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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Pharmakokinetik und die Bedeutung des Membrantransports fiir
das ADME-Prinzip

Sobald dem menschlichen Organismus Medikamente oral zugefithrt werden, werden diese
vor allem im Zwolffingerdarm in das Blutplasma absorbiert. Dabei miissen Medikamente
biologische Membranen permeieren. Zellmembranen bestehen aus einem Lipidbilayer mit
darin eingelagerten Proteinen. Medikamente mit lipophilen Eigenschaften kénnen durch
biologische ~Membranen diffundieren, wihrend Medikamente mit hydrophilen
Eigenschaften auf Membrantransporter angewiesen sind. Dies trifft auch auf organische
Kationen zu, vor allem beim Ubertritt aus dem systemischen Blutkreislauf iiber die

sinusoidale Plasmamembran in die Hepatozyten.

Alternativ konnen Medikamente auch beispielsweise durch intravendse Injektion direkt in
das Blutplasma gelangen. Die Distribution bzw. Verteilung des Medikaments in die
jeweiligen Organe erfolgt folgerichtig iiber das Blut. Unter dem Begriff Invasion werden die

Absorption und die Distribution subsummiert.

Zeitgleich erfolgt die Metabolisierung des Medikaments, zum Beispiel in der Leber. Dabei
kénnen Phase-I- und Phase-II-Reaktionen unterschieden werden. In Phase-I-Reaktionen
konnen funktionelle Gruppen der zu metabolisierenden Substanz entweder freigelegt oder
angefiigt werden. Typische Reaktionen sind Hydroxylierungen oder Oxidationen.
Darauffolgend werden in Phase-II-Reaktionen die funktionellen Gruppen in
Glucuronidierungs- oder Acetylierungsreaktionen konjugiert. Phase-I-Reaktionen kénnen
entfallen, wenn funktionelle Gruppen an dem zu metabolisierenden Medikament bereits
vorhanden sind. Die Konjugation erzeugt eine hohe Polaritit und gute Wasserloslichkeit der
Metaboliten, sodass eine effiziente renale oder bilidre Ausscheidung bzw. Elimination
gewihrleistet ist. Die beschriebenen Prozesse der Absorption, Distribution, Metabolisierung
und Elimination nach Applikation eines Medikaments werden auch unter dem ADME-

Prinzip zusammengefasst.

Die Metabolisierung und die daraus resultierende Inaktivierung bzw. Aktivierung im Falle
von sogenannten Pro-Drugs vieler Medikamente erfolgt also mal3geblich in der Leber. Ein

Anteil des Medikaments kann sogar direkt nach der Resorption und vor dem Erreichen des
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systemischen Blutkreislaufs in der Leber metabolisiert werden, dies ist der sogenannte First-

Pass-Effekt.

1.2 Die Familie der organischen Kationentransporter

Organische Kationen sind entweder korpereigene Substanzen oder Substanzen nicht-
endogenen Ursprungs. Zu den endogenen Substanzen gehoren Neurotransmitter, wie z. B.
Serotonin (Li 20006), wohingegen bei den Substanzen nicht-endogenen Ursprungs einerseits
das Vitamin B; Thiamin genannt sei, andererseits aber vor allem Medikamente anzufihren
sind. Dazu gehoren das Antidiabetikum Metformin oder das Migrinetherapeutikum
Sumatriptan. Diese Substanzen kénnen aufgrund ihrer Hydrophilie, ihrer starken basischen
Eigenschaften oder aufgrund ihrer positiven Ladung die Barriere der Plasmamembran via
Diffusion nicht Gberbriicken. Sie benétigen einen proteinvermittelten Transport, um in die
Hepatozyten zu gelangen und dort weiter metabolisiert zu werden. Der polyspezifische
organische Kationentransporter OCT1 (§LC22.A7) ist stark in der sinusoidalen Membran
(Abbildung 1) der Hepatozyten exprimiert und kann diese Aufnahme vermitteln (Gorboulev

et al. 1997; Nies et al. 2009; Zhang et al. 1997).

sinusoidale
Plasmamembran \
Metabolisierung
oc+ oc Gallenkanal
Y
@ OC+
Metabolisierung <) oct

apikale
Plasmamembra

Hepatozyt

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Transports und der Metabolisierung von
organischen Kationen in humanen Hepatozyten. Organische Kationen werden durch den
humanen OCT1 iber die sinusoidale Plasmamembran in die Hepatozyten transportiert. Neben
OCT1 finden sich auch weitere organische Kationentransporter, wie OCT3, an der sinusoidalen
Plasmamembran. Die Sekretion organischer Kationen in den Gallenkanal kann durch MATE1 und
MDRI1 vermittelt werden. OC* = organische Kationen; MATE1 = Multidrug and Toxin Extrusion
Protein 1; MDR1 = Multidrug-Resistance-Protein 1
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Die organischen Kationen werden von Transportern in die Zellen aufgenommen, die zur
sogenannten So/lute Carrier—Familie 22 und 47 gehoren. Die organischen Kationentransporter
(OCT1-3) gehoren zur Familie SLLC22. Diese Transporterfamilie geh6rt zu der Obergruppe
der Major Facilitator Superfamily (Burckhardt 2005) und beinhaltet neben OCT1-3 zehn
weitere Transporter, zu denen auch die organischen Anionentransporter (OAT) gehoren.
Die Major Facilitator Superfamily stellt die zweitgroBte Transporterfamilie nach der Familie der
ABC-Transporter (ATP-binding cassette) dar (Pao et al. 1998).

Die treibende Kraft fir die Funktion der organischen Kationentransporter ist der
elektrochemische Gradient (Koepsell 2011). Es handelt sich um einen elektrogenen
Transport. Der Transport ist unabhingig von Natrium, Chlorid- oder von
Protonengradienten. Der Transportvorgang ist reversibel, er kann also in beide Richtungen
tber die Plasmamembran abhingig vom Konzentrationsgradienten stattfinden (Koepsell

2011).

Die drei organischen Kationentransporter OCT1, OCT2 und OCT3 zeigen
Substratspezifititen, die zum Teil iberlappen (Koepsell 2013). Dabei agieren die Transporter
polyspezifisch, d. h. die Transporter konnen viele verschiedene Substrate binden. Die
Substrate kénnen jedoch strukturell sehr unterschiedlich aufgebaut sein (Ahlin et al. 2008;
Hacker et al. 2015; Hendrickx et al. 2013; Kido et al. 2011). Allerdings reichen geringfiigige
Verinderungen der Struktur eines Substrats aus, damit dieses nicht mehr durch OCT1
transportiert wird. Beispielsweise ist das Opioid-Analgetikum Morphin ein Substrat von
OCT1. Codein hingegen zeigt eine Methylierung der phenolischen Hydroxylgruppe am
Grundgertst des Morphins und ist kein Substrat des OCT1 (Tzvetkov et al. 2013).

1.3  Struktur und Funktion des OCT1

Das OCT1-Protein besteht aus 554 Aminosduren. OCT1 weist 12 transmembranire
Dominen auf. Der N-und C-Terminus des Proteins liegen intrazelluldr. Dabei ist das Protein
aus zwei pseudosymmetrischen Hailften aufgebaut, wobei jede Hilfte sechs der zwolf
Transmembrandominen beinhaltet. Die Transmembrandominen eins und zwei werden
durch einen extrazelluliren Loop miteinander verbunden. Der Loop ist glykosyliert (Zhang
etal. 1997) und ist essentiell fiir die korrekte Lokalisierung der OCT1 an der Plasmamembran
(Keller et al. 2011). Weiterhin besteht das Protein aus einem intrazelluliren Loop zwischen

den Transmembrandominen sechs und sieben. Dieser Loop zeigt Stellen fir
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Phosphorylierungen und damit eine Moglichkeit zur kurzfristigen Regulation des Proteins

(Koepsell et al. 2007).

Der Transportmechanismus ist ein etleichtertes Diffusionssystem. Ein anerkanntes Modell,
das diesen Transport beschreibt, ist das sogenannte Alternating Access Model. Das zu
transportierende Substrat bindet in der outward-facing conformation extrazellulir an die
Substratbindetasche. Wihrend der Translokation tber die Plasmamembran durchliuft der
Transporter einen Zustand, in dem das Substrat vollstindig vom Transporter umschlossen
wird. Dieser Zustand wird occluded state genannt. Sobald der Transporter die sogenannte
imward-facing conformation erreicht, wird das Substrat aus der Substratbindetasche in das Zytosol
freigesetzt. Die leere Tasche kehrt in den Ausgangszustand zuriick (Koepsell 2011; Volk et
al. 2009). Der Translokationsprozess und vor allem das Umschlieen des Substrats wihrend
der Passage der Plasmamembran macht strukturelle Verinderungen des Proteins
erforderlich. Es wird vermutet, dass sich in den offenen Konformationen die
pseudosymmetrischen Hilften im Ganzen verschieben. Wird das Substrat vollstindig
umschlossen, zeigen die einzelnen Transmembrandominen ein strukturelles Abknicken
zusatzlich zu den Bewegungen der Proteinhilften (Gorbunov et al. 2008). Dieses Abknicken
wird durch Konformationsverinderungen in den Transmembrandominen fiinf, acht und elf

gewihrleistet (Egenberger et al. 2012).

1.4  Genetische Variabilitat des OCT1

Das humane OCT1-Gen (auch als SL.C22A47 bekannt) befindet sich gemeinsam mit dem
OCT?2- und OCT3-Gen auf dem langen Arm von Chromosom 6 (6q26-q27). Das Gen

weist 10 Introns und 11 Exons auf.

OCT1 ist hochgradig genetisch variabel. Vergleicht man den humanen OCT1 mit anderen
organischen Kationentransportern, so fallt auf, dass dieser die mit Abstand héchste absolute
Anzahl an Polymorphismen vorweist (Tzvetkov et al. 2016). Genetische Polymorphismen
konnen zu interindividuellen Unterschieden in der hepatischen Aufnahme und in der
Metabolisierung ~ fihren. Das kann zu Unterschieden in der systemischen
Blutplasmakonzentration von Medikamenten fithren. Daraus konnen unterschiedliche

Vorteile oder Risiken fir den jeweiligen Patienten resultieren.

Bei den ersten systematischen Resequenzierungen des OCT1-Gens, die im Jahr 2002

durchgefithrt worden sind, wurden 25 Nukleotidvarianten detektiert (Kerb et al. 2002).
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Darauthin wurden fir 16 der 25 Varianten Frequenzen fir das Auftreten der
Polymorphismen in der kaukasischen Population bestimmt. Acht dieser Varianten fiihrten
zu einer Aminosauresubstitution in der kodierenden Region des OCT1 (Kerb et al. 2002).
Kurz darauf wurden finf Varianten detektiert, die die Funktion des OCT1 herabsetzen (Shu
et al. 2003). Ein vertiefender globaler Uberblick wurde 2015 veréffentlicht (Seitz et al. 2015).
Weltweit wurden dabei aus 67 Populationen tber 2000 Personen untersucht. Dabei wurden
44 Varianten in der kodierenden Region des OCT1 gefunden. Davon fihren 29 Varianten
zu Aminosduresubstitutionen (Seitz et al. 2015). Finf Polymorphismen sind besonders
hochfrequent in der kaukasischen Population vertreten: vier Aminosiuresubstitutionen
R61C, C88R, G401S und G465R und die Deletion der Aminosdure Methionin an Position
420 (M420del) (Tzvetkov et al. 2016).

M420del (OCT1%2)

Die M420del ist mit Abstand der am haufigsten vorkommende Polymorphismus (Tzvetkov
et al. 2016). Eine Besonderheit ist die weltweite Prisenz des Polymorphismus, im Mittel liegt
die Allelfrequenz fir M420del bei 12,2 % (Seitz et al. 2015). Allerdings zeigten weltweite
Analysen zur genetischen Variabilitit von OCT1, dass tber 80% der Population des
indigenen stidamerikanischen Surui-Stamms homozygote Triger von OCT1*2 sind. Die
betroffene Aminosiure befindet sich in der neunten Transmembrandomine. Die
subzellulare Lokalisation des OCT1 verindert sich nicht durch die M420del. OCT7*2 ist,
ahnlich dem OCT1-Wildtyp auf der Plasmamembran zu finden (Ahlin et al. 2011; Seitz et al.
2015).

Wihrend man bei vielen Polymorphismen von einem generellen Funktionsverlust sprechen
kann, ist der Effekt der M420del komplex, da dieser abhingig vom untersuchten Substrat ist.
Man spricht von sogenannten substratspezifischen Effekten. So wird die OCT1-vermittelte
Aufnahme von ASP’ (4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridinium) kaum beeinflusst
(Ahlin et al. 2011). Die Aufnahme des Opioid-Analgetikums Morphin entspricht hingegen
nur 25 % der Wildtypaktivitit (Tzvetkov et al. 2013). Noch stirker war die OCT'1-vermittelte
Aufnahme des Antiemetikums Tropisetron mit nur 20% der Wildtypaktivitit eingeschrinkt
(Tzvetkov et al. 2012). Die Aufnahme des Opioidanalgetikums O-desmethyltramadol war
sogar nicht detektierbar (Tzvetkov et al. 2011). Deshalb kann nur ausgehend von dem

untersuchten Substrat von einem aktiven oder inaktiven Allel gesprochen werden.

Tzvetkov et al. zeigten, dass M420del ausschlieflich mit dem Valings-Allel
(M420del/M408V) und nicht in Kombination mit dem Methionins-Allel vorkommt
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(Tzvetkov et al. 2014). Die substratspezifischen Effekte werden dadurch aber kaum
beeinflusst. Deshalb wurde auch in dieser Arbeit M420del immer in Kombination mit dem

M408V-Allel untersucht.

R61C (OCTI%3)

Die Substitution der Aminosdure Arginin durch Cystein an Position 61 (R61C) fihrt zu
keinem substratspezifischen Effekt, sondern zu einer herabgesetzten OCT1-vermittelten
Aufnahme fiir alle untersuchten Substrate (Tzvetkov et al. 2016). Die Transportleistung des
OCT1 ist fir Metformin um 91 % reduziert (Ahlin et al. 2011), die fiir Morphin um 86 %
(Tzvetkov et al. 2013).

R61C tritt populationsspezifisch auf, da in asiatischen und afrikanischen Populationen R61C
nicht vorzufinden ist, in der kaukasischen Population ist die Substitution ein hdufiger
Polymorphismus mit einer Allelfrequenz von 2,14 % (Seitz et al. 2015). Argining befindet
sich im extrazelluldren Loop zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomine (Shu
et al. 2003). Im Gegensatz zum Wildtyp ist die Expression des OCT1 auf der
Plasmamembran signifikant erniedrigt, da eine vermehrte zytosolische Retention vorliegt

(Ahlin et al. 2011).

G401S (OCT1#4)

Auch die Substitution der Aminosiure Glycin an Position 401 durch Serin (G401S) tritt nur
in der kaukasischen Population auf (Seitz et al. 2015). Weltweit liegt die Allelfrequenz bei
0,57 % (Seitz et al. 2015), in der kaukasischen Bevélkerung allerdings bei 2 % (Tzvetkov et
al. 2016).

Glycingo ist eine Aminoséure, die auch in den verwandten OCT2 und OCT?3 auftritt (Shu et
al. 2003). Shu et al. vermuten, bei Glycins handele es sich um eine fir die Funktion des
OCT1 essentielle Aminosiure. Glycing befindet sich im intrazelluliren Loop, welcher die
achte und neue Transmembrandomine verbindet (Tzvetkov et al. 2016). G401S verursacht
eine starke Funktionseinschrinkung, obwohl es korrekt auf der Plasmamembran lokalisiert
ist (Seitz et al. 2015). Der Effekt ist nicht substratspezifisch, sondern umfasst alle Substrate,
die bisher untersucht wurden — mit einer Ausnahme: das B2-Sympathomimetikum und

Tokolytikum Fenoterol (Tzvetkov et al. 2017).
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G465R

Auch der Austausch von Glycin durch Arginin an Position 465 (G465R) in der elften
Transmembrandomine ist ein genetischer Polymorphismus, der sich nur in der kaukasischen
Population findet. Im Mittel liegt die Allelfrequenz weltweit bei 0,65 % (Seitz et al. 2015), in

der kaukasischen Population aber erreicht sie bis zu 5 % (Tzvetkov et al. 2016).

Glycings tritt auch in den verwandten OCT2 und OCT3 auf, auch hier ist von einer
evolutioniren Konservierung der Aminosdure auszugehen und von einer immensen
Bedeutung fiir die Funktionstiichtigkeit des OCT1 (Shu et al. 2003). Die Expression des
Transporters auf der Plasmamembran ist durch die Substitution signifikant erniedrigt (Ahlin
et al. 2011; Shu et al. 2003) bis gar nicht vorhanden (Seitz et al. 2015). Das Protein ist
komplett inaktiv (Tzvetkov et al. 2016), der Transport fiir alle untersuchten Substanzen u. a.
auch Morphin ist nicht méglich (Tzvetkov et al. 2013). Die Substitution G465R tritt nur in
Kombination mit M420del auf, zusammen bilden sie das Allel OCT7*5 (Tzvetkov et al.
2010).

C88R

Der seltenste der funktionellen OCT1-Polymorphismen ist C88R. Diese Substitution tritt
nur in der kaukasischen Bevolkerung auf (Tzvetkov et al. 2016). Die Allelfrequenz in

Kaukasiern liegt bei 0,59 % (Seitz et al. 2015).

Cysteings ist im grofiten extrazelluliren Loop lokalisiert, der die erste und zweite
Transmembrandomine verbindet. Cystein ist an der Ausbildung von Disulfidbriicken
beteiligt. Diese sind bedeutend fiir die Homooligomerisierung des Transporters und fir die
korrekte Lokalisation auf der Plasmamembran, weshalb es bei der Substitution des Cysteins
zu einer starken Funktionseinschrinkung des OCT1-Proteins kommt (Keller et al. 2011).
Das Allel OCT7*6 besteht aus der Substitution C88R und der M420del. Sie kodieren ein
inaktives Protein, auch die Lokalisation auf der Plasmamembran ist signifikant herabgesetzt

(Tzvetkov et al. 2010).

1.5 Auswirkung von genetischen Varianten auf die Pharmakokinetik

und Wirkung von Pharmaka

Es stellt sich die Frage nach der klinischen Relevanz des hiufigen genetisch bedingten

Vetlusts der OCT1-Aktivitit. Anhand der Anzahl der aktiven Allele des OCT1, kann eine
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Kategorisierung eines Patienten erfolgen. Liegen bei einem Patienten zwei aktive Allele vor,
so kann dieser als extensive transporter bezeichnet werden. Bei einem defizienten Allel spricht
man von intermediate transporters und sollte kein aktives Allel vorliegen, so spricht man von

poor transporters (Tzvetkov et al. 20106).

In der europiischen Population lagen bei durchschnittlich 53 % der untersuchten Probanden
zwei aktive Allele vor, 38 % waren zntermediate transporters und bei weiteren 8 % lag kein aktives
OCT1-Allel vor (Seitz et al. 2015). Diese Verteilung ist abhingig von der betrachteten
Population, sodass es weltweit Unterschiede gibt. Bei Individuen aus Japan und Ozeanien
liegen ausschlieBlich zwei vollstindig aktive Allele vor. Anderseits sind mehr als 80% der
Surui-Indianer, Anhinger eines indigenen stidamerikanischen Stammes, poor OCTT transporter

(Seitz et al. 2015).

Genetische Polymorphismen kénnen zu interindividuellen Unterschieden in der hepatischen
Aufnahme, Metabolisierung und in der systemischen Blutplasmakonzentration von
Medikamenten fuhren. Sollte Patient A ein poor transporter sein, so wird der Transport des
Medikaments in die Hepatozyten eingeschrinkt. Die Plasmakonzentration eines in der Leber
zu metabolisierenden Medikaments steigt im Vergleich zu einem Patienten B, der zwei aktive
OCT1 Allele hat, an. Dies fiihrt zu einer iberhéhten Wirkung des Medikaments, aber auch
zu einem erhShten Risiko von unerwinschten Wirkungen. Andererseits existieren
Medikamente, die spezifisch in der Leber wirken sollen. Hier fithrt das Vorliegen von zwei
inaktiven Allelen zu einer niedrigeren intrahepatischen Konzentration der jeweiligen
Substanz, sodass die Wirksamkeit der Substanz signifikant erniedrigt ist (Tzvetkov et al.

2016).

Konkret zeigten beispielsweise Fukuda et al. bei poor transporters eine um 20% erniedrigte

Morphinclearance im Vergleich zu Trigern des Wildtypallels (Fukuda et al. 2013).

Fir O-desmethyltramadol, den aktiven Metaboliten des Tramadols, konnten Tzvetkov et al.
bei poor transporters eine doppelt so hohe Plasmakonzentration im Vergleich zu extensive bzm.
intermediate transporters nachweisen (Tzvetkov et al. 2011). Dies fihrte zu verstirkten
unerwiinschten  Arzneimittelwirkungen, wie einer lingeranhaltenden und stirker

ausgepragten Miosis.

Matic et al. untersuchten kirzlich Neugeborene, die postoperativ eine Tramadolinfusion
erhielten (Matic et al. 20106). Es wurde bei extensive transporters im Vergleich zu intermediate bz
poor transporters ein signifikant geringeres Verhiltnis vom aktiven O-desmethyltramadol zu
Tramadol im Blutplasma beobachtet. Dies bedeutet, dass durch die defiziente OCT1-

Aktivitit die Plasmakonzentration von O-desmethyltramadol bei intermediate bzw. poor
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transporters hoéher ist. Deshalb ist auch schon bei Neugeborenen mit verstirkten

unerwinschten Arzneimittelwirkungen zu rechnen.

Dartber hinaus existieren bereits Daten, dass der genetisch bedingte OCT1-Verlust zu einer
Verinderung der Pharmakokinetik von weiteren Medikamenten, wie Metformin (Shu et al.
2007), Morphin (Tzvetkov et al. 2013), Sumatriptan (Matthaei et al. 2016), Fenoterol
(Tzvetkov et al. 2017) und weiteren fihrt. Auch andere Medikamente sind schon in vitro als
OCT1-Substrate identifiziert worden (Hendrickx et al. 2013), hierzu existieren aber keine

klinischen Daten tiber die Effekte in Patienten.

1.6  Substratspezifische Effekte und Polyspezifitit des OCT1

1.6.1 Substratspezifitit

Bei der Kategorisierung in extensive, intermediate und poor transporters muss aufgrund der
substratspezifischen Effekte die Abhingigkeit vom untersuchten Substrat berticksichtigt
werden. Dies zeigt folgende Verteilung fir Sumatriptan oder Fenoterol, fiir diese Substanzen
ist das Allel OCT7*2 aktiv: Nur 22 % sind zntermediate transporters, weitere 2,4 % sind poor
transporters. Deshalb sind zwischen 2,4 und 8 % (insgesamt finden sich in der europiischen
Bevolkerung 8% poor transporters) der kaukasischen Bevolkerung als poor transporters anzusehen

(Tzvetkov et al. 20106).

Der Grund fir die substratspezifischen Effekte ist der Verlust der Seitenkette der
Aminosiure Methioning, (Seitz 2016). Eine andere Hypothese war die Interaktion von
Methioninsg mit Aminosduren aus der siebten Transmembrandomaine, welche an dem
Prozess der Substratbindung beteiligt zu sein scheinen (Seitz 2016). Durch die M420del wird
Isoleucing: in die Position von Methioningg gezogen. Es entsteht ein sterischer Konflikt
zwischen Isoleucing: und Leucinse und Histidinse. Leucin und Histidin substituierten Seitz
et al. durch Alanin, die durch ihre kleine Seitenkette den sterischen Konflikt 16sen misste.
So sollten L364A und H367A mit dem M420del-Hintergrund eine dem Wildtyp
entsprechende Aktivitit zeigen (Seitz 2016). Allerdings zeigte sich eine starke Einschrinkung
der OCT1-Funktion fiur TEA", ASP" und MPP" (Seitz 2016). Fir TEA" wurde zudem
gezeigt, dass die Funktionseinschrinkung unabhingig von M420del ist (Seitz 2016).

Interessante substratspezifische Effekte zeigen sich nach bisherigem Erkenntnisstand fiir
M420del (OCTT7#2, siche Abschnitt 1.4) und S14F (OCT7*7), S189L (OCTT7*10), T245M
(OCTT*13), 1449T (OCTT*17). S189L (OCT7*10) zeigte keinen Unterschied im Transport
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von MPP’ im Vergleich zum Wildtyp, Metformin wurde aber deutlich schlechter
transportiert (Shu et al. 2003; Shu et al. 2007). Fir Metformin zeigte sich diese Beobachtung
auch bei S14F (OCT7*7), da auch hier der OCT1-vermittelte Transport deutlich
eingeschrinkt war. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte S14F allerdings einen stirkeren
Transport fur MPP".

