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1. Liste der Abkürzungen/ Synonyme 

 

ABCB1  Kodierendes Gen für das P‐gp (P‐glycoprotein) 

ABCC1  Kodierendes Gen für das MRP1 (multi drug resistance protein 1) 

ABCC2  Kodierendes Gen für das MRP2 (multiple drug resistance protein 2) 

ABCC3  Kodierendes Gen für das MRP3 (multiple drug resistance protein 3) 

ABCC5  Kodierendes Gen für das MRP5 (multiple drug resistance protein 5) 

ABCG2  Kodierendes Gen für das BCRP (breast cancer resistance protein) 

ABC‐Transporter  ATP binding cassette transporter 

ADP  Adenosindiphosphat 

ATP  Adenosintriphosphat 

DNA  Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsäure) 

EPT  Early Preterm 

PBS  Phosphat Buffer Saline 

PT  Preterm 

RIN  RNA Integrity Number 

RNA  Ribonucleic Acid (Ribonukleinsäure) 

RT  Raumtemperatur 

SLC10A6  Kodierendes  Gen  für  das  SOAT  (sodium‐dependent  organic  anion 

transporter) 

SLC22A11  Kodierendes Gen für das OAT4 (organic anion transporter 4) 

SLC22A4  Kodierendes  Gen  für  das  OCTN1  (organic  cation  transporter  novel 

type 1) 

SLC22A5  Kodierendes  Gen  für  das  OCTN2  (organic  cation  transporter  novel 

type 2) 

SLCO2B1  Kodierendes  Gen  für  das  OATP2B1  (organic  anion  transporting 

polypeptide 2B1) 

SLCO4A1  Kodierendes  Gen  für  das  OATP4A1  (organic  anion  transporting 

polypeptide 4A1) 

SNP  Single Nucleotide Polymorphism 
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T  Term 

gDNA  genomic Deoxyribonucleic Acid (genomische Desoxyribonukleinsäure) 

cDNA  Complementary Deoxyribonucleic  Acid  (komplementäre Desoxyribo‐

nukleinsäure) 

TBP  TATA‐Box Binding Protein 

cRNA  Complementary Ribonucleic Acid (Komplementäre Ribonukleinsäure) 

   

FCS  Fetal Calf Serum 
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2. Einleitung 

Im menschlichen Körper existieren physiologische Barrieren, die von großem pharmakologi‐

schem  Interesse sind. Sie ermöglichen einen kontrollierten Transport von Substanzen über 

ansonsten  impermeable Gewebe‐  und Organgrenzen,  indem  sie  in  ihre Oberfläche  Trans‐

membran‐Transportproteine einbetten, die diese Aufgabe auf verschiedene Art und Weise 

erfüllen. So resorbiert z.B.  im Gastrointestinaltrakt das Darmepithel kontrolliert Nährstoffe, 

die vorher im Darm enzymatisch aufgeschlossen wurden. Zusätzlich ist es auch der Hauptre‐

sorptionsort von Wasser und ein zentraler Ort immunologischer Aktivitäten. Die funktionelle 

Einheit des Epithels sind  insbesondere die Enterozyten, die ohne spezielle Transportmecha‐

nismen relativ impermeabel für viele hydrophile Substanzen wären 5. 

Ein weiterer gut untersuchter Mechanismus des kontrollierten Transportes ist die Blut‐Hirn‐

Schranke (BHS), eine bei allen Landwirbeltieren im Gehirn vorhandene physiologische Barrie‐

re  zwischen  dem  Blutkreislauf  und  dem  Zentralnervensystem  (ZNS).  Sie  dient  dazu,  die 

Selbstregulation der Milieubedingungen  (Homöostase)  im Gehirn aufrecht zu erhalten und 

sie von denen des Blutes abzugrenzen. Erreicht wird dies durch mit Tight Junctions verknüpf‐

te Endothelzellen, die die kapillaren Blutgefäße zum Blutlumen hin auskleiden und der Un‐

terstützung durch Mikrogliazellen, die die Bildung der genannten Tight Junctions induzieren. 

So schützt die BHS das Gehirn auf der einen Seite vor Krankheitserregern und Toxinen, auf 

der anderen Seite  ist sie  für die gezielte Versorgung des Gehirns mit Nährstoffen und dem 

Abtransport von Stoffwechselprodukten verantwortlich 6. 

Wo der sehr stark reglementierte Transport von Substanzen im physiologischen Umfeld be‐

nötigt wird, sind es  insbesondere diese Barriereeigenschaften, die  in der Pharmakologie für 

Probleme sorgen, was  insbesondere auch an der BHS deutlich wird. 98% aller potenziellen 

Neuropharmaka sind nicht BHS‐gängig 7, nur wenige kleine, lipophile Wirkstoffe können die‐

se passieren  8,9. Diese besitzen  allerdings ein  sehr eingeschränktes Anwendungsspektrum, 

z.B.  im Bereich der Depression, chronischer Schmerzen und der Epilepsie. Für andere, das 

Gehirn  betreffende  Krankheitsbilder  wie  Chorea  Huntington,  Alzheimer,  HIV  oder 

Amyothrophe Lateralsklerose sowie für die Behandlung nach Schlaganfällen sind keine effek‐

tiven medikamentösen Therapien bekannt, da Medikamente die BHS nur schlecht oder gar 

nicht überwinden können 7. 
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Zu dieser Gruppe der „Barriereorgane“ gehört die Plazenta. Sie nimmt aber gleichzeitig für 

die pharmakologische Betrachtung insofern eine Sonderstellung ein, dass man nicht nur da‐

ran  interessiert  ist, welche Wirkstoffe die Plazentabarriere überwinden, sondern auch wel‐

che dies nicht vermögen. Dies ist von großer Bedeutung bei der Behandlung von werdenden 

Müttern, um den Fetus vor der Wirkung der von der Mutter benötigten und für diese dosier‐

ten Medikamente zu schützen. Von wesentlicher Bedeutung sind dabei die Transportprotei‐

ne 10. 

Eine genaue Betrachtung der Transportmechanismen, welche die Transportwege durch die‐

se ansonsten unüberwindlichen Hindernisse ermöglichen,  ist daher unumgänglich, will man 

die Stoffwechselprozesse der Plazentabarriere verstehen. 

 

2.1. Die Plazenta 

Die Plazenta stellt während der Schwangerschaft die Verbindung zwischen Mutter und Kind 

her. 

Die befruchtete Eizelle gelangt vier bis fünf Tage nach dem Eisprung  in den Uterus, wo die 

Implantation der Blastozyste  in das Endometrium stattfindet. Zu diesem Zeitpunkt besteht 

die  Blastozyste  aus  zwei  zellulären  Schichten:  Einer  äußeren,  dem  Trophoblast  und  einer 

inneren, dem Embryoblast. Während sich aus dem Embryoblast später der Fetus entwickelt, 

geht aus dem Trophoblast der Mutterkuchen, die Plazenta, hervor. Hierbei verschmelzen am 

zehnten  Tag  zunächst  die  Zytotrophoblasten  zu  einem  Synzytium,  dem 

Synzytiotrophoblasten.  Trophoblast,  Synzytiotrophoblast  und Gefäße  bilden  so  den  kindli‐

chen Teil der Plazenta, die Chorionplatte. Im Anschluss nimmt der Synzytiotrophoblast Kon‐

takt  zu  der mütterlichen  Basalplatte  (Dezidua)  auf, welche wiederum  eine  starke Wachs‐

tumsaktivität in diesem auslöst: Es bilden sich Zotten, die zu einer Oberflächenvergrößerung 

der Kontaktfläche zwischen Chorionplatte und Dezidua führen. 

Stehen in der ersten Schwangerschaftshälfte noch das Verzweigungswachstum der Plazenta‐

zotten und deren Vaskularisierung  im Vordergrund, ändert sich dies  in der zweiten Hälfte: 

Längenwachstum von Zotten und Gefäßen stehen  im Vordergrund. Gebildet aus Apposition 

und Fusion  fetalen Gewebes  im Bereich der maternalen Uterusschleimhaut erfüllt die Pla‐

zenta während der Schwangerschaft eine wichtige Funktion. Sie unterstützt den Fetus bei 

der Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen, was sich insbesondere in der Regulation 
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transplazentarer  Transportprozesse  manifestiert.  Neben  weitgehend  frei  diffundierenden 

Stoffen wie beispielsweise Wasser, Sauerstoff und CO2 stellt sie für eine Reihe weiterer Sub‐

stanzen wie Nährstoffe, Stoffwechselprodukte oder auch Xenobiotika eine Barriere da. Da‐

her  gelangen diese  Stoffe nur mittels mehr oder weniger  spezifischer Transportmechanis‐

men in das jeweils andere Kompartiment. 

 

2.2. Die Plazentabarriere 

Unter dem Begriff „Plazentabarriere“ versteht man das Gewebe der Plazentazotten, welches 

den maternalen vom fetalen Blutkreislauf trennt. Von der fetalen Seite betrachtet, ist diese 

Barriere aus folgenden Komponenten aufgebaut: Die innerste Ebene der Plazentazotten wird 

durch das plazentare Blutgefäßsystem gebildet. Um die Diffusionsstrecke von zu transportie‐

renden Substanzen zu verringern und damit die Transportgeschwindingkeit über die Plazen‐

tabarriere  zu  erhöhen,  verschmelzen  diese  Kapillaren  zum  Teil  direkt  mit  dem 

Synzytiotrophoblasten, sodass die beiden Kreislaufsysteme nur noch durch zwei Zellschich‐

ten, dem Endothel und Synzytiotrophoblast, voneinander getrennt werden 11. Eingebettet ist 

dieses  Gefäßsystem  in  das  Zottenbindegewebe.  Dieses  besteht  aus  Mesenchymzellen, 

Fibroblasten sowie extrazellulärer Matrix. Weiterhin finden sich hier Immunzellen wie Mast‐

zellen und Hofbauer‐Zellen (plazentare Makrophagen). 

