzglsg)ment Kolllsuzl‘l]s)energle Polaritit
6CF 375 287 -20 negativ
Aspartat 134 74 21 positiv
DHEAS 367 97 -52 negativ
E3S 349 269 -42 negativ
Glutamat 148 84 25 positiv
GSA 176 88 23 positiv
Harnséure 167 124 -22 negativ
Prolin 116 70 23 positiv

Hierfiir wurde gemél 2.4.4.3 (Seite 70) eine Konzentrationsreihe in der Zielmatrix erstellt und
eine lineare Regression (Konzentration [ng/mL] ~ Peakfliche [counts]) durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die Peakfliche der Analytenprobe durch die Steigung der
Regressionsgerade dividiert, um die Analytenkonzentration (ng/mL) in der Probe zu berechnen
(Gleichung 7). Die Stoffmenge wurde durch Division der Analytenkonzentration (ng/mL)
durch die molare Masse des Analyten bestimmt (Gleichung 8). Die Zellzahl pro Schilchen
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wurde entsprechend der Proteinkonzentration (2.2.3.5, Seite 49) oder Prolinkonzentration
normiert (Gleichung 9). Die intrazelluldre Prolinkonzentration wird massenspektrometrisch

analysiert und korreliert mit der Proteinkonzentration [111].
Gleichung 7 Berechnung der Analytkonzentration [ng/mL]
ng1 _ Analyt Peakfliche [counts]

Analytkonzentration [ﬂ =

Peakfliache [counts]

ng
mL
Gleichung 8 Berechnung der Analytkonzentration [pmol/mL]
pmol] Analytkozentration [%]

Analytkonzentration [

mL Analyt molare Masse [rrigol] * 1000

Gleichung 9 Berechnung der Analytkonzentration [pmol/mg Protein]

pmol Analytkonzentration [pml(l) l]
Analytkonzentration . ] = Trrrllg
mg Protein Proteinkonzentration [ﬂ]
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3 Ergebnisse

Aufgrund der hohen Transporteranzahl, welche E3S transportieren, und der atypischen
Substratstruktur im Vergleich zu anderen Substraten der SLC22-Familie war es das Ziel der
Arbeit, den E3S-Transportmechanismus des SLC22A11 zu analysieren. Dies sollte im direkten

Vergleich zum Transportmechanismus fiir Harnséure durchgefiihrt werden.

Die Lokalisation von SLC22A11 wurde bereits in vorherigen Arbeiten definiert (1.3, Seite 24)
[20, 49, 50]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass SLC22A11 nicht nativ in 293-Zellen exprimiert
ist [112]. Jedoch ist eine funktionelle Charakterisierung mittels Expressionsvektor in 293-

Zellen moglich [53, 112-114].

3.1 Substratsuche mittels Fullscan und LC-MS-Differenzabtonung

Im Zuge dieser Arbeit wurde nach weiteren Substraten des SLC22A11 gesucht, um mdogliche

Auswirkungen von E3S und Harnsdure auf andere Substrate zu vergleichen.

Die Substratsuche erfolgte mittels Fullscan-Experimenten (2.4.4, Seite 65) und LC-MS-
Differenzabtonung (2.4.4.1, Seite 67). Hierbei wurden Massenspektren mit pEBTetLNC-
SLC22A11 stabil transfizierten 293-Zellen bei induzierter und nicht-induzierter Expression

verglichen.

Transfizierte 293-Zellen wurden ausgesdt und die SLC22A11-Expression wurde durch
Inkubation mit Doxycyclin induziert. Nach 20 h wurden die Zellen im KRH-Puffer gewaschen,
mit Methanol lysiert und mittels LC-MS analysiert.

Die Erstellung der Fullscans erfolgte unter verschiedenen chromatographischen Bedingungen,
um moglichst viele potenzielle Substrate zu analysieren (2.4.4, Seite 65). Die Proben wurden
positiv (M+H") oder negativ (M-H") ionisiert. Die Auswertung erfolgt mit der von Prof. Dr.
Dirk Griindemann entwickelten Software DS Fullview (2.4.4.1, Seite 67).

Signale, welche stirker in Kontrollzellen sind, werden im Differenzabtonungsbild (Abb. 21)
cyan dargestellt, umgekehrt rot. Die Massen-zu-Ladungsverhiltnisse (m/z) 132, 146 und 174

m/z wurden mit einer grofleren Signalstirke in den Kontrollzellen und 166 m/z mit einer
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besseren Signalstirke in SLC22A11 exprimierenden Zellen (Fullscanbild nicht gezeigt)

identifiziert.

132 146 174

Zeit

m/z

Abb. 21 Differenzabténungsbild im Intensititsbereich 10°-107 (cps)

Dargestellt ist die jeweilige Retentionszeit gegeniiber dem Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) mit der
spezifischen farbigen Signalstirke. Cyanfarbige Signale haben eine hohere Signalstirke in
Kontrollzellen, rotfarbige in Transporterzellen. m/z 132, 146 und 174 haben entsprechend ein hohere
Signalstiirke in Kontrollzellen. lonisierung: negativ (M-H"). Counts per Second (cps). Sdule: ZIC-

pHILIC, durchgefiihrt von Samira Boussettaoui.

AnschlieBend wurden die jeweiligen Massenspuren im Detail hinsichtlich der
Intensititsunterschiede bei induzierter und nicht-induzierter SLC22A11-Expression untersucht

sowie die Signale fragmentiert.
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m/z 132
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Abb. 22 Intensitit der Massenspur m/z 132 aus Fullscanmessung
Dargestellt ist die Intensitdt der Massenspur m/z 132 gegeniiber der Retentionszeit bei ein- (rot) und
ausgeschalteter (blau) SLC22A11-Expression in 293-Zellen. Counts per Second (cps). lonisierung:

negativ (M-H"). Gesamtlaufzeit des Fullscans: 15 min.

m/z 146

6-106- '\
5106
—~
3
8 4'106_
— SLC22A11-
H4v] Expression
= 3106 _p ein
8 — aus
20
1-108 7 j
0- I T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

t (min)
Abb. 23 Intensitit der Massenspur m/z 146 aus Fullscanmessung
Dargestellt ist die Intensitdt der Massenspur m/z 146 m/z gegeniiber der Retentionszeit bei ein- (rot)

und ausgeschalteter (blau) SLC22A11-Expression in 293-Zellen. Ionisierung: negativ (M-H").

Gesamtlaufzeit des Fullscans: 15 min.
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m/z 166
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Abb. 24 Intensitit der Massenspur m/z 166 aus Fullscanmessung
Dargestellt ist die Intensitdt der Massenspur m/z 166 gegeniiber der Retentionszeit bei ein- (rot) und
ausgeschalteter (blau) SLC22A11-Expression in 293-Zellen. Ionisierung: negativ (M-H").

Gesamtlaufzeit des Fullscans: 15 min.

2.0-106 - m/Z 1 74

SLC22A11-
Expression
— ein
1.0-106 - — aus

Intensitat (cps)

0 1 2 3 4 5

Abb. 25 Intensitit der Massenspur m/z 174 aus Fullscanmessung
Dargestellt ist die Intensitdt der Massenspur m/z 174 gegeniiber der Retentionszeit bei ein- (rot) und
ausgeschalteter (blau) SLC22A11-Expression in 293-Zellen. Ionisierung: negativ (M-H").

Gesamtlaufzeit des Fullscans: 15 min.
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3.1.1 Fragmentierung

Die Molekiile aus den Fullscans wurden fragmentiert, um diese eindeutig zuordnen zu koénnen

und Riickschliisse auf eine spezifische Substanz zu ziehen.

Hierbei wurden die Signale aus dem Fullscan sowie bekannte Substanzen (6CF, DHEAS, E3S),
welche durch SLC22A11 transportiert werden sollen, fragmentiert. Die Fragmentmuster
wurden u.a. mit Datenbanken abgeglichen [107, 108]. Aufgrund der Fragmentierungen wurden
die Molekiile aus den Fullscans, wie folgt, zugeordnet: m/z 132 Aspartat, m/z 146 Glutamat,
m/z 166 Guanidiniumsuccinat (GSA), m/z 174 Harnséure.

5105 ASpartat
(m/z 133,93)

74,0

4105

Intensitat (cps)

2-10°

1-10°

70 80 90 100 110
m/z

Abb. 26 Fragmentierung von Aspartat

Dargestellt ist das Fragmentmuster von Aspartat. Kollisionsenergie: 25 V, lonisierung: positiv
(M+H").

77



Intensitat (cps)

Ergebnisse

6 Carboxyfluorescein

(m/z 374,87)
1.5-106 330,9
1-10% 286,9
329,8
5105 S
286
0- T T
280 300 320
m/z

Abb. 27 Fragmentierung von 6 Carboxyfluorescein (6CF)

1
340

Dargestellt ist das Fragmentmuster von 6 Carboxyfluorescein. Kollisionsenergie: -36 V, lonisierung:

negativ (M-H").

Intensitéat (cps)

2.510°

210°

1.5:105

1-1054

510%

DHEAS
(m/z 366,88)
96,9
79,8
88,9 323,3
1 v 1 v T 1
100 150 200 250 300
m/z

Abb. 28 Fragmentierung von DHEAS

Dargestellt ist das Fragmentmuster von DHEAS. Kollisionsenergie: -120 V, lonisierung: negativ

(M-H)).
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E3S
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Abb. 29 Fragmentierung von E3S

Dargestellt ist das Fragmentmuster von E3S. Kollisionsenergie: -70 V, Ionisierung: negativ (M-H").

