
 
 

 

Aus dem ehemaligen Institut für Vegetative Physiologie und Pathophysiologie 

(Prof. Dr. med. em. G. Burckhardt) 

im Zentrum Physiologie und Pathophysiologie 

der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 

 

 

 

Untersuchung der Transportvorgänge des Prolyl-Hydroxylase-

Hemmers ICA an den Transportern OAT1, OAT2, OAT3 und 

OAT4 von proximalen Nierentubuluszellen 

 

 

 

 

INAUGURAL–DISSERTATION 
 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizinischen Fakultät der 

Georg-August-Universität Göttingen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von 

 

Kei Schulz 
 

aus 

 

Moers 

 

Göttingen 2017  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:     Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer 

 

Referent/in:    Prof. Dr. phil. nat. B. C. Burckhardt 

 

Ko-Referent/in:   Prof. Dr. med. O. Groß 

 

Drittreferent/in:   ………………………………………… 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 05.12.2017 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hiermit erkläre ich, die Dissertation mit dem Titel "Untersu-

chung der Transportvorgänge des Prolyl-Hydroxylase-Hemmers 

ICA an den Transportern OAT1, OAT2, OAT3 und OAT4 von 

proximalen Nierentubuluszellen" eigenständig angefertigt und 

keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfs-

mittel verwendet zu haben. 

 

 

Göttingen, den 10.07.2017  ……………………………… 

 

(Unterschrift) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

I 
 

Inhaltsverzeichnis 
 

Abbildungsverzeichnis .................................................................................................................... III 

Tabellenverzeichnis .......................................................................................................................... V 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................................. VI 

1. Einleitung ...................................................................................................................................... 1 

1.1 Hypoxia Inducible Factor (HIF) .............................................................................................. 1 

1.2 Prolyl Hydroxylase Domain (PHD) und 2-(1-chloro-4-hydroxyiso-quinoline-3-carboxamido) 

acetic acid (ICA) ............................................................................................................................ 3 

1.3 Organische Anionen-Transporter (OATs) ............................................................................... 4 

1.3.1 Organischer Anionen-Transporter 1 (OAT1) .................................................................... 6 

1.3.2 Organischer Anionen-Transporter 2 (OAT2) .................................................................... 6 

1.3.3 Organischer Anionen-Transporter 3 (OAT3) .................................................................... 7 

1.3.4 Organischer Anionen-Transporter 4 (OAT4) .................................................................... 8 

1.4 Zielsetzung und Fragestellung ................................................................................................. 9 

2. Material und Methoden ............................................................................................................. 10 

2.1 Material .................................................................................................................................. 10 

2.1.1 Zellen .............................................................................................................................. 10 

2.1.2 Geräte .............................................................................................................................. 10 

2.1.3 Verbrauchsmaterial ......................................................................................................... 12 

2.1.4 Chemikalien .................................................................................................................... 12 

2.1.5 Zusammensetzung der Lösungen und Medien ................................................................ 14 

2.1.6 Software, Auswertung der Ergebnisse und Berechnung der halbmaximalen 

inhibitorischen Konzentration (IC50) ........................................................................................ 16 

2.2 Methoden ............................................................................................................................... 17 

2.2.1 Zellkultur ......................................................................................................................... 17 

2.2.2 Experimente zur Aufnahme der radioaktiv-markierten Substrate ................................... 20 

2.2.3 Proteinbestimmung ......................................................................................................... 24 

3. Ergebnisse ................................................................................................................................... 26 

3.1 OAT1 ..................................................................................................................................... 26 

3.1.1 cis-Hemmung .................................................................................................................. 26 

3.1.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) ........................................................ 28 

3.1.3 trans-Stimulation............................................................................................................. 30 

3.1.4 Bestimmung des Hemmtyps zwischen PAH und ICA .................................................... 32 

3.2 OAT2 ..................................................................................................................................... 33 

3.2.1 cis-Hemmung .................................................................................................................. 33 



 
 

II 
 

3.2.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) ........................................................ 35 

3.2.3 trans-Stimulation............................................................................................................. 37 

3.3 OAT3 ..................................................................................................................................... 39 

3.3.1 cis-Hemmung .................................................................................................................. 39 

3.3.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) ........................................................ 41 

3.3.3 trans-Stimulation............................................................................................................. 43 

3.4 Zusammenfassung der IC50 vom OAT1, OAT2 und OAT3................................................... 45 

3.5 OAT4 ..................................................................................................................................... 46 

3.5.1 cis-Hemmung .................................................................................................................. 46 

3.5.2 trans-Stimulation............................................................................................................. 48 

4. Diskussion ................................................................................................................................... 50 

4.1 Limitationen der Methodik .................................................................................................... 50 

4.2 Interaktionen zwischen ICA und den OATs .......................................................................... 51 

4.2.1 Qualitative und quantitative Hemmbarkeit ......................................................................... 51 

4.2.2 Stimulation .......................................................................................................................... 53 

4.3 Klinische Überlegungen ......................................................................................................... 54 

4.4 Ausblick ................................................................................................................................. 57 

5. Zusammenfassung ...................................................................................................................... 59 

6. Literaturverzeichnis ................................................................................................................... 61 

 

  



 
 

III 
 

Abbildungsverzeichnis 
 

Abbildung 1.1 Genregulation bei Normoxie und Hypoxie ........................................................... 2 

Abbildung 1.2 Strukturformel von ICA ......................................................................................... 3 

Abbildung 1.3 Transportvorgänge durch OAT1, 2, 3 und 4 in einer proximalen Tubuluszelle 

(PCT) ................................................................................................................................................. 5 

Abbildung 2.1 Brutschrank ........................................................................................................... 17 

Abbildung 2.2 Zellkulturwerkbank .............................................................................................. 18 

Abbildung 2.3 Strukturformel von [3H]-PAH ............................................................................. 21 

Abbildung 2.4 Strukturformel von [3H]-cGMP .......................................................................... 21 

Abbildung 2.5 Strukturformel von [3H]-ES ................................................................................. 22 

Abbildung 2.6 Arbeitsplatz im Radioaktivlabor ......................................................................... 23 

Abbildung 2.7 Szintillationszähler Tri-Carb 2810 TR ............................................................... 24 

Abbildung 3.1 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [3H]-PAH in OAT1- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen ....................................................................................................... 27 

Abbildung 3.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Aufnahme von 

[3H]-PAH in OAT1- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ............................................... 29 

Abbildung 3.3 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von [3H]-PAH in 

OAT1- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ..................................................................... 31 

Abbildung 3.4 Dixon Plot des Einflusses von ICA auf die Aufnahme von [3H]-PAH in OAT1- 

transfizierte HEK293-Zellen ......................................................................................................... 32 

Abbildung 3.5 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [3H]-cGMP in OAT2- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen ....................................................................................................... 34 

Abbildung 3.6 Halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Aufnahme von 

[3H]-cGMP in OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ............................................ 36 

Abbildung 3.7 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von [3H]-cGMP 

in OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen................................................................. 38 

Abbildung 3.8 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [3H]-ES in OAT3- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen ....................................................................................................... 40 

Abbildung 3.9 Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration von ICA bei 

der Aufnahme von [3H]-ES in OAT3- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ................. 42 

Abbildung 3.10 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von [3H]-ES in 

OAT3- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ..................................................................... 44 

Abbildung 3.11 Halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Aufnahme des 

jeweiligen Subtrats bei OAT1-, 2- und 3-transfizierten HEK293-Zellen .................................. 45 

file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446535
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446536
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446537
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446537
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446538
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446539
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446540
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446541
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446542
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446543
file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446544


 
 

IV 
 

Abbildung 3.12 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [3H]-ES in OAT4- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen ....................................................................................................... 47 

Abbildung 3.13 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von [3H]-ES in 

OAT4- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ..................................................................... 49 

Abbildung 4.1 Renale Ausscheidung von ICA ............................................................................ 57 

 

  

file:///D:/Promotionfertig/fertige%20Version/Dissertation%20Kei%20Schulz.docx%23_Toc487446558


 
 

V 
 

Tabellenverzeichnis 
 

Tabelle 1.1 Fragestellungen ............................................................................................................. 9 

Tabelle 2.1 Geräte im Zellkulturlabor ......................................................................................... 10 

Tabelle 2.2 Geräte im Isotopenlabor ............................................................................................ 11 

Tabelle 2.3 Verbrauchsmaterialien .............................................................................................. 12 

Tabelle 2.4 Chemikalien ................................................................................................................ 12 

Tabelle 2.5 Software ....................................................................................................................... 16 

Tabelle 2.6 verwendete Standardsubstrate .................................................................................. 21 

Tabelle 2.7 BSA-Standardreihe .................................................................................................... 25 

Tabelle 3.1 ICA Konzentrationen zur Bestimmung der IC50 ..................................................... 28 

Tabelle 3.2 OAT1: Hemmung der Aufnahme von PAH durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 ................................................................................................... 29 

Tabelle 3.3 OAT2: Hemmung der Aufnahme von cGMP durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 ................................................................................................... 35 

Tabelle 3.4 OAT3: Hemmung der Aufnahme von ES durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 ................................................................................................... 41 

Tabelle 4.1 Medikamenteninteraktionen beim OAT1 und OAT3 ............................................. 56 

 

  



 
 

VI 
 

Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.  Abbildung 

AKF  acute kidney failure; akutes Nierenversagen 

BSA  bovines Serumalbumin 

CBP  CREP-binding protein 

cGMP  cyclisches Guanosinmonophosphat 

DC  Dicarboxylat 

DDIs  Drug-Drug-Interactions 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

EGLN  egg laying nine 

ES  Estronsulfat 

FCS  fetal calf serum; fetales Kälberserum 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HPH  HIF-prolyl hydroxylase 

EPO  Erythropoetin 

HEK  human embryonic kidney 

HIF  hypoxia inducible factor 

hOAT  human organic anion transporter; humaner Organischer Anionen-Transpor-

ter 

HRE  hypoxia response element 

ICA  2-(1-chloro-4-hydroxyiso-quinoline-3-carboxamido) acetic acid 

IC50  halbmaximale inhibitorische Konzentration 

KHK  koronare Herzkrankheit 

Ki  Inhibitorkonstante 

MRi  mammalian Ringer solution; Säugetier-Ringer-Lösung 

mRNA  messenger RNA 

NaDC1 sodium-coupled dicarboxylate transporter 1 

NaDC3 sodium-coupled dicarboxylate transporter 3 

NHE3  sodium hydrogen exchanger 3 

NOG  N-oxalylglycine 

n.s.  nicht signifkant 

OA  organisches Anion 



 
 

VII 
 

OAT  organic anion transporter; organischer Anionen-Transporter 

OCT  organic cation transporter; organischer Kationen-Transporter 

OCTN  organic zwitterion/ cation transporter; organischer Zwitterionen-/ Katio-

nen-Transporter 

p300  300-kilodalton coactivator protein 

PAH  p-Aminohippursäure 

PBS  phosphatgepufferte Salzlösung 

PCT  proximal tubule cell; proximale Tubuluszelle 

PDCA  pyridine-2,4-dicarboxylic acid 

PHD  prolyl hydroxylase domain; Prolyl-Hydroxylase-Domäne 

PHDI  prolyl hydroxylase domain inhibitor; Prolyl-Hydroxylase-Domäne-Inhibitor 

SD  standard deviation; Standardabweichung 

SLC22  Solute Carrier 22 

Ub  Ubiquitin 

V  Versuch 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

VHL  von Hippel Lindau 

 

 

 



 
 

1 

1. Einleitung 

 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktionen des Prolyl-Hydroxylase-Domäne (PHD)-Inhi-

bitors (PHDI) 2-(1-chloro-4-hydroxyiso-quinoline-3-carboxamido) acetic acid (ICA) mit 

den Organischen Anionen-Transportern (OAT) 1, 2, 3 und 4 und einen möglichen Transport 

von ICA über einen oder mehrere OATs nachzuweisen. Bei Hemmung der PHD wird der 

Hypoxia Inducible Factor (HIF) hochreguliert, sodass in den Sauerstoffhaushalt des Körpers 

eingegriffen werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten veröffentlicht werden 

(Schulz et al. 2015). 

 

Zunächst werden die grundlegenden Funktionsweisen der PHD und des HIF unter physiolo-

gischen Bedingungen im Körper im ersten Unterkapitel erläutert, um dann im zweiten Un-

terkapitel der Einleitung auf die Möglichkeiten einer Einflussnahme auf dieses System mit 

Hemmstoffen und im Speziellen mit ICA einzugehen, um zuletzt die OATs im Allgemeinen 

und die vier in dieser Arbeit untersuchten auf ihre möglichen Wechselwirkungen mit ICA 

zu diskutieren. Anschließend wird die Fragestellung dieser Arbeit formuliert. 

 

1.1 Hypoxia Inducible Factor (HIF) 

 

Eine ausreichende Sauerstoffversorgung des Körpers gehört zu den essentiellen Lebens-

grundlagen auf dieser Erde. Viele Krankheitsbilder des Menschen gründen auf einer nicht 

mehr gewährleisteten Versorgung des Gewebes mit O2 wie z.B. Anämie, koronare Herz-

krankheit (KHK), periphere arterielle Verschlusskrankheit, Apoplex oder ein durch eine Is-

chämie bedingtes akutes Nierenversagen (AKF). 

 

Um Ischämie-bedingte Erkrankungen effektiv behandeln zu können, ist ein besseres Ver-

ständnis der Sauerstoffregulierung im Körper vonnöten. Mit der Entdeckung von Erythro-

poetin (EPO) und dem Hypoxia Inducible Factor (HIF) waren wichtige Meilensteine erreicht 

(Semenza und Wang 1992; Wang et al. 1995). 

 

Beim HIF bzw. HIF-1 handelt es sich um ein Heterodimer, welches aus einer Alpha- und 

einer Beta-Untereinheit besteht, wobei HIF-α dauerhaft im Zytosol exprimiert wird und HIF-

β im Nukleus zu finden ist. Unter Normoxie wird HIF-α sofort wieder abgebaut. Nur unter 
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hypoxischen Bedingungen kann die α-Untereinheit in den Nukleus gelangen und dimerisiert 

dort mit HIF-β. Dieses Heterodimer bindet dann mit Hilfe der beiden Kofaktoren 300-kilo-

dalton coactivator protein (p300) und CREP-binding protein (CBP) an ein Hypoxia 

Response Element (HRE) in der DNA und initiiert so die Expression von unterschiedlichen 

Genprodukten (Mole et al. 2009; Schödel et al. 2011), welche der Hypoxie entgegenwirken 

sollen, wie z.B. EPO, Glukosetransporter oder vascular endothelial growth factor (VEGF) 

(Franke et al. 2013; Rabinowitz 2013). Normoxie führt dazu, dass HIF-α abgebaut wird. Der 

erste Schritt erfolgt hierbei durch die prolyl hydroxylase domain (PHD), welche HIF-α hyd-

roxyliert, damit das von Hippel-Lindau (VHL)-Protein im nächsten Schritt die Ubiquitinie-

rung vornehmen kann. Somit wird die α-Einheit vom Proteasom abgebaut. Hierbei benötigt 

die PHD Ascorbinsäure, O2, Fe2+ und α-Ketoglutarsäure/ 2-Oxoglutarsäure (Franke et al. 

