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Zusammenfassung

Die Solute-Carrier-Transporter (SLC-Transporter) gehören zur groÿen Gruppe von

integralen Membranproteinen und realisieren den Sto�transport über die Zellmem-

bran. Die Interaktion von therapierelevanten Zytostatika und Adjuvantien mit SLC-

Transportern und ihre Expression in Zelllinien aus Prostata- und Mammakarzinom-

Gewebe ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit, welche aus zwei Projektteilen be-

steht. Im ersten Abschnitt wurden vier SLC-Transporter auf ihre Interaktion mit

26 therapierelevanten Zytostatika und Adjuvantien untersucht. Im zweiten Teil wur-

de die Expression von 46 SLC-Transportern in Zelllinien aus Prostata- und Mamm-

akarzinomen analysiert. Für die Interaktionsanalyse mit Zytostatika und Adjuvanti-

en wurden die Peptidtransporter PEPT1 (SLC15A1) und PEPT2 (SLC15A2), der L-

Carnitin-Transporter OCTN2 (SLC22A5) und der nierenspezi�sche �Multidrug and

toxin extrusion�-Transporter MATE2-K (SLC47A2) in stabil trans�zierten, huma-

nen, embryonalen Nierenzellen verwendet. Gemessen wurde hierbei die Aufnahme ei-

nes transporterspezi�schen, [3H]-markierten Substrats in Ab- oder Anwesenheit von

je 100 µM der Testsubstanzen. Diejenigen Substanzen, die eine Reduktion der Auf-

nahme des Referenzsubstrats um mindestens 50 % bewirkten, wurden für eine A�-

nitätsanalyse ausgewählt. Diese erfolgte in Form der Ki-Wert-Bestimmung mit Hilfe

des Dixon-Plots. Darüber hinaus wurde, durch Vergleich mit Ergebnissen aus dem

Cornish-Bowden-Plot, eine Abschätzung über die Inhibitionskinetik der betre�enden

Substanzen vorgenommen. Für PEPT1 konnte keine Substanz mit inhibitorischer Wir-

kung ermittelt werden. PEPT2 zeigte in Anwesenheit des Mitose-Inhibitors Paclitaxel

und des Topoisomerase-Inhibitors Etoposid eine verringerte Aufnahme des markierten

Substrates. Für diesen Transporter wurde keine A�nitätsanalyse durchgeführt. Der L-

Carnitin-Transporter OCTN2 zeigte eine deutlich verringerte Aufnahme von markier-

tem Substrat in Anwesenheit von Paclitaxel, Etoposid, Vinblastin und Vincristin. Die

Ki-Werte lagen bei 4,6 ± 0,34 µM, 51,0 ± 5,3 µM, 52,3 ± 5,2 µM bzw. 52,5 ± 5,9 µM.

Der Vergleich des Dixon-Plots mit dem Cornish-Bowden-Plot ergab für Paclitaxel und

Etoposid keinen Hinweis auf eine kompetitive Hemmung. Für die Vincaalkaloide Vin-

blastin und Vincristin ergab sich dagegen eine kompetitive Inhibition von OCTN2.

Für MATE2-K konnte ein inhibitorischer E�ekt unter Zugabe von Mitoxantron (Ki =

1,28 ± 0,41 µM), Irinotekan (Ki = 7,41 ± 1,3 µM), Paclitaxel (Ki = 28,56 ± 5,3 µM),

Doxorubicin (Ki = 52,29 ± 5,1 µM), Vinblastin (Ki = 91,0 ± 8,1 µM) und Etoposid (Ki

= 107,1 ± 4,4 µM) gezeigt werden. Eine kompetitive Inhibition wurde für Paclitaxel,

Doxorubicin und Etoposid festgestellt. Die Ergebnisse der Analyse der übrigen Sub-

stanzen lassen eine gemischte Inhibition vermuten. Die Analyse der SLC-Transporter-

Expression in Prostata- und Mammakarzinom-Zelllinien wurde in Kooperation mit

dem Deutschen Primaten Zentrum mittels Chip-PCR durchgeführt. Zur Kontrolle
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wurde kommerziell erworbene Gesamt-RNA von Nieren, Leber und Colon mitge-

führt. Eine besonders starke Expression auf mRNA-Ebene konnte für den Thiamin-

Transporter THTR1, die Monocarboxylat-Transporter MCT1 und MCT8, den noch

wenig erforschten ORCTL2, den Carnitin-Transporter OCTN2 und die Nukleosid-

Transporter ENT2 und 3 beobachtet werden. Eine etwas geringere Expression wurde

für den Monocarboxylat-Transporter MCT4, den Ergothionein-Transporter OCTN1,

den Prostaglandin-Transporter OATP2A1, den Aminosäure-Transporter LAT2, den

Transporter organischer Kationen OCT1 und den Schilddrüsenhormon-Transporter

OATP4A1 gezeigt. Die übrigen SLC-Transporter waren weniger stark bis sehr gering ex-

primiert. Zur Überprüfung der funktionellen Expression wurden Transportexperimente

mit je einer exprimierenden und einer nicht-exprimierenden Zelllinie von Mamma- bzw.

Prostatakarzinom-Zelllinien durchgeführt. Für die fünf in Prostatakarzinom-Zelllinien

getesteten Transporter OAT4, OATP1B3, OATP2B1, NaCT und MATE1 konnte keine

funktionelle Expression nachgewiesen werden. Die in Mammakarzinom-Zelllinien getes-

teten Transporter waren OCT2, OATP1B3, NaCT, PEPT1 und MATE1. Hier konn-

te für OCT2 und PEPT1 ein spezi�sch inhibierbarer Transport des Modellsubstrats

und damit eine funktionelle Expression nachgewiesen werden. Die Kenntnis über die

Interaktion von Zytostatika mit SLC-Transportern und ihre Expressionsmuster in Tu-

morgewebe könnte für die medikamentöse Therapie von Bedeutung sein. Hierzu müsste

zunächst geklärt werden, ob Zytostatika von den SLC-Transporten in die Zelle aufge-

nommen werden. Dessen ungeachtet könnten Zytostatika mit endogenen oder therapeu-

tisch eingesetzten Substanzen an SLC-Transportern wechselwirken. Dies könnte sowohl

zu veränderten Wirkspiegeln im Patienten-Plasma als auch zur Schädigung von Leber

oder Nieren führen, wenn es in diesen Organen zur Akkumulation toxischer Substanzen

kommt.
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1. EINLEITUNG

1 Einleitung

Alle Substanzen, die Körperzellen für die Aufrechterhaltung ihres Sto�wechsels brau-

chen, müssen die sie umgebende Zellmembran überwinden. Das gilt für den Energielie-

feranten Glukose genauso wie für Aminosäuren, welche zum Erhalt und zum Aufbau

neuer Zellstrukturen notwendig sind. Einfache Di�usion durch die Lipid-Doppelschicht

ist nur für lipophile oder wenige, sehr kleine, ungeladene Moleküle möglich. Zwar er-

schweren derartige Barrieren die Verteilung von Substanzen im Körper, es ist jedoch

diese Kompartimentierung, durch die eine Energiegewinnung durch Reaktionswege wie

die Atmungskette, bei der Konzentrationsgradienten eine entscheidende Rolle spielen,

überhaupt erst möglich wird. Wie die Aufnahme muss auch der Abtransport von Sto�-

wechselendprodukten aus der Zelle, wie z.B. Lactat, durch Transport durch die Zell-

membran realisiert werden. Aufnahme und Abgabe werden von Transportproteinen

ermöglicht, welche in der Zellmembran lokalisiert sind.

Die Membrantransporter werden in primär-aktive und sekundäre Transportpro-

teine eingeteilt. Die ATP-binding-cassette (ABC) Transporter gehören zu den primär-

aktiven Transportern, welche ihre Substrate unter Energieverbrauch durch ATP-

Hydrolyse aktiv über die Zellmembran bewegen. Ionenkanäle und sog. Carrier trans-

portieren ihre Substrate entlang eines bestehenden Konzentrationsgefälles bzw. eines

elektrochemischen Gradienten ohne direkten Energieverbrauch. Während Ionenkanä-

le auf einen entsprechenden Reiz hin Poren in der Zellmembran ö�nen und schlieÿen

können, translozieren Carrier ihre Substrate durch eine Abfolge von Konformations-

änderungen in festen stöchiometrischen Verhältnissen, bei denen pro Transportzyklus

eine de�nierte Anzahl spezi�scher Moleküle aufgenommen oder abgegeben wird.

Wie der Name bereits vermuten lässt, gehören auch die Solute-Carrier-

Transporter (SLC-Transporter) zur letztgenannten Gruppe der Carrier. Diese groÿe

Gruppe von fast 400 Genen wird anhand ihrer Sequenzhomologie in Familien ein-

geteilt, von denen es bisher 52 gibt. Darunter be�nden sich Uniporter, die nur eine

Molekülart transportieren, Antiporter, welche ihre Substrate gegen andere Moleküle

austauschen und Symporter, die zusammen mit den Substraten auch andere Molekü-

le in gleicher Richtung transportieren. Die Benennung folgt einem festen Schema, bei

dem nach dem Prä�x �SLC� zunächst die Nummer der Familie und zuletzt, durch ein

�A� separiert, die Nummer des Transporters innerhalb seiner Familie angegeben wird.

Diese Nummer richtet sich i.d.R. nach der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung. So ist

der organische Anionen-Transporter mit dem Trivialnamen OAT1 ein SLC-Transporter

der Familie 22 und innerhalb dieser das sechste in seiner Primärstruktur aufgeklärte

Protein: SLC22A6.
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1. EINLEITUNG

1.1 Die SLC15-Familie

Die SLC-Familie 15 besitzt vier Mitglieder: PEPT1 (SLC15A1), PEPT2 (SLC15A2),

PHT1 (SLC15A4) und PHT2 (SLC15A3). Alle transportieren Di- und Tripeptide, je-

doch nur die beiden Proteine SLC15A3 (PHT2) und SLC15A4 (PHT1) akzeptieren

auch die freie Aminosäure Histidin als Substrat [19]. Inwieweit sich das Substratspek-

trum der PEPT-Proteine mit dem der PHT-Transporter überschneidet, ist nicht be-

kannt, da die Peptid- und Histidin-Transporter PHT1 und PHT2 bisher noch wenig

erforscht sind.

Die Proteine PEPT1 und PEPT2 besitzen eine Sequenzidentität von 50 % und

sind in zwölf transmembranären α-Helices (TMH) organisiert. Die terminalen Enden

der Proteine liegen auf der zytosolischen Seite. Beide Transportproteine liegen in der

Membran in glykosylierter Form vor und haben Massen von 75 kDa (PEPT1, 63 kDa

ohne Glykosylierung) und 107 kDa (PEPT2, 83 kDa ohne Glykosylierung) [20].

Eine Sequenzabhängigkeit für Substrate von PEPT1 und PEPT2 scheint es be-

züglich Peptiden aus proteinogenen Aminosäuren kaum zu geben, da eine groÿe Vielfalt

an Kombinationen von Di- und Tripeptiden transportiert werden [6]. Als Minimalmo-

lekül, welches an PEPT1 bindet und transloziert wird, bedarf es zweier unterschiedlich

geladener, funktioneller Gruppen, welche durch eine Kette aus mindestens vier Koh-

lensto�atomen getrennt im Molekül vorliegen. Der Abstand der geladenen Gruppen

soll bei 500 � 635 pm liegen. Eine Peptidbindung im Substratmolekül ist für die Inter-

aktion und den Transport über PEPT-Proteine nicht zwingend erforderlich. Liegt nur

eine der beiden funktionellen Gruppen im Molekül vor, kommt es zwar zur Interakti-

on mit dem Transportprotein, aber i.d.R. nicht zum Transport über die Zellmembran.

Wird in die 4-C Kohlensto�kette der Minimalstruktur eine Carbonylgruppe eingefügt,

bewirkt dies eine deutlich verstärkte A�nität von PEPT1, da somit die Möglichkeit

einer weiteren Wassersto�brücke gegeben ist [2]. Eine zusätzliche positiv geladene funk-

tionelle Gruppe in unmittelbarer Nähe zu der Carboxylgruppe führt jedoch dazu, dass

keine Interaktion des Moleküls mit dem Peptidtransporter statt�ndet. Der gleiche Ef-

fekt wird erreicht, wenn zwei unterschiedlich geladene funktionelle Gruppen am selben

endständigen Kohlensto�atom gebunden sind [22]. Sind die Kohlensto�atome, welche

die Amino- oder Carboxylgruppe tragen, chirale Zentren, wird in der Regel die L-Form

bevorzugt. Liegt eine Peptidbindung im Substratmolekül vor, so wird an dieser Stelle

auch eine Alkylierung des daran beteiligten Sticksto�es von PEPT1 akzeptiert und

sowohl die Bindung als auch der Transport �nden statt [2]. Zusätzlich ist ein stark

hydrophober Rest (R2) förderlich für die Eigenschaft als PEPT-Substrat.

PEPT1 und PEPT2 gehören innerhalb der Familie der SLC-Transporter zur

Gruppe der Co-Transporter oder Symporter, da der Transport von Substraten gemein-

sam mit der Aufnahme von Protonen statt�ndet. Triebkraft für den Peptidtransport

2



1. EINLEITUNG

Abb. 1: Modell eines Substratmoleküls für PEPT-Proteine [2]

sind hierbei das Konzentrationsgefälle für die transportierten Peptide zwischen Zellin-

nerem und �äuÿerem und das negative Membranpotential. Der Substrattransport über

PEPT1 und PEPT2 verläuft elektrogen, da zusammen mit dem Substrat auch positive

Ladungen in Form von Protonen (H+) in die Zellen aufgenommen werden.

Bei beiden Peptidtransportern existieren zwei mögliche Bindungsstellen für H+,

eine direkte Protonenbindungsstelle und eine Möglichkeit zur Bindung an der Substrat-

bindungsstelle. Dabei wird zunächst die Protonenbindungsstelle protoniert, bevor das

Substratmolekül gebunden wird. Ob auch die Substratbindestelle protoniert wird, ist

abhängig von der Verfügbarkeit weiterer Protonen und somit vom pH-Wert. Die An-

zahl der pro transloziertem Peptid benötigten Protonen ist abhängig von der Ladung

des Substrates. Im Falle von PEPT1 werden anionische (negativ geladene) Substrate

mit zwei Protonen aufgenommen, eines bindet vor dem Substrat an der Protonenbin-

dungsstelle, das zweite an der Substratbindestelle. Hierdurch wird die negative Ladung

des Substrates ausgeglichen. Es besteht jedoch auch die Möglichkeit, Anionen bei ho-

hem pH-Wert und weniger verfügbaren H+ mit nur einem Proton zu translozieren,

wenn gleichzeitig ein negativ geladenes Ion aus der Zelle geschleust wird. Kationische

(positiv geladene) Substrate brauchen hingegen nicht zwingend Protonen, um über die

Zellmembran zu gelangen. Auch hier bindet zwar in der Regel ein Proton, bevor das

Substrat aufgenommen wird, jedoch kann ein Kation bei niedriger Protonenkonzentra-

tion, bzw. erhöhtem pH-Wert, auch gänzlich ohne zusätzliche positive Ladung trans-

portiert werden [57]. Für die Aufnahme neutraler Peptide (ohne Nettoladung) bedarf

es eines gebundenen Protons an der entsprechenden Bindungsstelle. Wird jedoch ein

weiteres Proton an der Substratbindestelle angelagert, kommt es nicht zum Transport

[46]. So lässt sich auch die pH-Abhängigkeit von PEPT1 innerhalb der physiologi-
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1. EINLEITUNG

schen Grenzen am Expressionsort erklären. Je niedriger der pH-Wert, desto höher die

Protonenkonzentration und die Transportgeschwindigkeit von anionischen Substraten,

je höher der pH-Wert, desto e�zienter der Transport kationischer Substrate, welche

weniger auf H+ angewiesen sind. Neutrale Peptide zeigen eine glockenförmige Kurve

der Transportaktivität in Abhängigkeit des pH-Wertes, welche sowohl in niedrigeren

(zwei gebundene H+) als auch in höheren pH-Wertbereichen (zu wenig verfügbare H+)

abnimmt [46].

Auch für PEPT2 wird beim Transport neutraler Peptide ein Verhältnis zwischen

Protonen und Substrat von 1:1 angegeben, und auch hier wird der Transport durch die

Bindung eines zweiten Protons in niedrigen pH-Wertbereichen blockiert [85]. Detaillier-

tere Studien zum stöchiometrischen Transportverhältnis von PEPT2 wurde jedoch an

Transportproteinen von Ratten durchgeführt, für die ein Verhältnis von 2:1 für neutra-

le Peptide ermittelt wurde und das so vom Transportverhalten von humanem PEPT2

abweicht.

PEPT1 ist ein Peptidtransporter mit niedriger A�nität und hoher Transportka-

pazität, zu dem PEPT2 das Pendant mit hoher A�nität und niedriger Transportka-

pazität darstellt. Diese Eigenschaften bedingen auch die Expression der beiden Trans-

portproteine. PEPT1 wird vorwiegend in der apikalen Membran von Enterozyten des

Dünndarms [119], im S1-Segment des proximalen Tubulus der Niere (bei Ratten) [93]

und in Gallengängen exprimiert [50]. Durch die hohe Transportkapazität realisiert die-

ser Transporter somit maÿgeblich die Aufnahme von Peptiden aus abgebauten Nah-

rungsproteinen im Dünndarm und deren Rückresorption aus dem Primärharn und der

Galle.

PEPT2 wird ebenfalls im proximalen Tubulus exprimiert, nach Untersuchungen

an Rattentubuli allerdings in den Glomerulus-ferneren S2- und S3-Segmenten, d.h. dem

PEPT1 nachgeschaltet. Der Peptidtransporter mit hoher Substrata�nität scheint hier

für die e�ziente Aufnahme kleinerer Peptidkonzentrationen verantwortlich zu sein, die

nicht vom vorgeschalteten PEPT1 erfasst wurden [97]. Eine PEPT2-Expression im

Dünndarm konnte nicht nachgewiesen werden. Dafür ist dieses Transportprotein in

Astrozyten und Zellen des Plexus chorioideus im Gehirn (bei Ratten) [4], in Milch-

drüsen und Epithelien der Bronchien nachweisbar [29][30]. Welche genauen Aufgaben

PEPT2 dort erfüllt, ist bisher noch nicht geklärt. Es wird vermutet, dass PEPT2 durch

den E�ux kurzer Peptide aus dem Liquor zur Peptidhomöostase und zur Eliminierung

von abgebauten Neurotransmittern und anderen Metaboliten beiträgt [96]. Allerdings

zeigen knockout-Mäuse, welche keinen funktionierenden PEPT2 besitzen, keinerlei äu-

ÿerlich erkennbare Beeinträchtigungen.

Die Expression von PEPT1 in Kombination mit der breiten Substrat-Akzeptanz

des Transportproteins ermöglicht eine e�ziente Aufnahme von Medikamenten, die oral

verabreicht werden. Substanzen, die über PEPT1 aus dem Darm aufgenommen oder
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durch beide Transportproteine renal rückresorbiert werden, sind beispielsweise ver-

schiedene β-Lactam-Antibiotika aus den Gruppen der Penicilline und Cephalosporine

[9][25] oder Virostatika in Form von inaktiven Vorstufen (�ProDrug�)[36]. Dabei zei-

gen PEPT1 und PEPT2 unterschiedliche A�nitäten zu den verschiedenen Substanzen.

Aber auch Medikamente, die im Bereich der Tumortherapie verwendet werden, wie 5-

Aminolävulinsäure, sind Substrate der Peptidtransporter [21]. Dabei ermittelten Bret-

scheider et al. verschiedene Faktoren, die für die Interaktion von β-Lactam-Antibiotika

mit PEPT-Proteinen entscheidend sind. Dazu gehören die sterische Ähnlichkeit des

Moleküls mit der Grundstruktur von Peptiden, eine N-terminale Peptidbindung mit

einer Aminogruppe in α-Position, eine Carboxygruppe am Dihydrothiazinring von Ce-

phalosporinen bzw. am Thiazolidinring von Penicillinen und die Anzahl und Art von

Substituenten am N-terminalen Ringsystem des Substrates [9]. Somit sind die Peptid-

transporter der SLC15-Familie durch ihr Expressionspro�l und die Substrat-Akzeptanz

attraktive Aufnahmesysteme für die orale Verabreichung verschiedener Medikamente,

welche auch als Prodrug auf die Substratspezi�tät des jeweiligen Proteins zugeschnitten

werden können.

1.2 Die SLC22 Familie

Die Familie 22 ist eine der gröÿten SLC-Familien und beinhaltet Transportproteine

mit unterschiedlichen Substratselektivität. Darunter be�nden sich die Transporter or-

ganischer Kationen (OCTs), die Transporter organischen Anionen (OATs), sowie die

Transporter von Zwitterionen und organischer Kationen (OCTNs). Die OCTs trans-

portieren vorwiegend Kationen, jeweils entsprechend ihres Konzentrationsgefälles. Die

OATs transportieren in vergleichbarer Weise vorwiegend anionische Substanzen in bei-

de Richtungen über die Zellmembran. Innerhalb der Familie 22 gibt es jedoch nach wie

vor sog. Orphan Transporter, deren Substratspektrum bisher unbekannt ist [51].

Im Folgenden soll die an dritter Stelle genannte Gruppe innerhalb der SLC-22 Fa-

milie näher betrachtet werden; die OCTN-Transporter, zu denen im humanen Bereich

zwei Transportproteine gezählt werden, und die das zwitterionische Molekül L-Carnitin

transportieren. Sie gehören aufgrund ihrer Sequenzübereinstimmung mit anderen Mit-

gliedern von >30%, zur Familie 22 und erhielten ihr �N�, da sie durch das in ihrer Ami-

nosäurensequenz enthaltene Motiv für eine Nukleotid-Bindestelle zunächst für einen

funktionell neuen (Novel-)Transporter gehalten wurden. Diese Proteine sind OCTN1

(SLC22A4), welcher 1997 erstmalig beschrieben wurde, und OCTN2 (SLC22A5), wel-

cher im darau�olgenden Jahr vorgestellt wurde. OCTN1 ist ein Transportprotein, wel-

ches aus 551 Aminosäuren besteht, elf TMH besitzt und eine Sequenzhomologie von

75,8% zu OCTN2 aufweist [102].

Die Expression von OCTN1 unterscheidet sich in fetalen und adulten Individuen.
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So zeigen Feten eine starke Expression in Leber, Nieren und Lunge. In Adulten ist der

Transporter vor allem in den Geweben von Nieren, Luftröhre und Knochenmark, nicht

aber der Leber, deutlich nachweisbar. Weniger stark tritt er im Gewebe wie Skelett-

muskel, Prostata, Lunge, Pancreas, Placenta, Herz, Uterus, Milz und Rückenmark von

Erwachsenen auf. Neben dem Zwitterion L-Carnitin, zählen auch das Modellsubstrat

Tetraethylammonium (TEA+) und das Antioxidans Ergothionein zu den Substraten

des OCTN1. Das Protein wird zwar als Carnitin-Transporter bezeichnet, Ergothionein

wird jedoch tatsächlich sehr viel e�zienter transportiert, was zu dem Synonym �Human

Ergothioneine Transporter� (ETTh) geführt hat [32]. Pharmaka, die als Substrate von

OCTN1 akzeptiert werden sind unter anderem das Antiarrhythmikum Chinidin, das

Antihistaminikum Pyrilamin (Mepyramin), der Calciumantagonist Verapamil und die

antineoplastische Substanz Oxaliplatin.

Durch seine höhere A�nität ist OCTN2 der SLC-Transporter, welcher hauptver-

antwortlich für die Aufnahme von L-Carnitin aus der Nahrung und die Rückresorption

(ca. 98%) aus dem Primärharn ist. Das Transportprotein SLC22A5 besteht aus 557

Aminosäuren, besitzt 12 TMH und zeigt, wie sein Verwandter, eine unterschiedliche

Expression in fetalen und adulten Organismen. So konnte für den OCTN2 eine starke

fetale Expression in den Nieren und eine schwächere in Leber, Lunge und Gehirn fest-

gestellt werden. Bei Erwachsenen war ebenfalls eine starke Expression in den Nieren

und zusätzlich in Skelettmuskel, Plazenta, Herz, Prostata und der Schilddrüse detek-

tierbar. Schwächere Signale traten in Geweben von Pankreas, Leber, Lunge, Gehirn,

Dünndarm, Uterus, Thymus, Nebenniere, Luftröhre und Rückenmark auf [101].

Trotz der groÿen Ähnlichkeit der beiden Transportproteine führte eine Expression

von OCTN2 in Modellzellen kaum zu einem erhöhten Transport von TEA+, jedoch zu

einer deutlich erhöhten L-Carnitin-Aufnahme verglichen mit OCTN1. Die Aufnahme

von TEA+ über beide OCTN-Transporter ist pH-abhängig und unter azidischen Be-

dingungen verringert. Darüber hinaus bewirkt ein niedriger extrazellulärer pH-Wert in

beiden Fällen den E�ux von TEA+ [111][113]. Aufgrund der Expression der OCTN-

Proteine in der apikalen Membran proximaler Tubuluszellen der Nieren fungieren die

Transporter auf diese Weise als H+/Kationen-Austauscher, über die positiv geladene

Substanzen aus dem Intrazellulärraum in den Primärharn abgebeben werden können

[100].

Das Vorhandensein des Sequenzmotivs für eine Nukleotid-Bindestelle in der Ami-

nosäuresequenz der OCTN-Transporter wirft die Frage auf, ob es auch einen primärak-

tiven Transport unter Energieverbrauch durch die L-Carnitin-Transporter gibt. Für

OCTN2 ist ein derartiges Transportverhalten bisher nicht beobachtet worden. Die

Arbeitsgruppe um Tamai et al. konnte jedoch für OCTN1 eine, zumindest partielle,

ATP-Abhängigkeit des [14C]TEA+-Transports feststellen. Die Aufnahme unter ATP-

armen Bedingungen war gegenüber den Kontrollzellen um nahezu die Hälfte vermindert
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und zeigte eine verstärkte Sensitivität gegenüber Änderungen des extrazellulären pH-

Wertes [102]. Es ist jedoch nicht geklärt, ob dies mit dem Transportmechanismus des

OCTN1 oder mit der Unfähigkeit der Aufrechterhaltung eines konstanten, intrazellulä-

ren pH-Wertes unter ATP-armen Bedingungen zusammenhängt. Diesbezüglich fehlen

noch weitere Untersuchungen zur ATP-Abhängigkeit des Transportmechanismus von

OCTN-Transportern.

Die Aufnahme von L-Carnitin durch OCTN2 folgt einem gänzlich anderen Me-

chanismus. Der Transporter ist in diesem Fall kein Austauscher von L-Carnitin gegen

intrazelluläre Kationen, sondern agiert in Form eines elektrogenen Co-Transporters

und realisiert die Aufnahme von Natrium-Ionen (Na+) und L-Carnitin im Verhältnis

von 1:1. Dies ist der Grund für die Na+-Abhängigkeit des OCTN2 in seiner Funk-

tion als Carnitin-Transporter [100]. In Substitutionsversuchen mit anderen Kationen

konnte keine Transportaktivität gemessen werden, die der in Anwesenheit von Na+-

Ionen entsprach. Von den getesteten Ionen (Kalium, Chlorid und N-Methylglucamin),

konnte nur unter Substitution von Na+ gegen Lithium-Ionen eine geringe Carnitin-

Transportaktivität aufrecht erhalten werden [101].

L-Carnitin spielt eine entscheidende Rolle bei der Energiegewinnung durch den

Abbau langkettiger Fettsäuren in den Mitochondrien. Es wird entweder mit der Nah-

rung zugeführt oder aus den Aminosäuren L-Lysin und L-Methionin im Körper syn-

thetisiert. Die Hauptsyntheseorgane sind Leber, Nieren und Gehirn. Carnitin ist nicht

proteingebunden, sondern zirkuliert frei oder in Form von Acylcarnitin im Blut, weshalb

es in den Nieren �ltriert und aus dem Primärharn rückresorbiert wird. Der Abbau von

Fettsäuren durch die β-Oxidation �ndet in den Mitochondrien statt, was bedeutet, dass

die äuÿere und innere Membran dieser Organelle überwunden werden müssen, um eine

Energiegewinnung zu ermöglichen [82]. Hierfür wird die Fettsäure zunächst enzyma-

tisch auf das Co-Enzym A übertragen, wodurch Acyl-CoA entsteht. Diese Veresterung

führt zur Aktivierung der Fettsäure. In dieser Form kann der Acylrest schlieÿlich durch

die Carnitin-Acyl-Transferase auf L-Carnitin übertragen werden, wodurch dieser zum

Substrat der Carnitin-Acylcarnitin-Transporter 1 und 2 (CACT1: äuÿere Membran,

CACT2: innere Membran) wird. Dieser realisiert den aktiven Transport in die mit-

ochondriale Matrix. Dabei wird pro aufgenommenem Acyl-Carnitin ein vom Acylrest

befreites Carnitin-Molekül zurück ins Zytosol befördert, wo es wieder für einen neuen

Transportzyklus zur Verfügung steht. Dem L-Carnitin kommt hier die Funktion eines

Acyl-Shuttles zu, welches zur Aufrechterhaltung der Energiegewinnung aus dem Abbau

von Fettsäuren zwingend notwendig ist [42].