Glutamat
(m/z 148,02)
1105
84,1
g 129,9
QO 8104
N
e
Hqv]
=
2
9 1311
[
= 41047
| 99,1
101,5
85,1
128
0- T T k 1
80 100 120 140

m/z

Abb. 30 Fragmentierung von Glutamat

Dargestellt ist das Fragmentmuster von Glutamat. Kollisionsenergie: 25

(M+H").

V, lonisierung: positiv
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Abb. 31 Fragmentierung von GSA
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GSA

(m/z 175,83) 88,1

70 74

60 70 80 90
m/z

Dargestellt ist das Fragmentmuster von GSA. Kollisionsenergie: 53 V, Ionisierung: positiv (M+H").

Harnsaure
(m/z 166,78)
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122,8
—
Q
106 4
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Abb. 32 Fragmentierung von Harnsdure

Dargestellt ist das Fragmentmuster von Harnsdure. Kollisionsenergie: -40 V, Ionisierung: negativ

(M-H)).
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3.2 Guanidiniumsuccinat (GSA)

Aufgrund der im Fullscan ermittelten Signale wurde Guanidiniumsuccinat als Substrat flir den
SLC22A11 getestet. Bei Effluxexperimenten war die Freisetzung bei SLC22A11
exprimierenden Zellen gegeniiber der Kontrolle kaum erkennbar (Daten nicht gezeigt). Des
Weiteren war eine Akkumulation von GSA bei einer Inkubation mit 1 mM GSA in KRH-Puffer
und einer 20 h-Inkubation kaum erkennbar. Aus diesen Griinden wurden keine weiteren

Analysen unternommen.

3.3 Akkumulation von *H-Glutamat durch SLC22A11

Es wurde der Einfluss von SLC22A11 auf die Akkumulation von *H-Glutamat in SLC22A11
transfizierten 293-Zellen analysiert (2.2.4.2, Seite 51). Die Expression von SLC22A11 wurde
durch Inkubation mit Doxycyclin induziert (Abb. 33, Expression ein, volle Punkte). Nach
Waschung wurden die Zellen mit 0,1 pM *H-Glutamat bei 37 °C fiir eine definierte Zeit

inkubiert, gewaschen und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels Szintillationszéhler analysiert.

Durch den endogen in 293-Zellen exprimierten und natriumgetriebenen Transporter EAATI
kommt es zur einer gleichméBigen Glutamat- und Aspartataufnahme sowohl in SLC22A11

exprimierenden Zellen als auch in den Kontrollzellen.

GemalB der Gleichung 6 (Seite 57) fiir die Berechnung des Zeitverlaufs ergibt sich fiir die
SLC22A11 exprimierenden Zellen (Abb. 33, Expression ein, volle Punkte) ki, =34 =4 pL. min
"' mg Protein und fiir die Kontrolle (Abb. 33, Expression aus, offene Punkte) ki, = 49 £ 9 pL
min™' mg Protein”. Dies bedeutet, dass die Akkumulation von *H-Glutamat in 293-Zellen durch

die SLC22A11-Expression vermindert wird.
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Abb. 33 SLC22A11 reduziert in 293-Zellen die Akkumulation von *H-Glutamat

Mit pEBTetLNC-SLC22A11 transfizierte 293-Zellen wurden mit 1 pg/mL Doxycyclin (ein) oder
ohne (aus) 20 h vor Versuchsbeginn inkubiert, um die Expression von SLC22A11 zu induzieren.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, bei 37 °C mit 0,1 uM SH-Glutamat fiir eine definierte
Zeit inkubiert, gewaschen und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels Szintillationszéhler analysiert.

(Mittelwert + SEM, n = 3), modifiziert aus [115].
3.4 Akkumulation von *H-Aspartat durch SLC22A11

Analog zu 3.3 (Akkumulation von *H-Glutamat durch SLC22A11) wurde die Aufnahme von
H-Aspartat durch SLC22A11 untersucht.

*H-Aspartat wird durch die Expression von SLC22A11 hinaus transportiert (Abb. 34,
Expression ein: ki, = 9 + 1 pL min"' mg protein”, Expression aus: ki, = 14 £ 4 pL

min™' mg protein™).
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Im Vergleich zum *H-Glutamat ist der *H-Aspartat-Efflux dreifach geringer (Differenz bei ki,
g p

zwischen Expression ein und aus, fiir "H-Glutamat Ak, = 15 + 5 pL min™ mg protein™, fiir *H-

Aspartat Aki, = 5+ 3 uL min™' mg protein™).

*H-Asp Gehalt (pmol mg Protein™)

20-

15—

10-

SLC22A11
Expression aus
SLC22A11
Expression ein
0 10 20 30 40
t (min)

Abb. 34 Die Akkumulation von *H-Aspartat wird durch SLC22A11 reduziert

Entsprechend zu Abb. 33 wurde die Akkumulation von *H-Aspartat analysiert. (Mittelwert = SEM,

n=23).

3.5 Efflux von Glutamat und Aspartat

Aufgrund der Resultate bei der Glutamat- und Aspartatakkumulation wurde der Efflux der

jeweiligen Substanzen bei den humanen Transportern SLC22A11 und SLC22A13 untersucht

(2.2.4.3, Seite 51).
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293-Zellen wurden jeweils mit pEBTetLNC-SLC22A11h oder pEBTetD-SLC22A13h
transfiziert. Durch die Inkubation der Zellen mit Doxycyclin wurde die Expression der
jeweiligen Transporter induziert (Glu-Efflux Abb. 35 & Asp-Efflux Abb. 36, Expression ein,
volle Punkte).

Die Zellen wurden mit natrium- und phosphatfreien Puffer gewaschen und mit 2 mL Puffer
inkubiert, um eine Wiederaufnahme von Glutamat bzw. Aspartat durch den endogen
exprimierten EAATI1-Transporter zu verhindern. Aufgrund von Interferenz bei der MS-
Messung wurde phosphatfreier Puffer verwendet. Bei 10, 20 und 30 min wurden
Uberstandsproben entnommen. Der freigesetzte Glutamat- und Aspartatgehalt wurde per LC-

MS/MS analysiert.

Tabelle 15 Glutamat- und Aspartatefflux von SLC22A11 und SLC22A13

SLC22A11 SLC22A13
Glutamatefflux
Transporterzellen 1,8+04 1,2£0,1
p nmol min"' mg Protein™ | nmol min™' mg Protein™
0,08 £ 0,08 -0,01 +£ 0,09
Kontrollzellen 1 . -1 ) .1
nmol min~ mg Protein” | nmol min~ mg Protein
Aspartatefflux
Transporterzellen 0,501 1,5£0.1
p nmol min"' mg Protein™ | nmol min™' mg Protein™
0,06 + 0,04 0,02 +0,03
Kontrollzellen 1 . -1 0 .1
nmol min~ mg Protein” | nmol min~ mg Protein

Bei eingeschalteter SLC22A11-Expression stieg der Glutamat- sowie der Aspartat-Efflux
(Tabelle 15). Es durch SLC22Al11
hinaustransportiert. Im Vergleich ist beim SLC22A13 der Aspartatefflux hoher als der

wird dreifach mehr Glutamat als Aspartat

Glutamatefflux.
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Abb. 35 Glutamatefflux vom humanen SLC22A11 gegeniiber SLC22A13h

Dargestellt ist der Glutamatefflux des SLC22A11 gegeniiber SLC22A13h bei ein- (ein, volle Punkte)

und ausgeschalteter Expression (Kontrolzellen, offene Punkte) von 293-Zellen, welche jeweils mit

pEBTetLNC-SLC22A11 oder pEBTetD-SLC22A13h transfiziert wurden. Zellen wurde zweimal mit

natrium- und phostatfreiem KRH-Puffer bei 37 °C gewaschen und anschlieBend mit 2 mL Puffer

inkubiert. Pro Schilchen wurden Uberstandsproben bei 10, 20, 30 min entnommen. Der

Glutamatgehalt wurde mittels LC-MS/MS bestimmt. Eine linearere Regression wurde fiir jedes

Schilchen durchgefiihrt. (n=5), modifiziert aus [115].
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Abb. 36 Aspartatefflux vom humanen SLC22A11 gegeniiber SLC22A13h
Dargestellt ist der Aspartatefflux des SLCexpr22A11 gegeniiber SLC22A13h bei ein- (ein, volle
Punkte) und ausgeschalteter Expression (Kontrollzellen, offene Punkte). Der Versuchsaufbau erfolgte

wie in Abb. 35 beschrieben.

3.6 Zeitliche Substratakkumulation vermittelt durch SLC22A11

3.6.1 Zeitverlauf der Akkumulation von Harnsidure durch SLC22A11

Es wurde die Aufnahme von Harnsdure durch SLC22A 11 untersucht (2.2.4.4.1, Seite 56). Dafiir
wurden stabil transfizierte Zellen bei induzierter und nicht-induzierter Expression mit 10 uM
Harnséaure fiir eine definierte Zeit inkubiert (Abb. 37), anschlieBend gewaschen und lysiert. Die
Lysate wurden mittels LC-MS/MS analysiert.

