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1 Zusammenfassung

Damit ein Arzneistoff wirken kann, muss er in einer ausreichenden Konzentration
am Wirkort vorliegen. Bis vor einigen Jahren wurde angenommen, dass vor allem
die physikochemischen Moleklleigenschaften (Gro3e, Lipidldslichkeit und
Ladung) die Permeabilitat durch Membranen beeinflussen (Lipinski et al. 2001)
und die Substanzen Uberwiegend aufgrund passiver Diffusion in die Zellen
gelangen.

In den letzten Jahren wurde nun zunehmend die Bedeutung von Aufnahme- und
Efflux-Transportproteinen fir die Pharmakokinetik von Arzneistoffen erkannt.
Mithilfe dieser Transporter kbnnen Substanzen Membranbarrieren Uberwinden
oder Gewebe vor toxischen Substanzen geschitzt werden. Um die Funktion
dieser Transportproteine besser verstehen zu kdnnen, werden Untersuchungen
zur Expression, Lokalisation, Regulation und Funktion dieser Transporter
durchgeflhrt. Eine wichtige Transportproteinfamilie fur die intrazellulare Aufnahme
von Arzneistoffen bilden die Organic Anion Transporting Polypeptides (OATPS),
von denen einige humane Vertreter in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.
Thema des ersten Teilprojekts dieser Arbeit war es, Erkenntnisse Uber die
Lokalisation und Funktion des im Magen des Menschen exprimierten
Prostaglandintransporters OATP2A1 zu erlangen. Neben der erstmaligen
Untersuchung der Lokalisation in der Magenschleimhaut wurde auch der Einfluss
von Cyclooxygenaseinhibitoren auf die Funktion dieses Prostaglandintransporters
untersucht, da bislang Uber die Bedeutung dieses Aufnahmetransporters fur
pathophysiologische Vorgange im Gastrointestinaltrakt des Menschen wenig
Daten vorhanden waren. So war bisher lediglich bekannt, dass
Cyclooxygenaseinhibitoren die PGE,-synthetisierenden Enzyme COX-1 und COX-
2 hemmen und somit die zellularen PGEz-vermittelten Effekte modifizieren
kénnen. Mdglicherweise kdnnen Cyclooxygenaseinhibitoren aber auch Uber die
Hemmung des OATP2A1-vermittelten Transports, welcher wahrscheinlich fur die
Wiederaufnahme von PGE; in die Zelle verantwortlich ist, die PGE,-vermittelten
zellularen Effekte beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass OATP2Al in der

Schleimhaut des humanen Magens in den saureproduzierenden Magendriisen



sowohl im Zytosol als auch luminal (apikal) lokalisiert ist. Des Weiteren konnte
mittels einer OATP2Al-exprimierenden Zelllinie gezeigt werden, dass bestimmte
Cyclooxygenaseinhibitoren den OATP2A1l-vermittelten Transport inhibieren,
andere aber auch stimulieren kdnnen. Zusatzlich zur Cyclooxygenasehemmung
durch die NSAIDs ist diese Modifikation der Transportfunktion moglicherweise flr
die unterschiedliche Haufigkeit von gastrointestinalen Nebenwirkungen wie
Ulzerationen und Blutungen verantwortlich.

Das zweite Teilprojekt der Arbeit beschaftigte sich mit dem Einfluss von
Flavonoiden auf die intestinale Arzneistoffaufnahme durch die Hemmung der
OATP-Transporter OATP1A2 und OATP2B1. Flavonoide zahlen neben den
Anthocyanen zu den am haufigsten vorkommenden Polyphenolen in Gemuse,
Obst und in Lebensmittelzubereitungen wie Tee, Wein und Saften. Sie sind
ebenso Bestandteile zahlreicher Nahrungsergdnzungsmittel und pflanzlicher
Arzneimittel. Der Einfluss von Flavonoiden auf intestinale arzneistoff-
metabolisierende Enzyme und Arzneistofftransporter spielt mdoglicherweise eine
gro3e Rolle, da die intraluminale Flavonoid-Konzentration von z.B. Apigenin,
Kaempferol und Quercetin im Darm ausreichend hoch sein kann, um den
intestinalen Arzneistoff-Metabolismus und -Transport im Darm zu beeinflussen. So
konnte bereits gezeigt werden, dass das Flavonoid Naringin, das im Grapefruitsaft
enthalten ist, die intestinale Aufnahme des Antihistaminikums Fexofenadin durch
die Inhibition des Aufnahmetransporters OATP1A2 beeinflusst (Glaeser et al.
2007). Dies fuhrt zu einer verringerten Flache unter der Plasmakonzentrations-
Zeit-Kurve (AUC) des OATP1A2-Substrats Fexofenadin, wenn Grapefruitsaft
gleichzeitig mit Fexofenadin eingenommen wird.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Flavonoide Apigenin, Kaempferol und
Quercetin, die alle Bestandteile verschiedener Nahrungsmittel und
Nahrungserganzungsmittel, wie z.B. Ginkgo biloba-Zubereitungen, Zwiebeln,
Erdbeeren und Apfeln sind, den OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten Transport
von Substraten in die Zelle durch einen kompetitiven Mechanismus inhibieren
konnen. Das weist darauf hin, dass Lebensmittel und pflanzliche Arzneimittel, die
diese Flavonoide enthalten, fir Lebensmittel- oder Arzneimittelinteraktionen
verantwortlich sein kénnten.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss

konservierte positiv-geladene Lysin- und Arginin-Reste in Transmembranhelices
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auf die Transportaktivitdit des hepatisch exprimierten Aufnahmetransporters
OATP1B3 haben. Mittels zielgerichteter Mutagenese wurden in der humanen
OATP-Familie  konserviert vorkommende, positiv-geladene  Aminosauren
ausgetauscht und die Veranderungen in der Transportaktivitat von OATP1B3
untersucht. Die transportkinetischen Daten wurden durch eine strukturelle
Modellierung des OATP1B3-Proteins unterstitzt. Dabei zeigte sich, dass die
positiven Ladungen an den Positionen 41 und 580 wichtig fir den Transport von
Substraten durch OATP1B3 sind. Jedoch zeigte sich durch die strukturelle
Modellierung auch, dass ebenso wie die Ladung auch die Orientierung der
Aminosauren Lysin 41 und Arginin 580 eine wichtige Rolle fur die funktionelle
Transportaktivitat des OATP1B3-Aufnahmetransporters spielt.

Insgesamt belegen diese in vitro-Arbeiten die Bedeutung der Aufnahme-
Transportproteine der OATP-Familie fur Arzneimittel-Wechselwirkungen. Diese
Erkenntnisse kdnnen zum Verstandnis tUber die Resorption von Arzneimitteln im
Dunndarm und in der Leber und zur Vermeidung von Nebenwirkungen von

Arzneimitteln beitragen.
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2 Summary

It has been shown that drugs have to reach sufficient concentrations at the site of
pharmacological action to be pharmacologically effective. Just a few years ago it
was assumed that the physiochemical characteristics of a molecule alone are
relevant for the ability of substances to cross cell membranes. Several studies in
recent years have now demonstrated that specific transport proteins in plasma
membranes are important for the uptake, distribution, and elimination of drugs.
Such transport proteins mediate the transport of substances across membrane
barriers or tissues. For a better understanding of the function of these transporters,
the expression, localization, regulation, and function of these transporters is
currently under intensive investigation. One important transporter family for cellular
drug uptake is the OATP family (organic anion transporting polypeptides).

In the first part of this thesis it was investigated, in which cells OATP2A1, formerly
termed prostaglandin transporter (PGT), is expressed in the upper gastrointestinal
tract. Furthermore, the potential impact of cyclooxygenase inhibitors on OATP2A1-
mediated transport was investigated. Until today the relevance of this transporter
for drug transport and for physiological and pathophysiological processes in the
human gastrointestinal tract has hardly been discussed. In this study it could be
demonstrated that OATP2A1 is expressed in the neck region and deep pyloric
glands of the antrum and in parietal cells of the gastric corpus. Furthermore, it was
shown that various cyclooxygenase inhibitors are also inhibitors or stimulators of
the OATP2Al-mediated uptake. These results suggest that these effects may
contribute to differences in the gastrointestinal side effects of cyclooxygenase
inhibitors, such as ulcerations and bleedings.

In the second part of this thesis the impact of flavonoids on the intestinal uptake of
drugs mediated by OATP1A2 and OATP2B1 was investigated. Flavonoids
represent the most abundant polyphenoles in vegetables, fruits, tea, wine, and
juices. They are also constituents of various dietary supplements or herbal drugs.
The impact of flavonoids on intestinal drug metabolizing enzymes and transporters
is of special interest because the intraluminal concentrations of flavonoids such as
apigenin, kaempferol, and quercetin can reach sufficient concentrations to modify

the intestinal drug metabolism and transport. The presented data show that the
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flavonoids apigenin, kaempferol, and quercetin can inhibit the OATP1A2- and
OATP2B1-mediated uptake of substrates into cells by a competitive mechanism.
The inhibition of these transporters indicates that the modification of the transport
activity may be a mechanism for food-drug or drug-drug interactions.

In the third part of this thesis the role of conserved positively charged lysine and
arginine amino acids in transmembrane helices for the OATP1B3-mediated uptake
was investigated. Using site-directed mutagenesis, lysine and arginine residues
were replaced by other amino acids to investigate their impact on OATP1B3
transport activity. Data of kinetic studies were supported by a structural modeling
of OATP1B3. Here it was shown that the positive charges at positions 41 and 580
in OATP1B3 are important for transport activity of OATP1B3. In addition the
structural modeling indicated that also the orientation of the amino acids lysine 41
and arginine 580 is important for the functional activity of the OATP1B3 uptake
transporter.

Taken together these in vitro-studies show the importance of organic anion
transporting polypeptides for drug-drug interactions. These findings may contribute
to a better understanding of drug absorption in the small intestine and the liver and
of the prevention of side effects of drugs.
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3 Einleitung

3.1 Bedeutung von Transportproteinen fir die Pharma kokinetik
von Arzneimitteln

3.1.1 Der intestinale und hepatische Arzneistoffmet  abolismus und
-transport

Die Wirkung eines Arzneistoffs ist das Ergebnis zahlreicher, komplexer Vorgange
in einem Organismus. Zur Pharmakokinetik, also der Konzentrationsveranderung
von Arzneistoffen im Organismus Uber die Zeit, gehdren drei Teilprozesse: die
Resorption, also die Aufnahme eines Arzneistoffs in den Organismus, der
Stoffwechsel und die Ausscheidung eines Arzneistoffs oder dessen
Stoffwechselprodukte aus der Leber in die Galle oder der Niere in den Urin
(Abbildung 1).

Aufnahme Stoffwechsel éEIimination

© -———4:}0{:}

Arzneistoff Stoffwechselprodukt

Organ

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Teilproze sse der Pharmakokinetik.

Damit der Organismus lipophile Substanzen leichter wieder ausscheiden kann,
werden diese in einem Stoffwechselschritt in hydrophilere, leichter renal
ausscheidbare Substanzen umgewandelt. Die Umwandlungsprozesse erfolgen vor
allem in der Leber, aber auch in anderen Organen (z.B. im Darm, in der Niere, der
Lunge). Die fur den Metabolismus verantwortlichen Enzyme sind nicht nur an der
Biotransformation von Xenobiotika, sondern auch an Stoffwechselprozessen
korpereigener Stoffe (z.B. von Steroidhormonen und Gallenséauren) beteiligt. Man
unterteilt die Stoffwechselprozesse in zwei Reaktionstypen. In Phase-I-Reaktionen

14



werden Substanzen oxidativ, reduktiv oder hydrolytisch verandert, wahrend in den
Phase-ll-Reaktionen eine Konjugation der Substanz oder ihres Metaboliten mit
einer hydrophilen Gruppe, wie z.B. Glucuronsaure oder einem Sulfat-Rest, erfolgt.
Von besonderer Bedeutung fur die Biotransformation sind Oxidationsreaktionen,
die durch Monooxygenasen, die Hamproteine vom Typ des Cytochrom P-450
enthalten, vermittelt werden (Hasler 1999). Diese Cytochrom P-450-Enzyme
(CYPs), z.B. CYP3A4, kommen vor allem in der Leber vor, konnten aber auch in
anderen Organen, z.B. dem Dunn- und Dickdarm, nachgewiesen werden (Watkins
et al. 1987). So konnen Cytochrom P-450-Enzyme in Epithelzellen des
Dunndarms (Enterozyten) die Bioverfluigbarkeit von oral verabreichten Substanzen
wesentlich beeinflussen.

Oral applizierte Arzneistoffe gelangen nach der Aufnahme aus dem Darmlumen in
die Enterozyten, wo sie einer ersten Metabolisierungsreaktion unterzogen werden
konnen. Danach gelangen die Substanzen oder ihre Metabolite Uber das
Pfortaderblut in die Leber, wo sie in die Hepatozyten aufgenommen werden. Bevor
also ein Uber die Dunndarmschleimhaut resorbierter Arzneistoff das Herz und von
dort aus den systemischen Blutkreislauf erreicht, muss er die Leber passieren. Fur
die Wirkung des Arzneistoffes im Korper ist ausschlaggebend, welcher Anteil des
Arzneistoffes bei der ersten Passage durch den Dunndarm und die Leber
metabolisiert und danach z.B. Uber die Galle ausgeschieden wird. Diesen Vorgang
nennt man First-pass-Effekt.

Die orale Bioverfugbarkeit wird aber nicht nur durch die Verstoffwechselung der
Arzneistoffe limitiert, sondern auch durch die proteinvermittelte Aufnahme in die
Zelle und die abschlielBende proteinvermittelte Elimination aus der Zelle. Bis vor
einigen Jahren wurde noch angenommen, dass vor allem die physikochemischen
Eigenschaften (Molekulgrof3e, Lipidloslichkeit und Ladung) die Permeabilitat eines
Molekuls durch Membranen beeinflussen (Lipinski et al. 2001) und die Substanzen
Uberwiegend durch passive Diffusion in die Zellen gelangen. Erst in den letzten
Jahren wurde zunehmend die Bedeutung von Aufnahme- und Efflux-
Transportproteinen fur die Pharmakokinetik von Arzneistoffen erkannt. Diese
Transporter spielen fur die Aufnahme, Verteilung und Elimination von
Arzneistoffen und auch von korpereigenen Substanzen eine grol3e Rolle
(Hagenbuch et al. 2004; Konig et al. 2006; Glaeser et al. 2008).
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In den Geweben des menschlichen Korpers wird eine Vielzahl verschiedener
Transportproteinen exprimiert. Fir den gerichteten Transport von Arzneistoffen
durch zellulare Barrieren sind vor allem zwei Transporter-Superfamilien
verantwortlich: die ATP-Binding-Cassette-Superfamilie (ABC-Transporter) und die
Solute-Carrier-Superfamilie  (SLC-Transporter) (Giacomini et al. 2010). In
Abbildung 2 sind einige fir den Arzneistofftransport relevante Transportproteine
der ABC-Familie (siehe 3.1.2Effluxtransporter) und der SLC-Familie (siehe 3.1.3)
sowie deren zellulare Lokalisation in den Membranen eines Enterozyten und

Hepatozyten gezeigt. Die einzelnen Transporter werden weiter unten beschrieben.

Darmlumen

P-gp OATP1A2  OCT3

MRP2
BCRP OATP2B1
Enterozyt
MRP3
(. ) &
Blut
OAT2 OATP1B1 MRP3
OCT1 OATP1B3 MRP4
OATP2B1 MRP6
P-gp
Hepatoz
MRP2 p yt
BCRP

\E Galle

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lokalisat ion von Aufnahmetransportern (blau:
OATPs, OATs und OCTs) und Effluxtransportern (grau: P-gp: P-Glykoprotein, MRP2:
Multidrug Resistance Protein 2) im Enterozyt und He  patozyt.

So kénnen Substanzen aus dem Darmlumen entweder Uber passive Diffusion
oder Uber apikal lokalisierte Aufnahmetransporter, wie z.B. OATP1A2 und

OATP2B1, in den Enterozyten aufgenommen werden. Anschlielend kénnen diese
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Substanzen oder ihre Metabolite aus den Enterozyten lber basolateral exprimierte
Effluxtransporter, wie z.B. MRP3, in das Pfortaderblut abgegeben werden. Nach
Erreichen der Leber Uber die Pfortader werden sie haufig Gber verschiedene,
basolateral lokalisierte Aufnahmetransporter, wie z.B. OATP1B1 oder OATP1B3,
in den Hepatozyten aufgenommen. Nachfolgend konnen die aufgenommenen
Substanzen und deren Metabolite tber apikal lokalisierte Effluxtransporter (z.B.
MRP2 oder P-Glykoprotein) in die Galle eliminiert werden oder Uber basolateral
lokalisierte Effluxtransporter (MRP3, 4, 6) zurtick in den systemischen Blutkreislauf

gelangen.

3.1.2 Effluxtransporter

Die Transportproteine der ABC-Superfamilie nutzen Energie aus der ATP-
Hydrolyse und sind daher primar-aktive Transporter. Sie kdnnen damit Substrate
gegen einen Konzentrationsgradienten aus der Zelle transportieren. Inzwischen
wurden 49 humane ABC-Transportproteine identifiziert, die in 7 Familien gruppiert
wurden (ABCA-ABCG) (http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm). ABC-Transporter
sind in der Lage zahlreiche endogene Substrate, viele Arzneistoffe und deren
Metabolite zu transportieren (Schinkel et al. 2003). Die Lokalisation und Substrate
einiger fur die Pharmakokinetik wichtiger ABC-Transporter findet sich in Tabelle 1
und Abbildung 2.

Tabelle 1: Fiir den Arzneistofftransport wichtige AB

ausgewahlte Substrate (GI-Trakt: Gastrointestinaltr ~ akt).

C-Transporter, ihre Lokalisation und

Protein - Gen- Lokalisation Substr ate
bezeichnung bezeichnung
P-Glykoprotein ABCB1 GI-Trakt, Leber, B-Adrenozeptorenblocker,
(P-gp, MDR1) Niere, Blut-Hirn- Zytostatika, HIV-Protease-
Schranke Inhibitoren, u.v.m.
MRP2 ABCC2 Gl-Trakt, Leber, Leukotrien-C,4, Glukuronide,
Niere Glutathionkonjugate, Sulfate,
Indinavir, Ritonavir,
Pravastatin
MRP3 ABCC3 GI-Trakt, Leber, wie ABCC2
Niere
MRP4 ABCC4 ubiquitar Nukleosid-Analoga, cGMP,
cAMP, ADP, 6-Mercaptopurin,
Methotrexat
BCRP ABCG2 Gl-Trakt, Leber, Camptothecin, Methotrexat,
Blut-Hirnschranke Mitoxantron, Topotecan,
Imatinib
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Aus der Gruppe der Effluxtransporter ist P-Glykoprotein besonders gut untersucht,
das im Rahmen von Untersuchungen Uber die Resistenzentwicklung von Tumoren
gegen Zytostatika entdeckt wurde. Die Uberexpression von P-Glykoprotein in
Tumorzellen ist eine wichtige Ursache fiur das verminderte Ansprechen auf
Zytostatika, die sogenannte Mehrfach-Resistenz (multidrug resistance; MDR).
Nach ihr wurde auch das MDR-1-Gen (neue Nomenklatur: ABCB1), das flr
P-Glykoprotein kodiert, benannt. Die tumorbedingte, erhthte Expression von
P-Glykoprotein im Tumorgewebe flhrt dazu, dass Zytostatika aus der Tumorzelle
vermehrt eliminiert werden und diese dann keine ausreichende intrazellulare
Wirkkonzentration mehr im Tumorgewebe erreichen. Weiterhin ist P-Glykoprotein
auch an der Elimination von zahlreichen Xenobiotika aus Hepatozyten und
proximalen Tubuluszellen in die Galle und den Urin beteiligt.

Ebenso schutzt P-Glykoprotein durch seine luminale Expression viele Organe vor
dem Eindringen schadlicher Fremdstoffe. So wird das Gehirn durch die
Expression von P-Glykoprotein in der Blut-Hirn-Schranke geschitzt. Aber auch
der gesamte Korper wird durch die Expression von P-Glykoprotein im Darm vor
dem Eindringen potentiell toxischer Substanzen bewahrt.

Die Modifikation der P-Glykoprotein-Funktion ist ein wichtiger, neu entdeckter
Mechanismus von Arzneimittel-Wechselwirkungen. Diese Wechselwirkungen
konnen auftreten, wenn zwei gleichzeitig verabreichte Arzneistoffe vom selben
Transporter transportiert werden oder mit diesen interagieren. So weist z.B. das
Herzglykosid Digoxin, das beim Menschen nicht verstoffwechselt wird, klinisch
relevante Interaktionen mit anderen Arzneistoffen (z.B. dem Antiarrhythmikum
Chinidin) auf (Fromm et al. 1999). Chinidin inhibiert den P-Glykoprotein-
vermittelten Digoxin-Efflux und vermindert so die renale und die bilidre Elimination
von Digoxin, das normalerweise Uber P-Glykoprotein eliminiert wird. Die Digoxin-
Plasmakonzentration kann somit um mehr als das Doppelte ansteigen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass genetische Varianten in bestimmten
Transportproteinen zu Erkrankungen beim Menschen flhren. So verursachen z.B.
Mutationen im ABCC2-Gen, das fur den Effluxtransporter MRP2 kodiert, das
Dubin-Johnson-Syndrom, bei der das konjugierte Bilirubin aufgrund eines
funktionsunfahigen MRP2 nicht mehr aus den Hepatozyten in die Galle eliminiert

werden kann und es zu einer Gegenregulation (Hochregulation des basolateral
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exprimierten MRP3) und nachfolgend zu einer Hyperbilirubindmie kommt
(Kartenbeck et al. 1996).

3.1.3 Aufnahmetransporter

Die Transportproteine der SLC-Superfamilie vermitteln den Transport von
Substanzen durch eine Membranbarriere. Dieser Vorgang lauft als erleichterte
Diffusion ohne ATP-Verbrauch ab. SLC-Transporter sind am Transport zahlreicher
kationischer, anionischer oder ungeladener, endogener Substrate und Xenobiotika
beteiligt. In Abhangigkeit von Transportprotein und Substrat kann der Transport
auch bidirektional erfolgen. So sind SLC-Transporter z.B. fur die Aufnahme von
Substanzen aus dem Darmlumen in die Enterozyten oder fur die Aufnahme von
Substanzen aus dem Pfortaderblut in die Hepatozyten verantwortlich [(Schuster
2002; Konig et al. 2006; Glaeser et al. 2008), siehe Abbildung 2].

Bisher wurden 368 humane SLC-Transporter identifiziert, die in 48 Familien

eingeteilt sind [(Hediger et al. 2004) http://www.bioparadigms.org/sic/menu.asp].

Tabelle 2: Fiir den Arzneistofftransport wichtige SL C-Transporter, ihre Lokalisation und
ausgewahlte Substrate.

Proteinbezeichnung | Genbezeichnung endogene Arzneistoffe
Substrate

OATP1A2 SLCO1A2 Gallensauren Fexofenadin

OATP1B1 SLCO1B1 Gallenséauren, HMG-CoA-
Ostrogenmetabolite, Reduktaseinhibitoren,
Bilirubin ACE-Inhibitoren,

Cyclosporin A
OATP1B3 SLCO1B3 Gallenséauren, HMG-CoA-

Ostrogenmetabolite | Reduktaseinhibitoren,
Herzglykoside, AT;-
Antagonisten

OATP2A1 SLCO2A1 Prostaglandine -

OATP2B1 SLCO2B1 Gallensauren, HMG-CoA-
Steroidmetabolite Reduktaseinhibitoren

OAT2 SLC22A7 cGMP Tetracyclin

OCT1 SLC22A1 Prostaglandin E, Nukleosidanaloga

Von besonderem Interesse fir den Arzneistofftransport sind die SLC21 (SLCO)-
Familie und die SLC22-Familie. In der SLC21-Familie sind u.a. die 11 humanen
Organic Anion Transporting Polypeptide-Transporter (OATPs) zusammengefasst
(siehe 3.2). Die SLC22-Familie (organic cation/ anion/ zwitterion transporter)
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umfasst u.a. Mitglieder der organischen Kationentransporter (organic cation
transporter, OCTs) und der organischen Anionentransporter (organic anion
transporter, OATS).

Eine Auswahl der fir den Arzneistofftransport wichtigen SLC-Transporter, ihre

Lokalisation und ausgewahlte Substrate finden sich in Tabelle 2 und Abbildung 2.

3.2 Die OATP-Aufnahmetransporter-Familie - Organic ~ Anion

Transporting Polypeptides

Die Familie der OATP-Aufnahmetransporter (organic anion transporting

polypeptides) zahlt zu Natrium-unabhangigen Transportproteinen, welche die
transmembranare Aufnahme vieler verschiedener amphipathischer, endogener
und exogener organischer Verbindungen, wie zum Beispiel Gallensalze,
Arzneistoffe und andere Xenobiotika

Steroidkonjugate, Thyroidhormone,

vermitteln (Konig et al. 2006).

Tabelle 3: SLCO-Transporter, ihre Lokalisation und Substrate
(http://www.bioparadigms.org/slc/menu.asp).

Protein - Gen- Lokalisation Substrate
bezeichnung bezeichnung
OATP1A2 SLCO1A2 Gehirn, Niere, Leber, | Gallensalze, organische
Ziliarkorper, Darm Anionen, Arzneistoffe
OATP1B1 SLCO1B1 Leber Gallensalze, organische
Anionen, Arzneistoffe
OATP1B3 SLCO1B3 Leber, Gallensalze, organische
Krebszelllinien Anionen
OATP1C1 SLCO1C1 Gehirn, Hoden, T4, T3, rT3, BSP
Darm, Niere
OATP2A1 SLCO2A1 ubiquitar Prostaglandine
OATP2B1 SLCO2B1 Leber, Plazenta, Estron-3-Sulfat, DHEAS, BSP,
Ziliarkorper, Darm Arzneistoffe
OATP3A1 SLCO3A1 Hoden, Herz, Gehirn, | Estron-3-Sulfat, Prostaglandin
Ovar
OATP4A1 SLCO4A1 ubiquitar Taurocholat, T3, Prostaglandin
E>
OATP4C1 SLCO4C1 Niere Digoxin, Ouabain,
Schilddriisenhormone,
Methotrexat
OATP5A1 SLCO5A1 - -
OATP6A1 SLCO6A1 Hoden -

Die humane OATP-Familie besteht aus elf Mitgliedern, die in sechs Unterfamilien
eingeteilt werden (OATP1-OATP6). Das Gensymbol wird mit ,SLCO" abgekurzt,
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die Proteine tragen das Préfix ,OATP* (Tabelle 3). Die humanen OATPs bestehen
aus 643 (OATP2A1) bis 722 (OATP4A1) Aminosauren (Lu et al. 1996; Tamai et al.
2000). Die Gene befinden sich auf Chromosom 3 (SLCO2A1), 5 (SLCO4C1,
SLCO6A1), 8 (SLCO5A1), 11 (SLCO2B1), 12 (SLCO1A2, SLCO1B1, SLCO1B3,
SLCO1C1), 15 (SLCO3A1) und 20 (SLCO4A1).