Es ist diese Hauptfunktion des L-Carnitin-Transports, die charakteristisch für

Erkrankungen ist, welche mit einer fehlerhaften Funktion von OCTN2 in Verbindung

stehen. Es wurden unterschiedliche Mutationen im octn2 -Gen identi�ziert, welche zum

Verlust der Transportfunktion des translatierten Proteins führen und in Patienten ei-
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ne autosomal rezessiv vererbte, primäre systemische Carnitin-De�zienz auslösen [71].

Diese Erkrankung äuÿert sich in Form von sehr geringen L-Carnitin-Spiegeln im Plas-

ma und Muskelzellen von Betro�enen, was in Folge der beeinträchtigten Energiege-

winnung durch β-Oxidation, zu Schwäche der Herz- und der Skelettmuskulatur führt

und auch in Verbindung mit einer Fettleber (Steatose) auftreten kann. Ursächlich ist

der Verlust des glomerulär �ltrierten L-Carnitins, welches nicht mehr über die OCTN-

Transporter rückresorbiert werden kann und so mit dem Urin ausgeschieden wird. Diese

Erkrankung wird i.d.R. im frühen Kindesalter diagnostiziert und auch mit dem Auf-

treten des sog. plötzlichen Kindstodes in Verbindung gebracht [65]. Darüber hinaus

werden Zusammenhänge zwischen fehlerhafter Funktion von OCTN-Transportern und

der Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Morbus-Crohn, einer chronischen, in�am-

matorischen Erkrankung des Dickdarms [78][112], und männlicher Infertilität [47][91]

beschrieben. Es kann jedoch auch unter Verabreichung bestimmter Medikamente zu

einer sekundären Carnitin-De�zienz kommen, wenn diese durch Beeinträchtigung von

OCTN-Transportern zu einer verminderten L-Carnitin-Rückresorption im Tubulussys-

tem der Nieren führen [75]. So muss bei einer Therapie mit Substanzen, die eine inhi-

bitorische Wirkung auf OCTN1/2 haben, darauf geachtet werden, dass die L-Carnitin-

Homeostase des Patienten aufrecht erhalten bleibt, um unerwünschte Nebenwirkungen

zu verhindern.

1.3 Die SLC47 Familie

Tiere wie Menschen nehmen aus ihrer Umgebung Toxine auf und produzieren Sto�-

wechselendprodukte, welche aus dem Körper entfernt werden müssen. Um dies zu rea-

lisieren, gibt es zwei Hauptausscheidungswege aus dem Organismus. Dies ist zum einen

die Leber, die aufgenommene Verbindungen prozessieren kann und über die Gallen-

�üssigkeit ins Darmlumen abgibt, zum anderen die Nieren, die zu eliminierende Sub-

stanzen aus dem Blut �ltern und über den Urin ausscheiden. Für diese Prozesse ist

die Polarisierung der Zellen an Grenz�ächen wie den Gallengängen der Leber und den

Tubuluszellen der Niere von groÿer Bedeutung, da die zu eliminierenden Substanzen

basal aus dem Blut aufgenommen und apikal an die Gallen�üssigkeit bzw. den Harn

wieder abgegeben werden.

Im Falle der Niere sind Transporter, die für die basolaterale Aufnahme von aus-

zuscheidenden Substanzen verantwortlich sind, schon länger bekannt, wohingegen die

Abgabe über die apikale Membran für längere Zeit ungeklärt blieb. Dabei wurde schon

früh von verschiedenen Arbeitsgruppen die Existenz eines elektroneutralen H+/org.

Kationen-Austauschers vorhergesagt. Holohan und Ross beschrieben bereits 1981 den

elektroneutralen Austausch von organischen Kationen gegen Protonen [41]. Maegawa

et al. zeigten 1988 an Membranvesikeln aus Rattennieren eine pH-abhängige Aufnahme
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von Tetraethylammonium (TEA+), bei der die stärkste Akkumulation dieses organi-

schen Kations in den Vesikeln bei einem äuÿerem pH-Wert von 7,2 und einem inneren

pH von 6,2 detektiert wurde [58]. Die gleiche pH-Abhängigkeit konnte auch von Laza-

ruk 1990 an renalen Bürstensaummembranvesikeln von Kaninchen gezeigt werden, wo

die Aufnahme von TEA+ und 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) entgegen eines

auswärtsgerichteten Protonengradienten beobachtet werden konnte [53].

Im Jahr 2005 wurde dieser Protonenaustauscher schlieÿlich von Masuda identi-

�ziert und als multidrug toxin and extrusion protein (MATE) beschrieben [63]. Die

Arbeitsgruppe war vom Transportprotein NorM des Bakteriums Vibrio parahaemo-

lyticus ausgegangen, welches ein Na+/Substrat-Austauscher ist und so verschiedene

Substanzen aus der Zelle entfernt [69], und ist bei der Suche nach humanen orthologen

Genen auf die SLC-Familie 47 gestoÿen. Sie fanden zwei Gene, die auf dem Chromosom

17 lokalisiert sind und von denen eines, hMATE1 (SLC47A1), wobei h für Humanva-

riante steht, eine Homologie von 19,8 % und das zweite, hMATE2 (SLC47A2), eine

Homologie von 18,6 % zu der Sequenz von NorM aufwiesen.

Die Expression von MATE1, welches ein Transkript von 4,1 kb bildet, wurde von

Masuda et al. in den Organen Leber, Niere, Nebenniere und Skelettmuskel detektiert,

während eine Expression vom 3,2 kb groÿen Transkript von MATE2 nur in der Niere

gefunden wurde. Masuda et al. zeigten 2005, dass noch weitere Varianten von MA-

TE2 mit unterschiedlichen Expressionsmustern und Transporteigenschaften existieren.

So wurde die Expression von MATE2-B (brain) im Gehirn nachgewiesen. MATE2-B

zeigte jedoch im Gegensatz zu MATE2 weder mit noch ohne pH-Gradienten einen

messbaren Transport von TEA+. MATE2-K (kidney) wird ausschlieÿlich in der Niere

exprimiert, wo es zusammen mit MATE1 in der apikalen Zellmembran des proximalen

Tubulus lokalisiert ist. Dieser Transporter wird durch einen pH-Gradienten stimuliert

und interagiert mit einer Reihe organischer Kationen, jedoch i.d.R. nicht mit Anionen.

Beide MATE2-Varianten sind in 17 Exons organisiert und weisen Unterschiede zu

MATE2 in Exon 7 auf. MATE2-B besitzt - verglichen mit MATE2 - eine Insertion von

46 bp, MATE2-K dagegen eine Deletion von 108 bp innerhalb dieses Exons. Mit einem

Transkript, welches in ein Protein aus 566 Aminosäuren translatiert wird, ist MATE2-

K deutlich gröÿer als das aus 660 bp bestehende und der in ein 220 AS umfassendes

Protein translatierte MATE2-B. So ist MATE2-K mit 61 kDa auch etwa zweieinhalb

Mal schwerer als der 23 kDa schwere MATE2-B.

Da MATE-Transporter Exportproteine sind, die ein Substratmolekül aus dem

Zellinneren gegen ein Proton aus dem Extrazellularraum austauschen, bedarf es für

die Transportuntersuchung entweder eines basischen extrazellulären pH-Wertes oder

einer von Roos und Boron 1981 entwickelten Technik zur transienten Ansäuerung des

Zellinnenraums, die der Umkehrung des Protonengradienten dient [83]. Hierbei wer-

den die Zellen in 30 mM Ammoniumchlorid-Lösung (NH4Cl) bei Raumtemperatur für
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1. EINLEITUNG

30 min vorinkubiert und anschlieÿend der Transportversuch in NH4Cl-freiem Trans-

portpu�er durchgeführt. Während der Vorinkubation verteilt sich das NH4Cl bis zum

Äquilibrium zwischen Zellinnerem und �äuÿerem. Wird die Salzlösung zu Beginn des

Transportexperiments abgesaugt und durch NH4Cl-freien Pu�er ersetzt, entsteht ein

auswärts gerichteter NH+
4 -Gradient. Da Ammoniak (NH3) im Gegensatz zu geladenen

Ammonium dem Konzentrationsgefälle folgend schnell durch die Zellmembran di�un-

dieren kann, zerfällt das Ammonium in NH3 und lässt ein Proton im Innenraum der

Zelle zurück, welches nun für den Austausch gegen extrazelluläre Substratmoleküle zur

Verfügung steht. So kann durch etablierte Methoden die Aufnahme von markierten

Substraten in stabil mit diesen Transportern trans�zierte Zellen gemessen werden. Die

Umkehrung der Triebkraft kann jedoch auch durch alkalische pH-Werte des Transport-

pu�ers von ca. 8,5 erreicht werden.

Zur Analyse der Proteinstruktur von Säugetier-MATE wurde abermals V.

parahaemolyticus als Ausgangsprotein herangezogen. Die Struktur des bakteriellen

Na+/org. Kationen-Austauschers wurde von He et al. per Röntgenstrukturanalyse er-

mittelt und stellt ein Membranprotein mit 12 TMH dar, welches aus zwei symme-

trischen Bündeln aus je sechs α-Helices besteht [39]. Diese umschlieÿen eine Kavität,

welche in Richtung des Extrazellulärraumes geö�net und a�n für monovalente Katio-

nen wie beispielsweise Na+ ist. Die Bindung eines solchen Kations führt vermutlich

zu einer Konformationsänderung von auswärts zu einwärts gerichteter Ö�nung, in wel-

chem Zustand eine höhere Bindungsa�nität für Substratmoleküle gegeben ist.

Untersuchungen an MATE1 von Säugetieren (Ratte, Kaninchen und Mensch)

ergaben eine Proteinstruktur von 13 TMH, wobei die zusätzliche Domäne mit dem

extrazellulären C-Terminus für die Transportfunktion des Proteins nicht zwingend er-

forderlich ist. Vergleiche zwischen MATE-Varianten mit 13 und 12 TMH ergaben, dass

die verkürzte Form keine grundlegend abweichende Substratspezi�tät aufwies, sondern

vergleichbar mit der der Langform war. Die Transportaktivität der Kurzform war zwar

nur geringfügig vermindert, jedoch lieÿ sich eine deutlich erhöhte Proteinexpression

in der Zellmembran nachweisen, weshalb für die Langform von MATE1 eine erhöhte

katalytische E�zienz postuliert wird [117].

Die in Richtung des Extrazellulärraumes geö�nete Konformation weist neben Re-

gionen mit vorwiegend anionischen oder kationischen Seitenketten auch groÿe Bereiche

auf, die von ungeladenen und damit hydrophoben Seitenketten gebildet werden. Hy-

drophobizität wird somit als ein Parameter vermutet, der maÿgeblichen Ein�uss auf

die Interaktion des Transporters mit Substrat- oder Inhibitormolekülen besitzt. Die in

Richtung des Zytoplasmas geö�nete Konformation wird nach dem Modell von Zhang

et al. im Inneren maÿgeblich von vier azidischen Aminosäuren gebildet [117]. Diese

bilden einen hydrophilen Bereich, sind in Säugetieren stark konserviert und haben

groÿen Ein�uss auf die Substrata�nität und �spezi�tät, was bereits von Matsumoto
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et al. in verschiedenen Mutationsexperimenten gezeigt wurde [64]. Zwei der besagten

Aminosäuren sind auch im bakteriellen MATE1 hoch konserviert und wirken hier als

stabilisierende Elemente für monovalente Metallionen.

Unter Zuhilfenahme radioaktiv markierter Substrate wurden gängige Pharma-

ka identi�ziert, die nachweislich über MATE-Transporter ausgeschieden werden wie

z.B. Cimetidin (H2-Rezeptor-Antagonist), Metformin (Antidiabetikum) oder auch Pro-

cainamid (Antiarrhythmikum) [103]. Liegen die zu untersuchenden Substanzen nicht

in markierter Form vor, werden in den meisten Untersuchungen die Modellsubstrate

MPP+ und TEA+ für Transportuntersuchungen von MATE-Proteinen verwendet und

die Inhibition der Aufnahme dieser Modellsubstanzen in Anwesenheit der Testsubstan-

zen gemessen.

Um weitere Erkenntnis über die Substratspezi�tät von MATE-Proteinen zu �nden

und so auf mögliche Wechselwirkungen zwischen Pharmaka (Drug-Drug-Interaktionen

= DDI) schlieÿen zu können, haben sowohl Astorga et al. als auch Wittwer et al.

systematische Inhibitionsanalysen unter Verwendung verschiedener Substanzen durch-

geführt [1][109]. Die Studien kommen zu dem Schluss, dass die vom Transportprotein

gebildete Pore, in der die Substratbindungsstellen liegen, vergleichsweise groÿ sein und

im Inneren aus verschiedenen Bindungsbereichen bestehen muss. Es wird vermutet,

dass es sowohl negativ geladene als auch hydrophobe Areale gibt, wodurch es keinen

einzelnen physikochemischen Parameter gibt, durch den sich eine Interaktion mit Pro-

teinen der MATE-Familie voraussagen lässt. Es ist eher das Zusammenspiel mehrerer

struktureller und physikochemischer Eigenschaften ausschlaggebend. So kamen Astor-

ga et al. und Martinez-Guerrero et al. übereinstimmend zu einem Modell, in welchem

mehrere hydrophobe Bereiche, Wassersto�brückenbindungen und positiv ionisierbare

Eigenschaften vertreten sein müssen [1][62]. Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf,

dass sich Heterozyklen mit Sticksto� als Heteroatom als Bestandteil eines Moleküls

positiv auf das Interaktionsverhalten mit MATE-Proteinen auswirken. Generell ist das

Ergebnis der Berechnung eines Modells nicht abhängig vom Modellsubstrat, welches für

die Inhibitionsanalyse verwendet wurde [62]. Es muss jedoch die Tatsache berücksich-

tigt werden, dass sämtliche Analysen mit MATE-Proteinen als Aufnahmetransporter

unter Umkehrung ihres physiologischen Transportmechanismus durchgeführt wurden.

Zwar ist im Falle des Modellsubstrates MPP+ kein wesentlicher Unterschied zwischen

der extrazellulären und intrazellulären A�nität des MATE1 nachweisbar, jedoch muss

dies nicht zwingend für alle Substrate dieser Transportproteine der Fall sein [17].

Die Erstellung eines Pharmakophors mit der Möglichkeit Interaktionscharakte-

ristika von Substanzen mit MATE-Proteinen vorauszusagen, ist von besonderem Inter-

esse, da diese Transportproteine den �nalen Schritt der Eliminierung vieler Pharmaka

über die Leber, bzw. die Niere realisieren und DDIs in diesem Zusammenhang deut-

liche Auswirkungen haben können. So führt eine gleichzeitige Behandlung der beiden
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MATE-Substrate Cimetidin und Metformin zu einer verminderten Ausscheidung und

somit höheren Plasmakonzentrationen des Antidiabetikums [98]. In derartigen Fällen

ist die Gefahr einer Überdosierung von Metformin gegeben, was zu einer verstärkten

Produktion von Laktat und somit zur Ausbildung einer Azidose beim betre�enden

Patienten führen kann. So konnte bei Untersuchungen an Mäusen ohne funktionell

exprimierten MATE1 bei Verabreichung von Metformin die Entwicklung einer Lakta-

tazidose beobachtet werden [106].

1.4 Zytostatika

Zytostatika sind Substanzen, die zur Behandlung unterschiedlicher Erkrankungen mit

dem Ziel der Verringerung der Zellteilung eingesetzt werden. Ein Haupteinsatzgebiet

dieser Substanzen ist, neben der Therapie von Autoimmun- oder Viruserkrankungen,

die Chemotherapie von Patienten mit Tumorerkrankungen. Zytostatika werden in der

Regel systemisch verabreicht, wodurch sie unselektiv in allen Zellen wirken, in die sie

aufgenommen werden. Entartete Zellen mit einer hohen Proliferation werden dabei

durch die hohe Zellteilungsaktivität stärker geschädigt als Zellen mit einer geringerer

Teilungsrate. Es kommt jedoch auch in Geweben, die unter physiologischen Bedingun-

gen eine hohe Teilungsrate aufweisen zu Schädigungen. Nebenwirkungen von Chemo-

therapien können so je nach verabreichter Substanz Haarausfall, Knochenmarksdepres-

sion und Veränderungen der Schleimhaut des Gastro-Intestinal-Traktes sein.

Es gibt eine groÿe Anzahl verschiedener Pharmaka mit unterschiedlichen Wirkme-

chanismen, anhand derer sie eingeteilt werden. In dieser Arbeit wurden Zytostatika der

Wirksto�gruppen der Alkylantien, Antimetabolite, Mitose-Inhibitoren, Topoisomerase-

Inhibitoren und der Interkalantien für die Interaktionsanalysen verwendet. Darüber

hinaus wurden drei weitere Substanzen auf ihr Interaktionsverhalten getestet, die be-

gleitend in der Tumortherapie eingesetzt werden und im Folgenden als Adjuvantien

beschrieben werden [10].

Zu den Substanzen aus der Gruppe der Alkylantien zählen Thio TEPA, Treo-

sulfan, Busulfan, Ifosfamid, Trofosfamid, Cyclophosphamid, Bendamustin, Chloram-

bucil und Melphalan. Diese Zyotstatika sind in der Lage, Alkylreste auf Sauersto�-

oder Sticksto�atome von Nucleobasen wie auch auf die Phosphatgruppen des Ribose-

Rückgrads der DNA zu übertragen. Derartige Modi�kationen können über die chemi-

sche Veränderung der Basen zu Fehlpaarungen in der DNA führen oder eine Basenpaa-

rung vollständig verhindern. Bifunktionale Alkylantien wie die N-Lost-Verbindungen

Bendamustin oder Melphalan können über die zweite Seitenkette ein weiteres Zielmole-

kül binden und so Quervernetzungen zu weiteren Basen oder Aminosäurenseitenketten

von Proteinen bilden. Diese fehlerhaften DNA-Strukturen setzen Reparaturmechanis-

men in Gang, wodurch Strangbrüche entstehen, und können je nach Ausmaÿ der Schä-
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digung zum Übergang der Zelle in die Apoptose führen. Darüber hinaus können auch

Enzyme alkyliert werden, die an der DNA-Replikation und der Reparatur beteiligt

sind, und diese so in ihrer Funktion inhibieren [10].

Antimetabolite sind Substanzen, die natürlichen Metaboliten des Sto�wechsels

ähneln und in gleicher Weise verwendet werden. Da sie jedoch nicht die gleiche bio-

logische Funktion erfüllen, kommt es je nach Art der Substanz zu unterschiedlichen

Beeinträchtigungen. Eine groÿe Gruppe stellen die Nucleosid-Analoga dar, die in ihrer

Struktur den Nucleobasen ähneln und wie diese bei der DNA-Synthese als Bausteine

verwendet werden. Zu dieser Gruppe gehören die Substanzen Cladribin, Fludarabin,

Fluoroadenin, 5-Fluorouracil, Gemcitabin und Cytosinarabinosid. Ihr Einbau während

der DNA-Synthese führt zu Fehlpaarungen der Basen oder inhibiert auf unterschied-

liche Art an der DNA-Replikation beteiligte Enzyme. Auf diese Weise wird die Re-

plikation stark proliferierender Tumorzellen beeinträchtigt. Folsäureantagonisten wie

Methotrexat sind Strukturanaloga von Folaten, welche Vorstufen des Tetrahydrofolats

sind. Diese Substanz dient der de novo-Synthese von Purinbasen und ist so essentiell

für die Synthese der DNA-Bausteine. Methotrexat inhibiert das Enzym Dihydrofolat-

Reduktase und verhindert so die Oxidation von Folat zu Tetrahydrofolat, welches die

aktive Vorstufe des Co-Faktors ist. Auf diese Weise wird die DNA-Replikation e�zient

gehemmt, was eine verringerte Proliferation zur Folge hat [10].

Interkalantien wie Mitoxantron und Doxorubicin binden an die Basen innerhalb

der Doppelhelix und fügen sich zwischen die gestapelten DNA-Bausteine in die Sequenz

ein. Die Bindung der DNA-Polymerase wird dadurch verhindert, wodurch eine Repli-

kation unterbunden wird. Beide Substanzen haben noch eine weitere Wirkungsweise.

Sie beeinträchtigen die Aktivität der Topoisomerase II, welche während der Replika-

tion die Superspiralisierung der DNA durch Bildung und anschlieÿende Ligation von

Strangbrüchen entspannt, aber auch die Spiralisierung der DNA nach Bedarf verstärken

kann.

Zu den klassischen Topoisomerase-Inhibitoren zählen Irinotekan und Etoposid.

Wird der Spiralisierungsgrad der DNA nicht reguliert und Strangbrüche nicht ligiert,

ist durch die groÿen Torsionskräfte und die daraus resultierende Schädigung keine Re-

plikation mehr möglich, und die Zelle geht in die Apoptose über [10].

Mitose-Inhibitoren greifen an unterschiedlichen, für den regelgerechten Ablauf der

Mitose notwendigen Strukturen an. Paclitaxel fördert durch die Bindung an β-Tubulin

die Stabilität von Mikrotubuli, wodurch der Spindelapparat zur Trennung der Chro-

mosomen bestehen bleibt und das Fortschreiten der Zellteilung verhindert wird. Die

Vincaalkaloide Vinblastin und Vincristin binden ebenfalls an β-Tubulin, allerdings an

einer anderen Position. Diese beiden Substanzen verhindern die Polymerisation mit

α-Tubulin, wodurch kein funktionierender Spindelapparat aufgebaut werden und kei-

ne Zellteilung statt�nden kann. Das Resultat aller drei Substanzen ist gleichfalls die
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Arretierung der Zellteilung und der Übergang der Zelle in die Apoptose [10].

Die in dieser Arbeit verwendeten Adjuvantien Tamoxifen, Clodronsäure und Pred-

nison haben sehr unterschiedliche Wirkungen. Tamoxifen ist ein selektiver Östrogen-

Rezeptor-Modulator, der, je nach Art des Estrogen-Rezeptors der im Gewebe expri-

miert ist, als Estrogen-Agonist oder -Antagonist wirken kann. Im Brustgewebe wirkt

Tamoxifen als Östrogen-Antagonist und inhibiert so e�ektiv das Wachstum Östrogen-

abhängiger Tumore. Es wird begleitend zu anderen Zytostatika eingesetzt oder bei

Patientinnen mit einem hohen Brustkrebsrisiko als präventive Therapie über einen

Zeitraum von mehreren Jahren eingesetzt. Prednison gehört zu den Glucocorticoiden

und zeigt insbesondere bei Leukämien im Kindesalter eine hohe E�ektivität. Durch

die Bindung der Glucocorticoide an ihre entsprechenden Rezeptoren wird ein anti-

proliferativer E�ekt ausgelöst und der Übergang der Zelle in die Apoptose bewirkt.

Durch seine immunsupprimierende Wirkung wird Prednison auch zur Verminderung

von Ödemen nach Radiotherapie im Bereich des Mediastinums, des Gehirns oder des

Rückenmarks verwendet. Clodronsäure ist als Bisphosphonat wird nicht direkt zur

Therapie von Tumorerkrankungen eingesetzt, sondern zum Schutz vor Knochenabbau,

wenn dieser durch neoplastische Erkrankungen in Mitleidenschaft gezogen wird. Es

wird auch häu�g begleitend zu einer Thrapie mit Östrogen-Antagonisten eingesetzt,

um osteoporotischen Veränderungen der Knochensubstanz in Folge des Östrogenman-

gels entgegen zu wirken [37].

2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Für die Analyse der unterschiedlichen SLC-Transporter (PEPT1, PEPT2, OCTN2 und

MATE2-K) wurden stabil trans�zierte, humane embryonale Nierenzellen (HEK293-

Zellen) verwendet, die freundlicher Weise von der PortaCellTec Biosciences GmbH zur

Verfügung gestellt wurden. Diese wurden in DMEM-Medium der Firma PAN-Biotech

mit 10 % fetalem Kälberserum (FKS) und Pen/Strep kultiviert. Die Tumorzelllini-

en wurden in RPMI-Medium der Firma AppliChem mit 10 % FKS und Pen/Strep

kultiviert und dem Medium der Zelllinien MCF-7, BT549, Hs578T und T47-D zu-

sätzlich 10 U/L bovines Insulin der Firma Sigma-Aldrich zugesetzt. Alle Zelllinien

wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm, bei 37◦C und einer

CO2-Konzentration von 5,0 % kultiviert. Nach Erreichen von Kon�uenz wurden die

HEK293-Zellen mit 10 mL PBS der Firma AppliChem gewaschen und mit 1,0 mL

Trypsin/EDTA versetzt. Nach 1 min bei 37◦C wurden die Zellen durch Klopfen vom

Schalenboden abgelöst und in 9,0 mL Medium aufgenommen. Nach Zentrifugation bei

110x g für 3 min wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in 2,0 mL Medium aufge-
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nommen. Die Karzinomzelllinien wurden nach dem Waschen mit PBS bis zum Ablösen

von Schalenboden in 2,0 mL Trypsin/EDTA inkubiert und für 5 min bei 140 x g zen-

trifugiert. Zum Zählen in einer Neubauerzählkammer wurden 10 µL der Zellsuspension

im Verhältnis 1:20 mit PBS verdünnt. Für Transportexperimente wurden 2*105 Zellen

pro Kavität in einer Mikrotiterplatte mit 24 Kavitäten ausgesät und unter den oben

beschriebenen Bedingungen für drei Tage bis zur Kon�uenz kultiviert. Vor Beginn je-

des Transportexperiments wurden die Zellen zweimal mit PBS und einmal mit HBSS

gewaschen. Die verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture Col-

lection (ATCC) in Manassas und der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen.

2.2 Gesamtproteinbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte nach der Methode von

Bradford. Das Reaktionsprinzip beruht hier auf der Komplexbildung des Farbsto�es

Commassie-Brillant-Blau G250 mit kationischen und unpolare Aminosäurenseitenket-

ten von Proteinen unter sauren Bedingungen. Der ungebundene Farbsto� besitzt ein

Absorbtionsmaximum von 465 nm (blau), welches sich durch die Komplexbildung in

den Bereich von 595 nm (gelb) verschiebt [8]. Für die Analyse wurden Zellen unter

identischen Bedingungen wie zur Vorbereitung eines Transportversuches kultiviert (Ab-

schnitt 2.1). Es wurden auch die gleichen Waschschritte wie zur Transportvorbereitung

durchgeführt, woran sich die Zelllyse mit 5X Passive Lysis Bu�er der Firma Prome-

ga anschloss. Hierfür wurde das Pu�erkonzentrat im Verhältnis 1:5 mit destilliertem

Wasser verdünnt und je 100 µL direkt in die Kavität auf die Zellen gegeben. Nach 1 h

Inkubation bei Raumtemperatur unter Schütteln, wurde das Lysat mit 1900 µL PBS

versetzt, homogenisiert und 20 µL für die Analyse eingesetzt. Das Homogenat wurde in

einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitäten mit 200 µL Bradford-Reagenz vermischt und

bei 595 nm im Mikroplattenleser Mithras LB 940 der Firma Berthold Technologies

gemessen. Die Rezeptur des Bradford-Reagenzes ist in Tabelle 2 beschrieben.

Tabelle 2: Zusammensetzung von 250 mL Bradford-Reagenz

Substanz Menge

Serva Blue G 70 mg

Ethanol (96 %) 50 mL

Phosphorsäure (85 %) 100 mL
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2.3 Cis-Inhibition

Für die Interaktionsanalyse der Transportproteine mit den Testsubstanzen wurde eine

de�nierte Menge Transportpu�er mit den jeweiligen Transporter-spezi�schen markier-

ten Substraten auf die Zellen gegeben und die Aufnahme dieser in An- und Abwesenheit

der untersuchten Zytostatika und Adjuvantien gemessen. Dabei wurde für jedes Trans-

portprotein ein spezi�scher Inhibitor als Inhibitionskontrolle mitgeführt und zusätzlich

die Aufnahme unter gleichen Bedingungen in Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK)

gemessen. Die Interaktionsanalyse wurde in Mikrotiterplatten mit 24 Kavitäten bei

37◦C durchgeführt. Als Transportpu�er wurde HBSS mit 10 mL 1,0 M HEPES-Pu�er

der Firma Biochrom verwendet, mit einem Transportvolumen von 200 µL pro Kavität.