1.6.2 Polyspezifitit

Die Polysperzifitit erlaubt die Bindung und den Transport chemisch unterschiedlichster
Substrate. Eine Hypothese zur Erklirung der Polyspezifitit ist durch Mutationsanalysen
entstanden und im Vorliegen von verschiedenen Bindungstaschen begriindet. Diese kénnten
Uberlappend vorliegen, aber auch eine vereinzelte Positionierung der Bindungstaschen ist
denkbar (Gorboulev et al. 1999). Durch Mutationsanalysen wurden fiir einzelne Kationen
Affinititsinderungen, also Verdnderungen in der Substratkonzentration, bei der die
halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit K, erreicht wird, beobachtet. Durch die kiinstliche
Aminosiuresubstitution D475E witd die Affinitit fur 1-Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP")
kaum beeinflusst, andererseits wird die K, fiir Tetracthylammonium (TEA™) erniedrigt, die

Affinitat fur TEA" also erhoht (Gorboulev et al. 1999).

Trotzdem weisen die bisherigen OCT1-Untersuchungen einige Limitationen auf. Bis zum
heutigen Tag existiert keine Kristallstruktur des OCT1. Die zur Verfiigung stehenden
Homologiemodelle sind auf der Basis der Kiristallstrukur der Lactosepermease LacY von
E.coli (Abramson et al. 2003) und dem Phosphattransporter PiPT des Pilzes Piriformospora

indica (Pedersen et al. 2013 ) entstanden.

Viele der bisherigen Analysen sind nur mit einer begrenzten Zahl von Modellsubstraten
durchgefithrt worden. Naturgemil3 haben diese Untersuchungen nur eine begrenzte
Aussagekraft fur die klinische Praxis, da Modellsubstrate zum Teil hochtoxisch sind und
deswegen keine Anwendung in der Pharmakotherapie von Erkrankungen finden. Zudem
decken Untersuchungen mit einer begrenzten Anzahl von Modellsubstraten nicht alle

moglichen Interaktionen zwischen dem Substrat und dem Transporter ab.
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1.7 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die zentrale Idee dieser Arbeitist eine Analyse der Effekte eines breiten Mutationsspektrums
und die Untersuchung eines breiteren Substratspektrums mit stark unterschiedlichen

Strukturen, um zusitzliche Ideen tiber den Transportmechanismus des OCT1 zu gewinnen.

Dabei sollen auch statistische Verfahren wie Clusteringanalysen der Daten eingesetzt werden,

um moglichst unvoreingenommen und hypothesenfrei neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Um das zu erreichen, habe ich 20 genetische Varianten untersucht, die in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden konnen:

e Substratspezifische Effekte verursachen S14F (OCT7+*7), S189L (OCT7*10),
T245M (OCT71%*13), 1449T (OCT7*17) und M420del (OCT7*2)

e Fin komplett inaktives Protein unabhingig vom untersuchten Substrat kodieren
S29L (OCT7*12) und G465R/M420del (OCTT*5)

e Fine starke, aber nicht komplette Funktionseinschrinkung des OCT1-Proteins
unabhingig vom untersuchten Substrat zeigen R61C (OCT7*3), R206C/M420del
(OCTT1*14) und G401S (OCTT1*4)

o Gain-of-Function-Varianten sind P117L (OCT7*9) und R488M (OCT7*8)

e Suballele, die nicht mehr als 50 % Zugewinn oder Verlust an OCT1-Aktivitit
zeigen (Seitz et al. 2015), sind F160L und R342H

e Kinstliche Varianten sind F159A, W217Y, L.364A, H367A, D474E und D474N

Die Varianten wurden mit den folgenden acht OCT1-Substraten untersucht: ASP”,

Metformin, Morphin, Sumatriptan, Zolmitriptan, Ranitidin, Fenoterol und Cycloguanil.

Zudem wurden die kiinstlichen Aminosauresubstitutionen L364A und H367A in HEK293-
Zellen stabil transfiziert. Danach wurden LL364A und H367A durch Mutationsanalysen auf
substratspezifische Effekte untersucht, da diese nach bisherigem Erkenntnisstand fiir den

Transport der Substrate TEA", ASP" und MPP" bedeutsam sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Gerit

Hersteller

3130xl Genetic Analyzer

7900 HT Fast Real Time PCR System

ABI Prism 7000 Sequence Detection System

API 4000 LC-MS/MS System
Autoklav Laboklav 55-195

Autosampler SIL-30AC

Balance BP210S

Balance M-Pact AX2202

Biological Safety Cabinet: CleanAir NSF 49
BioPhotometer

CASY Zellzihler Modell TTC

CASY Kapillare (150 um)

Controller CBM-20A

COx—Brutschrank BBD6220

Degasser 310SP
Dri-Block Heater DB3
Elektrophoresekammer
Fluor-S Multi Imager
Heizplatte OTS 40
Heraeus Multifuge X3

HPLC-Siule Brownlee SPP RP-Amide
Hybridisierungsofen

Kreisschuttler KS 260 Basic

LaChrom Floureszenzdetektor 1.-7400

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Deutschland

bl

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

AB Sciex, Darmstadt, Deutschland

SHP Steriltechnik, Detzel Schloss,
Deutschland

Shimadzu, Kyoto, Japan

Sartorius, Géttingen, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Cleanair, Woerden, Niederlande
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Omni Life Science, Bremen, Deutschland
Omni Life Science, Bremen, Deutschland
Shimadzu, Kyoto, Japan

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

ERC, Riemetling, Deutschland
Techne, Stone, GroB3britannien
Peqlab, Erlangen, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Medite, Burgdorf, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

PerkinElmer, Waltham, MA, USA
Binder, Tuttlingen, Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland

Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland
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LaChrom HPLC System: Interface D-7000,
Pumpe L-7100, Autosampler L-7200,
Degasser L.-7614

LaChrom L 7400 UV Detektor
Laser Scanning Mikroskop LSM 710

LiChrospher 100 CN Séule
LiChrospher 100 CN Vorsiule
LiChrospher 100 RP-18e
Magnetriihrer

Mastercycler Gradient
Mikroskop Axiovert 40 CFL

Mini Laboratory Centrifuges Spectrafuge™
Minishaker MS2

MultiScreen Column Loader

Nanodrop Kiivette

Plattformschittler Polymax 1040

PTC-200 Thermal Cycler
Pumpe LC-30AD mit Niederdruckventil
QIAcube Roboter

Sample Concentrator
Sdulenofen CTO-20AC
Security Guard C18 Vorsiule
Standard Power Pack P25
Tecan Ultra Microplate Reader
Thermal Cycler DNA Engine
Thermomixer Comfort
Wasserbad GFL 1083
Zentrifuge 58010R

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland

Merck Hitachi Darmstadt, Deutschland

Catl Zeiss Mikroskopie GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Germany

Carl Zeiss Mikroskopie GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Labnet, Edison, USA

IKA, Staufen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Implen, Miinchen, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland
Shimadzu, Kyoto, Japan

Qiagen, Hilden, Deutschland

Techne, Stone, Grof3britannien
Shimadzu, Kyoto, Japan

Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland
Biometra, Géttingen, Deutschland
Tecan Group AG, Minnedorf, Schweiz
BioRad, Minchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schiitt, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland
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2.1.2 Utensilien

Utensil

Hersteller

384 Well PCR—Platte

96 Well Filterplatte MAHV N45
96 Well MS-Collection Plate
96 Well PCR-Platte

Adhesive sealing sheets

Bi Cap Mate fiir 96 Well MS-Platten
CasyCups

Combitips (500 ul, 2,5 ml, 5 ml)
Corning 96 Well Mikroplatten, schwarz
Deckgliser

Filterspitzen, steril (10, 100, 1000 ul)
Flachdeckelstrips, 8er

FrameStar 384 PCR—Platte

GelSaver II Pipettenspitzen 1- 200 ul
Glas-Pasteurpipetten 230 mm
Lab-Tek®II Chamber Slide

Mikrorohre 2 ml mit Verschluss

Nunc® CryoTubes® 1.8 ml

Nunclon Multischalen 6 und 12 Wells
Optically clear adhesive seal
Petrischale fur die Zellkultur, 100 mm
Petrischale, 100 mm

Pipettenspitzen (10, 100 und 1000 pl)

Pipettenspitzen (2500 ul)
Plattenhalter fir die Sequenzierung

Reaktionsgefille (1,5 ml und 2 ml)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Deutschland

bl

Merck, Darmstadt, Deutschland
Waters, Milford, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Darmstadyt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Deutschland

Waters, Milford, MA, USA

bl

Omni Life Science, Bremen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning, Wiesbaden, Deutschland
Gerhard Menzel, Braunschweig, Deutsch-
land

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

4titude, Wotton, Grof3britannien

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadyt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadyt,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutsch-
land

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
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Reaktionsgefille 5 ml
Serologische Pipetten (5, 10 und 20 ml)
TC—Platte 96 Well

Z.ellkulturflasche 25 cm?
Z.ellkulturflasche 75 cm?

Zentrifugenrohrchen 15 ml

Zentrifugenrohrchen 50 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

2.1.3 Reagenzien, Chemikalien und Medikamente

Reagenzien und Chemikalien

Hersteller

2-Propanol = 99,9 %
2x Multiplex Master Mix
4-Di-1-ASP

Acetonitril
Agarose UltraPure™
Ameisensaure

Agqunasafe 500 Plus Liquid Scintillator

Bicinchoninsiure

Big Dye® Sequencing Kit

Borsiure

Bovine Serum Albumin; Rinderalbumin
Bromphenolblau-Natriumsalz
CasyTon

Chloroform

Chlorwasserstoff 32 %

DAPI

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

DNA Leiter 1 kb

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

LGC Promochem, Wesel, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Zinsser Analytics, Frankfurt a.M.,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Catl Roth, Katlsruhe, Deutschland

Omni Life Science, Bremen, Deutschland
J.T. Baker, Phillipsburg, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland
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DNA Leiter 100 bp

DNeasy Blood and T'issue Kit

dNTP Set (dATP, dCTP, dGTP und
dTTP, jeweils 100 mM)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EDTA Lésung, pH 8.0 (0,5 M)
Ethanol

Ethanol, vergillt 99 %

Ethidiumbromid
Expand Long Template PCR System

Fetales Kalberserum

Flonromount-G™
FuGENE?® 6 Transfection Reagent
Glycerol 85 %

Glycin
Hank’s Balanced Salt Solution

HEPES

Hygromycin B

KOD Hot Start DNA Polymerase Kit
Kupfer(IT)sulfat-Pentahydrat
Magnesiumsulfat = 99,5 %
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumhydroxid

Nonidet® P40
(Nonylphenylethylenglycol)

PBS—Puffer (10x Dulbecco’s), Pulver

Penicillin—Streptomycin, Losung

Poly-D-Lysin Hydrobromid, 1000 — 5000
g/mol

ProLong® Gold Antifade Mountant

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt.
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Zentralapotheke, Universititsmedizin
Gottingen

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Southern Biotech, Birmingham, USA
Promega, Mannheim, Deutschland

Zentralapotheke, Universititsmedizin
Gottingen

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

L.GC Promochem, Wesel, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland
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gPCR Master Mix
O-Solution

Random Hexamer Primers

RNase A

RNase Inhibitor
RNaseZAP™
RNeasy Plus Mini Kit
Roti®-Block (10x)

Roti®-Histofix 4 %, phosphatgepufferte

Formaldehydl6sung
SDS
Sephadex G50 Superfine

3-Mercaptoethanol

SuperScript® II Reverse Transcriptase Kit

Primer Design, Southampton, UK
Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Affymetrix, Santa Clara, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
GE Healthcare, Solingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Tris Base Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton-X-100 Catl Roth, Katlsruhe, Deutschland

TrypLE™ Express Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Medikamente Hersteller

Buforminhydrochlorid Wako Chemicals, Neuss, Deutschland

Codeinsulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fenoterolhydrobromid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fenoterol-d6

Metforminhydrochlorid
Morphinsulfat—Pentahydrat
Proguanil

Proguanil-d6

Ranitidin

Ranitidin-d6

Sumatriptansuccinat

Sumatriptan-d6

Zolmitriptan

Toronto Research Chemicals, North York,
Ontario, Kanada

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Biozol Diagnostics, Eching, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Toronto Research Chemicals, North York,
Ontario, Kanada

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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2.1.4 Enzyme
Enzym Hersteller
Exol Thermo  Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
2.1.5 Antikorper
PrimirantikSrper Hersteller Verdiinnung
Monoclonal  Mouse  Anti-Human Novus Biologicals, Abingdon, 1:500
OCTT (2C5) Grolbritannien
Monoclonal Rabbit Anti-Na+/K+- Abcam Cambridge, Grofibritannien 1:200
ATPase (EP1§45Y)
Polyclonal Rabbit Anti-Calnexin Abcam, Cambridge, Grof3britannien  1:1000
Sekundirantikérper Hersteller Verdiinnung
Alexa Fluor® 546 Goat Anti- Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 1:400
Rabbit IgG (H+L), polyclonal Deutschland
Alexa Fluor® 488 Goat Anti- Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 1:400
Mouse IgG (H+L), polyclonal Deutschland
2.1.6 Primer
Tabelle 1: Primer fur Validierungs-PCRs
Reaktion Primer Sequenz (5¢ 2 39 Amplikon
(bp)
PCR 1 Psvao AGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG 519
Priygr 2 ACGCCCTCCTACATCGAAGCTGAAA
PCR 2 Pemv CCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTA 3137
Pracz CCTTCCTGTAGCCAGCTTTCATCAA
PCR 3 Prrr ¢ AATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC 214

Phiygr_+ CTTCGCCCTCCGAGAGCTGCATCAG
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Tabelle 2: Sequenzierungsprimer
Primer Sequenz (5¢ 2 39)
T245M_for TACCAGATGGCCTTCATGGTGGGGCTGGTGGCG
M4201_rev CAGGTGAGATAAAAATGATGACGAGGCAGGCTG
G465R _rev GAACACACCATCACTCTGAGGTTCCTGACGAAT
2.1.7 TaqMan® Assays
Gene of Spezies Assay ID Exongre  Fluoreszenzf Hersteller
nze arbstoff
Interest
SLC22A1 Human Hs00427550_m1  4-5 FAM™ Applied
Biosystems
Interne Spezies Zugriffsschliissel Bestellnum Fluoreszenzf  Hersteller
mer arbstoff
Kontrolle
Hu TBP Human M55654.1 4326322E  VIC Applied
Biosystems

2.1.8 Plasmide

Tabelle 3: Kommerziell erworbene Plasmide

Plasmid Erhalten von
pOG44 Thermo Fisher Scientific
pcDNA5/FRT Thermo Fisher Scientific

Tabelle 4: pcDNA5—Plasmide

pcDNA5-Plasmide

Erhalten von

pcDNA5:hOCT1-L364A/M408V

pcDNA5:hOCT1-H367A/M408V

Tina Seitz

Tina Seitz
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2.1.9 Zelllinien

Zelllinie Klon Erhalten von
Flp-In™ T-REx™ 293 (im Folgenden HEK293 Thermo Fisher Scientific
genannt)
HEK293—-pcDNA5 10 11
HEK293-hOCT1 41 Ali Reeza Saadatmand
HEK293-hOCT1-S14F 811
HEK293-hOCT1-829L 71 Tina Seitz
HEK293-hOCT1-R61C 21 Ali Reeza Saadatmand
HEK293-hOCT1-P117L 811 Tina Seitz
HEK293-hOCT1-F159A/M408V/C450M 15 Marleen Meyer
HEK293-hOCT1-F160L 14 Sherin Pojar
HEK293-hOCT1-S189L 101
HEK293-hOCT1-R206C/M408V/M420del 11

Tina Seitz
HEK293-hOCT1-W217Y/M408V 1
HEK293-hOCT1-T245M 61
HEK293-hOCT1-R342H/M408V 21
HEK293-hOCT1-1.364A/M408V 3 Im Rahmen dieser Arbeit
HEK293-hOCT1-H367A/M408V 5 generiert
HEK293-hOCT1-G401S Ali Reeza Saadatmand
HEK293-hOCT1-M420del/M408V 21

Tina Seitz
HEK293-hOCT1-1449T 311
HEK?293—-hOCT1-G465R/M420del Ali Reeza Saadatmand
HEK293-hOCT1-D474E/M408V 1 Tina Seitz
HEK293-hOCT1-D474N/M408V 4 Matrleen Meyer

HEK293-hOCT1-R488M 1 Sherin Pojar
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2.1.10 Software und Datenbanken
Software Firma
3130x1 Data Collection Software v3.0 Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Adobe Photoshop CS2 v9.0

Clone Manager 6 v6.0
Eppendort BioPhotometer Online v1.01
Graph Pad Prism v5.01

Image] v1.46r
Microsoft Office 2013
Quantity One v4.2.3 und v.4.6.7

Adobe  Systems GmbH, Minchen,
Deutschland

Sci Ed Central
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GraphPad Software, San Diego,
Kalifornien, USA

National Institute of Health, Bethesda, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
BioRad, Miinchen, Deutschland

Sequencing Analysis Software v5.2 Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Staden Package SourceForge.ne

XFluor4 v4.40 Tecan Group AG, Minnedorf, Schweiz

ZEN 2012 v8.0 Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Datenbank URL

PubChem https:/ /www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

PubMed http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

GeneCards http:/ /www.genecards.otg
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2.2 Methoden zur DNA-Analyse

2.2.1 Extraktion genomischer DNA

Fir die Isolation genomischer DNA wurde das DNeasy Blood and Tissue Kit von Qiagen und
der QIACube Roboter benutzt. Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Als
Voraussetzung wurden circa ein bis zwei Millionen HEK293—Zellen fiir vier Minuten bei
400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert. Die DNA wurde durch den QIACube
Roboter extrahiert, das Elutionsvolumen betrug dabei 100 pl. Die resultierende DNA—

Konzentration sollte zwischen 100 und 200 ng/ul liegen.

2.2.2 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die DNA-oder RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Daftr wurden 3 pl
von der jeweiligen Nukleinsdure auf eine Nanodropkiivette pipettiert. Es wurde die
Absorption bei einer Wellenlinge von A = 260 nm unter Benutzung des Eppendorf
BioPhotometers gemessen. Die Konzentration der jeweiligen Nukleinsiure wurde
automatisch durch die BioPhotometer Online v1.01 Software berechnet. Dieser Berechnung

liegen das Lambert-Beersche-Gesetz und die folgende Gleichung zugrunde:
o [%] = 0D260 - DF - CF

Dabei steht c fur die jeweilige Konzentration, ODqg fiir die optische Dichte bei einer
Wellenlinge von 260 nm, DF ist der Verdiinnungsfaktor der Probe und CF steht fir den
Konversionsfaktor, der 50 ng/ml fiir doppelstringige DNA und 40 pg/ml fiir RNA betrigt.
Die Reinheit der zu untersuchenden Nukleinsdure wurde wie folgt evaluiert: Proteine haben
ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von A = 280 nm. Da das

Absorptionsmaximum von Nukleinsiuren bei 260 nm liegt, es aber dennoch zu einer

260 nm
280 nm

fur

signifikanten Absorption bei 280 nm kommt, sollte der Absorptionsquotient

DNA bei 1,8 und fiir RNA bei 2,0 liegen. Sollten die Werte kleiner als 1,8 bzw. 2,0 liegen, so
ist von einer Kontamination der Probe mit Proteinen auszugehen. Betroffene Proben

wurden dann nicht fir weitere Analysen in Betracht gezogen.



2 Material und Methoden 23

2.2.3 DPolymerase-Kettenreaktionen zur Validierung von stabil transfizierten
HEK293-Zelllinien

Die erfolgreiche Integration des pcDNAS5-Plasmids mit dem mutierten OCT1-Gen in das
Genom der HEK293—Zellen nach erfolgter stabiler Transfektion kann durch drei
integrationsspezifische Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) bestitigt werden. Die erste PCR
wird durchgefiithrt, um die korrekte Integration des Expressionsvektors in das Genom der
HEK293—Zellen zu bestitigen, indem das Hygromycin B—Resistenzgen amplifiziert wird,
welches durch den Expressionsvektor kodiert wird. Die zweite PCR dient demselben Zweck,
allerdings wird hier das zu untersuchende bzw. das betreffende Gen (gene of interest) detektiert.
Um eine multiple Integration des Expressionsvektors in das Genom der HEK293-Zellen
auszuschlieBen, wird eine dritte PCR durchgefiihrt. Hierbei entsteht nur ein PCR—Produkt,
wenn mehr als eine Kopie des betreffenden Gens vorliegt. Das in diesem Fall vorliegende
PCR-Produkt ist 214 bp grofl, bei Vorliegen des PCR—Produkts werden betroffene
Zelllinien nicht weiter fir folgende Analysen in Erwigung gezogen. Als Voraussetzung fiir
die Durchftihrung der jeweiligen PCR wurde zunichst genomische DNA aus stabil
transfizierten HEK293—Zellen extrahiert, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Die
Primersequenzen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, Abbildung 2 zeigt die Bindungsstellen der

Primer.
Psvao . pUCori Amp Pcvv Amp puUC ori
AT e R (| BGHIBA v RS ——
PCR 1 PCR 3
Psvao : pUCori Amp Pcvv - pUCori Amp  Pcwv - Amp pUCori
—e {6 rrr RSe[| BGHIPA FrT ERORYeiR-——=[TT{BGHIBA FRT IRCEEERER
PCR 2

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen fiir Validierungs-PCRs.
PCR1 amplifiziert das Hygromycin B-Resistenzgen und fiihrt zu einem 519 bp groBlen Amplikon.
Mit der zweiten PCR wird das mutierte OCT1-Gen amplifiziert, das Amplikon ist 3137 bp grof3. Das
Amplikon des leeren pcDNAS5-Vektors ist 1376 bp grof3. PCR 3 fithrt nur im Falle einer mehrfachen
Integration des pcDNA5-Vektors in das Genom der HEK293-Zellen zu einem 214 bp grofien
Amplikon.
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Die Polymerase-Kettenreaktionen wurden wie folgt durchgefthrt:

Tabelle 5: Reaktionsgemisch PCR 1

Reagenzien Volumen [pl]
ddH,O 8,8
Q-Solution 4.4
10x KOD Puffer 22
dNTPs (2mM) 22
MgSO, 0,9
Primer PSV40 (100 uM) 0,5
Primer Hyg 12 (100 uM) 0,5
Genomische DNA 2
KOD Polymerase 0,5
Gesamtvolumen 22

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen PCR 1

Phase Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 2 Minuten
Denaturierung 95 30 Sekunden
Primeranlagerung 64 30 Sekunden 35
Elongation 72 1 Minute

Finale Elongation 72 10 Minuten

Kiihlen 8 Unbegrenzt
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Tabelle 7: Reaktionsgemisch PCR 2

Reagenzien Volumen [ul]
ddH.O 9,3
Q-Solution 5,6
10x ExpandLong Puffer 2,8
dNTPs (2 mM) 4,5
MgSO; (25 mM) 1,5
Primer forward (Pracz, 10 pM) 0,5
Primer reverse (Pewv, 10 pM) 0,5
Genomische DNA 3
Expand Long Polymerase Mix 0,3
Gesamtvolumen 28

Tabelle 8: Reaktionsbedingungen PCR 2

Phase Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 2 Minuten
Denaturierung 96 10 Sekunden
Primeranlagerung 60 20 Sekunden 35
Elongation 68 5 Minute

Finale Elongation 68 7 Minuten

Kiihlen 8 Unbegrenzt

Von den urspriinglichen 22 (PCR 1) bzw. 28 ul (PCR 2) des jeweiligen amplifizierten PCR—

Produkts werden je zehn ul auf einem 0,8 %-Agarosegel zusammen mit einer 1 kb DNA—

Leiter als molekularem Marker aufgetragen. Das PCR-Produkt der ersten PCR ist 519

Basenpaare (bp) grof3, das Produkt der zweiten PCR ist 3137 bp grof3. Das Vortliegen der

jeweiligen PCR—Produkte zeigt das amplifizierte Hygromycin—Resistenzgen (PCR 1) bzw.

das zu untersuchende oder auch betreffende Gen (gene of interest; PCR 2). In letzterem Fall

zeigt die Integration des leeren pcDNA5-Vektors ein Amplifikationsprodukt in der Grof3e
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von 1376 bp. Dieser Vektor wird deshalb auch als Kontrolle bei der Gelelektrophorese
verwendet. Das PCR-Produkt von PCR 2 wird fir weitere Analysen, z.B.
Kapillarsequenzierung nach Sanger, verwendet. Daftr muss das Produkt enzymatisch
aufgereinigt werden. Aus diesem Grund wurden 0,3 pl Exol und 2 pul SAP zu den 18 pl des

PCR-Produkts pipettiert. Das Aufreinigungsgemisch wurde wie folgt angesetzt:

Tabelle 9: Reinigungsgemisch fiir PCR 2 - Produkt

Reagenzien Volumen [pl]

SAP 2

Exol 0,3

10x SAP Puffer 0,7

PCR 2 Produkt 18
Gesamtvolumen 21

Das Gemisch wutrde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde danach durch
eine 15-minttige Inkubation bei 80 °C gestoppt. Das auf diese Weise aufgereinigte PCR—
Produkt wurde bei -20 °C gelagert.

