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Einleitung 1

1 Einleitung

Medikamente und andere endogene und exogene Substanzen gelangen vom Blut nicht ohne
weiteres ins Gehirn. Sofern Medikamente oder andere Substanzen in das Gehirn gelangen,
mussen sie die Blut-Hirn-Schranke iberwinden (Pardridge 2012). Bei dieser handelt es sich
um eine Barriere zwischen dem Blut und dem Gehirn, welche sich durch Fehlen der
interzelluldren Poren und vermehrte Expression von Zell-Zell-Kontakten darstellt (Abbott
et al. 2010). Durch die anatomischen Gegebenheiten der Blut-Hirn-Schranke mussen
Molekiile, um effizient ins Gehirn zu gelangen, durch die Zellmembranen der Endothelzellen
der hirnversorgenden Blutgefille gelangen. Hier existieren unterschiedliche Moglichkeiten.
Zu diesen zihlen neben der Diffusion auch der carrier- oder rezeptorvermittelte Transport
(Pardridge 2012). Die freie Diffusion spielt vor allem fiir ungeladene, lipophile Molekdle eine
Rolle, welche ein geringere Molekiilmasse aufweisen (Veber et al. 2002). Uber einen GroBteil
der organischen Kationen ist bisher lediglich bekannt, dass sie nicht nur mittels einfacher
Diffusion tber die Blut-Hirn-Schranke gelangen. So wurde der Transport tber die human
Cortical Microvessels Endothelial Cells (hCMEC) Zelllinie fiir mehr als 200 Substanzen erforscht,

die vermittelnden Transportproteine bisher jedoch nicht identifiziert.

1.1  Entdeckung der Blut-Hirn-Schranke und anatomischer Aufbau

Als Blut-Hirn-Schranke wird die Barriere zwischen dem Blut und dem Zentralnervensystem
(ZNS) beschrieben. Diese Schranke regelt den Transfer von Substanzen zwischen dem Blut
und dem ZNS und dient somit sowohl dem Schutz vor Toxinen, als auch dem Erhalt der
reguliren neuronalen Funktionen (Daneman und Prat 2015). Zur Gewihrtleistung einer
addquaten Versorgung des Gehirns werden in dieser Barriere spezifische Transportsysteme
exprimiert (Abbott et al. 2010). Die ersten experimentellen Belege der Blut-Hirn-Schranke
sind auf Paul Ehrlich zuriickzufihren (1885). Fir die Studie des Sauerstoffbedarfes des
Organismus injizierte er in Tierexperimenten verschiedene wasserlosliche Farbstoffe in die
Peripherie lebender Tiere. Durch die Verteilung des Farbstoffes mit Hilfe des Blutkreislaufs
zeigte sich eine Anfirbung aller Organe mit Ausnahme des Gehirns und des Rickenmarks.
Ehtlich selbst schloss jedoch auf Grundlage dieser Ergebnisse noch nicht explizit auf das
Bestehen einer Barriere zwischen Blutkreislauf und Gehirn bzw. Rickenmark. Erst 1913
wurden weitere Forschungsergebnisse seines Schiilers Edwin Goldmann verdffentlicht.
Dieser injizierte den Farbstoff direkt in die Zerebrospinalflissigkeit. Es zeigte sich hierbei
ein umgekehrtes Bild im Gegensatz zu Ehrlichs Versuchen zuvor (Hawkins und Davis 2005).
So firbte der Farbstoff die Zellen des Gehirns und nicht die Zellen der Peripherie an.
Zusammengenommen lie3 die Betrachtung der beiden Forschungsergebnisse auf das
Bestehen einer Barriere zwischen peripherem Kreislauf und dem ZNS schlieBen (Hawkins

und Davis 2005). Im Jahr 1967 wurde noch weiter die Existenz der Bluthirnschranke
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untermauert. Den hierfir notigen Beweis lieferten Reese und Karnovsky, indem sie
Meerrettichperoxidase in die Schwanzvenen adulter Mause injizierten (1967) . Im Anschluss
ermoglichte thnen ihre Methodik die Visualisierung der Peroxidase im Elektronenmikroskop.
Hierbei konnten sie keine extravaskulire Anreicherung der Peroxidase im Gehirn
detektieren. Diese Erkenntnis sahen sie als Beweis fir die Existenz einer Blut-Hirn-Schranke.
Des Weiteren wurde hiermit die Bedeutung der Endothelzellen fir die Blut-Hirn-Schranke
bewiesen (Reese und Karnovsky 1967). Diese bilden die Tight Junctions, (Sofroniew und
Vinters 2010), welche die Ursache fir die Einschrinkung des parazelluliren Diffusionswegs
sind. Auf diese Weise wird nicht nur das Eindringen von Ionen und anderen polaren gelsten
Stoffen reduziert, sondern auch das Eindringen von Makromolekilen (Abbott et al. 2000).
Weitere wichtige Bestandteile der Blut-Hirn-Schranke sind die Basallamina, welche die
Endothelzellen umgibt, sowie die zu den zelluliren Bestandteilen zihlenden perivaskuliren
Perizyten, die Fortsitze der Astrozyten und die Mikroglia (Lochhead et al. 2020). Zur
besseren Veranschaulichung des anatomischen Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke verweise ich
an dieser Stelle auf die folgende Abbildung 1.

Astrozyt
X \S&Pcnzyt

\ al)
)/ Endothelzelle  Tight Junction
/

Abbildung 1: Blut-Hirn-Schranke. Die Blut-Hirn-Schranke setzt sich aus den Endothelzellen zusammen

(Reese und Karnovsky 1967), welche die Tight Junctions ausbilden (Sofroniew und Vinters 2010). Weitere
Bausteine sind Astrozyten und Perizyten (Lochhead et al. 2020). Gemeinsam bilden sie eine Barriere
zwischen Blut und ZNS (Daneman und Prat 2015). Die Abbildung basiert auf Neumaier (2021).

Die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke unterscheiden sich von anderen im Korper
vorkommenden Endothelzellen. So zeichnen sie sich durch ihre besonders flache Form und
die starke Expression inter-zellulirer Tight Junctions aus (Kadry et al. 2020). Die
Zellmembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, welche neben den Lipiden auch Proteine

wie Transportproteine enthalt (Simons und Sampaio 2011).
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Ein anderer Zelltyp im Gehirn, die Astrozyten, machen den grofiten Anteil der im ZNS
vorkommenden Zellen aus (Kadry et al. 2020). Ihre Rolle bezogen auf die Funktion der Blut-
Hirn-Schranke ist umstritten (Sofroniew und Vinters 2010). In-vitro-Beweise legen jedoch
nahe, dass sie in der Lage sind, Barriereeigenschaften zerebraler Endothelzellen zu
induzieren. Diese Ergebnisse sprechen fiir Teilnahme der Astrozyten an der Induktion der
Blut-Hirn-Schranke (Sofroniew und Vinters 2010).

Als ein weiterer zelluldrer Bestandteil spielen die Perizyten eine entscheidende Rolle fir die
Aufrechterhaltung der Integritit der Blut-Hirn-Schranke (Armulik et al. 2011). Durch ihre
kontraktilen Eigenschaften (Kadry et al. 2020) sind sie auflerdem in der Regulation des
Kapillardurchmessers und des zerebralen Blutflusses involviert (Hall et al. 2014).

1.2 Transportmechanismen in den Zellen der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke stellt ein komplexes System dar, welches sich durch seine selektive
Permeabilitit auszeichnet (Patel und Patel 2017). Einem Grofiteil der Medikamente und
Substanzen wird durch die Blut-Hirn-Schranke der Zugang zum Gehirn verwehrt (Pardridge
2012). Resultierend aus den anatomischen Gegebenheiten, bietet die Blut-Hirn-Schranke nur
eingeschrinkte Passagemoglichkeiten fiir Molekdle. Zu diesen gehért unter anderem die freie

Diffusion und der carrier- oder rezeptorvermittelte Transport (Pardridge 2012).

Grundsitzlich lassen sich verschiedene Transportmechanismen differenzieren Abbildung 2.
Die einfache Diffusion lisst sich von der etleichterten Diffusion unterscheiden, welche
durch Membrankanile oder Membrantransportproteine vermittelt wird. Eine Unterform des
tber Membrantransportproteine vermittelten Transportes ist der nur in eine Richtung
gehende Uniport. Andere Formen sind der gemeinsame Transport (Symport) von mehreren
Substanzen und der Austauschtransport (Antiport). Fine groBe weitere Gruppe von
Membrantransportern vermittelt den ATP-abhingigen primir aktiven Transport. Diese
Gruppe stellen die ATP-bindenden-Kassetten-Transporter (ABC-Transporter) dar (Cocucci
et al. 2017).

Die Transzytose besteht aus den Vorgingen der Endozytose und Exozytose (Wu et al. 2014).
Als diese werden Mechanismen bezeichnet, bei welchen unter Ausbildung kleiner
Membranvesikel, verschiedene Frachtmolekile transferiert werden (Kaksonen und Roux
2018). Uber diesen Transportweg kénnen auch Makromolekiile wie Proteine oder sogar

Viren tiber Membranen transportiert werden (Knyazev et al. 2021).
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Kanalprotein Carrierprotein
( @ ‘
.. Uniport Symport Antlport
| @
erleichterte Diffusion aktlver Transport
freie Diffusion spezifischer Transport

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Transportmechanismen. Neben der freien
Diffusion existiert der spezifische Transport, welcher sowohl die etleichterte Diffusion, als auch den aktiven

Transport umfasst. In Blick auf die erleichterte Diffusion wird zwischen der kanalvermittelten Diffusion und
der carriervermittelte Diffusion differenziert (Cocucci et al. 2017). Des Weiteren unterscheidet man Uniport,

Symport und Antiport Cocucci et al. 2017). Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

Die passive Diffusion galt lange Zeit als Hauptmechanismus des intrazelluliren
Medikamententransports (Al-Awqati 1999). Einfluss auf die einfache Diffusion haben neben
der Molekillmasse auch die Lipophilie, die molekulare Flexibilitit und die Anzahl der
Wasserstoffbriickenbindungsdonatoren. Mit Hilfe dieses Mechanismus gelangen
tberwiegend kleine, lipophile und ungeladene Molekiile (Veber et al. 2002), welche weniger
als acht Wasserstoffbriicken aufweisen, tber die Zellmembran (Pardridge 2012). Durch diese
Einschrinkungen spielt die einfache Diffusion nur fiir eine begrenzte Anzahl an Substanzen
eine Rolle (Pardridge 2012). Substanzen, die teilweise positiv oder negativ geladen sind,
kénnen in Form des ungeladenen Anteils iber Membranen diffundieren, dies wird als
nichtionische Diffusion bezeichnet. Als Beispiele fiir Substanzen, welche mittels einfacher
Diffusion tiber die Blut-Hirn-Schranke gelangen, sind Sauerstoff sowie Kohlenstoffdioxid
anzufthren (Pandit et al. 2020), sowie weitere Substanzen mit einer Molekilmasse von
vorwiegend unter 400 Dalton (Pardridge 2012).

In den vergangenen Jahren wird dem carriervermitteltem Transport eine groflere Rolle
zugesprochen (Cocucci et al. 2017). Der durch Carrier vermittelte Transport ermoglicht die
gesteuerte Selektivitit der Zellmembranen (Giacomini et al. 2010). Die Membranproteine
stellen einen wichtigen Baustein fir den spezifischen Transport verschiedenster endogener
und exogener Molekiile dar (Cocucci et al. 2017). Die Solute-Carrier-Transporter (SLC-
Transporter), fir welche mehr als 400 Membrantransporter-Gene codieren, stellen die gré3te
Gruppe von Transportproteinen (Nigam 2015). SLC-Transporter arbeiten unabhingig von
Adenosintriphosphat (ATP)- Hydrolyse und kénnen sowohl als Uniporter und Symporter,
als auch als Antiporter auftreten (Cocucci et al. 2017). Hauptsichlich, jedoch nicht
ausschlief3lich, fungieren sie als Aufnahmetransporter fiir kleinere Molekiile (Nigam 2015).
Die Konzepte, wie Membrantransport tiber die SLC-Proteine funktioniert, basierten lange

Zeit auf Analogieschlissen zu anderen Transportproteinen oder rein hypothetischen Ideen.
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Experimentelle Verfahren, um die Struktur und Funktion von Membrantransportern zu
untersuchen, sind die Kristallographie und die Kryoelektronenmikroskopie (Khanppnavar et
al. 2022). Letztere hat in den letzten Jahren zu einem deutlichen Fortschritt in der Aufklirung
von Struktur und Funktion einiger Kationentransporter beigetragen (Meyer-Ténnies und
Tzvetkov 2023).

Eine weitere Gruppe bilden die ABC-Transporter, welche eine der gro3ten Gruppen der
Membranproteine bilden (Theodoulou und Kerr 2015). Sie fungieren uberwiegend als
Exporter (Locher 2009) und zédhlen zu den primir aktiven Transportern (Zolnerciks et al.
2011). Ihr Mechanismus basiert auf der Nutzung einer ATP-Hydrolyse (Nigam 2015). Sie

weisen ein breites Funktionsspektrum auf (Beis 2015).

Neben dem primdr aktiven Transport existiert im menschlichen Organismus auch ein
sekundir aktiver Transport. In diesem Fall wird als Energiequelle zunichst ein
elektrochemisches Gefille, durch separate Mechanismen, mittels ATP verbrauch erzeugt
(Forrest et al. 2011). Die von den Carriern zu unterscheidenden Transportkanile sind
teilweise sogar in der Lage als Enzyme eine hochaffine Aufnahme zu vermitteln. Sie dienen
dem Transport von Ionen entlang einem elektrochemischen Gradienten. Sie 6ffnen sich

groBenteils als Reaktion auf spezifische Offnungssignale (Conde et al. 2010).

1.3 Substanzen und Medikamente, die die Blut-Hirn-Schranke

passieren

Neben den vielen neurotoxischen Substanzen, welche durch die Blut-Hirn-Schranke am
Eindringen in das ZNS gehindert werden (Abbott et al. 2010), gibt es eine Vielzahl an
Substanzen welche diese iberwinden miissen (Campos-Bedolla et al. 2014). Zu diesen
Substanzen gehoren neben Nahrstoffen (Abbott et al. 2010), wie Glukose, Aminosiuren,
Vitaminen und Spurenelementen, auch Hormone (Campos-Bedolla et al. 2014). Ebenso ist
fir die Wirksamkeit vieler zentraler Medikamente die Fihigkeit diese zu tberwinden
essentiell (Vitorino et al. 2019). Es gibt jedoch auch Substanzen, zum Beispiel das
Lokalanisthetikum Bupivacain, welche die Blut-Hirn-Schranke tberwinden und
Nebenwirkungen verursachen (Mather 2010). In Tabelle 1 sind beispielhaft einige

Substanzen gelistet, welche die Blut-Hirn-Schranke passieren.
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Tabelle 1: Substanzen, die die Blut-Hirn-Schranke {iberwinden

Substanzgruppen Beispiele
T Stresshormone, Sexualhormone, Schilddrisenhormone, Insulin
ormone (Banks 2012)
Zucker Glukose, Mannose, Galaktose (Pardridge und Oldendorf 1975b)
Tonen Magnesium, Kalzium, Zink (Campos-Bedolla et al. 2014)
Vitamin Vitamin B1, Vitamin B5, Vitamin B7, Vitamin B9, Vitamin C
amine (Campos-Bedolla et al. 2014)
o Phanylalanin, Leucin, Tyrosin, Tryptophan (Pardridge und
Aminosduren Oldendorf 19754)
Stoffwechselprodukte Laktat, Pyrovat (Cremer et al. 1979)
Onioide Oxycodon, Hydrocodone, Hydromorphon, Morphin, Sufentanil
p (Ttescot et al. 2008)
Allgemeinanisthetika  Ketamin (Zanos et al. 2018)
. . Paroxetin, Duloxetin, Desipramin, Imipramin, Amitriptylin
Antidepressiva (Sallee und Pollock 1990),
ILokalanisthetika Lidocain, Mepivacain, Bupivacain, Ropivacain, Tetracain (Ferrari
et al. 2010)
1.4 Chemische Charakteristika von Substanzen mit Bedeutung fiir die

Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke

Die verschiedenen chemischen Charakteristika einer Substanz beeinflussen die Penetration
der Blut-Hirn-Schranke. Die Molekiilmasse stellt in diesem Hinblick ein wichtiges Kriterium
dar (Banks 2009), sie wird gebildet aus den Atommassen aller Atome eines Molekdls. Die
MaBeinheit der Molekiilmasse ist das Dalton. Ein Dalton entspricht 1/12 der Masse des
Kohlenstoff-Isotops '*C. Eine niedrige Molekiilmasse begiinstigt die Uberwindung der Blut-
Hirn-Schranke mittels einfacher Diffusion (Banks 2009). Des Weiteren spielt die Lipophilie
und Hydrophilie der Substanzen eine gro3e Rolle, fiir ihre Fihigkeit die Blut-Hirn-Schranke
zu tberwinden (Veber et al. 2002). Auch die Verteilung (Banks 2009) und Toxizitit werden
durch sie beeinflusst (Hughes et al. 2008). Die Lipophilie zeichnet sich durch die Affinitdt
der Substanz zu apolaren Losungsmitteln aus. Im Gegensatz dazu zeigen hydrophile
Substanzen eine hohere Affinitit zu polaren Lésungsmitteln wie zum Beispiel Wasser. Der
Grad der Lipophilie, oder auch Hydrophilie einer Substanz, kann mittels dem logP dieser
beziffert werden. Dieser Wert kann sowohl positiv, als auch negativ sein. Je groBer ein
positiver Wert ist, je hoher ist die Lipophilie. Ein logP-Wert von -1 bedeutet ein Oktanol-
Wasser-Verteilungsverhiltnis einer Substanz von 1:10 (in Oktanol zu Wasser), ein logP Wert
von 0 bedeutet ein Verhiltnis von 1:1 und ein logP-Wert von 1 bedeutet ein Verhiltnis von

10:1 (in Oktanol zu Wasser), also ist die Substanz zehnmal mehr im Oktanol gel6st. Je gréBer
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ein positiver Wert ist, je hoher ist die Lipophilie. Im Gegensatz dazu steht ein stark negativer
Wert fir eine héhere Hydrophilie der Substanz. Anders als der logP, welcher sich auf die
neutrale Spezies einer Substanz bezieht, berticksichtigt der logD alle Formen der Substanz.
Durch die pH-Wert abhingige Verschiebung der einzelnen Spezies dndert sich der logD in
Abhingigkeit zum pH-Wert, wohingegen der logP pH-Wert unabhingig ist. Eine besondere
Bedeutung kommt dem logD7,4 zu, da dieser die Lipophilie unter physiologischen
Bedingungen des Blutplasmas widerspiegelt (Wang et al. 2023).

Neben dem pH-Wert ist fir den Grad der lonisierung einer Substanz der pKs-Wert von
Bedeutung (Wood 1952). Es handelt sich hierbei um eine dimensionslose Zahl, welche die
Stirke einer Saure beschreibt. Fir Basen wird der dquivalente pKs-Wert verwendet. Auf
Grund des Vorkommens von verschiedenen Flissigkeiten und Geweben im menschlichen
Korper, welche unterschiedliche pH-Werte aufweisen, lisst sich lediglich mittels dieser Werte
die Ionisierung der Substanzen ermitteln (Gaohua et al. 2021). Substanzen lassen sich
abhingig von ihrer Ladung als Kation oder Anion klassifizieren. Von einem Kation spricht
man bei einer positiv geladenen Substanz, wohingegen man bei einer negativ geladenen
Substanz von einem Anion spricht. Dabei orientiert man sich in der Regel an einem pH-
Wert von 7,4, welcher dem physiologischen pH-Wert des menschlichen Blutes entspricht
(Dueck et al. 2004). Zwitterionen besitzen sowohl positiv, als auch negativ geladene
funktionelle Gruppen. Die Ladung der Substanzen hat Einfluss auf die Penetration der Blut-
Hirn-Schranke. Ungeladene Substanzen gelangen besser mittels freier Diffusion durch die
Zellmembran (Veber et al. 2002).

1.5 Bekannte Transportproteine fiir organische Kationen

Fir den Transport geloster Stoffe und Arzneimittel in Saugetierzellen spielen unter anderem
die SLC-Transporter eine bedeutende Rolle (Wagner et al. 2016). Die Gruppe der SLC-
Transporter umfasst mehr als 400 Membrantransporter-Gene (Nigam 2015) und stellt somit
die groB3te Gruppe von Membrantransportern dar (Samodelov et al. 2020). Die SLC-
Transporter sind maf3geblich beteiligt an bedeutenden physiologischen Vorgingen, wie der
Aufnahme von Nihrstoffen und dem Transport von Ionen (César-Razquin et al. 2015). Die
Mitglieder der SLC-Superfamilie weisen eine grof3e Variabilitit in Hinblick auf ihre Struktur
und Faltungen auf (Colas et al. 2016). 65 SLC Familien untergliedern die SLC-Superfamilie
und sind kategorisiert von SLC1 bis hin zu SLC65 (Samodelov et al. 2020). Die einzelnen
Transporter Familien umfassen verschiedene Subtypen, welche sich sowohl in ihren
funktionellen Eigenschaften, ihrer Lokalisation und ihrer Regulation differenzieren
(Koepsell 2011).

Die organischen Kationentransporter sind insbesondere Mitglieder der Solute-Carrier-22-
Familie (SLC22) (Samodelov et al. 2020), welche sowohl organische Anionen Transporter,
als auch organische Kationen Transporter umfasst (Hosoya und Tachikawa 2011). In dieser

Familie wurden in Hinblick auf die jeweiligen Substrate sechs organische Kationen-
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transporter kategorisiert (Samodelov et al. 2020). Die Gene SLC22A1, SLC22A2 und
SLC22A3 kodieren die organischen Kationentransporter 1-3 (OCT 1-3). Die enge
Lagebeziehung dieser Gene, welche auf dem sechsten menschlichen Chromosom zu finden
sind, ldsst die Vermutung zu, dass sie sich aus einem gemeinsamen Vorldufergen entwickelt
haben kénnten (Roth et al. 2012). Die neuen organischen Kationen Transporter 1 und 2
(OCTN1 und OCTN2) werden durch die Gene SLC22A4 und SLC22A5 kodiert. Ein
weiteres Mitglied dieser Familie stellt der organische Kationentransporter 6 (OCT0) dar,
welcher durch SLC22A16 kodiert wird (Koepsell 2013). Die OCTss transportieren eine grof3e
Bandbreite von Molekiilen, welche positiv geladen sind und zdhlen daher zu den
polyspezifischen Transportern (Samodelov et al. 2020). Im Gegensatz dazu werden die
meisten Plasmamembranproteine als oligospezifisch charakterisiert, da sie ein schmaleres
Molekiilspektrum bedienen (Koepsell et al. 2007). Hauptsichlich vermittelt die OCT-Familie
die zellulire Aufnahme von Substraten (Koepsell 2011). Die meistens Na+ unabhingigen
Transporter werden, in Hinblick auf ihre Aktivitit, durch das Membranpotenzial der
Plasmamembran  gesteuert. Daraus resultiert die Moglichkeit, abhingig vom
elektrochemischen Gradienten der Substrate, sowohl als Zufluss, als auch Abflusssystem zu
fungieren (Samodelov et al. 2020). Die Transportproteine OCT3, OCTN1 und OCTN2

werden in dieser Arbeit genauer beleuchtet.

