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Abstract

Abstract

Membrane transporters mediate the transport of various endogenous as well as
exogenous substances across the cell membrane and are therefore not only essential
players in homeostasis but also in the adsorption, distribution, metabolism and
excretion of drugs. Therefore, functional characterization of membrane transporters is
crucial in order to understand their physiological function and to avoid severe side
effects or therapeutic failure of administered drugs.

The organic anion transporters 2 and 7 (OAT2, SLC22A7 and OAT7, SLC22A9) enable
the transport of organic anions across the cell membrane and are only poorly
characterized so far. Both transporters are expressed in the sinusoidal membrane of
hepatocytes and OAT2 can also be found in proximal tubule cells of the kidneys. For
OAT?7 only few substrates have been identified so far and although there are several
endogenous and exogenous substrates known for OAT2, the physiological as well as
the pharmacological roles of both transporters remain unclear.

The aim of this work therefore was to functionally characterize OAT2 and OAT7 with
the help of transporter-expressing cell lines as well as with two novel transgenic mouse

models.

Cell lines stably expressing human OAT2 and its mouse orthologue mOat2, hOAT7 as
well as other relevant hepatic sinusoidal uptake transporters were used to investigate
the transport function of OAT2 and OAT7 with in vitro experiments.

Transport of the second messenger cGMP through hOAT2 has already been described
before and could be confirmed in this study. Furthermore, we could show that mOat2
as well is able to transport cGMP. The cGMP transport function was extensively
characterized for human and mouse OAT2 with a special focus on species-specific
differences. We could additionally show that hOAT2 is the only one of the most relevant
hepatic sinusoidal drug uptake transporters capable of transporting cGMP, suggesting
an important role of hOAT2 in cGMP signaling and therefore in various physiological
processes.

The transport of xanthine, an intermediate product of purine degradation, through
hOAT2 has also been described before and was shown to be time- and concentration-
dependent for the first time in this work. Furthermore, as for cGMP, we were able to
show that hOAT?2 is the only one of the most relevant hepatic sinusoidal drug uptake

transporters able to transport xanthine. Additionally, we showed that xanthine is not a
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Abstract

substrate of mOat?2.

We were also able to identify a new substrate class of OAT2. Different pterines that
have important functions in various physiological processes, for example as cofactors
for enzyme function, were identified as substrates of hOAT2 and mOat2. As seen for
cGMP and xanthine, we found species-specific differences in substrate specificity and
transport function between human and mouse OAT2. The hOAT2-mediated transport

of neopterin, an important player in the immune system, was further characterized.

To elucidate the physiological role of OAT2 and OAT7 and to further characterize the
two transporters, we generated on the one hand a mOat2 knockout and on the other
hand a hepatocyte-specific hOAT7 knockin mouse model and tested the applicability
of the animals for the investigation of the two membrane transporters.

mOat2 knockout as well as hOAT7 knockin mice were healthy and did not show any
phenotypic abnormalities. Liver histology and clinical chemistry were comparable to
wildtype control mice. With extensive characterization on DNA, RNA and protein level
using various molecular biology techniques like gPCR, immunoblotting and
immunohistochemical staining, we could show that mice of the two lines actually
showed missing expression of mOat2 or liver-specific expression of hOAT7 as
expected.

Genomwide gene expression analyses revealed altered hepatic expression of
mSult2al in the mOat2 knockout and of mHsd17b6 and mLcn2 in the hOAT7 knockin
mice. In humans, all three genes are involved in the development of hepatocellular
carcinoma. Furthermore, we established a method for the easy isolation and culture of
primary mouse hepatocytes from both mouse lines via ex vivo liver perfusion. Thereby

we created a powerful tool for characterization of OAT2 and OAT7.

Taken together, with the help of stably transfected cell lines we performed an in-depth
investigation of the transport function of hOAT2 and mOat2. We were able to identify
novel substrates for both hOAT2 and mOat2 and showed that hOAT2 is likely to have
an important role in cGMP signaling. Two newly generated mouse models were
established and extensively characterized whereby their applicability for the functional
characterization of OAT2 and OAT7 could be confirmed. In future experiments, the
generated stably transfected cell lines and mouse models can complement each other
in the elucidation of the physiological and pharmacological roles of OAT2 and OAT7

as well as in the search for novel drug substrates of both transporters.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Membrantransporter vermitteln den Transport einer Vielzahl endogener sowie
exogener Substanzen Uber die Zellmembran und sind daher nicht nur essentiell fur die
Homdoostase, sondern auch fir die Aufnahme, Verteilung, Metabolisierung und
Exkretion von Medikamenten. Aus diesem Grund ist die funktionelle Charakterisierung
von Membrantransportern entscheidend, sowohl um ihre physiologische Funktion zu
verstehen als auch um schwere Nebenwirkungen von verabreichten Medikamenten
oder ein Therapieversagen zu vermeiden.

Die organischen Anionentransporter 2 und 7 (OAT2, SLC22A7 und OAT7, SLC22A9)
ermoglichen den Transport von organischen Anionen Uber die Zellmembran und sind
bisher nur unzureichend charakterisiert. Beide Transportproteine sind in der
sinusoidalen Membran der Hepatozyten exprimiert, OAT2 kann aul3erdem in den
proximalen Tubuluszellen der Niere gefunden werden. Fir OAT7 wurden bisher nur
wenige Substrate identifiziert und obwohl bereits einige endogene und exogene
Substrate fir OAT2 bekannt sind, bleibt die physiologische sowie die
pharmakologische Rolle der beiden Transportproteine ungeklart.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher eine funktionelle Charakterisierung von OAT2 und
OAT7 mithilfe von Transporter-exprimierenden Zelllinien sowie mit zwei neuen

transgenen Mausmodellen vorzunehmen.

Stabil transfizierte Zelllinien, welche hOAT2 des Menschen und sein Maus Ortholog
mOat2 sowie hOAT7 und andere relevante hepatische sinusoidale
Aufnahmetransporter exprimieren, wurden genutzt, um die Transportfunktion von
OAT2 und OAT7 mittels in vitro Experimenten zu untersuchen.

Der Transport des sekundaren Botenstoffes cGMP durch hOAT2 wurde schon zuvor
beschrieben und konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Wir konnten aul3erdem
zeigen, dass auch mOat2 in der Lage ist, cGMP zu transportieren. Die cGMP
Transportfunktion fur hOAT2 und mOat2 wurde eingehend charakterisiert, wobei
insbesondere auf speziesspezifische Unterschiede geachtet wurde. Wir konnten
zusatzlich zeigen, dass hOAT2 als einziger der fur den Arzneistofftransport
hauptverantwortlichen hepatischen sinusoidalen Aufnahmetransporter in der Lage ist
cGMP zu transportieren. Dies impliziert eine wichtige Rolle von hOAT2 im cGMP
Signalweg und damit in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen.

Der OAT2-vermittelte Transport von Xanthin, einem Zwischenprodukt des Purin
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Zusammenfassung

Abbaus, wurde ebenfalls schon zuvor beschrieben, wobei wir in dieser Arbeit zum
ersten Mal nachweisen konnten, dass dieser Transport zeit- und
konzentrationsabhangig stattfindet. AufRerdem konnten wir zeigen, dass hOAT2,
ahnlich wie fuar cGMP, der einzige der fir den Arzneistofftransport
hauptverantwortlichen hepatischen sinusoidalen Aufnahmetransporter ist, der in der
Lage ist Xanthin zu transportieren. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass Xanthin
kein Substrat von mOat?2 ist.

Wir konnten auf’erdem eine neue Substratklasse fir OAT2 identifizieren.
Verschiedene Pterine, welche wichtige Funktionen in verschiedenen physiologischen
Prozessen, beispielsweise als Kofaktoren von Enzymen, haben, wurden als Substrate
von hOAT2 und mOat2 identifiziert. Wie auch schon bei cGMP und Xanthin, fanden
wir speziesspezifische Unterschiede in Substratspezifitat und Transportfunktion
zwischen humanem und Maus OAT2. Der hOAT2-vermittelte Transport von Neopterin,
welches eine bedeutende Rolle im Immunsystem einnimmt, wurde umfassend

charakterisiert.

Um der physiologischen Rolle von OAT2 und OAT7 auf den Grund zu gehen, haben
wir einerseits ein mOat2-Knockout und andererseits ein hepatozytenspezifisches
hOAT7-Knockin Mausmodell entwickelt und die Anwendbarkeit dieser Tiere fur die
Erforschung der beiden Membrantransporter getestet.

Die mOat2-Knockout Mause waren genau wie die hOAT7-Knockin Mause gesund und
zeigten keine phanotypischen Aufféalligkeiten. Histologische Untersuchungen der
Leber und Klinisch-chemische Parameter waren vergleichbar mit denen von
Kontrollmausen. Durch umfassende Charakterisierung auf DNA, RNA und
Proteinebene mittels einer Vielzahl von molekularbiologischen Methoden wie gPCR,
Immunblot Analysen und immunhistochemischen Farbungen, konnten wir zeigen,
dass die Mause der beiden Linien wie erwartet die fehlende Expression von mOat2
bzw. die leberspezifische Expression von hOAT7 zeigen.

Genomweite Genexpressionsanalysen zeigten veranderte hepatische
Expressionswerte von mSult2al in den mOat2-Knockout und von mHsd17b6 und
mLcn2 in den hOAT7-Knockin Mausen. Alle drei Gene sind im Menschen an der
Entwicklung eines Hepatozellularen Karzinoms beteiligt. Uberdies haben wir eine neue
Methode zur einfachen ex vivo Isolation und Kultur primarer Maus Hepatozyten beider
Mauslinien etabliert und damit ein leistungsstarkes Werkzeug fir die Charakterisierung
von OAT2 und OAT7 geschaffen.
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Zusammenfassung

Zusammengefasst konnten wir mithilfe stabil transfizierter Zelllinien eine eingehende
Analyse der Transportfunktion von hOAT2 und mOat2 durchfihren. So konnten neue
Substrate fur hOAT2 und mOat2 identifiziert und gezeigt werden, dass hOAT2
vermutlich eine wichtige Rolle im cGMP Signalweg spielt. Zwei neu generierte
Mausmodelle wurden etabliert und umfassend charakterisiert, womit ihre Eignung fur
die funktionelle Charakterisierung von OAT2 und OAT7 bestatigt werden konnte. In
zukunftigen Experimenten kdnnen die in dieser Arbeit generierten stabil transfizierten
Zelllinien und die Mausmodelle gemeinsam dazu dienen, die physiologische und
pharmakologische Rolle von OAT2 und OAT7 aufzuklaren sowie neue Arzneistoffe als

Substrate der Transportproteine zu identifizieren.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Membrantransportproteine

Die Aufnahme und Abgabe von korpereigenen und korperfremden Stoffen in Zellen
und Zellorganellen wird von Membrantransportproteinen reguliert. So werden
beispielsweise einerseits Aminosauren, Nukleotide und Neurotransmitter, andererseits
aber auch die unterschiedlichsten Arzneistoffe durch eine Vielzahl Transportproteine
Uber Membranen hinweg beférdert (Hediger et al. 2013; Liu 2019).

Membrantransporter in der Zellmembran kénnen entweder die Aufnahme (Influx) oder
die Abgabe (Efflux) von Substanzen in oder aus Zellen vermitteln, wobei einige
Transportproteine in der Lage sind, beide Prozesse zu steuern (Hediger et al. 2013).
Der Transport der Substrate kann dabei zum einen mit dem Konzentrationsgradienten
erfolgen, was als passiver Transport bezeichnet wird. Erfolgt der Transport der
Substanz entgegen ihres Konzentrationsgradienten, spricht man von aktivem
Transport. Der aktive Transport kann wiederum in den primér aktiven und den
sekundar aktiven Transport unterteilt werden. Beim primar aktiven Transport wird die
Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) zum Transport des Substrates gegen das
Konzentrationsgeféalle genutzt, es wird also eine energetisch glnstige an eine
energetisch ungunstige Reaktion gekoppelt. Beim sekundar aktiven Transport wird der
Transport des Substrates entgegen des Konzentrationsgefalles mit dem Transport
einer weiteren Substanz entlang des Konzentrationsgeféalles verbunden. Erfolgt der
Transport dieser weiteren Substanz in dieselbe Richtung wie der des Substrates,
spricht man von Symport, handelt es sich um die entgegengesetzte Richtung, spricht
man von Antiport (Roberts 2021; Vasiliou et al. 2008).
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1.1.1 Die Rolle von Membrantransportern in der klinischen Pharmakologie

Da Membrantransportproteine eine Vielzahl an endogenen Substanzen wie
beispielweise Vitamine, Gallensalze, Hormone und Signalmolekile transportieren,
spielen sie eine wichtige Rolle bei der Generierung der Homoostase von Korperzellen
und Organen und sind damit lebenswichtig (Fisel et al. 2017; Liu 2019). Die Funktion
von Membrantransportern wird allerdings durch eine Vielzahl von Prozessen reguliert.
Genetische Faktoren wie Mutationen und Polymorphismen, ebenso wie Regulation
durch Kernrezeptoren, posttranslationale Modifikationen, epigenetische Prozesse und
alternatives Splicing konnen die Aktivitat der Transportproteine sowie ihre
interindividuelle Expression beeinflussen und auch zu Fehlfunktionen fihren (Brouwer
et al. 2022; Kolz et al. 2021). Solche Fehlfunktionen von Transportproteinen sind
wiederum die Ursache einer Vielzahl verschiedenster Erkrankungen, was sie als
therapeutische Ziele interessant macht (Lin et al. 2015). So fuhren beispielsweise
Mutationen, welche den Funktionsverlust des Humanen Multidrug Resistance
Protein 2 (MRP2) auslosen, zum Dubin-Johnson Syndrom, welches sich klinisch in
einer chronischen konjugierten Hyperbilirubindmie etabliert (Kartenbeck 1996;
Paulusma et al. 1997). Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen kdénnen
Fehlfunktionen von Membrantransportern eine Rolle spielen. So scheint die gestorte
Funktion des Glutamattransporters GLT1 eine Rolle in der Entwicklung der
Amyotrophen Lateralsklerose und der Alzheimer-Krankheit zu spielen, da der
verlangsamte oder fehlende Abtransport des Neurotransmitters Glutamat aus dem
synaptischen Spalt zum Absterben von Nervenzellen durch die andauernde
Reizweiterleitung fuhrt (Kanai et al. 2013).

Trotz dieser Erkenntnisse und der Tatsache, dass Membrantransportproteine
zusammen mit anderen am Stoffwechsel beteiligten Proteinen entscheidend zum
reibungslosen Ablauf verschiedener endogener Signalwege und somit zur
Kommunikation zwischen Zellen und Organen beitragen (,remote sensing and
signaling® Hypothese), ist deutlich weniger Uber die physiologische Rolle von
Transportproteinen als tUber deren Transportkapazitat flr verschiedene Arzneistoffe
bekannt (Nigam 2015; Nigam und Granados 2022).

Dennoch lasst sich nicht bestreiten, dass Membrantransporter nicht nur flr den
Transport endogener Substanzen essentiell sind, sondern auch der Transport vieler
Arzneistoffe Gber Membranen hinweg durch sie ermdglicht wird. Diese Eigenschaft

macht Membrantransportproteine zu entscheidenden Faktoren fur die Aufnahme,
2
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Verteilung, Metabolisierung und Exkretion von Arzneistoffen (ADME, von engl.:
absorption, distribution, metabolism and excretion) (Giacomini et al. 2010), was in
Abbildung 1 schematisch gezeigt wird. Fehlfunktionen von Transportproteinen kdnnen
demnach beispielsweise einerseits durch Anreicherung eines Arzneistoffes in
toxischen Mengen zu schweren Nebenwirkungen bis hin zum Tod, andererseits aber
auch zum Therapieversagen durch mangelnde Effizienz fihren (DeGorter et al. 2012;
Nigam 2015). So scheint beispielsweise das Risiko fir eine Doxorubicin-induzierte
Herzschadigung  direkt mit der  Expressionsstirke des  organischen
Kationentransporter 3 (OCT3) im Herzen zusammenzuhdngen, so wie auch andere
Membrantransporter einen Einfluss auf durch Chemotherapeutika ausgeloste
Herzschadigungen haben (Huang et al. 2021; Uddin et al. 2022).

Da Membrantransporter eine entscheidende Rolle in ADME Prozessen spielen, ist es
von grol3er Bedeutung bei der Entwicklung neuer Medikamente den Einfluss von
Transportproteinen auf deren Aufnahme, Verteilung und Exkretion in Betracht zu
ziehen, da die gewiinschte Wirkung sonst mitunter nicht erzielt werden kann (Fisel et
al. 2017).
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Abbildung 1: Membrantransporter spielen eine essentielle Rolle in ADME
Prozessen.

A: Membrantransporter sind an der zu groBen Teilen im Darm stattfindenden
Aufnahme von Arzneistoffen, an deren Verteilung und Metabolisierung im Koérper
sowie an deren Exkretion durch Leber und Nieren wesentlich beteiligt. IThre Funktion
bestimmt maf3geblich die Wirkung von Arzneimitteln und eine veranderte Funktion von
Membrantransportern kann zu Nebenwirkungen oder Therapieversagen fuhren.

B, C : Membrantransporter, die in Hepatozyten (B) und proximalen Tubuluszellen (C)
vorkommen, tragen zur Metabolisierung und Exkretion von Arzneistoffen bei.
Einzelne Elemente der Abbildung entstammen Servier Medical Art, einer Plattform,
welche von Servier bereitgestellt wird und unter einer Creative Commons Attribution
3.0 Unported Lizenz lizensiert ist (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Die
Abbildung wurde in Anlehnung an Neul et al. 2016 und Zamek-Gliszczynski et al. 2018
erstellt (Neul et al. 2016; Zamek-Gliszczynski et al. 2018).
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Die Einbeziehung von Membrantransportern bei der Entwicklung von Medikamenten
ist aul3erdem von essentieller Bedeutung, da Arzneistoffe die Funktion von
Transportproteinen beeinflussen konnen. Dies kann nicht nur aufgrund der
physiologischen Rolle von Membrantransportern zum Problem werden, wenn die
Inhibition oder Verstarkung der Funktion eines Transportproteins die Homdostase in
Zellen oder Organen stort. Der Einfluss verschiedener Medikamente auf
Transportproteine kann auch zu unerwinschten Arzneimittelinteraktionen fuhren,
wenn andere eingenommene Arzneistoffe entweder nicht mehr oder verstarkt durch
das beeinflusste Transportprotein transportiert und so ADME Vorgange gestort werden
(DeGorter et al. 2012; Maeda und Sugiyama 2013).

Ein prominentes Beispiel flir eine Membrantransporter-abhdngige unerwiinschte
Arzneimittelinteraktion ist die Wechselwirkung zwischen den lipidsenkenden
Medikamenten Gemfibrozil und Cerivastatin. Die inhibierende Wirkung von Gemfibrozil
auf den organischen Anionentransporter OATP1B1 sowie auf ein Cytochrom P450-
Enzym (CYP2C8) fuhrte zur schweren Nebenwirkung der Rhabdomyolyse und zum
Tod von Patienten, welche gleichzeitig Cerivastatin einnahmen. Die fehlende
Aufnahme von Cerivastatin durch OATP1B1 in die Hepatozyten und damit die fehlende
Metabolisierung durch CYP2CS8 fuhrte in einigen Patienten zur Toxizitat des Stoffes
(Maeda und Sugiyama 2013; Shitara et al. 2004).

Um solche Falle zukinftig zu verhindern, ist es essentiell bei der Entwicklung neuer
Medikamente standardmafiig deren Wirkung auf wichtige Membrantransportproteine
zu evaluieren. Die Untersuchung dieser Wechselwirkungen wird sowohl von den
europaischen als auch den amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehérden
European Medicines Agency (EMA) und U.S. Food and Drug Administration (FDA) fur
die Zulassung neuer Medikamente empfohlen (Europeans Medicines Agency 2012;
U.S. Food & Drug Administration 2020).

Trotz des offensichtlich entscheidenden Einflusses von Membrantransportern auf
lebenswichtige korpereigene Funktionen sowie auf die klinische Pharmakologie kam
die Forschung an Transportproteinen lange Zeit nur langsam voran, weswegen die
physiologische Rolle sowie Substratspezifitdt von vielen Transportern noch unklar ist
(César-Razquin et al. 2015; Fisel et al. 2017; Pizzagalli et al. 2021).
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1.1.2 Klassifizierung von Membrantransportproteinen

Circa 10 % aller menschlichen Gene kodieren fur Membrantransportproteine oder fur
von Transportern benotigte zusatzliche Genprodukte, wie zum Beispiel regulatorische
Proteine oder andere Interaktionspartner. Membrantransportproteine kdnnen in vier
verschiedene Klassen eingeteilt werden, zu welchen die lonenkandle und die
Aquaporine sowie die in zwei Hauptfamilien unterteilte Gruppe der

Membrantransporter gehtren (Hediger et al. 2013; Vasiliou et al. 2008).

Diese zwei Hauptfamilien sind die Solute Carrier (SLC) und die ABC Transporter (von
engl.. ATP-binding-cassette), welche nachfolgend genauer beschrieben werden.
Wahrend die ABC-Familie hauptséachlich Efflux Transporter enthalt, besteht die SLC
Familie sowohl aus Influx als auch aus Efflux Transportern (César-Razquin et al. 2015;
Fisel et al. 2017; You und Morris 2022).

1.1.2.1 ABC Transporter
Das humane Genom enthélt 48 ABC Gene, die 7 Familien (ABCA - ABCG) zugeteilt
werden konnen und grofRtenteils fur strukturell sehr &hnliche Membrantransporter

kodieren. Die aus der Hydrolyse von ATP gewonnene Energie wird von ABC
Transportern fur den primar aktiven Transport einer groBen Bandbreite von
Substanzen Uber Membranen hinweg genutzt (Vasiliou et al. 2008; You und Morris
2022).

ABC Transporter spielen eine wichtige Rolle in der Detoxifikation des Kérpers, da sie
in der Lage sind, nicht nur endogene, sondern auch eine gro3e Anzahl an exogenen,
toxischen Substanzen sowie Arzneistoffen, aus den Zellen und damit auch aus dem
Kdrper zu transportieren (Schinkel und Jonker 2003; Szakéacs et al. 2008). Da einige
ABC Transporter verschiedene Zytostatika transportieren kdnnen und zudem haufig in
Krebszellen Uberexprimiert sind, kdnnen sie in vielen Fallen eine Resistenz von
Tumorzellen gegen eine grol3e Bandbreite an Zytostatika vermitteln. Daher werden
einige dieser ABC Transporter im Englischen auch als multidrug resistance proteins
bezeichnet (Robey et al. 2018; Szakacs et al. 2008).

Die klinisch am relevantesten und daher am besten charakterisierten ABC Transporter
sind das vom Gen ABCB1 kodierte MDR1 oder P-Glycoprotein, das breast cancer
resistance protein (BCRP), welches von ABCG2 kodiert wird, der Cystic Fibrosis
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Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und die Multidrug Resistance
(associated) Proteine 1 und 2 (MRP1 und MRP2, Gene: ABCC1l und ABCC?2)
(Choudhuri und Klaassen 2006; Schinkel und Jonker 2003; Szakacs et al. 2008).

1.1.2.2 SLC Transporter

Die SLC-Familie besteht aus Uber 450 Transportern, welche in 65 Genfamilien

unterteilt werden, und bildet damit die gré3te Gruppe der Membrantransportproteine
und die zweitgro3te Gruppe von Membranproteinen im menschlichen Genom nach
den G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren (Engelhart et al. 2020) (s.
http://slc.bioparadigms.org/). SLC Transporter vermitteln den passiven sowie den
sekundar-aktiven Transport von endogenen und exogenen Substanzen uber
Membranen (César-Razquin et al. 2015; Hediger et al. 2013). Diese Gruppe ist im
Gegensatz zu den ABC Transportern sehr heterogen und verschiedene SLC
Transporter unterscheiden sich in ihrer Struktur teilweise stark voneinander. Innerhalb
der einzelnen Familien &hneln sich die Strukturen der Proteine jedoch (Colas et al.
2016).

SLC Transporter sind das Ziel einer Vielzahl von Medikamenten und tragen auf3erdem
wie auch die ABC Transporter zur Aufnahme, Metabolisierung und Abgabe unzéhliger
anderer Arzneistoffe bei (Colas et al. 2016). Zu den Klinisch relevanten Gruppen der
SLC Transporter gehdren zum einen die Organische Anionen transportierenden
Polypeptide (organic anion transporting polypeptides, OATP, Famile SLCO) und die
multidrug and toxin extrusion transporters (MATE, Familie SLC47) (Giacomini et al.
2010). MATEs sind beispielsweise wichtig fur die Exkretion von Arzneistoffen tber die
Niere. Genetische Varianten, die zu Funktionsverlusten oder Expressionsanderungen
in diesen Transportern fihren, kbnnen daher durch den veranderten renalen Efflux von
Arzneistoffen schwere Nebenwirkungen wie Nierenschaden auslosen (Nies et al.
2016; Veiga-Matos et al. 2020).

Weitere klinisch relevante Gruppen innerhalb der SLC Transporter stellen die
organischen Kationentransporter (organic cation transporters, OCT) und die
organischen Anionentransporter (organic anion transporters, OAT) dar, welche beide
in die Familie SLC22 eingeordnet werden kdnnen (Giacomini et al. 2010). Diese
Transportproteine bestehen aus 12 Transmembrandomanen und sind hauptséchlich

in Epithelgewebe wie den proximalen Tubuli der Niere oder den Hepatozyten zu finden
7
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(Nigam 2018). Einer der klinisch relevanten Vertreter der SLC22 Familie ist OCT1
(SLC22A1), ein organischer Kationentransporter, der unter anderem fir die Aufnahme
von Metformin in die Leber verantwortlich ist, wobei es sich um ein Medikament zur
Behandlung von Diabetes Typ 2 handelt (Nies et al. 2022; Wang et al. 2002).

1.1.3 Methoden zur funktionellen Charakterisierung von Membrantransportern
Wie oben beschrieben, ist die funktionelle  Charakterisierung von
Membrantransportern sowohl fir das Verstandnis von physiologischen Prozessen wie
der Homoostase als auch fur die Abschatzung der Wirkung und Vertraglichkeit von
Arzneimitteln von grol3er Wichtigkeit (Fisel et al. 2017; Giacomini et al. 2010). Es
stehen verschiedene Methoden zur funktionellen Charakterisierung von
Transportproteinen zur Verfigung, wobei die Entscheidung, welche Methode
angewendet werden sollte, von der jeweiligen Fragestellung und auch mal3geblich von
dem zu untersuchenden Transportprotein abhéngt. So missen Efflux Transporter
anders untersucht werden als Aufnahmetransporter und zur Klarung der
physiologischen Rolle eines Transportproteins werden andere Versuchssysteme
bendtigt als zur Abschatzung der Transportkapazitdt des Proteins fir einen
bestimmten Arzneistoff (Brouwer et al. 2013). Die Moéglichkeiten der Erforschung von
Membrantransportproteinen haben sich in den letzten Jahren durch neue
technologische Innovationen vervielfacht (Giacomini et al. 2022), was bereits die
Bildung des RESOLUTE Konsortiums anregte. Dieses Konsortium hat es sich zur
Aufgabe gemacht, Wissenschaftlern Werkzeuge und Kenntnisse zur Erforschung und
Charakterisierung von SLC Transportern bereitzustellen (Wiedmer et al. 2022).
Nachfolgend sind daher nur einige der wichtigsten Methoden zur funktionellen
Charakterisierung von Transportproteinen beschrieben.



Einleitung

1.1.3.1 In vitro Charakterisierung mittels zellbasierter Assays

i Rekombinante Transporter-exprimierende Zelllinien

Rekombinante Zelllinien haben sich schon seit vielen Jahren als wertvolles Werkzeug
zur Bestimmung von Substraten und Inhibitoren von Transportproteinen etabliert. Zur
Generierung der Zelllinien werden Zellen einer beliebigen Wirtszelllinie, welche eine
maoglichst geringe Expression von endogenen Transportern aufweisen sollte, mit der
cDNA des zu untersuchenden Transportproteins transfiziert. Hierbei ist die stabile
Transfektion der transienten Transfektion vorzuziehen, da bei letzterer die
Expressionsstarke des Transportproteins zwischen verschiedenen Versuchen oder

Transportproteinen stark variieren kann (Brouwer et al. 2013).

Mit diesen Transporter-exprimierenden Zelllinien kénnen dann Transportversuche
durchgefiihrt werden, welche zur ldentifikation von Substraten des Transporters
dienen konnen. Die Zellen werden hierfur mit der Substanz von Interesse inkubiert,
nach einer bestimmten Inkubationszeit wird die intrazellulare Konzentration der
Substanz bestimmt und mit der von Kontrollzellen, welche den Membrantransporter
nicht exprimieren, verglichen. So kdnnen Substrate identifiziert und mit diesen
nachfolgend zeit- und konzentrationsabhéngige Transportversuche durchgefuhrt
sowie kinetische Konstanten, wie beispielsweise die Michaelis-Menten-Konstante (Km)
und die Maximalgeschwindigkeit (Vmax), bestimmt werden. Es ist auRerdem mdglich,
Inhibitoren von Membrantransportern zu identifizieren, indem man die Aufnahme eines
prototypischen Substrates in die Zellen in An- und Abwesenheit der zu testenden
Substanz bestimmt und auswertet, ob es durch Zugabe der Substanz zu einer

Verringerung der Transportkapazitat kommt (Brouwer et al. 2013).

Um die Bestimmung der intrazellularen Konzentration einer Substanz mdglich zu
machen, konnen entweder radioaktiv markierte oder fluoreszierende Substanzen
eingesetzt werden (Tremmel et al. 2022). Es gibt aul3erdem die Madglichkeit
unmarkierte Substanzen einzusetzen und deren Konzentration in den Zellen mittels
Massenspektrometrie zu bestimmen (Nies et al. 2021). Jede dieser Methoden hat
hinsichtlich Kosten, Durchfihrung und Verwertbarkeit der Ergebnisse sowohl Vor- als
auch Nachteile (Dvorak et al. 2021).
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ii Polarisierte Monolayerzellen

Die oben Dbeschriebenen rekombinanten Zelllinien, welche nur einen
Membrantransporter exprimieren, sind ein gutes Werkzeug zur Erforschung von
Aufnahmetransportern, kénnen aber zur Charakterisierung von Efflux Transportern
nicht verwendet werden, da die zu transportierende Substanz in diesem Fall zunachst
in die Zelle eingebracht werden muss. Daher haben sich als eine Methode zur Analyse
von Efflux Transportern oder auch zur Erforschung des Zusammenspiels von
Aufnahme- und Efflux Transportern Transportversuche mit doppelt transfizierten

polarisierten Zelllinien etabliert (Brouwer et al. 2013).

Hierfir werden Zellen, welche auf Membranfiltern polarisierte Zell-Monolayer
ausbilden kénnen, mit cDNAs fir einen Aufnahme- und einen Efflux Transporter
transfiziert. Mit diesen Zellen kénnen nachfolgend Transportversuche durchgefihrt
werden, mit welchen der gerichtete Transport von Substanzen von der apikalen
Inkubationskammer zur basalen oder von der basalen zur apikalen bestimmt werden
kann. So kann zum einen die Transportkapazitdt der Transportproteine fur die
Substanzen bestimmt und zum anderen die Zusammenarbeit von Aufnahme- und
Efflux Transportern beim Transport von Substanzen tiber Membranen hinweg beurteilt

werden (Brouwer et al. 2013).

il Primére Hepatozyten

Rekombinante Zelllinien sind ein wichtiges Werkzeug zur Charakterisierung der
Transportaktivitat von Membrantransportern, stellen aber dennoch ein artifizielles
System dar und kénnen die physiologische Situation nicht widerspiegeln. Um dieses
Problem zumindest teilweise zu umgehen, haben sich Transportversuche mit frisch
isolierten priméaren Hepatozyten bewahrt (Brouwer et al. 2013). Hepatozyten kdnnen
durch Perfusion von Lebergewebe aus Mensch oder Maus isoliert werden. Die so
gewonnenen Zellen kénnen flr die oben beschriebenen Transportversuche entweder
in Suspension oder ausgesat auf beschichteten Platten verwendet werden. So lasst
sich die durch die hepatischen Transportproteine vermittelte Aufnahme von
Substanzen in die Hepatozyten untersuchen. Die Situation im Transportversuch ist
hierbei &@hnlich zur in vivo Situation, wodurch eher das Zusammenspiel von
Transportproteinen als die Aktivitdt eines einzelnen Membrantransporters evaluiert

wird. Um die Transportaktivitat von Efflux Transportern beurteilen zu kénnen, kénnen
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die Hepatozyten auch in mit der Hilfe von Matrigel hergestellten Sandwich-Kulturen fir
die Transportversuche verwendet werden. Durch diese spezielle Kulturmethode
kommt es zum Ausbilden einer polarisierten Monolayer-Zellschicht und zur Bildung
kanalikularer (apikaler) Netzwerke, was die Erforschung von Efflux Transportern in der

kanalikularen Membran der Hepatozyten ermdglicht (Brouwer et al. 2013).

1.1.3.2 Mausmodelle zur Charakterisierung von Membrantransportern

Obwohl zellbasierte in vitro Transportversuche eine gut etablierte Methode darstellen,
um die Transportaktivitat einzelner Membrantransporter zu untersuchen, so kénnen
sie doch das Zusammenspiel von verschiedenen Transportproteinen und anderen in
ADME Prozessen relevanten Proteinen im lebenden Organismus nicht widerspiegeln.
Diese Tatsache macht Tiermodelle in der Erforschung der physiologischen Rolle von
Transportproteinen und deren Einfluss auf die Aufnahme, Metabolisierung und
Ausscheidung von Medikamenten unerlasslich (DeGorter und Kim 2011; Dvorak et al.
2021). Aus verschiedenen Grinden, wie beispielsweise der kurzen
Reproduktionsdauer und der grof3en Wurfgréf3en, welche sich von Stamm zu Stamm

unterscheiden, sind Mause als Tiermodell besonders interessant (Jiang et al. 2010).

Fur die Erforschung von Membrantransportern mit Mausmodellen werden meist
genetisch veranderte Mauslinien verwendet. Mithilfe verschiedener Techniken, wie
dem Cre-Lox-System, kdnnen einzelne Gene aus dem Mausgenom ausgeschnitten
oder in das Mausgenom eingebracht werden. So wird in vielen Fallen ein Gen, welches
fur ein murines Transportprotein kodiert, gezielt ausgeschaltet, was zum
Funktionsverlust des Membrantransporters fuhrt. Man spricht in diesem Fall von einem
Knockout Mausmodell. Eine andere Methode ist es, ein fremdes Gen in das
Mausgenom einzubringen (Knockin). Handelt es sich um ein humanes Gen,
beispielsweise um eines, welches flr einen humanen Membrantransporter kodiert, so
spricht man von einem humanisierten Mausmodell. Humanisierte Mausmodelle
umgehen demnach das Problem, dass Transportproteine der Maus teilweise andere
Substratspezifitaten als die des Menschen aufweisen, was bei Knockout
Mausmodellen teilweise zu Schwierigkeiten in der Interpretation der Ergebnisse fihren
kann (Jiang et al. 2010).

Knockout und Knockin Mausmodelle kénnen dann dazu dienen, die physiologische
Rolle von Membrantransportproteinen genauer zu erforschen, indem mit
11
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verschiedenen Methoden Unterschiede zwischen den Knockout / Knockin Mausen
und Kontrollmausen analysiert werden. Dazu kénnen beispielsweise der allgemeine
Gesundheits- und Entwicklungszustand der Mause, ihr Sozialverhalten, aber auch
histologische Untersuchungen verschiedener Organe oder ihre Blutwerte
herangezogen werden (Jiang et al. 2010; Saboli¢ et al. 2016).

Doch nicht nur die Rolle des Transporters fur die Erhaltung normaler Kérperfunktionen
kann mittels der Mausmodelle untersucht werden. Der Einfluss des Transportproteins
auf die Aufnahme, Verteilung und Abgabe von Medikamenten kann beispielsweise
durch Pharmakokinetik-Studien in Transporter-Knockout / Knockin Mausen ebenfalls

evaluiert werden (Saboli¢ et al. 2016).

Obwohl Mausmodelle also selbstverstandlich Limitationen haben und auch von dem
mit diesen Modellen erlangten Wissen nicht direkt auf die Situation im Menschen
rickgeschlossen werden kann, so tragen sie doch dazu bei, erste Erkenntnisse tber
die Rolle von Membrantransportern in der Erhaltung wichtiger Korperfunktionen und in
ADME Vorgangen zu generieren. Diese Erkenntnisse kénnen dann wiederum genutzt
werden, um sie gezielt in klinischen Studien im Menschen weiter zu untersuchen und

zu vertiefen (Saboli¢ et al. 2016).
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1.2 Der organische Anionentransporter 2 (OAT2 / SLC22A7)

1.2.1 Entdeckung und Lokalisation von OAT2

Der organische Anionentransporter 2 (OAT2, Gen: SLC22A7) wurde 1994 aus cDNA
von Rattenleber kloniert und als NLT (von engl.: novel liver-specific transport protein)
bezeichnet. Die Substratspezifitdt des Transportproteins wurde im Rahmen seiner
Entdeckung nicht untersucht (Simonson et al. 1994). Simonson und Kollegen hatten
damit unwissentlich den ersten organischen Anionentransporter in Saugetieren
identifiziert. Sekine und Kollegen klonierten das Transportprotein vier Jahre spater
ebenfalls aus Rattenleber und ordneten NLT aufgrund seiner starken Ahnlichkeit zu
dem 1997 aus Rattennieren klonierten organischen Anionentransporter 1 (OAT1) zur
Gruppe der organischen Anionentransporter zu, weswegen sie den Transporter in
OAT2 umbenannten (Sekine et al. 1997; Sekine et al. 1998).

Die Klonierung von humanem OAT2 (hOAT2) aus cDNA humaner Leber und Niere
erfolgte 2001 durch Sun und Kollegen, ein Jahr spéater wurde auch murines OAT2
(mOat2) aus Nierengewebe von Mausen kloniert (Kobayashi et al. 2002; Sun et al.
2001).

Im Menschen liegt das hSLC22A7 Gen auf Chromosom 6p21.1, in der Maus ist die
mSlc22a7 Gensequenz auf Chromosom 17C zu finden (Kobayashi et al. 2002; Kok et
al. 2000). Die Expression von OAT2 wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst,
wobei noch nicht alle ausreichend untersucht sind (Shen et al. 2017). Auf Ebene der
Transkription ist beispielsweise der Transkriptionsfaktor Hepatocyte nuclear factor 4
alpha (HNF4a) in der Lage, die Expression von hSLC22A7 zu regulieren (Popowski et
al. 2005).

Genetische Varianten wie Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide
polymorphism, SNP) tragen haufig zur interindividuellen Variabilitdt der Funktion von
Membrantransportern bei (Fisel et al. 2017). Obwohl auch fiir das hSLC22A7 Gen
verschiedene SNPs identifiziert wurden (Shin et al. 2010; Xu et al. 2005), kommen
diese nur selten vor, weshalb die hSLC22A7 Gensequenz insgesamt nur eine geringe
Variabilitat zeigt. Genetische Polymorphismen scheinen daher, wenn tberhaupt, nur
geringflgig zur Variabilitat in der hOAT2 Proteinexpression und Transportaktivitat
beizutragen (Shen et al. 2017).

Die Topologie von hOAT2 und mOat?2 ist in Abbildung 2 dargestellt. Das OAT2 Protein

besteht, wie fur die SLC22-Familie Ublich, aus 12 Transmembran-Domé&nen (TMD),
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wobei sowohl N- als auch C-Terminus intrazellulér lokalisiert sind. Zwischen TMD 1
und TMD 2 befindet sich eine groBe extrazellulare Schleife, welche
Glykosylierungsstellen aufweist (Shen et al. 2017). Daten, welche mithilfe von OAT1
gewonnen wurden, deuten darauf hin, dass die Glykosylierung in dieser Region
essentiell fur den korrekten Transport des Proteins zur Zellmembran ist (Tanaka et al.
2004).

Cropp und Kollegen beschrieben aulerdem zwei alternativ gespleifdte Varianten von
hOAT2. Diese sind auf mMRNA Ebene in hOAT2-exprimierenden Geweben ungefahr
gleich stark exprimiert und unterscheiden sich lediglich durch einen 6 Basenpaare (bp)
langen Einschub in Intron 1 der hSLC22A7 Gensequenz und dadurch durch zwei
zusatzliche Aminosauren im Bereich der oben beschriebenen extrazellularen Schleife
bei der Variante 548aa. Die Region des Aminosaureeinschubs ist bei OATs hoch
konserviert und enthélt mehrere Cystein-Reste, welche eine wichtige Rolle in der
Ausbildung von Disulfidbriicken und damit in der Stabilisierung der Tertiarstruktur
spielen. In Ubereinstimmung damit fuhrt der Aminosaureeinschub zu einer durch
Immunfluoreszenz nachgewiesenen ausschlie3lich intrazellularen Lokalisation und
einer deutlich schwacheren Fluoreszenz sowie zum kompletten Verlust der
Transportfunktion dieser Proteinvariante (Cropp et al. 2008). Die fehlende Lokalisation
in der Plasmamembran und der damit einhergehende Verlust der Transportaktivitat
der Proteinvariante wurde von Hotchkiss und Kollegen anhand einer umfassenden
Studie mit verschiedenen OAT2-exprimierenden Zelllinien bestatigt (Hotchkiss et al.
2015).

Zwischen TMD 6 und TMD 7 befindet sich eine weitere grof3e, diesmal aber
intrazellular lokalisierte Schleife, welche mehrere Phosphorylierungsstellen enthélt,
deren reversible Phosphorylierung die Transportfunktion von OAT2 zu regulieren
scheint (Shen et al. 2017; Srimaroeng et al. 2008).
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Abbildung 2: Topologiemodell von hOAT2 und mOat2

Das Programm TOPO2 wurde genutzt, um ein Topologiemodell der
Membrantransporter hOAT2 und mOat2 zu erstellen (www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/).
Die Information zur vorhergesagten Position der Transmembransegmente entstammte
UniProt (Q9Y694, SLC22A7 human, https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9Y694/entry;
Q91WU2, SlIc22a7 mouse, https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q91WU2/entry). Die
beiden Transportproteine bestehen jeweils aus 12 TMDs, wobei beide zwischen TMD1
und TMD2 eine grof3e extrazellulare und zwischen TMD6 und TMD7 eine groRRe
intrazellulare Schleife aufweisen. Glykosylierungsstellen sind in orange, Cystein-Reste
in blau markiert.
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Im Menschen ist hOAT2 in der Leber und der Niere exprimiert, wobei die Expression
in der Leber starker ist (Hilgendorf et al. 2007; Sun et al. 2001). Eine sehr schwache
Expression von hOAT2 wurde zudem auf RNA Ebene in Hoden, Uterus und lleum
nachgewiesen (Fork et al. 2011). Die Expression von mOat2 in der Maus ahnelt der
von hOAT2 im Menschen. Eine Expression des Transporters wurde hier ebenfalls in
der Leber und etwas schwacher in der Niere nachgewiesen (Pavlova et al. 2000;
Sekine et al. 1998).

Die Expression von OAT2 weist in Nagetieren in den verschiedenen Organen
geschlechtsspezifische Unterschiede auf, im Menschen wurden dahingehende
Untersuchungen noch nicht durchgefuhrt (Koepsell 2013; Ljubojevi¢ et al. 2007). Es
sind auRerdem speziesspezifische Unterschiede in der subzellularen Lokalisation von
OAT?2 in der Niere bekannt (Rizwan und Burckhardt 2007). Im Menschen konnte das
Transportprotein in der basolateralen Membran der proximalen Tubuluszellen
nachgewiesen werden (Enomoto et al. 2002), wahrend es in Maus und Ratte in der
apikalen Membran dieser Zellen exprimiert ist (Ljubojevi¢ et al. 2007). In den
Hepatozyten ist OAT2 in Mensch, Maus und Ratte in der sinusoidalen (basolateralen)
Membran lokalisiert (Kudo et al. 2014; Simonson et al. 1994; Yasui et al. 2014).