2013; Ratcliffe und Bishop 2014; Ratcliffe et al. 2017; Semenza 2007). 

 

Insgesamt existieren von HIF-α drei Isoformen: HIF-1α, HIF-2α (Tian et al. 1997) und HIF-

3α (Maynard et al. 2003). Die β-Untereinheit liegt nur als HIF-1β vor. Bei der PHD unter-

scheidet man drei Unterformen: PHD1, PHD2 und PHD3 (Myllyharju 2013). Die größte 

Relevanz hat die Interaktion von HIF-1 α mit PHD2 (Berra et al. 2003). Ein vereinfachtes 

Schema der oben besprochenen Vorgänge zeigt Abbildung (Abb.) 1.1. 

Abbildung 1.1 Genregulation bei Normoxie und Hypoxie  Regulation der Gen-

produkte durch HIF und die PHD am Beispiel von HIF-1α und PHD2. Weitere Erklärun-

gen erfolgen im Text. CBP, CREP-binding protein; HIF, hypoxia inducible factor; HRE, 

hypoxia response element; p300, 300-kilodalton coactivator protein; OH, Hydroxylierung 

des HIF-1α ; PHD, prolyl hydroxylase domain; Ub, Ubiquitinierung des HIF-1α ; VHL, 

von Hippel-Lindau-Protein (eigene Abbildung) 
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1.2 Prolyl Hydroxylase Domain (PHD) und 2-(1-chloro-4-hydroxyiso-

quinoline-3-carboxamido) acetic acid (ICA) 

 

PHD1 bzw. egg laying nine (EGLN) 2 oder HIF-prolyl hydroxylase (HPH) 3 besteht aus 

407 Aminosäuren und besitzt ein Molekulargewicht von 43,9 kDa. PHD1 ist vor allem im 

Kern von Zellen aus dem Hoden und der Leber zu finden. PHD2 bzw. EGLN 1 oder HPH 2 

konnte ubiquitär und besonders hochexprimiert im Zytoplasma von Kardiomyozyten nach-

gewiesen werden. PHD2 besteht aus 426 Aminosäuren und weist ein Molekulargewicht von 

46 kDA auf. PHD3 bzw. HPH 1 oder EGLN 3 ist deutlich kürzer (239 Aminosäuren) mit 

einem Molekulargewicht von 27 kDa. Am höchsten ist diese Isoform in Herz und Leber 

exprimiert. Seit kurzem wird die Existenz einer vierten Isoform, PHD4, diskutiert, wobei 

Bedeutung und Lokalisation noch unklar sind (Rabinowitz 2013; Selvaraju et al. 2014). 

 

PHD2-Knockout-Mäuse versterben bereits im Embryonalstadium zwischen Tag 12,5 und 

14,5, was die Bedeutung der PHD2 bei der Embryonalentwicklung hervorhebt (Takeda et 

al. 2007). PHD1- und PHD3-Knockouts hingegen entwickeln sich normal. Bis heute wurden 

keine Pathologien beobachtet (Takeda et al. 2006). 

 

PHD-Inhibitoren werden von unterschiedlichen pharmazeutischen Unternehmen angeboten. 

Einige davon befinden sich zurzeit in klinischen Studien zur Behandlung verschiedener Is-

chämie-bedingter Erkrankungen (Rabinowitz 2013; Selvaraju et al. 2014). 

 

Einer dieser PHD-Inhibitoren ist das in dieser Arbeit untersuchte 2-(1-chloro-4-hydroxyiso-

quinoline-3-carboxamido) acetic acid (ICA). ICA liegt unter dem Produktkürzel FG-2216 

der Firma FibroGen (Rabinowitz 2013; Selvaraju et al. 2014) vor. Die Strukturformel des 

ICA ist in Abb 1.2 zu sehen.   

  

Abbildung 1.2 Strukturformel von ICA  

(erstellt mit der freien Version von ChemSketch) 
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1.3 Organische Anionen-Transporter (OATs) 

 

Prinzipiell kann zwischen passivem und aktivem Transport von Stoffen unterschieden wer-

den. Beim passiven Transport können Stoffe nur aufgrund eines Gradienten vom Ort der 

hohen Konzentration zum Ort der niedrigen Konzentration wandern. Dies geschieht durch 

Diffusion. Bei dem aktiven Transport von Stoffen können diese auch gegen einen Gradien-

ten unter Verwendung von Energie, beispielsweise ATP, über Zellmembranen hinweg trans-

portiert werden. Es wird zwischen Uniportern, Symportern bzw. Kotransportern und Anti-

portern bzw. Austauschern unterschieden. Bei Uniportern wird nur ein Substrat entweder in 

die Zelle oder aus ihr heraus transportiert, wohingegen Symporter mindestens zwei Substrate 

in die gleiche Richtung transportieren. Bei Antiportern hingegen werden unterschiedliche 

Substanzen in entgegengesetzte Richtung transportiert. Weiterhin kann zwischen primär, se-

kundär und tertiär aktivem Transport unterschieden werden. Primäre Transporter bauen ei-

nen Konzentrations- oder elektrischen Gradienten über die Zellmembran auf. Diesen Gradi-

enten nutzt der sekundär aktive Transporter, um sein Substrat in die Zelle zu transportieren, 

sodass wiederum ein Gradient für das über den sekundär aktiven Transporter in die Zelle 

aufgenommene Substrat zwischen Extrazellulärraum und Zellinnerem besteht. Diesen vom 

sekundär aktiven Transporter aufgebauten Gradienten nutzt der tertiäre Transporter zur Auf-

nahme seines Substrats in die Zelle. Die in dieser Arbeit untersuchten OAT1, OAT2, OAT3 

und OAT4 arbeiten als tertiär aktive Transporter, wobei sie ihr Substrat, das organische An-

ion, im Antiport gegen ein intrazelluläres Dicarboxylat in die Zelle schleusen. Im Fall der 

OATs ist der sekundär aktive Transporter der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Transporter 

3 (NaDC3), als der primäre Transporter dient die Na/K-ATPase (Abb. 1.3). 

 

Die OATs gehören zur Solute Carrier 22 (SLC22)-Genfamilie. Neben den Organischen An-

ionen-Transportern (OATs) zählen hierzu auch die Organischen Kationen-Transporter 

(OCT) und solche, die sowohl Zwitterionen als auch Kationen transportieren (OCTN). Die 

Transporter dieser Familie und damit auch die OATs bestehen aus 12 trans-Membran-Do-

mänen, wobei sich eine große Schleife extrazellulär zwischen den Domänen 1 und 2 befin-

det. Eine zweite große Schleife ist intrazellulär zwischen der sechsten und siebten Domäne 

zu finden. Die hier besprochenen Organischen Anionen-Transporter 1 bis 3 kommen in der 

basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen vor, wo sie für die Fremdstoffaufnahme 

in die proximalen Tubuluzellen zuständig sind. In einem nächsten Schritt werden diese Sub-

stanzen durch die Zellen transloziert und über teilweise noch nicht identifizierte Transporter 
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oder den OAT4 über die luminale Membran in den Urin zur Ausscheidung abgegeben. Ne-

ben verschiedenen endogenen Substraten oder in der Umwelt vorkommenden Substanzen 

interagieren die OATs mit einer breiten Palette von Pharmaka, wie Antihypertensiva (z.B. 

Sartane, Angiotensin II Rezeptor I Blocker), Diuretika, Antibiotika (z.B. Penicilline, Cepha-

losporine), Zytostatika (z.B. Methotrexat), orale Antidiabetika, Immunsuppressiva und 

nichtsteroidale Antirheumatika (Übersichten in Burckhardt 2012; Koepsell 2013; Pelis und 

Wright 2011; Riedmaier et al. 2012; VanWert et al. 2010). 

 

  

Abbildung 1.3 Transportvorgänge durch OAT1, 2, 3 und 4 in einer proximalen 

Tubuluszelle (PCT)  Während OAT1 und OAT3 ein OA- im Austausch gegen ein über NaDC3 

oder NaDC1 aufgenommenes DC2- transportieren, ist der Transportmodus von OAT2 noch weit-

gehend ungeklärt. OAT4 kann ein intrazelluläres OA- im Austausch gegen im Lumen vorliegen-

des Cl- in den Primärharn abgeben oder intrazelluläres DC2- oder OH- im Austausch gegen im 

Lumen vorliegendes OA- in den Primärharn abgeben. Weitere Erklärungen folgen im Text. Cl-, 

Chloridion; DC2-, Dicarboxylat; H+, Wasserstoffion; Na+, Natriumion; OA-, organisches Anion; 

OH-, Hydroxylion; OAT, Organischer Anionen Transporter (eigene Abbildung) 
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1.3.1 Organischer Anionen-Transporter 1 (OAT1) 

 

Der Organische Anionen-Transporter 1 bzw. OAT1, dessen Genname SLC22A6 ist, wurde 

1997 zeitgleich aus den Nieren der Ratte und der Winterflunder kloniert (Sekine et al. 1997; 

Sweet et al. 1997; Wolff et al. 1997). 1999 erfolgte ebenfalls zeitgleich die Klonierung des 

OAT1 aus der humanen Niere (Bahn et al. 2000; Hosoyamada et al. 1999). Der OAT1 liegt 

in vier unterschiedlichen Splicevarianten vor, wobei nur die erste 563 Aminosäuren zählende 

Variante und die 550 Aminosäuren umfassende zweite Variante funktionell sind. Das Gen 

selbst befindet sich auf Chromosom 11q13.2. 

 

Am häufigsten wird der Transporter bzw. seine messenger RNA (mRNA) und das entspre-

chende Protein in der Niere exprimiert, gefolgt von seiner Expression im Gehirn, dem Plexus 

choroideus und den Skelettmuskeln (Lopez-Nieto et al. 1997; Lu et al. 1999; Nishimura und 

Naito 2005). In den proximalen Tubuluszellen der Nieren befindet sich der OAT1 in der 

basolateralen Membran, wo er Stoffe aus dem Blut bzw. dem Interstitium aufnehmen kann 

(Breljak et al. 2016; Hosoyamada et al. 1999; Motohashi et al. 2002). 

 

Der OAT1 arbeitet hierbei als tertiärer Antiporter, welcher ein organisches Anion wie z.B. 

die oben genannten Medikamente im Austausch gegen Dicarboxylat, hauptsächlich α-Keto-

glutarat, in die Zelle hinein transportiert. Der sekundäre Transportvorgang wird hierbei vom 

sodium-coupled dicarboxylate transporter 3 (NaDC3) übernommen, welcher das intrazellu-

läre Dicarboxylat zusammen mit drei Natriumionen bereitstellt und sich ebenfalls in der 

basolateralen Zellmembran befindet. Als Standardsubstrat zur weiteren Eigenschaftsbestim-

mung hat sich radioaktiv-markierte para-Aminohippursäure (PAH) etabliert (Übersichtsar-

tikel: Burckhardt 2012; Koepsell 2013; Riedmaier et al. 2012). Abb. 1.3 fasst die funktio-

nelle Kopplung zwischen OAT1 und NaDC3 zusammen. 

 

1.3.2 Organischer Anionen-Transporter 2 (OAT2) 

 

Das Protein selbst wurde 1994 in der Rattenleber entdeckt; allerdings ohne seine Funktion 

erklären zu können (Simonson et al. 1994). So folgte die genaue Charakterisierung als Or-

ganischer Anionen-Transporter 2 erst 1998 aus der Rattenleber (Sekine et al. 1998). Der 

Genname des humanen OAT2 ist SLC22A7, wobei sich das Gen auf dem Chromosom 6p21.1 



 
 

7 

befindet. Beim OAT2 ist eine Splicevariante mit 546 Aminosäuren und eine mit 548 Ami-

nosäuren bekannt, wobei nur die kürzere Form funktionell ist (Cropp et al. 2008; Henjakovic 

et al. 2015).  

 

OAT2-mRNA kommt vor allem in der Leber und der Niere vor. Ein geringerer mRNA-

Gehalt wurde in den Hoden, dem Ileum, dem Plexus choroideus, dem Gehirn, dem Herzen 

und den Lungen nachgewiesen (Augustine et al. 2005; Cropp et al. 2008; Hilgendorf et al. 

2007). Immunhistochemische Untersuchungen lokalisierten den OAT2 in der basolateralen 

Membran der  proximalen Nierentubuluszellen, wo er aus dem Blut Substrate in die Zelle 

aufnehmen kann (Breljak et al. 2016; Cheng et al. 2012). Als Referenzsubstrat für den OAT2 

wird cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) eingesetzt, ob er als Antiporter oder Aus-

tauscher, ähnlich dem OAT1 arbeitet, ist ungeklärt (Übersichten in Burckhardt 2012; Koep-

sell 2013; Riedmaier et al. 2012; Rizwan und Burckhardt 2007). In Abb. 1.3 ist der OAT2 

schematisch dargestellt. 

 

1.3.3 Organischer Anionen-Transporter 3 (OAT3) 

 

Der Organische Anionen-Transporter 3 (OAT3) wurde 1999 aus der Rattenniere (Kusuhara 

et al. 1999) und 2001 aus der humanen Niere (Cha et al. 2001) kloniert. SLC22A8 ist der 

Genname für den OAT3, dessen Gen sich auf dem Chromosom 11q12.3 befindet. Die Nähe 

zum Gen des OAT1 auf demselben Chromosom und ähnliche Substratspezifitäten sowie ihr 

gemeinsames Arbeiten als Antiporter, die ein organisches Anion im Austausch gegen ein 

Dicarboxylat in die Zelle aufnehmen, lassen auf eine engere Verwandtschaft schließen.  Der 

Transporter selbst besteht aus 536 bis 542 Aminosäuren. 

