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EINLEITUNG

Viele organische Anionen, zu denen haufig eingesetzte Pharmaka
wie z. B. B-Lactam-Antibiotika, Diuretika, Urikosurika und Viros-
tatika gehoren, werden in den proximalen Nierentubuli sezerniert
und auf diese Weise effektiv mit dem Urin ausgeschieden. Wir un-
tersuchen, wie diese Stoffe aus dem Blut durch die basolatera-
le Membran in die Zellen der proximalen Tubuli aufgenommen (1.
Schritt der Sekretion) und anschlieSend durch die luminale Memb-
ran aus den Zellen in den Primdrharn abgegeben werden (2. Schritt
der Sekretion). Der erste Schritt beruht auf dem Zusammenwirken
dreier Transportsysteme in der basolateralen Membran: der Na“,
K*-ATPase, dem Na*-Dicarboxylat-Kotransporter 3 (NaDC3) und den
Organische-Anion/a-Ketoglutarat-Austauschern OAT1 und OAT3. In
der luminalen Membran sind je nach untersuchter Spezies Austau-
scher (OAT2, OAT4, OAT5, OAT10, URAT1), ATP-getriebene Trans-
porter (MRP2, MRP4) und/oder spannungsabhingige Transporter
(OAT,1) am Transport organischer Anionen beteiligt. Ziele unserer
Arbeiten sind die funktionelle Charakterisierung von NaDC3, OAT1,
OAT4 und OAT10, der Nachweis der geschlechtsabhangigen Expres-
sion von OAT1-5 und die Aufkldrung der Bedeutung dieser Trans-
porter fiir die Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten und
Pharmaka.

PREFACE

Many organic anions including frequently prescribed drugs such
as B-lactam antibiotics, diuretics, uricosurics and antivirals are se-
creted in renal proximal tubules and, thus, efficiently disposed of
with the urine. We are investigating how organic anions are taken
up from the blood into proximal tubule cells across the basolateral
membrane (1% step of secretion) and released across the luminal
membrane (2™ step). To accomplish the first step, three transport
systems cooperate: the Na’,K™-ATPase, the sodium-dicarboxylate
cotransporter 3 (NaDC3), and the organic anion/a-ketoglutarate an-
tiporters OAT1 and OAT3. Depending on the species, anion release
across the luminal membrane involves antiporters (OAT2, OAT4,
OAT5, OAT10, URAT1), ATP-driven systems (MRP2, MRP4), and/or
voltage-driven transporters (OAT,1). The aims of our studies are the
functional characterization of NaDC3, OAT1, OAT4, and OAT10, the
investigation of gender differences in the expression of OAT1-5, and
the elucidation of the role of these transporters in the excretion of
metabolic end products and drugs.

1.
Charakterisierung von renalen Transportern fiir
organische Anionen

Wir haben die Organische-Anionen-Transporter 4 und 10 (OAT4,
0AT10) nach heterologer Expression funktionell charakterisiert. Der
nurbeiPrimaten vorkommende OAT4 istin der luminalen Membran
proximaler Tubuluszellen lokalisiert und sowohl fiir die Resorption

von Ostronsulfat und Urat aus dem Primédrharn als auch fiir die Se-
kretion von anionischen Fremdstoffen in den Primdrharn zustdn-
dig. Der OAT4 arbeitet als asymmetrischer Anionenaustauscher: die
Resorption ist an den Austausch gegen intrazelluldre Dicarboxylat-
oder Hydroxylionen, die Sekretion an den Austausch gegen extra-
zelluldres Chlorid gekoppelt. Ein frither als ,Kationentransporter”
kloniertes Genprodukt (ORCTL3; SLC22A3) hat sich als hoch-affi-
nerTransporter fiirdas anionische Vitamin Nicotinat herausgestellt.
Weitere Substrate sind Urat und p-Aminohippurat, die gegen Dicar-
boxylate ausgetauschtwerden. Wirhaben deshalb das Genprodukt
OAT10 genannt. Der Transporter ist in der luminalen Membran pro-
ximaler Tubuluszellen und von Enterozyten lokalisiert.