Das  Zottenbindegewebe  wiederum  ist 

von  mononukleären  Zytotrophoblasten 

umgeben,  die  die  Vorläuferzellen  des 

Synzytiotrophoblasten darstellen: Da der 

Synzytiotrophoblast  über  eine  sehr  ein‐

geschränkte  Transkriptionskapazität  ver‐

fügt 12, ist zum Erhalt seiner Integrität die 

ständige Zufuhr von RNA, Proteinen und 

Zellorganellen notwendig, was durch die 

kontinuierliche  Aufnahme  von 

Zytotrophoblasten  gewährleistet wird  13. 

Dieser  Prozess  ist  schematisch  schrittweise  in  Abbildung  1  dargestellt.  So  fusionieren  die 

Zytotrophoblasten (Abb. 1, Schritt 1) mit dem multinukleären Synzytiotrophoblasten (Abb. 1, 

Abbildung  1:  Schematische  Verschmelzung  eines
Zytotrophoblastens mit dem Synzytiotrophoblasten. 
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Schritt 2 und 3), der den Abschluss der Plazentabarriere zu den Lakunen des Endometriums 

bildet und erhalten  so  seine Funktionen aufrecht.  Ihre Anzahl  ist  stark gestationsabhängig 

und verringert sich hin zum Ende der Schwangerschaft. 

So entsteht schließlich durch Synzytienbildung die 

mehrkernige,  einzellige  Struktur  des 

Synzytiotrophoblastens,  reguliert  durch 

apoptotische Mechanismen, welche die oben be‐

schriebene Fusion steuern 14. 

Der Synzytiotrophoblast stellt  in dem Plazentasys‐

tem die eigentliche Barriere zwischen Mutter und 

Kind dar. Dieser  ist  in dem  in Abbildung 2 darge‐

stelltem  Präparat  als  dunkle,  abgrenzende  Zell‐

schicht  zu  erkennen,  die  von  Substanzen  über‐

wunden werden muss, um vom maternalen in den 

fetalen Blutkreislauf zu gelangen. Somit ist die Funktionalität des Synzytiotrophoblasten von 

entscheidender Bedeutung  für den  gerichteten,  kontrollierten,  transplazentaren  Substanz‐

transport. 

 

2.3. Transportmechanismen zur Überwindung von Barrieren 

Bei  der  Beschäftigung  mit  Transportvorgängen  an  physiologischen  Barrieren  stellen 

membrangebundene Transportproteine eines der wichtigsten Forschungsfelder dar. Es han‐

delt sich hierbei um Proteine, die den mehr oder weniger spezifischen Transport bestimmter 

Substanzen über die Lipidmembran ermöglichen. Im Gegensatz zu auf Diffusion basierenden 

Transportprozessen unterliegt der proteinabhängige Transport  typischen  kinetischen Para‐

metern, die analog zu denen der Enzymkinetik sind. 

Die einfachste Form eines  transmembranären Transportes stellen die  Ionenkanäle dar, bei 

denen die Moleküle die Zellmembran durch wässrige Poren passieren. Dieser Prozess kann 

zwar hochselektiv  sein, muss aber  immer entlang eines Gradienten erfolgen, da die Poren 

keine Möglichkeit besitzen, unter Energieaufwand gegen einen Gradienten zu arbeiten. 

Eine  Stufe höher  in  ihrer Regulierbarkeit und  ihren Möglichkeiten  stehen die eigentlichen 

aktiven Transporter:  Im Gegensatz zu den Kanälen findet hier eine Konformationsänderung 

Abbildung  2:  Immunhistochemische  Aufnahme 
der  Plazenta.  Zu  erkennen  ist  der 
Synzitiotrophoblast (dunkler Saum), welcher den 
fetalen (helleres Gewebe) und maternalen Raum 
(freies Lumen) trennt. 
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des Transportproteins statt um das Substrat durch die Zellmembran zu transportieren. Dies, 

in  Verbindung mit  einer  Energiequelle,  ermöglicht  den  aktiven  Transport  von  Substraten 

spezifisch auch gegen einen Konzentrationsgradienten. 

Die Transporter werden nach dem TC‐System (transporter classification system) gegliedert. 

Dieses teilt Transportproteine nach der Art der Energetisierung in verschiedene Gruppen ein 

(Abbildung 3) 2. 

 

 

Durch diese Gliederung ergibt sich als grundlegendes Kriterium die Trennung von primär und 

sekundär  aktiven  Transportern:  Ein  Transporter wird  als  „primär“  aktiver  Transporter  be‐

zeichnet, wenn der Transportprozess direkt von einer Energiequelle abhängig  ist (z.B. einer 

chemische Reaktion, Lichtabsorption, Elektronenfluss). Zu den primär aktiven Transportern 

gehört z. B. die Familie der ABC‐Transporter (ATP‐binding‐cassette)15 sowie die  Ionentrans‐

port‐ATPasen16,17. Bei einem „sekundär“ aktiven Transporter hingegen  ist der Transport an 

Abbildung 3: Schematische Übersicht über Membrantransporter in biologischen Membranen nach dem TC‐System 2. Die 
Transporter sind in zwei große Gruppen, den Kanälen und den Carriern eingeteilt. Die Carrier werden nach der Energie‐
kopplung  in primär aktive Transporter  (z.B. ABC‐ und ATPase‐Superfamilien),  sekundär aktive Transporter  (Uniporter, 
Symporter und Antiporter) sowie der Familie der Gruppentranslokatoren zusammengefasst. 
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einen, durch einen primär aktiven Vorgang erzeugten, Gradienten gekoppelt, beispielsweise 

wird ein elektrochemischer Gradient, wie die „proton motive force“ (PMF) oder die „sodium 

motive force“, (SMF) ausgenutzt. Aufgrund der Transportrichtung und des jeweils ausgenutz‐

ten  Gradienten  lassen  sich  die  sekundäraktiven  Transporter  in  zwei  große  Untergruppen 

differenzieren: Den Symportern, welche auch als Kotransporter bekannt sind, bei denen das 

eigentliche  Substrat,  sowie  die  den  ausgenutzten  Gradienten  bedingte  Substanz  (das 

Kosubstrat) in die gleiche Richtung transportiert werden, und die Antiporter, bei denen Sub‐

strat und Kosubstrat entgegengesetzt transportiert werden 2. 

 

2.4. Die ABC­Transporterfamilie 

Die Superfamilie der ATP‐binding‐cassette (ABC)‐Proteine bildet eine der größten Proteinfa‐

milien, ihre Vertreter sind in allen bekannten Organismen von Bakterien bis hin zu den Säu‐

getieren zu finden. Funktionell handelt es sich bei einem Großteil dieser Proteine um aktive, 

energieabhängige Transporter, welche eine Vielzahl von Substanzen ‐ darunter Kohlenhydra‐

te, Aminosäuren, Peptide, Proteine, Steroide, Metallionen und ein breites Spektrum hydro‐

phober Verbindungen bzw. ihre Metabolite ‐ durch zelluläre Membranen transportieren 18,18‐

20 . 

Generell handelt es sich bei den eukaryotischen ABC‐Transportern um Effluxpumpen, aller‐

dings gibt es einige Ausnahmen, so fungieren einige ABC‐Proteine, wie das CFTR (ABCC7), als 

Ionenkanäle,  ATP‐sensitive  Kaliumkanalmodulatoren  (z.B.  SUR1  (ABCC8),  intrazelluläre 

Peptidtransporter (z.B. TAP1 (ABCB2)) oder als RNAse L‐Inhibitoren ohne Transportaktivität 

(OABP bzw. ABCE1). 

Für  den  Menschen  sind  aktuell  49  dieser  Proteine  beschrieben,  die  auf  Basis  der  von 

Homologiebeziehungen sowie ihrer strukturellen Organisation in 7 Subfamilien (A–G) unter‐

teilt  sind  21.  ABC‐Transporter werden  aus  zwei  unterschiedlichen  Domänen  gebildet,  den 

hydrophoben  Transmembrandomänen  (TMD)  und  den  hydrophilen 

Nukleotidbindungsregionen (NBR), welche etwa 100‐150 Aminosäuren enthalten, die die für 

die ABC‐Familie charakteristischen Sequenzmotive bilden 22,23. Zwei dieser Motive, die soge‐

nannten Walker A (ATP‐Bindung) und Walker B (Hydrolyse) Regionen, bestehen aus  jeweils 

sechs bis acht Aminosäuren und sind durch 90 bis 120 Aminosäuren voneinander getrennt. 

Das  identitätsstiftende LSGGQ‐Motif, auch C‐Motiv genannt, befindet sich etwa 25 Amino‐
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säuren N‐terminal der Walker B  24. Die Funktion der ATP‐Bindungskassetten  ist es, mittels 

ATP‐Hydrolyse die für den Transport benötigte Energie zu erzeugen. Während die Aminosäu‐

ren  der  ATP‐Bindungskassetten  hoch  konserviert  sind,  besitzen  die  Sequenzen  der 

Membrandomänen einen nur geringen Konservierungsgrad und bieten damit die Vorausset‐

zung für eine individuelle Substratbindung 15,25. 