 

Der OAT3 kommt vor allem in der Niere und außerdem in der Leber, dem Gehirn, der Ske-

lettmuskulatur und den Nebennieren vor (Breljak et al. 2016; Cha et al. 2001; Nishimura und 

Naito 2005). Immunhistochemisch ist der OAT3 in Bezug auf die Niere wie seine beiden 

Vorgänger in der basolateralen Membran der proximalen Nierentubuluszelle lokalisiert, um 

Substanzen aus dem Blut aufzunehmen (Bahn et al. 2005; Breljak et al. 2016; Hasegawa et 

al. 2002; Kojima et al. 2002). Der OAT3 verfügt prinzipiell über ähnliche Transporteigen-

schaften wie der OAT1 und nutzt die durch den NaDC3 bereitgestellten Dicarboxylate, um 

organische Anionen nach intrazellulär zu transportieren. Als Standardsubstrat hat sich Est-

ronsulfat (ES) etabliert (Übersichtsartikel: Burckhardt 2012; Koepsell 2013; Riedmaier et 
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al. 2012). Die Transportvorgänge zwischen OAT3 und NaDC3 lassen sich in Abb. 1.3 noch 

einmal nachvollziehen. 

 

1.3.4 Organischer Anionen-Transporter 4 (OAT4) 

 

Der Vierte der Organischen Anionen-Transporter wurde im Jahre 2000 in der menschlichen 

Niere entdeckt, sein Gen SLC22A11 befindet sich auf dem Chromosom 11q13.1 (Cha et al. 

2000). Das Genprodukt besteht aus 550 Aminosäuren. 

 

Der OAT4 kommt vorrangig in der Niere vor, wobei er in einem geringeren Ausmaße auch 

in der Plazenta und den Nebennieren zu finden ist (Cha et al. 2000; Nishimura und Naito 

2005). 

 

Im Gegensatz zu den drei zuerst genannten Transportern befindet sich der OAT4 in der lu-

minalen Membran der proximalen Nierentubuluszellen, um Stoffe entweder aus dem Urin 

aufzunehmen oder in diesen zu sezernieren (Babu et al. 2002; Ekaratanawong et al. 2004). 

 

Für den OAT4 werden unterschiedliche Transportmodi diskutiert. Generell wird unterschie-

den, ob das organische Anion nach intrazellulär (influx mode) oder extrazullulär (efflux 

mode) transportiert wird. Der erste influx mode funktioniert ähnlich dem von OAT1 oder 

OAT3. Hier wird ein organisches Anion im Austausch gegen Dicarboxylat in die Zelle hin-

eintransportiert, wobei hier der sekundäre Transport durch den sodium-coupled dicar-

boxylate transporter 1 (NaDC1), welcher sich zusammen mit dem OAT4 in der apikalen 

Zellmembran befindet, stattfindet. Der zweite influx mode basiert auf dem Transport von 

organischen Anionen im Austausch gegen Hydroxylionen, wobei hier der sekundär aktive 

Transport durch den apikalen sodium hydrogen exchanger 3 (NHE3) vermittelt wird, wel-

cher ein Wasserstoffion in das Lumen transportiert, um im Gegenzug ein Natriumion in die 

Zelle aufzunehmen. Beim efflux mode hingegen wird ein organisches Anion im Austausch 

gegen ein Chloridion in das Lumen sezerniert (Hagos et al. 2007). Als Standardsubstrat hat 

sich zur Testung des Transporters Estronsulfat (ES) etabliert (Übersichtsartikel: Burckhardt 

2012; Koepsell 2013; Riedmaier et al. 2012). Abb. 1.3 zeigt das Zusammenspiel der Trans-

porter OAT4, NaDC1 und NHE3. 
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung 

 

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktionen des ICA mit OAT1, OAT2, OAT3 und OAT4 

zu zeigen, um anschließend zu diskutieren, wie ICA aus der Blutbahn in die proximale Tu-

buluszelle aufgenommen wird und durch diese weiter in den Urin abgegeben werden kann. 

Hierzu wurden sowohl cis-Inhibitions- als auch trans-Stimulationsversuche mit radioaktiv-

markierten Referenzsubstraten der jeweiligen Transporter in Ab- und Anwesenheit von ICA 

durchgeführt. Folgende Fragestellungen werden untersucht (Tabelle 1.1): 

 

Tabelle 1.1 Fragestellungen 

Fragestellung Untersuchte Transporter 

Kann der Substrattransport über den jeweiligen Transporter 

durch ICA gehemmt werden? 

OAT1, OAT2, OAT3, 

OAT4 

Wie hoch ist die quantitative Hemmbarkeit bzw. die halb-

maximale inhibitorische Konzentration zur Hemmung der 

Substrataufnahme durch ICA? 

  

OAT1, OAT2, OAT3 

Wird ICA über den jeweiligen Transporter transportiert? OAT1, OAT2, OAT3, 

OAT4 
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2. Material und Methoden 

 

Dieses Kapitel befasst sich im ersten Teil mit den verwendeten Geräten und Chemikalien, 

um im zweiten Teil auf die Methoden der Zellkultur und der cis-Inhibitions- und trans-Sti-

mulationsexperimente mit radioaktiv-markierten Substraten einzugehen. 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Zellen 

 

Für alle Versuche wurden human embryonic kidney (HEK) 293-Zellen verwendet, welche 

mit dem jeweiligen Transporter, OAT1, OAT2, OAT3 und OAT4, stabil transfiziert waren. 

Als Kontrollen dienten HEK293-Zellen, die nur mit dem leeren Vektor transfiziert waren. 

Für die Kontrollzellen wurde bei den Transportern OAT1, OAT3 und OAT4 der Vektor 

pcDNA5, beim OAT2 der Vektor pEF5 verwendet. Alle Zellen befinden sich seit längerem 

im Institut in Kultur und wurden für die Experimente zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.2 Geräte 

 

Die Auflistung der verwendeten Geräte geschieht in zwei getrennten Listen (Tabelle 2.1 und 

2.2), da der Arbeitsplatz im Isotopenlabor streng von den anderen Arbeitsbereichen getrennt 

war. Im Isotopenlabor gelten besondere Sicherheitsmaßnahmen: Sämtliche im Isotopenlabor 

benötigten Chemikalien und Verbrauchsmittel müssen getrennt entsorgt werden, um eine 

Kontamination anderer Labore zu vermeiden. 

 

Tabelle 2.1 Geräte im Zellkulturlabor 

Gerät Artikelbezeichnung Hersteller 

Absaugpumpen N 035.3 AN.18 KNF Neuberger GmbH 

(Freiburg, BRD) 

Brutschrank Heraeus Function Line BB 

16 

Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA) 

Dispenser Repeater 4780 Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

mechanische Pipetten 1 Eppendorf Research 2,5, 

10, 20, 200, 1000 

Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

mechanische Pipetten 2 PIPETMAN Classic P20, 

P100, P200, P1000 

Gilson Inc. (Middelton, WI) 
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Mikroplattenleser Mithras LB 940 Berthold Technologies 

GmbH & Co.KG (Bad 

Wildbad, BRD) 

Mikroskop Telaval 31 Carl Zeiss AG (Oberko-

chen, BRD) 

Mini-Zentrifuge C-1200 Labnet International Inc. 

(Edison, NJ) 

Neubauer-Zählkammer hell-linig Saaringia (Saarlouis, BRD) 

Pipettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgeräte 

GmbH & Co. KG (Eber-

stadt, BRD) 

Schüttelwasserbad 1083 GFL Gesellschaft für La-

bortechnik mbH (Burgwe-

del, BRD) 

Thermoblock Thermostat 3401 Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

Vortexer 1 Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc. 

(Bohemia, NY) 

Vortexer 2 Reax top Heidolph Instuments 

GmbH & Co. KG (Schwab-

ach, BRD) 

Wipptisch RT-3D Fröbel Labortechnik GmbH 

(Lindau, BRD) 

Zellkulturwerkbank 1 BIOWIZARD Silver Line Kojair (Vilppula, Finnland) 

Zellkulturwerkbank 2 Safe 2020 Thermo Fisher Scientific 

Inc. (Waltham, MA) 

Zentrifugen Heraeus Labofuge 400R/ 

Megafuge 40R 

Thermo Fisher Scientific 

Inc. (Waltham, MA) 
 

Tabelle 2.2 Geräte im Isotopenlabor 

Gerät Artikelbezeichnung Hersteller 

Absaugpumpe N 035.3 AN.18 KNF Neuberger GmbH 

(Freiburg, BRD) 

Dispenser Repeater 4780 Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

mechanische Pipetten 1 Eppendorf Research 10, 20, 

100, 200, 1000 

Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

mechanische Pipette 2 PIPETMAN Classic P200 Gilson Inc. (Middelton, WI) 

Szintillationszähler Tri-Carb 2810 TR PerkinElmer Inc. (Waltham, 

MA) 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc. 

(Bohemia, NY) 

Wipptisch 4020 Köttermann GmbH & Co. 

KG (Uetze/Hänigsen, BRD) 
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2.1.3 Verbrauchsmaterial 

 

Im Zellkultur- und im Isotopenlabor wurden dieselben Verbrauchsmaterialien (Tabelle 2.3) 

benutzt, wobei streng auf eine getrennte Entsorgung geachtet wurde. 

 

Tabelle 2.3 Verbrauchsmaterialien 

Material Artikelbezeichnung Hersteller 

Deckgläschen Deckgläschen R. Langenbrinck Labor- 

und Medizintechnik (Em-

mendingen, BRD) 

Dispenserspritze Combitip 12,5 ml Eppendorf AG (Hamburg, 

BRD) 

Glaspipetten EM Techcolor 5 ml, 10 ml, 

20 ml 

Hirschmann Laborgeräte 

GmbH & Co. KG (Eber-

stadt, BRD) 

Mikro-Plastikreagenzglas Reagiergefäß 1,5 ml Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

Pipettenspitzen Pipettenspitzen 10 µl, 200 

µl, 1000 µl 

Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

Plastikreagenzgläser Schraubröhre 15 ml, 50 ml Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

Szintillationsröhrchen Mini-Vial 6 ml Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

Zellkulturpetrischale TC-Schale 100, Standard Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

24-Well-Zellkulturplatte CELLSTAR Zellkultur 

Multiwellplatte für Suspen-

sionskultur 24-Well 

Greiner Bio-One Internatio-

nal GmbH (Kremsmünster, 

Österreich) 

96-Well-Testplatte Mikrotestplatte 96 Well Sarstedt AG & Co. (Nüm-

brecht, BRD) 

 

2.1.4 Chemikalien 

 

Neben den Chemikalien sind in Tabelle 2.4 auch die Zellkulturmedien aufgeführt.  

 

Tabelle 2.4 Chemikalien 

Chemikalien/ Zellkulturmedien CAS-Nummer Hersteller 

p-[Glycyl-2-3H]-Aminohip-

pursäure 

NET053 PerkinElmer Inc. (Waltham, MA) 

bovines Serumalbumin (BSA) P5369 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

CaCl2  C3306 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 
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cGMP G6129 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 4720.1 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-

ruhe, BRD) 

Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) 

D5796 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

Dulbecco’s PBS-Puffer A0964 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

[6,7-3H(N)]-Estronsulfat, Am-

moniumsalz 

NET203 PerkinElmer Inc. (Waltham, MA) 

Ethanol (99,6%) A1613 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

Fetal Calf Serum (FCS)  10270-106 Invitrogen GmbH (Karlsruhe, BRD) 

Glucose A3666 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

[8-3H]-3‘,5‘-cylclisches Guano-

sinphosphat, Ammoniumsalz  

NET337 PerkinElmer Inc. (Waltham, MA) 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl)-ethansulfonsäure 

(HEPES) 

A3268 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

Hygromycin B P02015 PAA (Pasching, Österreich) 

ICA  Friedrich-Alexander-Universität Er-

langen-Nürnberg 

Indometacin I7378 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

KCl 1.04877 Merck KGaA (Darmstadt, BRD) 

MgSO4 A6287 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

NaCl 1.06404 Merck KGaA (Darmstadt, BRD) 

NaH2PO4 A4229 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

NaOH A1551 AppliChem GmbH (Darmstadt, 

BRD) 

Penicillin, Streptomycin P0781 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

Phosphorsäure 85% 90791 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-

ruhe, BRD) 

Poly-D-Lysin P1149 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

Probenecid P8761 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, BRD) 

Rotiszint® eco plus 0016.3 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-

ruhe, BRD) 

Serva Blue G 35050 SERVA Electrophoresis GmbH 

(Heidelberg, BRD) 

Trypsin L2103 Biochrom GmbH (Berlin, BRD) 

5 x Lysispuffer E1941 Promega Corporation (Fitchburg, 

WI) 
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2.1.5 Zusammensetzung der Lösungen und Medien 

 

2.1.5.1 Zellkulturnährmedium 

 

Substanz Konzentration 

DMEM 500 ml 

FCS 10 % 100 ml / l 

Penicillin 100 U / ml 

Streptomycin 100 μg / ml 

 

Das Medium wurde steril hergestellt und bei 4 °C gelagert. 

 

2.1.5.2 Mammalian Ringer (MRi) 

 

Substanz Konzentration 

NaCl 130 mM 

HEPES 20 mM 

Glucose 18 mM 

KCl 4 mM 

CaCl2   1 mM 

MgSO4 1 mM 

NaH2PO4  1 mM 

 

Die Lösung wurde mit demineralisiertem Wasser steril hergestellt und auf den pH-Wert von 

7,4 mit NaOH eingestellt. Sie wurde bei Raumtemperatur gelagert. 

 

2.1.5.3 Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

 

Dulbecco’s PBS-Puffer  9,55 g / l 

 

Die Lösung wurde mit destilliertem Wasser steril hergestellt und bei Raumtemperatur gela-

gert. 

 

2.1.5.4 Trypsin-Lösung 

 

Trypsin 0,1 % 

 

Das Trypsin wurde steril in PBS gelöst und bei 4 °C gelagert. 
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2.1.5.5 Poly-D-Lysin-Lösung 

 

Poly-D-Lysin  0,1 mg / ml 

 

Das Poly-D-Lysin wurde in destilliertem Wasser steril gelöst und bei 4 °C gelagert. 

 

2.1.5.6 Bradford-Reagenz 

 

Serva Blue G 70 mg 

Ethanol (99,6 %) 50 ml 

Phosphorsäure (85 %) 100 ml 

 

Anschließend wurde mit H2O auf 250 ml aufgefüllt. Die Lösung wurde bei 4 °C dunkel 

gelagert. 

 

2.1.5.7 ICA, Probenecid und Indometacin 

 

ICA/ Probenecid/ Indometacin 100 mM 

 

Es wurden Stammlösungen der drei Substanzen gelöst in DMSO hergestellt und bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.1.5.8 cGMP 

 

cGMP  100 mM 

 

Es wurde in demineralisiertem Wasser steril gelöst und bei -20 °C gelagert. 

 

2.1.5.9 Hygromycin B 

 

Hygromycin B 50 mg / ml 

 

Das Hygromycin B war in demineralisiertem Wasser steril gelöst und wurde bei 4 °C gela-

gert. 