1.2.2 Substratspezifitat und physiologische Rolle von OAT2

OAT2 istin der Lage, eine Vielzahl von endogenen und exogenen Substraten Uber die
Zellmembran hinweg zu transportieren (Shen et al. 2017). Wie der Name des
Transportproteins schon vermuten lasst, handelt es sich bei den Substraten um
organische Anionen, eine Gruppe von strukturell sehr unterschiedlichen Substanzen,
welche bei physiologischem pH-Wert negativ geladen sind (Sekine et al. 1998). Well
OAT2 im Vergleich zu OAT1 und OAT3, welche hauptséchlich in der Niere exprimiert
sind, am starksten in der Leber exprimiert ist, wird vermutet, dass das Transportprotein
eine entscheidende Rolle in der hepatischen Regulierung von organischen Anionen

einnimmt (Kobayashi et al. 2005).

Zu den endogenen Substraten von OAT2 gehdren unter anderem Prostaglandin (PG)
PGF2, Kreatinin, Nikotinsaure, Harnséure, Orotsdure und Glutamat (Fork et al. 2011;
Mathialagan et al. 2020; Shen et al. 2015; Shen et al. 2017).

Ein weiteres endogenes Substrat von OAT2 ist cyclisches Guanosinmonophosphat

(cGMP). OAT2 transportiert cGMP mit einer hohen Affinitat und ist in der Lage sowohl
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die Aufnahme als auch den Efflux des Substrates zu vermitteln (Cropp et al. 2008).
cGMP ist ein sekundarer Botenstoff, der in verschiedensten Prozessen im Korper wie
beispielsweise der Reizweiterleitung im Nervensystem, entziindlichen Prozessen und
der kardiovaskularen Homoostase eine entscheidende Rolle spielt (Feil und Kemp-
Harper 2006). Der cGMP Signalweg umschlie3t eine Vielzahl an Komponenten,
welche sich in die cGMP-generierenden Guanylatzyklasen, die cGMP-degradierenden
Phosphodiesterasen und die cGMP Effektoren, wie cGMP-abhangige Proteinkinasen
und zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle, aufteilen lassen. Da der cGMP
Signalweg in so vielen kérpereigenen Prozesse involviert ist, ist es nicht verwunderlich,
dass verschiedene Medikamente Komponenten des cGMP Signalweges zum Ziel
haben (Hofmann 2020).

Die zur Familie der ABC Transporter gehérenden Efflux Transporter MRP4 (ABCC4),
MRP5 (ABCC5) und MRP8 (ABCC11) wurden in der Literatur als cGMP Transporter
beschrieben, kdénnen allerdings als Efflux-Pumpen nur die Abgabe von cGMP aus
Zellen steuern (Guo et al. 2003; Jedlitschky et al. 2000; van Aubel et al. 2002; Wielinga
et al. 2003). OAT?2 ist daher bisher der einzige beschriebene hepatische Transporter,
welcher in der Lage ist, die Aufnahme von cGMP in Zellen zu vermitteln.

Die bereits oben erwahnte ,remote sensing and signaling” Hypothese besagt, dass
Membrantransportproteine gemeinsam mit anderen am Stoffwechsel und in ADME
Prozessen beteiligten Proteinen zum reibungslosen Ablauf verschiedener Signalwege
und damit zur Kommunikation zwischen Zellen und Organen beitragen (Nigam 2015;
Nigam und Granados 2022). Im Einklang mit dieser Hypothese scheint OAT2 fir die
Regulation der intra- und extrazellularen cGMP Spiegel wichtig zu sein und ist damit
vermutlich entscheidend im cGMP Signalweg und in einer Vielzahl von kérpereigenen
Prozessen involviert (Nigam 2018; Wu et al. 2011).

OAT?2 transportiert auch eine Vielzahl an exogenen Substraten, wie beispielsweise
diverse Arzneistoffe. So gehoren unter anderem verschiedene Nichtsteroidale
Antirheumatika wie Diclofenac und Acetylsalicylsdure, Antibiotika wie Tetrazyclin,
Virustatika wie Entecavir, Antidiabetika wie Tolbutamid und Zytostatika wie
Methotrexat zu den exogenen OAT2-Substraten (Bi et al. 2018; Khamdang et al. 2002;
Ma et al. 2019; Mathialagan et al. 2020; Shen et al. 2017; Sun et al. 2001).

Verschiedene exogene Substanzen sind aufl3erdem in der Lage, den Transport von

anderen Substraten durch OAT2 zu inhibieren. Dazu gehéren beispielsweise
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Cimetidin, Rosuvastatin, Bromsulfophthalein (BSP) und Ketoprofen (Mathialagan et al.
2018; Shen et al. 2015).

Obwohl Glutamat das Gegenion fur den Transport von Orotsaure durch OAT2 darstellt,
da Orotséaure entgegen des Glutamat Konzentrationsgefalles durch OAT2 in die Zellen
hinein transportiert wird (Fork et al. 2011), kann Glutamat nicht als universelles
Gegenion fur den Transport durch OAT2 dienen. Ein Austausch von cGMP und
Glutamat konnte nicht beobachtet werden (Henjakovic et al. 2015). Der Transport von
organischen Anionen durch OAT1 und OAT3 in die proximalen Tubulizellen der Niere
erfolgt im Austausch mit dem Dicarboxylat a-Ketoglutarat, welches mit dem
Konzentrationsgradienten aus den Zellen transportiert wird (Sekine et al. 1997; Shen
et al. 2017). Doch weder Mono- und Dicarboxylate noch Hydroxidionen konnten bisher
als Gegenionen flir den elektroneutralen Transport von organischen Anionen durch
OAT2 beobachtet werden (Henjakovic et al. 2015; Shen et al. 2017).

Trotz vergleichsweise groRem Forschungsinteresse an OAT2 ist die physiologische
Rolle des Membrantransporters noch weitgehend unbekannt. Allerdings wurde ein
interessanter Zusammenhang zwischen der Expressionsstéarke von hOAT2 und dem
Risiko fur die Ausbildung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) in der Literatur
beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass eine niedrige hSLC22A7 Expression das
Ruckfall-Risiko bei HCC-Patienten erhdhte (Kudo et al. 2014). Aul3erdem war das
Risiko, HCC zu entwickeln, in Patienten mit chronischer Hepatitis C, welche eine
niedrige hOAT2 Expression aufwiesen, erhoht (Yasui et al. 2014).

Obwohl viele Arzneistoffe und endogene Substanzen mittlerweile als Substrate von
hOAT?2 identifiziert wurden und stets neue Substrate des Transportproteins entdeckt
werden (Mathialagan et al. 2020), ist immer noch wenig tber die Rolle bekannt, welche
hOAT2 in physiologischen, pharmakologischen und toxikologischen Ablaufen spielt
(Shen et al. 2017). Dies ist auch der Grund, weswegen das Internationale
Transporterkonsortium derzeit keine spezifischen Empfehlungen fiir die Einbeziehung
von hOAT?2 in die Entwicklung neuer Medikamente ausspricht (Zamek-Gliszczynski et
al. 2022).
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1.3 Der organische Anionentransporter 7 (OAT7 / SLC22A9)

1.3.1 Entdeckung, Lokalisation und Funktion von OAT7

Der humane organische Anionentransporter 7 (hOAT7, Gen: hSLC22A9) wurde 2007
von Shin und Kollegen aufgrund seiner Ahnlichkeit zu anderen OATs bei einer
Datenbanksuche des menschlichen Genoms entdeckt, aus humaner Leber kloniert
und charakterisiert (Shin et al. 2007). In Nagetieren gibt es keinen zu hOAT7
orthologen Transporter, bisher wurde das Membrantransportprotein nur im Menschen

beschrieben (Jacobsson et al. 2007).

Die hSLC22A9 Gensequenz ist auf Chromosom 11g13.1 lokalisiert und die
Transkription von hSLC22A9 wird durch HNFla und HNF4a aktiviert (Emami
Riedmaier et al. 2016; Klein et al. 2010; Shin et al. 2007). Bisher identifizierte
Missense-Mutationen wiesen nur eine sehr geringe Allelfrequenz auf und es konnte
gezeigt werden, dass sowohl genetische Varianten als auch nicht-genetische
Faktoren, wie Alter und Geschlecht, nur geringfugig zur interindividuellen Variabilitat

in der hOAT7 Expression beitragen (Emami Riedmaier et al. 2016).

Die Topologie von hOAT7 ahnelt stark der von anderen Mitgliedern der OAT-Familie,
wie beispielsweise hOAT2, und weist so ebenfalls 12 TMDs und eine grol3e
extrazellulare Schleife zwischen TMD1 und TMD2 sowie eine grof3e intrazellulare
Schleife zwischen TMD6 und TMD7 auf (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Topologiemodell von hOAT7

Das Programm TOPO2 wurde genutzt, um ein Topologiemodell des
Membrantransporters hOAT7 zu erstellen (www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/). Die
Information zur vorhergesagten Position der TMDs entstammte UniProt (Q8IVMS,
SLC22A9 human, https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8I1VM8/entry).
Glykosylierungsstellen sind in orange, Cystein-Reste in blau markiert.
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Da hOAT?7 auf Proteinebene bisher nur in der Leber nachgewiesen wurde, ist von einer
vorrangig hepatischen Expression des Transportproteins auszugehen. Dort ist es in
der sinusoidalen Membran der Hepatozyten lokalisiert, was eine Rolle des Proteins im
Transport von Substanzen aus dem Blut in die Hepatozyten oder andersherum

vermuten lasst (Shin et al. 2007).

1.3.2 Substratspezifitat und physiologische Rolle von OAT7

Im Gegensatz zu den anderen bekannten organischen Anionentransportern sind
bisher nur wenige Substrate von hOAT7 bekannt. Mit vielen Substraten und Inhibitoren
von anderen OATSs interagiert hOAT7 nicht. Daher kann bei diesem Transportprotein
von einem im Vergleich zu anderen OATs wesentlich kleineren Substratspektrum

ausgegangen werden (Koepsell 2013).

Bisher sind nur drei endogene hOAT7-Substrate bekannt. Dabei handelt es sich um
die kurzkettige Fettsaure Butyrat und die sulfatierten Steroide Estronsulfat (Estron-3-
sulfat, E3S) und Dehydroepiandrosteron (DHEAS) (Mathialagan et al. 2018; Shin et al.
2007). Die Aufnahme von Butyrat wird in Transportversuchen durch den Austausch
mit E3S stimuliert, was vermuten lasst, dass es in der Leber ebenfalls zur Abgabe von
sulfatierten Steroiden ins Blut und im Austausch damit zur Aufnahme von Butyrat in
die Hepatozyten kommt (Shin et al. 2007).

Bis dato ist nur ein exogenes Substrat von hOAT7 identifiziert worden. Dabei handelt
es sich um das cholesterinsenkende Arzneimittel Pravastatin. Andere getestete

Statine wurden nicht durch hOAT7 transportiert (Emami Riedmaier et al. 2016).

Aufgrund des bisher relativ geringen Forschungsinteresses an hOAT7 sowie des sehr
kleinen Substratspektrums des Transporters ist die physiologische sowie die
pharmakologische Rolle des Transportproteins bisher weitgehend unbekannt.

Da hOAT?7 eine starke Expression in der Leber zeigt und Butyrat transportiert, konnte
der Membrantransporter die Aufnahme von kurzkettigen Fettsauren in die Hepatozyten
und damit den hepatischen Metabolismus kurzkettiger Fettsduren regulieren. Da E3S
ebenfalls ein Substrat von hOAT7 ist, kann auch vermutet werden, dass hOAT7 eine
Rolle in der Abgabe von Steroidhormonen, welche in der Leber sulfatiert wurden, ins

Blut und damit in der Regulierung von Steroidhormonen spielt (Koepsell 2013).
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1.4 Ziele der Arbeit

Da Membrantransportproteine eine essentielle Rolle in der Regulierung von
korpereigenen und ADME Prozessen spielen, ist deren funktionelle Charakterisierung
ein wichtiger Baustein in der Erforschung von physiologischen und pharmakologischen
Vorgangen. Die organischen Anionentransporter OAT2 und OAT7 sind beide in der
Leber exprimiert, OAT2 aulRerdem noch in der Niere. Daher ist anzunehmen, dass die
beiden Transportproteine eine wichtige Rolle in der Ausscheidung von endogenen
Substanzen und Arzneistoffen spielen. Obwohl fir OAT2 schon verschiedene
endogene sowie exogene Substrate identifiziert wurden, wobei der sekundare
Botenstoff cGMP aufgrund seiner Relevanz in verschiedenen kdrpereigenen Ablaufen
von besonderem Interesse ist, ist die physiologische Rolle des Transportproteins
sowie sein Einfluss auf die Regulation pharmakologischer Prozesse bisher weitgehend
ungeklart. Fur OAT7 wurden im Gegensatz zu OAT2 bisher nur wenige Substrate
identifiziert, weshalb eine umfassende Charakterisierung auch dieses

Transportproteins von gro3em Interesse ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die beiden Membrantransportproteine OAT2
und OAT7 funktionell zu charakterisieren. Hierfir sollten einerseits Zelllinien
verwendet werden, welche die Transportproteine stabil exprimierten. Diese sollten fur
Transportversuche mit zahlreichen endogenen und xenobiotischen Substanzen zur
Untersuchung der funktionellen Transportaktivitait von OAT2 und OAT7 genutzt
werden. Andererseits sollten zwei neue Mausmodelle generiert werden, mit denen die
physiologische Rolle der Transportproteine in vivo aufgeklart werden kann. Dabei
handelte es sich um eine Mauslinie, welche einen globalen Knockout von mOat?2 zeigte
und um eine humanisierte Mauslinie, die einen hepatozytenspezifischen Knockin von
hOAT7 aufwies. Die beiden Mauslinien sollten im Rahmen der Arbeit generiert,
charakterisiert sowie ihre Eignung fur die weitere Erforschung von OAT2 und OAT7

evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Material und Methoden

Chemikalie

Bezugsquelle

Acetonitril, wasserfrei 299,8%

VWR, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid 30 %

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Agarose Tabletten (a4 0,5 g)

Meridian Bioscience, Cincinnati, USA

Ameisensaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck, Darmstadt, Deutschland

AquaSafe 300+

Zinsser Analytic GmbH, Eschborn,
Deutschland

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Bicinchoninsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Borsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Bromphenolblau Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Bromsulfophthalein Dinatriumsalz
Hydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Calciumchlorid (CaCl>)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Chenodesoxycholsaure Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Cortisol (Hydrocortison)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Crizotinib

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

Cyclisches Guanosin 3',5'-
monophosphat (cGMP)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dako Antibody Diluent Solution

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Dako REAL Peroxidase-Blocking
Solution

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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Dako Target Retrieval Solution, Citrate
pH 6 (10x)

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Dako Target Retrieval Solution, pH 9
(10x%)

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Dasatinib

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

Deoxycholsaure Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPOa4 x 2 H20)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
high glucose (DMEM)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
low glucose (DMEM)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dulbecco’s Phosphate buffered saline
(PBS), ohne Kalzium, ohne Magnesium
(Gibco™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

D-(+)-Glucose

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

D-(+)-Neopterin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Einbettmedium Kryostat: Cryochrome™

Epredia, Kalamazoo, USA

Einbettmedium Neo-Mount™

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure (Eisessig) 100%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol, 100 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol, 70 %, vergallt

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach a. Inn, Deutschland

Ethanol, 96 %, vergallt

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach a. Inn, Deutschland

Ethanol, 99 %, vergallt

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach a. Inn, Deutschland

Ethidiumbromidlésung 0,025 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ficoll® 400

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Filgotinib

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

Fostamatinib

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland
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Fotales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Gelatine Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycochenodeoxycholsaure Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Glycocholsdure Natriumsalz Hydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Glycolithocholatsulfat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

G418-BC (50 mg / ml)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Hamatoxylinldsung Papanicolaou la

Merck, Darmstadt, Deutschland

HEPES

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hoechst 34580

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

HotStarTaq Master Mix

Qiagen, Venlo, Niederlande

Hygromycin B (50 mg / ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Ibrutinib BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland
Idelalisib BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,

Eching, Deutschland

Isofluran CP 1 ml / ml

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland

Isopropanol (70 %)

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Isopropanol ROTIPURAN® (100 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumphosphat (KH2POa4)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Ketoprofen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Kupfer(ll)-Sulfatlésung, 4 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Lipofectamine™ 2000
Transfektionsreagenz

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Lipoxin A4

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Lithocholsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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L-Glutamin 200 mM (Gibco™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

L-Thyroxin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Magermilchpulver

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Magnesiumchlorid-Losung (25 mM)

Qiagen, Venlo, Niederlande

Magnesiumsulfat (MgSQa)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Methanol, 100 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mowiol 4-88

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcholat-Hydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Natriumcitrat-Dihydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat
(NaH2PO4 x H20)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Neo-Clear™

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nukleasefreies Wasser

Qiagen, Venlo, Niederlande

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Pefabloc® SC

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Poly-L-Lysin-Lésung, 0,01 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Ponceau S LOosung

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope ™
Prestained Protein Standards

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Proteinase K (20 mg / ml)

Qiagen, Venlo, Niederlande

Rattenkollagen |

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

RNase AWAY ™
Oberflachendekontaminationsmittel

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
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RNase Inhibitor (Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

ROTI®Histofix 4 % (4 % Formaldehyd)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS Pellets

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Shandon™ Eosin Y

Epredia, Kalamazoo, USA

SuperSignal™ West Dura Extended
Duration Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

TagMan™ Universaler PCR-Mastermix
(2x) (Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Testosteron

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Thromboxan B>

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

TO-PRO™-3 lodid (642/661)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Trichloressigsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Tris-Base Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TritonX-100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA (0.05%)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

TWEEN 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
TWEEN 80 Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Vemurafenib

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

William's E Medium, ohne Glutamin
(Gibco™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Xylencyanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zeocin™ (100 mg / ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

100 bp DNA-Leiter

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

(1'R,2'S)-Biopterin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

1,4-Dithioerythritol (DTE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

26




Material und Methoden

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

(6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin - Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

dihydrochlorid Deutschland

7,8-Dihydro-L-Biopterin Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

7,8-Dihydro-Neopterin Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

2.1.2 Kits

Tabelle 2: Verwendete Kits

Kit Bezugsquelle

BigDye™ Terminator Version 3.1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Zyklus-Sequenzierungskit (Applied
Biosystems™)

DAKO EnVision™+ System, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

GeneChip™ WT PLUS Reagent Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

(Applied Biosystems™)

High-Capacity cDNA Reverse Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Transcription Kit (Applied Biosystems™)

Liver Perfusion Kit, mouse and rat Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

mirVana™ miRNA Isolations-Kit, mit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Phenol

PNGase F New England Biolabs, Ipswich, USA

ProteoExtract® Transmembrane Protein | Merck, Darmstadt, Deutschland
Extraction Kit

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Venlo, Niederlande

Revert™ 700 Total Protein Stain for LI-COR Biosciences — GmbH, Bad

Western Blot Normalization Homburg, Deutschland

TissueScan, Mouse Normal cDNA Array | OriGene Technologies, Inc., Rockuville,
USA

ZR DNA Sequencing Clean-Up Kit Zymo Research, Irvine, USA
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2.1.3 Plasmide

Tabelle 3: Verwendete Plasmide

Plasmid Kurze Beschreibung

pOG44 Vektor zur Expression der Flp-
Rekombinase

pPcDNAS/FRT hOAT2 OAT2 des Menschen im pcDNA5/FRT
Vektor

pcDNA5/FRT mOat2 OAT2 der Maus im pcDNAS/FRT Vektor

2.1.4 TagMan Genexpressionsassays

Tabelle 4. Verwendete TagMan Genexpressionsassays

Gen Spezies Assay-ID

hACTB (B-Actin) Mensch HS99999903 m1l
hSLC22A7 (Solute Carrier 22A7) Mensch Hs00198527_m1
hSLC22A9 (Solute Carrier 22A9) Mensch Hs00971067_m1
mActb (B-Actin) Maus Mm02619580 g1
mHsd17b6 (Hydroxysteroid (17-beta) Maus MmO00457343_m1
dehydrogenase 6)

mLcn2 (Lipocalin 2) Maus MmO01324470_m1
mSlc22a7, Exon 4-5 Maus MmO00460672_m1
mSlc22a7, Exon 1-2 Maus MmO00460669 g1
mSlic22a7, Exon 9-10 Maus MmO01281500 g1
mSult2al / mSult2a2 (Sulfotransferase | Maus MmO04205656_mH
family 2A)

Alle hier genannten TagMan Genexpressionsassays wurden von Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA (Applied Biosystems™) bezogen.

2.1.5 RNA-Microarrays

Tabelle 5: Verwendete RNA-Microarrays

RNA-Microarray Spezies
GeneChip™ Human Transcriptome Mensch
Array 2.0 (Applied Biosystems™)
Clariom™ S Assay HT, mouse (Applied | Maus
Biosystems™)
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2.1.6 Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

Material und Methoden

Primare Antikdrper Bezugsquelle Verdinnung | Target
Retrieval
Solution
pH-Wert
Anti-SLCO1B3 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, | WB: 1:100 pH 6
(OATP1B3) Deutschland IF: 1:50
IHC: 1:50
Anti-SLC22A7 (OAT2) | Abnova, Taipeh, Taiwan WB: 1:50 pH 9
Abnova IF: 1:50
IHC: 1:50
Anti-SLC22A7 (OAT2) | Thermo Fisher Scientific, WAB: 1:1000 pH 6
Invitrogen Waltham, USA IF: 1:100
IHC: 1:100
Anti-SLC22A7 (OAT2) | Proteintech Group, Inc., WB: 1:50 pH 9
Proteintech Rosemont, USA IF: 1:50
IHC: 1:50
Anti-SLC22A7 (OAT2) | Bioss Antibodies Inc. WB: 1:50 pH 6
Bioss Woburn, USA IF: 1:50
IHC: 1:50
Anti-SLC22A7 (OAT?2) | Eurogentec, Seraing, WB: 1:50 pH 6
Eurogentec Belgien IF: 1:50
(nicht kommerziell) IHC: 1:50
CGR Anti-SLC22A3 Peptide Specialty WB: 1:3000 pH 6
(OCT3) (nicht Laboratories, Heidelberg, IF: 1:100
kommerziell) Deutschland IHC: 1:100
(Nies et al. 2009)
ESL 42.5 Anti- Peptide Specialty WB: 1:100 pH 6
SLCO1B1 (OATP1B1) | Laboratories, Heidelberg, IF: 1:100
(nicht kommerziell) Deutschland IHC: 1:100
(Konig et al. 2000)
GNG-59 Anti- Peptide Specialty WB: 1:100 pH 6
SLC10A1 (NTCP) Laboratories, Heidelberg, IF: 1:100
(nicht kommerziell) Deutschland IHC: 1:100
(Kojima et al. 2003)
KEN Anti-SLC22A1 Peptide Specialty WB: 1:3000 pH 6
(OCT1) (nicht Laboratories, Heidelberg, IF: 1:300
kommerziell) Deutschland IHC: 1:300
(Nies et al. 2008)
REP5045 Anti- Eurogentec, Seraing, WB: 1:500 pH 6
SLC22A9 (OAT7) Belgien IF: 1:50
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(nicht kommerziell) (Emami Riedmaier et al. IHC: 1:50

2016)
SPA Anti-SLCO2B1 Peptide Specialty WB: 1:5000 pH 6
(OATP2B1) (nicht Laboratories, Heidelberg, IF: 1:300
kommerziell) Deutschland IHC: 1:300

(Kopplow et al. 2005)

Sekundare Bezugsquelle Verdinnung
Antikorper

Anti-Kaninchen 1gG Thermo Fisher Scientific, IF: 1:300
(aus Ziege), Alexa Waltham, USA

Fluor 488

Dako Anti-Kaninchen | Agilent Technologies, Santa | WB: 1:5000
IgG-HRP (aus Clara, USA

Schwein)

Dako EnVision+ HRP | Agilent Technologies, Santa | IHC:

Rabbit Single Reagent | Clara, USA unverdinnt

2.1.7 Radioaktiv markierte Substanzen

Tabelle 7: Verwendete radioaktiv markierte Substanzen

Substanz Bezugsquelle

Atorvastatin acid [*H(G)] sodium salt American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
Spezifische Aktivitat: 20 Ci / mmol St. Louis, USA

Bilirubin [10-3H] American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
Spezifische Aktivitat: 10 Ci / mmol St. Louis, USA

CCK-8 (sulfated) propionylated American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
[propionyl-3H(N)] St. Louis, USA

Spezifische Aktivitat: 80 Ci / mmol

Estrone sulfate, ammonium salt-, [6,7- PerkinElmer Inc., Waltham, USA

*H(N)]

Spezifische Aktivitat: 50 Ci / mmol

Everolimus [?H(G)] American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
Spezifische Aktivitat: 5 Ci / mmol St. Louis, USA

Fluvastatin [*H(G)] sodium salt American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
Spezifische Aktivitat: 20 Ci / mmol St. Louis, USA

Guanosine 3',5'-[8-3H] cyclic American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
monophosphate (cGMP) St. Louis, USA

Spezifische Aktivitat: 25 Ci / mmol

Harnsaure [8-*4C] American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
Spezifische Aktivitat: 54 mCi / mmol St. Louis, USA
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Metformin [biguanido-**C] hydrochloride
Spezifische Aktivitat: 107 mCi / mmol

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland

Montelukast [*H(G)]
Spezifische Aktivitat: 10 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Omeprazol [**C]
Spezifische Aktivitat: 12,7 mCi / mmol

Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik
GmbH, Konstanz, Deutschland

Pantoprazol [1*C]
Spezifische Aktivitat: 14,9 mCi/ mmol

Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik
GmbH, Konstanz, Deutschland

Pravastatin [*H(G)] sodium salt
Spezifische Aktivitat: 5 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Prostaglandin E2, [5,6,8,11,12,14,15-
*H(N)]
Spezifische Aktivitat: 180 Ci / mmol

PerkinElmer Inc., Waltham, USA

Rosuvastatin calcium [?H(G)]
Spezifische Aktivitat: 10 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Simvastatin acid [*H(G)] sodium salt
Spezifische Aktivitat: 10 Ci/ mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Sorafenib, p-toluenesulfonate salt, [*H]
Spezifische Aktivitat: 2,7 Ci / mmol

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland

Sunitinib malate [*H(G)]
Spezifische Aktivitat: 12,5 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Taurocholic acid [2H(G)]
Spezifische Aktivitat: 5 Ci / mmol

PerkinElmer Inc., Waltham, USA

Taxol [*H(G)] (Paclitaxel)
Spezifische Aktivitat: 19,6 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Tetrahydrobiopterin, L-[6,7-3H]
Hydrochlorid
Spezifische Aktivitat: 60 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

Xanthin [8-3H]
Spezifische Aktivitat: 21 Ci/ mmol

Moravek, Inc., Brea, USA

4-Acetamidophenol [2,6-3H]
Spezifische Aktivitat: 50 Ci / mmol

American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis, USA

5-Fluoruracil [6-3H]
Spezifische Aktivitat: 27 Ci/ mmol

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland
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2.1.8 Puffer / Lésungen

Tabelle 8: Verwendete Puffer und Lésungen

Material und Methoden

Puffer / LOsung Substanz Menge / Endkonzen-
Gewicht tration
APS (10 %) APS 1g 10 %
H20 (MilliQ) ad 10 ml
Elektrophoresepuffer Tris-Base 150 g 0,25 M
(10 x)
Glycin 7209 1,92 M
SDS (20 %) 250 mi 1%
H20 (MilliQ) ad 5000 ml
Gewebelysepuffer KCI 9,32 ¢ 500 mM
Tris (1M) pH 8,3 25 ml 100 mM
Gelatine 25 mg 0,2 mg/ ml
TritonX-100 2,5 ml 1%
Tween20 2,5ml 1%
H20 (MilliQ) ad 250 ml
Proteinase K Frisch 500 pg / ml
immer frisch zugeben zugeben
Homogenisierungspuffer | KCI 2,795 g 150 mM
HEPES (1M)pH 7,4 |25 ml 10 mM
EDTA (0,5 M) 500 pl 1 mM
H20 (MilliQ) ad 250 mi
DTT Frisch 1 mM
zugeben
Pefablock Frisch 0,2 mM
zugeben
Lammli-Puffer (5 x) SDS 10g 10 %
Tris (1 M) pH 6,8 30,6 ml 0,306 M
2-Mercaptoethanol 25 ml 25 %
Bromphenolblau 100 mg 0,1%
Natriumsalz
H20 (MilliQ) ad 75 ml
Glycerol 25 ml 25 %
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Lysepuffer Pterine Trichloressigsaure 8,18 ¢ 0,2M
Ascorbinsaure 2,29 50 mM
DTE 250,65 mg 6,5 mM
EDTA (0,5 M) 500 pl 1 mM
H20 (MilliQ) ad 250 ml
Magermilch (5 %) Magermilchpulver 10g 5%
TBST (1 x) ad 200 ml
Mowiol Mowiol 4-88 2,449 3,37 M
Glycerol 69 21,7 %
1 Stunde Ruhren bei
Raumtemperatur
Dann Zugabe:
H20 (MilliQ) 6 ml
1 Stunde Ruhren bei
Raumtemperatur
Dann Zugabe:
Tris-HCI (0,2 M) pH 8,5 | 12 ml 0,1M
2 Stunden bei 50 °C
inkubieren
NaPi-Puffer (0,1 M) L6sung 1:
NaH2PO4 x H20 6,99 0,1M
H20 (MilliQ) ad 500 ml
Ldsung 2:
Na2HPO4 x 2 H20 8,940 0,1M
H20 (MilliQ) ad 500 ml
L6sung 2 mit Losung 1
auf pH 7,3 einstellen
NaPi-Puffer (0,5 mM) NaPi-Puffer (0,1 M) 250 pl 0,5 mM
H20 (MilliQ) ad 50 ml
Natriumcitrat-Losung Natriumcitrat-Dihydrat | 8 g 3,2%
(3,2 %)
H20 (MilliQ) 250 ml
PMSF (100 mM) PMSF 17,42 mg 100 mM
Ethanol, 100 % 1 mi
SDS (0,2 %) SDS (10 %) 10 ml 0,2 %
H20 (MilliQ) ad 500 ml
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SDS (10 %) SDS 509 10 %
H20 (MilliQ) ad 500 ml
SDS (20 %) SDS 100 g 20 %
H20 (MilliQ) ad 500 ml
TAE-Puffer (50 x) Tris-Base 242 g 2M
EDTA (0,5 M, pH 8) 100 ml 50 mM
Essigsaure (100 %) 57,1 ml 571 %
H20 (MilliQ) ad 1000 ml
pH mit Essigséure auf
8,0 einstellen
TBE-Puffer (10 x) Tris-Base 218 g 0,9 M
Borsaure 111,39 0,9M
EDTA (0,5 M, pH 8) 10 ml 2,5 mM
H20 (MilliQ) ad 2000 ml
TBS (10 x) NaCl 400 g 1,369 M
KCI 10g 0,027 M
Tris-Base 16,93 g 0,25 M Tris
Tris-HCI 17549
H20 (MilliQ) ad 5000 ml
TBST (1 x) far TBS (10 x) 500 mi 0,025 M Tris
Immunblots
H20 (MilliQ) 4500 ml
50 % TWEEN 20 10 ml 0,1%
TBST (1 x) fur IHC TBS (10 x) 200 mi 0,025 M Tris
H20 (MilliQ) 1800 ml
TWEEN 80 2 ml 0,1%
Towbin-Puffer Tris-Base 6,06 g 25 mM
Glycin 28,4 ¢ 192 mM
Methanol, 100 % 200 mi 10 %
H20 (MilliQ) ad 2000 ml
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Transportpuffer NacCl 8,39 142 mM
HEPES 298¢ 12,5 mM
KCI 370 mg 5 mM
Glucose 900 mg 5mM
CaCl2 220 mg 1,5mM
MgSO4 144 mg 1,2 mM
KH2POa4 136 mg 1 mM
H20 (MilliQ) ad 1000 ml

Tris (0,5 M) pH 6,8 Tris-Base 928 mg 0,5 M Tris
Tris-HCI 38,199
H20 (MilliQ) ad 500 ml

Tris (1,5 M) pH 8,8 Tris-Base 69,03 g 1,5M Tris
Tris-HCI 28,449
H20 (MilliQ) ad 500 ml

0,1 % Ameisensaure in H20 (MilliQ) 250 ml

Acetonitril / H20 (1:1)
Acetonitril 250 ml
Ameisensaure 500 pl 0,1 %

100 bp Marker 100 bp DNA-Leiter 60 ul 0,1 ug/ pl
(0,5 ug / i)
6 x BPB 50 pl 1x
H20 (MilliQ) ad 300 pl

50 % TWEEN 20 TWEEN 20 250 g 50 %
H20 (MilliQ) 227,3 ml

6x BPB Ficoll 400, 15 % 8 ml 12 %
TBE-Puffer (10 x) 1mi 1x
Bromphenolblau 10 mg 1,45 mM
Natriumsalz
Xylencyanol 10 mg 1,86 mM
H20 (MilliQ) ad 10 ml
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2.1.9 Zellkulturmedien

Tabelle 9: Verwendete Zellkulturmedien

Material und Methoden

Bezeichnung / Komponente Menge Endkonzen-
Medium tration
Kulturmedium DMEM high Glucose 500 mi
FCS 55 mi 10 %
Penicillin-Streptomycin 5,5ml 1%
(10 000 U/mL)
entweder G418-BC (50 mg / ml) 8,8 ml 800 pg / mi
oder Hygromycin B 1,1 mi 100 pg / ml
(50 mg / ml)
oder Zeocin (100 mg / ml) 0,55 ml 100 pg / ml
Einfriermedium Kulturmedium ohne 2 mi 40 %
antibiotische Zuséatze
FCS 2 ml 40 %
DMSO 1ml 20 %
Hepatozyten DMEM low Glucose 500 ml
Aussaatmedium
FCS 27,5 ml 5%
Penicillin-Streptomycin 53 ml 1%
(10 000 U/mL)
Hepatozyten William's E Medium, no | 500 ml
Kulturmedium glutamine
L-Glutamin 200 mM 51ml 1% (2 mM)
Penicillin-Streptomycin 51ml 1%
(20 000 U/mL)

2.1.10 Zelllinien

Es wurden transfizierte parentale embryonale Nierenzellen 293 des Menschen (human

embryonic kidney, HEK293 Zellen) mit Flp-In™ System sowie gewothnliche HEK293

Zellen verwendet. Die genauere Beschreibung dieser Zelllinien und des Flp-In

Systems ist unter Punkt 2.2.1.1 zu finden.

Die verschiedenen fir die Experimente genutzten Transporter-exprimierenden

Zelllinien sowie die mit dem Leervektor transfizierten Kontrollzelllinien sind in

Tabelle 10 aufgeftihrt. Die hOCT1-exprimierenden Zellen wurden von Prof. Dr.

Kathleen M. Giacomini, Membrane Transporter Functions and Genomics Laboratory,

Department of Bioengineering and Therapeutic Sciences, Schools of Pharmacy and
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Medicine University of California San Francisco, USA zur Verfigung gestellt, wobei
das Kulturmedium im Gegensatz zu den anderen Zelllinien im Flp-In System
500 ug / pl Hygromycin B enthielt. Alle Gbrigen, mit Ausnahme der hOAT2- und mOat2-

exprimierenden Zelllinien, wurden von Prof. Dr. Anne Nies, Dr. Margarete Fischer-

Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie, Stuttgart zur Verfligung gestellit.

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Bezeich- Exprimiertes | Zellhinter- | Antibiotischer | Referenz
nung Transport- grund Selektions-
protein zusatz

Flp-293 - Flp-In-293 Zeocin (Emami Riedmaier
et al. 2016)

Kontrolle Kontrollzellen | FIp-In-293/ | Hygromycin B | (Nies et al. 2011)

(Leervektor) | HEK293 / G418-BC

hOAT7 hOAT7 Flp-In-293 Hygromycin B | (Emami Riedmaier
et al. 2016)

hOAT2 hOAT2 Flp-In-293 Hygromycin B | in dieser Arbeit neu
generiert

mOat2 mOat2 Flp-In-293 Hygromycin B | in dieser Arbeit neu
generiert

hOCT1 hOCT1 Flp-In-293 Hygromycin B | (Shu et al. 2003)

(500 pg / ml)

hOCT3 hOCT3 HEK293 G418-BC (Nies et al. 2011)

hOATP1B1 | hOATP1B1 Flp-In-293 Hygromycin B | (Dickens et al.
2018)

hOATP1B3 | hOATP1B3 Flp-In-293 Hygromycin B | noch nicht publiziert

hOATP2B1 | hOATP2B1 HEK293 G418-BC (Nies et al. 2013)

hNTCP hNTCP Flp-In-293 Hygromycin B | (Tremmel et al.
2022)
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Bezugsquelle

Axygen® AxyMats 96 Well Sealing Mat
for Deep Well Plate

Corning, Corning, USA

Axygen® 96-well Clear V-Bottom
500 pL Polypropylene Deep Well Plate

Corning, Corning, USA

Cellstar® Zellkulturflasche, 250 ml,
75 cm?2

Greiner bio-one, Kremsm{unster,
Osterreich

Cellstar® Zellkulturplatte, 12 Well

Greiner bio-one, Kremsmiunster,
Osterreich

Cellstar® Zellkulturplatte, 24 Well

Greiner bio-one, Kremsmunster,
Osterreich

Cellstar® Zellkulturplatte, 6 Well

Greiner bio-one, Kremsmunster,
Osterreich

Cellstar® Zellkulturschale, 100/20 mm

Greiner bio-one, Kremsmunster,
Osterreich

Cryo-Etiketten Cryo-Babies 1,28 x 0,50"

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

CryoPure Gefal3 1,8ml weil

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Deckglaser, rechteckig, 24 x 60 mm

VWR, Darmstadt, Deutschland

Dolphin MCT 2,0 ml RNase / DNase
freie Zentrifugenréhrchen

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
USA

Einmalhandschuhe Peha-soft® nitrile
fino powderfree

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Einmalhandschuhe Purple Nitrile*

Kimberly-Clark Professional*, Koblenz,
Deutschland

Einmalhandschuhe Purple Nitrile*
XTRA*

Kimberly-Clark Professional*, Koblenz,
Deutschland

Einmal-Kanilen Nr. 20, 0,40 x 19 mm,
27 g, BD Microlance™

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Eppendorf Combitips advanced®,
Biopur®, 2,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Combitips advanced®,
Biopur®, 5,0 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Combitips advanced®,
Biopur®, 10 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 ml,
PCR clean

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2 ml,
PCR clean

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Faltenfilter, MN 615, Qualitativ,
Mittelschnell (22 s), Glatt

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

Filterpapier fur Westernblot

Bio-Rad, Miunchen, Deutschland

GentleMACS™ C Tubes

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

GentleMACS™ Perfusers

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Lysing Matrix D, 2 mL tube

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

MACS® SmartStrainers 100 pm

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

MicroAmp™ optische Klebefolie
(Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

MicroAmp™ optische 96-Well-
Reaktionsplatte (Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Microtainer™ Rohrchen mit Microgard™
Sicherheitsverschluss fur die
Kapillarblutentnahme (Polymergel)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Microtome Blades A35

FEATHER Safety Razor Co., Ltd,
Osaka, Japan

Mikrotestplatte 96 Well

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Nitrozellulosemembran, 0,45 pm

Bio-Rad, Mlunchen, Deutschland

Parafim® M

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Pasteurpipetten, 150 mm, aus Glas

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

PCR Platte, 384-Well, voll gerahmt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PCR-Platte, 96-Well, starr, mit Halbrand

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Pipettenspitzen, Filterspitzen LTS
1000 pl

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Pipettenspitzen, Filterspitzen LTS 20 pl

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Pipettenspitzen, Filterspitzen LTS 200 pl

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Pipettenspitzen GELoader®

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, MultiGuard® barrier
tips, 0,1 — 10 pl

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
USA

Pipettenspitzen, MultiGuard® barrier
tips, 1 — 100 pl

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
USA

Pipettenspitzen, MultiGuard® barrier
tips, 50 — 1250 pl

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
USA
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Prazisionstiicher

Kimberly-Clark Professional*, Koblenz,
Deutschland

Probenréhrchen fir Ultrazentrifuge,
1,5 mL, PP Tube mit Snap-on Cap

Beckman Coulter, Inc., Brea, USA

Probenrdéhrchen 0.5 ml, farblos, fur
Schraubverschliisse

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

PureCoat™ Amine 24-well
Zellkulturplatte

Corning, Corning, USA

Roéhrchen, 14 ml, PP, 18 / 95 mm,
runder Boden

Greiner bio-one, Kremsmuinster,
Osterreich

Roéhre 15ml, 120x17mm, PP (15 mi
Falcon tube)

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

R6hre 50ml, 114x28mm, PP (50 ml
Falcon tube)

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Safeshield steriles Einwegskalpell
No. 10

FEATHER Safety Razor Co., Ltd,
Osaka, Japan

SchraubdeckelgefalRe: Probenrohrchen
1,5 ml, farblos, steril

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Schraubverschlisse, farblich gemischt

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Schriftbander fir Beschriftungsgerat

Brother International GmbH, Bad Vilbel,
Deutschland

Septa for 3500 Dx Genetic Analyzers,
96-well (Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Serologische Pipette, Stripette™, 5 mi

Corning, Corning, USA

Serologische Pipette, Stripette™, 10 ml

Corning, Corning, USA

Serologische Pipette, Stripette™, 15 ml

Corning, Corning, USA

Serologische Pipette, Stripette™, 20 ml

Corning, Corning, USA

Spritze mit Luer-Anschluss ohne Nadel,
1ml, BD PlastiPak™

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Strips of 8 Flat Sealing Caps (4titude)

Azenta, Inc., Chelmsford, USA

SuperFrost Plus™
Adhéasionsobjekttrager

Epredia, Kalamazoo, USA

Szinti Vials, Mini POLY-Q, Polyethylene,
6 ml

Beckman Coulter, Inc., Brea, USA

Transferpipette, 3,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Vernichtungsbeutel 200x300mm

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Wischtticher, WYPALL* L20 Extra+

Kimberly-Clark Professional*, Koblenz,
Deutschland
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Zellkulturkammer, 4 Well auf PCA-
Objekttrager, ablésbar

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Zellschaber, Cell Lifter

Corning, Corning, USA

2.1.12 Geréate und Hilfsmittel

Tabelle 12: Verwendete Geréate und Hilfsmittel

Bezeichnung

Bezugsquelle

Absaughilfe Vacuboy

Integra Biosciences, Biebertal,
Deutschland

Absaugvorrichtung fur Zellkultur

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Analysewaage XS205 DualRange
Excellence

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Beschriftungsgerat PT-9700PC

Brother International GmbH, Bad Vilbel,
Deutschland

CCD-Kamera STELLA

Raytest, Straubenhardt, Deutschland

Dampfgarer DGS 855

Rommelsbacher ElektroHausgerate
GmbH, Dinkelsbuihl, Deutschland

Dewar Transportgefal3, blau beschichtet

KGW:-Isotherm, Karlsruhe, Deutschland

E-Box CX5 TS

VILBER LOURMAT Deutschland
GmbH, Eberhardzell, Deutschland

Einfrierbox Nalgene® Mr. Frosty

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Elektrophorese-Netzgerat EV231

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

FastPrep-24™Sample Preparation
System

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Flassigszintillationszéhler Hidex 300 SL

Hidex, Mainz, Deutschland

Gelelektrophoresezubehor Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Gelsystem PerfectBlue Mini L

VWR, Darmstadt, Deutschland

Gelsystem PerfectBlue Mini S

VWR, Darmstadt, Deutschland

GeneChip™ Fluidics Station 450 DX
(Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GeneChip™ Scanner 3000 7G System
(Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GentleMACS™ QOcto Dissociator with
Heaters

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

GentleMACS™ Perfusion Sleeves

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland
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Glasgefald zum Waschen von
Objekttragern bei Immunfluoreszenz

Glaswerk Wertheim, Wertheim,
Deutschland

Handhomogenisator Dounce

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Heizblock Thermomixer Comfort 5355

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Inkubator Galaxy® 170 S (New
Brunswick)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Inkubator Heratherm™ |GS 60

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Kastchen PerfectWestern Containers

GenHunter, Nashville, USA

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
TCS SP8

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Kryostat Leica CM1850 UV

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Laborglasflaschen DURAN® Original
GL 45

DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main, Deutschland

Magnetrihrer Hei-Standard

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Mikroplatten-Reader EnSpire™
Multimode Reader

PerkinElmer Inc., Waltham, USA

Mikroskop CKX31

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Multipette® plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

NanoDrop™ 2000c Mikrovolumen-
Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Neubauer Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG, Sondheim vor der Rhon,
Deutschland

Odyssey CLx Infrared Imaging System

LI-COR Biosciences — GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Optima™ MAX-E Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Inc., Brea, USA

pH-Meter Lab 850

Schott® Instruments Analytics / S
Analytics, Mainz, Deutschland

Pipetten Pipet lite LTS

Mettler-Toledo GmbH, Columbus, USA

Pipetten Research® plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetboy accu

Integra Biosciences, Biebertal,
Deutschland

Plate Chameleon V Multitechnology
Platereader

Hidex, Mainz, Deutschland

ProFlex™ 96-Well PCR System
(Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Rotationsmikrotom Leica RM2255

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Schttler Belly Dancer

Stovall Life Sciences, Greensboro, USA
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Sequenziergerat 3500 Dx (Applied
Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sicherheitswerkbank H130

Berner International, Elmshorn,
Deutschland

Stromquelle PowerPac 3000

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tierohr-Lochzange Typ |

LabArt UG & Co. KG, Waldbuttelbrunn,
Deutschland

Tischzentrifuge Mini Microcentrifuge
6766

Corning, Corning, USA

Ultraschall-Homogenisator SONOPLUS
HD 200

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Uniprotect Luftstromschrank THF3378

Ehret GmbH & Co. KG, Emmendingen,
Deutschland

Virtual Slide System VS120

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Vortexer lab dancer

IKA®-Werke, Staufen, Deutschland

Vortexer Reax top

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Waage GS4100-2

KERN & Sohn, Balingen, Deutschland

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q®
Integral 10

Merck, Darmstadt, Deutschland

Wasserbad Waterbath 1000

pfm medical ag, Kéln, Deutschland

Warmethermostat mit Bad JulaboU3-7A
mit Einsatz 042

Julabo, Seelbach, Deutschland

Westernblotzubeh6r Mini Trans-Blot®
Cell

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Zentrifuge Universal 32

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 13: Verwendete Software

Material und Methoden

Software

Hersteller

Adobe lllustrator

Adobe Systems Software Ireland
Limited, San José, USA

AIDA Image Analysis Software

Raytest, Straubenhardt, Deutschland

A plasmid Editor (ApE)

M. Wayne Davis (Davis und Jorgensen
2022)

Citavi 6

Swiss Academic Software GmbH,
Wadenswil, Schweiz

EnSpire Manager

PerkinElmer Inc., Waltham, USA

FileMaker Pro 14

Claris International Inc., Santa Clara,
USA

Image Studio™ Aquisition Software

LI-COR Biosciences — GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

LAS X Life Science

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Microsoft Excel

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft PowerPoint

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word

Microsoft Corporation, Redmond, USA

MikroWin 300 SL software

Hidex, Mainz, Deutschland

MikroWin 2000 software

Hidex, Mainz, Deutschland

Nanodrop Software

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

OlyVIA Software Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland
Prism 5 GraphPad Software, San Diego, USA

Sequencing Analysis Software v5.4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sequence Detection System v2.4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

STELLA control software

Raytest, Straubenhardt, Deutschland

3500 Dx Series Software
(Sequenziergerét)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

7500/7500 Fast Real-Time PCR
Software v2.0

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Stabil transfizierte Zelllinien

Es wurden transfizierte HEK293 Zellen mit Flp-In™ System sowie gewohnliche
HEK293 Zellen ohne dieses System verwendet. Die HEK293 Zelllinie wurde 1977 von
Graham und Kollegen etabliert, indem embryonale Nierenzellen des Menschen mit
DNA des Adenovirus Typ 5 transformiert wurden (Graham et al. 1977). Das Flp-In
System ermdglicht die Generierung verschiedener isogener Zelllinien, welche sich nur
in den stabil exprimierten Zielgenen unterscheiden, die alle an derselben Stelle im
Genom eingefigt wurden. Die durch die Flp Rekombinase vermittelte DNA
Rekombination findet an einer speziellen FRT (Flp Recombination Target) Zielsequenz
statt, welche zuvor im Genom der gewlnschten Zelllinie integriert wurde. Dadurch
unterscheiden sich verschiedene mit der gleichen Ursprungs-Zelllinie generierten
isogene Zelllinien nur durch das eingefiligte Zielgen, welches ortsspezifisch im Bereich
der FRT Sequenz eingefugt wurde. Fur die Generierung der hier verwendeten
Zelllinien wurde die kommerziell erhaltliche Flp-In™-293 Zelllinie (Thermo Fisher
Scientific, Invitrogen™) verwendet.