Die Expression von SLC22A11 resultierte in einer signifikant erhohten Harnsdure-
Akkumulation (ki = 2,0 £ 0,2 pl min™ mg Protein™; ko = 0,047 £ 0,009 min™") gegeniiber den
Kontrollzellen (Expression aus, P = 0,0002).
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Abb. 37 Zeitverlauf der Akkumulation von Harnsdure durch SLC22A11

Dargestellt ist der Zeitverlauf der Harnsdureakkumulation durch SLC22A11. Stabil transfizierte 293-
Zellen wurden fiir 20 h in Schélchen mit (Expression ein) oder ohne (Expression aus) 1 pg/mL
Doxycyclin kultiviert. Die Zellen wurden gewaschen und eine definierte Zeit mit 10 uM Harnsédure
im KRH-Puffer inkubiert, anschlieBend gewaschen und lysiert. Die Lysate wurden per LC-MS/MS
analysiert. (Mittelwert = SEM, n=2), modifiziert aus [115].

3.6.2 Zeitverlauf der Akkumulation von E3S

Analog zu 3.6.1 (Zeitverlauf der Akkumulation von Harnsdure durch SLC22A11) wurde die
E3S-Akkumulation untersucht. Dafiir wurden die Zellen mit 10 uM E3S inkubiert.
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Die Akkumulation von E3S war gegeniiber der Harnsidure-Akkumulation 20-fach schneller
(kin =40 + 6 pL min™' mg Protein', Abb. 38). Des Weiteren wurde das Equilibrium rapide nach
ca. 5 min erreicht. Ebenso war ko 10-fach héher (Koy = 0,47 £ 0,07 min'l). Dies bedeutet, dass
bei SLC22A11 exprimierenden Zellen mit einer Proteinmenge von 1 mg 40 uL E3S aus dem
Inkubationsmedium aufgenommen wird, wihrend gleichzeitig 47% des zelluldren E3S

freigesetzt werden.
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Abb. 38 Zeitverlauf Akkumulation von E3S durch SLC22A11
Dargestellt ist der Zeitverlauf der Estrone-3-Sulfatakkumulation durch SLC22A11. Analog zu Abb.
37 wurden die Zellen mit 10 uM E3S inkubiert. (Mittelwert + SEM, n=2), modifiziert aus [115].

3.6.2.1 Bestimmung des K,-Werts von E3S

Es wurde der K,,-Wert fiir E3S analysiert. Hierfiir wurde die E3S-Aufnahmegeschwindigkeit

bei unterschiedlichen E3S-Konzentrationen (1 pM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 uM) im KRH-
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Puffer nach 1 min Inkubation fur stabil transfizierte Zellen bestimmt. Es wurde die

Akkumulation im Zelllysat mittels LC-MS/MS analysiert. Der jeweilige Hintergrund

(Expression aus) wurde subtrahiert (Abb. 39).

Gleichung 10 K,-Wert

[S] = Substratkonzentration, [56]

Der K,,-Wert von E3S ist 8,8 £ 0,9 uM und Vpx betrigt 1,41 = 0,04 nmol * min™.

—
o
|

E3S-Aufnahmegeschwindigkeit
(nmol min"' mg Protein™)
&
|

| T | ' T ' |
0 20 40 60 80 100

Konz. (uM)

Abb. 39 K,,-Wertbestimmung von E3S

Stabil transfizierte Zellen wurden mit unterschiedlichen E3S-Konzentrationen fiir 1 min inkubiert.

Nach Zelllyse wurde die E3S-Konzentation mittels LC-MS/MS bestimmt. Der Hintergrund

(Expression aus) wurde subtrahiert. Die Anpassung der hyperbolischen Kurve erfolgt nach Gleichung

10. (n=3, Mittelwert = SEM).
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3.6.2.2 E3S-Akkumulation bei 4 °C

Zwecks weiterer Untersuchung einer transporterabhingigen E3S-Aufnahme wurde eine
einminiitige Aufnahme bei 4 °C und 37 °C durchgefiihrt. Bei 4 °C ist eine stark verminderte
Transporteraktivitit zu erwarten. Die SLC22A11 vermittelte Aufnahme bei 4 °C im Vergleich
zu 37 °C betrug 1,0 + 2,2 %.
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Abb. 40 E3S-Akkumulation bei 4 °C und 37 °C

Mit SLC22A11 stabil transfizierte Zellen wurden mit 10 pM E3S bei 4 °C und 37 °C sowie ein- und
ausgeschalteter Expression fiir 1 min inkubiert. Anschlieend gewaschen und lysiert. Die Lysaten
wurde mittels LC-MS/MS analysiert. Der jeweilige Hintergrund (Expression aus) wurde subtrahiert.

(p = 0,0008, durchgefiihrt von Samira Boussettaoui, Mittelwert + SEM, n=3).

3.6.3 Zeitliche Akkumulation von DHEAS

DHEAS ist strukturdhnlich zu E3S (Abb. 9-10), weshalb die DHEAS-Akkumulation untersucht
wurde. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend 3.6.1. Die Zellen wurden mit 10 uM DHEAS

inkubiert.
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DHEAS akkumuliert im Vergleich zur Harnséure 13-fach schneller (ki, = 26 + 9 pL min"' mg
Protein™, Abb. 41). koy war 7,8-fach erhdht (kow = 0,37 £ 0,22 min™). Die E3S-Akkumulation
ist 1,5-fach hoher als bei DHEAS. Das Equilibrium wurde nach ca. 10 min erreicht.
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Abb. 41 Zeitliche Akkumulation von DHEAS durch SLC22A11
Dargestellt ist der Zeitverlauf der DHEAS durch SLC22A11. Analog zu Abb. 37 wurde die Zellen
mit 10 uM DHEAS inkubiert. (Mittelwert + SEM, n = 3).

3.6.4 Akkumulation von 6-Carboxyfluorescein

Entsprechend 3.6.1 wurde auch die 6CF-Akkumulation analysiert. Hierfiir wurden die Zellen
mit 10 uM 6CF inkubiert.

6CF akkumuliert im Vergleich zu Harnsdure, E3S und DHEAS am langsamsten (Abb. 42, ki,
=0,65 £ 0,05 pL min"' mg Protein™, koy = 0,10 + 0,01 min™).
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Abb. 42 Zeitliche Akkumulation von 6CF durch SLC22A11
Dargestellt ist der Zeitverlauf der DHEAS durch SLC22A11. Entsprechend Abb. 37 wurde die Zellen
mit 10 pM 6CF inkubiert. (Mittelwert + SEM, n=2).

3.7 Transeffekte

Es wurde der Transeffekt von Harnsdure und E3S auf den SLC22A11 vermittelten
Glutamatefflux analysiert (2.2.4.3.4, Seite 53). Ein Transeffekt ist der Einfluss eines Substrates
von der gegeniiberliegenden Seite (trans) der Zellmembran auf die Transportgeschwindigkeit

eines anderen Substrates.

Dafiir wurden SLC22A11 transfizierte Zellen mit 1 mM Harnsdure, E3S oder nur im natrium-
und phosphatfreien KRH-Puffer inkubiert. Es wurde das freigesetzte Glutamat im Uberstand
mittels LC-MS/MS bestimmt (Abb. 43).
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Abb. 43 Transeffekte von Harnséure und E3S auf den Glutamatefflux von SLC22A11

Dargestellt ist der Glutamatefflux stabil-tranfizierter 293-Zellen bei ein- (ein, volle Punkte) und
ausgeschalteter SLC22A11-Expression (aus, offene Punkte) von 293-Zellen. Die Zellen wurde
zweimal mit natrium- und phostatfreien KRH-Puffer bei 37 °C gewaschen, anschlieBend mit 2 mL
Puffer mit oder ohne 1mM Harnsére oder E3S inkubiert. Pro Schilchen wurden Uberstandsproben
bei 3, 6 und 9 min entnommen. Der Glutamatgehalt wurde mittels LC-MS/MS bestimmt. Eine lineare

Regression wurde fiir jedes Schilchen durchgefiihrt. (n=5)., modifiziert aus [115].
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Tabelle 16 Transeffekte von Harnsdure und E3S auf den Glutamatefflux von SLC22A11.

Glutamateffluxsgeschwindigkeit

SLC22A11-Expression induziert nicht-induziert
KRH-Puffer 0,93 £ 0,01 0,07 +£ 0,04
(natrium- und phosphatfrei) | nmol min" mg Protein” | nmol min" mg Protein™
+ 1mM Harnséaure 1’.14_11i 0,06 . -1 0’.07_1i 0,04 . -1

nmol min~ mg Protein nmol min~ mg Protein
0,29 = 0,01 0,33 +£0,03
+ " b . " b .
I mM E3S nmol min™' mg Protein” | nmol min™' mg Protein™'

Der Glutamatefflux war mit 1 mM Harnsdure im Puffer gegeniiber der Kontrolle nicht
signifikant abweichend (Tabelle 16, P = 0,10). Im Gegensatz war der transportervermittelte

Glutmatefflux mit ImM E3S im Puffer komplett inhibiert.

Im weiterfliihrenden Ansatz wurde der Unterschied zwischen DHEAS und E3S analysiert. Die
Zellen wurden mit ImM DHEAS, 1mM E3S oder nur im natrium- und phosphatfreien KRH-
Puffer inkubiert (Abb. 44). DHEAS inhibiert den Glutamatefflux schwécher als E3S
(Tabelle 17).
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Abb. 44 DHEAS und E3S inhibieren den transportervermittelten Glutamatefflux

Analog zu Abb. 43 wurden die Zellen jeweils mit ImM DHEAS, 1mM E3S oder nur im natrium- und
phosphatfreien KRH Puffer inkubiert. (n=5).

Tabelle 17

Transeffekte von E3S und DHEAS auf den Glutamatefflux von SLC22A11.