 

 



 
 

16 

2.1.5.10 NaOH 

 

Die NaOH-Plätzchen wurden in demineralisiertem Wasser steril gelöst, sodass eine 1N 

NaOH entstand, die bei Raumtemperatur gelagert wurde. 

 

2.1.6 Software, Auswertung der Ergebnisse und Berechnung der halbmaxima-

len inhibitorischen Konzentration (IC50) 

 

Folgende Software (Tabelle 2.5) wurde verwendet, um die Rohdaten aus den Experimenten 

weiterzuverarbeiten, diese graphisch darzustellen, die Strukturformeln zu zeichnen und den 

Text abzufassen. 

 
Tabelle 2.5 Software 

Software Bezeichnung Hersteller 

Abbildungsbearbeitung Microsoft Powerpoint Microsoft Corporation 

(Redmond, WA) 

Grafische Datenanalyse SigmaPlot Systat Software Inc. (San 

Jose, CF) 

Literaturverwaltung Citavi Swiss Academic Software 

GmbH (Wädenswil, CH) 

Strukturformelbearbeitung ChemSketch Advanced Chemistry De-

velopment Inc. (Toronto, 

Ontario) 

Tabellenkalkulation Microsoft Excel Microsoft Corporation 

(Redmond, WA) 

Textverarbeitung Microsoft Word Microsoft Corporation 

(Redmond, WA) 

 

Die im Ergebnissteil angegebenen Ergebnisse sind immer mit der jeweiligen Standardab-

weichung (SD) angeben. 

 

Die Berechnung der IC50 erfolgte nach folgender Formel: 

 

f=(v · c)/(c+x) 

 

Wobei x für die verschiedenen ICA Konzentrationen, f für die Substrataufnahme und v für 

die maximale Aufnahme steht. Das errechnete c ergibt die IC50. 
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2.2 Methoden 

 

Der erste Schritt der Experimente erfolgte jeweils im Zellkulturlabor. Hier wurden die Zellen 

mit den vier Transportern und zwei Vektoren kultiviert. Waren die Zellen bis zur Subkon-

fluenz gewachsen, folgten entweder die Versuche zur Aufnahme des für den Transporter 

charakteristischen Referenzsubstrats inklusive der Proteinbestimmung oder eine erneute 

Aussaat für die nächste Passage. Hierfür wurde eine weitere Platte ausgesät. Am Ende wur-

den diese Daten dann am Computer zusammengeführt und weiterverarbeitet. Prinzipiell 

wurden die einzelnen Arbeitsschritte nach den im Institut etablierten Standardprotokollen 

durchgeführt. 

 

2.2.1 Zellkultur 

 

2.2.1.1 Zellkultivierung 

 

Bis zur Subkonfluenz (>80%) wurden die mit den Transportern OAT1, OAT2, OAT3 und 

OAT4 und den Vektoren pcDNA5 und pEF5 stabil transfizierten HEK293-Zellen in Pe-

trischalen mit dem Durchmesser von 10 cm mit 10 ml Nährmedium im Brutschrank (Abb. 

2.1) bei 37 °C und einer Atmosphäre mit 5% CO2 und 95% Luft gehalten. 

 

Abbildung 2.1 Brutschrank Heraeus Function Line 

BB 16 mit Zellkulturschalen (eigene Photographie) 
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2.2.1.2 Zellernte und Rekultivierung 

 

Nach einer Kultivierung von drei Tagen im Brutschrank und einer Konfluenz von 80% - 

100% konnten die Zellen für die Versuche herangezogen werden. Zur Beurteilung der Sub-

konfluenz wurden die einzelnen Petrischalen im Mikroskop auf den jeweiligen Wachstums-

grad überprüft. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen in der Zell-

kulturwerkbank (Abb. 2.2) durchgeführt. Alle benutzten Lösungen und Medien sowie die 

Pipettenspitzen, Mikro-Plastikreagenzgläser und Glaspipetten waren steril-filtriert oder ste-

rilisiert und auf 37 °C erwärmt. 

 

 

Zuerst wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze und einer Pumpe das Medium aus den Petrischa-

len abgesaugt. Danach erfolgte das Waschen der Zellen mit PBS, um das restliche Medium 

und Zelltrümmer zu beseitigen. Hierfür wurden mit einer Glaspipette 5 ml PBS vorsichtig 

am Rande der Petrischale aufgebracht, um die Zellen nicht versehentlich abzulösen. Nach 

mehrmaligem Schwenken wurde das PBS mit der Saugpumpe entfernt. Anschließend wur-

den 2 ml 0,1 % Trypsin auf die Zellen geträufelt und 5 min abgewartet, bis sich alle Zellen 

vom Boden gelöst hatten. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren wurden alle Zellen 

aufgenommen und in ein 15-ml-Plastikreagenzglas überführt, welches zum Neutralisieren 

des Trypsins mit 2 ml Nährmedium befüllt war. Das Reagenzglas wurde dann für 5 min bei 

Abbildung 2.2 Zellkulturwerkbank BIOWIZARD Sil-

ver Line (eigene Photographie) 
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1000 U / min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und das Zell-

pellet wieder in 2 ml Nährmedium resuspendiert. 

 

Ein Teil dieser Zellen wurde für die einzelnen Experimente verwendet, nicht benötigte Zel-

len wurden zur Rekultivierung eingesetzt. Zur Passagierung wurde ein Teil der Zellsuspen-

sion in eine mit 10 ml Nährmedium gefüllte Petrischale überführt. Durch mehrmaliges 

Schwenken konnten sich die Zellen in der Petrischale verteilen. Bei HEK293-Zellen, welche 

mit dem OAT3 transfiziert waren, wurde zusätzlich 35 µl Hygromycin B in der Ausgangs-

konzentration von 50 mg / ml hinzugegeben. Anschließend wurden die Zellen in den Pe-

trischalen in den Brutschrank gestellt. 

 

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung 

 

Um die Versuche mit annähernd gleichen Zellzahlen bzw. annähernd gleichen Mengen an 

Protein durchführen zu können, wurden die in der Zellsuspension vor der Aussaat vorhan-

denen Zellen in einer Neubauer-Zählkammer unter mikroskopischer Kontrolle gezählt. Un-

ter Hinzuziehen des entsprechenden Verdünnungsfaktors (20), nach Auszählen der in 4 · 16 

Quadraten der Neubauer-Zählkammer vorliegenden Zellen und dem Bilden des Mittelwertes 

(M) und Berücksichtigung eines für die Neubauerzählkammer spezifischen Korrekturfaktors 

(104) ergab sich für die Anzahl (K) der Zellen folgender Wert: 

 

 

 

2.2.1.4 Beschichtung der 24-Well-Platten 

 

Bevor die Zellen in die 24-Well-Zellkulturplatten für die Experimente ausgesät werden 

konnten, mussten diese erst mit Poly-D-Lysin beschichtet werden, da sonst die Zellen nicht 

auf dem Boden hätten anwachsen können. 500 µl erwärmtes Poly-D-Lysin in einer Konzent-

ration von 0,1 mg / ml wurde unter sterilen Bedingungen mit einer Glaspipette in jedes der 

24 Wells gefüllt und eine halbe Stunde einwirken gelassen. Anschließend wurde das Poly-

D-Lysin entfernt und die Platten für eine weitere halbe Stunde zum Trocknen unter der 

Werkbank belassen. Danach konnten die Platten für den Versuch eingesetzt oder für den 

späteren Gebrauch zwischengelagert werden. 

 

K [Zellen/ ml] = M · 20 · 104 [Zellen/ ml] 
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2.2.1.5 Aussäen der Zellen für die Experimente 

 

Je nach Experiment wurden zwei oder drei Platten benötigt, wobei eine oder zwei für das 

jeweilige Experiment und die andere für die Proteinbestimmung verwendet wurde. In jedes 

Well wurden jeweils 2 · 105 Zellen pipettiert. Hierfür wurde die vorher berechnete und ins-

gesamt benötigte Menge an Ausgangszellsuspension in ein vorher mit der bestimmten 

Menge Nährmedium befülltes 50-ml-Reagenzglas überführt. Bevor man nun die einzelnen 

Wells mit jeweils 500 µl der Zellsuspension bestückte, war auch hier eine gute Durchmi-

schung durch Auf- und Abpipettieren wichtig, um eine gleichmäßige Zellverteilung zu ge-

währleisten.  

 

2.2.2 Experimente zur Aufnahme der radioaktiv-markierten Substrate 

 

2.2.2.1 Vorbereitungen und Vorinkubation 

 

Alle für die Versuche verwendeten Lösungen wurden in einem Wasserbad auf Raumtempe-

ratur aufgewärmt und durchmischt, um etwaigen Konzentrationsgradienten durch das Ein-

frieren und Auftauen vorzubeugen. Konzentrationen an markierten Substraten, prototypi-

schen Hemmstoffen und ICA werden in den entsprechenden Abschnitten im Resultateteil 

aufgelistet. 

 

Während bei den cis-Inhibitionsversuchen und den Versuchen zur Bestimmung einer IC50 

für die Hemmung der Aufnahme das für den jeweiligen Transporter charakteristische Refe-

renzsubstrat und der Inhibitor gemeinsam in einem Well angeboten wurden, musste für die 

trans-Stimulationsexperimente eine Vorinkubation der Zellen in Ab- und Anwesenheit von 

ICA durchgeführt werden. Hierfür wurden die 24-Well-Platten aus dem Brutschrank genom-

men und der Überstand der Wells mit der Saugpumpe abgesaugt. Anschließend wurden je-

weils 220 µl des Nährmediums, welches vorher mit der gewünschten Menge ICA versetzt 

worden war, in die Wells pipettiert. Die Wells wurden für 2 Stunden zur Inkubation in den 

Brutschrank zurückgestellt. Direkt anschließend konnte mit den Versuchen zur Aufnahme 

des radioaktiv-markierten Referenzsubstrats begonnen werden. Die Platten zur Proteinbe-

stimmung wurden adäquat behandelt. 
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2.2.2.2 Transportversuche und Lysieren 

 

Zuerst wurde in das mit Ringer-Lösung befüllte Kontrollreagenzglas die jeweilige 3H-mar-

kierte Substanz pipettiert. Die entsprechenden Konzentrationen sind Tabelle 2.6 und die 

Strukturformeln den Abbildungen 2.3 bis 2.5 zu entnehmen. 

 

Tabelle 2.6 verwendete Standardsubstrate 

Transporter Substrat 

OAT1 0,5 µM [3H]-PAH 

OAT2 9,9 µM unmarkiertes cGMP und 0,1 µM [3H]-cGMP 

OAT3, OAT4 10 nM [3H]-ES 

 

 

 

 

 

  

Abbildung 2.3 Strukturformel von [3H]-PAH (erstellt mit der 

freien Version von ChemSktech) 

Abbildung 2.4 Strukturformel von [ 3H]-cGMP  (erstellt mit 

der freien Version von ChemSketch) 
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Das Reagenzglas wurde sicher verschlossen und durchmischt. Anschließend wurde aus dem 

Reagenzglas jeweils ein Teil der nun radioaktiv-markierten Ringer-Lösung in die für die 

anderen Bedingungen bereitstehenden Reagenzgläser überführt und durchmischt. Zuerst 

wurde mit der Saugpumpe jeweils die Bedingung auf der 24-Well-Platte von der Ringer-

Lösung, welche als erstes inkubiert werden sollte, abgesaugt. Nun wurde in jedes der Wells 

190 µl der Testsubstanz gegeben und gleichzeitig eine Stoppuhr gestartet, um die Transport-

zeit einzuhalten. Dies geschah am Arbeitsplatz der in Abbildung 2.6 zu sehen ist. 

 

Bei den cis-Inhibitionsversuchen wurden den Zellen das Referenzsubstrat und die zu unter-

suchende Substanz (ICA) von der gleichen Seite aus angeboten. Bei den trans-Stimulationen 

geht man davon aus, dass das ICA, falls es durch die OATs transportiert wird, während der 

Vorinkubation in die Zelle gelangt und so das Referenzsubstrat und das ICA auf entgegen-

gesetzten Seiten der Zellmembran vorliegen. 

 

Nach Ablauf einer Inkubationszeit von 5 min wurden die Wells abgesaugt und dreimal mit 

500 µl eiskaltem PBS gewaschen, um den Transportprozess zu unterbrechen. 

Abbildung 2.5 Strukturformel von [3H]-ES  (erstellt mit 

der freien Version von ChemSketch) 
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Zum Lösen der Zellen vom Boden der Platte und zum Lysieren der Zellen wurde in jedes 

der verwendeten Wells 500 µl 1 N NaOH pipettiert. Anschließend wurden die Platten für 

zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einen Wipptisch gestellt, damit alle Zellen in Suspen-

sion vorliegen. 

 

2.2.2.3 Standards 

 

Um die Messungen der einzelnen Experimente im Szintillationszähler in Bezug auf die je-

weilige spezifische Aktivität der radioaktiven Substanz zu setzen, wurden bei jedem Versuch 

vier Standards mitgeführt. Hierfür wurden jeweils 5 µl aus der mit einer der radioaktiven 

Substanzen versetzten Ringer-Lösung in ein Szintillationsröhrchen pipettiert und ebenfalls 

mit 500 µl 1 N NaOH versetzt. Unter dem Abzug wurden anschließend 2,5 ml Szintillati-

onsflüssigkeit hinzugefügt. Die Röhrchen wurden verschlossen und mit dem Vortexer gut 

durchmischt. 

 

2.2.2.4 Messung der in die Zellen aufgenommenen Radioaktivität 

 

Nach zweistündigem Lysieren der Zellen konnten diese in die Szintillationsröhrchen über-

führt werden. Hierfür wurde der Inhalt eines Wells jeweils in ein eigenes Röhrchen pipettiert, 

nachdem durch vorheriges Auf- und Abpipettieren sichergestellt wurde, dass sich alle Zell-

reste vom Boden gelöst hatten. Anschließend wurde unter dem Abzug jedem Röhrchen 2,5 

Abbildung 2.6 Arbeitsplatz im Radioaktivla-

bor (eigene Photographie) 
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ml Szintillationsflüssigkeit hinzugefügt. Nach Verschließen und Durchmischen mit dem 

Vortexer konnten diese Röhrchen zusammen mit den vier Standards für die Messungen in 

den Szintillationszähler gestellt werden (Abb. 2.7). 

 

 

2.2.3 Proteinbestimmung 

 

Um die aufgenommene Radioaktivität in Relation zur vorhandenen Zellmenge setzen zu 

können, wurde bei jedem Versuch eine zusätzliche Platte für die Proteinbestimmung ausge-

sät. Hierbei wurde die Methode nach Bradford (Bradford 1976) verwendet, um die Protein-

menge zu quantifizieren. 