Fur die im Rahmen der Arbeit durchgefiuihrten Experimente wurden sowohl mehrere
bereits etablierte Zelllinien, welche ein Transportprotein bzw. einen Leervektor stabil
exprimieren, als auch zwei neu etablierte, ein Transportprotein Uberexprimierende

Zelllinien verwendet (s. Tab. 10).

2.2.1.2 Verwendete vorhandene Zelllinien

Es wurden mehrere bereits zuvor am Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fir
Klinische Pharmakologie etablierte Zelllinien fir die hier beschriebenen Experimente
genutzt. Dabei handelte es sich zum einen um Zellen, welche einen Leervektor stabil
exprimierten und als Kontrollzellen genutzt werden konnten. Auf3erdem wurden
Zelllinien verwendet, welche die folgenden Transportproteine des Menschen stabil
exprimierten: hOAT7, hOCT1 (organischer Kationentransporter 1), hOCTS3
(organischer Kationentransporter 3), hOATP1B1 (Organischer
Anionentransporter 1B1), hOATP1B3 (Organischer  Anionentransporter 1B3),
hOATP2B1 (organischer Anionentransporter 2B1), hNTCP (Natrium / Gallensaure

Cotransporter). Die Zelllinien waren durch stabile Transfektion von entweder HEK293
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Zellen oder von Flp-In-293 Zellen entstanden. Eine Aufzahlung aller verwendeten

Zelllinien und ihrer Hintergrinde findet sich in Tabelle 10.

2.2.1.3 Stabile Transfektion von Flp-In-293 Zellen mit OAT2 des Menschen und der
Maus

Es wurden zusatzlich zu den bereits vorhandenen stabil transfizierten Zelllinien noch
zwei weitere Zelllinien generiert und etabliert. Hierftir wurden Flp-In-293 Zellen mithilfe
des Transfektionsreagenz Lipofectemine 2000 stabil mit hOAT2 bzw. mOat2
transfiziert.

Flp-In-293 Zellen wurden hierfir mit Zeocin (100 pg / ml) kultiviert. 24 Stunden vor der
Transfektion wurden pro Well einer 12-Well Platte 200 000 Zellen in Kulturmedium mit
Zeocin ausgesat. Zwei Stunden vor der Transfektion wurde das Medium durch
Kulturmedium ohne Zeocin ersetzt. Fur die Transfektion wurden die Angaben des
Herstellers des Transfektionsreagenzes befolgt. Es wurden pro 200 pl Ansatz 2 pg
Gesamt-Plasmid DNA bestehend aus Zielgen-Plasmid-DNA im pcDNA5 / FRT Vektor
sowie dem Plasmid pOG44 im Verhéltnis 1:9 eingesetzt. Der Transfektionsreagenz-
Ansatz bestand aus 4 ul Lipofectamine 2000 und 96 pl kaltem DMEM.

Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel mit Kulturmedium ohne antibiotische
Zusatze. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit 0,05%igem Trypsin-
EDTA abgeerntet und in eine 6-Well Platte umgesetzt. Circa 3 Stunden nach dem
Umsetzen erfolgte ein Mediumwechsel, wobei das antibiotikafreie Kulturmedium durch
Kulturmedium mit Hygromycin B (50 pg / ml) ersetzt wurde. Das Medium wurde nun
alle 2 bis 3 Tage gewechselt, wobei die Hygromycin B Konzentration auf die
Endkonzentration von 100 ug / pl gesteigert wurde.

Als einzelne resistente Zellklone im Well unter dem Lichtmikroskop zu erkennen
waren, wurden diese gepickt und jeder Klon wurde jeweils in ein Well einer 24-Well
Platte umgesetzt. Zum Picken wurden ca. 10 ul 0,05%iges Trypsin-EDTA in eine 20 pl
Pipettenspitze aufgezogen, dieses Volumen direkt auf dem Klon auf- und abpipettiert
und der Klon so vorsichtig von der Platte abgel6st. Die Zellklone wurden bei Konfluenz
immer in ein Well der n&chstgréReren Well-Platte umgesetzt, bis die Zellen letztendlich
in einer 10 cm Schale konfluent waren. Es wurden auf diese Weise pro Zelllinie ca. 10
Zellklone generiert. Diese wurden dann auf ihre Expression des Zielgens hin
untersucht. Hierfur wurde eine quantitative PCR (qPCR) durchgefiihrt, um die

Expressionsstarke des Zielgens auf RNA Ebene zu untersuchen (s.2.2.12.2).
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AulRerdem wurde auch auf Protein Ebene die Expression des Zielgens mittels
Immunfluoreszenzfarbungen (s.2.2.6) und Immunblots (s. 2.2.9) untersucht. Die
beiden Zellklone mit der besten Zielgenexpression (Kombination aus qPCR und
Immunfluoreszenzfarbung), welche auch nach mehreren Wochen in Kultur stabil blieb,
wurden fur die hier beschriebenen Experimente verwendet. Diese Zellklone wurden
auf3erdem noch funktionell getestet, indem Transportversuche mit dem prototypischen
Substrat cGMP durchgefihrt wurden.

2.2.1.4 Routinekultivierung der Zellen

Die Zellen aller Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C und
5% CO2 vermehrt und zweimal pro Woche bei ca. 80 %iger Konfluenz in einem
Verhaltnis von ca. 2:10 (Zellsuspension : DMEM) passagiert. Alle Zellkulturarbeiten

erfolgten unter der Sicherheitswerkbank H130.

Zum Auftauen von Zellen aus flussigem Stickstoff, in dem die Zellen gelagert wurden,
wurde die Zellsuspension nach vollstandigem Auftauen aus den Cryogefal3en in eine
Flasche mit Kulturmedium ohne antibiotischen Selektionszusatz gegeben und
anschlieBend im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe von antibiotischen Zusatzen
erfolgte erst, wenn die Zellen in der Flasche angewachsen waren, also entweder nach
einigen Stunden oder am néchsten Tag. Die erste Passage erfolgte, wenn die Zellen

zu ca. 80 % konfluent waren.

Fur die Passage wurden die Zellen zundchst mittels eines Lichtmikroskops auf
Viabilitat und Konfluenz tberprift. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen
daraufhin zun&chst mit 5 ml PBS gewaschen. Anschliel3end wurden 2,5 ml 0,05 %iges
Trypsin-EDTA zugegeben, auf den Zellen verteilt und wieder abgesaugt. Die Zellen
wurden anschlieRend fur ca. 3 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
sie durch Klopfen an den Flaschenrand sowie durch Zugabe und anschlieBendes
mehrmaliges Herauf- und Herunterpipettieren von 10 ml Kulturmedium gel6st und
resuspendiert. Von der so entstandenen Zellsuspension wurden dann ca. 2 ml
entnommen und in eine bereits vorbereitete Zellkulturflasche mit ca. 8 ml
Kulturmedium gegeben. Durch leichtes Schwenken wurden die Zellen tiber den Boden

der gesamten Zellkulturflasche verteilt.
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In der Regel wurden zwei bis drei Aliquots frisch aufgetauter Zellen wahrend der ersten
Passage entnommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Hierfur wurde der Rest der bei der Passage entstandenen
Zellsuspension fiir 5 min bei 1400 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Pellet in 0,5 ml Kulturmedium ohne antibiotischen Selektionszusatz pro gewiinschtem
Aliquot aufgenommen. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 0,5 ml in
vorbereitete Cryogefalie gegeben, in welche bereits 0,5 ml Einfriermedium vorgelegt
worden waren. Die Cryogefal3e wurden dann in einer mit 100 % Isopropanol gefillten
Einfrierbox bei -80 °C fur 24 h eingefroren. Daraufhin wurden die Cryogefal3e in die
Gasphase eines Flussigstickstofftanks tberfuhrt und dort bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.1.5 Primére Leberzelltypen des Menschen

Zur Analyse der Expression verschiedener Transportproteine sowie Komponenten des
cGMP Signalweges wurden primare sinusoidale Endothelzellen sowie Ito-Zellen
(Human Hepatic Stellate Cells) des Menschen von ScienCell genutzt. Die Zellen
wurden nach Herstellerangaben ausgesat. Je nach Angaben des Herstellers wurde
nach 1 - 3 Tagen wie in Punkt 2.2.11.1 beschrieben ein Zellpellet fir die RNA-Isolation

gewonnen.

2.2.1.6 Priméare Hepatozyten aus Méusen

Zur Isolierung von primaren Hepatozyten aus Mausen der hOAT7-Knockin sowie der
mOat2-Knockout Mauslinie (s. 2.2.2.1) wurde das Liver Perfusion Kit fir Mause und
Ratten von Miltenyi genutzt. Die Reagenzien, Losungen sowie der Gentle Max Octo
Dissociator wurden zunachst nach Kitanleitung vorbereitet. Der Liver Perfuser wurde
daraufhin auf den Gentle Max Octo Dissociator gesetzt und mit warmem Pre-Digestion
Puffer nach den Vorgaben des Programmes vorgespult, um Luftblasen aus dem
System zu spulen. Daraufhin wurde die Maus, deren Hepatozyten isoliert werden
sollten, durch zervikale Dislokation unter Isofluran-Narkose getotet und sofort der linke
laterale Leberlappen herausprapariert (s. 2.2.2.5). Der Leberlappen wurde kurz in PBS
gespult und sofort in den Liver Perfuser eingesetzt. Es folgten die verschiedenen
Perfusions- und Waschschritte im Gentle Max Octo Dissociator, welche nach

Kitanleitung durchgefiihrt wurden.
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Nach Ende der Perfusion wurde der Liver Perfuser vom Gentle Max Octo Dissociator
genommen und der darin enthaltene Enzyme Digestion Mix mitsamt des perfundierten
Leberlappens in ein C Tube Uberfuhrt. Dieses wurde auf den Gentle Max Octo
Dissociator gesetzt und das Programm zur Freisetzung der Hepatozyten gestartet. Die
so entstandene Zellsuspension wurde daraufhin durch einen 100 um Filter auf Eis in
eine 15 ml R6hre gefiltert und das C Tube daraufhin mit DMEM (high Glucose) mit
5% FCS gewaschen, welches auch auf den Filter gegeben wurde. Die gefilterte
Suspension wurde bei 30 g und 4 °C fur 5 min abzentrifugiert und das Pellet, welches
die Hepatozyten enthielt, sehr vorsichtig mit 10 ml Hepatozyten Aussaatmedium
resuspendiert.

Die Zellen wurden mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéahlt und anschlieRend auf
mit Rattenkollagen | beschichtete Platten in Hepatozyten Aussaatmedium ausgesat.
Es wurden 24-Well Platten fur Transportversuche, 6-Well Platten zum Generieren von
Zellpellets fur Protein- und RNA-Gewinnung und 4-Well Zellkulturkammer Objekttrager
fur Immunfluoreszenzfarbungen verwendet. Die Platten waren am Tag zuvor mit
Rattenkollagen | beschichtet worden, indem in jedes Well mindestens 5 ug/cm?
Kollagen gegeben wurde. Die Platten wurden dann fur 2 h bei 37 °C inkubiert, das
Kollagen anschliel3end abgenommen und die Platten tiber Nacht unter der Sterilbank
getrocknet. Am nachsten Morgen wurden die Platten einmal mit PBS gewaschen und
bis zum Aussaen der Zellen bei Raumtemperatur gelagert. Die Zellzahl sowie die
Menge an Medium, die fir die verschiedenen Platten verwendet wurde, ist in
Tabelle 14 angegeben.

Circa 3 h nachdem die Zellen ausgesat worden waren, wurde das Medium in den Wells
durch Hepatozyten Kulturmedium ersetzt. Alle Versuche mit den Hepatozyten wurden

24 h nach dem Ausséen der Zellen durchgefihrt.

Tabelle 14: Zellzahl und Mediummenge fur unterschiedliche Wellplattenformate
bei priméren Hepatozyten aus Mausen

Plattengrofie Zellzahl / Well Mediummenge / Well
6-Well Platte 4 x 10° Zellen 2ml

24-Well Platte 1 x 10° Zellen 0,8 ml

4-Well Zellkulturkammer | 1 x 10° Zellen 0,8 ml
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2.2.2 Mause

2.2.2.1 Generierung zweier Mauslinien

i Generierung der hOAT7 Knockin Mauslinie

Fur die Charakterisierung des Transportproteins hOAT7 sollten humanisierte Mause
generiert werden, welche das Transportprotein hepatozytenspezifisch exprimierten.
Hierfir wurde das Cre-Lox System genutzt, welches das gezielte Einfigen und
Entfernen von Sequenzen in die oder aus der DNA eines Zielorganismus ermdglicht.
Die Cre-Rekombinase interagiert hierbei mit loxP Stellen, welche die Zielsequenz
flankieren. Diese Interaktion kann je nach Orientierung der loxP Stellen das
Ausschneiden, die Inversion oder die Translokation der von den loxP Stellen
flankierten (flanked by loxP sites, gefloxten) Sequenz zur Folge haben. Die

Funktionsweise des Cre-Lox-Systems ist in Abbildung 4 dargestellt.

Deletion Inversion Translokation

| | | -
Cre-Rekombinase >\/
} ‘ } :‘

X ¢
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Abbildung 4: Funktionsweise des Cre-Lox-Systems
Abhéangig von der Orientierung der loxP-Stellen sorgt die Cre-Rekombinase fur das
Ausschneiden, die Inversion oder die Translokation der gefloxten Sequenz.
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Zur Generierung der hepatozytenspezifischen hOAT7-Knockin Mause wurde zunéchst
von der Firma Taconic mittels RMCE-Kassettenaustauschverfahren eine Mauslinie im
C57BL/6N Hintergrund generiert, deren zugehdrige Mause die hSLC22A9
Gensequenz im offenen Leserahmen mit einem vorgeschalteten gefloxten Stop-
Codon im ROSA26 Genlokus der Maus exprimieren. Gene, welche sich in diesem
Lokus befinden, zeigen in allen Geweben und Entwicklungsstadien der Maus eine
gleichbleibend starke Expression, weswegen er sich gut zum Einbringen neuer Gene
ins Mausgenom eignet (Soriano 1999). Durch das vorgeschaltete Stop-Codon wurde
die hSLC22A9 Gensequenz in diesen Mausen nicht abgelesen und hOAT7 nicht
exprimiert.

Diese Mause wurden dann in der Tierhaltung der Abteilung fir Pharmakologie,
Experimentelle Therapie und Toxikologie der Eberhard Karls Universitat Tubingen mit
Albumin-Cre Mausen im C57BL/6N Hintergrund verpaart. Diese Mauslinie exprimiert
die Cre-Rekombinase unter der Aktivitat des Albumin-Promotors, also nur in den
Hepatozyten. Durch zwei aufeinanderfolgende Verpaarungen war es so moglich,
Nachkommen zu generieren, welche sowohl die hSLC22A9 Sequenz mit
vorgeschaltetem gefloxtem Stop-Codon in allen Kérperzellen als auch die Cre-
Rekombinase in den Hepatozyten exprimierten. In diesen Mausen kam es dann in den
Hepatozyten zum Ausschneiden des Stop-Codons durch die Cre-Rekombinase und
damit zur hepatozytenspezifischen Expression von hOAT7. Eine schematische

Darstellung der Generierung der hOAT7-Knockin Mause ist in Abbildung 5 gezeigt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Generierung der hOAT7-Knockin
Mauslinie

Transgene Mause, welche ein gefloxtes Stop-Codon gefolgt von der SLC22A9
Gensequenz des Menschen im ROSA26-Genlokus exprimieren, wurden mit Albumin-
Cre Mausen verpaart, welche die Cre-Rekombinase nach dem Albumin-Promotor
exprimieren. In den so entstandenen Nachkommen kam es in den Hepatozyten, in
welchen die Cre-Rekombinase exprimiert wird, zum Ausschneiden des Stop-Codons
und dadurch zur Expression von hOAT7.

Das Verpaarungsschema zur Generierung der Mauslinie ist in Abbildung 6 gezeigt.
Zunéchst wurden Méause, welche die hSLC22A9 Sequenz homozygot exprimierten,
mit homozygoten Albumin-Cre Mausen verpaart. Bei dieser Verpaarung entstanden
ausschlief3lich Nachkommen, welche beide Gene heterozygot exprimierten und
demnach bereits einen heterozygoten Knockin von hOAT7 in den Hepatozyten
aufweisen sollten. Diese Mause wurden daraufhin in einer zweiten Verpaarung erneut

mit M&ausen verpaart, welche die hSLC22A9 Sequenz homozygot exprimierten. Bei
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dieser Verpaarung entstanden die Versuchstiere. Das waren zum einen Kontrolltiere,
welche zwar die hSLC22A9 Sequenz homozygot, aber keine Cre-Rekombinase
exprimierten. In diesen Tieren fand also kein Ausschneiden der Stop-Sequenz und
damit keine Expression von hOAT7 statt. Zum anderen entstanden Tiere, welche die
hSLC22A9 Sequenz heterozygot oder homozygot, sowie die Cre-Rekombinase
heterozygot exprimierten. Diese Tiere wurden als heterozygote bzw. homozygote
hOAT7-Knockin Tiere bezeichnet und fur die Versuche genutzt. Es entstanden
aulBerdem Tiere, welche die hSLC22A9 Sequenz heterozygot und keine Cre-

Rekombinase exprimierten, und fir die Versuche nicht genutzt werden konnten.

Cre hOAT7 Cre hOAT7
. tg/tg wt/wtx . tg/wt fl/wtx
Verpaarung 1: wt/wt fl/fl Verpaarung 2: wt/wt fl/fl
wt fl | wt fl | wt fl| wt fl wt fl | wt fl | wt fl | wt fl
tg wt tg / wt|tg / wt|tg / wt|tg / wt tg fi tg / wt|tg / wt|tg / wt|tg / wt
fl/wt |fl/wt |fl/wt [fl/wt fi/fl |fL/fl (fL7FL|FITfI
tg wt tg / wt|tg / wt|tg / wt|tg / wt tg wt tg/ wt|tg/ wt|tg / wt|tg / wt
fl/wt |fl/wt [fl/wt |fl/wt fl/wt (fl/wt |fl/wt [fl/wt
tg wt tg / wt|tg / wt|tg / wt|tg / wt wt fl wt / wtjwt / wt|wt / wtjwt / wt
fl/wt |fl/wt fl/wt |fl/wt fl/fl |fL/f1 [fI/f1 [fI/FI
tg wt tg / wt|tg / wt|tg / wt|tg / wt wt Wtwtlwtwtlwtwtlwtwtlwt
fl/wt |fl/wt fl/wt |fl/wt fl/wt [fl/wt [fl/wt [fl/wt
| tg/wt fl/wt | tg/wt fl/fl
stg/wt fl/wt
swt/wt fl/fl
swt/wt fl/wt

Abbildung 6: Verpaarungsschema fur die Generierung der hOAT7-Knockin
Mauslinie

Fur die Generierung der hOAT7-Knockin Mauslinie wurden insgesamt 2 Verpaarungen
bendtigt. Der Albumin-Cre Genotyp (Cre) ist in blau, der hOAT7 Genotyp (hOAT7) in
magenta dargestellt. Im ersten Schritt wurden Mause, welche die hSLC22A9 Sequenz
homozygot exprimierten, mit homozygoten Albumin-Cre Mausen verpaart. Diese
Mause wurden daraufhin im zweiten Schritt erneut mit Mausen verpaart, welche die
hSLC22A9 Sequenz homozygot exprimierten. Bei dieser Verpaarung entstanden die
Versuchstiere in Form von Kontrolltieren, welche zwar die hSLC22A9 Sequenz
homozygot, aber keine Cre-Rekombinase exprimierten, sowie von heterozygoten und
homozygoten Knockin Tieren, welche die hSLC22A9 Sequenz heterozygot oder
homozygot sowie die Cre-Rekombinase heterozygot exprimierten. Tg = transgen,
wt = wildtypisches Allel, fl = gefloxtes Allel.
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ii Generierung der mQat2 Knockout Mauslinie

Fur die Charakterisierung des Transportproteins OAT2 sollte eine Mauslinie generiert
werden, welche das Transportprotein mOat2 der Maus nicht mehr exprimierte, also
einen globalen Knockout fur dieses Transportprotein aufwies. Hierfr wurde erneut das
Cre-Lox System genutzt (s. Abb. 4).

Zunachst wurde hierfir von der Firma Taconic eine Mauslinie generiert, welche loxP
Stellen aufweist, die den Genbereich von Exon 2 bis 6 der mSic22a7 Gensequenz
flankieren. Hierfur wurde ein Vektor generiert, welcher den gefloxten Genbereich der
mSLC22a7 Gensequenz, flankiert von Selektionsmarkern, enthielt. Dieser wurde in
embryonale Stammzellen der C57BL/6N Mauslinie transfiziert. Nach erfolgreicher
homologer Rekombination wurden die Selektionsmarker mittels der FIp-Rekombinase
entfernt. Die so entstandene Mauslinie exprimierte weiterhin mOat2, da die gefloxte
Gensequenz noch nicht durch die Cre-Rekombinase ausgeschnitten worden war.
Diese Mause wurden dann in der Tierhaltung der Abteilung fir Pharmakologie,
Experimentelle Therapie und Toxikologie der Eberhard Karls Universitat Tubingen mit
B-Actin (Actb)-Cre Mausen im C57BL/6N Hintergrund verpaart. Diese Mauslinie
exprimiert die Cre-Rekombinase unter der Aktivitat des Actb-Promotors, also global in
allen Korperzellen. Durch zwei aufeinanderfolgende Verpaarungen war es so moglich,
Nachkommen zu generieren, welche sowohl den gefloxten Genbereich von Exon 2 bis
6 der mSlc22a7 Gensequenz als auch die Cre-Rekombinase global exprimierten. In
diesen Mausen kam es dann in allen Zellen zum Ausschneiden des Genbereichs von
Exon 2 bis Exon 6 der mSlc22a7 Gensequenz durch die Cre-Rekombinase. Dieses
Ausschneiden verursacht die Deletion der Transmembran-Domé&nen 2 bis 6 des
mOat2 Transportproteins, sowie eine Rasterschub-Mutation von Exon 1 zu allen
weiteren Exonen, wodurch es zu einem frilhzeitigen Stop-Codon in Exon 8 kommt. Es
kann also kein funktionsfahiges Transportprotein mehr entstehen, sodass diese Mause
einen globalen Funktionsverlust des mOat2 Proteins aufweisen.

Eine schematische Darstellung der Generierung der mOat2-Knockout Mause ist in

Abbildung 7 gezeigt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung der mOat2-Knockout
Mauslinie

Transgene Mause, in welchen loxP-Stellen vor und nach dem Genbereich von Exon 2
bis 6 der mSlc22a7 Gensequenz eingefligt worden waren, wurden mit Actb-Cre
Mausen verpaart, welche die Cre-Rekombinase nach dem [(-Actin-Promotor
exprimieren. In den so entstandenen Nachkommen kommt es in allen Zellen zum
Ausschneiden des Genbereichs von Exon 2 bis 6 der mSic22a7 Gensequenz und
dadurch zu einem globalen Knockout von mOat2.

Das Verpaarungsschema zur Generierung der Mauslinie ist in Abbildung 8 gezeigt.
Zunéchst wurden Mause, welche die gefloxte mSlc22a7 Gensequenz homozygot
exprimierten, mit homozygoten Actb-Cre Méausen verpaart. Bei dieser Verpaarung
entstanden ausschlie3lich Nachkommen, welche beide Gene heterozygot
exprimierten und demnach bereits einen heterozygoten Knockout von mOat2
aufwiesen. Diese Mause wurden daraufhin in einer zweiten Verpaarung miteinander

verpaart, wodurch bereits sowohl homozygote als auch heterozygote mOat2-Knockout
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Mause entstanden, welche aber grof3tenteils noch die Cre-Rekombinase exprimierten.
Da es sich um einen globalen Knockout handelte, welcher an die Nachkommen der
entsprechenden Mause weitergegeben wurde, wurde die Cre-Rekombinase nicht
mehr bendtigt, sobald das Knockout Allel einmal erzeugt war. Daher wurde die Cre-
Rekombinase durch Verpaarung von heterozygoten Knockout Mausen, welche keine
Cre-Rekombinase exprimierten, in einer dritten Verpaarung herausgeziichtet. Bei
dieser Verpaarung entstanden dann schliel3lich die Versuchstiere. Dies waren
Kontrolltiere, welche die wildtypische mSlic22a7 Gensequenz exprimierten,
heterozygote Knockout Mause, welche ein wildtypisches mSic22a7 und ein Knockout
Allel exprimierten, und homozygote Knockout Mause, welche zwei Knockout Allele

exprimierten.
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Cre mOat2 Cre mOat2
. tg/tg wt/wtx . tg/wt ko/wtx
Verpaarung 1: wt/wt fl/fl Verpaarung 2: taiwt kofwt
wt fl [ wt fl|wt fl | wt fl tg ko|tg wt|wt ko|wt wt
)/tg [tg/tg
tg wt tg ko ;
—_— o g/tg |tg/tg
tg wt wt ko
tg wt wt wt
[100%: tg/wt ko/wt | [25%: tg/wt ko/wt
:tg/tg ko/wt

Cre mOat2 o/ -
e —wilwt kolwix 12,50A::tglwt ko/ko
paarung 3: it o ik 12,5%: tg/wt wt/wt
:wt/wt ko/wt «
6,3%: tg/tg kol/ko
: tg/tg  wt/wt
6,3%: wt/wt kol/ko
M‘MMI\M I‘WtWtht 6,3%: wtlwt Wt/Wt
|ko/kolko/wt|ko/kolko / wt
wt/wt Iwt
wt/ ko /ko

wt/ wtfwt/ wt|wt/wtjwt/ wt
ko/kolko/wtlko/kolko/wt
wt/wt [wt
wt/ ko wt/ ko

:wt/wt ko/wt
25%: wt/wt kol/ko
25%: wt/wt wt/wt
Abbildung 8: Verpaarungsschema fiur die Generierung der mOat2-Knockout
Mauslinie
Fur die Generierung der mOat2-Knockout Mauslinie wurden insgesamt 3
Verpaarungen benotigt. Der Actb-Cre Genotyp (Cre) ist in blau, der mOat2 Genotyp
(mOat2) in magenta dargestellt. Zunédchst wurden Mause, welche die gefloxte
mSlic22a7 Gensequenz homozygot exprimierten, mit homozygoten Actb-Cre Mausen
verpaart. Die Nachkommen dieser Verpaarung wurden im zweiten Schritt miteinander
verpaart. Die Cre-Rekombinase wurde im dritten Schritt durch Verpaarung von
heterozygoten mOat2-Knockout Mausen, welche keine Cre-Rekombinase
exprimierten (gekennzeichnet mit schwarzer Pfeilspitze), herausgeztichtet. Bei dieser
Verpaarung entstanden die Versuchstiere in Form von Kontrolltieren, welche die
wildtypische mSIc22a7 Gensequenz exprimierten, sowie heterozygoten und
homozygoten mOat2-Knockout Mausen. Tg =transgen, wt = wildtypisches Allel,
fl = gefloxtes Allel.

wt ko|wt wt|wt ko|wt wt

wt ko
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2.2.2.2 Haltung der Mause

Alle Handlungen an Mausen von Haltung und Zucht bis zu den durchgefihrten

Experimenten wurden in Ubereinstimmung mit den 3R-Prinzipien (Tierversuche
reduzieren (reduce), ersetzen (replace) und verbessern (refine)) durchgefihrt und

waren vom Regierungsprasidium Tubingen bewilligt.

Die Mause wurden in der Tierhaltung der Abteilung fiir Pharmakologie, Experimentelle
Therapie und Toxikologie der Eberhard Karls Universitat Tubingen in spezifisch
pathogenfreier Umgebung gehalten. Dort waren die Tiere einem zwdlfstiindigen Licht-
Dunkel Zyklus ausgesetzt und erhielten Futter und Wasser ad libitum. Als Futter wurde
in Zuchtkafigen das Futter Altromin 1318 (Zuchtdiat fur Ratten und Mause als
Hybridpellet) und in Haltungskafigen das Futter Altromin 1324 (Haltungsdiat fur Ratten
und Mause als 10 mm Pellets) angeboten und die Tiere wurden auf Einstreu gehalten.
Weibchen wurden stets in Gruppen von maximal 5 Tieren mit Unterschlupf und
Nistmaterial gehalten. Mannliche Geschwistertiere wurden ebenfalls in Gruppen von
maximal 5 Tieren gehalten, wobei auf einen Unterschlupf verzichtet wurde, um
Rangkampfe zu vermeiden. Kam es trotzdem zu Rangkampfen oder waren keine
mannlichen Geschwistertiere verfugbar, wurden mannliche Tiere einzeln mit
Unterschlupf gehalten.

Zur Verpaarung wurden entweder ein oder zwei Weibchen mit einem M&annchen
zusammengesetzt und je nach Bedarf an Nachkommen das Mannchen nach
Feststellen der Trachtigkeit des Weibchens im Zuchtkafig belassen oder einzeln
gesetzt. Jungtiere wurden mit ca. drei Wochen abgesetzt und verblieben noch ca. eine
Woche alle zusammen in einem Kéfig, bevor sie nach Geschlechtern getrennt wurden
und die Ohrmarkierung erfolgte. Waren Jungtiere besonders klein oder schwach,
wurde ihnen Milchpulver (im Zuchtkéfig) oder Feuchtfutter (im Absatzkéafig) angeboten,
um die Futteraufnahme zu steigern.

Die Identifizierung der Mause im jeweiligen Kafig erfolgte iber Ohrlochungen. Diese
erfolgten ca. eine Woche nach dem Absetzen, bevor die Tiere nach Geschlechtern
getrennt in die finalen Haltungskafige Uberfthrt wurden. Ein Tier erhielt maximal zwel
Ohrlécher. Das durch die Lochung entstandene Gewebe wurde aufgehoben und zur

Genotypisierung der Mause verwendet.
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2.2.2.3 Lyse der Ohrbiopsien, Schwanzspitzen sowie Gewebeproben der Mause

Die Ohrbiopsien sowie die bei der Praparation von Mausen zur Nachgenotpysierung
abgeschnittenen Schwanzspitzen wurden in Gewebelysepuffer, zu dem 500 pg / mi
Proteinase K frisch am Tag der Lyse zugegeben wurden, bei 55°C unter Schuitteln im
Thermomixer ca. 5 h lysiert. Mit kleinen Stickchen (max. 50 mg) der einzelnen,
wahrend der Praparation gewonnen Mausgewebe wurde ebenso verfahren.
AbschlieRend wurde die Proteinase K durch Erhitzen der Proben auf 94 °C und 15-
minutige Inkubation inaktiviert und die Proben wurden fir 5 min bei 2500 g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Verhaltnis 1:50 (Probe zu
Wasser) in nukleasefreiem Wasser verdinnt und diese Verdinnung fur die

Genotypisierung verwendet.

2.2.2.4 Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierungs-PCR wurde in einer 96-Well Platte mit einem Volumen von 25 pl
pro Well durchgefiihrt. Als fertiger Master Mix wurde HotStarTag Master Mix
verwendet, zu dem lediglich pro PCR-Reaktion noch 0,2 mM MgCl2 zugegeben
wurden. Es wurden jeweils 1 uM der fur die Genotypisierung bendtigten Primer und
1 pl der 1:50 Verdinnung des Lysats pro Well eingesetzt. Die Platte wurde in einem
PCR-Gerat nach dem Protokoll in Tabelle 15 inkubiert.

Die PCR-Produkte wurden anschliel3end nach Zugabe von 6x BPB im Verhaltnis 1:6
(6x BPB : PCR-Produkt) auf ein 2 %iges Agarose-Gel, zu welchem wenige Tropfen
0,025 %ige Ethidiumbromidldsung zugegeben worden waren, aufgetragen und der
Gellauf in TAE-Puffer (1x) wurde gestartet. Als GrolRenmarker wurde der 100 bp
Marker verwendet. Nach Beendigung des Gellaufs wurde die Banden im Gel in der E-
Box durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht und dokumentiert. Anhand der

verschiedenen Banden wurde der Genotyp der Mause bestimmit.
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Tabelle 15: Standard-Protokoll fir die Routine- sowie Gewebegenotypsierung
von hOAT7-Knockin und mOat2-Knockout Mausen

Schritt Nummer Temperatur [°C] Zeit [Min]
1 95 15
2 94 0,5
3 60 0,5
4 72 1
Wiederholung der Schritte 2 — 4 fr 35 Zyklen
5 72 10

Fur die Routine- bzw. Nachgenotypisierung von hOAT7-Knockin Mausen mittels Ohr-
bzw. Schwanzspitzenbiopsien wurden zwei verschiedene PCR Reaktionen angesetzt.
Zum einen wurde der Albumin-Cre Genotyp (Wildtyp oder Aloumin-Cre) bestimmt, zum
anderen der hOAT7 Genotyp (Wildtyp oder konditioneller Knockin).

Die bendétigten Primer fur die beiden PCR-Reaktionen finden sich in Tabelle 16.

Zum Nachweis des tatsachlichen Knockins in der Leber von hOAT7-Knockin Mausen
wurden Gewebeproben genotypisiert und hierfir zwei verschiedene PCR Reaktionen
angesetzt. Zum einen wurde bestimmt, ob ein konditioneller oder ein konstitutiver, also
ein tatsachlicher, Knockin vorlag. Zum anderen wurde bestimmt, ob beide Allele oder
nur eines einen konstitutiven / konditionellen Knockin vorwiesen.

Die bendétigten Primer fir die beiden PCR-Reaktionen finden sich in Tabelle 16.

Tabelle 16: Primer fur Routine- und Gewebegenotypisierung von hOAT7-
Knockin Mausen

Primername Genotypisierung Sequenz

alb-cre_20239 Routine-Genotypisierung: TGCAAACATCACATGCACAC
Alb-Cre

alb-cre_20240 Routine-Genotypisierung: TTGGCCCCTTACCATAACTG
Alb-Cre

alb-cre_0oIMR5374 | Routine-Genotypisierung: GAAGCAGAAGCTTAGGAAGATGG
Alb-Cre

1114 1 Routine-Genotypisierung: CTCTTCCCTCGTGATCTGCAACTCC
OAT7

1114 2 Routine-Genotypisierung: CATGTCTTTAATCTACCTCGATGG
OAT7

2584 5 caggs4 Routine-Genotypisierung: TGGCAGGCTTGAGATCTGG
OAT7

3579 152 hGH Routine-Genotypisierung: CCCAAGGCACACAAAAAACC

pA 3'1 OAT7
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1114 1

Gewebegenotypisierung |

CTCTTCCCTCGTGATCTGCAACTCC

1114 2

Gewebegenotypisierung |

CATGTCTTTAATCTACCTCGATGG

3224_35 hGH pA
51

Gewebegenotypisierung |

TTGGGTCCACTCAGTAGATGC

2584 5 caggs4

Gewebegenotypisierung Il

TGGCAGGCTTGAGATCTGG

3579_152 hGH pA
31

Gewebegenotypisierung Il

CCCAAGGCACACAAAAAACC

3224_35 hGH pA
51

Gewebegenotypisierung Il

TTGGGTCCACTCAGTAGATGC

25324 1 Gewebegenotypisierung Il | AGGATGTGGACCCAGCAG
1260_1 Gewebegenotypisierung Il | GAGACTCTGGCTACTCATCC
1260 2 Gewebegenotypisierung Il | CCTTCAGCAAGAGCTGGGGAC

Fur die Routine- und Nachgenotypisierung von mOat2-Knockout Mausen mittels Ohr-
bzw. Schwanzspitzenbiopsien wurden zwei verschiedene PCR Reaktionen angesetzt.
Zum einen wurde der Actb-Cre Genotyp (Wildtyp oder Actb-Cre) bestimmt, zum
anderen der mOat2 Genotyp (Wildtyp, konditioneller oder konstitutiver Knockout).

Die bendtigten Primer fur die beiden PCR-Reaktionen finden sich in Tabelle 17.

Zum Nachweis des konstitutiven Knockouts in den verschiedenen Geweben von
mOat2-Knockout Mausen wurden Gewebeproben genotypisiert und hierfur dieselben
zwei verschiedenen PCR Reaktionen wie zur Routine-Genotypisierung der mOat2-

Knockout Mause angesetzt.

Tabelle 17: Primer fir Routine- und Gewebegenotypisierung von mOat2-
Knockout Mausen

mOat2

Primername Genotypisierung Sequenz

ActB-Cre_41457 Genotypisierung: TGCAATCCCTTGACACAGA
Actb-Cre

ActB-Cre_41458 Genotypisierung: ACCAGTTTCCAGTCCTTCTGG
Actb-Cre

ActB-Cre_41833 Genotypisierung: GTCCTTACCCAGAGTGCAGGT
Actb-Cre

25462_23 Genotypisierung: GGCAGCAGAGACATGTTGAC
mOat2

25462 _24 Genotypisierung: GTACCAGTGGCCAAAGTGC
mOat2

25461_19 Genotypisierung: AAGATAGAGAAACTGTGGAAGCC
mOat2

25461 20 Genotypisierung: CCGTTTCAGAAGATTCCCC
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2.2.2.5 Préparation der Mause

Die Mausepraparationen wurden im Labor der Abteilung fir Pharmakologie,
Experimentelle Therapie und Toxikologie der Eberhard Karls Universitat Tubingen
durchgefuhrt.

Am Tag der Praparation wurde die Maus zunachst durch intraperitoneale Injektion von
ca. 80 mg / kg Korpergewicht Pentobarbital betdubt. Sobald die Maus tief betaubt war,
wurde sie gewogen und sofort Uber einen Nasenkonus durch Inhalationsnarkose mit
Isofluran weiter betaubt. Durch Prufung des Zwischenzehenreflexes wurde bestatigt,
dass das Tier empfindungsunfahig war. Anschlieend wurde der Maus die
Schwanzspitze abgeschnitten und diese fiir die Nachgenotypisierung aufbewahrt. Die
Haut sowie das Bauchfell der Maus wurde mittig aufgeschnitten und zu den Seiten
aufgeklappt. Der Brustkorb wurde eréffnet und die Maus durch einen Schnitt in die
Herzspitze entblutet. Das Blut wurde sofort mit einer 1 ml Spritze, in die 100 ul 3,2 %
Natriumcitrat-Losung vorgelegt worden war, aufgefangen und in ein Réhrchen zur
Plasmagewinnung (Microtainer RoOhrchen) gegeben. Dieses wurde 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann bei 4 °C und 10 000 g fur 5 min zentrifugiert. Das
Plasma, welches sich im Réhrchen oberhalb des Polymergels sammelte, wurde in ein
Cryogefald tberfuhrt, in flissigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80 °C gelagert.
Das Herz der Maus wurde herausgeschnitten und die Isofluran-Betdubung gestoppt.
Nach und nach wurden nun die folgenden Organe entfernt, kurz in PBS gewaschen,
im Falle von Magen und Darmabschnitten mit PBS durchgespdlt und in flissigem
Stickstoff schockgefrostet: Herz, Milz, Nieren, Oberschenkelmuskel, Hoden / Ovar,
Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, lleum und Gehirn. Die Nieren wurden im
Falle von mOat2-Knockout Mausen vor dem Einfrieren zusammen gewogen. Die
Leber wurde ebenfalls enthommen, gewogen und anschlieRend in die einzelnen
Leberlappen aufgeteilt: Lobus Dexter (rechter Leberlappen), Lobus Sinister (linker
Leberlappen), Lobus Medialis, Lobus Quadratus, Lobus Caudatus. Der linke
Leberlappen wurde wiederum in zwei Halften geschnitten und die untere Halfte sowie
die anderen Leberlappen in flissigem Stickstoff schockgefrostet, wahrend die obere
Halfte in 4 % Formaldehyd gegeben, bei 4 °C fixiert und bis zur weiteren Verwendung
gelagert wurde. Nach der Praparation wurden die schockgefrosteten Organe
bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.2.3 Transportversuche

2.2.3.1 Ausséaen der Zellen fir Transportversuche

Jeweils 2 Tage vor den Transportversuchen wurden pro Well einer Poly-Amin-
beschichteten 24-Well Platte (PureCoat Amine) 400 000 Zellen der Transporter-
exprimierenden Zelllinien in Kulturmedium ohne antibiotische Zusatze ausgesét. Zum

Zeitpunkt der Transportversuche waren die Zellen konfluent.