Tabelle 10: Reaktionsgemisch PCR 3

Reagenzien Volumen
[ul]

ddH:O 1,2

2x QIAGEN Master Mix 55

Q-Solution 2,2

10x Primer Mix (2 uM von Prrr fund 1,1

Priyge 1)

Genomische DNA 1

Gesamtvolumen 11
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Tabelle 11: Reaktionsbedingungen PCR 3

Phase Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 15 Minuten
Denaturierung 94 30 Sekunden
Primeranlagerung 58 90 Sekunden 35
Elongation 72 2 Minuten

Finale Elongation 72 10 Minuten

Kiihlen 8 Unbegrenzt

Hier wurden 10 pl des PCR-Produkts auf einem 1,5 %-Agarosegel zusammen mit einer 100

bp DNA-Leiter als molekularem Marker aufgetragen. Nur im Falle einer mehrfachen

Integration entsteht ein Amplikon.

2.2.4 Agarose—Gelelektrophorese

Tabelle 12: 1 x TBE-Puffer (pH 8,3)

Reagenzien Konzentration [mM]
Tris 100

Borsaure 100

EDTA 3

Tabelle 13: 5 x Ladepuffer

Reagenzien Konzentration
Glycerol 30 % (v/v)
EDTA 50 mM
Bromphenolblau 0,25 % (v/v)
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Mithilfe der Agarose—Gelelektrophorese wurden DNA-Proben ihrer GroBe nach
aufgetrennt. Die DNA wandert dabei in einem elektrischen Feld in Richtung der Anode. Zu
70 ml des TBE—Puffers wurde dabei eine bestimmte Menge Agarose hinzugefiigt, naimlich
0,56 g Agarose fir ein 0,8 %-iges oder 1,05 g fur ein 1,5 %-iges Gel. Im nichsten Schritt
wurde die Agarose im Puffer gelost, indem die Losung bis zum Kochen erhitzt wurde.
Nachdem die Losung bei Raumtemperatur abkithlen konnte, wurde ihr 5 ul Ethidiumbromid
hinzugefiigt. Danach wurde die Lésung in eine Gelschale mit Gelkimmen gegossen. Sobald
das Agarosegel fest geworden war, wurden die Kimme entfernt. Das Gel wurde dann samt
der Schale in eine Gelelektrophoresekammer platziert, wobei diese Kammer mit TBE-Puffer
gefillt ist. Diesem wurde hier 0,5 % Ethidiumbromid hinzugefigt. Die DNA—Proben
wurden mit dem 5x Ladepuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Eine DNA—Leiter
(100 bp oder 1 kb DNA—Leiter) wurde auf das Gel aufgetragen und als molekularer Marker
verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 120 V durchgefiihrt und das Gel wurde zuletzt
unter UV—Licht visualisiert. Dabei wurde der Fluor-S™ Multi Imager und die Quantity One

v4.2.3 Software verwendet.

2.2.5 Sanger—Sequenzierung

Tabelle 14: Reaktionsgemisch Sequenzierungs-PCR

Reagenzien Volumen [pl]
DMSO 0.25

Primer (10 pM) 0.5

BigDye® 1

ddH.O 2.25

DNA 1

Gesamtvolumen 5
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Tabelle 15: Reaktionsbedingungen Sequenzierungs-PCR

Phase Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 2 Minuten
Denaturierung 96 15 Sekunden
Primeranlagerung 56,5 15 Sekunden 35
Elongation 60 4 Minuten

Finale Elongation 72 7 Minuten

Kiihlen 8 Unbegrenzt

Die Sanger—Sequenzierung wurde durchgefithrt, um die DNA-Sequenz der stabil
transfizierten Klone zu validieren. Sie beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger,
bei der wihrend der Synthese von DNA Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs) anstelle
von Desoxynukleotidtriphosphaten eingebaut werden. Die DNA-Polymerase katalysiert die
Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3‘-Hydroxylgruppe eines Nukleotids
mit der 5-Phosphatgruppe eines neu anzufiigenden Nukleotids. Didesoxynukleotide zeigen
aber nicht die fiir die Reaktion notwendige 3‘-Hydroxylgruppe, sodass kein weiteres
Nukleotid angefiigt werden kann. Auf diese Weise wird die Synthese der DNA terminiert.
Da der Einbau der ddN'TPs zufillig geschieht, entstehen DN A—Fragmente unterschiedlicher
GroBe, sodass diese durch die Kapillarelektrophorese ihrer GroB3e nach getrennt werden
konnen. In diesem Fall wurde das Big Dye® Seguencing Kit benutzt, welches verschiedene
floureszenzmarkierte ddNTPs enthilt, um verschiedene DNA-Fragmente zu detektieren.

Fir die Sequenzierung wurde der 3730x/ Genetic Analyzer benutzt.

Es wurde eine Sequenzierungs-PCR (Tabelle 15) durchgefthrt, bei der die in Tabelle 2
aufgefihrten Primer verwendet wurden, um die mutierte Stelle der jeweiligen Zelllinie zu

sequenzieren.

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde von Salzen und Nukleotiden, die nicht
eingebaut wurden, durch Groéf3enausschlusschromatographie gereinigt. Zur Vorbereitung
der Sephadex—Siule wurden 35 mg Sephadex G50 Superfine in die Wells einer 96—Well—
Filterplatte gegeben. 300 ul Wasser pro Well wurden hinzugegeben und drei Stunden
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das tiberschissige Wasser durch eine

finfminttige Zentrifugation bei 700 x g entfernt. Danach wurden 150 pl Wasser pro Well
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pipettiert und 30 Minuten inkubiert. Danach wurde erneut fir finf Minuten bei 700 x g

zentrifugiert, um das tiberschiissige Wasser zu entfernen.

Nach Ablauf der Sequenzierungs—PCR (Tabelle 14) wurde das PCR-Produkt auf ein
Endvolumen von 40 ul mit ddH»O verdinnt. Das Gesamtvolumen wurde auf die Sephadex—
Saule gegeben. Die Platte wurde erneut bei 700 x g fur fiinf Minuten zentrifugiert. Dabei
wurde das aufgereinigte Sequenzierungsprodukt in einer neuen 96—Well-Platte aufgefangen.
Nach der Sequenzierung, die durch den 3730x/ Genetic Analyzer durchgefithrt wurde, wurden
die Daten durch Verwendung der Software Sequencing Analysis v5.2 und des Staden Package

sowie des Clone Manager 6 ausgewertet.

2.3 Methoden zur RNA-Analyse

Durch die ubiquitire Prisenz von RNasen, die RNA abbauen, ist RNA sehr instabil. Deshalb
ist es unumganglich, mit besonderer Vorsicht zu arbeiten und so die Kontamination mit
RNasen zu vermeiden. Eine Ma3nahme dabei ist das stindige Arbeiten mit Handschuhen.
Diese miussen haufig gewechselt werden. RNA darf nur an einem besonderen Arbeitsplatz
mit einem Abzug behandelt werden. An diesem Arbeitsplatz sind ausschlieBlich RNA—
Arbeiten gestattet. Die Arbeitsfliche und die dort dauerhaft stationierten Pipetten mussen

mit einer Dekontaminationslésung, RNaseZAP™, behandelt werden.

2.3.1 RNA-Extraktion

RNA von HEK293—Zellen wurde durch Verwendung des RNeasy Plus Mini Kit und des
QIACube Roboters extrahiert. Das Protokoll des Herstellers wurde dabei genau befolgt. Fiir
die Extraktion wurden ein bis zwei Millionen HEK 293—Zellen fiir vier Minuten bei 400 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 350 ul RLT-Puffer Plus resuspendiert. Zu dem Puffer
wurde 1 % B-Mercaptoethanol hinzugegeben (v/v). Der Puffer ist ebenfalls im o. g. Kit
vorzufinden. Die RNA wurde dabei automatisch durch den QIACube Roboter extrahiert.

Die Elution erfolgt dabei mit RNase-freiem Wasser in einem Volumen von 50 pl.
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2.3.2 cDNA-Synthese

Fir die Synthese von komplementirer DNA (complementary DNA, cDNA) ist ausgehend
von einer Vorlage in RNA-Form eine Reverse Transkriptionsreaktion notwendig. Die
Reaktion wird dabei durch das gleichnamige Enzym, die Reverse Transkriptase, katalysiert.
Dieses Enzym ist eine DNA—Polymerase, die RNA-abhingig arbeitet. Die Synthese von
cDNA ist essentiell fir mRNA—Expressionanalysen, z.B. quantitative Echtzeit—PCR (s.
Abschnitt 2.3.3). Das SuperSeript® II Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher Scientific),
Random Primer und ein RNase Inhibitor wurden fur die cDNA—Synthese benétigt. Dafiir
wurde 1 pg RNA in einem Endvolumen von 17,75 ul RNase—freiem Wasser verdunnt.
Darauthin wurde 1 pl der Random Primer hinzugefigt und das Reaktionsgemisch wurde dann
fir zehn Minuten bei 72 °C inkubiert. Nach einer zehnminiitigen Abkihlungsphase bei

Raumtemperatur wurden 11,25 pl des cDNA Master Mix hinzugegeben.

Tabelle 16: Master Mix fiir cDNA-Synthese

Reagenzien Volumen [pl]

5x RT Puffer 6

DTT (0.1 M) 3,5

dNTPs (10 mM) 1

RNase Inhibitor 0,5

SS II Reverse Transkriptase 0,25
Gesamtvolumen 11,25

Das nun vollstindige Reaktionsgemisch wurde fiir eine Stunde bei 42 °C inkubiert. Die jetzt

synthetisierte cDNA wurde in 70 ul ddH,O verdiinnt und bei -20 °C eingefroren.

2.3.3 Quantitative Echtzeit—-PCR

Die mRNA—Expression kann durch die quantitative Echtzeit—PCR bestimmt werden. Mit
dieser Methode kann der Zuwachs des amplifizierenden PCR—Produkts in Echtzeit
detektiert werden. Dies gelingt, da die Proben floureszenzmarkiert sind. In der vorliegenden
Arbeit wurden TagMan® Genexpressionsassays verwendet, um den humanen OCT1 zu
detektieren. Das humane T AT A-binding Protein (TBP) wurde als endogene Kontrolle

verwendet. Als Voraussetzung zur Durchfithrung der quantitativen Echtzeit—PCR wurde
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RNA extrahiert (Abschnitt 2.2.1) und in cDNA transkribiert (Abschnitt 2.2.2). Dann wurde

der fiir die PCR notwendige Master Mix wie folgt vorbereitet:

Tabelle 17: Master Mix fiir die quantitative Echtzeit-PCR

Reagenzien Volumen [ul]

2x qPCR Master Mix 9

20x TagMan® Assay Mix 0.9

ddH.O 5.1
Gesamtvolumen 15

In eine 384-Well PCR-Platte wurden 15 pl des Master Mix und drei pl der zuvor
synthetisierten ¢cDNA zusammengegeben. Dabei wurden alle Proben in Triplikaten
gemessen. Die PCR-Platte wurde unmittelbar vor der Messung mit einer optisch
durchsichtigen und klaren sowie adhisiven Folie luftdicht verschlossen. Die Echtzeit—PCR
wurde mit dem 7900 HT Fast Real Time PCR Syster und unter folgenden
Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen der quantitativen Echtzeit-PCR

Phase Temperatur Zeit Zykle
[°C] n
Initiale Denaturierung und Aktivierung der Tag— 95 10 Minuten
Polymerase
Denaturierung 95 15 Sekunden
40
Primeranlagerung und Elongation 60 1 Minute

Kihlen 8 Unbegrenzt
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Die relative OCT1-Expression wurde durch die AAC—Methode (Livak und Schmittgen
2001) und die folgende Gleichung quantifiziert:

2 —AACT — 2 (_ACT,S - ACT,T) — 2 _((CT target,s — CT Contrul,s)_ (CT target,r — CT sample,r ) )

Cr = threshold cycle (Schwellenzyklus)
S = Zelllinie Sample (mutierter OCT1)
R = Zelllinie Referenz (pcDNADS)
Target = hOCT1

Control =TBP

2.4  Zellkulturtechniken

2.41 Zellkulturbedingungen

Die Arbeit mit den verschiedenen Zelllinien wurde unter sterilen Bedingungen innerhalb
einer sterilen Werkbank mit laminarer Luftstrémung durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei
37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im CO,—Inkubator BBD6220 kultiviert.
Als Zellkulturmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) verwendet. Dem
Zellkulturmedium wurde 10 % fetales Kilberserum (FCS) und 100 U/ml Penicillin und 100
ug/ml Streptomycin (1 % PS) zugesetzt. Sobald die Zellen innerhalb der Zellkulturflasche
eine Konfluenz von 80 % erreicht hatten, wurden die Zellen passagiert. Daftir wurden die
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st, indem sie mit 12 ml frischem
Zellkulturmedium vom Boden der Zellkulturflasche komplett abgespult wurden. Zwei
Milliliter der Zellsuspension wurden in eine neue Zellkulturflasche mit frischem

Zellkulturmedium transferiert.

2.4.2 Ausplattieren der Zellen

Die Zellen wurden hierbei durch Trypsinierung von der Zellkulturflasche abgel6st. Dafiir
wurden 3,5 ml der Trpl.LE™ Express—Losung auf die Zellen pipettiert und bei 37° C fiir drei
Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 10 ml Zellkulturmedium der Flasche
zugegeben, damit die Wirkung des Trypsins kompetiert wird. Die gesamte Zellsuspension
wurde in ein 50-ml-Falcon—Roéhrchen tiberfihrt. Das Rhrchen wurde dann fiir drei Minuten
bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet wurde in 10 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. Vor Beginn der hier dargestellten Arbeitsschritte wurde in

einem sogenannten CASYup®, cin spezielles Rohrchen, 10 ml der CASY7n®-Flissigkeit
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abgefillt. In dieses CASYeup® wurden 20 pl der resuspendierten Zellsuspension pipettiert.
Zur automatischen Zellzihlung wurde der CASY®-Zellzihler verwendet. Die automatisch
berechnete Zellkonzentration wurde dann verwendet, um die fir die folgenden
Transportexperimente notwendige Anzahl an Zellen pro Well zu berechnen. Fir
Transportexperimente wurden Zellen in 12-Well-Platten ausplattiert. Die Platte wurde mit
Poly-D-Lysin vorbehandelt, um die Adhiésion der Zellen zu ermdéglichen bzw. zu verbessern.
Dafir wurden 0,5 ml 2 mg/ml Poly-D-Lysin-Losung in jedes Well pipettiert, sodass die
komplette Oberfliche der Vertiefung benetzt ist. Fiir eine halbe Stunde inkubierte die so
vorbehandelte 12-Well-Platte bei 37 °C im Inkubator. Danach wutrde die Poly-D-Lysin-
Losung wieder aus dem Well entfernt und die Platte zum Trocknen unter die sterile

Werkbank gebracht.

2.4.3 Einfrieren von Zellen

Um die verschiedenen Zelllinien lingerfristig zu erhalten, wurden diese bei -196 °C in
flissigem Stickstoff gelagert. Vorher mussen die Zellen jedoch in grofBlen, also T75,
Zellkulturflaschen expandiert werden, bis eine Konfluenz von mindestens 80 % erreicht ist.
Die Zellen wurden in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in ein 50-ml-
ZentrifugationsrOhrchen transferiert. Dieses wurde dann fur drei Minuten bei 300 x g
zentrifugiert. Das so entstehende Pellet wurde in 7,2 ml vorgekithltem Kryo—Medium
resuspendiert, welches aus FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) besteht. Die
Zellsuspension wurde danach auf vier 1,8 ml Nunc® CryoTubes® aufgeteilt. Die Nunc®
CryoTubes® wurden dann fiir eine Stunde in einem Eiswasserbad gekihlt, bevor sie zundchst
bei -80° C gelagert wurden. Ist aber eine lingerfristige Aufbewahrung angedacht, so miissen

die bei -80 °C gelagerten Zelllinien in den fliissigen Stickstoff tiberfithrt werden.

2.4.4 Auftauen von Zellen

Sollen im flissigen Stickstoff gelagerte Zellen wieder aufgetaut werden, so muss das Nunc®
CryoTube® mit der darin enthaltenen Zellsuspension in einem 37 °C—Wasserbad geschwenkt
werden. Die Zellsuspension wurde dann schnellstméglich in ein 50-ml-Falcon—Rdhrchen
transferiert. Dieses wurde vorher vorbereitet, indem 10 ml vorgewirmtes Zellkulturmedium
in das Rohrchen gegeben wurden. Die nun in das Medium pipettierte Zellsuspension wurde

darauthin fiir drei Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt
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worden war, wurde das Pellet in 5 ml frischem und vorgewirmten Zellkulturmedium
resuspendiert. Dann erfolgte der Transfer in eine kleine, d.h. T25, Zellkulturflasche. Nach
einem Tag wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von
mindestens 80 % erreicht hatten, wurden die Zellen in eine groBe T75—Zellkulturflasche

uberfuhrt.

2.4.5 Stabile Transfektion von HEK293—Zellen

Das Flp-In™-System erlaubt die dauerhaft stabile Integration des Expressionsvektors mit
dem betreffenden Gen in das Genom der T-REx-293-Zellen, die spezielle HEK293-Zellen
darstellen (Abbildung 3). Sowohl die HEK293—Zelllinie als auch der Expressionsvektor
pcDNAS enthalten eine Stelle namens F/p Recombination Target Site (FRT site). Bei der stabilen
Transfektion erlaubt die Flp Rekombinase, die auf dem Helferplasmid pOG44 kodiert ist,
die Rekombination und dadurch die Integration des Expressionsplasmids in das Zielgenom.
Stabil transfizierte Klone koénnen dann mit Hygromycin B selektiert werden. Das

Resistenzgen fiir Hygromycin B wird vom Expressionsplasmid kodiert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Flp-InT™-Systems fiir die Herstellung stabil
transfizierter HEK293-Zelllinien. Die T-REx-293-Wirtszelllinie und der pcDNAS5-
Expressionsvektor zeigen beide eine Filp Recombination Target (FRT) site. Bei der Transfektion
vermittelt die Flp-Rekombinase auf dem pOG44-Helferplasmid tiber DNA-Rekombination an den
FRT sites die Integration des Expressionsvektors in das Genom der T-REx-293-Zelllinie. Stabil
transfizierte Klone kénnen mit Hygromycin B selektiert werden, dessen Resistenzgen ist auf dem
Expressionsplasmid kodiert. Abbildung modifiziert nach , Flp-In™-System* von Invitrogen Life

Technologies.

Eine Million HEK293—Zellen wurden in einer 6—Well-Platte ausplattiert und fiir 24 Stunden
bei 37 °C inkubiert. Fir die Transfektion wurden 400 ng DNA des Plasmids und 3,6 pg des
Helferplasmids pOG#44 in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 pipettiert, welches 100 ul DMEM ohne
Zusitze enthilt. In einem anderen Reaktionsgefil wurde 12 ul F#GENE® 6
Transfektionsreagenz in 100 pl DMEM ohne Zusitze verdinnt. Beide Gefille wurden fiir
finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Inhalt beider Gefi3e durch
fiinfmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. Das Gemisch wurde nun fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die ausplattierten Zellen einmal mit
2 ml DMEM, welches 10 % FCS enthilt, gewaschen und danach zurtick in den Inkubator
gestellt. Nach Ablauf der 15 Minuten wutde den ausplattierten Zellen 2 ml DMEM/10 %
FCS zugegeben und trépfchenweise wurden auch 200 ul des DNA-F#GENE® 6—Gemischs



2 Material und Methoden 37

auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden zuriick in den Inkubator gestellt. Am nichsten
Tag wurde das Medium gewechselt. Dabei wurde iibliches, aus DMEM, 10 % FCS und 1 %
PS bestehendes Zellkulturmedium verwendet. Einen Tag spiter wurden die Zellen in eine
100-mm-Petrischale transferiert, die 20 ml normales Zellkulturmedium enthielt. Wiederum
einen Tag spiter wurde Hygromycin B in einer Konzentration von 300 pg/ml in die
Petrischale gegeben. Nach etwa vier bis fiinf Tagen wurde das Medium erneut gewechselt

und erneut Hygromycin B (300 ng/ml) zugesetzt.

Zehn Tage nach der erstmaligen Gabe von Hygromycin B erschienen einzelne Zellkolonien
auf der Petrischale. Vierundzwanzig dieser Kolonien wurden sorgfiltig ausgewahlt und in
12—Well-Platten transferiert, deren Wells Zellkulturmedium mit 10 % FCS und 1 % PS und
100 pg/ml Hygromycin B enthielten. Sobald die Zellen in der 12—-Well-Platte eine Konfluenz
von etwa 80 % erreichten, wurden sie in 6-Well-Platten transferiert und spater in kleine T25-
Zellkulturflaschen. Dabei blieb die Zusammensetzung des Mediums und die Hygromycin B—
Konzentration unverindert. Beim ersten Passagieren in der T25-Zellkulturflasche wurden
Aliquots fir DNA- und RNA-Extraktion genommen (Abschnitt 2.2.1 und 2.3.1). Die
korrekte Integration des Expressionsplasmids in das Genom der HEK293—Zellen wurde
durch drei Polymerase—Kettenreaktionen und Genexpressionsanalysen validiert (Abschnitt

2.2.3 und 2.3.3).

2.5 Transportexperimente

Fir die Durchfihrung von Transportexperimenten wurden 600.000 HEK293—Zellen in 12—
Well-Platten ausplattiert, die mit Poly—-D—Lysin vorbehandelt wurden. Daraufthin wurden
die Zellen fir zwei Tage bei 37 °C im CO»—Inkubator inkubiert, um eine Konfluenz von
mindestens 80 % zu erreichen. Die weitere korrekte Durchfithrung eines
Transportexperiments erforderte die Verwendung von Hank's Balanced Salt Solution (HBSS).
Der pH—Wert dieser Losung muss bei 7,4 liegen und wurde vor Beginn der
Transportexperimente an einem pH-Meter kontrolliert. Der HBSS—Lésung werden zuvor
noch 5 ml einer 10 mM HEPES—Puffer-L6sung zugesetzt, die Losung wird in der Folge
HBSS+ bezeichnet.

Die ausplattierten Zellen wurden zunichst einmalig mit 2 ml vorgewirmten, 37 °C warmen
HBSS+ gewaschen. Das jeweilige Substrat wurde vorher in HBSS+ verdunnt. 400 pl dieser
Verdunnung wurden auf die ausplattierten Zellen pipettiert, die Reaktion startete. Nach zwei
Minuten wurde die Reaktion gestoppt, indem 2 ml eiskaltes HBSS+ auf die Zellen gegeben

wurde. Danach wurden die Zellen noch zweimal mit 2 ml eiskaltem HBSS+ gewaschen.
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Nach diesen Waschschritten wurde das HBSS+ restlos entfernt. Proben, die fur die
Proteinbestimmung gedacht sind, wurden in 500 ul RIPA—Puffer lysiert (Tabelle 19). Um die
intrazellulire Substratkonzentration zu quantifizieren, wurden die betreffenden Proben in
500 pl Lysepuffer lysiert. Dieser besteht zu 80 % aus Acetonitril, zu 20 % aus Wasser und
einem fir das Substrat spezifischen internen Standard (Tabelle 22). Bei der Substanz ASP*

wurden alle Proben in RIPA-Puffer lysiert (Tabelle 20).

Die intrazellulire Konzentration des jeweiligen Substrats wurde abschlieBend auf die
Gesamtproteinmenge der Probe normiert. Dafiir wurde die Proteinkonzentration mit dem
Bicinchoninsiure—Assay (Abschnitt 2.6.1) bestimmt. Die Aufnahme, die spezifisch tber
OCT1 vermittelt wurde, wurde kalkuliert, indem die Aufnahme der pcDNAS5-
Kontrollproben von der Aufnahme der OCT1-—iberexprimierenden Zellen subtrahiert

wurde.

Tabelle 19: RIPA-Puffer

Reagenzien Konzentrationen
Tris-HCI, pH 7,4 50 mM

SDS 0.1 % (w/v)
NP-40 1% (v/v)
Natriumdeoxycholat 0.25 % (w/v)
NaCl 150 mM

EDTA 1 mM

Tabelle 20: Substrate und verwendete Detektionsmethoden

Reagenzien Detektionsmethode
ASP+ Fluoreszenzspektroskopie
Ranitidin LC-MS/MS

Metformin LC-MS/MS

Sumattiptan L.C-MS/MS

Fenoterol L.C-MS/MS

Motphin LC-MS/MS

Zolmitriptan LC-MS/MS

Cycloguanil LC-MS/MS
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2.5.1 Auswahl der beiden Einzelkonzentrationen zur Durchfithrung der
Transportexperimente

Bei der Untersuchung eines Substrats wurden immer zwei unterschiedliche
Einzelkonzentrationen gemessen. Die jeweiligen Konzentrationen wurden anhand der
Michaelis-Menten-Kinetik wie folgt gewihlt: Die erste Konzentration liegt deutlich unter der
Substratkonzentration, bei der die Transportgeschwindigkeit halbmaximal ist, also deutlich
unter der Michaelis—Menten—Konstanten K... Die zweite Konzentration liegt im Bereich der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit vm.x. Bei den Substanzen Metformin und Cycloguanil
ergeben sich hieraus unterschiedliche Vorgehensweisen (Tabelle 22). Proben, die mit der
hoheren Konzentration behandelt wurden, wurden 1:200 in 0,1 %-Ameisensiure verdinnt.
Das Zelllysat der mit der niedrigeren Konzentration behandelten Proben wurde dahingegen
mit Stickstoff verdampft. Nach dem Verdampfen wurde das verdampfte Volumen durch
0,1 % Ameisensdure substituiert. Bei den Substanzen Morphin und Ranitidin wurden alle
Proben in Stickstoff verdampft. Alle Proben der Substanz Ranitidin wurden nach dem

Verdampfen zusitzlich 1:10 in 0,1 % Ameisensiure verdiinnt.