 

2.2.3.1 Lysieren der Zellen 

 

Die bei -20 °C eingefrorenen 24-Well-Platten mit den Zellen wurden für die Bestimmung 

des Proteingehalts langsam bei Raumtemperatur aufgetaut. In jedes Well wurden 100 µl 1 x 

Lysispuffer hinzugefügt, welcher zuvor aus einem in H2O 1:5 verdünnten 5 x Lysispuffer 

erstellt wurde. Anschließend wurden die Platten für 30 min auf den Wipptisch gestellt. Da-

nach wurden in jedes Well zusätzlich 1900 µl H2O hinzupipettiert. Durch wiederholtes Auf- 

und Abpipettieren wurde eine gleichmäßige Verteilung der gelösten Proteine erreicht. 

 

 

 

Abbildung 2.7 Szintillationszähler Tri-Carb 

2810 TR  (eigene Photographie) 
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2.2.3.2 Standardreihe 

 

Um die gemessene Absorption der Proben vergleichbar zu machen, wurden die Ergebnisse 

anhand einer Eichgeraden eingeordnet, welche durch eine Standardreihe an vordefinierten 

Proteinkonzentrationen (Tabelle 2.7) erstellt wurde. Hierfür wurde bovines Serumalbumin 

in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 

 

Tabelle 2.7 BSA-Standardreihe 

Konzentration BSA [µg / ml] 0 50 75 100 150 200 250 300 

 

BSA wurde ebenfalls bei -20 °C gelagert und zur Verwendung aufgetaut, durchmischt und 

anschließend kurz zentrifugiert. 

 

2.2.3.3 Proteinbestimmung 

 

Zur Proteinbestimmung wurden die BSA Konzentrationen und die jeweiligen Proben aus 

den 24-Well-Platten verwendet, welche zur Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte pipet-

tiert wurden. Hierfür wurden in jedes der Wells 20 µl BSA-Standard oder Proteinprobe pi-

pettiert. Anschließend wurde die benötigte Menge Bradford-Reagenz im Verhältnis 1:4 mit 

H2O verdünnt. In jedes der belegten Wells wurde 200 µl der verdünnten Bradford-Lösung 

pipettiert. Nach 10-minütiger Inkubation wurde die 96-Well-Platte in den Mikroplattenleser 

eingelegt und die Absorption bei 590 nm gemessen. 
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3. Ergebnisse 

 

Die Ergebnisse wurden an HEK293-Zellen, die stabil mit OAT1, OAT2, OAT3, OAT4 oder 

den entsprechenden Leervektoren transfiziert waren, erzielt. Als Zeit für die Aufnahme des 

radioaktiv-markierten Referenzsubstrats wurde für alle Transporter fünf Minuten gewählt. 

Als Referenzsubstrate dienten mit den folgenden Konzentrationen: 0,5 µM [3H]-p-Amino-

hippurat (PAH) für OAT1, 0,1 µM [3H]-cGMP und 9,9 µM cGMP für OAT2 und jeweils 10 

nM [3H]-Estron-3-Sulfat (ES) für OAT3 und OAT4. Alle Versuche wurden dreimal mit 

möglichst aufeinanderfolgenden Zellpassagen durchgeführt. Für jede Messung wurde eine 

Proteinbestimmung zur Normierung vorgenommen. 

 

3.1 OAT1 
 

3.1.1 cis-Hemmung 

 

Nach fünfminütiger Inkubation OAT1- bzw. pcDNA5-transfizierter HEK293-Zellen in 0,5 

µM [3H]-PAH gelöst in MRi betrug die Aufnahme von [3H]-PAH 11,56 ± 2,33 bzw. 0,26 ± 

0,12 pmol/mg; was einem signifikanten Unterschied entspricht. Dies entspricht einer PAH-

Akkumulation der OAT1- gegenüber den Vektor-transfizierten Zellen von 49,04 ± 13,69. 

 

Die simultane Applikation von 100 µM Probenecid, einem OAT1 Inhibitor, und 0,5 µM 

[3H]-PAH (cis-Hemmung) reduzierte die [3H]-PAH-Aufnahme signifikant auf 0,62 ± 0,23 

pmol/mg in OAT1-transfizierten HEK293-Zellen gegenüber der Kontrolle, während die 

[3H]-PAH-Aufnahme in die Vektor-transfizierten Zellen mit 0,37 ± 0,17 pmol/mg nicht sig-

nifikant gegenüber den Vektor-transfizierten Kontrollen verschieden war. 

 

Eine mit ICA-Konzentrationen von 10 und 100 µM jeweils gelöst in MRi durchgeführte cis-

Hemmung erzielte [3H]-PAH-Aufnahmen von 0,83 ± 0,24 bzw. 0,52 ± 0,19 pmol/mg. Somit 

unterscheiden sich die Werte signifikant voneinander als auch gegenüber der Kontrolle. Die 

[3H]-PAH-Aufnahmen in die pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen waren mit 0,31 ± 0,13 

und 0,34 ± 0,12 pmol/mg weder signifikant voneinander noch signifikant von der Kontroll-

bedingung verschieden, wohl aber signifikant von den OAT1-Werten. 
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Zur besseren Vergleichbarkeit sind die eben beschriebenen Resultate in Abbildung 3.1 nor-

miert auf die Aufnahme von [3H]-PAH in Abwesenheit (Kontrolle) von Probenecid oder 

ICA dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.1 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [ 3H]-PAH in OAT1- und 

Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 0,5 µM [3H]-PAH und die Inhibitoren in den entspre-

chenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in vier Parallelansätzen OAT1- 

und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten angeboten. Die einzelnen Werte stellen 

das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± Standardabweichung (SD) unter-

schiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen 

Experimentes mit MRi normiert. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchge-

führt. Die statistische Signifikanz liegt bei ***p<0,001, **p<0,01 und *p<0,05 beim einseitigen t-

Test. 
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3.1.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) 

 

Die Bestimmung der Konzentration, bei der die Aufnahme eines Substrats zu 50 % gehemmt 

ist, wird als IC50 bezeichnet. An OAT1-transfizierten HEK293-Zellen erfolgte die Bestim-

mung der IC50 für die Hemmung der [3H]-PAH-Aufnahme durch ICA an drei verschiedenen 

Zellpassagen, wobei in den einzelnen Versuchen unterschiedliche Konzentrationen an ICA 

eingesetzt wurden (Tabelle 3.1). Dies war nötig, da bereits in der ersten Versuchsreihe die 

Aufnahme von 0,5 µM [3H]-PAH durch 1 µM ICA von 9,21 ± 1,99 pmol/mg in Abwesenheit 

des Hemmstoffs auf 2,58 ± 1,39 pmol/mg in Anwesenheit von 1 µM ICA reduziert war. In 

den Versuchsreihen 2 und 3 wurden deshalb die Konzentrationen 0,1 und 0,5 µM ICA auf-

genommen. 

 

Tabelle 3.1 ICA Konzentrationen zur Bestimmung der IC50 

Versuch 1 [ICA, µM] 0 / / 1 5 10 50 100 500 

Versuch 2 [ICA, µM] 0 0,1 0,5 1 5 / 50 100 500 

Versuch 3 [ICA, µM] 0 0,1 0,5 1 5 / 50 100 500 

 

In halblogarithmischer Darstellung ergibt sich eine Schulterkurve. Die Schulter ist allerdings 

nur sehr flach ausgeprägt, da aus technischen Gründen ICA-Konzentrationen < 0,1 µM nicht 

eingesetzt werden konnten. Ab ICA-Konzentrationen > 0,1 µM (geschätzt) erfolgte ein sehr 

rascher Abfall der [3H]-PAH-Aufnahme. In Anwesenheit von ICA-Konzentrationen von un-

gefähr 5 µM war die Aufnahme von 0,5 µM [3H]-PAH in OAT1- nicht mehr von der, in 

Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ermittelten Aufnahme, zu unterscheiden. Die Auf-

nahme von [3H]-PAH in Vektor-transfizierte HEK293-Zellen zeigte unbeeinflusst von allen 

eingesetzten ICA-Konzentrationen Werte von 0,31 ± 0,02 pmol/mg. Diese Ergebnisse sind 

zusammengefasst in Abbildung 3.2 abgebildet. 

 

Die IC50-Werte wurden zuerst getrennt für die drei Versuchsreihen errechnet (Tabelle 3.2). 

Anschließend wurde aus den Einzelmessungen der Mittelwert der IC50 zu 0,29 ± 0,05 µM 

berechnet. 
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Tabelle 3.2 OAT1: Hemmung der Aufnahme von PAH durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 

Versuch 1 0,32 ± 0,11 µM 

Versuch 2 0,27 ± 0,06 µM 

Versuch 3 0,22 ± 0,05 µM 

Mittelwert ± SD aus allen Einzelmessungen 0,29 ± 0,05 µM 

 

 

Abbildung 3.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration  von ICA bei der Auf-

nahme von [3H]-PAH in OAT1- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen  0,5 µM 

[3H]-PAH und das ICA in den entsprechenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 0,05 bis 0,5 % 

DMSO) wurden in sieben bzw. acht Parallelansätzen OAT1- und Vektor-transfizierten HEK293-Zel-

len für fünf Minuten angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchge-

führt. A-C: Einzeldarstellung der 3 unabhängigen Versuche mit Regressionsanalyse D: Die einzel-

nen Werte stellen das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher 

Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes 

mit MRi normiert. 
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3.1.3 trans-Stimulation 

 

Bei den trans-Stimulationsversuchen wurden die Zellen für zwei Stunden in MRi plus         

0,1 % DMSO oder in MRi, dem sowohl 100 µM ICA als auch 0,1 % DMSO zugesetzt waren, 

vorinkubiert. Außerdem wurde eine Kontrolle mitgeführt, die kein DMSO enthielt, um den 

Einfluss einer zweistündigen Inkubation von DMSO auf die Zellen zu testen. 

 

Wie aus Abbildung 3.3 A ersichtlich ist, erhöht DMSO die Aufnahme von PAH in allen 

Versuchen in OAT1- nicht jedoch in Vektor-transfizierten Zellen. Die zusätzliche Gabe von 

100 µM ICA während der Vorinkubation führte entweder zu keiner Änderung der PAH-

Aufnahme wie in Versuch 2 oder zu einer geringfügigen Abnahme der PAH-Aufnahme, wie 

in Versuch 1 und 3 beobachtet. 

 

Abbildung 3.3 B fasst die Resultate zusammen. DMSO stimuliert die Aufnahme von PAH 

geringfügig auf einem Signifikanzniveau von p<0,05. Eine zweistündige Vorinkubation der 

Zellen mit 100 µM ICA verändert die Aufnahme von PAH nicht. 

 

Die Werte für die fünfminütige Aufnahme von PAH liegen bei 9,25 ± 1,73 (Kontrolle), 10,15 

± 1,39 (0,1 % DMSO) und 9,54 ± 1,90 pmol/mg (0,1 % DMSO, 100 µM ICA). Die PAH-

Aufnahmen Vektor-transfizierter Zellen wurden zu 0,37 ± 0,06 (Kontrolle), 0,35 ± 0,06 (0,1 

% DMSO) und 0,36 ± 0,06 pmo/mg (0,1 % DMSO, 100 µM ICA) bestimmt. 
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Abbildung 3.3 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von 

[3H]-PAH in OAT1- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 0,5 µM [3H]-PAH und 

das ICA (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in drei Parallelansätzen OAT1- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten nach zweistündiger Vorinkubation mit ICA und 

DMSO angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt. A: Einzel-

darstellung der 3 unabhängigen Versuche (V) B: Die einzelnen Werte stellen das arithmetische Mit-

tel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden 

jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes mit MRi normiert. Die statistische 

Signifikanz liegt bei *p<0,05 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht signifikant.  
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3.1.4 Bestimmung des Hemmtyps zwischen PAH und ICA 

 

Zur Bestimmung des Hemmtyps zwischen PAH und ICA wurden den Zellen zwei unter-

schiedliche Konzentrationen an PAH (0,5 µM [3H]-PAH plus 9,5 µM unmarkiertes PAH 

und 0,5 µM [3H]-PAH plus 99,5 µM unmarkiertes PAH) angeboten und der Einfluss von 0, 

0,2, 0,4 und 0,6 µM ICA auf die jeweiligen [3H]-PAH-Aufnahmen untersucht. Die Auftra-

gungen nach Dixon für die reziproken [3H]-PAH-Aufnahmen ergeben zwei Geraden unter-

schiedlicher Steigungen, deren Schnittpunkt oberhalb der Konzentrationsachse liegt. Dies 

spricht für eine kompetitive Hemmung. Aus der Lage des Schnittpunkts ergibt sich eine In-

hibitorkonstante (Ki) von 0,69 µM (Abb. 3.4). 

 

 

Abbildung 3.4 Dixon Plot des Einflusses von ICA auf die Aufnahme von [ 3H]-PAH 

in OAT1- transfizierte HEK293-Zellen 0,5 µM [3H]-PAH und 9,5 bzw. 99,5 µM unmarkier-

tes PAH und das ICA in den entsprechenden Konzentrationen wurden den OAT1-transfizierten 

HEK293-Zellen für fünf Minuten angeboten. 
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3.2 OAT2 

 

3.2.1 cis-Hemmung 

 

Nach fünfminütiger Inkubation OAT2- bzw. pEF5-transfizierter HEK293-Zellen in 0,1 µM 

[3H]-cGMP und 9,9 µM unmarkiertem cGMP gelöst in MRi betrug die Aufnahme von [3H]-

cGMP 1,16 ± 0,27 bzw. 0,03 ± 0,01 pmol/mg; was einem signifikanten Unterschied ent-

spricht. Dies entspricht einer cGMP-Akkumulation der OAT2- gegenüber den Vektor-trans-

fizierten Zellen von 44,21 ± 3,88. 

 

Die cis-Hemmung mit 100 µM Indometacin, einem etablierten Hemmstoff des OAT2, und 

[3H]-cGMP reduzierte die [3H]-cGMP-Aufnahme signifikant auf 0,04 ± 0,003 pmol/mg in 

OAT2-transfizierten HEK293-Zellen gegenüber der Kontrolle, während die [3H]-cGMP-

Aufnahme in die pEF5-transfizierten Zellen mit 0,02 ± 0,003 pmol/mg weder signifikant 

gegenüber den Vektor-transfizierten Kontrollen noch gegenüber den OAT2-transfizierten 

Zellen verändert war. 