Die Transportzeit wurde nach Aspiration des Waschpu�ers mit Zugabe des Transport-

ansatzes gestartet. Die genauen Transportbedingungen der jeweiligen Transporter kön-

nen Tabelle 3 entnommen werden. Der Transport wurde beendet durch Zugabe von

500µL 4◦C kaltem PBS, womit dreimal gewaschen wurde. Anschlieÿend wurden die

Zellen durch Zugabe von 500 µL 1 M NaOH-Lösung für mindestens 2 h lysiert und

in Röhrchen mit 2,5 mL Rotizint eco plus der Firma Carl Roth überführt. Die Radio-

aktivität der Proben wurden im TriCarb2810 der Firma Perkin Elmer bestimmt. Die

Auswertung erfolgte mittels Standards, bei denen der Szintillationslösung neben 2,5 mL

NaOH-Lösung, 5,0µL des jeweiligen Transportansatzes zugegeben wurde. Pro Versuchs-

reihe wurde ein Ansatz ohne inhibitorische Substanzen als Referenz für 100 % Sub-

strataufnahme mitgeführt und ein weiterer Ansatz, mit einer Transporter-spezi�schen

Inhibitorsubstanz, um sicherzustellen, dass die gemessene Substrataufnahme durch das

getestete Transportprotein vermittelt wurde. Die gemessenen Aufnahmen wurden auf

die Gesamtproteinkonzentration bezogen, um Unterschiede im Zellwachstum zwischen

den trans�zierten und den mit Leervector trans�zierten MOCK-Zellen auszugleichen.

Tabelle 3: Transportbedingungen der getesteten SLC-Transporter

PEPT1 PEPT2 OCTN2 MATE2-K

Substrat Gly-Sar Gly-Sar L-Carnitin MPP+

Konz. [3H] 0,25 µM 0,25 µM 5,0 nM 5,0 nM

Konz. kalt 160 µM 26 µM 1,0 µM �

Inhibitor Losartan Tyr-Phe Verapamil Cimetidin

Inhibitorkonz. 1,5 mM 60 µM 100 µM 100 µM

Transportzeit 2 min 2 min 1 min 1 min

Die getesteten Zytostatika wurden in einer Konzentration von je 100 µM in HBSS

zusammen mit der jeweiligen Konzentration an markiertem Modellsubstrat eingesetzt

und der Transport bei 37◦C und pH 7,4 durchgeführt. Für die Interaktionsanalyse
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von MATE2-K wurde vor Transportbeginn eine Vorbehandlung mit 30 mM NH4Cl

für 30 min durchgeführt, um die physiologische Transportrichtung umzukehren (siehe

Abschnitt 1.3) [83].

2.4 Ki-Wert Bestimmung

Zur Bestimmung der A�nität des getesteten Transporters gegenüber der jeweiligen

interagierenden Substanz wurde der Ki-Wert mittels Dixon-Plot bestimmt. Je kleiner

dabei der Ki-Wert, desto höher ist die A�nität des Transportproteins gegenüber der

getesteten Substanz. Für die Analyse wurden zwei Transportansätze in Transportpuf-

fer mit der gleichen Konzentration an markiertem Modellsubstrat hergestellt, und die

Testsubstanz je in den gleichen, ansteigenden Konzentrationen zugegeben. Die Ansätze

unterschieden sich in der Konzentration von unmarkiertem (kaltem) Modellsubstrat.

Dabei wurden die eingesetzten Mengen so gewählt, dass sich die �nalen Konzentra-

tionen des Modellsubstrats der beiden Ansätze um den Faktor 10 unterscheiden. Die

Aufnahmezeit entsprach der in Tabelle 3 für die jeweiligen Transporter angegebenen

Transportzeit. Der Schnittpunkt der in den negativen Bereich extrapolierten Regressi-

onsgeraden gibt dabei für die Inhibitorkonzentration bei -i = -Ki wieder.

Tabelle 4: Bedingungen für Af�nitätsbestimmung der getesteten SLC-Transporter

OCTN2 MATE2-K

Substrat [3H] L-Carnitin (5,0 nM) MPP+ (5,0 nM)

Substrat kalt 2,7 bzw. 27 µM 10 bzw. 100 µM

Transportdauer 1 min 1 min

2.5 IC50-Wert Berechnung

Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) gibt die Konzentration einer inhibito-

rischen Substanz an, bei der die halbmaximale Inhibition des Transporters beobachtet

wird. Die Berechnung der IC50-Werte für OCTN2 und MATE2-K wurde für die glei-

chen Substanzen vorgenommen, für die auch die in Abschnitt 2.4 beschriebene A�-

nitätsanalyse durchgeführt wurde. Für die Berechnung der Werte wurden die Daten

der Ki-Wert-Bestimmung verwendet, wobei hier nur die Ergebnisse der Messung in

Anwesenheit der jeweils geringeren Konzentration von unmarkiertem Modellsubstrat

herangezogen wurden. So wurden für den Transporter OCTN2 die Messwerte der Af-

�nitätsanalyse verwendet, die in Anwesenheit einer Gesamtkonzentration von 2,7 µM

L-Carnitin erhalten wurden und für MATE2-K diejenigen, die bei einer Gesamtkon-

zentration von 10 µM MPP+ bestimmt wurden. Die Berechnung der IC50-Werte erfolg-

te nach der von Burlingham et al. beschriebenen Methode [11]. Hierbei de�niert der
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Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der X-Achse im Dixon-Plot bei -i = -IC50 die

entsprechende Inhibitorkonzentration.

2.6 Expressionsanalyse Tumorzellen

2.6.1 mRNA-Isolation

Zur Isolation der mRNA wurde das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen verwendet.

Hierfür wurden die Proben der sechs Mammakarzinom- und drei Prostatakarzinom-

Zelllinien aus je zwei unterschiedlichen Passagen, wie unter Abschnitt 2.1 beschrieben,

bis zur Kon�uenz kultiviert und nach dem Waschen mit PBS mittels Trypsin vom

Boden der Kulturschale abgelöst. Die nach der Zentrifugation erhaltenen Zellpellets

wurden nochmals mit PBS gewaschen und in je 700 µL �RLT-Pu�er�, mit einem Anteil

von 1 % β-Mercaptoethanol, lysiert. Nach dem Mischen wurden 700 µL 70 % Ethanol

zugegeben und jeder Zell-Ansatz, nach erneutem Mischen mittels einer Pipette, auf

zwei RNeasy Mini spin Säulen pro Probe aufgeteilt und diese in 2,0 mL Reaktions-

gefäÿe gestellt. Die Zentrifugation erfolgte für 15 s bei 16 x g; der Durch�uss wurde

verworfen. Ein DNase-Verdau wurde nicht durchgeführt, sondern direkt ein Wasch-

schritt mit je 700 µL RNA-Waschpu�er �RW1-Pu�er� angeschlossen. Nach erneuter

Zentrifugation folgten zwei weitere Waschschritte mit je 500 µL �PPE-Pu�er�, wobei

die Zentrifugationsdauer des zweiten Schrittes 2 min betrug. Die Elution erfolgte mit

je 40 µL RNase-freiem Wasser, wobei die zu Beginn der Isolation auf zwei Säulen auf-

geteilten Ansätze der einzelnen Zelllinien nacheinander eluiert und so in einem 1,5 mL

Reaktionsgefäÿ vereinigt wurden. Für die Messung der mRNA-Konzentration und die

Bestimmung der Qualität wurde eine photometrische Bestimmung am Photometer Ge-

neQuant II der Firma Pharmacia Biotech mit 10 µL einer 1:10 verdünnten Lösung der

isolierten mRNA durchgeführt.

2.6.2 cDNA-Synthese durch reverse Transkription

Für die Umschreibung der isolierten mRNA wurde die Super Script II reverse Tran-

skriptase der Firma InVitrogen gemäÿ Herstellerangaben verwendet. Pro Zelllinie

wurden zwei Ansätze zu je 20 µL Gesamtvolumen und einer eingesetzten mRNA-

Konzentration von 1,5 µg vorbereitet. Hierzu wurden pro Probe in 0,5 µL Reakti-

onsgefäÿen je 1,5 µg mRNA mit 1,0 µL Oligo dT Primer der Firma euro�n versetzt

und die Ansätze mit RNase freiem Wasser auf je 8,0 µL aufgefüllt. Nach einer Inkuba-

tionszeit von 10 min bei 70◦C wurde pro Ansatz je 12 µL des in Tabelle 5 aufgeführten

Master-Mixes zugegeben und die Umschreibung im Thermal Cycler C1000 der Firma

Bio-Rad für 50 min bei 42◦C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung

bei 70◦C für 15 min beendet. In gleicher Weise wurde Gesamt-RNA der Organe Leber,
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Tabelle 5: Pipettierschema für die Umschreibung von mRNA in cDNA für eine Probenanzahl
von 40.

Einzelansatz Ansatz 40 Proben

5x RT Pu�er 6,0 µL 240 µL

0,1 M DTT 4,0 µL 160 µL

10 mM dNTPs 1,0 µL 40 µL

RNaseOUT 0,5 µL 20 µL

SuperScript II 0,5 µL 20 µL

Volumen 12 µL 480 µL

Colon und Niere der Firma Ambion in cDNA überführt und als Referenzgewebe in

allen weiteren Analysen mitgeführt.

2.6.3 Präampli�kation der cDNA-Proben

Zur Erreichung der Nachweisgrenze des BioMark HD Systems muss, aufgrund der gerin-

gen Volumina, die für die Analyse eingesetzt werden, eine Anreicherung der cDNA vor

Beginn der Analyse durchgeführt werden. Hierfür wurden zunächst ein TaqMan-Assay-

Mix aus je 2,0 µL der 48 verwendeten TaqMan-Primer der Firma ThermoFisher mit

8,0 µL RNase freiem Wasser in einem 0,5 µL Reaktionsgefäÿ hergestellt. Es wurden Pri-

mer für 46 verschiedene SLC-Transporter und zwei nicht-regulierte, sog. Haushaltsgene,

GAPDH und HPRT verwendet. Der Präampli�kationsansatz setzte sich für 48 Proben

aus je 52,8 µL PreAmp MasterMix, 66 µL des vorbereiteten TaqMan-Assay-Mixes und

79,2 µL RNase freiem Wasser zusammen. Pro Probe (18 Proben der Tumorzelllinien

und drei Referenzgewebe) wurden nun 3,35 µL des Präampli�kationsansatzes mit je

1,25 µL cDNA (Abschnitt 2.6.2) in einem 0,5 µL Reaktionsgefäÿ vermischt und 14

Zyklen nach in Tabelle 6 angegebenen Schema in Thermocycler durchgeführt.

Tabelle 6: Temperaturprotokoll der Präampli�kation

Vorinkubation Aufbewahrung

95◦C 95◦C 60◦C 4◦C

2 min 15 s 4 min

14 Zyklen

Die so präampli�zierten Proben wurden nach Verdünnen mit RNase freiem Was-

ser im Verhältnis 1:5 für die Expressionsanalyse per quantitativer real time PCR ein-

gesetzt.
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2.6.4 Quantitative real time PCR

Für die Expressionsanalyse der ausgewählten SLC-Transporter in Mamma- und

Prostatakarzinom-Zelllinien wurde das BioMarkHD System der Firma Fluidigm ver-

wendet. Hierbei wird die PCR-Reaktion in einem Chipsystem unter Verwendung kleins-

ter Volumina durchgeführt, sodass in einem Experiment 48 Proben mit 48 verschiede-

nen Primern kombiniert werden können, wodurch eine direkte Vergleichbarkeit der

Ergebnisse ohne Standard- oder Vergleichsproben möglich ist. Der 48.48-Chip wurde

60 min vor Analysebeginn an den zwei äuÿeren Einlassö�nungen nach Herstelleranga-

ben mit einer speziellen Lösung (control line �uid der Firma Fluidigm) beladen und im

IFC Controller MX inkubiert (Programm Prime (113x). Währenddessen erfolgte die

Vorbereitung der Primer- und Proben-Lösungen, die für die Analyse eingesetzt wur-

den. Der Primer-Mix bestand aus je 3,0 µL des jeweiligen TaqMan-Primers mit 3,0 µL

2X Assay Loading Reagenz der Firma Fluidigm. Für die Proben wurde ein Ansatz

aus 180 µL TaqMan Fast Universal PCR Master Mix der Firma InVitrogen mit 18 µL

20X GE Sample Loading Reagenz der Firma Fluidigm hergestellt, von dem je 6,6 µL

mit 5,4 µL des, wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben, hergestellten Präampli�kats der

einzelnen Proben vermischt wurde. Nach Ablauf der Inkubation der Chipvorbeladung

wurden die Kavitäten der linken Chiphälfte mittels einer 8-Kanal-Pipette mit je 5,0 µL

der entsprechenden Primerlösung beladen und 5,0 µL der cDNA-Probenlösung auf die

entsprechenden Kavitäten der rechten Chip-Hälfte verteilt. Die Proben der zwei unter-

schiedlichen Passagen der Karzinom-Zelllinien und der Referenzgewebe (Niere, Leber

und Colon) wurden doppelt aufgetragen und gemessen. Es wurde eine Wasserkontrolle

zur Überprüfung der verwendeten Reagenzien mitgeführt. Zum Abschluss der Bela-

dung wurde der Chip nochmals im IFC Controller MX inkubiert (Programm Load Mix

(113x) und anschlieÿend nach Protokoll des Herstellers im BioMarkHD mit einer Dauer

von 30 Zyklen analysiert. Alle Proben wurden auf die Expression des nicht-regulierten

Gens GAPDH normiert um einen Vergleich zu ermöglichen.

2.7 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurde mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 und SigmaPlot

11 durchgeführt. Für alle Mittelwerte wurden die Standardfehler berechnet und die

Signi�kanzniveaus der Ergebnisse durch den Zweistichproben-t-Test errechnet. Die Be-

rechnung der IC50-Werte erfolgte über die von Bulingham et al. publizierte Methode

[11].
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3 Ergebnisse

3.1 Interaktionsanalysen mit Zytostatika

Um die Rolle der stabil trans�zierten SLC-Transportproteine im Zusammenspiel mit

therapierelevanten Zytostatika zu untersuchen, wurde zunächst eine Interaktionsana-

lyse, wie unter Abschnitt 2.3 beschrieben, durchgeführt. Hierbei sollte zunächst fest-

gestellt werden, ob die Aufnahme des markierten Referenzsubstrates in Anwesenheit

der einzelnen Testsubstanzen beeinträchtigt wird. Neben den klassischen Zytostatika

wurden dabei auch die Substanzen Prednison, Tamoxifen und Clodronsäure auf ihr

Interaktionsverhalten mit den getesteten SLC-Transportern untersucht, da diese in der

Tumortherapie ebenfalls Verwendung �nden. Alle Substanzen wurden in der Konzen-

tration von 100 µM eingesetzt, was weit über den im therapeutischen Bereich verwen-

deten Dosierungen liegt. Die hohe Konzentration wurde gewählt, um sicherzustellen,

dass auch schwächere Interaktionse�ekte detektiert werden können. Hierbei wurden

die Bedingungen für die Analysen so gewählt, dass sie dem optimalen Aktivitätsbe-

reich des jeweilig getesteten Transporters entsprechen. Für die Darstellung wurden die

Zytostatika nach Wirksto�gruppen eingeteilt und je eine Orientierungslinie für den

nicht-inhibierten Transport, der als 100 % Transportaktivität (rot) de�niert wurde,

und bei 50 % Transportaktivität (schwarz) im Diagramm dargestellt. Zusätzlich wurde

für jede Analyse als Positivkontrolle eine bekannte Inhibitorsubstanz für das jeweilige

Transportprotein mitgeführt, um sicherzustellen, dass die Aufnahme des Referenzsub-

strates auch wirklich durch den zu untersuchenden SLC-Transporter vermittelt wurde.

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte dreier Experimente, durchgeführt in Triplikaten

(n = 3), mit Standardfehler dargestellt.

3.1.1 PEPT1

Für die Familie der Peptidtransporter wurde als Referenzsubstrat das Tritium-

markierte Dipeptid Glycylsarcosin ([3H]Gly-Sar) verwendet und als spezi�scher Inhi-

bitor für PEPT1 Losartan, eine Substanz aus der Gruppe der Sartane mitgeführt. Die

Aufnahme des Referenzsubstrates ohne Testsubstanzen wurde als 100 % de�niert, was

einer Aufnahme von 1615,4 ± 91,6 pmol/mg Protein in stabil trans�zierte Modellzel-

len entsprach. Der spezi�sche Inhibitor Losartan zeigte im Verlauf der Analysen eine

reproduzierbare Inhibition von 51,8 ± 1,2 % gegenüber des Transportansatzes ohne

inhibitorische Substanzen.

Innerhalb der Gruppe der getesteten Alkylantien (Abb. 2) konnte nur für die

Testsubstanz Chlorambucil eine signi�kante Verringerung der [3H]Gly-Sar-Aufnahme

festgestellt werden. Mit einer Verringerung um 18,3 ± 3,0% zeigte diese Substanz die

stärkste Reduktion in der Gruppe der Alkylantien. Keines der anderen Zytostatika er-
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Abb. 2: Inhibitionsanalyse von PEPT1 durch Alkylantien in stabil trans�zierten HEK293-
Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwar-
ze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar und 160 µM unmarkiertem Gly-
Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Losartan in einer Konzentration von
1500 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme ohne Substanzzusatz
von 1615,4 ± 91,6 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergeb-
nisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt
in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 %
Transportaktivität.
Signi�kanzen: *** p < 0.001
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Abb. 3: Inhibitionsanalyse von PEPT1 durch Interkalantien und Mitose-Inhibitoren

in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-
trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar
und 160 µM unmarkiertem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Losartan
in einer Konzentration von 1500 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentra-
tion von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-
Aufnahme ohne Substanzzusatz von 1615,4 ± 91,6 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt
(rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Ex-
perimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze
Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

reichte eine Verminderung der Modellsubstrat-Aufnahme von mehr als 10 % gegenüber

des nicht-inhibierten Transports. Im Fall von Busulfan konnte eine leichte Stimulation

der [3H]Gly-Sar-Aufnahme von 5,6 ± 5,8 % festgestellt werden, welche jedoch nicht

signi�kant war.

Unter den getesteten Interkalantien und Mitose-Inhibitoren (Abb. 3) konnte für

Paclitaxel und Mitoxantron ein signi�kanter E�ekt auf die Aufnahme des Referenzsub-

strates festgestellt werden. Die Aufnahme von [3H]Gly-Sar wurde in Anwesenheit von

Paclitaxel um 12,0 ± 2,4 %, im Falle von Mitoxantron um 17,9 ± 4,5 % verringert.

Für keine der übrigen Zytostatika dieser Gruppe konnte eine Veränderung in der Auf-

nahme des Referenzsubstrates durch PEPT1 gegenüber des Transportansatzes ohne

Testsubstanzen gemessen werden.

Für keines der getesteten Antimetabolite (Abb. 4) konnte eine verringerte Auf-

nahme von [3H]Gly-Sar festgestellt werden. Auÿer für Methotrexat zeigten die geteste-

ten Substanzen dieser Gruppe eine verstärkte Aufnahme des Referenzsubstrates. Sehr
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Abb. 4: Inhibitionsanalyse von PEPT1 durch Antimetabolite in stabil trans�zier-
ten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen
(MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar und 160 µM unmar-
kiertem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Losartan in einer Konzen-
tration von 1500 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM
eingesetzt, die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme ohne Sub-
stanzzusatz von 1615,4 ± 91,6 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchge-
führt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei
50 % Transportaktivität. Signi�kanzen: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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Abb. 5: Inhibitionsanalyse von PEPT1 durch Topoisomerase-Inhibitoren und Adjuvan-
tien in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-
trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar
und 160 µM unmarkiertem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Losartan
in einer Konzentration von 1500 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentra-
tion von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-
Aufnahme ohne Substanzzusatz von 1615,4 ± 91,6 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt
(rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Ex-
perimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze
Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: * p < 0.05; *** p < 0.001

signi�kant erhöhte [3H]Gly-Sar-Aufnahmen konnten bei den Substanzen Cladribin und

Fluoroadenin, signi�kante E�ekte bei Fludarabin und Gemcitabin detektiert werden.

Den stärksten E�ekt zeigte dabei Cladribin, in dessen Anwesenheit die Aufnahme von

[3H]Gly-Sar um 12,3± 2,1 % gesteigert war, die geringste Stimulation um 5,8 ± 1,5 %,

wurde unter Zugabe von Gemcitabin gemessen.

Ein ähnliches Bild zeigt sich auch für die Gruppe der Topoisomerase-Inhibitoren

und Adjuvantien (Abb. 5). Auch hier wurden für alle Testsubstanzen verstärkende

E�ekte auf die [3H]Gly-Sar-Aufnahme durch PEPT1 festgestellt. Signi�kant erhöhte

Aufnahmen wurden in Anwesenheit von Prednison und Etoposid detektiert. Bei diesen

Substanzen konnte eine verstärkte Aufnahme um 9,2 ± 2,3 % für Prednison und um

6,4 ± 1,6 % für Etoposid festgestellt werden.
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3.1.2 PEPT2

Für den Peptidtransporter PEPT2 wurde ebenfalls [3H]Gly-Sar als Referenzsubstrat

verwendet. Die Aufnahme des Referenzsubstrates ohne Testsubstanzen wurde als 100%

de�niert, was einer Aufnahme von 300,8 ± 20,4 pmol/mg Protein in stabil trans�-

zierte Modellzellen entsprach. Als spezi�scher Inhibitor kam das Dipeptid Tyrosin-

Phenylananin (Tyr-Phe) zum Einsatz, um sicherzustellen, dass die Gly-Sar-Aufnahme

durch PEPT2 vermittelt wurde. Der inhibitorische E�ekt durch Tyr-Phe lag im Verlauf

der Analysen im Mittel bei 84,3 ± 0,3 %.

Abb. 6: Inhibitionsanalyse von PEPT2 durch Alkylantien in stabil trans�zierten HEK293-
Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwar-
ze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar und 26 µM unmarkiertem Gly-
Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Tyr-Phe in einer Konzentration von
60 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme ohne Substanzzusatz
von 300,8 ± 20,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnis-
se sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 %
Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

In der Gruppe der Alkylantien (Abb. 6) konnte für alle getesteten Substanzen, mit

Ausnahme von ThioTEPA und Busulfan, eine sehr bis hoch signi�kante Beein�ussung

der [3H]Gly-Sar-Aufnahme durch PEPT2 festgestellt werden. Die stärksten Verringe-

rungen der Referenzsubstrat-Aufnahme bewirkten Bendamustin und Chlorambucil mit

einer Verringerung um 28,0 ± 0,9 % und 23,6 ± 1,8 % gegenüber dem nicht-inhibierten

Transportansatz. Die übrigen getesteten Alkylantien lagen im Bereich von 14,4 ± 2,6 %
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Abb. 7: Inhibitionsanalyse von PEPT2 durch Interkalantien und Mitose-Inhibitoren

in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-
trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar
und 26 µM unmarkiertem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Tyr-Phe
in einer Konzentration von 60 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration
von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme
ohne Substanzzusatz von 300,8 ± 20,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfsli-
nie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten
durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie
liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

bis 10,1 ± 2,5 % Reduktion der [3H]Gly-Sar-Aufnahme.

In Anwesenheit aller Testsubstanzen aus der Gruppe der Interkalantien und

Mitose-Inhibitoren, mit Ausnahme von Vinblastin (Abb. 7), konnte eine hoch signi�-

kante Reduktion der Aufnahme des Referenzsubstrates durch PEPT2 festgestellt wer-

den. Die mit Abstand stärkste Verringerung, um 63,8 ± 1,6 %, wurde in Anwesenheit

von Paclitaxel festgestellt. Für die übrigen getesteten Zytostatika zeigte sich eine Re-

duktion im Bereich von 7,8 ± 2,0 % bis 16,2 ± 1,2 %.

Innerhalb der Gruppe der Antimetabolite (Abb. 8) wurden nur für zwei Sub-

stanzen sehr signi�kante Auswirkungen auf die [3H]Gly-Sar-Aufnahme durch PEPT2

festgestellt. Fluoroadenin und 5-Fluorouracil bewirkten eine vergleichbare Reduktion

von 12,5 ± 3,4 % und 11,1 ± 2,3 % im Vergleich zum nicht-inhibierten Transportan-

satz. Für Methotrexat wurde zwar eine Verringerung der [3H]Gly-Sar-Aufnahme um

6,7 ± 3,4 % festgestellt, diese war jedoch nicht signi�kant. Alle weiteren Substanzen

dieser Sto�klasse zeigten keine Beein�ussung der Aufnahme des Referenzsubstrates von
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Abb. 8: Inhibitionsanalyse von PEPT2 durch Antimetabolite in stabil trans�zier-
ten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen
(MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar und 26 µM unmarkier-
tem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Tyr-Phe in einer Konzentration
von 60 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme ohne Substanzzusatz
von 300,8 ± 20,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnis-
se sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 %
Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001
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Abb. 9: Inhibitionsanalyse von PEPT2 durch Topoisomerase-Inhibitoren und Adjuvan-
tien in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-
trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 0,25 µM [3H]Gly-Sar
und 26 µM unmarkiertem Gly-Sar als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Tyr-Phe
in einer Konzentration von 60 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration
von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 2 min bei 37°C. Die [3H]Gly-Sar-Aufnahme
ohne Substanzzusatz von 300,8 ± 20,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfsli-
nie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten
durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie
liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

mehr als 3,0 %.

Etoposid ist, innerhalb der Gruppe der Topoisomerase-Inhibitoren und Adjuvan-

tien (Abb. 9), das Zytostatikum mit dem stärksten hoch signi�kanten E�ekt auf die

[3H]Gly-Sar-Aufnahme. Diese ist im Vergleich zum nicht-inhibierten Transportansatz

um 45,0 ± 3,1 % verringert. Neben Etoposid war nur für Prednison und Irinotekan eine

hoch bzw. sehr signi�kante Änderung in der Aufnahme des Referenzsubstrates durch

PEPT2 feststellbar. Für diese beiden Substanzen wurden verringerte Aufnahmen um

10,7 ± 2,8 % für Prednison und um 21,1 ± 3,6 % für Irinotekan gemessen.

3.1.3 OCTN2

Die Interaktion des L-Carnitin-Transporters OCTN2 wurde in der selben Weise unter-

sucht, wie dies für die Familie der PEPT-Proteine durchgeführt und unter Abschnitt

2.3 beschrieben wurde. Auch die getesteten Substanzen und die Einteilung dieser in

Sto�gruppen ist identisch. Die Aufnahme des Referenzsubstrates ohne Testsubstanzen
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wurde als 100% de�niert, was einer Aufnahme von 124,0 ± 3,4 pmol/mg Protein in sta-

bil trans�zierte Modellzellen entsprach. Das Referenzsubstrat, welches für den OCTN2

verwendet wurde, war [3H]Carnitin, mit dem spezi�schen Inhibitor Verapamil, einem

Calciumkanalblocker aus der Gruppe der Antiarrhytmika. Die inhibitorische Wirkung

von Verapamil lag im Verlauf der Experimente bei 36,5 ± 0,7 %.

Abb. 10: Inhibitionsanalyse vonOCTN2 durchAlkylantien in stabil trans�zierten HEK293-
Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwar-
ze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM [3H]Carnitin und 1,0 µM unmarkiertem Carni-
tin als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Verapamil in einer Konzentration von
100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C. Die [3H]Carnitin-Aufnahme ohne Substanzzusatz
von 124,0 ± 3,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnis-
se sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 %
Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

Alle Substanzen der Gruppe der Alkylantien (Abb. 10) zeigen, mit Ausnahme

von Treosulfan, eine hoch signi�kante Beeinträchtigung der [3H]Carnitin-Aufnahme.

Trofosfamid und Bendamustin zeigen dabei mit 36,1 ± 0,9 % und 29,8 ± 1,2 % die

stärkste Reduktion der Substrataufnahme, während die übrigen Zytostatika E�ekte im

Bereich von 6,4 ± 1,0 % bis 22,8 ± 1,1 % Verringerung der [3H]Carnitin-Aufnahme

zeigten.

Innerhalb der Interkalantien und Mitose-Inhibitoren (Abb. 11) konnten sowohl

hoch signi�kante verstärkende als auch reduzierende E�ekte der getesteten Substan-

zen auf die [3H]Carnitin-Aufnahme durch OCTN2 festgestellt werden. In Anwesenheit
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Abb. 11: Inhibitionsanalyse von OCTN2 durch Interkalantien und Mitose-Inhibitoren

in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-
trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM [3H]Carnitin
und 1,0 µM unmarkiertem Carnitin als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Verapa-
mil in einer Konzentration von 100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzen-
tration von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C. Die [3H]Carnitin-
Aufnahme ohne Substanzzusatz von 124,0 ± 3,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt
(rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Ex-
perimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze
Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: *** p < 0.001
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Abb. 12: Inhibitionsanalyse von OCTN2 durch Antimetabolite in stabil trans�zier-
ten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen
(MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM [3H]Carnitin und 1,0 µM unmar-
kiertem Carnitin als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Verapamil in einer Konzen-
tration von 100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM
eingesetzt, die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C. Die [3H]Carnitin-Aufnahme ohne Sub-
stanzzusatz von 124,0 ± 3,4 pmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchge-
führt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei
50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001

von Mitoxantron wurde eine hoch signi�kante Erhöhung der Aufnahme des Referenz-

substrates um 4,4 ± 0,6 % im Vergleich zum Transportansatz ohne Testsubstanzen

festgestellt. Die stärkste Reduktion auf die [3H]Carnitin-Aufnahme wurde mit einer

Verringerung von 67,4 ± 0,5 % in Anwesenheit von Paclitaxel gemessen. Die Vin-

caalkaloide Vinblastin und Vincristin bewirkten eine Verringerung der Aufnahme des

Referenzsubstrates um 48,0 ± 2,1 % und 53,7 ± 0,3 %, die Substanz Doxorubicin

verursachte eine Reduktion um 23,9 ± 0,5 %.