Bei allen bislang untersuchten Spezies findet sich in der 11.
Transmembranhelix ein Arginin. Der Ersatz dieses Arginins beim
humanen OAT1 (R446) durch das ebenfalls positiv geladene Ly-
sin hebt die Chloridabhadngigkeit des p-Aminohippurat-Transports
auf, ohne die Affinitdt fiir dieses organische Anion zu @ndern. Der
Ersatz des Arginins durch eine ungeladene oder negativ geladene
Aminosaure verhindert die Interaktion mit Dicarboxylaten, weshalb
wir annehmen, dass R466 eine wesentliche Rolle bei der Bindung
von Chlorid und Dicarboxylaten spielt. Beim Natrium-Dicarboxylat-
Transporter NaDC3 fiihrt der Ersatz des positiv geladenen Lysins an
der Position 114 (K114) durch ungeladene oder negativ geladene
Aminos&uren zu einer Anderung der Stoichiometrie: wahrend der
Wildtyp-NaDC3 drei Natriumionen zusammen mit einem Succinat-
molekiil ko-transportiert, sind es bei den Mutanten nur zwei Natri-
umionen. K114 scheint daher fiir die Ausbildung einer Bindungsta-
sche fiir eines der drei Natriumionen verantwortlich zu sein.

1.
Characterization of renal transporters for organic
anions

Following heterologous expression, we functionally characterized
the organic anion transporters OAT4 and OAT10. The OAT4 is re-
stricted to primates and is involved in both, absorption of estrone
sulfate and urate from primary urine as well as in the secretion
of anionic xenobiotics into the primary urine. Thereby, OAT4 op-
erates as an asymmetric antiporter: absorption is coupled to the
release of intracellular dicarboxylates or hydroxyl ions, whereas
secretion occurs in exchange for extracellular chloride. The orphan
transporter ORCTL3 (gene SLC22A3) turned out to be a high-affinity
transporterforthe anionic vitamin nicotinate. Other substrates are
urate and p-aminohippurate that are exchanged against dicarboxy-
lates. We therefore renamed ORCTL3 as OAT10. This transporter is
located in the luminal membrane of proximal tubule cells and of
enterocytes.

In all species, OAT1 contains a positively charged arginine resi-
due within the 11" transmembrane helix. Replacement of this argi-
nine in human OAT1 (R466) against the positively charged lysine
blunted the chloride dependence of OAT1, but left its affinity for
p-aminohippurate unaltered. When R446 was replaced by an un-
charged or negatively charged amino acid, OAT1 no longer inter-



acted with dicarboxylates. Hence, we concluded that R466 is part
of the binding pocket for chloride ions and dicarboxylates in OAT1.
The replacement of lysine at position 114 (K114) in the sodium-
dicarboxylate cotransporter 3 (NaDC3) by uncharged or negatively
charged amino acids led to a change in the transport stoichiometry:
the wildtype NaDC3 co-transports three sodium ions with one di-
carboxylate, whereas the mutant appears to transport two sodium
ions with one dicarboxylate. It seems that K114 has an impact on
the binding pocket for one out of three sodium ions in NaDC3.
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2.
Charakterisierung eines Sulfat-Anionen-
Austauschers

Obwohl derSulfat-Anionen-Austauscher 1 (sat-1) urspriinglich aus
einer Leber-cDNA-Bibliothek kloniert wurde, blieb seine Lokalisa-
tion und Funktion in der Leberunklar. Mit monoklonalen Antikorpern
konnte erstmals gezeigt werden, dass sat-1 in der sinusoidalen
Membran von Hepatozyten lokalisiert ist; die kanalikuldre Memb-
ran enthielt dagegen keinen sat-1. Nach heterologer Expression
in Xenopus laevis-Oozyten wurde die Sulfattransportaktivitat des
sat-1 charakterisiert. Sulfamoyl-Diuretika hemmten die Aktivitat
nicht, weswegen davon auszugehen ist, dass sat-1 diese Pharma-
ka nicht transportiert. Sulfatierte Sexualsteroide wie Ostronsulfat
und Dehydroepiandrosteronsulfatwurden von sat-1 ebenfalls nicht
als Substrate akzeptiert. Wir gehen davon aus, dass sat-1 die Le-
berzelle mit Sulfat fiir die Sulfatierungs-Reaktionen (Phase Il beim
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Metabolismus endogener und exogener Substrate) versorgt, nicht
aber fiir den Export der sulfatierten Sexualsteroide tiber die sinu-
soidale Membran der Hepatozyten verantwortlich ist.