 

Die cis-Hemmung mit 10 und 100 µM ICA jeweils in MRi gelöst erzielte [3H]-cGMP-Auf-

nahmen von 1,02 ± 0,26 bzw. 0,68 ± 0,15 pmol/mg. Die Werte unterschieden sich signifikant 

voneinander und gegenüber der Kontrolle. Die [3H]-cGMP-Aufnahmen in die pEF5-trans-

fizierten HEK293-Zellen waren mit 0,02 ± 0,01 und 0,02 ± 0,0004 pmol/mg weder signifi-

kant voneinander noch signifikant von der Kontrollbedingung verschieden, wohl aber signi-

fikant von den OAT2-Werten. 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit sind diese Resultate normiert auf die Aufnahme von [3H]-

cGMP der Kontrollbedingung dargestellt (Abb. 3.5).  
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Abbildung 3.5 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [ 3H]-cGMP in OAT2- und 

Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 0,1 µM [3H]-cGMP und 9,9 µM unmarkiertes cGMP 

sowie die Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) 

wurden in vier Parallelansätzen OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten 

angeboten. Die einzelnen Werte stellen das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten 

± SD unterschiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des 

jeweiligen Experimentes mit MRi normiert. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung 

durchgeführt. Die statistische Signifikanz liegt bei ***p<0,001 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht 

signifikant. 
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3.2.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) 

 

An OAT2-transfizierten HEK293-Zellen erfolgte die Bestimmung der IC50 für die Hem-

mung der [3H]-cGMP-Aufnahme durch ICA an drei verschiedenen Zellpassagen, wobei in 

den Versuchen die Konzentrationen 0, 10, 20, 50, 100, 200 und 500 µM ICA eingesetzt 

wurden.  

 

Mit steigender ICA-Konzentration fällt die Aufnahme von [3H]-cGMP in die Zellen relativ 

langsam ab, wobei bei der Konzentration von 500 µM ICA noch ein signifikant nicht hemm-

barer Teil der Aufnahme von cGMP zu registrieren war. Allerdings kann man erkennen, dass 

sich die Werte immer weiter denen der Vektor-transfizierten Zellen annähern (Abb. 3.6). 

Die Aufnahme von [3H]-cGMP in Vektor-transfizierte HEK293-Zellen zeigte, unbeeinflusst 

von allen eingesetzten ICA-Konzentrationen, Werte von 0,03 ± 0,01 pmol/mg. 

 

Die IC50-Werte wurden zur besseren Veranschaulichung getrennt für die drei Versuchs-

durchgänge und mit Hilfe der Gesamtheit aller Werte errechnet (Tabelle 3.3).  

 

Tabelle 3.3 OAT2: Hemmung der Aufnahme von cGMP durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 

Versuch 1 138,14 ± 23,70 µM 

Versuch 2 257,14 ± 53,53 µM 

Versuch 3 101,18 ± 11,93 µM 

Mittelwert ± SD aus allen Einzelmessungen 158,42 ± 22,24 µM 

 

Die halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Aufnahme von [3H]-cGMP 

in OAT2-transfizierte Zellen nach Abzug der Werte der Vektor-transfizierten Zellen ent-

spricht somit 158,42 ± 22,24 µM. 
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Abbildung 3.6 Halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Auf-

nahme von [3H]-cGMP in OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen  0,1 µM 

[3H]-cGMP und 9,9 µM unmarkiertes cGMP und das ICA in den entsprechenden Konzentrationen 

(gelöst in MRi plus 0,05 bis 0,5 % DMSO) wurden in sieben Parallelansätzen OAT2- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Pro-

teinbestimmung durchgeführt. A-C: Einzeldarstellung der 3 unabhängigen Versuche mit Regressi-

onsanalyse D: Die einzelnen Werte stellen das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimen-

ten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung 

des jeweiligen Experimentes mit MRi normiert. 
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3.2.3 trans-Stimulation 

 

Zuerst wurde getestet, ob eine zweistündige Inkubation der Zellen in 0,1 % DMSO, gelöst 

in MRi, einen Einfluss auf die [3H]-cGMP-Aufnahme gegenüber Bedingungen ohne DMSO 

hat. Während die Aufnahme von cGMP in Versuch 1 und Versuch 2 unbeeinflusst von der 

DMSO-Behandlung blieb, nahm im 3. Versuch die [3H]-cGMP-Aufnahme ab. 

 

Die Applikation bzw. Vorinkubation in 100 µM ICA reduzierte die Aufnahme von cGMP 

signifikant gegenüber den Kontrollen (1,86 ± 0,78 vs. 1,54 ± 0,73 pmol/mg) und ebenfalls 

signifikant gegenüber den DMSO-behandelten OAT2-transfizierten HEK293-Zellen (1,54 

± 0,73 vs. 1,79 ± 0,86 pmol/mg). 

 

In Vektor-transfizierten Zellen wurden keine Unterschiede der cGMP-Aufnahme in Bezug 

auf die unterschiedlichen Behandlungen verzeichnet. Die Aufnahme von cGMP lag bei allen 

3 Bedingungen bei 0,03 pmol/mg. 

 

Die Ergebnisse werden in Abbildung 3.7 noch einmal zusammengefasst dargestellt. 
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Abbildung 3.7 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von 

[3H]-cGMP in OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 0,1 µM [3H]-cGMP 

und 9,9 µM unmarkiertes cGMP und das ICA (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in drei 

Parallelansätzen OAT2- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten nach zweistün-

diger Vorinkubation mit ICA und DMSO angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbe-

stimmung durchgeführt. A: Einzeldarstellung der 3 unabhängigen Versuche (V) B: Die einzelnen 

Werte stellen das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher 

Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes 

mit MRi normiert. Die statistische Signifikanz liegt bei ***p<0,001 und *p<0,05 beim einseitigen t-

Test. n.s.: nicht signifikant. 
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3.3 OAT3 

 

3.3.1 cis-Hemmung 

 

Unter Kontrollbedingungen betrug die Aufnahme nach fünfminütiger Inkubation der OAT3- 

bzw. pcDNA5-transfizierterten HEK293-Zellen mit 10 nM [3H]-ES gelöst in MRi 0,17 ± 

0,02 bzw. 0,02 ± 0,003 pmol/mg (p<0,001). Dies entspricht einer ES-Akkumulation der 

OAT3- gegenüber den Vektor-transfizierten Zellen von 7,85 ± 1,53. 

 

Die cis-Hemmung mit 100 µM Probenecid, einem etablierten Inhibitor des OAT3, reduzierte 

die [3H]-ES-Aufnahme signifikant auf 0,04 ± 0,02 pmol/mg in OAT3-transfizierten 

HEK293-Zellen gegenüber der Kontrolle, während die [3H]-ES-Aufnahme in die pcDNA5-

transfizierten Zellen mit 0,02 ± 0,001 pmol/mg weder signifikant gegenüber den Vektor-

transfizierten Kontrollen noch gegenüber den OAT2-transfizierten Zellen verringert war. 

 

Die cis-Hemmung mit 10 und 100 µM ICA erzielte [3H]-ES-Aufnahmen von 0,07 ± 0,02 

bzw. 0,03 ± 0,02 pmol/mg. Die Werte sind zwar signifikant gegenüber der Kontrolle verrin-

gert, allerdings unterscheiden sie sich nicht signifikant voneinander. Die [3H]-ES-Aufnah-

men in die Vektor-transfizierten HEK293-Zellen waren mit 0,02 ± 0,002 und 0,02 ± 0,0004 

pmol/mg weder signifikant voneinander noch signifikant von der Kontrollbedingung ver-

schieden. Bei 10 µM ICA ließ sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen OAT3- und 

Vektor-transfizierten Zellen feststellen, wohingegen die Aufnahme von [3H]-ES bei 100 µM 

ICA bei OAT3- und pcDNA5-transfizierten Zellen nicht signifikant verschieden war. 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die eben beschriebenen Resultate normiert auf die Auf-

nahme von [3H]-ES der Kontrollbedingung dargestellt (Abb. 3.8). 
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Abbildung 3.8 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [ 3H]-ES in OAT3- und 

Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 10 nM [3H]-ES und die Inhibitoren in den entspre-

chenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in vier Parallelansätzen OAT3- 

und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten angeboten. Die einzelnen Werte stellen 

das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen 

dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes mit MRi nor-

miert. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt. Die statistische Signifi-

kanz liegt bei ***p<0,001 und *p<0,05 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht signifikant. 
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3.3.2 Halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) 

 

An OAT3-transfizierten HEK293-Zellen erfolgte die Bestimmung der IC50 für die Hem-

mung der [3H]-ES-Aufnahme durch ICA an drei verschiedenen Zellpassagen, wobei in den 

Versuchen 0, 0,5, 1, 5, 10, 50 und 100 µM ICA eingesetzt wurden.  

 

Die Aufnahme von [3H]-ES in die Zellen wird durch aufsteigende Konzentrationen an ICA 

reduziert. Ab ICA-Konzentrationen >50 µM entspricht die an OAT3-transfizierten 

HEK293-Zellen gemessene Aufnahme von ES der in Vektor-transfizierten Aufnahme von 

0,03 pmol/mg. 

 

Die IC50-Werte wurden zur besseren Veranschaulichung getrennt für die drei Versuchs-

durchgänge und mit Hilfe der Gesamtheit aller Werte errechnet (Tabelle 3.4).  

 

Tabelle 3.4 OAT3: Hemmung der Aufnahme von ES durch aufsteigende Konzentrationen 

von ICA – Bestimmung der IC50 

Versuch 1 1,97 ± 0,25 µM 

Versuch 2 2,57 ± 0,33 µM 

Versuch 3 3,23 ± 0,29 µM 

Mittelwert ± SD aus allen Einzelmessungen 2,58 ± 0,16 µM 

 

Somit liegt die IC50-Konzentration von ICA bei der Aufnahme von [3H]-Estronsulfat in 

OAT2-transfizierte Zellen nach Abzug der Werte der Vektor-transfizierten Zellen bei 2,58 

± 0,16 µM (Abb. 3.9). 
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Abbildung 3.9 Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration von 

ICA bei der Aufnahme von [ 3H]-ES in OAT3- und Vektor-transfizierten HEK293-

Zellen  10 nM [3H]-ES und das ICA in den entsprechenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 

0,05 bis 0,1 % DMSO) wurden in sieben Parallelansätzen OAT3- und Vektor-transfizierten HEK293-

Zellen für fünf Minuten angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchge-

führt. A-C: Einzeldarstellung der 3 unabhängigen Versuche mit Regressionsanalyse D: Die einzel-

nen Werte stellen das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher 

Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes 

mit MRi normiert. 
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3.3.3 trans-Stimulation 

 

Diejenigen OAT3-transfizierten HEK293-Zellen, die für zwei Stunden in 0,1 % DMSO, ge-

löst in MRi, inkubiert wurden, zeigten eine Aufnahme von ES von 0,22 ± 0,07 pmol/mg. 

Diese ES-Aufnahme unterschied sich nicht signifikant von der ES-Aufnahme, die in Abwe-

senheit von DMSO gemessen wurde: 0,21 ± 0,06 pmol/mg. 

 

Die trans-Stimulation mit der Vorinkubation von 100 µM ICA zeigte bei den OAT3-trans-

fizierten Zellen eine signifikant erhöhte [3H]-ES-Aufnahme von 0,26 ± 0,09 pmol/mg ge-

genüber der Kontrolle. Die Aufnahme der pcDNA5-transfizierten Zellen war mit 0,02 ± 

0,005 pmol/mg signifikant gegenüber den Werten der OAT3-transfizierten Zellen verringert, 

nicht aber gegenüber der Kontrolle. 

 

Alle Werte sind in Abbildung 3.10 B noch einmal zusammengefasst und in Abbildung 3.10 

A einzeln dargestellt. 
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Abbildung 3.10 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von 

[3H]-ES in OAT3- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 10 nM [3H]-ES und 100 

µM ICA (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in drei Parallelansätzen OAT3- und Vektor-

transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten nach zweistündiger Vorinkubation mit ICA und 

DMSO angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt. A: Einzel-

darstellung der 3 unabhängigen Versuche (V) B: Die einzelnen Werte stellen das arithmetische Mit-

tel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden 

jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes mit MRi normiert. Die statistische 

Signifikanz liegt bei **p<0,01 und *p<0,05 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht signifikant. 
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3.4 Zusammenfassung der IC50 vom OAT1, OAT2 und OAT3 

 

Um die unterschiedlichen Sensitivitäten der Organischen Anionen-Transporter 1, 2 und 3 in 

Bezug auf ICA hervorzuheben, werden die Daten aus Abb. 3.2 D, 3.6 D und 3.9 D noch 

einmal in der Abbildung 3.11 zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 3.11 Halbmaximale inhibitorische Konzentration von ICA bei der Auf-

nahme des jeweiligen Subtrats bei OAT1-, 2- und 3-transfizierten HEK293-Zellen  
Die Abbildung stellt eine Zusammenfassung der Abbildungen 3.2 D, 3.6 D und 3.9 D dar. Deutlich 

ersichtlich sind die unterschiedlichen Sensitivitäten der einzelnen OATs gegenüber ICA. Als Refe-

renzsubstrate wurden eingesetzt: PAH (OAT1), cGMP (OAT2) und ES (OAT3). 
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3.5 OAT4 

 

3.5.1 cis-Hemmung 

 

Bei der Kontrollbedingung betrug die Aufnahme nach fünfminütiger Inkubation der OAT4- 

bzw. pcDNA5-transfizierterten HEK293-Zellen mit 10 nM [3H]-ES gelöst in MRi 0,26 ± 

0,01 bzw. 0,02 ± 0,01 pmol/mg; was einem signifikanten Unterschied entspricht. Dies ent-

spricht einer ES-Akkumulation der OAT4- gegenüber den Vektor-transfizierten Zellen von 

13,06 ± 2,87. 

 

Die simultane Applikation von 100 µM Probenecid, einem Hemmstoff des OAT4, und [3H]-

ES reduzierte die [3H]-ES-Aufnahme signifikant auf 0,13 ± 0,01 pmol/mg in OAT4-trans-

fizierten Zellen gegenüber den Kontrollen, während die [3H]-ES-Aufnahme in die pcDNA5-

transfizierten Zellen mit 0,01 ± 0,001 pmol/mg sich zwar nicht signifikant gegenüber den 

Vektor-transfizierten Kontrollen unterschied, wohl aber gegenüber den OAT4-transfizierten 

Zellen. 

 

Die Applikation von 10 oder 100 µM ICA bedingte [3H]-ES-Aufnahmen von 0,21 ± 0,002 

bzw. 0,18 ± 0,03 pmol/mg. Die Werte sind zwar signifikant gegenüber der Kontrolle (0,26 

± 0,01 pmol/mg) verringert, allerdings unterscheiden sie sich nicht signifikant voneinander. 