In der Gruppe der getesteten Antimetabolite (Abb. 12) zeigten sich signi�kante

Beeinträchtigungen in der [3H]Carnitin-Aufnahme für vier Substanzen: So verringerte

sich die Aufnahme hoch signi�kant in Anwesenheit von Fluoroadenin um 31,2 ± 3,8 %

und um 21,2 ± 2,2 % unter Zusatz von Methotrexat. Die übrigen Substanzen mit E�ek-

ten von unterschiedlicher Signi�kanz lagen im Bereich von 14,6 ± 4,7% bis 15,3± 5,2%

reduzierter Aufnahme. Zwar zeigte sich auch in Anwesenheit von Gemcitabin eine ver-

ringerte Aufnahme des Referenzsubstrates um 9,9 ± 4,8 %, diese war jedoch nicht
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Abb. 13: Inhibitionsanalyse von OCTN2 durch Topoisomerase-Inhibitoren und Adju-

vantien in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit
Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM
[3H]Carnitin und 1,0 µM unmarkiertem Carnitin als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle
wurde Verapamil in einer Konzentration von 100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in
einer Konzentration von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C. Die
[3H]Carnitin-Aufnahme ohne Substanzzusatz von 124,0 ± 3,4 pmol/mg Protein wurde auf
100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standard-
fehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpas-
sagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: * p < 0.05; ** p < 0.001

signi�kant.

Prednison war die einzige Substanz in der Gruppe der Topoisomerase-Inhibitoren

und Adjuvantien (Abb. 13), welche keinen signi�kanten E�ekt auf die [3H]Carnitin-

Aufnahme durch OCTN2 aufwies. Clodronsäure bewirkt mit einer Verringerung um

3,2 ± 0,9 % zwar eine signi�kante, jedoch minimale Verringerung der Aufnahme des

Referenzsubstrates. Der stärkste E�ekt wurde, mit einer Reduktion um 61,9 ± 0,7 %,

unter Zugabe von Etoposid bewirkt. Irinotekan und Tamoxifen verminderten die Auf-

nahme um 31,1 ± 1,2 % und 15,6 ± 1,3 %.

3.1.4 MATE2-K

Die Interaktionsanalysen von MATE2-K mit den oben verwendeten Zytostatika wur-

de mit dem Referenzsubstrat 1-Methyl-4-phenylpyridinium als Iodidsalz (MPP+), in

Tritium-markierter Form verwendet. Als spezi�scher Inhibitor wurde der H2 -Rezeptor-

Antagonist Cimetidin eingesetzt. Die Aufnahme von [3H]MPP+ ohne Testsubstanzen
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wurde als 100 % de�niert, was einer Aufnahme von 91,3 ± 6,7 fmol/mg Protein in

stabil trans�zierte Modellzellen entsprach. Wie unter Abschnitt 1.3 beschrieben, wur-

de von Beginn des Transportexperimentes eine Vorinkubation von 30 min mit 30 mM

NH4Cl bei 37◦C und pH 7,4 durchgeführt. Die inhibitorische Wirkung von Cimetidin

lag im Verlauf der Experimente bei 71,6 ± 1,3 %.

Abb. 14: Inhibitionsanalyse von MATE2-K durch Alkylantien in stabil trans�zier-
ten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen
(MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM [3H]MPP+ als Modellsubstrat.
Als Inhibitorkontrolle wurde Cimetidin in einer Konzentration von 100 µM verwendet. Alle
Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug
1 min bei 37°C, nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl in HBSS. Die [3H]MPP+-
Aufnahme ohne Substanzzusatz von 91,3 ± 6,7 fmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt
(rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Ex-
perimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze
Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001

Aus der Gruppe der getesteten Alkylantien (Abb. 14) wurde nur in Anwesen-

heit von Bedamustin und Melphalan eine signi�kante Verringerung der [3H]MPP+-

Aufnahme gegenüber dem Transportansatz ohne Testsubstanzen festgestellt. Mit einer

Reduktion um 18,1 ± 4,0 % erzielte Bendamustin die deutlichste Verringerung der

[3H]MPP+-Aufnahme vor Melphalan mit einer Reduktion um 12,7 ± 4,8 %. Unter

Zugabe von Cyclofosfamid konnte zwar eine Erhöhung der [3H]MPP+-Aufnahme um
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Abb. 15: Inhibitionsanalyse von MATE2-K durch Interkalantien und Mitose-

Inhibitoren in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit
Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM
[3H]MPP+ als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Cimetidin in einer Konzentration
von 100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C, nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl
in HBSS. Die [3H]MPP+-Aufnahme ohne Substanzzusatz von 91,3 ± 6,7 fmol/mg Protein
wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: ** p < 0.01; *** p < 0.001

13,8 ± 7,6 % festgestellt werden, diese erwies sich jedoch als nicht signi�kant.

Alle getesteten Substanzen aus der Gruppe der Interkalantien und Mitose-

Inhibitoren (Abb. 15) konnten die Aufnahme von [3H]MPP+ sehr bis hoch signi�-

kant beein�ussen, wobei der stärkste E�ekt in der Anwesenheit von Mitoxantron be-

obachtet werden konnte. Durch Zugabe dieses Interkalans wurde eine Verringerung

der Modellsubstrat-Aufnahme um 87,5 ± 1,2 % bewirkt. Unter Zugabe der Substan-

zen Vinblastin, Doxorubicin und Paclitaxel konnte eine vergleichbare Reduktion um

58,5 ± 4,2 %, 55,1 ± 3,8 % bzw. 51,9 ± 1,9 % festgestellt werden. Der relativ schwächs-

te E�ekt wurde unter Zugabe von Vincristin beobachtet, was in einer Reduktion der

[3H]MPP+-Aufnahme um 32,3 ± 8,0 % resultierte.

Auÿer unter Zugabe von Fludarabin konnte für keines der getesteten Antimeta-

bolite (Abb. 16) ein hoch signi�kanter E�ekt festgestellt werden. Die Reduktion der

Referenzsubstrat-Aufnahme lag in Anwesenheit von Fludarabin bei 14,4 ± 3,0%. Unter

Zugabe der Antimetabolite 5-Fluorouracil, Gemcitabin und Cytosinarabinosid konn-
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Abb. 16: Inhibitionsanalyse von MATE2-K durch Antimetabolite in stabil trans�zier-
ten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit Leervector-trans�zierten Zellen
(MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM [3H]MPP+ als Modellsubstrat.
Als Inhibitorkontrolle wurde Cimetidin in einer Konzentration von 100 µM verwendet. Alle
Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt, die Transportdauer betrug
1 min bei 37°C, nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl in HBSS. Die [3H]MPP+-
Aufnahme ohne Substanzzusatz von 91,3 ± 6,7 fmol/mg Protein wurde auf 100 % gesetzt
(rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Ex-
perimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Die schwarze
Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: * p < 0.05; *** p < 0.001
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Abb. 17: Inhibitionsanalyse von MATE2-K durch Topoisomerase-Inhibitoren und

Adjuvantien in stabil trans�zierten HEK293-Zellen (schra�erte Balken) im Vergleich mit
Leervector-trans�zierten Zellen (MOCK; schwarze Balken) unter Verwendung von 5,0 nM
[3H]MPP+ als Modellsubstrat. Als Inhibitorkontrolle wurde Cimetidin in einer Konzentration
von 100 µM verwendet. Alle Zytostatika wurden in einer Konzentration von 100 µM eingesetzt,
die Transportdauer betrug 1 min bei 37°C, nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl
in HBSS. Die [3H]MPP+-Aufnahme ohne Substanzzusatz von 91,3 ± 6,7 fmol/mg Protein
wurde auf 100 % gesetzt (rote Hilfslinie). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen. Die schwarze Hilfslinie liegt bei 50 % Transportaktivität.
Signi�kanzen: *** p < 0.001

te eine erhöhte Akkumulation von [3H]MPP+ gemessen werden, wobei sich nur der

durch Gemcitabin ausgelöste E�ekt als signi�kant erwies. Hier wurde eine verstärkte

Aufnahme um 13,9 ± 4,6 % gemessen.

Innerhalb der Gruppe der Topoisomerase-Inhibitoren und Adjuvantien (Abb. 17)

zeigte die Zugabe von Prednison als einzige Testsubstanz dieser Sto�gruppe keine Be-

ein�ussung der Aufnahme des Referenzsubstrates. Die deutlichste hoch signi�kante

Reduktion der [3H]MPP+-Akkumulation in MATE2-K wurde, mit 85,6 ± 0,7 %, un-

ter Zugabe von Irinotekan beobachtet, der zweitstärkste E�ekt, mit einer Reduktion

der [3H]MPP+-Aufnahme um 46,5 ± 2,3 %, in Anwesenheit von Etoposid. Unter Zu-

gabe von Tamoxifen und Clodronsäure wurden vergleichbare reduktive E�ekte um

14,4 ± 1,0 % bzw. 14,3 ± 2,5 % beobachtet.
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3.2 A�nitätsbestimmung interagierender Zytostatika

Für die Modelltransporter OCTN2 und MATE2-K wurde für ausgewählte Substan-

zen eine A�nitätsbestimmung, wie unter Abschnitt 2.4 erläutert, durchgeführt. Die

Bestimmung des Ki-Wertes erfolgte graphisch mit Hilfe des Dixon-Plots, bei dem die

reziproke Transportgeschwindigkeit ( 1
v
) gegen die Inhibitorkonzentration (i), gemessen

in Anwesenheit von zwei verschiedenen Substratkonzentrationen (s), aufgetragen wird.

Der Schnittpunkt der in den negativen Bereich extrapolierten Geraden gibt dabei die

Inhibitorkonzentration bei -i = -Ki wieder. Zusätzlich wurden die erhaltenen Daten

nach der Methode von Cornish-Bowden aufgetragen, wobei der Quotient aus Substrat-

konzentration und Transportgeschwindigkeit gegen die Inhibitorkonzentration aufge-

tragen wird. Der Schnittpunkt der in den negativen Bereich extrapolierten Geraden

gibt hier bei -i = -Ki' wieder. Für die A�nitätsanalyse wurden diejenigen Substanzen

ausgewählt, in deren Anwesenheit eine Reduktion der Referenzsubstrat-Aufnahme um

mindestens 50 % bewirken beobachtet werden konnte. Alle Ergebnisse wurden als Mit-

telwerte dreier Experimente, durchgeführt in Triplikaten (n = 3), mit Standardfehler

dargestellt.

3.2.1 OCTN2

Die A�nitätsanalyse wurde für OCTN2 wie unter Abschnitt 2.4 für vier verschiedene

Substanzen durchgeführt. Für die Analysen wurden zwei verschiedene Gesamtkonzen-

trationen von L-Carnitin in den zwei Ansätzen verwendet, 2,7 µM und 27 µM. Beide

Ansätze wurden mit je 5,0 nM [3H]Carnitin versetzt.

Abb. 18: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Paclitaxel. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]Carnitin durch OCTN2 in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Paclitaxel (0 - 4,0 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 2,7 µM
Carnitin und ◦ 27 µM Carnitin. Die Aufnahme erfolgte bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchge-
führt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen.

38



3. ERGEBNISSE

Abb. 19: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Etoposid. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]Carnitin durch OCTN2 in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Etoposid (0 - 80 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 2,7 µM
Carnitin und ◦ 27 µM Carnitin. Die Aufnahme erfolgte bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchge-
führt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen.

Für die Analyse von OCTN2 mit Paclitaxel wurde die Testsubstanz in Konzen-

trationen zwischen 0 und 4,0 µM eingesetzt. Die Ergebnisse der A�nitätsanalyse (Abb.

18) resultierten im Dixon-Plot in einem Schnittpunkt, der unterhalb der X-Achse lag.

Im Cornish-Bowden-Plot lag dieser oberhalb der X-Achse. Die sich daraus ergebenden

A�nitätskonstanten zeigten einen Ki-Wert im Dixon-Plot von 4,6 ± 0,3 µM und einen

Ki'-Wert im Cornisch-Bowden-Plot von 1,6 ± 0,2 µM.

Ein vergleichbares Bild zeigte sich auch für den Topoisomerase-Inhibitor Etoposid

(Abb. 19). Dieser wurde in einem Konzentrationsbereich von 0 und 80 µM eingesetzt.

Auch hier lag der Schnittpunkt im Dixon-Plot unterhalb, im Cornish-Bowden-Plot

oberhalb der X-Achse. Der Ki-Wert lag hier bei 51,0 ± 5,3 µM, der Ki'-Wert bei

26,2 ± 0,6 µM.

Der Mitose-Inhibitor Vinblastin zeigte im Dixon-Plot einen Schnittpunkt ober-

halb der X-Achse, welcher einen Ki-Wert von 52,3 ± 5,2 µM ergab (Abb. 20). Im

Cornish-Bowden-Plot resultierten die Messwerte in zwei parallelen Geraden, weshalb

hier kein Ki'-Wert berechnet werden konnte. Die verwendeten Konzentrationen der

Testsubstanz lagen im Bereich 0 und 150 µM.

Für das Vinka-Alkaloid Vincristin zeigte sich für den Konzentrationsbereich 0 -

150 µM ein vergleichbares Bild wie beim strukturverwandten Vinblastin (Abb. 21).

Auch hier konnte nur ein Ki-Wert mit Hilfe des Dixon-Plots berechnet werden, der mit

52,5 ± 5,9 µM auch nahezu identisch war. Im Cornish-Bowden-Plot zeigten sich zwei

parallele Geraden.

In Tabelle 7 wurden die für OCTN2 berechneten Werte der A�nitätskonstanten

zur besseren Übersicht noch einmal zusammengefasst aufgeführt. Zusätzlich dazu sind
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Abb. 20: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Vinblastin. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]Carnitin durch OCTN2 in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Vinblastin (0 - 150 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von •
2,7 µM Carnitin und ◦ 27 µM Carnitin. Die Aufnahme erfolgte bei pH 7,4 und 37°C für
1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimen-
ten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen.

Abb. 21: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Vincristin. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]Carnitin durch OCTN2 in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Vincristin (0 - 150 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 2,7 µM
Carnitin und ◦ 27 µM Carnitin. Die Aufnahme erfolgte bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchge-
führt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der für OCTN2 bestimmten A�nitätskonstanten ausgewählter
inhibitorischer Substanzen

Substanz Ki-Wert Ki'-Wert

Paclitaxel 4,5 ± 0,3 µM 1,6 ± 0,2 µM

Etoposid 51,0 ± 5,3 µM 26,2 ± 0,6 µM

Vinblastin 52,3 ± 5,2 µM �

Vincristin 52,5 ± 5,9 µM �

in Tabelle 8 die aus den gleichen Daten berechneten IC50-Werte dargestellt.

Tabelle 8: IC50-Werte von Interagierenden Substanzen mit OCTN2 berechnet nach Burling-
ham [11] aus den zur Ki-Wert-Bestimmung verwendeten Daten gemessen bei einer Substrat-
konzentration von 2,7 µM L-Carnitin. Die dargestellten Mittelwerte resultieren aus drei un-
abhängigen Experimenten, durchgeführt in Triplikaten.

Substanz IC50-Wert

Paclitaxel 3,9 ± 0,3 µM

Vinblastin 50,5 ± 4,5 µM

Etoposid 57,3 ± 1,1 µM

Vincristin 68,3 ± 4,4 µM

3.2.2 MATE2-K

Die Bestimmung der A�nitätskonstanten wurde für MATE2-K wie unter Abschnitt

2.4 für sechs verschiedene Substanzen durchgeführt. Für die Analysen wurden zwei ver-

schiedene Gesamtkonzentrationen von MPP+ in den zwei Ansätzen verwendet, 10 µM

und 100 µM. Beide Ansätze wurden mit je 5,0 nM [3H]MPP+ versetzt.

Die Testsubstanz Mitoxantron wurde in einem Konzentrationsbereich von

0 bis 5,0 µM eingesetzt und zeigte im Dixon-Plot einen Schnittpunkt, der oberhalb

der X-Achse lag (Abb. 22). Die Geraden, die sich im Cornish-Bowden-Plot für die

gemessenen Daten ergaben, zeigten einen Schnittpunkt unterhalb der X-Achse. Die

berechneten A�nitätskonstanten ergaben einen Ki-Wert von 1,3 ± 0,4 µM und einen

Ki'-Wert von 3,7 ± 0,9 µM.

Die Testsubstanz Irinotekan wurde in einem Konzentrationsbereich von

0 bis 10 µM eingesetzt. Die gemessenen Werte ergaben im Dixon-Plot einen Schnitt-

punkt oberhalb der X-Achse, woraus sich ein Ki-Wert von 7,4 ± 1,3 µM berechnen

lieÿ (Abb. 23). Der Ki'-Wert wurde aus dem Cornish-Bowden-Plot berechnet, dessen
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Abb. 22: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik vonMitoxantron. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]MPP+ durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Mitoxantron (0 - 5,0 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von •
10 µM MPP+ und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit
30 mM NH4Cl, bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte
± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen
Zellkulturpassagen.

Schnittpunkt unterhalb der X-Achse lag. Hier ergab sich ein Wert von 21,2 ± 4,8 µM.

Für die Substanz Paclitaxel zeigten sich im Cornish-Bowden-Plot zwei nahezu

parallel Geraden, weshalb hier kein Ki'-Wert berechnet werden konnte (Abb. 24).

Der Ki-Wert lag bei 28,6 ± 5,3 µM mit einem Schnittpunkt im Dixon-Plot oberhalb

der X-Achse. Paclitaxel wurde für die Analyse in einem Konzentrationsbereich von

0 bis 25 µM eingesetzt.

Die Testsubstanz Doxorubicin wurde in einem Konzentrationsbereich von

0 bis 120 µM eingesetzt (Abb. 25). Auch für Doxorubicin zeigten sich parallele Ge-

raden im Cornish-Bowden-Plot, weshalb nur der Ki-Wert von 52,3 ± 5,1 µM berechnet

werden konnte. Der Schnittpunkt der Geraden im Dixon-Plot lag oberhalb der X-Achse.

Für Vinblastin konnten sowohl im Dixon-Plot als auch im Cornish-Bowden-Plot

Schnittpunkte der Geraden im Diagramm gezeigt werden (Abb. 26). Diese lagen im

ersten Fall oberhalb, im zweiten unterhalb der X-Achse. Die berechneten Werte waren

91,0 ± 8,1 µM für den Ki-Wert im Dixon-Plot und 108,3 ± 5,1 µM für den Ki'-Wert

im Cornish-Bowden-Plot. Die Testsubstanz wurde in einem Konzentrationsbereich von

0 bis 150 µM eingesetzt.

Der höchste Ki-Wert der Testsubstanzen von 107,1 ± 4,4 µM wurde für Etoposid

bestimmt (Abb. 27). Für diese Substanz konnte nur im Dixon-Plot ein Schnittpunkt

der ermittelten Geraden oberhalb der X-Achse festgestellt werden. Im Cornish-Bowden-

Plot zeigten sich zwei nahezu parallele Geraden, weshalb hier kein Ki'-Wert berechnet

werden konnte. Etoposid wurde in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 120 µM für

die Analyse eingesetzt.

In Tabelle 9 wurden die für MATE2-K berechneten Werte der A�nitätskonstan-
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Abb. 23: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Irinotekan. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]MPP+ durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Irinotekan (0 - 10 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 10 µM
MPP+ und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM
NH4Cl, bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen.

Abb. 24: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Paclitaxel. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]MPP+ durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Paclitaxel (0 - 25 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 10 µM
MPP+ und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM
NH4Cl, bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen.
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Abb. 25: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Doxorubicin. Gemessen wurde die Aufnahme von 5,0 nM
[3H]MPP+ durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Doxorubicin (0 - 120 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von •
10 µM MPP+ und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit
30 mM NH4Cl, bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte
± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen
Zellkulturpassagen.

Abb. 26: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur
Ermittlung der Hemmkinetik von Vinblastin. Gemessen wurde Aufnahme von 5,0 nM
[3H]MPP+ durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von
Vinblastin (0 - 150 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 10 µM
MPP+ und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM
NH4Cl, bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen.
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Abb. 27: Vergleich der nach Dixon (A) und Cornish-Bowden (B) aufgetragenen Daten zur Er-
mittlung der Hemmkinetik von Etoposid. Gemessen wurde Aufnahme von 5,0 nM [3H]MPP+

durch MATE2-K in HEK293-Zellen unter Zugabe steigender Konzentrationen von Etoposid
(0 - 120 µM) in Anwesenheit unterschiedlicher Gesamtkonzentrationen von • 10 µM MPP+

und ◦ 100 µM MPP+. Die Aufnahme erfolgte nach 30 min Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl,
bei pH 7,4 und 37°C für 1 min. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standard-
fehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpas-
sagen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der für MATE2-K bestimmten A�nitätskonstanten ausgewählter
inhibitorischer Substanzen

Substanz Ki-Wert Ki'-Wert

Mitoxantron 1,3 ± 0,4 µM 3,7 ± 0,9 µM

Irinotekan 7,4 ± 1,3 µM 21,2 ± 4,8 µM

Paclitaxel 28,6 ± 5,3 µM �

Doxorubicin 52,3 ± 5,1 µM �

Vinblastin 91,0 ± 8,1 µM 108,3 ± 5,1 µM

Etoposid 107,1 ± 4,4 µM �
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ten noch einmal zur Übersicht zusammengefasst. Zusätzlich dazu sind in Tabelle 10 die

aus den gleichen Daten berechneten IC50-Werte dargestellt.

Tabelle 10: IC50-Werte von Interagierenden Substanzen mit MATE2-K berechnet nach Bur-
lingham [11] aus den zur Ki-Wert-Bestimmung verwendeten Daten gemessen bei einer Sub-
stratkonzentration von 10 µM MPP+. Die dargestellten Mittelwerte resultieren aus drei un-
abhängigen Experimenten, durchgeführt in Triplikaten.

Substanz IC50-Wert

Mitoxantron 1,7 ± 0,2 µM

Irinotekan 7,2 ± 0,3 µM

Paclitaxel 29,7 ± 10,2 µM

Doxorubicin 61,6 ± 6,8 µM

Vinblastin 104,6 ± 1,7 µM

Etoposid 131,7 ± 21,7 µM

3.3 Tumorzelllinien

3.3.1 Expressionsanalyse von SLC-Transportern in Tumorzelllinien

Um herauszu�nden, welche SLC-Transporter in Mamma- und Prostatakarzinom-

Zelllinien vorkommen, wurde eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene, wie unter

Abschnitt 2.6 beschrieben, durchgeführt. Die verwendeten Mammakarzinom-Zelllinien

waren BT549, MCF-7, Hs578T, T47-D, MDA-MB231 (im Folgenden als MDA-MB be-

zeichnet) und SK-BR-3. Die verwendeten Prostatakarzinom-Zelllinien waren DU145,

PC-3 und LNCaP. Hierbei wurde die enthaltene mRNA in cDNA überführt und in

der PCR-Analyse in jedem Zyklus unter Verwendung spezi�scher, markierter Primer

verdoppelt. Dabei wurde nach jedem Ampli�kationszyklus die Signalstärke der Fluo-

reszenz der Primer-Sonden und somit die Konzentration der ampli�zierten cDNA ge-

messen. Entscheidend ist der Zyklus, nach dem das gemessene Signal einen bestimmten

Grenzwert überschreitet. Je früher ein solches Signal im Laufe der Zyklen der PCR-

Analyse auftritt, desto höher war die Ausgangskonzentration an cDNA in der Probe

zu Beginn der Untersuchung. Die mittleren Expressionszyklen ± Standardfehler sind

der Tabelle 16 unter Abschnitt 6 zu entnehmen.
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In Abb. 28 ist die Expression der SLC-Transporter in den verwendeten Testzellen

in Form einer Heat-Map zusammengefasst dargestellt. Hierfür wurde aus den ermittel-

ten Signalen für jede Transporter-cDNA die mittlere Zyklenzahl über die verschiedenen

Mamma- bzw. Prostatakarzinom-Zelllinien gebildet. Die Sortierung der Ergebnisse er-

folgte aufsteigend nach der mittleren Zyklenzahl der SLC-Transporter, wodurch die

SLC-Transporter, die nach wenigen PCR-Zyklen den Grenzwert erreichten, am Beginn

der Gra�k stehen und die Proben, ohne erkennbare Expression, am Ende. Die Refe-

renzgewebe Leber, Niere und Colon sind nicht in die Berechnung des Mittelwertes mit

einbezogen worden, da diese lediglich der Expressionskontrolle dienten. Pro Zelllinie

wurden Proben aus zwei unterschiedlichen Zellpassagen für die Analyse verwendet,

welche je in Doppelbestimmung auf den Chip aufgetragen wurden. Allen Proben deren

Signale nach Zyklus 22 detektierbar waren, wurden der Wert 23 zugeordnet.

Von den 46 getesteten SLC-Transportern konnten in Mammakarzinom-Zelllinien

für sieben cDNA-Proben innerhalb der ersten 13 Zyklen ein detektierbares Signal ge-

messen werden. Diese waren der Thiamin-Transporter THTR1, der Monocarboxylat-

Transporter MCT1, der L-Carnitin-Transporter OCTN2, der noch wenig erforschte

Transporter organischer Anionen ORCTL2, der Monocarboxylat-Transporter MCT8,

der Nucleosid-Transporter ENT3 und der Ergothionein-Transporter OCTN1. Die-

se waren in abweichender Reihenfolge auch unter den insgesamt neun bis zum

13 Zyklus detektierbaren Signalen in Prostatakarzinom-Zellen vertreten, mit Aus-

nahme von OCTN1, dessen Signal hier im Mittel nach dem 15. Zyklus gemes-

sen wurde. Zu den in Prostatakarzinom-Zelllinien früh detektierbaren cDNAs zähl-

ten der Monocarboxylat-Transporter MCT1, der Thiamin-Transporter THTR1, der

L-Carnitin-Transporter OCTN2, der Nucleosid-Transporter ENT3, der noch we-

nig erforschte Transporter organischer Anionen ORCTL2, der Schilddrüsenhormon-

Transporter OATP4A1, der Nucleosid-Transporter ENT2, der Aminosäure-Transporter

LAT2 und der Monocarboxylat-Transporter MCT8.

Die sieben cDNAs, deren Signal bis zum 16. Zyklus detektiert wurde,

waren innerhalb der Mammakarzinom-Zelllinien der Monocarboxylat-Transporter

MCT4, der Nucleosid-Transporter ENT2, der Prostaglandin-Transporter OATP2A1,

der Aminosäure-Transporter LAT2, der Zytostatika-Transporter ENT1, der Na+-

abhängige Dicarboxylat-Transporter NaDC3 und der Transporter organischer Ka-

tionen OCT1. Für die getesteten Prostatakarzinom-Zelllinien fanden sich in die-

sem Bereich sechs SLC-Tansporter. Diese waren der Transporter organischer Katio-

nen OCT1, der Monocarboxylat-Transporter MCT4, der Ergothionein-Transporter

OCTN1, der Prostaglandin-Transporter OATP2A1, der Transporter organischer Ka-

tionen OCT3 und der Transporter organischer Anionen OATP1B3. Der gröÿte An-

teil der Transporter-cDNA zeigt detektierbare Signale erstmals zwischen Zyklus 17-23.

Hierunter be�nden sich, sowohl innerhalb der Mammakarzinom-Zelllinien als auch der
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Prostatakarzinom-Zelllinien, Transporter organischer Anionen (OATs), Peptidtrans-

porter (PEPTs), konzentrierende Nukleosid-Transporter (CNTs), Toxin-Exporter (MA-

TEs), Transporter für Gallensalze oder Schilddrüsenhormone (OATPs) und Sulfat-

Transporter (SOAT).