Die  eigentlichen Membrandomänen  bestehen  aus  6–17  (2x6  oder  2x6+1x5)  hydrophoben 

Segmenten, welche, wie in Abbildung 4 dargestellt, durch Ausbildung α‐helikaler Strukturen 

die Membran durchspannen. 

 

Ein  funktionell  aktives  ABC‐Protein  benötigt mindestens  zwei  Nukleotidbindungsregionen 

und  zwei  Membrandomänen,  die  in  verschiedenen  Anordnungen  vorkommen  können. 

Eukaryotische ABC‐Gene werden als Volltransporter mit je zwei Nukleotidbindungsregionen 

(NBR)  und  zwei Membrandomänen  (MD)‐Einheiten  in  einem  Protein  (MD–NBR–MD–NBR 

(z.B. BCRP)) oder NBR–MD–NBR–MD  (z.B. MDR1)) oder als Halbtransporter  (MD–NBR oder 

NBR–MD) exprimiert, wobei letztere zur Erlangung ihrer Funktionalität Homo‐ oder Hetero‐

dimere bilden müssen 24. Einige Transporter, wie das MRP1/2/3 weichen von diesem Schema 

ab und besitzen  ihr eigenes MD‐Muster. Sie besitzen eine weitere, aus fünf Segmenten be‐

stehende MD 21. 

Abbildung 4: Schematische Darstellung eine ABC‐Volltransporters. Man erkennt den Aufbau des Proteins aus je zwei in
der  Membran  verankerten  Membrandomänen  (MD)  und  zwei  intrazellulär  lokalisierten,  hydrophilen
Nukleotidbindungsregionen (NBR). 
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ABC‐Transporter  sind aus  Sicht der Pharmakokinetik  von besonderem  Interesse, da  sie an 

intestitialen, renalen, biliären und plazentalen Verteilungsvorgängen von Pharmaka beteiligt 

sind. Sie sind in allen wichtigen physiologischen Barrieren anzutreffen und haben ein weites, 

pharmakologisch  relevantes  Substratspektrum, welches  für die Plazenta  exemplarisch  von 

Vahakangas et al. beschrieben wurde 10. So war lange Zeit ungeklärt, warum z.B. Loperamid 

die Blut‐Hirn‐Schranke nicht überwinden kann, bis nachgewiesen werden konnte, dass der 

ABC‐Transporter P‐gp die Substanz nach der Diffusion in die Endothelzellen sofort wieder in 

das Kapillarlumen zurücktransportiert 26. 

Von  den  49  bekannten  humanen  ABC‐Transportern  sind  in  der  Plazenta  nach  aktuellem 

Stand  sechs genauer untersucht: ABCB1, ABCC1, ABCB2, ABCC3, ABCC5 und ABCG2  10.  Im 

Folgenden werden  exemplarisch  für  ABCB1  und  ABCG2  die wichtigen  Charakteristika  be‐

schrieben. 

 

2.4.1. P­gp/ABCB1 

P‐gp  ist  ein  phosphoryliertes  170kDa  Glykoprotein  27  welches  vor  knapp  30  Jahren  von 

Juliano und Ling  28 entdeckt wurde und nicht nur bezüglich der Plazenta, sondern generell 

der  am  besten  untersuchte  ABC‐Tansporter  ist.  P‐gp  ist  hauptsächlich  an  der  apikalen 

Membran epithelialer Zellen  lokalisiert. Deshalb  ist der Transport von P‐gp‐Substraten von 

basolateral nach apikal gerichtet. Dies kann für Pharmaka, die von MDR1 transportiert wer‐

den, weitreichende Konsequenzen bezüglich der Aufnahme, Verteilung und Elimination ha‐

ben. Viele dieser pharmakologischen Aspekte wurden zuerst an knockout‐Mäusen, die defi‐

zient für die Maus Homologe Mdr1a und/oder Mdr1b des menschlichen P‐gp waren, ermit‐

telt 29,30. 

Wesentliches Merkmal von P‐gp  ist sein extrem breites Substratspektrum. Einen Überblick 

der vielfältigen molekularen Strukturen bietet Tabelle 1. Einzig gemeinsames Merkmal aller 

Substrate  ist  ihr amphipathischer Charakter, welcher wahrscheinlich  für den Transportme‐

chanismus notwendig  ist  15. Ansonsten  sind die Eigenschaften der Substrate  sehr  inhomo‐

gen: P‐gp‐Substrate sind meistens, aber nicht zwangsläufig, organische Moleküle mit einem 

Molekulargewicht  von unter 200  kDa bis  fast 1900  kDa.  Sie enthalten häufig  aromatische 

Gruppen,  dennoch  werden  nicht‐aromatische  lineare  oder  zirkuläre  Substrate  ebenfalls 

transportiert. Viele Substrate, die gut transportiert werden, sind nicht geladene oder schwa‐
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che Basen. Es gibt allerdings auch saure Substanzen, wie Methotrexat oder Phenytoin, die 

ebenfalls von MDR1 transportiert werden, wenn auch nur in geringem Maße. 

In der humanen Plazenta  ist P‐gp  in der apikalen Membran des Synzytiotrophoblast  lokali‐

siert. Dort schützt der Transporter den sich entwickelnden Fetus vor Xenobiotika, darunter 

Medikamente, des mütterlichen Blutkreislaufs 31,32. 

In  der  klinisch  relevanten  Gruppe  der  Statine  inhibieren  Simvastatin,  Lovastatin  und 

Atorvastatin ABCB1/Pg‐p  in  vitro wobei  sie  gleichzeitig   uch  als  Substrat des  Transporters 

diskutiert werden 33. Dies kann eine wichtige Rolle in der Pharmakotherapie von schwange‐

ren Frauen spielen. Es konnte in Perfusionsexperimenten gezeigt werden, dass eine Inhibiti‐

on von ABCB1/Pg‐p zu einem erhöhten Transfer des Proteaseinhibitors Saquinavir führt. Im 

Rahmen der HIV‐Therapie stellt das P‐gp in der Plazentabarriere somit ein Problem dar: Beim 

Krankheitsbild AIDS soll die Therapie nicht nur die Kontrolle der Viruslast der Mutter, son‐

dern auch einen Schutz des Fetus vor einer Infektion bewirken34. Die dabei verwendete Hoch 

Aktive AntiRetrovirale (gegen das Retrovirus HIV gerichtete) Therapie (=HAART) basiert auf 

der  simultanen Gabe von Medikamenten, die auf verschiedene Weisen das Virus eindäm‐

men  sollen.  Dies  sind  typischerweise  HIV‐Nukleosidanaloga  in  Kombination  mit 

Proteaseinhibitoren.  Da  aber,  wie  bereits  beschrieben,  Proteaseinhibitoren  wie  das 

Saquinavir Substrate von MDR1 35 sind, wird ihre fetale Schutzfunktion stark einschränkt. So 

konnte  in einem Perfusionsexperiment eine weit geringere Ritonavirkonzentration auf der 

dem Fetus zugewandten Plazentaseite gezeigt werden 36. 
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Kategorie  Arzneistoff  Kategorie Arzneistoff 
Zytostatika  Actinomycin D β ‐Blocker Bunitrolol 

  Daunorubicin  Celiprolol 

  Doxorubicin  Talinolol 

  Doxetaxel  ZNS Pharmaka Fluphenazin 

  Irinotecan  Perphenazin 

  Mitomycin C  Phenoxazin 

  Mitoxantron  Phenytoin 

  Paclitaxel  H1 Antihistaminika Fexofenadin 

  Tamoxifen  Terfenadin 

  Tenoposid  H2 Antihistaminika Cimetidin 

  Topotecan  Ranitidin 

  Vinblastin  HIV Prot. Inhibitoren Amprenavir 

  Vincristin  Indinavir 

Antibiotika  Cefazolin  Nelfinavir 

  Cefoperazon  Ritonavir 

  Erythromycin  Saquinavir 

  Levofloxacin  Immunsuppressiva Cyclosporin A 

  Sparfloxacin  Tacrolimus 

Antiemetika  Domperidon  CSE‐Hemmer Atorvastatin 

  Ondansetron  Lovastatin 

Herz Pharmaka  Amiodaron  Morphine Morphium 

  Digitoxin  Loperamid 

  Digoxin  Steroide Aldosteron 

  Propafenon  Dexamethason 

  Chinidin  Hydrocortison 

Ca2+‐Kanal‐Blocker  Diltiazem  Andere Colchicin 

  Mibefradil  Debrisoquin 

  Nicardipin  Losartan 

  Verapamil  Sestamibi 

 

In der humanen Plazenta konnte ABCB1/P‐gp vom ersten Trimester der Schwangerschaft bis 

zur  Geburt  nachgewiesen werden.  Sowohl  auf  Transkriptions‐  als  auch  auf  Proteinebene 

nimmt  seine  Expression mit  zunehmenden Gestationsalter  ab  32,37.  Eine  abweichende  Be‐

obachtung wurde jedoch bei Nagern gemacht 38. Während sich bei der Ratte eine entgegen‐

Tabelle 1: Pharmaka, die durch MDR1 transportiert werden (Beispiele) 1. 
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gesetzte Regulation zeigt 39, verhält sich das murine, plazentare System analog dem huma‐

nen.  In der Maus konnte zudem gezeigt werden, dass der transplazentare Digoxintransport 

mit der P‐gp Expression korreliert 41. 