Die [3H]-ES-Aufnahmen in die Vektor-transfizierten HEK293-Zellen waren mit 0,02 ± 0,01 

und 0,01 ± 0,002 pmol/mg weder signifikant voneinander noch signifikant von der Kontroll-

bedingung verschieden. Die Aufnahmen von [3H]-ES unterschieden sich signifikant bei 10 

sowie 100 µM ICA von denen bei den OAT4-transfizierten Zellen. 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die eben beschriebenen Resultate normiert auf die Auf-

nahme von [3H]-ES der Kontrollbedingung in Abwesenheit eines Hemmstoffes dargestellt 

(Abb. 3.12).  
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Abbildung 3.12 Einfluss von ICA auf die Aufnahme von [ 3H]-ES in OAT4- und 

Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 10 nM [3H]-ES und die Inhibitoren in den entspre-

chenden Konzentrationen (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in vier Parallelansätzen OAT4- 

und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten angeboten. Die einzelnen Werte stellen 

das arithmetische Mittel aus 3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen 

dar. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes mit MRi nor-

miert. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt. Die statistische Signifi-

kanz liegt bei ***p<0,001 und **p<0,01 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht signifikant. 
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3.5.2 trans-Stimulation 

 

Nach der fünfminütigen Inkubation ohne zweistündige Vorinkubation der OAT4- und Vek-

tor-transfizierten HEK293-Zellen mit 10 nM [3H]-ES gelöst in MRi kam es jeweils zur [3H]-

ES-Aufnahme von 0,45 ± 0,06 pmol/mg bzw. 0,02 ± 0,003 pmol/mg, was einem signifikan-

ten Unterschied entspricht. 

 

Mit dem 0,1 % DMSO gelöst im Nährmedium wurden die Zellen zuerst für zwei Stunden 

vorinkubiert, um danach die signifikant unterschiedlichen [3H]-ES Aufnahmen in die OAT4- 

und Vektor-transfizierten Zellen von 0,44 ± 0,12 und 0,02 ± 0,004 pmol/mg zu messen. 

Weder die Werte der OAT4- noch der Vektor-transfizierten HEK293-Zellen unterschieden 

sich von denen der Kontrollbedingung. 

  

Die Vorinkubation mit 100 µM ICA für zwei Stunden der HEK293-Zellen zeigte eine sig-

nifikant erhöhte [3H]-ES-Aufnahmef von 0,53 ± 0,06 pmol/mg gegenüber der Kontrolle. Die 

Aufnahme der pcDNA5-transfizierten Zellen war mit 0,02 ± 0,004 pmol/mg signifikant ge-

genüber den Werten der OAT4-transfizierten Zellen verringert, nicht aber gegenüber der 

Kontrolle. 

 

Zur Veranschaulichung wurden die Ergebnisse in Abb. 3.13 einmal als Einzelexperimente 

dargestellt und zur besseren Vergleichbarkeit nochmals normiert auf die jeweilige [3H]-ES-

Aufnahme der Kontrolle abgebildet. 
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Abbildung 3.13 Einfluss durch die Vorinkubation mit ICA auf die Aufnahme von 

[3H]-ES in OAT4- und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen 10 nM [3H]-ES und das 

ICA (gelöst in MRi plus 0,1 % DMSO) wurden in drei Parallelansätzen OAT4- und Vektor-trans-

fizierten HEK293-Zellen für fünf Minuten nach zweistündiger Vorinkubation mit ICA und DMSO 

angeboten. Bei allen Experimenten wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt. A: Einzeldarstel-

lung der 3 unabhängigen Versuche (V) B: Die einzelnen Werte stellen das arithmetische Mittel aus 

3 unabhängigen Experimenten ± SD unterschiedlicher Zellpassagen dar. Die Werte wurden jeweils 

auf die Kontrollbedingung des jeweiligen Experimentes mit MRi normiert. Die statistische Signifi-

kanz liegt bei ***p<0,001 und *p<0,05 beim einseitigen t-Test. n.s.: nicht signifikant.  
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4. Diskussion 

 

In den folgenden Abschnitten sollen die erzielten Ergebnisse und die eingesetzten Techniken 

kritisch beleuchtet werden. Am Anfang stehen Bemerkungen zu den Limitierungen der Ver-

suchsdurchführung, anschließend werden die Ergebnisse im Hinblick auf die der zur Verfü-

gung stehende Literatur diskutiert. Im dritten Abschnitt wird auf eine mögliche klinische 

Bedeutung Bezug genommen. 

 

4.1 Limitationen der Methodik 

 

Um die einzelnen Ergebnisse besser miteinander vergleichen zu können, wurden viele Er-

gebnisse normiert und nicht als Absolutwerte dargestellt. Die Normierung erfolgt durch Mit-

führen eines Ansatzes, der ausschließlich der Proteinbestimmung diente. Dadurch können 

mögliche Unterschiede im Auszählen der Zellen bei der Aussaat und dem Wachsen bis zur 

Subkonfluenz, wenn nicht ganz ausgeschlossen, so doch minimiert werden. Die Zellen wur-

den für 72 h in Kultur gehalten, um dann das Experiment durchzuführen. In dieser Zeit soll-

ten die Zellen zur Subkonfluenz heranwachsen. Die Subkonfluenz wurde optisch kontrol-

liert, welches großen interindividuellen Schwankungen unterliegt. 

 

Versuche, bei denen Substrat und möglicher Hemmstoff gemeinsam in einem Well angebo-

ten werden, werden als cis-Inhibitionsversuche bezeichnet. Da die Inkubationszeit für die 

Aufnahme des radioaktiv markierten Substrats in Ab- und Anwesenheit unterschiedlicher 

Konzentrationen von ICA immer fünf Minuten betrug, blieben die Zellen auf dem Boden 

des Wells während dieser Zeit haften, sodass bei vorsichtiger Behandlung keine Zellen mit 

abgesaugt wurden. Erfahrungen des Labors haben gezeigt, dass zumindest bei kurzzeitigen 

Inkubationen DMSO-Konzentrationen <1% keinen Einfluss auf die Aufnahme des Refe-

renzsubstrats haben. In der Literatur werden diese DMSO-Konzentrationen ebenfalls als un-

bedenklich gesehen (Brouwer et al. 2013). In trans-Stimulationsexperimenten, in denen die 

Zellen für zwei Stunden teilweise in DMSO-haltigem MRi in Ab- und Anwesenheit von ICA 

inkubiert wurden, erscheint ein Ablösen der Zellen vom Boden des Wells durchaus gegeben. 

Diese Zellen werden möglicherweise nach Beendigung der Aufnahme des radioaktiv mar-

kierten Substrats mit abgesaugt, sodass Abweichungen in den Proteingehalten der einzelnen 

Ansätze die Folge sind. 
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Um die Ergebnisse mehrerer Versuche miteinander vergleichen zu können, wurde die Auf-

nahme des für die OATs jeweiligen Referenzsubstrats in Abwesenheit des PHD-Hemmstof-

fes ICA zu 100% gesetzt. Dies ermöglicht den Vergleich der unterschiedlichen Zellpassagen 

eines OATs nicht nur untereinander, sondern auch den Vergleich der Ergebnisse unter-

schiedlicher OATs untereinander (siehe Abb. 3.11). Dies ist von Bedeutung, da die Aufnah-

men der Referenzsubstrate gegenüber dem jeweiligen Vektor für OAT1, OAT2, OAT3 und 

OAT4 sehr unterschiedlich sind (Akkumulation des Referenzsubrats der OAT- gegenüber 

den Vektor-transfizierten Zellen: OAT1 (49,04 ± 13,69), OAT2 (44,21 ± 3,88), OAT3 (7,85 

± 1,53) und OAT4 (13,06 ± 2,87)). 

 

Der Einfluss endogener Transporter der Zellen konnte durch das Mitführen ausschließlich 

mit dem leeren Vektor transfizierter Zellen minimiert werden. Es erscheint sehr unwahr-

scheinlich, dass durch die Gabe des ICA oder die sonstige Behandlung der Zellen ein für 

den jeweiligen stabil-transfizierten OAT spezieller Ko-Faktor aktiviert oder supprimiert 

wird, der die Aufnahme des Referenzsubstrats beeinflussen könnte.  

 

4.2 Interaktionen zwischen ICA und den OATs 

 

Es existieren nur wenige Publikationen, die sich mit dem Transport von PHD-Inhibitoren in 

ihre Zielzellen oder der renalen Ausscheidung befassen (Hagos et al. 2012; Schley et al. 

2012). Hagos und Mitarbeiter (Hagos et al. 2012) identifizierten die PHD-Inhibitoren N-

oxalylglycine (NOG) und pyridine-2,4-dicarboxylic acid (PDCA) als mögliche Substrate 

von OAT1 und OAT4, wobei OAT1 für die Aufnahme in die proximale Tubuluszelle und 

OAT4 für die Abgabe in den Urin verantwortlich ist. 

 

4.2.1 Qualitative und quantitative Hemmbarkeit 
 

Bei allen untersuchten OATs wurde die Aufnahme der radioaktiv markierten Standardsub-

strate PAH, cGMP und ES gemessen. Als Kontrollen dienten Ansätze, bei denen die Zellen 

lediglich mit MRi inklusive der radioaktiv markierten Substanz beschickt wurden. Die unter 

diesen Bedingungen gemessene Aufnahme von PAH, cGMP und ES wurde jeweils zu 100% 

gesetzt. In einem zweiten Ansatz wurde den Zellen zusätzlich ein für den jeweiligen Trans-

porter etablierter Inhibitor hinzugefügt. Dies war Probenecid für OAT1, OAT3 und OAT4 

und Indometacin für OAT2. Dies erlaubte, bei gleicher Konzentration der Inhibitoren, die 
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Potenz des ICA gegenüber dem Standardinhibitor zu bestimmen. Die entsprechenden Er-

gebnisse sind in den Abbildungen 3.1, 3.5, 3.8 und 3.12 dargestellt. Bei einer Interaktion des 

Hemmstoffs mit dem Transporter geht man von einer Abnahme der Aufnahme des Refe-

renzsubstrats aus, d.h. insgesamt wird deutlich weniger Radioaktivität in die Zelle aufge-

nommen. Bei allen vier Transportern wurde sowohl durch die Gabe der klassischen Inhibi-

toren Probenecid und Indometacin als auch durch ICA die Aufnahme des Referenzsubstrats 

signifikant reduziert (***p<0.001). 

 

An OAT1-transfizierten HEK293-Zellen reduzierte die Gabe von 10 und 100 µM ICA die 

Aufnahme von PAH auf 5,20 ± 1,12 % bzw. 4,40 ± 0,94 % des Ausgangswertes. Dies lässt 

darauf schließen, dass ICA ein hoch potenter Inhibitor der Aufnahme von PAH am OAT1 

ist. Diese Annahme wurde durch sich anschließende Messungen der IC50 bestätigt. Diese 

betrug 0,29 ± 0,05 µM. Die IC50 stuft einen Hemmstoff nur hinsichtlich seiner Potenz ein, 

macht aber keine Aussage über die Art der Hemmung. Da der OAT1 sehr sensitiv auf ICA 

reagiert, wurde eine Dixon-Plot-Analyse herangezogen. Hierüber ließ sich eine Ki zu 0,69 

µM bestimmen. Die Lage des Schnittpunkts der beiden reziproken Aufnahmen identifizierte 

ICA als kompetitiven Hemmstoff.  

 

Im Gegensatz zu OAT1 war an OAT3-transfizierten HEK293-Zellen die Aufnahme von ES 

durch 10 µM ICA auf 38,01 ± 13,36 % und bei 100 µM ICA auf 19,12 ± 13,86 % des Aus-

gangswerts reduziert. Die gemessene IC50 betrug 2,58 ± 0,16 µM. 

 

Der OAT2 bzw. die Aufnahme von cGMP über den OAT2 zeigt eine deutlich geringere 

Sensitivität gegenüber ICA, als bei OAT1 und OAT3 beobachtet. So beträgt die Hemmung 

der cGMP-Aufnahme bei 10 µM ICA nur 12,89 ± 2,48 % und bei 100 µM ICA 41,21 ±    

5,41 %. Zwar ist der Unterschied zwischen den beiden Konzentrationen mit ***p<0.001 

signifikant, allerdings spielt dies bei der geringen Hemmbarkeit keine relevante Rolle. Ent-

sprechend hoch ist auch die IC50, die zu 158,42 ± 22,24 µM bestimmt wurde. 

 

Beim OAT4 wurde eine Hemmung der ES-Aufnahme beobachtet, die allerdings geringer als 

beim OAT1 und OAT3 und höher als beim OAT2 ausfiel. Die Reduktion der ES-Aufnahme 

betrug bei 10 µM 20,21 ± 3,23 % (***p<0.001) und bei 100 µM 32,28 ± 10,37 % (**p<0.01) 

gegenüber dem Ausgangswert. Diese Werte besitzen eine limitierte Aussagekraft, da der 
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OAT4 (siehe Abb. 1.3) in unterschiedlichen In- und Efflux-Modi arbeiten kann und haupt-

sächlich organische Anionen aus der Zelle in das Tubuluslumen transportiert. Die hier be-

schriebenen cis-Inhibitionsexperimente setzen das Vorliegen von ICA im Primärharn vo-

raus, das aufgrund der Proteinbindung von ICA unwahrscheinlich erscheint. Aus diesem 

Grund wurde auch auf eine Bestimmung der IC50 verzichtet. 

 

Somit kann man festhalten, dass sowohl OAT1 als auch OAT3 eine starke Interaktion mit 

ICA aufweisen, da ihre IC50-Werte sehr niedrig sind. Gegenüber den bisher getesteten PHD-

Inhibitoren NOG und PDCA besitzt der OAT1 mit einer IC50 von 0,29 ± 0,05 µM eine deut-

lich höhere Sensitivität gegenüber der Aufnahme von PAH als NOG mit einer IC50 von 79,6 

± 10,2 µM und PDCA mit einer IC50 von 19,1 ± 6,1 µM (Hagos et al. 2012). 