Keinerlei Signale bis zum Zyklus 23 in Mammakarzinom-Zelllinien konnte für

die cDNA der Transporter organischer Anionen OAT4 und OAT2, den Gallensäure-

Transporter ASBT, den Urat-Transporter URAT1, den Transporter organischer An-

ionen OAT1 und den Monocarboxylat-Transporter MCT2 detektiert werden. Für vier

dieser cDNAs konnte in Prostatazelllinien ebenfalls kein Signal bis zum Zyklus 22 detek-

tiert werden. Innerhalb dieser Zellart fand sich kein Signal für den Transporter organi-

scher Anionen OAT7, den Gallensalz-Transporter OATP1A2, den Schilddrüsenhormon-

Transporter OATP1C1, den Na+-abhängige Dicarboxylat-Transporter NaDC1, den

Gallensäure-Transporter ASBT, den Urat-Transporter URAT1, den Transporter

organischer Anionen OAT1 und den Monocarboxylat-Transporter MCT2. Insge-

samt sind die Signalmuster beider Zelllinien vergleichbar. So sind die früh de-

tektierbaren Transporter-cDNAs der Mammakarzinom-Zelllinien auch innerhalb der

Prostatakarzinom-Zelllinien mit früher Detektion zu �nden und auch die cDNAs, für die

kein Signal detektiert werden konnte, stimmen stark überein. Für die Karzinomzellen

des Prostatagewebes konnte den Gruppen der früh wie auch der nicht-detektierbaren

cDNAs jeweils eine gröÿere Anzahl von Transporter-cDNA zugeordnet werden als dies

bei den Mammakarzinom-Zelllinien der Fall war. Dabei ist besonders die Zelllinie LN-

CaP au�ällig, in der für mehr als die Hälfte der getesteten SLC-Transporter-cDNAs

kein Signal detektiert werden konnte. Eine frühe Detektierbarkeit ist dabei sowohl für

Mamma- als auch für Prostatakarzinom-Zelllinien nur für ca. ein Viertel der untersuch-

ten Transporter gegeben. Der weit gröÿere Anteil der SLC-Transporter zeigt Signale

erst nach dem Zyklus 16. Darüber hinaus wird deutlich, dass sich die Expression in-

nerhalb der Referenzgewebe z.T. stark vom der der Karzinom-Zelllinien unterscheidet.

So ist beispielsweise OATP2B1 in beiden Karzinom-Zelllinien nur spät in einzelnen

Zelllinien detektierbar, in den Proben der Referenzgewebe treten erste Signale jedoch

schon vor dem Zyklus 10 auf. Ähnlich verhält es sich für die SLC-Transporter-cDNAs

von PEPT1 oder NaDC1.

3.3.2 Funktionelle Expressionsanalyse ausgewählter SLC-Transporter in

Karzinomzelllinien

Zur Untersuchung der innerhalb der verschiedenen Tumorzelllinien di�erentiell expri-

mierten SLC-Transporter wurden Aufnahmeuntersuchungen mit den jeweiligen Trans-

porter-spezi�schen Substraten und Inhibitoren durchgeführt. Hierzu wurde für die

Gruppe der Mammakarzinom-Zelllinien und der Prostatakarzinom-Zelllinien pro un-

tersuchtem Transporter je eine exprimierende Zelllinie und eine nicht-exprimierende
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Zelllinie ausgewählt und für die Transportanalyse verwendet. Für SLC-Transporter

wie z.B. OCTN2, deren Gene in allen Zelllinien ähnlich stark exprimiert waren, konn-

te keine funktionelle Analyse durchgeführt werden, da hier keine nicht-exprimierende

Zelllinie als Negativ-Kontrolle zur Verfügung stand. Die Transportbedingungen wurden

den jeweiligen Optimalbedingungen der ausgewählten SLC-Transporter angepasst. Alle

Experimente wurden bei 37◦C und einer Transportdauer von 1 bis 10 min durchgeführt.

Im Falle von MATE1 wurde vor dem Transport eine Vorbeladung mit Ammoniumchlo-

rid durchgeführt (siehe Abschnitt 1.3). Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte dreier

Experimente, durchgeführt in Triplikaten (n = 3), mit Standardfehler dargestellt.

3.3.3 Prostatakarzinom-Zelllinien

Für die Analyse auf funktionelle Expression von SLC-Transportern in Prostatakar-

zinom-Zelllinien wurden fünf verschiedene, di�erentiell exprimierte Transportproteine

ausgewählt. Die hierfür verwendeten Zelllinien und Substanzen sind der Tabelle 11

zu entnehmen. Die Konzentrationen der Transporter-spezi�schen inhibitorischen Sub-

stanzen wurden durch die Firma PortaCellTec ermittelt und uns freundlicher Weise zur

Verfügung gestellt. Im Folgenden sind in den Gra�ken (Abb. 29 - 33) die Ergebnisse

der Transportexperimente der getesteten SLC-Transporter auf der linken Seite und die

isolierte Expressions-Übersicht des beprobten Transporters als Ausschnitt aus Abb. 28

auf der rechten Seite dargestellt.

Tabelle 11: Transportbedingungen der getesteten SLC-Transporter in Prostatakarzinom-Zell-
linien

Transporter Substrat Substrat

gesamt

Inhibitor Zelll. + Zelll. -

OAT4 [3H]ES

20 nM

20 nM BSP

100 µM

LNCaP PC-3

OATP1B3 [3H]CCK-8

5,0 nM

1,0 µM Rifampicin

5,0 µM

PC-3 LNCaP

OATP2B1 [3H]ES

10 nM

10 nM Glibenclamid

100 µM

DU145 PC-3

NaCT [14C]Citrat

2,0 µM

10 µM Na+-frei DU145 PC-3

MATE1 [3H]MPP+

10 nM

10 nM Cimetidin

100 µM

DU145 LNCaP

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters OATP1B3 wurde

als positive Zelllinie PC-3 und als Negativzelllinie LNCaP verwendet. Die Aufnahme

des Modellsubstrates [3H]Cholecystokinin Oktapeptid ([3H]CCK-8) in PC-3 änderte
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Abb. 29: Links: Aufnahme von 5,0 nM [3H]CCK-8 in OATP1B3-exprimierenden (PC-3) und
nicht-exprimierenden (LNCaP) Prostatakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 5,0 µM
Rifampicin, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Ge-
samtkonzentration von CCK-8 lag bei 1,0 µM. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte
± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen
Zellkulturpassagen. Signi�kanzniveau des nicht-inhibierten Transports der positiven Zelllinie
gegenüber der Aufnahme nach 1 min � p < 0,05; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme
der negativen Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeit-
punkt + p < 0,05
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von OATP1B3 in Prostatakarzinom-Zelllinien
auf mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die
negative Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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Abb. 30: Aufnahme von 2,0 µM [14C]Citrat in NaCT-exprimierenden (DU145) und nicht-
exprimierenden (PC-3) Prostatakarzinom-Zelllinien, in An- und Abwesenheit von Na+-Ionen,
über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Gesamtkonzen-
tration von Citrat lag bei 10 µM. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Stan-
dardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkul-
turpassagen. Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der
nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt && p < 0,01; Signi�kanzniveau der
inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum
jeweiligen Messzeitpunkt + p < 0,05
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von NaCT in Prostatakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die nega-
tive Zelllinie durch - gekennzeichnet.

sich über den Zeitraum von 10 min mit steigender Transportdauer kaum (Abb. 29). Die

Aufnahme des markierten Referenzsubstrates war in Anwesenheit von Rifampicin zu

jedem Messzeitpunkt höher als im Ansatz ohne zusätzliche Substanzen. Lediglich beim

Messzeitpunkt von 5 min war die Aufnahme in beiden Ansätzen nahezu identisch. Die

Zelllinie LNCaP zeigte bei jedem Messzeitpunkt eine erhöhte [3H]CCK-8-Aufnahme

gegenüber PC-3, zeigte über den Messzeitraum jedoch, ungeachtet der Rifampicin-

Zugabe, nur geringe Schwankungen in der Substrataufnahme. Lediglich beim Mess-

zeitpunkt von 10 min konnte in Anwesenheit von Rifampicin eine deutliche erhöhte

Substrataufnahme gegenüber den restlichen Messzeitpunkten festgestellt werden.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters NaCT wurde als

positive Zelllinie DU145 und als Negativzelllinie PC-3 verwendet. Die Aufnahme des

Modellsubstrates [14C]Citrat war, auÿer zum Messzeitpunkt nach 5 min, unter Na+-

freien Bedingungen deutlich höher als unter Normalbedingungen mit Na+-haltigem
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Pu�er. Dies konnte sowohl in DU145-Zellen als auch in PC-3-Zellen beobachtet wer-

den. Die Aufnahme von Modellsubstrat war in PC-3-Zellen für jeden Messzeitpunkt

geringer als in DU145-Zellen. Insgesamt konnte über die Transportdauer kein Anstieg in

der Aufnahme bei steigender Inkubationszeit festgestellt werden. Die gemessenen Werte

der [14C]Citrat-Aufnahme durch DU145-Zellen in Anwesenheit von Na+ zeigten keine

Änderung vom Messzeitpunkt nach 1 min zu 2 min. Die gemessenen Aufnahmen nach

5 min und 10 min Inkubationszeit lagen wieder bei gleichen Konzentrationen, mit ei-

ner Erhöhung von ca. 10 pmol*mg Protein−1 gegenüber den vorherigen Messungen. Die

Aufnahme in Na+-freiem Transportpu�er zeigte keine Änderung zwischen den Messzeit-

punkten nach 1 min bis 5 min Inkubation. Nur nach einer Inkubationszeit von 10 min

war gegenüber den restlichen Messzeitpunkten ein Anstieg der [14C]Citrat-Aufnahme

um ca. 10 pmol*mg Protein−1 feststellbar. Die Aufnahme in Gegenwart von Na+ durch

PC-3 schwankte um 4,0 pmol*mg Protein−1 um einen Wert von 20 pmol*mg Protein−1.

Die Aufnahme von [14C]Citrat unter Na+-freien Bedingungen resultierte in einer Auf-

nahme von 30 pmol*mg Protein−1 mit einer Schwankung von 2,0 pmol*mg Protein−1

über die verschiedenen Messzeitpunkte.

Für die funktionelle Expressionsanalyse der SLC-Transporter der MATE-Familie

wurde als positive Zelllinie DU145 und als Negativzelllinie LNCaP verwendet. Da beide

Mitglieder der MATE-Familie MPP+ transportieren und sich durch Cimetidin hemmen

lassen, wurde hier nicht näher zwischen MATE1 und MATE2-K unterschieden. Dies ist

auch der Grund dafür, dass in Abbildung 31 die Expression beider SLC-Transporter

dargestellt ist. Für die Aufnahme von [3H]MPP+ lieÿ sich kein Unterschied zwischen

den beiden getesteten Zelllinien zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten feststellen.

So war die Aufnahme in DU145-Zellen vergleichbar mit der [3H]MPP+-Aufnahme in

LNCaP-Zellen. Lediglich nach 10 min Inkubationszeit zeigte sich eine leicht erhöhte

Akkumulation in LNCaP-Zellen. Dabei hatte die Zugabe von Cimetidin bei beiden

Zelllinien keinen Ein�uss auf die Modellsubstrat-Aufnahme. So waren für jeden Mess-

zeitpunkt, abgesehen von der Messung nach 10 min Inkubation, unter beiden Bedingung

in den beiden Zelllinien nahezu identische Akkumulationen von [3H]MPP+ messbar.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters OAT4 wurde als

positive Zelllinie LNCaP und als Negativzelllinie PC-3 verwendet. Die Aufnahme von

[3H]Estronsulfat ([3H]ES) in LNCaP-Zellen erwies sich über den Messzeitraum als unre-

gelmäÿig (Abb. 32). So war sie nach 2 min zunächst geringer, stieg nach 5 min jedoch

wieder an und blieb danach konstant. Dabei zeigte sich unter Zusatz von Bromsul-

phthalein (BSP) zu jedem Messzeitpunkt eine geringere Akkumulation als ohne die

Zugabe der Substanz. Der geringste Unterschied wurde nach 2 min Inkubationszeit

gemessen. Die Aufnahme des Modellsubstrates in PC-3-Zellen war zunächst geringer

als in LNCaP-Zellen, stieg jedoch nach längerer Inkubationsdauer an und lag nach

10 min über dem in LNCaP-Zellen gemessenen Wert. Auch hier lieÿ sich eine geringere
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Abb. 31: Aufnahme von 10 nM [3H]MPP+ in MATE-exprimierenden (DU145) und nicht-
exprimierenden (LNCaP) Prostatakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 100 µM
Cimetidin, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C, nach 30 min
Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Stan-
dardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkul-
turpassagen. Signi�kanzniveau der positiven Zelllinie ohne Inhibitoren gegenüber der gegen-
über der Aufnahme nach 1 min �� p < 0,01, ��� p <0,001; Signi�kanzniveau der inhibierten
Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen
Messzeitpunkt && p < 0,01, &&& p < 0,001; Signi�kanzniveau der negativen Zelllinie ohne
Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min ** p < 0,01
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von MATE1/2-K in Prostatakarzinom-Zelllinien
auf mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die
negative Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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Abb. 32: Aufnahme von 20 nM [3H]ES in OAT4-exprimierenden (LNCaP) und nicht-
exprimierenden (PC-3) Prostatakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 100 µM BSP,
über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Gesamtkonzentrati-
on von ES lag bei 1,0 µM. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von
drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Signi-
�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten
Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt & p < 0,05; Signi�kanzniveau der negativen Zelllinie
ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min *** p < 0,001; Signi�kanzniveau der
inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum
jeweiligen Messzeitpunkt + p < 0,05; +++ p< 0,001
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von OAT4 in Prostatakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die nega-
tive Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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Abb. 33: Aufnahme von 10 nM [3H]ES in OATP2B1-exprimierenden (DU145) und nicht-
exprimierenden (PC-3) Prostatakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 100 µM Gli-
benclamid, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Ergeb-
nisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Signi�kanzniveau der positiven Zelllinie
ohne Inhibitoren gegenüber gegenüber der Aufnahme nach 1 min ��� p < 0,001; Signi�-
kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten
Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt && p < 0,01, &&& p < 0,001; Signi�kanzniveau
der negativen Zelllinie ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min * p < 0,05; ***
p < 0,001; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der
nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt +++ p< 0,001
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von OATP2B1 in Prostatakarzinom-Zelllinien
auf mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die
negative Zelllinie durch - gekennzeichnet.

Akkumulation unter BSP-Zugabe feststellen.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters OATP2B1 wurde

als positive Zelllinie DU145 und als Negativzelllinie PC-3 verwendet. Die Aufnahme

des Modellsubstrates [3H]ES war zu jedem Messzeitpunkt in DU145-Zellen höher als in

PC-3-Zellen (Abb. 33). Die Substrataufnahme in DU145 stieg dabei mit zunehmender

Transportdauer an. Zwar nahm auch die Aufnahme in Anwesenheit von Glibenclamid

über die Zeit zu, jedoch stieg diese mit zunehmender Inkubation weniger stark an

als unter Glibenclamid-freien Bedingungen. Lediglich beim Messzeitpunkt von 5 min

zeigte sich kein Unterschied zwischen dem Transport in Anwesenheit von Glibencla-

mid und der Aufnahme von [3H]ES allein. Das Aufnahmemuster der PC-3-Zellen war

vergleichbar, allerdings konnte zu jedem Zeitpunkt eine geringere Akkumulation des
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Tabelle 12: Transportbedingungen der getesteten SLC-Transporter in Mammakarzinom-Zell-
linien

Transporter Substrat Substrat

gesamt

Inhibitor Zelll. + Zelll. - pH-

Wert

OCT2 [3H]MPP+

10 nM

10 nM Decynium

50 µ

T47-D MCF-7 7,4

OATP1B3 [3H]CCK-8

5,0 nM

1,0 µM Rifampicin

5,0 µM

MDA-MB MCF-7 7,4

NaCT [14C]Citrat

2,0 µM

10 µM Na+-frei BT549 MDA-MB 7,4

PEPT1 [3H]Gly-Sar

0,25 µM

0,25 µM Losartan

600 µM

SK-BR-3 T47-D 6,0

MATE1 [3H]MPP+

10 nM

10 nM Cimetidin

100 µM

MDA-MB SK-BR-3 7,4

markierten Substrates als in LNCaP-Zellen festgestellt werden. Auch hier zeigte sich

eine steigende Modellsubstrat-Aufnahme mit längerer Inkubationszeit und auch hier

war die [3H]ES-Aufnahme in Anwesenheit von Glibenclamid zu jedem Messzeitpunkt

geringer. Lediglich beim Messzeitpunkt von 5 min konnte eine nahezu identische Auf-

nahme festgestellt werden.

3.3.4 Mammakarzinom-Zelllinien

Wie auch bei der Analyse der Prostatakarzinom-Zelllinien wurden für die Untersu-

chung auf funktionelle Expression der Mammakarzinom-Zelllinien nur diejenigen SLC-

Transporter ausgewählt, die eine di�erentielle Expression auf mRNA-Ebene aufwiesen.

So wurden die fünf in Tabelle 12 aufgeführten SLC-Transporter mit den entsprechenden

Modellsubstraten und spezi�schen Inhibitorsubstanzen ausgewählt. Für die Analyse

von MATE1 wurde dem Transportpu�er für jede Bedingung zusätzlich 50 µM Decy-

nium zugesetzt, um die Aufnahme über den ebenfalls exprimierten SLC-Transporter

OCT2 zu unterbinden.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters OATP1B3 wur-

de als positive Zelllinie MDA-MB und als Negativzelllinie MCF-7 verwendet (Abb.

34). Die Aufnahme von [3H]CCK-8 in MDA-MB-Zellen zeigte über die gesamte In-

kubationszeit nur geringe Änderungen. Auch die Zugabe von Rifampicin zum Trans-

portpu�er bewirkte keine Beeinträchtigung der Modellsubstrat-Aufnahme. Auÿer zum

Messzeitpunkt nach 10 min, bei dem eine leicht erhöhte Aufnahme von [3H]CCK-8

in Anwesenheit von Rifampicin gemessen wurde, konnten keine Unterschiede in der

Modellsubstrat-Aufnahme zwischen den beiden Testbedingungen festgestellt werden.
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Abb. 34: Aufnahme von 5,0 nM [3H]CCK-8 in OATP1B3-exprimierenden (MDA-MB) und
nicht-exprimierenden (MCF-7) Mammakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 5,0 µM
Rifampicin, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Ge-
samtkonzentration von CCK-8 lag bei 1,0 µM. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte
± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen
Zellkulturpassagen.
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von OATP1B3 in Mammakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit+, die negative
Zelllinie durch - gekennzeichnet.

Die [3H]CCK-8-Aufnahme in MCF-7-Zellen war zu jedem Messzeitpunkt geringer als

in MDA-MB-Zellen und schwankte nur gering. Dabei war die Aufnahme in Anwesen-

heit von Rifampicin nach 1 min und nach 5 min zunächst leicht erhöht gegenüber dem

Ansatz ohne Zusätze. Dies kehrte sich nach 5 min jedoch um. Nach 10 min konnte

dann unter beiden Bedingungen die gleiche Akkumulation in MCF-7-Zellen gemessen

werden.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters NaCT wurde als

positive Zelllinie BT549 und als Negativzelllinie MDA-MB verwendet (Abb. 35). Die

Aufnahme von [14C]Citrat in BT549-Zellen stieg vom Messzeitpunkt 1 min bis 5 min

an und �el dann nach 10 min wieder etwas ab. Auÿer nach einer Inkubation von 5 min

konnte dabei unter Na+-freien Bedingungen für jeden Messzeitpunkt eine höhere Ak-

kumulation des Modellsubstrates als in Na+-haltigem Pu�er festgestellt werden. Für

die Aufnahme von [14C]Citrat in MDA-MB-Zellen zeigte sich das gleiche Muster, wobei

die Akkumulation bei jedem Messzeitpunkt gröÿer war als in BT549-Zellen.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters MATE1 wurde als

positive Zelllinie MDA-MB und als Negativzelllinie SK-BR-3 verwendet (Abb. 36). Für
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Abb. 35: Aufnahme von 2,0 µM [14C]Citrat in NaCT-exprimierenden (BT549) und nicht-
exprimierenden (MDA-MB) Mammakarzinom-Zelllinien, in An- und Abwesenheit von Na+-
Ionen, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Gesamt-
konzentration von Citrat lag bei 10 µM. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ±
Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zell-
kulturpassagen. Signi�kanzniveau der positiven Zelllinie ohne Inhibitoren gegenüber der Auf-
nahme nach 1 min �� p < 0,01; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven
Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt && p <
0,01; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der nicht-
inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt + p< 0,05
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von NaCT in Mammakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die nega-
tive Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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Abb. 36: Aufnahme von 10 nM [3H]MPP+ in MATE-exprimierenden (MDA-MB) und nicht-
exprimierenden (SK-BR-3) Mammakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 100 µM
Cimetidin, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C, nach 30 min
Vorinkubation mit 30 mM NH4Cl. Der Transportpu�er enthielt in allen Bedingungen 50 µM
Decynium. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experi-
menten durchgeführt in Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Signi�kanzniveau
der positiven Zelllinie ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min � p < 0,05; ��
p < 0,01; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der
nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt & p < 0,05; Signi�kanzniveau der
negativen Zelllinie ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min ** p < 0,01; ***
p < 0,001; Signi�kanzniveau der inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der
nicht-inhibierten Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt + p< 0,05
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von MATE in Mammakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die nega-
tive Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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beide getesteten Zelllinien konnte mit zunehmender Inkubationszeit eine zunehmende

Akkumulation von [3H]MPP+ festgestellt werden. Diese war in MDA-MB-Zellen nach

1 min leicht, nach 2 min deutlich erhöht gegenüber der Akkumulation in SK-BR-3-

Zellen. Dabei war die Aufnahme von Modellsubstrat in MDA-MB-Zellen unter Zugabe

von Cimetidin zunächst verringert. Dieser E�ekt konnte nach 5 min und nach 10 min

jedoch nicht mehr festgestellt werden. Nach 5 min Inkubation war die [3H]MPP+-

Aufnahme in MDA-MB-Zellen unter Cimetidin-Zugabe zunächst leicht erhöht und

zeigte nach 10 min schlieÿlich keinen Unterschied mehr zur Aufnahme ohne Cimeti-

din. Nachdem die Akkumulation von Modellsubstrat in SK-BR-3-Zellen nach 1 min

und nach 2 min zunächst geringer war als in MDA-MB-Zellen, glich sich diese nach

längerer Inkubation immer mehr den Aufnahmen in MDA-MB-Zellen an, sodass nach

10 min schlieÿlich kein Unterschied mehr zwischen den beiden Zelllinien unabhängig

der Transportbedingungen festgestellt werden konnte. Lediglich nach 1 min konnte eine

leicht verringerte [3H]MPP+-Aufnahme in SK-BR-3-Zellen in Anwesenheit von Cimeti-

din gemessen werden. Für die übrigen Messungen ergab sich kein derartiger Unterschied

zwischen den beiden Bedingungen.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters OCT2 wurde als

positive Zelllinie T47-D und als Negativzelllinie MCF-7 verwendet (Abb. 37). Die Auf-

nahme von [3H]MPP+ stieg in T47-D-Zellen mit steigender Inkubationsdauer an. Dieser

E�ekt war auch in Anwesenheit von Decynium festzustellen, jedoch war die Zunahme

hier deutlich geringer, sodass die Akkumulation ohne Zusatz von Decynium über die

Inkubationszeit deutlich stärker anstieg als unter Zugabe der Substanz. Dieses Aufnah-

memuster lieÿ sich auch für MCF-7-Zellen beobachten, jedoch in deutlich geringerem

Ausmaÿ. So war die Akkumulation sowohl mit als auch ohne Decynium-Zugabe nach

1 min vergleichbar und zeigte im Verlauf der Inkubation eine deutlicher werdende Ver-

ringerung der Akkumulation unter Zugabe des Inhibitors gegenüber dem Transport

in HBSS allein. Dabei war die Aufnahme in Anwesenheit von Decynium in beiden

Zelllinien zu jedem Messzeitpunkt auf vergleichbarem Niveau.

Für die funktionelle Expressionsanalyse des SLC-Transporters PEPT1 wurde als

positive Zelllinie SK-BR-3 und als Negativzelllinie T47-D verwendet (Abb. 38). In die-

ser Analyse zeigte sich eine deutlich steigende Akkumulation von Modellsubstrat mit

steigender Inkubationsdauer für die Zelllinie SK-BR-3. Die Aufnahme von [3H]Gly-Sar

zeigte in Anwesenheit von Losartan über den Messzeitraum kaum Veränderungen. Die

Zelllinie T47-D erreichte mit und ohne Zugabe von Losartan eine vergleichbare Ak-

kumulation von Modellsubstrat, die der Aufnahme in SK-BR-3-Zellen unter Losartan-

Zugabe entsprach. Insgesamt zeigten sich nur für die Zelllinie SK-BR-3 ohne Zusatz

von Losartan eine Änderung der [3H]Gly-Sar-Aufnahme über die Inkubationszeit.
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Abb. 37: Aufnahme von 10 nM [3H]MPP+ in OCT2-exprimierenden (T47-D) und nicht-
exprimierenden (MCF-7) Mammakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 50 µM De-
cynium, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 7,4 und 37°C. Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Signi�kanzniveau der positiven Zelllinie
ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min ��� p < 0,001; Signi�kanzniveau der
inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum
jeweiligen Messzeitpunkt & p < 0,05; Signi�kanzniveau der negativen Zelllinie ohne Inhibi-
toren gegenüber der Aufnahme nach 1 min * p < 0,05; *** p < 0,001; Signi�kanzniveau der
inhibierten Aufnahme der negativen Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten Aufnahme zum
jeweiligen Messzeitpunkt +++ p< 0,001
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von OCT2 in Mammakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit +, die nega-
tive Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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Abb. 38: Aufnahme von 0,25 µM [3H]Gly-Sar in PEPT-1-exprimierenden (SK-BR-3) und
nicht-exprimierenden (T47-D) Mammakarzinom-Zelllinien, mit und ohne Zugabe von 600 µM
Losartan, über einen Transportzeitraum von 1 bis 10 min, bei pH 6 und 37°C. Die Ergebnis-
se sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler von drei Experimenten durchgeführt in
Triplikaten an unterschiedlichen Zellkulturpassagen. Signi�kanzniveau der positiven Zelllinie
ohne Inhibitoren gegenüber der Aufnahme nach 1 min �� p < 0,01; ��� p < 0,001; Signi�-
kanzniveau der inhibierten Aufnahme der positiven Zelllinie gegenüber der nicht-inhibierten
Aufnahme zum jeweiligen Messzeitpunkt && p < 0,01; &&& p < 0,001
Rechts: Ausschnitt aus Abb. 28, Expression von PEPT-1 in Mammakarzinom-Zelllinien auf
mRNA-Ebene. Die für das Experiment verwendete positive Zelllinie wurde mit+, die negative
Zelllinie durch - gekennzeichnet.
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4 Diskussion

Genauso wie körpereigene Substanzen müssen auch körperfremde, für pharmakologi-

sche Zwecke eingesetzte Moleküle mit Hilfe von Transportproteinen Zellmembranen

durchdringen, um ihre jeweilige Zielstruktur zu erreichen. Gelangen Zytostatika nicht

in die Zellen von Tumorgewebe, können diese nicht auf die unkontrollierte Zellteilung

einwirken und die Therapie bleibt ohne Erfolg. Eine Möglichkeit, die Wahrscheinlich-

keit für den Erfolg einer Chemotherapie von Krebserkrankungen zu erhöhen, könnte

die Behandlung mit einem Zytostatikum sein, für das ein Transporter im Zielgewebe

vorhanden ist, der es aufnehmen kann. Um diesen Ansatz verfolgen zu können, muss

zum einen bekannt sein, welche Transportproteine im Tumorgewebe exprimiert sind,

und zum anderen, welche Zytostatika diese Transporter als Substrate akzeptieren.

Expressionsanalysen von Transportproteinen in Tumoren können an Biopsien

von entartetem Gewebe in Form von Microarrays oder quantitativer PCR durch-

geführt werden. Die Untersuchung von Zytostatika auf ihre Eigenschaften als Sub-

strat verschiedener SLC-Transporter muss unter Verwendung von Modellzellen für je-

de Substanz mit dem jeweiligen Transportprotein einzeln analysiert werden. Dabei

steht am Anfang dieser Analyse die Untersuchung der Interaktion von Testsubstanzen

mit in Frage kommenden SLC-Transportern. Eine solche Interaktionsanalyse wurde in

der vorliegenden Arbeit für vier SLC-Transporter aus drei unterschiedlichen Familien

durchgeführt, deren Interaktionsvermögen mit Zytostatika bisher nur in geringem Um-

fang analysiert wurde. Ausgewählt wurden die Peptidtransporter PEPT1 (SLC15A1)

und PEPT2 (SLC15A2), der L-Carnitin-Transporter OCTN2 (SLC22A5) und der nie-

renspezi�sche Protonen/org. Kationen-Austauscher MATE2-K (SLC47A2). Die SLC-

Transporter der Familie 15 sind durch ihre Lokalisation im Darm eine optimale Ziel-

struktur für oral verabreichte Medikamente. Aus diesem Grund wurden bereits von

mehreren Arbeitsgruppen Modellstrukturen für PEPT-Substrate entwickelt, wodurch

das Design von Medikamenten ermöglicht werden könnte, die gezielt über die SLC15-

Transporter aufgenommen werden können [2][22]. Untersuchungen auf Interaktionen

von PEPT-Transportern gegenüber Zytostatika wurden bisher nicht publiziert. Der

L-Carnitin-Transporter OCTN2 wurde bereits von Tamai et al. als in Tumorgeweben

hoch exprimiert beschrieben [101], konnte bisher jedoch nur mit der Aufnahme des

Topoisomerase-Inhibitors Etoposid in Verbindung gebracht werden [39]. Da der Trans-

porter durch die hohe Expression in entartetem Gewebe eine geeignete Zielstruktur für

die Aufnahme von Pharmaka sein könnte, wurde der SLC22A5 für weiterführende Ana-

lysen zum Interaktionsverhalten gegenüber verschiedener Zytostatika ausgewählt. Der

SLC-Transporter MATE2-K ist ein e�ektiver Protonen/org. Kationen-Austauscher, der

durch die Abgabe von Xenobiotika in den Primärharn einen Ein�uss auf die Wirkspiegel

von Medikamenten hat, die als Substrat erkannt werden. Kenntnisse über Interaktio-
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nen mit diesem Transportprotein sind jedoch auch bei der Abschätzung einer möglichen

Nephrotoxizität von Substanzen wie beispielsweise Cisplatin von Bedeutung [76] und

daher wurde hier MATE2-K näher auf seine Interaktion mit Zytostatika untersucht.