2.2.3.2 Influx Transportversuch mit radioaktiv markierten Substraten

Zur Messung der Aufnahme von Substanzen in die Transporter-exprimierenden
Zelllinien wurden Influx Transportversuche mit radioaktiv markiertem Substrat
durchgefuhrt.

Fur solche Experimente, wie beispielsweise zeit- und konzentrationsabhéngige
Transporte sowie Inhibitionsversuche, wurde die zu transportierende Substanz im
Transportpuffer zur gewiinschten Konzentration verdiinnt und je nach Experiment
wurden noch weitere Substanzen, wie beispielsweise Inhibitoren des jeweiligen
Transportproteins, zugegeben. Die zu transportierende Substanz wurde in einer
geringen Menge radioaktiv markiert eingesetzt und mit nicht radioaktiv markierter
Substanz erganzt. Die Losung wurde daraufhin auf 37 °C erwarmt und die
Transportversuche wurden ebenfalls bei 37 °C durchgeflhrt.

Die Zellen wurden einmal mit Transportpuffer gewaschen und anschlieend fir 10 min
mit jeweils 800 ul Transportpuffer pro Well der 24-Well Platte im Brutschrank inkubiert.
Anschliel3end wurde der Transportpuffer abgenommen, mit 250 ul Substanzlésung pro
Well ersetzt und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der entsprechenden
Inkubationszeit wurde die Lésung von den Zellen abgenommen und die Zellen wurden
drei Mal mit jeweils 250 pl eiskaltem Transportpuffer pro Well gewaschen.
Anschlie3end wurden 500 pl 0,2 % SDS pro Well zugegeben und die Zellen unter
Schitteln vom Boden der Platte abgel6st. Zur Lyse der Zellen wurde die SDS-Lésung
daraufhin ca. 10 Mal auf- und abpipettiert. 400 pl der Zellsuspension wurden daraufhin
in ein Szintillationsgefal? tberfuhrt und mit 5 ml des Szintillations-Cocktails Aqua Safe
300 Plus gemischt. Die Radioaktivitat des Gemischs wurde anschlieRend im
Flassigszintillationszahler Hidex 300 SL gemessen.

Die Proteinkonzentration der Zelllysate der einzelnen Wells wurde mittels
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Proteinbestimmung nach Smith (s. 2.2.8.4) bestimmt und die Radioaktivitat der Wells

auf diese bezogen.

2.2.3.3 Efflux Transportversuch mit radioaktiv markierten Substraten

Um die Abgabe von aufgenommenen Substanzen aus den Transporter-
exprimierenden Zellen ins umliegende Medium zu messen, wurden die Zellen mit der
radioaktiv markierten zu transportierenden Substanz vorbeladen und der Efflux der
Substanz mittels Messung der Radioaktivitat im Transportpuffer zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen. Die zu transportierende Substanz wurde im Transportpuffer
zur gewiinschten Konzentration verdinnt. Dabei wurde die Substanz in einer geringen
Menge radioaktiv markiert eingesetzt und mit nicht radioaktiv markierter Substanz
erganzt. Die Losung wurde daraufhin auf 37 °C erwarmt und die Transportversuche
wurden ebenfalls bei 37 °C durchgefuhrt.

Die Zellen wurden einmal mit Transportpuffer gewaschen und anschlieend fir 10 min
mit jeweils 800 pl Transportpuffer pro Well der 24-Well Platte im Brutschrank inkubiert.
Anschlie3end wurden 250 pl Substanzlésung pro Well auf die Zellen gegeben und
diese bei 37 °C im Brutschrank fur eine Stunde zur Vorbeladung inkubiert. Nach Ende
der Vorbeladungszeit wurden die Zellen zwei Mal mit jeweils 250 ul Transportpuffer
pro Well gewaschen und anschlie3end wurden 350 ul warmer Transportpuffer pro Well
zugegeben, in welchen zuvor je nach Experiment noch weitere Substanzen, wie
beispielsweise Inhibitoren des jeweiligen Transportproteins zugegeben worden waren.
Nach den gewlnschten Inkubationszeiten wurden jeweils 100 pl des Transportpuffers
von den Zellen abgenommen, in ein Szintillationsgefald pipettiert und mit 5 ml des
Szintillations-Cocktails Aqua Safe 300 Plus gemischt. Die Radioaktivitat des Gemischs
wurde anschlieRend im Flissigszintillationszahler Hidex 300 SL gemessen, um die
Konzentration der zu der jeweiligen Inkubationszeit von den Zellen abgegebenen
Substanz zu bestimmen.

Am Ende aller Inkubationszeiten wurde der Rest des Uberstandes von den Zellen
abgenommen und es wurde wie bei den Influx Transportversuchen vorgegangen, um
die Konzentration der noch in den Zellen verbliebenen zu transportierenden Substanz
und die Proteinkonzentration der Zelllysate zu bestimmen. Die Radioaktivitat der
Uberstande und der Zellen wurde fur die Auswertung auf die Proteinkonzentration

bezogen.
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2.2.3.4 Influx Transportversuch mit nicht radioaktiv markiertem Substrat

Waren Substanzen nicht radioaktiv markiert vorhanden, wurde die intrazellulare
Substratmenge nach der Inkubationszeit massenspektrometrisch bestimmt. Diese
Methode wurde fur die Transportversuche mit verschiedenen Substanzen, wie
beispielsweise den Pterinen, genutzt.

Die Transportversuche wurden daftr wie in Punkt 2.2.3.2 beschrieben durchgefuhrt.
Nach dem dreimaligen Waschen der Zellen mit jeweils 250 pl eiskaltem
Transportpuffer pro Well zum Abstoppen des Transportes wurden noch zwei
Waschschritte mit jeweils 500 pl eiskaltem PBS durchgefihrt, um zu verhindern, dass
im Transportpuffer enthaltene Substanzen die Messung im Massenspektrometer
storten.

Anstelle von 0,2 % SDS wurden im Falle der Pterine pro Well 250 pul ,Lysepuffer fir
Pterine® und im Falle aller anderen getesteten Substanzen 250 ul 0,1 % Ameisensaure
in Acetonitril / H20 (1:1) zugegeben und die Zellen mit einer Pipettenspitze vom Boden
der Wells abgeschabt. Die Zelllbsung der einzelnen Wells wurde dann in
SchraubdeckelgefalRe tberfuhrt und einem dreimaligen Einfrier- / Auftauprozess
unterzogen, bei dem die Schraubdeckelgefalle abwechselnd in flissigem Stickstoff
schockgefrostet und im Wasserbad bei 37 °C wieder aufgetaut wurden. Um die Zellen
abschlieRend aufzuschliel3en, wurden die Ldsungen fur jeweils 9s mit einem
Ultraschall-Homogenisator bei 4 °C bearbeitet. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei
13 000 g und 4 °C fiir 5 min. Jeweils 150 pl des Uberstandes wurden daraufhin in eine
Axygen 96-Well Platte tberfuhrt und die Substratkonzentrationen mithilfe von Dr. Ute
Hofmann in der Abteilung fir Analytik des Dr. Margarete Fischer-Bosch-
Instituts fur Klinische Pharmakologie massenspektrometrisch bestimmit.

Im Falle der Pterine konnten die Zelllysate zur Bestimmung der Proteinkonzentration
der einzelnen Wells nicht genutzt werden, da der Lysepuffer die Proteinbestimmung
nach Smith stoérte. Daher wurden bei jedem Transportversuch pro Zelllinie 6 Wells der
24-Well Platte zusatzlich ausgeséat. Diese Zellen wurden wie oben beschrieben mit
500 ul 0,2% SDS pro Well lysiert und eine Proteinbestimmung der Zelllysate
durchgefuhrt. Der Mittelwert der Proteinkonzentration einer jeden Zelllinie wurde
gebildet und die im Transportversuch gemessenen Substratkonzentrationen auf die
Proteinkonzentration der jeweiligen Zelllinie bezogen.

Im Falle der anderen Substanzen wurde die Proteinkonzentration der Zelllysate der
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einzelnen Wells mittels Proteinbestimmung nach Smith (s. 2.2.8.4) bestimmt und die

Substratkonzentration der Zellen auf diese bezogen.

2.2.4 Herstellung von Gefrier-Gewebeschnitten

2.2.4.1 Schneiden von Méuseleber fir Immunfluoreszenzfarbungen

Fur die Fertigung von Gefrier-Gewebeschnitten von Mauselebern wurde stets der linke
Leberlappen der Maus verwendet (s.2.2.2.5) und im auf -20 °C vorgekihlten
Kryostaten in einem Tropfen Einbettmedium (Cryochrome) eingebettet. Dabei wurde
darauf geachtet, dass das Einbettmedium die zu schneidende Flache des Gewebes
nicht bertihrt und das Gewebe nicht antaut. Fir das Anschneiden des Gewebes wurde
die Schnittdicke auf 10 um eingestellt. Dann wurden 4 um dicke Gewebeschnitte
hergestellt und auf Adh&sionsobjekttrager transferiert. Diese wurden entweder gleich
fur Immunfluoreszenzfarbungen verwendet oder bei -80 °C fur maximal 14 Tage bis

zur Farbung gelagert.

2.2.4.2 Schneiden von Mauseniere fur H&E-Farbungen und RNA-Isolation

Fur die Fertigung von Gefrier-Gewebeschnitten von Mausenieren fur die Isolation von
RNA wurde zunéchst der Kryostat abgetaut und dieser sowie alle fur die Fertigung der
Schnitte benétigten Instrumente mit Dekontaminationsldsung zur Nukleaseentfernung
(RNase Away) komplett gereinigt und auf -20 °C vorgekuihlt. Die zu schneidende Niere
wurde dann im vorgekihlten Kryostaten in einem Tropfen Einbettmedium senkrecht
eingebettet und mit einer Schnittdicke von 10 pm angeschnitten. Fur die H&E-
Farbungen zum Uberpriifen des ausreichenden Anschneidens wurden wie oben
beschrieben 4 um dicke Gewebeschnitte hergestellt.

AnschlieRend wurden ca. 50 10 um dicke Schnitte der Niere angefertigt, welche mit
einer vorgekuhlten Pinzette in ein Lysing Matrix D Rohrchen fur den FastPrep
Homogenisator tberfiihrt wurden, in welches jeweils 600 ul Lyse Puffer des mirVana
mMiRNA-Isolationskits vorgelegt worden war. Die Schnitte wurden entweder bei -80 °C

im Puffer gelagert oder direkt fir die RNA-Isolation eingesetzt.
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2.2.5 Herstellung von FFPE Gewebeblécken und Mikrotomschnitten

2.2.5.1 Herstellung von FFPE Gewebebldcken

Fur die Herstellung von Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem (formalin-fixed

paraffin-embedded; FFPE) Lebergewebe der Maus wurde bei der Praparation der
Maus eine Halfte des linken Leberlappens in 4 % Formaldehyd gegeben und darin bei
4 °C fur mindestens 7 Tage fixiert. Daraufhin erfolgte das Entwassern des Gewebes
in einem Gewebeinfiltrationsautomaten der Abteilung fir Pathologie des Robert-
Bosch-Krankenhauses. Das entwasserte Gewebe wurde daraufhin in Paraffin

eingebettet und die Paraffinblocke wurden bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.5.2 Herstellung von Gewebeschnitten aus FFPE Blocken

Gewebeschnitte aus FFPE-eingebettetem Lebergewebe der Maus wurden mit einem
Rotationsmikrotom angefertigt. Hierzu wurde der FFPE Gewebeblock zunachst fir ca.
eine Stunde bei -20 °C vorgekihlt und mit einer Schnittdicke von 10 um angeschnitten.
3 um dicke Gewebeschnitte wurden hergestellt, auf Adhasionsobjekttrager transferiert
und in einem Inkubator (Heratherm) bei 56 °C Uber Nacht getrocknet. Anschlie3end
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.6 Immunfluoreszenzfarbungen und Fluoreszenzmikroskopie

2.2.6.1 Immunfluoreszenzfarbungen von Zellen und Gefrier-Gewebeschnitten

Zum Nachweis von Transportproteinen in Zellen bzw. in Gefrierschnitten von
Mausgewebe wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Fur die Immunfluoreszenzfarbung von Zelllinien oder priméren Hepatozyten aus
Méausen wurden die Zellen zunachst in jeweils ein Well einer 4-Well Zellkulturkammer
auf einem Objekttrager ausgesat und fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Die
Zellkulturkammer auf dem Objekttréager war vor Aussaat der Zelllinien mit Poly-L-Lysin
beschichtet worden. Dafur wurde der Boden der Wells mit Poly-L-Lysin-Lésung
(0,01 %) bedeckt und die Kammer daraufhin bei 37 °C fur 30 min inkubiert.
Anschliel3end wurde das Poly-L-Lysin abgesaugt, die Wells wurden einmal mit PBS
gewaschen und die Kammer wurde trocken bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert. Vor
Aussaat der primaren Hepatozyten wurde die Zellkulturkammer auf dem Objekttrager
mit Rattenkollagen | beschichtet (s. 2.2.1.6).

Gefrier-Gewebeschnitte wurden vor der Immunfluoreszenzfarbung fiur 1 h bei
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Raumtemperatur getrocknet.

Die Zellen bzw. die Gewebeschnitte auf den Objekttragern wurden fir 10 min
bei -20 °C in eiskaltem Methanol fixiert. Anschlie3end wurden die Objekttrager einmal
kurz und zweimal fur jeweils 5 min mit PBS gewaschen, in eine feuchte Kammer
Uberfihrt und far 1 h mit dem priméaren Antikérper in der angegebenen Verdinnung
(s. Tab. 6) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Objekttrager erneut einmal kurz
und zweimal fir jeweils 5 min mit PBS gewaschen und in der feuchten Kammer fiir 1 h
mit dem sekundaren Antikdrper (Anti-Kaninchen IgG (aus Ziege), Alexa Fluor 488,
s. Tab. 6) inkubiert. Zu dieser Antikérperlésung wurde zur Kernfarbung noch 1 uM TO-
PRO™-3 |odid oder 9 uM Hoechst 34580 zugegeben. Nach der Inkubation wurden die
Objekttrager wiederum einmal kurz und zweimal fur jeweils 5 min mit PBS gewaschen,
in eine trockene, dunkle Kammer gelegt und fur 30 min getrocknet. AnschlieRend
wurde pro Objekttrager ein Deckglas mithilfe von Mowiol auf dem Objekttrager
befestigt und die Zellen bzw. Gewebeschnitte wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie

betrachtet.

2.2.6.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte mit einem Konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop. Zur Detektion der Kernfarbung mit TO-PRO™-3 |odid wurde der
Laser mit der Wellenl&ange 638 nm, zur Detektion der Kernfarbung mit Hoechst 34580
der Laser mit der Wellenlange 405 nm verwendet. Die Detektion der Farbung des
Zielproteins erfolgte mit einer Anregung von 488 nm. Die Bildgro3e betrug immer
184,52 um x 184,52 um und der Bildausschnitt wurde flir beide Wellenlangen vom
Laser jeweils sechsmal gescannt. Vor der ersten Aufnahme wurde die Laserkraft so
eingestellt, dass die Kontrollzellen bzw. die Gewebeschnitte der Kontrollmause keine
oder nur eine sehr geringe grine Farbung aufwiesen und wahrend der Auswertung
nicht verandert, um die Intensitat der Farbung in den unterschiedlichen Zelllinien bzw.
im Gewebe unterschiedlicher Mause vergleichen zu kénnen. Von jeder Zelllinie
wurden mehrere Ausschnitte analysiert, um ein repréasentatives Gesamtbild zu

generieren.
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2.2.7 Histologische und immunhistochemische Farbungen

2.2.7.1 Hamatoxylin-Eosin (H&E) Farbung von Gefrier-Gewebeschnitten

Nach der Praparation von Gefrier-Gewebeschnitten fir die RNA-Isolation aus
Nierengewebe der Maus wurde durch H&E-Farbung Uberprift, ob die Schnitte
ausschlief3lich der Nierenrinde entstammten. Hierfur wurden die Objekttrager zunachst
fur 15min in 4% Formaldehyd fixiert und anschlielend unter flieRendem
Leitungswasser fir ca. 1 min gewassert. Daraufhin wurden die Objekttrager in filtrierter
Hamatoxylinlésung fur 5 min gefarbt und Gberschissige Losung wurde anschlielRend
fur ca. 5 min unter flieBendem Leitungswasser abgewaschen. Die Objekttrager wurden
fur ca. 1 min in Eosin Y und anschliel3end kurz in destilliertes Wasser getaucht. Es
folgte die aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 % und 100 % Ethanol), wobei die
Objekttrager in den 70 %igen Ethanol nur kurz eingetaucht, im 96 %igen und
100 %igen hingegen jeweils 3 min inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die
Objekttrager fur 1 min in Neo-Clear inkubiert und anschliel3end zum Lufttrocknen unter
den Laborabzug gelegt. Auf jedem Objekttrager wurde jeweils ein Deckglas mit dem
Einbettmedium Neomount befestigt und die Farbung unter dem Lichtmikroskop

analysiert.

2.2.7.2 Immunhistochemische Farbungen von FFPE-Gewebeschnitten

Transportproteine in FFPE-Gewebeschnitten der Mausleber wurden durch
immunhistochemische Farbungen nachgewiesen. Hierzu wurde das Dako EnVision+
System nach Herstellerangaben verwendet.

Die Objekttrager wurden zunéchst fir 30 min in Neo-Clear inkubiert. Es folgte die
absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 % Ethanol) mit einer Inkubationszeit von
jeweils 3 min. Die Objekttrager wurden anschlie3end drei Mal fir jeweils 3 min in TBST
(1x) gespdult. Zur Antigen-Demaskierung wurden die Objekttrager fur 30 min in der
vorgewarmten Target Retrieval Solution, welche abhangig vom primaren Antikorper
entweder auf pH 6 oder pH 9 eingestellt worden war (s. Tab. 6), im Wasserdampf
inkubiert. Die Objekttrager wurden drei Mal fur jeweils 3 min in TBST (1x) gespult und
in einer feuchten Kammer mit Peroxidase Blocking Solution fir 5 min inkubiert. Die
Objekttrager wurden erneut drei Mal fir jeweils 3 min in TBST (1x) gespult und
anschlieBend mit dem Primarantikorper in der entsprechenden Verdinnung (s. Tab. 6,

verdinnt in Antibody Diluent Solution) in der feuchten Kammer Uber Nacht bei 4 °C
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inkubiert. Es folgten erneut 3 Waschschritte von jeweils 3 min mit TBST (1x), woraufhin
die Objekttrager mit dem Sekundarantikdrper (Dako Peroxidase markiertes Polymer
HRP Kaninchen) fur 30 min in der feuchten Kammer inkubiert wurden und
anschlielend erneut drei Mal fur jeweils 3 min in TBST (1x) gewaschen wurden. Die
Objekttrager wurden dann in der feuchten Kammer mit Substrat / Chromogen Losung
fur 10 min inkubiert und anschlie3end unter flieBendem Leitungswasser fur ca. 3 min
gespult. Fur die Kernfarbung mit filtrierter Hamatoxylinlésung wurden die Objekttrager
fur ca. 15 s in die Losung getaucht und anschlieend fur ca. 5 min mit flieBendem
Leitungswasser gespult. Es folgte die aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 % und
100 % Ethanol) mit einer Inkubationszeit von jeweils 3 min. Anschlie3end wurden die
Objekttrager fur 5 min in Neo-Clear inkubiert und dann trocken getupft. Auf jedem
Objekttrager wurde ein Deckglas mit dem Einbettmedium Neomount befestigt. Die
Farbung wurde unter dem Lichtmikroskop analysiert und an einem Slide Scanner

(Olympus) mit 20facher Vergrél3erung eingescannt.

2.2.8 Gewinnung von Proteinen aus Zellen und Gewebe und
Proteinbestimmung nach Smith

2.2.8.1 Gewinnung von Membranprotein aus Zellen

Transporter-exprimierende Zellen wurden zunachst in Zellkulturschalen von 10 cm
Durchmesser bis zum Erreichen von 80 - 100 % Konfluenz vermehrt. Die Zellen
wurden dann abgeschabt und die Zellsuspension wurde bei 600 rpm und
Raumtemperatur fur 15 min zentrifugiert (Hettich Universal 32). Das Pellet wurde
daraufhin in 1 ml 0,5 mM NaPi-Puffer mit 100 uyM PMSF als Proteaseinhibitor
resuspendiert und die Zellen wurden durch Sonifizieren fur 15 s im Ultraschall-
Homogenisator aufgeschlossen. Die Losung wurde dann bei 14 000 rpm und 4 °C fur
1 h zentrifugiert (Eppendorf 5415 R). Das Pellet mit den Membranproteinen wurde in
100 pl 0,5 mM NaPi-Puffer mit 100 uM PMSF resuspendiert, die Proteinkonzentration
mittels Proteinbestimmung nach Smith (s. 2.2.8.4) bestimmt und die Lésung bei -80°C

gelagert.

2.2.8.2 Gewinnung von Gesamtprotein aus Lebergewebe der Maus

Zur Gewinnung von Gesamtprotein aus Mausleber wurde der rechte Leberlappen

verwendet, von dem ein kleines Gewebestiick mit einem Gewicht von 50 mg bis
70



Material und Methoden

200 mg bei -20 °C im Kryostat abgeschnitten wurde. Das Gewebestiick wurde
daraufhin in ein Lysing Matrix D Réhrchen fur den FastPrep Homogenisator Gberfuhrt,
in welches bereits 1 ml Homogenisierungspuffer vorgelegt worden war, und im
FastPrep Homogenisator bei 6 m/s in drei Zyklen a 20 s zerkleinert. Falls das
Gewebestlickchen noch nicht vollstandig homogenisiert war, wurde das Gemisch in
einen Dounce Homogenisator tUberfihrt und dort durch ca. 5 Hibe mit dem Pistill
weiter homogenisiert. Es folgte die Proteinbestimmung nach Smith (s. 2.2.8.4) und die

Lagerung des Homogenats bei -80 °C.

2.2.8.3 Gewinnung von Transmembranproteinen aus Lebergewebe der Maus

Fur Proteomanalysen wurden Transmembranproteine aus dem Lobus Quadratus der
Mausleber mit dem Proteoextract Transmembrane Kit nach Herstellerangaben
gewonnen.

Hierfir wurde ein 25 -50 mg schweres Gewebestick bei -20°C im Kryostat
abgeschnitten und in ein Lysing Matrix D Réhrchen fir den FastPrep Homogenisator
Uberfuhrt, in welches bereits 1,5 ml eiskalter Extraktionspuffer 1 (mit Proteaseinhibitor)
vorgelegt worden war. Das Gewebestickchen wurde anschlieBend im FastPrep
Homogenisator bei 6 m /s in drei Zyklen a 20 s zerkleinert und fiir 10 min bei 4 °C
unter leichtem Schatteln inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C
fir 5 min. Der Uberstand, der den Zytosolproteinanteil enthielt, wurde verworfen und
das Pellet in 5 ml kaltem PBS resuspendiert, worauf erneut ein Zentrifugationsschritt
bei 1000 g und 4 °C fur 5 min erfolgte. Das Pellet wurde in 200 pl Extraktionspuffer 2B
(mit Proteaseinhibitor) resuspendiert und die Losung wurde bei 16 000 g und 4 °C fur
15 min zentrifugiert. Die Proteinkonzentration des Uberstands, welcher das
angereicherte Transmembranprotein enthielt, wurde mittels Proteinbestimmung nach

Smith (s. 2.2.8.4) bestimmt und das Homogenat bei -80 °C gelagert.

2.2.8.4 Proteinbestimmung nach Smith

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Proben wurde nach der Methode von
Smith durchgefuhrt (Smith et al. 1985). Hierfur wurden 6 BSA-Eichpunkte (0, 200, 400,
600, 800, 1000 pug/ml) erstellt. Die Proteinbestimmung erfolgte stets als
Doppelbestimmung.

Fur den Nachweis von Transportproteinen mittels Immunblot bzw. Proteom-Analysen
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wurden Zelllysate und Gewebelysate jeweils 1:10 und 1:100 in einer 96-Well Platte
verdunnt. Zelllysat aus Transportversuchen wurde unverdinnt eingesetzt. Zu den
Lysaten wurde Smith-Reagenz (4 % Kupfer(ll)-Sulfatltdosung und Bicinchoninsdure im
Verhéltnis 1:50) zugegeben und die Platte fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die

Absorptionsmessung erfolgte bei 570 nm in einem Mikroplatten-Reader.

2.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Immunblot
Zum Nachweis und zur Quantifizierung von Transportproteinen in den Transporter-

exprimierenden Zelllinien sowie in Mausgewebe wurden Immunblots durchgefihrt.

Membranprotein aus Zellen und Gesamtprotein aus Geweben wurde hierflr zunachst
mit 0,5 mM NaPi-Puffer auf die Konzentration 1 pg / pl eingestellt und mittels Lammli-
Puffer (5x) denaturiert. Auf3erdem wurden fur die quantitativen Immunblots der
hOAT7-Knockin Mauslinie funf Eichpunkte hergestellt. Hierfur wurde Protein aus der
Leber einer 8 Wochen alten homozygoten hOAT7-Knockin-Maus genutzt. Die
Proteinkonzentrationen der Eichpunkte betrugen 2 pug/pul, 1,5pug/pul, 1 pg/ pl,
0,5 pug / pl und 0,25 pg / pl. Alle Proben wurden nach Zugabe des Lammli-Puffers fir
30 min bei 37 °C inkubiert.

Fur nicht-quantitative Immunblots mit deglykosyliertem und glykosyliertem (Kontrolle)
Protein aus Zellen und Geweben wurde zur Deglykosylierung das PNGase F Kit von
NEB genutzt. Jeweils 30 pg des Proteins wurden nach Herstellerangaben in einem
Ansatz von insgesamt 30 pl mit 4 pl PNGase F durch eine ca. 20 stiindige Inkubation
bei 37 °C deglykosyliert. Fur die glykosylierte Kontrollprobe wurde ebenso verfahren,
allerdings wurde hier keine PNGase F zugegeben. Die Zugabe des Lammli-Puffers
(5°x) erfolgte nach der Deglykosylierung.

Fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden jeweils 10 ul der Probe oder
des Eichpunktes auf ein 10 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen (Zusammensetzung
s. Tab 18 u. 19), wodurch pro Probe 10 pug Protein und fir die Eichpunkte 20 ug,
15 pg, 10 pg, 5 ug und 2,5 pg eingesetzt wurden. Als Proteinmarker wurde Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ verwendet. Die Elektrophorese erfolgte zunachst bei
130 V, um die Proben im Sammelgel zu sammeln, und wurde dann bei 160 V fir 1 h
fortgefihrt.
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Fur den Immunblot wurde die Tank-Blotting Methode verwendet. Hierfir wurden
zunachst das Gel, jeweils zwei in Towbin-Puffer eingeweichte Filterpapiere und
Schwamme und eine Nitrozellulosemembran (0,45 um) in einem Sandwichhalter
platziert und dieser in den Blottingeinsatz in einer mit Towbin-Puffer gefillten Kammer
Uberfuhrt. Die Proteinbanden wurden anschlie3end fur 1 h bei 370 mA auf Eis vom Gel
auf die Membran transferiert. Die Membran wurde anschlieRend mit Ponceau S
Losung gefarbt, um den Transfer der Proteine auf die Membran zu kontrollieren.
Anschlie3end wurde sie mit destilliertem Wasser gespult und mit TBST (1x) entfarbt.
Im Falle der quantitativen Immunblots wurde anstelle der Ponceau S Farbung eine
Gesamtproteinfarbung mit dem Revert 700 Total Protein Stain Kit nach
Herstellerangaben durchgefuhrt und mittels des Odyssey-Systems und der Image
Studio Aquisition Software die Gesamtproteinmenge jeder Spur bestimmt.

Die Membran wurde anschlieBend fiir 1 h bei Raumtemperatur in Magermilchlésung
inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren und dann mit dem priméaren
Antikdrper in gewlnschter Verdinnung in TBST (1x) (s. Tab. 6) Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Es folgten drei 10minutige Waschschritte mit TBST (1x) und die Inkubation
mit dem sekundaren Antikérper (Dako Anti-Kaninchen IgG-HRP) fir 1 h bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde erneut dreimal fur jeweils 10 min mit TBST (1x)
gewaschen, anschlie3end in SuperSignal™ West Dura Extended Losung fur 5 min
lichtgeschuitzt bei Raumtemperatur entwickelt und mit der CCD-Kamera STELLA und
der Software AIDA Image Analysis Software analysiert. Im Falle der quantitativen
Immunblots wurde die Menge des Zielproteins jeder Probe auf die Intensitat der
Gesamtproteinfarbung bezogen und so die relative Proteinexpression bestimmt.
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Tabelle 18: Herstellung eines 10 % Polyacrylamid-Trenngels

Bestandteil Menge
30 % Acrylamid 8,3 mil
H20 (MilliQ) 9,95 ml
Tris (1,5 M) pH 8,8 6,22 ml
10 % SDS 250 pl
TEMED 25 pl
10 % APS 250 pl

Tabelle 19: Herstellung eines Sammelgels

Bestandteil Menge
30 % Acrylamid 1,35 ml
H20 (MilliQ) 6,1 ml
Tris (1,5 M) pH 8,8 2,5ml
10 % SDS 100 pl
TEMED 10 pl
10 % APS 100 pl

2.2.10 Proteomanalysen mit Lebergewebe aus Mausen

Zum Nachweis des mOat2 Proteins in Lebergewebe wurden die angereicherten
Transmembranproteine je einer weiblichen, 8 Wochen alten Kontroll- sowie
homozygoten mOat2-Knockout Maus durch das Proteome Center Tubingen analysiert.
Der Transmembranproteinextrakt wurde dort mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese
aufgetrennt und tryptisch verdaut. Die Proteomanalyse erfolgte dann

massenspektrometrisch.

2.2.11 RNA Isolation aus Zellen und Geweben

2.2.11.1 Aufarbeitung von Zellen fiir die RNA Isolation

Zur Aufarbeitung von RNA aus Zellen wurden diese zunachst in einer 10 cm Schale
bis zur Konfluenz kultiviert, dann mit 0,05 % Trypsin-EDTA abgeerntet und die
Zellsuspension wurde bei 1400 rpm und Raumtemperatur fir 5 min zentrifugiert. Das
so entstandene Zellpellet wurde in 1 ml PBS gewaschen und in einem RNase-freien
Roéhrchen in der Tischzentrifuge fiir ca. 1 min zentrifugiert. Das so entstandene Pellet
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wurde bei -80 °C bis zum Tag der RNA-Isolation gelagert, an welchem es in 600 pl

Lyse Puffer des mirVana miRNA-Isolationskits aufgenommen wurde.

2.2.11.2 Aufarbeitung von Mausqgewebe fiir die RNA Isolation

Zur Gewinnung von RNA aus Mauseleber wurde ein kleines Gewebestlick
(50 — 200 mg) des rechten Leberlappens bei -20 °C im Kryostat abgeschnitten und in
ein Lysing Matrix D Réhrchen fur den FastPrep Homogenisator tberfuhrt, in welches
bereits 600 pl Lyse Puffer des mirVana miRNA-Isolationskits vorgelegt worden waren.
Zur Isolation von RNA aus Nierengewebe wurden 50 zuvor angefertigte 10 um dicke
Nierenschnitte der Maus (s. 2.2.4.2) genutzt.

Die Gewebestuckchen bzw. die Nierenschnitte wurden im FastPrep Homogenisator
bei 6 m /s in drei Zyklen a 20 s zerkleinert. Das Homogenat wurde daraufhin in ein
RNase-freies Rohrchen uberfiihrt und es wurde mit der RNA-Isolation begonnen.

2.2.11.3 RNA Isolation mithilfe des mirVana miRNA Isolationskits

Die RNA-Isolation aus Zellen sowie Mausgewebe wurde mittels des mirVana miRNA-
Isolationskits nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zu der Zell- bzw. Gewebelésung
(s. 2.2.11.2) wurde miRNA Homogenat-Additiv LOsung gegeben und das Gemisch fur
10 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde das Acid-Phenol : Chloroform (125:24)
zugegeben und das Gemisch fir 5 min bei Raumtemperatur und 10 000 g zentrifugiert,
um die organische und die wassrige Phase zu trennen. Die RNA-enthaltende wassrige
Phase wurde in ein neues RNase-freies Rohrchen tberfihrt und mit 100 % Ethanol
vermengt. Das Gemisch wurde fur 30 s bei 10 000 g und Raumtemperatur tGber eine
Filtersaule zentrifugiert. Anschlielend wurden mehrere Waschschritte mit zwei
verschiedenen Waschpuffern durchgefiihrt, wobei der Puffer jeweils auf die Saule
gegeben und diese fur 30 s bei 10 000 g und Raumtemperatur zentrifugiert wurde.
Abschlie3end wurde die RNA mit auf 95 °C erwarmtem, nukleasefreiem Wasser eluiert
und ihre Konzentration am NanoDrop Mikrovolumen-Spektralphotometer bestimmt.
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2.2.12 Gewinnung von cDNA aus RNA und Real Time PCR

2.2.12.1 cDNA Synthese aus RNA mittels des cDNA high capacity Kit
Zur cDNA Synthese aus RNA wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die RNA-Proben wurden dabei mit
nukleasefreiem Wasser so verdinnt, dass die Konzentration im Gesamtansatz von
20 pl 2 pg betrug. Die synthetisierte cONA wurde 1:10 (cDNA : nukleasefreies Wasser)
verdiinnt und so entweder direkt in der gPCR eingesetzt oder bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.2.12.2 Quantitative PCR (qPCR)

Zur Bestimmung der Expressionsstarke eines Zielgens von stabil transfizierten Zellen

oder Mausgeweben auf RNA Ebene wurden gPCRs (RealTime PCRs) mit
genspezifischen TagMan Genexpressionsassays im 7900HT Fast Echtzeit PCR-
System durchgefuhrt. Diese Methode beruht auf einer Steigerung eines
Fluoreszenzsignals mit steigender Anzahl an amplifizierter Zielgensequenz und
ermdglicht dadurch ungleich der klassischen PCR-Reaktion nicht nur die Amplifikation
des Zielgens, sondern auch die Quantifizierung seiner ursprunglich in der PCR
eingesetzten Menge. Fur jede Probe wurden zwei TagMan Assays durchgefihrt, von
denen einer die Expressionsstéarke des Zielgens und einer die des Haushaltsgens, auf
welche die Expressionsstarke des Zielgens bezogen wurde, bestimmen sollte. Im Falle
der stabil transfizierten Zelllinien und der Mausgewebe der mOat2-Knockout Mauslinie
wurden die TagMan Assays fur hSLC22A7 und mSic22a7 (s. Tab. 4) verwendet. Im
Falle der Mausgewebe der hOAT7-Knockin Mauslinie wurde der TagMan Assay fur
hSLC22A9 (s. Tab. 4) verwendet. Fur die Zelllinien wurde hACTB (B-Aktin des
Menschen), fir Gewebeproben beider Mauslinien mActb (B-Aktin der Maus) als
TagMan Assay fur das Haushaltsgen verwendet. Fur jeden Assay wurde ein
Reaktionsmix in ein Well einer 384-Well Platte pipettiert, welcher aus 8 pl Master Mix
(2x TagMan Master Mix, TagMan Genexpressionsassay (20 x), nukleasefreies
Wasser) und 2 pl der 1:10 verdiinnten cDNA (s. 2.2.12.1) bestand. Fur jede Zell- bzw.
Gewebeprobe wurden sowohl der Zielgen- als auch der Haushaltsgen-Assay in

Doppelbestimmung wie in Tabelle 20 beschrieben durchgeftihrt.
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Tabelle 20: Standard-Protokoll fir hier durchgefuhrte TagMan Assays

Schritt Nummer Temperatur [°C] Zeit
1 50 2 min
2 95 10 min
3 95 15s
4 60 1 min
Wiederholung der Schritte 3 — 4 fr 40 Zyklen

Am Ende der Reaktion wurde der von der Software automatisch generierte
Schwellenwert betrachtet und wenn nétig noch manuell angepasst, so dass er
unterhalb der linearen und der Plateau-Phase und innerhalb der exponentiellen Phase
der Amplifikation lag. Der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenzstarke der Reaktion
den Schwellenwert erreicht, also die Fluoreszenzstarke des Hintergrundes Ubersteigt,
wird als Cr-Wert bezeichnet, auf dem die Bestimmung der relativen Expressionsstéarke
basiert. Daher stellt der Schwellenwert eine essentielle Komponente in der
Auswertung dar. Mittels der AACt-Methode wurde anschlieBend der relative
Expressionsunterschied zwischen transfizierten und Kontrollzellen bzw. zwischen
Knockout / Knockin und Kontrollméusen berechnet. Hierfir wurde zunachst die
Differenz zwischen den Cr-Werten des Ziel- und des Haushaltsgens jeder Probe
berechnet (ACrt). Dafir wurde der Mittelwert der beiden Cr-Werte der
Doppelbestimmung genutzt. Als nachster Schritt wurde dann der Mittelwert der AC+
Werte der Kontrollzellen bzw. —mause gebildet und dieser von allen bestimmten ACt
Werten abgezogen, um die AACt-Werte fir alle Proben zu bilden. Um dann den
relativen Expressionsunterschied zu berechnen, wurden die AACt-Werte in die

Formel: 2 -*ACt gingesetzt.

2.2.12.3 Analyse der Genexpression von mSlc22a7 in verschiedenen Mausgeweben

Zur Analyse der Expression von mSlc22a7 in verschiedenen Mausgeweben wurde der
TissueScan Mouse Normal cDNA Array von Origene mithilfe des mSic22a7 TagMan
Assays nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei um eine bereits
vorbereitete 96-Well Platte, in welcher sich genau definierte Mengen cDNA von 36
verschiedenen Mausgeweben unterschiedlicher Organe und Entwicklungsstadien
befinden. Das relative Expressionslevel der einzelnen Gewebe wurde mithilfe der

Formel: 2 ~Ctbestimmt.
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2.2.13 Sequenzierung der mSlc22a7 cDNA in Kontroll- und mOat2-Knockout
Mausen

Um zu Uberprifen, ob der Genbereich von Exon 2 bis Exon 6 der mSic22a7
Gensequenz in den mOat2-Knockout Mausen erfolgreich ausgeschnitten worden war,
wurde cDNA aus Lebergewebe einer Kontroll- und einer homozygoten Knockout-Maus
gewonnen und die mSlc22a7 mRNA sequenziert.

2.2.13.1 Amplifikation der mSlc22a7 mRNA mittels PCR

Fur die Sequenzierung sollten zunachst grol3e Teile der mSic22a7 mRNA mittels PCR

amplifiziert werden. Hierfur wurden zwei PCR-Reaktionen angesetzt. Die Primer der
ersten Reaktion sorgten fur eine Amplifikation der Exone 1-6, wobei noch ein Stlick
des Exons 7 mit amplifiziert wurde. Die Primer der zweiten Reaktion sorgten fur eine
Amplifikation der Exone 8-9, wobei jeweils ein Stlick der Exone 7 und 10 mit amplifiziert
wurden. Da durch die gentechnische Veranderung der homozygoten mOat2-Knockout
Mause der Genbereich von Exon 2 bis 6 ausgeschnitten sein sollte, wurde bei der
Amplifikation der Exone 1-6 ein klarer Unterschied im PCR-Produkt der Kontroll- und
der mOat2-Knockout Maus erwartet, wahrend bei der Amplifikation der Exone 8-9 kein
Unterschied erwartet wurde. Die Primer-Sequenzen beider PCR-Reaktionen sowie die

erwarteten Bandengréf3en bei Kontroll- und Knockout Maus sind in Tabelle 21 gezeigt.

Tabelle 21: Primersequenzen fur die Amplifikation der mSlc22a7-mRNA

PCR-Reaktion 1: Amplifikation Exons 1 -6

Primersequenz Vorwarts, for30 5-GTA GCA AGC AGG TTG ACC GAT CC
Primersequenz Ruckwarts, rev1279 | 5-GAG ACG CAC AAG GAA GAA GAC CG
Bandengro3e Kontrolltier 1250 bp

Bandengrof3e hom Knockout 588 bp

PCR-Reaktion 2: Amplifikation Exons 8 - 9
Primersequenz Vorwarts, for1162 5-TTA CTA CGG CCT GAC TCT GGA CG
Primersequenz Rickwarts, revi746 | 5-CTG CCT TCT ATT TCC AGC TAC TTG
Bandengrof3e Kontrolltier 528 bp
Bandengrof3e hom Knockout 528 bp
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Die PCR-Reaktionen wurden in einer 96-Well Platte mit einem Volumen von 25 pl pro
Well durchgefiihrt. Als fertiger Master Mix wurde HotStarTaq Master Mix verwendet,
zu dem pro PCR-Reaktion noch 0,2 mM MgClz zugegeben wurden. Es wurden jeweils
1 uM der jeweiligen fur die Genotypisierung bendétigten Primer und 1 pl der 1:10
verdinnten cDNA (s. Punkt 2.2.12.1) pro Well eingesetzt. Die Platte wurde in einem
PCR-Gerat nach dem Protokoll in Tabelle 22 inkubiert.

Tabelle 22: PCR-Protokoll fir die Amplifikation von mSlc22a7 aus Kontroll- und
mOat2-Knockout Mausen

Schritt Nummer Temperatur [°C] Zeit [Min]
1 95 15
2 94 1
3 68 1
4 72 3
Wiederholung der Schritte 2 — 4 fir 35 Zyklen
5 72 10

2.2.13.2 Gel-Elution
Fur die Sequenzierung der PCR-Produkte aus den mSlc22a7-Amplifizierungs PCR-

Reaktionen wurden diese nach Zugabe von 6x BPB im Verhéltnis 1:6 (6x BPB : PCR-
Produkt) auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen, der Gellauf wurde in TAE-Puffer
(1x) durchgefuhrt und die Banden im Gel wurden in der E-Box durch UV-Bestrahlung
sichtbar gemacht und dokumentiert. Die Banden wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und eine Gel-Elution wurde durchgefahrt, um die amplifizierte
mSlc22a7 cDNA aufzureinigen. Hierfur wurde das QIAquick Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Pro Volumen des Gels wurden 3 Volumen des Puffers
QG zugegeben und das Gel wurde daraufhin bei 50 °C im Puffer fir 10 min bis zur
kompletten Auflosung inkubiert. Nach der Zugabe eines Gelvolumens Isopropanol
(100 %) wurde die Losung auf eine Saule gegeben und bei 17900g und
Raumtemperatur fur 1 min zentrifugiert. 500 pl des Puffers QC wurden auf die Séule
pipettiert und diese erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurden 750 ul des Puffers PE
auf die Saule pipettiert und diese wiederum zentrifugiert, worauf eine Zentrifugation
der trockenen S&ule erfolgte. Zur Elution der DNA wurden dann 50 pl EB-Puffer auf
die Mitte der Membran pipettiert, die Saule wurde erneut zentrifugiert und die
Konzentration des DNA-Eluats am NanoDrop Mikrovolumen-Spektralphotometer

bestimmt.
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2.2.13.3 Sequenzier-Reaktion

Zum Ansetzen der Sequenzier-Reaktion wurde das BigDye Terminator Version 3.1
Zyklus-Sequenzierungskit nach Herstellerangaben verwendet. In einer 96-Well Platte
wurde pro DNA-Eluat fur jeden der vier Primer (Primersequenzen s. Tab. 21) eine
Sequenzier-Reaktion angesetzt. Hierfr wurden ca. 40 ng DNA-Eluat, 3,2 pmol Primer
zusammen mit BigDye Premix und 5x Sequencing Puffer pipettiert und die Reaktion

wurde in einem PCR-Geréat wie in Tabelle 23 beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 23: PCR-Protokoll fir Sequenzier-Reaktionen

Schritt Nummer Temperatur [°C] Zeit
1 96 1 min
2 96 10s
3 50 5s
4 60 4 min
Wiederholung der Schritte 2 — 4 fr 25 Zyklen

2.2.13.4 Aufreinigung der Sequenzier-Reaktion und Seguenzierung

Zur Aufreinigung des DNA-Eluats fiur die Sequenzierung wurde das ZR DNA
Sequencing Clean-Up Kit nach Herstellerangaben verwendet. Hierfir wurde die
gesamte Sequenzierreaktion mit dem Sequencing Binding Puffer vermischt, die
Losung wurde auf eine Saule gegeben und diese Saule bei 13 000 rpm und
Rautemperatur fur 30 s zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit dem Sequencing
Wash Puffer. Die aufgereinigte DNA wurde mit nukleasefreiem Wasser aus der Saule
geldst und 5 pl davon wurden daraufhin mit 15 pl nukleasefreiem Wasser in eine 96-
Well Platte fur Sequenzierungen pipettiert. Die Platte wurde mit speziellen Septa
verschlossen und die Sequenzierung im Sequenziergerat im rapid Assay durchgefihrt.
Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte daraufhin mit der Sequencing Analysis
Software V5.4.