 

4.2.2 Stimulation 

 

Kompetitive Hemmung und niedrige IC50-Werte einer Substanz legen den Transport dieser 

Substanz über den entsprechenden Transporter nahe, beweisen aber keinen Transport. Da 

ICA nicht radioaktiv markiert zur Verfügung stand, wurden trans-Stimulationsexperimente 

gewählt, um einen Transport von ICA über einen oder mehrere OATs nachzuweisen. Die 

entsprechenden Experimente sind in den Abbildungen 3.3, 3.7, 3.10 und 3.13 dargestellt. In 

trans-Stimulationsexperimenten wird die interessierende Substanz den Zellen über eine 

sinnvoll gewählte Inkubationszeit im Medium angeboten. Man geht davon aus, dass in dieser 

Zeit genügend Substanz - in den hier durchgeführten Experimenten ICA - in die Zellen 

aufgenommen wird. Nach Beendigung der Inkubationszeit wird die Substanz aus dem Me-

dium entfernt und das radioaktiv markierte Referenzsubstrat angeboten. Dies wird unter der 

Annahme, dass es sich bei dem Transporter um einen Austauscher handelt, verstärkt in die 

Zelle aufgenommen. Für OAT1 und OAT3 heißt das beispielsweise: Nach der Vorinkuba-

tion mit ICA wird nun mehr PAH bzw. ES aufgenommen, da das vorbeladene ICA die Zelle 

im Austausch gegen PAH bzw. ES verlässt. Zellen, die nur einer Inkubation mit MRi aus-

gesetzt waren, werden weniger PAH bzw. ES aufnehmen, da das Austauschanion fehlt. 
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Eine signifikant gesteigerte ES-Aufnahme nach Vorinkubation mit ICA konnte nur beim 

OAT3 beobachtet werden. Erfolgt eine Normierung auf die Kontrollbedingungen (100%), 

so stieg die Aufnahme von ES nach zweistündiger Inkubation der Zellen in 100 µM ICA auf 

126,66 ± 9,28 % an (**p<0.01). ICA konnte demnach als Substrat des OAT3 identifiziert 

werden. In den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen konnte für OAT1-transfizierte 

HEK293-Zellen nach zweistündiger Inkubation mit ICA nur eine Stimulation der Aufnahme 

von PAH von 100% unter Kontrollbedingungen auf 103,18 ± 7,78 % nach Behandlung mit 

ICA detektiert werden. Zusätzliche Versuche der Arbeitsgruppe mit einer modifizierten 

Technik konnten einen Transport von ICA über OAT1 nachweisen (Schulz et al. 2015). In 

diesen Versuchen wurden die Zellen mit radioaktiv-markiertem PAH inkubiert und der 

Efflux von PAH, d.h. der Gehalt der Zellen an radioaktiv-markiertem PAH als Funktion der 

Zeit in Ab- und Anwesenheit von ICA registriert. Der intrazelluläre PAH-Gehalt nahm in 

Anwesenheit von ICA deutlich schneller als in Abwesenheit von ICA ab, was für einen 

PAH-ICA Austausch spricht. Das von mir gewählte Zeitfenster für die Aufnahme von PAH 

scheint nicht optimal gewählt worden zu sein. 

 

Für OAT2 fielen die trans-Stimulationsexperimente negativ aus, d.h. die Inkubation mit ICA 

reduzierte die Aufnahme von cGMP statt sie zu stimulieren. Sie fiel von 100% unter Kon-

trollbedingungen auf 81,37 ± 4,17 % nach ICA Inkubation ab. Im Gegensatz dazu stieg nach 

Inkubation der OAT4-transfizierten HEK293-Zellen in ICA die Aufnahme von ES signifi-

kant (***p<0.001) auf 118,30 ± 3,79 % an. Diese Versuche bedürfen weitere Klärung, da 

die Transportmodi des OAT4 noch nicht hinreichend bekannt sind. 

 

Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, dass OAT1, OAT3 und OAT4 ICA als 

Substrat akzeptieren. Für weitere PHD-Inhibitoren, NOG und PDCA (Hagos et al. 2012), 

konnte von der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass sie Substrate des OAT1 und OAT4 sind 

und nach Transport über diese Transporter in der Lage sind, HIF-1α zu aktivieren. 

 

4.3 Klinische Überlegungen 

 

Im Tiermodell konnte mit dem PHD-Inhibitor ICA gezeigt werden, dass es bei Ischämie-

Reperfusionsversuchen an Rattennieren bei vorheriger Gabe von ICA zur Hochregulierung 

von HIF-1α und HIF-2α kam und so ein nephro- bzw. ischämieprotektiver Effekt erzielt 

werden konnte (Wang et al. 2012). Klinische Studien bestätigten diesen Effekt (Philipp et 
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al. 2006; Rabinowitz 2013; Selvaraju et al. 2014). In einer anderen Studie (Bernhardt et al. 

2010) wurden insgesamt 18 Probanden untersucht, denen ICA per os verabreicht wurde. Ein 

Drittel hiervon waren gesunde Testpersonen. Die übrigen zwei Drittel teilten sich jeweils 

auf Hämodialysepatienten mit und ohne Nieren auf. In allen drei Probandenpopulationen 

konnte eine EPO Erhöhung nachgewiesen werden, welches den möglichen therapeutischen 

Nutzen von ICA belegt (Bernhardt et al. 2010). In der klinischen Anwendung könnte das 

bedeuten, dass man bei Patienten, bei denen ein Nierenversagen möglich erscheint, durch 

vorausschauende Gaben von ICA oder einem anderen PHD-Inhibitor einen nephroprotekti-

ven Effekt erzielt. 

 

In der Studie von Bernhardt et al. (2010) wurden Plasmakonzentrationen (Cmax) von ICA 

von 179,0 ± 31,0 µg/ml gemessen. Hieraus errechnet sich eine ICA-Plasmakonzentration 

von 3-5 µM (Schulz et al. 2015). Die in dieser Dissertation ermittelten IC50-Werte für die 

Hemmung der OAT1-vermittelten PAH- und der OAT3-vermittelten ES-Aufnahme von 

0,29 ± 0,05 µM respektive 2,58 ± 0,16 µM, liegen im Bereich dieser Plasmakonzentrationen 

und lassen eine Interaktion in vivo sowohl mit OAT1 als auch mit OAT3 möglich erschei-

nen. Zusätzlich konnte in dieser Dissertationsschrift gezeigt werden, dass ICA über OAT3 

transloziert werden kann und damit auf intrazelluläre PHDs wirken kann (Chowdhury et al. 

2013; Hong et al. 2014).  

 

Viele Patienten erhalten mehrere Medikamente gleichzeitig, die sich in ihren Wirkungen 

addieren oder antagonisieren können. Da OAT1 und OAT3 mit sehr vielen Medikamenten 

höchst affin interagieren (Burckhardt und Burckhardt 2011; VanWert et al. 2010), sind Me-

dikamenteninteraktionen (Drug-Drug-Interactions (DDIs)) zu erwarten (Yin und Wang 

2016). In Tabelle 4.1 werden einige ausgewählte Medikamente beschrieben (Burckhardt und 

Burckhardt 2011), die mit den OATs interagieren. Besonders relevant sind Substanzen, die 

eine ähnliche IC50, unter der Annahme ungefähr gleicher Plasmakonzentrationen, am OAT1 

und OAT3 aufweisen, da es so zu DDIs kommen kann. Der Transport des ICA über den 

OAT3 könnte eingeschränkt sein, wenn bereits ein anderes Medikament den OAT3 hemmt. 

Oder ICA selbst hemmt den OAT1, über den dann kein anderes Medikament mehr transpor-

tiert werden kann. Es gibt Überlegungen von Hillgren et al. (2013), die besagen, dass, wenn 

die nicht an Protein-gebundene sogenannte freie Konzentration eines Medikaments mindes-

tens ein Zehntel der IC50 beträgt, DDIs sehr wahrscheinlich sind (Hillgren et al. 2013).  
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Tabelle 4.1 Medikamenteninteraktionen beim OAT1 und OAT3  

(Burckhardt und Burckhardt 2011) 

Transporter Medikament IC50 

OAT1 Adefovir 17,2 – 30,0 µM 

OAT1 Acetysalicylsäure 769 µM 

OAT1 Indometacin 3,0 – 6,72 µM 

OAT1 Furosemid 14 – 20 µM 

OAT1 Probenecid 3,9 – 12,5 µM 

OAT1 Valsartan 16 µM 

OAT3 Acetysalicylsäure 717 µM 

OAT3 Indometacin 0,61 – 0,979 µM 

OAT3 Furosemid 1,7 – 7,31 µM 

OAT3 Valsartan 0,2 µM 

 

Ein Ergebnis dieser Arbeit war der Nachweis eines Transports von ICA über OAT4. In der 

proximalen Tubuluszelle würde das bedeuten, dass das über OAT3 in die Zelle aufgenom-

mene ICA über OAT4 in den Primärharn zur Ausscheidung abgegeben werden könnte. Zur 

Verstärkung der nephroprotektiven Wirkung von ICA, d.h. einer Verlängerung der Verweil-

dauer in der Zelle, müsste der ICA-Efflux über OAT4 gehemmt werden. Ein Hemmstoff für 

OAT4 ist Probenecid, welches allerdings auch den Transport von Pharmaka über OAT1 und 

OAT3 hemmt (Cihlar et al. 1999; Ho et al. 2000; Mulato et al. 2000; Uwai et al. 2000). Hier 

sind weitere Untersuchungen nötig, die auch mögliche weitere Transportwege von ICA in 

den proximalen Tubuluszellen inkludieren. 

 

Die erhöhte Gefahr von DDIs könnte bedeuten, dass nicht alle verabreichten Pharmaka ihren 

Wirkort erreichen oder dass ihre Ausscheidung reduziert ist und sich höhere Plasmakonzent-

rationen als erwünscht einstellen. Hier müsste eine Anpassung der einzunehmenden Dosis 

geschehen. Da ICA nicht nur i.v., sondern auch per os verabreicht werden kann, könnten 

auch Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes zu veränderten Plasmakonzentrationen füh-

ren, zumal nicht geklärt ist, wie ICA über den Darm aufgenommen wird. 
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Abschließend sollen die Erkenntnisse dieser Arbeit in Abb. 4.1 zusammengefasst werden, 

in der die renale Ausscheidung von ICA skizziert wird. Dabei wird ICA über den OAT3 in 

die proximale Tubuluszelle aufgenommen und dann über den OAT4 in das Lumen sezer-

niert, wobei nicht klar ist, welcher der verschiedenen Transportmodi des OAT4 genutzt wird. 

Der Austausch von extrazellulärem PAH und intrazellulärem Dicarboxylat mittels des 

OAT1 wird durch ICA gehemmt. 

 

 

 

4.4 Ausblick 

 

Die OATs wechselwirken mit vielen Medikamenten und transportieren eine breite Palette 

an strukturell unterschiedlichen Pharmaka (VanWert et al. 2010; Morrissey et al. 2013). In 

neuerer Zeit finden sich Arbeiten, die eine Interaktion der OATs mit in Nahrungsmitteln 

vorhandenen Stoffen wie Bestandteilen des grünen Tees, der Kaffeesäure, Flavonoiden und 

anderen (Albassam und Markowitz 2017; Hong et al. 2015; Peng et al. 2015; Uwai et al. 

2011; Wang und Sweet 2013) beschreiben. Diese möglichen Drug-Food-Interactions wer-

den in Zukunft eine immer größere Rolle bei der Verabreichung von Medikamenten spielen. 

Abbildung 4.1 Renale Ausscheidung von ICA  ICA wird über den OAT3 in die proximale 

Tubuluszelle aufgenommen und über den OAT4 wieder in das Lumen abgegeben. Der OAT1 wird 

durch ICA gehemmt. Weitere Erklärungen folgen im Text. DC2-, Dicarboxylat (eigene Abbildung) 
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Vor diesem Hintergrund erscheint es wichtig, die Substratspezifität aller Transporter umfas-

send zu untersuchen. Hierzu erschienen Publikationen (Giacomini et al. 2010; Giacomini 

und Huang 2013). Unter den in diesen Publikationen zur Testung neuer Pharmaka vorge-

schlagenen Transportern befinden sich auch OAT1 und 3 (Hillgren et al. 2013).  

 

Wie im vorherigen Kapitel schon angeklungen, wäre es wünschenswert, die Verweildauer 

des ICA in der proximalen Tubuluszelle durch Blockade des OAT4 zu verlängern. Hierzu 

wäre es wichtig, alle Transporter, über die ICA aus der Zelle geschleust werden kann, zu 

identifizieren und für die Transporter gut verträgliche und effiziente Hemmstoffe zu entwi-

ckeln.  
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5. Zusammenfassung 

 

In dieser Dissertationsarbeit wurden Interaktionen zwischen den stabil in HEK293-Zellen 

transfizierten OATs 1 bis 4 mit einem Hemmstoff der PHD, dem ICA, untersucht. Relevant 

ist diese Substanz, weil über eine Hemmung der PHD HIF hochreguliert werden kann und 

so ein nephroprotektiver Effekt bei Hypoxie erzielt werden kann.  

 

Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 

 

 In OAT1-transfizierten HEK293-Zellen wurde die Aufnahme des Referenzsubstrats 

PAH durch ICA signifikant gehemmt. In trans-Stimulationsversuchen konnte jedoch 

nach Vorinkubation der Zellen mit ICA keine erhöhte Aufnahme von PAH nachge-

wiesen werden; ICA ist nur ein Hemmstoff, aber kein Substrat des OAT1. 

 

 Die Aufnahme von ES über den OAT3 wird signifikant durch ICA gehemmt. In 

trans-Stimulationsversuchen kann nach Vorinkubation der Zellen mit ICA eine er-

höhte Aufnahme von ES detektiert werden. ICA ist sowohl ein Hemmstoff als auch 

ein Substrat des OAT3. 

 

 Interaktionen von ICA mit OAT2 sind marginal und müssen aufgrund der geringen 

Affinität von ICA zum OAT2 sehr wahrscheinlich nicht weiter berücksichtigt wer-

den. 

 

 Die Aufnahme von ES über den OAT4 wird nur geringfügig, aber signifikant durch 

ICA gehemmt. trans-Stimulationsversuche zeigen nach Vorinkubation der Zellen 

mit ICA eine erhöhte Aufnahme von ES, sodass anzunehmen ist, dass ICA ein Sub-

strat des OAT4 ist. 

 

 Für die renale Ausscheidung von ICA ergibt sich folgendes Schema: ICA wird über 

OAT3 in die proximale Tubuluszelle aufgenommen und über OAT4 in das Lumen 

zur Ausscheidung abgegeben. Die Aufnahme von OAT1-Substraten kann durch ICA 

aufgrund möglicher Drug-Drug- oder Drug-Food-Wechselwirkungen beeinflusst 

werden. 

  



 
 

60 

Teile dieser Dissertationsarbeit wurden bereits im Rahmen ei-

ner Erstautorenschaft veröffentlicht: 

 

Schulz K, Hagos Y, Burckhardt G, Schley G, Burzlaff N, Willam C, Burckhardt BC (2015): 

The Isoquinolone Derived Prolyl Hydroxylase Inhibitor ICA Is a Potent Substrate of the 

Organic Anion Transporters 1 and 3. Nephron 131, 285–289 
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