Eine weitere bekannte Gruppe der Transportproteine fiir organische Kationen stellen die
multidrug and toxin compound extrusion-Transporter (MATE) dar (Krah et al. 2020), welche
vorrangig am Ausfluss organischer Kationen aus den Zellen beteiligt sind (Staud et al. 2013).
Sie gehoren ebenfalls zur SLC-Superfamilie und bilden die Solut-Carrier-47-Familie
(SLC47)(Pelis und Wright 2014). Mitglieder dieser Familie sind die Transporter MATE1,
MATE2 (Masuda et al. 2006), MATE2-K sowie MATE2-B (Staud et al. 2013).

Es gibt viele weitere SLC-Familien mit Transportern, fiir welche die Substratspezifitit und
physiologische Funktion unbekannt ist (Hadley et al. 2019). Zu diesen geh6rt zum Beispiel
das Transportprotein SLC35G3 (Sosicka et al. 2017).

Eine Ubersicht tiber die Transportproteine, welche ich in dieser Arbeit behandle, liefert die
Tabelle 2.
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Tabelle 2: Ubersicht der Transportproteine

Typische
SLL.C Andere Namen Lokalisation endogene Literatur
Substrate
(Roth et al. 2012),
Epinephrin (Samodelov et al.
OCTS3, Naheau gesamnter Histamin 2020), (Koepsell
SLC22A3 extrancuraler SOtper B Acetylcholin, 2020),
. Niere, Plazenta, . .
Monoamintransporter BHS Ketamin, (Geier et al.
Amisulprid 2013), (Koepsell
et al. 2007)
(Koepsell 2020),
Nahezu gesamter (Grindemann et
L Korper z.B. L al. 2005),
SL.C22A4 OCTI}“’ Ergoihlonem BHES, Egzjﬁ“fnﬁén’ (Kurosawa et al.
ransporter Niere, sulp 2018),
Darm (Samodelov et al.
2020)
(Longo et al.
Nahezu gesamter 23116) ’ |
Korper, 2.B (Samodelov et al.
OCTN2, LT Carnitin, 2020), (Pereira et
SLC22A5 .. Niere, . )
Carnitin Transporter Herz Amisulprid al. 2014),
BHS’ (Kurosawa et al.
2018), (Wu et al.
1999)
Niere, Thiamin, (Tanihara et al.
Leber, Metformin, 2007), (Otsuka et
SLCATAL MATEL Skelettmuskel, Acyclovir, al. 2005), (Geier
BHS Oxaliplatin et al. 2013)
Nier 1\:[1; }tlzrrnr;r; (Komatsu et al.
SLCATA2 MATE2-K R - 2011), (Tanihara
Gehirn, Hoden Acyclovir,
. et al. 2007)
Oxaliplatin
SLC35G3 keine unbekannt unbekannt (505331‘12‘7? al

151 OCT3 (SLC22A3)

Die ersten Beschreibungen und Charakterisierungen des OCT3 wurden vor tber 25 Jahren
publiziert (Griindemann et al. 1998). Bekannt ist er auch als extraneuraler
Monoamintransporter (Roth et al. 2012) oder SLC22A3 (Pelis und Wright 2014). Strukturell
stellt sich dieser Transporter sehr dhnlich wie die meisten Transporter der SLLC22 Familie
dar. Sie weisen zwolf o-helikale Transmembrandominen, sowie einen intrazelluliren N-
Terminus und C-Terminus auf. Des Weiteren sind sie gekennzeichnet durch eine
extrazellulire Schlaufe zwischen den Transmembrandominen eins und zwel, sowie einer
intrazelluldren Schlaufe zwischen den Transmembrandominen sechs und sieben (Koepsell
et al. 2007). Erst genannte beinhaltet die Konsensussequenz fir die Glykosylierung und
dartiber hinaus sechs Disulfidbriicken ausbildende Sulthydrylgruppen, welche die tertidre
Struktur der Schlaufe konsolidieren (Koepsell 2015). Die grofle Homologie der OCT's zeigt

sich auch in der Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz, welche zwischen 50-70% liegt
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(Koepsell 2015). OCT3 wird im menschlichen Kérper breit gefiachert exprimiert (Koepsell
et al. 2007). So wurde OCT3 bereits in der Niere (Roth et al. 2012), der Leber, der
Skelettmuskulatur, dem Herzen, einigen Krebszelllinien und dem Gehirn nachgewiesen
(Koepsell et al. 2007). Geier konnte mit seiner Arbeitsgruppe den Bewetis liefern, dass OCT3
ebenfalls an der Blut-Hirn-Schranke exprimiert wird und somit fiir den Transport tiber diese
von Bedeutung ist (2013). Funktionell ist OCT3 hauptsichlich an dem Transport einer
groB3en Bandbreite von organischen Kationen beteiligt, welche eine gro3e Variabilitit in ihrer
Molekilstruktur aufweisen (Koepsell et al. 2007). Daher zidhlt er zu den polyspezifischen
Transportern (Roth et al. 2012). Die Funktionsweise stimmt weitgehend mit denen von
OCT1 und OCT?2 tberein (Koepsell et al. 2007). Gekennzeichnet sind sie durch ihre hohe
Kapazitit, aber niedrige Affinitit (Gasser et al. 2017). Beeinflusst wird die Affinitit zu
bestimmten Substraten  durch deren Ionisierungsgrad (Liu 2019). Im Allgemeinen
funktioniert der OCT3 Na+ unabhingig und es wurde ein Transport in beide Richtungen
bewiesen (Samodelov et al. 2020). Somit ist er sowohl an dem Einstrom in die Zelle, als auch
am Ausstrom der Kationen beteiligt (Koepsell et al. 2007). Bezogen auf den
Funktionsmechanismus wird vermutet, dass verschiedene Bindungsstellen den Transport der
grof3en Bandbreite an Substraten ermoglichen (Koepsell 2015). Die meisten transportierten
Substanzen zeichnen sich durch eine relative Molektlmasse von unter 500 aus (Liu 2019).
Bekannte Substrate des Transporters sind unter anderem Clonidin, Imipramin (Roth et al.
2012), Epinephrin, Ketamin (Koepsell 2020), Histamin und Thiamin (Gebauer et al. 2022b).
Im Gegensatz dazu sind unter anderem Alexidin und Chlorhexidin als Inhibitoren des OCT3
anzufthren (Gebauer et al. 2022b). Die Inhibition wird vermittelt, indem die Inhibitoren den
Translokationspfad sterisch blockieren. Inwieweit es dadurch zu einer vollstindigen
Blockade des Transportes kommt ist zum heutigen Zeitpunkt noch nicht geklirt
(Khanppnavar et al. 2022).

1.5.2 OCTN1 (SLC22A4)

OCTN1 ist ein Mitglied, einer drei Transporter umfassenden Unterfamilie von
Membrantransportern (Pochini et al. 2019). Anders als OCTN1 und OCTN2, welche auch
im Menschen exprimiert werden, wird OCTN3 in der Maus exprimiert (Tamai et al. 2000).
Auf Grund der hohen Substrataffinitit zu FErgothionein schlug Grindemann die
Bezeichnung Ergothionein Transporter vor, worunter er frither ebenfalls bekannt war
(2005). Die Strukturanalyse von Membrantransportern stellt eine grofle Herausforderung
dar, welche unter anderem durch ihre Flexibilitit und Hydrophobie bedingt ist (Indiveri et
al. 2013). Aus diesem Grund sind fiir die OCTN-Transporter noch keine dreidimensionale
Strukturen verfiighbar (Pochini et al. 2019). Die strukturellen Eigenschaften der OCTN-
Unterfamilie tiberschneiden sich weitestgehend (Pochini et al. 2013). OCTN1 und OCTN2
zeigen eine Ubereinstimmung von ca. 77% der Aminosiuren (Liu 2019). Beide
Transportproteine setzen sich aus zwolf Transmembrandominen zusammen, welche eine «-

helikale Sekundarstruktur aufweisen. Des Weiteren weisen sie zwei besonders extendierte
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hydrophile Aminosédureschlaufen auf, von denen eine extrazellulir und eine intrazellulir liegt
(Zhu et al. 2015). In Bezug auf die intrazellulire Schleife und den C Terminus weisen die
beiden Transporter groflere Unterschiede auf (Pochini et al. 2013). OCTN1 wird nahezu im
gesamten Korper exprimiert (Samodelov et al. 2020), zum Beispiel in der Niere, der
Skelettmuskulatur (Koepsell et al. 2007) und den Augenepithelzellen (Garrett et al. 2008).
Durch Kurosawa ist die Expression innerhalb der Blut-Hirn-Schranke belegt (2018). Die
funktionelle Rolle von OCTNT1 ist noch immer nicht umfinglich geklart (Pochini et al. 2019).
Er ist sowohl am Influx (Pelis und Wright 2014), als auch am Efflux beteiligt (Grindemann
et al. 2005). So ist die Riickresorption von Zwitterionen und Sekretion organischer Kationen
in den proximalen Nierentubuli eine der Aufgaben des Transporters (Koepsell 2015). Er
fungiert Natrium abhingig fur Zwitterionen, Natrium unabhingig fiir Zwitterionen, und als
Kationen Austauscher (Koepsell 2013). Zu seinen Substraten zihlt neben Ergothionein
(Grindemann et al. 2005) auch Amisulprid (Pereira et al. 2014), wohingegen Clonidin,
Nikotin und Pyrilamin eine hemmende Wirkung aufweisen (Yabuuchi et al. 1999). Es besteht
die Vermutung, dass verschiedene Antitumormedikamente durch OCTN1 in die Zellen
gelangen (Okabe et al. 2008).

1.5.3 OCTN2 (SLC22A5)

Der Transporter OCTN2 wird durch das Gen SLC22A5 codiert (Nigam 2018). Seine
strukturellen Figenschaften dhneln denen des OCTN1 und wurden bereits im Kapitel 1.5.2
detailliert beleuchtet (Zhu et al. 2015). Er ist ubiquitir im Koérper verbreitet (Samodelov et
al. 2020). Neben seinem Auftreten in Niere, Herz und Plazenta (Wu et al. 1999) bewies
Kurosawa das Vorkommen von OCTN2 an der Blut-Hirn-Schranke (2018). Aus
funktioneller Sicht handelt es sich bei OCIN2 um einen Carnitin-Transporter der
Plasmamembran (Pochini et al. 2013). Er weist einen bifunktionellen Transportmechanismus
auf (Samodelov et al. 2020) und funktioniert neben dem Na+-abhingigen Carnitin Transport
(Tamai et al. 1998) auch auf Na+ unabhingige Weise fiir weitere organische Kationen (Kou
et al. 2018). Des Weiteren ist dieser Transporter an der Sekretion und Riickresorption
organischer Kationen in den proximalen Nierentubuli beteiligt (Koepsell 2013). Als
Substrate sind insbesondere Carnitin (Tamai et al. 1998) und Amisulprid (Pereira et al. 2014)
bekannt.

1.5.4 MATEI1 (SLC47A1)

Das menschliche Genom enthilt die Sequenzen fir zwei MATE-Gene, welche unter den
Namen SLC47A1 und SLC47A2 bekennt sind (Otsuka et al. 2005). Neben dem MATEL1
Transporter existieren auch die Transporter MATE 2, MATE2-K und MATE2-B, welche
im folgenden Kapitel genauer charakterisiert werden (Masuda et al. 20006). Die
dreidimensionale Kiristallstruktur der menschlichen MATE-Proteine konnte lange Zeit nicht
entschliisselt werden, daher dienten lediglich einige Berechnungsmethoden zur Vorhersage

der Membrantopologie (Nies et al. 2016). In den vergangenen Jahren konnten erste
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Kiristallstrukturen entschlisselt werden, welche jedoch lediglich den nach auflen gerichteten
Zustand darstellen (Zakrzewska et al. 2019). Menschliche MATE-Proteine weisen 13
Transmembranhelices auf (Zhang et al. 2007), wohingegen pflanzliche zwolf
Transmembranhelices besitzen (Tanaka et al. 2017). Die Funktion der zusitzlichen
Transmembranhelix, welche in Richtung der C-terminalen Seite liegt, ist nicht ginzlich
geklirt (Kusakizako et al. 2020). Laut Zhang koénnte sie fiir den Proteinumsatz von
Bedeutung sein (2012), wihrend Kusakizaku einen Zusammenhang zur Stabilitit des
Transporters in der Lipiddoppelschicht vermutet (2020). MATE1 wird im menschlichen
Koérper in den verschiedensten Organen exprimiert, so lieferte Otsuka den Beweis fiir die
Existenz in Niere, Leber und Skeletmuskulatur (2005). Ebenso konnte der Transporter in
den vergangenen Jahren an der Blut-Hirn-Schranke lokalisiert werden (Geier et al. 2013).
Funktionell spielt der Transporter im Zuge verschiedener biologischen Funktionen eine
Rolle (Staud et al. 2013). So hat die Familie der MATE-Transporter unter anderem eine
herausragende Stellung als Exporteur organischer Kationen (Otsuka et al. 2005). Zur
Vermittlung der transzelluliren Bewegung ihrer Substrate, arbeiten sie teilweise kombiniert
mit organischen Kationentransportern (Sato et al. 2008). Als treibende Kraft dient ein
gegenldufiger Protonengradient (Otsuka et al. 2005), welcher durch H+ oder Na+ Ionen
erzeugt wird (He et al. 2010). Auf Grund dieser Funktionsweise lassen sich die MATE-
Transporter als sekundir aktive Transporter charakterisieren (Staud et al. 2013). Durch diese
Funktionsweisen fallen sie in die Gruppe der Protonen-organische-Kationen-Antiporter
(Masuda et al. 2006). MATE1 transportiert eine grole Bandbreite von Substraten, welche
tendenziell die positiv Ladung, Hydrophilie und eine geringe Molekiilmasse charakterisiert
(Nies et al. 2016). Dazu zihlen unter anderem Metformin, Kreatinin, Thiamin und

zwitterionische Verbindungen wie Cephalexin (Tanihara et al. 2007).

1.5.5 MATE2-K (SLC47A2)

Das 566 Aminosiuren grofle MATE2-K Protein konnte zuerst 20006 isoliert werden (Masuda
et al. 2006). Es weist eine Sequenzhomologie zu MATE1 von 52% auf (Masuda et al. 2000),
dies spiegelt sich auch in der weitestgehend iibereinstimmenden Struktur wieder (Zhang et
al. 2007). Im Gegensatz zu dem Transporter MATE2-B, welcher nahezu ubiquitir
nachweisbar ist, wird MATE2K tberwiegend in der Niere exprimiert (Masuda et al. 2000).
Des Weiteren konnte ein niedrigeres Expressionsniveau unter anderen in der Lunge, den
Hoden und dem Gehirn nachgewiesen werden (Komatsu et al. 2011). Die Funktionsweise
des Transporters gleicht dem in Kapitel 1.5.4 beschriebenen Transporter MATEL. Das
Substratspektrum dieser Transporter weicht jedoch teilweise voneinander ab. So wird im
Gegensatz zu Cephalexatin, welches von MATE1 besser transportiert wird, Oxaliplatin
durch MATE2-K besser transportiert (Tanihara et al. 2007).
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1.5.6 SLC35G3

Die Solut-Carrier-35-Familie (SLC35) gilt als Gruppe der Nukleotid-Zucker-Transporter
(Hadley et al. 2019). Sie wird in sieben Unterfamilien unterteilt, welche von SLC35A bis
SLC35G  durchnummeriert sind. Abhidngig von den transportierten Substraten wird
innerhalb dieser weiter differenziert (Hadley et al. 2019). Die Charakterisierung in die SLC35
Familie basiert hauptsichlich auf der Homologie der Aminosiauresequenzen (Ishida et al.
2005). Es wurden bisher 31 Mitglieder dieser Familie entdeckt (Song 2013), wobei einige als
Orphan Transporter bezeichnet werden (Sosicka et al. 2017). Fir diese Transporter ist die
Substratspezifitit und physiologische Bedeutung noch ungeklirt (Hadley et al. 2019),
basierend auf Ihrer Sequenzhomologie konnten sie jedoch der SLC35 Familie zugeordnet
werden (Sosicka et al. 2017). Auch bei dem Transportprotein SLC35G3 handelt es sich um
einen Orphan Transporter (Sosicka et al. 2017). Funktionell handelt es sich bei dem
tberwiegenden Anteil der bekannten Transportproteine dieser Gruppe um Nukleotid-
Zucker- Transporter. Diese bewerkstelligen den Transport von aktivierten Zuckern in das
Endoplasmatische Retikulum oder das Golgi-Lumen (Hadley et al. 2019). Fur die Orphan
Transporter wurde im Gegensatz dazu herausgefunden, dass sie moglicherweise keine
direkte Rolle in der Glykosylierung spielen (Hadley et al. 2019). So wurde zum Beispiel fiir
den Transporter SLC35F2 YM155 als Substrat identifiziert, welches in der Krebstherapie
verwendet wird (Winter et al. 2014). Das Vorkommen fiir viele der Transportproteine aus
der SLC35 Familie wurde von Nishimura genauer untersucht. Er kommt zu dem Schluss,
dass ein GrofB3teil dieser Transportproteine ubiquitir im menschlichen Kérper exprimiert
wird. So wird das Transportprotein SLC35F1 am ausgeprigtesten im Gehirn exprimiert
(Nishimura et al. 2009). Einige der hoch konservierten Typ-III-Transmembranproteine
wurden beztiglich ihrer Struktur detaillierter untersucht (Hadley et al. 2019). Diese
Transportproteine, fir welche die Kristallstruktur veréffentlicht wurde, weisen eine Struktur
auf, die aus zehn Transmembranhelices besteht (Parker und Newstead 2019). Diese Helices
sind in einer funf plus finf Konfiguration um die zentrale Ligandenbindungsstelle

angeordnet (Parker et al. 2019).

1.6 Noch unbekannt: Der Protonen-Organische-Kationen-Antiporter

Fir eine Vielzahl an organischen Kationen werden, zur effizienten Aufnahme und Extrusion
aus den Zellen, Transportproteine benétigt. Diese Transporter beeinflussen maf3geblich die
Exposition des Organismus zu organischen Kationen (Sachkova et al. 2022). In der
Vergangenheit konnten mehr als 15 dieser Transporter charakterisiert werden. Viele
Transporter blieben jedoch unentdeckt. So konnte auch das Gen des Protonen-Organische-
Kationen-Antiporters nicht identifiziert werden. Aus diesem Grund muss zur Lokalisierung
des Transporters auf funktionelle Charakterisierung von Geweben zurtckgegriffen werden.
Auf dessen Grundlage wurde das Vorkommen des Transporters unter anderem in der Niere

und der Lunge ermittelt (Sachkova et al. 2022). Durch Fischer konnte auch das Vorkommen



Einleitung 14

im Gehirn belegt werden (2007). Bezogen auf diesen Transporter ist es unklar, ob es sich um
nur ein Transportprotein, oder mehrere handelt (Sachkova et al. 2022). Es wurden bereits
einige Antiporter charakterisiert, zu diesen zdhlen unter anderem die Transportproteine
MATE1 und MATE2-K (Masuda et al. 2006). Diese bekannten Antiporter weisen jedoch,
bezogen auf die bisher bekannten Substrate, ein differentes Substratspektrum auf (Sachkova
et al. 2021). Zur Charakterisierung des Protonen-Organische-Kationen-Antiporters kénnen
verschiedene Kiriterien herangezogen werden. Diese Kriterien wurden in einer
Ubersichtsarbeit von Sachkova zusammengefasst und erldutert (2022). Das Kriterium des
sattigungsfihigen Transports dient als Differenzierung zur einfachen Diffusion, nicht aber
zur Differenzierung zu anderen Transportproteinen (Sachkova et al. 2022). Ebenso lisst die
Temperaturabhingigkeit keine klare Differenzierung zwischen den Transportern zu. Neben
der Identifikation spezifischer Inhibitoren gilt die Trans Stimulation als ein weiteres
Kriterium. Die pH-Abhingigkeit, Ionophoren und das Membranpotenzial wurden ebenso
als Kriterien verwendet, die beiden letzteren sind jedoch verhiltnismal3ig unspezifisch und
kompliziert zu interpretieren (Sachkova et al. 2022). Des Weiteren stellt die
Natriumunabhingigkeit ein Kriterium des Protonen-Organische-Kationen-Antiporters dar.
Basierend auf diesen Kriterien konnten mehr als 70 Substrate des Transporters identifiziert
werden, zu diesen gehoren unter anderem Diphenhydramin, Oxycodon und Pyrilamin.
Bisher ginzlich ungeklirt ist die endogene biologische Funktion des Transporters (Sachkova
et al. 2022).

1.7 Untersuchte Substanzen

Die im Zuge dieser Arbeit getesteten Substanzen sind  verschiedensten
Medikamentengruppen zuzuordnen (Tabelle 3). GroB3teils wurde die Auswahl basierend auf
einer Liste von transportervermittelt in die hCMEC-Zelllinie aufgenommener Substrate
getroffen. Diese Auswahl wurde erginzt durch einige Substanzen, welche von besonderer
Bedeutung fir das ZNS sind und in der Literatur beschriebenen Substrate der untersuchten

Transportproteine.