Unsere laufenden Untersuchungen zeigen, dass sat-1 eine we-
sentliche Rolle bei der Freisetzung von Oxalat aus der Leber spielt.
Derzeit untersuchen wir, ob sat-1 einige Vorstufen des Oxalats trans-
portiert und bei der erblichen Hyperoxalurie verandert ist.

2.
Characterization of a sulfate-anion-exchanger

Although the sulfate anion exchanger 1 (sat-1) was originally cloned
from a liver cDNA library, its localization and function in the liver
remained elusive. Using monoclonal antibodies we showed that
sat-1 is located in the sinusoidal membrane, but not in the canali-
cular membrane of hepatocytes. The sulfate transport activity of
sat-1was determined following heterologous expression in Xenopus
laevis oocytes. Sulfate uptake was neither inhibited by sulfamoyl
diuretics nor by sulfated sex steroids such as estrone sulfate and
dehydroepiandrosterone sulfate, suggesting that sat-1 does not
translocate these compounds. We rather assume that sat-1 deliv-
ers sulfate to hepatocytes, serving in phase Il sulfation of endog-
enous and exogenous compounds. Sulfated products must then
be released from hepatocytes by a transporter different from sat-1.
More recent experiments show that sat-1 is involved in oxalate
release from hepatocytes. Presently, we are investigating whether
sat-1 also transports oxalate precursors and is up-regulated in in-
born hyperoxaluria.
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3.
Interaktion von Pharmaka und Toxinen mit renalen
Transportern

Mycophenolat Mofetil ist ein bei Herz-, Lungen- und Nierentrans-
plantationen eingesetztes, immunsuppressives Medikament. Im
Korper entstehen das wirksame Mycophenolat (MPA) und weitere
Metabolite. Da MPA und seine Metabolite renal ausgeschieden wer-
den, untersuchten wir die Beteiligung derTransporter NaDC3, OAT1
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und OAT3. MPA und sein Glucuronid (MPAG) erzeugen in NaDC3-
exprimierenden Oozyten einen Einwdrtsstrom, werden also von
NaDC3 transportiert. MPA interagiert auch mit den in Oozyten ex-
primierten humanen Transportern OAT1 und OAT3. Die etwas grofie-
ren Acylglucuronid- und Glucuronid-Derivate des MPA zeigten eine
Wechselwirkung mit OAT3, nicht aber mit OAT1. Wir gehen davon
aus, dass NaDC3, OAT1 und OAT3 an der renalen Ausscheidung
von MPA und seinen Metaboliten beteiligt sind.

Das zur Entwdsserung eingesetzte Schleifendiuretikum Tora-
semid wird in der Leber teilweise metabolisiert und — gemeinsam
mit seinen Metaboliten — in den proximalen Nierentubuli in den
Priméarharn sezerniert. Wir konnten mithilfe von in HEK (Human Em-
bryonicKidney)-Zellen exprimierten Transportern den zellularen Me-
chanismus der Sekretion aufkldren. In derbasolateralen Membran
sind OAT1 und OAT3 fiir die Aufnahme von Torasemid und seinen
Metaboliten aus dem Blut in die Tubuluszelle verantwortlich. Die
Abgabe iiber die luminale Membran erfolgt iiber den OAT4. Ein na-
turlich vorkommender, den Promoterbereich betreffender Polymor-
phismus des OAT4-Gens beeinflusst die renale Torasemidclearance,
wie an 95 gesunden Probanden festgestellt wurde. Dieser Befund
untermauert die Bedeutung des OAT4 fiir die Torasemidsekretion
in den proximalen Nierentubuli.

Esistschon langerbekannt, dass harntreibende Medikamente
eine Erhohung des Harnsdurespiegels im Blut hervorrufen kénnen
(Diuretika-induzierte Hyperurikdmie). Die Verabreichung von Tora-
semid an Freiwillige fiihrte zurvoriibergehenden Einschrankung der
Uratausscheidung. Wie wir in vitro zeigen konnten, tauschen OAT1,
OAT3 und OAT4 Torasemid gegen Urat aus, d. h. die Torasemidsekre-
tion treibt die Uratresorption. Die vermehrte Uratresorption hat eine
Erhohung des Blut-Harnsdurespiegels zur Folge, womit die Ursache
dieser klinischen Beobachtung aufgeklart ist.