Glutamateffluxsgeschwindigkeit

SLC22A11-Expression

induziert

nicht-induziert

KRH-Puffer
(natrium- und phosphatfrei)

0,80 + 0,09
nmol min™' prolinnormiert

0,01 +0,06
nmol min™ prolinnormiert

+1 mM DHEAS 028+0,06 0.02£004
nmol min™ prolinnormiert nmol min" prolinnormiert
+ 1mM E3S 0,10 + 0,02 -0,05 £ 0,08

nmol min™' prolinnormiert

nmol min™' prolinnormiert
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3.7.1 Inhibitorisches Potential von E3S und Probenecid auf den Glutmatefflux

Da DHEAS und E3S inhibitorisch auf den SLC22A11 vermittelten Glutamatefflux wirken,
wurden der ICsp von E3S und Probenecid auf den Glutamatefflux analysiert (2.2.4.3.1, Seite
52). Probenecid ist ein bekannter Hemmstoff fiir den SLC22A11 sowie fiir weitere OATs [52,
72,116, 117].

Stabil transfizierte 293-Zellen wurden im natrium- und phosphatfreien KRH-Puffer mit oder
ohne E3S (Abb. 45) oder Probenecid (Abb. 46) in unterschiedlichen Konzentration inkubiert.
Die freigesetzte Glutamatkonzentration wurde mittels LC-MS/MS bestimmt. Die
Effluxgeschwindigkeit wurde aus der Steigung der linearen Anpassung auf die
Glutamatfreisetzung ermittelt. ICso-Werte wurden anhand der Effluxgeschwindigkeitsdaten

berechnet.

Der ICs fiir Probenecid ist 21,4 + 6,3 uM. Entsprechend ist das inhibitorische Potential von
E3S auf den Glutamatefflux 6-fach hoher als von Probenecid (ICsq: 3,5 + 0,8 uM).
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Abb. 45 Inhibitorische Potenz von E3S auf den transportervermittelten Glutamatefflux

(A) Zeitverlauf der Glutamatfreisetzung. Der Versuchsaufbau erfolgte entsprechend Abb. 42. Stabil
transfizierte 293-Zellen wurden im Puffer mit oder ohne E3S inkubiert. (volle Punkte: SLC22A11
Expression ein, offene Punkte Expression aus). n = 3. (B) Die Geschwindigkeit der
Glutamatfreisetzung gegeniiber der E3S-Konzentration im Puffer als Funktion nach Gleichung 4 auf

Basis der Steigungen von A, modifiziert aus [115].
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Abb. 46 Inhibitorische Potenz von Probenecid auf den Glutamaefflux von SLC22A11
Analog zu Abb. 45 (A) Zeitverlauf der Glutamatfreisetzung. Zellen wurden mit oder ohne Probenecid
im Puffer inkubiert. (B) Die Geschwindigkeit der Glutamatfreisetzung gegeniiber der

Probenecidkonzentration. n=3.

3.7.1.1 E3S-Einfluss auf die Harnsidureakkumulation

Aufgrund der inhibitorischen Potenzs von E3S wurde dieser Einfluss auf die die SLC22A11-
vermittelte Harnsdureakkumulation untersucht. Stabil transfizierte 293-Zellen wurden mit
100 uM Harnséure ohne oder mit E3S (1 uM, 10 uM, 100uM) im KRH-Puffer fiir 15 min
inkubiert, gewaschen und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels LC-MS/MS analysiert.

Mit steigender E3S-Konzentration kommt es zur einer Reduktion der Harnsdureaufhahme

(Abb. 47).
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Harnsaureakkumulation
(nmol mg Protein-')

Kontrolle 1pME3S 10pME3S 100 pM E3S

Abb. 47 Harnsdureakkumulation in Anwesenheit von E3S

Stabil-transfizierte Zellen wurden mit 100 uM Harnséure sowie ohne oder mit E3S im KRH-Puffer
fiir 15 min inkubiert, gewaschen und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels LC-MS/MS analysiert.
Induzierte SLC22A11-Expression (schwarze Balken), nicht-induzierte Expression (grau), Mittelwert

+ SEM, n=3, ** p=0,0195.

3.8 pH-abhingiger Glutamatefflux

Aufgrund vorherigen Studien wurde die pH-Abhéngigkeit des Glutamatefflux untersucht
[52](2.2.4.3.2, Seite 53). Stabil transfizierte Zellen wurden im natrium- und phosphatfreien
KRH-Puffer mit verschiedenen pH-Werten inkubiert. Analog zu Abb. 45 B wurde die
Glutamateffluxgeschwindigkeit untersucht (Abb. 48). Eine exponentielle Anpassung gemif

Gleichung 5 wurde durchgefiihrt.

Durch eine Steigerung des pH-Wertes im Puffer kommt es zur einer Steigerung der
Glutamateffluxgeschwindigtkeit (pH 7,4 - pH 8,8: Steigerung um 323 £+ 13 %, y =

(=70,3 + 26,6) + (0806+0,06)x y
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Abb. 48 pH-Abhingigkeit der Glutamateffluxgeschwindigkeit
Im natrium- und phosphatfreien Puffer mit verschiedenen pH-Konzentrationen wurden stabil
transfizierte Zellen inkubiert. Die Glutamateffluxgeschwindigkeit wurde entsprechend zu Abb. 45 B

analysiert. Eine exponentielle Anpassung wurde durchgefiihrt (y = y, + e*¥). (n = 5, Mittelwert +
SEM).

3.9 Transeffekte auf die E3S und Harnséiurefreisetzung

Analog zur Glutamattransinhibition (3.7, Seite 92) wurde in Zellen, welche mit E3S oder
Harnsdure vorbeladen wurden, die Freisetzung dieser Substanzen auf mdogliche Transeffekte
analysiert. Hierfiir wurden die Zellen zusitzlich mit DHEAS, E3S, Harnsdure und 6CF
inkubiert (2.2.4.5, Seite 57).

293-Zellen wurden jeweils mit E3S oder Harnséure vorinkubiert, gewaschen und anschlieSend
mit oder ohne DHEAS, Harnsaure oder 6CF im KRH-Puffer inkubiert (Abb.49). Es wurde die

Harnsiure- und E3S-Konzentration im Uberstand als auch im Zelllysat iiber die Zeit analysiert.

Die Zugabe von 1mM Harnsdure hat keinen Effekt auf den E3S-Efflux (Abb.49, B). DHEAS
transstimuliert den E3S-Efflux, da die E3S-Freisetzung durch Inkubation mit 100 uM DHEAS
im Puffer beschleunigt wird. Dies wurde auch in den Uberstandsproben bestitigt (Abb.49, A).

In mit Harnsdure vorbeladenen Zellen wurde die Harnsdurefreisetzung durch DHEAS inhibiert
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(Abb.49, D), analog zur Transinhibition des Glutamateffluxes durch DHEAS und E3S
(Abb. 44).
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Abb.49 Transeffekte auf die E3S und Harnsdurefreisetzung

SLC22A11 transfizierte Zellen wurden mit 10 uM E3S oder 100 uM Harnsdure (HS) fiir l1h
vorinkubiert, gewaschen und anschlieBend mit oder ohne 100 uM DHEAS, 100 uM 6CF und 1mM
Harnsdure im Aufnahmepuffer inkubiert (B, D Messpunktdarstellung). Uberstinde wurden fiir mit
E3S vorbeladenen Zellen nach 1,5 min und fiir mit Harnsdure vorbeladenen Zellen nach 12 min
entnommen (A, C Mittelwert + SEM, p-Werte angegeben). Nach Waschung wurde die Zellen lysiert
und die Lysate mittels LC-MS/MS analysiert. Der Hintergrund (nicht-induzierte Expression) wurde
subtrahiert. Aufgrund von MS Interferenzen konnte der Effekt von 6CF im Uberstand nicht analysiert

werden (C). n=3, modifiziert aus [115].
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Des Weiteren wurde der Transeffekt von DHEAS auf Zellen untersucht, welche mit E3S und
Harnsdure vorinkubiert wurden (Abb. 50). Stabil transfizierte 293-Zellen wurden erst mit
100 uM Harnsdure und anschlieBend mit 100 pM E3S vorbeladen, gewaschen und ohne oder
mit 100 pM DHEAS inkubiert. Nach Zelllyse wurde die E3S- und Harnsidurekonzentration
mittels LC-MS bestimmt.

In Zellen, welche mit E3S und Harnsdure vorbeladen wurden, transstimuliert DHEAS nur den
E3S-Efflux (E3S-Konzentration im Zelllysat: Inkubation mit DHEAS 27 + 2,2 %; ohne
DHEAS 66 £4,6 %), jedoch nicht die Harnsdurefreisetzung (Harnsdure-Konz. im Zelllysat: mit
DHEAS 87 + 3,4 %; ohne DHEAS 89 + 0,1 %).

A B C

100 = W Harnsaure
=,
— E3S
g 75
S
c 50s
s
T 25
<

0-

Vor Inkubation nur Puffer + DHEAS

Abb. 50 DHEAS stimuliert den E3S-Efflux, jedoch nicht den Harnsdureefflux

Stabil transfizierte Zellen wurden 60 min mit 100 uM Harnsdure im Puffer inkubiert, gewaschen, mit
100 uM E3S fiir 10 min inkubiert, gewaschen und anschlieend ohne (B) und mit (C) 100 uM DHEAS
im Puffer fiir 1 min inkubiert und ysiert. Des Weiteren wurden Zelllysate vor Inkubation mit und ohne
DHEAS erstellt (A). Nach Zelllyse wurde die E3S und Harnsdurekonzentration mittels LC-MS/MS
analysiert. (n =3, Mittelwert £ SEM, ** p = 0,0042).
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3.10 Chloridabhingigkeit von SLC22A11

In einer Studie wurde eine 4-fache Erhohung der E3S-Aufnahme durch eine CI-Substitution
im Aufnahmepuffer gezeigt [52]. Eine mdgliche Heterogenitdt im Transportmechanismus von
SLC22A11 durch eine CI'-Substitition des Puffers wurde auf die Substrate Harnsidure, E3S und

Glutamat analysiert.