Tabelle 3: Untersuchte Substanzen sortiert nach Medikamentengruppen

Substanz Medikamentengruppe Substanz Medikamentengruppe
Tamsulosin Alpha; Blocker Galantamin Cholinesterasehemmer
Terazosin Alpha; Blocker Rivastigmin Cholinesterasehemmer
Urapidil Alpha; Blocker Cabergolin Dopamin Agonist
Clonidin Alphay Agonist Ropinirol Dopamin Agonist
Ketamin Anisthetikum Articain Lokalanisthetikum
Amiodaron Antiarrhythmikum Bupivacain Lokalanisthetikum
Cycloserin (-D) Antibiotikum Kokain Lokalanisthetikum
Cycloserin (-L) Antibiotikum Lidocain Lokalanisthetikum

Ethambutol Antibiotikum Mepivacain Lokalanisthetikum
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Substanz Medikamentengruppe Substanz Medikamentengruppe
Levofloxacin Antibiotikum Ropivacain Lokalanisthetikum
Meropenem Antibiotikum Tetracain Lokalanisthetikum
Moxifloxacin Antibiotikum Rasagilin MAO-Inhibitor
Trimethoprim Antibiotikum Clozapin Neuroepileptikum
Doxycyclin Antibiotikum Pipamperon Neuroepileptikum
Atropin Anticholinergikum Memantin Eﬁg;ij:fzep tor-
Biperiden Anticholinergikum Methylnaltrexon Opioid Antagonist
Scopolamin Anticholinergikum Nalmefen Opioid Antagonist
Solifenacin Anticholinergikum Naloxon Opioid Antagonist
Amitriptylin Antidepressivum N-Desmethyltramadol ~ Opioide

Atomoxetin Antidepressivum Hydrocodon Opioide

Bupropion Antidepressivum Hydromorphon Opioide

Desipramin Antidepressivum Morphin Opioide

Duloxetin Antidepressivum Nortilidin Opioide

Fluoxetin Antidepressivum Oxycodon Opioide

Imipramin Antidepressivum Sufentanil Opioide

Milnacipran Antidepressivum Ipratropium Parasympatholytikum
N-Desmethylvenlafaxin ~ Antidepressivum Betain Sonstige

Paroxetin Antidepressivum Carnitin-d9 Sonstige
Tranylcypromin Antidepressivum Ergothionein Sonstige
Trimipramin Antidepressivum MDAI Sonstige

Venlafaxin Antidepressivum MDMA Sonstige
Metoclopramid Antiemetikum Mescalin Sonstige

Gabapentin Antiepileptikum Methylphenidat Sonstige

Cetirizin Antihistaminikum Tyramin Sonstige

Clemastin Antihistaminikum Vareniclin Sonstige
Dimenhydrinat Antihistaminikum YM155 Sonstige
Diphenhydramin Antihistaminikum Amphetamin Sympathomimetikum
Doxylamin Antihistaminikum Cathin Sympathomimetikum
Pyrilamin Antihistaminikum Dobutamin Sympathomimetikum
Terfenadin Antihistaminikum Ephedrin Sympathomimetikum
Amisulprid Antipsychotikum Fenoterol Sympathomimetikum
Atripiprazol Antipsychotikum Formoterol Sympathomimetikum
Haloperidol Antipsychotikum Midodrin Sympathomimetikum
Levomepromazin Antipsychotikum Phenylephrin Sympathomimetikum
Quetiapin Antipsychotikum Aspartam synthetischer Stistoff
Risperidon Antipsychotikum Aciclovir Virostatikum
Atenolol Betablocker Thiamin Vitamine

Bisoprolol Betablocker Buspiron S5HT Agonist
Metoprolol Betablocker Frovatriptan (R-) S5HT Agonist
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Substanz Medikamentengruppe Substanz Medikamentengruppe
Propranolol Betablocker Zolmitriptan S5HT Agonist
Nimodipin Calcium Antagonist Palonosetron 5HT Antagonist

1.8 Zielsetzung

Uber einen GroBteil der organischen Kationen ist bisher lediglich bekannt, dass sie nicht
ausschliefflich vermittels einfacher Diffusion tber die Blut-Hirn-Schranke gelangen
(Pardridge 2012). Sie werden konzentrationsabhingig und hemmbar transportiert. Im
gesunden Gehirn wird es sich dabei um trans-epithelialen Transport handeln, da
parazellulirer Transport und andere Transportmechanismen hier nur eine untergeordnete
Rolle spielen (Pardridge 2012). Viele Substanzen, die die Blut-Hirn-Schranke passieren
koénnen, werden nach experimentellen Studien auch tber einen so genannten Protonen-
Organische Kationen-Antiporter transportiert (Doetsch et al. 2022). Der Transport tiber
diesen Antiporter wurde anhand der menschlichen hCMEC Zelllinie bereits fir mehr als 200
Substanzen erforscht (Doetsch et al. 2022). Im Zuge dieser Experimente wurde das jeweils
vermittelnde Transportprotein nicht identifiziert. Zur Identifikation des Transportproteins
gibt es mehrere Méglichkeiten, insbesondere Transportmessungen an Zellen, die spezifische
Transportproteine iberexprimieren oder Transportmessungen an Zellen, in denen spezifisch
einzelne Transportproteine ausgeschaltet oder zumindest herunterreguliert werden (Jala et
al. 2021).

Die Hypothese ist, dass ein Teil der hCMEC-Substrate tber bereits bekannte
Transportproteine transportiert wird, zum Beispiel tber die Transportproteine OCT3,
OCTN1, OCTN2, MAT1, MATE2-K oder SLC35G3. Daher soll der Transport spezifisch
tber diese Transportproteine gemessen werden. Eine bereits existierende Liste der hCMEC-

Substrate diente als Grundlage fiir die Substanzauswahl.

Einerseits dienen die Fragen der Verbesserung des Verstindnisses der Blut-Hirn-Schranke,
andererseits sind sie wichtig fir die Erarbeitung von Substanzen, die leicht in das Gehirn
gelangen konnen und fur das Verstindnis von Wechselwirkungen. Durch die Spezifizierung
der einzelnen Transporter besteht die Chance, die Beeinflussung der Pharmakokinetik
spezifischer Medikamente an der Blut-Hirn-Schranke, durch angeborene Variationen in den

Transportern, verstehen und prognostizieren zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Die Zellkulturexperimente wurden an Human Embryonic Kidney (HEK)-293 Zellen

durchgefiihrt, welche in Tabelle 4 aufgefithrt sind. In Tabelle 5 sind die verwendeten

Chemikalien aufgelistet und in Tabelle 6 die verwendeten Substanzen. Die verwendeten

Verbrauchsmaterialien sind der Tabelle 7 zu entnehmen. In Tabelle 8 ist das verwendete

Instrumentarium aufgelistet. Die verwendeten Medien, Lésungen und Puffer sind, mit ihren

jeweiligen Zusammensetzungen, der Tabelle 9 zu entnehmen. Die zur Hilfe genommenen

Softwares sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien
Zelllinie

Herkunft

Flp-In™ T-Rex™293

HEK293 pcDNA5

HEK293 SL.C22A3 (OCT3)
HEK293 SL.C22A4 (OCTN1)
HEK293 SL.C22A5 (OCTN2)
HEK293 SL.C47A1 (MATE1)
HEK293 SLLC47A2 (MATE2-K)

HEK?293 SLC35G3

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Ali Reeza Saadatamand, Institut fur klinische
Pharmakologie, UMG

Lukas Gebauer und Kyra-Elisa Redeker, Institut fir
klinische Pharmakologie, UMG

Joao N Dos Santos Pereira, Institut fiir klinische
Pharmakologie, UMG

Joao N Dos Santos Pereira, Institut fiir klinische
Pharmakologie, UMG

Jiayin Chen, Institut fiir klinische Pharmakologie,
UMG

Jiayin Chen, Institut fiir klinische Pharmakologie,
UMG

Kyra-Elisa Redeker, Institut fiir klinische
Pharmakologie, UMG
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acetonitril LGC Promochem, Wesel, Deutschland
Ameisensaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Bicinchoninsiure Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Fetales Kilberserum

FuGene6™

Hank s Balanced Salt Solution
HEPES

Isopropanol

Penicillin-Streptomycin
Poly-D-Lysin

Rinderalbumin

Trypan Blau (0,4%)

Tabelle 6: Verwendete Substanzen

Substanz

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Promega, Fitchburg, USA

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Hersteller

3,4-Methylen-dioxy-N-methylamphetamin
5,6-Methylenedioxy-2- aminoindane
Aciclovir
Amiodaron
Amisulprid
Amitriptylin
Amphetamin
Aripiprazol
Articain
Aspartam
Atenolol
Atomoxetin
Atropin
Betain
Biperiden
Bisoprolol
Bupivacain
Bupropion
Buspiron
Cabergolin
Carnitin-d9
Cathin

Cetirizin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada
Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Merck Millipore, Billerica, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Substanz

Hersteller

Clemastin
Clonidin
Clozapin
D-Cycloserin
L-Cycloserin
Desipramin
Dimenhydrinat
Diphenhydramin
Dobutamin
Doxycyclin
Doxylamin
Duloxetin
Ephedrin
Ergothionein
Ethambutol
Fenoterol
Fluoxetin
Formoterol
Frovatriptan (R-)
Gabapentin
Galantamin
Haloperidol
Hydrocodon
Hydromorphon
Imipramin
Ipratropium
Ketamin
Kokain
Levofloxacin
Levomepromazin
Lidocain
Memantin
Mepivacain
Meropenem
Mescaline
Methylnaltrexon
Methylphenidat
Metoclopramid
Metoprolol
Midodrin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada

Eli Lilly, Indianapolis, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AstraZeneca, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
AstraZeneca, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Substanz

Hersteller

Milnacipran
Morphin
Moxifloxacin
N-Desmethylvenlafaxin
N-Desmethyltramadol
Nalmefen
Naloxone
Nicotin
Nimodipin
Nortilidin
Oxycodon
Palonosetron
Paroxetin
Phenylephrin
Pipamperon
Propranolol
Pyrilamin
Quetiapin
Rasagilin
Risperidon
Rivastigmin
Ropinirol
Ropivacain
Scopolamin
Solifenacin
Sufentanil
Tamsulosin
Terazosin
Terfenadin
Tetracain
Thiamin
Tranylcypromin
Trimethoprim
Trimipramin
Tyramin
Urapidil
Vareniclin
Venlafaxin
YM155 (Sepantronium)

Zolmitriptan

Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Wyeth, Madison, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Tocris Bioscience, Bristol, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
GSK, Brentford, UK

Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Santa Cruz Biotechnologie, Dallas, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

12-Well-Zellkulturplatten
24-Well-Zellkulturplatten
96-Well-Mikrotiterplatte, flach
96-Well-Platten, tief (2 ml)

Combitips (5 ml)

Dialyse Membranfilter, 0,025 pm
Nunc™Kryoréhrchen

Pasteurpipetten aus Glas (230 mm)

Petrischale (100 mm)

Pipettenspitze mit Filter, steril (100 pl, 1000 pl)
Pipettenspitze mit Filter, steril (10 pl)
Pipettenspitze ohne Filter (10 pl, 100 ul, 1000 pl)
Reaktionsgefil3 (5 ml)

ReaktionsgefiB3e (1,5 ml, 2 ml)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Zellkulturflaschen mit Beltftungskappe
(25 cm?, 75 cm?)

Zentrifugenréhrchen (15 ml)

Zentrifugenréhrchen (50 ml)

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Waters, Milford, USA

Eppendorf, Hamburg, Germany

Merck Millipore, Billerica, USA

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Kisker, Steinfurt, Deutschland

Starlab, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nuimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nuimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nuimbrecht, Deutschland

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Tabelle 8: Verwendetes Instrumentarium

Instrument

Hersteller

96-Well-Probenkonzentrator
Analysenwaage BP210S

API 4000 LC-MS/MS System
Biologische Sicherheitswerkbank: CleaAir NSF 49
Brownlee SPP RP-Amide Siule
C18 Vorsdule

CO; Inkubator BBD 6220
Elektrische Pipettierhilfe
Fresco™ 17 Mikrozentrifuge
FTA-1 Aspirator
Gefrierschrank -20°C
Kottermann Wasserbad 3044
Kihlschrank +4°C

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Minischuttler MS2
Multipette Plus

Nexera 2 UHPLC System

Objekttrager-Strecktisch OTS 40
Pipetten (2,5/10/100/1000/2500 wl)
Polymax Plattformschittler 1040
Sartorius PB-11 pH-Meter

Tecan Ultra Mikroplatten-Reader
Thermomixer 5436

Thermomixer Comfort
Ultratiefkithlschrank MDF-U71V -80°C
Zihlkammer Neubauer

Zentrifuge 58010R

Techne, Stone, UK

Sartorius, Géttingen, Deutschland

AB Sciex, Darmstadt, Deutschland

Cleanair, Woerden, Niedetrlande

PerkinElmer, Waltham, USA

Phenomenex, Torrance, USA

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
BioSan, Riga, Lettland

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kottermann GmbH, Uetze, Deutschland
Liebherr, Bulle, Schweiz

Catl Zeiss, Mikroskop GmbH, Oberkochen,
Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg,
Deutschland

Medite, Burgdorf, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland

Tecan Group AG, Minnedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sanyo, Moriguchi, Japan

Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 9: Verwendete Puffer, Medien und Lésungen

Puffer, Medien und Lésungen

Zusammensetzung

Ameisensiure

Autosampler Waschlosung

BCA/ Kupfersulfatlésung
Brownlee Waschl6sung 1

Brownlee Waschlésung 2

DMEM-Zellkulturmedium

HBSS+ (PH 7,4)

Kryomedium

LC-MS/MS Mobilephase
3% Otganische Zusatzstoffe

LC-MS/MS Mobilephase
8% Organische Zusatzstoffe

LC-MS/MS Mobilephase
20% Otganische Zusatzstoffe

LC-MS/MS Mobilephase
35% Otganische Zusatzstoffe

LC-MS/MS Mobilephase
50% Otganische Zusatzstoffe

Lysepuffer

RIPA-Puffer

99% (v/v) ddH20
1% (v/v) Ameisensiure, 10%

49,95% (v/v) ddH.O
49,95% (v/v) Methanol
0,1% (v/v) Essigsaure

98% (v/v) Bicinchoninsiure
2% (v/v) Kupfer(Il)-sulfat, 4%

95% (v/v) ddH20O
5% (v/v) Methanol

95% (v/v) Acetonittil
5% (v/v) ddH,O

89% (v/v) DMEM
10% (v/v) FBS

100% U/ml Penicillin
100pg/ml Streptomycin

HBSS
10mM HEPES

90% (v/v) FBS
10% (v/v) DMSO

96% (v/v) ddH20

1% (v/v) Ameisensiure, 10%
2,6% (v/v) Acetonitril

0,4% (v/v) Methanol

91% (v/v) ddH20

1% (v/v) Ameisensiure, 10%
6,9% (v/v) Acetonitril

1,1% (v/v) Methanol

79% (v/v) ddH,O

1% (v/v) Ameisensiure, 10%
17,2% (v/v) Acetonitril

2,8% (v/v) Methanol

64% (v/v) ddH,O

1% (v/v) Ameisensiure, 10%
30,2% (v/v) Acetonitril

4,8% (v/v) Methanol

49% (v/v) ddHO

1% (v/v) Ameisensiure, 10%
43,1% (v/v) Acetonitril

6,9% (v/v) Methanol

80% (v/v) Acetonitril
20% (v/v) ddH.O
10 ng/ml Interner Standard der Wahl

50mM Tris

150mM Na(l

1 mM EDTA

1% NP-40

0,25 Natriumdeoxycholat
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Tabelle 10: Verwendete Softwares

Software (Version) Anbieter

Affinity Designer (1.8.6.3.4.1) Serif, Nottingham, UK

Analyst (1.6.2) AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland
GraphPad Prism (5.01) GraphPad Software, San Diego, USA
MarvinSketch (20.4.0) ChemAxon Ltd., Budapest, Ungarn
Microsoft Office (2010) Microsoft, Redmond, USA

XFluor4 (4.40) Tecan Group AG, Minnedortf, Schweiz

2.2 Zellkultur

2.2.1 Generelle Zellkulturbedingungen

Die fir die Experimente verwendeten Siugetierzelllinien sind in Tabelle 4 aufgelistet.
Inkubiert wurden die Zellen in einem CO, Inkubator. Zur Sicherstellung optimaler
Wachstumsbedingungen wurde eine Umgebungstemperatur von 37°C bei einer befeuchteten
Atmosphire gewihlt (5% COy 95% relative Luftfeuchtigkeit). Jegliche Arbeitsschritte
wurden, unter einer Klasse II Sicherheitswerkbank, bei sterilen Bedingungen durchgefthrt
und die Arbeitsplitze regelmaBig mit 70% Isopropanol gereinigt. Die Sdugetierzellen wurden
in Dulbecco’s Modified Eagle Mediumm (DMEM) mit 4,5 g/L. D-Glucose, L-Glutamin und
Pyruvat kultiviert. Dieses wurde erginzt mit 10% Fetalem Kilberserum (FKS) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 pg/ml). Zur Kultivierung
wurden beliiftete T75 Zellkulturflaschen verwendet, welche mit einer adiquaten Menge
DMEM befillt wurden. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz zwischen 90 bis 95% wurden die
Zellen passagiert, dies entspricht einem Intervall von 3-4 Tagen. Das verbrauchte Medium
wurde abgesaugt und die Zellen vom Flaschenboden abgel6st. Dazu wurde eine Menge von
12 ml frischem DMEM verwendet. Danach wurde ein Teil der Zellen in eine neue

Zellkulturflasche tberfihrt. Die Zellen wurden bis zur 30. Passage kultiviert und verwendet.

2.2.2 Einfrieren der Zellen

Die Zelllinien wurden zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die in T75
Zellkulturflaschen wachsenden Zellen wurden nach dem Erreichen einer Zellkonfluenz von
90-95%, durch das wiederholte Pipettieren von 10 ml DMEM, von dem Flaschenboden
gel6st. Nachfolgend erfolgte der Transfer der Zellsuspension in 50 ml Falcon-Réhrchen,
welche bei Raumtemperatur fur 5 min bei 300 x g zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde
in 4,5 ml Kryomedium resuspendiert, welches auf 4°C heruntergekithlt worden wat. Je 1,5 ml
der Zellsuspension wurden auf drei Kryordchen aufgeteilt und in einen vorgekihlten Mr.
FrostyTM Gefrierbehilter tberfihrt. Nach einer 1-3-tigigen Lagerung des Gefrierbehiltnis
bei -80°C wurden die Kryorohrchen zur Langzeitlagerung mit fliissigem Stickstoff tiberfiihrt.
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2.2.3 Auftauen der Zellen

Die in flassigem Stickstoff gelagerten Kryorohrchen wurden innerhalb kurzer Zeit in einem
37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Nach der Desinfektion der Kryoréhrchen mit 70%
Isopropanol wurde dieses, unter der Klasse II Sicherheitswerkbank, ge6ffnet und der
gesamte Inhalt in ein 50 ml Falcon-Réhrchen uberfihrt. Zuvor wurden 10 ml DMEM in das
Falcon-Réhrchen vorgelegt. Nach dreiminiitigem Zentrifugieren bei 300 x g wurde der
Uberstand abgenommen und das entstandene Zellpellet in 6 ml vorgewirmten DMEM
resuspendiert. Die gesamte Zellsuspension wurde im Anschluss in eine T25 Zellkulturflasche
transferiert, welche unter den in den in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Bedingungen kultiviert
wurde. Nach dem Erreichen einer Zellkonfluenz von 90-95% wurde die weitere Kultivierung
in T75 Zellkulturflaschen durchgefiihrt.

2.2.4 Stabile Transfektion der HEK293 T-Rex Zellen

Mittels dem Flp-In™ System, welches die Firma Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland) vertreibt, gelingt die stabile Transfektion der HEK293 Zellen. Dieses
ermoglicht die ortsspezifische Integration eines Expressionsvektors, welcher im Vorhinein
konstruiert wurde, in das Genom der Wirtszelllinie. Dazu werden spezifische Flp-
Rekombinationszielstellen genutzt. Dieses Prozedere zielt auf die Uberexpression einzelner
Transporter ab, welche durch das gewtinschte Gen codiert werden. Das Enzym Flp
rekombinase aus s. cerevisiae wird durch Verwendung des Helferplasmids pOG44 co-
transfiziert und ermoglicht die chromosomale Integration der Expressionsplasmide in das
Genom der Zelle. Zur Selektion der erfolgreich transfizierten Plasmide wird die
Antibiotikaresistenz gegen Hygromycin B verwendet, welche durch den transfizierten
pcDNA5 Plasmidvektor codiert wird. Die Abbildung 3 veranschaulicht diesen Vorgang

schematisch.
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Wirtszelle mit FRT

....
.....
-------

Expressions-

plasmid
Expressionsplasimd stabil in FRT: Flp-Rekombinationszielstelle
das Genom der Wirtszelle

integriert

Abbildung 3: Schema der stabilen Transfektion. Gezeigt ist die ortsspezifische Integration eines
Expressionsvektors in das Genom der Wirtszelle. Das Expressionsplasmid beinhaltet die genetischen Daten
fir den jeweiligen Transporter, welcher tiberexprimiert werden soll. Des Weiteren codiert es fiir eine
Antibiotikaresistenz zur Selektion der erfolgreich transfizierten Expressionsplasmide. Die Abbildung wurde
mit BioRender.com erstellt.

Zu Beginn des Vorhabens wurden je Well 1000000 Zellen auf eine 6-Well Platte ausplattiert,
welche nicht mit Poly-D-Lysin vorbehandelt wurde, und fiir 24 Stunden inkubiert. Am
folgenden Tag wurden je Well zwei 1,5 ml Reaktionsgefil3e vorbereitet, indem sie mit 150 pl
purem DMEM befullt wurden. In eines der Reaktionsgefile wurden zusitzlich 4 ng DNA
zugesetzt, welche sich zu 3,6 ug aus pOG44 Helferplasmid und 0,4 ng Expressionsvektor
zusammensetzte. Moglichst zeitnah wurden dem zweiten Reaktionsgefil3 12 ul FuGene6
Transfektionsreagenz hinzugesetzt. Nach einer fiinfminttigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Inhalte beider Reaktionsgefille vermischt. In der sich
anschlieBenden Inkubationszeit von 15 Minuten, wurden die Zellen mit 2 ml DMEM
gewaschen, welchem 10% FKS hinzugesetzt wurde. Das DNA-FuGene Gemisch wurde zur
optimalen Verteilung tropfchenweise auf die jeweiligen Wells verteilt, nachdem 1,8 ml
DMEM/10%FKS in jedes Well vorgelegt wurde. AnschlieBend wurde die 6-Well Platte fur
24 Stunden bei 37°C inkubiert, bevor das Medium am folgenden Tag gewechselt wurde. Von
diesem Schritt an wurde ein Medium verwendet, dem neben den 10%FKS auch 50 U/ml
Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin zugesetzt wurde. Nach weiteren 24 Stunden wurden
die Zellen in eine 100 mm Petrischale transferiert. Zunachst wurden 18 ml Medium in die
Petrischale vorgelegt, bevor die Zellen in 2 ml Medium resuspendiert und in die Petrischale
transferiert wurden. Uber Nacht wurden die Zellen inkubiert und am folgenden Tag

Hygromycin B, in einer Endkonzentration von 300 pg/ml, trépfchenweise hinzugesetzt.
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Durch den Zusatz von Hygromycin B kam es zu einer Selektion der Zellen, welche das
Plasmid erfolgreich integrierten und exprimierten. Ausschlaggebend fiir diese Selektion war
die durch das Plasmid vermittelte Resistenz gegen Hygromycin B. Nach 4-5 Tagen wurde
das Medium erneuert. Hierfur wurde frisches Medium verwendet, welchem FKS,
Penicillin/Streptomycin und Hygromycin B, in einer Konzentration von 300 pg/ml,
hinzugesetzt wurden. Den Zellen wurden weitere funf Tage zur Bildung einzelner
Zellkolonien, gegeben. Die einzelnen Kolonien wurden in 3 ul Medium resuspendiert und in
je ein Well einer 24-Well Platte transferiert. Dem Medium wurde hierbei ein verringerter
Anteil von Hygromycon B (50 ul/ml) hinzugefiigt. Nach Erreichen einer Zellkonfluenz von
ca. 75% wurden die Zellen auf eine 6-Well Platte transferiert, auch hierbei wurde ein
reduzierter Hygromycin B Anteil verwendet. Nach abermaligem Erreichen einer
Zellkonfluenz von 75% wurde der vorherig beschriebene Vorgang wiederholt und die Zellen
in eine T25 Zellkulturflasche tberfihrt. Zur Validierung der generierten Zelllinie wurde
wihrend dem ersten Passagieren, ein Teil der Zellsuspension fiir die DNA-Extraktion
vorbereitet. AnschlieBend wurde, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, die korrekt transfizierte

Zelllinie eingefroren und gelagert. Aussden der Zellen

Zwei Tage vor dem zelluliren Transportexperiment wurden die Zellen auf 24-Well-Platten
ausplattiert. Fir eine verbesserte Haftung der Zellen am Boden wurden die Platten zunichst
mit Poly-D-Lysin (2 mg/ml) vorbehandelt. Durch die Wechselwirkung zwischen der positiv
geladenen Beschichtung der Oberfliche und der negativen Ladung der Zellmembran kommt
es zu der verbesserten Haftung, durch welche weniger Zellen im Zuge der Waschvorginge
abgelost werden. Mit 300 ul Poly-D-Lysin je Well wurde die gesamte Oberfliche bedeckt.
Im Anschluss wurden die 24-Well-Platten fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, bevor unter
der Klasse II Sicherheitswerkbank das Poly-D-Lysin abgenommen wurde und die Platten
dort trockneten. Die Zellen wurden zunichst trypsiniert. Dazu wurden 3,5 ml Trypsin in die
T75 Zellkulturflasche hinzugegeben und diese fir 3 Minuten in den Inkubator gestellt. Im
Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe von 7 ml vorgewiarmten DMEM abgestoppt.
Die Zellen wurden dabei abgelst und anschlieBend in ein 50 ml Falcon-R&hrchen tiberfiihrt.
Das Zentrifugieren der Zellsuspension bei 300 xg fir drei Minuten ermdglichte es, den
Uberstand abzunehmen und das Zellpallet in einer definierten Menge von 12 ml DMEM zu
resuspendieren. Ein Teil der Zellsuspension wurde in einer neuen T75 Zellkulturflasche
unter den in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Bedingungen weiter kultiviert. Die Zellen wurden
anschlieSend in einer Neubauer Zihlkammer ausgezihlt. Dazu wurden 20 pl Zellsuspension
in 40 upl DMEM und 20 pl Trypanblau verdinnt. Die Zellzahl wurde dann in der Neubauer
Ziahlkammer bestimmt. Zur Errechnung der Konzentration wurde folgende Gleichung

verwendet:
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[Zellen] Y.gezahlte Zellen x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor
c =
ml

Anzahl der ausgeziahlzen Quadranten

Zellen1 Y.gezihlte Zellen x 4 x 10* %
‘I mi I 4

[Zellen] shite Zell 1 x 10 Zellen
Cl— _—deza eZellenx 1x 7

Zum Ausplattieren wurde eine Zellsuspension mit einem definierten Volumen hergestellt. Je
Well wurden 300000 Zellen in einem Volumen von 0,5 ml benétigt. Im Anschluss wurden
die Platten fiir zwei Tage, bis zur Durchfithrung des Transportexperiments bei 37°C und 5%
CO2, inkubiert. Dieses Vorgehen wurde fiir die Verwendung von 12-Well-Platten angepasst,
welche fir die Transportexperimente der Transportproteine MATE1 und MATE2-K
verwendet wurden. In diesem Fall wurden 500 ul Poly-D-Lysin je Well verwendet.
AuBlerdem wurden 600000 Zellen je Well ausplattiert. In einem Volumen von je 1 ml wurden
diese auf die jeweiligen Wells aufgeteilt. Der sonstige Vorgang der Verwendung der 12-Well-
Platten glich dem der Verwendung der 24-Well-Platten.