Derzeit untersuchen wir, ob Transporter fiir organische Anionen
und organische Kationen die Aufnahme von Zytostatika in Tumor-
zellen vermitteln konnen. Ausgangsbeobachtung ist die erhohte
Empfindlichkeit OAT1- oder OAT3-exprimierender Modellzellen
gegeniiber anionischen Zytostatika wie Chlorambucil und Benda-
mustin im Vergleich zu Kontrollzellen, die diese Transporter nicht
exprimieren. Fernziel dieser Untersuchungen ist es, Tumore mitden
fiir sie maigeschneiderten, d. h. auf ihren Besatz mit Transportern
abgestimmten Zytostatika zu behandeln.

3.
Interaction of drugs and toxins
with renal transporters

Mycophenolate mofetil is an immunosuppressant prodrug used
after heart, lung, and kidney transplantation. Within the body, the
active drug mycophenolate (MPA) is generated together with other
metabolites. Since MPA and its metabolites are excreted with the
urine we tested the involvement of the transporters NaDC3, OAT1,
and OAT3. MPA and its glucuronide, MPAG, induced an inward cur-
rent in oocytes expressing NaDC3, indicating uptake by this trans-
porter. In addition, MPA interacted with OAT1 and OAT3, (and) the

more bulky acylglucuronide and glucuronide metabolites solely
with OAT3. We conclude that NaDC3, OAT1 and OAT3 contribute
to the renal excretion of MPA and its metabolites.

The loop diuretic, torasemide, is partially metabolized in the
liver and, together with its metabolites, excreted with the urine.
Using transporters stably expressed in HEK cells, we developed a
model for proximal tubular torasemide secretion. OAT1 and OAT3
are responsible for the uptake of torasemide and its metabolites
from the blood into the tubule cell. The release from the cellinto the
primary urine occurs via the OAT4. Naturally occurring single nucle-
otide polymorphisms affecting the promoter region of OAT4 led to
an altered torasemide clearance as shown in 95 healthy volunteers,
underscoring the importance of OAT4 for torasemide secretion.

It was noted earlier that administration of diuretic drugs leads
to an increased blood level of urate (diuretics-induced hyperuri-
cemia). As tested in 98 volunteers, a single dose of torasemide
transiently decreased renal urate excretion. Based on our in vitro
experiments we proposed that secretion of torasemide via OAT1,
OAT3, and OAT4 accelerated urate absorption by counter exchange.
Theincreased absorption, in turn, causes the increased blood level
of urate that was observed earlier.

Presently, we are investigating whethertransporters fororganic
anions and organic cations can be used to deliver cytostatic drugs
into tumor cells. Indeed, OAT1- and OAT3-expressing model cells
are more sensitive to the anionic cytostatics, chlorambucil and
bendamustin, than control cells not expressing any of these trans-
porters. Our ultimate goal is a tailored chemotherapy of a tumour
based on its transporter expression profile.
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4.
Geschlechtsabhdngige Expression renaler
Transportproteine

Seit einigen Jahren beschéftigen wir uns — in Zusammenarbeit
mit der Gruppe von I. Sabolic — mit der geschlechtsabhdngigen

Expression von Pharmaka-Transportern in den Nieren von Ratten.

In der basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen sind die

Organische-Anionen-Transporter OAT1 und OAT3 und der Organi-
sche-Kationen-Transporter OCT2 bei madnnlichen Tieren in grofie-
rer Menge vorhanden als bei weiblichen. In der luminalen Memb-

ran proximaler Tubuluszellen sind die ATP-getriebenen Transporter

MRP4 und MDR1 bei mannlichen, und die Organische-Anionen-
Transporter OAT2 und OAT5 bei weiblichen Tieren stédrker ausge-

prdgt, wie immunbhistologische Untersuchungen zeigten. Der bei
méannlichen Ratten dominierenden Expression von OAT1 und OAT3
liegt eine Stimulation der Genexpression durch Testosteron und
eine Hemmung durch Ostrogene zugrunde. Bei OAT2 und OATS fiihrt

Testosteron zu einer starken Hemmung der Genexpression, wah-

rend Ostrogene einen leicht stimulierenden Effekt haben. Ob die
Geschlechtsunterschiede auch beim Menschen auftreten und fir
eine unterschiedliche Ausscheidung von Pharmaka verantwortlich

sind, ist derzeit unbekannt. Zurzeit untersuchen wir in Modellzel-

len, welche Abschnitte auf dem OAT1-Promoter fiir die Stimulation
durch Testosteron verantwortlich sind.