Alle OATPs besitzen eine Grundstruktur aus 12 Transmembrandoménen, wobei
sowohl das C- als auch das N-terminale Ende intrazellular lokalisiert sind. Dartber
hinaus befindet sich zwischen den Transmembrandomanen 9 und 10 die grof3e
extrazellulare Doméane 5 (Hagenbuch et al. 2003; Hanggi et al. 2006), die zehn
konservierte Cystein-Reste enthalt. Am Ubergang der extrazellularen Schieife 3
zur Transmembrandoméne 6 befindet sich auf3erdem eine Konsensus-Sequenz,
eine Abfolge von Aminosauren, die in allen OATPs in ahnlicher Form vorhanden
ist. Konservierte, geladene Aminoséauren finden sich innerhalb vor allem in den
Transmembrandoménen 2, 11 und 12 (Hagenbuch et al. 2003). Aufgrund von
computergenerierten, dreidimensionalen Proteinmodellen postulierten Meier-Abt
und Kollegen eine zentrale, positiv-geladene Pore, durch die negativ-geladene
Substrate mittels eines Kippmechanismus transportiert werden (Meier-Abt et al.
2005).

Der Transport der Substrate erfolgt Natrium-unabhangig (Jacquemin et al. 1994,
Kullak-Ublick et al. 1997; Noe et al. 1997; Walters et al. 2000). Als mdglicher
Transportmechanismus wird ein Anionenaustausch diskutiert. Der Transport
erfolgt zum Teil pH-abhangig (Leuthold et al. 2009) und elektroneutral (Satlin et al.
1997). Bei den Substraten handelt es sich in der Regel um anionische,
amphipathische Moleklle mit einem relativ hohen Molekulargewicht (>450 Da).
Viele Substrate sind im Blut an Albumin gebunden (Hagenbuch et al. 2004).
Obwohl OATP1B1 und OATP1B3 hauptsachlich in der Leber vorkommen, sind die
meisten anderen OATPs in verschiedenen Geweben des Koérpers exprimiert. So
finden sich diese Transporter zum Beispiel auch im Gehirn, in der Lunge, im
Herzen, im Darm, in der Niere, in der Plazenta und in den Hoden (Tamai et al.
2000; Hagenbuch et al. 2004).

Einige OATPs sind aber nicht nur fur die Aufnahme verschiedener exogener und
endogener Substanzen verantwortlich, sondern spielen auch beim Auftreten von
Arzneimittelnebenwirkungen eine Rolle. So ist zum Beispiel der natirlich

vorkommende genetische Polymorphismus 521T>C im SLCO1B1 Gen, das fir
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den hepatischen OATP1B1-Transporter kodiert, mit einem erhdhten Risiko fir das
Auftreten von Nebenwirkungen (Myopathien) bei der Therapie mit lipidsenkenden
Arzneimitteln (HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren) assoziiert (Link et al. 2008). HMG-
CoA-Reduktaseinhibitoren werden normalerweise Uber OATP1B1 in den
Hepatozyten, ihren Wirkort, aufgenommen sowie ihrer Metabolisierung und
Elimination zugefuihrt. Ein mutiertes OATP1B1-Transportprotein kann die HMG-
CoA-Reduktaseinhibitoren nicht mehr effizient in die Hepatozyten aufnehmen und
sie reichern sich im Plasma und im Skelettmuskel an, wo sie zu Myopathien und
Rhabdomyolyse fiihren konnen.

Weiterhin  kénnen OATPs an Wechselwirkungen zwischen gleichzeitig
verabreichten Arzneistoffen und Nahrungsmitteln beteiligt sein. So ist zum Beispiel
im Dinndarm des Menschen der in der apikalen Membran der Enterozyten
exprimierte Aufnahmetransporter OATP1A2 fur eine Interaktion zwischen dem
Arzneistoff Fexofenadin und Grapefruitsaft verantwortlich (Glaeser et al. 2007).
Das im Grapefruitsaft vorkommende Flavonoid Naringin fuhrt dabei zu einer
verringerten OATP1A2-vermittelten Aufnahme von Fexofenadin in den Kérper
(siehe 3.2.2.3).

Jedoch kann die Funktion von Aufnahmetransportern nicht nur durch Hemmung,
z.B. durch Grapefruitsaft, modifiziert werden. In vitro konnte gezeigt werden, dass
10 uM Rosiglitazon zu einer Stimulation der OATP1B1- und OATP1B3-vermittelte
Pravastatinaufnahme fihrt. Bei hoheren Rosiglitazon-Konzentrationen (100 uM)
zeigte sich dagegen eine Hemmung der Transportaktivitat (Bachmakov et al.
2008).

3.2.1 1. Teilprojekt

3.2.1.1 OATP2A1

Das humane OATP2A1-Protein (organic anion transporting polypeptide), auch
Prostaglandintransporter PGT genannt, besteht aus 643 Aminosauren und besitzt
ein Molekulargewicht von 70 kDa. Oatp2al wurde erstmals 1995 in Ratten
identifiziert (Kanai et al. 1995). Obwohl das humane OATP2A1 urspringlich 1996
aus einer Nieren-cDNA-Bank kloniert wurde (Lu et al. 1996), ist es ubiquitar

exprimiert (Tamai et al. 2000). Die hochste mMRNA-Expression ist im Herzen, im
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Skelettmuskel und Pankreas nachweisbar. Topper und Kollegen (Topper et al.
1998) zeigten eine endotheliale Expression von OATP2A1.

Die Funktion von OATP2A1 wurde hauptsachlich in transient transfizierte HelLa-
Zellen untersucht. Dort wurde gezeigt, dass es verschiedene Prostaglandine
(Prostaglandin D, Prostaglandin E;, Prostaglandin E,, Prostaglandin F,y) und
Thromboxan B, mit unterschiedlichen Affinitaten (Lu et al. 1996) transportiert. Die
Michaelis-Menten-Konstante (K,) liegt dabei fiir die meisten Substrate im Bereich
von 50 bis 500 nM (Schuster 1998; Schuster 2002).

Man nimmt an, dass OATP2A1 fur die Termination der Prostaglandinwirkungen
verantwortlich ist (Abbildung 3), indem es die zellulare Wiederaufnahme der
Prostaglandine in die Zellen und somit deren nachfolgende Oxidation im
Cytoplasma ermdglicht (Pitt et al. 1983; Schuster 1998; Nomura et al. 2004). Eine
Studie von Nomura und Kollegen zeigte, dass die zellulare Wiederaufnahme von
Prostaglandinen einen entscheidenden Schritt in der metabolischen Inaktivierung
darstellt, da dadurch die Prostaglandine den abbauenden Enzymen, wie z.B. der
Prostaglandin-15-dehydrogenase (PGDH), zugefuihrt werden (Abbildung 3)
(Schuster 1998; Schuster 2002; Nomura et al. 2004; Nomura et al. 2005).
Weiterhin postulierten die Autoren ein Modell, in dem die Synthese, die
Freisetzung, die Wiederaufnahme und die Oxidation der Prostaglandine in
denselben Tubuluszellen der Niere stattfinden - jedoch in verschiedenen
Kompartimenten (Nomura et al. 2005). Mdglichweise ist OATP2A1 auch an der
Verteilung der Prostaglandine innerhalb einer Zelle beteiligt. Die genaue
physiologische und pathophysiologische Bedeutung von OATP2AL1 ist noch nicht
abschlieRend geklart.

3.2.1.2 Prostaglandine und nicht-steroidale Antiphl  ogistika

Nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs), wie z.B. Acetylsalicylsaure, haben eine
entztindungshemmende Wirkung. Sie verringern Symptome von
Entzindungsprozessen  wie  Schmerz und  Schwellung, senken in
unterschiedlichem Ausmal3 Fieber und hemmen die Thrombozytenaggregation.
Sie wirken Uber die Blockade der Enzyme Cyclooxygenase (COX) 1 und 2 und
verhindern dadurch die Synthese von Eicosanoiden. Die am haufigsten zu

beobachtenden Nebenwirkungen der NSAIDs sind Magenschleimhaut-
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Schadigungen mit  Ulkusbildung durch die Hemmung des Enzyms
Cyclooxygenase 1, das eine zentrale Rolle bei der Bildung des
Magenschleimhaut-schiitzenden Prostaglandins E; (PGE;) spielt. Wahrend die
Bedeutung der Cyclooxygenasen fur die Integritat der Magenschleimhaut sowie
fur die Entstehung NSAID-induzierter Ulzerationen und Blutungen im Magen klar
erkannt wurde, ist Uber die Funktion und Bedeutung des humanen
Prostaglandintransporters OATP2A1 fur physiologische und pathophysiologische
Prozesse im Magen kaum etwas bekannt. Aufgrund der Bedeutung der
Prostaglandine fir die Integritat der gastroduodenalen Schleimhaut (Gudis et al.
2005) stellt sich die Frage, ob der Prostaglandintransporter OATP2A1 auch in

Zellen der Schleimhaut des Magens und des Dinndarms exprimiert ist.

Zelle der Magensmukosa

PGDH COX1/2

9 o

o o
o) o \'
E

Wirkung:
Schutz der
Magenschleimhaut

Abbildung 3: Schematische Darstellung zur Arbeitshy pothese der OATP2AL Funktion in der
humanen Magenschleimhaut. Prostaglandine wie z.B. P  GE, werden in den Zellen der
Magenschleimhaut durch die COX-1 und COX-2 syntheti  siert. Die Wirkung entfaltet PGE
von extrazellular Uber die EP-Rezeptoren. Zur Beend igung der Wirkung von PGE »
transportiert OATP2A1 dieses ins Cytosol, um es den Prostaglandin-abbauenden Enzymen,
wie z.B. der Prostaglandin-15-dehydrogenase (PGDH)  zuzufiihren.

Prostaglandine, z.B. PGE;, werden in den Zellen der Magenschleimhaut durch die
COX-1 und COX-2 synthetisiert. Die Wirkung, z.B. den Schutz der

Magenschleimhaut, entfaltet PGE, von extrazellular Gber die Prostaglandin E-
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Rezeptoren (EP-Rezeptoren). So reduziert PGE, die Sekretion der Magensaure
durch die Belegzellen des Magens. Weiterhin steigert PGE, die Durchblutung der
Magenschleimhaut, stimuliert die Freisetzung von viskésem Schleim und
neutralisierendem Bikarbonat, was die Magenschleimhaut vor ihrer eigenen Saure
schitzt.

Nach der Arbeitshypothese (siehe Abbildung 3) transportiert der
Aufnahmetransporter OATP2A1 PGE; zur Beendigung der Wirkung ins Cytosol,
um es den Prostaglandin-abbauenden Enzymen wie z.B. der Prostaglandin-15-
dehydrogenase zuzufiihren. Es ist zu untersuchen, ob verschiedene, zum Tell
klinisch genutzte, NSAIDs einen Einfluss auf die Transportaktivitdat des humanen
Prostaglandintransporters OATP2A1 haben und ob dieser Einfluss mdglicherweise
das Auftreten gastrointestinaler Nebenwirkungen durch Cyclooxygenase-

inhibitoren modifiziert.

3.2.2 2. Teilprojekt

3.2.2.1 OATP1A2

OATP1A2 ist das erste beschriebene humane OATP-Familienmitglied, das
basierend auf seiner Homologie zum Ratten-Oatplal (Jacquemin et al. 1994) aus
der Leber kloniert und als ein Natrium-unabhangiger Transporter fir Gallensalze
und Sulfobromophthalein (BSP) charakterisiert wurde (Kullak-Ublick et al. 1995).
Das SLCO1A2-Gen kodiert fur ein Glykoprotein mit 670 Aminosauren.

Die hochste Expression von OATP1A2 konnte im Gehirn und in den Hoden
nachgewiesen werden (Kullak-Ublick et al. 1995). Weiterhin ist OATP1A2 in
Cholangiozyten der Leber (siehe Abbildung 2), in Kolonkarzinomzellen und in der
Hepatom-Zelllinie HepG2 exprimiert (Kullak-Ublick et al. 1997; Tamai et al. 2000;
Lee et al. 2001). Auch im Kapillarendothelium des Gehirns konnte OATP1A2
nachgewiesen werden (Lee et al. 2005), wo es einen Bestandteil der Blut-Hirn-
Schranke darstellt. OATP1A2 besitzt in der Leber eine molare Masse von
ungefahr 85 kDa (Kullak-Ublick et al. 1997), wohingegen es in den
Kapillarendothelzellen des Gehirns wahrscheinlich aufgrund einer unvollstandigen
Glykosylierung nur eine molare Masse von ungefahr 60 kDa zeigt (Gao et al.
2000). Ebenso konnten OATP1AZ2 in der apikalen Membran humaner Enterozyten
detektiert werden (Kobayashi et al. 2003; Glaeser et al. 2007).
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OATP1A2 besitzt das grol3te Substratspektrum aller humaner OATPs (Kullak-
Ublick et al. 2001). Es vermittelt unter anderem die intrazellulare Aufnahme
endogener Substanzen, wie z.B. von Gallensalzen (Kullak-Ublick et al. 1995;
Meier et al. 1997), Thyroidhormonen (Friesema et al. 1999), Steroidhormonen und
deren Konjugate (Bossuyt et al. 1996), aber auch die Aufnahme organischer
Kationen, wie z.B. von N-Methyl-Quinidin (van Montfoort et al. 1999). Ebenfalls
transportiert OATP1A2 Arzneistoffe, wie z.B. Fexofenadin (Cvetkovic et al. 1999).

3.2.2.2 OATP2B1

Der Aufnahmetransporter OATP2B1 wurde erstmals 1998 aus humanem Gehirn-
cDNA kloniert und besteht aus 709 Aminosauren (Nagase et al. 1998). OATP2B1
ist ubiquitar exprimiert (Hagenbuch et al. 2003). Die hdchste Expression zeigt sich
in der Leber. Dort ist es in der basolateralen Membran humaner Hepatozyten
(Kullak-Ublick et al. 2001) lokalisiert (Abbildung 2). OATP2B1 besitzt eine
molekulare Masse von 85 kDa (Kullak-Ublick et al. 2001). Weiterhin konnte
OATP2BL1 in der basolateralen Membran der Synzytiotrophoblasten (St-Pierre et
al. 2002) und in verschiedenen fetalen Geweben und in der Kolonkarzinom-
Zelllinie CX-1 (Tamai et al. 2000) nachgewiesen werden. Ebenso konnten
OATP2B1 in der apikalen Membran humaner Enterozyten detektiert werden
(Kobayashi et al. 2003; Glaeser et al. 2007).

Verglichen mit anderen OATPs hat OATP2B1 ein vergleichsweise enges
Substratspektrum. Es transportiert Sulfobromophthalein (BSP), Dehydro-
epiandrosteron-3-Sulfat und Estron-3-Sulfat (Tamai et al. 2000; Kullak-Ublick et al.
2001). Weiterhin kann OATP2B1 den Transport der haufig eingesetzten
Arzneistoffe Fluvastatin (Kopplow et al. 2005) und Atorvastatin (Grube et al. 2006)

vermitteln.

3.2.2.3 Bedeutung von Flavonoiden fur die intestina  le Arzneistoffresorption

Flavonoide zahlen neben den Anthocyanen zu den am haufigsten vorkommenden
Polyphenolen in Gemuse, Obst und Lebensmittelzubereitungen wie Tee, Wein
und Séaften, sowie in zahlreichen Nahrungserganzungsmitteln und pflanzlichen

Arzneimitteln (z.B. in Ginkgo biloba-Zubereitungen). In vitro- und in vivo- Studien
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weisen auf eine Korrelation zwischen der Zufuhr von Flavonoiden und der
Abnahme des Risikos, an bestimmten Krankheiten zu erkranken hin (Hertog et al.
1993; Boots et al. 2008; Jagtap et al. 2009). In vitro-Studien lassen vermuten,
dass manche Flavonoide wie zum Beispiel Quercetin als Antioxidantien wirken.
Einige Studien sprechen fur eine protektive Wirkung der Flavonoide fur Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, in anderen Studien sollen Flavonoide das Krebsrisiko
senken (Hertog et al. 1993; Boots et al. 2008; Jagtap et al. 2009).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass einige dieser Flavonoide arzneistoff-
metabolisierende Enzyme und Arzneistofftransporter, wie z.B. das Cytochrom
P-450 3A4 oder die Arzneistoff-Efflux-Pumpe P-Glykoprotein, hemmen kénnen
(Pal et al. 2006; Alvarez et al. 2010). Diese Interaktionen deuten bereits auf die
Moglichkeit einer Arzneistoff-Flavonoid-Interaktion hin. So wurden fir die
Flavonoide Kaempferol und Quercetin, die Inhaltsstoffe von Ginkgo biloba-
Zubereitungen, Zwiebeln, Erdbeeren und Apfeln sind (Hertog et al. 1993), eine
Inhibition von CYP3A4 und P-Glykoprotein gezeigt. Zusatzlich dazu wurden in
weiteren in vitro-Studien aber auch eine Induktion der Expression von CYP3A4
und P-Glykoprotein durch Kaempferol und Quercetin nachgewiesen (Pal et al.
2006; Alvarez et al. 2010). Der Einfluss von Flavonoiden auf intestinale
arzneistoffmetabolisierende Enzyme und Arzneistofftransporter ist von grof3em
Interesse, da Flavonoide, wie z.B. Apigenin, Kaempferol und Quercetin, im
Darmlumen in hohen Konzentrationen vorliegen kdnnen. Die Inhibition einer
OATP-vermittelten Arzneistoffaufnahme im Darm durch Flavonoide kann
maoglicherweise die Plasmakonzentration eines OATP-Substrats verringern, da
durch die Inhibition der Transporter weniger Substrat in den Kdrper aufgenommen
werden kann.

In vitro-Untersuchungen mit HeLa-Zellen und in vivo-Studien konnten zeigen, dass
das Flavonoid Naringin, ein Bestandteil des Grapefruitsafts, die intestinale
Aufnahme von Fexofenadin durch OATP1A2 hemmt (Dresser et al. 2002; Bailey et
al. 2007; Glaeser et al. 2007). Diese Hemmung fiihrt beim Menschen zu einer
verringerten Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) des
OATP1A2-Substrats Fexofenadin, wenn man Grapefruitsaft gleichzeitig mit oral

eingenommen Fexofenadin verabreicht (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Fexofenadin-Plasmakonzentrations-Zeit- Kurve (AUC) bei gesunden
Freiwilligen (n=12) nach Einnahme von Fexofenadin m it Wasser oder Grapefruitsaft.
Verabreichung von 300 ml Wasser (offene Quadrate) o der 300 ml Grapefruitsaft gleichzeitig
mit (gefullte Quadrate), 2 Stunden vor (gefillte Dr  eiecke) oder 4 vor (gefillte Kreise) der
Einnahme von 120 mg Fexofenadin (Glaeser et al. 200 7).

Grapefruitsaft und Orangensatft in einer Konzentration von 5 % verringern durch
die Hemmung des Aufnahmetransporters OATP2B1 signifikant um 82% bzw. 53%
die Aufnahme von Estron-3-Sulfat in HEK293-OATP2B1-Zellen (Satoh et al.
2005). Weiterhin konnte in einer in vitro-Studie gezeigt werden, dass auch
pflanzliche Extrakte, wie z.B. der Ginkgo biloba-Extrakt, die OATP2B1-vermittelte
Aufnahme von Estron-3-Sulfat in HEK293-OATP2B1-Zellen verringern kann.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die gleichzeitige Gabe von
Nahrungserganzungsmitteln die Aufnahme oral eingenommener OATP2B1-
Substrate im Darm verringern kénnen (Fuchikami et al. 2006).

Zurzeit gibt es jedoch noch keine Daten, die zeigen, inwieweit die chemisch mit
dem Grapefruitsaft-Flavonoid Naringin verwandten Flavonoide Apigenin,
Kaempferol und Quercetin einen Einfluss auf die Funktion der humanen, intestinal
exprimierten OATPs OATP1A2 und OATP2B1 haben. Daher soll in der
vorliegenden Arbeit der mogliche Einfluss dieser Flavonoide auf die Funktion der
intestinal exprimierten Aufnahme-Transporter OATP1A2 und OATP2B1 untersucht
werden, um potentielle Mechanismen von Flavonoid-Arzneistoff-Interaktionen
aufzuklaren. Veranderungen der OATP1A2- und OATP2B1-Funktion durch die
Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin kdnnen madglicherweise die
Aufnahme und systemische Verfiuigbarkeit von OATP-Substraten beeinflussen.
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Zieht man die haufige Einnahme von pflanzlichen Zubereitungen, wie z.B. aus
Ginkgo biloba, oder aber auch den Verzehr von Gemuise und Obst, die diese
Flavonoide enthalten, in Betracht, so zeigt sich, dass die Interaktion mit den
intestinalen Aufnahmetransportern OATP1A2 und OATP2B1 mdglicherweise eine
wichtige Komponente in der intraindividuellen Variabilitat der Pharmakokinetik von
Arzneistoffen darstellen kann.

3.2.3 3. Teilprojekt

3.2.3.1 OATP1B3

Der humane OATP1B3-Aufnahmetransporter wurde im Jahr 2000 identifiziert
(Konig et al. 2000). Er weist eine 80%ige Identitat der Aminosauren mit dem kurz
zuvor entdeckten OATP1B1-Protein auf. OATP1B3 wurde aus humaner Leber
kloniert. Das SLCO1B3-Gen kodiert fur ein Glykoprotein aus 702 Aminoséauren
(Konig et al. 2000). OATP1B3 besitzt ein Proteingewicht von 120 kDa, das nach
der Deglykosylierung noch 65 kDa betragt (Konig et al. 2000). OATP1B3 ist neben
OATP1B1 als leberspezifisches Transportprotein bekannt und ist in der
basolateralen Plasmamembran der Hepatozyten lokalisiert (Konig et al. 2000; Abe
et al. 2001) (Abbildung 2). Weiterhin konnte SLCO1B3-mRNA auch in
verschiedenen humanen Krebsgeweben und Tumorzelllinien aus Magen-, Kolon-,
Pankreas-, Gallenblasen-, Lungen- und Gehirntumoren nachgewiesen werden
(Abe et al. 2001).

OATP1B3 tragt zur Aufnahme verschiedener endogener und exogener Substrate
aus dem Pfortaderblut in die Hepatozyten bei. Nach hepatischer Biotransformation
konnen diese Substanzen dann in die Galle eliminiert werden (Kénig et al. 2000;
Abe et al. 2001; Ho et al. 2005; Briz et al. 2006). Das Substratspektrum von
OATP1B3 wurde mit Xenopus laevis-Oozyten und in mit OATP1B3 stabil
transfizierten HEK293-Zellen untersucht. Estron-3-sulfat, Estradiol-17p-glucoronid
und Taurocholat konnten als endogene Substrate fir OATP1B3 identifiziert
werden (Konig et al. 2000). Weiterhin transportiert OATP1B3 auch exogene
Substanzen [z.B. die Herzglykoside Digoxin und Ouabain, das antineoplastische
organische Anion Methotrexat, das Antibiotikum Rifampicin und die nattrlichen
Toxine Microcystin und Phalloidin (Hagenbuch et al. 2004; Konig et al. 2006)].
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OATP1B3 vermittelt auch den Transport der HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren
Pravastatin und Rosuvastatin (Ho et al. 2006).

3.2.3.2 Bedeutung konservierter Aminosaurereste in
Transmembrandomaénen fur die Transportaktivitat von OATP1B3

Wie unter Abschnitt 3.2 beschrieben, sind einige strukturelle Merkmale der OATPs
identifiziert worden, die unter allen OATP-Familienmitgliedern stark konserviert
und daher mdglicherweise wichtig fur die Funktion der Aufnahmetransporter sind.
So konnte bereits gezeigt werden, dass Cystein-Reste in der flnften
extrazellularen Schleife zwischen den Transmembrandoméanen IX und X wichtig
fur die Transportaktivitat von OATP2B1 sind (Hanggi et al. 2006). Aufbauend auf
einer Struktur-basierten Modellierung aller OATPs konnten Einblicke in die
Funktionsweise der Transporter gewonnen werden. So wurde z.B. eine zentrale,
positiv-geladene Pore, durch die negativ-geladene Substrate mittels eines
Kippmechanismus hindurch gelangen, postuliert (Meier-Abt et al. 2005). Jedoch ist
das Wissen Uber weitere Strukturen, die zum Transport beitragen, noch limitiert.
Eine Moglichkeit, Strukturen zu identifizieren, welche essentiell fir die
Transportaktivitat von OATPs sind, ist die zielgerichtete Mutagenese einzelner
Nukleotide der kodierenden cDNAs und der daraus resultierende Austausch
bestimmter Aminosauren. So kann man herausfinden, ob einzelne Aminoséuren
einen Einfluss auf die Transporteraktivitat haben. Bisher wurden die naturlich
vorkommenden Polymorphismen T334G (Serll2>Ala), G699A (Met233>lle) und
C1564T (Gly522>Cys), sowie die artifizielle Mutation G1748A (Gly583>Glu) durch
Letschert und Kollegen (Letschert et al. 2004) funktionell charakterisiert. Die
Varianten Serll2>Ala und Met233>lle zeigten gegenuber dem Wildtyp
vergleichbare Transporteigenschaften, wohingegen die Variante Gly522>Cys das
Substrat Taurocholat nicht mehr transportierte. Fur die Substrate Estradiol-17[3-
glucoronid und Estron-3-sulfat konnten keine Unterschiede gezeigt werden.

Aufgrund der vorliegenden Datenlage stellt sich die Frage, inwieweit konservierte
positiv-geladene Aminosaurereste in den Transmembrandomanen, die zur Pore
hin gerichtet sind, einen Einfluss auf den OATP1B3-vermittelten Transport
verschiedener Substrate, wie z.B. Sulfobromophthalein oder Pravastatin, haben.

Durch den Austausch dieser positiv-geladenen Aminosaurereste in andere positiv-
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geladene oder neutrale Reste mittels zielgerichteter Mutagenese kann der Einfluss
der positiven Aminosauren auf die Transportaktivitat von OATP1B3 untersucht
werden. Ebenso kdnnen die positiven Reste durch Aminosauren ausgetauscht

werden, die bei anderen OATPs an korrespondierender Position liegen.