2.3 Transportexperimente

Die verschiedenen Transportexperimente basierten auf dem Vergleich zwischen der
entsprechenden Kontrollzelllinie und der Zelllinie, welche den entsprechenden Transporter
tberexprimiert. Die detaillierten Abldufe der einzelnen Experimente sind in den folgenden

Kapiteln detailliert beschrieben.

2.3.1 Transportexperimente fiir eine Standardkonzentration an OCT3, OCTN]1,
OCTN2 und SLC35G3

Die Transportexperimente wurden unter Verwendung einer Substratkonzentration von
2,5 uM durchgefiithrt. Durch die Zugabe von HEPES zu Hanks* Balanced Salt Solution (HBSS)
wurde HBSS+ hergestellt und im Folgenden ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die
verwendeten 24-Well Platten wurden nach einer Kontrolle der Zellkonfluenz, unter dem
Mikroskop, auf die vorgewirmte Heizplatte platziert. Nachdem das Medium abgenommen
wurde, wurden die Zellen mit jeweils 1ml vorgewirmten HBSS+ gewaschen. Im Anschluss
wurde 250 pl der jeweiligen Substratlésung, welche auf 37°C vorgewidrmt wurde, auf das
entsprechende Well gegeben. Nach exakt 2 Minuten wurde der Vorgang, durch die Zugabe
von 1ml eiskaltem HBSS+, abgestoppt und die Kulturplatten von der Heizplatte genommen.
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Nach zweimaligem Waschen der Zellen, mit jeweils 1 ml HBSS+, wurden die Zellen lysiert.
Dazu wurde je Well 250 ul Lysepuffer verwendet, welcher den jeweiligen Internen Standard
beinhaltete. Nach Ablauf von mindestens zehn Minuten wurden die Proben in 1,5 ml
Reaktionsgefilie transferiert und fur die LC-MS/MS Analyse vorbereitet. Der genaue
Vorgang ist in Kapitel 2.3.5 detailliert beschrieben. Alternativ wurden die Proben zur
kurzfristigen Lagerung bei -20°C eingefroren. Die Abbildung 4 stellt ein detailliertes Schema
von dem Ablauf des Versuchs dar.

Substanz in
24-Well Platte / HBSS+
300.000 Zellen/Well verdiinnt
Inkubieren
000000 fiir 2Tage Waschen der
000000 _ | ienmit — __, Inkubation fiir
000000 HBSS+ 2min
000000 l
Abstoppen mit
HBSS+
Zentrifugieren
Eindampfen : l
der Proben 17.000xg 15r\n|n
— 7 I Waschen der
| Zellen
‘L‘ Lysieren der
Ldsen der Probe in LV /l ) {ellen mit
0,1% Ameisenséure i - Y Lysepuffer

Abbildung 4: Transportablauf fiir OCTN1, OCTN2, OCT3 und 35G3. Die Abbildung wurde mit

BioRender.com erstellt.

2.3.2 Transportexperimente fiir eine Standardkonzentration an MATE1 und
MATE2-K

Die Transportexperimente wurden unter der Verwendung einer Substratkonzentration von
2,5 uM durchgefithrt. Dazu wurde zunidchst HBSS+ hergestellt und der pH-Wert auf 7,4
eingestellt. Die zwei Tage zuvor vorbereiteten 12-Well Platten wurden auf eine 37°C warme
Heizplatte platziert, nachdem die Zellkonfluenz unter dem Mikroskop kontrolliert wurde.
Das Zellkulturmedium wurde abgenommen und die Zellen mit je 1 ml vorgewirmten
HBSS+ gewaschen. AnschlieBend wurde jedes Well mit jeweils 1 ml HBSS+ vorbehandelt
und fir 30 Minuten in den Inkubator gestellt. Dem in diesem Schritt verwendeten HBSS+
wurde im vorhinein Ammoniumchlorid hinzugefiigt, um eine Ammoniumchlorid
Konzentration von 30 mM zu erreichen. Im Anschluss wurde das HBSS+ wieder
abgenommen und 400 pl der jeweiligen Substratlésung, welche auf 37°C vorgewirmt wurde,
auf das entsprechende Well gegeben. Nach exakt einer Minute wurde der Vorgang mittels
Zugabe von 2 ml eiskaltem HBSS+ abgestoppt und die Kulturplatte zeitgleich von der
Heizplatte heruntergenommen. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml
eiskaltem HBSS+ gewaschen, ehe sie fir mindestens 10 min lysiert wurden. Dazu wurde je

Well 500 ul Lysepuffer verwendet, welcher den jeweiligen Internen Standard beinhaltete.
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Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben direkt fir die High performance liguid chromatographie-
mass  spectrometry/ mass  spectrometry (HPLC-MS/MS)-Analyse vorbereitet, oder alternativ
kurzfristig bei -20°C eingefroren. Dieser Ablauf ist zur Verdeutlichung in der Abbildung 5
schematisch dargestellt.

12-Well Platte Substanz in
600.000 Zellen/Well HBSS+
verdiinnt
Inkubieren
- Inkubieren mit
fiir 2Tage ~ \
. trslage  waschen der 1ml HBSS+/ o ) Inkubation fiir
—> Zellenmit —> 3gMNH,Cl ) S — 1min
HBSS+ fiir 30min C l
Abstoppen
mit HBSS+
» Zentrifugieren l
Eindampfen .
der Proben 17.000xg 15min

Waschen der
Zellen

}

Lysieren der
— Zellen mit
Lysepuffer

Losen der Probe in
0,1% Ameisensaure

Abbildung 5: Transportablauf fiir MATE1 und MATE2-K. Die Abbildung wurde mit BioRender.com

erstellt.

2.3.3 Konzentrationsabhingige Transportexperimente an OCT3, OCTNI,
OCTNZ2 und SLC35G3

Der Aufbau und Vorgang der konzentrationsabhingigen Transportexperimente glichen den
in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Transportexperimenten. Hierbei wurden die Substrate in
verschiedenen Konzentrationen verwendet. Die verwendeten Konzentrationen wurden
substratspezifisch angepasst. Zusitzlich wurde eine Eichgrade der jeweiligen Substanz
pipettiert und mittels der HPLC-MS/MS-Analyse gemessen. Dieser zusitzliche Schritt

ermoglichte die Ermittlung der Nettoaufnehme fiir die jeweilige Substanz.

2.3.4 Konzentrationsabhingige Transportexperimente an MATE1 und MATE2-K

Die Transportexperimente glichen, bezogen auf den Aufbau und Ablauf, den zuvor
beschriebenen Experimenten fir die Transporter MATE1 und MATE2-K. Im Gegensatz
dazu wurden die ausgewihlten Substanzen in verschiedenen Konzentrationen untersucht.
Es wurden sechs bis acht substanzspezifische Konzentrationen verwendet. Zusitzlich wurde
eine Eichgrade, der untersuchten Substanz, pipettiert. Dazu wurde die jeweilige Substanz, in
drei bis vier definierten Konzentration, in den jeweiligen Lysepuffer pipettiert und
anschlieBend mittels der HPLC-MS/MS-Analyse gemessen. Dieser zusitzliche Schritt

ermoglichte die Ermittlung der Nettoaufnehme fiir die jeweilige Substanz.
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2.3.5 Vorbereiten der Proben fiir die Massenspektrometrie

Zunichst wurden die einzelnen Proben in ihren 1,5 ml Reaktionsgefilen bei 17.000 x g fiir
15 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde ein definiertes Volumen in eine 96-Well
Mikrotiterplatte Gberfihrt, welche in Fassungsvolumen von 2 ml aufwies. Die Flissigkeit
wurde mit Hilfe von Stickstoff, bei einer Temperatur von 40°C, restlos eingedampft. Folgend
wurde die Probe in einem definierten Volumen 0,1% Ameisensdure gelost, um die

gewlnschte Probenverdiinnung zu erlangen.

2.3.6 HPLC-MS/MS

Zur Quantifizierung der intrazelluliren Konzentrationen der ausgewihlten Substanzen
wurde die HPLC-MS/MS-Analyse genutzt. Dazu wurden die vorbereiteten 96-Well
Mikrotiterplatten, welche die Proben beinhalten, in den gekithlten Autosampler des
Shimadzu Nexera 2UHPLC Systems platziert. Neben dem Modul CBM-20A umfasst dieses
System auch den Flissigkeitschromatographen LC-30AD und den Siulenofen CTO-20AC.
Standardmiflig wurde je Messung ein Volumen von 10pl zur Quantifizierung
aufgenommen. Als Vorsidule wurde eine Phenomonex C18-Vorsiule verwendet und dazu
die Brownlee SPP RP-Amid Siule (4,6x100mm Innendurchmesser mit 2,7 um PartikelgréB3e)
als passende Hauptsiule. Der Ofen wurde auf 40°C vorgeheizt.

Die Abbildung 6 zeigt schematisch den Vorgang der HPLC-MS/MS-Analyse. Zunichst wird
die Probe injiziert. Durch das Einwirken der Ionenquelle, dem ersten Quadrupol, der
Kollisionszelle und dem dritten Quadrupol kann nach einem definierten Masse zu
Ladungsverhiltnis selektiert werden. Die detektierten Daten werden mittels der Analyst

Software ausgewertet.

5 Kollisionszelle : I

Quadrupol 1 Quadrupol 3 P3

- i :
: P3* ;
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Abbildung 6: HPLC-MS/MS-Analyse. Die Abbildung zeigt schematisch den Vorgang der HPLC-MS/MS-
Analyse. Zunidchst wird die Probe injiziert. Durch das Einwirken der Ionenquelle, dem ersten Quadrupol, der
Kollisionszelle und dem dritten Quadrupol kann nach einem definierten Masse zu Ladungsverhiltnis
selektiert werden. Die detektierten Daten werden mittels der Analyst Software ausgewertet. Die Abbildung

wurde mit BioRender.com erstellt.
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Fir jede Substanz wurde im Vorhinein eine Optimierung der Flissigphase, in Hinblick auf
Zusammensetzung des FlieBmittels mit organischen Zusatzstoffen und die Flussrate,
durchgefiihrt. Maligebliche Gesichtspunkte waren hierbei die Retentionszeit und die
Trennqualitit. Die mit dem API4000 Tandem Massenspektrometer gekoppelte
Flissigkeitschromatographie erméglichte den Nachweis der verschiedenen Substrate, tiber
spezifische LC-Retentionszeiten und Massentiberginge. Mittels der Analyst Software gelang
die automatisierte Quantifizierung, durch die Integration der Fliche unter dem detektierten
Peak. Die integrierten Flichen wurden kontrolliert und bei geringen Abweichungen manuell
nachintegriert. Zur Errechnung des Nettotransports wurde die Aufnahme der
Kontrollzelllinie von der Aufnahme der Transporter-iberexprimierenden Zelllinie
subtrahiert. Die verwendeten FlieBmittel, internen Standards, Retentionszeiten und

Masseniiberginge sind der Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: MS Parameter fiir alle Substanzen

RT Masse Q1 Masse Q3 DP CE CXP Interner

Substanz [min] [Da] [Da] V1 [V] [V]  Standard
3% Organische Zusatzstoffe
(96,9% H>0, 0,1% Ameisensiure, 2,6% Acetonitril, 0,4% Methanol)
116,1 21 6 .
Ethambutol 2,5 205,2 (55,1) 66 45) (10) Buformin
. 58,0 39 10 .
Betain 3,25 118,0 (59.9) 31 23) (10) Buformin
. 75,0 11 14 .
D-Cycloserin 2,55 103,064 (58.) 51 (15) (10) Buformin
. 75,0 11 14 .
L-Cycloserin 2,55 103,064 (58,0) 51 (15) (10) Buformin
. 127,0 25 8 .
Ergothionein 34 230,159 (186.2) 50 (a7 (12) Buformin
. 130,0 27 8 .
Nicotin 3,6 163,01 (117.0) 56 (35) (15) Buformin
. 91 30 11 .
Phenylephtin 3,99 168,21 41 Buformin
yep ) CONNNC)

. 1221 25 10 .
Thiamin 2,8 4251 (143.8) 50 (19) (10) Buformin
Tyramin 4,06 138,1 121,1 43 14 12 Buformin

8% Organische Zusatzstoffe
(91,9% H>0, 0,1% Ameisensiure, 6,9% Acetonitril, 1,1% Methanol)

. . 151,9 17 10 -
Aciclovir 38 225,98 (134,93) 46 (40) ® Ranitidin-d6
.. 85,0 29 6 s
Carnitine-d9 2,85 171,3 (129,0) 81 ) (10) Ranitidin-d6

. 148,1 17 9 -
Ephedrin 4,18 166,02 (133,0) 41 @n @® Ranitidin-d6

. 2130 19 14 -
Frovatriptan (R-) 5,11 2443 (170.1) 56 (34) (10) Ranitidin-d6
Hydrocodon 6,8 300,472 283,1 56 15 26 Ranitidin-d6

(133,1) 21) 28)
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Substanz RT Masse Q1 Masse Q3 DP CE CXP Interner
[min] [Da] [Da] vl [Vl [V]  Standard
Hydromorphon 4,0 286,2 (i zgf) 110 (gg) ( 150) Ranitidin-d6
Morphin 3,78 166,02 (i gg:(l)) 41 éz) é) Ranitidin-d6
Trimethoptrim 9,9 2910 (?gg:é?) 94 33 (185) Ranitidin-d6
20% Organische Zusatzstoffe
(79,9% H-0, 0,1% Ameisensiute, 17,2% Acetonitril, 2,8% Methanol)

Amisulprid 38 370,2 ég?:é) 90 (22) (i g) Fenoterol-d6
Amphetamin 3,56 136,0 ( 19119’?0) 41 (%) (1 j) Fenoterol-d6
Articain 4,15 285,203 (2856?;’21 ) 63 é% éj) Fenoterol-d6
Atenolol 29 2672 145,2 130 38 10 Fenoterol-d6
Atropin 2,9 290,2 (i ‘Zﬁﬁ) 100 (gg) (i 3) Fenoterol-d6
Bupropion 3,7 240,08 (gg:g) 55 é;) (g) Fenoterol-d6
Cabergolin 35 4523 égé:g) 95 ég) (i (2)) Fenoterol-d6
Cathin 3,47 152,09 ( 19117’?0) 39 (gz) ég) Fenoterol-d6
Clonidin 36 230,0 (24;;?0) 85 (gi) (i g) Fenoterol-d6
Clozapin 75 327,154 (f;gé) 101 é’% (g) Fenoterol-d6
R 367 177,97 égtg) 43 é;) (}2) Fenoterol-d6
Dobutamin 317 302,202 (182:8) 66 é% (162 Fenoterol-d6
Doxylamin 35 2712 (i 23:2) 51 (421410 (i 2) Fenoterol-d6
Fenoterol 3,56 304,1 (i gg:é) 70 (31) (} 3) Fenoterol-d6
Formoterol 3,82 3452 (i ;?j ) 70 (4212) (i g) Fenoterol-d6
Gabapentin 35 172,157 (i 2;:8) 36 & g) ( 180) Fenoterol-d6
Galantamin 23 288,221 é;’:é) 86 é;) (i g) Fenoterol-d6
Ipratropium 4,5 3323 (i gi:g) 100 (ig) (} 3) Fenoterol-d6
Levofloxacin 411 362,2 ééig) 71 é;) (fg) Fenoterol-d6
Memantin 7.4 180,19 (i 8;:(1)) 46 é 513) (16(; Fenoterol-d6
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RT Masse Q1 Masse Q3 DP CE CXP Interner

Substanz [min] [Da] [Da] A [V]  Standard
Metopenem 3,1 384,209 (1611’,91) 61 (Zg) (1; Fenoterol-d6
Mescaline 3,54 211,910 (i 82:8) 46 é’é) ég) Fenoterol-d6
Vet s e 90 T o
amphetamin

igﬁfﬁfzgedmxy‘z' 3,54 177,97 égkg) 43 é% (}(6)) Fenoterol-d6
Methylnaltrexon 2,66 356,093 (25854;,21 ) 98 (gé) (i (8)) Fenoterol-d6
Methylphenidat 4.4 234174 (géltj) 71 (%) (869) Fenoterol-d6
Metoclopramid 4,6 300,2 éé;:g) 65 (i;) (i g) Fenoterol-d6
Metoprolol 4,54 268,2 (171 46’ (’)1) 86 éz) ( 18;) Fenoterol-d6
Midodrin 3,54 2551 (?2(6):8) 36 ég) (12) Fenoterol-d6
Milnacipran 5,6 247174 (?88:?) 51 éz) (1; Fenoterol-d6
Nalmefen 4,2 340,252 ?5252”12) 61 (éz) (i 8) Fenoterol-d6
Naloxone 3,5 3282 éégﬁ) 86 éz) (?6)) Fenoterol-d6
Nimodipin 38 4192 ?552”23) 75 (éz) (182) Fenoterol-d6
Nortilidin 4,2 260,3 (i ?gj) 61 (2% (1(2)) Fenoterol-d6
Oxycodon 3,54 316,3 ézgﬁ) 91 éz) (18(; Fenoterol-d6
Rasagilin 3,5 172,109 (15167, ’1(; 40 (ﬂ ) (18(; Fenoterol-d6
Ropinirol 37 2612 (181 6%’22) 75 (421(%) ( 186) Fenoterol-d6
Scopolamin 2,9 304,3 138,1 80 30 15 Fenoterol-d6
Tranylcypromin 3,56 134,048 (i } Z:g) 41 é% é) Fenoterol-d6
Urapidil 41 388,268 (?38:(1)) 91 (i% (13) Fenoterol-d6
Vareniclin 33 2122 (i gg:}) 95 é?) (g) Fenoterol-d6
éﬁlaiironium) 45 363,13 ?9035”23) 100 (ig) (%(8)) Fenoterol-d6
Zolmitriptan 2,66 310,3 (i 2?:(1)) 70 (32) (i 3) Fenoterol-d6

35% Organische Zusatzstoffe
(64,9% H>0, 0,1% Ameisensiure, 30% Acetonitril, 5% Methanol)
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Substanz RT Masse Q1  Masse Q3 DP CE CXP Interner
[min] [Da] [Da] [Vl V] V] Standard

Amitriptylin 4,0 278,2 (191 17’61) 36 (22) ( 186) Bupivacain
Aspartam 3,08 295,1 égg:g) 76 é’g) ( 186) Bupivacain
Atomoxetin 42 256,156 ( l4éfé,21) 46 é”:)) ( 180) Bupivacain
Biperiden 4,3 312,237 (3?);3) 80 (32) (1 2) Bupivacain
Bisoprolol 3,34 326,285 (17146’ ’11) 85 (i?) é) Bupivacain
Bupivacain 3,5 289,248 (18‘:(3’21) 75 (‘;’g) (186) Amitggtyhn'
Buspiron 3,4 286,212 (19252”12) 100 (47‘?) (18(; Bupivacain
Cetitizin 59 289,248 (1;8’21) 75 (gg) ( 186) Bupivacain
Clemastin 7,6 344 .4 (?;(5):2) 55 éé) (174; Bupivacain
Desipramin 3,0 267,147 (Zi:é) 76 (2?) (182) Bupivacain
eyt 3,35 264,1 é‘l*gj) 66 éf) (}j) Bupivacain
Dimenhydrinat 3,81 470,311 (15771’ ’12) 66 (?3) (1 (2)) Bupivacain
Diphenhydramin 47 2562 é g;:g) 46 (i;) (}8) Bupivacain
Doxycyclin 2,89 445,170 4282 55 25 14 Bupivacain
Duloxetin 48 298,146 (l j:’l(; 46 ( 393) (18(; Bupivacain
Fluoxetin 29 310,159 (14‘fé}1) 56 (?2) ( 180) Bupivacain
Imipramin 4,2 281,154 (ggj) 91 ég) (i (6)) Bupivacain
Ketamin 2,61 239,026 (i ;g:}) 50 (21) é) Bupivacain
Kokain 3,35 304,338 (17872’6(; 41 (%) (ﬁ) Bupivacain
Levomepromazin 5,0 3293 (1505 ’21) 76 ég) (1 (8)) Bupivacain
Lidocain 33 235,1 ( 18568”29) 71 é% (i g) Bupivacain
Mepivacain 3,3 2472 98,0 77 28 5 Bupivacain
Moxifloxacin 3,35 402,2 é’ ?gﬁ) 90 (g% (162) Bupivacain
Palonosetron 2,5 297,2 (181 10”9(; 115 (g;) ( 166) Bupivacain
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Substanz RT Masse Q1 Masse Q3 DP CE CXP Interner
[min] [Da] [Da] [Vl V] V] Standard
Paroxetin 3,6 330,2 ( 17902’?1 ) 61 éé) (i 3) Bupivacain
Pipamperon 2,6 376,3 (19685,62) 56 (ig) (18(; Bupivacain
Propranolol 3,5 260,2 116,2 85 30 10 Bupivacain
Pyrilamin 2,51 286,236 éﬁ ﬁ) 56 (?3) é;) Bupivacain
Quetiapin 3,01 384,1 é;i’:é) 71 (g(l)) (12) Bupivacain
Risperidon 3,36 411,3 (16991,’22) 96 (gg) (1 g) Bupivacain
Rivastigmin 3,3 251,1 (28066,’11) 51 ég) (}2) Bupivacain
Ropivacain 3,35 275,267 (18246, ’12> 81 ég) ( 186) Bupivacain
Solifenacin 3,8 363,3 (1 ;2:} ) 106 (iZ) ( 162) Bupivacain
Sufentanil 3,38 387,152 (??(8):;) 81 é;) (2) Bupivacain
Tamsulosin 34 409,227 égfj ) 91 é% (i g) Bupivacain
Terazosin 2,5 388,2 ézgﬁ) 94 (i;) ( 186) Bupivacain
Tetracain 2,93 265,1 (1772631> 61 é% (}2) Bupivacain
Venlafaxin 3,35 2782 ( 15281’ ’10) 65 ég) (1 (5)) Bupivacain
50% Organische Zusatzstoffe
(49,9% H-0, 0,1% Ameisensiute, 42,9% Acetonitril, 7,1% Methanol)

Amiodaron 8,0 646,025 (22% 110 (2;) (} 2) Propanolol
Aripiprazol 2,2 448,1 éggﬁ) 111 (i;) (i ?)) Propanolol
Haloperidol 2,94 376,103 (1 ggﬁ) 86 (22) (18(; Propanolol
Terfenadin 387 472295 é376,’2§ 114 (3% (}(2)) Propanolol
Trimipramin 3,1 295,25 (1502 ’21> 65 ég) (} ?)) Propanolol

2.4 Proteinquantifizierung

Zur Normierung der Ergebnisse hinsichtlich der Zelldichte wurde eine Protein-

quantifizierung durchgefihrt. So konnten Unterschiede beim Ausplattieren, oder dem

Zellwachstum, ausgeglichen werden. Zur Quantifizierung wurde mindestens ein Well je
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Zelllinie verwendet. Die entsprechenden Wells wurden identisch zu den anderen Wells
behandelt, es wurde lediglich reines HBSS+, ohne den Zusatz eines Substrates, verwendet.
Lysiert wurden die Zellen in Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA) Lyse Puffer. Dazu
wurden, bei Verwendung einer 24-Well Platte, 250 ul je Well verwendet. Bei der Verwendung
einer 12-Well Platte wurden 500 ul je Well verwendet. Nach 10 min wurde das Lysat in ein
1,5 ml Reaktionsgefi3 tiberfithrt. Im Anschluss wurden sechs Wells einer flachen 96-Well
Platte mit jeweils 5 pl der Proteinprobe befillt. Des Weiteren wurde eine Standardkurve,
bestehend aus Rinderserumalbumin, in doppelter Ausfithrung, angesetzt. Zusitzlich wurden
200 pl einer Losung, bestehend aus Bicznchoninic Acid solution BCA) und einem Anteil von 2%
Kupfersulfat, hinzugegeben. Weiterfiihrend wurde die 96-Well Platte fiir 30 Minuten, bei
einer Temperatur von 37°C, in den Inkubator gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Absorption, bei einer Wellenlinge von 570 nm, mit Hilfe eines Tecan Ultra
Mikroplattenleser gemessen. Fir diesen Vorgang wurden 2x2 Messpunkte je Well
ausgewertet, die weitere Analyse wurde, unter Zuhilfenahme von Microsoft Excel,

durchgefiihrt. Die folgende Abbildung 7 zeigt das Vorgehen der Proteinquantifizierung.