2.2.14 RNA-Microarrays

Um die Expression verschiedener Komponenten des cGMP Signalweges in den
verschiedenen Zelltypen der Leber zu untersuchen, wurde mit primaren sinusoidalen
Endothelzellen und Ito-Zellen des Menschen von Sciencell der GeneChip™ Human
Transcriptome Array 2.0 durchgefuhrt. Um die Auswirkungen der gentechnischen

Veranderungen der beiden neu generierten Mauslinien auf die Genexpression der
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jeweiligen Mauslinie zu untersuchen, wurde mit Gewebe von Kontroll- und
homozygoten mOat2-Knockout bzw. hOAT7-Knockin Mausen der Clariom S Assay HT
(Maus) durchgefuhrt. Die Durchfihrung und Auswertung der RNA-Microarrays
erfolgten mit Unterstitzung von Dr. Elke Schaffeler und Dr. Stefan Winter (Dr.
Margarete Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie). Hierflr wurde aus den
Primarzellen bzw. dem Mausgewebe RNA isoliert (s. 2.2.11.3) und aus dieser wurden
mit dem GeneChip WT PLUS Reagent Kit nach Herstellerangaben mit Biotin
markierte, codogene Einzelstrang DNA-Fragmente gewonnen, welche daraufhin auf
den jeweiligen Transkriptom Array hybridisiert wurden. Der Array wurde nach der
Hybridisierung in der GeneChip Fluidics Station 450 DX nach Herstellerangaben
gewaschen und gefarbt, die Fluoreszenz im GeneChip Scanner 3000 7G System

gemessen und mittels der AGCC 4.0 Software analysiert.

2.2.15 Klinische Chemie mit Plasma von Mausen

Von beiden Mauslinien wurden folgende Laborparameter durch das Zentrallabor des
Robert-Bosch-Krankenhauses bestimmt: Alkalische Phosphatase (ALP), Aspartat-
Aminotranferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), y-Glutamyltransferasen (y-
GT), Lactatdehydrogenase (LDH), Albumin, Gesamtprotein, Bilirubin, Kreatinin,

Triglyceride, Harnsaure, Harnstoff.

2.2.16 Statistische Auswertung

Experimente, deren Stichprobengrdl3e drei oder mehr betrug, wurden statistisch mit
Prism 5 (GraphPad) ausgewertet. Hierfir wurde der Welch t-Test verwendet und die
Daten wurden als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Wurden mehr als
zwei Vergleiche innerhalb eines Datensatzes durchgefuhrt, wurde die Bonferroni-
Korrektur angewendet, um zu verhindern, dass die Wahrscheinlichkeit flir einen Fehler
1. Art zu grof3 wurde. Hierfur wurden die P-Werte mit der Anzahl der innerhalb des
Datensatzes durchgefiihrten Vergleiche multipliziert. P-Werte kleiner als 0,05 wurden
als statistisch signifikant bezeichnet und in Abbildungen mit * (oder # oder +)
gekennzeichnet (** | ## | ++: P<0,01; *** | ### | +++: P<0,001).
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3 Ergebnisse

3.1 Der organische Anionentransporter 2

OAT2 ist ein Transportprotein, welches endogene sowie exogene Substanzen durch
die Zellmembranen transportiert. Im Menschen ist der Transporter vorrangig in Leber
und Niere exprimiert (Sun et al. 2001), doch welche Funktion er dort erfullt, ist
grofdtenteils noch nicht geklart. Zur funktionellen Charakterisierung des Transporters
wurden im Rahmen dieser Arbeit Experimente in Zellkultur mit hOAT2- bzw. mOat2-
exprimierenden Zelllinien sowie in Mausen mittels einer neu generierten mOat2-

Knockout Mauslinie durchgefihrt.

3.1.1 In vitro Charakterisierung von humanem und murinem OAT2 mittels stabil
transfizierter Zelllinien

3.1.1.1 Generierung und Charakterisierung von hOAT2- und mQOat2-exprimierenden
Zelllinien

Zur funktionellen in vitro Charakterisierung wurden mittels des Flpln Systems HEK293
Zelllinien generiert, welche entweder hOAT2 oder mOat2 stabil exprimierten
(s. Abb. 9). Als Kontrollzellen wurden HEK293 Zellen verwendet, welche stabil mit dem
Leervektor transfiziert worden waren.
Mittels Immunfluoreszenzfarbung mit einem Anti-SLC22A7 Antikorper (Invitrogen)
konnte eine deutlich membranassoziierte Farbung sowohl in den hOAT2- als auch in
den mOat2-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Die Kontrollzellen zeigten
keine solche Farbung, aber eine deutliche Kernfarbung, welche in Aussehen und
Intensitat mit der Kernfarbung der Transporter-transfizierten Zelllinien vergleichbar war
(s. Abb. 9 A, B u. C).
Auch per Immunblot konnte sowohl in glykosyliertem als auch in deglykosyliertem
Membranprotein der Kontrollzellen keine Proteinbande nachgewiesen werden.
Dahingegen zeigten die glykosylierten Membranproteinextrakte der beiden
Transporter-exprimierenden Zelllinien eine ca. 75 kDa grof3e Proteinbande. In den
deglykosylierten Membranproteinextrakten war ebenfalls eine Proteinbande
nachweisbar, deren Grof3e nun allerdings mit leicht Gber 50 kDa geringer war als in
den glykosylierten Proben (s. Abb. 9 D u. E).
Mithilfe einer gPCR-Analyse mit aus den Zellen gewonnener cDNA und dem jeweiligen
TagMan Assay konnte eine starke relative mRNA Expression des jeweiligen
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Transportergens in den hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden Zelllinien nachgewiesen

werden, wahrend in den Kontrollzellen keine solche Expression detektiert wurde (s.
Abb. 9 F u. G).
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Abbildung 9: Stabil transfizierte Zelllinien exprimieren hOAT2 und mOat2
Mittels stabiler Transfektion von HEK293 Zellen wurden Zelllinien generiert, welche
hOAT2 bzw. mOat2 exprimierten. Als Kontrollzellen wurden mit dem Leervektor stabil
transfizierte Zellen verwendet. Die Transporter-exprimierenden Zelllinien zeigten nach
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Immunfluoreszenzfarbung mit einem Anti-SLC22A7 Antikdrper (Invitrogen,
Verdinnung: 1:100) eine deutliche Farbung im Bereich der Zellmembran (B, C),
welche in den Kontrollzellen nicht nachzuweisen war (A). Die Immunblot-Analyse von
glykosyliertem sowie deglykosyliertem Membranprotein mit einem Anti-SLC22A7
Antikorper (Invitrogen, Verdinnung 1:1000) zeigte in den Transporter-exprimierenden
Zelllinien, nicht jedoch in den Kontrollzellen, Proteinbanden bei 75 kDa (glykosyliert)
bzw. ca. 50 kDa (deglykosyliert) (D, E). Eine gPCR-Analyse mit einem hSLC22A7
(Hs00198527_m1), mSIc22a7 (Mm00460672_m1), hACTB (HS99999903 m1) und
mActb (Mm02619580_gl1) TagMan Assay ergab eine starke hSLC22A7 bzw.
mSlic22a7 mRNA Expression in den hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden Zellen,
wahrend in den Kontrollzellen keine mRNA Expression nachgewiesen werden konnte
(F, G).

3.1.1.2 Funktionelle Charakterisierung der hOAT2 und mQat2-exprimierenden
Zelllinien anhand prototypischer Substrate

i cGMP als prototypisches Substrat von hOAT2 und mQat2

cGMP wurde bereits als prototypisches Substrat mit hoher Spezifitat und Affinitat zu
hOAT2 beschrieben (Cropp et al. 2008), allerdings wurde bisher nicht untersucht, ob
auch mOat2 cGMP transportiert. In der Literatur sind ebenfalls verschiedene hOAT2-
Inhibitoren beschrieben (Shen et al. 2015), welche unter anderem den Transport von
cGMP durch hOAT2 hemmen kdnnen. Zur weiteren Untersuchung des Transportes
von cGMP durch hOAT2, sowie zur Klarung, ob auch mOat2 cGMP transportieren
kann, wurden verschiedene Transportversuche mit den in dieser Arbeit generierten

hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden Zelllinien und cGMP durchgefihrt.

Zunachst sollten die zwei zuvor in der Literatur beschriebenen (Khamdang et al. 2002;
Shen et al. 2015) hOAT2-Inhibitoren Ketoprofen und Bromsulfophthalein (BSP) auf
ihre inhibitorische Wirksamkeit hin untersucht werden. Hierflr wurden fur jede der
beiden Substanzen 3 Konzentrationen anhand der bereits publizierten Daten gewahlt
und ein Transportversuch mit den hOATZ2-exprimierenden Zellen und cGMP
durchgefihrt (s. Abb. 10). Wéahrend in den Kontrollzellen keine intrazellulare cGMP
Aufnahme beobachtet wurde, zeigten die hOAT2-exprimierenden Zellen einen
deutlichen Anstieg von intrazellularem cGMP nach 10 Minuten in Abwesenheit der
Inhibitoren. Wurden die Zellen mit cGMP und einer der beiden niedrigeren
Konzentrationen von Ketoprofen und BSP inkubiert, war ebenfalls noch ein Anstieg in
der intrazellularen cGMP Konzentration nach der Inkubationszeit erkennbar, dieser

war allerdings in allen Fallen signifikant geringer als in den Zellen, welche ohne
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Inhibitor inkubiert wurden und sank mit steigender Inhibitorkonzentration. Wurde die
jeweils hochste Konzentration von Ketoprofen (1000 uM) oder BSP (100 puM)
eingesetzt, war nur noch ein minimaler Transport von cGMP zu beobachten. Daher
wurde in den nachfolgend beschriebenen Experimenten mit diesen Konzentrationen

gearbeitet, wenn der Transport durch hOAT2 inhibiert werden sollte.
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Abbildung 10: Ketoprofen und BSP inhibieren den hOAT2-vermittelten cGMP
Transport in hOAT2-exprimierenden Zelllinien

Zur Analyse der inhibitorischen Wirkung von Ketoprofen und BSP wurden hOAT2-
exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen mit 2puyM cGMP sowie
verschiedenen Konzentrationen der beiden Substanzen fur jeweils 10 Minuten
inkubiert. AnschlieRend wurde die intrazellulare cGMP Konzentration gemessen. Der
Versuch wurde als Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Fur die statistische Auswertung
wurden fur die Kontrollzelllinie sowie fir die hOAT2-exprimierenden Zellen die
intrazellularen cGMP Konzentrationen unter Zugabe der verschieden konzentrierten
Inhibitoren jeweils gegen die intrazellulare cGMP Konzentration in Abwesenheit der
Inhibitoren getestet.
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Um den cGMP Transport durch hOAT2 néher zu untersuchen und zu testen, ob auch
mOat2 in der Lage ist, cGMP zu transportieren, wurden Transportversuche mit den
hOAT2- und mOat2-exprimierenden Zelllinien sowie der Kontrollzelllinie mit cGMP
durchgefuihrt. Zum einen wurde eine Gesamtkonzentration von 2 uM cGMP
eingesetzt, zum anderen eine deutlich geringere Konzentration von 5 nM, welche
ungefahr der humanen Plasmakonzentration von cGMP entspricht (Zhao et al. 2020).
Zusatzlich wurde der cGMP Transport auch in Anwesenheit eines hOAT2 / mOat2-
Inhibitors (Ketoprofen oder BSP) gemessen, um zu zeigen, dass ein beobachteter
intrazellularer cGMP Anstieg in den Transporter-exprimierenden Zelllinien auch
spezifisch auf hOAT2 bzw. mOat2 zurlckzufuhren war. Die Ergebnisse des
Transportversuches sind in Abbildung 11 gezeigt.

Bei einer cGMP Konzentration von 2 pM konnte sowohl in den hOAT2- als auch in den
mOat2-exprimierenden Zellen ein Anstieg in der intrazellularen cGMP Konzentration
nach 1 sowie nach 10 Minuten beobachtet werden, wobei die intrazellulare cGMP
Konzentration in beiden Zelllinien nach 10 Minuten deutlich héher war als nach 1
Minute (s. Abb. 11 A/ A"). Die Kontrollzellen zeigten lediglich eine im Vergleich zu den
Transporter-transfizierten Zellen sehr geringe intrazellulare cGMP Konzentration, der
Unterschied zu den hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden Zellen war fur beide
Zeitpunkte signifikant. Im Vergleich zu der hOAT2-exprimierenden Zelllinie war die
intrazellulare cGMP Konzentration in den mOat2-exprimierenden Zellen nach 1 und
10 Minuten Inkubation mit cGMP deutlich geringer, der cGMP Transport durch mOat2
war also deutlich sichtbar, aber weniger stark ausgepragt als der durch hOAT2. In
Anwesenheit eines hOAT2 / mOat2-Inhibitors war der intrazellulare cGMP Spiegel
nach beiden Inkubationszeiten jeweils signifikant niedriger als der der Zellen, welche
nur mit cGMP inkubiert worden waren und nur minimal hdher als der der Kontrollzellen.
Der beobachtete cGMP Transport liel3 sich demnach durch die Inhibition von hOAT2
bzw. mOat2 hemmen.

Bei einer cGMP Konzentration von 5 nM konnten sehr dhnliche Ergebnisse beobachtet
werden (s. Abb. 11 B/ B'). Die intrazellulare cGMP Konzentration der Transporter-
exprimierenden Zelllinien war nach beiden Inkubationszeiten ebenfalls signifikant
hoher als die der Kontrollzellen, wobei die cGMP Konzentration ebenfalls mit
steigender Inkubationszeit anstieg. Der cGMP Transport durch mOat2 war weniger
stark ausgepragt als durch hOAT2, was sich durch eine deutlich niedrigere

intrazellulare Konzentration von cGMP in den mOat2- im Vergleich zu den hOAT2-
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exprimierenden Zellen nach beiden Inkubationszeiten auf3erte. Der Transport von
cGMP durch hOAT2 und mOat2 konnte durch die Zugabe eines hOAT2 / mOat2-

Inhibitors gehemmt werden.
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Abbildung 11: hOAT2 und mOat2 transportieren cGMP
hOAT2- bzw. mOat2-exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen wurden mit
cGMP (2 uM in A und A' oder 5 nM in B und B') in Abwesenheit sowie in Anwesenheit
eines hOAT2 / mOat2-Inhibitors (1000 uM Ketoprofen oder 100 uM BSP) fir 1 und 10

Minuten inkubiert.

AnschlieRend wurde die

gemessen. Die Versuche wurden als Dreifachbestimmung durchgefihrt.
Signifikante Unterschiede sind mit gekennzeichnet (*), wenn nicht durch Linien anders
gekennzeichnet, wurde gegen die Kontrollzellen getestet.
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Zur umfassenden Charakterisierung des cGMP Transportes durch hOAT2 und mOat2
wurden zeit- und konzentrationsabhangige Transportversuche mit cGMP durchgefihrt
(s. Abb. 12).

Fur beide Zelllinien liel3 sich ein deutlicher, zeitabhangiger Anstieg der intrazellularen
cGMP Konzentration der Transporter-exprimierenden Zelllinie beobachten, die
Kontrollzellen zeigten nur einen marginalen Anstieg. Der Anstieg der intrazellularen
cGMP Konzentration der hOAT2-exprimierenden Zellen (s. Abb. 12 A) zeigte mit
steigender Inkubationszeit eine eintretende Sattigung, welche bei den mOat2-
exprimierenden Zellen (s. Abb. 12 B) nicht beobachtet werden konnte. Wie bereits bei
den oben beschriebenen Transportversuchen beobachtet, war erneut der cGMP
Transport durch mOat2 weniger stark ausgepréagt als durch hOAT2.

Fur beide Zelllinien lield sich auch ein deutlicher konzentrationsabhangiger Anstieg in
der intrazellularen cGMP Konzentration der Transporter-exprimierenden Zelllinie
beobachten (s. Abb. 12 C). Dieser Anstieg wurde mit steigenden Konzentrationen
schwécher, die eintretende Sattigung war allerdings in den hOAT2-exprimierenden
Zellen starker zu beobachten als in den mOat2-exprimierenden Zellen. Die
Kontrollzellen zeigten mit steigender eingesetzter cGMP Konzentration nur einen
marginalen Anstieg der intrazellularen cGMP Konzentration. Der
konzentrationsabh&ngige cGMP Transport durch mOat2 war erneut weniger stark
ausgepragt als der durch hOAT2. Es wurden folgende kinetischen Konstanten
bestimmt (s. Abb. 12 D): Km-Wert hOAT2 104,7 £6,3 uM, Km-Wert mOat2
1333 + 252,4 uM, Vmax-Wert hOAT2 4888 + 80,18 pmol * mg Proteint * min, Vmax-
Wert mOat2 3457 + 412,3 pmol * mg Protein't * min-t.
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Abbildung 12: Zeit- und konzentrationsabhangiger cGMP Transport durch
hOAT2 und mOat2
hOAT2- bzw. mOat2-exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen wurden mit
2 UM cGMP fur 30 s, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min und 40 min inkubiert
(A, B). Fur die konzentrationsabhé&ngigen Transportversuche (C) wurde eine
Inkubationszeit im linearen Anstieg der zeitabhangigen Transporte von 5 Minuten und
die folgenden cGMP Konzentrationen gewahlt: 0,5 uM, 1 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM
und 1000 puM. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde jeweils die intrazellulare cGMP
Konzentration gemessen. Die Versuche wurden als Dreifachbestimmung durchgefuhrt
und die kinetischen Konstanten Km und Vmax bestimmt (D). cGMP Strukturformel:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Cyclic-guanosine-monophosphate#secti
on=2D-Structure
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Um zu Uberprifen, ob cGMP durch hOAT2 bidirektional transportiert werden kann,
wurde eine Messung des Effluxes von cGMP mit der hOAT2-exprimierenden und der
Kontrollzelllinie durchgefuhrt (s. Abb. 13).

In Abwesenheit eines Inhibitors wurde in den hOAT2-exprimierenden Zellen ein
zeitabhangiger Anstieg in der cGMP Konzentration im Uberstand gemessen. In
Anwesenheit des Inhibitors wurde dieser Anstieg nicht beobachtet (s. Abb. 13 A). Die
intrazellulare cGMP Konzentration (s. Abb. 13 B) war in den Kontrollzellen sowohl mit
als auch ohne Inhibitorbehandlung sehr niedrig. In den hOAT2-exprimierenden Zellen
wurden sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit des Inhibitors hohe
intrazellulare cGMP Konzentrationen gemessen. Dennoch war eine signifikante
Steigerung der intrazellularen cGMP Konzentration in den mit Inhibitor behandelten im

Vergleich zu den ohne Inhibitor behandelten hOAT2-exprimierenden Zellen zu

beobachten.
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Abbildung 13: Bidirektionaler Transport von cGMP durch hOAT2

hOAT2-exprimierende HEK293 Zellen und Kontrollzellen wurden fur 1 Stunde mit
cGMP (2 uM) vorbeladen und anschlie3end mit neuem Puffer oder neuem Puffer und
dem hOAT2-Inhibitor Ketoprofen versetzt. Die cGMP Konzentration im Uberstand
wurde nach 1, 5 und 10 Minuten gemessen (A). Nach Ablauf der 10 Minuten wurde
auRerdem die intrazellulare cGMP Konzentration bestimmt (B). Die Versuche wurden
als Dreifachbestimmung durchgeflhrt. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet

(*).
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Um zu untersuchen, ob auf3er hOAT2 noch weitere sinusoidale Aufnahmetransporter
in der humanen Leber cGMP transportieren konnen, wurden cGMP Transportversuche
mit Zelllinien, die jeweils einen der fur den Anzneistofftransport hauptverantwortlichen
8 humanen sinusoidalen Aufnahmetransporter exprimierten, sowie der Kontrollzelllinie
durchgefuhrt.

Alle Zelllinien wurden zunachst mittels Immunfluoreszenz mit einem jeweils gegen den
von der Zelllinie exprimierten Transporter gerichteten Antikorper im Vergleich zu den
Kontrollzellen gefarbt, um die Expression des jeweiligen Transporters in jeder der
Zelllinien nachzuweisen. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz sind in Abbildung
14 A-H dargestellt. Jede der 8 Zelllinien zeigte eine deutliche Farbung des jeweiligen
Transporters in den Zellmembranen, wahrend die Kontrollzellen keine Féarbung der 8
Transporter erkennen liel3en.

Im Transportversuch mit cGMP zeigten nur die hOAT2-exprimierenden Zellen einen
signifikanten Anstieg in der intrazellularen cGMP Konzentration im Vergleich zu den
Kontrollzellen (s. Abb. 14 1). Die intrazellulare cGMP Konzentration war hierbei, wie
schon zuvor beobachtet (s. Abb. 11), nach 10 Minuten deutlich héher als nach 1
Minute Inkubationszeit. Keine der anderen 7 Zelllinien zeigte einen Anstieg der
intrazellularen cGMP Konzentration. Lediglich die hOCT1- und die hOCTS3-
exprimierenden Zellen zeigten nach 10 Minuten Inkubation eine signifikante Reduktion
der intrazellularen cGMP Konzentration im Vergleich zu den 10 Minuten inkubierten
Kontrollzellen. Die hOAT2-exprimierende Zelllinie war demnach von allen

untersuchten Zelllinien die einzige, welche einen Transport von cGMP zeigte.
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Abbildung 14: hOAT2 transportiert cGMP als einziger sinusoidaler
Aufnahmetransporter

Es wurden Immunfluoreszenzfarbungen und Transportversuche mit 8 Zelllinien,
welche jeweils einen sinusoidalen Aufnahmetransporter exprimierten, und der
Kontrollzelllinie durchgefihrt. Die Farbungen der Transporter-exprimierenden Zellen
(A, B, C, D, E,F, G, H) und der Kontrollzelllinie (A, B, C, D, E, F, G, H) wurden mit
Antikorpern, welche gegen die von den Zelllinien exprimierten Transporter gerichtet
waren (s. Tab. 6), durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mittels Hoechst 34580 angefarbt
(Nuclei, blaue Farbung). Fur den Transportversuch wurden die Zellen mit 10 uM cGMP
fur 1 und 10 Minuten inkubiert und anschlie@end die intrazellularen cGMP
Konzentrationen gemessen. Die Versuche wurden als Dreifachbestimmung
durchgefihrt (1). Signifikante Unterschiede (getestet gegen die Kontrollzellen) sind
gekennzeichnet (*).
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ii Xanthin als prototypisches Substrat von hOAT?2

Xanthin wurde von Yamada und Kollegen als prototypisches Substrat von hOAT2
erwahnt (Yamada et al. 2014), der zeit- und konzentrationsabhangige Transport dieses
Substrates durch hOAT2 wurde allerdings bisher nicht gezeigt. Zur umfassenden
Untersuchung des Transportes von Xanthin durch hOAT2, sowie zur Klarung, ob auch
mOat2 Xanthin transportieren kann, wurden verschiedene Transportversuche mit den

hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden Zelllinien und Xanthin durchgefihrt.

Zunachst wurde ein Transportversuch durchgefihrt, um zu testen, ob beide
Transporter-exprimierenden Zelllinien Xanthin transportieren (s. Abb. 15 A). Die
hOAT2-exprimierenden Zellen zeigten nach beiden Inkubationszeiten einen
signifikanten Anstieg der intrazellularen Xanthin Konzentration im Vergleich zu den
Kontrollzellen, wobei die Xanthin Konzentration nach 10 Minuten héher war als nach
1 Minute. Die mOat2-exprimierenden Zellen zeigten keinen Anstieg der intrazellularen
Xanthin Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen, mOat2 zeigte demnach
keinen Xanthin Transport.

Da nur hOAT2 Xanthin transportierte, wurde nur hierfir die Zeit- und
Konzentrationsabhangigkeit bestimmt (s. Abb. 15 B-D). Die hOAT2-exprimierenden
Zellen zeigten einen deutlichen, zeitabhangigen, die Kontrollzellen nur einen
marginalen Anstieg der intrazellularen Xanthin Konzentration (s. Abb. 15 B). Der
Anstieg in den hOAT2-exprimierenden Zellen zeigte mit steigender Inkubationszeit
eine eintretende Sattigung. Die hOAT2-exprimierenden Zellen zeigten aul3erdem
einen konzentrationsabhangigen Anstieg in der intrazellularen Xanthin Konzentration,
welcher mit steigender Konzentration schwacher wurde (s. Abb. 15 C). Die
Kontrollzellen zeigten einen nur marginalen Anstieg in der intrazellularen Xanthin
Konzentration. Es wurden folgende kinetischen Konstanten bestimmt (s. Abb. 15 D):
Km-Wert: 211,9 £71,7 uM, Vmax-Wert: 1006 £141,2 pmol * mg Protein* * min-t.
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Abbildung 15: hOAT2, aber nicht mOat2 transportiert Xanthin zeit- und
konzentrationsabhangig

hOAT2- bzw. mOat2-exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen wurden mit
1 pM Xanthin fir 1 und 10 Minuten inkubiert und anschlie3end die intrazellularen
Xanthin Konzentrationen gemessen. Der Versuch wurde als Dreifachbestimmung
durchgefiihrt (A). Die Zellen wurden auRerdem mit 1 uM Xanthin fir 30 s, 1 min, 2 min,
5min und 10 min inkubiert und anschlieBend die intrazellularen Xanthin
Konzentrationen gemessen (B). Weiterhin wurden die Zellen fur 1 Minute mit den
folgenden Xanthin Konzentrationen inkubiert: 0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 uM, 250 uM
und 500 uM und nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die intrazellulare Xanthin
Konzentration gemessen (C). Die in B und C gezeigten Versuche wurden zweimal
jeweils als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Mithilfe der Ergebnisse aus C wurden
die kinetischen Konstanten Km und Vmax bestimmt (D). Signifikante Unterschiede
(getestet gegen die Kontrollzellen) sind gekennzeichnet (*). Xanthin Strukturformel:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/1188#section=2D-Structure
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Um herauszufinden ob auf3er hOAT2 noch weitere sinusoidale Aufnahmetransporter
in der humanen Leber Xanthin transportieren koénnen, wurden Xanthin
Transportversuche mit Zelllinien, die jeweils einen der der fir den Anzneistofftransport
hauptverantwortlichen 8 humanen sinusoidalen Aufnahmetransporter exprimierten
(s. Abb. 14 A-H), sowie der Kontrollzelllinie durchgefiihrt. Einzig die hOAT2-
exprimierenden Zellen zeigten hierbei einen im Vergleich zu den Kontrollzellen
signifikanten Anstieg der intrazellularen Xanthin Konzentration (s. Abb. 16). Hierbei
war die intrazellulare Xanthin Konzentration nach 10 Minuten deutlich héher als nach
1 Minute. Die anderen 7 Zelllinien zeigten keinen Anstieg der intrazellularen Xanthin
Konzentration nach 1 oder 10 Minuten. Wie schon zuvor fir cGMP als Substrat
beschrieben, war von allen untersuchten Zelllinien die hOAT2-exprimierende Zelllinie

die einzige, welche einen Transport von Xanthin ermdglichte.

60
1 1 min

Bl 10 min

N
T

Xanthin Transport
[pmol / mg Protein]
N
<

O_Jfl,' "'l ﬁl ni ﬁ' all nli o |
\G «"lf ,<\ ,\N ,<b Q'\ @ e’\ (’Q
\'50 Ov. 0?‘ QQO ‘QO «Q\ «Q\ «Qq' é&
X ¥
AR AN )

+O

Abbildung 16: hOAT2 transportiert Xanthin als einziger sinusoidaler
Aufnahmetransporter

Transporter-exprimierende HEK293 Zellen sowie Kontrollzellen wurden mit 1 puM
Xanthin fir 1 und 10 Minuten inkubiert und anschlieBend die intrazellularen Xanthin
Konzentrationen bestimmt. Der Versuch wurde zweimal als Dreifachbestimmung
durchgefthrt. Signifikante Unterschiede (getestet gegen die Kontrollzellen) sind
gekennzeichnet (*).
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3.1.1.3 Identifizierung neuer endogener hOAT2 / mOat2 Substrate

Zur ldentifizierung neuer endogener Substrate fur die Transportproteine hOAT2 und
mOat2 wurden Transportversuche mit den hOAT2- bzw. mOat2-exprimierenden
Zelllinien sowie der Kontrollzelllinie und verschiedenen Pterinen durchgefihrt. Da
zuvor schon gezeigt wurde, dass die in der Niere exprimierten organischen
Anionentransporter OAT1 und OAT3 Dihydrobiopterin und Tetrahydrobiopterin
transportieren und damit vermutlich die Aufnahme der Substanzen in die Niere
vermitteln (Ohashi et al. 2016; Ohashi et al. 2017), vermuteten wir, dass OAT2 diese
Aufgabe in der Leber Uubernimmt. Es wurden die 5 Pterine Neopterin,
Dihydroneopterin, Biopterin, Dihydrobiopterin und Tetrahydrobiopterin in Abwesenheit
sowie in Anwesenheit des hOAT2 / mOat2-Inhibitors BSP getestet (s. Abb. 17).
Zusammengefasst konnten mittels des Transportversuches zeitabhéngige Anstiege
sowohl der intrazellularen Neopterin-, Biopterin- und Dihydrobiopterin Konzentrationen
von hOAT2- und mOat2-exprimierenden Zellen als auch der intrazellularen
Dihydroneopterin- und  Tetrahydrobiopterin ~ Konzentrationen von hOAT2-
exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Dieser Neopterin-, Biopterin- und
Dihydrobiopterin Transport durch hOAT2- und mOat2-exprimierende Zellen sowie der
Dihydroneopterin- und Tetrahydrobiopterin Transport durch hOAT2-exprimierende
Zellen konnte in allen Fallen durch den hOAT2 / mOat2-Inhibitor BSP gehemmt
werden. Die genauen Ergebnisse fur die einzelnen Substanzen sind nachfolgend
beschrieben.

Fur Neopterin (s. Abb. 17 A) zeigten die hOAT2-exprimierenden Zellen nach 1 und 10
Minuten, die mOat2-exprimierenden Zellen nach 10 Minuten einen signifikanten
Anstieg der intrazellularen Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen, wobei die
intrazellulare Neopterin Konzentration in den mOat2-exprimierenden Zellen deutlich
geringer war als in den hOAT2-exprimierenden Zellen. Wurden die Transporter-
exprimierenden Zellen mit Inhibitor inkubiert, zeigten die hOAT2-Zellen einen
signifikanten Ruckgang der intrazellularen Neopterin Konzentration im Vergleich zur
Abwesenheit des Inhibitors nach 1 und 10 Minuten, die mOat2-Zellen nur nach 10
Minuten Inkubationszeit.

Fur Dihydroneopterin (s. Abb. 17 B) zeigten die hOAT2-exprimierenden Zellen, aber
nicht die mOat2-exprimierenden Zellen, einen signifikanten Anstieg der intrazelluléaren
Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 1 und 10 Minuten. Wurden die

hOAT2-exprimierenden Zellen mit Inhibitor inkubiert, zeigten sie einen signifikanten
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Ruckgang der intrazellularen Dihydroneopterin Konzentration im Vergleich zur
Abwesenheit des Inhibitors nach 1 und 10 Minuten Inkubationszeit.

Fur Biopterin (s. Abb. 17 C) zeigten die hOAT2- und die mOat2-exprimierenden Zellen
einen signifikanten Anstieg in der intrazellularen Konzentration im Vergleich zu den
Kontrollzellen nach 1 und 10 Minuten, wobei die intrazellulare Neopterin Konzentration
in den mOat2-exprimierenden Zellen deutlich geringer war als in den hOAT2-
exprimierenden Zellen. Wurden die Transporter-exprimierenden Zellen mit Inhibitor
inkubiert, zeigten sie bei beiden Zelllinien einen signifikanten Rickgang der
intrazellularen Biopterin Konzentration im Vergleich zur Abwesenheit des Inhibitors
nach 1 und 10 Minuten Inkubationszeit.

Fur Dihydrobiopterin (s. Abb. 17 D) zeigten die hOAT2- und die mOat2-
exprimierenden Zellen einen signifikanten Anstieg der intrazellularen Konzentration im
Vergleich zu den Kontrollzellen nach 10 Minuten, nicht aber nach 1 Minute
Inkubationszeit. Die intrazellulare Dihydrobiopterin Konzentration war hierbei in den
mOat2-exprimierenden Zellen deutlich geringer als in den hOAT2-exprimierenden
Zellen. Wurden die Transporter-exprimierenden Zellen mit Inhibitor inkubiert, zeigten
sie einen signifikanten Rickgang der intrazellularen Dihydrobiopterin Konzentration im
Vergleich zur Abwesenheit des Inhibitors nach 10 Minuten, nicht aber nach 1 Minute
Inkubationszeit.

Fur Tetrahydrobiopterin (s. Abb. 17 E) zeigten nur die hOAT2-exprimierenden Zellen,
aber nicht die mOat2-exprimierenden Zellen einen signifikanten Anstieg der
intrazellularen Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 10 Minuten, nicht
aber nach 1 Minute Inkubationszeit. Die mOat2-exprimierenden Zellen zeigten nach 1
Minute, nicht aber nach 10 Minuten eine signifikante Reduktion in der intrazelluléaren
Tetrahydrobiopterin Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen. Wurden die
hOAT2-exprimierenden Zellen mit Inhibitor inkubiert, zeigten sie einen signifikanten
Ruckgang der intrazellularen Tetrahydrobiopterin Konzentration im Vergleich zur

Abwesenheit des Inhibitors nach 1 und 10 Minuten Inkubationszeit.
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Abbildung 17:

hOAT2 und mOat2 transportieren verschiedene Pterine

hOAT2- bzw. mOat2-exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen wurden

entweder nur m

it dem jeweiligen Pterin (10 uM) oder mit dem jeweiligen Pterin und

dem hOAT2 / mOat2-Inhibitor BSP (100 uM) far 1 und 10 Minuten inkubiert.
Anschlieiend wurde die intrazellulare Konzentration des jeweiligen Pterins mittels
Massenspektrometrie gemessen. Die Versuche wurden jeweils zweimal als
Dreifachbestimmung durchgefihrt. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet
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(* = getestet gegen Kontrollzellen, # = getestet gegen hOAT2-exprimierende Zellen
ohne BSP, + =getestet gegen mOat2-exprimierende Zellen ohne BSP).
Strukturformeln:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/135398721#section=2D-Structure,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/135398602#section=2D-Structure,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/icompound/13544951 7#section=2D-Structure,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/135398687#section=2D-Structure,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/icompound/135402045#section=2D-Structure

Da Neopterin eine klinisch wichtige Rolle in der Immunreaktion des Menschen spielt
und in Patienten mit Autoimmunkrankheiten oder Krebsleiden erhdhte
Neopterinspiegel gemessen wurden (Asano et al. 1997; Kohlmeier 2015; Prasanna et
al. 2017), sollte der Neopterin Transport durch hOAT2 umfassend charakterisiert
werden. Hierfir wurden zeit- und konzentrationsabhéngige Transportversuche
durchgefiihrt (s. Abb. 18). Die hOAT2-exprimierenden Zellen zeigten einen deutlichen,
zeitabhéngigen Anstieg der intrazellularen Neopterin Konzentration, welcher mit
steigender Inkubationszeit eine Sattigung erreichte, die Kontrollzellen zeigten einen
solchen Anstieg nicht (s. Abb. 18 A).

Fur den konzentrationsabhéngigen Transportversuch  wurden  Neopterin
Konzentrationen bis 50 uM gewéhlt, hohere Konzentrationen konnten aufgrund der
begrenzten Loslichkeit von Neopterin in DMSO nicht getestet werden. Die hOAT2-
exprimierenden Zellen zeigten einen deutlichen, konzentrationsabhéngigen Anstieg
der intrazellularen Neopterin Konzentration, allerdings konnte mit den getesteten
Konzentrationen keine Sattigung des Transportes erreicht werden (s. Abb. 18 B). Die
Kontrollzellen zeigten keinen Anstieg in der intrazellularen Neopterin Konzentration.
Aufgrund der nicht erreichten Sattigung konnten mithilfe des
konzentrationsabhangigen Transportversuches keine kinetischen Konstanten fur
hOAT2 bestimmt werden. Es ist davon auszugehen, dass der Km-Wert Gber der
hochsten getesteten Konzentration von 50 pM liegt.
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Abbildung 18: Zeit- und konzentrationsabhéngiger Transport von Neopterin
durch hOAT2

hOAT2-exprimierende HEK293 Zellen bzw. Kontrollzellen wurden mit 10 uM Neopterin
fur 1 min, 5 min, 10 min, 20 min und 30 min inkubiert (A). Die Zellen wurden auf3erdem
fur 5 Minuten mit den folgenden Neopterin Konzentrationen inkubiert: 0,1 pM, 1 pM,
5uM, 10 uM, 25 uyM und 50 uM (B). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
intrazellulare Neopterin Konzentration mittels Massenspektrometer bestimmt. Die
Versuche wurden jeweils zweimal als Dreifachbestimmung durchgefihrt.

3.1.2 Zelltypspezifische hepatische Expression von hOAT2, anderen cGMP
Transportproteinen und wichtigen cGMP Signalwegkomponenten

hOAT?2 scheint der einzige hepatische sinusoidale Aufnahmetransporter fir cGMP im
Menschen zu sein (s. Abb. 14). Welche Rolle hOAT2 aber im cGMP Signalweg spielt
und welchen Stellenwert das Transportprotein in diesem Signalweg einnimmt, ist
bisher nicht geklart. Zur Untersuchung des cGMP Signalweges in humaner Leber
wurde die Expression von cGMP Signalwegkomponenten und cGMP
Transportproteinen in drei verschiedenen Leberzelltypen untersucht. Hierfir wurde
mithife  von  Human  Transcriptome 2.0 Arrays eine genomweite
Genexpressionsanalyse von primaren humanen sinusoidalen Endothelzellen sowie
Ito-Zellen durchgefuhrt und die mRNA Expressionsdaten fir verschiedene cGMP
Signalwegkomponenten wurden aus den beiden Datensétzen extrahiert. Diese
Zelltypen weisen beide eine Beteiligung am cGMP Signalweg der Leber auf und
wurden daher fUr diesen Versuch als Vertreter der nicht-parenchymalen Leberzellen
ausgewahlt (Franko et al. 2018; Gracia-Sancho et al. 2021; Hall et al. 2019). Fir die
Analyse der Expression in primaren humanen Hepatozyten wurden o6ffentlich

zugangliche Daten eines Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays verwendet (Hart et al.
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2010) (s. Abb. 19). Waren die log2-Werte gréRer als 3, wurde von einer relevanten
Expression des zugehdrigen Gens ausgegangen.

Die Transkripte drei verschiedener Guanylatzyklasen, welche die Generierung von
cGMP vermitteln, konnten in allen Zelltypen nachgewiesen werden. In den Ito-Zellen
und in den sinusoidalen Endothelzellen konnten aufRerdem die Transkripte von 7
verschiedenen cGMP-degradierenden Phosphodiesterasen (PDEs) nachgewiesen
werden, wahrend in den Hepatozyten nur PDE3B, PDE9A und PDE11A exprimiert
wurden.

Die Ito-Zellen und die sinusoidalen Endothelzellen wiesen mRNA von drei
Untereinheiten der zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanéle (cyclic nucleotide-
gated channel, CNG), die Hepatozyten lediglich die von CNGAL1 auf. Die mRNA der
cGMP-abhéangigen Proteinkinasen PRKG1 und PRKG2 konnte wiederum nur in Ito-
Zellen und sinusoidalen Endothelzellen nachgewiesen werden.

Die Transkripte des cGMP Effluxtransporters MRP4 (ABCC4) sowie des
Aufnahmetransporters hOAT2 (SLC22A7) wurden in allen drei Zelltypen
nachgewiesen, die Ito-Zellen und sinusoidalen Endothelzellen wiesen zusétzlich noch
die Expression des Effluxtransporters MRP5 (ABCC5) auf.
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Abbildung 19: Zelltypspezifische Expression von Komponenten des cGMP
Signalwegs in der Leber

Die mRNA Expression verschiedener cGMP Signalwegkomponenten und cGMP
Transporter wurde in humanen primaren Ito-Zellen und sinusoidalen Endothelzellen
mittels Microarrays bestimmt. Pro Zelltyp wurde ein Microarray durchgefuihrt. Die so
generierten Daten wurden mit von Hart und Kollegen beschriebenen RNA-Microarray
Daten von primaren humanen Hepatozyten verglichen (Hart et al. 2010). Es wurde die
MRNA Expression verschiedener Gene, welche im Rahmen der cGMP Generierung
(A, Guanylatzyklasen (NPR, GUCY)), der cGMP Degradierung (B,
Phosphodiesterasen (PDE)) und des cGMP Transportes (D) eine Rolle spielen, sowie
verschiedener cGMP Effektorgene (C, zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle
(CNG), cGMP-abhangige Proteinkinasen, PRKG) untersucht. Waren die log2-Werte
groRer als 3 (schwarze Linie), wurde von einer relevanten Expression des zugehdrigen
Gens ausgegangen.
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3.1.3 In vivo Charakterisierung von mOat2 mittels einer neu generierten
globalen mOat2-Knockout Mauslinie

3.1.3.1 Systematische Analyse der Expression von Slc22a7 der Maus

Die Expression von Slc22a7 der Maus wurde umfassend durch qPCR mithilfe des
TissueScan Mouse Normal cDNA Arrays untersucht (s. Abb. 20). Hierbei handelt es
sich um eine praparierte qPCR-Platte, in welcher sich definierte Mengen cDNA aus
verschiedenen Mausgeweben und Organen befinden. Die starkste mSic22a7 mRNA
Expression wurde fiur das Leber- und Nierengewebe detektiert. Eine ungleich
schwéchere, aber dennoch erkennbare mSic22a7 mRNA Expression liel3 sich in
Hodengewebe finden. Die Expression in Hodengewebe war 19fach geringer als im

Lebergewebe. In allen anderen Geweben wurde keine mSic22a7 mRNA detektiert.
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Abbildung 20: Gewebespezifische Expression von mSic22a7 in der Maus.

Eine gPCR mit dem mSlic22a7 TagMan Assay (Mm00460672_m1) wurde mit cDNA
aus verschiedenen Mausgeweben und Organen durchgefiihrt. Die relative mSlc22a7
mRNA Expression wurde mithilfe der Formel: 2 ~tbestimmt.
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3.1.3.2 Generierung und Etablierung der Mauslinie

Um die physiologische Rolle von OAT2 im Organismus zu untersuchen, wurde eine
Mauslinie mit einem globalen Funktionsverlust von mOat2 etabliert (mOat2-Knockout).
Hierfur wurde das Cre-Lox System genutzt, welches in Abschnitt 2.2.2.1 und
Abbildung 4 schematisch erklart wird. Die genaue Vorgehensweise bei der
Generierung der Mauslinie ist ebenfalls in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben und eine

schematische Darstellung in Abbildung 7 gezeigt.

Um die neu generierte Mauslinie zu charakterisieren, wurden jeweils 2-4 mannliche
und weibliche Kontrolltiere sowie heterozygote und homozygote mOat2-Knockout
Tiere im Alter von 8, 16 und 24 Wochen begutachtet, gewogen, getdtet und Blut sowie
die Organe fur verschiedene Analysen enthnommen. Insgesamt wurden so 62 Tiere fur
die Charakterisierung der Mauslinie verwendet. Die GroRe der einzelnen
Versuchsgruppen ist in Tabelle 24 gezeigt. Da die Gruppengrol3en mit teilweise nur 2
Tieren pro Gruppe relativ klein waren, wurde bei den mit dieser Mauslinie
durchgefiuihrten Versuchen keine statistische Auswertung durchgefiihrt. Die

Tendenzen sind dennoch klar zu erkennen.
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Tabelle 24: GroRe der einzelnen Versuchsgruppen bei der Charakterisierung der
mOat2-Knockout Mauslinie

Fur die Charakterisierung der mOat2-Knockout Mauslinie wurden Blut und Organe von
jeweils 2-4 Kontrolltieren bzw. heterozygoten sowie homozygoten Knockout Tieren im
Alter von 8, 16 und 24 Wochen entnommen und fur verschiedene Analysen verwendet.
Dies geschah fir das mannliche sowie das weibliche Geschlecht, was eine
Gesamttierzahl von 62 verwendeten Tieren ergab.