3.3 Verwendete Substrate

Fur die vorliegende Arbeit wurden folgende Substrate fur OATPs verwendet:
Sulfobromophthalein (BSP), das Antihistaminikum Fexofenadin und die HMG-
CoA-Reduktaseinhibitoren Atorvastatin und Pravastatin.

Sulfobromophthalein wird zu 48-75 % Uber die Leber eliminiert (Brauer et al.
1955). Es wurde im Rahmen dieser Arbeit als Modellsubstrat zur Bestimmung der
Transportfunktion von OATP1A2, OATP1B3 und OATP2B1 eingesetzt.
Fexofenadin (Telfast®) ist ein Antihistaminikum der dritten Generation und wird vor
allem bei allergischer Rhinitis eingesetzt. Es hebt kompetitiv die Wirkung von
Histamin an peripheren Histamin-Hi-Rezeptoren auf (Simons et al. 1997).
Fexofenadin ist ein Substrat von OATP1A2 (Cvetkovic et al. 1999; Glaeser et al.
2007). Nozawa und Shimizu beschreiben, dass Fexofenadin auch von OATP1B3
und OATP2B1 transportiert wird (Nozawa et al. 2003; Shimizu et al. 2005), was
jedoch durch Glaeser und Kollegen nicht gezeigt werden konnte.

Die HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren Atorvastatin  (Sortis®) und Pravastatin
(Mevalotin® Pravasin® Pravachol® + Generika) sind Mittel der 1. Wahl bei
Erkrankungen wie z.B. der Hypercholesterindmie. Die HMG-CoA-Reduktase
katalysiert einen Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt in der
Cholesterinbiosynthese. Durch die Inhibition der Cholesterinbiosynthese und der
dadurch bedingten Verringerung der Cholesterinkonzentration wird die Expression
der LDL-Rezeptoren auf den Hepatozyten erhéht, so dass die LDL-Aufnahme in
die Leberzelle gesteigert und dadurch die LDL-Konzentration im Blut verringert
wird. Atorvastatin wird von OATP1A2 (Knauer et al. 2010) und OATP2B1 (Grube
et al. 2006) transportiert.
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4 Zielstellungen

Zur Thematik der Funktion und Expression gastrointestinal und hepatisch
exprimierter OATPs untersuchte die vorliegende Dissertation folgende

Fragestellungen:

« In welchen Zellen des Gastrointestinaltrakts ist der Prostaglandintransporter
OATP2AL1 exprimiert und wo ist er in der Zelle lokalisiert?

*  Welchen Einfluss  haben Cyclooxygenaseinhibitoren auf  die
Transportfunktion des Prostaglandintransporters OATP2A1?

* Welchen Einfluss haben Flavonoide auf die Transportfunktion der intestinal
exprimierten Transporter OATP1A2 und OATP2B1?

* Welchen Einfluss haben konservierte positiv-geladene Lysin- und Arginin-
Reste in Transmembranhelices auf die Transportaktivitat von OATP1B3?
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquell e

2-Log DNA Ladder

New England Biolabs, Ipswich, UK

30% Acrylamid/Bis 37,5:1 (2,6% C)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Albumin Fraktion V

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Albumin Standard

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Ammoniumacetat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ampicillin-Natriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

BenchMark Prestained Protein Ladder

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Calciumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Citrat-Puffer (10x), pH 6,0

DCS GmbH & Co. KG, Hamburg

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
Tablets

ROCHE Diagnostics - Applied Science, Mannheim

Di-Kaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

D-PBS Pulver fir 50 |

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

D-PBS, —CaCl, — MgCl,, steril

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Eisessig Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Emerald Enhancer Tropix, Bedford, MA, USA
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

(EDTA)

Fetales Kalberserum Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Galacton Tropix, Bedford, MA, USA

Geneticin (G-418) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Glukose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Glycerol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

H,0O, Losung 30%

Riedel-de Haén AG, Seelze

Hamatoxylin Solution, Gill No. 2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

HEPES Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Immu-Mount Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
IPTG Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Label Peroxidase-konjugiertes Streptavidin

BioGenex, San Ramon, CA, USA

LB-Agar

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

LB-Medium

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Magermilchpulver

Merck KGaA, Darmstadt

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumsulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Methanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Minimum Essential Medium (MEM)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Natriumbutyrat

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Natriumphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Non-essential amino acids (NEAA)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

One Step AEC Solution

BioGenex, San Ramon, CA, USA

Orange G

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Poly-D-Lysinhydrobromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Ponceau S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Powerblock Universal Blocking Reagent (10x)

BioGenex, San Ramon, CA, USA

Restore Western Blot Stripping Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Restriktionsendonucleasen

New England Biolabs, Ipswich, UK

RNA-Panel Human Total RNA Master Panel

USA

Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA,

S.0.C.-Medium

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Szintillationsflussigkeit Ultima Gold XR

PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau-Jigesheim

T4 DNA Ligase

New England Biolabs, Ipswich, UK

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Trichloressigsdure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tris-Base Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Tris-HCI Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Triton X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Trypsin-EDTA Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
X-Gal Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Xylencyanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

5.1.2 *[H]-markierte und nicht-markierte Chemikalien fiir

Transportversuche

Chemikalien

Spezifische Aktivitat

Bezugsquelle

*[H]Atorvastatin 10 Ci/mmol BioTrend Chemikalien GmbH,
Kéln

°[H]PGE, 185,6 Ci/mmol PerkinElmer Life Sciences
GmbH, Rodgau-Jigesheim

°[H]Sulfobromophthalein (BSP) 14 Ci/mmol Hartmann Analytic, Braunschweig

Acetylsalicylsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Apigenin (> 95% Reinheit, HPLC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Atorvastatin-Calciumsalz

Toronto Research Chemicals Inc.,
North York, ON, Kanada

Diclofenac

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Fexofenadin Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Ibuprofen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Indomethacin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Kaempferol (> 96% Reinheit, HPLC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Ketoprofen Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Lumiracoxib Novartis, Nurnberg und
Chemos GmbH, Regenstauf

Naproxen Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Minchen

PGE, Cayman Chemicals, Tallinn,
Estland

Pravastatin-Natriumsalz BioTrend Chemikalien GmbH,
Kdln

Quercetin (> 98% Reinheit, HPLC) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Salicylsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Sulfobromophthalein-Dinatriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt

5.1.3 Reaktionssysteme (Kit Systeme)

Chemikalien Bezugsquelle

Advantage cDNA Polymerase Mix Clontech Laboratories, Inc., Mountain
View, CA, USA

Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Effectene Transfection Reagent Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

iScript cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

iTaq DNA Polymerase

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Light Cycler FastStart DNA Master ~> SYBR Green | Kit | ROCHE Diagnostics - Applied Science,

Mannheim
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Liquid DAB Substrate Pack BioGenex, San Ramon, CA, USA
Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
PureYield Plasmid Miniprep/Maxoprep System Promega GmbH, Mannheim

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

Quick Ligation Kit

New England Biolabs, Ipswich, UK

QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene Europe, Amsterdam,

Niederlande

RNAse-free DNAse-Set

QIAGEN GmbH, Hilden

RNeasy Mini Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

5.1.4 Zellen
Zellen Bezugsquelle
HEK293 DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig

HEK293-OATP1A2 G418

Abteilung Klinische Pharmakologie, Institut fur
Pharmakologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald,
Greifswald

HEK293-OATP2A1 G418

Vorliegende Dissertation

HEK293-OATP2B1 G418

Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und
Toxikologie, Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg, Erlangen

HEK293-PQCXIN G418

Abteilung Klinische Pharmakologie, Institut fur
Pharmakologie, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald,
Greifswald

HEK293-VK G418

Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und
Toxikologie, Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg, Erlangen
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HEK293-VK Hygro

Nurnberg, Erlangen

Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und
Toxikologie, Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-

Topl10 chemically competent cells | Invitrogen GmbH, Karlsruhe

XL10-Gold® Ultracompetent Cells

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande

5.1.5 Antikorper

Antikorper (AK)

Bezugsquelle

Polyklonales Maus anti-humanes OATP2A1 Antiserum Abnova GmbH,

(FFFPRAMPIGAKRAPATADEARKLEEAKSRGSLVDFIKRFPCIFLRLLMN) | Heidelberg

Rekombinantes Protein OATP2A1 Abnova GmbH,
Heidelberg

Polyklonales Kaninchen anti-humanes OATP-A (OATP1A2) 67320
Antiserum

Prof. R. B. Kim, MD

University of London,

Ontario, Kanada

Polyklonales Kaninchen anti-humanes OATP1B3 Antiserum (SKT3fr2)
(SKTCNLDMQDNAAAN)

Peptide Speciality

Laboratories GmbH,

Heidelberg
Monoklonaler Maus anti-humaner R-Aktin Antikérper (Ac-Asp-Asp-Asp-lle- | Sigma-Aldrich
Ala-Ala-Leu-Val-lle-Asp-Asn-Gly-Ser-Gly-Lys) Chemie GmbH,
Minchen
HRPO-konjugierter AffiniPure Ziege anti-Maus Antikérper Dianova GmbH,
IgG, Gesamtmolekill, Ziege, Maus, 19gG (H+L), HRPO Hamburg
HRPO-konjugierter AffiniPure Ziege anti-Kaninchen Antikdrper Dianova GmbH,
IgG, F(ab)2-Fragment, Ziege, Kaninchen, IgG (H+L), HRPO Hamburg
Cy2-konjugierter AffiniPure Ziege anti-Maus IgG Antikdrper Dianova GmbH,
IgG, Gesamtmolekill, Ziege, Maus, 1gG (H+L), Cy2 Hamburg
Cy3-konjugierter AffiniPure Ziege anti-Kaninchen Antikdrper Dianova GmbH,
IgG, Gesamtmolekill, Ziege, Kaninchen, IgG (H+L), Cy3 Hamburg
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (H+L)*highly cross-adsorbed* Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgM (u chain) Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG (H+L) *highly cross-adsorbed* Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

SS Link biotinylierter Ziege anti-Maus Sekundarantikérper

BioGenex, San
Ramon, CA, USA

SS Link biotinylierter Ziege anti-Kaninchen Sekundarantikérper

BioGenex, San
Ramon, CA, USA

SYTOX Green

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

SYTOX Orange

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

5.1.6 Spezifische Oligonucleotid-Primer
Bezugsquelle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Bezeichnung des Oligonucleotid - Sequenz

Primers

oPGT-RT .for GTGGTGAACCAGGAGGAAAAG
oPGT-RT.rev GTATAGGCAGGTGTGGAAGAG
00ATP2A1.940 CAAAGAGGGCTCCTGCCACA

00ATP2A1-seq2 TGGCATCGGGACAGTGCCTA

00ATP2A1-g1233a

GCGCTTTGTTTTCTCTCTACAAACCATTCCCCGCA

00ATP1B3-RT .for

TCATAAACTCTTTGTTCTCTGCAA
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00OATP1B3-RT.rev

GTTGGCAGCAGCATTGTCTTG

00ATP1A2-RT .for

AAGACCAACGCAGGATCCAT

00OATP1A2-RT.rev

GAGTTTCACCCATTCCACGTACA

00OATP1A2-direct.for

CACCATGGGAGAAACTGAGAAAAGAATT

00ATP1A2.seql

TATGTTGACACTGGATTTGTGAAC

00ATP1A2-seqg2.rev

GCAAGACAAGCTGACAGATATGA

of-Actin.for

TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA

ofB-Actin.rev

CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG

Mutagenese-Primer fur OATP1B3
Bezugsquelle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Position und Sequenz

Aminoséaureaustausch

Gly522>Cys 5'-gaaattactcagcacacttgtgtgaatgcccaagagataat-3'

Lys28>Ala 5'-gacgctgcaatggattcgcgatgttctiggcagccc-3'

Lys28>Arg 5'-gacgctgcaatggattccggatgttctiggcagccc-3'

Lys28>Gly 5'-gacgctgcaatggattcgggatgttcttggcagccc-3'

Lys41>Ala 5'-agccctgtcattcagctatattgctgcagcactaggtgga-3'

Lys41>Arg 5'-agccctgtcattcagctatattgctcgagcactaggtgga-3'

Lys41>GlIn 5'-ctgtcattcagctatattgctcaagcactaggtggaatcatta-3'

Lys41>Gly 5'-agccctgtcattcagctatattgctggagcactaggtgga-3'

Arg580>Ala 5'-tgcaatgggttticcagtcaatggttatagcaacactaggaggaat-3'

Arg580>Gly 5'-gggtttccagtcaatggttataggaacactaggaggaatt-3'

Arg580>Lys 5'-tgggtttccagtcaatggttataaaaacactaggaggaattc-3'

Glu74>Ala 5'-tggtttaattgatggaagctttgcaattggaaatttgcttgtgattg-3'

Asn77>Ala 5'-gtttaattgatggaagctttgaaattggagctttgcttgtgattgtatttgtaagttact-3'

Glu74>Ala + Asn77>Ala 5'-cttgctggtttaattgatggaagctttgcaattggagctttgcttgtgattgtatttgtaagttac-
3

5.1.7 Plasmide

Plasmide

Bezugsquelle

pcDNA3.1(+)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pcDNA3.1(+)-OATP1A2

vorliegende Dissertation

pcDNA3.1(+)-OATP2A1

vorliegende Dissertation

pcDNA3.1/Hygro(-)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pcDNA3.1/Hygro(-)-OATP1B3
(=pOATP1B3.31)

Prof. Dr. D. Keppler, DKFZ, Abteilung fur
Tumorbiochemie, Heidelberg

pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pcDNA3.1D/V5-His-TOPO-OATP1A2

Institut fir Experimentelle und Klinische
Pharmakologie, Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg, Erlangen

pCMV-SPORTG6-OATP2A1

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pCMVp

Clontech, Mountain View, CA, USA

pCR2.1-TOPO-ACTB.RT

vorliegende Dissertation

pCR2.1-TOPO-OATP1A2.RT (=pOATP1A2-
RT)

Institut fir Experimentelle und Klinische
Pharmakologie, Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nirnberg, Erlangen

pCR2.1-TOPO-OATP1B3.RT (=pOATP1B3-
RT)

Institut fir Experimentelle und Klinische
Pharmakologie, Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg, Erlangen

pCR2.1-TOPO-OATP2A1.RT

vorliegende Dissertation
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5.1.8 Gerate und Software

Geréte und Software

Bezugsquelle

CryoBox

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Einfrierbox Cryo 1TC Freezing Container

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Elektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN 3 Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Filmentwickler X-Omat 1000

Kodak, Stuttgart

Geldokumentationsimager Gel Jet Imager

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Géttingen

Gelelektrophorese-Kammer (Mini-) Sub Cell GT

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Konfokales Lasermikroskop Axiovert 100M

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

LightCycler 2.0 System

ROCHE Diagnostics - Applied Science,
Mannheim

Luminometer Lumat 9501

Berthold, Bad Wildbad

Molecular Imager ChemiDoc XRS Systems

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Software Adobe Photoshop CS 3

Adobe Systems GmbH, Minchen

Software GelCapture

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Géttingen

Software Gel-Pro Analyzer Version 4.5

Media Cybernetics Europe, Marlow, UK

Software GraphPad Prism Version 4.01

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA

Software HUSAR (Heidelberg Unix Sequence
Analysis Resources)

HUSAR Bioinformatics Lab, Abteilung
Molekulare Biophysik, DKFZ/Steinbeis-
Transferzentrum Genominformation, Heidelberg

Software LightCycler Version 3.5

ROCHE Diagnostics - Applied Science,
Mannheim

Software LSM Image Browser Version
4.2.0.121

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Software Quantity One 1-D Analysis Software

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Software Vector NTI Advance 10 Version
10.3.0

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Spektrophotometer SmartSpec Plus

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Szintillationszahler Tri-Carb 2800 TR

PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau-Jiigesheim

Tankblotkammer Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Thermocycler MyCycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Triple-Quadrupol-Massenspektrometer API
4000 LC-MS/MS System

Applied Biosystems, Toronto, Kanada

5.1.9 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

CELLSTAR Zellkultur Schale, 94x16 mm

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

CELLSTAR 6/12 Well Zellkultur Multiwell Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Deckglaser, rund, 15 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Einfrierrdhrchen Cryogenic Vials

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Farbegefall Coplin Jar

Glaswerk Wertheim, Wertheim

Gel Blotting Paper

Schleicher & Schuell BioScience GmbH,
Whatman Group, Dassel

Kanulen (20-Gauge, Sterican)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Kuvetten

Sarstedt, NUmbrecht

Liquid Blocker Super PAP Pen

Daido Sangyo Co., Ltd., Tokyo, Japan

Nitrocellulosemembran Whatman PROTRAN
BA83, 0,2 um

Schleicher & Schuell BioScience GmbH,
Whatman Group, Dassel

Objekttrager SuperFrost Ultra Plus

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co KG, Braunschweig
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Reagiergefalie (0,1/0,5/1/2 ml) Sarstedt, Nimbrecht

Roéhre (5/13/15/50 ml) Sarstedt, NUmbrecht

Sterilfilter Filtropur S 0,2 Sarstedt, NUmbrecht

SzintillationsgefalRe Pony Vial PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau-Jiigesheim
Zellkulturflaschen (25/75 cm?) Sarstedt, NUmbrecht

Zellkulturpetrischalen CELLSTAR (9,3 cm, Greiner Bio-one, Frickenhausen
unbeschichtet)

Zellschaber, 25 cm Lange Sarstedt, NUmbrecht
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5.2 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zelllinien erfolgten unter keimfreien Bedingungen an einer
Arbeitsbank mit laminarer Luftstromung (laminar air flow). Alle Medien und
Zusatze wurden von der Firma Invitrogen GmbH bezogen und vor der
Verwendung im Wasserbad auf 37 vorgewarmt.

Die human embryonic kidney 293-Zelllinie (HEK293) ist eine Ende der 1970er
Jahre etablierte, humane Zelllinie, die als Transformationsprodukt einer humanen,
embryonalen Nierenzelle mit DNA-Teilen des humanen Adenovirus 5 hergestellt
wurde. Diese hypotriploiden Epithelzellen wachsen adharent, nicht polarisiert und
bilden einen einschichtigen Zellrasen aus. Die HEK293-Zellen wurden in einem
Kulturmedium aus Minimal Essential Medium (MEM, Invitrogen GmbH) mit 10%
hitzeinaktiviertem (56C, 30 Minuten) fetalen Kalberserum, 100 Einheiten/ml
Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin bei 37C und 5% CO-, kultiviert.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Kulturmedien

HEK293-OATP2A1-Zellen + HEK293-VK G-418-Zellen: Kulturmedium + 800 pg/ml
G418

HEK293-OATP1A2-Zellen + HEK293-VK G-418-Zellen: Kulturmedium + 500 pg/ml
G418 + 2 mM nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

HEK293-OATP2B1-Zellen: Kulturmedium + 800 pg/ml G418

parentale HEK293-Zellen: Kulturmedium

Die Zellen wurden routinemé&Rig zur Weiterkultur in Kulturflaschen mit 25 cm?
oder 75 cm®Kulturflache (Sarstedt) zweimal wéchentlich passagiert. Dafiir wurden
die adharent und konfluent gewachsenen Zellen mit sterilem magnesium- und
calciumfreiem PBS-Puffer (D-PBS, -CaCl,, -MgCl,; Invitrogen GmbH) gewaschen,
um eine Komplexierung und Inaktivierung des Enzyms Trypsin mit
Mediumbestandteilen zu verhindern. AnschlielRend wurde eine Trypsinldsung
(0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS; Invitrogen GmbH) auf den Zellrasen
gegeben und dieser wurde bis zum vollstandigen Ablésen der Zellen bei 37C
inkubiert. Sobald sich die Zellen von der Kulturflache geldst hatten, wurde das
doppelte Volumen an Kulturmedium zugegeben. Dieses inaktiviert das Enzym

Trypsin und fuhrt zur Adsorption des zelltoxischen EDTA. Die Zellsuspension
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wurde in ein 15 ml-R6hrchen (Sarstedt) tberfuhrt und fir finf Minuten bei 500 rpm
(revolutions per minute) in einem Ausschwingrotor (221.08.V01; Hermle Z400
Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
Kulturmedium resuspendiert. Zur Passage wurden die Zellen im Verhaltnis 1.5
oder 1:10 expandiert. Fir nachfolgende Versuche wurde die Zellzahl mittels einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und nach entsprechender Verdinnung die
gewinschte Zellzahl ausgesat.

Von allen in dieser Dissertation verwendeten und etablierten Zelllinien wurden fur
spatere Anwendungen gefrorene Zellproben (,Dauerkulturen) mit jeweils
2x10° Zellen angelegt. Das benétigte Volumen an Zellsuspension wurde in ein
15 ml-R6hrchen tberfuhrt, nochmals fur funf Minuten bei 500 rpm zentrifugiert und
mit Kulturmedium auf eine Konzentration von 4x10° Zellen/ml resuspendiert. Um
Zellschaden zu vermeiden, wurde das gleiche Volumen an Einfriermedium (4 ml
Kulturmedium + 4 ml hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum + 2 ml DMSO, Roth)
zugegeben, gemischt und in ein Einfrierrdhrchen (Fisher Scientific GmbH) gefllt.
Die Einfrierréhrchen wurden in einer Einfrierbox bei -80C eingefroren und nach
24 Stunden bei -196T in flussigem Stickstoff gelag ert. Um die Zellen wieder in
Kultur zu nehmen, wurde die Zellsuspension in einem 37TC-warmen Wasserbad
angetaut und zu 10 ml kaltem Kulturmedium zugegeben. Nach einer finfmindtigen
Zentrifugation bei 500 rpm wurden die Zellen in 7 ml 37C-warmem Kulturmedium

resuspendiert und in eine 25 cm®Kulturflasche ausgest.

5.3 Klonierung der cDNAs kodiernd fur OATP1A2 und O  ATP2A1
sowie Mutagenese von OATP1B3

5.3.1 OATP1A2

Das OATP1A2-Expressionsplasmid wurde hergestellt, indem die SLCO1A2-
Referenzsequenz NM_134431.3 aus Gehirn-RNA (Human Total RNA Master
Panel 1l, Clontech Laboratories, Inc.) mittels der Oligonucleotide oOATP1A2-
direct.for und 0oOATP1A2-RT.rev amplifiziert wurde und anschlielBend in den
pPcDNA3.1D/V5-His-TOPO-Vektor (Invitrogen GmbH) kloniert wurde. Die Klone
wurden anschlieend mit BamHI und Hindlll hydrolytisch gespalten, um die
Klonierung zu Uberprufen. Das pcDNA3.1D/V5-His-TOPO-OATP1A2-Plasmid
wurde ebenfalls mittels Sequenzierung mit den Oligonucleotiden 0oOATP1A2-
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RT.for, o0OATP1A2.seql und oOATP1A2-seq2.rev Uberprift. In einem weiteren
Schritt wurde die kodierende Sequenz der SLCO1A2-Referenzsequenz in den
pcDNA3.1(+)-Vektor (Invitrogen GmbH) umkloniert. Dazu wurde die kodierende
Sequenz aus dem pPcDNA3.1D/V5-His-TOPO-Vektor mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRV und Kpnl ausgeschnitten und in den ebenfalls
mit diesen Enzymen linearisierten pcDNA3.1(+)-Vektor mithilfe der Quick Ligation
Kit (New England Biolabs) ligiert. Die Umklonierung wurde wiederum mit einer
hydrolytischen Spaltung mit EcoRV und Kpnl und durch eine Sequenzierung
bestatigt. AnschlieBend wurde das OATP1A2-Fragment in den pQCXIN-Vektor
(Takara Bio Europe/Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) durch die
Kooperationspartner (Dr. med. vet. Markus Keiser, Prof. Werner Siegmund) am
Institut  fir Pharmakologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat  Greifswald

umkloniert.

5.3.2 OATP2A1

Das OATP2Al-Expressionsplasmid wurde durch Klonierung der kodierenden
Sequenz der SLCO2Al-Referenzsequenz NM_0005630 aus dem pCMV-
SPORT6-OATP2A1-Plasmid (Invitrogen GmbH) in den pcDNA3.1(+)-Vektor
(Invitrogen GmbH) hergestelit.

Dazu wurde das pCMV-SPORT6-OATP2Al1 zuerst mit Sapl linearisiert und
anschlieend mit EcoRI und Notl hydrolytisch gespalten. Ebenso wurde mit dem
pcDNA3.1(+)-Vektor verfahren. Das 4115 Basenpaare grof3e OATP2A1-Fragment
wurde im Folgenden mit der T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) Gber Nacht
bei 16T in den linearisierten pcDNA3.1(+)-Vektor | igiert. Am nachsten Tag wurde
der ligierte pcDNA3.1(+)-OATP2Al1-Vektor in kompetente E.coli-Zellen
transformiert. Zur Unterscheidung von rekombinanten und nicht rekombinanten
Klonen wurde X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactosid) und IPTG
(Isopropyl-1-thio-B-D-galactosid) auf LB-Ampicillin-Agarplatten und im Anschluss
daran die transformierten E. coli-Zellen ausplattiert. Kolonien, die Plasmid ohne
Insert enthalten, lieRen sich mit dem a-Komplementationstest aufgrund der
Blaufarbung von den rekombinanten Klonen unterscheiden. Wenn kein
rekombinantes Plasmid enthalten war, konnte aus dem N-terminalen a-Peptid

zusammen mit dem C-terminalen w-Peptid eine funktionsfahige p-Galactosidase
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gebildet werden, die aus X-Gal durch Spaltung 5-Brom-4-chlor-indoxyl freisetzt.
Das enzymatisch abgespaltene Indoxyl wird zum unldslichen tiefblauen Farbstoff
5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidiert. IPTG wurde als Induktor des lac-Promotors
eingesetzt, der die Transkription der B-Galactosidase induziert. Aus den weil3en
Kolonien, die Gber Nacht in lysogeny broth Medium (LB; Roth), das mit 50 pg/ml
Ampicillin versetzt war, kultiviert wurden, konnte die doppelstrangige Plasmid-DNA
mit dem PureYield Plasmid System (Promega) isoliert und nach einer
hydrolytischen Spaltung durch das Enzym Mscl gelelektrophoretisch analysiert
werden. Nach erfolgreicher Identifikation eines rekombinanten Klons wurde die
Nucleotidsequenz der Plasmid-DNA durch Sequenzierung (Agowa, Berlin) auf ihre
Richtigkeit Gberprtift.