Mit SLC22A11 stabil transfiziert 293-Zellen wurden mit 10 uM Harnsdure oder E3S im
Standard- und im Chlorid-substituierten Aufnahmepuffer inkubiert (2.2.4.4.3, Seite 56). Beim
Chlorid-substituierten Aufnamepuffer wurden alle Chloridsalze durch korrespondierende
Gluconatsalze ersetzt. Nach entsprechender Zeit wurden die Zellen mit dem jeweiligen Puffer

gewaschen und lysiert. Die Harnsdure oder E3S-Konzentration wurde mittels LC-MS/MS

analysiert.
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Abb. 51 Chlorid-Abhéngigkeit der Harnsdure- und E3S-Akkumulation

SLC22A11 transfizierte 293-Zellen wurden in entsprechenden Puffer gewaschen und bei 37 °C mit
10 uM Harnsédure oder E3S im Standardpuffer oder im Chlorid-substituierten Puffer inkubiert. Beim
Chlorid-substituierten Puffer wurde alle Chloridsalze durch entsprechende Gluconatsalze ersetzt. Zur
definierten Zeit wurde die Aufnahme durch Waschung der Zellen mit jeweiligem 4 °C kalten Puffer
gestoppt. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate wurden mittels LC-MS/MS analysiert. n=2,

modifiziert aus [115].
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Tabelle 18 Chloridabhéngigkeit der Harnsdure- und E3S-Akkumulation beim SLC22A11

KRH-Puffer: Standard Chlorid-substituiert

E3S-Akkumulation

Kout 1,1 +£0,1 min™ 0,36 + 0,03 min™'

Kin 82+ 11 uL min"' mg Protein™ | 76 + 5 uL min"' mg Protein™

Harnsaureakkumulation

Kout 0,016 + 0,02 min™ 0,063 + 0,02 min™'

Kin 1,8 + 0,7 uL min"' mg Protein | 1,4 + 0,3 uL min"' mg Protein™
5 g 2 g

In Abb. 51 ist die E3S-Akkumulation nach einer langen Inkubationsphase auch erhdht. Durch
die Substitution aller Chloridsalze kam es zu einer 3-fachen Erniedrigung von ko bei der E3S-
Akkumulation (Tabelle 18). k;, war nicht betroffen. Ein entgegensetzten Effekt wurde bei der

Harnsdureakkumulation beobachtet. Die Akkumulation war signifikant erniedrigt. ko, war 4-
fach erhoht, wihrend k;, dhnlich blieb.

Fiir die Analyse des Glutamateffluxes wurden hinsichtlich der Chloridabhindigkeit die Zellen
im Puffer mit und ohne Chloridsubstitution inkubiert (2.2.4.3.3, Seite 53). Es wurde das
freigesetzte Glutamat im Uberstand bestimmt. Im Standardpuffer ist ein 2,5-facher Unterschied
zwischen  induzierter und  nicht-induzierter =~ SLC22A11-Expression in  der
Glutamateffluxgeschwindigkeit zu beobachten (Abb. 52, Tabelle 19). Durch die
Chloridsubstitution ist kein Unterschied in der Glutamateffluxgeschwindigkeit zwischen ein-

und ausgeschalteter SLC22A11-Expression vorhanden.
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Abb. 52 Chlorid-Abhéngigkeit des Glutamateffluxes von SLC22A11

Stabil tranfizierte 293-Zellen wurden mit Standardpuffer oder mit Chlorid-substituierten Puffer

gewaschen, inkubiert. Pro Schilchen wurden Uberstandsproben bei 3, 6, 9, 20, 30 min entnommen.

Der Glutamatgehalt wurde mittels LC-MS/MS bestimmt. Eine linearere Regression wurde fiir jedes

Schélchen durchgefiihrt. (n=3).

Tabelle 19 Chloridabhéngigkeit des Glutamateffluxes beim SLC22A11

Glutamateffluxsgeschwindigkeit

KRH-Puffer:

Standard

Chlorid-substituiert

induzierte
SLC22A11-Expression

0,328 + 0,005 nmol
min”' mg Protein™

0,247 £ 0,017 nmol
min"' mg Protein™

nicht-induzierte
SLC22A11-Expression

0,134 + 0,003 nmol
min”' mg Protein™

0,257 £ 0,001 nmol
min"' mg Protein™
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3.11 SLC22A11 vermittelte Equilibriumakkumulation

Der Transporterumsatz fithrt zum Equilibrium zwischen intra- und extrazellulirem Substrat
nach langer Inkubation. Entsprechend vorherigen Resultaten bei der zeitlichen Akkumulation
von Harnsdure, E3S und 6CF wurden die jeweiligen Zeitpunkte fiir die entsprechende
Akkumulation im Equilibrium gewihlt (Abb. 37, 38, 42). Stabil transfizierte 293-Zellen wurden
mit unterschiedlichen Konzentration von Harnsaure (fiir 1h), E3S (fiir 30min) und 6CF (fiir 1h)
im Aufnahmepuffer inkubiert (2.2.4.4.2, Seite 56). Nach Waschung und Zelllyse wurde die
Analytkonzentration per LC-MS/MS bestimmt.

Bei Harnsdure und 6CF ist eine lineare SLC22A11-vermittelte Zunahme der Akkumulation im
Equilibrium zu beobachten (Abb. 53). Im Gegensatz dazu kommt es bei E3S zur einer

Limitierung der Akkumulation (hyperbolische Kurve).
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Abb. 53 Equilibriumakkumulation von Harnsdure, E3S und 6CF

Mit SLC22A11 transfizierte 293-Zellen wurden mit angegebenen Konzentrationen von Harnséure
(fiir 1h), E3S (fiir 30min) und 6CF (fiir 1h) inkubiert. Nach Zelllyse wurde die Analytkonzentration
per LC-MS/MS bestimmt. Der jeweilige Hintergrund der Kontrollzellen wurde subtrahiert. (n=3),

modifiziert aus [115].
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4 Diskussion

Nur in Menschen und hoheren Primaten wird SLC22A11 im proximalen Tubulus auf der
apikalen Seite der Niere sowie in der Plazenta exprimiert [20, 42, 49, 50]. SLC22A11
transportiert Harnséure [52]. Erhohte Harnsdurespiegel im menschlichen Blut fithren zu Gicht
und sind mit anderen Krankheiten, wie Hypertonie und Diabetes, assoziiert. Des Weiteren
wurde ein E3S-Transport fiir SLC22A11 berichtet [43]. E3S hat keine Ostrogenartige Aktivitat
und dient im Menschen als Langzeitreservoir. Es wird im Menschen zum wichtigen Hormon,
dem Estron, umgewandelt und umgekehrt. E3S ist ein atypisches Molekiil hinsichtlich seiner
Struktur im Vergleich zu anderen Substraten der SLC22-Familie (Abb. 11). Bemerkenswert ist,
dass zuziiglich zu SLC22A11 18 weitere Transporter aus unterschiedlichsten Familien
beschrieben wurden, welche E3S aufnehmen konnen (Tabelle 2). In den meisten
Veroffentlichungen wird nur E3S als Referenzsubstrat fiir SLC22A11 genutzt (4.2.1, Seite
108). Aufgrund der Bedeutsamkeit von E3S und Harnsiure war der Fokus dieser Arbeit, den

Transportmechanismus beider Verbindungen zu vergleichen.

4.1 Glutamat- und Aspartatefflux von SLC22A11

Die SLC22A11-Expression in 293-Zellen resultiert in einem starken Efflux von Glutamat (Abb.
35) und Aspartat (Abb. 36). Eine Aufnahme beider Substanzen durch SLC22A11 ist nicht
nachgewiesen (Abb. 33, 34). Entsprechend ist der Glutamat- und Aspartattransport
unidirektional. Die Transporteffizienz ist fiir Glutamat hoher als fiir Aspartat beim SLC22A11.
Dieses Charakteristikum ist umgekehrt auch beim SLC22A13 vorhanden (Aspartat > Glutamat)
[14].

In einer jiingst verdffentlichten Publikation wurde erstaunlicherweise in Xenopus-Oozyten,
welche mit '*C-Glutamat vorbeladen wurden, kein Efflux vom intrazelluliren *C-Glutamat
durch SLC22A11 berichtet [118]. Dies konnte an der Verwendung von Na'-haltigen Puffer
liegen, welcher eine endogene Aufnahme analog zum EAAT] beglinstigt und einen Efflux
maskiert. Ebenso wurde ein transstimulierender Effekt bei sehr hohen Konzentrationen von
E3S (10 mM bzw. 20 mM) und Bromosulphothalein (BSP, 20 mM) auf den Glutamatefflux

gezeigt [118]. Dies widerspricht anderen Publikationen, in welchen BSP neben Probenecid als
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Inhibitor fiir SLC22A11 verwendet wird [43, 56, 119]. Des Weiteren hat in Experimenten die
Verwendung einer radioaktiv-markierten Verbindung zur Detektion Nachteile gegeniiber LC-
MS/MS Bestimmungen. Wenn die Verbindung metabolisiert wird, erfolgt keine Differenz bei
der Detektion der Radioaktivitit zwischen der Ursprungsverbindung und der
verstoffwechselten Verbindung. Glutamat ist Bestandteil des cytosolischen Metabolismus. Aus
diesem Grunde ist bei Glutamateffluxanalysen in dieser Arbeit eine spezifische Detektion per

LC-MS/MS zu bevorzugen.