Weiterhin wird eine funktionelle Bedeutung genetischer ABCB1 Polymorphismen diskutiert. 

So  konnte  für  die  SNPs  c:2677G>T  und  c:3435C>T  eine  Assoziation mit  den  plazentaren 

Expressionsleveln gezeigt werden: Der SNP c:2677G>T, welcher einen Aminosäureaustausch 

von  Alanin  zu  Threonin  herbeiführt,  sowie  der  SNP  c:3435C>T,  welcher  keinen 

Aminosäureaustausch  bedingt,  führen  beide  zu  einer  tendenziell  verminderten  P‐gp‐

Proteinexpression  in der Plazenta. Da c:3435C>T ein stummer  (kein AS‐Austausch) SNP  ist, 

und er sich auch nicht im Promotor des Gens befindet, ist es unwahrscheinlich, dass er einen 

direkten Einfluss auf die Proteinexpression hat  42. Vielmehr deutet alles auf Kopplung mit 

dem c:2677G>T hin, sodass es wahrscheinlich dieser SNP  ist, der den direkten Einfluss aus‐

macht. 43‐45.  

Eine funktionelle Konsequenz von c:3435C>T dokumentiert eine Arbeit von Rahi et al., in der 

eine  Veränderung  des  transplazentalen  Transportes  von  Quetiapin  durch  den 

Basenaustausch von C zu T nachgewiesen werden konnte 46. 

2.4.2. BCRP/ABCG2 

BCRP, das Protein, für welches ABCG2 kodiert,  ist das zweite Mitglied der ABCG‐Subfamilie 
47. Neben der Bezeichnung BCRP  ist es auch als „Mitoxantrone Resistance Protein, MXR“ 48 

oder  als plazentales ABC‐Protein  49 bekannt. ABCG2 wurde 1998  aus der humanen Brust‐

krebszelllinie  MCF‐7  isoliert,  woher  auch  der  Name,  „Breast  Cancer  Resistence  Protein, 

BCRP“, rührt 47. Der Transporter ist ein Halbtransporter von 75 kDa der entweder als Homo‐

dimer oder Oligomer (Homotetramer) vorliegt 50. 

Das Substratspektrum des Transporters  ist sehr umfangreich und umfasst organische Anio‐

nen, darunter auch viele Pharmaka 51: Substrate des BCRP sind unter anderem Chemothera‐

peutika (z.B. Mitoxantron, Topotecan oder Daunorubicin), Nukleosidanaloga (z.B. Zidovudin, 

Lamivudin  oder  Prazosin)  oder  Tyrosinkinaseinhibitoren  (z.B.  CI1033  oder  STI571)  ebenso 

wie  natürliche  Substanzen  wie  Estron‐3‐Sulfat,  Estradiol‐17β‐Glucuronid  oder 

Dehydroepiandrosteron 52. 

Seine Expression wurde intensiv untersucht, mit dem Ergebnis, dass BCRP in der Plazenta um 

den Faktor 100x höher exprimiert wird als  in anderen Organen wie der Leber, Dünndarm, 
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Kolon, Gehirn, Leber, Eierstöcken, Hoden oder Prostata, in denen es ebenfalls nachgewiesen 

werden konnte  47.  In der Plazenta  ist BCRP analog zum P‐gp  in der apikalen Membran des 

Synzytiotrophoblasten lokalisiert 53. 

Zu Variationen  im Expressionsniveau gibt es widersprüchliche Befunde. Meyer zu Schwabe‐

dissen et al. konnten zeigen, dass sich die Expression sowohl auf mRNA‐ als auch auf Prote‐

inebene invers zur Gestationsdauer verhält 54. Diese Ergebnisse konnten jedoch nicht bestä‐

tigt werden 37.  Im Rahmen einer weiteren Studie hingegen wurde für unveränderte mRNA‐

Level eine Erhöhung des Proteinniveaus beschrieben 55. Ebenfalls keine Expressionsverände‐

rung des Transporters in der Plazenta zeigte sich in der Maus 56. 

Von besonderem Interesse sind aufgrund der starken Expression in der Plazenta pharmako‐

logische Substrate, die während der Schwangerschaft verabreicht werden könnten, wie bei‐

spielsweise  Nitrofurantoin,  einem  Chemotherapeutikum  57,  Cimetidin,  einem 

Antihistaminikum 58 oder Glibenclamid, einem oralen Antidiabetikum 59. 

Betrachtet man  das ABCG2/BCRP Gen,  so  zeigt  sich,  dass  es  sowohl  innerhalb  ethnischer 

Gruppen als auch zwischen ihnen hoch polymorph 60 ist, d.h. das Gen unterliegt starken Va‐

riationen, von denen sich einige direkt auf die Genexpression oder die Proteinfunktion aus‐

wirken können. So hat z.B. der Polymorphismus c:421C<A einen direkten Einfluss sowohl auf 

das  ABCG2/BCRP‐Proteinexpressionslevel  in  vitro  61  als  auch  in  der  humanen  Plazenta  60. 

Dabei scheint der SNP einen trans‐regulatorischen Einfluss auf das BCRP zu besitzen, d.h. die 

Veränderung des Proteinexpressionslevels  ist keine Umsetzung eines  transkriptionellen Ef‐

fektes des SNPs auf das kodierende Gen (cis‐Regulation) sondern der SNP betrifft die Prote‐

inexpression indirekt über regulatorische Effekte auf die Proteinsequenz von Transkriptions‐

faktoren, welche wiederum das Zielgen regulieren. 

2.5. SLCO: Die Familie der „Organic anion transporting polypeptides“ 

Eine  pharmakologisch  sehr  bedeutende  Familie  innerhalb  der  SLC‐Superfamilie  bilden  die 

„organic anion transporting polypeptides (OATP)“ Transporter 4. 

Basierend  auf  Computeranalysen  weisen  alle  Vertreter  eine  vergleichbare  Topologie  der 

Transmembrandomänen auf. Es werden zwölf TMDs sowie ein großer extrazellulären Loop 

zwischen der neunten und zehnten TMD vorhergesagt 62. Weitere Gemeinsamkeiten sind N‐

Glykosilierungsstellen  in den extrazellulären Loops Nr. 2 und 5 und die „OATP‐superfamily‐
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signature“ zwischen dem extrazellulärem Loop 3 und der Transmembrandomäne 6 62 (siehe 

Abbildung 5). 

 

OATP1A2  (OATP‐A)  wurde  zuerst  1995  von  Kullak‐Ublick  beschrieben  63,  es  folgte  das 

OATP1B1 (OATP‐C) 64,65 und weitere Vertreter,  insgesamt sind heute elf Mitglieder bekannt 
62,66. Zu den entscheidenden Vertretern zählen SLCO2B1, SLCO1B1 und SLCO1B3. Die beiden 

letztgenannten haben eine große Bedeutung in der Pharmakologie erlangt, da sie mit einem 

weiten Spektrum an Pharmaka funktionell interagieren können und dabei selber ein großes 

Substratspektrum besitzen. Dies rückt sie in den Mittelpunkt vieler Untersuchungen 67. 

Exemplarisch  für die SLCO‐Familie wird  im Folgenden das SLCO2B1 beschrieben, da dieser 

Transporter  in der Plazenta stark exprimiert wird, ebenfalls der Regulation vieler Pharmaka 

unterliegt  und  eine  große  Rolle  in  der  Regulation  hormoneller  Prozesse  während  der 

Schwangerschaft zu spielen scheint. 

 

2.5.1. OATP2B1/SLCO2B1 

Der organische Anionentransporter wurde  zuerst  in Form  seines SLCO2B1‐Gens  im Gehirn 

identifiziert, im Folgenden konnte seine Expression hauptsächlich in der Leber, aber auch in 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der OATP‐Transporter. Konservierte Aminosäuren sind schwarz, konservierte 
geladene  Aminosäuren  grau  dargestellt,  Cysteinreste  sind  mit  einem  Kreuz  markiert  und  mögliche 
Glykosylierungsstellen mit einem Y. Grau markiert ist die Superfamiliensignatur. Außerdem zu erkennen ist der ver‐
größerte extrazelluläre Loop und die Glykolisierungsstelle 4. 
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Milz, Plazenta, Lungen, Nieren, Herz, Eierstöcken und Dünndarm nachgewiesen werden 68‐70. 

Weiterhin wird OATP2B1  in  vielen  fetalen Geweben,  dem  Kolon‐Adenokarzinom  68,71  und 

karzinös verändertem Brustgewebe exprimiert 72. 

Das  SLCO2B1‐Gen  kodiert das  ca. 85  kDa  große, 709 Amniosäuren umfassende OATP2B1‐

Protein, welches ebenfalls zunächst aus dem menschlichen Gehirn isoliert wurde 73. 

Verglichen mit  dem OATP1B1  und OATP1B3  ist  das  Substratspektrum  des OATP2B1  stark 

eingeschränkt.  Gesichert  ist  der  Transport  von  körpereigenem  Estron‐3‐Sulfat  und 

Dehydroepiandrosteron  (DHEAS)  sowie  Pharmaka  aus  dem  Bereich  der  Statine  (z.B. 

Atorvastatin,  Fluvastatin,  Pravastatin,  Rosuvastatin),  der  Antibiotika  (z.B.  Benzylpenicillin), 

der  Endothelin‐Rezeptorantagonist  (z.B. Bosentan), der Antihistaminika  (Fexofenadin), der 

Antidiabetika  (z.B. Glibenclamid) und der Prostaglandin‐Analoga  (z.B. Unaprostone)  67. Die 

Substrate  Prostaglandin  E2  (PGE2)  und  Estradiol‐17β‐Glukuronid  werden  noch  kontrovers 

diskutiert 62. 