5.3.3 OATP1B3

Zur Identifizierung konservierter Lysin- und Arginin-Reste innerhalb der humanen
OATPs wurde ein Sequenzvergleich aller elf humanen OATP-Familienmitglieder
(OATP1A2, -1B1, -1B3, -1C1, -2A1, -2B1, -3Al1, -4A1, -4Cl1, -5A1, -6Al)
durchgefuhrt. Dieses wurde mit Hilfe des Heidelberg UNIX Sequences Analysis
Resource (HUSAR)-Programms (Senger et al. 1995) erstellt, das auf dem
Wisconsin Genetics Computer Group Program Package (Devereux et al. 1984)
basiert.

Das Wildtyp-Expressionsplasmid pcDNA3.1/Hygro(-)-OATP1B3, das die
Referenzsequenz NM_019844 (Cui et al. 2001) enthalt, wurde freundlicherweise
von Professor Dietrich Keppler vom DKFZ Heidelberg zur Verfiigung gestellit.
Anschlieend wurden folgende OATP1B3-Mutanten generiert: Gly522>Cys,
Lys28>Ala, Lys28>Arg, Lys28>Gly, Lys41>Ala, Lys41>Arg, Lys41>Gln,
Lys41>Gly, Arg580>Ala, Arg580>Gly, Arg580>Lys, Glu74>Ala, Asn77>Ala und
Glu74>Ala_Asn77>Ala. Die Mutagenese wurde mit dem QuikChange Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die spezifischen Oligonucleotide sind unter Abschnitt 5.1.6
aufgelistet. Im ersten Schritt wurden die Mutagenese-Primer an die DNA
hybridisiert, damit die PfuTurbo DNA Polymerase anschlieend Doppelstrang-
Molekule mit den entsprechenden Nucleotiden generieren kann. Im zweiten Schritt

wurden die PCR-Produkte mit der Restriktionsendonuklease Dpnl hydrolytisch
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gespalten, um die parentalen methylierten DNA-Templates zu zerstdren. Im dritten
Schritt wurde die durch die Mutagenese veranderte Plasmid-DNA, die als
Einzelstrang vorliegt, in XL 10-Gold ultrakompetente Zellen transformiert, in denen
die veranderte zirkulare Einzelstrang-DNA in vivo verdoppelt wird. Rekombinante
Klone wurden mithilfe der Blau-Weil3-Selektion (siehe 5.3.1) untersucht und in
lysogeny broth-Medium (LB; Roth) (Bertani 1951), das mit 50 pg/ml Ampicillin
versetzt war, kultiviert. Die doppelstrangige Plasmid-DNA wurde anschlie3end mit
dem PureYield Plasmid System (Promega) isoliert und sequenziert (QIAGEN
GmbH und Agowa), um Klone zu identifizieren, welche die gewiinschte Mutation
tragen.

Die Gly522>Cys-Mutante wurde als Kontrollmutante genutzt, da deren Einfluss auf
die Membranlokalisation, Proteinexpression und Transportaktivitat bereits

beschrieben wurde (Letschert et al. 2004).

5.4 Analyse von DNA mittels Agarosegelelektrophores e

Fur die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden
Agarosegele unter nativen Bedingungen verwendet. DNA-Molekile trennen sich
bei der Elektrophorese der Grol3e nach auf. Zur GréRRenbestimmung und zur
Zuordnung von Nucleinsaurefragmenten wurden Grol3enstandards (2-Log DNA
Ladder, New England Biolabs) mit aufgetrennt. Es wurden Gele mit
Agarosekonzentrationen von 0,8% bis 2% in 1x TAE-Puffer [50x TAE-Puffer (1 I):
242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0] hergestellt, die lineare
DNA-Fragmente im Bereich von 0,1 bis 8 kb gut auftrennen. Durch Zugabe der
Farbstoffe Bromphenolblau (Roth), Xylencyanol (Roth) und Orange G (Roth)
konnte die elektrophoretische Auftrennung kontrolliert werden. Nach der
Auftrennung wurde das Gel in einer 0,05%igen Losung des DNA-interkalierenden
Farbstoffs Ethidiumbromid (Roth) fur zehn Minuten angefarbt. Anschlie3end
konnten die DNA-Fragmente durch Anregung mit ultraviolettem Licht der
Wellenldnge 312 nm als fluoreszierende Komplexe visualisiert und digitalisiert
werden. Dies erfolgte unter Verwendung eines Geldokumentationsimagers mit
Aufnahmesoftware (Gel Jet Imager, Software Gel Capture, Intas Science Imaging

Instruments GmbH).
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5.5 Transfektionen von HEK293-Zellen fir die stabil e und
transiente Expression von OATPs

5.5.1 Transfektion von HEK293-Zellen zur stabilen E  xpression von
OATP1A2

Die stabile Transfektion der HEK293-Zellen wurde freundlicherweise durch die
Kooperationspartner an der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald (Dr. med.
vet. Markus Keiser; Prof. Dr. med. Werner Siegmund) mittels adenoviralem
Gentransfer und durch Verwendung des Expressionsplasmids pQCXIN-OATP1A2
durchgefiihrt. Die HEK293-OATP1A2-Zellen wurden mit Geneticin selektiert und
mittels  quantitativer Real time-PCR, Immunfluoreszenzanalysen und
Immunoblotanalysen auf ihre SLCO1A2-mRNA-Expression und OATP2A1-
Proteinexpression hin untersucht. Die HEK293-Vektorkontrollzellen (HEK293-VK)
wurden mit dem Plasmid pQCXIN, dem das OATP1A2-Insert fehlt, auf die gleiche

Weise hergestellt.

5.5.2 Transfektion von HEK293-Zellen zur stabilen E  xpression von
OATP2A1

Die Transfektion zur stabilen Expression von OATP2A1 erfolgte mittels Lipofektion
mit dem Effectene Transfection Reagent Kit (QIAGEN GmbH) und wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Am Tag vor der Transfektion wurden
HEK293-Zellen (1x10° Zellen) in eine 9,6 mm-Petrischale (Greiner bio-one) mit
10 ml Kulturmedium ausgesat und unter normalen Wachstumsbedingungen (37T,
5% CO,) kultiviert. Bei 40-80% Konfluenz der Zellen wurde am folgenden Tag
2,0 ug der zu transfizierenden Plasmid-DNA pcDNA3.1(+)-OATP2A1 mit dem
DNA-kondensierenden EC-Buffer verdinnt. AnschlieRend wurde Enhancer
zugegeben und bei Raumtemperatur (RT) fur funf Minuten inkubiert. Danach
wurde zu dieser DNA/Puffer-Mischung das Effectene Reagenz zugefugt und die
Mischung fur zehn Minuten bei Raumtemperatur (15-25€C) inkubiert, damit sich
der DNA-Lipid-Transfektionskomplex bilden kann. Der Enhancer kondensiert die
DNA-Molekile und das Effectene Reagenz umhillt die DNA anschlieRend mit
kationischen Lipiden. Wahrenddessen wurden die Zellen in der Petrischale mit

PBS gewaschen und anschlieRend 37C-warmes Kulturme dium zugegeben. Der
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DNA-Transfektionskomplex wurde in einem 15 ml-R6éhrchen mit 37C-warmen
Kulturmedium gemischt und anschlie3end tropfchenweise auf die Petrischale
gegeben. Die Zellen wurden nachfolgend unter normalen Wachstumsbedingungen
kultiviert. 24-48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 1:5 und 1:10 in
das G418-haltige Selektionsmedium (siehe Abschnitt 5.2) passagiert und solange
kultiviert, bis sich einzelne Kolonien bildeten.

Die Selektion der stabil transfizierten Zellen erfolgte tber das neo-Resistenzgen
unter Einsatz des Aminoglycosidantibiotikums Geneticin (G418). Das Neomycin-
Resistenzgen befindet sich auf dem Plasmid pcDNA3.1(+) (Invitrogen GmbH) und
kodiert fur die Aminoglykosid-Phosphotransferase. Erfolgreich transfizierte Zellen
konnen durch dieses Enzym das toxisch wirkende G418 abbauen. Nicht-
transfizierte Zellen sterben ab, da G418 an die 80S-Ribosomen bindet und die
Translation hemmt. Das Kulturmedium wurde dazu mit 800 pg/ml G418 versetzt.
Nach drei bis vier Wochen wurde mit der Selektion der makroskopisch sichtbaren
Zellklone begonnen. Mittels autoklaviertem, gelochtem Filterpapier (Bio-Rad
Laboratories GmbH), das in Trypsin getaucht wurde, wurden einzelne Zellhaufen
bei einer GroRe von etwa 1000 Zellen abgelOst und in eine Kavitét einer Platte mit
24 Kavitaten (BD Bioscience) mit 1 ml G418-versetzten Kulturmedium dberfihrt.
Bei Subkonfluenz wurden die Kulturen sukzessive in groRere Kulturflaschen
passagiert. Die Zellklone wurden auf ihre SLCO2A1-mRNA-Expression und
OATP2Al1-Proteinexpression mittels quantitativer Real time-PCR, Immun-
fluoreszenzanalysen und Immunoblotanalysen Uberprift. Die HEK293-
Vektorkontrollzellen (HEK293-VK) wurden mit dem Plasmid pcDNA3.1(+) auf die

gleiche Weise hergestellt.

5.5.3 Transfektion von HEK293-Zellen zur transiente  n Expression von
OATP1B3-Wildtyp und OATP1B3-Mutanten

Um den Einfluss der unter 5.3.3 beschriebenen OATP1B3-Mutanten auf die
Proteinmenge, die Membranlokalisation und auf die Transportaktivitdt des
OATP1B3-Proteins untersuchen zu kdnnen, wurden parentale HEK293-Zellen in
Poly-D-Lysin-beschichtete Zellkulturplatten ausgesat. Die Aussaat erfolgte in einer
Konzentration von 300000 Zellen pro Kavitat in eine Platte mit 12 Kavitaten ftr die

Immunfluoreszenz und die Transportaktivitats-Versuche sowie in einer
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Konzentration von 750000 Zellen pro Kavitat in eine Platte mit sechs Kavitaten fur
Immunoblotanalysen. 24 Stunden nach der Aussaat wurden die Zellen mit
1500 ng/Kavitéat (Immunfluoreszenz, Transportaktivitats-Versuche) oder
4000 ng/Kavitat (Immunoblot) des jeweiligen Expressionsplasmids
(Vektorkontrolle, Wildtyp, Mutanten) mit Hilfe des Lipofectamine 2000-Reagenz
(Invitrogen GmbH) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Nach einer 24-
stindigen Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsreagenz wurden die Zellen
fur weitere 24 Stunden mit 10 mM Natriumbutyrat inkubiert (Cui et al. 1999), das in
Kulturmedium geldst war, um die Menge des rekombinanten Proteins zu erhéhen.
Natriumbutyrat wirkt inhibierend auf die Histondeacetylase (HDAC), die
normalerweise die Transkription von Proteinen hemmt (Boffa et al. 1978).

Um einen Einfluss der Variabilitdit der Transfektionseffizienz auszuschlief3en,
wurde eine Kotransfektion des pcDNA3.1/Hygro(-)-OATP1B3-Wildtypplasmid oder
der Mutantenplasmide mit 25 ng eines -Galactosidase-Referenzplasmid pCMV[3
(Clontech) durchgefuhrt (Gradhand et al. 2007). Dabei wird vorausgesetzt, dass
das kotransfizierte Plasmid in gleichem Mal3e transfiziert wird wie die OATP1B3-
Plasmide. Das Enzym B-Galactosidase spaltet vom Substrat Galakton (AMPGD)
den Galaktosid-Anteil ab. Das aus dieser Reaktion resultierende AMPD-Anion
zerfallt bei pH>9 unter Lichtemission. Die Bestimmung der Aktivitdt der
B-Galactosidase wurde modifiziert nach Jain und Magrath (Jain et al. 1991)
durchgefthrt, mit einem Luminometer (Lumat 9501; Berthold Detection Systems)
detektiert und in relativen Einheiten ausgedriickt. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Mutanten und dem Wildtyp beztglich
der Transfektionseffizienz innerhalb eines und zwischen verschiedenen

Kotransfektions-Experimenten beobachtet.

5.6 Probenmaterial

5.6.1 Analyse der SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2A1-
Proteinexpression in humanen gastroduodenalen Biops ien

Fur die Analyse der OATP2Al-Expression in humanen gastroduodenalen
Biopsien standen Proben aus einer bereits publizierten Studie der
Kooperationspartner Prof. Dr. med. Peter Malfertheiner, PD Dr. rer. nat. Thomas

Wex (Klinik fir Gastroenterologie der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg)
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und PD Dr. med. Gerhard Treiber (jetzt Klinik fur Innere Medizin, Zollernalb-
Klinikum gGmbH, Balingen) zur Verfiigung (Venerito et al. 2006; Wex et al. 2006).
In dieser Studie unterzogen sich gesunde Helicobacter pylori-negative Freiwillige
(n=9), die keine Medikamente einnahmen, einer Gastoduodenoskopie. Die
Biopsien aus dem Antrum, Corpus und Duodenum wurden verwendet, um die
SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2Al-Proteinexpression zu untersuchen.
Alle Probanden hatten ihre schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme
gegeben. Die lokalen Ethikkomitees der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg
und der Friedrich-Alexander-Universitat  Erlangen-Nurnberg gaben ihre
zustimmende Bewertung fur diese Untersuchungen. Fiur die Bestimmung der
SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2A1-Proteinexpression in den humanen
gastroduodenalen Biopsien wurden die cDNA und die Proteinproben von den

Kooperationspartnern der Universitat Magdeburg zur Verfiigung gestellt.

5.6.2 Analyse der OATP2A1-Lokalisation in humanen
gastroduodenalen Biopsien

Sowohl Paraffin-eingebettete Biopsien von gesunden Personen als auch
makroskopisch und mikroskopisch fur gesund befundene Magen/Darm-Sektionen
aus dem Antrum, Corpus und Duodenum wurden von Prof. Dr. med. Kerstin U.
Amann und Dr. med. Tilman R. Rau aus dem Gewebearchiv des Pathologischen
Instituts  (Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg) zur Verfigung
gestellt. Die Verwendung der Proben erfolgte nach zustimmender Bewertung der
Ethikkommission. Zehn verschiedene Biopsien jeder Magen/Darm-Region wurden

untersucht.

5.7 mRNA-Expressionsanalyse mittels quantitativer Real time -
PCR

Die mRNA-Expression transient oder stabil transfizierter Zellen wurde mittels
quantitativer Real time-PCR in einem LightCycler 2 System (ROCHE Diagnostics -
Applied Science) durchgefilhrt. Dazu wurden 1x10° HEK293-Zellen in einer
9,6 mm-Petrischale (CELLSTAR; Greiner bio-one) ausgesat und unter normalen

Wachstumsbedingungen kultiviert. 24 Stunden vor der mRNA-Isolierung wurden
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die Zellen mit Natriumbutyrat-haltigem  Kulturmedium induziert. Am
darauffolgenden Tag wurde zur Isolierung der total RNA aus den Zellklonen das
RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH) eingesetzt und nach Angaben des Herstellers
verwendet.

Zuerst wurde das Kulturmedium abgenommen und der mit B-Mercaptoethanol
versetzte Puffer RLT zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber
(Sarstedt) abgekratzt und das Lysat in ein Mikrozentrifugenréhrchen tberfuhrt.
Zum Homogenisieren wurde das Lysat mindestens finfmal durch eine 20-Gauge-
Kantle (0,9 mm Durchmesser; Sterican, B. Braun Melsungen AG) auf- und
abgezogen. Darauffolgend wurde 70%iges Ethanol dem homogenisierten Lysat
zugegeben und das Gemisch, das die geféllten Nucleinsauren enthélt, auf eine
RNeasy-Zentrifugationssaule aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit RW1-
Puffer wurde auf der S&ule ein DNase-Verdau durchgefuhrt. Hierzu wurden
DNase I-Stocklésung mit dem Puffer RDD versetzt und dieser Mix auf die
Zentrifugationssaule des Kits gegeben und bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit RW1- und RPE-Puffer wurde die
RNA anschlieBend mit 50 ul RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert.
Alternativ. wurde die RNA mit dem High Pure RNA Isolation Kit (ROCHE
Diagnostics - Applied Science) isoliert, das nach dem gleichen Prinzip funktioniert.
Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Spektrometers
(SmartSpec Plus, Bio-Rad Laboratories GmbH) bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt.

Die RNA wurde mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH)
nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Die Erststrangsynthese
erfolgte mit einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase).
Hierbei wurde die Gesamt-RNA mit deionisiertem Wasser verdunnt und mit
5x-iScript-Reaktionsmix und iScript-Reverse Transkriptase versetzt. Die
Erststrangsynthese erfolgte in einem Thermocycler (MyCycler Thermocycler, Bio-
Rad Laboratories GmbH) nach Herstellerangaben.

Die quantitative Real time-PCR wurde mit dem LightCycler FastStart DNA
Master’"Y®> SYBR Green | Kit (ROCHE Diagnostics - Applied Science) nach
Angaben des Herstellers in einem Real time-Kapillar-Cycler (LightCycler 2.0
System, ROCHE Diagnostics - Applied Science) durchgefiihrt. Hierbei wurde der

DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | verwendet, der sich in die
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kleine Furche doppelstrangiger DNA einlagert. Dazu wurden der flnffach
konzentrierte Master Mix, die zehnfach konzentrierten PCR Oligonucleotid-Primer
(forward und reverse; 0,5uM Endkonzentration) und das cDNA Template
gemischt. Kalibrierproben, die aus Plasmid-DNA mit einem Real time-PCR-
Fragment des zu untersuchenden Gens bestanden, wurden Uber einen
Konzentrationsbereich von 0,1 ng/ul bis 0,0001 ng/ul mitgefuhrt. Die spezifischen
Oligonucleotid-Primer sind unter 5.1.6 aufgefuhrt. Die PCR-Fragmente wurden
durch eine initiale Denaturierung von zehn Minuten bei 95C, gefolgt von 40
Zyklen einer Denaturierung von zehn Sekunden bei 95T, einer Primer-
Hybridisierung von zehn Sekunden bei der Primer-abhangigen
Schmelztemperatur (T,) und einer Polymerisation fir 30 Sekunden bei 72C
amplifiziert. Die Spezifitdt des amplifizierten PCR-Produkts wurde mit einer
Schmelzkurvenanalyse bestimmt. Hierbei wurden die PCR-Fragmente bei
steigender Temperatur von 0,1C/s bis 95T aufgesch molzen. Die resultierenden
Schmelzkurven erlaubten die Unterscheidung zwischen Primer-Dimeren und dem
spezifischen Produkt, welches bei héheren Temperaturen schmilzt als die Primer-
Dimere. Anschlieiend wurde flur die Quantifizierung ein externer Standard, hier
eine Verdunnungsreihe von Plasmid-DNA des untersuchten Gens verwendet. Die
Ergebnisse der quantitativen Analyse wurden als prozentuale Expression relativ

zum Haushalts-Gen [3-Aktin als arbitrary units (a.u.) angegeben.

5.8 Proteinexpressionsanalyse

5.8.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Um die Proteinexpression in Zellen nachweisen zu kénnen, wurden die Zellen fur
Immunfluoreszenzversuche auf runden Deckglasern mit einem Durchmesser von
15 mm (Roth), die in die 12 Kavitaten einer Gewebekulturplatte (CELLSTAR Cell
Culture Multiwell Plate, Greiner Bio-one) gelegt wurden, kultiviert. Um das
Anhaften der Zellen zu ermdglichen, wurden die Deckglaser vor dem Aussaen mit
Poly-D-Lysin (0,1 mg/ml, sterilfiltriert) beschichtet. Die ausgesate Zellzahl betrug
5,5x10° Zellen/Kavitat. Die Zellen wurden unter normalen Kulturbedingungen
kultiviert. Ein Tag vor Versuchsdurchfihrung wurden die Zellen mit
10 mM Natriumbutyrat-haltigem Kulturmedium induziert. Die Immunfluoreszenz-

Farbung wurde nach bereits publizierten Protokollen (Lee et al. 2005; Glaeser et
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al. 2007; Mandery et al. 2010) durchgefiuhrt. Zuerst wurden am Versuchstag das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml tris-buffered-saline (TBS) gewaschen.
Die Zellen wurden anschlieend zehn Minuten in 70%igem Methanol fixiert und
durch eine zehnminutige Inkubation mit 0,4% TBS-Triton X-100 permeabilisiert,
damit der Antikdrper an intrazellulare Strukturen binden kann. Um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen, erfolgte eine 45-mindtige Inkubation mit einer
2%igen bovinen Serumalbuminlésung (BSA). Die eigentliche Immunreaktion
wurde durch eine 1,5-stiindige Inkubation oder eine Inkubation Uber Nacht mit
dem Primarantikbrper gestartet. Vor Zugabe des Sekundarantikbrpers wurde
Uberschussiger und unspezifisch gebundener Primérantikdrper durch dreimaliges
Waschen mit 0,05% TBS-Tween 20 entfernt. Die Inkubation mit dem
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikorper wurde fur 30 Minuten bei
37C im Inkubator durchgefuhrt. Nachfolgend wurden die Zellen bei den
Inkubationen lichtgeschutzt aufbewahrt. Es folgten zwei Waschschritte mit
0,05% TBS-Tween 20. Bei Bedarf wurden die Zellen mit SYTOX Green oder
SYTOX Orange (Invitrogen GmbH) inkubiert, um die Zellkerne zu farben. Es
folgten wiederum zwei Waschschritte mit 0,05%igem Tween 20/TBS. Zur
Entfernung der Salzlosung wurde der Zellrasen kurz mit deionisiertem Wasser
abgespllt. Die Deckglaser wurden anschlielend aus den Kavitaten gehoben und
mit dem Zellrasen nach unten mit Immun-Mount-Einbettmedium (Thermo Electron
Corporation) auf Objekttragern (Roth) platziert. Die rote und grine Fluoreszenz
der sekundéaren Antikdrper und der SYTOX-Farbungen wurde mithilfe konfokaler
Lasermikroskopie (Axiovert 100M, Carl Zeiss Microlmaging GmbH) detektiert.
Dadurch konnten die beiden spezifisch farbenden Fluoreszenzfarben gleichzeitig
detektiert werden. Eine Kolokalisation der detektierten Proteine wurde durch
Uberlagerung der Fluoreszenzfarben und der daraus resultierenden Gelbfarbung

mittels der Software LSM Image Browser Version 4.2.0.121 dargestellt.

5.8.2 Immunhistochemie von OATP2A1 und semiquantita  tive
Auswertung mittels IRS-Score

Um Proteine, wie z.B. OATP2A1, in Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten zu
lokalisieren, wurden immunhistochemische Analysen nach bereits publizierten

Protokollen durchgefiihrt (Glaeser et al. 2007; Mandery et al. 2010). Die folgenden
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Inkubationsschritte wurden in Glaskivetten durchgefihrt. Zuerst wurden
Paraffinschnitte mit Xylol (Merck KGaA) und Ethanol deparaffinisiert. Dazu wurden
die Schnitte dreimal funf Minuten in Xylol, zweimal funf Minuten in Ethanol
(absolut), einmal zehn Minuten in Ethanol (absolut) und jeweils eine Minute in
90%, 80% und 70% (v/v) Ethanol inkubiert. Danach wurden die Schnitte einmal
funf Minuten in PBS gewaschen und wéhrenddessen Citratpuffer pH 6,0 (DCS
GmbH und Co. KG) in der Mikrowelle erhitzt. AnschlieRend wurde der
Objekttrager zur Antigendemaskierung im heil3en Citratpuffer inkubiert bis die
Flissigkeit Raumtemperatur erreicht hatte. Nach einem weiteren Waschschritt in
PBS wurden die Schnitte fir 20 Minuten in 10% H,O, in 100 mM Tris (pH 7,4) bei
Raumtemperatur inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat zu unterdriicken.
Anschlieend wurden die Objekttrager dreimal mit PBS gewaschen. Um
unspezifische Antikérper-Antigen-Wechselwirkungen zu vermeiden, wurden die
Schnitte zuerst fur 15 Minuten in 1xPBS/0,1% Triton X-100-Losung gewaschen
und danach fir 60 Minuten in dem Blockierungspuffer PowerBlock Universal
Blocking Reagent (BioGenex) inkubiert. Anschlie3end wurden die Schnitte Uber
Nacht bei 4C mit dem polyklonalen Maus anti-humanen OATP2A1-
Primarantiserum (verdinnt in Blockierungspuffer) inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Schnitte dreimal fir zehn Minuten in 1XxPBS/0,1% Triton X-100-L6ésung
gewaschen und danach fir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einem
biotinylierten Ziege anti-Maus Sekundarantikérper (Mouse Link, BioGenex) und
anschlieBend fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Meerrettich-
Peroxidase-konjugiertem Streptavidin (Label, BioGenex) inkubiert. Nach diesen
Schritten wurden die Objekttrager dreimal fir zehn Minuten in 0,1% (v/v) Triton X-
100-Lésung und einmal fur funf Minuten in PBS gewaschen. Die Proteine wurden
mit Hilfe einer Farbreaktion durch die Umsetzung der Substrate 3-Amino-9-
ethylcarbazole oder Diaminobenzidin (AEC One Step Solution und Liquid DAB
Substrate Pack, BioGenex) visualisiert. Die Zellkerne wurden in den
Gewebeschnitten mit Hamatoxylin Solution, Gill No. 2 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) gegengefarbt. Anschlieend wurden die Schnitte mit Immun-Mount-
Einbettmedium (Thermo Electron Corporation) und einem Deckglaschen
eingebettet. Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop.

Die Expression von OATP2A1 in Antrum, Corpus und Duodenum wurde mit Hilfe

eines immunhistochemischen Punkte-Bewertungs-System (immunohistochemical
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rating scores, IRS) (Remmele et al. 1987) quantifiziert. Die Intensitat der Farbung
wurde wie folgt eingeteilt: O - keine Farbung; 1 - schwache Farbung;
2 - mittlere Farbung und 3 - starke Farbung. Die Anzahl an gefarbten Zellen wurde
wie folgt eingeteilt: O - keine Zellen; 1 - <10% Zellen; 2 - 10-50% Zellen; 3 - 50-
80% Zellen und 4 - >80% Zellen. Fur die Berechnung des IRS wurden die Werte
der Intensitdt und der Anzahl der gefarbten Zellen multipliziert. Sporadisches
Auftreten von positiv gefarbten Schnittrandern wurde als artifizieller Effekt
bewertet und von der IRS Analyse ausgeschlossen.

Die Spezifitat des immunreaktiven Signals von OATP2A1 wurde durch
Negativkontrollen  bestétigt. Dabei wurden die Gewebeschnitte  mit
Blockierungspuffer oder einem polyklonalen Antiserum, das durch eine
einstindige Prainkubation bei 37C mit dem antigenen Peptid (Abnova)

neutralisiert wurde, inkubiert.