Als Testsubstanzen wurden 26 therapierelevante Zytostatika und Adjuvantien sechs

unterschiedlicher Wirksto�klassen verwendet: Alkylantien, Antimetabolite, Interkalan-

tien, Mitose-Inhibitoren, Topoisomerase-Inhibitoren und therapiebegleitend eingesetzte

Medikamente.

In der Analyse wurde die Aufnahme von [3H]-markierten Modellsubstraten durch

die in HEK293-Zellen stabil exprimierten Transportproteine in An- und Abwesenheit

von 100 µM der einzelnen Testsubstanzen untersucht. Zur Kontrolle wurden in allen

Analysen Leervector-trans�zierte HEK293-Zellen mitgeführt, die den entsprechenden

Transporter nicht exprimierten und die generelle Inhibierbarkeit der Modellsubstrat-

Aufnahme durch Transporter-spezi�sche Inhibitoren überprüft. Auf diese Weise soll-

te untersucht werden, ob durch die Anwesenheit der Testsubstanzen die Aufnahme

des spezi�schen Modellsubstrats beeinträchtigt wird. Substanzen, die eine starke Be-

einträchtigung der [3H]-Substrat-Aufnahme bewirkten, wurden weiterführend auf ihre

Inhibitionskinetik untersucht und die A�nität des jeweiligen Transportproteins gegen-

über dieser Substanz bestimmt. Als Auswahlkriterium wurde hierfür eine Inhibition der

Modellsubstrat-Aufnahme von 50 % festgelegt. Um auch geringe E�ekte der Pharma-

ka detektieren zu können, wurden die Substanzen in einer Konzentration von 100 µM

eingesetzt, was verglichen mit therapeutischen Dosierungen eine sehr hohe Konzentra-

tion ist. Tritt hier keine deutliche Beeinträchtigung der Modellsubstrat-Aufnahme ein,

kann davon ausgegangen werden, dass keine praxisrelevante Interaktion dieser Sub-

stanzen mit dem entsprechenden SLC-Transporter unter therapeutischen Bedingungen

statt�ndet.

4.1 Die PEPT-Transporter

Die PEPT-Transporter der SLC-Familie 15 sind bekannte Aufnahmesysteme für ver-

schiedene β-Lactam-Antibiotika [9][25] oder Virostatika und deren Pro-Drugs [36]. Von

der Aufnahme verschiedener ACE-Inhibitoren wurde ebenfalls berichtet [118], dies ist

jedoch umstritten [49]. Der Transport von Pharmaka, die in der Tumortherapie einge-

setzt werden, wie 5-Aminolävulinsäure, wurde ebenfalls gezeigt [21] und über eine Auf-

nahme von Bestatin (Ubenimex) über PEPT2 aus Ratten und dessen Aufnahme über

Peptidtransporter in Vesikeln des Darms von Kaninchen wurde berichtet [18][45][84].

Systematische Untersuchungen zum Interaktionsverhalten gegenüber unterschiedlichen

Zytostatika sind jedoch bisher nicht durchgeführt worden.

In der hier durchgeführten Analyse wurde das Modellsubstrat [3H]Gly-Sar für bei-

de PEPT-Transporter verwendet und als inhibitorische Kontrollsubstanzen Losartan
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(PEPT1) und das Dipeptid Tyr-Phe (PEPT2) eingesetzt, um sicherzustellen, dass die

Transporter-vermittelte Aufnahme auch durch die stabil exprimierten SLC-Proteine

vermittelt wurde und nicht durch andere, endogene Transportsysteme der zur Ex-

pression verwendeten HEK293-Zellen. Von den in dieser Arbeit getesteten Zytostatika

und Adjuvantien wurde die [3H]Gly-Sar-Aufnahme durch PEPT1 nur durch das Al-

kylans Chlorambucil, den Mitose-Inhibitor Paclitaxel und das Interkalans Mitoxantron

signi�kant inhibiert. In Anbetracht der hohen Konzentration der Testsubstanzen in

der Analyse sind die inhibitorischen E�ekten von 18,3 ± 3,0 %, 12,0 ± 2,4 % bzw.

17,9 ± 4,5 % jedoch als gering einzustufen. Es ist unwahrscheinlich, dass diese Sub-

stanzen in den niedrigen Dosierungen, in denen sie für die Chemotherapie eingesetzt

werden, einen detektierbaren E�ekt in vivo bewirken können.

Deutlich zahlreicher sind die signi�kanten stimulierenden E�ekte, die in An-

wesenheit von sechs Substanzen detektiert werden konnten. Darunter sind die An-

timetabolite Cladribin (112,3 ± 2,1 %), Fluoroadenin (110,6 ± 2,1 %), Fludarabin

107,9 ± 1,6 %) und Gemcitabin (105,8 ± 1,5 %), sowie die Topoisomerase-Inhibitoren

Pednison (109,2 ± 2,3 %) und Etoposid (106,4 ± 1,6 %). Die Ursache für diese

cis-Stimulation ist nicht bekannt. Da für kein Zytostatikum ein inhibitorischer Ef-

fekt von mindestens 50 % festgestellt werden konnte, war eine nähere A�nitätsana-

lyse des Peptidtransporters nicht angezeigt. PEPT2 zeigt hingegen deutlich zahlrei-

chere, wenngleich nur wenige starke, signi�kante Interaktionen, welche zur Inhibition

der Modellsubstrat-Aufnahme durch den SLC-Transporter führen. Die gröÿten E�ek-

te konnten in Anwesenheit des Mitose-Inhibitors Paclitaxel und des Topoisomerase-

Inhibitors Etoposid festgestellt werden, welche die Aufnahme von [3H]Gly-Sar um

63,8 ± 1,6 % bzw. um 45,0 ± 3,1 % reduzierten. Auch die Alkylantien Bendamustin und

Chlorambucil konnten die Modellsubstrat-Aufnahme signi�kant inhibieren, erreichten

mit 28,0 ± 0,9 % bzw. 23,6 ± 1,8 % jedoch nicht den Grenzwert von 50 % und kamen

nicht für weitere Analysen in Frage. Keine der übrigen Testsubstanzen zeigte einen

inhibitorischen E�ekt von mehr als 16,2 ± 1,2 %.

Zum Interaktionsverhalten von PEPT-Transportern, gibt es mehrere Studien.

Demnach sollten Substrate von Peptidtransportern eine freie Aminogruppe in einem

Abstand von 500 � 635 nm zu einer Carboxylgruppe enthalten. Idealerweise liegt in

diesem Abstand eine Carbonylverbindung und eine Seitenkette mit stark hydrophoben

Eigenschaften. Schaut man von der Aminogruppe aus über das Carbonrückgrad des

Moleküls, sollte die Carbonylgruppe senkrecht nach unten zeigen und in Relation dazu

die Aminogruppe um 60°C im Uhrzeigersinn und die Carboxylgruppe 60°C gegen den

Uhrzeigersinn versetzt sein [2][6].

Betrachtet man die Struktur der Substanzen, die eine Interaktion mit den geteste-

ten Peptidtransportern zeigen (siehe Tabelle 17), so �nden sich sowohl in Chlorambucil

wie auch in Bendamustin freie Carboxylgruppen an viergliedrigen Kohlenwassersto�-
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ketten, die mit einer Ringstruktur verbunden sind. Freie Aminogruppen mit positiver

Ladung oder Peptidbindungen be�nden sind jedoch in keinem der beiden Moleküle.

Das in der Struktur von Chlorambucil enthaltene Sticksto�atom ist von der Kohlen-

sto�kette aus, die die Carboxylgruppe trägt, in para-Position am zentralen Benzolring

gebunden und trägt zwei Ethylchlorid-Seitenketten. Durch die Ringstruktur ist zwar

der Abstand zwischen Sticksto�atom und Carboxylgruppe vergröÿert, dieser kann je-

doch durch die Beweglichkeit der Kohlenwasserto�kette überbrückt werden. Dies ändert

jedoch nichts daran, dass der Sticksto� innerhalb des Moleküls tertiär gebunden ist und

so durch die Substituenten sterisch schwer zugänglich ist. Da Bendamustin als zentra-

les Element einen Benzimidazolring besitzt, an den die gleiche Butansäure-Seitenkette

gebunden ist wie in Chlorambucil, be�nden sich hier gleich zwei Sticksto�atome in

optimaler Entfernung zur Säurefunktion. Es �nden sich jedoch keine weiteren funktio-

nellen Gruppen, die die Ausbildung einer Wassersto�brücke (H-Brücke) ermöglichen

würden. Wie auch bei Chlorambucil fehlt in der Struktur von Bendamustin eine hy-

drophobe Seitenkette, die die Interaktion mit der Substratbindestelle der beiden Pep-

tidtransporter deutlich verbessert. Das symmetrisch aufgebaute Mitoxantron besitzt

zwei freie Hydroxygruppen, die über den zentralen Anthracenring in passendem Ab-

stand zu sekundären Sticksto�atomen positioniert sind und durch die Carbonylgruppe

am mittleren der drei Ringe eine Möglichkeit zur Ausbildung von H-Brücken besitzen.

Das anelierte Ringsystem verhindert jedoch jegliche Rotation, wodurch eine Positio-

nierung der Substituenten nach dem Modell von Bailey et al. unmöglich wird [2]. Be-

trachtet man das Molekül von den Seitenketten aus, die endständige Hydroxygruppen

tragen, so sind auch hier die Sticksto�atome in passendem Abstand, es fehlt jedoch

eine Carbonylgruppe und ein beweglicher hydrophober Rest, der eine Positionierung

in der Transport-Pore der Peptidtransporter begünstigen würde. Dem Mitose-Inhibitor

Paclitaxel fehlt zwar ebenfalls eine freie Aminogruppe es besitzt jedoch eine Peptidbin-

dung in seiner Molekülstruktur und mehrere Hydroxylgruppen. Durch eine groÿe Zahl

von Carbonyl- und Esterverbindungen im Molekül bieten sich viele Möglichkeiten für

die Ausbildung von H-Brücken. All dies scheint eine starke Interaktion mit PEPT2 und

eine schwächere Interaktion mit PEPT1 zu begünstigen. Ein Transport ist aufgrund

der Gesamtgröÿe des Moleküls und der komplexen Ringstruktur in dessen Zentrum aus

einem Cyclooctanon mit zwei anelierten Sechsringen jedoch eher unwahrscheinlich. Im

Falle von Etoposid lassen sich keine eindeutigen Merkmale erkennen, die die Interak-

tion mit PEPT2 erklären könnten. Es gibt keine Peptidbindung, Sticksto�atome oder

andere funktionelle Gruppen mit positiver Ladung. Auÿerdem ist Etoposid ein sehr

groÿes Molekül mit einem vierzyklischen anelierten Ringsystem im Zentrum, wodurch

es relativ starr ist. Für die Zytostatika, die eine Interaktion mit PEPT2 zeigten, wur-

den in dieser Arbeit keine weiterführenden Analysen durchgeführt. Da jedoch deutliche

Interaktionen mit den Substanzen Paclitaxel und Etoposid festgestellt werden konnten,
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sollte die weitere Charakterisierung dieser Interaktion mit Hinblick auf eine mögliche

Aufnahme der Zytostatika durch PEPT2 weiter untersucht werden.

Durch die Expression der PEPT-Transporter im Tubulussystem der Nieren spie-

len diese eine wichtige Rolle bei der Rückresorption von Peptiden und Peptidomimetica,

die mit dem Primärharn �ltriert wurden. Die Aktivität der SLC15-Proteine ist somit

verantwortlich für die Peptidhomeostase im Körper und beein�usst folglich auch die

Wirkspiegel von Pharmaka, die als Substrat dieser Transporter erkannt werden. So

konnte eine stark erhöhte Ausscheidung von Cefadroxil im Urin von PEPT-2 knockout

Mäusen gezeigt werden [92]. Derartige Verluste von Wirksto�en über den Urin ver-

ringern die Halbwertszeit von Medikamenten im Organismus und führen so deutlich

schneller zum Abfall der Wirkspiegel im Plasma. Aufgrund ihrer Expression im Ver-

dauungstrakt sind PEPT-Transporter auch Zielproteine für die Aufnahme von Sub-

stanzen, die oral zugeführt werden [19]. Die Verabreichung in Form von Tabletten oder

Kapseln haben den Vorteil, dass Patienten diese selbstständig, ohne die Notwendig-

keit eines Krankenhausaufenthalts, einnehmen können, was eine Therapie vereinfacht.

Bei der Resorption über den Darm ist jedoch der First-pass-E�ekt zu beachten, da

der Weg der aufgenommenen Substanzen zunächst über die Pfortader zur Leber führt.

Die Modi�kation von Pharmaka zu Pro-Drugs könnte hier, neben der Bewältigung des

Lebersto�wechsels, auch eine Möglichkeit zur Verbesserung der Interaktionsfähigkeit

der Substanzen mit SLC-Transportern der Familie 15 erö�nen, wie am Beispiel von

Valganciclovir deutlich wird [99].

4.2 Der L-Carnitin-Transporter OCTN2

Das Transportprotein OCTN2 (SLC22A5) ist ein bekanntes Aufnahmesystem für L-

Carnitin und spielt somit eine wichtige Rolle im Energiesto�wechsel [101]. Neben endo-

genen Substanzen ist auch die Aufnahme verschiedener Pharmaka durch dieses Trans-

portprotein bekannt. Darunter fallen neben Verapamil, Spironolacton, und Meldonium

auch einige β-Lactam-Antibiotika [26]. Dabei scheint es jedoch keine Überschneidungen

mit den von PEPT-Transportern als Substrat akzeptierten β-Lactam-Antibiotika zu ge-

ben. So interagieren diejenigen Substanzen dieser Wirksto�klasse mit OCTN2, deren

Molekülstruktur keine freie Aminogruppe besitzen [101]. Im Gegensatz zu den Trans-

portern der SLC15-Familie oder der SLC47-Familie, sind für OCTN2 keine vergleich-

baren Strukturanalysen von Transporter-spezi�schen Substraten durchgeführt worden,

weshalb für den SLC22A5 bisher kein Modell eines Pharmakophors existiert.

Bezüglich antineoplastischer Agentien aus dem Bereich der Tumortherapie ist

neben Interaktionen mit Vinblastin, Vincristin und Paclitaxel auch der Transport von

Etoposid gezeigt worden [43]. In der Arbeit von Hu et al. wurden 27 Pharmaka auf ihr

Interaktionsverhalten mit OCTN2 untersucht, von denen zehn Substanzen auch in der
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vorliegenden Arbeit verwendet wurden. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen von

Hu et al. wurden auch in dieser Arbeit die deutlichsten Inhibitionen der [3H]Carnitin-

Aufnahme von OCTN2 in Anwesenheit von je 100 µM Palcitaxel, Etoposid, Vincristin

und Vinblastin beobachtet. Hierbei war die Aufnahme des markierten Modellsubstrates

um 67,4± 0,5 %, 61,9± 0,7 %, 53,7± 0,3 % bzw. 48,0± 2,1 % verringert. Die restlichen

übereinstimmend getesteten Pharmaka erreichten vergleichbare Inhibitionswerte, wie

sie von Hu et al. verö�entlicht wurden. Die bisher noch nicht auf ihr Interaktionsver-

halten mit OCTN2 untersuchten Substanzen Trofosfamid (36,1 ± 0,9 %), Bendamustin

(29,8 ± 1,2 %), Melphalan (22,8 ± 1,1 %), Methotrexat (21,2 ± 2,2 %), Fluoroadenin

(31,2 ± 3,8 %) und Irinotekan (31,1 ± 1,2 %) zeigten in der vorliegenden Arbeit eine

signi�kante Inhibition von über 20 %.

Für die Zytostatika Paclitaxel, Vinblastin, Vincristin und Etoposid wurde zur Un-

tersuchung der A�nität des Transporters zur jeweiligen Substanz der Ki-Wert mit Hilfe

des Dixon-Plots bestimmt. Hierbei wird die Aufnahme einer festen Konzentration von

markiertem Referenzsubstrat unter steigenden Inhibitorkonzentrationen in Anwesen-

heit zweier verschiedener Gesamtkonzentrationen nicht-markierten Modellsubstrates

gemessen. Die Werte werden in einem Diagramm dargestellt, in dem die reziproke Auf-

nahmegeschwindigkeit ( 1
v
) gegen die Inhibitorkonzentration (i) aufgetragen wird. Der

erhaltene Wert gibt diejenige Konzentration des Inhibitors an, bei der die maximale

Transportgeschwindigkeit des Modellsubstrats durch den Transporter auf 50 % redu-

ziert ist. Der Inhibitions-Typ kann durch den Dixon-Plot allein jedoch nicht eindeutig

bestimmt werden. Wie in der Tabelle 13 dargestellt liegt der Schnittpunkt der in den

negativen Bereich extrapolierten Geraden im Dixon-Plot sowohl im Falle einer kom-

petitiven als auch bei einer gemischten Inhibition oberhalb der X-Achse. Um dennoch

zwischen diesen beiden Hemmformen unterscheiden zu können, wurde zusätzlich der

Cornish-Bowden-Plot für die näher untersuchten Substanzen angefertigt, wobei hierfür

ebenfalls die Daten verwendet wurden, die auch zur Erstellung des Dixon-Plots her-

angezogen wurden. In diesem Graphen wird der Quotient aus Substratkonzentration

und Aufnahmegeschwindigkeit des Modellsubstrats ( s
v
) gegen die Inhibitorkonzentra-

tion (i) aufgetragen. So entsteht im Falle einer gemischten Inhibition ein Schnittpunkt

unterhalb der X-Achse, während eine kompetitive Hemmung in parallelen Geraden

resultiert.

So ergaben sich für beide getesteten Vincaalkaloide Vinblastin und Vincristin

beinahe identische Ki-Werte von 52,3 ± 5,2 µM bzw. 52,5 ± 5,9 µM in Kombination

mit einem Schnittpunkt im Dixon-Plot der oberhalb der X-Achse lag und parallelen

Geraden im Cornish-Bowden-Plot (Abb. 20 und 21). Diese Ergebnisse deuten auf ei-

ne kompetitive Inhibition hin, bei der das Modellsubstrat mit den Testsubstanzen um

die gleiche Bindestelle am Transportprotein konkurriert. Diese Inhibition scheint je-

doch zumindest im Falle von Vinblastin nicht aus der Eigenschaft als konkurrierendem
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Tabelle 13: Vergleich zwischen Dixon-Plot (links) und Cornish-Bowden-Plot (rechts) bei un-
terschiedlichen Inhibitionstypen [15]

kompetitive Inhibition

unkompetitive Inhibition

gemischte Inhibition

nicht-kompetitive Inhibition
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Substrat zu resultieren, da Hu et al. keine Aufnahme von [3H]Vinblastin durch den in

HEK293-Zellen exprimierten OCTN2 feststellen konnten. Für Paclitaxel konnte eine

hohe A�nität von OCTN2 mit einem Ki-Wert von 4,6 ± 0,3 µM mit einem unbekann-

ten Hemmtyp ermittelt werden. Hier lag der Schnittpunkt der Geraden im Dixon-Plot

unterhalb und der Schnittpunkt im Cornish-Bowden-Plot oberhalb der X-Achse (Abb.

18). Auch diese Substanz ist laut Hu et al. kein Substrat von OCTN2 [43].

Die Arbeitsgruppe postulierte allerdings eine kompetitive Inhibition durch Eto-

posid und zeigte dessen Aufnahme in Zellen, die das Transportprotein OCTN2 stabil

exprimierten. Der Topoisomerase-Inhibitor führte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls

zu einer starken Inhibition mit einem Ki-Wert von 51,0 ± 5,3 µM und auch der be-

rechnete IC50-Wert wich mit 57,3 ± 1,1 µM nur geringfügig von dem von Hu et al.

berechneten Wert von 55,0 µM ab. Ein eindeutiger Hemmtyp konnte jedoch nicht be-

stimmt werden, da wie bei Paclitaxel der Schnittpunkt im Dixon-Plot unterhalb und

im Cornish-Bowden-Plot oberhalb der X-Achse lag (Abb. 19). Betrachtet man jedoch

die Graphen der Ki-Wert-Bestimmung in Abb. 19 näher fällt auf, dass die Messpunkte

in Anwesenheit der drei niedrigsten Etoposid-Konzentrationen allein eine deutlich stär-

kere Steigung ergeben als die Gerade der linearen Regression über die Gesamtwerte.

Sowohl für die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen als auch in der Publikation

von Hu et al. wurde Etoposid als Injektionslösung für die Untersuchung eingesetzt. Es

kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Komponenten in der Lö-

sung mit dem untersuchten Transporter interagieren und so die Analyse beein�ussen,

wodurch kein klarer Hemmtyp bestimmt werden kann. Es könnte jedoch noch ande-

re Ursachen für das nicht eindeutige Ergebnis aus Dixon- und Cornish-Bowden-Plot

geben. Berechnungsmodelle der Bindung von L-Carnitin und Etoposid an OCTN2 zei-

gen einen sehr kleinen Überlappungsbereich der Bindungsstellen, was konform mit der

vorhergesagten kompetitiven Inhibition durch Hu et al. ist [43]. L-Carnitin ist jedoch

verglichen mit Etoposid ein deutlich kleineres Molekül. Eine mögliche Ursache dafür,

dass in dieser Arbeit kein eindeutiger Inhibitionstyp festgestellt werden konnte, könnte

sein, dass trotz der Anlagerung von L-Carnitin an der entsprechenden Bindungsstel-

le noch ausreichend Interaktions�äche für die Bindung von Etoposid in der Pore des

Transportproteins zugänglich bleibt, wodurch eine Bindung beider Substanzen mög-

lich wäre, der Translokationsvorgang jedoch verhindert würde. So gäbe es sowohl eine

kompetitive Komponente, wenn Etoposid als erste Substanz an das Transportprotein

bindet, als auch eine Art unkompetitive Inhibition, wenn Etoposid an den L-Carnitin-

OCTN2-Komplex bindet.

Die behördliche Lebensmittelüberwachungs- und Arzneimittelzulassungsbehörde

der Vereinigten Staaten (Food and Drug Administration = FDA) hat einen Leitfa-

den zur Entwicklung von Medikamenten verö�entlicht, in dem ein Entscheidungsbaum

zur Durchführung weiterführender Interaktionsstudien für SLC-Transporter erarbeitet
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Ist die untersuchte Substanz ein Inhibitor von OCT2, OAT1 oder OAT3? 

Kriterium: Aufnahme von Modellsubstrat (z.B. MPP+ für OCT2; PAH für 

OAT1; ES für OAT3) nimmt mit zunehmender Konzentration der 

untersuchten Substanz ab. 

Ja Nein 

Bestimmung 

des IC50-Werts 

freie Cmax/IC50 der 

untersuchten 

Substanz ≥ 0,1 

freie Cmax/IC50 der 

untersuchten 

Substanz ≤ 0,1 

Durchführung einer 

in vivo DDI-Studie 

mit sensitivem 

Substrat empfohlen 

Durchführung einer 

in vivo DDI-Studie 

nicht notwendig 

schwacher oder kein 

Inhibitor von OCT2, 

OAT1 oder OAT3 

Abb. 39: Enscheidungsbaum zur Durchführung von in vivo Studien zum Auftreten von DDI
[27]

wurde, die an der renalen Eliminierung pharmakologischer Substanzen beteiligt sind

(Abb. 39). In diesem wird empfohlen, eine in vivo Studie auf mögliche Drug-Drug-

Interaktionen (DDI) durchzuführen, wenn der Quotient aus der maximalen ungebun-

denen Konzentration des Medikaments im Patientenplasma und des IC50-Wertes gröÿer

oder gleich 0,1 ist (Cmax,unbound

IC50
≥ 0,1). Diese Empfehlung wurde bisher zwar nur für die

Transportproteine OCT2, OAT1 und OAT3 gegeben, es wird jedoch diskutiert, diese

Empfehlung auch auf die MATE-Transporter der Familie 47 auszuweiten [27]. Nimmt

man diese Berechnung als Orientierungswert für den OCTN2, so ist eine Beeinträchti-

gung von Substanzen, die Substrate von OCTN2 sind, bei gleichzeitiger Verabreichung

von Etoposid möglich (Tab.14). Im Fall des L-Carnitin-Transporters würde eine Inhibi-

tion bedeuten, dass die Aufnahme von L-Carnitin bei Verabreichung hoher Dosen von

inhibitorischen Substanzen durch die Konkurrenzsituation am Transportprotein ver-

mindert würde, was den Energiesto�wechsel der betro�enen Zellen negativ beein�us-

sen würde. Die verringerte Aufnahme in die Zellen führt zu einem kurzzeitigen Anstieg

des L-Carnitin-Spiegels im Plasma und bewirkt eine verstärkte Filtration der Substanz

in den Nieren. Wird die inhibitorische Substanz ebenfalls in den Primärharn �ltriert,

so wird auch im Tubulussystem am OCTN2 eine verminderte Rückresorption von L-

Carnitin verursacht, wodurch im Therapieverlauf die Konzentration der Substanz im

Patientenplasma weiter absinken würde. Dies wird durch die Beobachtung bestätigt,
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Tabelle 14: Zusammenfassung der für OCTN2 bestimmten IC50-Werte und der pharmakolo-
gischen Daten ausgewählter inhibitorischer Substanzen. Pharmakologische Daten entnommen
aus Goodman & Gillman's [10]

Zytostatikum IC50-Wert

[µM]

Anteil

freier

Substanz

max. Plas-

makon-

zentration

[µM]

Cmax,unbound

IC50
Möglichkeit

einer DDI

Paclitaxel 3,9 ± 0,3 0,12 0,85 0,03 nein

Vinblastin 50,5 ± 4,5 0,14 5,75 0,02 nein

Etoposid 57,3 ± 1,1 0,12 45,8 0,1 ja

Vincristin 68,3 ± 4,4 0,40 0,56 0,003 nein

dass Patienten unter Therapie mit Etoposid eine erhöhte Ausscheidung von L-Carnitin

mit dem Urin aufweisen [43]. Eine auf diese Weise entstehende, sekundäre Carnitin-

de�zienz bei längerer medikamentöser Therapie konnte bereits bei der Verabreichung

anderer Pharmaka beobachtet werden, die eine Interaktion mit OCTN2 zeigten, wie

z.B. bei der Behandlung von Epilepsie mit Valproinsäure [104].

4.3 Der nierenspezi�sche Transporter MATE2-K

Das Transportprotein MATE2-K der SLC-Familie 47 ist im Gegensatz zu den anderen

in dieser Arbeit untersuchten Membrantransporter nur sehr selektiv im Körper expri-

miert. Der H+/Kationen-Austauscher kommt ausschlieÿlich in der apikalen Zellmem-

bran des proximalen Tubulus der Nieren vor. Dennoch ist dieses Transportprotein von

groÿer Bedeutung für die Pharmakologie, da es, seinem Namen entsprechend, für die

Abgabe von Toxinen und somit auch von Pharmaka über die Nieren verantwortlich ist.