Die Funktion des OATP2B1  im menschlichen Körper  ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht 

vollständig geklärt, Lokalisationsstudien deuten jedoch auf ein breites Spektrum an Möglich‐

keiten hin:  

Im Darm  ist er  in der  luminalen Membran der Enterozyten exprimiert, was auf eine Beteili‐

gung des Transporters an der Aufnahme von Substanzen aus dem Darm deutet 74. 

In Hepatozyten bildet OATP2B1 zusammen mit OATP1B1 und OATP1B3 ein einwärts gerich‐

tetes Transportsystem an der sinusoidalen Membran der Hepatozyten. Es scheint, dass der 

Transporter dort eine Rolle bei der hepatischen Eliminierung verschiedener exogener Stoffe 

wie z.B. Pharmaka spielt 75. 

In  der  Plazenta  konnte  OATP2B1  (SLCO2B1)  in  der  basalen  Membran  des 

Synzytiotrophoblasten nachgewiesen werden. Dort scheint er am Transport organischer An‐

ionen wie  z.B.  Steroidhormon‐Vorstufen,  die  im  Fetus  gebildet werden,  Richtung Mutter 

beteiligt zu sein 70. 
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2.6. SLC22:  Die  Familie  der  organischen  Kation­,  Anion­  und  Carnitin­

Transporter: 

Die organischen Kationentransporter „Organic Cation Transporter, OCT“ sind zusammen mit 

den  organischen  Anionen‐

transportern  aufgrund  der  Se‐

quenzhomologie  in  die  SLC22‐

Transporterfamilie  einzuordnen, 

welche wiederum  einen  Teil  der 

MFS  darstellt  (major  facilitator 

superfamily)  3  (siehe  Abbildung 

6): 

Die  ersten  Untersuchungen  an 

Transportern  für endogene orga‐

nische  Kationen  und  kationische 

Arzneistoffe  fanden  zunächst  an 

isolierten  Organen,  Gewebestü‐

cken oder Zellen statt. Der Fokus 

der Untersuchungen richtete sich 

dabei auf Gewebe, die an der Resorption und Exkretion von körpereigenen  sowie körper‐

fremden Stoffen beteiligt sind, wie Niere, Leber und Intestinum (für eine Übersicht siehe 76). 

Alle organischen Anionentransporter der SLC22‐Genfamilie  zeichnen  sich durch  ihr breites 

Substratspektrum aus: Sie können sowohl mit kleinen, organisch‐amphiphilen Anionen un‐

terschiedlichster  Struktur  umgehen  als  auch mit  organischen  Kationen  und  ungeladenen 

Molekülen 77. Typischerweise sind die Substrate der OATs als Typ‐I organische Anionen klas‐

sifiziert, was bedeutet, dass es sich um  relativ kleine  (meist < 400~500 kDa), monovalente 

Verbindungen handelt  78,79. Eine Gliederung der SLC22 Familie  ist der Abbildung 6  zu ent‐

nehmen. 

Der erste dieser Transporter wurde 1994 mit dem rOCT1 aus der Rattenniere kloniert 80.  

Stellvertretend  für  die  Transporter‐Familie werden  im  Folgenden  SLC22A5  und  SLC22A11 

beschrieben, die in der Plazenta exprimiert sind: SLC22A5 spielt eine wesentliche Rolle beim 

Abbildung  6:  Gliederung  der  SLC‐Transporter  in  Subgruppen  nach  ihrer
Transportspezifität.  Die  Länge  der  Verbindungsstriche  im  phylogeneti‐
schen Baum zeigt den Grad der Sequenzhomologien untereinander 3. 
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Transport des physiologisch wichtigen Carnitins während SLC22A11 in seinem Substratspekt‐

rum viele Pharmaka besitzt, deren Plazentagängigkeit von großem Interesse sind. 

 

2.6.1. OCTN2/SLC22A5  

Die  erste  Klonierung  dieses  Transportproteins  gelang  1998  81  aus  der  humanen 

Trophoblastenzell‐Linie JAR. Parallel isolierte Tamai im selben Jahr das OCTN2 (SLC22A5) aus 

humaner Nieren‐DNA 82. 

Der Carnitin‐ und Kationentransporter OCTN2 ist ubiquitär verteilt und in epithelialen Zellen, 

Muskelzellen,  Gliazellen,  Makrophagen,  Lymphozyten  und  Spermien  exprimiert  83.  Die 

stärksten Expressionsorte des Transporters sind dabei in der Leber, den Nieren, der Skelett‐

muskulatur, dem Herz und die Plazenta zu finden 82. Außerdem wird hOCTN2 in einigen Tu‐

morzelllinien exprimiert 84. Zusätzlich zu den aufgezählten Organen konnte der Transporter 

im Blutgefäßsystem und den Astrozyten von Nagetieren nachgewiesen werden 85‐89. 

Wie bei anderen Transportproteinen gibt es auch bei dem OCTN2 Hinweise auf eine Beein‐

flussung  der  Transportfunktion  durch  genetische  Polymorphismen.  So  konnte  ein  SNP  im 

Promotor  des  Transporters  an  der  Stelle  c:‐207G>C  in Verbindung mit Morbus  Crohn  ge‐

bracht werden 90‐92. Dabei wird durch den Hitzeschock‐Transkriptionsfaktor 1 die Aktivierung 

der Promotorregion des hOCTN2 verhindert. 

Weitere genetische Varianten, welche einen Funktionsverlust des OCTN2 herbeiführen, wir‐

ken sich negativ auf die mitochondriale Fettsäureoxidation aus, was wiederum zum Krank‐

heitsbild der systemischen Carnitindefizienz  (SCD)  führen kann  93‐96:  Intrazelluläres Carnitin 

wird benötigt, um langkettige Fettsäuren aus dem Zytosol in die Mitochondrien zu transpor‐

tieren, wo  sie  im Rahmen  der  Beta‐Oxidation  als  Energielieferanten  abgebaut werden.  In 

jungen Jahren kann diese Unterversorgung zur akuten hypoketotischen Hypoglykämie, zum 

Reye Syndrom (Enzephalopathie in Verbindung mit Hyperammonämie) oder dem plötzlichen 

Kindstod  führen  97. Während  der  Schwangerschaft  ist  die  Eigenleistung  der  Plazenta  zur 

Carnitinsynthese von Bedeutung,  sollte es  zu einer Mangelernährung der Mutter kommen 
98,99. 

Die funktionelle Charakterisierung in hOCTN2 überexprimierenden Zelllinien zeigte, dass der 

Transporter  zum  einen  Na+‐abhängig  und  in  dieser  Rolle  hochaffin  für  die  Substrate  L‐

Carnitin, Acetyl‐L‐Carnitin und das  zwitterionische ß‐Lactam‐Antibiotikum Cephaloridin  ist. 
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Zum anderen kann er alternativ als relativ unspezifischer, Na+‐unabhängiger Kationentrans‐

porter  fungieren.  Kationische  Substrate  des  hOCTN2  sind  TEA,  Choline,  Verapamil  und 

Pyrilamin 100,101. Eine Inhibition der OCTN2‐vermittelten Substrataufnahme konnte für Cime‐

tidin, Clonidin, Procainamid, Actinomycin D, Quinin, Emetin, Cefsulodin, Nikotin und MPP+ 

gezeigt werden 3. 

 

2.6.2. OAT4/SLC22A11 

OAT4 wird hauptsächlich  in der Plazenta und  in der Niere exprimiert 102 und  ist der einzige 

humanspezifische Transporter der Familie. Das Protein  ist aus 550 Aminosäuren aufgebaut 

und  zeigt die  typischen  strukturellen Merkmale der OAT‐Familie:  zwölf  Transmembrando‐

mänen, einen  intrazellulären N‐ und C‐Terminus, eine Phosphorylierungsstelle auf dem ext‐

razellulären  Loop  zwischen  der  Transmembrandomäne  sechs  und  sieben  sowie  eine 

Glykosilierungsstelle  auf  dem  extrazellulären  Loop  zwischen  den  Transmembrandomänen 

eins und  zwei. Die Sequenzhomologie  zu den anderen Vertretern der OAT‐Familie beträgt 

38% bis 44% 102.  

OAT4  wird  als  renaler,  organischer  Anionen/Dicarboxylataustauscher  diskutiert,  welcher 

hauptsächlich, ebenso wie das OAT1 und OAT3,  in der apikalen Membran des proximalen 

Tubulus 103 exprimiert wird und dort organische Anionen aus dem Tubulus reabsorbiert. Sei‐

ne Energie bezieht er aus einem auswärts gerichteten Dicarboxylatgradienten 104. 

Funktionell  konnte  für  das  OAT4 weiterhin  eine  Beteiligung  am  Transport  verschiedener 

Pharmaka wie  β‐Lactam‐Antibiotika, Antiviralika, ACE‐Inhibitoren, Diuretika  und NSAIDs  77 

sowie  den  endogenen  Substraten  Estron‐3‐Sulfat  (E1S)  und  Dehydroepiandrosteronsulfat 

(DHEAS) 102,104 gezeigt werden. 