5.8.3 Immunoblotanalyse

Beim Protein-Blotting werden Proteine auf eine Membran Uberfihrt und dort einer
Nachweisreaktion unterzogen, die fir ein Protein spezifisch ist. Die Proteine
werden dazu gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend aus dem Gel auf
die Membran transferiert. Die Immunoblotanalyse wurde nach einem bereits
publizierten Protokoll (Glaeser et al. 2010) durchgefihrt.

Fur die Isolierung der Gesamtmembranfraktion aus kultivierten Zellen wurden
4,5x10° Zellen in eine Poly-D-Lysin beschichtete Petrischale (10 cm Durchmesser)
ausgesat und einen Tag vor der Isolation mit 10 mM Natriumbutyrat-haltigem
Medium induziert. Fiir die Analyse der OATP1B3-Mutanten wurden 7,5x10° Zellen
in Poly-D-Lysin beschichtete Zellkulturplatten mit sechs Kavitaten ausgesat und
die Zellen nach 24 Stunden mit 4000 ng pro Kavitat des jeweiligen
Expressionsplasmids mittels Lipofectamine 2000 (Invitrogen GmbH) transfiziert
(siehe 5.5.3). Am Versuchstag wurde das Medium aspiriert und die Zellen mit PBS
(Invitrogen GmbH) gewaschen. Durch Zugabe von PBS und mit Hilfe eines
Zellschabers (Sarstedt) wurden die Zellen von der Petrischale gelést und
anschlieBend in ein 15 ml-Zentrifugationsrohrchen Uberfihrt. Es folgte eine
funfminutige Zentrifugation bei 750 rpm (Hermle Z400; Hermle AG). Das gebildete
Zellpellet wurde in Proteinlagerungspuffer pH 7,4 [eine Complete Mini Protease
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Inhibitor Cocktail Tablette (Proteaseinhibitorenmischung, ROCHE Diagnostics-
Applied Science) +100mM Tris-HCI + 1 mM EDTA] resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? Uberfihrt und mittels
Ultraschall zweimal fir 15 Sekunden behandelt. Das Zellhomogenat wurde bei
-20TC gelagert.

Die Quantifizierung des Proteingehaltes erfolgte nach der BCA-Methode unter
Verwendung des BCA Protein Assay Kits (Fisher Scientific GmbH). Von jedem
Zelllysat wurden 50 ul in Reaktionsgeféaf3e dberfiihrt und 1 ml Arbeitsldsung
[50 Volumenanteile Lésung A (BCA/0,1 M NaOH) und ein Volumenanteil Losung B
(4% Cu,S0,); BCA™ Protein Assay Kit] dazu gegeben, gemischt und 30 Minuten
bei 37<C inkubiert. Anschliel3end wurden die Lésunge n in Halbmikrokivetten aus
Polystyrol (Sarstedt) Uberfuhrt und die Extinktion bei 562 nm mit dem
Spektrometer (SmartSpec Plus, Biorad) gemessen. Zur Quantifizierung des
Proteingehaltes  wurden in gleicher  Weise Kalibrierproben aus
Rinderserumalbumin (BCA Protein Assay Kit, Pierce) in Proteinlagerungspuffer fur
die Konzentrationen 100, 200, 250 und 500 pg/ml angesetzt. Die Quantifizierung
erfolgte mittels linearer Regressionsanalyse der Kalibrierproben. Falls notwendig,
wurden die Proben vor der Messung verdunnt.

Vor dem Auftragen auf das Polyacrylamidgel wurden die Proben mit LAmmli-Puffer
behandelt. Hierzu wurde die gewilinschte Menge an Gesamtprotein mit Lammli-
Puffer (62 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerol, 0,01% Bromphenolblau,
0,4 mM Dithiothreitol) verdinnt. Anschliel3end wurden die Proben fir funf Minuten
bei 95T in einem Heizblock (Thermoleader, UniEquip GmbH) denaturiert. Durch
die Zugabe des anionischen Detergenz SDS wurden die Proteine im Verhéltnis zu
ihrem Molekulargewicht anionisiert, sodass sie nach ihrer molekularen Gréf3e im
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden konnten. Das Dithiothreitol bewirkte eine
Reduzierung der Disulfidbriicken zwischen den Polypeptidketten.

Die  Proteine werden bei einer diskontinuierlichen  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli in
Gegenwart von 0,1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Dazu wurde ein 10%iges Trenngel und darauf
anschlieBend ein 4%iges Sammelgel gegossen, wodurch man eine

Konzentrierung der Probe zu einer schmalen Startbande erhalt. Ein 10%iges
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Trenngel eignet sich besonders fur die Auftrennung von Proteinen mit der
Molekularmasse zwischen 16kDa und 120 kDa.

Tabelle 5: Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen f  Gr Mini-PROTEAN 3 Elektrophorese Set

(Volumenangabe fiir ein Gel)

Chemikalien Sammelgel (4%) Trenngel
(10%)

30% (w/v) Acrylamid 325 ul 1,65 mi

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,25 ml

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 625 ul

10% (w/v) Sodiumdodecylsulfat (SDS) 25 ul 50 pl

10% (w/v) Ammoniumperoxidsulfatlosung 12,5 ul 25 ul

(APS)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 1,25 ul 2,5 ul

H,O 1,53 ml 2,05 ml

Die vorbereiteten Proben wurden ebenso wie der Proteinstandard (Benchmark
PreStained Protein Ladder, Invitrogen GmbH) in die Kammtaschen des Gels
pipettiert. Das Gel wurde fur 15 Minuten bei 100 V gestartet. Anschlie3end wurden
die Proben bei 130 V fur eine Stunde aufgetrennt. Hierfir wurde eine vertikale
Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN 3, Bio-Rad Laboratories GmbH), die mit
Laufpuffer geflllt war, verwendet. Der Laufpuffer (pH 8,9) bestand aus 25 mM
Tris-Base, 200 mM Glycin und 3,5 mM SDS (alles Roth) in H,O. Nach Beendigung
des Laufes wurde das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt.

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der
getrennten Proteine auf eine proteinbindende Membran. Mittels Wet-Blot-
Verfahren (Towbin et al. 1979) wurden die Proteine durch Anlegen einer
Spannung aus dem Gel elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran
(Whatman PROTRAN 0,2 um, Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Whatman
Group)  transferiert. Das Trenngel wurde  zusammen mit  der
Nitrocellulosemembran, den Filterkartons und den Schwammtichern fur 15
Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Der Transferpuffer pH 8,3 (Towbin-Puffer)
setzte sich aus 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin und 20% (v/v) Methanol (alles
Roth) in H,O zusammen. Dieser wurde jeweils frisch angesetzt und im

Kihlschrank vorgekihlt. Das Methanol erleichterte die Bindung der Proteine an
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die Nitrocellulosemembran. Der Proteintransfer erfolgte in einer Tankblotkammer
(Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH), die
mit Transferpuffer aufgefullt wurde, fir 90 Minuten bei 100 V. Der Eisakku wurde
nach 45 Minuten gewechselt. Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die
Membran in PBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline) aufbewahrt.

Zur Kontrolle der Transfereffizienz wurde die Membran anschliel3end fur zehn
Minuten mit Ponceau-S-Losung [0,5% (v/v) Ponceau S, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH in 3% (v/v) Trichloressigsaure, Roth] gefarbt, um alle Proteine unspezifisch
anzufarben. Nach Aufnahme eines Bildes mittels eines Kopierers oder Scanners
wurde die Membran mit dem Waschpuffer PBST [phosphate-buffered saline
tween, 0,05% (v/v) Tween 20 (Roth) in PBS] wieder entfarbt.

Zur Absittigung von unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran eine
Stunde bei Raumtemperatur mit dem Blockierungspuffer [5% (w/v)
Magermilchpulver (Merck KGaA) in PBST] auf dem Wippschittler inkubiert.
Danach erfolgte die Inkubation der Membran mit der Primarantikérperlésung
(Primarantikdrper verdinnt in Blockierungspuffer) Gber Nacht bei 4C auf dem
Wippschuttler. Nicht-gebundener Primarantikérper wurde danach durch drei
zehnminutige Waschschritte mit PBST wieder entfernt. Darauf folgte eine
einstindige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Wippschuittler mit einem in
Blockierungspuffer verdinnten, Meerrettich-Peroxidase konjugierten
Sekundarantikorper, der gegen die Spezies, in welcher der Primarantikdrper
generiert wurde, gerichtet war. Um die Sekundarantikdrperlosung zu entfernen,
wurde die Membran dreimal fir zehn Minuten mit PBST gewaschen.

Um die an das Protein gebundenen Reagenzien sichtbar zu machen, wurde die
Membran fur funf Minuten bei Raumtemperatur mit dem Amersham ECL Western
Blotting Detection Reagents (GE Healthcare Europe GmbH) inkubiert. Durch die
indirekte Markierung des Proteins mit Meerrettichperoxidase (HRP) konnte nach
Zugabe des entsprechende Substrats (Luminol/4-Jodphenol) die
Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Die Chemilumineszenz wurde mithilfe
autoradiographischer Filme (Amersham Hyperfiim ECL, GE Healthcare Europe
GmbH) oder mit einer CCD-Kamera (Molecular Imager ChemiDoc XRS System,
Bio-Rad Laboratories GmbH) digital visualisiert. Die Entwicklung der
autoradiographischen Filme erfolgte in einem Filmentwickler (X-Omat 1000,

Kodak). Nach erfolgreicher Detektion der Proteine auf der Membran konnte der
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Immunkomplex mittels einer 20-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur mit
dem Restore Western Blot Stripping Buffer (Fisher Scientific GmbH) entfernt
werden. Nach dem Waschen der Membran mit Waschpuffer konnte die Membran
mit weiteren Antikdrpern (z.B. gegen B-Aktin) inkubiert werden.

Die densitometrische Auswertung der eingescannten autoradiographischen Filme
erfolgte mit Hilfe der Software Gel-Pro Analyzer Version 4.5.00.0 (Media
Cybernetics, Inc). Die digitalen Aufnahmen des Molecular Imager ChemiDoc XRS
Systems konnten direkt mit dem Programm Quantity One 1-D Analysis Software
(Bio-Rad Laboratories GmbH) ausgewertet werden. Die Proteinexpression wurde
auf die B-Aktin-Expression normalisiert.

Die Spezifitat des OATP2A1-Antikdrpers gegentber anderen humanen OATPs
wurde mit Hilfe eines Immunoblots Uberpruft. Dazu wurden Zellhomogenate von
Zelllinien, die stabil OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, OATP4Al und
OATP4C1 exprimieren, verwendet. Es konnte keine Kreuzreaktivitdt beobachtet
werden.

Fur den OATP1B3-Wildtyp und einige OATP1B3-Mutanten (Lys41>Ala,
Lys41>Gly, Arg580>Gly, Arg580>Lys und Glu77>Ala) wurde die
Proteinexpression in der Zelloberflache genauer mit Hilfe einer Zelloberflachen-
Biotinylierung untersucht. Die Biotinylierung und Isolation der
Zelloberflachenproteine wurde mit dem EZ-Link Sulfo NHS-SS Biotin Kit (Fisher
Scientific GmbH) nach Angaben des Herstellers durchgefthrt. Daflir wurden die
Zellen wie oben beschrieben mit den jeweiligen OATP1B3-Expressionsplasmiden
transfiziert und nach 24-stiindiger Inkubation mit Natriumbutyrat-haltigem
Kulturmedium mit dem Biotinylierungs-Reagenz EZ-Link Sulfo NHS-SS Biotin
(Fisher Scientific GmbH) behandelt. Nach der Zelllyse und der Solubilisierung der
Zellmembranen wurde die Proteinmenge mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit
(Fisher Scientific GmbH) bestimmt. Zur Isolierung des biotinylierten
Zelloberflachen-Proteins wurde NeutrAvidin Agarose Resin (Fisher Scientific
GmbH) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die isolierten
Zelloberflachenproteine wurden wie oben beschrieben mittels Immunoblot

analysiert.
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5.9 Transportversuche

5.9.1 Quantifizierung der zellularen Akkumulation v on radioaktiv
markierten Substanzen mittels Flussigkeitsszintilla tionsmessung

Um die Aufnahme eines Substrats in die transfizierten Zellen untersuchen zu
konnen, wurden Transportversuche mit radioaktiv markierten Substanzen nach
bereits publizierten Protokollen durchgefiihrt (Seithel et al. 2007; Bachmakov et al.
2008; Mandery et al. 2010). Dazu wurden die Zellen in Poly-D-Lysin-beschichteten
(0,1 mg/ml, sterilfiltriert; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) Platten mit zwolf Kavitaten
in einer Konzentration von 3x10° Zellen/1 ml/Kavitat fiir transient transfizierte
Zellen und 7,5x10° Zellen/800 pl/Kavitat fir stabil transfizierte Zelllinien ausgesét
und 24 Stunden vor dem Versuch mit 10 mM Natriumbutyrat-haltigem
Kulturmedium inkubiert, um die Proteinexpression zu steigern.

Am folgenden Tag wurden die Transport-Versuche mit radioaktiven 3[H]-
markierten Substanzen durchgefiihrt. Zuerst wurden die Zellen mit auf 37T
vorgewarmtem Transportpuffer (142 nM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM K;HPOy, 1,2 mM
MgSQO,4, 1,5 mM CaCl,, 5 mM Glukose und 12,5 mM HEPES, pH 7,3; sterilfiltriert)
gewaschen, um restliches Medium zu entfernen. Nachfolgend wurden die Zellen
mit Donorlésung (radioaktiv markierte Substanz und nicht radioaktiv markierte
Substanz in Transportpuffer) fur die gewinschte Zeit bei 37C im Brutschrank
inkubiert. Die Inkubationszeit sollte innerhalb des linearen Anstiegs der
Transportaktivitat liegen; sie ist somit abhangig von Zelllinie und Substrat. Nach
der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem Transportpuffer
gewaschen und anschlieBend durch Zugabe von 0,2% Natriumdodecylsulfat
(SDS) lysiert. Die Proben wurden in Szintillationsgefalden (Pony Vial 6ml, Perkin
Elmer) mit Szintillationsflissigkeit Ultima Gold XR (PerkinElmer) versetzt. Die
intrazellulare Akkumulation der radioaktiv markierten Substanz wurde mit Hilfe des
Tricarb 2800 (PerkinElmer) tber drei Minuten gemessen und in Z&ahlereignissen
pro Minute (cpm; counts per minute) angegeben.

Die entsprechende Gesamtproteinkonzentration jeder Kavitat wurde mit dem
BCA™ Protein Assay Kit (Fisher Scientific GmbH) nach Angaben des Herstellers
bestimmt (siehe 5.8.3). Die Transportraten wurden auf das Gesamtprotein

normalisiert und in pmol/mg Protein/min angegeben.
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Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten K,, der Konzentration, bei der
ein  halbmaximaler Transport zu beobachten ist, und der maximalen
Transportgeschwindigkeit vmax wurden Transportversuche mit steigenden
Konzentrationen des Substrats durchgefihrt und mittels nicht-linearer
Kurvenanpassung ermittelt. Die Michaelis-Menten-Konstante (K,) wird in puM
angegeben, die maximale Transportgeschwindigkeit (Vmax) in pmol/mg Protein/min.
Um die Inhibition des OATP2Al1-vermittelten PGE,-Transports (0,5 uM) durch
verschiedene Substanzen zu untersuchen, wurden die Zellen wahrend des
Versuchs mit verschiedenen Konzentrationen der unselektiven COX-Inhibitoren
Acetylsalicylsaure, Salicylsdure, Diclofenac, Ibuprofen, Indomethacin, Ketoprofen,
Naproxen und des selektiven COX-2-Inhibitors Lumiracoxib koinkubiert. Danach
wurden die Zellen wie oben beschrieben weiterbehandelt. Die Expositionszeit lag
bei 5 Minuten, da die Aufnahme-Kinetik von Prostaglandin E, in die HEK293-
OATP2A1-Zellen zu diesem Zeitpunkt in einem linearen Bereich liegt. Alle
Untersuchungen wurden mindestens in zwei unabhangigen Experimenten mit
mindestens je drei Kavitaten pro Konzentration pro Experiment untersucht.

Zur Bestimmung der Ki-Werte (inhibitorische Konstante) der Ginkgo biloba-
Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin in den HEK293-OATP1A2- und
HEK293-OATP2B1-Zellen wurden jeweils Transportexperimente bei drei
verschiedenen BSP-Konzentrationen und vier verschiedenen Flavonoid-
Konzentrationen fur funf Minuten (OATP1A2) und zehn Minuten (OATP2B1)
durchgefiihrt. Diese Zeiten wurden gewahlt, da die Aufnahme von BSP in die
HEK293-OATP1A2-Zellen und HEK293-OATP2B1-Zellen (Bachmakov et al. 2008)
zu diesem Zeitpunkt linear ist. Der OATP1A2-vermittelte BSP-Netto-Transport
wurde bei den Konzentrationen 2,5uM, 5uM und 10 uM bestimmt. Der
OATP2B1-vermittelte BSP-Netto-Transport wurde bei den Konzentrationen
0,5uM, 1 puM und 2,5 uM bestimmt. Die Flavonoid-Konzentrationen lagen fur
Apigenin bei 1 uM, 10 uM und 100 uM, fur Kaempferol bei 10 uM, 50 uM und
100 puM und fir Quercetin bei 25 uM, 50 uM und 100 uM. Die Messungen wurden
fur jede Konzentration 3-6-mal wiederholt. Der Transport von Fexofenadin wurde
fur OATP1AZ2 fur 5 Minuten durchgefthrt, da die Aufnahme von Fexofenadin in die
HEK293-OATP1A2-Zellen zu diesem Zeitpunkt linear ist. Die Aufnahme von
Atorvastatin in HEK293-OATP1A2-Zellen und HEK293-OATP2B1-Zellen (Grube et
al. 2006) wurde fur 10 Minuten durchgefuhrt.
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Die Transportversuche fur OATP1B3 wurden mit 1 uM BSP und 50 pM Pravastatin
fur 10 Minuten durchgefuhrt. Diese Zeiten wurden gewahlt, da die Aufnahme von
BSP und Pravastatin in die HEK293-OATP1B3-Zellen zu diesem Zeitpunkt linear

ist.

5.9.2 Quantifizierung der zellularen Akkumulation v on Substanzen
mittels LC-MS/MS

Die intrazellulare Quantifizierung von Fexofenadin wurde mit Hilfe der
Flissigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie  (LC-MS/MS;  liquid
chromatography, mass spectrometry) gemessen (Hofmann et al. 2002). Dazu
wurden die Transportversuche wie unter 5.9.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach der
Zelllyse wurde die Menge der Substanz in den Zellen mit LC-MS/MS bestimmit.
Dazu wurden 10 ul der Proben mit 90 pl des internen Standards (MDL 026042,
Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt a.M., Germany) versetzt. Die
Analyse wurde mittels des Triple Quadrupol API4000™ LC/MS/MS Systems
(Applied Biosystems, Toronto, ON, Canada) durchgefihrt. Die verwendete HPLC-
Saule war eine Luna 3u CN 100A, New Column 100x2,0 mm mit SecurityGuard
Cartridges, CN 4x2,0 mm von Phenomenex (Aschaffenburg). Eine Mischung aus
12 mM Ammoniumacetat und Acetonitril (50:50, v/v) wurde als FlieBmittel fur
Fexofenadin eingesetzt. Die Flussrate wurde auf 0,25 ml/min eingestellt. Das
untere Quantifikationslimit (lower limit of quantification) lag bei 0,5 ng/ml. Das
Verhaltnis von Peak zur Flache von Fexofenadin zu dem des internen Standards
wurde mittels Analyst Software v1.4.2 (Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland) berechnet. Die Laufzeiten von Fexofenadin und dem
internen Standard lagen bei 2 Minuten. Die Kalibriergerade war mit einem
mittleren Korrelationskoeffizienten von 0,9992 Uber einen Bereich von 0,5 bis
100 ng/ml linear. Das Massenspektrometer arbeitete im ausgewahlten lonen-
Monitoring Modus mit den entsprechenden MH" lonen, m/z 502,3 fiir Fexofenadin
und m/z 530,3 fur den internen Standard. Der Variationskoeffizient der intraday
Variabilitdt (n = 15; Qualitatskontrollen beinhalteten 2,5, 25 und 100 ng/ml
Fexofenadin) lag zwischen 4,0% und 6,6%. Der Variationskoeffizient der
intraassay Variabilitat (n = 5) lag zwischen 3,9% und 7,4%.
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Fur die intrazellulare Quantifizierung von Pravastatin wurde das System, wie bei
Seithel und Kollegen (Seithel et al. 2007) beschrieben, verwendet. 100 ul des
internen Standards (200 ng/ml Ibuprofen in FlieBmittel) wurden mit 100 ul der
Proben versetzt. Als Vorsaule wurde eine VS Cyano, 4x2 mm (Phenomenex,
Aschaffenburg) eingesetzt. Als FlieBmittel wurde eine Mischung aus
12 mM Ammoniumacetat und Methanol (50:50, v/v) verwendet. Die Flussrate
wurde auf 0,2 ml/min eingestellt. Die Laufzeiten lagen bei 1,2 Minuten fir
Pravastatin und 1,4 Minuten fur den internen Standard. Die Kalibriergerade war
mit einem mittleren Korrelationskoeffizienten von 0,997 tber einen Bereich von 0,5
bis 30 ng/ml linear. Der Variationskoeffizient der intraday Variabilitdt lag zwischen
1,6% und 6,9%.

5.10 Statistische Analyse

Aufbauend auf den Ergebnissen der Transportversuche wurden nicht-lineare
Kurvenanpassungen nach Michaelis-Menten mit Hilfe der Software Prism 4
(GraphPad  Software, Inc.) durchgefuhrt. Alle Daten wurden als
Mittelwerte = standard error of the mean (S.E.M.) angegeben.

Der Prozentsatz der Inhibition oder Stimulation des Transportes durch Substanzen
wurde bezogen auf Kontrollexperimente, in denen der Transport bei Abwesenheit
von Inhibitoren oder Stimulatoren untersucht wurde (100% Transport), berechnet.
Die entsprechenden ICso- oder ECso-Werte fur die Inhibition oder Stimulation des
Transportes wurden mit sigmoidaler Kurvenanpassung bei halblogarithmischer
Auftragung der Inhibitor-/Stimulator-Konzentration gegen die Transportaktivitat
berechnet (Prism 4; GraphPad Software, Inc.). Die ICsp- oder ECsp-Werte sind die
Konzentration, bei der 50% Inhibition oder Stimulation des Substrattransports
auftraten.

Die mRNA-Expression und Substrat-Aufnahme der jeweiligen Zelllinien wurde mit
einem ungepaarten t-Test im Vergleich zu den Vektorkontrollzelllinien anlysiert.
Die statistische Auswertung der SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2A1-
Proteinexpression in Antrum, Corpus und Duodenum wurde mittels one-way
analysis of variance (ANOVA) und einem Bonferroni’'s multiple comparison test
untersucht. Der Einfluss der COX-Inhibitoren, die mit einer Konzentration von
100 uM eingesetzt wurden, auf den OATP2Al-vermittelten Transport und der
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Einfluss der Flavonoide auf den OATP1A2- und OATP2Bl-vermittelten
Atorvastatin-Transport wurde mit Hilfe des ANOVA Tests mit einem Dunnett’s
multiple comparison test analysiert. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen. Der Einfluss der Ginkgo biloba-Flavonoide auf den
OATP1A2-vermittelten Transport von BSP und Atorvastatin wurde zuséatzlich
mithilfe eines Dixon-Plots (Dixon 1972) analysiert. Durch die reziproke Auftragung
der Transportgeschwindigkeit v bei verschiedenen Substratkonzentrationen (y-
Achse) Uber die Flavonoid-Konzentration ¢ (x-Achse) erhdlt man einen
Schnittpunkt der Geraden, Uber den man die inhibitorische Konstante K; der
jeweiligen Substanzen ermitteln kann.

Der Einfluss der OATP1B3-Mutanten auf die Proteinexpression, die
Transportaktivitat, Ky, und vmax wurde mit one-way ANOVA mit Dunnett’s multiple
comparison test analysiert. Ein p-Wert <0,05 wurde flr eine statistische

Signifikanz bendtigt.

5.11 Strukturelle Modellierung von OATP1B3

Durch eine Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat. Heinrich Sticht aus der Abteilung fur
Bioinformatik des Instituts fir Biochemie der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg wurde eine strukturelle Modellierung des
Aufnahmetransporters OATP1B3 durchgefihrt.