Im Zusammenspiel mit basal exprimierten SLC-Transportern realisiert MATE2-K den

vektoriellen Transport von Substanzen die über OCT2 oder OCT3 in Tubuluszellen auf-

genommen und gegen Protonen aus dem Primärharn ausgetauscht werden [76]. Phar-

maka, die über diesen Weg ausgeschieden werden, sind bspw. Cimetidin oder Metformin

[63]. Bezüglich antineoplastischer Agentien wurde eine Interaktion von MATE2-K mit

Mitoxantron und Irinotekan gezeigt, wobei die Eigenschaft als transloziertes Substrat

bisher nicht geklärt sind [109]. Bei der Interaktionsanalyse von MATE2-K traten in

dieser Arbeit deutlich häu�ger starke Interaktionse�ekte mit Substanzen des Test-Sets

auf als bei den übrigen getesteten SLC-Tansportern. So zeigten sechs Zytostatika einen

inhibitorischen E�ekt von mindestens 50 % gegenüber der nicht-inhibierten [3H]MPP+-

Aufnahme. Diese waren Mitoxantron, Irinotekan, Vinblastin, Doxorubicin, Paclitaxel

und Etoposid mit einer Reduktion der Modellsubstrat-Aufnahme um 87,5 ± 1,2 %,
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85,6 ± 0,7 %, 58,5 ± 4,2 %, 55,1 ± 3,8 %, 51,9 ± 1,9 % bzw. 46,5 ± 2,3 %. Etoposid

erreicht zwar keine Inhibition von 50 %, die therapeutische Dosierung, in der diese Sub-

stanz eingesetzt wird, ist jedoch verglichen mit den übrigen Zytostatika relativ hoch,

weshalb für den Topoisomerase-Inhibitor gemeinsam mit den anderen fünf Substanzen

eine A�nitätsanalyse durchgeführt wurde. Dabei zeigte MATE2-K die stärkste A�-

nität zum Mitose-Inhibitor Mitoxantron, welche in einem Ki-Wert von 1,3 ± 0,4 µM

resultierte (Abb. 22). Da der Schnittpunkt der Geraden im Dixon-Plot jedoch oberhalb

und im Cornish-Bowden-Plot unterhalb der X-Achse auftrat, ist es wahrscheinlich, dass

diese A�nität nicht aus einer kompetitiven, sondern aus einer gemischten Inhibition des

Transportproteins resultiert. Der aus den gleichen Werten berechnete IC50-Wert von

1,7 ± 0,2 µM liegt in etwa bei der doppelten Konzentration des Wertes von 0,83 µM,

der durch Wittwer et al. ermittelt wurde [109].

Abweichungen lieÿen sich auch gegenüber der Analyse für den Topoisomerase-

Inhibitor Irinotekan der gleichen Arbeitsgruppe feststellen. Dieser zeigte in den hier

durchgeführten Analysen mit einem Ki-Wert von 7,4 ± 1,3 µM eine hohe A�nität

von MATE2-K gegenüber diesem Zytostatikum, jedoch geht diese ausgehend von den

graphischen Darstellungen auf eine gemischte Inhibition zurück (Abb. 23). Der ermit-

telte IC50-Wert weicht hier mit 7,2 ± 0,3 µM um mehr als das 10-fache von dem

durch Wittwer et al. berechneten Wert von 78,6 µM ab. Dieser Unterschied resultiert

wahrscheinlich aus der Verwendung von unterschiedlichen Modellsubstraten. Während

in dieser Arbeit das tritiierte Kation MPP+ verwendet wurde, nutzten Wittwer et

al. den Fluoreszenzfarbsto� ASP+. Die Werte des Mitose-Inhibitors Paclitaxel führen

zu einem Schnittpunkt im Dixon-Plot oberhalb der X-Achse und zu zwei parallelen

Geraden in der Auftragung nach Cornish-Bowden(Abb. 24). Es ist somit davon aus-

zugehen, dass die A�nität von MATE2-K gegenüber der Substanz mit einem Ki-Wert

von 28,6 ± 5,3 µM auf eine kompetitive Inhibition am Membrantransportprotein zu-

rückgeht.

Dieses Muster einer kompetitiven Inhibition �ndet sich auch in den graphischen

Auftragungen der A�nitätsanalyse von Doxorubicin (Abb. 25). Für diese Substanz

wurde ein Ki-Wert von 52,3 ± 5,1 µM berechnet. Die geringste A�nität von MATE2-K

fand sich mit Ki-Werten von 91,0 ± 8,1 µM bzw. 107,1 ± 4,4 µM gegenüber den Sub-

stanzen Vinblastin und Etoposid. Während Vinblastin in der graphischen Auswertung

der A�nitätsmessung jedoch Charakteristiken einer gemischten Inhibition ausweist

(Abb. 26), zeigt sich Etoposid als kompetitiver Inhibitor, bei dem sich in der Auftra-

gung der Werte nach Cornish-Bowden parallele Geraden ergeben (Abb. 27). Berechnet

man für die hier näher untersuchten sechs Substanzen den Wert für den Quotienten
Cmax,unbound

IC50
, so zeigen sich nur für die Substanzen Mitoxantron und Irinotekan Werte,

die auf eine mögliche DDI der Pharmaka mit Substraten des SLC47A2 hindeuten (Tab.

15).
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Tabelle 15: Zusammenfassung der für MATE2-K bestimmten IC50-Werte und der pharmakolo-
gischen Daten ausgewählter inhibitorischer Substanzen. Pharmakologische Daten entnommen
aus Goodman & Gillman's [10]

Zytostatikum IC50-Wert

[µM]

Anteil

freier

Substanz

max. Plas-

makon-

zentration

[µM]

Cmax,unbound

IC50
Möglichkeit

einer DDI

Mitoxantron 1,7 ± 0,2 0,24 15,56 2,2 ja

Irinotekan 7,2 ± 0,3 0,51 2,89 0,2 ja

Paclitaxel 29,7 ± 10,2 0,12 0,85 0,003 nein

Doxorubicin 61,6 ± 6,8 0,24 1,75 0,007 nein

Vinblastin 104,6 ± 1,7 0,14 5,75 0,008 nein

Etoposid 131,7 ± 21,7 0,12 45,8 0,04 nein

Das Bild vomMATE2-K als Exkretionsprotein, welches den Organismus durch die

Abgabe von unterschiedlichsten Substanzen vor deren potentieller toxischer Wirkung

schützt, zeichnet sich auch für die in dieser Arbeit durchgeführte Interaktionsanaly-

se ab. Verschiedene Studien zur Interaktionen von zumeist MATE1 zeigen ein brei-

tes Spektrum von interagierenden Substanzen mit den Proteinen der SCL47-Familie

[1][103][109]. Deutlich wurde dabei in allen Untersuchungen, dass es keinen isolierten

Parameter gibt, von dem allein auf das Interaktionsverhalten von MATE-Proteinen ge-

genüber einer Testsubstanz geschlossen werden kann. Die A�nität wird vielmehr von

einer Kombination verschiedener Attribute der Substanz bestimmt. Dabei zeigte sich,

dass die Modellierung eines Pharmakophors anhand eines einzelnen Modellsubstrates

für die zu dessen Erstellung herangezogenen Inhibitionsanalysen weniger geeignet ist

[1]. Wird statt dessen ein Pharmakophor aus Daten erstellt, welche durch Interaktions-

analysen unter Nutzung unterschiedlicher Modellsubstrate ermittelt wurden, lassen sich

zutre�endere Vorhersagen über mit MATE-Proteinen interagierende Substrate machen

[62]. Physikochemische Parameter, die das Interaktionsverhalten gegenüber SLC47-

Proteinen beein�ussen, sind hydrophobe Bereiche im Molekül, Möglichkeiten zur Aus-

bildung von H-Brücken und positiv ionisierbare Gruppen. Darüber hinaus wirken sich

Sticksto�-haltige Heterozyklen im Molekül positiv auf die Bindungseigenschaften zu

MATE1 aus, während Hydroxyl- oder Carboxyl-Gruppen und chlorierte Substituenten

eher von Nachteil waren. Betrachtet man die in dieser Arbeit stark interagierenden

Substanzen, so besitzt die Molekülstruktur von Mitoxantron, das Zytostatikum, dem

gegenüber MATE2-K die höchste A�nität aufweist, zwar positiv ionisierbare Gruppen

und Möglichkeiten zur Ausbildung von H-Brücken, es liegen jedoch mehrere Hydroxyl-
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Gruppen im Molekül vor, welches in seiner Struktur keinen Heterozyklus besitzt. Diese

Parameter ergeben zusammen mit den Ergebnissen der Ki-Wert Bestimmung ein kon-

sistentes Bild, nach dem Mitoxantron zwar einen potenter Inhibitor von MATE2-K

darstellt, dessen Wirkung jedoch scheinbar nicht aus einer kompetitiven, sondern aus

einer gemischten Inhibition resultiert, bei der die Substanzen nicht um die gleiche Bin-

dungsstelle am Transportprotein konkurrieren.

Irinotekan besitzt mehrere Sticksto�-haltige Heterozyklen mit positiv ionisierba-

ren Gruppen und Möglichkeiten zur Ausbildung von H-Brücken. Hydrophobe Areale

sind eher begrenzt vorhanden. Trotzdem zeigt dieses vermeintlich geeignete Molekül

keine Charakteristik eines kompetitiven Inhibitors in der hier durchgeführten Analy-

se. Für Paclitaxel hingegen zeigt sich eine kompetitive Inhibition in der graphischen

Darstellung der ermittelten Daten. Das Molekül erscheint jedoch ein eher weniger gut

geeigneter Interaktionspartner zu sein, da mehrere Hydroxyl-Gruppen in einem Mole-

kül ohne Heterozyklus und nur einer positiv ionisierbaren Gruppe vorliegt. Allerdings

gibt es Möglichkeiten zur H-Brücken-Bildung und es sind durch die drei endständigen

Benzolringe zugängliche, hydrophobe Bereiche vorhanden.

Hydrophobe Bereiche sind im Molekül von Doxorubicin kaum vorhanden, da-

für gibt es mehrere Hydroxyl-Gruppen. Die Struktur enthält nur einen Heterozyklus,

welcher allerdings von einem Oxan-Ring gebildet wird, bietet jedoch Optionen für

H-Brücken und enthält eine freie Aminogruppe. Trotz dieser weniger optimalen Ei-

genschaften stellt sich Doxorubicin in dieser Arbeit als kompetitiver Inhibitor dar.

MATE2-K zeigte jedoch keine besonders hohe A�nität zu diesem Interkalans.

Das sehr groÿe Molekül des Vinkaalcaloids Vinblastin enthält mehrere Sticksto�-

haltige Heterozyklen, Möglichkeiten zur Ausbildung von H-Brücken und positiv ioni-

sierbare Gruppen, MATE2-K weist jedoch eine vergleichsweise schwache A�nität zu

dem Mitose-Inhibitor auf, der sich als Inhibitor mit gemischter Inhibitionskinetik dar-

stellt. Eine kompetitive Inhibition konnte für Etoposid beobachtet werden, obwohl die

Molekülstruktur diese Substanz nicht als Interaktionspartner von MATE2-K prädesti-

niert. Das groÿe Molekül enthält nur Sauersto�-haltige Heterozyklen, kaum hydrophobe

Bereiche und mehrere Hydroxyl-Gruppen. Positiv ionisierbare Gruppen sind nicht in

der Struktur vorhanden. Die gemessene A�nität von MATE2-K zu Etoposid war je-

doch auch die geringste innerhalb der sechs untersuchten Zytostatika. Wittwer et al.

bringen noch weitere physiko-chemischen Parameter an, die ausschlaggebend für die

Eigenschaft als Substrat von MATE2-K sind [109]. Hier wurden das Molekulargewicht,

positive Ladung und die Lipohilie von Substanzen genannt. Betrachtet man das getes-

tete Spektrum an Pharmaka anhand dieser Gesichtspunkte, sind die interagierenden

Zytostatika auch die mit dem gröÿten Molekulargewicht (>400), wobei Methotrexat

die einzige Substanz mit einem Molekulargewicht von über 400 ist, welches keiner-

lei Interaktion zeigt und Vincristin den Grenzwert von 50 % nicht erreicht (Abb. 40).
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Abb. 40: Auftragung der inhibitorischen E�ekte der getesteten Substanzen auf die MATE2-K-
vermittelte [3H]MPP+-Aufnahme gegen ihre Molekularmasse. ◦ = interagierende Substanzen,
• = nicht-interagierende Substanzen

Bezüglich der Ladung der interagierenden Zytostatika werden, mit Ausnahme von Eto-

posid, welches bei einem physiologischen pH von 7,4 zweifach negativ geladen ist, und

Paclitaxel, welches keine Ladung besitzt, positiv geladene Pharmaka bevorzugt (Abb.

41). Es ist jedoch bekannt, dass auch Anionen wie Estronsulfat oder Acyclovir von

MATE2-K als Substrat akzeptiert werden [103]. Die Verteilung der Pharmaka anhand

ihres LogP-Wertes, der ein Maÿ für die Lipophilie von Substanzen darstellt, zeigt kein

eindeutiges Bild (Abb. 42). Hier lässt sich keine stärkere Inhibition mit höherem LogP-

Wert feststellen. In dem Wertebereich von 0,5 � 4 liegen neben den auf ihr Interaktions-

verhalten getesteten Substanzen noch sechs weitere Zytostatika, die keine Interaktion

mit MATE2-K zeigen. Dies bestätigt noch einmal die Aussage, dass es keinen einzelnen

Parameter gibt, anhand dessen man eine Interaktion von Substanzen mit MATE2-K

abschätzen kann.

Inhibitoren von MATE2-K können die Ausscheidung von endogenen Substraten

dieses Transportproteins aus dem Körper behindern und so die Eliminierung dieser

Substanzen aus dem Blut beeinträchtigen. Werden verschiedene Medikamente verab-

reicht die Substrate oder interagierende Substanzen dieses Transporters sind, führt die

gegenseitige Beein�ussung der Ausscheidung über MATE2-K zu veränderten Wirk-

spiegeln [52]. Erhöhte Konzentrationen von Metformin können dabei beispielsweise zur

Entwicklung einer Lactatazidose führen [98][106]. Die Eigenschaft einer pharmakolo-

gischen Substanz als MATE2-K-Substrat ist jedoch nicht nur von Interesse wenn es

um die Kontrolle des Wirkspiegels eines Medikaments im Blut geht. So verursacht ein

antineoplastisches Agens, welches eben nicht über den MATE2-K in der Niere aus-

geschieden werden kann, groÿe Probleme bei der Therapie von Tumorerkrankungen.
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Abb. 41: Auftragung der inhibitorischen E�ekte der getesteten Substanzen auf die MATE2-
K-vermittelte [3H]MPP+-Aufnahme gegen ihre Molekülladung bei pH 7,4. ◦ = interagierende
Substanzen, • = nicht-interagierende Substanzen

Abb. 42: Auftragung der inhibitorischen E�ekte der getesteten Substanzen auf die MATE2-
K-vermittelte [3H]MPP+-Aufnahme gegen ihre LogP-Werte. ◦ = iteragierende Substanzen, •
= nicht-interagierende Substanzen
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Cisplatin wird über den basal exprimierten OAT2 in die Tubuluszelle aufgenommen

und reichert sich dort an, da es kein Substrat von MATE2-K ist und somit nicht e�zient

in den Primärharn abgegeben werden kann [115]. Da MATE2-K ein e�ektiver Proto-

nen/org. Kationen-Austauscher ist, deren Transportrichtung sich mit Änderung des

Konzentrationsgradienten für Protonen umkehren kann, stellt sich die Frage, ob dieser

SLC-Transporter an der Aufnahme oder der Abgabe von Pharmaka in Tumorgewebe

beteiligt sein könnte. Da Tumore, die nur unzureichend mit Sauersto� versorgt werden

können und einen niedrigeren intrazellulären pH-Wert aufweisen, könnte dies eine Auf-

nahme begünstigen. Existieren jedoch andere SLC-Transporter wie die MCTs, die Lac-

tat und Protonen e�zient aus den Tumorzellen entfernen, könnte die Umgebung dieser

Zellen ebenfalls reich an Protonen sein, wodurch ein E�ux von MATE2-K-Substraten

aus den Tumorzellen begünstigt würde. Studien zur Transportrichtung von MATE2-K

in Tumorgewebe sind bisher nicht publiziert worden. Für eine Abschätzung über die

Erfolgsaussichten einer medikamentösen Therapie ist es jedoch von groÿer Bedeutung

zu wissen, ob dieser Transporter, wenn er funktionell exprimiert ist, zu einer guten

Prognose oder einer Resistenz in der Behandlung mit MATE2-K-Substraten führen

kann.

4.4 SLC-Expressionsanalyse von Mamma- und Prostatakarzi-

nom-Zelllinien

Nach der Interaktionsanalyse verschiedener Transportproteine mit therapierelevan-

ten Zytostatika, soll im Folgenden eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene Auf-

schluss über in Tumorzellen exprimierte Transportproteine der SLC-Familie geben.

Für die quantitative realtime PCR wurden sechs Mammakarzinom-Zelllinien und drei

Prostatakarzinom-Zelllinien ausgewählt, die gut charakterisiert sind und häu�g Ver-

wendung als Tumorzellmodelle in wissenschaftlichen Studien �nden. Die Signale, die in

der durchgeführten Analyse nach wenigen Zyklen ein detektierbares Signal zeigten, be-

saÿen eine hohe Ausgangskonzentration der entsprechenden cDNA-Fragmente und wei-

sen auf eine hohe Expression der entsprechenden mRNA in den beprobten Zellen hin.

Die mittleren Expressionszyklen ± Standardfehler der untersuchten SLC-Transporter

in den getesteten Karzinom-Zelllinien sind in Tabelle 16 unter Abschnitt 6 aufgeführt.

Der HeatMap aus Abb. 28 kann die Expression der einzelnen SLC-Transporter in den

beiden Zellarten, sortiert nach absteigender Intensität, und ihre Expression innerhalb

der Referenzgewebe aus Nieren, Leber und Colon entnommen werden. Betrachtet man

dabei zunächst die Expression einzelner Transporter in den Referenzgeweben, so sind

auch nur in den Proben der cDNA des Nierengewebes deutliche Signale der Nieren-

spezi�schen SLC-Transporter OCT2, OAT3, OAT4, URAT1, OAT1 und MATE2-K

detektierbar. Für den Leber-spezi�schen OATP1B1 ist nur in der cDNA dieser Or-
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ganprobe eine starke Expression gemessen worden und die Transporter MATE1 und

OAT2, die nur in Nieren und Leber, nicht aber im Darm vorkommen, zeigen Signale

in den entsprechenden Referenzproben. Eine Keuzkontamination der Proben während

der Vorbereitung des Chip-Systems kann somit ausgeschlossen werden.

Die durchgeführte Expressionsanalyse von SLC-Transportern in Tumorzelllini-

en aus Mamma- und Prostatagewebe zeigte übereinstimmend in beiden Zellarten ei-

ne besonders starke Expression der Transportproteinen MCT1 und MCT8, THTR1,

OCTN2, ENT3 und ORCTL2. In Mammakarzinom-Zellen war zusätzlich der OCTN1

und in Prostatakarzinom-Zellen eine deutliche Expression der Transporter OATP4A1,

ENT2 und LAT2 nachweisbar. Dabei zeigten die Prostatakarzinom-Zelllinien insgesamt

eine gröÿere Anzahl an stark exprimierten SLC-Transportern, als das in den Zelllinien

der Mammakarzinome der Fall war. Insgesamt konnte für beide Zelllinien gezeigt wer-

den, dass nur etwa ein Drittel der getesteten Transportergene deutlich exprimiert sind,

wobei die ausgewählten SLC-Transporter selbst nur einen Ausschnitt aus der groÿen

Gruppe der Solute Carrier-Familie darstellen. Im Folgenden soll ein kurzer Überblick

über die Rolle der hier stark exprimierten SLC-Transporter in Tumorgeweben gegeben

werden.

Die Familie 16, der die MCT-Proteine angehören, transportieren als Symporter

neben Ketonkörpern und Pyruvat auch Laktat, gemeinsam mit je einem Proton [34]. Da

Tumorzellen durch ihre unkontrollierte Proliferation in der Regel sehr schnell wachsen,

eine dem Bedarf entsprechende Vaskularisierung jedoch langsamer abläuft, herrscht in

Tumorzellen oft ein anoxisches Milieu. Der hohe Energiebedarf der entarteten Zellen

wird vorzugsweise durch Glykolyse gedeckt, welche unter anaeroben Bedingungen in der

Produktion von Laktat endet [68]. Um unter diesen Bedingungen den Zellsto�wechsel

aufrecht erhalten zu können und einen stabilen pH-Wert zu sichern, müssen anfallen-

des Laktat und Protonen e�zient aus der Zelle geschleust werden [90]. Somit ist die

Expression von MCT-Transportern für Tumorzellen von enormer Bedeutung, da sie ge-

nau diese Aufgabe e�ektiv erfüllen. Die Expression von MCT-Transportern hat darüber

hinaus auch einen Vorteil für langsamer wachsende Tumore in denen eine ausreichende

Versorgung mit Sauersto� gewährleistet ist. Die Monocarboxylat-Transporter können

die Transportrichtung dem Gradienten ihrer Substrate entsprechend ändern. So sind

die betre�enden Tumorzellen in der Lage auch Laktat aufzunehmen und als zusätzliche

Energiequelle zu nutzen [28]. Diese Funktion der MCT-Transporter haben sie bereits

zu Zielstrukturen der Tumortherapie prädestiniert [90]. Das Ziel von Substanzen wie

Lonidamin ist jedoch nicht ihre Aufnahme, sondern die Inhibition der Transporter, um

den Sto�wechsel der Tumorzellen zum Erliegen zu bringen, was den Zelltod zur Fol-

ge hat [23][66]. In gleicher Weise soll auch die von AstraZeneca entwickelte Substanz

AZD3965 wirken, dessen Zieltransporter MCT1 ist [79].

Der ebenfalls zur Familie 16 gehörende und stark exprimierte MCT8 hat eine
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andere Funktion. Seine Substrate sind im Gegensatz zu den MCT1-4 die Schilddrü-

senhormone T3 und T4. Funktionsausfälle von MCT8 führen zu verzögerter geistiger

Entwicklung mit hohen Serum T3-Konzentrationen [61]. Im Bezug auf Tumorerkran-

kungen wurde eine Korrelation zwischen einer Unterfunktion der Schilddrüse und dem

Risiko für die Entstehung von Tumoren in Brust [86] und Lebergewebe [67][38] gezeigt.

Darüber hinaus konnte eine verlangsamte Proliferation von Tumorzellen durch die me-

dikamentöse Induktion einer Hypothyreose in unterschiedlichen Tumorgeweben nach-

gewiesen werden [40][105]. Die Rolle von Schilddrüsenhormon-Transportern ist dabei

bisher nicht näher betrachtet worden. Eine detailliertere Untersuchung ihrer Funktion

im Bezug auf ihren Ein�uss auf die Proliferation von Tumorzellen bietet sich jedoch

aufgrund der wachstumsfördernden Eigenschaften seiner Substrate und der hohen Ex-

pression stark an.

Thiamin ist ein für den Menschen essentielles, wasserlösliches Vitamin (Vitamin

B1), welches über die Nahrung aufgenommen werden muss. Aufgrund seiner Ladung bei

physiologischem pH-Wert ist die Notwendigkeit eines Transportproteins gegeben, um

eine Verteilung im Körper zu realisieren. Thiamin ist der Co-Faktor des Enzyms Trans-

ketolase, welches eine Schlüsselposition im Glukosesto�wechsel einnimmt. Das Enzym

ist sowohl essentiell für die Umsetzung von Glukose zu Fruktose-1,6-bisphosphat zum

Abbau im Krebs-Zyklus als auch verantwortlich für die Synthese von Ribose aus aufge-

nommener Glukose, wodurch es ebenso von groÿer Bedeutung für die RNA-Synthese ist

[7]. Da Tumorzellen stark proliferieren, ist eine ausreichende Versorgung dieser Zellen

mit Thiamin notwendig, um die massive Produktion von RNA aufrecht zu erhalten.

Zwar wurde die Rolle von Thiamin für die Proliferation von Tumorzellen von vielen

Arbeitsgruppen untersucht, jedoch sind die Ergebnisse wenig eindeutig. So führte ei-

ne Substitution von Vitamin B1 in Versuchen mit Ehrlich's Aszites-Tumor-Zellen zu

verstärkter Proliferation der entarteten Zellen, und eine gezielte Inhibition der Trans-

ketolase zu reduktiven E�ekten auf das Tumorwachstum. Wurde Vitamin B1 jedoch

in sehr hohen Dosen verabreicht, konnte ebenfalls eine Reduktion der Tumorgröÿe

festgestellt werden [14]. Dabei scheint die Verabreichung von Thiamin vor der Tumo-

rentstehung einen protektiven E�ekt zu haben und eine Mangelversorgung mit Vitamin

B1 in vielen Fällen mit einem erhöhten Risiko für Krebserkrankungen im Zusammen-

hang zu stehen [56]. Liu et al. konnten darüber hinaus zeigen, dass Tumorzellen die

mit Thiamin-Transportern trans�ziert wurden, eine erhöhte Chemosensitivität gegen-

über Doxorubicin und eine erhöhte Apoptoseraten nach Radiotherapie aufwiesen [54].

Thiamin wird durch den THTR1 im Antiport gegen ein Proton in die Zelle aufgenom-

men, was besonders im Fall von Tumorzellen mit niedrigem intrazellulären pH-Wert

von Vorteil ist. Da für THTR1 jedoch bisher kein anderes Substrat auÿer Thiamin

bekannt ist, kommt dieser Transporter derzeit nicht als Aufnahmeprotein für Zytosta-

tika in Frage. Die Arbeitsgruppe um Oyewumi verfolgt jedoch einen Ansatz, der ver-
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sucht, das Potential von Thiamin-Transportern in der Aufnahme ihres physiologischen

Substrates zu nutzen. Die Gruppe entwickelte Thiamin-beschichtete Nanopartikel, in

die Gadolinium eingebracht werden kann und zeigte deren Interaktion mit Zellen, die

Thiamin-Transporter exprimierten [77]. Die gezielte Assoziation solcher Nanopartikeln

an das Tumorgewebe kann für eine Bor-Neutroneneinfangtherapie genutzt werden, eine

Therapie, die sich derzeit noch in der Entwicklung be�ndet.

Der in den hier durchgeführten Analysen hoch exprimierte L-Carnitin-

Transporter OCTN2 wurde bereits von der Arbeitsgruppe um Tamai als in Tumorzellen

hoch exprimiert beschrieben [101]. Auch Wang et al. zeigten eine hohe Expression des

L-Carnitin-Transporters in Mammakarzinom-Zelllinien, die durch Östrogen maÿgeblich

reguliert wurde [108]. In weiteren Experimenten stellte die Arbeitsgruppe eine verrin-

gerte Proliferation verschiedener Mammakarzinom-Zelllinien nach siRNA-Behandlung

gegen OCTN2 fest, was die Bedeutung des Transporters für das Wachstum von Tu-

morzellen unterstreicht. Der in den hier getesteten Ziellinien ebenfalls hoch exprimier-

te OCTN1 vermittelt die Aufnahme von Mitoxantron und Doxorubicin, was zu einer

Sensitivierung dieser Zellen gegenüber den beiden Substanzen führt [74]. Da OCTN1

jedoch kein so e�zienter L-Carnitin-Transporter wie OCTN2 ist, ist seine Bedeutung

für die Tumortherapie vorwiegend in der Aufnahme von Zytostatika zu sehen, wohin-

gegen OCTN2 auch als Target für Inhibitoren genutzt werden könnte. Dabei sollten

jedoch die L-Carnitin-Spiegel des Patienten kontrolliert werden, um eine sekundäre

Carnitin-De�zienz zu verhindern.

Die Expression des noch wenig untersuchten ORCTL2 (SLC22A18) ist in beiden

sowohl in den in dieser Arbeit untersuchten Mamma- als auch in Prostatkarzinom-

Zelllinien sehr hoch. Es gibt mehrere Studien, die diesen Transporter als Tumorsu-

pressor beschreiben und eine schwache Expression dieses SLC-Transporters mit einem

erhöhten Malignitätsgrad von Tumoren und einer höheren Wahrscheinlichkeit für das

Auftreten von Rezidiven in Verbindung bringen [114][12][13]. Dabei wird die verminder-

te Expression häu�g durch die Methylierung des Promotors von SLC22A18 verursacht.

In den in dieser Arbeit untersuchten Karzinom-Zelllinien scheint keine Methylierung

vorzuliegen, da in allen Zelllinien eine hohe Expression festgestellt werden konnte. Im

Fall der Zelllinie BT549 ist eine Punktmutation im Genabschnitt von SCL22A18 be-

kannt, die zum Auftreten eines Stop-Codons innerhalb des Leserahmens führt, wodurch

kein funktionales Protein synthetisiert werden kann [88]. Um eine Aussage über den

Nutzen einer starken Expression von ORCTL2 für die Therapie von Tumorerkrankun-

gen zu machen, bedarf es jedoch noch weiterer Studien zum Substratspektrum und

dem Transportmechanismus des Transportproteins.

Die Familie der SLC29 Transporter (ENTs) stellt neben der Familie 28 (CNTs) die

Schlüsselstruktur für die Tumortherapie mit Nucleosidanaloga dar. Die modi�zierten

DNA-Bausteine werden durch die Transportproteine in die Tumorzellen aufgenommen

82



4. DISKUSSION

und während der Replikation in neu synthetisierte Stränge eingebaut, wodurch die Pro-

liferation der entarteten Zellen e�zient beeinträchtigt wird [116]. Eine hohe Expression

von ENT1 korreliert mit einer erhöhten Sensitivität gegenüber Nucleosidanaloga [44],

und eine geringe Expression steht in Verbindung mit einer erhöhten Wahrscheinlich-

keit für das Auftreten von frühen Rezidiven myeloischer Leukämien [24]. Dabaggh et al.

konnten eine erhöhte Expression von ENT1 in Gewebe von Mammakarzinomen zeigen

[16], was sich jedoch in den hier durchgeführten Analysen nicht bestätigen lässt. Die

Zelllinien T47-D, MDA-MB231 und SK-BR-3 zeigen eine mittlere Expression und die

Zelllinien BT549, MCF-7 und Hs578T eine geringe Expression der cDNA von ENT1.