Für die Plazenta wird postuliert, dass das OAT4 bei dem Transport von toxischen Stoffwech‐

selprodukten vom Fetus in Richtung Mutter eine Rolle spielt, bzw. dass er bei der plazenta‐

len Estrogensynthese mitwirkt, indem er sulfatierte Vorstufen in den Synzytiotrophoblasten 

aufnimmt 105. 
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2.7. Zielsetzungen dieser Arbeit 

Für eine erfolgreiche Medikation während der  Schwangerschaft  ist die Klärung der Trans‐

portprozesse  innerhalb der Plazenta von grundlegender Bedeutung. Die Mechanismen des 

plazentaren  Transports  und  die  Regulation  beteiligter  pharmakologisch  relevanter 

Transporterproteine sind bislang nur unzureichend geklärt. Grundlage einer systematischen 

Untersuchung  ist der Zugang zu umfangreichen Gewebematerial, welches hinsichtlich klini‐

scher Parameter gut dokumentiert ist. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein solches Probenkollektiv zu etablieren und die Expression, 

Lokalisation und Funktion pharmakologisch und physiologisch relevanter Transporter syste‐

matisch  zu  untersuchen. Ausgewählte  Transporterproteine wurden  hinsichtlich  ihrer Gen‐ 

und Proteinexpression untersucht, unter besonderer Berücksichtigung von gestations‐, ge‐

schlechts‐  und  genotypabhängigen  Veränderungen.  Des  Weiteren  wurden  diejenigen 

Transporterproteine  identifiziert, welche durch ihre Koregulation Hinweise darauf gaben,  in 

ihrer Funktion zusammenzuwirken.  

Für ein ausgesuchtes Paar dieser Transporterproteine wurde abschließend exemplarisch ein 

experimentelles  in vitro Modell  implementiert und seine  funktionelle  Interaktion beschrie‐

ben. 
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3. Chemikalien­/Geräteliste 

3.1. Chemikalien 

Natriumdodecylsulfat (SDS)  Sigma, Deisenhofen 

87% Glycerol  Roth, Karlsruhe 

Rotiphorese® Gel 30  Roth, Karlsruhe 

Agarose  Roth, Karlsruhe 

Aprotinin  Roth, Karlsruhe 

APS  Roth, Karlsruhe 

Bicinchonsäure  Sigma, Deisenhofen 

Borat  Sigma, Deisenhofen 

Bromphenolblau  Roth, Karlsruhe 

BSA  Roche Diagnostics, Mannheim 

BXP‐21 Antikörper  Alexis Biochemicals, Gruneberg, Germany 

CaCl2  Sigma, Deisenhofen 

Dulbecco´s modifiziertem Eagle‐Medium  PAN, Aidenbach 

EDTA  Sigma, Deisenhofen 

Ethidiumbromid  Sigma, Deisenhofen 

FCS  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

Formaldehyd  Sigma, Deisenhofen 

Formamid  Sigma, Deisenhofen 

Glukose  Sigma, Deisenhofen 

Glycin  Roth, Karlsruhe 

HCl  Merck, Darmstadt 

Hepes  Sigma, Deisenhofen 

KCl  Sigma, Deisenhofen 

KH4PO4  Roth, Karlsruhe 

Kupfer‐II‐sulfat  Sigma, Deisenhofen 

Leupeptin  Sigma, Deisenhofen 

L‐Glutamin  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

MgCl2  Sigma, Deisenhofen 

MOPS  Sigma, Deisenhofen 
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NaCl2  Sigma, Deisenhofen 

Natriumacetat  Sigma, Deisenhofen 

nichtessentiellen Aminosäuren  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

NucleoSpin® RNA II (Kit)  Macherey‐Nagel, Düren 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

Penicillin  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

PMSF  Sigma, Deisenhofen 

Pre‐Developed TaqMan Assays  Applied Biosystems, Darmstadt 

radioaktiv markiertes 
17β‐Estradiolglukuronid 

ARC, St. Louis, USA 

radioaktiv markiertes DHEAS  Perkin Elmer, Waltham, USA 

radioaktiv markiertes E1S  ARC, St. Louis, USA 

radioaktiv markiertes Inulin  ARC, St. Louis, USA 

Sekundärantikörper Alexa Fluor 488  Molecular Probes, Eugene, OR 

Sekundärantikörper Alexa Fluor 568  Molecular Probes, Eugene, OR 

Streptomycin  Seromed‐Biochrom KG, Berlin 

Sucrose  Sigma, Deisenhofen 

TaqMan Genotyping Master Mix (2x)  Applied Biosystems, Darmstadt 

TaqMan Reverse Transcription Reagents (Kit) Applied Biosystems, Darmstadt 

TaqMan Universal PCR Mastermix (Kit)  Applied Biosystems, Darmstadt 

Tetramethyl‐ethylen‐diamin (TEMED)  Roth, Karlsruhe 

Tris‐HCl  Roth, Karlsruhe 

Tris  Roth, Karlsruhe 

β‐Mercaptoethanol  Roth, Karlsruhe 

DAKO® Fluorescent Mounting Medium  Dako Corporation, Carpintera/USA 

TOTO®3‐ Iodide  Invitrogen, Karlsruhe 
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3.2. Geräte 

 

ABI PRISM 7700  Applied Biosystems, Darmstadt 

ABI 7900HT  Applied Biosystems, Darmstadt 

Blotting‐Apparatur   BioRad, München 

Elektrophoresekammer  Biometra, Göttingen 

Feinwaage  Sartorius, Göttingen 

Homogenizer‐Potter S  Braun, Melsungen 

konfokales Lasermikroskop  Nikon, Düsseldorf; Coherent, Duisburg; 
Visitech, Sunderland,GB 

Mikrodismembranator  Braun, Melsungen 

UV‐Kamera  Kodak, Stuttgart 

β‐Counter Type 1409  LKB‐Wallac, Turku, Finland 

Zentrifugen  Eppendorf,  Hamburg/Heraeus,  Ha‐

nau/Beckmann, USA 

Photometer  Eppendorf, Hamburg 
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4. Material/Methoden 

4.1. Erstellung einer Plazenta­Datenbank 

Für alle Untersuchungen auf Basis der humanen Plazenta wurden zunächst  in einem ersten 

Schritt  aus  70  Plazenten Gewebeproben mit  zufällig  ausgewähltem  jedoch  fetalem  Exzisi‐

onsort  gewonnen.  Die  Proben  wurden  direkt  nach  der  Entnahme  in  flüssigem  Stickstoff 

schockgefroren und bei ‐80°C gelagert. 

Diese  70  Plazenten  lassen  sich wie  folgt  unterteilen:  22  Plazenten  fielen  in  die  Kategorie 

„Early‐Preterm“ (Der Geburtstermin lag vor der 30. Schwangerschaftswoche), 26 fielen in die 

Kategorie „Preterm“ (Geburtstermin zwischen der 30. und 37. Kalenderwoche) und 22 fielen 

in die Kategorie „Term“ (Der Geburtstermin nach der 37. Kalenderwoche) (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2: Charakterisierung der 70 Plazenten für die Gen‐ und Proteinexpression. 

 

 

Von all diesen Proben wurde, wie weiter unten beschrieben, genomische DNA, RNA und Pro‐

tein isoliert. Zusätzlich wurden, falls nötig, Kryoschnitte angefertigt. 

Zusätzlich zu diesen 70 Proben, an denen die Protein‐ und Genexpression untersucht wurde, 

wurde  die Daten‐  und  Probenbank während  der  experimentellen  Phase  der  vorliegenden 

Arbeit um 289 weitere Plazenten erweitert. Damit  steht eine Daten‐ und Probenbank  zur 

Verfügung, die nicht nur die Untersuchung von SNPs geringer Allelfrequenz ermöglicht, son‐

dern darüber hinaus  für  zukünftige Arbeiten eine  große Materialsammlung  zur Verfügung 

stellt. 
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4.2. Isolierung von RNA aus Plazenta­Gewebeproben 

Zunächst wurden die Proben mechanisch zerkleinert. Dies geschah unter Aufrechterhaltung 

von ‐80°C mit Hilfe eines Mikro‐Dismembrators (Braun). Dieser pulverisiert die Proben durch 

Zerschlagen mit einer Wolframkugel, sodass die Zellmembran zerstört wird. Bis zur eigentli‐

chen Isolation wurde das Gewebepulver bei ‐80°C gelagert, um RNase‐Aktivitäten zu unter‐

drücken. 

Die  RNA‐Isolation  erfolgte  im  Anschluss  mit  Hilfe  des  „Total  RNA  Isolation“‐Kit  von 

Macherey‐Nagel (NucleoSpin® RNA II) nach dem Protokoll für Gewebeisolation inklusive des 

Proteinase K‐ und DNAse Verdaus. 

 

4.3. RNA/DNA­Konzentrationsbestimmung 

Die Bestimmung der RNA/DNA‐Konzentration sowie die Überprüfung der Reinheit erfolgte 

unter Zuhilfenahme eines UV‐Photometers. Das zugrunde  liegende Verfahren dabei  ist die 

Strahlungsabsortion durch Teilchen im Strahlengang. 