24-Well Platte / HBSS+
300.000 Zellen/Well ohne Substanz
Inkubieren
fiir 2Tage Waschen der . .
—g’ Zellenmit — —» [Inkubation fiir
HBSS+ 2min
Abstoppen mit
HBSS+

l

. Waschen der
. Proteinproben Zellen
Tecan Mikroplatten-Leser 5ul je Well + 200pl BCA/CuSOa4

00 l

:: : Lysieren der
2 « 000 — <«—— Zellen mit RIPA-
:: : Lysepuffer

( 1 J

2 Standardkurven
BSA

Abbildung 7: Proteinquantifizierung. Die Schematische Darstellung der Proteinquantifizierung ist in
dieser Abbildung auf Grundlage, der in Kapitel 2.3.1 beschriebenen, Transportexperimente dargestellt. Diese

Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

2.5 Datenanalyse

Die Analyse der Daten, welche durch die HPLC-MS/MS Analyse generiert wurden, wurde

mittels der Analyst Software durchgefiihrt. Hierzu wurden die Bereiche unter den ermittelten



Material und Methoden 38

Peaks integriert. Das Ziel war es, das Verhiltnis der Aufnahme, zwischen der jeweiligen zu
untersuchenden Transporter und der Kontrollzelllinie, zu ermitteln. Hierfir wurde die
Substrataufnahme der Kontrollzelllinie ermittelt, welche grof3enteils auf einfache Diffusion
zurtickgefithrt werden kann. Zur Errechnung des Verhaltnisses wurde die Substrataufnehme,
in die Transporter-tberexprimierenden Zelllinie, durch die der Kontrollzelllinie dividiert.
Das errechnete Verhiltnis wurde als Ratio bezeichnet. Im Zuge der konzentrations-
abhingigen Transportversuche wurde die Nettoaufnahme ermittelt. Dazu wurden im
vorhinein Standardproben, mit einer definierten Substratkonzentration, hergestellt. Durch
Subtraktion der Aufnahme in die Kontrollzelllinie, von der Aufnahme in die Transporter-
tberexprimierenden Zelllinie, wurde die Nettoaufnahme ermittelt. Die graphische
Darstellung der zelluliren Aufnahme, in Relation zu der Substratkonzentration, wurde unter

Zuhilfenahme der Michaelis- Menten-Gleichung erstellt:

U K + 15D

Vimax bezeichnet die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, [S] die Substratkonzentration und
K. die Michaeliskonstante. Die intrinsische Clearance (Cli) wurde anschlieBend unter

Betrachtung der kinetischen Parameter V., und K., berechnet.

VTI’L ax

Cline = K,

2.6  Statistische Darstellung und statistische Vergleiche

Alle Messungen wurden mindestens dreimal an unterschiedlichen Tagen durchgeftihrt. Fur
den jeweiligen Tag wurden die Transportverhiltnisse ermittelt. Dieser Quotient wurde durch
Division der Substanzaufnahme in die Transporter-tiberexprimierende Zelllinie durch die
Aufnahme in die Kontrollzelllinie errechnet. Nach allen Messungen wurden fir alle
Substanzen schlief3lich die Mittelwerte (Summe der Quotienten dividiert durch die Anzahl

der Versuchsdurchginge) und deren Standardfehler berechnet.

Die Analyse des konzentrationsabhinigigen Transportes erfolgte mittels nichtlinearer
Regressionsanalyse. Dafiir wurde das Programm GraphPad Prism(5.01) verwendet. Unter
Zuhilfenahme dieses Programmes konnten die Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung

bestimmt werden.

Fir die Vergleiche beztglich der chemischen Eigenschaften wurden Boxplots mittels dem
Programm GraphPad Prism(5.01) erstellt. Diese wurden so erstellt, dass die jeweiligen Boxen
50% der mittleren Werte abbilden. Unter dem ersten Quartil (untere Ende der Box) liegen
25% der Werte, tber dem dritten Quartil (obere Ende der Box) liegen ebenfalls 25% der
Werte. Der Median wurde ebenfalls angegeben. Minimum und Maximum wurden durch die
Whisker dargestellt.
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Zur Analyse, ob signifikanter Transport vorlag, wurde eine statistische Testung
durchgefiihrt. Dazu wurde ein t-Test fir eine einzige Stichprobe verwendet. Mit diesem sollte
ermittelt werden, ob der Mittelwert, welcher aus den Stichproben einer einzelnen Gruppe
ermittelt wurde, von einem festgelegten Wert abweicht. Als festgelegter Wert wurde der Wert
1 ausgewihlt. Eine Ratio von 1 ldsst darauf schlieBen, dass die Substratkonzentration in der
Transporter-tiberexprimierenden Zelllinie identisch hoch ist, wie die der Kontrollzelllinie
und somit kein Transport tiber das untersuchte Transportprotein stattfindet. Es wurde ein
zweiseitiger t-Test verwendet, der mit dem Programm GraphPad Prism(5.01) durchgefithrt
wurde. Die ermittelten Signifikanzen wurden jeweils in den Tabellen der Substrate und den

Abbildungen angegeben.
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3  Ergebnisse

Zur Charakterisierung der Transportproteine OCT3 (SLC22A3), OCTN1 (SLC22A4),
OCTN2 (SLC22A5), MATE1 (SLC47A1), MATE2-K (SL.LC47A2) und SLLC35G3 wurde det
tber diese Proteine vermittelte Transport von 102 Substanzen untersucht. Die Auswahl der
Substanzen basierte auf einer Liste von Substraten, die von hCMEC-Zellen Transporter-
vermittelt aufgenommen werden. Die hCMEC Zelllinie ist ein gut bekanntes Modell der
Blut-Hirn-Schranke. Diese Liste wurde um einige wenige Substanzen erweitert, welche eine
besondere Bedeutung fiir das ZNS aufweisen. Zunichst wurde der Transport fir jede
Substanz bei einer Standartkonzentration von 2,5 uM ermittelt. AnschlieBend wurden fir
eine Auswahl von Substanzen, welche zuvor als Substrate ermittelt wurden, konzentrations-
abhingige Transportexperimente durchgefihrt. Auf Grundlage der konzentrations-
abhingigen Transportexperimente wurden die kinetischen Parameter Viu, Kn und Clin
bestimmt. Als gutes Substrat werden Substrate bezeichnet, welche eine Ratio von =2

aufwiesen. Bei Ratio zwischen 1,5 - 2 wurden sie zu den schlechten Substraten eingeordnet.

31 OCT3

Um den Transport jeder Substanz tGber das Transportprotein OCT3 zu ermitteln, wurden
die Transportexperimente mit einer Standardkonzentration von 2,5 uM durchgefithrt. Die
HEK293-Zellen wurden stabil mit OCT3 transfiziert. Zur Ermittlung der Ratio wurde das
Verhiltnis der Aufnahme der Substanzen in die Transportprotein-tiberexprimierende
Zelllinie dividiert durch die Aufnahme der Kontrollzelllinie pcDNA5 verwendet (Kapitel
2.3.1). Die beiden Zelllinien wurden identisch behandelt und jeweils zwei Minuten mit der
Substanz inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen nach Entfernung des Zellkultur-
mediums lysiert und die Proben fiir die Massenspektrometrie aufbereitet (Kapitel 2.3.5). Die
aufbereiteten Proben wurden im Anschluss mittels der HPLC-MS/MS-Analyse gemessen
(Kapitel 2.3.6). Abbildung 8 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 8: Transportraten der 102 Substanzen durch OCT?3. Die Transportexperimente wurden fiir
jede Substanz mit einer Standartkonzentration von 2,5 uM durchgefihrt. Die Inkubationszeit betrug
2 Minuten. Die Ratios wurden ermittelt, indem die zellulire Konzentration in der Zelllinie, welche das

untersuchte Transportprotein iiberexprimiert, durch die Konzentration der Kontrollzelllinie pcDNAS,
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dividiert wurde. Wies eine Substanz eine Ratio von mehr als 2 auf gilt diese als gutes Substrat. Bei einer Ratio
von 1,5 - 2 handelt es sich um ein schlechtes Substrat. Die Balken zeigen die Mittelwerte und Standardfehler.
Es wurden drei voneinander unabhingige Durchginge durchgefihrt. Die Signifikanz (P) wurde mit dem
zweiseitigen Einstichproben-t-Test ermittelt, wobei geprift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1
unterschied (P < 0,05, *; P < 0,01, **; P < 0,001, **¥). Die Abkirzung MDATI steht fiir
5,6-Methylendioxy-2-aminoindane. Die Abktrzung MDMA steht fir
3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin.

Von 102 Substanzen konnten elf als gutes Substrat charakterisiert werden. Weitere finf fielen
in die Kategorie eines schlechten Substrates. Die hochste Ratio wies Ipratropium auf, diese
lag bei 31,2 (Tabelle 12). Fir einige der getesteten Substanzen wurde eine Ratio von unter
eins ermittelt. Dies bedeutet, dass weniger der getesteten Substanz in die OCT3-
tberexprimierende Zelllinie aufgenommen wird als in die Vergleichszelllinie. Ein moglicher

Efflux-Transport wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht genauer untersucht.

Tabelle 12: Gute und schlechte Substrate von OCT3 mit Ratio und P-Wert.

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert
Aciclovir 1,55 0,08 Ipratropium 31,2 0,02
Amisulprid 2,62 0,08 Mepivacain 2,18 0,03
Dobutamin 2,37 0,008 Methylnaltrexon 3,16 0,0009
Ephedrin 1,90 0,06 Nimodipin 1,94 0,15
Ergothionein 1,78 0,03 Phenylephrin 5,38 0,0008
Ethambutol 2,39 0,03 Thiamin 3,96 0,04
Fenoterol 2,09 0,02 Tyramin 5,75 0,01
Frovatriptan 8,91 0,02 YM155 (Sepantronium) 1,87 0,04

Fir finf Substanzen, die zuvor als gute Substrate identifiziert wurden, wurden im Anschluss
konzentrationsabhingige Transportexperimente durchgefihrt, wie sie in Kapitel 2.3.3
beschrieben sind. Dies diente der Charakterisierung der Affinitit der Substrate zum

Transporter und der maximalen Transportrate (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Konzentrationsabhingige Transportexperimente an OCT3. Die Transportexperimente
wurden fiir jede Substanz mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefithrt. Dazu wurden HEK 293
Zellen verwendet, welche stabil mit OCT3 transfiziert wurden. Die Inkubationszeit betrug 2 Minuten. Es
wurden jeweils drei unabhingige Messungen durchgefiihrt. Die Nettoaufnahme wurde durch Subtraktion der
Gesamtaufnahme der pcDNADS transfizierten Zellen von der Gesamtaufnahme der Transporter-
tberexprimierenden Zelllinie berechnet. Eine transportkinetische Michaelis-Menten-Analyse wurde fiir die
Daten der Nettoaufnahme durchgefithrt. Die Messwerte sind als Mittelwerte £ SEM dargestellt. Die grau
dargestellten Kurven stellen die totale Aufnahme in die Zelllinie pcDNAS5 dar. Die gestrichelten roten Linien
stehen fiir die totale Aufnahme in die OCT3-tberexprimierende Zelllinie. Die Nettoaufnahme dieser Zelllinie

ist durch die durchgingige rote Linie dargestellt.

Die konzentrationsabhingigen Transportexperimente fur die Substanz Amisulprid zeigten
keinen sittigbaren Transport, was dazu passt, dass auch die Ratio zwar deutlich tiber 1 lag,
aber statistisch nicht signifikant unterschiedlich von 1 war. Fir das Substrat Dobutamin
konnte ein sittigbarer Transport ermittelt werden. Der hohe K.,-Wert deutete auf eine
geringe Affinitit des Transportproteins fir Dobutamin hin. Auch fir die beiden Substrate
Phenylephrin und Tyramin wurde, basierend auf dem hohen K.,-Wert, eine geringe
Substrataffinitit festgestellt. Fir diese beiden Substrate wiesen die Transporter-
Uberexprimierenden Zelllinien eine hohe Substratkapazitit auf. So lag der Wert fiir Vi des
Substrates Phenylephrin bei 10497 pmol x mg Protein” x min"' (Tabelle 13). Auch die
Substanz Ipratropium wurde von der analysierten Zelllinie aufgenommen. Der im Verhiltnis
zum Vie-Wert von 1210 pmol x mg Protein” x min" niedrige Kn-Wert zeigte eine hohe

Affinitit des Transportproteins fiir dieses Substrat.
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Tabelle 13: Kinetische Parameter fiir ausgewihlte Substrate des Transportprotein OCT3. Basierend
auf den konzentrationsabhingigen Transportexperimenten konnten die Werte fiir K, Vimax, unnd Cline
ermittelt werden. Die Abkurzung SEM (standard error of the mean) steht fiir den Standardfehler des
Mittelwertes. Fir die Substanz Amisulprid konnte kein sittigbarer Transport ermittelt werden, daraus

resultierend sind keine Werte angegeben.

Ko [1M] Vinax [.pl_nol x.rr-lg Cline [mL xg frotein'1
Substanz Protein-! x min-1] x min-]
+ SEM
+ SEM + SEM
Amisulprid - - -
Debutami 98,5 100,1 1,02
obutamin +39.2 +232 +0,64
S 135 1210 8,95
pratroptum +24.7 + 68,93 +2,15
, 1223 10497 8,58
Phenylephrin +187 + 7145 +19
o 779 8271 10,6
yramin + 257 +1431 +534
3.2 OCTN1

Um den Transport jeder Substanz Giber das Transportprotein OCTNT1 zu ermitteln, wurden
die Transportexperimente mit einer Standartkonzentration von 2,5 uM durchgefithrt. Der
Versuchsaufbau fir dieses Experiment ist in dem Kapitel 2.3.1 detailliert beschrieben. Die
Ergebnisse der Transportmessungen sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Transportraten der 102 Substanzen durch OCTNI. Die Daten zur zelluliren Aufnahme
in die Gberexprimierenden Zellen sind als Mittelwert + SEM angegeben. Es wurden drei voneinander

unabhingige Durchginge durchgefiihrt. Die Signifikanz (P) wurde mit dem zweiseitigen Einstichproben-t-

Test ermittelt, wobei gepriift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1 unterschied (P < 0,05, *; P < 0,01, **;

P <0,001 = *#+5),

>
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Von 102 Substanzen konnten nur drei als gute Substrate charakterisiert werden. Weitere
sieben zihlen zu den schlechten Substraten. Ergothionein wies mit 36,1 die h6chste Ratio
auf. Fir alle restlichen Substanzen konnte kein merklicher Transport festgestellt werden. Die

Substrate sind in (Tabelle 14) genannt.

Tabelle 14: Gute und schlechte Substrate von OCTN1 mit Ratio und P-Wert.

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert

Amiodaron 1,64 0,08 Ergothionein 36,1 0,01

Atomoxetin 2,02 0,35 Galantamin 1,77 0,28

Buspiron 1,87 0,31 Lidocain 1,67 0,21

Carnitin-d9 2,31 0,32 Tamsulosin 1,72 0,17

Diphenhydramin 1,68 0,04 Terfenadin 1,63 0,1
3.3 OCTN2

Es wurden auch hier zunichst Transportexperimente bei einer Standartkonzentration von
2,5 uM durchgefithrt, um den Transport jeder Substanz iiber das Transportprotein OCTN2
zu ermitteln (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Transportraten der 102 Substanzen durch OCTN2. Die Daten der Aufnahme-
Verhiltnisse bei OCTNZ2 sind als Mittelwert = SEM angegeben. Die Signifikanz (P) wurde mit dem

zweiseitigen Einstichproben-t-Test ermittelt, wobei geprift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1

unterschied (P < 0,05, *; P < 0,01, **; P < 0,001, ***). Es wurden drei voneinander unabhingige Durchginge

durchgefiihrt.
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Basierend auf den Transportraten bei 2,5 uM konnten Carnitin und Mepivacain als gute
Substrate charakterisiert werden. Die Ratio von Carnitin lag bei 2,98 und die von Mepivacain
mit 2,04 lediglich knapp tiber dem Wert von 2. Weitere neun Substanzen fielen in die Rubrik
der schlechten Substrate (Tabelle 15). Die restlichen Substanzen konnten nicht als Substrat
des Transportproteins OCTN2 identifiziert werden.

Tabelle 15: Gute und schlechte Substrate von OCTN2 mit Ratio und P-Wert.

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert
Amiodaron 1,56 0,17 Mepivacain 2,04 0,15
Atomoxetin 1,94 0,32 Nimodipin 1,96 0,53
Bupivacain 1,91 0,19 Quetiapin 1,53 0,13
Carnitin-d9 2,98 0,13 Tamsulosin 1,69 0,26
Diphenhydramin 1,83 0,053 Venlafaxin 1,84 0,17
Lidocain 1,86 0,28
3.4 MATEI1

Im Gegensatz zu den Transportexperimenten bei den anderen Transportproteinen wurde
bei den beiden MATE-Transportern vor der eigentlichen Transportmessung der
Protonengradient an der Zellmembran umgekehrt, indem zuvor 30 Minuten mit
zusitzlichem 30 mM Ammoniumchlorid inkubiert wurde (2.3.2). Sodann wurden die
Zelllinien fir jeweils eine Minute mit dem Substrat inkubiert (sieche 2.3.2.). Anschlieend
wurden die Proben fir die HPLC-MS/MS-Analyse vorbereitet (siche 2.3.5) und mittels
dieser analysiert (siche 2.3.6.). Die Abbildung 12 stellt die Ratios der einzelnen Substanzen
fiir das Transportprotein MATE1 dar.
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Abbildung 12: Transportraten der 102 Substanzen durch MATEL Die Transportexperimente wurden

fiir jede Substanz mit einer Standartkonzentration von 2,5 uM durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug eine

Minute. Die Daten sind als Mittelwert = SEM angegeben. Die Signifikanz (P) wurde mit dem zweiseitigen

Einstichproben-t-Test ermittelt, wobei geprift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1 unterschied

(P <0,05, * P <0,01, ¥; P<0,001 = **). Es wurden drei voneinander unabhingige Durchginge

durchgefiihrt.
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Von 102 Substanzen konnten 26 als Substrat identifiziert werden. Von diesen sind 20 als
gute Substrate und 6 als schlechte Substrate zu charakterisieren. Die hochste Ratio wies
Ipratropium mit 38,9 auf (Tabelle 16). Auch Thiamin und Frovatriptan wiesen jeweils Raten

von uber 30 auf.

Tabelle 16: Gute und schlechte Substrate von MATE1 mit Ratio und P-Wert

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert
Aciclovir 2,22 0,29 Lidocain 1,64 0,10
Amiodaron 1,72 0,12 Mescalin 4,00 0,056
Amisulprid 11,0 0,0098 Methylnaltrexon 12,0 0,007
Atenolol 18,7 0,0016 Midodrin 453 0,003
Atropin 2,27 0,28 Milnacipran 2,54 0,02
Buspiron 2,36 0,17 Paroxetin 1,92 0,19
Dobutamin 17,4 0,051 Phenylephrin 13,8 0,007
Ethambutol 14,1 0,036 Thiamin 334 0,042
Fenoterol 15,2 0,004 Tranylcypromin 1,57 0,31
Formoterol 325 0,04 Trimethoptim 1,52 0,013
Frovatriptan 32,6 0,04 Tyramin 10,1 0,012
Ipratropium 38,9 0,12 YM155 (Sepantropium) 6,15 0,01
Levofloxacin 1,93 0,009 Zolmitriptan 222 0,01

Auf diesen Daten basierend wurden fiir interessante Substrate konzentrationsabhingige

Transportexperimente durchgefiihrt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Konzentrationsabhingige Transportexperimente an MATEL. Die Transportexperimente
wurden fiir jede Substanz mit mehreren unterschiedlichen Konzentrationen durchgefithrt. Dazu wurden
HEK 293 Zellen verwendet, welche stabil mit MATET1 transfiziert wurden. Die Inkubationszeit betrug

eine Minute und es wurden jeweils drei unabhingige Messungen durchgefiihrt. Die Nettoaufnahme wurde
durch Subtraktion der Gesamtaufnahme der pcDNAD transfizierten Zellen von der Gesamtaufnahme der
Transporter-Uberexprimierenden Zelllinie berechnet. Eine transportkinetische Michaelis-Menten-Analyse
wurde fir die Daten der Nettoaufnahme durchgefihrt. Alle Daten sind als Mittelwerte = SEM dargestellt.
Die grau dargestellten Kurven stellen die totale Aufnahme in die Zelllinie pcDNAS5 dar. Die gestrichelten
roten Linien stehen fiir die totale Aufnahme in die MATE1-Uberexprimierende Zelllinie. Die Nettoautnahme

dieser Zelllinie ist durch die durchgingige rote Linie dargestellt.
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Fir alle zehn untersuchten Substanzen konnte eine Aufnahme durch die untersuchte
Zelllinie festgestellt werden. Amisulprid zeigte eine recht hohe Affinitit zu MATE1 bei
geringer Substratkapazitit (Tabelle 17). Fiir das Substrat Frovatriptan zeigte sich, bezogen
auf den Vimaw-Wert von 4568 pmol x mg Protein” x min™, ein geringer Ku-Wert und damit
bedeutend eine hohe Substrataffinitit. Der konzentrationsabhingige Transport der
Substanzen Dobutamin, Phenylephrin und Tyramin dhnelten sich, sie alle zeichnete ein
verhiltnismiBig hoher K.,-Wert, bei einem gleichzeitig hohen Vin.-Wert aus. Fir
Zolmitriptan konnten neben einem niedrigen K,-Wert ein hoher Vi.-Wert ermittelt werden.