Alter der Tiere Geschlecht der Tiere | Genotyp der Tiere | Anzahl Tiere

8 Wochen Mannchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

Homozygoter KO

Weibchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

Homozygoter KO

16 Wochen Mannchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

Homozygoter KO

Weibchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

Homozygoter KO

24 \Wochen Mannchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

Homozygoter KO

Weibchen Kontrolltiere

Heterozygoter KO

| B W N W W RN R RN DD WA

Homozygoter KO
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3.1.3.3 Phanotypische Charakterisierung der Mauslinie

Fur eine erste phanotypische Charakterisierung der Mauslinie wurden Korpergewicht
und Lebergewicht der Mause sowie der Anteil des Lebergewichts am gesamten
Korpergewicht bestimmt und die verschiedenen Versuchsgruppen hinsichtlich dieser
GroRen miteinander verglichen (s. Abb. 21).

Korper- sowie Lebergewicht stiegen mit zunehmendem Alter der Tiere unabhangig
vom Genotyp der Versuchsgruppen an. Generell lie3 sich trotz einiger geringfugiger
Schwankungen in Korpergewicht, Lebergewicht oder Anteil des Lebergewichts am
Korpergewicht weder bei den mannlichen noch bei den weiblichen Tieren zu keinem
der gewahlten Zeitpunkte ein deutlicher Unterschied zwischen Kontrolltieren,

heterozygoten Knockout Tieren und homozygoten Knockout Tieren erkennen.

| Kérpergewicht (KG) || Lebergewicht(LG) ||  Anteil LG an KG
A 40 A.z.u-

%

g
1
=
n
-3
1

Gewicht [g]
8

Gewicht [g]
=

X
L

k=1
i
Anteil Leber an
Kérpergewicht [%]
.

8 Wochen

w
8
0

Gewicht [g]

Anteil Leber an
Korpergewicht [%]
DI-I -

o
Q
Q

Gewicht [g]
8
Gewicht [g]
5

0.5+

Anteil Leber an
Kérpergewicht [%]
F

24 Wochen

0.0-

[ Kontrolle het KO Hl hom KO

106



Ergebnisse

Abbildung 21: mOat2-Knockout Mause zeigen keine Aufféalligkeiten in Korper-
und Lebergewicht

Fur eine erste phanotypische Charakterisierung der Mauslinie wurden Korpergewicht,
Lebergewicht sowie der Anteil des Lebergewichts am gesamten Kérpergewicht von
jeweils 2-4 (s. Tab. 24) méannlichen und weiblichen Kontrolltieren bzw. heterozygoten
(het KO) sowie homozygoten mOat2-Knockout (hom KO)Tieren im Alter von 8, 16 und
24 Wochen bestimmit.

Die Lebern der Mause der verschiedenen Versuchsgruppen wurden daraufhin auf
morphologische Unterschiede zwischen den Genotypen untersucht (s. Abb. 22). Die
Lebern der Tiere wurden zunachst makroskopisch begutachtet. Hier konnten keine
Unterschiede zwischen den Lebern der Kontrolltiere und denen der heterozygoten
bzw. homozygoten mOat2-Knockout Tiere gefunden werden (exemplarisch gezeigt an
8 Wochen alten Tieren in Abb. 22 A).

FFPE-Gewebeschnitte des linken Leberlappens der 8 Wochen alten Kontroll- bzw.
homozygoten mOat2-Knockout Tiere wurden daraufhin von der Abteilung fir
Mauspathologie der Universitat Tdbingen einer H&E-Farbung unterzogen und
hinsichtlich ihrer Histologie begutachtet. Es lie3en sich keine Unterschiede in der
Leberhistologie zwischen den Kontrolltieren und den homozygoten mOat2-Knockout-
Tieren erkennen (exemplarisch an jeweils einem Kontroll- bzw. homozygoten
Knockout Tier gezeigt in Abb. 22 B u. C).
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A Kontrolle het mOat2 KO hom mOat2 KO

II Kontrolle I

mOat2 KO

- : DAY AR i LY, B Y.
Abbildung 22: Unauffallige Leberhistologie bei mOat2-Knockout Mausen
Lebern von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) méannlichen und weiblichen Kontrolltieren bzw.
heterozygoten (het mOat2 KO) sowie homozygoten (hom mOat2 KO) mOat2-
Knockout Tieren im Alter von 8, 16 und 24 Wochen wurden entnommen und
hinsichtlich ihrer Morphologie begutachtet (A, 8 Wochen alte Tiere). Aus dem linken
Leberlappen der 8 Wochen alten Kontroll- bzw. homozygoten mOat2-Knockout Tieren
wurden FFPE-Gewebeschnitte hergestellt, mit welchen von der Abteilung flr
Mauspathologie der Universitat Tubingen eine H&E-Farbung durchgefihrt wurde (B,
C, Bilder zur Verfugung gestellt von der Abteilung fur Mauspathologie der Universitat

Tldbingen).
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3.1.3.4 Klinische Chemie von Kontroll- und mOat2-Knockout Mausen

Zur weiteren Charakterisierung der mOat2-Knockout Mauslinie wurde vor der
Organentnahme Citratplasma aus den Méausen der verschiedenen Versuchsgruppen
gewonnen. Im Citratplasma wurden im Zentrallabor des Robert-Bosch-Krankenhauses
daraufhin 12 verschiedene Plasma-Parameter von den mannlichen und weiblichen 8
Wochen alten Kontroll- und homozygoten mOat2-Knockout Ma&ausen bestimmt
(s. Abb. 23). Als Parameter waren Gesamtprotein, Albumin, Kreatinin, Harnstoff,
Harnsaure, Triglyceride, Bilirubin, Aspartat-Aminotransferase, Alanin-
Aminotransferase, Laktat-Dehydrogenase, y-Glutamyltransferase sowie alkalische
Phosphatase gewahlt worden. Bei beiden Geschlechtern lie3 sich fur keinen der
bestimmten Parameter ein Unterschied zwischen Kontroll- und homozygoten mOat2-

Knockout Mausen erkennen.
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Abbildung 23: Unauffallige klinisch-chemische Parameter bei mOat2-Knockout
Mausen
Citratplasma wurde von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) mannlichen (blau) und weiblichen
(rosa) Kontrolltieren bzw. homozygoten mOat2-Knockout (hom KO) Tieren im Alter von
8 Wochen entnommen und im Zentrallabor des Robert-Bosch-Krankenhauses 12
verschiedene Laborparameter mit diesem bestimmt.
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3.1.3.5 Umfassende Charakterisierung der Mauslinie mittels verschiedener
molekularbiologischer Methoden

Um die neu generierte mOat2-Knockout Mauslinie umfassend zu charakterisieren,
wurden die Organe der Mause der verschiedenen Versuchsgruppen fur
unterschiedliche Analysen eingesetzt. Die Mauslinie wurde so auf DNA, RNA sowie
Proteinebene mit verschiedenen molekularbiologischen Methoden auf ihre mOat2

Expression untersucht.

i Charakterisierung der Mauslinie auf DNA Ebene

Um zu uberprifen, ob die mOat2-Knockout Mause wie erwartet den konstitutiven
Knockout von mOat2 aufwiesen, wurden verschiedene Gewebe genotypisiert. Die
Ergebnisse der Gewebegenotypisierung sind exemplarisch am Beispiel jeweils einer
mannlichen, 8 Wochen alten Kontroll-, heterozygoten Knockout und homozygoten
Knockout Maus in Abbildung 24 dargestellt. Es wurden fir jedes Gewebe zwei PCR
Reaktionen angesetzt, welche zum einen der Bestimmung des Actb-Cre-Genotyps
und zum anderen der Bestimmung des mOat2-Genotyps dienen sollten.

Alle Gewebe der Kontroliméuse konnten mittels beider PCRs als wildtypisch ftir Actb-
Cre und mOat2 bestimmt werden. Die Gewebe der heterozygoten Knockout-Mause
zeigten ebenfalls die wildtypische Actb-Cre Bande, fir mOat2 zeigten alle Gewebe
sowohl die Wildtyp als auch die Knockout Bande. Die homozygoten Knockout Mause

wiesen in allen Geweben den Actb-Cre-Wildtyp und den mOat2-Knockout auf.
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Abbildung 24: Genotypisierung verschiedener Gewebe von mOat2-Knockout
Mausen

Lysate von 12 unterschiedlichen, bei der Praparation von jeweils einer mannlichen 8
Wochen alten Kontroll-, heterozygoten und homozygoten mOat2-Knockout Maus (het
KO und hom KO) gewonnenen Geweben wurden mithilfe von zwei PCR-Reaktionen
genotypisiert. Bei der PCR-Reaktion zur Bestimmung des Actb-Cre-Genotyps
(Wildtyp: Bande bei 241 bp, Actb-Cre: Bande bei 187 bp) zeigten die Gewebe aller drei
Mause einen wildtypischen Genotyp. Bei der PCR zur Bestimmung des mOat2-
Genotyps (Wildtyp: Banden bei 253 und 181 bp, Knockout: Bande bei 313 bp) zeigten
alle Gewebe der Kontrollméause einen wildtypischen Genotyp, alle Gewebe der
heterozygoten mOat2-Knockout Mause den wildtypischen und den Knockout Genotyp
und alle Gewebe der homozygoten mOat2-Knockout Mause den Knockout Genotyp.
1 =Herz, 2 =Milz, 3 =Niere, 4 =Hoden, 5= Muskel, 6 =0sophagus, 7 = Magen,
8 = Duodenum, 9 = Jejunum, 10 = lleum, 11 = Gehirn, 12 = Leber,
NTC = Wasserkontrolle (non template control).
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ii Charakterisierung der Mauslinie auf RNA Ebene

Um nachzuweisen, dass in mOat2-Knockout Mausen keine mSic22a7 mRNA mehr
exprimiert wird, wurde die Expression von mSic22a7 mRNA in der Leber mittels gPCR
bestimmt. Die auf die Actb Expression bezogenen relativen mSic22a7
Expressionsunterschiede der 8, 16 und 24 Wochen alten Kontroll- sowie
heterozygoten und homozygoten mOat2-Knockout Méause sind in Abbildung 25
gezeigt.

Die mannlichen sowie die weiblichen Kontrollmause zeigten im Alter von 8, 16 und 24
Wochen eine deutliche Expression von mSilc22a7 mRNA. Die heterozygoten mOat2-
Knockout Méause zeigten zwischen den Geschlechtern und dem Alter der Mause
schwankende relative Expressionsunterschiede, die teilweise hoher, meistens aber
niedriger waren als die der Kontrollmause. Die homozygoten mOat2-Knockout Mause

zeigten keine mSlc22a7 mRNA Expression.
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Abbildung 25: Homozygote mOat2-Knockout Mause zeigen keine hepatische
mSlc22a7 mRNA Expression

RNA wurde aus Lebergewebe von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) m&nnlichen und weiblichen
Kontrolltieren bzw. heterozygoten (het mOat2 KO) sowie homozygoten (hom mOat2
KO) mOat2-Knockout Tieren im Alter von 8 (A), 16 (B) und 24 (C) Wochen gewonnen
und cDNA daraus synthetisiert. Eine gPCR mit dem mSic22a7 (Exon 4-5,
MmO00460672_m1) und dem mActb TagMan Assay (Mm02619580 gl1) wurde
durchgefuhrt. Die mSlc22a7 mRNA Expression wurde fur jede Probe auf die mActb
MRNA Expression bezogen und der relative Expressionsunterschied (fold change)
bestimmt.
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Da die mOat2-Knockout Mause in allen Geweben eine fehlende Expression von
mSlic22a7 mRNA aufweisen sollten, wurde auch mit aus Nierengewebe gewonnener
MRNA eine gqPCR zur Bestimmung der mSic22a7 Expression durchgefuhrt
(s. Abb. 26). Hierfir wurde Nierengewebe der 8 Wochen alten méannlichen und
weiblichen Kontroll- sowie homozygoten mOat2-Knockout Mause verwendet. Wie
schon im Lebergewebe (s. Abb. 25) beobachtet, zeigten die Kontrollmause auch im
Nierengewebe eine deutliche mSic22a7 mRNA Expression. Die homozygoten mOat2-

Knockout Mause zeigten keine mSic22a7 mRNA Expression.
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Abbildung 26: Fehlende renale mSic22a7 mRNA Expression in 8 Wochen alten
homozygoten mOat2-Knockout Mausen

RNA wurde aus Nierengewebe von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) mannlichen und weiblichen
Kontroll- bzw. homozygoten mOat2 Knockout (hom mOat2 KO) Méausen im Alter von
8 Wochen gewonnen und cDNA daraus synthetisiert. Eine gPCR mit dem mSlic22a7
(Exon 4-5, Mm00460672_m1) und dem mActb (Mm02619580 gl1) TagMan Assay
wurde durchgefiihrt. Die mSlc22a7 mRNA Expression wurde fur jede Probe auf die
mActb mMRNA Expression bezogen und der relative Expressionsunterschied (fold
change) bestimmt.
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Da durch die Generierung der mOat2-Knockout Mauslinie der Genabschnitt von Exon
2 bis 6 der mSIc22a7 Gensequenz durch die Cre-Rekombinase deletiert werden sollte,
wurde mit einer weiteren gPCR geklart, ob noch andere Exone in den mOat2-Knockout
Tieren exprimiert werden. Hierfir wurde RNA aus Lebergewebe der 8 Wochen alten
mannlichen und weiblichen Kontroll- und homozygoten mOat2-Knockout Mause
verwendet. Es wurden gPCRs mit dem mSlic22a7 (Exon 1-2), dem mSic22a7 (Exon 9-
10) und dem mActb TagMan Assay durchgefuihrt, um sowohl Bereiche vor als auch
nach der in den Knockout-Mausen ausgeschnittenen Gensequenz abzudecken
(s. Abb. 27). Die weiblichen sowie mannlichen Kontrollméause zeigten mit beiden
TagMan Assays eine deutliche mSic22a7 mRNA Expression. Die homozygoten
mOat2-Knockout Mause zeigten keine Expression der mRNA der Exone 1-2,
allerdings konnte eine deutliche Expression der Exone 9-10 bestimmt werden, wobei

der relative Expressionsunterschied sogar hoher war als der der Kontrolltiere.
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Abbildung 27: Hepatische mRNA Expression verschiedener mSic22a7-Exone in
mOat2-Knockout Mausen

RNA wurde aus Lebergewebe von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) m&nnlichen und weiblichen
Kontrolltieren bzw. homozygoten mOat2-Knockout (hom mOat2 KO) Tieren im Alter
von 8 Wochen gewonnen und cDNA daraus synthetisiert. Eine gPCR mit dem
mSlc22a7 (Exon 1-2, Mm00460669 gl) (A), dem mSlc22a7 (Exon 9-10,
MmO01281500_gl1) (B) und dem mActb (Mm02619580 gl1) TagMan Assay wurde
durchgefuhrt. Die mSlc22a7 mRNA Expression wurde fur jede Probe auf die mActb
MRNA Expression bezogen und der relative Expressionsunterschied (fold change)
bestimmt.
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Aufgrund der unerwarteten Expression von mSic22a7 Exon 9-10 mRNA in
homozygtoen mOat2-Knockout Mausen sollte Gberpruft werden, dass der Genbereich
von Exon 2 bis Exon 6 der mSlc22a7 Gensequenz in den mOat2-Knockout Mausen
erfolgreich deletiert worden war. Dafir wurde aus Lebergewebe jeweils einer 8
Wochen alten, weiblichen Kontroll- und homozygoten mOat2-Knockout Maus RNA
gewonnen, aus welcher wiederum cDNA synthetisiert wurde, um das mSic22a7 Gen
im Kontroll- sowie im Knockout-Zustand zu sequenzieren. Mit zwei PCR-Reaktionen
wurden zum einen die Exone 1-6 und ein Teil von Exon 7 und zum anderen die Exone
8-9 und jeweils ein Teil der Exone 7 und 10 amplifiziert (Primer s. Tab. 21). Wie
erwartet ergab die Amplifikation der Exone 1-6 beim Kontrolltier eine Bandengrof3e von
ca. 1250 bp und beim homozygoten Knockout Tier nur eine Bandengrof3e von ca.
588 bp (s. Abb. 28 A). Die erwarteten Bandengrof3en der PCR-Produkte bei der
Amplifikation der Exone 8-9 von 528 bp bei Kontroll- sowie mOat2-Knockout Maus
konnte ebenfalls beobachtet werden.

Die cDNA wurde aus den vier Banden eluiert und sequenziert. Die
Nukleotidsequenzen von Kontroll- und mOat2-Knockout Maus, welche mittels
Sequenzierung ermittelt wurden, sind, verglichen mit der Referenzsequenz der
mSic22a7 cDNA, in Abbildung 28 B u. C gezeigt. Die Sequenz der cDNA aus dem
Kontrolltier stimmte mit der Referenzsequenz tberein (s. Abb. 28 B). Im homozygoten
mOat2-Knockout Tier (s. Abb. 28 C) stimmten die ermittelte Nukleotidsequenz und die
Referenz Sequenz fur Exon 1 und fur Exon 7-10 Gberein. Wie erwartet gab es jedoch

im Bereich der Exone 2-6 keine Ubereinstimmungen der Sequenzen.
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Abbildung 28: Sequenzierung der mSlc22a7 Transkripte in Kontroll- und mOat2-
Knockout Mausen

Aus dem Lebergewebe jeweils einer 8 Wochen alten, weiblichen Kontroll- (mOat2 WT)
und homozygoten mOat2 Knockout (mOat2 KO) Maus wurde RNA gewonnen und
cDNA synthetisiert, um die entstandenen mSic22a7 Transkripte im Kontroll- sowie im
Knockout-Zustand zu sequenzieren. Die Exone 1-6 und ein Teil von Exon 7 wurden
mit einer PCR-Reaktion amplifiziert. Dabei entstanden Sequenzen in der Lange von
1250 bp beim Kontrolltier und 588 bp beim Knockout Tier (A). Die Exone 8-9 und
jeweils ein Teil der Exone 7 und 10 der mSic22a7 Gensequenz wurden ebenfalls
mittels PCR-Reaktion amplifiziert. Die cDNAs aller PCR Produkte wurden aus den
Banden eluiert und Sequenzierreaktionen mit den Primern der Amplifikations-PCR-
Reaktionen (s. Tab. 21; gekennzeichnet in magenta (Primersequenzen Vorwarts) und
rot (Primersequenzen  Ruckwarts)) durchgefihrt. Die so  ermittelten
Nukleotidsequenzen (untere Sequenz in B und C) der Kontroll- (B) und homozygoten
Knockout (C) Maus wurden mit der Referenzsequenz der mSlic22a7 cDNA
(NM-144856) verglichen (obere Sequenz in B und C).

Da die Sequenzierung der mSlic22a7 Transkripte von Kontroll- und homozygoter
mOat2-Knockout Maus die erwarteten Ergebnisse zeigte, wurde daraufhin von der
Nukleotidsequenz auf die Aminosauresequenz eines mdoglichen entstehenden
Proteins in den mOat2-Knockout Mausen geschlossen und diese mit der
Aminosauresequenz des wildtypischen mOat2 Proteins verglichen (s. Abb. 29). Im
Vergleich zur Aminosauresequenz des wildtypischen mOat2 Proteins war die
vorhergesagte Aminosauresequenz des mOat2-Knockout Proteins stark verkurzt, da
die Exone 2-6 fehlten und es in Exon 7 zu einer Rasterschub-Mutation und damit zu

einem friihzeitigen Translationsende in Exon 8 kam.
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mOat2 hom KO

Abbildung 29: Vorhergesagte mOat2-Aminosauresequenz in homozygoten
mOat2-Knockout Mausen unterscheidet sich stark von der in Kontrollmausen
Die Aminosauresequenz (untere Sequenz) von wildtypischem mOat2 Protein (A,
NP_6659105) sowie die Aminosauresequenz, welche bei Translation der mSic22a7-
Nukleotidsequenz (obere Sequenz) einer homozygoten mOat2-Knockout Maus
entstehen wirde (B), sind gezeigt.
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iii Charakterisierung der Mauslinie auf Proteinebene

Um die mOat2-Knockout Mauslinie auf Proteinebene charakterisieren zu kodnnen,

wurden zunachst vier kommerziell erhaltliche Antikorper getestet, welche laut
Herstellerangaben hOAT2 und mOat2 binden konnten. Die Antikdrper werden
nachfolgend Abnova, Invitrogen, Proteintech und Bioss Antikérper genannt. Die
Bindestellen des Abnova Antikorpers sind vom Hersteller nicht angegeben, die der
anderen drei Antikorper sind in Abbildung 30 gezeigt. Alle drei Antikdrper sind gegen
die Aminosauresequenz von humanem OAT?2 gerichtet, im Bereich der Bindestellen
weist diese allerdings in allen drei Fallen eine starke Ahnlichkeit mit murinem Oat2 auf,
sodass auch von einer Bindung mit dem Mausprotein auszugehen ist. Wahrend der
Invitrogen und der Bioss Antikorper ihre Bindestellen im C-Terminus des hOAT2 /
mOat2-Proteins aufweisen, befindet sich die Bindestelle des Proteintech Antikorpers

in einer grolRen extrazellularen Schleife unweit des N-Terminus des hOAT2 / mOat2

Proteins.
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Abbildung 30: Bindestellen verschiedener kommerziell erhaltlicher hOAT2 /
mOat2 Antikdrper

Die Bindestellen von drei kommerziell erhaltlichen hOAT2 / mOat2 Antikorpern
(Invitrogen, Proteintech und Bioss Anti-SLC22A7) in hOAT2 (A, B, C) und mOat2 (A',
B, C') sind in blau dargestellt. Zum Erstellen der Topologiemodelle und zur
Kennzeichnung der Antikérper-Bindestellen wurde das Programm TOPO2 genutzt,
(www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/), wobei die Informationen zur vorhergesagten Position
der Transmembransegmente UniProt entstammten (Q9Y694, SLC22A7 human,
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9Y694/entry;  Q91WU2,  Slc22a7  mouse,
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q91WU2/entry).

Die vier Antikorper sollten nachfolgend auf ihre Fahigkeit hin getestet werden, mOat2
in Mausgewebe nachzuweisen. Daflr wurde Gesamtprotein aus Lebergewebe von
Kontroll- sowie heterozygoten und homozygoten mOat2-Knockout Mausen gewonnen
und damit Immunblots mit den verschiedenen Antikdrpern durchgefihrt (s. Abb. 31 A-
D). Erwartet wurde eine spezifische mOat2-Bande in den Kontroll- und heterozygoten
mOat2-Knockout Tieren, welche in den homozygoten mOat2-Knockout Tieren fehlen
sollte. Die Hohe der Banden wurde je nach Glykosylierungsgrad zwischen 50 und
75 kDa erwartet, so wie sie zuvor auch in der mOat2-exprimierenden Zelllinie
nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 9 E). Entgegen den Erwartungen konnte mit
keinem der vier Antikdrper eine spezifische mOat2-Bande in den Proteinlysaten der
Kontroll- bzw. heterozygoten mOat2-Knockout Tiere festgestellt werden. Alle
Antikdrper ergaben lediglich in allen drei Proteinlysaten gleich ausgepréagte
unspezifische Banden auf unterschiedlichen Héhen.

Als weitere Methode, um mOat2 im Mausgewebe mit den vier Antikérpern
nachzuweisen, wurden immunhistochemische Farbungen mit FFPE-Gewebeschnitten
von Kontroll- sowie heterozygoten und homozygoten mOat2-Knockout Mausen und
den 4 verschiedenen Antikdrpern durchgefuhrt (s. Abb. 31 E-H). Keiner der vier
Antikorper war in der Lage, eine spezifische membrangebundene Farbung von mOat2
in den Kontroll- sowie heterozygoten mOat2-Knockout Mausen zu erzeugen. Die
Farbungen der Kontroll- sowie heterozygoten und homozygoten mOat2-Knockout

Mause wiesen bei allen Antikdrpern kaum Unterschiede auf.
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Abbildung 31: Kommerziell erhéltliche hOAT2 / mOat2 Antikérper kbnnen mOat2
in Mausgewebe nicht nachweisen

Vier kommerziell erhéltiche hOAT2/ mOat2 Antikérper (Abnova, Invitrogen,
Proteintech und Bioss Anti-SLC22A7, s. Tab. 6) wurden fur den Nachweis von mOat2-
Protein in Mausgewebe evaluiert. Durchgefiuhrt wurden Immunblots mit Gesamtprotein
aus Lebergewebe von 8 Wochen alten Kontroll- sowie heterozygoten (het KO) und
homozygoten (hom KO) mOat2-Knockout Mausen (A-D) sowie immunhistochemische
Farbungen mit FFPE-Leberschnitten dieser Mause (E-H").
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Da ein Nachweis von mOat2 in murinem Lebergewebe mit verschiedenen kommerziell
erhaltlichen Antikorpern nicht mdglich war, wurden Proteomanalysen mit
Transmembranproteinextrakt aus Lebergewebe durchgefuhrt. Mittels dieser Analyse
konnte im Lebergewebe der Kontrollmaus unter allen anderen detektierten
Transmembranproteinen (n = 2674) auch mOat2 nachgewiesen werden (s. Abb. 32).
Im Lebergewebe der homozygoten mOat2-Knockout Maus konnte das mOat2-Protein

hingegen nicht detektiert werden.
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Abbildung 32: Nachweis der mOat2 Proteinexpression im Lebergewebe von
wildtypischen Mausen sowie des Expressionsverlustes in mOat2-Knockout
Mausen mittels Proteomanalyse

Aus Lebergewebe jeweils einer weiblichen, 8 Wochen alten Kontroll- und
homozygoten mOat2-Knockout Maus wurde Transmembranproteinextrakt gewonnen.
Mit diesem wurde durch das Proteome Center Tubingen eine Proteomanalyse mittels
Massenspektrometrie durchgefuihrt, woftr der Extrakt zunachst mittels SDS-PAGE
Gelelektrophorese aufgetrennt und tryptisch verdaut wurde.
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3.1.3.6 Genomweite Genexpressionsanalyse mittels RNA-Microarrays

Um die Auswirkungen des Knockouts von mOat2 auf die Genexpression zu
untersuchen, wurden mit Leber- und Nierengewebe von Kontroll- und homozygoten
mOat2-Knockout Mausen genomweite Genexpressionsanalysen mittels RNA-

Microarrays durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Analysen fir das Lebergewebe sind in Abbildung 33 A dargestellt.
Es konnte nur ein signifikanter Unterschied zwischen der Genexpression der Kontroll-
und Knockout-Mause beobachtet werden. Dieser bestand in einer verringerten
Expression der murinen Sulfotransferase 2 A 1 (mSult2al) in den weiblichen mOat2-
Knockout Mausen im Vergleich zu den Kontrollmausen. Die Expression von mSlc22a7
MRNA war zwar in den Knockout-Mausen ebenfalls verringert, allerdings war dieser
Unterschied statistisch nicht signifikant.

Die verringerte mSult2al mRNA Expression konnte durch gPCR bestétigt werden, da
auch hier die weiblichen mOat2-Knockout Mause im Vergleich zu den Kontrollmausen
eine verringerte mSult2zal mMRNA Expression in der Leber zeigten (s. Abb 33 B).
Dieser Unterschied war in den mannlichen mOat2-Knockout M&ausen nicht zu
beobachten. Anhand der zuvor beschriebenen Proteomanalyse von
Transmembranproteinen konnte auch auf Proteinebene eine leicht reduzierte
Expression von mSult2al in der homozygoten mOat2-Knockout Maus im Vergleich zur
Kontrollmaus beobachtet werden (s. Abb. 33 C).

124



Ergebnisse

A = P vs Fold Change B qPCR mSuIt281
mSult2a1 257
2.0
g 1
£ 15- -|'
L
(3]
E 1.0" u
e L .I.I
mSic22a7Q) . e ﬁ
0.0 . T
& +©
:°: - *.0& ’¢°&
g ‘
E: ; [ Mannchen E=ZH Weibchen
& 2
C .
Proteomics mSult2a1
s 8
>
= %
g
@
= 4
@
2
£ 27
2
Fold Change =3 .
( . . > \\0 *_0
Expression Expression & &
héher in KO geringer in KO + e

Abbildung 33: Unterschied in der hepatischen mSult2al mRNA Expression in
weiblichen mOat2-Knockout Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen

Aus dem Lebergewebe von jeweils 2 mannlichen und weiblichen, 8 Wochen alten
Kontroll- sowie homozygoten mOat2-Knockout (KO) Mausen wurde RNA gewonnen
und fur die Analyse der Genexpression mittels eines RNA-Microarrays (Clariom S
Assay HT (Maus)) genutzt. Die Ergebnisse der Kontroll- und homozygoten Knockout
Méause wurden miteinander verglichen (A). Eine gPCR mit dem mSult2al / mSult2a2
(Mm04205656_mH) und dem mActb (Mm02619580 _g1) TagMan Assay und der fur
den RNA-Microarray genutzten RNA wurde durchgefiihrt und der relative
Expressionsunterschied (fold change) bestimmt (B). Proteomanalysen wurden von
Transmembranproteinen jeweils einer weiblichen Kontroll- und homozygoten mOat2-
Knockout Maus vom Proteome Center Tubingen durchgefihrt (C).
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Die genomweite Expressionsanalyse in der Niere ist in Abbildung 34 gezeigt. Durch
den RNA-Microarray konnte einzig eine signifikante Reduktion in der mSlc22a7 mRNA
Expression der homozygoten mOat2-Knockout Mause im Vergleich zu der der
Kontrollmause beobachtet werden. Andere signifikante Unterschiede der renalen
MRNA Expression konnten zwischen den Kontroll- und homozygoten mOat2-

Knockout-Mausen nicht festgestellt werden.
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Abbildung 34: mOat2-Knockout Mause zeigen verglichen mit Kontrollméausen
keine Unterschiede in der renalen Genexpression

Aus Nierengewebe von jeweils 2-4 (s. Tab. 24) 8 Wochen alten, ménnlichen und
weiblichen Kontroll- sowie homozygoten mOat2-Knockout (KO) Mausen gewonnene
RNA wurde fur die Analyse der Genexpression mittels eines RNA-Microarrays
(Clariom S Assay HT (Maus)) genutzt und die Ergebnisse der Kontroll- und
homozygoten mOat2-Knockout Mause wurden miteinander verglichen.
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3.1.3.7 Isolation priméarer muriner Hepatozyten zur Charakterisierung von mOat2

Zum Testen maglicher Anwendungsmethoden fiir die neu generierte mOat2-Knockout
Mauslinie sollten primare Hepatozyten aus Mausen dieser Linie mithilfe des Miltenyi
Liver Perfusion Kits isoliert und kultiviert werden. Hierftr wurde jeweils eine 14 Wochen
alte Kontroll- und homozygote mOat2-Knockout Maus verwendet. Die optische
Analyse der Zellen mithilfe eines Lichtmikroskops (s. Abb. 35 A-B) ergab, dass die
Zellen beider Mause gut angewachsen und grof3tenteils binuklear waren, was ein
typisches Merkmal fir Hepatozyten darstellt. Zwischen den Zellen der Kontroll- und
denen der homozygoten mOat2-Knockout Maus war optisch kein Unterschied
auszumachen.

Eine mit den Zellen durchgefiihrte gPCR (s. Abb. 35 C) ergab eine deutliche mSlc22a7
MRNA Expression in den Hepatozyten, welche aus der Kontrollmaus isoliert worden
waren. In den aus der homozygoten mOat2-Knockout Maus isolierten Hepatozyten
konnte keine mSlc22a7 mRNA Expression nachgewiesen werden.

Lichtmikroskopie (20x) gPCR
Kntrolle hom mat2 KO . C 15-
4 : v %1'0-
0.0~

oo i0opm | QG «
Abbildung 35: Isolation primarer Hepatozyten aus Kontroll- und mOat2-
Knockout Mausen

Das Miltenyi Liver Perfusion Kit wurde genutzt, um primare murine Hepatozyten aus
jeweils einer 14 Wochen alten Kontroll- und homozygoten mOat2-Knockout (hom
mOat2 KO) Maus zu isolieren. Die isolierten und auf Kollagen-beschichteten Platten
ausgesaten Zellen wurden am nachsten Tag unter dem Lichtmikroskop betrachtet und
fotografiert (A, B). Anschlieend wurde mit aus den Zellen gewonnener RNA eine
gPCR mit dem mSlic22a7 (Exon 4-5, Mm00460672_m1l) und dem mActb
(Mm02619580 _gl1) TagMan Assay durchgefihrt, wobei die mSic22a7 mRNA
Expression fur jede Probe auf die mActb mRNA Expression bezogen wurde (fold
change = relativer Expressionsunterschied) (C).
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3.2 Der organische Anionentransporter 7

Der humane organische Anionentransporter 7 (hOAT7) ist ein bisher nur wenig
erforschtes, in der Leber vorkommendes Membrantransportprotein, welches wie
hOAT2 in der Lage ist, Substanzen tUber Zellmembranen zu transportieren. Anders als
fur hOAT2 sind allerdings fir hOAT7 bisher nur sehr wenige Substrate in der Literatur
beschrieben (Emami Riedmaier et al. 2016; Shin et al. 2007). Mit den hier
beschriebenen in vitro Versuchen in Zellkultur und in vivo Experimenten in einem neu
generierten Mausmodell sollte daher eine umfassende Charakterisierung von hOAT7

vorgenommen werden.

3.2.1 In vitro Charakterisierung von hOAT7 mittels stabil transfizierter Zelllinien

3.2.1.1 Testung moglicher endogener und exogener Substrate mithilfe einer hOAT7-
exprimierenden Zelllinie

Bisher wurden fur hOAT7 lediglich die konjugierten Steroide Estronsulfat und DHEAS

sowie die kurzkettige Fettsaure Butyrat als endogene Substrate und Pravastatin als
exogenes Substrat beschrieben (Emami Riedmaier et al. 2016; Mathialagan et al.
2018; Shin et al. 2007). Mittels in vitro Transportversuchen einer hOAT7-
exprimierenden Zelllinie sollten in vorangegangenen Arbeiten am Dr. Margarete
Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie neue hOAT7-Substrate identifiziert
werden. Die membrangebundene Expression des hOAT7 Transportproteins in der
hOAT7-exprimierenden Zelllinie wurde mittels Immunfluoreszenz mit einem Antikérper
gegen hOAT7 (Rep5045 Anti-SLC22A9) Uberprift (s. Abb. 14 B-B'). Daraufhin wurden
verschiedenste endogene Substanzen sowie Arzneistoffe in Transportversuchen mit
Kontroll- und hOAT7-exprimierenden Zellen durchgefuhrt (s. Tab. 25). Die Substanzen
waren dabei entweder radioaktiv markiert oder unmarkiert, wobei die intrazellulare
Konzentration der unmarkierten Substanzen in den Zellen nach dem Transportversuch
mittels Massenspektrometer in der Abteilung fur Analytik des Dr. Margarete Fischer-
Bosch-Instituts fur Klinische Pharmakologie bestimmt wurde. Die Daten wurden von
Frau Dr. Ute Hofmann und Prof. Anne Nies zur Verfugung gestellt. Trotz einer Vielzahl

an Transportversuchen konnte kein neues hOAT7-Substrat identifiziert werden.
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Tabelle 25: Testung verschiedener endogener und exogener Substanzen als
mogliche Substrate fur hOAT7

Mittels einer Zelllinie, welche hOAT7 in der Zellmembran exprimiert (OAT7), und einer
Kontrollzelllinie (Kontrolle), wurden Transportversuche mit verschiedenen endogenen
Substanzen sowie Arzneistoffen durchgefuhrt. Die Substanzen wurden entweder
radioaktiv markiert (RA) oder unmarkiert eingesetzt. Bei unmarkierten Substanzen
wurde die Menge der wahrend des Transportversuchs in die Zellen aufgenommenen
Substanz mittels Massenspektrometrie (MS) bestimmt. Die Daten sind, bis auf die
Ergebnisse des Estronsulfat Transportes mit n = 9, Mittelwerte + Standardabweichung

von 3-6 Ansatzen / Versuchen.

Endogene Substanzen
Substanz Substanz- Mess- Kon- Zeit Kontrolle OAT7 Sub- Referenz
klasse metho- | zentra- | (min) | (pmol/mg | (pmol/mg strat
de tion Protein) Protein)
Estron- Hormon- RA 100 nM 1 0,67+0,08 | 1,23+0,18 | Ja Emami
sulfat metabolit Riedmaier
et al. 2016
10 0,97 £0,09 | 2,31+0,44
Bilirubin Hammeta- RA 1uM 5 54,6 +5,4 38,2+4,7 Nein IKP
bolit
10 113,2 93,3+27,5
+12,3
cGMP Sekundéarer RA 2 uM 1 1,62+0,21 | 0,64 +0,12 | Nein IKP
Botenstoff
5 1,65+0,22 | 1,06 £ 0,22
Prostaglan- | Gewebs- RA 5nM 0,017 0,017 Nein IKP
din E2 hormon + 0,002 + 0,002
5 0,022 0,017
+ 0,002 + 0,001
Taurocholat | Gallensaure RA 200 nM 0,51+£0,01 { 0,39 +0,04 | Nein IKP
5 0,47 £0,10 | 0,50 £ 0,04
Xanthin Purinmeta- RA 1uM 497+0,41 | 4,87 £0,15 | Nein IKP
bolit
5 5,93+0,19 | 6,05+ 0,08
Tetrahydro- | Kofaktor von | RA 1pM 0,72 +0,03 | 0,57 0,07 | Nein IKP
biopterin Hydroxy-
lasen
5 1,08+0,12 | 1,08 +0,14
Deoxy- Gallensaure MS 10 uM 2123 +94 2105 +223 | Nein IKP
cholat
10 3826 +185 | 3173 +154
Chenode- Gallensaure | MS 10 uM 1 2362+ 72 | 2159 +131 | Nein IKP
oxycholat
10 3901 +361 | 2925 +174
Cholat Gallenséaure MS 10 uM 1 29,0+1,3 43,5+ 16,6 | Nein IKP
10 88,0+7,2 135,4
+145
Lithocholat | Gallensdure | MS 10 uM 1 3826 +£16 | 3754 +126 | Nein IKP
10 7752 +286 | 6989 + 147
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Glycolitho- | Gallensaure | MS 10 uM 1 616 £ 61 634 + 58 Nein IKP
cholat
10 2726 £60 | 3152 =278
Glycoche- Gallensaure | MS 10 uM 1 71,1+48 | 90,7+5,6 Nein IKP
nodeoxy-
cholat
10 83,0+19,8 | 92,8+17,5
Glycocholat | Gallensaure | MS 10 pM 1 17,7+2,4 | 24,0+10,2 | Nein IKP
10 239+0,2 | 27949
6B-Hydroxy | Hormonme- MS 10 pM 1 195+£5,2 16,3+2,2 Nein IKP
-cortisol tabolit
10 79,3+7,0 | 103,8+3,5
Hydro- Hormon MS 10 pM 1 439 + 56 538 + 22 Nein IKP
cortison
10 462 + 10 519+ 21
Leukotrien Gewebshor- | MS 10 uM 1 816 + 63 712 + 47 Nein IKP
B4 mon
10 1289 + 123 | 1258 + 69
Leukotrien Gewebshor- | MS 10 uM 1 96,3+19,4 | 88,4+6,3 Nein IKP
E4 mon
10 92,4+6,0 |91,5+8,0
Lipoxin Ba Gewebshor- | MS 10 uM 1 28,6 +51 | 42,3+19,2 | Nein IKP
mon
10 63,7+11,8 | 76,9+194
Lipoxin A4 Gewebshor- | MS 10 uM 1 21,3+1,2 | 241+23 Nein IKP
mon
10 54,0+£2,7 | 62,3+9,6
5(S),6(R),15 | Gewebshor- | MS 10 uM 1 39,2+59 |452+14 Nein IKP
(R)-Lipoxan | mon
As
10 91,9+13,0 | 78,6 +6,5
Prostaglan- | Gewebshor- | MS 10 uM 1 13,3+1,8 | 13,6+1,6 Nein IKP
din E2 mon
10 21,7+14,8 | 30,8 +28,3
Thrombo- Gewebshor- | MS 10 uM 1 20,0+1,1 | 22,7+10,4 | Nein IKP
xan B2 monmeta-
bolit
10 13,0+25 | 13,7+21
Testosteron | Hormon MS 10 uM 1 3305 292 +16 Nein IKP
10 33716 386 £ 23
Progeste- Hormon MS 10 uM 1 1817 +44 | 1845+ 108 | Nein IKP
ron
10 2791 +188 | 3212 + 188
L-Thyroxin Hormon MS 10 pM 1 471 +50 517 + 38 Nein IKP
10 1529 + 103 | 2337 £ 392
Triiodo-L- Hormon MS 10 pM 1 464 + 32 621 + 99 Nein IKP
Thyronin
10 1902 + 509 | 2425 + 327
Harnsé&ure Purinmeta- RA 25 uM 1 148+1,4 122+1,6 Nein Emami
bolit Riedmaier
etal. 2016
5 23,1+50 | 255+8,7
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Arzneistoffe

Substanz Stoffgruppe | Mess- Kon- Zeit Kontrolle OAT7 Sub- | Referenz
(nach Rote metho- | zentra- | (min) | (pmol/mg (pmol/mg strat
Liste) de tion Protein) Protein)
5-Fluoro- Zytostatikum | RA 0,5 uM 1 2,48 +0,25 | 2,37 £0,04 | Nein Emami
uracil (Antimeta- Riedmaier
bolit) etal. 2016
5 3,36 £ 0,18 | 3,18 £ 0,02
Atorva- Lipidsenker RA 1uM 1 12,4+31 16,7+1,2 Nein Emami
statin (HMG-CoA- Riedmaier
Reduktaseh et al. 2016
emmer)
5 189+04 |238%21
Rosuva- Lipidsenker RA 64 nM 2 0,24 £0,01 | 0,29+ 0,01 | Nein IKP
statin (HMG-CoA-
Reduktase-
hemmer)
5 0,32 0,35+0,01
0,003
Fluvastatin Lipidsenker RA 1uM 1 52,8+15,4 | 47,4+ 11,3 | Nein Emami
(HMG-CoA- Riedmaier
Reduktase- et al. 2016
hemmer)
5 110,9 + 92,8 +16,6
26,2
Metformin Antidiabeti- RA 5 uM 1 3,18+0,68 | 2,73+0,72 | Nein IKP
kum
(Biguanid)
5 4,29+0,19 | 4,18+0,14
Monte- Mittel bei RA 25nM 1 4,69 £0,15 | 5,14 +0,20 | Nein IKP
lukast obstruktiven
Atemwegser
krankungen
5 7,16 £+ 0,65 | 7,72+ 1,03
Omeprazol Ulkusthera- RA 10 pM 1 123 +8 112+ 2 Nein IKP
peutikum
(Protonen-
pumpen-
hemmer)
5 163+9 147 £ 3
Paclitaxel Zytostatikum | RA 25 nM 1 1,45+0,09 | 1,33+0,03 | Nein Emami
(Mitose- Riedmaier
Inhibitor) et al. 2016
5 2,70+ 0,06 | 2,68 + 0,07
Pantoprazol | Ulkusthera- RA 1 138 £ 11 115+5 Nein IKP
peutikum
(Protonen-
pumpen-
hemmer)
5 9%+ 4 86 +2
Pravastatin Lipidsenker RA 1pM 0,5 0,76 £0,10 | 1,37 £ 0,46 | Ja Emami
(HMG-CoA- Riedmaier
Reduktase- et al. 2016
hemmer)
2 0,81+0,14 | 1,53+0,50
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Simva- Lipidsenker RA 1uM 1 60,7+7,0 |804x77 Nein Emami
statinséure | (HMG-CoA- Riedmaier
Reduktase- et al. 2016
hemmer)
aktiver
Metabolit
5 101,4 + 117,4 +
14,3 18,4
Simva- Lipidsenker RA 1puM 1 46,5+ 1,7 49,4 £ 2,7 Nein Emami
statinlacton | (HMG-CoA- Riedmaier
Reduktase- et al. 2016
hemmer)
5 49,7+18 | 583+6,3
Sorafenib Antineoplasti | RA 100nM |1 51,9+2,1 38,7+6,6 Nein Neul et al.
sches Mittel unpublished
(Proteinkina-
se-Inhibitor)
5 752+18 | 593+1,7
Sunitinib Antineoplasti | RA 100nM |1 10,1+0,2 | 7,7+0,8 Nein IKP
sches Mittel
(Proteinkina-
se-Inhibitor)
5 18,8+05 | 17,4+0,9
Everolimus | Selektives RA 100nM | 1 0,63+0,02 | 0,52+0,02 | Nein IKP
Immunsup-
pressivum,
antineoplas-
tisches Mittel
(mTOR-
Kinase-
Inhibitor)
5 0,72+0,01 | 0,58 £0,02
Paraceta- Analgetikum, | RA 100nM | 1 0,50+0,06 | 0,39 Nein IKP
mol Antipyreti- 0,003
kum
5 0,28+0,01 | 0,22 +0,02
Crizotinib Antineoplas- | MS 10 pM 1 2714 £ 131 | 2293 + 332 | Nein IKP
tisches Mittel
(ALK-
Inhibitor)
10 6362 + 438 | 5294 + 127
Dasatinib Antineoplas- | MS 10 uM 1 1254 +98 | 1236 + 40 Nein IKP
tisches Mittel
(BCR-ABL-
Tyrosinkina-
se-Inhibitor)
10 2868 +91 | 2675+ 32
Filgotinib Selektives MS 10 uM 1 257 +12 260 = 35 Nein IKP
Immun-
suppressi-
vum (JAK-
Inhibitor)
10 258 + 27 230+10
Fostamati- Antihdmor- MS 10 uM 1 269+14 29,2+17,5 | Nein IKP
nib rhagikum
(SYK-
Tyrosinkina-
se-Inhibitor)
10 19,3+5,0 | 22,6+3,7
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Ibrutinib

Antineoplas-
tisches Mittel
(BTK-
Inhibitor)

MS

10 uM

1354 + 60

1322 + 135

Nein

IKP

10

1765+ 95

2042 + 10

Idelalisib

Antineoplas-
tisches Mittel
(Pi3K-
Inhibitor)

MS

10 pM

278 + 25

272+3

Nein

IKP

10

290 + 32

317 £ 40

Vemurafe-
nib

Antineoplas-
tisches Mittel
(BRAF-
Serin-
Threoninkina
se-Inhibitor)

MS

10 pM

208 + 20

238 + 28

Nein

IKP

10

1319 £ 63

1228 £ 55

Vismodegib

Antineoplas-
tisches Mittel
(Hedgehog-
Signalweg-
Inhibitor)

MS

10 uM

1420 + 216

1347 + 10

Nein

IKP

10

1902 + 274

2195 +61
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3.2.2 In vivo Charakterisierung von hOAT7 mittels eines neu generierten
humanisierten Mausmodells (leberspezifische hOAT7-Knockin Mauslinie)

3.2.2.1 Generierung und Etablierung der Mauslinie

Zur umfassenden Untersuchung der physiologischen Rolle von hOAT7 im Organismus
sollte ein Mausmodell generiert werden. Da es kein Ortholog von hOAT7 in der Maus
gibt, wurde ein humanisiertes Mausmodell etabliert, welches sich durch einen
leberspezifischen Funktionsgewinn des humanen Transportproteins hOAT7
auszeichnet. Zur Generierung dieser leberspezifischen hOAT7-Knockin Mauslinie
wurde erneut das Cre-Lox System genutzt, welches in Abschnitt 2.2.2.1 und
Abbildung 4 schematisch erklart wird. Die genaue Vorgehensweise bei der
Generierung der Mauslinie ist ebenfalls in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben und eine
schematische Darstellung in Abbildung 5 dargestellt.