Fur die OATP1B3-Homologie-Modelllierung geeignete Schablonen wurde mit Hilfe
des Proteinstruktur-Vorhersage-Servers des BiolnfoBank Instituts (Ginalski et al.
2003) gefunden. Die individuellen Vorhersagemethoden, kombiniert durch den
Server, sagten Ubereinstimmend voraus, dass der Glycerol-3-Phosphat-
Transporter [(PDB code 1pw4 (Huang et al. 2003)] und die Lactose-Permease-
Struktur [PDB code 1pv6 (Abramson et al. 2003)] eine signifikante Struktur-
Ahnlichkeit mit OATP1B3 haben. Basierend auf diesen Schablonen wurde die
Modellierung mit Hilfe des Modeller 6.2 (Sanchez et al. 2000) durchgefihrt.
Aufgrund der begrenzten Sequenz-Homologie der Schleifen-Regionen wurde die
Modellierung auf die Transmembranhelices beschrankt. Nach 100 Schritten der
Konjugat-Gradienten-Minimierung mit Sybyl 7.3 (Tripos Inc.) wurden Wasserstoff-
Atome dem endgultigen Modell hinzugeftigt. Die Qualitdt der Struktur wurde mit
Procheck (Laskowski et al. 1993) und Whatcheck (Hooft et al. 1996) bewertet.
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Zum Schluss wurden die OATP1B3-Mutationen mit Hilfe der Sybyl 7.3 Software
(Tripos Inc.) und Swiss-PdbViewer (Guex et al. 1997) eingefigt, indem das

niedrigst-energetische Seitenketten-Konformer fur jeden mutierten Aminosaure-
Rest ausgewahlt wurde.
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6 Ergebnisse

6.1 Untersuchungen zur Expression und Funktion des
Prostaglandintransporters OATP2A1 im Gastrointestin altrakt

6.1.1 Expression von OATP2A1 in gastrointestinalen Geweben

Um die Expression von OATP2A1 in gastrointestinalen Geweben untersuchen zu
konnen, wurde die SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2A1-Proteinexpression
in verschiedenen Magen- und Dunndarmabschnitten (Antrum, Corpus und
Duodenum) von neun gesunden Freiwilligen, die keine Medikamente einnahmen,
untersucht. Die SLCO2A1-mRNA-Expression wurde auf die Expression des

Haushaltsgens B-Aktin normalisiert.
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Abbildung 5: SLCO2A1-mRNA-Expression und OATP2Al1-Proteinexpression im h  umanen
Magen und Dinndarm (n=9). A) SLCO2A1-mRNA-Expression in humanen Biopsie-Proben
aus verschiedenen Magen- und Darmregionen gesunder Probanden. Die mRNA-Expression
wurde mittels Real time -PCR bestimmt, auf die Expression des Haushaltsgens B-Aktin
normalisiert und in  arbitrary units (a.u.) angegeben. Zwischen dem Antrum und dem
Duodenum zeigten sich signifikante Unterschiede in der mRNA-Expression (*** p < 0,001,
one-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparison test). B) OATP2A1-Proteinexpression im
humanen Magen und Dinndarm. Die Expression wurde mi  ttels Immunoblotanalyse und
densitometrischer Auswertung quantifiziert und ist in arbitrary units (a.u.) angegeben.
Zwischen Antrum, Corpus und Duodenum konnten keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden. Die Expressionsdaten sind als Einzelwerte (Punkte) und Mittelwerte
(horizontale Linie) angegeben. C) Reprasentativer O  ATP2Al-Immunoblot von humanen
Biopsieproben aus Antrum, Corpus und Duodenum. Fir den Immunoblot wurden 5 g der
Zellhomogenate und 20 pg der humanen Biopsieproben eingesetzt.
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Die hochste SLCO2A1-mRNA-Expression zeigte sich im Antrum, gefolgt von
Corpus und Duodenum. Ein mittlerer 3,3-facher Expressionsunterschied zwischen
Antrum und Duodenum war statistisch signifikant (p < 0,001; one-way ANOVA,
Bonferroni’'s multiple comparison test, Abbildung 5A). Die interindividuelle
Variabilitat der SLCO2A1-mRNA-Expression innerhalb der neun Probanden war
am hoéchsten im Antrum (8,5-fach) verglichen mit Corpus (6,4-fach) und
Duodenum (3,9-fach). Die OATP2A1-Proteinexpression zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Antrum, Corpus und Duodenum (p > 0,05,
one-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparison test, Abbildung 5B).
Abbildung 5C zeigt einen reprasentativen Immunoblot von Biopsieproben, die aus
humanem Antrum, Corpus und Duodenum gewonnen wurden. FUr den
Immunoblot wunden 5 pg der Zellhomogenate und 20 pg der humanen

Biopsieproben aufgetragen.

6.1.2 Lokalisation von OATP2ALl in der gastrointesti  nalen Schleimhaut

Die immunhistochemische Analyse der Gewebeschnitte, welche in Kooperation
mit dem Pathologischen Institut der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg angefertigt wurde, zeigte die starkste Expression von OATP2Al in der
Antrum-Schleimhaut (n=10 verschiedene Biopsien). Eine cytoplasmatische und
granuléare Farbung konnte in der Halsregion und den tiefen Pylorusdriisen des
Antrums detektiert werden (Abbildung 6A). Die Schleimhaut des Corpus (n=10
verschiedene Biopsien) zeigte ebenso eine cytoplasmatische, granulare Farbung
in der Halsregion der Driusen, tuberwiegend in den Belegzellen. In Antrum und
Corpus konnte eine luminale Farbung entlang der tiefen Drisen detektiert werden
(Abbildung 6B). Im Duodenum (n=10 verschiedene Biopsien) zeigten einige
verstreute Zellen von der Oberflache bis hin zu den Krypten und den
Brunnerschen Driisen eine positive Farbung fiur OATP2A1 (Abbildung 6C). Mithilfe
eines immunhistochemischen Punkte-Bewertungssystems (immuno-histochemical
rating score; IRS) wurden Werte von 6,7 £ 3,2 fur das Antrum, 4,3 = 2,6 flr den
Corpus und 1,9%1,8 fur das Duodenum ermittelt. Die positive Farbung der
Belegzellen konnte durch eine Prainkubation des OATP2A1-Antikdrpers mit dem
antigenen Peptid fast komplett unterdriickt werden, was fur eine spezifische
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Bindung des Antikérpers an OATP2A1 in den Gewebeschnitten spricht
(Abbildung 6D+E).

Abbildung 6: Lokalisation von OATP2A1 in humanem ga  strointestinalen Gewebe. A) Es
konnte eine intensive Farbung der Schleimhaut im An  trum einschlief3lich der Pylorusdriisen
nachgewiesen werden. B) Weiterhin sind auch die Bel  egzellen in der Corpus-Schleimhaut
positiv gefarbt. Dabei konnte in einigen tiefen Drii  senzellen eine luminale Farbung detektiert
werden. C) Im Duodenum waren verschiedene Zellen im Bereich von der Villusspitze bis hin
zu den Krypten gefarbt. D, E) Spezifitdat des Antise  rums: Vorinkubation ohne oder mit dem
antigenen Peptid, das zur Herstellung des eingesetz  ten Antiserums verwendet wurde. E)
Das Signal wurde durch die Vorinkubation mit dem Pe  ptid fast vollstandig unterdriickt. A, B
und C: 100-fache VergréRerung und Farbung mit AEC. D und E: 200-fache VergréRerung
und Farbung mit DAB.

6.1.3 Einfluss von Cyclooxygenaseinhibitoren auf di e Funktion von
OATP2A1

6.1.3.1 Etablierung und Charakterisierung einer HEK  293-Zelllinie, die stabil
OATP2AL exprimiert

Um den Einfluss von nichtselektiven und selektiven Cyclooxygenaseinhibitoren auf
die OATP2A1-Funktion untersuchen zu kénnen, wurde eine stabil OATP2Al-
exprimierende HEK293-Zelllinie etabliert. Mittels Real time-PCR und
Immunoblotanalysen konnte gezeigt werden, dass der ausgewéhlte HEK293-
OATP2A1-Klon im Vergleich mit HEK293-Vektorkontrollzellen eine signifikant
hohere Expression an SLCO2A1-mRNA (p < 0,01, ungepaarter t-Test) und eine
erhohte Expression an OATP2A1-Protein besitzt (Abbildung 7A+B). Die HEK293-
OATP2A1-Zellen zeigten im Immunoblot ein spezifisches Signal zwischen 60 und
80 kDa, welches in den HEK293-VK-Zellen und den parentalen HEK293-Zellen
nicht detektiert werden konnte. Es wurden jeweils 5 pg Zellhomogenat

aufgetragen.

66



_.
n
(=]

2.

g

4

s

o,
4

s

o,
4

3

o,

SLCO2A1-mRNA-
Expression [a.u.]

o

(=]

(o]

»

x

@]

(V)

|

- OATP2A1

&q‘ly. 40 KDa— S a— w——— 3-Aktin

20 pm
X-Z X
HEK293-OATP2A1 HEK293-VK
D 8

O~
£ 'E .
S5 6 T
£;
22
N £
g
m -

0 T

NN
> Q
o> A
&
> o
&
Qf(/

Abbildung 7: Charakterisierung der stabil OATP2Al-e  xprimierenden HEK293-OATP2A1-
Zelllinie. A) Die generierte HEK293-OATP2A1-Zellin ie zeigte eine signifikant erhdhte
Expression von SLCO2A1-mRNA im Vergleich zu HEK293-VK-Zellen, die mit dem leeren
Vektor transfiziert wurden (** p < 0,01, ungepaarte r t-Test). B) OATP2Al-Immunoblot von
HEK293-OATP2A1-, HEK293-VK- und parentalen HEK293-Z ellen. Ein spezifisches Signal fur
OATP2A1 konnte bei 60 und 80 kDa in den HEK293-OATP 2A1l-Zellen detektiert werden,
welches in den HEK293-VK- und parentalen HEK293-Zel len nicht detektiert werden konnte.
Es wurden jeweils 5 pg Zellhomogenat aufgetragen. C ) Immunofluoreszenzanalyse der
HEK293-OATP2A1- (links) und HEK293-VK-Zellen (recht s) mittels konfokaler
Lasermikroskopie. OATP2A1 wurde mittels eines Cy2-k  onjugierten Sekund&rantikdrpers
(grine Fluoreszenz) visualisiert. Die OATP2Al-Lokal isation ist in den x-y, x-z und y-z
Ebenen gezeigt. OATP2A1 konnte im Cytoplasma und in der Plasmamembran der HEK293-
OATP2A1-Zellen nachgewiesen werden, wohingegen in d en HEK293-VK-Zellen keine
Farbung nachzuweisen war. Die Zellkerne wurden rot gefarbt (originale VergrofRerung, 400x
mit 4-fachem Zoom). D) Aufnahme von 0,5 uM PGE , in HEK293-OATP2A1- und HEK293-VK-
Zellen. Die HEK293-OATP2A1-Zellen zeigten eine sign ifikant hdhere Aufnahme (17,4-fach)
von PGE , als die HEK293-VK-Zellen (*** p < 0,0001, ungepaar ter t-Test). Daten aus A) und C)
sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben.
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Weiterhin wurde die zellulare Lokalisation des OATP2Al1-Proteins mittels
konfokaler Lasermikroskopie untersucht. Die Lokalisation von OATP2A1 konnte im
Cytoplasma und vor allem aber in der Plasmamembran der HEK293-OATP2A1-
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 7C). Mit Transportversuchen konnte
gezeigt werden, dass das in den HEK293-OATP2A1-Zellen exprimierte OATP2A1-
Protein funktionell als Aufnahmetransporter fur Prostaglandin E, aktiv war. Die
HEK293-OATP2A1-Zellen zeigten eine 17,4-fach hoéhere Aufnahme von PGE;
(0,5 uM) im Vergleich zu HEK293-VK-Zellen (p <0,0001, ungepaarter t-Test,
Abbildung 7D).

6.1.3.2 Einfluss verschiedener Cyclooxygenaseinhibi toren auf die OATP2ALl-
vermittelte PGE ,-Aufnahme

Um den potenziellen Einfluss von Cyclooxygenaseinhibitoren auf die
Transportfunktion von OATP2A1 untersuchen zu koénnen, wurden die nicht-
steroidalen Antiphlogistika (NSAID) Acetylsalicylsdure (ASS), Salicylsaure,
Indomethacin, Diclofenac, Ibuprofen, Ketoprofen und Naproxen sowie der
selektive COX-2-Inhibitor Lumiracoxib getestet (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss verschiedener COX-Inhibitoren auf die OATP2Al-vermittelten PGE -
Aufnahme (0,5 uM). Die COX-Inhibitoren wurden in ei ner Konzentration von 100 uM
eingesetzt. Die Daten sind als Prozent der Kontroll e (o PGE,-Aufnahme ohne Zugabe von
COX-Inhibitoren) angegeben. Acetylsalicylsdure (ASS ) und Salicylsdure zeigten eine
moderate Inhibition der PGE ,-Aufnahme, wohingegen Diclofenac und Lumiracoxib ei ne sehr
starke Inhibition verursachten. Indomethacin, Ibupr ofen, Ketoprofen und Naproxen zeigten
eine signifikante Stimulation der PGE ,-Aufnahme. Alle Daten sind als Mittelwerte + S.E.M.
angegeben (** p < 0,01, one-way ANOVA , Dunnett’s multiple comparison test ).
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Acetylsalicylsdure (ASS) und Salicylsaure zeigten bei einer Konzentration von
100 uM eine signifikante Inhibition der PGE;-Aufnahme um 18 bzw. 27%
(p < 0,01, one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison test). Diclofenac und
Lumiracoxib erwiesen sich bei einer Konzentration von 100 uM als potente
Inhibitoren, welche die Aufnahme von PGE; um mehr als 95% (p < 0,01, one-way
ANOVA, Dunnett's multiple comparison test) reduzierten. Im Gegensatz dazu
zeigten Indomethacin, Ibuprofen, Ketoprofen und Naproxen in einer Konzentration
von 100 uM eine statistisch signifikante Stimulation der OATP2Al-vermittelten
PGE,-Aufnahme (p < 0,01, one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test).

6.1.3.3 Konzentrationsabhé&ngige Inhibition der OATP  2Al-vermittelten PGE -
Aufnahme durch Diclofenac und Lumiracoxib

Im Anschluss an das initiale Screening der verschiedenen COX-Inhibitoren (siehe
6.1.3.2) wurde der Einfluss verschiedener Konzentrationen der chemisch sehr
ahnlichen Substanzen Diclofenac und Lumiracoxib auf die OATP2Al-vermittelte
PGE,-Aufnahme untersucht (Abbildung 9). Hierbei konnten I1Cso-Werte von
6,2+1,2 uM bzw. 3,1 £ 1,2 uM fir Diclofenac und Lumiracoxib ermittelt werden.
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Abbildung 9: Konzentrationsabhangige Inhibition von Diclofenac (A) und Lumiracoxib (B)
auf die OATP2Al-vermittelte PGE ,-Aufnahme (0,5 uM; 5 min). Die PGE ,-Aufnahme ist in
Prozent der Kontrolle angegeben (100%: PGE ,-Aufnahme ohne COX-Inhibitoren). Alle Daten
sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben.
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6.1.3.4 Konzentrationsabhéngige Stimulation der OAT  P2Al-vermittelten
PGE;-Aufnahme durch Indomethacin, Ibuprofen, Ketoprofen und
Naproxen

Basierend auf den Ergebnissen des initialen Screenings (siehe 6.1.3.2) wurden
auch fur die potentiellen Stimulatoren der OATP2A1-vermittelten PGE,-Aufnahme
Indomethacin, lbuprofen, Ketoprofen und Naproxen weitere Untersuchungen
durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich fir die drei untersuchten Substanzen eine
konzentrationsabhangige Stimulation der PGEj,-Aufnahme um 162,7 +13,9%,
77,2 £3,6% und 32,3 £ 4,9% (Abbildung 10). Der ECso-Wert fir Indomethacin lag
bei 1,1 £ 1,4 uM. Ibuprofen zeigte hier keine konzentrationsabhangige Stimulation
oder Inhibition der OATP2A1-vermittelten PGE,-Aufnahme.
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Abbildung 10: Konzentrationsabhangige Stimulation v on Indomethacin (A), Ketoprofen (B)
und Naproxen (C) auf die OATP2Al-vermittelte PGE ,-Aufnahme (0,5 uM; 5 min). Die PGE ,-
Aufnahme ist in Prozent der Kontrolle angegeben (10 0%: PGE,-Aufnahme ohne COX-
Inhibitoren). Alle Daten sind als Mittelwerte + SEE .M. angegeben (* p < 0,05; ** p <0,01; one-
way ANOVA, Dunnett's multiple comparison test ).
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6.2 Untersuchung des Einflusses von Flavonoiden auf die
Transportaktivitat der intestinal exprimierten
Aufnahmetransporter OATP1A2 und OATP2B1

6.2.1 Etablierung und Charakterisierung einer HEK29  3-OATP1A2-
Zelllinie

Zur Untersuchung des Einflusses von Flavonoiden auf die im humanen Dinndarm
exprimierten Transporter OATP1A2 und OATP2B1 wurde in Zusammenarbeit mit
der Universitat Greifswald mittels einer adenoviralen Transfektionsmethode eine
stabil OATP1A2-exprimierende HEK293-Zellinie etabliert. Die durch Geneticin-
Selektion ausgewahlten Klone wurden hinsichtlich ihrer mRNA- und
Proteinexpression getestet sowie auf die OATP1A2-Lokalisation und -Funktion hin
untersucht. Die HEK293-OATP1A2-Zellen waren durch eine signifikant hohere
Expression an SLCO1A2-mRNA (p < 0,05, ungepaarter t-Test, Abbildung 11A)
und eine erhdhte OATP1A2-Proteinexpression (Abbildung 11B) im Vergleich zu
den HEK293-Vektorkontrollzellen (HEK293-VK) gekennzeichnet. Die Immun-
fluoreszenzanalyse zeigte eine Lokalisation von OATP1A2 in der Plasmamembran
sowie im Cytosol der HEK293-OATP1A2-Zellen. Keine Fluoreszenz konnte
dagegen in den HEK293-VK detektiert werden (Abbildung 11C). Die funktionelle
Charakterisierung  zeigte  eine  signifikant  hoéhere  Aufnahme  von
Sulfobromophthalein (BSP; Abbildung 11D) und Atorvastatin (Abbildung 11E) in
die HEK293-OATP1A2-Zellen im Vergleich zu den HEK293-VK-Zellen. Die
Aufnahme in die HEK293-OATP1A2-Zellen war fir BSP (5 uM) und Atorvastatin
(5 uM) 2,4-fach und 6,9-fach héher als in die HEK293-VK-Zellen (p <0,0001,
ungepaarter t-Test). Beide Substanzen konnten somit als Substrate fir OATP1A2
bestatigt werden.

6.2.2 Einfluss verschiedener Ginkgo biloba -Flavonoide auf den
OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten BSP-Transport

Um die inhibitorischen Effekte der Ginkgo biloba-Flavonoide Apigenin, Kaempferol
und Quercetin auf die Transportaktivitdt von OATP1A2 und OATP2B1 ermitteln zu
kénnen, wurden die Ki-Werte dieser Flavonoide fur die Hemmung des OATP1A2-
und OATP2B1- vermittelten BSP-Transports bestimmt.
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Abbildung 11: Charakterisierung der stabil OATP1A2-  exprimierenden HEK293-OATP1A2-
Zelllinie. A) Die generierte HEK293-OATP1A2-Zelllin ie zeigte eine signifikant erhdhte
Expression von SLCO1A2-mRNA im Vergleich zu HEK293-VK-Zellen, die mit dem  Vektor
ohne cDNA-Insert transfiziert wurden (*p< 0,05, u ngepaarter t-Test). B) OATP1A2-
Immunoblot von HEK293-OATP1A2-, HEK293-VK- und pare ntalen HEK293-Zellen. Ein
spezifisches Signal fir OATP1A2 konnte bei 60 und 8 0 kDa in den HEK293-OATP1A2-Zellen
detektiert werden, welches in den HEK293-VK- und pa rentalen HEK293-Zellen nicht
detektiert werden konnte. C) Immunfluoreszenzanalys e der HEK293-OATP1A2- (links) und
HEK293-VK-Zellen (rechts) mittels konfokaler Laserm ikroskopie. OATP1A2 wurde mittels
eines Cy3-konjugierten Sekundarantikdrpers (rote Fl uoreszenz) visualisiert. Die OATP1A2-
Lokalisation ist in den x-y, x-z und y-z Ebenen gez  eigt. OATP1A2 konnte im Cytoplasma und
in der Plasmamembran der HEK293-OATP1A2-Zellen nach gewiesen werden, wohingegen
keine Farbung in den HEK293-VK-Zellen nachzuweisen war. Die Zellkerne wurden grin
gefarbt (originale Vergré3erung, 400x mit 4-fachem Zoom). D) Aufnahme von 5 uM BSP in
HEK293-OATP1A2- und HEK293-VK-Zellen. Die HEK293-OA TP1A2-Zellen zeigten eine
signifikant héhere Aufnahme (2,4-fach) von BSP als die HEK293-VK-Zellen (*** p < 0,0001,
ungepaarter t-Test). E) Aufnahme von 5 uM Atorvasta  tin in HEK-OATP1A2- und HEK293-VK-
Zellen. Die HEK293-OATP1A2-Zellen zeigten eine sign ifikant héhere Aufnahme (6,9-fach)
von Atorvastatin als die HEK293-VK-Zellen (*** p<  0,0001, ungepaarter t-Test). Alle Daten
sind als Mittelwerte + S.E.M. angegeben.
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Der Mechanismus der Interaktion der Flavonoide mit OATP1A2 und OATP2B1
wurde mit Dixon-Plot-Analysen klassifiziert. Die Trendlinien, die fur jede BSP-
Konzentration gezogen werden kénnen, schneiden sich an einem Punkt oberhalb
der x-Achse, was auf eine kompetitive Inhibition des OATP-vermittelten BSP-
Transports durch alle Flavonoide hinweist (Abbildung 12). Die Ki-Werte aller
Flavonoide fir OATP2B1 waren niedriger als die Ki-Werte fur OATP1A2. Der
OATP2B1-vermittelte BSP-Transport wird also effektiver durch die Flavonoide
inhibiert als der OATP1A2-vermittelte Transport. Quercetin hatte den grof3ten
inhibitorischen Effekt auf den OATP1A2-vermittelten BSP-Transport; gefolgt von
Kaempferol und Apigenin (22,0 £5,9 uM, 25,2 +13,0 uM, und 32,4 £ 12,2 uM).
Fur OATP2B1 war ebenfalls Quercetin der potenteste Inhibitor; gefolgt von
Kaempferol und Apigenin (8,7 £ 0,1 uM, 15,1 + 7,8 uM, und 20,8 £ 8,0 uM).

6.2.3 Einfluss verschiedener Ginkgo biloba -Flavonoide auf die
OATP1A2- und OATP2B1-vermittelte Aufnahme von
Arzneistoffen

Um zu bestimmen, inwieweit Apigenin, Kaempferol und Quercetin in der Lage
sind, die OATP1A2-vermittelte Aufnahme von Fexofenadin zu beeinflussen,
wurden Inhibitionsstudien bei einer Fexofenadin-Konzentration von 5 uM und einer
Transportzeit von 5 Minuten durchgefiihrt. Die eingesetzten Flavonoid-
Konzentrationen wurden aufgrund der Ki-Werte der Hemmung des BSP-
Transports ausgewahlt. Da Fexofenadin kein Substrat fir OATP2B1 ist, wurde nur
der Einfluss von Flavonoiden auf die OATP1A2-vermittelte Fexofenadin-Aufnahme
untersucht. Apigenin war der potenteste Inhibitor der OATP1A2-vermittelten
Fexofenadin-Aufnahme mit dem niedrigsten 1Cso-Wert (3,7 £ 0,2 uM), gefolgt von
Quercetin (IC5=11,3 £ 0,1 pM) und Kaempferol (IC5=11,5 £ 0,1 uM) (Abbildung
13).

Weiterhin wurde der Einfluss von Apigenin, Kaempferol und Quercetin auf die
OATP1A2- und OATP2Bl-vermittelte Atorvastatin-Aufnahme  untersucht
(Abbildung 14). Alle untersuchten Flavonoide konnten die OATP1A2- und
OATP2B1-vermittelte Atorvastatin-Aufnahme signifikant hemmen (p < 0,01, one-
way ANOVA, Dunnett's multiple comparison test). Apigenin (50 uM) und Quercetin
(50 uM) waren die starksten Inhibitoren, welche die OATP1A2-vermittelte

73



Aufnahme von Atorvastatin auf 11,0% bis 11,9% hemmen konnten (p < 0,001).
Kaempferol (50 uM) reduzierte die OATP1A2-vermittelte Atorvastatin-Aufnahme
auf 22,0% der Kontrollaufnahme (p < 0,001).

HEK293-OATP1A2 HEK293-OATP2B1

A D
< 0.20 Ki= 32,4+12,2 uyM 1.251 Ki= 20,8 + 8,0 uM
c
()]
D
oY
<
50 25 0 25 50 75 100 50 25 0 25 50 75 100
Apigenin (uM) Apigenin (uM)
- B _ E _
o 050, K=2522%130uM 100, K=151+78uM
(]
“5_ 0.75-
E
o
@
X
50 25 0 25 50 75 100 50 25 0 25 50 75 100
Kaempferol (uM) Kaempferol (uM)
C F
c 0407 K =22,0+59 M 1257 K=6,7+0,1 M
-——
(] J
o 0.30
| -
(b}
S
g
50 25 0 25 50 75 100 50 25 0 25 50 75 100
Quercetin (uM) Quercetin (uM)

Abbildung 12: Dixon-Plots der Hemmung des OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten BSP-
Transports (5 Minuten fur OATP1A2, 10 Minuten fir O ATP2B1) durch Apigenin (A, D),
Kaempferol (B, E) und Quercetin (C, F). Der Transpo rt wurde bei drei verschiedenen
Konzentrationen von BSP ohne Flavonoide sowie mit s  teigenden Konzentrationen an
Flavonoiden bestimmt. Die reziproke Transportgeschw indigkeit wurde gegen die Flavonoid-
Konzentrationen aufgetragen. Die Daten sind als Mit  telwerte £+ S.E.M angegeben. o 2,5 puM
BSP; A5 uM BSP; o 10 uyM BSP; m 0,5 pM BSP; A 1 uM BSP; e 5 uM BSP.
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Abbildung 13: Konzentrationsabhéngige Inhibition vo n Apigenin (A), Kaempferol (B) und
Quercetin (C) auf die OATP1A2-vermittelte Fexofenad in-Aufnahme (5 pM, 5 min). Die Daten
sind als Prozent der Kontrolle (100%: Aufnahme ohne Flavonoide) und als
Mittelwerte + S.E.M. angegeben.
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Die Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin zeigten einen &hnlichen
Effekt auf die OATP2B1-vermittelte Aufnahme von Atorvastatin. Apigenin und
Quercetin verringerten die Aufnahme auf 46,4% bzw. 45,9% (p <0,001).
Kaempferol senkte die OATP2B1-vermittelten Atorvastatin-Aufnahme auf 52,6%
(p < 0,001).
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Abbildung 14: Einfluss verschiedener Flavonoide auf die OATP1A2- und OATP2B1-
vermittelte Atorvastatin-Aufnahme. A) Aufnahme von 5 UM Atorvastatin fir 5 Minuten in

HEK293-OATP1A2-Zellen. B) Aufnahme von 0,5 uM Atorv  astatin fir 10 Minuten in HEK293-
OATP2B1-Zellen. Die Flavonoide wurden in einer Konz  entration von 50 pM eingesetzt. Alle
Daten sind als Prozent der Kontrolle ( = Atorvastatin-Aufnahme ohne Flavonoide)
angegeben. Apigenin, Kaempferol und Quercetin zeigt en eine signifikante Inhibition der
OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten Atorvastatin-Aufn  ahme. Alle Daten sind als
Mittelwerte £ S.E.M. angegeben. ** p < 0,01, one-way ANOVA, Dunnett’'s multiple comparison
test.