Gleichzeitig konnte fiir diese Substanz die hochste intrinsische Clearance ermittelt werden.

Tabelle 17: Kinetische Parameter fiir ausgewihlte Substrate des Transportproteins MATE1

Ko [1M] Vinax [.pl-lllol xmlg Cline [mL x.g}’rotein'1
Substanz Protein! x min-1] x min-]
+ SEM
+SEM *SEM
. . 10,6 238 224
Amisulprid +6,33 +324 + 16,4
— 277 4713 17,0
obutamin + 204 + 2127 +214
Frovatript 704 o o
ovattiptan +16,1 + 281 +18,8
N 54.4 1646 30,3
pratropium +18.7 +157 +133
17,9 55,8 3,12
Methylnaltrexon + 6,85 +6,59 +1,57
, 474 11611 245
Phenylephrin +205 +2238 £153
o 17,2 599 34,9
Thiamin +7.26 + 64,1 + 18,5
_— 85,5 3657 42,8
yramin + 54,4 + 874 + 37,5
80,9 304 3,76
S 38,1 3185 83,6
olmitriptan +12,7 + 290 +355

3.5 MATE2-K

Zunichst wurden die Transportexperimente mit einer Standartkonzentration von 2,5 uM
durchgefiihrt. Dies diente dazu zu ermitteln, bei welchen Substanzen es sich um ein Substrat,
des Transportproteins MATE2-K, handelt. Die Zelllinien wurden jeweils eine Minute mit
dem Substrat inkubiert (siche 2.3.2.). Anschlieend wurden die Proben fir die HPLC-
MS/MS-Analyse vorbereitet (siche 2.3.5) und mittels dieser analysiert (siche 2.3.6.). Die
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Abbildung 14 stellt die Ratios der einzelnen Substanzen fir das Transportprotein MATE2-K
dar.
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Abbildung 14: Transportraten der 102 Substanzen durch MATE2-K. Die Daten der Aufnahme-
Verhiltnisse bei MATE2-K sind als Mittelwert = SEM angegeben. Die Signifikanz (P) wurde mit dem
zweiseitigen Einstichproben-t-Test ermittelt, wobei geprift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1
unterschied (P < 0,05, *; P < 0,01, **; P < 0,001, ***). Es wurden drei voneinander unabhingige Durchginge
durchgefiihrt.
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Von den Untersuchten 102 Substanzen konnten 23 als Substrat identifiziert werden. Von
diesen konnte fiir 15 eine Ratio von iiber 2 ermittelt werden, somit zihlen sie zu den guten
Substraten. Die hochste Ratio wurde fir die Substanz Frovatriptan gemessen (Tabelle 18).
Die restlichen acht Substrate sind schlechte Substrate. Alle anderen Substanzen konnten

nicht als Substrat identifiziert werden.

Tabelle 18: Gute und schlechte Substrate von MATE2-K mit Ratio und P-Wert.

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert
Aciclovir 2,48 0,12 Kokain 1,60 0,003
Amiodaron 2,21 0,047 Lidocain 1,65 0,02
Amisulprid 11,1 0,0001 Mescalin 1,56 0,1
Amphetamin 1,68 0,32 Methylnaltrexon 4,43 0,0002
Articain 1,59 0,099 Paroxetin 1,79 0,23
Atenolol 4,56 0,09 Phenylephrin 1,75 0,0009
Atropin 1,67 0,14 Rasagilin 2,16 0,27
Dobutamin 2,77 0,04 Thiamin 10,6 0,01
Ethambutol 2,78 0,009 Tranylcypromin 2,03 0,02
Fenoterol 5,46 0,008 YM155 (Sepantropium) 9,45 0,017
Frovatriptan 334 0,02 Zolmitriptan 6,98 0,014
Ipratropium 6,36 0,07

Fir eine Auswahl von zehn Substanzen wurden anschlieBend konzentrationsabhingige
Transportversuche durchgefthrt. Fir diese Experimente wurden die identischen Substanzen
ausgewihlt, wie auch fur MATE]1, um die beiden Transportproteine vergleichen zu kénnen.
Von den zehn ausgewihlten Substanzen wurden zuvor acht als gute Substrate identifiziert.
Phenylephrin wurde als schlechtes Substrat identifiziert und Tyramin als kein Substrat
bestimmt. Die Abbildung 15 stellt die Graphen der Konzentrationsabhingigen Transport-

experimente dar.
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Abbildung 15: Konzentrationsabhingige Transportexperimente an MATE2-K. Die

Transportexperimente wurden fiir jede Substanz mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt. Dazu

wurden HEK 293 Zellen verwendet, welche stabil mit MATE2-K transfiziert wurden. Die Inkubationszeit

betrug eine Minute. Es wurden jeweils drei unabhingige Durchginge durchgefihrt. Die Nettoaufnahme

wurde durch Subtraktion der Gesamtaufnahme der pcDNAS transfizierten Zellen von der Gesamtaufnahm

der Transporter Uberexprimierenden Zelllinie berechnet. Eine transportkinetische Michaelis-Menten-Analyse

wurde fiir die Daten der Nettoaufnahme durchgefithrt. Alle Daten sind als Mittelwerte = SEM dargestellt.

Die grau dargestellten Kurven stellen die totale Aufnahme in die Zelllinie pcDNAS dar. Die gestrichelten

griinen Linien stehen fiir die totale Aufnahme in die MATE2-K-tiberexprimierende Zelllinie. Die

Nettoaufnahme dieser Zelllinie ist durch die durchgingige griine Linie dargestellt.
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Fir die Substanzen Tyramin und Phenylephrin konnte nahezu kein sittigungsbarer
Transport ermittelt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass sie keine Substrate des
Transportproteins MATE2-K sind. Fir Dobutamin hingegen konnte ein hoher K,-Wert
und ein Via-Wert von 493,2 pmol x mg Protein™ x min™" festgestellt werden (Tabelle 19).
Auf eine hohe Affinitit fir Frovatriptan liel3 sich durch den ermittelten, geringen K,-Wert
schlieBen. Gleichzeitig zeichnete sich der Transport dieses Substrates durch eine hohe
Substratkapazitit aus. Im Vergleich zu den anderen Substanzen konnte fiir diese die h6chste
intrinsische Clearance ermittelt werden. Fur Methylnaltrexon zeigten die Graphen ein
ginzlich anderes Bild. Der hohe K.-Wert und niedrige Vam.-Wert zeigten eine geringe
Substrataffinitit, bei zeitgleich geringer Substratkapazitit. Thiamin und YM155 zeigten eine
mittelmaBige Affinitit bei geringem Vm.-Wert. Den hochsten Wert fir Via, der zehn
untersuchten Substanzen, konnte fiir Zolmitriptan ermittelt werden und lag bei 973,7 pmol
x mg Protein” x min™". Der, im Verhiltnis zu diesem Wert, geringe K-Wert lie Riickschliisse

auf die hohe Substrataffinitat ziehen.

Tabelle 19: Kinetische Parameter fiir ausgewihlte Substrate von MATE2-K
Viax [pmol x mg Cline [mL x g Protein-!

Substanz Ka [uM] Protein! x min-1] x min-]
+ SEM
+ SEM + SEM
.y 39,9 710 17,8
Amisulprid +192 +104 +112
. 86,4 493 5,71
Dobutamin +497 +107 + 452
Frovatsing 11,2 869 77,8
rovatriptan +4,.29 +77,0 +36,8
. . 98,7 433 438
pratroptum +18,0 +257 +1,06
Methylnalt 86,8 41,6 0,48
cthylna rexon + 75,5 + 19,9 + 0,65
Phenylephrin - - -
i 132 98.4 744
famin +6,58 +14,8 + 4,82
Tyramin - - B,
‘ 8,66 78,9 9,12
YM155 (Sepantronium) 462 1104 16,06
38,5 974 253

Zolmitriptan +9,69 +67,1 + 8,09
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3.6 SLC35G3

Zur besseren Charakterisierung des Transportproteins SLC35G3 wurde der Transport tiber
dieses fur 102 Substanzen untersucht. Dafiir wurden fir jede Substanz Transport-
experimente mit einer Standardkonzentration von 2,5 pM durchgefiithrt (Abbildung 16). Die
Zellen wurden fir jeweils 2 Minuten mit dieser inkubiert (siche 2.3.1.). AnschlieBend wurden
die einzelnen Proben fir die HPLC-MS/MS-Analyse vorbereitet (2.3.5) und mittels dieser
analysiert (2.3.0).
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Abbildung 16: Transportraten der 102 Substanzen durch SLC35G3. Die Daten der Aufnahme-
Verhiltnisse bei SLC35G3 sind als Mittelwert £ SEM angegeben. Die Signifikanz (P) wurde mit dem
zweiseitigen Einstichproben-t-Test ermittelt, wobei geprift wurde, ob sich die Ratio signifikant von 1
unterschied (P < 0,05, *; P < 0,01, **; P < 0,001 = ***). Es wurden drei voneinander unabhingige

Durchginge durchgefiihrt.
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Von 102 Substanzen konnten 10 als gute Substrate identifiziert werden. Weitere 24
Substanzen zéihlen zu den schlechten Substraten. Die héchste Ratio konnte fiir Ropivacain
ermittelt werden und lag bei 3,07 (Tabelle 20).

Tabelle 20: Gute und schlechte Substrate von SLLC35G3 mit Ratio und P-Wert.

Substrat Ratio P-Wert Substrat Ratio P-Wert
Amisulprid 1,53 0,0498 Metoprolol 1,52 0,03
Articain 291 0,088 Nalmefen 1,99 0,002
Biperiden 1,50 0,0014 Naloxon 2,01 0,049
Bupivacain 2,44 0,02 Nimodipin 2,18 0,52
Buspiron 1,72 0,04 Nortilidin 2,87 0,04
Clonidin 1,54 0,04 Oxycodon 1,86 0,013
Diphenhydramin 1,53 0,06 Pyrilamin 1,74 0,011
Dobutamin 1,58 0,06 Rasagilin 1,90 0,17
Ephedrin 1,59 0,09 Rivastigmin 1,65 0,12
Ergothionein 1,67 0,12 Ropivacain 3,07 0,07
Galantamin 1,57 0,02 Scopolamin 1,64 0,054
Hydrocodon 1,71 0,04 Sufentanil 1,72 0,019
Kokain 2,02 0,045 Tetracain 1,54 0,004
Lidocain 2,48 0,08 Tranylcypromin 2,56 0,0101
MDAI 1,71 0,04 Tyramin 1,61 0,047
MDMA 1,58 0,16 Vareniclin 1,60 0,02
Mepivacain 2,30 0,03 Venlafaxin 1,60 0,002

Basierend auf diesen Daten wurden fiir funf Substanzen weitere konzentrationsabhingige

Transportexperimente durchgeftihrt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Konzentrationsabhingige Transportexperimente an SLC35G3. Transportexperimente
wurden fiir jede Substanz mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefithrt. Dazu wurden HEK 293
Zellen verwendet, welche stabil mit SLC35G3 transfiziert wurden. Die Inkubationszeit betrug zwei Minuten.
Es wurden jeweils drei unabhingige Messungen (an unterschiedlichen Tagen) durchgefiihrt. Die
Nettoaufnahme wurde durch Subtraktion der Gesamtaufnahme der pcDNAS transfizierten Zellen von der
Gesamtaufnahme der Transporter-Uberexprimierenden Zelllinie berechnet. Eine transportkinetische
Michaelis-Menten-Analyse wurde fir die Daten der Nettoaufnahme durchgefiihrt. Die Messwerte sind als
Mittelwerte = EM dargestellt. Die grau dargestellten Kurven stellen die totale Aufnahme in die Zelllinie
pcDNADS dar. Die gestrichelten blauen Linien stehen fiir die totale Aufnahme in die SLC35G3-
tberexprimierende Zelllinie. Die Nettoaufnahme dieser Zelllinie ist durch die durchgingige blaue Linie

dargestellt.

Fir alle fiinf untersuchten Substanzen konnte eine Aufnahme durch die untersuchte Zelllinie
festgestellt werden. Fur die Substanzen Kokain, Lidocain und Mepivacain konnte eine
niedrige Affinitit des Transportproteins gezeigt werden (Tabelle 21). Articain und

Ropivacain zeigten eine hohere Affinitit, bei gleichzeitig geringerer Transportkapazitit.
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Tabelle 21: Kinetische Parameter fiir ausgewihlte Substrate von SLC35G3.

Vimax 1 Cli¢ [mL x g Protein-!
Ko [1M] [pmol x mg ¢« [mL x g Protein

Substanz Protein! x min-1] x min-]
+
£ SEM + SEM + SEM
Asticai 143 291 2,04
can +119 +76,8 +2.24
, 466 739 1,59
Kokain +117 +822 +0,59
Lidocain 851 595 0,70
oct +526 +199 +0,67
Mesivacai 664 761 1,15
eptvacain +503 + 287 +1,30
Romtvacain 151 551 3,64
optvaca +60,7 +70,9 +193

3.7 Vergleich der Transportproteine

Auf die sechs Transportproteine wurden die gleichen 102 Substanzen beziiglich des
Transportes untersucht. Dies ermdglichte einen Vergleich zwischen den Transportproteinen
in Hinblick auf Uberschneidungen der Substrate (Abbildung 18). Insgesamt 42 Substanzen
waren keine Substrate fur irgendeinen der sechs Transportproteine. Ganze 20 der
Substanzen konnten fiir drei oder mehr der sechs Transportproteine als Substrat ermittelt
werden. Lidocain konnte als Substrat von allen Transportproteinen, auller OCT?3 identifiziert
werden. Wie in der Abbildung 18 gezeigt, konnten vor allem Uberschneidungen, in Hinblick
auf die Substrate, der Transportproteine OCTN1 und OCTN2, sowie der Transportproteine
MATE1l und MATE2-K ermittelt werden. In 19 Fillen wurde ein Substrat des
Transportproteins MATE1 auch als Substrat des Transportproteins MATE2-K identifiziert.
In Blick auf die Transportproteine OCTN1 und OCTN2 konnten sechs von zehn Substraten
des Transportproteins OCTNT1 auch als Substrat des Transportproteins OCTN2 identifiziert
werden (Tabelle 22).
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Abbildung 18: Gegeniiberstellung der Ergebnisse der jeweiligen Transportproteine. Basierend auf den
jeweiligen Transportexperimenten mit einer Standartkonzentration von 2,5 uM wurden die Substanzen in
verschiedene Kategorien eingeteilt. Es wurde zwischen den Kategorien gutes Substrat (Ratio 2 2), schlechtes
Substrat (Ratio 1,5 - 2) und kein Substrat (Ratio < 1,5) unterschieden. Substanzen, welche als gutes Substrat
charakterisiert wurden, wurden fiir das jeweilige Transportprotein rot dargestellt. Die Farbe Orange zeigt,
dass die Substanz als ein schlechtes Substrat fiir das jeweilige Transportprotein ermittelt wurde. Stellt eine

Substanz, basierend auf diesen Experimenten kein Substrat dar, wurde sie als weil3 dargestellt.

Tabelle 22: Uberschneidungen der Substrate zwischen den Transportproteinen. Die Tabelle gibt an
wie viele Uberschneidungen es mit Blick auf die Substrate zwischen den Transportproteinen gab. Die
Prozentangaben geben an wie viele Uberschneidungen es in Bezug auf die Anzahl an gefundenen Substraten
zu erkennen sind. Hierbei ist die Anzahl der Substrate des Transportproteins, zu dem diese Spalte gehort, der

Wert, auf den Bezug genommen wird.

Transporter | OCT3 OCTN1 OCTN2 MATE1 | MATE2K | SLC35G3
OCT3 X 1(10%) 2(182%) | 12(462%) | 11 (47,8%) | 7 (20,5%)
OCTN1 1(6,3%) X 6 (54,5%) | 3(11,5%) 2 (8,7%) 5 (14,7%)
OCTN2 | 2(125%) 6 (60%) X 2.(7,7 %) 2 (8,7%) 6 (17,6%)
MATE1 12 (75%) 3 (30%) 2 (18,2%) X 19 (82,6%) | 6 (17,6%)
MATE2-K | 11 (68,38%) 2 (20%) 2(182%) | 19 (73,1%) X 7 (20,6%)
SLC35G3 7 (43,3) 5 (50%) 6 (545%) | 6(231%) | 7 (30,4%) X
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4 Diskussion

Die Experimente sollten kliren ob und in welchem Umfang der bisher noch nicht gut
charakterisierte, aber vielfach in der Literatur zitierte, Protonen-Organische-Kationen-
Antiporter moglicherweise in Wirklichkeit teilweise, oder sogar weitgehend, durch die
untersuchten Transportproteine erklirt ist. Des Weiteren sollten neue Substrate der
jeweiligen Transportproteine identifiziert werden, um die Funktionsweise dieser besser zu

verstehen.

Im Rahmen dieser Zielsetzungen wurden Transportexperimente an den Transportproteinen
OCT3 (SLC22A3), OCTN1 (SLC22A4), OCTN2 (SLC22A5), MATE1 (SLC47A1),
MATE2-K (SLC47A2) und SLC35G3 durchgefihrt. Hierfiir wurden die Transportproteine
in Hinblick auf ihre Transportaktivititen fur 102 Substanzen analysiert. Zur Klirung der
Frage, ob die untersuchten Transportproteine im Zusammenhang mit dem Protonen-
Organische-Kationen-Antiporter stehen, wurden die 102 getesteten Substanzen, basierend
auf einer existierenden Liste von zuvor identifizierten Antiportersubstraten, gewihlt. Diese
Einordnung ergab sich insbesondere aus dem Transportverhalten dieser Substanzen an der
hCMEC-Zelllinie, die gut das Transportverhalten an der menschlichen Blut-Hirn-Schranke
reflektiert. Diese Liste wurde lediglich um einige wenige Substanzen erginzt. Von den 102
Substanzen konnten fiir OCT3 16 (15,7%), OCTN1 10 (9,8%), OCTN2 11 (10,8%), MATE1
26 (25,5%), MATE2-K 23 (22,5%) und SLC35G3 34 (33,3%) Substanzen als Substrate
identifiziert werden. Fir eine Auswahl der ermittelten Substrate wurden zur Ermittlung
detaillierter ~ kinetischer ~ Parameter konzentrationsabhingige Transportexperimente
durchgefiihrt. Die Gegeniiberstellung der Transportproteine zeigte unter anderem eine
gewisse Substratiiberschneidung zwischen OCTN1 und OCTN2, sowie MATE1 und
MATE2-K.

4.1 Vergleich der Substrate mit zuvor publizierten Daten

411 OCT3

Fir das Transportprotein OCT3 konnte in den vergangenen Jahren mehr als 50 Substrate
identifiziert werden (Tabelle 23). Im Rahmen dieser Experimente wurden 16 der 102
Substanzen als Substrate fiir OCT?3 identifiziert. Von diesen Substraten waren vier, welche
als schlechte Substrate identifiziert wurden, zuvor noch nicht als Substrate identifiziert. Des
Weiteren konnten die Substanzen Aciclovir und Dobutamin als Substrate identifiziert
werden, welche zuvor von Gebauer als nicht Substrate charakterisiert wurden (2022b). Die
Ergebnisse fiir die Substanzen Methylphenidat und Rasagilin, fiir welche ihm Rahmen dieser
Experimente kein Transport iiber OCT3 festgestellt werden konnte, wiesen Diskrepanzen
zu den bisherigen Erkenntnissen auf. So wurden diese beiden Substanzen zuvor von
Gebauer als Substrate fir OCT3 identifiziert (2022b). Eine mogliche Erklirung dieser
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Diskrepanz liegt in der minimalen Abweichung der verwendeten Zelllinien. So wurde im
Gegensatz zu der Zelllinie, welche Gebauer verwendet hat, in dieser Arbeit eine neue
Zelllinie verwendet, welche die aktuelle Referenzsequenz beinhaltet. Im Rahmen dieser
Erstellung ist eine Abweichung von zwei Aminosduren in Bezug auf die von Gabauer
verwendete Zelllinie ermittelt worden, die von der Arbeitsgruppe um H. Koepsell,

Wiirzburg, zur Verfiigung gestellt wurde.
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Tabelle 23: Bekannte Substrate von OCT3. Die Tabelle listet neben den in den Transportexperimenten

identifizierten Substraten weitere, durch Literatur belegte Substrate. Weil3 hinterlegte Substrate sind in der

Literatur belegt, jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht beriicksichtigt worden. Griin hinterlegte

Substrate sind im Rahmen dieser Experimente, als diese bestitigt worden, oder neu identifiziert worden. Die

Ergebnisse fiir rot hinterlegte Substanzen weisen eine Diskrepanz zu Angaben in der Literatur auf.