Deutlich stärker sind die cDNAs von ENT2 und ENT3 in beiden untersuchten Zel-

larten detektierbar. ENT2 transportiert ein ähnliches Spektrum an Nucleosidanaloga

wie ENT1 [116]. Die Expression von ENT1 wird scheinbar gemeinsam mit dem Zellzy-

klus reguliert und ist während der G2- und der M-Phase stark erhöht, weshalb dieser

Transporter im Vergleich das geeignetere Target für stark proliferierende Tumorzellen

darstellt [81]. ENT3 wird hingegen mit dem Auftreten von Resistenzen in Zusammen-

hang gebracht wird [3].

Neben Energiequellen und Bausteinen für die DNA-Synthese benötigen schnell

proliferierende Tumorzellen auch (essentielle) Aminosäuren zum Aufbau neuer Zell-

strukturen. Die Transportproteine der SLC7-Familie, LAT1 und LAT2, sind Trans-

porter neutraler Aminosäuren [80], wobei LAT1 eine höhere A�nität und LAT2 eine

breitere Substratspezi�tät besitzt [89]. Beide Transporter bedürfen für ihre optimale

Transportfunktion der Co-Expression mit dem Glykoprotein h4F2hc und bilden mit

diesem eine Hetorodimer-Struktur, was den Transport groÿer Aminosäuren ermöglicht

[48]. Während für LAT1 eine hohe Expression in vielen Tumorzellen gezeigt werden

konnte, scheint LAT2 keine derartige Bedeutung für Krebszellen zu besitzen [5]. Dabei

steht eine hohe Expression von LAT1 im Zusammenhang mit einer schlechten Progno-

se für betro�ene Patienten. Untersuchungen zeigten ein verringertes Tumorwachstum

durch gezielte Inhibition von LAT1-exprimierenden Tumorzellen [72]. Da das Alkylans

Melphalan ein Substrat dieses Transportproteins ist, kann ein funktional exprimierter

LAT1 sowohl als Aufnahmeweg für Zytostatika als auch als Zielstruktur für selektive

Inhibition genutzt werden [107]. Allerdings stimmen die in der Literatur beschriebenen

Expressionsmuster für die SLC7-Familie nicht mit den in dieser Arbeit detektierten

Signalen überein [94]. So wurde hier im Gegenteil eine stärkere Expression für LAT2

als für LAT1 in MCF-7 und MDA-MB 231 detektiert. Dies könnte zum einen auf

abweichende Kulturbedingungen zurückzuführen sein, zum anderen könnte sich die

Expression der unterschiedlichen Transporter in den stark proliferierenden Zellen auch

mit zunehmender Kulturdauer ändern.

Während der Transporter OATP4A1 in den untersuchten Mammakarzinom-

Zelllinien nur eine mittlere bis geringe Expression aufweist, ist er in Prostatakarzinom-
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Zelllinien hoch exprimiert. Die Familie der OATP-Transporter wurde bezüglich ihrer

Expression in mehreren Tumorgeweben untersucht, wobei eine von gesundem Gewebe

abweichende Expression in vielen Fällen festgestellt wurde. Im Bezug auf Prostatakar-

zinome stand dabei vorwiegend der Transporter OATP1B3 im Fokus von Untersu-

chungen. Die Arbeitsgruppe um Hamada et al. konnte eine erhöhte Expression des

Transporters in Prostatakarzinomen und eine unterschiedliche Aufnahme von Testos-

teron durch verschiedene Varianten des Transporters darstellen. Hierbei zeigte sich

für Patienten mit beeinträchtigtem Testosterontransport eine höhere Überlebensrate

über den Zeitraum von zehn Jahren, als für Patienten mit einer stark Testosteron-

transportierenden OATP1B3-Variante [35]. Es gibt jedoch auch gegenteilige Berichte,

nach denen eine hohe Expression des Transporters für eine geringere Malignität und

eine bessere langfristige Prognose spricht [55][73]. Auch die Arbeitsgruppe um Muto

et al. hat eine gute Prognose für Patientinnen mit Östrogen-positiven Mammakarzino-

men, die OATP1B3 exprimieren, gezeigt, wenn diese eine Tamoxifen-Therapie erhielten

[70]. Für den OATP4A1 gibt es bisher keinen klaren Zusammenhang zwischen Tumo-

rerkrankungen und einer stark veränderten Expression im Gewebe. Die Expression von

OATP4A1 ist zwar im Zusammenhang mit Mammakarzinomen beschrieben worden,

der Transporter wird jedoch auch von gesundem Brustgewebe exprimiert [110].

Die Transkription eines Gens der DNA in mRNA ist der erste Schritt auf dem

Weg von der Erbinformation zum Protein. Die Synthese der mRNA allein garantiert

aber noch kein funktionelles Produkt. Mutationen im Gen oder ein fehlerhafter Ein-

bau von Basen während der Transkription können beispielsweise zu Veränderungen

in der Aminosäuresequenz des Proteins führen, wodurch dies unter Umständen sei-

ne Funktionalität verliert oder die Synthese nicht beendet wird. Um die Existenz

eines Proteins mit spezi�scher Funktion zu bestimmen, reicht eine Expressionsana-

lyse auf mRNA-Ebene nicht aus. Im Fall von Transportproteinen ist der Nachweis

des Proteins im Gewebe ebenfalls unzulänglich, da die Funktionalität der Carrier erst

durch die korrekte Integration in die Zellmembran der jeweiligen Zielzelle erreicht wer-

den kann. Um die Expression der getesteten SLC-Transporter auf mRNA-Ebene auch

auf ihre funktionelle Expression hin zu untersuchen, wurden Aufnahmeversuche mit

Transporter-spezi�schen, radioaktiv markierten Substraten und den entsprechenden

spezi�schen Inhibitoren durchgeführt. Hierfür wurde für jedes untersuchte Transport-

protein eine exprimierende und eine nicht-exprimierende Tumor-Zelllinie des gleichen

Ursprungsgewebes ausgewählt und bezüglich ihres Aufnahmeverhaltens gegenüber des

Modellsubstrates verglichen. Nur wenn die erhöhte Expression eines Transportproteins

auf mRNA-Ebene gegenüber nicht-exprimierenden Zellen auch in einer deutlich erhöh-

ten Aufnahme des spezi�schen, markierten Substrats resultiert, kann auch von einer

funktionellen Expression des jeweiligen Transportproteins ausgegangen werden. Um

sicherzustellen, dass die Aufnahme des Modellsubstrats durch den getesteten Trans-
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porter vermittelt wurde, wurde die Inhibierbarkeit durch eine Transporter-spezi�sche

Inhibitorsubstanz getestet. Da die Untersuchungen vergleichend durchgeführt wurden,

konnten nur diejenigen Transportproteine analysiert werden, die eine di�erentielle Ex-

pression innerhalb der jeweiligen Tumor-Zelllinien aufwiesen. Ohne den Vergleich mit

einer nicht-exprimierende Zelllinie kann eine detektierte Referenzsubstrat-Aufnahme

nicht zweifelsfrei auf das zu testende Transportprotein zurückgeführt werden.

Die für die funktionelle Analyse ausgewählten Transporter und die verwendeten

Zelllinien sind zusammen mit den Referenzsubstraten und den verwendeten Inhibitoren

in den Tabellen 11 für Prostata- und in Tabelle 12 für Mammakarzinom-Zelllinien

aufgeführt.

Für keine der in Prostatakarzinom-Zelllinien getesteten SLC-Transporter konn-

te in den durchgeführten Transportexperimenten eine eindeutige funktionelle Ex-

pression nachgewiesen werden. Die [3H]Estronsulfat-Aufnahme zur Untersuchung der

OATP1B3-Aktivität zeigte keinen Unterschied zwischen der exprimierenden (PC-3)

und der nicht-exprimierenden Zelle (siehe Abb. 29). Darüber hinaus konnte statt einer

zu erwarteten Hemmung eine Stimulation der Substrataufnahme in Anwesenheit des

Inhibitors Rifampicin festgestellt werden. Die mittels Chip-PCR detektierte Expressi-

on führte somit nicht zur Expression eines funktionalen Carriers. Ein ähnliches Bild

zeigte sich für die Analyse von NaCT (siehe Abb. 30). Hier zeigte die exprimierende

Zelllinie (DU145) zwar eine leicht erhöhte Aufnahme von [14C]Citrat gegenüber der

nicht-exprimierenden Zelllinie (PC-3), diese war jedoch unter Na+-freien Bedingungen

erhöht statt, wie erwartet, erniedrigt. Die Aufnahme des Modellsubstrats kann hier

folglich nicht durch den Na+-abhängigen NaCT vermittelt worden sein. Die Aufnahme

von markiertem MPP+ in die untersuchten Zellen DU145 (+) und LNCaP (-) stieg

zwar mit zunehmender Inkubationszeit an, diese war jedoch in beiden Zelllinien ver-

gleichbar stark und lieÿ sich nicht durch Cimetidin inhibieren (siehe Abb. 31). Die

Aufnahme des Modellsubstrates muss daher durch einen anderen Transporter als den

MATE1 vermittelt worden sein. Die Aufnahme in OAT4-exprimierenden Prostatazel-

len (LNCaP) zeigte sich zwar emp�ndlich gegenüber BSP, war jedoch vergleichbar mit

der Aufnahme in nicht-exprimierende Zellen (PC-3) (siehe Abb. 32). Es kann daher

davon ausgegangen werden, dass der Transport von Estronsulfat durch einen anderen

SLC-Transporter als den OAT4 erfolgt ist. Die Aufnahme von [3H]Estronsulfat durch

die OATP2B1-exprimierende Zelllinie DU145 steigt zwar mit zunehmender Inkubati-

onsdauer deutlicher an als in der nicht-exprimierenden Zelllinie PC-3, der Transport

lässt sich jedoch in beiden Zellarten gleichermaÿen inhibieren (siehe Abb. 33). Dar-

über hinaus war der E�ekt des Inhibitors nicht bei jedem Messzeitpunkt zuverlässig

detektierbar. Die mittlere Expressionsstärke der mRNA von OATP2B1 scheint hier zu-

mindest zu einer geringfügig stärkeren Aufnahme des Modellsubstrates zu führen. Die

unregelmäÿigen Inhibitionse�ekte lassen allerdings bezweifeln, ob dieser E�ekt auch
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durch die funktionelle Expression dieses Transportproteins vermittelt wurde.

Von den fünf in Mammakarzinom-Zelllinien untersuchten Transportproteinen

mit di�erentieller Expression auf mRNA-Ebene zeigten sich mit OCT2 und PEPT1

zwei SLC-Transporter auch auf funktioneller Ebene als exprimiert. Der bereits in

Prostatakarzinom-Zellen untersuchte OATP1B3 zeigte sich in der Mammakarzinom-

Zelllinie MDA-MB als nicht funktionell exprimiert (siehe Abb. 34). Zwar konnte in die-

ser Zelllinie eine erhöhte Aufnahme von [3H]CCK-8 gegenüber der nicht-exprimierenden

Zelllinie MCF-7 detektiert werden, diese war jedoch in Gegenwart des Inhibitors Ri-

fampicin unverändert gegenüber den Bedingungen ohne Inhibitor. Die Aufnahme muss

daher von einem anderen Transporter als dem OATP1B3 vermittelt worden sein. Wie

bereits bei den Prostata-Zellen beschrieben konnte auch in dem Mammakarzinom-

Zelllinien eine erhöhte [14C]Citrat-Aufnahme unter Na+-freien Bedingungen gemessen

werden. Der NaCT ist in BT549-Zellen somit zwar auf mRNA-Ebene stark exprimiert,

diese Expression führt jedoch nicht zur Bildung eines funktionellen Membrantrans-

porters. Die Aufnahme von [3H]MPP+ stieg in MDA-MB-Zellen und SK-BR-3-Zellen

in gleichem Maÿ mit längerer Inkubationsdauer an und zeigte keine Beein�ussbar-

keit durch Cimetidin. Eine funktionelle Expression von MATE1 in den untersuch-

ten Mammakarzinom-Zellen kann somit nicht bestätigt werden. Die Zelllinie T47-D,

welche den Transporter OCT2 auf mRNA-Ebene stark exprimiert, zeigte im Verlauf

der Messungen einen stärkeren Anstieg der [3H]MPP+-Aufnahme als in der nicht-

exprimierenden Zelllinie MCF-7. Zwar war auch in der negativen Zelllinie ein Anstieg

der Modellsubstrat-Aufnahme mit längerer Inkubationsdauer messbar, dieser war je-

doch weniger stark ausgeprägt als bei der positiven Zelllinie und weniger emp�ndlich

gegenüber Decynium. Da eine schwache Expression von OCT1 auf mRNA-Ebene in

beiden Zelllinien detektiert werden konnte, könnte eine schwache funktionelle Expres-

sion dieses Transportproteins ebenfalls zum Transport des Modellsubstrats beitragen.

Da beide OCT-Transporter MPP+ als Substrat akzeptieren und emp�ndlich gegenüber

Decynium sind, könnte ein funktionell exprimierter OCT1 die inhibierbare Aufnahme

von Modellsubstrat in MCF-7-Zellen erklären. Die Di�erenz der MPP+-Akkumulation

zwischen den beiden Zelllinien bildet wahrscheinlich den OCT2-vermittelten MPP+-

Transport ab. Eine funktionelle Expression des organischen Kationentransporters 2

ist somit sehr wahrscheinlich gegeben. Das deutlichste Ergebnis der Funktionsanalyse

lieÿ sich bei der Untersuchung der funktionellen Expression von PEPT1 in SK-BR-

3-Zellen darstellen. Die Aufnahme von [3H]Gly-Sar stieg deutlich mit längerer Inku-

bation an, während die Aufnahme in Gegenwart von Losartan auf das Niveau der

nicht-exprimierenden Zelllinie T47-D inhibiert wurde. Diese zeigen keinerlei Verände-

rung in der Aufnahme des Modellsubstrates zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten.

Die funktionelle Expression von PEPT1 in SK-BR-3-Zellen konnte so eindeutig nach-

gewiesen werden.
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Diese Untersuchungen zeigen deutlich, dass eine hohe Konzentration von mRNA

im Gewebe nicht pauschal mit einer erhöhten Expression des entsprechenden funktio-

nalen Proteins gleichgesetzt werden kann. Eine Untersuchung der Transportaktivität

von SLC-Transportern, deren Expression auf mRNA-Ebene nachweisbar ist, ist so-

mit unverzichtbar um eine Aussage über deren Funktonalität tre�en zu können. Der

Nachweis der Transportaktivität von PEPT1 in Mammakarzinom-Zellen zeigt darüber

hinaus auch, wie wichtig die weitere Charakterisierung von SLC-Transportern ist. So

konnte unter den in dieser Arbeit getesteten Zytostatika keine Interaktion mit PEPT1

festgestellt werden, womit das Potential des funktionell in T47-D-Zellen exprimierten

Transporters für die Aufnahme dieser Pharmaka nicht genutzt werden kann. Die wei-

tere Analyse der Struktur von PEPT1-Substraten könnte zur Entwicklung wirksamer

Zytostatika führen, die e�zient über das Transportprotein in die entarteten Zellen

aufgenommen werden könnten.

Der untersuchte OCTN2 ist in allen getesteten Tumorzellen auf mRNA-Ebene

hoch exprimiert, Etoposid ist jedoch das einzige Zytostatikum, dessen Aufnahme durch

den Transporter bisher nachgewiesen werden konnte. Die Arbeitsgruppe um Schneider

et al. zeigte, dass die Selektion resistenter MCF-7-Zellen innerhalb der Zelllinie durch

Etoposid ausgelöst werden kann und führte die Expression von multi drug resistance

Proteinen (MDR) als mögliche Ursache an [87]. Ist der Einsatz von Etoposid durch das

Auftreten einer derartigen Resistenz nutzlos geworden, ginge das Potential des OCTN2

als Aufnahme-Transporter verloren. Es wäre daher von groÿem Vorteil, wenn durch

fortgeführte Untersuchungen des L-Carnitin-Transporters weitere Pharmaka entdeckt

würden, die als Alternative zu Etoposid in Frage kämen.

Studien zur Untersuchung der Rolle von MATE2-K in Tumorzellen sind bis-

her nicht publiziert worden. Eine funktionale Expression in unzureichend mit Sau-

ersto� versorgtem Tumorgewebe könnte durch die Eigenschaft von MATE2-K als Pro-

tonen/org. Kationen-Austauscher zu einer e�ektiven Aufnahme von Substanzen füh-

ren, die von diesem SLC-Transporter als Substrate akzeptiert werden. Eine hohe in-

trazelluläre Protonenkonzentration würde den Import derartiger Pharmaka begünsti-

gen. Werden die anfallenden Protonen über andere Transportproteine, wie z.B. MCT-

Transporter, e�zient aus den Tumorzellen entfernt, könnte jedoch auch ein umgekehr-

ter Protonengradient auftreten. In diesem Fall könnte MATE2-K die Transportrich-

tung ändern und so zu einer Resistenz des Tumorgewebes gegen Zytostatika die vom

SLC47A2 als Substrate erkannt werden führen. Aber auch in seiner physiologischen

Expression im Tubulussystem der Nieren ist MATE2-K von Bedeutung für medikamen-

töse Therapien von Krebserkrankungen. So könnten nephrotoxische E�ekte wie durch

das Zytostatikum Cisplatin bei genauerer Charakterisierung des Transporters im Ver-

gleich mit basalen Aufnahmetransportern im Vorfeld abgeschätzt und eine Schädigung

des Nierengewebes vermieden werden. Ein weiterer Aspekt ist die schnelle Eliminierung
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von MATE2-K-Substraten, die renal �ltriert und e�zient in den Primärharn abgegeben

werden. So könnten Therapieerfolge durch schnell absinkende Wirkspiegel verhindert

werden.

5 Ausblick

Da die Ursachen von Tumorerkrankungen oft vielfältig und nur selten genau zu iden-

ti�zieren sind, ist es nicht möglich, eine bestimmte Krebsart standardmäÿig mit einem

bestimmten Medikament zu therapieren. Ein Ansatz für eine personalisierte Therapie,

die auf die konkrete Tumorerkrankung eines Patienten zugeschnitten ist, könnte die

Verabreichung von Zytostatika sein, für die im Tumorgewebe Aufnahme-Transporter

der SLC-Familie funktionell exprimiert sind. So könnte die Wahrscheinlichkeit einer er-

folgreichen Chemotherapie erhöht und eine Abschätzung über die möglichen Nebenwir-

kungen vorgenommen werden. Hierbei ist es notwendig für die Analyse der Expression

von SLC-Transportern im Tumorgewebe nach Möglichkeit native Gewebeproben zu ver-

wenden, da sich die Kulturbedingungen ex vivo stark von den Bedingungen im Körper

des Patienten unterscheiden und sich so die Expressionsmuster der SLC-Transporter

verändern können. Darüber hinaus ist eine Sequenzierung der mRNA hoch exprimier-

ter Aufnahme-Transporter zur Abschätzung ihrer Funktionalität von groÿer Bedeu-

tung, wenn eine Funktionsanalyse durch Aufnahmeexperimente nicht möglich ist, da

so Sequenzänderungen, die zum Verlust der Transportfunktion führen, detektiert wer-

den können. Sind die potentiellen Aufnahmewege identi�ziert, müssen die hierzu pas-

senden Wirksto�e ausgewählt werden. Um hierbei auch das Potential von funktionell

exprimierten Transportern nutzen zu können, die bisher nicht mit dem Transport von

Pharmaka in Verbindung gebracht wurden oder auf das Auftreten von Resistenzen

reagieren zu können, ist die konsequente Weiterführung von Aufnahmeuntersuchungen

notwendig.

Untersuchungen zur Interaktion von SLC-Transportern mit therapierelevanten

Zytostatika wurden im Arbeitskreis der vegetativen Physiologie an der UMG be-

reits über mehrere Jahre an anderen stabil in HEK293-Zellen trans�zierten SLC-

Transportern durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Form einer Interaktions-Tabelle in

Abb. 43 dargestellt. Dabei wurden hauptsächlich SLC-Transporter des Nieren- und

Lebergewebes untersucht. Durch eine derartige Zusammenstellung der Ergebnisse kön-

nen sowohl Zytostatika, die mit einer Vielzahl von Transportproteinen interagieren wie

auch Transporter, die ein breites Interaktionsspektrum mit unterschiedlichen Zytosta-

tika aufweisen, schnell identi�ziert werden. So fällt in dieser Darstellung beispielsweise

der Mitose-Inhibitor Paclitaxel als eine Substanz auf, die starke Interaktionen mit ei-

ner groÿen Zahl von SLC-Transportern aufweist. Die Substanzen Clodronsäure oder

ThioTEPA zeigen hingegen keinerlei Interkation mit den getesteten Transportprotei-
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Abb. 43: Übersicht über die Interkation von Zytostatika mit ausgewählten SLC-Transportern
durchgeführt in stabil trans�zierten HEK293-Zellen unter Verwendung von radioaktiv mar-
kiertem Referenzsubstrat am Institut für vegetative Physiologie der Universitätsmedizin Göt-
tingen. Die Analysen wurden durchgeführt von a. Sören Petzke, b. Volodomyr Shnitsar [95],
c. Vishnu Marada [59][60], d. Julia Grottker [31], e. Shivangi Gupta, f. Philip Hundertmark
[33], g. Ronny Eckhardt, h. Judith Müller
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nen. Liest man die Tablelle 43 senkrecht, so stellt sich der Transporter OATP1B3 als

ein SLC-Transporter dar, der mit sieben Substanzen unterschiedlicher Wirksto�klas-

sen eine starke Interaktion von >50 % aufweist. Demgegenüber zeigt z.B. der PEPT1

keinerlei Interaktionen mit den verwendeten Substanzen.

Detaillierte Charakterisierungen von SLC-Transportern im Hinblick auf ihr Auf-

nahmeverhalten gegenüber zugelassenen Zytostatika und die Entwicklung von neuen

Medikamenten, die in ihrer Struktur auf die Eigenschaft als Substrat bestimmter Carri-

er zugeschnitten sind, bergen somit ein Potential für die individualisierte Tumorthera-

pie und könnten eine angepasste Behandlung mit gezielt ausgewählten Medikamenten

und einer Minimierung von Nebenwirkungen ermöglichen.
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6. ANHANG

6 Anhang

Expressionswerte von SLC-Transportern in Mamma- und

Prostatakarzinom-Zelllinien

In Tabelle 16 sind die Expressionswerte der in Abb. 28 dargestellten 46 SLC-

Transporter in Mamma- und Prostatkarzinom-Zelllinien zusammengefasst. Die Werte

sind der Übersichtlichkeit halber anhand der SLC-Familie eingeteilt. Angegeben ist

jeweils der mittlere Expressionszyklus ± Standardfehler resultierend aus zwei Einzel-

experimenten durchgeführt in Doppelbestimmung.
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Strukturen der verwendeten Zytostatika

Tabelle 17: Physikochemische Parameter der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen.

Substanz Struktur M
ol
ek
ul
ar
ge
w
ic
ht

L
og
P

L
ad
un
g
b
ei
pH

7,
4

Alkylantien

Bendamustin 358,3 2,51 0

(99,2 %)

Busulfan 246,3 -0,76 0

Chlorambucil 304,2 3,94 -1

(99,8 %)

Cyclophosphamid 279,1 0,10 0

(100 %)

Ifosfamid 261,1 0,10 0

(100 %)

Melphalan 305,2 2,51 0

(100 %)

ThioTEPA 189,2 -1,03 0

(100 %)

Treosulfan 278,3 -2,60 0

(100 %)

Trofosfamid 323,6 0,98 0

(100 %)
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Substanz Struktur M
ol
ek
ul
ar
ge
w
ic
ht

L
og
P

L
ad
un
g
b
ei
pH

7,
4

Antimetabolite

5-Fluorouracil 130,1 -0,66 0

(69,7 %)

Cladribin 285,7 -0,28 0

(100 %)

Cytosinarabinosid 243,2 -2,80 0

(100 %)

Fludarabin 365,2 -1,47 0

(100 %)

Fluoroadenin 153,1 0,05 0

(99,8 %)

Gemcitabin 263,2 -1,47 0

(99,9 %)

Methotrexat 454,4 0X -2

(99,9 %)
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Substanz Struktur M
ol
ek
ul
ar
ge
w
ic
ht

L
og
P

L
ad
un
g
b
ei
pH

7,
4

Interkalantien

Doxorubicin 543,5 1,50 +1

(79,5 %)

Mitoxantron 444,5 1,75 +2

(85,9 %)

Mitose-

Inhibitoren

Paclitaxel 853,9 3,54 0

(99,5 %)

Vinblastin 811,0 4,18 +2

(87,4 %)

Vincristin 825,0 3,13 +2

(79,9 %)
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Substanz Struktur M
ol
ek
ul
ar
ge
w
ic
ht

L
og
P

L
ad
un
g
b
ei
pH

7,
4

Topoisomerase-

Inhibitoren

Etoposid 588,6 1,16 0

(98,8 %)

Irinotekan 586,7 2,78 +1

(99,1 %)

Adjuvantien

Clodronsäure 244,9 X

Prednison 358,4 1,30 0

(100 %)

Tamoxifen 371,5 6,35 +1

(95,8 %)
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Liste der verwendeten Reagenzien

Tabelle 18: In der vorliegenden Arbeit verwendete Substanzen mit Angabe der Bezugs�rma

Zellkultur

PBS AppliChem

RPMI 1640 AppliChem

DMEM PAN

bovines Insulin Sigma-Aldrich

Pen/Strep Biochrom

Trypsin/EDTA Biochrom

FKS Biochrom

Proteinbestimmung

Serva Blue G Serva Electrophoresis GmbH

Ehtanol (96 %) Carl Roth

Phosphorsäure (85 %) Carl Roth

Transportversuche

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich

BSP Sigma-Aldrich

CCK-8 Sigma-Aldrich

Cimetidin Sigma-Aldrich

Citrat Sigma-Aldrich

Gly-Sar Sigma-Aldrich

HBSS Biochrom

HEPES Biochrom

L-Carnitin Sigma-Aldrich

Losartan Sigma-Aldrich

MPP+ Sigma-Aldrich

Natriumhydroxid Carl Roth

radioaktiv markierte Substanzen PerkinElmer

Rifampicin Sigma-Aldrich

Ringer-Lsg. AppliChem

Rotizint eco plus Carl Roth

Tyr-Phe Sigma-Aldrich

Verapamil Sigma-Aldrich
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Zytostatika

5-Fluorouracil Sigma-Aldrich

Bendamustin Sigma-Aldrich

Busulfan Sigma-Aldrich

Chlorambucil Sigma-Aldrich

Cladribin Sigma-Aldrich

Clodronsäure Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Cyclophosphamid Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Cytosinarabinosid Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Doxorubicin Signa-Aldrich

Etoposid Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Fludarabin Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Fluoroadenin Sigma-Aldrich

Gemcitabin Sigma-Aldrich

Ifosfamid Sigma-Aldrich

Irinotekan TCI

Melphalan Sigma-Aldrich

Methotrexat TCI

Mitoxantron Sigma-Aldrich

Paclitaxel Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Prednison Sigma-Aldrich

Tamoxifen Sigma-Aldrich

ThioTEPA Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Treosulfan Sigma-Aldrich

Trofosfamid Infusions-Lsg. der Apotheke der UMG

Vinblastin Sigma-Aldrich

Vincristin Sigma-Aldrich

Expressionsanalyse

2x AssayLoading Reagent Fluidigm

20x GE Sample Loading Reagent Fluidigm

dNTPs AppliChem

Oligo-dT-Primer Euro�ns

RNeasy Mini Kit Qiagen

SuperScript II InVitrogen

TaqMan Fast Universal PCR Master Mix Life Technologies

TaqMan-Primer InVitrogen
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Liste der verwendeten Geräte

Tabelle 19: Liste der in der Arbeit verwendeten Geräte mit Angabe der Hersteller�rma

Gerät Firma Modell

Photometer Pharmacia Biotech GeneQuant II

Photometer Berthold Technologies Mithras LB 940

Mikroskop Zeiss Telaval 31

Zentrifuge Heraeus Megafuge 40R

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

Werkbank Thermo Fisher Safe 2020

Inkubator Heraeus Typ BB 16

Wasserbad GFL Typ 1083

Thermocycler BioRad C1000

Szintillations Counter Perkin Elmer TriCarb2810TR

pH-Meter WTW intoLab Level 2

Feinwaage Sartorius 2002 MPI

qPCR Thermocycler Agilent Stratagene Mx3000P

Chip-PCR Fluidigm BioMarkHD

Chip-Präparator Fluidigm IFC Controller MX
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