2.5.2 Floureszenzspektroskopie

Fur die Detektion des Modellsubstrats ASP™ wurden alle Proben in 500 ul RIPA-Puffer
lysiert. Davon wurden 200 ul des Zelllysats im nachsten Schritt in eine schwatze Corning®
96—Well-Platte uberfithrt. Die Messung erfolgte im Tecan Ultra Microplate Reader. Die

Messeinstellungen sind in Tabelle 21 aufgefiihrt. Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen.

Tabelle 21: Messeinstellungen ASP+

Kategorie Einstellung
Measurement mode: Fluoreszenz
Excitation wave length 485 nm
Emission wave length 612 nm

Gain 40

No. of flashes 10

Lag time 0

Integration time 40

Mirror selection Automatisch
Plate definition file COS96fb.pdf

Z/—Position Manuell
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2.5.3 Liquid—Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-
MS/MS)

Die intrazellulire Akkumulation der Substrate Ranitidin, Sumatriptan, Zolmitriptan,

Fenoterol, Morphin, Metformin und Cycloguanil wurde mit der LC-MS/MS analysiert und

quantifiziert (Tabelle 23). Wie in Abschnitt 2.5 beschrieben, wurden die Proben fiir die LC-

MS/MS in 500 ul Lysepuffer lysiert. Durch Zentrifugation bei 13.300 rpm fiir 15 Minuten

wurde der Zelldebris entfernt. Danach wurden 380 ul des Uberstands in ein neues 1,5-ml-

Reaktionsgefil3 transferiert.

Fir jede Messung eines bestimmten Substrats wurde gleichzeitig auch eine Standardkurve
pipettiert. Die Konzentrationen der jeweiligen Standardkurve wurden zuvor bestimmt und
in Lysepuffer vorbereitet, der auch den jeweiligen internen Standard enthilt. Sowohl die
Zelllysate als auch die Proben der Standardkurve werden in 0,1 %-Ameisensaure gelost. 10
ul der Probe wurden injiziert und darauthin mit LC-MS/MS analysiert. Fur die folgende
Analyse wurde ein API 4000™ Tandemmassenspektrometer benutzt, welches mit einem

HPLC (Hochleistungsflussigkeitschromatographie)—System der Serie 200 verbunden ist.

Tabelle 22: Ubersicht tber die Probenaufbereitung fiir die Detektion intrazellulirer
Substratkonzentrationen via LC-MS/MS

Substrat Interner Konzentration Probenvorbereitung
Standard (1) 1S [ng/ml]

Ranitidin Ranitidin-d6 10 1:10-Verdinnung in 0,1 %
Ameisensdure und Verdampfen in
Stickstoff

Sumatriptan ~ Sumatriptan-d6 10 1:10-Verdinnung in 0,1 %
Ameisensiure

Zolmitriptan ~ Sumatriptan-d6 10 1:10-Verdinnung in 0,1 %
Ameisensiure

Fenoterol Fenoterol-d6 5 1:8—Verdinnung in 0,1 %
Ameisensiure

Metformin ~ Buformin 50 1:200-Verdinnung  in 0,1 %
Ameisensdure bzw. Verdampfen in
Stickstoff

Morphin Codein 10 Verdampfen in Stickstoff

Cycloguanil ~ Proguanil-d6 10 1:10-Verdinnung in 0,1 %

Ameisensdure bzw. Verdampfen in
Stickstoff
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Tabelle 23: Parameter fiir die Detektion intrazelluldrer Substratkonzentration via LC-MS/MS

Substrat Massen- Reten-  Interner Massen- Reten- Orga-
transition tions- Standard (IS) transition tions-  nischer
[m/z] zeit [m/z] zeit IS Anteil
[min] in
mobiler
Phase
Ranitidin 3153 >130,1 4,15 Ranitidin-d6 321,2>130,1 4,13 8 %
Sumatriptan ~ 296,2 > 58,2 5,91 Sumatriptan- 302,2> 642 587 8 %
do
Zolmitriptan ~ 288,0 > 58,0 4,83 Sumatriptan- 302,2> 642 429 8 %
do
Fenoterol 304,1>107,1 4,62 Fenoterol-d6 310,3 >141,0 4,56 12%
Metformin 130,0 > 71,0 2,86 Buformin 158,0> 60,0 3,95 3%
Morphin 286,2>201,1 3,72 Codein 300,3 > 215,1 5,06 8 %
Cycloguanil 2522 >1951 4,02 Proguanil-d6 260,3 > 170,2 741 20 %
2.6  Proteinanalysen
2.6.1 Bicinchoninsdure—Assay zur Bestimmung der Proteinmenge

Tabelle 24: Reaktionsgemisch BCA

Reagenzien Konzentration
BCA 98 %
4 % Kupfersulfat -Pentahydrat 2%

Der Bicinchoninsdure—Assay wurde durchgefithrt, um die absolute Proteinkonzentration

einer Probe bzw. eines Zelllysats nach Behandlung mit RIPA—Puffer (Tabelle 19) zu

bestimmen. Bei diesem Assay handelt es sich um eine kolorimetrische Methode, die auf der

Reduktion der zweifach positiv geladenen Kupferionen zu einfach geladenen Kupferionen

durch die Peptidbindungen der Proteine beruht. Nach der Reduktion kénnen zwei Molekiile

der Bicinchoninsiure ein einfach positiv geladenes Kupferion chelieren und einen violett-

gefirbten Komplex bilden. Die Reaktion ist dabei proportional zur Gesamtmenge des in der

Probe bzw. im Lysat befindlichen Proteins (Smith et al. 1985). Die Absorption dieses
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Produkts wurde bei einer Wellenlinge von 570 nm durch den Tecan Ultra Microplate Reader

gemessen.

Die Proteinbestimmung wurde in einer 96—Well-Platte durchgefiihrt, wobei pro Well 5 ul
von der Probe bzw. vom Zelllysat pipettiert wurden. Dabei wurde die Messung in Triplikaten
durchgefiihrt, d. h. je drei Wells enthielten Lysat aus derselben Probe. Um die
Proteinkonzentration zu bestimmen, wurde eine Standardkurve in den Schritten 0 pg, 1 pg,
3 png, 5ug, 10 pg und 15 pg vorbereitet. Die Standardkurve enthielt BSA (Bovine Serum
Albumine).

Zu den Wells, die Proteinproben enthielten, wurden nun 200 ul des BCA—Reaktionsgemischs
pipettiert, um die kolorimetrische Reaktion zu starten. Die Reaktion wurde fiir 30 Minuten

bei 37 °C inkubiert.

2.6.2 Immunzytochemie

Tabelle 25: 10x Blocking-Puffer

Kategorie Einstellung

FCS 5% (v/v)

BSA 1% (w/v)

Triton X-100 0.5 % (v/v)

PBS auf 50 ml auffillen

Die Immunzytochemie wurde verwendet, um die zellulire Lokalisation des OCT1-Proteins
zu analysieren. Die Immunfirbung wurde durch die Verwendung von floureszenzmarkierten

sekundaren Antikérpern erméglicht und mittels Konfokalmikroskopie visualisiert.

Einen Tag zuvor wurden 250.000 Zellen auf eine Lab-Tek*II Chamber Slide—Platte ausplattiert,
diese ist mit Poly-D-Lysin vorbehandelt, um eine dauerhafte Adhirenz der Zellen zu

gewahrleisten.

Am nichsten Tag wurde die Immunfirbung durchgeftihrt. Die Zellen wurden dafiir einmal
mit 1 ml sterilem PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml einer 4 %-igen

Formaldehydlésung (Roti®-Histofix) behandelt. Die Loésung wurde fiir 20 Minuten bei
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Raumtemperatur auf die Zellen gegeben und diente zur endgtiltigen Fixierung der Zellen.
Darauthin wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der
Zellen wurde 1 ml des 1x Blocking—Puffers in die Slides pipettiert und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Blocking-Puffer wurde entfernt und die Zellen wurden mit
Antikérpern gegen Calnexin (Marker fiir das endoplasmatische Retikulum) oder Natrium-
Kalium-ATPase (Membranmarker) inkubiert. Es handelte sich um ein Ko-Staining, wobei
OCT1 entweder mit Calnexin oder Na'/K"-ATPase gefirbt wurde. Die primaren
Antikérper und die Verdinnungsfaktoren sind in Abschnitt 2.1.5 aufgefiihrt. 200 pl der
primiren Antikérper—Losungen wurden den Zellen zugegeben. Es folgt eine Inkubationszeit
von einer Stunde bei Raumtemperatur, dabei befinden sich die Platten auf einem Schiittler,

der mit 15 rpm agiert.

Nach dem Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal fir finf Minuten mit 1 ml
des 1x Blocking—Puffers gewaschen. Die Zellen wurden mit den floureszenzmarkierten
Sekundirantikbrpern inkubiert. Diese sind in Abschnitt 2.1.5 aufgefiihrt und wurden 1:400
in 1x Blocking Puffer verdinnt. Gleichzeitig wurden die Zellen mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gefirbt, um die DNA und damit den Zellkern zu markieren. Daftr
wurde DAPI 1:2000 in 1x Blocking—Puffer verdiinnt. Auch jetzt wurden 200 pl der
Antikérper—Verdinnungen und der DAPI-Verdiinnung pipettiert und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Da die sekundiren Antikorper
lichtempfindlich sind, wurde lichtgeschttzt gearbeitet. Wiederum wurden die Zellen nach
einer Stunde dreimal fiir je 5 Minuten mit 1x Blocking—Puffer gewaschen. Ein finaler
Waschschritt wurde mit 500 ul PBS fir finf Minuten durchgefithrt. Nach der Zugabe von

Fluoromount-G'" in Trépchenform wurden die Zellen lichtgeschiitzt gelagert und eingedeckt.

Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit dem Laserscan—Mikroskop LSM 710
analysiert. Die Bilder der analysierten Zellen wurden mithilfe der Image] Software v. 1.47

bearbeitet und analysiert.
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3  Ergebnisse

3.1 Generierung und Validierung stabil transfizierter HEK293—
Zelllinien mit den OCT1-Varianten L364A und H367A

HEK293—Zelllinien wurden stabil transfiziert, um die folgenden humanen OCT1-Mutanten
Uberzuexprimieren: 1.364A und H367A (beide auf Valinys-Hintergrund). Beide Zelllinien
wurden zusammen mit 18 weiteren, bereits existierenden Zelllinien (Abschnitt 2.1.9)
verwendet, um die OCT1-vermittelte Aufnahme von insgesamt acht OCT1-Substraten zu

messen.

Anfinglich wurden fir jede Zelllinie mindestens sechs, maximal jedoch acht Klone zur
Validierung ausgewihlt. Nach erfolgreich beendeter Validierung wurden zwei Klone als

Hauptklone eingefroren. Zudem wurden ein bis drei Klone als Reserveklone eingefroren.

Die Validierung der generierten HEK293—Zelllinien erfolgte auf DNA-; RNA- und
Proteinebene. Die korrekte Integration in genomischer DNA wurde durch drei
integrationsspezifische PCRs tiberpriift (fur methodische Details siche Abschnitt 2.2.3). Die
Expressionsstirke der Mutanten wurde durch RT-qPCR gemessen (fiir methodische Details
sieche  Abschnitt  2.3.3) und  die  korrekte  Proteinlokalisation  durch

Immunfluoreszenzfirbungen (fiir methodische Details siche Abschnitt 2.6.2).

Es konnte fir funf Klone (Klone 1, 3, 7, 15 und 20) der L.364A- und vier Klone (Klone 5, 0,
14, 15) der H367A-Variante eine korrekte und Integration in die FRT-Si#e bestitigt werden
(Abbildung 4B, PCRs 1 und 2). Fir die genannten Klone wurde auch mithilfe einer weiteren
PCR gezeigt, dass diese nur einmal in das Genom integriert worden sind (Abbildung 4B,
PCR3 und Tabelle 26). Zwei Klone der 1.364A- (Klone 6 und 14) und weitere zwei Klone
der H367A-Variante (Klone 3 und 17) haben Signale fir eine multiple Integration gezeigt

und wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen.

Des Weiteren wurde die Uberexpression von OCT1 mittels RT-qPCR analysiert. Die Klone
zeigten eine im Vergleich zum Wildtyp dhnliche Uberxpression (Abbildung 5).

Tabelle 26 listet die Validierungsergebnisse aller getesteten Klone auf.

Um die subzellulire Lokalisation der OCT1-Mutanten zu analysieren, wurden
Immunfloureszenzfirbungen durchgefithrt. Dazu wurde OCT1 zusammen mit Calnexin als

Marker fir das endoplasmatische Retikulum oder mit Na*/K"-ATPase als Membranmarker
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gefirbt. Es wurde ein monoklonaler Antikérper benutzt, der den humanen OCT1 spezifisch
erkennt. Der Membranmarker bestitigte die korrekte Membranlokalisation von OCT1 im
Wildtyp sowie in den Mutanten 1.364A und H367A (Abbildung 6). Es muss betont werden,
dass der Eindruck bestand, dass die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp eine nicht so stark
ausgepragte Membranlokalisation aufgewiesen haben. Eine Beobachtung, die aber leider
nicht quantitativ ausgewertet werden konnte, da die hier verwendete Methode eine

ausschlief3lich qualitative Information tber die OCT1-Expression liefert.

Der Klon 3 der 1.364A-und Klon 5 der H367A-Variante wurden flir weitere detaillierte
Analysen in dieser Arbeit benutzt (Tabelle 32). Die Klone 7 und 15 der L364A- und Klon
15 der H367A-Variante wurden auch asserviert. Sie sollen als Reserveklone benutzt werden,

falls ein Verdacht von klonspezifischen Artefakten besteht.
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Abbildung 4: Validierung der korrekten Integration der OCT1-iiberexprimierende
Konstrukte in das Genom der HEK293 T-REx-Zellen. A: Die erfolgreiche Integration des
pcDNAS5-Plasmids mit dem mutierten OCT1-Gen in das Genom der HEK293—Zellen wurde durch
drei integrationsspezifische Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) bestitigt. Schematische Darstellung
der Integration des mutierten OCT1 in das Genom der HEK293-Zellen. Die Bindungsstellen der
Primer in den PCRs 1-3 sind abgebildet. B: Mit der PCR 1 wurde das Hygromycin-Resistenzgen
amplifiziert. Das Amplikon ist 519 bp grol. PCR2 amplifizierte den mutierten OCT1, das
entstehende Amplikon ist 3137 bp grof3. Die Integration des leeren pcDNAS5-Vektors fithrte zu
einem Amplikon von 1376 bp GréBe. PCR 3 fihrt nur im Falle einer mehrfachen Integration des
pcDNA5-Vektors in das Genom der HEK293-Zellen zu einem 214 bp groBen Amplikon.
Positivkontrolle = Mehrfach integrierter Klon; T-Rex = untransfizierte HEK293-Zelllinie; L364A
und H367A sind Mutanten des humanen OCT1
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Abbildung 5: Genexpressionsanalyse von OCT1-iiberexprimierenden HEK293-Zellen. Die
quantitative Echtzeit-PCR zeigte eine homogene Uberexpression des OCT1. Die Quantifizierung

erfolgte durch Anwendung der AACt-Methode. TBP wurde als interne Kontrolle verwendet.



3 Ergebnisse

48

OCT1 (Wildtyp)

Plasmamembran Zusammengefiigt
N

(Na/K-ATPase)

ER (Calnexin)

OCT1_L36A

Plasmamembran Zusammengefiigt
(Na/K-ATPase)

ER (Calnexin) Zusammengefiigt

pcDNA5

Plasmamembran Zusammengefiigt
(Na/K-ATPase)

ER (Calnexin) Zusammengetiigt

OCT1_H367A

Plasmamembran Zusammengefiigt
(Na/K-ATPase)

ER (Calnexin) Zusammengefiigt
o

i

Abbildung 6: Subzellulire Lokalisation von OCT1-iiberexprimierenden HEK293-Zellen. Die

subzellulire Lokalisation wurde durch Immunfloureszenzfirbungen untersucht, der Firbung folgte

die Analyse mit dem Konfokalmikroskop (100x VergréBerung). OCT1 (griin) wurde entweder mit

der Na*/K*-ATPase als Plasmamembranmarker (rot, obere Spalte) oder mit Calnexin als Marker fir

das endoplasmatische Retikulum gefirbt (rot, untere Spalte). Sowohl der Wildtyp als auch die

Aminosiduresubstitutionen 1.364A und H367A sind in der Plasmamembran lokalisert, wie durch die

Firbung von OCT1 mit der Na*/K+*-ATPase deutlich wird. Als Negativkontrolle ist pcDNA5

aufgefithrt. Skalierung: 10 uM
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Tabelle 26: Validierungsergebnisse stabil transfizierter HEK293-Zelllinien

Mutant Klon | Morphologische | PCR | PCR | PCR | Genexpression
Beurteilung 1 2 3
OCT1_L364A 1 (+) + + - +
2 ++ + n.a. |- n. a.
3 ++ + + . +
6 + n.a. |na |+ n. a.
7 ) + - - -
14 + n.a. |na |+ n. a.
15 o+ + - - -
20 ++ + - - +
OCT1_H367A 3 + n.a. |+ + n. a.
5 ++ + + - +
6 ++ + + - +
14 (+) + + - +
15 | + + _ +
17 + + n.a |+ n. a.

Die Zellmorphologie wurde mikroskopisch beurteilt. Dabei wurde zwischen sehr gut (++), gut (+)
und addquat ((+)) abgestuft. Die korrekte GroéBe des Amplikons nach einer durchgefithrten PCR
wird mit einem + bestitigt. PCR 3 ist eine negative PCR, ein Amplikon entsteht nur bei mehrfacher
Integration des zu untersuchenden Gens. Im Normalfall sollte kein Amplikon entstehen (-). Die
Analyse der Genexpression erfolgte mittels quantitativer Echtzeit—PCR und der Quantifizierung
anhand der AACt-Methode. Nicht bei allen Klonen wurden die Validierungen komplett durchgefiihrt.
Klone, die eine positive PCR 3 zeigten, wurden aussortiert. Orange schattiert sind Klone, die fiir
funktionelle Transportexperimentanalysen verwendet wurden. n. a. = nicht angegeben bzw. nicht
auswertbar. Orange schattiert sind die jeweiligen Hauptklone (Klon 3 der L364A- und Klon 5 der

H367A-Variante), hellrot die jeweiligen Reserveklone der Varianten.
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3.2  Charakterisierung substratspezifischer Effekte genetischer
Polymorphismen im OCT1

Fir den folgenden Teil der Arbeit wurden zur Charakterisierung substratspezifischer Effekte
systematische Mutationsanalysen mit 20 genetischen OCT1-Varianten durchgefthrt. Davon
waren 18 Varianten bereits als stabil transfizierte HEK293-Zelllinien vorhanden. Die
Varianten .364A und H367A wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert und charakterisiert

(Abschnitt 3.1).

Die OCT1-Varianten wurden mit einem breiten Spektrum von acht verschiedenen
Substraten untersucht, zu denen auch wichtige Medikamente gehéren. Dabei wurden zwei
unterschiedliche Einzelkonzentrationen untersucht (Abschnitt 2.5.1). Die erste
Konzentration liegt deutlich wunter der Substratkonzentration, bei der die
Transportgeschwindigkeit halbmaximal ist (also deutlich unter der Michaelis—Menten—
Konstanten K,). Die zweite Konzentration liegt im Bereich, an dem die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit vima erreicht ist (Tabelle 27).

Tabelle 27: Ubersicht verwendeter OCT1-Substrate und Konzentrationen zur Durchfihrung

systematischer Mutationsanalysen

Substrat Kn [uM] Konzentration 1 Konzentration 2
(<< Ka) [nM] (~Vma) [uM]
ASP”" 63+£9 5 400
Cycloguanil 18+ 3 0,3 150
Fenoterol 1,8 +0,2 1 40
Metformin 2420 + 520 100 15000
Morphin 34103 0,1 50
Ranitidin 63+9 1 200
Sumatriptan 55+8 1 200
Zolmitriptan n.a. 1 200
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3.21 Ubersicht der funktionellen Charakterisierung genetischer OCT1-Varianten

Der GroBteil der untersuchten genetischen OCT1-Varianten zeichnete sich durch einen

Funktionsverlust verglichen mit der OCT1-Wildtypaktivitit aus (Tabellen 27-31).

Diese konnen in verschiedene Gruppen unterteilt werden: S29L (OCT7*72) und
G465R/M420del (OCT1*5) sind Varianten, die fur alle untersuchten Substrate zu einem
kompletten OCT1-Funktionsverlust gefithrt haben. So zeigte beispielsweise G465R eine
durchschnittliche Aktivitit von 1,1 £ 2,0 % (Konzentration 1, Tabelle 28 ) bzw. 4,6 £ 2,7 %
(Konzentration 2, Tabelle 29). Einen starken, aber nicht kompletten Funktionsverlust zeigen
die Varianten R61C (OCT7%3) und R206C/M420del/M408V (OCT7*14) unabhingig vom
untersuchten Substrat. R61C zeigt beispielsweise eine mittlere OCT1-Aktivitit von

35,3 £ 3,2 % (Konzentration 1, Tabelle 28) bzw. 23,8 * 3,0 % (Konzentration 2, Tabelle 29).

Substratspezifische Effekte wiesen S14F (OCT7*7), F159A, S189L (OCT7*10), T245M
(OCTT*13), G401S (OCT1*4), M420del/M408V (OCT1*2), 1449T (OCT1*11) (fur Details
sieche Abschnitt 3.2.5), D474E und D474N (fir Details siche Abschnitt 3.2.3) auf. Die
Varianten F160L, W217Y, R342H, 1.364A und H367A (fiir Details siche Abschnitt 3.2.2)
zeigten weder einen Funktionsgewinn noch -verlust von mehr als 50 % der OCT1-

Wildtypaktivitit.

Andererseits zeigten die Varianten P117L (OCT7*9) und R488M (OCT7*8) deutliche
Funktionszugewinne (Gain of function-Varianten). P117L zeigte im Durchschnitt eine OCT1-
Aktivitait von 125,7 *+ 95% (Konzentration 1, Tabelle 28) bzw. 128,6 * 12,8%
(Konzentration 2, Tabelle 29). Noch aktiver zeigte sich R488M mit einer durchschnittlichen

OCT1-Aktivitit von 128,2 + 9,0% (Konzentration 1, Tabelle 28) bzw. 151,3 £ 12,8%.



3 Ergebnisse

52

Tabelle 28: OCT1-vermittelte Aufnahme bei Konzentrationen deutlich unter der Ky (in Prozent des Wildtyps).