Substanz

Literatur

Substanz

Literatur

Aciclovir
Agmatin
Amifampridin
Amisulprid
Barberin
Benzyltriethylammonium
Buformin
Cimetidin
Clidinium
Colterol
Cycloguanil
Debrisoquin
Denatonium
Dimethylphenylpiperazinium
Dobutamin
Edrophonium
Ephendrin
Epinephrin
Ergothionein
Ethambutol
Famotidin
Fenoterol
Fenpiverinium
Frovattiptan
Guanethidin
Histamin
Imeglimin
Ipratropium
Isoetharin
Ketamin
Mepenzolate
Mepivacain

Metformin

412 OCTN1

(Gebauer et al. 2022b)
(Koepsell 2020)
(Gebauer et al. 2022b)
(Percira et al. 2014)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)

(Gebauer et al. 2022a)

(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Jensen et al. 2020)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Koepsell 2020)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)

Methacholine
Methylnaltrexon
Methylnicotinamid
Methylphenidat
Methylscopolamin
Moroxydin
N-Desmethylranitidin
N-Ethyllidocain
Nadolol
Nimodipin
Oxymetazolin
Oxyphenonium
Phenformin
Phenylephrin
Pirbuterol
Prenalterol
Proguanil
Pyrithiamin
Rasagilin
Salbutamol
Salsolidin
Salsolinol

Spartein

Thiamin
Tiotropium
Trospium
Tyramin

Xamoterol

YM155 (Sepantronium)

1,3-Diphenylguanidin
4-Aminopyridin
4-Hydroxydebrisoquin

4-Hydroxymexiletin

(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)

(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022b)
(Gebauer et al. 2022a)
(Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
(Jensen et al. 2020)
(Gebauer et al. 2022b)
(Koepsell 2020)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
(Koepsell 2020)
(Gebauer et al. 2022b)

(
(
(
(

(
(
(
(

Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)
Gebauer et al. 2022b)

(
(
(
(Gebauer et al. 2022b)

Von den 102 Substanzen konnten lediglich drei als gute Substrate von OCTNT1 identifiziert

werden. Die Substrate Ergothionein und Carnitin wurden zuvor schon von einigen
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Arbeitsgruppen als Substrate identifiziert (Grindemann et al. 2005). Sie wurden in dieser
Arbeit wiederholt getestet, um zu bestitigen, dass die beiden OCTN-Transporter tatsiachlich
die erwarteten Transporteigenschaften aufweisen. Neben dem guten OCTNI1-Substrat
Atomoxetin konnten sieben weitere Substrate identifiziert werden, welche zuvor nie als
Substrate des Transportproteins OCTNT1 beschrieben wurden (Tabelle 24). Diskrepant zu
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen stellten sich die Ergebnisse fur fiinf Substanzen
dar (rot hinterlegt in Tabelle 24). Die Identifizierung anderer Arbeitsgruppen als Substrate

konnten im Rahmen dieser Experimente nicht bestitigt werden.

Tabelle 24: Bekannte Substrate von OCTNI. Die Tabelle listet neben den in den Transportexperimenten
identifizierten Substraten weitere, durch Literatur belegte Substrate. Weil3 hinterlegte Substrate sind in der
Literatur belegt, jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht beriicksichtigt worden. Griin hinterlegte
Substrate sind im Rahmen dieser Experimente, als diese bestitigt worden, oder neu identifiziert worden. Die

Ergebnisse fiir rot hinterlegte Substanzen weisen eine Diskrepanz zu Angaben in der Literatur auf.

Substanz Literatur Substanz Literatur
Acetylcholin (Pochini et al. 2012) Gemcitabin (Drenberg et al. 2017)
Amiodaron Hercynin (Grigat et al. 2007)
Amisulprid (Pereira et al. 2014) Ipratropium (Nakamura et al. 2010)
Atomoxetin Lidocain

Buformin (Futatsugi et al. 2016) Metformin (Futatsugi et al. 2016)
Buspiron Phenformin (Futatsugi et al. 2016)
Carnitin (Pochini et al. 2024) Pregabalin (Akamine et al. 2015)
Clofarabin (Drenberg et al. 2017) | Pyrilamin (Yabuuchi et al. 1999)
Cytaribin (Drenberg et al. 2017)  Quinidin (Yabuuchi et al. 1999)
Diphenhydramin Ribavirin (Drenberg et al. 2017)
Ergothionein (Koepsell 2020) Tamsulosin

Ethambutol (Parvez et al. 2018) Terfenadin

Fludarabin (Drenberg et al. 2017)  Tiotropium (Nakamura et al. 2010)
Fluorouracil (Drenberg et al. 2017)  Triethylamin (Pochini et al. 2024)
Gabapentin (Wada et al. 2015) Verapamil (Yabuuchi et al. 1999)
Galantamin 2"-Desoxycytidin (Drenberg et al. 2017)

Eindeutige Klirungen der in Tabelle 24 hervorgehobenen Diskrepanzen konnte ich nicht
finden. Es zeigten sich jedoch teils starke Abweichungen in den verwendeten Methodiken,
welche diese begrinden konnten (Tabelle 26). So wurde Gabapentin mittels
Tierexperimenten (Wada et al. 2015) und Pyrilamin durch Experimente mit Xenopus
Oozyten, als Substrat identifiziert (Yabuuchi et al. 1999). Fir die Bestimmung von
Ipratropium als Substrat verwendete Nakamura radioaktiv markiertes Ipratropium,
Detektionsunterschiede konnten hierbei die Abweichungen erkliren. Die von uns nicht
bestitigen Substrate waren aber in den vorangehenden Publikationen auch, bis auf

Amisulprid, keine sehr guten Substrate. Der Transport von Amisulprid wurde zuvor bei einer
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Konzentration von 5uM untersucht. Ein Blick auf die weiteren konzentrationsabhingigen
Transportergebnisse von Pereira lisst vermuten, dass es sich hierbei um ein Substrat handelt,
welches vor allem fiir h6here Konzentrationen gro3e Transportraten aufweist (2014). Es ist
jedoch fraglich, ob diese, im menschlichen Korper tiberhaupt eine Rolle spielen. An dieser
Stelle konnten in vivo Experimente zur Aufklirung beitragen. Es ist unter denen, die
derartige Transportexperimente durchfihren bekannt, dass die quantitativen Ergebnisse oft
von Labor zu Labor variieren. Hier wiren vielleicht noch weitere Vereinheitlichungen in der
Durchfihrung der Experimente in Zukunft nétig. Zur weiteren Abklirung besteht eine
Uberlegung darin, dass OCTN1 Gen aus der Zelllinie noch einmal sequenzieren zu lassen.
Eine Entstehung von Mutationen wire in diesen Zelllinie nur dann zu erwarten, wenn dies
mit einem erheblichen Selektionsvorteil bzw. hdoherer Wachstumsgeschwindigkeit

einhergeht.

4.1.3 OCTN2

Neben dem schon bekannten Substrat Carnitin (Tamai et al. 1998) konnten zehn weitere
identifiziert werden, welche zuvor in der Literatur nicht als OCTN2-Substrate beschrieben
wurden (Tabelle 25). Von diesen neu identifizierten wies Mepivacain mit einer Ratio von 2,0
die hochste Transportrate auf. Indessen konnte fir vier Substanzen kein Transport

festgestellt werden, welche in der Literatur als Substrate charakterisiert wurden.

Tabelle 25: Substrate von OCTN2. Die Tabelle listet neben den in den Transportexperimenten
identifizierten Substraten weitere, durch Literatur belegte Substrate. Weil3 hinterlegte Substrate sind in der
Literatur belegt, jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht beriicksichtigt worden. Griin hinterlegte
Substrate sind im Rahmen dieser Experimente, als diese bestitigt worden, oder neu identifiziert worden. Die

Ergebnisse fiir rot hinterlegte Substanzen weisen eine Diskrepanz zu Angaben in der Literatur auf.

Substanz Literatur Substanz Literatur
Amiodaron Mepivacain

Amisulprid (Pereira et al. 2014) Mildronat (Grigat et al. 2009)
Atomoxetin Nimodipin

Bupivacain Pyrilamin (Ohashi et al. 1999)
Carnitin (Koepsell 2020) Quetiapin

Cephaloridin (Ganapathy et al. 2000)  Sulprid (Li et al. 2017)
Diphenhydramin Tamsulosin

Ethambutol (Parvez et al. 2018) Tiotropium (Nakamura et al. 2010)
Etoposid (Hu et al. 2012) Venlafaxin

Ipratropium (Nakamura et al. 2010) ~ Verapamil (Ohashi et al. 1999)
Lidocain

Die ermittelten Differenzen sind in diesem Fall, genau wie auch schon bei OCTNI1, nicht

ginzlich zu klaren. Es sind jedoch Abweichungen in der verwendeten Methodik zu erkennen
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(Tabelle 26). Moglicherweise konnten konzentrationsabhingige Transportexperimente fur
alle Substanzen, fiir welche Differente Ergebnisse in der Literatur beschrieben wurden,

zusitzliche Erkenntnisse bringen.
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Tabelle 26: Diskrepanzen in der Literatur fiir die Substrate von OCTN1 und OCTN2

Sul:sts:ntz Ermittelte Transporteigenschaften in den vergangenen
(getestete . Transportrate Publikationen
Transportprotein)
Transportrate 5,9 (getestet mit 5 uM)
. . K 179,9 uM
%né,sl?ll\? 1r id 1,23 Vinax 78,8 pmol x mg Protein x min™
( ) Clix 0,4 mL x g Protein” x min™'
(Pereira et al. 2014)
Transportrate ca 3,5 (getestet 20 uM)
K 336,8 uM
E&;}g';nlllj ?td 1,39 Vimar 3174 pmol x mg Protein” x min™
( ) Clix 9,5 mL x g Protein” x min™'
(Parvez et al. 2018)
Gab , Tierexperimente an Miusen als Grundlage
(;C’?lflrlmn 1,33 Keine Transportrate oder kinetische Parameter
( ) (Wada et al. 2015)
Radioaktiv markiertes Ipratropium
Ipratropium 107 K 444 uM
(OCTN1) ’ Vinax 238 pmol x mg Protein” x min™'
(Nakamura et al. 2010)
Experimente mit Xenopus Oozyten
Pyrilamin 111 radioaktiv markiertes Pyrilamin
(OCTNI) ’ Transportrate ca. 2
(Yabuuchi et al. 1999)
Transportrate 3,2 (getestet mit 5uM)
. . K 185,3 uM
Aoné?rulg’zmd 1,15 Vi 168,8 pmol x mg Protein” x min’!
( ) Clix 0,9 mL x g Protein” x min™'
(Pereira et al. 2014)
Transportrate ca 4 (getestet 20uM)
K 455,1 uM
%hca’;nll?;tol 1,23 Vinar 3993 pmol x mg Protein™ x min™
( ) Clic 8,7 mL x g Protein” x min™'
(Parvez et al. 2018)
Radioaktiv markiertes Ipratropium
Ipratropium 0.94 K 53 uM
(OCTN2) ’ Vimax 76 pmol x mg Protein” x min™
(Nakamura et al. 2010)
Radioaktiv markiertes Pyrilamin
Pyrilamin 0.89 Keine kinetischen Parameter
(OCTN2) ’ Aufnahme deutlich geringer als fir Carnitin

(Ohashi et al. 1999)
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4.1.4 MATE1

In den vergangenen 20 Jahren konnten iiber 30 Substrate fir das Transportprotein MATE1
identifiziert werden (Tabelle 27). Im Rahmen dieser Arbeit sind 16 weitere hinzugekommen.
Von den neu identifizierten Substraten wiesen Frovatriptan mit 32,6 und Zolmitriptan mit
22,1 die hochsten Transportraten auf. Diskrepante Ergebnisse lieferte, neben den
Substanzen Atropin und Levofloxacin, welche in dieser Arbeit als Substrate identifiziert
werden konnten, zuvor jedoch als Nicht-Substrat charakterisiert wurden, die Substanz

Haloperidol. Diese wurde von Sekhar zuvor als Substrat identifiziert, im Rahmen dieser

Experimente konnte dies jedoch nicht bestitigt werden (2019).

Tabelle 27: Substrate von MATEI. Die Tabelle listet neben den in den Transportexperimenten

identifizierten Substraten weitere, durch Literatur belegte Substrate. Weil3 hinterlegte Substrate sind in der

Literatur belegt, jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht beriicksichtigt worden. Griin hinterlegte

Substrate sind im Rahmen dieser Experimente, als diese bestitigt worden, oder neu identifiziert worden. Die

Ergebnisse fiir rot hinterlegte Substanzen weisen eine Diskrepanz zu Angaben in der Literatur auf.

Substanz Literatur Substanz Literatur
Aciclovir (Tanihara et al. 2007) Metformin (Tanihara et al. 2007)
Amiodaron Methylnaltrexon

Amisulprid (Sekhar et al. 2019) Midodrin

Atenolol (Jensen et al. 2020) Milnacipran

Atropin (Chen et al. 2017) Nadolol (Misaka et al. 20106)
Buspiron Ostronsulfat (Tanihara et al. 2007)
Cephalexib (Tanihara et al. 2007) Oxaliplatin (Yonezawa et al. 20006)
Cephradin (Tanihara et al. 2007) Paroxetin

Cimetidin (Tanihara et al. 2007) Phenylephrin

Cisplatin (Yonezawa et al. 2006) ~ Pramipexol (Knop et al. 2015)
Dobutamin Procainamid (Tanihara et al. 2007)
Emtracitabin (Reznicek et al. 2017) Quanidin (Tanihara et al. 2007)
Ethambutol (Te Brake et al. 20106) Salbutamol (Jensen et al. 2020)
Fenoterol (Jensen et al. 2020) Tetraethylammonium (Tanihara et al. 2007)
Fexofenadin (Matsushima et al. 2009) = Thiamin (Tanihara et al. 2007)
Formoterol (Jensen et al. 2020) Topotecan (Tanihara et al. 2007)
Frovattiptan Tranylcypromin

Ganciclovir (Tanihara et al. 2007) Trimethoprim (Kito et al. 2019)
Haloperidol (Sekhar et al. 2019) Trospium (Chen et al. 2017)
Ipratropium (Chen et al. 2017) Tyramin (Koepsell 2020)
Kreatinin (Tanihara et al. 2007) YM155

Levofloxacin (Tanihara et al. 2007) Zolmitriptan

Lidocain 1-methyl-4-phenylpyridinium (Tanihara et al. 2007)

Mescalin
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Chen lieferte die Ergebnisse fir konzentrationsabhingige Transportexperimente mit
Atropin, jedoch sind diesen keine einfachen Transportraten zu entnehmen (2017)(Tabelle
29). Diese Ergebnisse zeigten keinen Transport fir Atropin, welches im Rahmen dieser
Arbeit als Substrat identifiziert wurde. Um diese Diskrepanz besser nachvollziehen zu
konnen wire es eine Moglichkeit, konzentrationsabhingige Transportexperimente mit
Atropin durchzufiihren, um die kinetischen Parameter des Transports ermitteln zu kénnen.
Haloperidol wurde zuvor lediglich basierend auf in-silico-Rechenstudien als mdgliches
Substrat bezeichnet (Sekhar et al. 2019). Es wurden jedoch keine weiterreichenden
Zellexperimente durchgefithrt, um diese Vermutung zu belegen. Die Diskrepanz der
Ergebnisse wird voraussichtlich aus dieser abweichenden Herangehensweise der Substrat-

identifizierung resultieren.
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41.5 MATE2-K

Von den 102 untersuchten Substanzen konnten 23 als Substrat fiir das Transportprotein
MATE2-K identifiziert werden. Von diesen wurden sechs schon zuvor als Substrate
identifiziert (Tabelle 28). Weitere drei Substanzen wurden zuvor von anderen
Arbeitsgruppen als Substrate identifiziert, im Rahmen dieser Arbeit bestitigte sich dies
jedoch nicht.

Tabelle 28: Substrate von MATE2-K. Die Tabelle listet neben den in den Transportexperimenten

identifizierten Substraten weitere, durch Literatur belegte Substrate. Weil3 hinterlegte Substrate sind in der

Literatur belegt, jedoch im Rahmen dieser Experimente nicht beriicksichtigt worden. Griin hinterlegte

Substrate sind im Rahmen dieser Experimente, als diese bestitigt worden, oder neu identifiziert worden. Die

Ergebnisse fiir rot hinterlegte Substanzen weisen eine Diskrepanz zu Angaben in der Literatur auf.

Substanz Literatur Substanz Literatur
Aciclovir (Tanihara et al. 2007) Mescalin

Amiodaron Metformin (Jensen et al. 2020)
Amisulprid Methylnaltrexon

Amphetamin Nadolol (Misaka et al. 20106)
Articain Ostrogensulfat (Tanihara et al. 2007)
Atenolol (Jensen et al. 2020) Oxaliplatin (Yonezawa et al. 20006)
Atropin Paroxetin

Cephalexin (Tanihara et al. 2007) Phenylephrin

Cephradin (Tanihara et al. 2007) Pramipexol (Knop et al. 2015)
Cimetidin (Tanihara et al. 2007) Procainamid (Tanihara et al. 2007)
Cisplatin (Yonezawa et al. 2006) ~ Rasagilin

Dobutamin Salbutamol (Jensen et al. 2020)
Ethambutol (Te Brake et al. 2016)  Tetraethylammonium (Tanihara et al. 2007)
Fenoterol (Jensen et al. 2020) Thiamin (Tanihara et al. 2007)
Formoterol (Jensen et al. 2020) Topotecan (Tanihara et al. 2007)
Frovatriptan Tranylcypromin

Ganciclovir (Tanihara et al. 2007) Trimethoprim (Kito et al. 2019)
Guanidin (Tanihara et al. 2007) Trospium (Chen et al. 2017)
Ipratropium (Chen et al. 2017) Vareniclin (Kajiwara et al. 2012)
Kokain YM155

Kreatinin (Tanihara et al. 2007) Zolmitriptan

Lamivudin (Miiller et al. 2013) 1-methyl-4-phenylpyridinium (Tanihara et al. 2007)
Lidocain

Formoterol stellte sich als eine Substanze heraus, fiir die die Ergebnisse eine Diskrepanz zu
den bisherigen Ergebnissen der Literatur aufwiesen. Die Ergebnisse von Jensen lassen
vermuten, dass es sich bei dieser Substanz um ein eher schlechtes Substrat von MATE2-K

handelt (2020). Es wurden im Vergleich zu dieser zitierten Arbeit jedoch Abweichungen in
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der Detektion festgestellt, welche mdoglicherweise die Diskrepanz erkliren (Tabelle 29).
Trimethoprim wurde zuvor als Substrat identifiziert (Kito et al. 2019). Es wurde fur diese
Experimente eine Konzentration von 0.1 uM verwendet und keine konzentrations-
abhingigen Transportexperimente durchgefihrt. Diese deutlich geringere Konzentration
konnte die ermittelte Transportrate beeinflussen und die Unterschiede der Ergebnisse
begriinden. Vareniclin wurde von Kajiwara als Substrat identifiziert (2012). Ein Blick auf die
Ergebnisse zeigt jedoch, dass es lediglich eine Transportrate von ca. 1,3 ermittelt wurde, diese
entspricht auch der in dieser Arbeit ermittelten Transportrate. Dies veranschaulicht die teils

uneinheitliche Definition, ab welchem Wert man von einem Substrat spricht.

Tabelle 29: Diskrepanzen in der Literatur fiir die Substrate von MATE1 und MATE2-K

Sul:sts:ntz Ermittelte Transporteigenschaften in den vergangenen
(getestete . Transportrate Publikationen
Transportprotein)
Atronin Konzentrationsabhingige Transportexperimente
(MX%E 0 2,27 lieBen keine kinetischen Parameter ermitteln
(Chen et al. 2017)
Haloperidol 123 Basierend auf in-silico-Rechenstudien vermutet
(MATETD) ’ (Sekhar et al. 2019)
Levofloxacin 193 Transportrate 1,2
(MATETD) ’ (Tanihara et al. 2007)
Formoterol Als eher schlechtes Substrat zu verstehen
1\(/)[ATOECZ (I) < 1,32 Verwendung anderer Sdulen zur Auftrennung
( K (Jensen et al. 2020)
Trimethonrim Transportrate ca 5
MAéE ;1} . 1.2 0,1uM Trimethoprim, 2 Minuten inkubiert
( K (Kito et al. 2019)
Vareniclin Transportrate ca. 1,3
arenic 1,3 Konzentrationsabhingige Experimente fehlen
(MATE2-K)

(Kajiwara et al. 2012)

4.1.6 SLC35G3

Uber ein Drittel der getesteten Substanzen konnten als meist eher schwache Substrate des
Transportproteins SLC35G3 identifiziert werden. Dies lisst auf ein breites Spektrum der
Substrate schlieBen, wobei die héchste identifizierte Ratio lediglich bei einem Wert von 3,1
lag. In der Literatur lassen sich nur vereinzelt Angaben zu diesem Transportprotein finden.
Wenn man in der medizinischen Datenbank PubMed recherchiert, findet sich unter dem
Stichwort SLC35G3 kein einziges Zitat. So sind die im Rahmen dieser Experimente

identifizierten Substrate die ersten bekannten dieses Transportproteins (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Substrate von SLC35G3. Die Tabelle listet Substrate des Transportproteins SLC35G3. Die
griin hinterlegten Substrate wurden im Rahmen dieser Arbeit identifiziert. Es sind keine weiteren Substrate

bekannt. Zu den identifizierten Substraten konnten keine Ergebnisse in der Literatur gefunden werden.

Substanz Literatur Substanz Literatur
Amisulprid Metoprolol
Articain Nalmefen
Biperiden Naloxon
Bupivacain Nimodipin
Buspiron Nortilidin
Clonidin Oxycodon
Diphenhydramin Pyrilamin
Dobutamin Rasagilin
Ephedrin Rivastigmin
Ergothionein Ropivacain
Galantamin Scopolamin
Hydrocodon Sufentanil
Kokain Tetracain
Lidocain Tranylcypromin
MDALIL Tyramin
MDMA Vareniclin
Mepivacain Venlafaxin

Das SLLC35G3-Gen ist zwar in einer Reihe von Gen- und Proteindatenbanken notiert und

dort sind auch einige Assoziationen z.B. von Krankheiten mit dem Gen notiert, allerdings

ohne, dass die Zusammenhinge mit Zitaten belegt und nachvollziehbar wiren.

4.2 Vergleich der chemischen Struktur und anderer chemischer

Eigenschaften

Die chemische Struktur und andere chemische Eigenschaften haben einen groBen Einfluss

auf den Transport von Substanzen (Veber et al. 2002). So spielen neben der Ladung auch

weitere Eigenschaften, wie die Molekilmasse (Banks 2009) und Lipophilie eine

entscheidende Rolle (Veber et al. 2002). Die 102 untersuchten Substanzen wiesen eine grof3e

Heterogenitit in ihren chemischen FEigenschaften auf. So liegt zum Beispiel die

Molekiilmasse von Cycloserin bei lediglich 102,9 g/mol, wohingegen die von Amiodaron bei

645,3 g/mol liegt.

Um Vorhersagen tiber mogliche neue Substrate zu treffen, hilft es, die bekannten Substrate

in Hinblick auf ihre Eigenschaften zu vergleichen. Ein Blick auf die Strukturformeln der
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besten drei Substrate der jeweiligen Transportproteine zeigt, dass diese sich in ihren
Strukturformeln teils grundlegend unterscheiden (Tabelle 31). So lassen sich die
Strukturformeln der Substrate Tyramin und Frovatriptan des Transportproteins OCT3
schon auf den ersten Blick unterscheiden. Diese Erkenntnis der Heterogenitit der Substrate
von OCT3, in Hinblick auf die jeweiligen Strukturformeln, unterstiitzt die Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen, welche OCT3 als polyspezifischen Transporter charakterisieren
(Roth et al. 2012). Gleichzeitig ist auffillig, dass neben Tyramin auch Phenylephrin als gutes
Substrat identifiziert werden konnte. Diese beiden Substanzen weisen grofle strukturelle
Ubereinstimmung auf. Dies entspricht der Erwartung, dass Substanzen, welche in Hinblick
auf ihre chemischen Eigenschaften den bekannten Substraten nahekommen, mit einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit auch als Substrate identifiziert werden kénnen. Allerdings
konnte auch schon gezeigt werden, dass teils schon minimale Molekiilinderungen die

Substrateigenschaften drastisch dndern kénnen (Gebauer et al. 2022a).

Auch die Substrate der anderen hier betrachteten Transportproteine weisen eine Variabilitat
in Blick auf ihre Struktur auf. Auch hier zeigte sich eine gro3e Vielfalt der Molekilstrukturen,
sodass kein eindeutig differenzierendes so genanntes Pharmakophor fir die 6 Transporter
identifiziert werden konnte. Moglicherweise konnte aber die Analyse noch viel groBBerer

Serien von Substraten doch gewisse Hinweise darauf liefern.