Das Maß der Strahlungsabsorption (Extinktion) ergibt sich nach dem Lambert‐Beersche Ge‐

setz aus der eingestrahlten Lichtintensität I0 im Verhältnis zu der Intensität ID der Strahlung, 

die die zu messende Lösung passiert. Dabei entspricht die Extinkion: 

 

ܧ ൌ െ lg ൬
஽ܫ
଴ܫ
൰ ൌ lg  ൬

଴ܫ
஽ܫ
൰ 

 

Für die Parameter der Extinktion in der Fotometrie ergibt sich daraus: 

 

 

ܧ ൌ ߝ כ ܿ כ ݀ 
ε = molarer Extinktionskoeffizient + Stoffkonstante 

C = Stoffmengenkonzentration 

D = Schichtdicke 

 

Die Absorption bei 260 nm  (A 260) entspricht dabei der  ssRNA‐ und dsDNA‐Konzentration 

der Probe. Der Messwert  sollte dabei  zwischen 0,15 und 1,2  liegen, da dies den  linearen 

Messbereich  des  UV‐Spektrometers  darstellt.  Eine  Absorption  einer  Einheit  (1  OD)  bei 

260 nm entspricht einer Menge von 40 µg ssRNA pro ml oder 50 µg dsDNA pro ml. 
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Die zweite Absorption, die gemessen wurde, lag bei 280 nm. Sie repräsentiert die Verunrei‐

nigung der Probe durch Proteine. So gibt der Quotient aus den Extinktionen bei 260 nm und 

280 nm eine qualitative Aussage über die Reinheit der DNA/RNA und eine quantitative Aus‐

sage über die Menge an Protein  in der Probe. Als Richtwert  sollte der A260/280‐Quotient 

zwischen 1,8 und 2,1  liegen. Dies gewährleistet, dass es bei weiteren Untersuchungen des 

Materials zu keinen störenden Wechselwirkungen mit den evtl. noch vorhandenen Proteinen 

kommt. 

 

4.4. RNA­Agarosegel 

Da die photometrische Analyse der RNA keine Auskunft über die Qualität der RNA in Bezug 

auf Degradationserscheinungen gibt, sollte dieses Problem gesondert mit Hilfe der denatu‐

rierenden Gel‐Elektrophorese untersucht werden, da die Integrität der RNA für die nachfol‐

genden Untersuchungen von Bedeutung  ist. Auf dem Gel  sollten dann klar abgegrenzt die 

18S‐ und 28S‐Bande sichtbar sein. Sind diese nicht mehr klar zu erkennen, bzw. bilden sie 

einen „Schmier“, so kann dies als Hinweis auf eine teilweise oder komplette Degradation der 

Proben gewertet werden. Solche Proben sind für weitere Analysen nur begrenzt nutzbar. 

Da die Kontamination durch RNasen ein großes Problem darstellt, werden  im Vorfeld alle 

Glasgeräte für 4h auf 180 °C erhitzt und die Gelkammer mit 2%iger Sigmaclean©‐Lösung ge‐

reinigt. 

1 g Agarose wird in 85 ml destilliertem und autoklaviertem Wasser in der Mikrowelle aufge‐

kocht. Nach dem Abkühlen auf 60 °C werden der geschmolzenen Agarose 10 ml 10xMOPS 

(100 mM  MOPS,  50 mM  Natriumactetat,  10 mM  EDTA)  und  5 ml  37%ige  Formaldehyd‐

Lösung zugesetzt, bevor sie in die Gelkammer gegossen wird und dort zum eigentlichen Gel 

polymerisiert. 

Die  RNA‐Proben werden mit  Ladepuffer  versetzt  und  in  die  Taschen  des  Gels  pipettiert: 

500 µl deionisiertem Formamid, 200 µl RNase‐freies Wasser, 100 µl 10xMOPS, 132 µl 37%‐

Formaldehyd  und  68 µl  0,1%  Bromphenolblau.  Jeweils  10 µl  des  Ladepuffers werden mit 

20µl RNA (35 ng/µl) unter Zugabe von 2 µl Ethidiumbromid (0,1 mg/ml) versetzt. Die Proben 

werden 15 min bei 60 °C denaturiert und danach bei 4 °C bis zum Auftragen gelagert. 

Die eigentliche Elektrophorese erfolgt bei 5 V/cm² unter Verwendung von 1xMOPS als Lauf‐

puffer. 
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4.5. Reverse Transkription 

Die Reverse Transkription der RNA  zu  komplementärer DNA  (cDNA)  ist notwendig, da die 

Real‐Time  PCR  TaqPolymerase  verwendet, welche  nur DNA  als Matrize  verwenden  kann, 

nicht  aber  RNA. Wichtig  für  die  nachfolgenden  Expressionsuntersuchungen  ist,  dass  der 

Umschreibeprozess möglichst gleichmäßig über die gesamte RNA stattfindet, sodass die ent‐

stehende  cDNA  ein  direktes Abbild  der RNA der  Probe  darstellen  sollte. Man  spricht  von 

reverser,  also umgekehrter  Transkription, da es  sich,  im Vergleich  zur Mehrzahl  zellulärer 

Transkriptionsvorgänge,  um  genetische  Informationsüberschreibung  in  umgekehrter  Rich‐

tung handelt. 

Während  der  Reversen  Transkription  erfolgt  die  Synthese  eines  RNA‐DNA‐Hybridstranges 

mit  der  einzelsträngigen  RNA  als  Template  und mit Hilfe  der  Reversen  Transkriptase.  Als 

Primer dienten Random Hexamere. 

Tabelle 3: Zusammensetzung der Reversen Transkription (TaqMan®RT‐Kit). 

Komponente  Volumen in µl  Endkonzentration 
10x RT‐Puffer  4  1x 
MgCl2  8,8  5,5 mM 
dNTP  8  500 µM 
Random Hexamere  2  2,5 µM 
RNAse Inhibitor  0,8  0,4 U/µl 
Reverse Transkriptase  1  1,25 U/µl 
RNA und Wasser  15,4  ‐ 
 

Tabelle 4: Temperaturprofil der Reversen Transkription. 

Reaktionsschritt  Temperatur [°C]  Zeit [min] 

Inkubation  25  10 

Reverse Transkription  48  30 

Inaktivierung der Transkriptase  95  5 

 

4.6. Real­Time Quantitative Polymerase­Kettenreaktion (qPCR) 

Die  Real‐Time  Quantitative  Polymerase‐Kettenreaktion  (qPCR)  ist  eine 

Quantifizierungmethode  für  DNA,  die  auf  dem  Prinzip  der  herkömmlichen  Polymerase‐

Kettenreaktion (PCR) beruht. Mit ihr lässt sich indirekt die Menge von mRNA in einer Probe 
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bestimmen, da die detektierte cDNA Menge mit der RNA Menge der Probe korreliert (siehe 

„3.6 Reverse Transkription“).  

Die Quantifizierung erfolgt auf der Basis von Fluoreszenzmessungen, die während bzw. nach 

jedem einzelnen PCR‐Zyklus (daher der Name "Real Time") durchgeführt werden und unter‐

scheidet sich somit wesentlich von anderen semi‐quantitativen PCR‐Methoden, die erst nach 

Ablauf  der  PCR  semiquantitativ  ausgewertet werden  (z.B.  Endpunktmessung,  Kompetitive 

PCR). 

Jeder PCR‐Zyklus, den die Reaktion durchläuft,  ist dabei wie  folgt aufgebaut: Als erstes er‐

folgt eine Denaturierung der cDNA bei 95 °C. Dabei trennt sich der Doppelstrang in zwei Ein‐

zelstränge auf. Im Anschluss wird die Temperatur je nach verwendeten Primern (in unserem 

Fall 60 °C) gesenkt. Dies ermöglicht den Primern und der Sonde,  sich an die Einzelstränge 

anzulagern (Annealing). Zum Abschluss erfolgt bei derselben Temperatur die Elongation, d.h. 

die  Synthese  des  komplementären  Stranges.  Nun  liegen  zwei  vollständige  Doppelstränge 

vor, und der Vorgang kann wiederholt werden. 

Die eigentliche Quantifizierung erfolgt  in unserem Fall über eine fluoreszierende Sonde, die 

ebenso wie die Primer während der Annealing‐Phase an die Einzelstrang‐cDNA bindet und 

nicht über  interkalierende Farbstoffe wie z.B. Sybr Green. Die dabei messbare Fluoreszenz, 

welche proportional der Produktmenge ist, basiert auf dem FRET‐Prinzip (Förster resonance 

energy transfer): 
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Ein Donor‐Fluorochrom (Reporter), das durch eine Lichtquelle angeregt wird, gibt einen Teil 

seiner Energie an einen  in räumlicher Nähe "dunklen" Quencher ab. Dieser nicht‐emissiver 

Akzeptor nimmt die Energie, besitzt aber keine eigenen Fluoreszenzfähigkeiten, sodass es zu 

einer  Fluoreszenzauslöschung  kommt.  Alternativ  kann  es  auch  zu  einem  Transfer  auf  ein 

Akzeptor‐Fluorochrom  kommen  (z.B.  TAMRA).  In  diesem  Fall  kommt  es  zu  einer  Fluores‐

zenzumlagerung in das Spektrum des Akzeptors (siehe Abbildung 7). 

Nimmt der Abstand zwischen Akzeptor und Donor zu, so nimmt der FRET und somit das Flu‐

oreszenzsignal des Akzeptors ab, während das Signal des Donors  zunimmt. Die Hydrolyse‐

TaqMan®‐Sonden machen  sich diesen Effekt  zu Nutze,  indem eine kurze Nukleotidsequenz 

an  einem  Ende  mit  dem  Quencher,  am  anderen  Ende  mit  einem  Reporter‐

Fluoreszenzfarbstoff  (z.B. VIC oder FAM) markiert wird. Wenn die Taq‐Polymerase, die  zu‐

sätzlich zu anderen Polymerasen eine 5´ → 3´‐Exonuclease‐Aktivität besitzt, die Sonde wäh‐

Abbildung 7: Funktionsschema der TaqPolymerase.
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rend der Elongationsphase am 5'‐Ende abbaut, entfernen sich dadurch Quencher und Fluo‐

rophor voneinander, und eine zunehmende Reporter‐Fluoreszenz kann gemessen werden. 