Des Weiteren wurde erstmalig ein pH-abhingiger Glutamatefflux analysiert und demonstriert
(Abb. 48). Die Glutamateffluxgeschwindigkeit steigt von pH 6,2 zu 8,6. Dies ist
entgegengesetzt zu einer anderen Verdffentlichung, in welcher die E3S-Akkumulation mit
sinkendem pH zunimmt (bei pH 7.4 100% E3S-Akkumuation, bei pH 5,5 156 %) [52]. Fiir
Perfluorooctanoat (PFO) wurde ebenfalls eine Steigerung der Akkumulation bei sinkendem pH
demonstriert (pH 8 zu 5: 250 % Akkumulation) [S6](Abb. 56). PFO akkumuliert &hnlich schnell
wie E3S in Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen mit SLC22A11 (Equilibrium fiir PFO nach
ca. 30 s, fiir E3S nach ca. 20 s, Anhang [56]). Die Auswirkungen von PFO auf den
Glutmatefflux beim SLC22A11 sind nicht erforscht. Aulerdem ist PFO kein physiologisches
Substrat. Der gesteigerte Glutamatefflux bei erhohtem pH konnte zur einer verminderten E3S-
Akkumulation flihren.

E F F F F F F

Abb. 54 Perfluorooctanoate

Struktur von Perfluorooctanoate unter physiologischen Bedingungen (pH 7.,4).

4.2 Harnsaure vs E3S

Hauptsachlich wird E3S als Referenzsubstrat bei SLC22A11-Studien verwendet. Des Weiteren
ist die Studienlage zu SLC22A11 und Harnsdure als Substrat rar [52]. Deshalb sind detaillierte

Studien, bei denen Harnséure und E3S direkt verglichen werden, nicht vorhanden.
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4.2.1 Akkumulation und Freisetzung

E3S wird viel schneller mittels SLC22A11 in 293-Zellen akkumuliert und freigesetzt als
Harnsdure (Abb. 37, 38). Aus diesem Grunde wird E3S gegeniiber der Harnsdure als
Referenzsubstrat fiir SLC22A11 verwendet [52, 113, 120]. Der ermittelte K,-Wert (8,8 + 0,9
uM) fiir E3S steht in Einklang mit fritheren Studien (1,01 — 38,1 uM [43, 56, 121-124], Abb.
39). Die Affinitdt eines Substrats zu einem Transporter beweist keinen unterschiedlichen
Transportmechanismus fiir beide Substanzen. Aus diesem Grunde miissen weitere Konditionen

(siehe unten) analysiert werden.

4.2.2 Transeffekte auf den Glutamatefflux

Extrazellulire Harnsdure hat keinen Einfluss auf den SLC22A11-vermittelten Glutamatefflux.
Dagegen inhibiert E3S diesen vollstindig (Abb. 43, Abb. 55 B). Das Fehlen einer
Transstimulation durch Harnsdure kann durch den Transportmechanismus begriindet werden,
bei dem der Glutamateffluxschritt langsamer ist als die Umkehrung des unbeladenen bzw. mit
Harnsdure beladenen Transporter (Abb. 55 A, C). Wirde E3S denselben
Transportmechanismus verwendet, diirfte der Glutamatefflux nicht inhibiert sein, da die E3S-
Aufnahme 20-fach schneller ist als die Harnsdureaufnahme. Die zu E3S strukturdhnliche

Substanz DHEAS inhibiert ebenso den Glutamatefflux (Abb. 44).
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Abb. 55 Transeffekte auf den Glutamatefflux

(A) Glutamat wird vom Zellinneren nach auBlen durch Konformationsdnderung des Transporters
transportiert. Um ein weiteres Molekiil Glutamat innen aufnehmen zu kdnnen, muss der Transporter
erneut seine Konformation éndern (Riickstellung). Dieser Schritt ist schneller und kann durch ein
anderes Substrat von der gegeniiberliegenden Seite (trans) bzw. von aullen, beeinflusst werden. (B)
Bei einer Transinhibition verlangsamt das Substrat die Konformationsdnderung. (C) Das Substrat hat
keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Riickstellung. Glu: Glutamat, Sub: Substrat. Pfeilanzahl

entspricht der Geschwindigkeit (je mehr, desto schneller).

Der ICso von E3S (3,5 = 0,8 uM, Abb. 45) und Probenecid (21,4 + 6,3 uM, Abb. 46) bezogen
auf den Glutamatefflux wurde nie in vorherigen Studien bestimmt. Die inhibitorische Potenz
von E3S ist 6-fach stirker als Probenecid. Dies kann an der stirkeren Affinitdt von E3S zu
SLC22A11 liegen. Probenecid ist ein bekannter Inhibitor fiir SLC22A11 [43, 52, 124-128]. In
S2 SLC22A11-Zellen wurde der K; von Probenecid auf die E3S-Aufnahme durch Inkubation
mit 200 uM Probenecid und unterschiedlichen E3S-Konzentrationen analysiert (55 £ 3 uM)
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[127]. Jedoch ist diese Publikation mit dieser Arbeit aufgrund der unterschiedlichen
Konditionen nicht vergleichbar. Ebenso ist die Hemmung der Harnsédureakkumulation bei
gleichzeitiger E3S-Akkumulation mit der Transinhibition des Glutamateffluxes durch E3S
nicht direkt vergleichbar (Abb. 47). Bei der gleichzeitigen Akkumulation von Harnsdure und
E3S kann es sich um einen kompetitiven Mechanismus handeln. Nichtsdestotrotz nutzt
SLC22A11 aufgrund der Transinhibition einen anderen Transportmechanismus fiir E3S im

Vergleich zur Harnsdure und Glutamat.

4.2.3 Transeffekt von DHEAS auf E3S und Harnsédure

Die E3S-Freisetzung wird signifikant durch extrazellulires DHEAS transstimuliert,
wohingegen die Harnsdurefreisetzung blockiert wird (Abb.49). Dies bedeutet, dass der E3S-
Effluxschritt schneller ist als die Riickstellung des unbeladenen Transporters (Abb. 14). Selbst
bei Zellen, welche mit beiden Substanzen (E3S und Harnsdure) vorbeladen sind, transstimuliert
DHEAS nur die E3S-Freisetzung (Abb. 50). Dieser Befund wird durch eine andere Publikation
unterstiitzt, in welcher demonstriert wurde, dass DHEAS die Freisetzung von E3S in mit
SLC22A11 transfizierten CHO-Zellen stimuliert [129]. Die unterschiedlichen Effekte von
DHEAS auf Harnsdure und E3S sind ein weiterer Hinweis fiir unterschiedliche

Transportmechanismen dieser Substanzen beim SLC22A11.

4.2.4 Auswirkungen einer Chloridsubstitution

In einer fritheren Publikation wurde eine erhohte E3S-Akkumulation durch eine
Chloridsubstitution im Aufnahmepuffer demonstriert. Dabei wurde nur bei einem Zeitpunkt
gemessen [52]. Die Daten dieser Arbeit stimmen damit {iberein. Jedoch gibt es keine Literatur
hinsichtlich der Analyse einer Chloridsubstitution auf die Harnsdureakkumulation sowie auf
den Glutamatefflux durch SLC22A11. Durch die Chloridsubstitution kommt es zu einer
Steigerung der E3S-Akkumulation im Equilibrium (Abb. 51). Im Gegensatz dazu wird die
Harnsdureakkumulation sowie der Glutamat-Efflux durch die Substitution vermindert (Abb.

52). ki, wird bei der Harnsdureakkumulation nicht verédndert. Dem entsprechend wird Chlorid
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nicht als Austauschanion bei der Aufnahme benétigt. Durch die Chloridsubstitution kommt es
zu einem verminderten Glutamatefflux sowie zu einer verminderten Harnsdureakkumulation,

bei E3S zum gegenseitigen Effekt.

4.2.5 Zusammenfassung der Unterschiede

Die E3S-Akkumulation ist 20-fach schneller als von Harnsdure. Dies ist kein Hinweis fiir einen
unterschiedlichen Transportermechanismus. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es
folgende Hinweise fiir einen unterschiedlichen Transportmechanismus gibt: (1) E3S inhibiert
im Gegensatz zur Harnsdure den Glutamatefflux, (2) DHEAS stimuliert den E3S-Efflux und
inhibiert den Harnsdureefflux, (3) die E3S-Akkumulation nimmt durch eine Chloridsubstitution

des Aufnahmepuffers zu. Die Harnsdureakkumulation nimmt ab (Tabelle 20).