Diskussion 76

Tabelle 31: Strukturformeln der drei besten Substrate je Transportprotein. In der Tabelle sind die drei
besten Substrate aller Transportproteine abgebildet. Die jeweiligen Strukturformeln sind MarvinSketch

entnommen. Die Ladungen spiegeln diese, bei einem pH-Wert von 7,4 wieder.

Transport Substrat Substrat Substrat
-protein Strukturformel Strukturformel Strukturformel
OCT3 Ipratropium Frovatriptan Tyramin
o CHs NH, NH;"
/ r@i\cw 0 HN~CH,
"'QCHBO
0 OH
N
H OH
OCTN1 Ergothionein Carnitin Atomoxetin
GHs HsC, .
HyC—N=CH, /N’CH3
U HsC
HO CH
aX, ° O
J—NH 0" CH, H,
S (0]
OCTN2 Carnitin Mepivacain Nimodipin
H3C\+,CH3 H,CN.__CH,
- |
H,C CH? N H3C\(|:/O I I O~ -Chs
HO NH CH, H“ ]
_ N‘VO
0 6
o CH,
MATE1 Ipratropium Thiamin Frovatriptan
. CHy CH; NH,
/ ijl:CHs HoN\ + HN~CH,
L 6,0 y. NN OH
o OH N™ \\—S
)< N
He” N H
MATE2-K Frovatriptan Amisulprid Thiamin OK
NH2 OHZN HN CH3
1y 2! +
HN~CH, e P! N/g/\/OH
N L
Q ° 5o W
CH, CH SN
N o NH 3¥/ 3 HsC
SLC35G3 Ropivacain Articain Nortilidin
CH
CHy CHy
+ H3C\/\N7)\”/N = B
NH H S N, >
N 2 0 = H3C ’

CHj
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Zur Gegentberstellung der chemischen Parameter sind neben den schon erwihnten, der
Molekilmasse, der Lipophilie und der Ladung, auch die topologische polare Oberfliche
(TPSA) von Interesse. Die Abbildung 19 stellt die Abweichung der Substrate der jeweiligen
Transportproteine in Hinblick der vier besonders relevanten chemischen Figenschaften dar.
Diese Gegentiberstellung veranschaulicht, dass die einzelnen Transportproteine bevorzugt
Substanzen mit einer Molektlmasse zwischen knapp unter 150 g/mol bis hin zu 400 g/mol
transportierten. FEinige Substrate wie Amiodaron, welches eine Molekiilmasse von
645,3 g/mol aufweist, wurden ebenfalls transportiert. Hierbei ist zu beachten, dass die
getesteten 102 Substanzen Uberwiegend eine Molektlmasse zwischen 200 g/mol und
400 g/mol aufwiesen und somit nur eingeschrinkt zu sagen ist, ob die Transporter nicht
auch Substanzen mit einer deutlich abweichenden, insbesondere héheren, Molekilmassen
transportieren. Auch in Hinblick auf Uberschneidungen mit dem Protonen-Organische-
Kationen-Antiporter wird der Molekiilmasse lediglich eine geringe Bedeutung beigemessen
(Doetsch et al. 2022).

Bezogen auf die Werte fiir logDD7,4 der Substrate ist zu erkennen, dass der Median der
Substrate von OCT3 sowohl fiir die guten Substrate, als auch fir die schlechten Substrate
im negativen Bereich liegt. Die anderen Transportproteine unterscheiden sich in diesem
Punkt. Fir alle anderen, auB3er SLC35G3, liegt der Median der guten Substrate im negativen
Bereich, der der schlechten Substrate jedoch im positiven. Die Medianwerte der Substrate
des Transportproteins SLC35G3 liegt sowohl fur die guten, als auch fir die schlechten
Substrate im positiven Bereich. Diese Erkenntnis wird gestiitzt durch den Signifkanztest,
welcher eine signifikante Abweichung zwischen den Substraten der verschiedenen

Transportproteinen belegt.

Mit Blick auf den basischsten pK-Wert der Substrate ldsst sich lediglich bei denen der
schlechten Substrate ein augenscheinlicher Unterschied erkennen. Hierbei weichen die Werte

der Substrate von OCT3 in Bezug zu allen anderen signifikant ab.

Die topologische polare Oberfliche der Substrate unterscheidet sich zwischen den
Transportproteinen nicht signifikant. Es ist jedoch die Tendenz zu erkennen, dass die
Substrate des Transportproteins SLC35G3, in Bezug 2zu denen der anderen
Transportproteinen, eine tendenziell geringere polare Oberfliche aufweisen. Diese
Charakteristik ist typisch fir viele Substanzen, welche gut tber die Blut-Hirn-Schranke
gelangen und auch fiir Substrate des Protonen-Organische-Kationen-Antiporters (Sachkova
et al. 2022).
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Abbildung 19: Chemische Eigenschaften der Substrate. Die linke Spalte betrachtet die guten Substrate
der jeweiligen Transportproteine, wohingegen die rechte Spalte die schlechten Substrate betrachtet. Die Linie
innerhalb des Interquatilsabstandes gibt den Median an. Die Whisker zeigen jeweils das Minimum und
Maximum. In Blick auf die guten Substrate fiir OCTN1 und OCTN2 sind keine klassischen Boxen zu sehen,
da lediglich zwei bzw. drei gute Substrate identifiziert wurden. Die Abkurzung TPSA steht fiir die
topologische polare Oberfliche und bezeichnet die Oberflichensumme aller polaren Atome. Zur Ermittlung
der statistischen Signifikanzen wurde eine einseitige ANNOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Test
durchgefiihrt. So konnten signifikante Unterschiede zwischen den Substraten in Blick auf den LogD7,4
festgestellt werden. Fir die guten Substraten zeigte der Post-Hoc-Test einen signifikanten Unterschied
zwischen den Substraten von OCT?3 und SL.LC35G3. Fur die schlechten Substrate zwischen OCT3 und
OCTNT1 sowie OCTN2. Auch fiir die basischsten pK-Werte der schlechten Substrate konnte eine
signifikante Differenz zwischen den Werten der Substrate von OCT3 und allen anderen ermittelt werden. Zur

Erstellung der Boxplots wurde das Programm GraphPad Prism(5.01) verwendet.
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4.3 Vergleich mit der Transportaktivitit an hCMEC Zellen

In Bezug auf den Protonen-Organische-Kationen-Antiporter sind nur wenige Details
bekannt. Auch das Gen konnte bisher nicht identifiziert werden. Es ist unklar, ob es sich
hierbei um ein einzelnes Transportprotein handelt, oder ein Zusammenspiel aus mehreren
Transportproteinen (Sachkova et al. 2022). Eine der Zielsetzungen dieser Arbeit ist es zu
kliren, ob die untersuchten Transportproteine im Zusammenhang mit dem Protonen-
Organische-Kationen-Antiporter stehen koénnten. Die Gegeniiberstellung der getesteten
Substanzen, in Blick auf den jeweiligen Transportraten der getesteten Transportproteinen
und der Antiporteraktivititen, dient dazu mégliche Uberschneidungen oder Differenzen
herauszustellen (Abbildung 20).

Fir alle sechs untersuchten Transportproteine konnten zwischen 10 und 34 Substrate
identifiziert werden. Jeweils ein grofler Anteil der Substrate konnte zuvor als Substrat des
Protonen-Organische-Kationen-Antiporters identifiziert werden. Allein diese Erkenntnis
lisst wenige Ruckschlisse auf einen Zusammenhang der untersuchten Transportproteine
und dem Protonen-Organische-Kationen-Antiporters zu. Dies liegt schon daran, dass ca.
4/5 der getesteten Substanzen zuvor als Antiportersubstrate identifiziert wurden und somit
die Wahrscheinlichkeit von Uberschneidungen im Rahmen dieser Experimente sehr hoch
lag.

Betrachtet man das Transportprotein OCT3 genauer, fillt auf, dass die besten funf Substrate
lediglich schlechte Antiportersubstrate sind, oder diesbeztigliche Angeben fehlen. Weitere 5
seiner 16 Substrate konnten zuvor nicht als Antiportersubstrate identifiziert werden. Auch
tir die Transportproteine OCTN1 und OCTN2 ist zu erkennen, dass fiir jeweils iiber 60 der
getesteten Antiportersubstrate keine gesteigerte Transportraten ermittelt werden konnten
(Tabelle 32). Fur MATE1 und MATE2-K konnte gezeigt werden, dass insbesondere fiir viele
der guten Substrate keine Antiporteraktivititen ermittelt wurden, so zum Beispiel fir
Substrate wie Atenolol, Ethambutol und Fenoterol. Die Substrate des Transportproteins
SL.C35G3 zeigten eine breite Uberschneidung zu den des Antiporters. Fiir viele gute
Antiportersubstrate, wie z. B. Imipramin, konnte jedoch keine gesteigerte Transportrate
ermittelt werden. Dieses Bild der Substratiberschneidung legt nahe, dass ein Zusammenhang
zwischen den getesteten Transportproteinen und dem Protonen-Organische-Kationen-
Antiporter unwahrscheinlich ist. Untermauert wird diese These durch die chemischen
Eigenschaften der jeweiligen Substrate. Sachkova zeigte, dass die TPSA-Werte der typischen
Antiportersubstrate hauptsichlich im Bereich von 25 — 50 liegen (Sachkova et al. 2022). Wie
in Abbildung 19 zu sehen ist steht das im Gegensatz zu den Werten fiir die guten Substrate
der Transportproteine OCT3, MATE1 und MATE2-K, welche hauptsichlich im Bereich
zwischen 50 und 100 angesiedelt sind. Gegensitze sind auch in Blick auf den logD7,4 zu
sehen, welcher fir die Substrate des Protonen-Organische-Kationen-Antiporters

vornehmlich im leicht positiven Bereich liegt (Sachkova et al. 2022). Fir die guten Substrate
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der untersuchten Transportproteine liegt dieser Uberwiegend im negativen Bereich. Einzige

Ausnahme stellt das Transportprotein SLC35G3 dar.
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Abbildung 20: Vergleich der Transportaktivititen mit denen der hCMEC Zelllinie. Die Abbildung
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vergleicht die 102 Substanzen in Blick auf ihre Transportraten der sechs untersuchten Transportproteine. Des

Weiteren werden diese mit den Transportraten des Protonen-Organische-Kationen-Antiporters verglichen.

Die Werte fur die Transportproteine OCT3, OCTN1, OCTN2, MATE1, MATE2-K und SLC35G3 wurden

im Rahmen dieser Arbeit ethoben. Die Werte der TS (Ttrans-Stimulation) wurden der Publikation von

Doetsch (2022) und weiterer, innerhalb des Institutes durchgefithrter, Experimente entnommen. Diese Werte

wurden ermittelt, indem Diphenhydramin, bzw 5,6-Methylendioxa-2-aminoindan, als Substrate mit

Sondenfunktion verwendet wurden. Die Aktivitat wurde bestimmt als Verhiltnis des in den Zellen

verbleibenden DPH oder MDAI, zur Kontrollinkubation ohne Substrat. Es wurde eine Inkubationszeit von 2

Minuten gewihlt (Doetsch et al. 2022). Die Farben der Abbildung stellen sich wie folgt dar. In Blick auf die

sechs untersuchten Transportproteine: Hellblau = kein Substrat (Ratio < 1,5), Lila = schlechtes Substrat

(Ratio 1,5 — 2), Hellrot = gutes Substrat (Ratio 2 — 5), Dunkelrot = sehr gutes Substrat (Ratio >5). Fir die
Werte der Trans-Stimulation: Hellblau = kein Substrat (Ratio >0,9), Lila = schlechtes Substrat (Ratio

0,7 —-0,9), Hellrot = gutes Substrat (Ratio 0,5 — 0,7), Dunkelrot = sehr gutes Substrat (Ratio <0,5).
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Tabelle 32: Vergleich der Substrate, zu denen des untersuchten Antiporters.

Substrate. dic AP Substrate, die AP-Substrate, die
Transportprotein  Substrate upstrate, di€ A5 keine AP-Substrate kein Transport
Substrate sind . .
sind zeigen

OCT3 16 6 8 64
OCTNI1 10 7 0 63
OCTN2 11 8 1 62
MATE1 26 13 12 57
MATE2-K 23 14 9 56
SLC35G3 27 26 2 44

4.4 Limitationen und Ausblick

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zeichnet sich vor allem durch den hohen
Durchsatz aus und erméglicht es, einen guten Uberblick iiber eine gro3e Zahl an getesteten
Substanzen und Transportproteinen zu erlangen. Sie bringt jedoch auch einige Limitationen
mit sich, welche bei der Versuchsplanung und Betrachtung der Ergebnisse zu bedenken sind.
So koénnen aus den Transportexperimenten, unter Verwendung nur einer
Standardkonzentration von 2,5 uM, keine Riickschlisse auf die kinetischen Parameter des
Transports gezogen werden. Zum Erlangen dieser Parameter wiren konzentrations-
abhingige Transportexperimente fir alle Substrate nétig gewesen, welche detailliertere
Einblicke geben wiirden. Diese wurden jedoch nur fur ausgewihlte Substrate durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der konzentrationsabhingigen Experimente fur den Transport von
Phenylephrin tiber das Transportprotein MATE2-K veranschaulicht diese Bedeutung. Im
Rahmen der Experimente unter Verwendung einer Standartkonzentration konnte
Phenylephrin zunichst als schlechtes Substrat identifiziert werden, die konzentrations-
abhingigen Transportexperimente zeigten jedoch keinen Transport. Um solche
Fehlerquellen méglichst zu minimieren, wurden alle Versuche dreimal wiederholt, dennoch
sind Abweichungen nicht ginzlich auszuschlieBen. Eine weitere Problematik liegt in der
Ermittlung der Signifikanzen. So zeigte beispielsweise der t-Test, fiir die Ergebnisse der
Testung von Carnitin auf das Transportprotein MATE], eine sehr hohe Signifikanz fir eine
Abweichung in Bezug zu dem Wert 1, obwohl die ermittelte Transportrate lediglich bei 1,2
lag. Fir das Substrat mit der hochsten ermittelten Transportrate konnte jedoch keine
Signifikanz ermittelt werden. Dies lag daran, dass der Messfehler im Bereich von hohen
Transportraten oft grof3er ist als bei kleineren. Dieses Beispiel verdeutlicht die Schwierigkeit,
die Ergebnisse im Zusammenhang mit den ermittelten Signifikanzen zu betrachten. Ein
weiterer zu bedenkender Punkt liegt darin, dass die Expressionslevel der Transportproteine
zwischen den Zelllinien nicht zwangsliufig identisch sind und die Werte fir die
Transportraten in Hinblick auf ihre Hohe zwischen den Zelllinien nur begrenzt zu

vergleichen sind. Auch ist zu bedenken, dass in vitro Modelle nicht vollumfinglich die
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Situation im menschlichen Kérper abbilden kénnen, Vorsicht ist jedoch auch geboten, wenn
Rickschliisse von Tierexperimenten auf den Menschen gezogen werden sollen (Xia et al.
2007). Ein weiterer Faktor, welcher die Aussagekraft der Arbeit beeinflusst, ist die
Substratauswahl. Hier wire es von Vorteil eine noch gréflere Substratzahl zu testen, welche
nach Zufallsprinzip ausgewihlt wird. Zu beachten ist jedoch, dass auch Medikamente nicht
nach dem Zufallsprinzip entwickelt werden und es somit nur bedingt sinnvoll wire.
Perspektivisch wire eine Moglichkeit auch eine groBere Zahl endogener Substanzen

beztiglich des Transportes zu testen.

Das Wissen tber carrier-vermittelte Transportsysteme, welche unter anderem auch eine
Passagemoglichkeit der BHS darstellt, ist von enormer Bedeutung (Pardridge 2012). Diese
Bedeutung ist darin begriindet, dass Transportproteine eine erhebliche Rolle in der
Verlagerung von Medikamenten und korpereigenen Substanzen durch Membranen spielen
(Nies et al. 2023). Dies hat eine erhebliche Auswirkung hinsichtlich der Reaktion auf
Medikamente, Wechselwirkungen dieser und Krankheitsanfilligkeiten (Nies et al. 2023).
Durch die Entdeckung neuer Substrate koénnen die Funktionen der einzelnen
Transportproteine weiter geklirt werden (Nies et al. 2023). Ein besseres Verstindnis der
Transportproteine ist ebenfalls wichtig, da eine Vielzahl der SLC-Transporter als
arzneimittelfahig identifiziert werden konnte (Lin et al. 2015). So werden einige bekannte
Medikamente tiber SLC-Transporter transportiert (Gyimesi und Hediger 2023). Die bessere
Charakterisierung ermoglicht es niedermolekulare Arzneimittel so zu modellieren, dass sie
Carrier-vermittelt durch die BHS gelangen koénnen und gezielt im ZNS ihre Wirkung
entfalten kénnen (Pardridge 2012).

Neben der in dieser Arbeit verwendeten Herangehensweise neue Substrate zu identifizieren,
gibt es einige weitere Verfahren. Neben den in vitro durchgefiihrten Experimenten gibt es
auch die Moglichkeit in vivo Experimente durchzuftihren, bei welchen oftmals mit
Knockouts bei Miusen oder Ratten gearbeitet wird (Jala et al. 2021). Die Entdeckung der
Kiristallstrukturen von immer mehr Transportproteinen ermoglichte es, neue Wege in der
Substratidentifizierung zu gehen (Lin et al. 2015). So kénnen mit Hilfe von menschlichen
Homologiemodellen und Docking-Studien Bindungsstellen der Transportproteine
identifiziert werden und Prognosen tber die Wirkung bekannter Medikamente auf die
Transportproteine abgegeben werden (Lin et al. 2015). Die Fortschritte im Bereich der
Strukturbiologie ermdglichen gleichzeitig detailliertere Einblicke in die Mechanismen der
Transportproteine zu erlangen (Baril et al. 2023). Eine weitere Herangehensweise zur
Entdeckung neuer Substrate stellt das in silico Ligandenscreening dar, welches auf
Ahnlichkeiten der bekannten Substrate basiert (Nies et al. 2023).

Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern das bekannte Substratspektrum der untersuchten
Transportproteine und erméglichen es somit diese besser zu verstehen und charakterisieren
zu konnen. Neben der Moglichkeit basierend auf der besseren Charakterisierung der

Transportproteine in Zukunft neue Medikamente entwickeln zu kénnen, konnte die
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Auswirkung von Mutationen in den Transportproteinen besser verstanden werden. So
konnten durch Khanppnavar tber 50 codierende Varianten fiir OCT3 identifiziert werden,
welche teilweise erheblichen Einfluss auf die Transporteigenschaften haben (Khanppnavar
et al. 2022). Die weitere Charakterisierung dieser und weiterer Transportproteine, sowie des
Protonen-Organische-Kationen-Antiporters, soll in Zukunft das Verstindnis des carrier-

vermittelten Transportes iiber die Blut-Hirn-Schranke Stiick fiir Stiick erweitern.
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5 Zusammenfassung

Um ins Gehirn zu gelangen, mussen Medikamente und andere Substanzen die Blut-Hirn-
Schranke Gberwinden. Durch diese ist der Austausch von Substanzen zwischen dem Blut
und dem Zentralnervensystem reguliert. Eine Moglichkeit des Austauschs tiber die Blut-
Hirn-Schranke stellt neben der einfachen Diffusion der carriervermittelte Transport dar.
Dieser erméglicht eine gesteuerte Selektivitit des Transportes tiber Membranen und spielt
eine essenzielle Rolle fir den spezifischen Transport endogener und exogener Substanzen
tber die Blut-Hirn-Schranke. In den letzten 25 Jahren konnten mehrere hundert
Membrantransportproteine identifiziert werden. Fiir viele Transportproteine konnten jedoch
bisher nur wenige Daten gesammelt werden und somit bleibt deren Funktion bis heute
unklar. Zu diesen Transportproteinen gehort auch der Protonen-Organische-Kationen-

Antiporter

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Transportproteine OCT3 (SLC22A3), OCTN1
(SLC22A4), OCTN2 (SLC22A5), MATE1 (SLC47A1), MATE2-K (SLC47A2) und
SLC35G3 hinsichtlich ihrer Transporteigenschaften fir 102 ausgewihlte Substanzen,
untersucht. Ziel war es zu untersuchen, ob die Substanzen durch die untersuchten
Transportproteine transportiert werden und, sofern ein guter Transport erkennbar war, auch
die transportkinetischen Parameter zu ermitteln. Die Ergebnisse sollten anschlieBend
verglichen werden mit Transportraten vermittelt iiber den Protonen-Organische-Kationen-
Antiporter, welche in der Vergangenheit ermittelt wurden. Durch diesen Vergleich sollte
ermittelt werden, inwieweit der Protonen-Organische-Kationen-Antiporter durch einzelne

der untersuchten Transportproteine zu erkliren ist, mit anderen Worten, diese

5

Transportproteine und der Protonen-Organische-Kationen-Antiporter identisch sind

Fir die Experimente wurden transfizierte HEK293-Zellen verwendet, welche das jeweilige
Transportprotein tberexprimierten. Zunichst wurde mittels Transportexperimenten unter
Verwendung einer Standardkonzentration der jeweiligen Substanz von 2,5 uM ermittelt, ob
die Substanzen durch die Transportproteine transportiert werden. AnschlieBend wurden fiir
ausgewihlte Substrate konzentrationsabhingige Transportexperimente durchgefthrt, um die

transportkinetischen Parameter zu ermitteln.

Von den 102 getesteten Substanzen konnten fur OCT3 16, OCTN1 10, OCTN2 11, MATE1
26, MATE2-K 23 und SLLC35G3 34 Substanzen als Substrate identifiziert werden. Hierbei
konnte vielfach eine Uberschneidung zwischen Substraten von OCTN1 und OCTN2, sowie
von Substraten von MATE1 und MATE2-K festgestellt werden. AnschlieBende
konzentrationsabhingige Transportexperimente konnten zeigen, dass die Transportproteine
fir die unterschiedlichen Substrate bei SLC35G3 generell eine dhnliche moderate Affinitdt
(KM) aufwiesen, wahrend unterschiedliche Substrate der anderen Transportproteine

deutliche Unterschiede in den Affinititen zeigten.
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Der Vergleich der neuen Ergebnisse zu den bisher bekannten Substraten des Protonen-
Organische-Kationen-Antiporters ~ zeigte nur eine minimale Uberschneidung im
Substratspektrum. Auch konnten Differenzen in den chemischen Eigenschaften der
Substrate des Antiporters und der anderen hier untersuchten Transportproteine aufgezeigt
werden. Diese Erkenntnisse lassen es unwahrscheinlich erscheinen, dass die untersuchten
Transportproteine im Zusammenhang mit dem Protonen-Organische-Kationen-Antiporter

stehen.

Die Ergebnisse helfen dabei, die Transportproteine besser charakterisieren und die
Funktionsweisen besser verstehen zu kénnen. Stuck fiir Stiick soll somit das Verstindnis der
Blut-Hirn-Schranke und des Transports tiber diese erweitert werden. Diese Erkenntnisse
konnten langfristig ermdglichen, medikamentose Wechselwirkungen besser zu verstehen
und neue Medikamente zu entwickeln. Auch konnte in Zukunft basierend auf diesen
Charakterisierungen der Substratspektren gezielt die genetischen Variationen der

Transportproteine untersucht werden.
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