Um die neu generierte Mauslinie zu charakterisieren, wurden jeweils 4 mannliche bzw.
weibliche Kontrolltiere sowie heterozygote und homozygote hOAT7-Knockin Tiere im
Alter von 8, 16 und 24 Wochen begutachtet, gewogen, get6tet und Blut sowie die
Organe fiur verschiedene Analysen entnommen. Insgesamt wurden so 72 Tiere fur die

Charakterisierung der Mauslinie verwendet.

3.2.2.2 Phanotypische Charakterisierung der Mauslinie

Wie schon fur die mOat2-Knockout Mauslinie wurden auch fir die hOAT7-Knockin
Mauslinie im Rahmen einer ersten phanotypischen Charakterisierung Korpergewicht
und Lebergewicht der Mause sowie der Anteil des Lebergewichts am gesamten
Korpergewicht bestimmt und die verschiedenen Versuchsgruppen hinsichtlich dieser
Grofien miteinander verglichen (s. Abb. 36).

Wie auch bei den mOat2-Knockout Méausen stiegen Korper- sowie Lebergewicht mit
zunehmendem Alter der Tiere unabhangig vom Genotyp der Versuchsgruppen an. Die
8 Wochen alten homozygoten hOAT7-Knockin Mannchen zeigten einen signifikanten
Anstieg des Leber- und Kérpergewichts im Vergleich zu den mannlichen Kontrolltieren.
Dieser Anstieg liel3 sich aber weder bei den weiblichen Tieren noch bei den
mannlichen 16 und 24 Wochen alten Tieren beobachten. Weitere signifikante
Unterschiede in Kdrpergewicht, Lebergewicht oder Anteil des Lebergewichts am
Korpergewicht zwischen Kontrolltieren und heterozygoten bzw. homozygoten hOAT7-

Knockin Tieren waren nicht zu beobachten.
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Abbildung 36: hOAT7-Knockin Mause zeigen keine Auffalligkeiten im Kérper-
und Lebergewicht

Fur eine erste phanotypische Charakterisierung der Mauslinie wurden Kérpergewicht,
Lebergewicht sowie der Anteil des Lebergewichts am gesamten Kérpergewicht von
jeweils 4 mannlichen und weiblichen Kontrolltieren bzw. heterozygoten (het KI) sowie
homozygoten (hom KI) hOAT7-Knockin Tieren im Alter von 8, 16 und 24 Wochen
bestimmt. Signifikante Unterschiede sind mit *, nicht signifikante Unterschiede mit n.s.
gekennzeichnet.
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Die Lebern der Méause der verschiedenen Versuchsgruppen wurden daraufhin wie
auch schon bei der mOat2-Knockout Mauslinie auf morphologische Unterschiede
zwischen den Genotypen hin untersucht. Die Lebern der Tiere wurden zuné&chst
makroskopisch begutachtet, wobei keine Unterschiede zwischen den Lebern der
Kontrolltiere und der heterozygoten bzw. homozygoten hOAT7-Knockin Tiere
auffielen. FFPE-Gewebeschnitte des linken Leberlappens der 8 Wochen alten
Kontroll- bzw. homozygoten hOAT7-Knockin Mause wurden daraufhin von der
Abteilung fur Mauspathologie der Universitat Tubingen einer H&E-Farbung unterzogen
und hinsichtlich ihrer Histologie begutachtet. Auch bei dieser Begutachtung konnten
keine Unterschiede zwischen der Leberhistologie der Kontrolltiere und der der
homozygoten hOAT7-Knockin-Tiere festgestellt werden (exemplarisch gezeigt an

jeweils einer Kontroll- bzw. homozygoten hOAT7-Knockin Maus in Abb. 37 A - B').

H&E, 50x

NP
%’;{w‘;";‘t
p-,' oo

Kontrolle

hOAT7 KI

Abblldung 37: Unauffalllge Leberhlstologle bel hOAT? Knockln Mausen

Lebern von jeweils 4 mannlichen und weiblichen Kontrolltieren sowie homozygoten
hOAT7-Knockin (hom hOAT7 KI) Tieren im Alter von 8 Wochen wurden enthommen
und aus dem linken Leberlappen FFPE-Gewebeschnitte hergestellt. Damit wurde von
der Abteilung fur Mauspathologie der Universitat Tubingen eine H&E-Farbung
durchgefuhrt (Bilder zur Verfiigung gestellt von der Abteilung fir Mauspathologie der
Universitat Tdbingen).
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3.2.2.3 Klinische Chemie von Kontroll- und hOAT7-Knockin Mausen

Zur weiteren Charakterisierung der hOAT7-Knockin Mauslinie wurden im Zentrallabor

des Robert-Bosch-Krankenhauses 12 verschiedene Parameter im Citratplasma der
mannlichen und weiblichen 8 Wochen alten Kontroll- und homozygoten hOAT7-
Knockin Mause bestimmt (s. Abb. 38). Als Parameter waren Gesamtprotein, Albumin,
Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Triglyceride, Bilirubin, Aspartat-Aminotransferase
(AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), Laktat-Dehydrogenase (LDH),
y-Glutamyltransferase sowie alkalische Phosphatase gewéahlt worden. In den
mannlichen homozygoten hOAT7-Knockin Mausen fiel als einziger Unterschied zu den
Kontrollmausen ein moderater, aber doch signifikanter Anstieg des Triglyceridspiegels
auf. In den weiblichen homozygoten hOAT7-Knockin Mausen konnten signifikante
Reduktionen der AST, ALT und LDH Spiegel im Vergleich zu den Kontrollm&usen
beobachtet werden, wobei die Unterschiede nicht GUbermafig stark waren. Weitere
signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und homozygoten hOAT7-Knockin

Mausen konnten nicht identifiziert werden.
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Abbildung 38: Klinisch-chemische Parameter von hOAT7-Knockin Mausen

Citratplasma wurde von jeweils 4 mannlichen (blau) und weiblichen (rosa)
Kontrolltieren bzw. homozygoten hOAT7-Knockin (hom KIl) Tieren im Alter von 8
Wochen entnommen und im Zentrallabor des Robert-Bosch-Krankenhauses wurden
12 verschiedene Laborparameter mit diesem bestimmt. Signifikante Unterschiede sind

mit *, nicht signifikante Unterschiede mit n.s. gekennzeichnet.

138



Ergebnisse

3.2.2.4 Umfassende Charakterisierung der Mauslinie mittels verschiedener
molekularbiologischer Methoden

Um die neu generierte hOAT7-Knockin Mauslinie umfassend zu charakterisieren,
wurden, wie zuvor auch schon fur die mOat2-Knockout Mauslinie, mit den Organen
der Mause der verschiedenen Versuchsgruppen unterschiedliche Analysen
durchgefiihrt. So konnte die Mauslinie mittels verschiedener molekularbiologischer
Methoden auf DNA, RNA sowie Proteinebene auf inre hOAT7 Expression untersucht

werden.

i Charakterisierung der Mauslinie auf DNA Ebene

Zur Uberpriifung, ob die hOAT7-Knockin Mause wie erwartet ausschlieRlich im
Lebergewebe hOAT7 exprimierten, wurden verschiedene Gewebe genotypisiert.
Hierbei wurden fur jedes Gewebe zwei PCR Reaktionen angesetzt. Zum einen sollte
bestimmt werden, ob ein konditioneller oder ein konstitutiver, also ein tatsachlicher,
Knockin vorlag. Zum anderen wurde bestimmt, ob beide oder nur eines der beiden
Allele einen konstitutiven / konditionellen Knockin aufwiesen. Die Ergebnisse der
Gewebegenotypisierung sind exemplarisch am Beispiel jeweils einer mannlichen, 8
Wochen alten Kontroll- sowie heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Maus
in Abbildung 39 dargestellt. Alle Gewebe der Kontrollméduse konnten mittels beider
PCRs als homozygote Trager des konditionellen hOAT7-Knockins identifiziert werden.
Die heterozygoten Knockin Mause zeigten den konstitutiven Knockin ausschlief3lich im
Lebergewebe, alle anderen Gewebe zeigten nur den konditionellen Knockin.
AuBBerdem konnte in den heterozygoten Knockin Mausen der konditionelle bzw.
konstitutive Knockin nur auf einem Allel nachgewiesen werden, das andere Allel zeigte
den wildtypischen Genotyp. Die homozygoten hOAT7-Knockin Mause zeigten wie die
heterozygoten Knockin Mause den konstitutiven Knockin ausschliel3lich im
Lebergewebe, wahrend alle anderen Gewebe nur den konditionellen Knockin
aufwiesen. Allerdings war der konditionelle / konstitutive Knockin in diesen Mausen auf

beiden Allelen zu finden.
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Abbildung 39: Genotypisierung verschiedener Gewebe von hOAT7-Knockin
Mausen

Lysate von 12 unterschiedlichen bei der Praparation von jeweils einer mannlichen 8
Wochen alten Kontroll- sowie heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Maus
(het Kl und hom KI) gewonnenen Geweben wurden mithilfe von zwei PCR-Reaktionen
genotypisiert. Zum einen wurde Uberpruft, ob ein konditioneller (Banden bei 492 u.
454 bp) oder konstitutiver Knockin (Bande bei 330 bp, blaue Pfeilspitzen) vorlag
(Uberschrift: konstitutiver Knockin, Kontrollbande bei 585 bp). Zum anderen wurde
analysiert, ob beide oder nur eines der beiden Allele diesen Knockin aufwiesen
(Uberschrift: konditioneller Knockin; Wildtyp: Bande bei 299 bp,
konditioneller / konstitutiver Knockin: Bande bei 744 bp).

1=Leber, 2=Niere, 3=Milz, 4=0sophagus, 5=Magen, 6 =Duodenum,
7 = Jejunum, 8 = lleum, 9 = Muskel, 10 = Hoden, 11 = Gehirn, 12 = Herz.

il Charakterisierung der Mauslinie auf RNA Ebene
Um nachzuweisen, dass in hOAT7-Knockin Mausen hSLC22A9 mRNA exprimiert

wird, wurde eine gPCR mit Lebergewebe von Mausen der verschiedenen
Versuchsgruppen mit dem hSLC22A9 und dem mActb TagMan Assay durchgefihrt.
Die auf die Actb Werte bezogenen relativen Expressionsunterschiede der mannlichen
und weiblichen 8, 16 und 24 Wochen alten Kontroll- sowie heterozygoten und
homozygoten hOAT7-Knockin Mause sind in Abbildung 40 dargestellt. Die méannlichen
sowie die weiblichen Kontrolimause zeigten im Alter von 8, 16 und 24 Wochen keine
Expression von hSLC22A9 mRNA. Die heterozygoten und die homozygoten hOAT7-
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Knockin Mause zeigten zwischen den Geschlechtern und dem Alter der Mause
variierende relative hSLC22A9 mRNA Expressionsunterschiede, die im Vergleich zu
den Kontrollmausen fur alle Zeitpunkte und Geschlechter signifikant erhéht waren.
Tendenziell zeigten die homozygoten hOAT7-Knockin Mause eine gesteigerte
hSLC22A9 mRNA Expression im Vergleich zu den heterozygoten hOAT7-Knockin
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Abbildung 40: Hepatische hSLC22A9 mRNA Expression in hOAT7-Knockin
Mausen

RNA wurde aus Lebergewebe von jeweils 4 mannlichen und weiblichen Kontrolltieren
bzw. heterozygoten (het OAT7 KI) sowie homozygoten hOAT7-Knockin (hom OAT7
KI) Tieren im Alter von 8 (A), 16 (B) und 24 (C) Wochen gewonnen und cDNA daraus
synthetisiert. Eine qPCR mit dem hSLC22A9 (Hs00971067_m1) und dem mActb
(Mm02619580 _g1) TagMan Assay wurde durchgefiihrt, die hSLC22A9 Expression fir
jede Probe auf die mActb Expression bezogen und der relative
Expressionsunterschied (fold change) bestimmt. Signifikante Unterschiede (getestet
gegen die jeweiligen Kontrolltiere) sind gekennzeichnet (*).

iii Charakterisierung der Mauslinie auf Proteinebene

Zum Nachweis von hOAT7-Protein in den heterozygoten und homozygoten hOAT7-
Knockin Mausen wurden mit einem gegen hOAT7 gerichteten Antikdrper zunachst
Immunblots mit glykosyliertem und deglykosyliertem Gesamtprotein aus Lebergewebe
von jeweils einer mannlichen und weiblichen, 16 Wochen alten Kontroll- sowie
heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Maus durchgefiihrt (s. Abb. 41).
Sowohl im glykosylierten als auch im deglykosylierten Proteinextrakt der
Kontrollmause beider Geschlechter konnte keine Proteinbande nachgewiesen
werden. Dahingegen zeigten die glykosylierten Proteinextrakte der heterozygoten und

homozygoten méannlichen wie weiblichen hOAT7-Knockin Méause eine etwa 75 kDa
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grol3e Proteinbande. In den deglykosylierten Proteinextrakten der heterozygoten und
homozygoten mannlichen und weiblichen Knockin Mause war ebenfalls eine
Proteinbande nachweisbar, deren Grol3e nun allerdings mit etwas Uber 50 kDa

geringer war als in den glykosylierten Proben.
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Abbildung 41: Nachweis der hOAT7 Proteinexpression in hOAT7-Knockin
Mausen mittels Immunblot

Mit glykosyliertem (g) und deglykosyliertem (d) aus Lebergewebe von jeweils einer
mannlichen und weiblichen, 16 Wochen alten Kontroll- (Ktr) sowie heterozygoten (het
K1) und homozygoten (hom KI) hOAT7-Knockin Maus gewonnenen Gesamtprotein
wurde ein Immunblot mit einem gegen hOAT7 gerichteten Antikdrper (REP5045 Anti-
SLC22A9, Verdunnung: 1:50) durchgefuhrt.

Zur Quantifizierung des in den heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin
Mausen nachgewiesenen hOAT7-Proteins wurden erneut Immunblots mit dem gegen
hOAT7 gerichteten Antikbrper (REP5045 Anti-SLC22A9) und aus Lebergewebe der
Mause der verschiedenen Versuchsgruppen gewonnenem Gesamtprotein
durchgefiihrt (s. Abb. 42). Unabhangig vom Alter zeigten weder mannliche noch
weibliche Kontrollmause eine hOAT7 Proteinexpression. Die heterozygoten und die
homozygoten  hOAT7-Knockin  Mause zeigten eine deutliche hOAT7
Proteinexpression, welche in fast allen Fallen vom heterozygoten zum homozygoten
hOAT7-Knockin anstieg. Der Unterschied zwischen der Proteinexpression der
Kontrolltiere und der der heterozygoten bzw. homozygoten hOAT7-Knockin Tiere war
deutlich erkennbar und bis auf zwei Ausnahmefélle immer signifikant. Es fiel aul3erdem
auf, dass die hOAT7 Proteinexpression der heterozygoten und homozygoten hOAT7-

Knockin Mause mit 8 Wochen am starksten ausgepragt war, mit 16 und 24 Wochen
142



Ergebnisse

zeigten die Tiere eine deutlich verringerte, wenn auch verglichen mit den Kontrolltieren

immer noch starke Proteinexpression.
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Abbildung 42: Quantifizierung von hOAT-Protein in hOAT7-Knockin Mausen
mittels Immunblot

Immunblots mit einem gegen hOAT7 gerichteten Antikérper (REP5045 Anti-SLC22A9,
Verdunnung: 1:50) wurden mit Gesamtproteinextrakt aus Lebergewebe von jeweils 4
mannlichen und weiblichen Kontrolltieren (Ktr) bzw. heterozygoten (het KI / het hOAT7
K1) sowie homozygoten (hom KI / hom hOAT7 KI) hOAT7-Knockin Tieren im Alter von
8 (A, B), 16 (C, D) und 24 (E, F) Wochen durchgefuhrt. Zur Bestimmung des hOAT7
Proteingehalts der Proteinextrakte der einzelnen Mause wurden aus Leberprotein
einer 8 Wochen alten homozygoten hOAT7-Knockin-Maus gewonnene hOAT7
Eichpunkte der Konzentrationen 20 pg, 15 pg, 10 pg, 5 pg und 2,5 pg mit aufgetragen
(hOAT7 Stds, aufgetragen in absteigender Konzentration von links nach rechts).
Signifikante Unterschiede (getestet gegen die jeweiligen Kontrolltiere) sind mit *, nicht
signifikante Unterschiede mit n.s. gekennzeichnet.

Um den Nachweis von hOAT7 Protein in den heterozygoten und homozygoten hOAT7-
Knockin M&usen auch noch mit einer anderen Methode vorzunehmen und um die
Lokalisation des Transportproteins in den Hepatozyten zu klaren, wurden mit einem
gegen hOAT7 gerichteten Antikdrper Immunfluoreszenzfarbungen mit aus
Lebergewebe gefertigten Gefriergewebeschnitten (s. Abb. 43) und
immunhistochemische Farbungen mit aus Lebergewebe gefertigten FFPE-
Gewebeschnitten der Mause der verschiedenen Versuchsgruppen (s. Abb. 44)

durchgefuhrt.

Unabhangig von Alter und Geschlecht der Mause zeigten die
Immunfluoreszenzfarbungen der Kontrolltiere keine hOAT7 Farbung, wahrend die der
heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Mause alle eine deutliche hOAT7
Farbung im Bereich der Zellmembran der Hepatozyten aufwiesen. Hierbei war in fast
allen Fallen kein deutlicher Unterschied in der Intensitat der Farbung zwischen

heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Mausen ersichtlich.
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Abbildung 43: Nachweis der hOAT7 Proteinexpression in hOAT7-Knockin
Mausen mittels Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenzfarbungen mit aus Lebergewebe gefertigten
Gefriergewebeschnitten von jeweils 4 mannlichen (J3) und weiblichen () Kontrolltieren
bzw. heterozygoten (het KI) sowie homozygoten (hom Kl) hOAT7-Knockin Tieren im
Alter von 8, 16 und 24 Wochen wurden mithilfe eines gegen hOAT7 gerichteten
Antikdrpers (REP5045 Anti-SLC22A9, Verdunnung: 1:50) durchgefihrt (hOAT7, griine
Farbung). Die Zellkerne wurden mittels Hoechst 34580 angefarbt (Nuclei, blaue
Farbung). Gezeigt ist exemplarisch jeweils eine Maus pro Versuchsgruppe.

Ebenso wie bei den Immunfluoreszenzfarbungen zeigten die Leberschnitte der
Kontrollmause in den immunhistochemischen Farbungen unabhangig von Alter und
Geschlecht keine hOAT7 Farbung. Die Leberschnitte der heterozygoten und
homozygoten hOAT7-Knockin Mause wiesen alle eine deutliche hOAT7 Farbung im
Bereich der Zellmembran der Hepatozyten auf (s. Abb. 44). Wie schon bei den
Immunfluoreszenzfarbungen, war auch bei den immunhistochemischen Farbungen
kein deutlicher Unterschied zwischen der Intensitat der Farbung der heterozygoten
und der der homozygoten hOAT7-Knockin Méause ersichtlich.
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Abbildung 44: Nachweis der hOAT7 Proteinexpression in hOAT7-Knockin
Mausen mittels Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen mit FFPE-Gewebeschnitten aus Lebergewebe von
jeweils 4 mannlichen (&) und weiblichen ({) Kontrolltieren bzw. heterozygoten (het Kl)
sowie homozygoten (hom KI) hOAT7-Knockin Tieren im Alter von 8, 16 und 24
Wochen wurden mithilfe eines gegen hOAT7 gerichteten Antikdrper (REP5045 Anti-
SLC22A9, Verdunnung: 1:50) durchgefthrt (braune Farbung). Die Zellkerne wurden
mittels Hamatoxylin angefarbt (blaue Farbung). Gezeigt ist exemplarisch jeweils eine
Maus pro Versuchsgruppe.

3.2.2.5 Genomweite Genexpressionsanalyse mittels RNA-Microarrays

Um die Auswirkungen des Knockins von hOAT7 auf die Genexpression der Mause zu
untersuchen, wurden mit Lebergewebe von Kontroll- sowie homozygoten hOAT7-
Knockin Mausen genomweite Genexpressionsanalysen mittels RNA-Microarray
durchgefiihrt (s. Abb. 45 A). Es konnten zwei signifikante Unterschiede in der
Genexpression zwischen den Kontroll- und hOAT7-Knockin-Mausen beobachtet
werden. Die hOAT7-Knockin Mause beider Geschlechter zeigten verglichen mit den
Kontrolltieren zum einen eine reduzierte mMRNA Expression der murinen
Hydroxysteroid 17-Beta Dehydrogenase 6 (mHsd17b6) und zum anderen eine
gesteigerte mMRNA Expression des murinen Lipocalin-2 (mLcn2).

Diese Ergebnisse konnten durch gPCRs bestatigt werden, da auch hier die hOAT7-
Knockin Mause im Vergleich zu den Kontrollmausen eine verringerte mHsd17b6 sowie
eine erhbhte mLcn2 mRNA Expression in der Leber zeigten (s. Abb. 45 B-C). Diese
Unterschiede waren in beiden Geschlechtern erkennbar, allerdings nur fur die

mannlichen Tiere statistisch signifikant.
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Abbildung 45: Unterschied in der hepatischen mLcn2 und mHsd17b6 mRNA
Expression in hOAT7-Knockin Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen

RNA aus Lebergewebe von jeweils 4 8 Wochen alten, ménnlichen und weiblichen
Kontroll- sowie homozygoten hOAT7-Knockin (KI) Mausen wurde flr die Analyse der
Genexpression mittels eines RNA-Microarrays (Clariom S Assay HT (Maus)) genutzt
und die Ergebnisse der Kontroll- und homozygoten hOAT7-Knockin Mause wurden
miteinander verglichen (A). Die fur die RNA-Microarrays genutzte RNA wurde in
gPCRs mit dem mLcn2 (Mm01324470_m1) (B), dem mHsd17b6 (Mm00457343_m1)
(C) und dem mActb (MmM02619580 gl) TagMan Assay eingesetzt. Signifikante
Unterschiede (getestet gegen die jeweiligen Kontrolltiere) sind mit *, nicht signifikante
Unterschiede mit n.s. gekennzeichnet.
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3.2.2.6 Isolation priméarer muriner Hepatozyten zur Charakterisierung von hOAT7Y

Zum Testen maoglicher Anwendungsmethoden fir die neu generierte hOAT7-Knockin
Mauslinie sollten primare Hepatozyten aus Mausen dieser Linie mithilfe des Miltenyi
Liver Perfusion Kits isoliert und kultiviert werden. Die optische Analyse der Zellen
mithilfe eines Lichtmikroskops (s. Abb. 46 A-B) ergab, dass die Zellen beider Mause
gut angewachsen und hepatozytentypisch grof3tenteils binuklear waren. Zwischen den
Zellen der Kontroll- und denen der homozygoten hOAT7-Knockin Maus war optisch
kein Unterschied auszumachen.

Es wurde aul3erdem eine Immunfluoreszenzfarbung mit den Zellen der Kontroll- und
homozygoten hOAT7-Knockin Maus mit einem gegen hOAT7 gerichteten Antikorper
durchgefuhrt. Die ebenfalls durchgefiihrte Kernfarbung liel3 keinen Unterschied
zwischen den aus der Kontrollmaus und den aus der homozygoten hOAT7-Knockin
Maus gewonnenen Zellen erkennen, in beiden Fallen waren viele Zellen binuklear.
Wahrend die aus der Kontrolimaus gewonnenen Hepatozyten keine hOAT7 Farbung
aufwiesen, konnte in den Zellen, welche aus der homozygoten hOAT7-Knockin Maus
isoliert worden waren, eine deutliche hOAT7 Farbung im Bereich der Zellmembran
beobachtet werden (s. Abb. 46 C-D).

Eine mit den Zellen durchgefiihrte qPCR (s. Abb. 46 E) ergab eine deutliche
hSLC22A9 mRNA Expression in den Hepatozyten, welche aus der homozygoten
hOAT7-Knockin Maus isoliert worden waren. In den aus der Kontrolimaus isolierten

Hepatozyten konnte keine hSLC22A9 mRNA Expression nachgewiesen werden.
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Abbildung 46: Isolation primarer Hepatozyten aus Kontroll- und hOAT7-Knockin
Mausen

Das Miltenyi Liver Perfusion Kit wurde genutzt, um primare murine Hepatozyten aus
jeweils einer 12 Wochen alten Kontroll- sowie homozygoten hOAT7-Knockin (hom
hOAT7 KI) Maus zu isolieren. Die isolierten und auf Kollagen-beschichteten Platten
ausgesaten Zellen wurden am nachsten Tag unter dem Lichtmikroskop betrachtet und
fotografiert (A, B). Zudem wurde mit am Vortag auf Kollagen-beschichteten
Objekttragern ausgesaten Zellen eine Immunfluoreszenzfarbung mit einem gegen
hOAT7 gerichteten Antikorper (REP5045 Anti-SLC22A9, Verdinnung: 1:50)
durchgefihrt (C, D) (hOAT7, grine Farbung). Die Zellkerne wurden mittels Hoechst
34580 angefarbt (Nuclei, blaue Farbung). Mit aus den Zellen gewonnener RNA wurde
eine PCR mit dem hSLC22A9 (Hs00971067_m1) und dem mActb (Mm02619580 g1)
TagMan Assay durchgefuhrt (E), wobei die hSLC22A9 mRNA Expression fur jede
Probe auf die mActb mRNA Expression bezogen wurde (fold change = relativer
Expressionsunterschied).
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4 Diskussion

OAT2 ist ein hauptsachlich in Leber und Niere vorkommendes
Membrantransportprotein, welches den Transport einer groRen Bandbreite von
strukturell sehr unterschiedlichen Substraten tlber Membranen hinweg vermitteln kann
(Sekine et al. 1998; Shen et al. 2017; Sun et al. 2001). Zu den vielen bisher
identifizierten Substraten von OAT2 gehdren sowohl endogene Substanzen wie auch
eine Vielzahl an Arzneistoffen (Shen et al. 2017). Wahrend OAT1 und OAT3
hauptséchlich in der Niere exprimiert sind, deutet die starke Expression von OAT2 in
der Leber auf eine Rolle des Transporters in der hepatischen Regulierung von
endogenen Substraten und Arzneimitteln hin (Kobayashi et al. 2005). Trotz relativ
groBen Forschungsinteresses an OAT2 bleibt die physiologische und
pharmakologische Rolle des Transportproteins weiterhin im Dunkeln (Shen et al. 2017,
Zamek-Gliszczynski et al. 2022), was eine tiefergehende funktionelle
Charakterisierung des Transporters nétig macht. Daftr wurden in der vorliegenden
Arbeit sowohl in vitro Experimente mit hOAT2- und mOat2-exprimierenden Zelllinien
durchgefuhrt als auch ein neues Mausmodell zur Charakterisierung von OAT2
generiert und charakterisiert.

Ahnlich zu OAT2 ist die physiologische sowie die pharmakologische Rolle des
ausschlie3lich im Menschen vorkommenden Membrantransporters hOAT7 noch
weitgehend unbekannt. hOAT7 ist hauptsachlich in der Leber exprimiert, was
vermuten lasst, dass auch dieser Transporter in der Regulierung endogener Substrate
und Arzneistoffe involviert ist. Bisher wurden nur drei endogene Substanzen und ein
Arzneistoff als Substrate dieses Transportproteins identifiziert (Emami Riedmaier et al.
2016; Shin et al. 2007). In dieser Arbeit sollte daher ein neues, humanisiertes

Mausmodell zur Charakterisierung von OAT7 generiert und charakterisiert werden.
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4.1 In vitro Versuche zur funktionellen Charakterisierung von OAT2
und OAT7

4.1.1 Charakterisierung von hOAT2 und mOat2 mithilfe von in vitro Versuchen

4.1.1.1 Etablierung der hOAT2- und mOat2-exprimierenden Zelllinien

Rekombinante Zelllinien stellen ein wichtiges und oft benutztes Werkzeug zur
Charakterisierung von Transportproteinen dar. Wirtszelllinien werden daftr mit Genen
fur Transportproteinen transfiziert und mit den so entstandenen rekombinanten Zellen
Transportversuche durchgefiihrt, um neue Substrate zu identifizieren oder die
Transportfunktion fir ein bestimmtes Substrat genauer zu untersuchen. Die stabile
Transfektion ist fur solche Versuche besser geeignet als die transiente, da es dabei zu
einer geringeren Variabilitat in der Expression der Transportproteine zwischen
verschiedenen Versuchen kommt (Brouwer et al. 2013). Viele wichtige Erkenntnisse
Uber Substratspezifitaiten, Arzneistoffwechselwirkungen und Inhibitoren von
Membrantransportern wurden bereits mit Transporter-exprimierenden Zelllinien
gewonnen (Dvorak et al. 2021). Mit HEK293 Zellen, welche hOCT1, hOCT2, hOCT3
und hMATE stabil exprimierten, konnte beispielsweise herausgefunden werden, dass
diese Transportproteine Uberlappende Substratspezifitditen mit CYP2D6 aufweisen
und mit hOAT1 und hOAT3 transfizierte proximale Tubuluszellen kénnen fir die
Erforschung von Arzneistoffwechselwirkungen und daraus resultierenden

Nierenschaden von groRem Nutzen sein (Neul et al. 2021; Nieskens et al. 2016).

Zur Charakterisierung von hOAT2 des Menschen und mOat2 der Maus wurden im
Rahmen dieser Arbeit hOAT2- und mOat2-exprimierende Zelllinien durch stabile
Transfektion von HEK293 Zellen generiert. Die Zellen zeigten in
Immunfluoreszenzfarbungen eine  deutliche  Expression des jeweiligen
Transportproteins in der Zellmembran und auch per gqPCR- und Immunblot-Analysen
konnte die Expression von hOAT2 bzw. mOat2 in den Zellen nachgewiesen werden.
Rekombinante, hOAT2-exprimierende Zelllinien wurden bereits in der Literatur
beschrieben. Enomoto und Kollegen exprimierten das Protein durch Transfektion in
proximalen Tubuluszellen der Maus, transient transfizierte HEK293 Zellen wurden von
Cropp und Kollegen zur Identifizierung von hOAT2-Substraten genutzt und auch stabil
transfizierte, hOAT2-exprimierende Zelllinien dienten schon der Untersuchung des
Transportproteins (Cropp et al. 2008; Enomoto et al. 2002; Fork et al. 2011; Henjakovic
et al. 2015; Marada et al. 2015).

mOat2-exprimierende Zelllinien wurden nach unserem Kenntnisstand noch nicht
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beschrieben. Die hier etablierte mOat2-exprimierende Zelllinie stellt also ein wichtiges,
neues Werkzeug in der Charakterisierung von mOat2 und damit in der Erforschung
von speziesspezifischen Unterschieden zwischen hOAT2 und mOat2 dar. Dies ist
besonders wichtig, da es sich bei vielen der in der Membrantransporterforschung
genutzten praklinischen Mausmodellen um Knockout Mauslinien handelt, bei denen
das Aquivalent eines humanen Membrantransporters in der Maus ausgeschaltet ist
(Jiang et al. 2010). Speziesspezifische Unterschiede in der Expression oder der
Transportaktivitat der Transportproteine kommen allerdings immer wieder vor. Die
Untersuchung der organischen Kationentransporter der Maus mOctl, mOct2, mOct3
und mPmat und der Vergleich mit den Aquivalenten im Menschen ergab so
beispielweise trotz groRer Sequenzibereinstimmung Kklare speziesspezifische
Unterschiede. Inhibitoren von hOCT3 waren zum Beispiel in der Lage mOct3 zu
aktivieren (Meyer et al. 2022; Miura et al. 2017). Auch die beiden Membrantransporter
Thiamintransporter 1 (SLC19A2) und BSEP (Bile salt export pump, ABCB11) zeigen
Unterschiede zwischen dem humanen und dem Maus Protein. In beiden Féllen fihrte
das Wissen um die speziesspezifischen Unterschiede nicht dazu, dass ein
Mausmodell zur Erforschung des humanen Transportproteins als unbrauchbar erklart
wurde (Fleming et al. 2001; Green et al. 2000). Vielmehr kbnnen Ergebnisse, die mit
solchen Modellen gewonnen werden, mit dem Wissen Uber speziesspezifische
Unterschiede deutlich besser interpretiert werden, was die Tiermodelle zu noch
starkeren Werkzeugen in der Erforschung der Transportproteine macht. Daher ist es
vor der Durchfuhrung préklinischer Experimente mit Mausmodellen von grof3er
Wichtigkeit, auch die Aquivalente der humanen Transportproteine in der Maus zu
untersuchen, da unbekannte Unterschiede zwischen den beiden Spezies schnell zu
fehlerhafter Interpretation der Ergebnisse fuhren kénnen (Chu et al. 2012). Die im
Rahmen der Arbeit generierte mOat2-exprimierende Zelllinie kann also dazu dienen,
Versuche mit den ebenfalls im Rahmen der Arbeit generierten mOat2-Knockout
Mausen sinnvoll zu planen und die Ergebnisse korrekt zu interpretieren und in den

richtigen Kontext zu setzen.
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4.1.1.2 Die Rolle von OAT2 im cGMP Signalweqg

i Erkenntnisse aus cGMP Transportversuchen

hOAT2 ist in der Lage, cGMP mit hoher Affinitat zu transportieren, wobei es sowohl
die Aufnahme als auch den Efflux des sekundéaren Botenstoffes vermitteln kann (Cropp
et al. 2008). Der Transport von cGMP durch mOat2 wurde unseres Wissens nach noch
nicht gezeigt.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Transportversuchen mit hOAT2- und
mOat2-exprimierenden Zellen konnte gezeigt werden, dass sowohl hOAT?2 als auch
mOat2 in der Lage sind, cGMP zu transportieren. Fir mOat2 konnte cGMP demnach
als neues Substrat identifiziert werden. Dennoch konnte ein speziesspezifischer
Unterschied zwischen hOAT2 und mOat2 detektiert werden. Obwohl der Transport von
cGMP durch mOat2 sehr deutlich und der Unterschied zwischen den Kontrollzellen
und den mOat2-exprimierenden Zellen auch signifikant war, war er in allen
durchgefiihrten Transportversuchen deutlich schwacher als der durch hOAT2, die
Affinitat von mOat2 fir cGMP war also niedriger als die von hOATZ2, was sich auch in
den unterschiedlichen Km-Werten zeigt (104,7 uM far hOAT2, 1333 uM fir mOat?2).
Dies konnte darauf hinweisen, dass es in der Maus neben mOat2 noch weitere, im
Menschen nicht vorhandene, Transportproteine gibt, welche den Transport von cGMP
vermitteln kénnen, und mOat2 in der Maus daher eine geringere Rolle im cGMP
Signalweg einnimmt als hOAT2 im Menschen. Fur andere Transportproteine konnten
ebenfalls bereits unterschiedliche Affinitaten flr verschiedene Substrate zwischen
humanen und Maus Transportproteinen beobachtet werden. So lasst sich
beispielsweise eine deutlich schwachere Aufnahme von Metformin und Thiamin in
stabil transfizierte hOCT1-exprimierende als in mOctl-exprimierende Zellen
beobachten (Meyer et al. 2020).

Vergleicht man die hier erlangten Ergebnisse mit denen von Mathialagan und
Kollegen, welche ebenfalls mit stabil transfizierten, hOAT2-exprimierenden HEK-
Zellen Transportversuche durchfiihrten, zeigten die hier generierten Zellen sogar einen
starkeren Transport. Bei gleicher cGMP Konzentration beschreiben Mathialagan und
Kollegen nach 4 min einen 30fachen Anstieg in der cGMP Aufnahme im Vergleich zu
den Kontrollzellen (Mathialagan et al. 2018), wéhrend in den hier beschriebenen
Experimenten nach 1 Minute bereits ein ca. 90facher und nach 10 Minuten ein ca.
130facher Anstieg beobachtet werden konnte. Cropp und Kollegen beschreiben den

bidirektionalen Transport von cGMP durch hOAT2. Auch in den hier durchgefiihrten
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Transportversuchen konnte sowohl die Aufnahme von cGMP in die hOAT2-
exprimierenden Zellen als auch die Abgabe von cGMP durch ebendiese Zellen gezeigt
werden. Cropp und Kollegen beschreiben auRerdem flr hOAT2 einen Km-Wert von
88 uM (Cropp et al. 2008). Wir konnten mit konzentrationsabhangigen
Transportversuchen einen etwas héheren Km-Wert von 104,7 uM errechnen. Der von
uns errechnete Km-Wert ist fast identisch mit dem von Marada und Kollegen
ermittelten Wert von 101 uM (Marada et al. 2015). Sowohl Marada und Kollegen als
auch wir verwendeten stabil transfizierte HEK293 Zellen, wahrend Cropp und Kollegen
ihre Versuche mit transient transfizierten Zellen durchfiihrten, was eventuell den
geringfuigigen Unterschied erklaren kann. Eine weitere Ahnlichkeit zwischen den von
uns generierten Ergebnissen und denen von Marada und Kollegen ist die erst relativ
spat eintretende zeitabhangige Sattigung des cGMP Transportes. So konnte erst nach
Inkubationszeiten von Uber 20 Minuten eine langsam eintretende Sattigung des
Transportes beobachtet werden (Marada et al. 2015).

Mit Transportversuchen mit Zelllinien, welche jeweils einen der hauptsachlich fir den
Arzneistofftransport  verantwortlichen hepatischen  Aufnahmetransporter  der
sinusoidalen Membran der Hepatozyten exprimierten, konnten wir zeigen, dass
hOAT?2 der einzige dieser Aufnahmetransporter mit der Fahigkeit ist, den Transport
von cGMP zu vermitteln. Eine solche systematische Analyse wurde unseres Wissens
nach bisher nicht durchgefihrt. Sie ist wichtig, um die Rolle, welche hOAT2 im cGMP
Signalweg spielen konnte, besser einzuschatzen. Fir mOat2 konnte eine
vergleichbare systematische Analyse nicht durchgefuhrt werden, da Zelllinien, welche
die hepatischen Aufnahmetransporter der Maus exprimieren, nicht vorhanden waren.
Die Generierung solcher Zelllinien ware daher von groBem Interesse, um zum
besseren Verstandnis der Rolle von mOat2 im cGMP Signalweg der Maus

beizutragen.

Die ,remote sensing and signaling” Hypothese besagt, dass Membrantransporter
gemeinsam mit anderen am Stoffwechsel beteiligten Proteinen zum reibungslosen
Ablauf verschiedener Signalwege und damit zur Kommunikation zwischen Zellen und
Organen beitragen. Diese Kommunikation erfolgt durch die Regulierung von kleinen,
endogenen Molekilen, welche einen hohen ,Grad an Informationen” aufweisen
(Nigam 2015; Nigam und Granados 2022). Ein Beispiel fur die ,remote sensing and
signaling” Hypothese stellt der Uratstoffwechsel dar. Urat wird von einer Vielzahl an

Transportproteinen transportiert, von welchen viele in der Niere aber auch manche in
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Leber und Darm exprimiert sind. Gemeinsam mit Enzymen, welche in den
Purinmetabolismus integriert sind, bilden sie so ein Netzwerk von verschiedenen
Proteinen, welche Uber verschiedene Gewebe hinweg den Uratspiegel steuern.
Fehlfunktionen einzelner involvierter Proteine und damit einhergehende veranderte
Uratspiegel kdnnen dabei zu Krankheiten fihren. Der cGMP Signalweg kdnnte so
ebenfalls ein Beispiel fur die ,remote sensing and signaling“ Hypothese sein, da cGMP
ein korpereigenes Signalmolekul ist, welches in einer Vielzahl von korpereigenen
Prozessen involviert ist und in dessen Generierung, Regulierung und Verteilung im
Korper zahlreiche Proteine beteiligt sind. In Ubereinstimmung damit wird schon seit
langerem diskutiert, dass OAT2 in die Regulation der intra- und extrazellularen cGMP
Spiegel und damit in vielen cGMP-abhangigen korpereigenen Prozessen beteiligt ist
(Nigam 2018; Wu et al. 2011).