Mutationen Allele ASP+ Sumatriptan | Zolmitriptan Ranitidin Fenoterol Metformin Morphin Cycloguanil
Mean |SEM |Mean |SEM |Mean |SEM |Mean |SEM |Mean (SEM |Mean (SEM [Mean |SEM Mean |SEM

Wildtyp OCT1*1 |100,0%| 1,7%(100,0%| 0,3%|100,0%| 5,8%(100,0%| 2,0%|100,2%| 1,2%|100,0%| 4,6%|100,0%| 3,2%|100,0%| 2,9%
S14F OCT1*7 | 90,0%| 2,7%|114,9%|12,1%| 58,0%| 8,4%| 85,7%| 7,1%| 67,2%| 6,4%|131,1%| 4,8%| 69,6%| 3,2%|128,0%| 7,6%
S29L OCT1*12| 19%| 0,8%| 0,0%| 0,3%| 2,8%| 1,3%| 0,0%| 0,8%| 0,0%| 0,5% 2,9%| 3,8%| 17,3%| 2,5%

R61C OCT1*3 | 68,1%| 6,2%| 27,5%| 1,0%| 3,5%| 1,8%| 35,0%| 8,9%| 19,5%| 1,8%| 8,7%| 1,3%| 22,1%| 3,2%| 97,8%| 1,3%
P117L OCT1*9 | 108,9%| 6,9%|126,5%|11,8%|135,4%|15,1%|125,6%| 6,0%|170,2%|17,1%| 99,9%| 6,1%|113,7%| 3,5%

F159A* 123,7%| 3,6%[134,2%| 5,2%|166,7%| 6,6%| 93,7%| 3,1%|139,3%| 4,9%[229,6%|12,7%| 50,1%| 3,8%|146,0%| 4,0%
F160L 109,2%| 6,4%|126,6%| 6,9%|104,3%| 3,7%|107,8%| 9,5%| 96,2%| 3,9%| 47,5%| 3,5%| 62,2%| 6,3%|140,3%|10,6%
S189L OCT1*10| 90,3%| 3,6%| 97,7%| 7,7%| 22,3%| 6,6%| 73,6%| 2,9%| 90,6%| 9,6%| 20,4%| 1,3%|100,5%| 6,0%

R206C** OCT1*14| 51,9%| 2,9%| 30,0%| 1,9%| 27,9%| 1,8%| 35,0%| 2,9%| 36,0%| 2,5%| 54,7%| 3,8%| 24,7%| 1,8%| 84,3%| 7,0%
W217Y*** 122,4%| 6,7%(100,4%|11,1%| 73,6%| 5,0%| 79,0%| 4,3%| 84,1%| 6,6%| 54,9%| 5,1%| 39,2%| 3,9%| 72,6%| 5,8%
T245M OCT1*13| 68,3%| 7,1%| 80,6%| 6,7%| 15,4%| 1,8%| 38,9%| 2,6%| 36,8%| 2,4%| 11,9%| 2,7%| 40,8%| 3,8%[179,2%|14,3%
R342H*** 115,6%| 7,6%|108,9%|10,9%|109,7%| 3,3%|133,9%]|10,2%|116,7%| 5,2%| 83,1%| 7,1%| 99,8%| 5,5%|127,5%|10,9%
L364A*** 133,8%| 5,8%|110,6%| 5,4%| 95,4%| 1,1%|107,4%| 5,4%| 92,3%| 5,2%| 93,7%|10,2%| 90,8%| 6,7%| 67,2%| 5,1%
H367A*** 103,5%| 9,2%|106,2%| 8,5%| 91,5%| 2,6%| 98,5%| 4,8%|105,2%| 3,1%|118,0%|11,0%| 68,5%| 4,5%|126,0%|11,9%
G401S OCT1*4 | 25,8%| 3,3%| 20,3%| 2,4%| 14,7%| 4,4%| 38,5%| 7,1%| 61,1%| 6,4%| 1,6%| 0,3%| 6,9%| 1,4%| 61,3%| 4,1%
M420del*** OCT1%*2 |100,4%| 4,1%| 83,8%| 5,7%| 20,6%| 1,8%|107,6%| 9,2%| 54,2%| 6,5%| 82,0%| 5,0%| 50,3%| 4,6%|108,1%| 6,7%
1449T OCT1*11|112,1%| 6,6%| 94,3%| 4,7%| 67,3%| 2,0%|118,3%| 4,4%|124,2%| 7,9%| 59,5%| 3,9%| 99,8%| 3,2%|171,3%|12,8%
G465R** OCT1*5 1,2%| 0,4%| 0,0%| 0,2%| 1,1%| 2,0%| 1,1%| 1,3%| -15%| 0,2%| 0,0%| 2,2%| 14,5%| 1,8%| 1,2%| 0,8%
R488M OCT1*8 |124,9%| 10,5%| 113,0%| 7,6%|181,0%|15,8%|118,7%| 7,2%|142,0%|13,3%| 82,7%| 1,8%|135,5%| 6,7%

DA74E*** 78,8%| 3,8%| 49,2%| 2,6%| 15,1%| 1,0%|110,5%| 3,3%| 36,0%| 2,7%| 19,4%| 0,7%| 49,6%| 1,5%|145,4%| 9,5%
D474N*** 3,9%| 0,3%| 2,06 0,4%| 7,1%| 1,3%| 0,0%| 0,6%| 2,5%| 1,2%| 14,7%| 3,0%[ 0,0%| 3,5%

*: Zusitzliche Hintergrundmutation C450M und M408V, **: Hintergrundmutation M420del, ***: Hintergrundmutation M408V
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Tabelle 29: OCT1-vermittelte Aufnahme im Konzentrationsbereich, in dem die maximale Reaktionsgeschwindigkeit v erreicht ist (in

Prozent des Wildtyps).
Mutationen Allele ASP+ Sumatriptan | Zolmitriptan Ranitidin Fenoterol Metformin Morphin Cycloguanil
Mean [SEM |Mean |SEM |Mean (SEM (Mean |SEM |Mean |[SEM (Mean |SEM |Mean |SEM Mean |SEM

Wildtyp OCT1*1 |100,0%| 2,1%|100,0%| 3,8%|100,0%| 1,9%|100,0%| 0,9%| 100,0%| 0,3%|100,0%| 0,5%|100,0%( 4,6%|100,0%| 1,7%
S14F OCT1*7 | 87,7%| 3,9%|117,1%|10,6%| 61,4%| 3,3%|105,5%| 6,4%| 81,2%| 8,3%| 94,5%| 6,8%| 63,0%| 6,0%| 78,9%| 3,1%
S29L OCT1*12| 2,0%| 3,0%| 1,3%| 0,6%| 1,7%| 0,8%| 1,2%| 1,9% 0,0% 9,5%|11,4%| 79,3%| 8,7%

R61C OCT1*3 | 43,1%| 3,5%| 26,7%| 1,7%| 10,2%| 1,2%| 29,5%| 5,8%| 26,7%| 4,1%| 7,2%| 1,2%| 20,5%| 4,2%| 26,9%| 2,1%
P117L OCT1*9 | 118,1%| 7,3%|144,7%|15,6%|105,3%| 6,4%|149,1%| 3,7%| 155,4%|35,1%|108,7%| 9,0%|118,8%| 12,5%

F159A* 277,2%| 18,7%|342,7%| 18,8%| 203,8%| 5,9%|223,0%|16,5%| 242,9%| 9,4%|311,3%|26,3%| 53,8%| 5,7%|200,2%|16,6%
F160L 103,4%| 5,9%|102,3%| 8,2%(119,2%| 1,9%|110,9%| 7,3%| 94,2%| 7,3%| 65,5%| 6,1%| 93,5%| 8,7%|100,9%| 5,8%
S189L OCT1*10| 52,1%| 5,2%| 84,4%| 8,3%| 30,9%| 3,8%| 54,5%| 4,1%| 89,9%|21,2%| 19,3%| 1,2%| 78,2%| 7,2%

R206C** OCT1*14| 11,6%| 1,1%| 21,9%| 1,5%| 16,1%| 1,5%| 6,4%| 1,1%| 17,1%| 2,5%| 21,4%| 2,1%| 60,5%| 5,7%| 13,1%| 1,2%
W217Y*** 161,8%|10,1%| 93,4%| 6,3%| 86,7%| 6,6%|131,2%| 8,9%| 150,8%| 9,0%| 51,5%| 3,3%| 90,3%| 3,4%| 79,0%| 4,1%
T245M OCT1*13| 23,0%| 2,0%| 59,1%| 5,0%| 21,7%| 2,5%| 26,0%| 1,7%| 20,7%| 2,1%| 7,8%| 1,4%| 17,8%| 3,1%| 45,8%| 4,0%
R342H*** 108,5%| 5,3%| 97,9%| 7,9%| 97,8%| 3,3%|153,9%|(13,3%| 116,7%| 7,8%| 77,1%| 2,2%|101,0%| 4,4%|105,3%| 4,3%
L364A*** 126,7%| 8,4%|104,7%| 4,9%|103,8%| 0,7%| 98,8%| 2,8%| 90,0%| 5,9%| 75,6%| 3,7%|101,6%| 5,7%|102,9%| 7,0%
H367A*** 69,8%| 4,9%| 88,4%| 4,1%| 75,3%| 1,2%| 51,2%| 6,3%| 63,6%| 5,4%|100,2%| 5,3%| 56,1%| 1,0%| 62,6%| 2,8%
G401S OCT1*4 | 47,3%| 2,6%| 11,5%| 1,7%| 20,0%| 2,6%| 14,9%| 1,9%| 335,9%|55,3%| 8,0%| 1,5%| 23,2%| 5,5%| 21,8%| 1,4%
M420del*** OCT1%*2 | 73,5%| 3,7%| 94,8%| 8,2%| 25,2%| 2,6%| 68,7%| 2,7%| 45,3%| 4,2%| 63,8%| 3,0%| 30,5%| 3,6%| 72,0%| 3,8%
1449T OCT1*11|169,3%|19,2%| 117,2%| 6,7%| 76,5%| 3,3%|142,0%| 8,7%| 126,8%| 9,7%| 74,2%| 7,5%| 72,4%| 5,8%|135,0%| 6,9%
G465R** OCT1*5 3,0%| 0,3%| 3,2%| 3,1%| 1,4%| 1,8%| 4,4%| 3,7% 0,0% -3,9%| 2,9%| 26,7%| 6,4%| 2,2%| 1,1%
R488M OCT1*8 | 118,3%|12,9%| 119,2%| 7,9%|122,9%|10,4%| 123,5%| 6,6%| 306,8%|32,8%| 88,8%| 7,9%|179,9%| 11,0%

DA74E*** 23,2%| 2,2%| 53,0%| 3,3%| 13,2%| 2,3%| 33,2%| 3,9%| 26,3%| 0,5%| 74,2%| 7,5%| 32,0%| 1,7%| 37,6%| 3,4%
D474N*** 3,5%| 0,7%| 15,6%| 2,8%| 7,2%| 4,8%| 12,4%| 1,1%| 96,5%|17,1%| 32,2%| 8,0%| 0,4%| 11,6%

*: Zusitzliche Hintergrundmutation C450M und M408V, **: Hintergrundmutation M420del, ***: Hintergrundmutation M408V
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Tabelle 30: OCT1-vermittelte Aufnahme bei Konzentrationen deutlich unter der Ky (in Absolutwerten).

Mutationen Allele ASP+ Sumatriptan Zolmitriptan Ranitidin Fenoterol Metformin Morphin Cycloguanil
Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM

Wildtyp OCT1*1 | 12.139,03 616,86 24,65 2,70 22,72 4,24 16,05 0,79 18,45 2,67 576,81 56,56 4,68 0,42 11,19 0,65
S14F oCT1*7 | 6.837,36 1.549,87 32,36 7,12 5,59 0,92 12,98 0,94 7,74 0,51 580,62 42,32 2,67 0,12 15,24 0,87
s29L ocT1*12 | 0,06 | 0,10
R61C OCT1*3 | 9.890,72 262,64 7,95 6,20 08 | 012 11,52 1,02
P117L ocT1*9 | 12.017,57 874,89 44 59,37 436 | 013
F159A* 14.217,18 745,18 29,58 2,31 92,22 2,20 0,15 12,99 0,62
F160L 12.557,62 942,73 25,76 2,27 34,72 1,28 17,92 1,77 24,47 0,89 337,20 22,52 3,63 0,30 12,40 0,65
S189L OCT1*10| 10.140,75 1.079,18 27,12 5,05 3,63 1,73 8,28 2,80 12,96 2,94 92,84 3,94 3,85 0,23
R206C** OCT1*14| 5.959,50 384,47 6,50 0,24 9,29 0,58 5,82 0,98 9,16 0,67 387,87 23,64 1,27 0,21 7,44 0,39
W217Y*** 14.060,31 957,40 21,80 1,55 24,50 1,64 13,15 1,07 21,43 1,75 389,67 34,61 2,30 0,23 6,24 0,33
T245M OCT1*13| 7.842,46 868,67 17,53 1,28 5,11 0,62 6,40 0,77 9,37 0,58 84,79 18,09 0,17 0,86
R342H*** 13.231,85 760,81 25,19 3,77 36,51 1,15 1,91 28,96 0,89 588,86 43,87 0,33 11,29 0,82
L364A*** 605,99 24,31 1,81 31,74 0,36 18,01 1,74 23,47 1,22 659,75 64,17 5,31 0,30 6,12 0,27
H367A*** 11.799,87 780,72 22,69 0,84 30,45 0,87 14,46 1,71 26,78 0,85 836,08 0,36 11,09 0,59
G401S OoCT1*4 | 3.701,45 147,99 6,00 1,79 0,16 5,71 0,81 6,93 0,59 0,05 7,24 0,34
M420del*** OoCT1*2 | 7.797,42 1.969,86 26,41 5,28 2,40 0,49 14,19 1,24 6,06 0,58 0,18 12,50 0,69
14497 OCT1*11| 12.872,39 877,36 0,10 15,11 0,53
GA465R** OCT1*5
RASSM OCT1*8 | 13.733,99
DA74E*** 9.032,12 0,15 12,84 0,25
DA74N*** 0,06

*: Zusitzliche Hintergrundmutation C450M und M408V, **: Hintergrundmutation M420del, ***: Hintergrundmutation M408V
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Tabelle 31 OCT1-vermittelte Aufnahme im Konzentrationsbereich, in dem die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vm.« erreicht ist (in

Absolutwerten).
Mutationen Allele ASP+ Sumatriptan Zolmitriptan Ranitidin Fenoterol Metformin Morphin Cycloguanil
Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM

Wildtyp OCT1*1 | 100.230,23 3.396,72 853,59 54,13 1.396,73 174,44 961,56 68,35 80,87 23,07 17.246,48 1.179,30 135,65 11,75 818,43 40,38
S14F OCT1*7 91.186,47 4.247,26 861,89 120,03 630,82 141,99 802,81 63,65 15,28 1,46 19.007,80 1.282,77 67,72 6,45 618,31 52,25
S29L OCT1*12 1.353,53 2.769,67 9,07 3,80 18,20 10,64 8,62 17,65 - 2,35 8,27 11,35 48,19 5,51

R61C OCT1*3 43.200,85 2.349,29 196,45 24,03 97,03 14,09 324,75 83,08 5,56 1,31 1.430,46 193,52 22,04 4,49 208,45 12,37
P117L OCT1*9 | 116.302,68 5.738,77 | 1.054,73 | 133,04 | 1.078,15 | 235,57 | 1.241,01 29,28 30,04 1,45 | 20.677,57 | 1.716,02 | 127,70 | 13,40

F159A* 302.420,85 12.973,53 3.227,33 311,11 3.633,52 181,46 2.111,06 219,75 344,43 12,40 43.142,30 1.963,80 97,38 15,02 1.698,82 149,60
F160L 113.449,10 7.283,77 961,45 103,65 2.121,12 45,51 1.049,78 99,89 133,36 9,69 9.294,00 531,53 138,84 16,01 861,28 76,54
S189L OCT1*10( 49.144,23 3.815,13 624,26 95,32 335,33 99,63 359,02 118,76 24,89 6,23 3.900,43 306,87 84,09 7,71

R206C** OCT1*14| 12.643,16 910,08 212,83 38,58 283,04 37,20 71,09 23,40 24,21 3,42 3.175,29 452,07 87,57 6,30 111,87 12,88
W217Y*** 177.943,42 15.012,79 882,91 97,64 1.552,86 157,53 1.263,75 151,00 214,00 13,88 7.381,43 571,63 135,43 8,41 674,41 57,15
T245M OCT1*13| 25.051,97 1.778,00 555,17 56,35 390,44 55,07 228,51 18,31 29,28 2,84 1.130,61 173,92 26,60 5,21 383,88 50,55
R342H*** 118.736,28 5.473,36 938,14 133,68 1.743,18 83,04 1.335,46 319,87 165,28 10,31 11.320,39 293,24 149,00 7,46 895,72 55,44
L364A*** 139.546,45 12.375,15 983,77 82,87 1.736,22 152,24 862,43 155,57 127,64 8,03 10.832,35 662,21 150,48 12,11 876,86 78,36
H367A*** 76.979,87 7.452,29 809,82 31,42 1.420,55 71,77 443,17 52,31 90,38 8,08 14.343,39 826,78 81,63 3,34 533,30 39,67
G401S OCT1*4 47.511,02 1.297,16 91,91 20,11 216,76 64,79 161,75 31,20 60,98 2,77 1.581,72 255,59 38,86 4,99 172,50 20,28
M420del*** OCT1*2 76.435,62 4.052,66 697,54 92,34 266,60 71,63 649,74 48,68 9,62 1,76 12.814,68 467,55 32,80 3,92 565,03 56,23
1449T OCT1*11| 183.287,37 13.226,70 1.114,95 130,71 1.362,21 64,76 1.373,83 172,88 180,11 14,67 10.334,91 992,60 107,00 9,65 1.110,13 87,67
G465R** OCT1*5 3.039,64 269,78 26,73 24,40 20,46 23,75 52,82 38,67 - 1,70 - 4,90 16,31 4,14 19,80 10,53
R488M OCT1*8 | 110.971,36 7.276,02 861,74 46,43 1.193,41 163,28 1.027,98 56,08 64,29 2,43 16.877,60 1.501,08 193,46 11,85

DA74E*** 25.606,11 3.241,27 450,28 61,69 241,33 48,10 298,26 55,52 37,30 0,63 5.682,15 703,59 46,56 2,82 302,49 36,69
D474N*** 3.597,61 769,89 117,54 27,32 101,36 62,73 138,53 18,77 17,57 1,52 39,44 11,69 0,17 7,15

*: Zusitzliche Hintergrundmutation C450M und M408V, **: Hintergrundmutation M420del, ***: Hintergrundmutation M408V
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Tabelle 32: Verinderung der K., bei Konzentrationen deutlich unter der Ky (in Prozent des Wildtyps).

Mutationen Allele ASP+ Sumatriptan | Zolmitriptan Ranitidin Fenoterol Metformin Morphin Cycloguanil
Mean |SEM [Mean |SEM |Mean [SEM |Mean [SEM |Mean |[SEM [Mean |SEM [Mean |SEM |Mean |SEM

Wildtyp OCT1*1 | 100,0%| 2,1%|100,0%| 2,2%|100,0%| 7,4%|100,0%| 2,0%|100,2%| 1,2%|100,0%| 4,3%|100,0%| 3,2%|100,0%| 2,0%
S14F OCT1*7 | 97,9%| 4,4%|104,5%|10,7%|100,3%|11,9%|113,0%| 4,9%|108,3%|11,4%| 71,5%| 4,5%| 93,5%|12,0%| 74,2%| 5,7%
S29L OCT1*12
R61C OCT1*3 | 63,7%| 3,1%| 97,6%| 7,0% 92,9%| 15,4%| 146,2%| 24,9%| 85,1%|14,2%| 115,6%|38,3%| 56,6%| 2,4%
P117L OCT1*9 | 119,5%| 4,6%|117,0%|14,8%| 78,6%| 5,6%|120,1%| 8,8%|119,7%|17,5%|109,2%|12,1%|109,4%| 8,0%
F159A* 200,3%| 6,9%|254,4%| 6,5%|122,3%| 2,7%|238,3%|17,9%| 174,6%| 6,8%|125,0%|12,6%|106,3%| 6,1%|136,3%| 6,8%
F160L 85,1%| 1,6%| 86,3%| 8,2%|114,5%| 3,5%|104,4%| 6,3%| 97,8%| 6,2%|137,4%| 7,1%|151,8%|13,9%| 72,2%| 1,7%
S189L OCT1*10| 60,6%| 5,1%| 88,3%|11,0%|193,5%|40,2%| 77,2%|12,7%|114,4%|13,4%| 90,9%|13,0%| 80,2%| 3,0%
R206C** OCT1*14| 20,0%| 1,0%| 73,7%|11,9%| 58,5%| 0,9%| 27,9%| 6,4%| 49,4%| 9,4%| 41,1%| 5,9%|254,1%|54,5%| 15,6%| 1,0%
W217Y*** 118,7%| 4,7%| 89,8%| 7,5%|117,8%| 5,0%|166,0%| 7,8%|179,8%| 2,8%| 94,4%| 3,6%|240,5%|19,4%|122,9%|10,1%
T245M OCT1*13| 30,7%| 2,9%| 77,8%|11,9%|152,3%|32,3%| 75,3%| 2,9%| 55,7%| 2,1%| 65,0%| 6,0%| 49,1%| 4,9%| 27,9%| 1,7%
R342H*** 84,8%| 4,8%| 94,5%| 1,7%| 89,4%| 4,3%|105,5%| 9,5%|102,3%| 5,5%|102,9%| 4,4%|102,5%|10,5%| 84,5%| 8,4%
L364A*** 84,7%| 2,5%| 94,8%| 2,9%|101,4%| 5,2%| 88,9%| 5,0%| 97,9%| 6,6%|110,4%|10,7%|112,0%| 4,2%|149,8%| 8,0%
H367A*** 60,9%| 2,1%| 84,0%| 3,1%| 87,1%| 2,1%| 65,0%| 3,2%| 60,3%| 4,3%| 86,9%| 9,0%| 78,8%| 6,9%| 50,5%| 3,4%
G401S OCT1*4 | 190,2%| 18,2%| 61,6%| 5,6%| 74,9%| 2,8%| 46,9%| 7,1%|527,3%|38,8% 42,7%| 2,4%
M420del*** OCT1%*2 | 73,6%| 3,9%|104,9%|16,6%|100,2%|12,9%| 75,4%| 2,5%| 79,3%| 9,9%| 78,2%| 7,1%| 62,4%| 6,3%| 79,7%| 2,9%
1449T OCT1*11| 135,4%|12,5%| 124,4%| 4,4%|105,2%| 7,2%|120,6%| 8,3%|102,0%| 4,5%|114,1%|12,7%| 72,5%| 6,1%| 76,6%| 4,1%
GA465R** OCT1*5
R488M OCT1*8 | 99,4%| 5,3%|106,3%| 6,3%| 67,9%| 4,3%|104,4%| 1,9%|225,0%|25,6%|108,6%|16,5%|138,4%|11,2%
DA74E*** 26,3%| 1,5%|113,1%| 7,5%| 63,8%| 5,3%| 33,7%| 4,0%| 75,1%| 8,3%|217,3%|30,1%| 63,6%| 2,8%| 24,4%| 1,9%
D474N***

*: Zusitzliche Hintergrundmutation C450M und M408V, **: Hintergrundmutation M420del, ***: Hintergrundmutation M408V

Vimax *[S]

Ky, 4151 unter der Annahme, dass die gewihlte Konzentration 1
m

Fir die in Tabelle 32 aufgefithrten Werte wurde die Michaelis-Menten-Gleichung v =

Km(MUT) _ VZ(MUT) x Vl(WT)

kleiner als die K., ist, nach umgeformt. Die angezeigten Werte zeigen das Verhiltnis der K., der jeweiligen Variante zur K.,

mwT) Vi (MUT) V2 wT)

des Wildtyps an. Einige Felder sind leer, da aufgrund zu geringer Transportaktivitit der jeweiligen Variante kein K-Verhiltnis bestimmt werden konnte.
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3.2.2 Vergleichende Charakterisierung der OCT1-Varianten L364A und H367A

Um den Effekt der Aminosauresubstitutionen Leucin zu Alanin an Position 364 und Histidin
zu Alanin an Position 367 zu beurteilen, wurden Transportexperimente mit acht

verschiedenen Substraten durchgefiihrt.

Die OCT1-Variante L364A zeigte kaum Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp. L364A
zeigte bei der Untersuchung der Konzentration << K,, im Mittel eine OCT1-Aktivitit von
98,9 % und bei der Untersuchung der Konzentration 2 (~ vma) eine OCT1-Aktivitit von
100,5 % des Wildtyps. Die OCT1-Aktivitit entspricht damit der Wildtypaktivitat. Bei keinem
der getesteten Substrate wurde ein Funktionsgewinn oder -verlust von mehr als 50 %
beobachtet. Lediglich bei ASP™ fiel eine Aktivitidtszunahme von 34 % (Konzentration 1) bzw.
27 Y% auf (Konzentration 2, Abbildung 7). Anderseits zeigten sich moderate
FunktionseinbuBlen bei Cycloguanil (Konzentration 1) um 33 % und bei Metformin

(Konzentration 2) um 25 % (Abbildung 7).

Die OCT1-Variante H367A zeigte kaum Unterschiede zum Wildtyp bei Konzentrationen
<< K., aber Transportverluste bei hoheren Konzentrationen (~ vimax). H367A zeigte eine
OCT1-Aktivitit von 102,2 % (Konzentration 1) bzw. von 70,9 % (Konzentration 2,
Abbildung 7). Die OCT1-Aktivitit entspricht im Gegensatz zu L364A nur bei Konzentration
1 der Wildtypaktivitit. Bei der Untersuchung von Konzentration 2 zeigten sieben von acht
untersuchte Substrate moderate Funktionseinbullen, darunter 49 % Funktionsverlust bei

Ranitidin, 44 % bei Morphin, 30 % bei ASP", 27 % bei Cycloguanil und 26 % bei Fenoterol.

Diese Ergebnisse lassen nicht auf eine starke Beteiligung der Aminosduren Leucinse und

Histidinse; im Transportprozess fiir die untersuchten Substanzen schlieB3en.
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Abbildung 7: Vergleichende Charakterisierung der OCT1-Mutanten L364A und H367A.
L364A (grin) und H367A (rot) wurden mit acht Substraten untersucht. Dabei wurden zwei
unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen: <<Km (oben) und ~ Vm (unten). Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten,

die in Duplikaten durchgefiithrt wurden

3.2.3 Vergleichende Charakterisierung der OCT1-Varianten D474N und D474E

Die Bedeutung der Aminosdure Aspartatys (D474) fir den humanen OCT1 wurde
untersucht. Die Aminosiure Aspartatsy ist besonders interessant, weil der entsprechenden
Aminosdure im OCT1 der Ratten eine wichtige Rolle im Substrattransport zugesprochen
wurde (Gorboulev et al. 1999). Die Substitutionen von Aspartatys zu Glutamat (D474E) und
Asparagin  (D474N) wurden untersucht. Aspartat und Glutamat sind bei einem
physiologischen pH von 7,4 negativ geladene Aminosduren, wahrend Asparagin eine
ungeladene Abwandlung von Aspartat ist. Anstelle der Carboxygruppe trigt Asparagin eine
Amidgruppe und verliert so die negative Ladung des Aspartats (Abbildung 8). Zur
Charakterisierung von D474N und D474E wurden Transportexperimente mit sieben

verschiedenen Substraten durchgefiihrt.