76



6.3 Untersuchung des Einflusses konservierter posit iv-geladener
Lysin- und Arginin-Reste in Transmembranhelices auf die
Transportaktivitdt von OATP1B3

6.3.1 Identifizierung konservierter positiv-geladen  er Aminosauren im
OATP1B3-Protein

Um konservierte positiv-geladene Lysin- und Arginin-Reste in
Transmembranhelices zu identifizieren, wurde zunachst ein Sequenzvergleich der
Aminosauresequenzen aller humanen OATP-Familienmitglieder durchgefihrt
(Abbildung 15). Aufgrund dieser Analyse wurden die positiv-geladenen Lysin-
Reste an Position 28 und 41 und der positiv-geladene Arginin-Rest an Position
580 in OATP1B3 fir weitere Experimente ausgewahlt. Lysin 28 und Lysin 41
befinden sich in der Transmembranhelix I, die zu der von Meier-Abt und Kollegen
(Meier-Abt et al. 2005) vorhergesagten Pore des Transporters gerichtet ist. Lysin
28 kommt konserviert in weiteren sieben OATPs vor. Lysin 41 ist ebenfalls

konserviert und kommt in drei weiteren humanen OATPs der OATP1-Unterfamilie

Vor.
TMH I TMH XI
28 41 580
OATP1A2-SKLKMFLLAITCAFVSKTLSG...... FCTRVFAGIPAP
OATPIB1-NGLKMFLAALSLSFIAKTLGA...... MVIRALGGILAP
OATP1B3-NGFRMFLAALSFSYIARALGG...... MVIRTLGGILAP
OATP1Cl1-GELKVFLCALSFVYFARALAE...... LATRVLAGIPAP
OATP2A1-GNIKVFVLCQGLLQLCQLLYS...... LLMRLLAWLPSP
OATP2B1-HNIKLFVLCHSLLQLAQLMIS...... MEFLRILAWMPSP
OATP3A1-SNIKIFLVSECALMLAQGTVG...... LLLRLLGFIPPP
OATP4A1-NTPRGILFFLCAAAFLQGMTV...... IVVRILGGIPGP
OATP4Cl1-NTPGGFLLHYCLLAVTQGIVV...... MVLRLLGTIPGP
OATP5A1-TDSRCFLVCMCFLTFIQALMV...... VLLRTLAYIPTP
OATPOA1-NNIRCFMIFYCILLICQGVVFE...... VILRIFGTIPGP

Abbildung 15: Sequenzvergleich der Aminosauren zwei er Teilbereiche der elf humanen
OATPs. Der Sequenzvergleich wurde mit den Heidelber g UNIX Sequences Analysis
Resources durchgefiihrt. Die hervorgehobenen Aminosa uren Lysin an den Positionen 28

und 41 und Arginin an der Position 580 in OATP1B3 k ommen konserviert in der humanen

OATP-Familie vor. Sie sind in den vorhergesagten, d er Pore zugewandten,
Transmembranhelices | (TMH I) und XI (TMH XI) lokal isiert.
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Arginin 580 ist innerhalb der humanen OATP-Familie sehr stark konserviert und
kommt in allen weiteren humanen OATPs vor. Arginin 580 liegt nach der
Strukturvorhersage in der Transmembranhelix XI, die ebenfalls zur Pore des

Transporters gerichtet ist.

6.3.2 Mutagenese von OATP1B3 und Charakterisierung  der transient
OATP1B3-Wildtyp- oder OATP1B3-Mutanten-exprimierend en
HEK293-Zellinie

Basierend auf dem unter 6.3.1 beschriebenen Sequenzvergleich wurden
verschiedene OATP1B3-Mutanten generiert. So wurde die positiv-geladene
Aminosaure Lysin 28 durch Alanin (Lys28>Ala), Arginin (Lys28>Arg) und Glycin
(Lys28>Gly) ausgetauscht. Alanin steht hierbei fir einen Austausch zu einer nicht
geladenen Aminosaure, wohingegen das ebenfalls positiv-geladene Arginin an der
zu Lys28 korrespondierenden Position in OATP5A1 und OATP6A1 vorkommt und
Glycin in OATP4CL1. Die positiv-geladene Aminosaure Lysin 41 wurde ebenfalls
zur nicht geladenen Aminosaure Alanin (Lys41>Ala) und weiter zum positiv-
geladenen Arginin (Lys41>Arg), zu Glutamin (Lys41>GIn) und Glycin (Lys41>Gly)
mutiert. Die Aminosaure Glutamin kommt bei allen anderen OATPs an der zu
Lys41 korrespondierenden Position vor. Die positiv-geladene Aminosaure Arginin
an Position 580 wurde durch das nicht geladene Alanin (Arg580>Ala), Glycin
(Arg580>Gly) und Lysin (Arg580>Lys) ausgetauscht. In allen anderen OATPs
steht ebenfalls immer Arginin an Position 580. Weiterhin wurde eine
Kontrollmutante hergestellt, bei der Glycin an Position 522 zu Cystein
(Gly522>Cys) ausgetauscht wurde. Diese Mutante wurde bereits vorher durch
Letschert et al. (Letschert et al. 2004) beschrieben. Sie zeigt einen reduzierten
Transport des Modellsubstrats BSP im Vergleich zum OATP1B3-Wildtyp.

6.3.2.1 Immunfluoreszenzanalyse der OATP1B3-Mutante n an Position Lys28,
Lys41 und Arg580

Um den moglichen Einfluss der jeweiligen Mutationen auf die Membranlokalisation
des OATP1B3-Proteins zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzanalysen mit

einem konfokalen Lasermikroskop durchgefihrt (Abbildung 16). Fur die Mutanten
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Lys28>Ala, Lys28>Arg, Lys28>Gly, Lys41>Ala, Lys41>Arg, Lys41>Gln,
Lys41>Gly und Arg580>Gly konnte keine Verdnderung in der Membranlokalisation
im Vergleich zum OATP1B3-Wildtyp-Protein beobachtet werden. Ebenso flihrte
auch die Kontrollmutante Gly522>Cys nicht zu einer Veranderung der

Membranlokalisation, was mit den Dbereits publizierten Daten von

Lys41>Ala Lys41>Gly

Arg580>Ala Arg580>Lys

Abbildung 16: Immunfluoreszenzanalyse mittels konfo kaler Lasermikroskopie transient

transfizierter HEK293-Zellen, die das Wildtyp-OATP1 B3 oder mutiertes OATP1B3
exprimieren. VK: HEK293-Zellen, die nur mit dem lee ren Vektor transfiziert wurden; WT:

HEK293-Zellen, die transient mit dem Wildtyp-OATP1B 3 transfiziert wurden. Die anderen
Bilder zeigen die verschiedenen Mutanten. Alle unte rsuchten Mutanten zeigten eine
deutliche Lokalisation des OATP1B3-Proteins in der Plasmamembran. Nur die Arg580>Lys-
und Arg580>Ala-Mutanten zeigten eine partielle Rete  ntion des Proteins im Cytoplasma. Fur

jede Mutante sind die x-y-, x-z- und y-z-Ebenen gez eigt. Rote Fluoreszenz: Lokalisation des

OATP1B3-Proteins; grine Fluoreszenz: Kernfarbung.
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Letschert und Kollegen (Letschert et al. 2004) tbereinstimmt. Lediglich bei den
Mutanten Arg580>Ala und Arg580>Lys wurde eine geringflgige intrazellulare
Retention des OATP1B3-Proteins im Cytoplasma und/oder in intrazellularen
Kompartimenten festgestellt. Der gréf3ere Anteil des Proteins war jedoch auch hier
in der Plasmamembran nachweisbar. HEK293-Vektorkontrollzellen (VK), die nur
mit dem Leervektor transfiziert waren, zeigten keine positive Farbung. Mit Hilfe
von Laser-Scan-Aufnahmen in der z-Dimension konnte die Lokalisation des
OATP1B3-Proteins in der kompletten Zellmembran untersucht werden. Diese

Aufnahmen bestéatigten die oben genannten Ergebnisse.

6.3.2.2 Immunoblotanalyse der OATP1B3-Mutanten an P osition Lys28,
Lys41 und Arg580

Um die OATP1B3-Gesamtproteinexpression und die OATP1B3-Proteinmenge in
der Zellmembran zu untersuchen, wurden Immunoblotanalysen der OATP1B3-
Mutanten, des HEK293-OATP1B3-Wildtyps, der Kontrolimutante Gly522>Cys und
der HEK293-Vektorkontrolle (HEK293-VK) durchgefuhrt (Abbildung 17). Die
semiquantitative densitometrische Auswertung zeigte eine signifikante Reduktion
des OATP1B3-Gesamtproteins in der Arg580>Ala-Mutante (0,5 £ 0,1 a.u. bezogen
auf den Wildtyp, p < 0,05, one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison test).
Alle anderen Lys28-, Lys41- und Arg580-Mutanten waren durch statistisch nicht-
signifikante Unterschiede in der OATP1B3-Gesamtproteinexpression bezogen auf
den OATP1B3-Wildtyp gekennzeichnet.

Im Folgenden wurden der OATP1B3-Wildtyp und die OATP1B3-Mutanten
Lys41>Ala, Lys41>Gly, Arg580>Gly, Arg580>Lys und Glu74>Ala (siehe 6.3.6) auf
ihre OATP1B3-Proteinexpression in der Zellmembran untersucht, um die in den
folgenden Transportexperimenten generierten Vmax-Werte auf die
Proteinexpression auf der Zelloberflache normalisieren zu kénnen (Abbildung 18).
Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass die Mutanten Lys41>Ala und
Lys41>Arg durch einen nicht signifikanten 1,7- und 1,3-fachen Anstieg der
Zelloberflachenproteinexpression  gekennzeichnet waren. Die  Mutanten
Arg580>Gly, Arg580>Lys und Glu74>Ala zeigten hingegen eine verminderte nicht
signifikante Proteinexpression auf der Zelloberflache im Vergleich zum OATP1B3-
Wildtyp (0,5-fach).
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Abbildung 17: Reprasentative Immunoblotanalysen der Gesamtproteinexpression der

OATP1B3-Mutanten an den Positionen Lys28, Lys4l und Arg580. Die OATP1B3-
Gesamtproteinexpression der Mutanten Lys28, Lys41 u  nd Arg580 und der Kontrollmutante
Gly522>Cys ist im Vergleich zur OATP1B3-Gesamtprote inexpression des OATP1B3-
Wildtyps (HEK293-OATP1B3) und der Vektorkontrolle (  HEK293-VK) gezeigt. Die Ergebnisse
der densitometrischen Auswertung sind jeweils als M ittelwerte £ S.E.M. in arbitrary units
(a.u.) angegeben. Zwischen der Kontrollmutante (Gly = 522>Cys) und den anderen Mutanten
konnten im Vergleich zum Wildtyp (HEK293-OATP1B3) k eine signifikanten Unterschiede in
der Expression (p>0,05) festgestellt werden. Ledi glich Arg580>Ala unterschied sich
signifikant (* p <0,05) von dem HEK293-OATP1B3-Wil dtyp (one-way ANOVA, Dunnett's
multiple comparison test ). A) Mutanten von Lys28 und Lys41. B) Mutanten von Arg580.
C) Alanin-Mutanten von Lys28, Lys41 und Arg580.
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Abbildung 18: Reprasentative Immunoblotanalyse der Zelloberflachenproteinexpression der
OATP1B3-Mutanten an den Positionen Lys41l, Argb80 un d Glu74. Die Ergebnisse der
densitometrischen Auswertung sind jeweils unterhalb als Mittelwerte £ S.E.M. in arbitrary
units (a.u.) angegeben.

6.3.3 Einfluss der Mutationen auf den OATP1B3-vermi ttelten BSP- und
Pravastatin-Transport

Um den Einfluss der generierten Mutationen auf den OATP1B3-vermittelten BSP-
(Abbildung 19A) und Pravastatin- (Abbildung 19B) Transport zu untersuchen,
wurden Transportversuche, wie unter 5.9 beschrieben, durchgefuhrt. In allen
Experimenten zeigte die Kontrollmutante Gly522>Cys eine deutliche Verringerung
der Transportaktivitat in der OATP1B3-vermittelten BSP- und Pravastatin-
Aufnahme verglichen zum OATP1B3-Wildtyp. Diese Beobachtung stimmt mit den
bereits publizierten Daten von Letschert und Kollegen (Letschert et al. 2004)
Uberein. Der Austausch der Aminosaure Lysin an Position 28 (Lys28>Arg,
Lys28>Gly) hatte keinen Einfluss auf die zellulare Aufnahme von BSP oder
Pravastatin im Vergleich zum OATP1B3-Wildtyp. Die Mutante Lys41>Arg, bei der
die positive Ladung erhalten blieb, zeigte keine Verringerung der BSP-Aufnahme
und eine statistisch nicht-signifikante Verringerung der Pravastatinaufnahme. Der
Austausch zu einer neutralen Aminosaure bei den Mutanten Lys41>GIn und
Lys41>Gly fuhrte hingegen zu einer signifikant reduzierten Aufnahme von BSP
und Pravastatin im Vergleich zum OATP1B3-Wildtyp (p < 0,01, one-way ANOVA,
Dunnett's multiple comparison test). Die Mutante Arg580>Gly zeigte eine
signifikant reduzierte Aufnahme von BSP und Pravastatin im Vergleich zum
OATP1B3-Wildtyp (p <0,01, one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison
test). Der Austausch zu Lysin (Arg580>Lys) flhrte ebenfalls zu einer signifikanten
Verringerung der BSP- und Pravastatin-Aufnahme (p < 0,01, one-way ANOVA,
Dunnett's multiple comparison test). Die HEK293-Vektorkontrollzellen (HEK293-
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VK) waren im Vergleich zum HEK293-OATP1B3-Wildtyp durch eine sehr geringe
Aufnahme von BSP und Pravastatin gekennzeichnet. Um die Ergebnisse des
Austauschs einer positiv-geladenen Aminoséure zu einer neutralen Aminosaure
bestdatigen zu konnen, wurden auch die Mutanten Lys28>Ala und Lys41>Ala
bezuglich ihrer BSP-Aufnahme untersucht. Die Ergebnisse aus diesen Versuchen
(Transportraten 96 £ 2% und 15+ 1% relativ zum OATP1B3-Wildtyp, p < 0,01,
one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison test) waren sehr ahnlich zu
denen der jeweiligen Glycin-Mutanten. Daher wurden keine weiteren Analysen zur
Pravastatin-Aufnahme der Mutanten Lys28>Ala und Lys41>Ala durchgefuhrt. Die
Mutante Arg580>Ala wurde von allen Transportanalysen aufgrund der verringerten

Proteinexpression ausgeschlossen.
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Abbildung 19: A) OATP1B3-vermittelte BSP- (1 uM) un d (B) Pravastatin- (50 uM) Aufnahme
(10 min) in transient transfizierte HEK293-OATP1B3- Wildtyp-Zellen (HEK293-OATP1B3),
HEK?293-Vektorkontroll-Zellen (HEK293-VK) und OATP1B 3-Mutanten-Zellen. Die
Transportaktivitat ist in Prozent der Aufnahme in d ie Wildtyp-Zellen (100%) angegeben. Die
Daten wurden im Vergleich zur Aufnahme durch den OA  TP1B3-Wildtyp mittels one-way
ANOVA, Dunnett's multiple comparison test analysiert (** p <0,01). Die Mutationen an
Position 28 haben keinen Einfluss auf die Transport  aktivitdit des OATP1B3-Proteins. Die
Lys>GIn und Lys>Gly-Mutanten an der Position 41 zei  gten reduzierte Transportaktivitdten
fur Pravastatin und BSP, wohingegen Lys41>Arg die T  ransportaktivitat aufrecht erhalt. Die
Arg580>Gly und Arg580>Lys-Mutanten sind durch eine reduzierte Transportaktivitét
gekennzeichnet. Die Kontrolimutante Gly522>Cys zeig te fUr beide Substrate eine signifikant
reduzierte Transportaktivitdt (** p < 0,01, one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparison
test).

6.3.4 Transportkinetische Analyse nach Michaelis-Me  nten von
OATP1B3-Wildtyp und ausgewahlten OATP1B3-Mutanten

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der positiven Ladungen an den
Positionen 41 und 580 auf die kinetischen Parameter des BSP-Transports einiger
ausgewahlter OATP1B3-Mutanten untersucht. Dafir wurden konzentrations-
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abhangige Transportversuche mit OATP1B3-Wildtyp, Lys41>Ala, Lys41>Arg,
Arg580>Gly und Arg580>Lys durchgefuhrt. Die Mutante Lys41>Ala war
gekennzeichnet durch nicht-signifikante Veranderungen in der Michaelis-Menten-

Konstante K, (p > 0,05, one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparison test).
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Abbildung 20: Michaelis-Menten-Kinetiken der OATP1B  3-vermittelten BSP-Nettoaufnahme
des Wildtyps und der Mutanten Lys41>Ala, Lys41>Arg, Arg580>Gly und Arg580>Lys. Die
BSP-Aufnahme wurde Uber 10min gemessen. Die Vv -Werte sind auf die
Zelloberflachenproteinexpression normalisiert. Die Daten sind als Mittelwerte £ S.E.M.
angegeben. (***p <0,001, signifikant unterschiedl ich zu Wildtyp, one-way ANOVA ,
Bonferroni’s multiple comparison test ).
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Die maximale Transportgeschwindigkeit vynax bezogen auf die Proteinexpression
der Zelloberflache war verglichen mit der vmax des OATP1B3-Wildtyp (Abbildung
20A) signifikant reduziert (one-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparison test,
p <0,001; Abbildung 20B). Die Mutante Lys41>Arg zeigte hingegen Kkeine
signifikanten Unterschiede bezuglich K, oder vma im Vergleich mit dem
OATP1B3-Wildtyp (p > 0,05; one-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparison
test, Abbildung 20C). Die Mutante Arg580>Gly zeigte einen reduzierte Vmax-Wert
und einen nicht-signifikant veranderte Ky,-Wert (Abbildung 20D), wéahrend der
Austausch zu Lysin zu keiner Veranderung von K, jedoch aber zu einer
moderaten Abnahme des vpa-Werts um 35% bezogen auf die Proteinmenge in
der Zellmembran im Vergleich mit dem OATP1B3-Wildtyp fuhrte (p > 0,05; one-
way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparison test, Abbildung 20E).

6.3.5 Strukturelle Modellierung des OATP1B3-Wildtyp s und der
OATP1B3-Mutanten

Um die rdumliche Anordnung der untersuchten Aminosauren besser einschatzen
zu kénnen, wurde in Kooperation mit Professor Dr. Heinrich Sticht (Abteilung fur
Bioinformatik, Institut fir Biochemie der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg) eine strukturelle Modellierung des OATP1B3-Wildtyps und der
OATP1B3-Mutanten durchgefuhrt (Abbildung 21a+b). Das Struktur-Modell zeigt,
dass Lysin 28, welches sich am Ende der Transmembranhelix | befindet, nicht der
Pore zugewandt ist, da die Helix an dieser Stelle zur Membran hin geneigt ist.
Lysin 41 ist in Richtung Innenseite der Pore orientiert und ist flexibel, da es keine
stabilisierenden Interaktionen mit benachbarten Aminoséuren ausbilden kann
(Abbildung 21c). Wenn das Lysin an Position 41 gegen Arginin ausgetauscht wird,
sind geringe Interaktionen mit der benachbarten Aminosdure Tyrosin 208 in der
Transmembranhelix V wahrscheinlich. Diese Interaktionen kommen durch die
langere Seitenkette des Arginin im Vergleich zum Lysin zustande. Sie reduzieren
die Flexibilitdt des Arginin an Position 41, was eine alternative
Seitenkettenkonformation unterstitzt. Diese alternative Konformation ist weiterhin
durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Serin an Position 37 stabilisiert,
die zusatzlich die Flexibilitat des Arginin 41 reduziert (Abbildung 21d+e). Die

Seitenkette des Arginin 580 ist wahrscheinlich zur Innenseite der Pore hin
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orientiert (Abbildung 21f). Diese Orientierung wird durch polare Wechselwirkungen
mit den Seitenketten der Aminosauren Glutamat 74 und Asparagin 77 verstarkt.
Diese Wechselwirkungen kénnen nicht durch die kiirzere Seitenkette des Lysin
gebildet werden, was zu einer alternativen Orientierung und/oder erhdhten
Flexibilitat der Lysin-Seitenkette fiuhrt (Abbildung 21g). Fur Arginin 580 wird ein
entsprechender Verlust an Interaktion auch fur die Glu74>Ala-Mutante
vorhergesagt (Abbildung 21h).

J Tyr208

Ser37, “ (‘tf,/

Lys41

Arg41

h)

Asn77 Nl s
Arg580

Ala74

Abbildung 21: Struktur-Modell von OATP1B3. Die Mode  lI-Ansicht von oben (a) und der Seite
(b) zeigen die Positionen der untersuchten Aminosau rereste. Die positiv-geladenen
Aminosauren sind als Stabchen dargestellt. Benachba rte Aminosauren, die im Text
diskutiert werden, sind als Kugeln dargestellt und durch Farben wie folgt kodiert: Ser37
(rot), Tyr208 (orange), Glu74 (magenta) und Asn77 ( gelb). c-e: Effekte der Lys41>Arg-
Mutation: Wahrend die Lys41-Seitenkette keine Inter aktionen mit benachbarten
Aminosauren eingeht (c), zeigt Arg41 kleinere Inter  aktionen (d, magenta-farbene Pfeile), die
mdoglicherweise zu einer alternativen Seitenkettenko  nformation filhren (e, grine Linien
markieren eine Interaktion mit Ser37). f-h: Effekte der Arg580>Lys- und Glu74>Ala-
Mutationen: Die Orientierung von Arg580 ist durch | nteraktionen mit Glu74 und Asn77
stabilisiert (f), welche hingegen nicht durch Lysin aufrechterhalten werden kdnnen (g). Das
fuhrt zu einer alternativen Seitenkettenorientierun g. Fdr Arginin 580 wird ein
entsprechender Verlust an Interaktion auch durch di e Mutation Glu74>Ala vorhergesagt (h).
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6.3.6 Etablierung und Charakterisierung von Glu74- und Asn77-
Mutanten

Da das Struktur-Modell (beschrieben unter 6.3.5) nahelegte, dass der
Aminosaurerest Arginin an Position 580 mit den benachbarten Resten
Glutamat 74 und Asparagin 77 interagiert, wurden zur experimentellen Kontrolle
dieser Vermutung die zusatzlichen Einzelmutanten Glu74>Ala und Asn77>Ala und
die Doppelmutante Glut74>Ala _Ans77>Ala generiert. Hierbei wurden die
Aminosauren jeweils zur nicht geladenen Aminoséure Alanin ausgetauscht. Die
Membranlokalisation dieser Mutanten zeigte keine Unterschiede zum OATP1B3-
Wildtyp (Abbildung 22A). Auch die Proteinexpression der Mutante Glu74>Ala
unterschied sich nicht signifikant vom OATP1B3-Wildtyp, wohingegen die

Mutanten Asn77>Ala und Glu74>Ala_Asn77>Ala eine signifikante Verringerung in
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Abbildung 22: Charakterisierung der Glu74>Ala-Mutan  te, der Asn77>Ala-Mutante und der
Glut74>Ala_Asn77>Ala-Doppelmutante. A) Immunfluores  zenz und (B) Immunoblotanalysen
aller Mutanten (** p <0,01 im Vergleich zum OATP1B 3-Wildtypprotein, one-way ANOVA,
Dunnett’'s multiple comparison test ). C) Michaelis-Menten-Kinetik der BSP-Aufnahme
(10 min) der Glu74>Ala-Mutante. Der v x-Wert ist auf die Zelloberflachenproteinexpression
von Glu74>Ala normalisiert. B) Die Asn77>Ala- und G lu74>Ala_Asn77>Ala-Mutanten zeigten
eine verminderte Gesamtproteinexpression und wurden nachfolgend von der kinetischen
Analyse ausgeschlossen. Die Daten sind als Mittelwe  rte + S.E.M. angegeben.
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der Proteinexpression zeigten (** p <0,01; one-way ANOVA, Dunnett's multiple
comparison test, Abbildung 22B). Die kinetische Analyse der Mutante Glu74>Ala
zeigte einen moderaten Abfall im vnha-Wert bezogen auf die Proteinmenge in der
Zellmembran und einen leichten, nicht signifikanten Anstieg in der Ky
(Abbildung 22C). Die Mutanten Asn77>Ala und Glu74>Ala_Asn77>Ala wurden
aufgrund der verringerten OATP1B3-Proteinexpression von der kinetischen

Analyse ausgeschlossen.
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7 Diskussion

7.1 Expression des Prostaglandintransporters OATP2A 1im
Gastrointestinaltrakt und Beeinflussung der Funktio n von
OATP2A1 durch Cyclooxygenaseinhibitoren

Wahrend die Bedeutung der Cyclooxygenase (COX-1 und COX-2) fur die
Integritat sowie fur die Entstehung NSAID-induzierter Ulzerationen und Blutungen
der Magenschleimhaut klar erkannt wurde, existieren Uber die Funktion und
Bedeutung des humanen Prostaglandintransporters OATP2A1 fir den
Arzneimitteltransport, sowie fr physiologische und pathophysiologische Vorgange
Im Gastrointestinaltrakt des Menschen bislang kaum Daten. Mdglicherweise ist
OATP2A1 an der zellularen Wiederaufnahme von Prostaglandin E; und anderen
Prostaglandinen in der Magenschleimhaut beteiligt. Daher befasste sich ein
Projekt der vorliegenden Arbeit mit der Expression des Prostaglandintransporters
OATP2A1 im Gastrointestinaltrakt sowie dessen funktioneller Modifikation durch
COX-Inhibitoren.

Im ersten Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass OATP2Al in verschiedenen
gastrointestinalen Geweben exprimiert ist. Die OATP2Al1-Expression auf mRNA-
und Proteinebene wurde in humanen Biopsieproben untersucht. Die Real time-
PCR-Analyse zeigte die héchste mMRNA-Expression im Antrum des Magen, gefolgt
von Corpus und Duodenum. Die immunhistochemische Farbung und die
semiquantitative IRS (immunohistochemical rating score)-Analyse zeigten
ahnliche Ergebnisse fir die Proteinexpression von OATP2Al. Im Immunoblot
konnte ebenso die hochste Proteinexpression im Antrum nachgewiesen werden.
Obwohl die mit verschiedenen Methoden ermittelten Daten Ubereinstimmende
Ergebnisse zeigen, ist in der Immunoblotanalyse der Biopsien die
Expressionshohe von OATP2A1 im Duodenum hdoher, als man aufgrund der
immunhistochemischen Analysen vermuten wurde, in denen nur vereinzelt Zellen
angefarbt waren. Diese Unterschiede sind moglicherweise auf eine Variabilitat der
OATP2A1-Expression in der duodenalen Schleimhaut zwischen verschiedenen
Probanden zurtickzufihren. Jedoch konnten auch regionale Expressions-
unterschiede innerhalb der gastroduodenalen Schleimhaut oder Unterschiede
wahrend der Biopsieentnahme fur die variablen OATP2A1-Expressionsdaten

verantwortlich sein.
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Mittels Immunhistochemie konnte die Expression von OATP2Al1 in den
Belegzellen des Corpus und in den tiefen Drisenzellen des Antrums
nachgewiesen werden. Die Farbung zeigte eine granuldare cytoplasmatische
Expression, was auf eine Expression von OATP2Al in cytoplasmatischen
Vesikeln hinweist. Es wurde bereits publiziert, dass die COX-1- und COX-2-
Enzyme im endoplasmatischen Retikulum und in den kanalikularen Membranen
der Belegzellen und Magendrisen unter normalen und bestimmten
pathologischen Bedingungen lokalisiert sind (Jackson et al. 2000; Bhandari et al.
2005). Diese Ergebnisse stimmen mit Daten friherer Studien Uberein, die zeigen,
dass OATP2A1/Oatp2al oft in den gleichen Zellen exprimiert ist, in denen auch
die Prostaglandinsynthese und -oxidation stattfindet (Bao et al. 2002; Nomura et
al. 2005). Nomura und Kollegen postulierten auferdem ein Modell des
Prostaglandinmetabolismus, in welchem die Prostaglandinsynthese, der Transport
und der Abbau der Prostaglandine in verschiedenen Kompartimenten einer Zelle
stattfinden. Weiterhin konnten Bao und Kollegen (Bao et al. 2002) zeigen, dass
Oatp2al in der Rattenniere in cytoplasmatischen Vesikeln entlang verschiedener
Regionen des Sammelrohrs und in Epithel- und interstitiellen Zellen der inneren
und aufReren Medulla exprimiert ist.