4,
Gender differences in renal transporter
expression

In collaboration with Dr. I. Sabolic, Zagreb, we are investigating the
gender-dependent expression of drug transporters in the kidneys
of rats. As compared to female rats, male rats exhibited a stronger
expression of OAT1, OAT3 and the organic cation transporter OCT2
inthe basolateralmembrane of proximaltubule cells. Inthe luminal
membrane, male rats showed greater amounts of the ATP-driven
transporters MRP4 and MDR1 whereas, in female rats, OAT2 and

OAT5 exhibited a higher expression, as demonstrated in immu-

nohistochemical studies. The expression of OAT1 and OAT3 was
strongly stimulated by testosterone, and inhibited by estrogens. On
the other hand, testosterone inhibited the expression of OAT2 and
OAT5, and estrogens weakly stimulated it. We do not know whether
similargenderdifferences are occurringin humans, contributing to
different drug excretion rates. Presently, we are investigating which
elementswithin the promoterregion of OAT1 conferthe stimulatory
effect of testosterone.
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5.
Renale Ausscheidung von Dicarboxylaten
bei der Glutarazidurie

Glutarazidurien sind seltene, angeborene Stoffwechselerkrankun-
gen, deren Bezeichnung sich von der vermehrten Ausscheidung
der Glutarsdure bzw. des Dicarboxylats Glutarat mit dem Urin her-
leitet. Ursdchlich sind Stérungen des Lysinstoffwechsels, die mit
einer Anhdufungvon Glutarat, 2L- und 2D-Hydroxyglutarat und 3-Hy-
droxyglutarat im Blut einhergehen. Die betroffenen Kinder konnen
zwischen dem 6. und 18. Lebensmonat eine Neurodegeneration der
Basalganglien mit lebenslanger, schwerer Bewegungseinschran-
kung erleiden. Wir haben untersucht, welche Transportsysteme an
derrenalen Ausscheidung dieser Metabolite in den proximalen Tu-
buluszellen beteiligt sind.

Zundchst wiesen wir in elektrophysiologischen Experimenten
mit Xenopus laevis Oozyten nach, dass Glutarat und 3-Hydroxygluta-
ratvon NaDC3 Natrium-abhangig transportiert werden. Die Affinitat
des NaDC3 fiir Glutarat war dabei 24-mal hoher als die fiir 3-Hy-
droxyglutarat. Glutarat und seine an den Positionen 2 und 3 hydro-
xylierten Metabolite sind Substrate des OAT1 und des OAT4. OAT3
interagiert dagegen nur mit Glutarat und nicht mit seinen Metabo-
liten. Damit ergibt sich folgendes Bild der renalen Ausscheidung:
Glutarat und seine Metabolite werden iiber NaDC3 und OAT1 aus
dem Blutin die proximalen Tubuluszellen aufgenommen und tiber
den OAT4 aus den Zellen an den Primdrharn abgegeben.

5.
Renal excretion of dicarboxylates
in glutaric aciduria

Glutaric acidurias are rare, inborn diseases named after the excre-
tion of large amounts of glutaric acid (dicarboxylate anion: glutarate)
with the urine. The primary gene defect affects the degradation of
lysine, leading to an accumulation of glutarate, 2D-and 2L-hydroxy
glutarate, and 3-hydroxy glutarate in the blood. Atan age of 6 to 18
months, children carrying the gene defect may develop neurodegen-
eration within theirbasal ganglia and experience a severe dystonic-
dyskinetic movement disorder. We investigated the mechanism of
the renal excretion of glutarate and its metabolites.
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In electrophysiological experiments, we demonstrated that glu-
tarate and 3-hydroxy glutarate are translocated by NaDC3 in a so-

dium-dependent manner. The affinity of NaDC3 for glutarate turned
out to be 24 times higher than that for 3-hydroxy glutarate. OAT3
interacted with glutarate solely, whereas OAT1 and OAT4 accepted

glutarate and its hydroxylated metabolites. We concluded that glu-

tarate and its metabolites are taken up from the blood into proximal
tubule cells by NaDC3 and OAT1, and are released from the cells
into the primary urine by OAT4.
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