Bei fiinf von acht untersuchten Substraten wurde ein deutlicher Unterschied zwischen den
Varianten D474E und D474N beobachtet. D474E zeigte stark substratspezifische Effekte.
Wihrend bei der Untersuchung des Substrats Ranitidin eine OCT1-Aktivitit von 110,5

* 3,3 % gemessen wurde (nahezu kein Unterschied zum Wildtyp), zeigte sich fur Metformin
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und Zolmitriptan eine OCT1-Aktivitit von nur 19,4 = 0,7 % bzw. 15,1 = 1,0 %. Fur D474N
hingegen war bei Ranitidin keine Transportaktivitit nachweisbar, wihrend sich die
Transportleistung fiir Metformin und Zolmitriptan auf dem niedrigen Niveau von D474E

befindet (14,7 + 3,0 % bzw. 7,1 + 1,3 %).

Bei Konzentration 2 (~ Vma) zeigte sich sowohl fir D474E wie auch fir D474N (mit der
Ausnahme von Fenoterol) eine starke bis sehr starke OCT1-Funktionseinschrinkung fur alle

untersuchten Substrate. Fiir Fenoterol wurde eine Aktivitit von 96,5 £ 17,1 % gemessen.

Insgesamt zeigen die Substitutionen von Aspartatsyy zu Glutamat (D474E) und Asparagin
(D474N) starke Effekte auf die Funktion des OCT1. Dabei wiegt der Verlust der negativen
Ladung des Aspartats durch die Substitution zu Asparagin (D474N) deutlich schwerer als
die Substitution zu Glutamat (D474E). Die dargestellten Ergebnisse weisen noch einmal auf
eine Beteiligung von Aspartatyy im OCT1 fiir die Translokation einiger untersuchter

Substrate hin.
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Abbildung 8: Vergleichende Charakterisierung von D474N und D474E. Die Bedeutung der
Aminosdure D474 wurde durch die Aminosduresubstitutionen D474N und D474E untersucht. A)
Dargestellt sind die negativ geladenen Aminosduren Aspartat und Glutamat sowie die neutrale
Aminosidure Asparagin, die eine Amidgruppe anstelle der Carboxygruppe trigt und so die negative
Ladung des Aspartats einbiiit. B) und C) D474E (griin) und D474N (rot) wurden mit sieben
Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen:
<<Km (oben, B) und ~ Vi (unten, C). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefithrt wurden. * p<0,05;
**k p<0,01; *** p<0,001 verglichen mit OCT1 nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-
Test.



3 Ergebnisse 61

3.2.4 Vergleichende Effektcharakterisierung von OCT1-Varianten auf die beiden
eng verwandten OCT1-Substrate Sumatriptan und Zolmitriptan

Sumatriptan und Zolmitriptan sind Migrinetherapeutika aus der Gruppe der Triptane. Die

Triptane sind Typ 1-Serotoninrezeptoragonisten. Alle Triptane haben die fir Serotonin

charakteristische 3,5-substituierte Indol-Struktur. Sumatriptan ist der Vorginger aller heute

auf dem Markt befindlichen Triptane, auch Zolmitriptan ist ein Derivat des Sumatriptans.

Suma- und Zolmitriptan sind also eng strukturverwandt (Abbildung 9A). Beide sind

Substrate des OCT1 (Matthaei et al. 2010).

Die OCT1-vermittelte Aufnahme von Suma- und Zolmitriptan wurde gemessen, indem 20
genetische OCT1-Varianten und der OCT1-Wildtyp fur zwei Minuten mit dem jeweiligen

Triptan inkubiert wurden. Die Aufnahme wurde mittels LC-MS/MS quantifiziert.

Trotz der Strukturverwandtschaft zeigten einige genetische OCT1-Varianten deutliche
Unterschiede in der Aufnahme der beiden Triptane. So  zeigten die
Aminosauresubstitutionen S189L (OCT7*70), T245M (OCT7*13) und M420del (OCT7*2)
eine OCT1-Aktivitit fir Sumatriptan von 97,7 = 7,7 %, 80,6 £ 6,7 % bzw. 83,8 + 5,7 %.
Dagegen zeigten die gleichen Varianten bei Zolmitriptan eine deutlich geringere OCT1-
Aktivitat: 22,3 + 6,6 %, 15,4 = 1,8 % bzw. 20,6 * 1,8 % der Wildtypaktivitit.

Auch R61C (OCTT7*3) wies einen statistisch hochsignifikanten Unterschied in der Aufnahme
von Suma- und Zolmitriptan auf, obwohl beide Substrate im Vergleich zum Wildtyp deutlich
geringer transportiert wurden. Wihrend die OCT1-Aktivitat fir Sumatriptan 27,5 £ 1,0 %
betrug, lag dieser Wert fiir Zolmitriptan bei 3,5 £ 1,8 %. Diese Unterschiede beziehen sich
auf die Konzentration 1 (<< K,,) (Abbildung 9B). Die dargestellten Ergebnisse weisen auf
eine Beteiligung der Aminosduren Serinig, Threoninys, Methioning und Argining im

Transportprozess fiir Zolmitriptan, aber weniger fiir Sumatriptan, hin.
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Abbildung 9: Vergleichende funktionelle Charakterisierung der OCT1-Substrate
Sumatriptan und Zolmitriptan. A) Suma- und Zolmitriptan sind strukturverwandt. Beide Triptane
sind 3,5-substituierte Indole und besitzen eine (CH3)2N-CH2-CH2-Seitenkette am Indolring. B) und
C) Sumatriptan (grin) und Zolmitriptan (rot) wurden mit zwanzig genetischen Varianten untersucht.
Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen: <<Km (links, B) und ~ Vi
(rechts, C). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens zwei
unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefithrt wurden. * p<0,05; ** p<0,01; ***

p<0,001 verglichen mit OCT1 nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-Test.
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3.2.5 Weitere OCT1-Varianten mit besonders interessanten substratspezifischen
Effekten

Die kunstliche OCT1-Variante F159A zeigte fiir sieben der acht getesteten OCT1-Substrate
eine hohere v als der Wildtyp (Abbildung 10B). Beispielsweise zeigte sich fiir Sumatriptan
im Vergleich zum Wildtyp eine vima von 342,77 £ 18,8%, fiir Metformin 311,3 + 26,3% und
fir Fenoterol 2429 * 9,4%. Allerdings zeigte sich auch hier ein substratspezifischer
Unterschied. Fir Morphin zeigte F159A eine v von nur 53,8 + 5,7 % des Wildtyps
(Abbildung 10B), wihrend fiir die restlichen sieben Substrate eine Aktivitit gemessen wurde,

die durchschnittlich bei 231,9 £ 14,7% des Wildtypniveaus lag.
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Abbildung 10: Funktionelle Analyse von F159A. F159A wurde mit acht verschieden Substraten
untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen: Einmal weit unter
dem Kn-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale Transportgeschwindigkeit
erreicht wurde. (~ Vma; B). Die Variante F159A ist auf dem Hintergrund zweier zusitzlicher
Variationen M408V und C450M untersucht worden. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Ein starker, substratspezifischerer Effekt fiir Fenoterol zeigte sich bei der Untersuchung der
OCT1-Variante G401S (OCT7*4). Bisher wurde G401S zusammen mit R61C (OCT7*3) und
R206C (OCT7*14) in die Gruppe der OCT1-Varianten eingeordnet, die ausschlief3lich eine
starke, aber nicht komplette Funktionseinschrinkung des OCT1-Proteins verursachen (Seitz
et al. 2015). In der vorliegenden Analyse zeigte G401S bei der Untersuchung der
Konzentration 2 (~Vma) von Fenoterol eine OCT1-Aktivitit von 335,9 * 55,3 % (Abbildung
11B). Fir die restlichen sieben Substrate liegt die gemittelte maximale OCT1-Aktivitit wie
erwartet bei 21,0 £ 2,4 %.
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Abbildung 11: Funktionelle Analyse von G401S (OCT1*4). G401S wurde mit acht verschieden
Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen:
Einmal weit unter dem K,-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale
Transportgeschwindigkeit erreicht wurde. (~ Vmag B). Datgestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Bei der Untersuchung des weltweit am hédufigsten vorkommenden OCT1-Allels OCT7*2
(M420del) ergaben sich fur Zolmitriptan, Fenoterol und Morphin deutliche
Funktionseinschrinkungen des OCT1-Proteins. So war beispielsweise durch die M420del
die OCT1-Aktivitit fir Zolmitriptan auf 20,6 + 1,8 % (Konzentration 1, Abbildung 12A)
bzw. 25,2 = 2,6 % (Konzentration 2, Abbildung 12B) reduziert, fir Morphin auf 50,3 * 4,6
% (Konzentration 1, Abbildung 12A) und auf 30,5 * 3,6 % (Konzentration 2, Abbildung
12B).

Andererseits zeigten sich fiir ASP”, Sumatriptan, Ranitidin, Metformin und Cycloguanil keine
deutlichen Unterschiede in Abhingigkeit von der Variante M420del. Fur ASP™ wurde bei
Konzentration 1 eine Aktivitit von 100,4 £ 4,1 % (Abbildung 12A) und fiir Konzentration
2 73,5 £ 3,7 % (Abbildung 12B) gemessen. M420del zeigte fir Sumatriptan eine Aktivitdt
von 83,8 * 5,7 % (Konzentration 1, Abbildung 12A) bzw. 94,8 £ 8,2 % (Konzentration 2,
Abbildung 12B). M420del zeigt damit substratspezifische Effekte.
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Abbildung 12: Funktionelle Analyse von M420del (OCT7%*2). M420del wurde mit acht
verschieden Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen
gemessen: <<Km (links, A) und ~ Vma (rechts, B). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Die Variante S14F (OCT7*7) hat die OCT1-Aktivitit nur begrenzt, aber auch
substratspezifisch beeinflusst. Bei der Untersuchung zeigte sich beispielsweise fiir
Sumatriptan eine OCT1-Aktivitit fur Konzentration 1 (<< Kn) von 114,9 + 12,1 %, fur
Konzentration 2 (~ vma) wurden 117,1 = 10,6 % gemessen. Dahingegen zeigte sich
beispielsweise fiir Zolmitriptan und Morphin eine Funktionseinschrinkung bei beiden
Konzentrationen, die gemessen wurden. Fir Zolmitriptan zeigte S14F eine OCT1-Aktivitit
von 58,0 £ 8,4 % (Konzentration 1, Abbildung 13A) bzw. 61,4 £ 3,3 % (Konzentration 2,
Abbildung 13B), derweil wurde fiir Morphin eine Aktivitit von 69,6 + 3,2 % (Konzentration
1, Abbildung 13A) bzw. 63,0 £ 6,0 % (Konzentration 2, Abbildung 13B) gemessen.
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Abbildung 13: Funktionelle Charakterisierung von S14F (OCT1%*7). S14F wurde mit acht
verschieden Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen
gemessen: Einmal weit unter dem Kqn-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale
Transportgeschwindigkeit etreicht wurde. (~ Vma; B). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Auch bei der Variante S189L (OCT7*70) zeigten sich substratspezifische Unterschiede. Fur
Sumatriptan zeigte sich eine Aktivitit, die vergleichbar mit der Wildtypaktivitat ist:
97,7 £ 7,7 % fir Konzentration 1 (Abbildung 14A) und 84,8 £ 8,3 % fiir Konzentration 2
(Abbildung 14B). Fir Zolmitriptan und Metformin dagegen fithrte die Variante S189L zu
deutlichen Funktionseinschrinkungen in der OCT1-Aktivitat. Die Aktivitat fiir Zolmitriptan
lag bei 22,3 + 6,6 % (Konzentration 1, Abbildung 14A) bzw. 30,9 £ 3,8 % (Konzentration
2, Abbildung 14B). Die Einschrinkung fir Metformin war dhnlich mit 20,4 £ 1,3 %
(Konzentration 1, Abbildung 14A) bzw. 19,3 £ 1,2 % (Konzentration 2, Abbildung 14B).

Anhand des Modellsubstrats  ASP"  wird die  Abhingigkeit einer OCT1-
Funktionseinschrinkung von der verwendeten Konzentration deutlich. Wihrend bei
Konzentration 1 mit 90,3 * 3,6 % (Abbildung 14A) annihernd eine dem Wildtyp
vergleichbare OCT1-Aktivitit gemessen wurde, liegt bei Konzentration 2 nur noch eine

Aktivitit von 52,1 £ 5,2 % vor (Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Funktionelle Analyse von S189L (OCT1%*10). S189L wurde mit acht verschieden
Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen:
Einmal weit unter dem Knp-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale
Transportgeschwindigkeit erreicht wurde. (~ Vmag B). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Die Variante T245M (OCT7*13) fihrt zu einer starken, aber nicht kompletten OCT1-

Funktionseinschrinkung.

Besonders interessant ist der substratspezifische und konzentrationsabhingige Effekt
Cycloguanils (Abbildung 15). Die Substitution T245M fiihrte zu einer starken Reduktion der
Affinitit gegeniiber Cycloguanil, aber nicht gegeniiber den anderen Substraten (Abbildung
15A). Bei Verwendung der Konzentration 1 zeigte sich fiir Cycloguanil eine hohe OCT1-
Aktivitit von 179,2 * 14,3 % (Abbildung 15A). Der Effekt auf vi.. dagegen ist vergleichbar

zwischen Cycloguanil und den anderen Substraten, die getestet wurden (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Funktionelle Analyse von T245M (OCT1%¥13). T245M wurde mit acht verschieden
Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen gemessen:
Einmal weit unter dem Kn-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale
Transportgeschwindigkeit erreicht wurde. (~ Vma B). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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Auch die Variante 1449T fihrt zu substratspezifischen Effekten. Die OCT1-vermittelte
Aufnahme fir ASP”, Sumatriptan, Ranitidin, Fenoterol und Cycloguanil scheint bei beiden
untersuchten Konzentrationen nicht beeintrichtigt zu werden (Abbildung 16). So liegt
beispielsweise die OCT1-vermittelte Aufnahme von Sumatriptan bei 94,3 £ 4,7 %
(Konzentration 1, Abbildung 16A) bzw. 117,2 £ 6,7 % (Konzentration 2, Abbildung 16B)
und von Fenoterol bei 124,2 + 7,9 % (Konzentration 1, Abbildung 16A) bzw. 126,8 = 9,7 %
(Konzentration 2, Abbildung 16B).

Auf der anderen Seite ist die Aufnahme von Zolmitriptan und Metformin eingeschrankt. Fir
Metformin ist z.B. die OCT1-vermittelte Aufnahme auf 59,5 = 3,9 % (Konzentration 1,

Abbildung 16A) und 74,2 £ 7,5 % (Konzentration 2, Abbildung 16B) vermindert.
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Abbildung 16: Funktionelle Charakterisierung von I449T (OCT1*11). 1449T wurde mit acht
verschieden Substraten untersucht. Dabei wurden zwei unterschiedliche Einzelkonzentrationen
gemessen: Einmal weit unter dem Kqn-Wert (<<Km, A) und an dem Punkt, an dem die maximale
Transportgeschwindigkeit erreicht wurde. (~ Vmag B). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhingigen Experimenten, die in Duplikaten

durchgefiihrt wurden.
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4 Diskussion

4.1 Clusteringanalysen des Transportverhaltens untersuchter
genetischer OCT1-Varianten zur Einteilung der Substrate in

Substratgruppen

Im Anschluss an die durchgefiihrten systematischen Mutationsanalysen wurde der
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Effekten von genetischen OCT1-Varianten
und der unterschiedlichen Eigenschaften der untersuchten Substrate getestet. Dazu wurden
hierarchische, zweidimensionale Clusteringanalysen durch Prof. Dr. Tim Beil3barth aus der
Abteilung Medizinische Statistik der Universititsmedizin Gottingen durchgefithrt. Die
Clusteringanalyse basiert auf den Transportexperimenten mit acht verschiedenen Substraten.
Der Grofteil dieser Daten wurde im Rahmen dieser Arbeit generiert, fir die
Clusteringanalyse zu den Ergebnissen von Konzentration 1 (Abbildung 17) wurden zudem
samtliche in unserem Labor generierten Daten verwendet. Deshalb liegt der Fokus im
Folgenden auf den Ergebnissen der Konzentration 1. Bei der zweidimensionalen
Clusteringanalyse stellen die Substrate eine Dimension (Abszisse) dar, die andere Dimension

sind die genetischen Varianten (Ordinate).

Insgesamt konnten die getesteten OCT1-Substrate auf drei Cluster eingeteilt werden
(Abbildung 17). Zum ersten Cluster (Substratgruppe A) gehdren Morphin, Fenoterol,
Sumatriptan, ASP" und Ranitidin, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.
AuBerdem zihlen Debrisoquin und MPP" zur Substratgruppe A. Genetische Varianten, die
mit Substraten aus Gruppe A untersucht werden, zeigen deutlich geringere OCT1-
Funktionseinschrinkungen. Zum zweiten Cluster (Substratgruppe B) gehorten Metformin,
Tropisetron, Zolmitriptan, TEA", Monocrotalin, Tyramin und O-Desmethyltramadol.
Genetische Varianten, die mit Substraten aus diesem Cluster untersucht werden, zeigen

insgesamt sehr starke OCT1-Funktionseinschrinkungen.

Davon abzugrenzen ist das Substrat Cycloguanil. Cycloguanil konnte weder Substratgruppe
A noch Substratgruppe B zugeordnet werden und stellt das erste Substrat fiir eine separate
Substratgruppe (Subgruppe C) dar. Die untersuchten Varianten zeigten fiir Cycloguanil kaum

OCT1-Funktionseinschrinkungen.

Es stellt sich die Frage, ob es chemisch-molekulare Eigenschaften gibt, die die
Substratgruppe A von der Substratgruppe B unterscheidet. Hendrickx e a/. beschreiben,
welche molekularen Eigenschaften eines Substrats den OCT1-vermittelten Transport

vorhersagen (Hendrickx et al. 2013). Die wichtigste Figenschaft ist diesbeziiglich das
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Molekularvolumen. Ab einem Molekularvolumen von 500 A’ kann kein OCT1-vermittelter
Transport eines Substrats nachgewiesen werden. Das gemittelte Molekularvolumen der
Substratgruppe A betrigt 280,0 + 22,4 A°, das Molekularvolumen der Substratgruppe B
2490 + 280 A’ Der Unterschied im Molekularvolumen ist zwischen beiden
Substratgruppen nicht signifikant. Daneben wurden andere chemisch-molekulare
Eigenschaften der Substratgruppen untersucht, z.B. Molekulargewicht, pKa-Wert, logP-
Wert und logD74+-Wert (Tabelle 33). Keine der aufgefiihrten Kategorien weist einen

signifikanten Unterschied zwischen Substratgruppe A und B auf.

Zusammengefasst weisen diese Daten stark auf mindestens zwei unterschiedliche
Bindungsstellen bzw. Transportmechanismen im OCT1 hin. Dartber hinaus zeigen die
Daten, dass es einzelne Substanzen gibt, die sich beztglich des Effekts der genetischen

Varianten und vermutlich auch zur Bindung am OCT1 deutlich von anderen Substraten

abheben.

Bei der Clusteringanalyse der genetischen OCT1-Varianten bei Verwendung der jeweiligen
Konzentration 2 (~ Vma) zeigen sich zwei Unterschiede (Abbildung 18). Zunichst kann
Cycloguanil in eine Untergruppe mit ASP”, Ranitidin und Zolmitriptan zusammengefasst
werden. Dann konnte die genetische Variante F159A aufgrund ihrer groBtenteils den
Wildtyp tberragenden Transportaktivitit (Abschnitt 3.2.5) nicht mit anderen genetischen

OCT1-Varianten geclustert werden.

Betrachtet man die Verinderung der K, bei der Verwendung einer Konzentration deutlich
unter der K., so fillt die Sonderstellung von G401S auf (Abbildung 19). G401S kann
aufgrund starker K,-Verinderungen nicht mit anderen genetischen OCT1-Varianten
geclustert werden. Zudem lasst sich auch hier Cycloguanil in eine Substratgruppe mit ASP”,

Ranitidin, Zolmitriptan und Sumatriptan clustern.

Einige wenige Untersuchungen mit genetischen OCT1-Varianten wurden bereits in der
Vergangenheit in unserer Arbeitsgruppe durchgefithrt. Zum Beweis der Unabhingigkeit der
Clusteringanalysen von der individuellen Erfahrung des Untersuchers habe ich die
betreffenden Werte fiir einen Vergleich durch meine ersetzt (Abbildung 20). Herr Prof. Dr.
Tim BeiBlbarth fithrte freundlicherweise auch mit diesen Fremdergebnissen eine
Clusteringanalyse durch. Der Vergleich zeigt, dass die Substratgruppen A und B in ihrer

Zusammensetzung unverindert bleiben (Abbildung 20).

Die Daten fur MPP+, TEA, Debrisoquine, Tyramin, Monocrotalin, O-Desmethyltramadol,
Tropisetron stammen ausschlieBlich aus Fremdarbeiten (Seitz et al. 2015) und wurden

freundlicherweise fur die Clusteringanalysen dieser Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 17: Clusteringanalyse zum Transportverhalten der untersuchten genetischen
Varianten bei einer Konzentration deutlich unter der K. des jeweiligen Substrats
(Konzentration 1). Auf der Ordinate sind die 20 untersuchten genetischen OCT1-Varianten
aufgefithrt. Diese sind nach ihren Effekten beziiglich der Transportaktivitit geclustert. Auf der
Abszisse sind die untersuchten OCT1-Substrate dargestellt, diese sind auch beziiglich ihrer Effekte
durch die jeweilige genetischen Variante geclustert. Die farbige Hinterlegung der jeweiligen Felder
stellt den Effekt der OCT1-Variante auf den Transport eines Substrats dar. Die Farbe dunkelrot
bedeutet kompletter OCT1-Funktionsverlust, wei3 und hellblau entsprechen der Wildtypaktivitit
und dunkelblau ist gleichbedeutend mit einem OCT1-Funktionszugewinn. NA: 7ot available; nicht
verfigbar. Die verwendeten Daten sind reproduzierbar. Die Daten fir MPP+, TEA, Debrisoquine,
Tyramin, Monocrotalin, O-Desmethyltramadol, Tropisetron stammen ausschlieSlich aus
Fremdarbeiten (Seitz et al. 2015). Die Clusteringanalyse wurde durch Prof. Dr. Tim Beil3barth aus

der Abteilung Medizinische Statistik der Universititsmedizin Gottingen durchgefiihrt.
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Tabelle 33: Chemische und molekulare Figenschaften der verschiedenen Substratgruppen

und Cycloguanil
Substratgruppe A Substratgruppe B Cycloguanil
Molekulargewicht [Da] 272,9 £ 27,6 220,4 + 32,3 252
Molekularvolumen [A’] 280,0 £ 224 249,0 £ 28,0 256
Polare Oberfliche [A?] 56,5 £ 15,4 543 £ 12,3 80
Anzahl 2,1 10,7 1,7 £ 0,4 2
Wasserstoffbriickenbindungen
(Donor)
Anzahl 2,711,0 2,710,8 1
Wasserstoffbriickenbindungen
(Akzeptor)
logP 0,3%£0,5 0,5%+0,8 0,96
logD74 -0,6 £ 0,4 -0,7 £ 0,6 -1,79
pKa 123+ 2,1 11,0 £ 1,6 10,5

Fir die Substratgruppen sind die Mittelwerte aller zugehdrigen Substrate und die Standardfehler
der Mittelwerte (SEM; standard error of the mean) angegeben. Fir den jeweiligen Mittelwert einer
chemisch-molekularen Eigenschaft der Substratgruppen A und B wurde ein Doppelter t-Test

durchgefiihrt, um signifikante Unterschiede zwischen den Substratgruppen zu erkennen.
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Abbildung 18: Clusteringanalyse zum Transportverhalten der untersuchten genetischen
Varianten im Konzentrationsbereich, in dem die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vmax
erreicht ist (~ Vimax). Rechts sind erneut die genetischen OCT1-Varianten aufgefiihrt, die nach ihren
Effekten beziiglich der Transportaktivitit geclustert sind. Auf der Abszisse sind die OCT1-Substrate
aufgefiihrt. Die farbige Hinterlegung der jeweiligen Felder stellt den Effekt der OCT1-Variante auf
den Transport eines Substrats datr. Die Farbe dunkelrot bedeutet kompletter OCT1-Funktionsverlust,
weil3 und hellblau entsprechen der Wildtypaktivitit und dunkelblau ist gleichbedeutend mit einem
OCT1-Funktionszugewinn. NA: ot available; nicht verfigbar. Die verwendeten Daten sind
reproduzierbar. Die Clusteringanalyse wurde durch Prof. Dr. Tim Beiflbarth aus der Abteilung

Medizinische Statistik der Universititsmedizin Géttingen durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Clusteringanalyse zum Transportverhalten der untersuchten genetischen
Varianten unter Beriicksichtigung der Verinderung der K., bei Konzentrationen deutlich
unter der K, des jeweiligen Substrats (Konzentration 1). Rechts sind die genetischen OCT1-
Varianten aufgefithrt, die nach ihren Effekten beztglich der Transportaktivitit geclustert sind. Auf
der Abszisse sind die OCT1-Substrate aufgefiihrt. Die farbige Hinterlegung der jeweiligen Felder
stellt den Effekt der OCT1-Variante auf den Transport eines Substrats dar. Die Farbe dunkelrot
bedeutet kompletter OCT1-Funktionsverlust, weill und hellblau entsprechen der Wildtypaktivitit
und dunkelblau ist gleichbedeutend mit einem OCT1-Funktionszugewinn. NA: 7ot available; nicht
verfiigbar. Die verwendeten Daten sind reproduzierbar. Die Clusteringanalyse wurde durch Prof. Dr.
Tim Bei3barth aus der Abteilung Medizinische Statistik der Universititsmedizin Gottingen

durchgefihrt.
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Abbildung 20: Vergleich der Clusteringanalyse zum Transportverhalten der untersuchten genetischen Varianten bei einer Konzentration deutlich unter der
K des jeweiligen Substrats (Konzentration 1) mit Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe. A) zeigt die Clusteringanalyse mit Werten, die in dieser Arbeit generiert
wurden. B) zeigt die Clusteringanalysen mit Werten, die zum Teil aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppen stammen. Auf der Ordinate sind die 20 untersuchten genetischen
OCT1-Varianten aufgefithrt. Diese sind nach ihren Effekten beziiglich der Transportaktivitit geclustert. Auf der Abszisse sind die untersuchten OCT1-Substrate
dargestellt, diese sind auch beztglich ihrer Effekte durch die jeweilige genetischen Variante geclustert. Die farbige Hinterlegung der jeweiligen Felder stellt den Effekt der
OCT1-Variante auf den Transport eines Substrats dar. Die Farbe dunkelrot bedeutet kompletter OCT1-Funktionsverlust, weil3 und hellblau entsprechen der
Wildtypaktivitit, dunkelblau ist gleichbedeutend mit einem OCT1-Funktionszugewinn. NA: not available; nicht verfiigbar. Die Daten fir MPP+, TEA, Debrisoquine,
Tyramin, Monocrotalin, O-Desmethyltramadol, Tropisetron stammen ausschlieflich aus Fremdarbeiten (Seitz et al. 2015). Die Clusteringanalyse wurde durch Prof. Dr.