Aufgrund des Nachweises der OATP2Al1-Expression in der gastroduodenalen
Schleimhaut wurde in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht, ob COX-
Inhibitoren die OATP2A1-Funktion beeinflussen koénnen. Hierfir wurde eine
HEK293-Zelllinie etabliert, die stabil OATP2A1l exprimiert. Diese HEK293-
OATP2A1-Zelllinie zeigte eine signifikant hohere Aufnahme von PGE; verglichen
mit den Kontrollzellen. In einem ersten Auswahlverfahren wurden verschiedene
haufig verwendete nicht selektive COX-Inhibitoren und der selektive COX-2-
Inhibitor Lumiracoxib in einer Konzentration von 100 uM bezuglich ihres Einflusses
auf die OATP2A1-Funktion hin untersucht. Diese Konzentration entspricht den
therapeutischen Plasmakonzentrationen beim Menschen, auf3er fur Indomethacin
(1-3 uM), Diclofenac (2-10 pM) und Lumiracoxib (4-20 uM).

Darauf aufbauend konnte gezeigt werden, dass Diclofenac und Lumiracoxib
potente Inhibitoren des OATP2A1-vermittelten Transports mit vergleichbaren ICsp-
Werten sind. Dieses Ergebnis ist insofern nicht Uberraschend, als dass die
chemischen Strukturen der beiden Substanzen sehr ahnlich sind. An dieser Stelle

ist darauf hinzuweisen, dass Diclofenac ein relativ niedriges Risiko fur
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gastrointestinale Nebenwirkungen aufweist (Henry et al. 1996). Das reduzierte
Risiko fur Diclofenac wurde auf eine praferenzielle oder komplette Inhibition der
COX-2 in therapeutischen Dosen zurlckgefuhrt (Tegeder et al. 1999; Brune
2007). Es bleibt zu untersuchen, ob das niedrige Risiko dieser COX-Inhibitoren fir
gastrointestinale Nebenwirkungen moglicherweise auch zum Teil auf ihre
inhibitorischen Effekte auf die OATP2A1-Funktion zurickzufuhren ist.
Andererseits konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Indomethacin,
Ketoprofen und Naproxen die OATP2Al-vermittelte Aufnahme von PGE;
konzentrationsabhangig stimulieren. Obwohl der molekulare Mechanismus, der
diesen stimulierenden Effekten zugrunde liegt, noch nicht bekannt ist, konnten
ahnliche stimulierende Effekte auf andere Aufnahmetransporter durch
verschiedene Medikamente und endogene Substrate bereits gezeigt werden
(Grube et al. 2006; Bachmakov et al. 2008). Mdglicherweise liegt eine
allosterische Interaktion zugrunde (personliche Mitteilung PD Dr. rer. nat. Jorg
Kdnig). Bezogen auf OATP2A1 zeigten schon Lu und Kollegen (Lu et al. 1996),
dass 10 pM Indomethacin den OATP2Al-vermittelten Transport von PGE,;
(0,2 nM) um 14% stimuliert, wohingegen Indomethacin in einer Konzentration von
100 uM eine Abnahme der PGE,-Aufnahme auf 82,5% der Kontrolle bewirkte. Die
Differenz zu den in dieser Arbeit vorliegenden Daten kann moglicherweise durch
Unterschiede in den eingesetzten Substratkonzentrationen an PGE, erklart
werden.

Bisher ist jedoch noch nicht bekannt, ob die unterschiedlichen Effekte
verschiedener Cyclooxygenaseinhibitoren auf die OATP2Al-Funktion einen
Einfluss auf die Haufigkeit gastrointestinaler Nebenwirkungen haben. NSAID-
induzierte gastroduodenale Komplikationen kommen am haufigsten im Antrum
vor, gefolgt vom Corpus (Kamada et al. 2006). Die vorliegenden Daten zeigen das
gleiche Verteilungsmuster der OATP2Al-Expression in den verschiedenen
Gewebe-Abschnitten. Moglicherweise korreliert also die Expressionshdohe von
OATP2A1 mit dem Auftreten gastroduodenaler Komplikationen.

Bisher ist bekannt, dass eine Blockade der Cyclooxygenasen durch COX-
Inhibitoren eine der héaufigsten Ursachen fir NSAID-induzierte gastrointestinale
Ulzerationen darstellt. Mdglicherweise stellt auch die Modulation der OATP2A1-
Funktion durch COX-Inhibitoren, neben der bereits gut bekannten

Cyclooxygenaseninhibition, einen weiteren Faktor fir NSAID-induzierte
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gastrointestinale Nebenwirkungen dar, da durch die Modulation der OATP2A1-
Funktion die Prostaglandin-Konzentration in der gastroduodenalen Schleimhaut
beeinflusst werden koénnte. Die Rolle von OATP2A1 fir NSAID-induzierten
Ulzerationen und Blutungen bleibt daher noch weiter zu erforschen.

Bereits Brune und Kollegen (Brune et al. 1977) zeigten, dass Belegzellen des
Magens in der Lage sind, Salicylate zu akkumulieren. Diese Erkenntnis ist insofern
interessant, als dass OATP2Al ebenfalls in den Belegzellen nachgewiesen
werden konnte, denn Salicylate stellen als Anionen potentielle Substrate fur
OATPs dar. Ob jedoch Transportproteine, wie die OATPs, fur diese Akkumulation
verantwortlich sind, bleibt zu untersuchen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit die Expression des
Prostaglandintransporters OATP2A1 in der humanen gastroduodenalen
Schleimhaut charakterisiert werden, wo OATP2A1 am starksten im Antrum und im
Corpus exprimiert ist. Weiterhin konnte mittels einer OATP2Al-exprimierenden
Zelllinie gezeigt werden, dass die Aktivitat von OATP2A1 durch verschiedene
therapeutisch genutzte, unselektive und selektive COX-Inhibitoren beeinflusst
werden kann, was eine pathophysiologische Rolle von OATP2Al1 bei der

Entstehung von gastrointestinalen Nebenwirkungen von COX-Inhibitoren nahelegt.
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7.2 Untersuchung des Einflusses von Flavonoiden auf die
Funktion der Transporter OATP1A2 und OATP2B1

OATP1A2 und OATP2B1 sind Mitglieder der humanen OATP-Familie und in der
apikalen Membran humaner Enterozyten lokalisiert (Kobayashi et al. 2003;
Glaeser et al. 2007). Im zweiten Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass die
Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin in der Lage sind, den OATP1A2-
und OATP2B1-vermittelten Transport von BSP und den Arzneistoffen Fexofenadin
und Atorvastatin in unterschiedlichem Ausmald zu hemmen (siehe Abschnitt
6.2.3).

Da die meisten Arzneistoffe, die in der Pharmakotherapie eingesetzt werden, oral
eingenommen werden, wird die Bioverfigbarkeit dieser Arzneistoffe bereits durch
den intestinalen Arzneistoffmetabolismus und Arzneistofftransport beeinflusst.
Arzneistoff-Aufnahmetransporter, wie z.B. OATP1A2, scheinen die intestinale
Aufnahme von Arzneistoffen, wie z.B. Fexofenadin, zu beeinflussen (Cvetkovic et
al. 1999; Dresser et al. 2003; Glaeser et al. 2007). Die Aufnahme des
Antihistaminikums Fexofenadin, das im Menschen nicht verstoffwechselt wird, wird
verringert, wenn man gesunden Freiwilligen Fexofenadin gleichzeitig mit
Grapefruitsaft verabreicht. Dabei wird OATP1A2 durch das im Grapefruitsaft
enthaltene Flavonoid Naringin inhibiert und somit die Aufnahme von Fexofenadin
aus dem Dunndarm gehemmt (Bailey et al. 2007).

Da Gemuse, Obst und pflanzlichen Arzneimitteln reich an Flavonoiden sind, wurde
in dieser Arbeit der Einfluss der Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin
auf die Transportaktivitat der intestinalen Transporter OATP1A2 und OATP2B1
untersucht.

Die Menge an Apigenin, Kaempferol und Quercetin variiert in verschiedenen
pflanzlichen Nahrungsmitteln und pflanzlichen Arzneimitteln. So zeigt z.B. eine
Studie, dass Quercetin zu den wichtigsten Flavonoiden in Zwiebeln, Salat, Bohnen
und Apfeln zahlt (Hertog et al. 1992). GroRe Mengen an Quercetin sind vor allem
in Zwiebeln und Apfeln enthalten. In Zwiebeln sind 347 mg/kg des frischen,
essbaren Anteils Quercetin, in Apfeln 36 mg/kg (Hertog et al. 1992). Kaempferol
kommt in Lauch und Endiviensalat mit 30 mg/kg und 46 mg/kg des frischen,
essbaren Anteils vor. Weitere Untersuchungen verschiedener Getranke zeigten,

dass Quercetin mit einer Konzentration von 16 mg/l in Rotwein und mit 13 mg/I in
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Tomatensaft und mit 10-25 mg/l in verschiedenen Teesorten vorkommt (Hertog et
al. 1993).

Wenn man den hohen Verzehr und regelméRigen Genuss einiger dieser
Gemiusesorten, Obstsorten und Getranke in Betracht zieht, dann scheint es
verstandlich, dass die gleichzeitige Einnahme solcher Lebensmittel mit
Arzneimitteln, wie z.B. den OATP1A2-Substraten Fexofenadin (Antihistaminikum)
oder Atorvastatin (HMG-CoA-Reduktaseinhibitor), zu einer verringerten Aufnahme
dieser Substanzen flihren kénnte. Daher konnte die Hemmung intestinaler OATP-
Aufnahmetransporter durch Flavonoide - zusatzlich zur Modifikation der
Cytochrom P-450-Enzyme - zu einer veranderten Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik einiger Arzneistoffe fuhren.

Die Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin und deren Glykoside sind
auch die Hauptbestandteile pflanzlicher Arzneimittelzubereitungen von
Ginkgo biloba. Eine Studie, die verschiedene kauflich erwerbliche Ginkgo biloba-
Extrakte verglich, zeigte, dass ungefahr 30% der aktiven Substanzen in den
analysierten Extrakten aus Flavon-Glykosiden bestanden (Kressmann et al. 2002).
Die meisten dieser Glykoside werden durch eine [B-Glykosidase, die in der
apikalen Membran von Enterozyten lokalisiert ist, deglykosyliert (Nemeth et al.
2003). Dieses Enzym kann madglicherweise die Zuganglichkeit der
deglykosylierten Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin zu OATP1A2
und OATP2B1 noch erh6hen. Momentan gibt es Zubereitungen mit 500 mg
Quercetin als Nahrungsergdnzungsmittel auf dem Markt, das dann im Darm in
Konzentrationen vorliegt, die hoch genug sind, um die Transportaktivitat von
OATP1A2 und OATP2B1 beeinflussen zu kdnnen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass die Flavonoide Apigenin,
Kaempferol und Quercetin den OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten Substrat-
Transport in HEK293-Zellen durch einen kompetitiven Mechanismus hemmen.
Daher sind diese Flavonoide moglicherweise selbst Substrate von OATP1A2
und/oder OATP2B1. Eine Studie mit Caco-2-Zellen zeigte bereits, dass OATP2B1
maoglicherweise an der Translokation von Quercetin von der apikalen zur basalen
Seite der Zellen beteiligt ist (Nait Chabane et al. 2009). Quercetin scheint ein
potenter Inhibitor des OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten Transports zu sein,
was man an den ermittelten Ki-Werten erkennen kann, die im mikromolaren

Bereich liegen. Interessanterweise ist Quercetin auch ein potenter Inhibitor von
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CYP3A4 und P-Glykoprotein (Patel et al. 2004). Da Quercetin aber auch eines der
am haufigsten vorkommenden Flavonoide ist, koénnen Lebensmittel und
Nahrungserganzungsmittel, die Quercetin enthalten, mdglicherweise mit einem
erhéhten Risiko fir Lebensmittel- oder Arzneimittelinteraktionen assoziiert sein,
indem sie die intestinale Arzneistoffaufnahme, den Arzneistoffmetabolismus und
die Arzneistoffelimination beeinflussen.

Einige in vivo-Studien zeigten bereits, dass Interaktionen zwischen pflanzlichen
Arzneistoffen und der Transporter-vermittelten Aufnahme von Arzneistoffen im
Dunndarm auftreten konnen. So untersuchte eine Studie den Einfluss von
Ginkgo biloba-Extrakten auf die Pharmakokinetik von Fexofenadin (Robertson et
al. 2008). Nach einer zweiwdchigen Einnahme von Ginkgo biloba-Extrakten
(120 mg bid) zeigte sich eine nicht-signifikante Reduktion der Fexofenadin-AUC
(area under the curve) um 20%. Da Fexofenadin beim Menschen nicht
metabolisiert wird, ist die Verringerung der Plasmakonzentration wahrscheinlich
auf eine Hemmung der Transporter-vermittelten Fexofenadinaufnahme
zuruckzufihren. Wie bei Glaser und Kollegen (Glaeser et al. 2007) gezeigt wurde,
ist vor allem die nahezu gleichzeitige Gabe von Grapefruitsaft und Fexofenadin fur
die signifikant verringerte AUC von Fexofenadin verantwortlich, da nur die
zeitnahe Einnahme von Grapefruitsaft die Transportaktivitait von OATP1A2
signifikant verringern kann. In der oben genannten Studie von Robertson und
Kollegen wurde jedoch nicht erklart, ob die Einnahme von Fexofenadin (120 mg)
und dem Ginkgo biloba-Extrakt (120 mg) zeitgleich erfolgte. Aus diesem Grund
lasst sich spekulieren, ob bei einer gleichzeitigen Einnahme der beiden Praparate,
die AUC von Fexofenadin in einem gréReren Ausmalfd vermindert worden ware.
Die vorliegenden Daten sind in Ubereinstimmung mit einer Studie von Fuchikami
und Kollegen, die zeigt, dass Ginkgo-biloba-Extrakte und die Glykoside und
Rutinoside der hier untersuchten Flavonoide Quercetin und Kaempferol den
OATP2B1-vermittelten Transport von Estron-3-Sulfat in HEK293-OATP2B1-Zellen
hemmen kdnnen (Fuchikami et al. 2006).

In bisherigen Studien wurde die Funktion von OATP1A2 meist in Xenopus laevis-
Oozyten oder Hela-Zellen untersucht, die OATP1A2 transient exprimierten
(Kullak-Ublick et al. 1995; Cvetkovic et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit
wurden erstmals HEK293-Zellen verwendet, die OATP1A2 stabil exprimieren.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Atorvastatin ein Substrat fir OATP1AZ2 ist,
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was kurzlich von einer anderen Gruppe bestatigt wurde (Knauer et al. 2010). Da
Atorvastatin ein sehr haufig eingesetztes Arzneimittel ist, stellt die Hemmung des
OATP1A2-vermittelten Atorvastatintransports durch verschiedene Flavonoide
maoglicherweise einen weiteren Mechanismus fur Lebensmittel- oder
Arzneimittelinteraktionen dar. Atorvastatin ist aul3erdem ein Substrat sowohl fur
CYP3A4, P-Glykoprotein und OATP2B1. Aufgrund der mdglichen Verdnderungen
in der Pharmakokinetik von Atorvastatin durch die Modulation von CYP3A4,
P-Glykoprotein, OATP1A2 und OATP2B1, zeigt sich, dass in vivo-Studien
notwendig sind, um die Klinische Bedeutung der Flavonoid-vermittelten
Arzneimittelinteraktionen mit Atorvastatin zu untersuchen. Eine in vivo-Studie von
Lilja und Kollegen zeigte bereits, dass die zeitgleiche Einnahme von Grapefruitsaft
die tmax (Zeit zwischen Applikation eines Arzneimittels und Erreichen der
maximalen Plasmakonzentration) der HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren
Atorvastatin und Pravastatin erhoht. Mdglicherweise fihrt die Inhibition der
OATP1A2- und OATP2B1-vermittelten Aufnahme von Atorvastatin und Pravastatin
durch den Grapefruitsaft zu den beobachteten Effekten (Lilja et al. 1999).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Teilprojekts, dass die Inhibition
von OATP1A2 und OATP2B1, die im humanen Diunndarm exprimiert sind, durch
die Flavonoide Apigenin, Kaempferol und Quercetin einen madglichen weiteren
Mechanismus fir Lebensmittel- oder Arzneimittelinteraktionen darstellt. Die
klinische Relevanz der beobachteten Interaktionen sollte in weiteren klinischen

Interaktionsstudien untersucht werden.
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7.3 Untersuchung des Einflusses konservierter posit iv-geladener
Lysin- und Arginin-Reste in Transmembranhelices auf die
Transportaktivitdt von OATP1B3

Der humane Aufnahmetransporter OATP1B3 ist in der basolateralen Membran
humaner Hepatozyten lokalisiert. OATP1B3 transportiert verschiedene endogene
Substanzen und Arzneistoffe. Bisher war wenig Uber die molekularen
Mechanismen und Uber die am Transport beteiligten Aminoséuren bekannt.

Im dritten Teilprojekt wurde daher die Rolle der in der humanen OATP-Familie
konservierten, positiv-geladenen Aminosauren Lysin 28 und 41 und Arginin 580
untersucht, deren Lokalisation in den zur Pore zugewandten Membranhelices
(Meier-Abt et al. 2005) von OATP1B3 vorhergesagt wird. Es konnte gezeigt
werden, dass die positiven Ladungen von Lys41l und Arg580 wichtig fur die
OATP1B3-Transportaktivitat der Substrate BSP und Pravastatin ist.

Die Grundlage der vorliegenden Untersuchung war eine Struktur-basierte
Modellierung des Transportproteins OATP1B3 durch Meier-Abt und Kollegen
(Meier-Abt et al. 2005). In diesem Modell wurde postuliert, dass OATP1B3 eine
zentrale, positiv-geladene Pore besitzt. Durch einen Sequenzvergleich aller
humanen OATP-Familienmitglieder konnten die Lysinreste an den Positionen 28
und 41 und das Arginin an Position 580 in OATP1B3 als mdglicherweise wichtige
Kandidaten flur die Transportaktivitat identifiziert werden. Alle drei Aminosauren
sind sehr stark in der humanen OATP-Familie konserviert und der
Strukturvorhersage nach in den zur Pore hin gewandten Transmembranhelices |
und Xl lokalisiert (Meier-Abt et al. 2005). Danach ware es moglich, dass diese
Aminosauren wichtig fur die Substratbindung und die Transportaktivitéat innerhalb
der humanen OATP-Familie sind.

Mittels zielgerichteter Mutagenese wurden die positiv-geladenen Aminosauren
entweder durch Arginin, Lysin, Alanin, Glycin oder durch die korrespondierenden
Aminosauren anderer OATP-Familienmitglieder ersetzt. Dadurch sollte analysiert
werden, inwieweit die positive Ladung und die Aminosauren wichtig fur den
Transportprozess sind. Der OATP1B3-vermittelte Transport durch die generierten
Lys41-Mutanten zeigte, dass die positive Ladung des Lysins an der Position 41
wichtig fur die zellulare Aufnahme von BSP und Pravastatin ist, da der Austausch

des Lysins an dieser Position durch die Aminosauren Alanin, Glutamin und Glycin
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eine stark reduzierte Transportaktivitdt bewirkte. Der Austausch des Lysins an
Position 41 durch die ebenfalls positiv-geladene Aminosaure Arginin hingegen,
konnte die Aufnahme aufrechterhalten. Der leicht verringerte vmax-Wert von
Lys41>Arg verglichen mit dem OATP1B3-Wildtyp weist darauf hin, dass die
Aminosaure Lysin an dieser Stelle besser fir die Transportaktivitdt geeignet ist als
die Aminosaure Arginin. Madoglicherweise ist die langere positiv-geladene
Seitenkette des Arginins fur eine reduzierte Transportaktivitat verantwortlich, da
diese langere Seitenkette sterische Veranderungen und Interaktionen bewirken
kann. Diese Vermutung konnte durch das Struktur-Modell bestatigt werden, das
zeigte, dass Lysin 41 flexibler in der Pore liegt als Arginin an dieser Position. Fur
Arginin wird nach dem Modell eine reduzierte Flexibilitdt aufgrund von sterischen
Veranderungen und neuen Interaktionen mit Ser37 und Tyr208 vorhergesagt, die
eine alternative Seitenketten-Orientierung stabilisieren.

Die kinetischen Untersuchungen des Arg580 zeigten, dass eine Veranderung zu
einer ungeladenen Aminosaure wie dem Glycin, in einer reduzierten vmax resultiert.
Dieses Ergebnis bestétigt die Annahme, dass die positive Ladung des Arginins an
der Position 580 essentiell fur die Transportaktivitat ist. Der Austausch von Arginin
zu Lysin hingegen fuhrt zu einer teilweisen Aufrechterhaltung der maximalen
Transportgeschwindigkeit. Das Struktur-Modell zeigt, dass lediglich das Arginin an
der Position 580 ausreichend durch Interaktionen mit den benachbarten
Aminosauren Glu74 und Asn77 in der Pore fixiert ist. Im Gegensatz dazu zeigt das
Modell, dass Lysin an dieser Stelle nicht mehr ausreichend fixiert ist, da es keine
Interaktionen mehr mit Glu74 und Asn77 eingehen kann. Zusatzlich verursacht
eine Mutation von Glu74 zu Alanin den gleichen Effekt, was ebenfalls eine
Verringerung der vmax bewirkt. An der Position 580 ist also die Aminosaure Arginin
essentiell fur die Aufrechterhaltung der OATP1B3-Transportaktivitdt. Die
Ergebnisse der Glut74>Ala-Mutante waren vergleichbar mit den Ergebnissen der
Arg580>Lys-Mutante, was darauf hinweist, dass die positive Ladung des Arginin
580 zusatzlich noch innerhalb der Pore durch Glu74 und Asn77 fixiert sein muss
und dass Verdnderungen an dieser Fixierung ebenfalls die OATP1B3-
Transportaktivitat beeinflussen.

Die Mutationen des Lys28 hatten keinen Einfluss auf die zellulare Aufnahme von
BSP und Pravastatin. Die positive Ladung des Lys28 ist daher nicht an der

Substratbindung der beiden untersuchten Substrate beteiligt. Diese Daten
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stimmen mit dem Struktur-Modell Gberein, in dem Lysin 28 am Ende der
Transmembranhelix | lokalisiert ist und nicht zur Pore zeigt.

Die experimentell gewonnenen Daten und das Struktur-Modell weisen stark darauf
hin, dass die positiven Ladungen von Lys41 und Arg580 zur Pore hin zeigen.
Weiterhin kdonnen beide Aminoséuren aufgrund struktureller Bedingungen nicht
durch andere positiv-geladene Aminosauren ausgetauscht werden, ohne dass die
OATP1B3-Transportaktivitat beeintrachtig wird. Lysin 41 ist innerhalb der OATP1-
Unterfamilie stark konserviert, wohingegen Arginin 580 in allen OATPs stark
konserviert ist. Diese Aminosauren spielen daher wahrscheinlich eine essentielle
Rolle in der Bildung der positiv-geladenen Pore. Zusatzlich kdnnte die hohe
Konservierung der beiden Aminosauren auf eine wichtige Rolle fur grof3formatige
Strukturverdnderungen wéahrend des Transportprozesses hindeuten, was jedoch
noch nicht aus dem aktuellen statischen Strukturmodell abgeleitet werden kann.
Fur Pravastatin kann zusammengefasst werden, dass Lys41 und Arg580 ebenso
relevant fur die OATP1B3-vermittelte Aufnahme sind. Die Effekte der einzelnen
Mutanten auf Kpn- und vpa-Werte des OATP1B3-vermittelten Pravastatin-
Transports kénnten jedoch von den Effekten auf den BSP-Transport abweichen,
da Pravastatin wahrscheinlich tber einen anderen Mechanismus transportiert
wird. Hinweise auf unterschiedliche OATP1B3-Transportmechanismen fur BSP
und Pravastatin ergab eine Studie, in der 10 uM Rosiglitazon den BSP-Transport
inhibierten, wohingegen die gleiche Konzentration an Rosiglitazon die Pravastatin-
Aufnahme stimulierte (Bachmakov et al. 2008).

Interessanterweise zeigte eine Studie von Gui und Kollegen (Gui et al. 2008), dass
ungeladene Aminosauren wie Tyrosin, Serin und Threonin, die in der
Transmembranhelix X von OATP1B3 lokalisiert sind, ebenfalls am Transport des
OATP1B3-spezifischen Substrats Cholecystokinin-Oktapeptid beteiligt sind. In
Kombination mit den vorliegenden Daten kann geschlussfolgert werden, dass
zusatzlich zu den geladenen Aminosduren auch ungeladene, unpolare
Aminosauren fur den Transportmechanismus von OATP1B3 wichtig sind,
maoglicherweise indem sie mit positiv-geladenen Seitenketten interagieren.
Zusammenfassend konnte der erste experimentelle Beweis fur die Beteiligung
konservierter positiv-geladener Aminosauren am OATP1B3-Transport erbracht
werden. Diese Ergebnisse werden durch das Struktur-Modell und das Konzept

einer positiv-geladenen Pore unterstiutzt (Meier-Abt et al. 2005). Es konnte gezeigt
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werden, dass die Aminosauren Lysin 41 und Arginin 580 in OATP1B3, welche
innerhalb der OATP-Familie konserviert sind, wichtig und essentiell fir den
OATP1B3-vermittelten Transport der Substrate BSP und Pravastatin sind.
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