Wir waren in der Lage zu zeigen, dass cGMP sowohl durch hOAT2 als auch durch
mOat2 mit hoher Affinitat transportiert wird, was eine Rolle beider Membrantransporter
im cGMP Signalweg nahelegt. Dass hOAT2 der einzige hepatische cGMP
Aufnahmetransporter im Menschen ist, stitzt diese Hypothese zusatzlich, da der
Verlust der Transportaktivitdt nicht durch ein anderes Transportprotein kompensiert
werden konnte. hOAT2 kénnte so zusammen mit MRP-Proteinen, welche in der Lage
sind, den Efflux von cGMP aus Zellen zu vermitteln, und anderen cGMP
Signalwegkomponenten intra- und extrazellulare cGMP Spiegel regulieren, damit zur
Kommunikation zwischen Organen beitragen und in einer Vielzahl von korpereigenen
Prozessen entscheidend beteiligt sein. Zum einen kénnten so Prozesse, welche direkt
in den Hepatozyten durch cGMP gesteuert werden, durch hOAT2 beeinflusst werden.
Ein Beispiel hierfur ist die von Deng und Kollegen beschriebene antiinflammatorische
Wirkung von cGMP in den Hepatozyten. Erhéhte cGMP Konzentrationen in den
Hepatozyten von Mausen eines Mausmodells zur Erforschung von Sepsis fuhrten hier
zur Aktivierung der Protease TACE (Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme)
und damit zum AbstoRen des Tumornekrosefaktor-Rezeptors, wodurch die
systemische Entztiindung gemindert werden konnte (Deng et al. 2015). Die
Hepatozyten kdnnten andererseits aber auch als eine Art Speicher fir cGMP dienen.
Da hOAT2 in der Lage ist sowohl die Aufnahme als auch die Abgabe von cGMP zu
vermitteln, kdnnte es durch die gezielte Aufnahme von cGMP in die Hepatozyten bzw.
dessen Abgabe, Einfluss auf die cGMP Konzentration des Blutes ausiiben und damit

auch eine Vielzahl von cGMP-gesteuerten Ablaufen aul3erhalb der Leber beeinflussen.
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ii Erkenntnisse aus der Analyse der Expression von Komponenten des cGMP
Signalwegs in verschiedenen Leberzelltypen

Um naher auf die Rolle von hOAT2 im cGMP Signalweg einzugehen, wurden
verschiedene Leberzelltypen hinsichtlich ihrer Expression verschiedener cGMP
Signalwegkomponenten und cGMP Transportproteine untersucht. Es wurde mittels
Microarrays die RNA Expression verschiedener cGMP Signalwegkomponenten in
primaren sinusoidalen Endothelzellen und priméren Ito-Zellen des Menschen als
Vertreter der nicht-parenchymalen Leberzellen bestimmt. Die Expressionswerte des
Versuches wurden mit 6ffentlich zuganglichen Daten eines Human Genome U133 Plus

2.0 Arrays von priméaren Hepatozyten des Menschen verglichen (Hart et al. 2010).

Wir konnten den cGMP Effluxtransporter MRP4 auf RNA Ebene in allen drei Zelltypen
nachweisen, MRP5 wurde zusatzlich noch in den Ito-Zellen und sinusoidalen
Endothelzellen exprimiert. OAT2 wurde in den Hepatozyten stark exprimiert und
konnte auch in den anderen beiden Zelltypen nachgewiesen werden. Mittels
Proteomanalysen der hauptsachlich vorkommenden Leberzelltypen des Menschen,
konnten Olander und Kollegen ebenfalls eine starke Expression von OAT2 in den
Hepatozyten nachweisen (Olander et al. 2020). Dies konnte darauf hindeuten, dass
das Transportprotein maf3geblich an der Regulierung der cGMP Konzentrationen in
der Leber beteiligt ist.

Wir konnten drei cGMP-generierende Guanylatzyklasen auf mRNA Ebene in allen drei
Zelltypen nachweisen. Die Frage, ob Guanylatzyklasen in Hepatozyten exprimiert sind,
wurde bisher nicht eindeutig beantwortet. Verschiedene Studien legen nahe, dass die
Guanylatzyklase C bei Leberschaden verstarkt hepatisch exprimiert wird und sich
vorteilhaft auf die Regeneration auswirkt. So zeigten Mause, welche einen
Funktionsverlust der Guanylatzyklase C aufwiesen, eine erhthte Sterblichkeit nach
akuter Leberschadigung im Vergleich zu Kontrollmausen (Mann et al. 2010). Ebenso
konnte in gesunder Rattenleber die Guanylatzyklase C nicht in den Hepatozyten
nachgewiesen werden, wahrend sie nach Leberschadigung exprimiert wurde und zur
Regeneration beitrug (Laney et al. 1994). Auch die Frage nach der hepatischen
Expression der l6slichen Guanylatzyklase, welche durch Stickstoffmonoxid aktiviert
wird, ist umstritten (Sandner 2018). Wahrend verschiedene Studien die Expression
des Enzyms in den Hepatozyten von Ratte und Mensch beschreiben (Billiar et al. 1992;
Sarno 2017; Schwabl et al. 2018), konnte dies in anderen Studien nicht nachgewiesen

werden (Hall et al. 2019). Auch wir konnten eine Expression der ldslichen
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Guanylatzyklase fir keinen der drei Leberzelltypen nachweisen. Fir die losliche
Guanylatzyklase gibt es wie fur die Guanylatzyklase C die Vermutung, dass diese zur
Regeneration der Leber nach einer Cholestase beitragt, da eine verstarkte Expression
des Enzyms in Hepatozyten der Ratte, welche einer Ligation des Gallenganges
unterzogen wurden, beobachtet wurde (Kreisel et al. 2020; Schwabl et al. 2018).
Olander und Kollegen konnten die Proteinexpression der Guanylatzyklase A in
Endothelzellen und die der Guanylatzyklase B in Ito Zellen nachweisen. In den
Hepatozyten konnten sie keine Guanylatzyklasen finden (Olander et al. 2020). Unsere
Ergebnisse und die bereits existierenden Daten zusammengenommen, ist demnach
fraglich, ob Guanylatzyklasen in Hepatozyten im gesunden Leberzustand exprimiert
werden. Eine fehlende Expression dieser cGMP-generierenden Enzyme konnte auf
eine wichtige Rolle von OAT2 im cGMP Signalweg hindeuten. Der OAT2-vermittelte
Transport des sekundéaren Botenstoffes uber die Zellmembran wirde in diesem Fall
die einzige Mdglichkeit darstellen, die intrazellulare cGMP Konzentration zu

kontrollieren.

Der Abbau von cGMP wird von PDEs vermittelt. Wir konnten 7 PDE-Transkripte in den
Ito-Zellen und sinusoidalen Endothelzellen, jedoch nur 3 in den Hepatozyten
nachweisen. Dies konnte darauf hindeuten, dass auch der cGMP Abbau in den
Hepatozyten keinen groRRen Stellenwert im cGMP Signalweg hat, was ebenfalls die
Vermutung stltzt, dass OAT2 in den Hepatozyten einen malgeblichen Teil zur
Regulierung der intra- und extrazellularen cGMP Konzentration beitragt. Auch die
Ergebnisse von Olander und Kollegen unterstreichen diese Hypothese. Hier konnten
auf Proteinebene nur funf der sieben von uns nachgewiesenen PDEs ermittelt werden,
wobei diese auch immer nur in einem oder zwei der Zelltypen exprimiert waren. In den
Hepatozyten wurde lediglich die Expression der PDE1A und der PDE3B gezeigt
(Olander et al. 2020).

Wahrend wir die RNA Expression von funf cGMP Effektoren in den Ito-Zellen und den
sinusoidalen Endothelzellen nachweisen konnten, wobei es sich um drei CNGs und
um zwei cGMP-abh&ngige Proteinkinasen handelte, wiesen die Hepatozyten lediglich
die Expression von CNGA1 auf. Olander und Kollegen konnten auf Proteinebene von
den funf Proteinen nur die cGMP-abhangige Proteinkinasen PRKG1 in den
Endothelzellen und Ito Zellen nachweisen, wéhrend sie in den Hepatozyten kein
einziges cGMP Effektorprotein zeigen konnten. Dies lasst darauf schliel3en, dass die

159



Diskussion

Hepatozyten, wie bereits vermutet, eher passiv auf den cGMP Signalweg einwirken,
indem sie als eine Art Speicher fir cGMP fungieren, dadurch die cGMP Konzentration
im Blut kontrollieren und letzten Endes verschiedene cGMP-vermittelte Prozesse

innerhalb und auRBerhalb der Leber beeinflussen.

4.1.1.3 Charakterisierung der Transportaktivitat von hOAT2 / mQOat2 fiir Xanthin

Die Beobachtung, dass Xanthin, ein Zwischenprodukt beim Purinabbau, ein Substrat
von hOAT2 ist, wurde bisher nach unserem Kenntnisstand nur durch Yamada und
Kollegen beschrieben, wobei der Transport bisher nicht naher charakterisiert ist und

keine kinetischen Konstanten bestimmt wurden (Yamada et al. 2014).

Wir konnten mittels Transportversuchen mit Xanthin und hOAT2- bzw. mOat2-
exprimierenden Zelllinien reproduzieren, dass hOAT2 Xanthin transportiert. Zusatzlich
konnten wir nachweisen, dass dieser Transport sowohl zeit- als auch
konzentrationsabhangig erfolgt und zum ersten Mal kinetische Konstanten fur dieses
Substrat bestimmen. Eine systematische Analyse mittels Transportversuchen mit
Xanthin und Zelllinien, welche jeweils einen der hauptsachlich fur den
Arzneistofftransport  verantwortlichen hepatischen  Aufnahmetransporter  der
sinusoidalen Hepatozytenmembran des Menschen exprimierten, konnte aul3erdem
zeigen, dass hOAT2 das einzige dieser Transportproteine ist, welches die Aufnahme
von Xanthin vermitteln kann.

Interessanterweise konnten wir aul3erdem zeigen, dass Xanthin kein Substrat von
mOat2 ist. Solche deutlichen speziesspezifischen Unterschiede in der
Substratspezifitat sind auch fur andere Membrantransportproteine schon beschrieben
worden. So ergab die Untersuchung speziesspezifischer Unterschiede von MDR1 des
Menschen und der Ratte mittels stabil transfizierter Zelllinien deutliche Unterschiede
zwischen den Spezies, wobei einige Substanzen nur durch eine der beiden
Proteinvarianten transportiert wurden (Booth-Genthe et al. 2006). Auch zwischen
Maus und Mensch konnten speziesspezifische Unterschiede in der Transportaktivitat
von MDR1 beobachtet werden. So wurden die Antiepileptika Phenytoin and
Levetiracetam nur durch Mdrl der Maus und nicht durch MDR1 des Menschen

transportiert (Baltes et al. 2007).

Xanthin ist ein Zwischenprodukt beim Purinabbau und die Xanthinoxidase katalysiert

die Umwandlung der Substanz in Harnsaure. Dies passiert in der Leber, von wo aus
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die Harnsaure fur ihre Exkretion zur Niere transportiert wird. Harnsaure wurde bereits
mittels stabil transfizierter Zelllinien als Substrat von hOAT2 nachgewiesen (Sato et al.
2010), was nahelegt, dass hOAT2 in die Exkretion von Harnsaure involviert ist, indem
es sie aus dem Blut in die Niere aufnimmt. Da Xanthin ebenfalls ein Substrat von
hOAT2 ist, scheint das Transportprotein in mehrere Schritte des Purin-Stoffwechsels
regulatorisch einzugreifen und damit eine Rolle bei Krankheiten wie der Gicht zu
spielen, welche durch verminderte Harnséaureexkretion und zu hohe Harnséurespiegel
(Hyperurikdmie) verursacht werden (Gao et al. 2022). Die Tatsache, dass hOAT2 der
einzige der untersuchten hepatischen Aufnahmetransporter ist, welcher den Transport
von Xanthin vermitteln kann, legt nahe, dass die Rolle von hOAT2 im Purinstoffwechsel
von besonderer Wichtigkeit sein konnte, da der Verlust der Transportfunktion von
hOAT2 nicht durch andere Transportproteine kompensiert werden kann.

Mause sind im Gegensatz zum Menschen nicht darauf angewiesen, Harnséure in
ausreichender Menge ausscheiden zu mussen, da sie diese in der Leber mittels des
Enzyms Urikase zu Allantoin umwandeln kénnen. Menschen fehlt dieses Enzym, was
die Ausscheidung von Harnsaure tber die Niere notwendig macht (Gao et al. 2022; Lu
et al. 2018). Harnsaure wurde nach unserem Kenntnisstand noch nicht als Substrat
von mOat2 beschrieben und ist Xanthin strukturell sehr &hnlich. Es kann also die
Vermutung angestellt werden, dass der Transport von Harnsdure und Xanthin durch
mOat2 in der Maus einen deutlich niedrigeren Stellenwert im Purinabbau einnimmt als
im Menschen und sein Fehlen daher keine oder keine schwerwiegenden
physiologischen Konsequenzen fir die Maus héatte. Diese Hypothese wird durch
Forschungsergebnisse gestiutzt, welche unter anderem mithilfe einer Glucose
Transporter Typ 9 (Glut9, Slc2a9) Knockout Mauslinie zeigen, dass tatsachlich dieser
Transporter, und damit nicht mOat2, die Hauptrolle im Harnsauretransport in Leber
und Niere der Maus spielt (Preitner et al. 2009; Wang et al. 2022).
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4.1.1.4 Identifikation verschiedener Pterine als neue OAT2-Substrate

Biopterin und Neopterin sowie deren Derivate konnten im Rahmen der hier
durchgefiihrten Transportversuche als neue Substrate von OAT2 identifiziert werden.
In friheren Studien konnten Ohashi und Kollegen zeigen, dass Tetrahydrobiopterin
(BH4) in Ratten, welchen die Substanz intravends verabreicht wurde, schnell in Leber
und Niere aufgenommen wird (Ohashi et al. 2016). Sie konnten aufRerdem den
Transport von Dihydrobiopterin und BH4 durch die in der Niere vorherrschenden
organischen Anionentransporter OAT1 und OAT3 zeigen, welcher die schnelle
Aufnahme von BH4 in die Niere, nicht aber in die Leber erklaren kann (Ohashi et al.
2017). Die Vermutung lag daher nahe, dass OAT?2 flr die Aufnahme von Biopterin und
seinen Derivaten in die Leber verantwortlich ist, weswegen wir Transportversuche mit
verschiedenen Pterinen durchfihrten. Wir konnten zeigen, dass Neopterin, Biopterin
und Dihydrobiopterin sowohl durch hOAT2 als auch durch mOat2 transportiert werden,
wahrend Dihydroneopterin und Tetrahydrobiopterin Substrate von hOAT2, aber nicht
von mOat2 sind. Dass die Pterine zeit- und konzentrationsabhangig durch OAT2
transportiert werden, konnte exemplarisch am Beispiel des Neopterin Transportes
durch hOAT2 gezeigt werden.

BH4 ist die biologisch aktive Form des Biopterins. Es wird in nahezu allen Geweben
synthetisiert, wobei auch Dihydrobiopterin, Neopterin und Dihydroneopterin entstehen.
BH4 ist ein Kofaktor von verschiedenen Enzymen, weswegen es eine wichtige Rolle
in einer Vielzahl von korpereigenen Prozessen spielt (Kohlmeier 2015; Thony et al.
2000).

So ist BH4 beispielsweise essentiell fur die Tyrosin-Synthese des Menschen. Daher
fuhren Defekte in Enzymen, welche die Biosynthese von BH4 steuern, und eine damit
einhergehende BH4-Defizienz zu einer Phenylketonurie. Dabei handelt es sich um
eine Krankheit, welche auf zu hohen Phenylalaninspiegeln und zu niedrigen
Tyrosinspiegeln beruht. Dies fihrt wiederum zu niedrigen Serotonin- und
Dopaminspiegeln und dadurch zu Hirnschadigungen, wenn die Krankheit nicht sehr
frih diagnostiziert und behandelt wird. Daher werden Neugeborene standardmalfig
auf die Krankheit hin getestet (Blau und Burgard 2005; Mitze et al. 2011; Thény et al.
2000). Die Hauptursache fur die Erkrankung ist allerdings nicht eine gestorte
Biosynthese von BH4, sondern Defekte in Enzymen, welche an der
Phenylalaninsynthese beteiligt sind, wie beispielwese die Phenylalaninhydroxylase.

Doch auch in diesem Fall kann BH4 eine wichtige Rolle spielen, da das
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Biopterinderivat zusammen mit einer phenylalaninarmen Diét und der Substitution von
Tyrosin fur die Behandlung der Phenylketonurie eingesetzt wird (Blau und Burgard
2005; Mutze et al. 2011).

In diesem Zusammenhang kénnte OAT2 zum einen zumindest in Leber und Niere zur
Regulation der intrazellularen BH4 Konzentration und damit zu einem Kkorrekten
Phenylalanin / Tyrosin ~ Verhaltnis  beitragen. Zum anderen konnte das
Transportprotein die Aufnahme und Verteilung von BH4, welches zur Behandlung der
Phenylketonurie eingesetzt wird, vermitteln und damit in den ADME Vorgangen dieses
Medikamentes von grol3er Bedeutung sein.

BH4 ist auRerdem noch in vielen anderen korpereigenen Prozessen maldgeblich
beteiligt. Es ist so beispielsweise wichtig fur die Melatonin Synthese (Kohimeier 2015).
Da es auch als Kofaktor der Stickstoffmonoxid Synthese fungiert, kann eine BH4-
Defizienz zur gestorten Angiogenese sowie Vasodilatation fihren (Gruhn et al. 2001,
Marinos et al. 2001). Auch eine Rolle von BH4 in der Entstehung von
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit, der Parkinson
Krankheit und Depression wird diskutiert (Thony et al. 2000). Der Neopterinspiegel
wird dahingegen mit dem Immunsystem in Verbindung gebracht. So zeigen
beispielsweise Patienten mit viralen Infektionen, Autoimmunkrankheiten und
verschiedenen Krebsleiden erhthte Neopterinspiegel (Asano et al. 1997; Kohlmeier
2015; Prasanna et al. 2017).

Da BH4 und die anderen Biopterin und Neopterin Derivate in einer grofR3en Vielzahl
von korpereigenen Prozessen sowie in der Behandlung der Phenylketonurie eine Rolle
spielen, ist ihre Identifikation als neue OAT2-Substrate von grol3em Interesse, vor
allem, da Mechanismen der Aufnahme der Pterine in die Leber bisher noch nicht
bekannt sind (Kohimeier 2015). Die Erkenntnis, dass OAT2 als Transportprotein fur
diese Substanzen fungiert, legt nahe, dass der Membrantransporter in einige oder alle
der oben genannten Prozesse und Krankheitsbilder involviert ist.

Wie auch schon zuvor bei Xanthin, lieBen sich bei den Transportversuchen mit den
verschiedenen Pterinen speziesspezifische Unterschiede zwischen hOAT2 und
mOat2 ausmachen. Neopterin und sein Derivat Dihydroneopterin kommt in hohen
Konzentrationen nur in Menschen und Affen, nicht aber in Mausen, vor, wéhrend
Biopterin in Menschen und Mausen in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden
kann (Amadori et al. 2001; Duch et al. 1984). Zwei der drei Biopterin-Strukturen

(Biopterin und Dihydrobiopterin) wurden von mOat2 transportiert, BH4 war allerdings
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kein Substrat von mOat2. In Mausen scheint daher der Transport von BH4 durch
mOat2 keine Rolle zu spielen. Neopterin wurde durch mOat2 transportiert, was
wahrscheinlich vorrangig an strukturellen Ahnlichkeiten zu den anderen transportierten
Pterinen liegen kdonnte und keine tatséchliche Funktion in der Maus hat, da Neopterin
in diesem Organismus nur in sehr geringer Konzentration vorkommt (Amadori et al.
2001).

Auch das Ausmal} des Transportes der drei von hOAT2 und mOat2 transportierten
Substanzen zeigte speziesspezifische Unterschiede. Wie auch schon zuvor fir cGMP
beobachtet, war der Transport der Substanzen durch mOat2 jeweils wesentlich
schwacher als der durch hOAT2. Da BH4 durch mOat2 gar nicht transportiert wurde,
lasst dies die Vermutung zu, dass die Rolle von hOAT2 in Prozessen, in welchen
Biopterin und seine Derivate beteiligt sind, im Menschen deutlich ausgepragter ist als
die von mOat2 in der Maus. Dies koénnte beispielsweise durch andere
Transportproteine der Maus erklart werden, welche in diese Prozesse involviert sind
und die kein Aquivalent im Menschen aufweisen.

4.1.2 Charakterisierung von hOAT7 mithilfe von in vitro Versuchen

Um neue Substrate des Membrantransporters hOAT7 zu identifizieren, wurden eine
grol3e Zahl an endogenen und exogenen Substanzen in vorangegangenen Arbeiten
am Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie in
Transportversuchen mit hOAT7-exprimierenden Zelllinien getestet. Trotz grol3er
Bemuhungen konnte allerdings kein neues Substrat fir den Membrantransporter
identifiziert werden. Dies lasst vermuten, dass hOAT7 anders als die anderen OATs
nur ein geringes Substratspektrum hat und die physiologische Rolle des
Transportproteins von der der anderen OATs abweichen kdnnte. Daher scheinen
Zelllinien fur die Charakterisierung von hOAT7 von weniger grofiem Nutzen zu sein
als fur die von Membrantransportern mit grof3eren Substratspektren. Fir eine nahere
Untersuchung der physiologischen und auch pharmakologischen Rolle des
Transportproteins im Koérper scheinen in vivo Versuche im praklinischen Tiermodell
unverzichtbar zu sein, weswegen im Rahmen dieser Arbeit ein hOAT7-Knockin

Mausmodell generiert und charakterisiert wurde.
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4.2 Mausmodelle zur funktionellen Charakterisierung von OAT2 und
OAT7

Zur Klarung der physiologischen Rolle von Membrantransportern sind Tiermodelle
zum jetzigen Zeitpunkt unumgéanglich, da die vorhandenen Mdoglichkeiten zur in vitro
Charakterisierung das Zusammenspiel von verschiedenen Transportproteinen und
anderen in korpereigenen Funktionen relevanten Proteinen nicht widerspiegeln
kénnen (DeGorter und Kim 2011; Dvorak et al. 2021). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
daher zwei neue Mausmodelle zur Charakterisierung der beiden Membrantransporter
OAT2 und OAT7 generiert. Dabei handelt es sich zum einen um Mause, welche einen
globalen Knockout von mOat2 aufweisen und zum anderen um humanisierte Mause,
welche sich durch einen leberspezifischen Knockin von hOAT7 auszeichnen. Bisher
existierten weder fur OAT2 noch fir OAT7 praklinische Tiermodelle, weswegen vom
internationalen Transporter Konsortium zur Analyse der Rolle von OAT2 in ADME
Prozessen bereits die Generierung eines mOat2-Knockout-Mausmodells gefordert

wurde (Zamek-Gliszczynski et al. 2022).

4.2.1 Eignung von transgenen Mausmodellen zur Charakterisierung von OAT2
und OATY

Vor der Generierung neuer transgener Mauslinien missen einige Vortberlegungen
getroffen und Vorversuche durchgefuhrt werden. Im Falle von Knockout-
Mausmodellen, wie der mOat2-Knockout Mauslinie, ist die Charakterisierung des
Mausproteins, dessen Funktion ausgeschaltet werden soll, essentiell, um maégliche
Unterschiede zum humanen Ortholog zu identifizieren. So kann friihzeitig entschieden
werden, ob ein Mausmodell trotz existierender Unterschiede fir die gewlnschte

Anwendung sinnvoll ist.

Hierfur wurde vor der Generierung der mOat2-Knockout Mauslinie eine umféangliche
Charakterisierung von mOat2 hinsichtlich seiner Expression in der Maus und seiner
Substratspezifitat und Transportaktivitat durchgefihrt.

Die gewebespezifische Expression von mOat2 konnte auf mMRNA Ebene in der Leber
und etwas schwacher in der Niere gezeigt werden. Damit entspricht die Expression
von mOat2 in der Maus der von hOAT2 im Menschen (Hilgendorf et al. 2007; Sun et
al. 2001) und frihere Forschungsergebnisse zur Expression von mOat2 konnten so

bestatigt werden (Pavlova et al. 2000; Sekine et al. 1998). Wir konnten aul3erdem eine
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schwache mMRNA Expression von mOat2 in den Hoden von Mausen nachweisen, was
interessanterweise den Ergebnissen von Fork und Kollegen entspricht, welche eine
schwache hOAT2 Expression im menschlichen Hoden beschreiben (Fork et al. 2011).
Die Expression von mOat2 in der Maus scheint demnach weitgehend der von hOAT2
im Menschen zu entsprechen und sollte daher die mithilfe eines mOat2-Knockout
Modells generierten Ergebnisse nicht verfalschen.

Es konnte mithilfe von Transportversuchen nachgewiesen werden, dass mOat2 sowie
hOAT2 in der Lage ist, die Aufnahme von cGMP in Zellen zu vermitteln. Ein mOat2-
Knockout Mausmodell kann daher fur die Erforschung des Einflusses von OAT2 auf
den cGMP Signalweg genutzt werden und damit ein wertvolles Werkzeug in der
Aufklarung der physiologischen Rolle von OAT2 sein. Systematische Analysen der
cGMP Transportaktivitat der flr den Arzneistofftransport hauptverantwortlichen
hepatischen Aufnahmetransporter der Maus waren in Vorversuchen nicht méglich, da
die dafur notwendigen Zelllinien nicht vorhanden sind. Auch die Frage, ob OAT2 auch
in der Maus der einzige hepatische Aufnahmetransporter ist, konnte daher mittels
eines mOat2-Knockout Mausmodells geldst werden, beispielsweise durch Messung
der cGMP Aufnahme in Hepatozyten, die aus Kontroll- und mOat2-Knockout Mausen
isoliert werden.

Zur Untersuchung der Rolle von OAT2 im Purinabbau ist ein mOat2-Knockout
Mausmodell allerdings wahrscheinlich nicht geeignet, da Xanthin kein Substrat von
mOat2 und die Substratspezifitat fur Harnsaure noch ungeklart ist. Mause sind zudem,
wie oben beschrieben, nicht auf die Exkretion von Harnsaure angewiesen. Bei der
Aufklarung des Einflusses von OAT2 auf durch Pterine vermittelte Prozesse konnte
ein  mOat2-Knockout Mausmodell hilfreich sein, es ware aber mit einigen
Einschrankungen zu rechnen. mOat2 zeigte zum einen keine Transportaktivitat flr
Dihydroneopterin und BH4, zum anderen kommt Neopterin in Mausen, wie oben
beschrieben, nur in sehr geringen Konzentrationen vor, wodurch die Ubertragbarkeit

von Ergebnissen von der Maus auf den Menschen nur bedingt gegeben ist.

Humanisierte Mausmodelle sind transgene Mauslinien, welche wie die hOAT7-
Knockin Mauslinie eines oder mehrere humane Gene exprimieren. Dadurch werden
Probleme in der Interpretation von Ergebnissen vermieden, welche aufgrund von
speziesspezifischen Unterschieden des veranderten Gens entstehen, was
humanisierte Mausmodelle zu einem exzellenten Werkzeug in der Charakterisierung

einzelner Proteine macht (Jiang et al. 2010). Im Falle der hOAT7-Knockin Mauslinie
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war es demnach nicht noétig, vor der Generierung ein Transportprotein der Maus zu
charakterisieren.

In  Transportversuchen mit hOAT7-exprimierenden Zelllinien konnten in der
Vergangenheit nur wenige Substrate des Membrantransporters identifiziert werden
und wir waren ebenfalls nicht in der Lage, neue Substrate zu ermitteln. Gunjaca und
Kollegen vermuteten eine Rolle von hOAT7 in der Aufnahme des
Schilddrisenhormons Thyroxin in die Hepatozyten, da sie mittels genomweiter
Analysen beobachten konnten, dass die Thyroxinspiegel im Serum von Patienten mit
einer Variante in einem Intron der hSLC22A9 Gensequenz im Vergleich zu den
anderen Patienten signifikant niedriger waren (Gunjaca et al. 2019). Wir konnten
allerdings zeigen, dass Thyroxin kein Substrat von hOAT7 ist. Demnach bleibt die
Substratsuche sowie die Aufklarung der physiologischen Rolle von hOAT7 weiterhin
ergebnislos. Ein hOAT7-Knockin Mausmodell stellt daher ein wertvolles Werkzeug in
der weiteren Charakterisierung von hOAT7 dar, da es zur ldentifikation neuer
endogener Substrate von hOAT7 und damit zur Klarung der Rolle von hOAT7 im

Korper beitragen kann.

4.2.2 Charakterisierung der mOat2-Knockout und hOAT7-Knockin Mauslinie

Die Charakterisierung neuer Mauslinien vor ihrer Verwendung in Tierversuchen ist
essentiell, da nur so Versuchsergebnisse, welche mit diesen Mauslinien generiert
wurden, richtig interpretiert werden konnen. Die Charakterisierung muss daher
erfolgen, um gute wissenschaftliche Ergebnisse zu produzieren und dadurch
entsprechend den 3R-Regeln zu handeln (Justice und Dhillon 2016; Rosenthal und
Brown 2007). Diese verpflichten Wissenschatftler, welche tierexperimentell arbeiten,
dazu, Tierversuche wann immer moglich zu ersetzen (replace), reduzieren (reduce)
und verbessern (refine), so dass Schmerzen, Schaden und Leiden bei den
Versuchstieren so gering wie moglich gehalten werden (Russel und Burch 1960). Die
Ergebnisse einer solchen Charakterisierung kbnnen auf3erdem bereits erste Hinweise
auf die Funktion der in der Mauslinie veranderten Proteine geben und damit die zu
untersuchenden Fragestellungen und die durchzufiihrenden Tierversuche definieren
oder verfeinern. Aus diesem Grund wurden die beiden neu generierten Mauslinien im
Rahmen dieser Arbeit einer umfassenden Charakterisierung mit verschiedenen

molekularbiologischen Methoden unterzogen.

167



Diskussion

Méause beider Mauslinien waren in ihrem Aussehen und Verhalten nicht von
Kontrollmausen zu unterscheiden. Die Korpergewichte, Lebergewichte und der
prozentuale Anteil des Lebergewichts am Korpergewicht zeigten keine besonderen
Auffalligkeiten bei 8, 16 und 24 Wochen alten Mausen beider Linien. Auch die
Pathologie und Histologie der Leber der Mause war unauffallig. Ein Vergleich mit
Kontrollmausen erscheint also in Tierversuchen mit diesen beiden Mauslinien sinnvoll,
da sich die Knockout / Knockin Tiere phanotypisch nicht von diesen zu unterscheiden

scheinen.

In beiden Mauslinien konnte die erfolgreiche gentechnische Verédnderung
nachgewiesen werden. Auf DNA und RNA Ebene konnte einerseits der mOat2
Expressionsverlust in der mOat2-Knockout Mauslinie und andererseits die
leberspezifische hOAT7 Expression in der hOAT7-Knockin Mauslinie gezeigt werden.
Obwohl in den mOat2-Knockout Mausen scheinbar noch teilweise mRNA des
Genbereichs von Exon 9 bis 10 entsteht, konnte mittels Sequenzierung das
erfolgreiche Ausschneiden des Genbereichs von Exon 2 bis 6 gezeigt werden. Auf
Proteinebene konnte in silico gezeigt werden, dass dieses Ausschneiden eine
Verkirzung der Aminosauresequenz eines moglichen entstehenden Proteins im
Vergleich zu wildtypischem mOat2 Protein verursacht und dass daher in mOat2-
Knockout Mausen kein funktionales mOat2 Protein mehr entsteht. Per Antikorper-
basierten Methoden wie Farbungen oder Immunblot konnte dieser Nachweis nicht
erfolgen, da verschiedene kommerziell erwerbliche OAT2 Antikorper zwar in der Lage
waren, mOat2 in der mOat2-exprimierenden Zelllinie, nicht aber in Mausgewebe
nachzuweisen. Dieses Phanomen koénnte unter anderem an posttranslationalen
Modifikationen liegen, welche nur im lebenden Tier entstehen und das Protein so
maskieren, dass Antikorper nicht binden kdnnen (Dodd et al. 2018; Ercan et al. 2017).
Mittels Proteomanalysen gelang es uns dennoch, die mOat2 Expression in
Kontrollmausen und die Abwesenheit dieser Expression in mOat2-Knockout Mausen
nachzuweisen, womit wir diese Methode fir den Proteinnachweis in Mausgewebe
etablieren konnten. Im Gegensatz zu mOat2 konnte hOAT7 mit dem hOAT7 Antikorper
im Lebergewebe von heterozygoten und homozygoten hOAT7-Knockin Mausen
sowohl mit Immunfarbungen als auch mit Immunblots nachgewiesen werden.

Fur beide Mauslinien konnte mit den verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass
heterozygote Mause keine gute Versuchsgruppe darstellen, da die Expression von

mOat2 bzw. hOAT7 in diesen Mausen teilweise stark variierte. Manche der
168



Diskussion

heterozygoten mOat2-Knockout Mause zeigten eine hohe, fast der der Kontrolltiere
gleichende Expression, wahrend andere mOat2 nur in geringer Menge exprimierten.
Teilweise werden im Fall von Tierversuchen mit Knockout-Mauslinien heterozygote
Tiere als Kontrollen verwendet (Valencak et al. 2020). Dies wird auch vom Jackson
Laboratory empfohlen, allerdings nur, wenn heterozygote Tiere sich phéanotypisch
nicht von den Kontrolltieren unterscheiden (Lambert 2007). Mithilfe der umfassenden
Charakterisierung der mOat2 Expression in heterozygoten mOat2-Knockout Mausen
konnten wir feststellen, dass die Verwendung jener Tiere als Kontrolltiere bei dieser
Mauslinie nicht sinnvoll ware. Fir die hOAT7-Knockin Mauslinie kommt ebenfalls keine
Nutzung der heterozygoten Tiere als Versuchstiere in Frage, da diese Tiere eine stark
variable hepatische hOAT7 Expression zeigten.

Die klinisch-chemischen Parameter der 8 Wochen alten mOat2-Knockout Tiere
zeigten keine Auffalligkeiten, wahrend im Fall der hOAT7-Knockin Mauslinie in 8
Wochen alten, weiblichen Tieren eine leichte, aber dennoch signifikante Reduktion der
AST-, ALT- und LDH-Werte im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet werden
konnte. Da diese Werte bei Leberschadigung erhdht sind, kénnte dies auf einen
protektiven Effekt von hOAT7 auf die Leber hindeuten. hOAT7 konnte damit
beispielsweise eine Rolle in der Entwicklung von HCC spielen und eine erhohte
Konzentration des Transporters kdnnte sich als protektiv erweisen. Im Gegensatz dazu
wurde eine schwache hOAT2 Expression bereits in frGheren Studien mit einem
erhohten Risiko fur HCC in Zusammenhang gebracht (Kudo et al. 2014; Yasui et al.
2014). In beiden Mauslinien kdnnten die Effekte, welche der Verlust von mOat2 bzw.
der Gewinn von hOAT?7 in der Leber auslosen, in alteren Mausen deutlicher sein,
weswegen dieselben Experimente noch mit alteren Mausen wiederholt werden sollten.
Dennoch deutet die Reduktion der AST-, ALT- und LDH-Werte in den weiblichen
hOAT7-Knockin Mausen auf eine Beteiligung des Transporters in der Erhaltung der

Leberfunktion hin.

Die Elimination oder das Einfugen von Genen in das Mausgenom kann zu einer
verdnderten Expression von anderen Genen fuhren. Das Wissen uber solche
unterschiedlich regulierten Gene in gentechnisch veranderten Mauslinien ist essentiell
(Jiang et al. 2010). Zum einen verhindert ein solches Wissen, dass Ergebnisse, welche
in Tierversuchen mit den Mauslinien generiert werden, falsch interpretiert werden. Zum

anderen konnen durch die Identifikation von unterschiedlich regulierten Genen
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Erkenntnisse Uber die Funktion des zu untersuchenden Gens gewonnen werden. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen der umfassenden Charakterisierung der mOat2-
Knockout und der hOAT7-Knockin Mauslinie RNA-Microarrays mit Lebergewebe
durchgefiihrt. In den mOat2-Knockout Mausen fand sich nur ein signifikanter
Unterschied zu den Kontrollmausen. Die Sulfotransferase Sult2al war in weiblichen
Knockout Mausen niedriger exprimiert als in Kontrolltieren, was auch auf Proteinebene
gezeigt werden konnte. Die hOAT7-Knockin Mause zeigten, verglichen mit den
Kontrolltieren, eine erhohte Expression von Lcn2 und eine Reduktion der Expression
von Hsd17b6. Interessanterweise zeigen diese drei Gene im Menschen alle eine
Beteiligung an der Entstehung von HCC.

SULT2A1 ist im Patienten mit HCC deutlich schwacher exprimiert als in gesunden
Menschen (He et al. 2022; Huang et al. 2005). Die verringerte Expression von Sult2al
in mOat2-Knockout M&ausen stitzt also die Hypothese, dass diese Mause durch den
fehlenden Membrantransporter ein erhohtes Risiko fir eine Krebserkrankung der
Leber aufweisen kdnnten.

Sowohl eine erhgdhte Expression von LCN2 als auch eine reduzierte Expression von
HSD17B6, wie sie in den hOAT7-Knockin Mausen zu beobachten war, wurden im
Menschen als prognostischer Risikofaktor fur HCC identifiziert (Barsoum et al. 2020;
Wu und Jiang 2022). HSD17B6 ist nicht nur in Patienten mit HCC, sondern auch in
Menschen mit Prostatakrebs und Lungenkrebs herunterreguliert und scheint eine
wichtige Rolle in der Reaktion des Immunsystems auf die Tumorzellen zu spielen. Eine
geringe Expression von HSD17B6 in Patienten mit HCC kann daher mit einer
schlechteren Prognose korreliert werden (Lv et al. 2020; Wu und Jiang 2022). LCN2
kodiert fUr ein in vielen Zellen und Geweben exprimiertes Glycoprotein, welches eine
Rolle in der Differenzierung der Zellen und in der Apoptose spielt. Erhdhte
Konzentrationen des Proteins wurden in verschiedenen Krebsarten wie Brustkrebs
und Bauchspeicheldriisenkrebs und HCC beschrieben (Barsoum et al. 2020; Bauvois
und Susin 2018). Allerdings wurde auch ein protektiver Effekt von LCN2 auf die
Entstehung und Entwicklung von HCC beschrieben. LCN2 soll demnach die
Proliferation der Tumorzellen unterdriicken (Lee et al. 2011). Die Rolle des Gens in
HCC und anderen Krebsarten scheint daher vielseitig zu sein und ist nicht
abschlieRend geklart (Bauvois und Susin 2018).

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse der RNA-Microarrays also die

Hypothese, dass OAT2 und OAT7 an der Entstehung von HCC beteiligt sein kénnen.
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Allerdings bleibt unklar, ob die Transporter die Entstehung von HCC eher beglnstigen
oder unterdricken. Die beiden Mausmodelle stellen daher ein gutes Werkzeug dar,
um den Einfluss der beiden Transporter auf die Entstehung dieser Krebsart ndher zu
erforschen. Hierfur waren RNA-Microarrays von alteren Mausen und néhere
Untersuchungen zur Expression der drei identifizierten veranderten Gene in den

Mauslinien von besonderem Interesse.

Mithilfe des Miltenyi Liver Perfusion Kits war es uns moglich, primare Hepatozyten aus
Mausen der mOat2-Knockout und der hOAT7-Knockin Mauslinie zu gewinnen und zu
kultivieren. Dieses Kit ermoglicht die Isolation von Hepatozyten aus dem toten Tier
mittels ex vivo Perfusion der Leber und macht so eine in vivo Perfusion Uberflissig. Es
tragt damit zur Verbesserung der tierexperimentellen Arbeit und damit dazu bei
entsprechend den 3R-Regeln zu handeln, da den Tieren mogliche Schmerzen, welche
durch die Perfusion am lebenden Tier potentiell entstehen kdnnten, erspart werden.
Mittels gPCR und im Falle der hOAT7-Knockin Mause auch mittels
Immunfluoreszenzfarbungen konnte der mOat2-Knockout sowie der hOAT7-Knockin
in den Hepatozyten nachgewiesen werden. Primére Hepatozyten des Menschen sind
aufgrund ihrer Nahe zur physiologischen Situation sehr gut fur Studien der
Transportaktivitdat der Leber fir bestimmte Substanzen, wie Dbeispielsweise
Arzneistoffe, geeignet (Brouwer et al. 2013). Daher stellen die hier isolierten
Hepatozyten der mOat2-Knockout und hOAT7-Knockin Mause ein ideales Werkzeug
fur die Identifikation neuer Substrate von OAT2 und OAT7 und die Untersuchung der
Transportaktivitat der beiden Transporter unter verschiedenen Bedingungen dar. Auch
fur die Durchfihrung von Vorversuchen fur Tierversuche zur Pharmakokinetik von
OAT2 / OAT7 Substraten wirden sich die Hepatozyten perfekt eignen. hOAT2 und
hOAT7 sind in menschlichen Hepatozyten zwar exprimiert, allerdings ist die
Expression in der Leber starker ausgepragt (Vildhede et al. 2018). Zur korrekten
Interpretation der Ergebnisse von Experimenten, welche mit Hepatozyten aus den
Mauslinien durchgefuhrt wurden, muss daher noch geklart werden, ob die Hepatozyten
auch hier eine geringere Expression der Transportproteine zeigen, wobei die
Ergebnisse in diesem Fall dementsprechend angepasst werden miussten,
beispielsweise durch Einfihrung eines Skalierungsfaktors (Bi et al. 2012; Choi et al.
2019).
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die funktionelle Charakterisierung von Membrantransportproteinen ist essentiell fur
das Verstandnis von korpereigenen sowie pharmakologischen Vorgangen (Fisel et al.
2017). OAT2 und OAT7 sind zwei bisher nur unzureichend charakterisierte
Transportproteine und werden interindividuell unterschiedlich exprimiert (Emami
Riedmaier et al. 2016; Vildhede et al. 2018). Eine genaue Charakterisierung von OAT2
und OATY7 ist daher nicht nur wichtig flr ein besseres Verstandnis von korpereigenen
Prozessen, wie dem cGMP Signalweg, sondern auch fir die Vorhersage des
Ansprechens einzelner Patienten auf Arzneistoffe, welche von OAT2 und OAT7

transportiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir mittels zweier neu generierter Zelllinien die
Transportaktivitat von hOAT2 sowie mOat2 naher untersuchen. Wir konnten zeigen,
dass hOAT2 als einziger der hepatischen fur die Arzneistoffaufnahme
hauptverantwortlichen Transporter in der Lage ist, cGMP und Xanthin zu
transportieren. cGMP, aber nicht Xanthin konnte auf3erdem als neues Substrat fur
mOat2 identifiziert werden. Weiterhin konnten verschiedene Pterine als neue
Substrate von hOAT2 und mOat2 identifiziert werden, wobei speziesspezifische
Unterschiede zwischen den beiden Transportern auftraten. Durch die Analyse der
zelltypspezifischen Expression verschiedener im cGMP Signalweg involvierter
Komponenten konnte aul3erdem die Hypothese gestarkt werden, dass hOAT2 eine
wichtige Rolle im cGMP Signalweg in der Leber einnimmt.

AuBBerdem konnten wir zwei neue Mauslinien generieren, welche zur
Charakterisierung von OAT2 und OAT7 von groRem Wert sind. Die mOat2-Knockout
sowie die hOAT7-Knockin Mauslinie wurden mit verschiedensten Methoden
umfassend charakterisiert. Damit konnte die Eignung der beiden Mauslinien zur
Analyse der beiden Transportproteine gezeigt werden. Zudem konnten bereits erste
wertvolle Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von OAT2 und OAT7 an der
Erhaltung der Leberfunktionen bzw. an der Entstehung von HCC generiert werden. Mit
der Isolierung von priméaren Hepatozyten mittels ex vivo Perfusion der Leber konnte
des Weiteren eine einfache und tierschutzgerechte Methode fiir die Anwendung der

Mausmodelle etabliert werden.

Die mOat2-Knockout Mause konnten zukinftig genutzt werden, um den Einfluss von
OAT2 auf den cGMP Signalweg zu untersuchen. Mittels Metabolom Analysen im
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Gewebe, Serum oder Urin der Mause sowie mit Transportversuchen mit priméren
Hepatozyten kdonnten auf3erdem neue endogene Substrate von OAT2 und OAT7
identifiziert werden, von welchen wiederum mittels Strukturédhnlichkeitsanalysen auf
Arzneistoffe, welche transportiert werden, geschlossen werden kodnnte. Darlber
hinaus konnten die metabolischen Charakterisierungen beider Mauslinien dazu
beitragen, die Rolle von OAT2 und OAT?7 in der Entstehung von HCC zu klaren.
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