Tim Beil3barth aus der Abteilung Medizinische Statistik der Universititsmedizin Gottingen durchgefuhrt.
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4.2  Unterschiedliche Transportaktivititen der genetischen OCT1-

Varianten im Literaturvergleich

Die Transportaktivititen fiir Metformin im Literaturvergleich

Fir Metformin zeigen sich im Literaturvergleich teilweise widerspriichliche Ergebnisse, vor
allem im Vergleich der prozentualen K.-Verhiltnisse. Die K, fiir Metformin liegt bei
2,42 0,52 mM (Shu et al. 2007). Die in der Folge angegebenen prozentualen Werte zeigen
das Verhiltnis der K., der jeweiligen Variante zur K., des Wildtyps an. Ahlin et al. zeigten fuir
M420del (OCT7*2) eine geringfugige Verinderung des K.-Verhiltnisses (zur Erlduterung
des Ki-Verhiltnisses siche Anmerkung zu Tabelle 32) auf 95,2 % (Ahlin et al. 2011),
wihrend Shu et al. ein K-Verhiltnis von 188,4 % angeben. (Shu et al. 2007). Das in dieser
Arbeit gemessene K-Verhidltnis von 79,3 % stiitzt das Ergebnis von Ahlin et al. Die

angegebenen Ergebnisse sind statistisch nicht signifikant (Ahlin et al. 2011; Shu et al. 2007).

Shu et al. verwendeten eine Metformin-Konzentration von 250 uM (Shu et al. 2007) und
damit eine Konzentration deutlich unter der Ky, des Wildtyps. Um eine Vergleichbarkeit zu
Shu et al. herzustellen und die Diskrepanz zu erkliren, wurden zusitzlich Transportversuche
mit einer Metformin-Konzentration von 250 uM anstelle der eigentlich verwendeten
Konzentration von 100 uM durchgefithrt. Es ergab sich ein K.,-Verhiltnis von 73,4%. Auch
mit einer Metformin-Konzentration von 250 uM konnte das von Shu et al. angegebene Ki,-
Verhiltnis nicht bestitigt werden. Die Ergebnisse fiit v sind auch uneindeutig: Wihrend
Ahlin et al. eine OCT1-Funktionseinschrinkung auf 36,4 % (statistisch signifikant) des
Wildtyps angeben, weisen Shu et al. 49,1 % aus (Ahlin et al. 2011; Shu et al. 2007). Mein
Ergebnis liegt mit 63,8 % hoher.

Ahnlich wie fiir M420del zeigten sich beim Vergleich mit Shu et al. widerspriichliche
Ergebnisse fir S14F (OCT7%7). Shu et al. haben ein Kn-Verhaltnis von 109,5 % und eine
Vimax VO 55,9 % des Wildtyps gemessen (Shu et al. 2007), wihrend ich ein Kn-Verhiltnis von
71,5 % und eine OCT1-Transportaktivitit bei Vi von 94,3 % gemessen habe. Auch hier
wurden zur Erklirung der Diskrepanz zusitzliche Transportexperimente mit einer

Metformin-Konzentration von 250 uM durchgefithrt. Doch auch hier reichte eine
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Anpassung der Konzentration zur Erklirung der unterschiedlichen Ergebnisse nicht aus, da

sich ein K,,-Verhaltnis von 69,0% ergab.

P117L (OCTT*9) ist eine Aminosiauresubstitution, die zu einem OCT1-Funktionszugewinn
fihrt (Seitz et al. 2015). Auch in der vorliegenden erweiterten Charakterisierung von P117L
zeigt sich fiir die acht untersuchten OCT1-Substrate im Mittel eine OCT1-Aktivitit von
1257 £ 9,5 % (Konzentration 1) bzw. 128,6 *= 12,8 % (Konzentration 2). Umso
widersprichlicher und berraschender ist das Ergebnis von Chen et al.,, die P117L mit
Metformin untersuchten und eine OCT1-Aktivitit von 51,0 % bei Vi publizierten (Chen et
al. 2010). Im Gegensatz dazu habe ich eine Aktivitit von 108, * 9,0 % gemessen. Das von
mir gemessene Ky-Verhiltnis von 109,2 £ 12,1 % stimmt dahingegen besser mit dem
Ergebnis von 128,0 % von Chen et al. Giberein (Chen et al. 2010). Auch R206C (OCT7*74)
wurde von Chen et al. mit Metformin untersucht. Sie zeigten ein K,-Verhiltnis von 111,0 %
und eine OCT1-Aktivitit bei Vi von 19,9 % (Chen et al. 2010), wahrend ich ein von Chen
et al. abweichendes K,,-Verhaltnis von 41,1 % und eine tibereinstimmende OCT1-Aktivitat

bei Vinax von 21,4 % messen konnte.

Bei der Beurteilung der widerspriichlichen K., muss eine mangelnde Vergleichbarkeit in
Betracht gezogen werden, da die in der vorliegenden Arbeit untersuchte OCT1-Variante
R206C (OCT1*14) natiirlicherweise auch die Hintergrundmutationen M420del und M408V
aufweist (Seitz et al. 2015). Chen et al. untersuchten allerdings ausschlieSlich R206C ohne
Hintergrundmutationen (Chen et al. 2010). Ein beachtlicher Unterschied liegt in der
Tatsache, dass Chen et al. ein green flourescent protein (GFP)-markiertes OCT1-Modell
verwendeten (Chen et al. 2010). In dieser Arbeit war das OCT1-Modell nicht mit GFP
markiert und ist deshalb eine bessere Annidherung an die In-vivo-Bedingungen als das Modell
von Chen et al. Diese unterschiedlichen Modelle kénnen die sich unterscheidenden

Ergebnisse erklaren.

Fir die Untersuchung der substratspezifischen OCT1-Variante S189L (OCT7*70) mit
Metformin zeigten sich mit der Literatur Gibereinstimmende Ergebnisse. Shu et al. konnten
ein Ky-Verhiltnis von 99,6 % und eine OCT1-Aktivitit bei vima von 20,8 % messen (Shu et
al. 2007). Meine Charakterisierung ergab ein Kn-Verhiltnis von 90,9 % und eine OCT1-
Aktivitit bel Vi von 19,4 %. G401S (OCT7*4) zeigte mit 1,6 = 0,3 % (Konzentration 1)

und 8,0 £ 1,5 % (Konzentration 2) sehr starke Funktionseinschrinkungen. Auch Shu et al.
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zeigen bei Vi eine OCT1-Transportaktivitit von nur 9,9 % (Shu et al. 2007). Durch diese

praktisch kaum vorhandene Transportaktivitit kann kein K,-Verhiltnis berechnet werden.

Es fillt auf, dass sich vor allem die prozentualen K.-Verhiltnisse deutlich unterscheiden.
Die zitierten Arbeitsgruppen untersuchten Metformin vor allem konzentrationsabhingig
und berechnen daraus die wichtigen Parameter der Michaelis-Menten-Kinetik K, und vias.
In dieser Arbeit wurden hingegen Einzelkonzentrationen gemessen und fiir Ergebnisse zur
Konzentration 1 wurde eine mathematische Umstellung der Michaelis-Menten-Gleichung
vorgenommen, um das jeweilige K,-Verhiltnis zu berechnen (Tabelle 32). Diese
abweichende Art, die K., zu bestimmen, stellt eine Limitation dieser Arbeit dar und kann

unter Umstinden einen Teil der Diskrepanzen erkliren.

Die Transportaktivititen fiir Morphin im Literaturvergleich

Die Sonderstellung des Opioid-Analgetikum Morphins konnte die besonderen
Verhaltensweisen in den durchgefiihrten Transportexperimenten erkliren, wie z. B. den
substratspezifischen Effekt von F159A (Abschnitt 3.2.5). Die Besonderheit des Morphins
ist, dass dieses als einziges der acht untersuchten Substanzen als natiitliche Substanz
einzustufen ist. Morphin wird aus Opium gewonnen, wobei Opium als Saft aus den Kapseln
der Pflanze Papaver somniferum (Schlafmohn) etwa 10 % Morphin enthilt (Aktories et al.
2004). Tzvetkov et al. untersuchten M420del (OCT7*2) und R61C (OCT7*3). Fir M420del
zeigen Tzvetkov et al. ein Ky-Verhiltnis von 147,1 % und eine OCT1-Aktivitit bei v von
24,9 % (Tzvetkov et al. 2013). Wihrend der in dieser Arbeit gemessene Wert fiir die OCT1-
Aktivitit bei v, mit 30,5 % mit Tzvetkov et al. ibereinstimmt, weicht das K,,-Verhiltnis
mit einem prozentualen Wert von 78,2 % ab. Bei R61C zeigten sich tibereinstimmende Werte
fir Vimae und das Kn-Verhiltnis. Tzvetkov et al. geben ein Kn-Verhiltnis von 102,9 % an
(Tzvetkov et al. 2013), ich habe 85,1 % gemessen. Fir die OCT1-Aktivitit bei Vi Wurden
von Tzvetkov et al. 21,6 % (Tzvetkov et al. 2013), fir die vorliegende Charakterisierung
wurden 20,5 % gemessen. Diese Ubereinstimmung ist sinnvoll, da in dieser Arbeit im
Vergleich zu Tzvetkov et al. dieselben standardisierten Bedingungen beachtet wurden

(Tzvetkov et al. 2013).

Die Transportaktivititen fiir ASP" im Literaturvergleich

M420del (OCT7#*2) und R61C (OCTT7*3) wurden von Ahlin et al. auch mit dem
Modellsubstrat ASP™ untersucht (Ahlin et al. 2011). Erneut fillt hier ein diskrepantes K-
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Verhiltnis fir M420del auf. Ahlin et al. konnten mit 120,1 % eine Zunahme des K-
Verhiltnisses und damit eine Affinititserniedrigung fur ASP™ messen (Ahlin et al. 2011),
wihrend ich mit 73,6 % eine Abnahme des K,-Verhiltnisses und damit eine
Affinititszunahme messe. Fir die OCT1-Aktivitit bei Vs habe ich 73,5 % gemessen, Ahlin
etal. 87,9 % (Ahlin et al. 2011). Fir R61C messen Ahlin et al. ein Ky-Verhiltnis von 61,2 %
und eine OCT1-Aktivitit bel v von 25,7 % (Ahlin et al. 2011). Diese Werte stimmen mit
den fir diese Arbeit gemessenen Werten iuberein (Kn-Verhiltnis: 63,7 % und OCT1-
Aktivitit bei Vi 43,7 %0).

Die Aminosiuresubstitution M420del (OCT7#*2) im Literaturvergleich

Fur Metformin, Morphin und ASP* geben Shu et al., Tzvetkov et al. und Ahlin et al. ein
diskrepantes Ki-Verhiltnis fur M420del (OCT7*2) an (Ahlin et al. 2011; Shu et al. 2007;
Tzvetkov et al. 2013). Dies kann dadurch erklirt werden, dass fiir die vorliegende Arbeit die
OCT1-Variante M420del mit der zusitzlichen Hintergrundmutation M408V untersucht
wurde (Abschnitt 2.1.9).

Dahingegen verwendeten Shu et al. und Ahlin et al. das Valings-Allel anstelle des
Methioninggs-Allels. Einschrinkend muss erwihnt werden, dass die Hintergrundmutation
M408V den substratspezifischen Effekt von M420del nur schwach beeinflusst (Tzvetkov et
al. 2014).

Die OCT1-Varianten L364A und H367A im Literaturvergleich

Die OCT1-Varianten 1.364A und H367A wurden im Rahmen dieser Arbeit stabil transfiziert
(Abschnitt 3.1). Die Charakterisierung von L364A zeigte fur alle untersuchten Substrate
keinen bedeutenden OCT1-Funktionsverlust. Auch H367A verhielt sich vor allem bei der
jeweiligen Konzentration 1 (Tabelle 27) dhnlich der Wildtypaktivitit, bei héheren
Konzentrationen zeigten sich moderate Funktionseinbuflen (Abschnitt 3.2.2). Fir L364A
und H367A zeigte Seitz in ihrer Arbeit zum Teil stark unterschiedliche Ergebnisse (Seitz

2016).

ASP" ist die einzige Substanz, die in beiden Arbeiten gemessen wurde. Fir ASP" verwendete
Seitz eine Konzentration von 5 uM, diese Konzentration entspricht der in dieser Arbeit
verwendeten Konzentration 1. Seitz zeigte fur 1.364A eine OCT1-Aktivitit von 84 bzw. 38
% fur H367A (Seitz 2016). Im Gegensatz dazu konnte diese Arbeit keinen OCT1-

Funktionsverlust nachweisen. Fur 1.364A wurde eine OCT1-Aktivitit von 133,8 = 5,8 %
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gemessen, fir H367A 103,5 + 9,2 %. In dieser Arbeit konnte fiir L364A und H367A bei der
Untersuchung der acht OCT1-Substrate eine OCT1-Funktionseinschrinkung dieses

Ausmalles nicht gezeigt werden.

Zusammenfassende Beurteilung unterschiedlicher Transportaktivititen im

Literaturvergleich

Insgesamt zeigt sich eine gute Vergleichbarkeit zwischen den in dieser Arbeit gemessenen
Transportaktivititen der genetischen OCT1-Varianten und den publizierten
Transportaktivititen internationaler Arbeitsgruppen. Die besprochenen Diskrepanzen in
den jeweiligen Vergleichen sind hauptsichlich auf die anderweitige Berechnung der K-
Verhiltnisse zurtickzuftihren. Weiterhin spielen auch Hintergrundmutationen verwendeter
genetischer OCT1-Varianten eine Rolle. Beispielsweise zeigte die untersuchte Variante
R206C zusitzlich die Hintergrundmutationen M420del und M408V, natiirlicherweise bilden
alle drei Mutationen zusammen OCT7*74. In der Literatur werden hauptsichlich die
Hauptmutationen untersucht. Weiterhin muss beachtet werden, dass diskrepante Werte auch
durch Unterschiede in den verwendeten Konzentrationen erklirt werden kénnen. So nutzten
Shu et al. eine Metformin-Konzentration von 250 uM (Shu et al. 2007), wihrend Chen et al.
eine *C-Metformin-Konzentration von nur 10 uM verwendeten (Chen et al. 2010). In dieser
Arbeit wurde als Konzentration 1 100 pM Metformin genutzt. Obwohl die jeweils
verwendeten Konzentrationen unterschiedlich sind, liegen alle drei angefithrten
Konzentrationen weit unter der fir Metformin von Shu et al. publizierten Ky, von 2,42 £
0,52 mM (Shu et al. 2007). Daher scheinen unterschiedlich verwendete Konzentrationen in

der Erklirung diskrepanter Werte keine grof3e Rolle zu spielen.

4.3 Interpretation besonders interessanter substratspezifischer
Effekte

Bei der vergleichenden Charakterisierung der OCT1-Varianten D474E und D474N zeigten
sich starke Effekte auf die OCT1-Funktion. Der Verlust der negativen Ladung des Aspartats
durch die Substitution zu Asparagin (D474N) wiegt dabei deutlich schwerer als die
Substitution zu Glutamat (D474E) (Abschnitt 3.2.3). Die negative Ladung bleibt bei der
Variante D474E erhalten. Die Position der negativen Ladung ist allerdings im Vergleich zur
Aminosaure Aspartat verschoben. Wihrend die Variante D474N  zu einem
substratiibergreifenden Aktivititsverlust fihrt, zeigt D474E substratspezifische Effekte

(Abbildung 8). Dies ist ein erneuter wichtiger Hinweis fir die essentielle Bedeutung der
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negativen Ladung der Aminosédure Aspartatsr, im Translokationsprozess einiger untersuchter
Substrate. Konkret zeigten sich beispielsweise fur ASP* und Ranitidin durch die Variante
D474E kaum Beeintrachtigungen in der OCT1-Aktivitit (Abbildung 8B, Konzentration
<<K.). Beide Substrate gehoren zu der Substratgruppe A, die generell eher geringe Effekte
auf die OCT1-Aktivitit zeigte. Fur D474N allerdings zeigen ASP™ und Ranitidin deutliche
Funktionseinbufen, die auf den Verlust der negativen Ladung des Aspartats zurtickgefthrt
werden konnen. Fur Ranitidin war beispielsweise keine Transportaktivitat nachweisbar. Auf
der anderen Seite zeigen Substrate der Substratgruppe B, beispielsweise Zolmitriptan und
Metformin, unabhingig von der Verschiebung der negativen Ladung (D474E) oder dem
Verlust der negativen Ladung (D474N) starke Effekte auf die OCT1-Aktivitit. Es kann
geschlussfolgert werden, dass die Bindungstasche von Zolmitriptan und Metformin durch
die jeweilige Variante deutlich stirker beeinflusst wird, als die Bindungstasche von ASP* und
Ranitidin.

Trotz struktureller Ahnlichkeit zeigen Sumatriptan und Zolmitriptan signifikante
Unterschiede in der OCT1-vermittelten Aufnahme bei mehreren Varianten. Die
Substitutionen S189L, T245M, R61C und die M420del zeigten signifikante Unterschiede in
der Aufnahme beider Triptane. Sumatriptan wurde deutlich besser aufgenommen. Dies ist
ein Hinweis auf die besondere Bedeutung der Aminosiuren Serinig, Threoninys,
Methioningy und Argining im Transportprozess fur Zolmitriptan, aber weniger fur
Sumatriptan. Die genannten OCT1-Varianten kénnten zu einer Verinderung der
Bindungstasche fiir Zolmitriptan fithren. Auf diese Bindungstasche ist Sumatriptan offenbar
nicht angewiesen. Diese These wird auch dadurch unterstiitzt, dass Sumatriptan zu der
Substratgruppe A gehort, wihrend Zolmitriptan der Substratgruppe B zugehérig ist. Durch
die dhnliche Struktur wird auch klar, dass nicht die Indol-Struktur, sondern der substituierte
Rest an Position 3 eine wichtige Rolle in der Interaktion mit der jeweiligen Bindungstasche
spielt. Dies ist in Ubereinstimmung mit der bisherigen Beobachtung, dass geringfiigige
Verinderungen der Struktur eines Substrats ausreichen, damit dieses nicht mehr durch
OCT1 transportiert wird. Beispielsweise ist das Opioid-Analgetikum Morphin ein Substrat
von OCT1. Codein hingegen zeigt eine Methylierung der phenolischen Hydroxylgruppe am
Grundgertst des Morphins und ist kein Substrat des OCT1 (Tzvetkov et al. 2013)

Eine Verinderung der Bindungstasche durch Aminosduresubstitutionen koénnte auch der
Grund daftr sein, dass durch die Variante F159A die Bindungstasche ausschlieBlich fiir
Morphin verindert wird. Morphin zeigte hier eine vma von nur 53,8 £ 5,7 % des Wildtyps
(Abbildung 10B), wihrend fiir die restlichen sieben Substrate eine Aktivitit gemessen wurde,
die durchschnittlich bei 231,9 * 14,7% des Wildtypniveaus lag. Denkbar ist zudem auch,
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dass durch F159A die quantitative Menge des Transporters an der sinusoidalen Membran
der Hepatozyten herunterreguliert wird. Dadurch ist die Syntheserate des Transporters
eingeschrinkt und in der Folge wird die Transportaktivtit im Vergleich zum Wildtyp
reduziert. Weiterhin kénnte durch F159A auch die Dauer des Transports verkiirzt werden.
Hier wiirde zwar die Syntheserate stabil bleiben, aber der Abbau des Transporters durch
F159A ist beschleunigt. Gegen diese Theorien spricht allerdings, dass die Vi durch F159A
nur fiir Morphin reduziert ist, nicht aber fiir die restlichen untersuchten Substrate. Deshalb

sind weitere Erkliarungen fur diese Beobachtungen notwendig.

Ahnliches gilt auch fiir die Variante G4018, da hier bei der Untersuchung der Konzentration
2 (~Vmax) von Fenoterol eine OCT1-Aktivitit von 335,9 £ 55,3 % (Abbildung 11B). Fir die
restlichen sieben Substrate liegt die gemittelte maximale OCT1-Aktivitit wie erwartet bei

21,0 + 2.4 %.

4.4 Mogliche klinische Auswirkungen ausgewihlter genetischer
OCT1-Varianten auf die Pharmakokinetik und Wirkung von
Pharmaka

Klinische Auswirkungen von M420del (OCT7%2) und R61C (OCT1%3) auf die
Wirkung von Metformin

M420del (OCT7*2) und Ro61C  (OCT1*3) sind mit erniedrigter hepatischer
Metforminaufnahme und erhohter Rate an Nebenwirkungen durch Metformin assoziiert
(Dujic et al. 2016; Sundelin et al. 2017). Sundelin et al. untersuchten die hepatische
Metforminaufnahme mittels dynamischer Positronen-Emissions-Tomographie-Bildgebung
in-vivo (Sundelin et al. 2017). Dabei wurde angenommen, dass die OCT1-Varianten M420del
und R61C die Aufnahme abschwichen (Sundelin et al. 2017). Die hepatische
Metforminaufnahme der extensive transporfer war doppelt so hoch im Vergleich zu poor
transporter. Auch nach intravendser Injektion von ''C-Metformin bestitigte sich die
abgeschwichte hepatische Metforminaufnahme bei Vorliegen von M420del und R61C
(Sundelin et al. 2017).

In einer anderen Studie wurde eine Korrelation zwischen den genetischen OCT1-Varianten
M420del und R61C und gastrointestinalen Nebenwirkungen, die durch Metformin
hervorgerufen werden, untersucht (Dujic et al. 2016). Bei 20-30 % der mit Metformin
behandelten Patienten treten gastrointestinale Nebenwirkungen auf. Aufgrund anhaltender

Nebenwirkungen mussten 5% der Probanden die Behandlung mit Metformin abbrechen. Zu
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diesen Nebenwirkungen, die die Lebensqualitit erheblich einschrinken, gehéren:
Flatulenzen, Bauchschmerzen, Ubelkeit, Diarrhéen und Erbrechen in Abwesenheit einer
akuten gastrointestinalen Infektion. Dujic et al. beobachteten 92 mit Metformin behandelte
Patienten, davon waren 40 % zntermediate transporter, 8 %o poor transporter. Insgesamt zeigten
47% der Patienten gastrointestinale Nebenwirkungen, dabei ist die Anzahl der
funktionsbeeintrichtigenden OCT1-Allele statistisch signifikant mit dem Auftreten von

Nebenwirkungen durch Metformin verbunden (Dujic et al. 2016).