Tabelle 20 Zusammenfassung der Unterschiede zwischen E3S und Harnséure

Kondition E3S Harnsaure
L= -1 R e |
Akkumulation kin=40%6 uL_rlllln mg kin =2,0£0,2 uLl min~ mg
Protein Protein
Glutamatefflux Inhibition keine Inhibition

ICS() 3,5 =+ 0,8 MM

Transeffekt Stimulation der E3S-Effluxes | Inhibition des Harnséureeffluxes
von DHEAS
. o Steigerung der E3S-Aufnahme Abnahme der
Chloridsubstitution (kou 1) Harnsiureaufnahme (kou |)
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4.3 Akkumulation im Equilibrium

Nach langer Inkubationsphase kommt es beim Transporterumsatz zum Equilibrium zwischen
intra- und extrazelluldren Substratkonzentration. Bei der graphischen Darstellung der
intrazelluliren Akkumulation als Funktion der extrazelluliren Substratkonzentration wird ein
lineares Verhiltnis erwartet. Dieses ist z.B. beim Ergothionein und dem
Ergothioneintransporter (interne und unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe: Daten nicht
gezeigt) sowie bei der Paraaminohippursdure (PAH) und dem humanen OAT1 gegeben (Abb.
56).

0.3 7

o
(V)
1

o
-
1

SH-PAH-Akkumulation im Lysat (nmol)

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

c(uM)
Abb. 56 PAH Akkumulation im Equilibrium durch den humanen OAT1
In OAT1h stabil transfizierte 293-Zellen wurde durch Inkubation ohne und mit Doxycyclin die
Expression aus- bzw. eingeschaltet. Die Aufnahme erfolgt bei unterschiedlichen ‘H-PAH-
Konzentrationen 30 min lang. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und lysiert. Die *H-PAH-
Konzentration wurde im Lysat mittels Szintillationszéhler analysiert. PAH: Paraaminohippurséure.

(unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe, durchgefiihrt von Samira Boussettaoui, n=3).
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Beim SLC22A11 wurde dieses lineare Verhéltnis fiir die Substrate Harnsdure und 6CF
demonstriert. Fiir E3S war eine lineare Anpassung nicht moglich, sondern nur eine
hyperbolische (Abb. 53). Es ist eindeutig eine Limitierung der E3S—Akkumulation zu

beobachten.

Dies kann z.B. durch eine Bindung an den Transporter entstehen, welches durch eine
Kalkulation iiberpriifbar ist (Gleichung 11). Hinsichtlich einer E3S-Mizellenbildung wurden
keine Verdffentlichungen gefunden. Mittels einer E3S-Mizellenbildung konnten mehrere E3S-
Molekiile an einen Transporter binden. Fiir die folgende Berechnung wurde eine einfache

Bindung angenommen, ein E3S-Molekiil pro Transporter:

Gleichung 11 Berechnung einer mdglichen E3S-Bindung an SLC22A11

nmol 5 % 10™°mol

Bmax -

Crd
mg Protein mg Protein

_ 5% 1072 % 6,022 * 1023 Molekiile
B mg Protein

3,011 * 10> Molekiile
mg Protein

L rd

Aus vorangegangenen Analysen innerhalb der Arbeitsgruppe entspricht 1 mg Protein
107 Zellen.
3,011 * 10> Molekiile Molekiile

= 3,011 % 108
107 Zellen * Zelle

Bei einer einfachen Bindung wiirde eine Zelle 3 x 10® Transporter exprimieren. Dies ist
unrealistisch, da es im Vergleich zur Literaturdaten iiberexprimierter Systeme 1000 x hoher
wire. Der Noradrenalintransporter wird in LLC-PK; Zellen 0,4 x 10°-mal exprimiert,
Glukosetransporter in Erythrozyten 2 x 10°, Serotonintransporter in 293-Zellen 4 x 10° (bestes
Expressionssystem innerhalb der Studie) [130-132]. Des Weiteren ist die E3S-Aufnahme von
der SLC22A11-Aktivitdt abhdngig, da bei 4 °C keine transportervermittelte Akkumulation
stattfindet (Abb. 40). Humane Transporter und Zellsysteme bendtigen Energie.

Alternativ ist die limitierte E3S-Akkumulation durch die Anreicherung in einem kleineren

Kompartiment als dem Cytosol erkldrbar: der Plasmamembran. Das Volumen der
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Plasmamembran ist im Vergleich zum Volumen des Cytosol nicht vernachlédssigbar. Das
durchschnittliche Volumen einer kultivierten Zelle betrdgt ca. 1000 fl (1 fl = 1 um?) [133].
Zwecks Veranschaulichung entspricht dies einem Kubus mit 10 pm Kantenldnge und 600 pm?
Oberflache. Mit 4 nm Zellmembrandicke ergibt sich ein Membranvolumen von 2,4 pm?
(Abb. 57).

600 um20berflache x 0,004 um Membrandicke

= 2,4 pm3Membranvolumen

10 pm

Abb. 57 Membranvolumen

Bei  Vernachldssigung intrazelluldirer =~ Kompartimente sowie cytosolischer und
membransténdiger Proteine ist das cytosolische Volumen ~ 415 fach groBer. Entsprechend
betrdgt das Membranvolumen 0,24 % des cytosolischen Volumens. Das Membranvolumen

bietet somit Kapazitit z.B. fiir die Akkumulation hydrophober Substraten.

Regulire Substrate, welche ins Cytosol translokiert werden, wiirden ein Akkumulationslimit
im Equilibrium erst bei viel hoher intrazellulairen Konzentrationen erreichen. Harnsdure wird

dieses Akkumulationslimit aufgrund der Loslichkeit nicht erreichen (1.2).

Die Experimente dieser Arbeit zeigten, dass SLC22A11 die E3S-Insertion in die
Plasmamembran katalysiert. Aufgrund der hydrophoben Steroidstruktur kann E3S leicht in die
Membran integriert werden und sich lateral bewegen, dhnlich wie Cholesterol, unter der
Voraussetzung, dass der hydrophile Sulfatrest nicht in die Membran gerichtet ist. Die E3S-
Freisetzung ist auch durch SLC22A11 vermittelt. Durch die Transstimulation der E3S-
Freisetzung mittels DHEAS kann dies erldautert werden (Abb.49, 50), da es sich bei einer
Transstimulation um einen aktiven Transport handelt. SLC22A11 inseriert E3S in die

Plasmamembran und translokiert Harnséure ins Cytosol.
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4.4 E3S als Substrat

E3S ist ein besonderes Substrat fiir SLC22A11 aufgrund der Membraninsertion im Vergleich
zur Harnsdure. Des Weiteren erkldrt dies die unterschiedlichen Konditionen beim
Transportmechanismus verglichen mit Harnséure, 6CF und Glutamat, welche experimentell

belegt wurden.

Es ist vorstellbar, dass E3S mit dem Transporter interagiert, leicht in den Transporter bewegt
wird und seitlich durch einen hydrophoben Spalt in die Membran inseriert wird. Tatsdchlich
gibt es Hinweise von Interaktionen hydrophober Substanzen mit Transmembransegmenten.
Nach Strukturanalysen interagiert Cholesterol mit den Transmembransegmenten des

Dopamintransporters (DAT) in Drosophila melanogaster (Abb. 58) [134].

Abb. 58 Dopamintransporter mit Cholesterol
Cholesterol interagiert mit Transmembransegment (TM) 5 & 7 des Drosophila melanogaster

Dopamintransporters. Dargestellt ist die Kristallstruktur. Modifiziert nach [134]
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Dieser Mechanismus konnte auf einem einfachen Strukturmotiv basieren und erkliaren, warum
E3S bei vielen nicht verwandten und unterschiedlichen Transportern als Substrat berichtet
wurde. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass E3S ein atypisches Substrat ist [83, 135]. In
MDCKII Zellen wurde der Transporter OATP4C1 analysiert. Hierbei wurden die Zellen mit
*H-E3S oder *H-Digoxin mit verschiedenen Digoxin- bzw. E3S-Konzentrationen inkubiert
(Abb. 59)[83]. Digoxin ist ein typisches Substrat von OATP4C1 [136-138]. Mit steigender
Digoxinkonzentration wurde eine Abnahme der E3S-Akkumulation demonstriert (Abb. 59 A),
umgekehrt jedoch nicht (B). Die Autoren schlussfolgern, dass E3S an einer anderen

Bindungsstelle als Digoxin bei OATP4C1 bindet.
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Abb. 59 E3S- und Digoxinaufnahme bei OATP4Cl1
Mit OAPT4C]1 transfizierte MDCKII Zellen und Kontrollzellen wurden mit 8,7 nM SH-E3S oder

42,6 nM *H-Digoxin fiir 2 min mit verschiedenen Digoxin- bzw. E3S-Konzentrationen inkubiert. Die
unspezifische Aufnahme der Kontrollzellen wurde subtrahiert. Mittelwert = SEM. n = 3. Modifiziert
nach [83].

In SER-Vesikel (engl. smooth endoplasmic reticulum, glattes ER) aus Hepatozyten der Ratte
wurde die Aufnahme fiir E3S, Taurocholat und Estradiol-178-glucuronid (E17B8G) mittels
Osmolaritétsplots untersucht [135]. Hierbei wurde die extravesikuldre Osmolaritdt durch
Steigerung der Sucrosekonzentration erhoht. Dies resultierte in einer geénderten
Geschwindigkeit beim Substrattransporter. Durch Erhohung der Osmolaritdt wurde die

Taurocholat und E17B8G-Akkumulation vermindert (Abb. 60 B, C). Die E3S-Akkumulation
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blieb unverdndert (Abb. 60 A). Die Autoren sahen als eine mogliche Erkldrung eine partielle

E3S-Insertion in die Vesikelmembran.
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Abb. 60 E3S-, Taurocholat- und E17BG-Akkumulation in ratSER-Vesikel

Die Akkumulation von E3S (5 uM), Taurocholat (1 uM) und E17BG (5 puM) iiber 10 min bei 37 °C
wurde mittels Osmolarititsplots in SER-Vesikel (engl. smooth ER, glattes ER) aus Hepatozyten der
Ratte untersucht. Die extravesikulire Osmolaritdit (Osm) wurde durch Zugabe von Sucrose

(50 — 800 mM) erhoht. Mittelwert + SD, modifiziert nach [135].