Internationale Arbeitsgruppen definieren in ihren Studien M420del (OCT7*2) und R61C
(OCTT7%3) substratunabhingig als genetische OCT1-Varianten, die die OCT1-Funktion
einschrinken (Dujic et al. 2016; Sundelin et al. 2017). Im Vergleich mit der in dieser Arbeit
erzielten Charakterisierung muss in Betracht gezogen werden, dass diese Annahme unter
Umstinden nicht korrekt ist. Es handelt sich bei M420del und R61C um Loss-of-Function-
Varianten, die unterschiedlichen Kategorien zugeordnet werden mussen. Ein Blick auf die
In-vitro-Daten dieser Arbeit zeigt Folgendes: R61C bewirkt tatsdchlich substratunabhingig
eine starke, aber nicht komplette OCT1-Funktionseinschrinkung. Fir Metformin zeigte
R61C bei Konzentration 1 (<< Ky,) eine OCT1-Aktivitit von 8,7 £ 1,3 % bzw. 7,2 £ 1,2 %

bei Konzentration 2 (~ Vina).

Im Gegensatz dazu zeigt M420del substratspezifische Effekte. Die OCT1-Aktivitit bei der
Untersuchung fir Metformin betrug 64 % (Konzentration 2) bzw. 82% (Konzentration 1).
Dabei korreliert die jeweils verwendete Konzentration 1 deutlich besser mit der
physiologischen Blutplasmakonzentration eines Medikaments. In Anbetracht dieser Daten
bzw. bei Bestitigung dieser Daten ist die Auswahl von M420del (OCT7*2) durch Sundelin

et al. und Dujic et al. zu Giberdenken.

Fir zuktnftige Studien dieser Art sollten G401S (OCT7*4) und G465R (OCT7*5) neben
R61C als Loss-of-Function-Varianten definiert werden. G401S bewirkt auch eine
substratunabhingige OCT1-Funktionseinschrinkung. Fiur Metformin zeigte sich eine
OCT1-Aktivitit von nur 1,6 * 0,3 % (Konzentration 1) bzw. 8,0 + 1,5 % (Konzentration 2).
G4065R verursacht eine komplette Funktionseinschrinkung des OCT1-Proteins und zeigt

auch fir Metformin keine Transportaktivititen.

Auch die genetischen OCT1-Varianten S189L (OCT7*70), S29L (OCT17*12), T245M
(OCTT*13) eignen sich aufgrund ihrer geringen In-vitro-Transportaktivititen fir Metformin,
die den Tabellen 27 und 28 entnommen werden kénnen, fir eine In-vivo-Untersuchung.
Einschrinkend bei der Durchfiihrung von Studien unter Beriicksichtigung der genannten

alternativen genetischen OCT1-Varianten wird sein, dass die Allelfrequenzen fir G401S
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bzw. G465R bei nur 0,57 % bzw. 0,65 % liegen, wihrend es sich bei M420del um die mit
Abstand haufigste genetische OCT1-Variante handelt, die weltweite Allelfrequenz liegt bei
12,2 % (Seitz et al. 2015).

Klinische Auswirkungen von M420del (OCT1#2), R61C (OCT1%*3) und G401S
(OCTI1*4) auf die Wirkung des Opioid-Analgetikums Morphin
Internationale Arbeitsgruppen zeigen teilweise widerspriichliche In-vivo Daten auf die

klinische Auswirkung von genetischen OCT1-Varianten auf die Wirkung von Morphin
(Nielsen et al. 2017; Venkatasubramanian et al. 2014).

Nielsen et al. stellten die Hypothese auf, dass die genetischen OCT1-Varianten M420del,
R61C und G401S die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Morphin beeinflussen
(Nielsen et al. 2017). Dazu wurden 22 Patienten genetisch analysiert. Untersucht wurde der
Einfluss der genetischen OCT1-Varianten auf pharmakokinetische Parameter
(Verteilungsvolumen,  maximale  Blutplasmakonzentration etc.) und auf die
Pharmakodynamik. Die Pharmakodynamik wurde anhand von Schmerzschwellen nach
Austibung von mechanischem Druck auf Muskulatur und Rektalregion sowie dem
Eiswassertest (dabei wird die Hand in eiskaltes Wasser getaucht) objektiviert. (Nielsen et al.
2017). Nielsen et al. konnten allerdings keinen Einfluss des OCT1-Genotyps auf

pharmakokinetische oder pharmakodynamische Parameter zeigen.

Venkatasubramian et al. zeigen im Gegensatz zu Nielsen et al. auch in vivo den Einfluss von
M420del, R61C, G401S und G465R auf die Pharmakokinetik von Morphin
(Venkatasubramanian et al. 2014). Dabei wurden Kinder im Alter zwischen 6 und 15 Jahren
wihrend einer Tonsillektomie mit einem Morphinbolus von 0,2 mg/kg Korpergewicht
behandelt. 13 Kinder wiesen zwei defiziente OCT1-Allele auf. Diese Gruppe zeigte eine um
14 % geringere Morphinclearance und eine um 39 % geringere Bildung von
Metforminmetaboliten im Vergleich zu Kindern, die zwei aktive Allele besitzen

(Venkatasubramanian et al. 2014).

Die Ergebnisse von Nielsen et al. iiberraschen, denn die In-vitro-Daten meiner Arbeit weisen
auf deutliche OCT1-Funktionseinschrinkungen fir die Aufnahme von Morphin durch
M420del, R61C und G401S hin. Bei Konzentration 1 zeigen sich fir M420del, R61C und
G401S OCT1-Aktivititen von 50,3 %, 22,1 % bzw. 6,9 %. Bei Konzentration 2 zeigen sich
OCT1-Aktivititen von 30,5 %, 20,5 % bzw. 23,2 %. Auch die In-vitro-Daten von Tzvetkov
et al. weisen auf eine OCT1-Funktionseinschrinkung durch M420del und R61C bei der
Untersuchung von Morphin hin (Tzvetkov et al. 2013).
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4.5 Ist eine pauschale Vorhersage von OCT1-Substraten méglich und

was muss dabei beriicksichtigt werden?

Ein wichtiges langfristiges Ziel in der OCT1-Forschung ist, OCT1-Substrate und die Effekte
von hidufig vorkommenden genetischen Varianten auf die Aufnahme dieser Substrate
vorhersagen zu konnen. Um dieses Ziel zu erreichen, fokussieren sich viele Arbeitsgruppen
auf die Generierung von Pharmakophor-Modellen. Ein Pharmakophor-Modell zeigt
dreidimensional simtliche chemische Wechselwirkungen zwischen einem Substrat und
seinem Rezeptor (Wolber und Langer 2005). Liu et al. analysierten die physikochemischen
Eigenschaften der Inhibitoren, die mit Transportern der SLC22-Familie interagieren (Liu et
al. 2010). So sollten Strukturelemente erkannt werden, die die Vorhersage der Bindung an
einen der vier untersuchten Transporter der SLC22-Familie (OAT1, OAT3, OCT1 und
OCT2) ermoglichen (Liu et al. 2016). Inhibitoren von OAT1 und OAT3 sind negativer
geladen, zeigen mehr Doppelbindungen in ihrer Struktur und haben mehr Akzeptorstellen
zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen im Vergleich zu den Inhibitoren der
Transporter OCT1 und OCT2. Ein weiterer Unterschied besteht in der Dreidimensionalitit
der Liganden. Fiir die Dreidimensionalitat ist der SP3-Charakter ein geeignetes Mal3. Je hoher
der SP3-Charakter eines Liganden, desto dreidimensionaler ist dieser Ligand. Inhibitoren von
OCT1 und OCT?2 haben einen héheren SP3-Charakter als Inhibitoren der OAT-Familie (Liu
et al. 2010).

Bisher erstellte Pharmakophor-Modelle lassen  polyspezifische  Bindungstaschen
unberiicksichtigt (Liu et al. 2016; Nies et al. 2011). Liu et al. haben diejenigen Inhibitoren in
ithre Analyse einbezogen, die hochaffin (< 100 uM) mit OCT1 interagieren Bei der Erstellung
von Pharmakophor-Modellen wird angenommen, dass alle als Substrat in Frage kommenden
Substanzen an derselben Stelle des OCT1 binden. Wolber et al. nennen dieses Vorgehen
ligandenbasiertes Design. Nies et al. zeigten in einem ebenfalls ligandenbasierten Design ein
OCT1-Pharmakophor-Modell, welches eine hydrophobe Interaktionsstelle und zwei
Akzeptorstellen fiir Wasserstoffbriickenbindungen darstellt (Nies et al. 2011).

Die Clusteringanalysen meiner systematischen Mutationsanalysen zeigen allerdings, dass die
genannten Arbeitsgruppen die Existenz von unterschiedlichen multiplen Bindungsstellen in
polyspezifischen Transportern wie OCT1 unberiicksichtigt lassen. In Abschnitt 4.1 wurde
gezeigt, dass zwei verschiedene Cluster generiert wurden. Neben den Substratgruppen A und
B besteht auch eine Substratgruppe C, wobei fiir Substratgruppe C nach heutigem Stand mit

Cycloguanil nur ein Substrat bekannt ist. Aus dem Vorliegen mindestens zwei verschiedener
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Substratgruppen kann geschlossen werden, dass mindestens zwei verschiedene

Bindungsmoglichkeiten bzw. Transportmechanismen fir OCT1-Substrate existieren.

Demnach ist es nicht moglich, ein Pharmakophor-Modell mit der Annahme zu erstellen, dass

alle OCT1-Substrate an derselben Stelle binden.

In der Zukunft muss ein Pharmakophor-Modell fiir jede einzelne Substratgruppe erstellt
werden. Liu et al. clusterten die analysierten Substrate zwar nach ihrer dreidimensionalen
Struktur in neun verschiedene Gruppen und erstellten fiir jede dieser Gruppen ein einzelnes
Pharmakophor-Modell. Sinnvoller ist jedoch ein Clustering der Substrate in Substratgruppen

nach ithrem Aufnahmeverhalten durch verschiedene genetische OCT1-Varianten.

4.6 Limitationen dieser Arbeit

Eine Limitation dieser Arbeit stellt die Messung von nur zwei Einzelkonzentrationen anstelle
der Durchfiihrung kompletter Analysen der Konzentrationsabhingigkeit dar. Dabei wurden
die Michaelis—-Menten—Konstante Ky, und die v nicht berechnet, sondern geschitzt. Die
erste Konzentration liegt deutlich unter der K. Die zweite Konzentration liegt im Bereich
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit V.. In dieser Arbeit wurde fir Ergebnisse zur
ersten Konzentration eine mathematische Umstellung der Michaelis-Menten-Gleichung
vorgenommen, um das jeweilige Kn-Verhiltnis zu berechnen (Tabelle 32). Diese Umstellung
findet unter der Annahme statt, dass dem Transportprozess eine Michaelis-Menten-Kinetik
zugrunde liegt. Durch die genannte Umstellung konnten in dieser Arbeit auch keine
absoluten K.,-Werte generiert werden, sondern nur ein Verhaltnis der Kn-Werte. Zukiinftig
sollten  genetische =~ OCT1-Varianten, die substratspezifische  Effekte  zeigen,
konzentrationsabhingig untersucht werden. Andererseits habe ich mich bewusst fir die
Messung von zwei Einzelkonzentrationen entschieden, da so relativ viele Substrate mit vielen
genetischen OCT1-Varianten unter standardisierten Bedingungen untersucht werden
konnten. Dieses standardisierte Vorgehen ist eine unabdingbare Voraussetzung fir die

Clusteringanalysen.

Des Weiteren wurden alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse durch In-vitro-
Transportexperimente gewonnen. Die in Abschnitt 4.4 kritisch beleuchteten In-vivo-Studien
zeigen teilweise Abweichungen von bekannten Ergebnissen, die auf Einflisse im lebenden

Organismus hinweisen kénnen, die im In-vitro-Modell nicht kalkuliert werden.
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Deshalb sollten zukiinftig weitere In-vivo-Studien durchgefithrt, die die hier gezeigten
substratspezifischen Effekte bestitigen. Ein Beispiel wire eine In-vivo-Untersuchung von
Zolmitriptan (Abschnitt 3.2.4). Die genetischen OCT1-Varianten M420del (OCT7*2), R61C
(OCT1%3), S189L (OCT7*10) und T245M (OCT7*13) zeigen fir Zolmitriptan trotz der
strukturellen Ahnlichkeit zu Sumatriptan signifikante substratspezifische Effekte. Die
Variante M420del ist die hdufigste OCT1-Variante in Deutschland. Deshalb ist es vor allem
bei M420del von klinischer Relevanz, ob fiir M420del ein aktives oder inaktives Allel kodiert

wird.

4.7  Schlussfolgerungen und Ausblick

Schlussfolgerung 1: Klinische Relevanz

Durch die erweiterte Charakterisierung genetischer Varianten im OCT1 wurden bisher noch
nicht identifizierte substratspezifische Effekte der genetischen OCT1-Varianten gezeigt
(Abschnitt 3.2.5). Da bisher hauptsichlich das Transportverhalten der genetischen OCT1-
Varianten fiir Modellsubstrate, wie MPP" und TEA" bekannt war, wurde mit dieser Arbeit
das Transportverhalten fiir wichtige Medikamente im klinischen Alltag untersucht. Dies kann
einen medizinischen Mehrgewinn fir die Behandlung von Migrinepatienten mit Sumatriptan
und Zolmitriptan, fiir die Behandlung von Schmerzpatienten mit Morphin, fir die
Behandlung von Patienten mit einem Asthma bronchiale mit dem kurzwirksamen B-
Sympathomimetikum Fenoterol, fir die Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 mit
Metformin oder zur Behandlung der gastroésophagalen Refluxkrankheit mit Ranitidin

darstellen.

Ausblick 1:

Die In-vitro-Daten dieser Arbeit sollten einer klinisch-prospektiven randomisierten Studie
in vivo untersucht werden. Nur so kann herausgefunden werden, ob die Hinweise auf einen
medizinischen Mehrgewinn, die in dieser Arbeit in-vitro erlangt wurden, tatsichlich in vivo
existieren. Dieser Mehrgewinn kann allerdings nur im Rahmen einer personalisierten Medizin
vollstindig ausgenutzt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass in
Zukunft zur optimalen Dosierung von Pharmaka auch die OCT1-Genotypisierung in

Betracht gezogen werden muss. Das Ergebnis der Genotypisierung sollte dann genutzt
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werden, um eine Einteilung in poor, intermediate und extensive transporters vorzunehmen
(Abschnitt 1.5) und erst danach sollte nach dieser Vorstellung eine Dosisempfehlung
ausgesprochen werden. Um diesen Prozess fir OCT1 zu optimieren, miissen in der Zukunft
noch weitere genetische OCT1-Varianten und weitere Pharmaka umfassend untersucht
werden. Hierfiir bieten sich auch Pharmaka natiirlichen Ursprungs an, wie an der
Sonderstellung des Morphins in Abschnitt 4.2 deutlich wurde. Aktuelle Studien erachten ein
solches Vorgehen auch fiir den selektiven Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen und das
Protein CYP2D6 fur sinnvoll. Tamoxifen wird fir die Behandlung des
hormonrezeptorpositiven Mammakarzinoms eingesetzt. Durch CYP2D6 entsteht aus dem
Prodrug Tamoxifen der aktive Metabolit Endoxifen, der die Wirkungen des Medikaments
vermittelt (Goetz et al. 2007). Far CYP2D6 kann eine Einteilung in extensive, intermediate und
poor metabolizers erfolgen, je nachdem ob zwei aktive, ein aktives oder kein aktives Allel
vorliegt (Goetz et al. 2007). Schroth et al. analysierten retrospektiv 1325 mit Tamoxifen
behandelte Personen beziiglich der Rezidivrate des Mammakarzinoms und der Mortalitit.
Fur extensive metabolizers lag die Rezidivrate nach neun Jahren bei 14,9 %, poor metabolizers
zeigten mit 29,0 % eine nahezu doppelt so hohe Rezidivrate im Vergleich zu extensive
metabolizers (Schroth et al. 2009). Daraus schlieBen Schroth et al. einen Zusammenhang
zwischen der Anzahl der aktiven CYP2D6-Allele und dem klinischen Endpunkt des
Mammakarzinoms. Lum et al. empfehlen aufgrund solcher Studienergebnisse eine CYP2D6-
Genotypisierung, um auf Grundlage des vorliegenden Genotyps eine Tamoxifen-Therapie
adidquat steuern zu kénnen (Lum et al. 2013). Um den Nutzen einer durch den jeweiligen
Genotyp gesteuerten Tamoxifen-Therapie besser einschitzen zu kénnen, fordern Brauch et
al. allerdings die Durchfthrung prospektiver Studien und etldutern, dass neben CYP2D6

auch andere Faktoren die Wirkung von Tamoxifen beeinflussen konnten (Brauch et al. 2013).

Schlussfolgerung 2: Struktur-zu-Wirkungs-Beziehung des OCT1

In dieser Arbeit wurden 20 genetische OCT1-Varianten mit einem breiten Spektrum von
acht OCT1-Substraten unterschiedlichster Struktur erweitert charakterisiert. Dadurch
konnten einige, bisher noch nicht identifizierte substratspezifische Effekte der genetischen
OCT1-Varianten identifiziert werden (Abschnitt 3.2.5). Bisher wurde von vielen
Arbeitsgruppen hauptsichlich das Transportverhalten der genetischen OCT1-Varianten fir
einzelne Modellsubstrate, wie MPP" und TEA", untersucht. Mit dieser Arbeit allerdings
wurde unter standardisierten Bedingungen das Transportverhalten der genetischen OCT1-

Varianten fiir Modellsubstrate und auch fir wichtige Medikamente, wie Sumatriptan,
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Ranitidin und Fenoterol, analysiert. Die dargestellten Ergebnisse geben Hinweise auf das
Vorliegen mehrerer Substratbindetaschen fiir verschiedene OCT1-Substratgruppen. Neben
den vorbekannten Substratgruppen A und B (Seitz 2016) wurde mit Cycloguanil auch ein
Substrat einer moglichen Substratgruppe C gefunden. Weiterhin sind auch einige Substrate
zu den beiden Substratgruppen A und B durch diese Arbeit hinzugefiigt worden. Je mehr
Substrate zu einer Substratgruppe gehoren, desto besser konnen gemeinsame

Charakteristiken definiert werden.

Ausblick 2:

In der Zukunft sollte zudem die Suche nach einer chemisch-molekularen Eigenschaft, die
eine Vorhersage zur Zugehérigkeit eines Substrats zu einer der Substratgruppen erméglicht,

intensiviert werden.

Die Substratgruppe C besteht momentan nur aus Cycloguanil, bei der Untersuchung weiterer
Substrate sollte das Hauptaugenmerk auf die Erweiterung der Substratgruppe C gelegt
werden. Dabei kénnen anhand der chemisch-molekularen Parameter von Cycloguanil
(Tabelle 33) in dieser Hinsicht dhnliche OCT1-Substrate ausgewihlt werden. Unabhingig
von der Erweiterung der Substratgruppe C sollten auch weiterhin noch mehr OCT1-

Substrate analysiert werden.

Ein weiterer Punkt besteht in der Durchfiihrung von Kreuzinhibitionsexperimenten. Dies
dient vor allem zur weiteren Untersuchung der verschiedenen Substratbindetaschen. Sollte
die jeweilige Substratbindetasche der Substratgruppe A und B nicht tberlappen, so wird
beispielsweise ein Substrat aus der Substratgruppe A nur den OCT1-vermittelten Transport
weiterer Substrate der Gruppe A effektiv inhibieren. Sollten uberlappende
Substratbindetaschen votliegen, so kénnte auch ein Substrat der Substratgruppe B neben der
Inhibiton weiterer Substrate derselben Gruppe auch den OCT1-vermittelten Transport der

Substratgruppe A inhibieren.
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5 Zusammenfassung

OCT1 ist stark genetisch variabel. Genetische Polymorphismen kénnen zu interindividuellen
Unterschieden in der hepatischen Aufnahme von Medikamenten fithren. Dadurch kénnen
Unterschiede in  der hepatischen Elimination wund in der systemischen
Blutplasmakonzentration resultieren. Etwa 9% der deutschen Bevolkerung sind Triger
zweier inaktiver OCT1-Allele (auch poor OCTT transporter genannt). Bei diesen wurden
erhohte Plasmakonzentrationen von Opioiden wie Morphin und O-desmethyltramadol (dem
aktiven Metaboliten des Tramadols) beobachtet. Dies kann zu einer verbesserten Wirkung
des Wirkstoffs, aber auch zu einem erhohten Risiko fiir Nebenwirkungen fihren. OCT1 ist
ein polyspezifischer Transporter. Er kann Substrate mit stark unterschiedlichen Strukturen
erkennen und tber die Plasmamembran der Hepatozyten transportieren. Anderseits sind
geringfiigige Verinderungen der Struktur ausreichend, damit das Molekul nicht mehr durch
OCT1 als Substrat erkannt und transportiert wird. Die zugrundeliegenden Mechanismen

sind aber kaum bekannt.

Ziel dieser Arbeit war, durch systematische Mutationsanalysen neue Erkenntnisse zu den
zugrundeliegenden Mechanismen der Polyspezifitit des OCT1-Transporters zu gewinnen.
Es wurden die Effekte von 20 genetischen OCT1-Varianten (natirlich vorkommende
Polymorphismen und kunstliche Mutationen) auf die Aufnahme der acht OCT1-Substrate
untersucht. Dazu wurden HEK293-Zellen benutzt, die die Varianten tiberexprimieren. Fur
zwel der OCT1-Varianten, namlich L364A und H367A, wurden die HEK293-Zellmodelle
im Rahmen dieser Arbeit eigenstindig generiert. Alle Varianten wurden mit zwei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen untersucht. Die erste Konzentration liegt
deutlich unter der Michaelis—Menten—Konstanten K. Die zweite Konzentration liegt im
Bereich der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit v Die Transportaktivitit wurde durch
Messungen der intrazelluliren Substratakkumulation mittels LC-MS/MS quantifiziert. Im
Anschluss wurden anhand der generierten Daten zweidimensionale Clusteringanalysen

(genetische Varianten vs. Substrate) durchgefiihrt.

Es konnten zwei grofle Substratcluster generiert werden: Substratgruppe A und
Substratgruppe B. Bei der Substratgruppe A (Morphin, Fenoterol, Sumatriptan, ASP",
Ranitidin, Debrisoquin und MPP”) fithrten die genetischen Vatianten von OCT1 zu geringen
Funktionseinschrinkungen. Bei der Substratgruppe B (Metformin, Tropisetron,

Zolmitriptan, TEA", Monocrotalin, Tyramin und O-Desmethyltramadol) kam es dahingegen
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zu starken OCT1-Funktionseinschrinkungen. Cycloguanil konnte weder Substratgruppe A
noch B zugeordnet werden und stellt die erste Substanz einer Substratgruppe C dar. Das
Vorliegen von drei verschiedenen Substratgruppen ist ein Hinweis auf die Existenz von

verschiedenen bzw. unterschiedlichen polyspezifischen Bindungstaschen.

Weitere wichtige Ergebnisse und Schlussfolgerungen dieser Arbeit sind:

e  D474FE und D474N zeigen starke, aber unterschiedliche Effekte auf die Funktion
des OCT1. Dabei wiegt der Verlust der negativen Ladung des Aspartats (D474N)
deutlich schwerer als die Substitution zu Glutamat (D474E).

e Trotz struktureller Ahnlichkeit zeigen Sumatriptan und Zolmitriptan signifikante
Unterschiede in der OCT1-vermittelten Aufnahme bei mehreren Varianten.
Sumatriptan wird deutlich besser als Zolmitriptan durch diese Varianten
aufgenommen.

e L1.364A zeigte kaum Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp. H367A zeigte leichte
Transportverluste bei hoheren Konzentrationen (~ vimay). Insgesamt liegt aber kein
Hinweis auf eine besondere Bedeutung im Transportprozess vor.

e (G401S fithrte nur bei Fenoterol zu einer deutlich erh6hten Transportaktivitit
(336 % der Wildtypaktivitit bei Konzentration 2 (~Vmay)). Fr die restlichen sieben
Substrate liegt die OCT1-Aktivitit wie erwartet < 25 % des Wildtyps.

e 'T245M fiihrte zu einer starken Reduktion der Affinitit gegentiber Cycloguanil, aber
nicht gegentiber den anderen Substraten. Bei Verwendung der Konzentration 1

zeigte sich fir Cycloguanil eine hohe OCT1-Aktivitit von 179,2 £ 14,3 %.

Diese Arbeit weist auf die Existenz von verschiedenen polyspezifischen Bindungstaschen
des OCT1-Transporters hin. Bis heute ist hauptsichlich das Transportverhalten der
genetischen OCT1-Varianten fir Modellsubstrate wie MPP" und TEA" bekannt. Mit dieser
Arbeit wurde das Transportverhalten fur wichtige Medikamente im klinischen Alltag
untersucht. Zukinftig miissen aber weitere genetische OCT1-Varianten und Medikamente

umfassend untersucht werden.

Dies kann ein Mehrgewinn fiir die medikament6se Behandlung von Patienten darstellen, der
vor allem im Rahmen einer personalisierten Medizin ausgenutzt werden kann. Die
Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass in Zukunft optimale
Dosisempfehlungen fiir Pharmaka nur auf der Grundlage der zuvor bestimmten OCT1-
Aktivitit gegeben werden konnen. Vor Beginn einer medikamentdsen Therapie muss also

eine OCT1-Genotypisierung der Patienten stattfinden.
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