4.5 Fazit

In dieser Arbeit konnte eindeutig ein unidirektionaler Glutamat- und Aspartatefflux mittels
SLC22A11 demonstriert werden. Des Weiteren wurden essentielle Unterschiede im
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Transportmechanismus von E3S und Harnsdure dargestellt. Aufgrund der nicht linearen E3S-
Akkumulation im Equilibrium wird geschlussfolgert, dass E3S nicht ins Cytosol transporiert
wird, im Gegensatz zur Harnsdure. SLC22A11 katalysiert die Insertion und Extraktion von E3S
in die Plasmamembran (Abb. 61).

Estronsulfat

aullen

innen

Abb. 61 Graphische Zusammenfassung
Modifiziert aus [115].

4.6 Ausblick

Es wurden unterschiedliche Transportmechanismen fiir E3S und Harnsdure beim SLC22A11
in dieser Arbeit demonstriert. Des Weiteren wird u.a. aufgrund der limitierten E3S-
Akkumulation und der E3S-Struktur angenommen, dass SLC22A11 E3S in die Membran
inseriert. Ein direkter Nachweis von E3S in der Plasmamembran fehlt jedoch. Ein mogliches
Verfahren wire z.B. durch eine Extraktion der Membran nach Inkubation mit E3S und
anschlieender Beschichtung der Membranfragmente durch Nanopartikel [139-141]. Im
Gegensatz zu anderen Membranextraktionsverfahren [142, 143] wird bei diesem Verfahren
eine Dichtezentrifugation nicht zwingend durchgefiihrt. Angemerkt sei hierbei jedoch, dass
sowohl die Insertion als auch Extraktion von E3S durch SLC22A11 schnell vermittelt wird.
Dies sollte bei der Methodenwahl beriicksichtigt werden, um sicherzustellen, dass der
Transporter inaktiv und die Verfahrensdauer kurz ist. Durch Labelling mittels eines
Fluoreszenzsmolekiils mit E3S konnte eine visuelle Bestétigung erfolgen [144]. Jedoch jegliche

Anderungen an der E3S-Molekiilstruktur kdnnten Anderung in der Interaktion mit SLC22A11
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zu Folge haben. Des Weiteren wire eine Kristallstruktur von SLC22A11 in Interaktion mit E3S
vorteilhatft.

Neben SLC22A11 wurden mindestens 18 Transporter aus verschiedenen Familien postuliert,
welche E3S als Substrat aufnehmen (Tabelle 2, Seite 30). Aufgrund der in dieser Arbeit
dargestellten Transportunterschiede wire vielleicht eine weitere detailliertere Begutachtung
dieser 18 Transporter sinnvoll. Dies sollte im Vergleich zu anderen Referenzsubstraten dieser

Transporter durchgefiihrt werden.
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S Zusammenfassung

Estronsulfat alias Estron-3-sulfat (E3S) ist wesentlich gréBer und hydrophober als andere
typische Substrate der SLC22-Familie. Des Weiteren ist es verwunderlich, dass iiber 18 weitere
Transporter aus unterschiedlichen Familien berichtet wurde, welche E3S transportieren.
Deshalb wurde der Transportmechanismus von E3S durch SLC22A11 (OAT4) im direkten
Vergleich zur Harnsdure, einem wichtigen physiologischen Substrat, hinterfragt. Die
Expression von SLC22A11 in humanen 293-Zellen resultierte in einem starken
unidirektionalen Glutamat- und Aspartatefflux. Die E3S-Aufnahme war 20-fach schneller als
die Harnsdureaufnahme. Der Glutamatefflux wird durch extrazelluldres E3S inhibiert, jedoch
nicht durch Harnsdure. AuBBerdem ist der Glutamatefflux pH-abhingig. Nach Vorbeladung
wurde der E3S-Efflux durch extrazellulires Dehydroepiandrosteronsulfate (DHEAS)
transstimuliert, jedoch nicht die Harnséure- oder 6-Carboxyfluoresceinfreisetzung (6CF). Die
Equilibriumakkumulation von E3S wurde mittels Chloridsubstitution durch Gluconat 3-fach
gesteigert. Der entgegensetzte Effekt wurde bei der Harnsdureakkumulation und beim
Glutamatefflux beobachtet. Diese Resultate demonstrieren, dass SLC22A11 einen
unterschiedlichen Transportmechanismus fiir Harnsdure und E3S nutzt. Daher sollte E3S nicht
als Referenzsubstanz bei der Charakterisierung von SLC22A11 genutzt werden. Des Weiteren
war bei Equilibriumexperimenten die transportervermittelte Akkumulation von Harnsdure und
6CF linear. Im Gegensatz dazu war die E3S-Akkumulation bei gleichen Konzentrationen
hyperbolisch. Dies legt dar, dass SLC22A11 E3S in ein kleineres Kompartiment inseriert: die
Plasmamembran. Die Datenlage unterstiitzt, dass SLC22A11 ebenso E3S aus der Membran

extrahiert.
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6 Abstract

Estrone sulfate alias estrone-3-sulfate (E3S) is considerably larger and much more hydrophobic
than typical substrates of SLC22 transporters. It is puzzling that many otherwise unrelated
transporters have been reported to transport E3S. Here we scrutinized the mechanism of
transport of E3S by SLC22A11 (alias OAT4), by direct comparison with uric acid (UA), an
important physiological substrate. Heterologous expression of SLC22A11 in human 293 cells
gave rise to a huge unidirectional efflux of glutamate (Glu) and aspartate, as determined by LC—
MS/MS. The uptake of E3S was 20-fold faster than the uptake of UA. Yet, the outward transport
of Glu was inhibited by extracellular E3S, but not by UA. In addition, the efflux of Glu is pH-
dependent. After preloading the release of E3S was trans-stimulated by extracellular
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), but neither by UA nor 6-carboxyfluorescein (6CF).
The equilibrium accumulation of E3S was enhanced 3-fold by replacement of chloride with
gluconate, but the opposite effect was observed for UA accumulation and Glu efflux. These
results establish that SLC22A11 provides entirely different transport mechanisms for E3S and
UA. Therefore, E3S must not be used as a substitute for UA to assay the function of SLC22A11.
In equilibrium accumulation experiments, the transporter-mediated uptake was a linear function
of the concentration of UA and 6CF. By contrast, in the same concentration range the graph for
E3S was hyperbolic. This suggests that SLC22A11 inserts E3S into a small volume with limited
capacity, the plasma membrane. Our data support the notion that the reverse process, extraction

from the membrane, is also catalyzed by the carrier.

(text passages mostly cited [115]).
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Anhang

8 Anhang

8.1 Sequenzdaten zum phylogenetischen Stammbaum (Abb. 4)

Fiir die Erstellung des phylogenetischen Baumes wurden die Sequenzen entsprechend der
Verweise von HUGO bei Uniprot verwendet. Verwendete Eintridge aus der Uniprotdatenbank:
A6NK97, ATASC7, A6NKX4, 076082, Q96S37, Q9Y267, Q6T423, QI9HO15, Q4U2RS,
Q8IVMS, Q86VWI1, 015244, Q8TCC7, Q9Y226, Q8IZD6, Q96BI1, 015245, 075751,
Q8WUGS, Q9Y694, Q63ZE4, QINSAO0, Q8N4F4.

8.2 Sequenz des SLC22A11

Darstellt ist die SLC22A11-Sequenz aus dem verwendeten Konstrukt pEBTetLNC-SLC22A11.
Die Sequenz wurde positiv mit der Datenbank NCBI (Sequenz: CCDS 8074.1) verifiziert.

1 ATG GCG TTC TCG AAG CTC TTG GAG CAA GCC GGA GGC GTG GGC
TAC CGC AAG AGC TTC GAG AAC CTC GTT CGG CCT CCG CAC CCG
A A G G G

1F M F S K L L E Q Vv

43 CTC TTC CAG ACC CTG CAG GTG CTC ACC TTC ATC CTC CCC TGC
GAG AAG GTC TGG GAC GTC CAC GAG TGG AAG TAG GAG GGG ACG
T T P C

15k L F Q L Q \ L F | L

gs CTC ATG ATA CCT TCC CAG ATG CTC CTG GAG AAC TTC TCA GCC
GAG TAC TAT GGA AGG GTC TAC GAG GAC CTC TTG AAG AGT CGG

29F L M | P S Q M L L E N F S A

127 GCC ATC CCA GGC CAC CGA TGC TGG ACA CAC ATG CTG GAC AAT
CGG TAG GGT CCG GTG GCT ACG ACC TGT GTG TAC GAC CTG TTA
H H L D

43F A I P G R C W T M N

160 GGC TCT GCG GTT TCC ACA AAC ATG ACC CCC AAG GCC CTT (TG
CCG AGA CGC CAA AGG TGT TTG TAC TGG GGG TTC CGG GAA GAC
A T P A

57F G S \ S T N M K L L

211 ACC ATC TCC ATC CCG CCA GGC CCC AAC CAG GGG CCC CAC CAG
TGG TAG AGG TAG GGC GGT CCG GGG TTG GTC CCC GGG GTG GTC

71T I S I P P G P N Q G P H Q
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