Für  meine  Expressionsanalysen  benutzte  ich  sowohl  die  kommerziellen  Primer‐Sonden‐

Kombinationen (Assay on Demand) von Applied Biosystems, als auch selbst entworfene (mit 

Hilfe der Software Primer EXPRESSTM ) Kombinationen: 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Genexpressionsassays. 

Gen  Firma  ID 

SLC22A4  Applied Biosystems  Hs00268200_m1 

SLC22A5    106 

ABCC1  Applied Biosystems  Hs00219905_m1 

ABCC2  Applied Biosystems  Hs00166123_m1 

ABCC3  Applied Biosystems  Hs00358656_m1 

ABCC5    107 

SLCO2B1  Applied Biosystems  Hs00200670_m1 

SLCO4A1  Applied Biosystems  Hs00249583_m1 

SLC22A11  Applied Biosystems  Hs00218486_m1 

ABCB1    108 

ABCG2    109 

SLC10A6  Applied Biosystems  Hs01399350_m1 

TBP  Applied Biosystems  Hs99999910_m1 

18S  Applied Biosystems  4308329E 

β‐Actin  Applied Biosystems  4310881E 

GAPDH  Applied Biosystems  4310884E 

 

4.7. DNA­Agarosegel 

Die Agarosegelelektrophorese dient dem Nachweis und der  Identifizierung von Nukleinsäu‐

ren. Ihre Grundlagen hat sie in der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit von DNA‐

Molekülen entsprechend  ihrer Größe  in einem elektrischen Feld durch eine Agarosematrix: 

Im  elektrischen  Feld wandern  größere Moleküle  langsamer  durch  eine  Agarosematrix  als 

kleinere.  
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Agarose selbst ist eine pulverige Substanz, die unter Erhitzen in TBE‐Puffer (1M Tris, 100 mM 

EDTA, 833,4 mM Borat, pH 8) gelöst wird.  Im Anschluss wird sie  in den Gelschlitten gegos‐

sen, wo sie abkühlt und dabei polymerisiert. Dabei bildet sie doppelhelikale Strukturen aus, 

die  sich  zu einem dreidimensionalen Netzwerk zusammenlagern. Die Größe der  so entste‐

henden Poren sinkt mit steigender Agarosekonzentration, wodurch die Trenneigenschaften 

des Gels beeinflusst werden können. So muss für die jeweils zu analysierende Fragmentlänge 

die Agarosekonzentration der DNA‐Länge angepasst werden. 

Nach dem Erstarren des Gels werden die jeweiligen DNA‐Proben, nachdem sie mit Ladepuf‐

fer  versetzt wurden,  zusammen mit  einem  geeigneten Molekulargewichtsstandard  (DNA‐

abhängig) in die Taschen des Gels aufgetragen und durch Anlegen eines elektrischen Feldes 

aufgetrennt. Aufgrund der bremsenden Netzstruktur des Gels  wandern dabei kleinere DNA‐

Fragmente schneller als große, da sie bei gleicher Spannung leichter die Poren des Gels pas‐

sieren können. 

Für die Detektion der Banden wird das Gel mit  geringen Mengen Ethidiumbromid  (0,01% 

Endkonzentration  im Gel), einer mit der DNA  interkalierenden Substanz, die nach Bindung 

mit der DNA/RNA unter UV‐Anregung (254 bis 366 nm) Licht emittiert, versetzt. 

In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  0,8  bis  4%ige  Agarosegele  verwendet,  die  angelegte 

Spannung betrug dabei zwischen 80 und 120 V. 

 

4.8. Western­Blot Analyse mit Membranfraktionen  aus humanem Plazen­

tagewebe 

Unter Western‐Blot versteht man die Übertragung von Proteinen auf eine Trägermembran. 

Von dieser Membran ausgehend kann man  sie  im Anschluss  sichtbar machen und  so eine 

Aussage über die Proteinexpression im Ausgangsmaterials machen. Man kann entweder das 

Gesamtprotein (3.9.1) oder einzelne Fraktionen wie die der Zellmembran betrachten (3.9.2). 

 

4.8.1. Gewebeaufbereitung 

Das  bei  ‐80 °C  gelagerte  Gewebe  wird  unter  Zugabe  von  5 ml  Homogenisationspuffer 

(10 mM Tris/HCL,  250 mM  Sucrose,  0,1 mM  EDTA,  pH 7,4,  0,1 M  PMSF,  1mg/ml Aprotinin 
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und 0,5 mg/ml Leupeptin) mechanisch zerkleinert und die Stücke mit dem Potter S (Braun) 

homogenisiert. 

Das  Homogenat wird  in  Zentrifugationsröhrchen  transferiert  und  zentrifugiert  (9.000 x  g, 

15 min).  Anschließend wird  das  gebildete  Pellet, welches  die Mitochondrien,  Lysosomen, 

Peroxisomen, Bestandteile des Zytoskeletts und die Zellkerne enthält, verworfen, der Über‐

stand  in Ultrazentrifugationsröhrchen  überführt  und  zentrifugiert  (100.000 x  g,  1 h,  4 °C). 

Dieses Pellet enthält die Mikrosomen (Membranfraktionen), die  im weiteren Verlauf unter‐

sucht wurden. Zur Lagerung wird das Pellet in 5 mM Tris/HCL, pH 7,4, aufgenommen und bei 

‐80 °C gelagert. 

 

4.8.2. Isolation von Membranfraktionen aus der humanen Plazenta 

Das Gewebe wird viermal mit kaltem PBS gewaschen, zerkleinert und nochmal in kaltem PBS 

gewaschen.  Anschließend  wird  das  Gewebe  in  dem  1,5fachen  Volumen  PBS  mit 

Proteaseinhibitoren  (0,1 M  PMSF,  1mg/ml Aprotinin  und  0,5 mg/ml  Leupeptin)  aufgenom‐

men. Die Proben werden  in einem Potter S  (Braun) homogenisiert  (1.000 rpm), 1 h auf Eis 

inkubiert  und  anschließend  zentrifugiert  (9.000 x g,  10 min). Der Überstand wird  zentrifu‐

giert  (100.000 x g,  35 min)  und  das  gewonnene  Pellet  in  dem  1,5fachem  mit 

Proteaseinhibitoren  (s.o.)  versetztem  Tris/Sucrose‐Puffer  resuspendiert.  Das 

Membrangemisch wird mit Hilfe  von einem  loose  fitting Dounce homogenisiert, mit einer 

1 M MgCl2‐Lösung im Verhältnis 1:100 versetzt (wobei es zu der Fällung der basalen Memb‐

ranfraktion  kommt)  und  auf  Eis  inkubiert  (10 min).  Die  eigentliche  Trennung  der 

Membranfraktionen  erfolgt  in  einem  abschließenden  Zentrifugationsschritt  (2200 x  g, 

12 min): Der Überstand enthält in erster Linie die apikalen Fraktionen der Zellmembran. Das 

Pellet enthält die basalen. Bis zur weiteren Verwendung werden die fraktionierten Membra‐

nen in flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

4.8.3. Proteinbestimmung mittels BCA­Methode 

Die Konzentrationsbestimmung des einzusetzenden Proteins erfolgt mit Hilfe der sogenann‐

ten BCA‐Methode. Dabei handelt es sich um eine quantitative, photometrische Methode bei 
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der zweiwertige Kupferionen quantitativ mit Protein zu einwertigen Kupferionen reagieren, 

wobei die eigentliche Reduktion durch die Aminosäuren Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan 

und  die  Peptidbindungen  erfolgt.  Das  Cu+  reagiert  mit  der  namensgebenden 

Bicinchoninsäure (BCA) zu einem violetten Farbstoff, dessen Absorption bei einer Wellenlän‐

ge von 562 nm photometrisch bestimmt werden kann. 

 

Formel 1: Farbreaktion der BCA unter Anwesenheit von Protein. 

Das zu messende Proteingemisch muss dabei soweit mit H2O verdünnt werden, bis die Ab‐

sorptionswerte  im Messbereich der Standardkurve  liegen. 10 µl dieses verdünnten Protein‐

gemisches werden mit  198 µl  Bicinchoninsäure  und  2 µl  Kupfersulfat  versetzt. Der Ansatz 

wird 30 min bei 37 °C  inkubiert und anschließend die Absorption wie oben beschrieben ge‐

messen. 

Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe eines mitgeführten Standards auf Basis des Rinderse‐

rumalbumins (BSA), ausgehend von einer Stammlösung mit 1 mg BSA/ml in H2O. 

 

4.8.4. Probenvorbereitung zur SDS­PAGE 

Bevor die Proben über ein Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt werden können, 

müssen diese zunächst so modifiziert werden, dass nur das Molekulargewicht die Grundlage 

für eine Proteinauftrennung liefert und nicht dessen Struktur oder Ladung. 

Die Proteinproben werden zunächst mit 4x Laemmli‐Puffer  (s.u.), einem SDS‐haltigem Tris‐

HCl‐Puffersystem, versetzt und für 3 min bei 95 °C denaturiert. Dies bewirkt, dass die Schwe‐

felbrücken zwischen den Cysteinen gespalten werden, was zu einer Linearisierung der Prote‐

ine durch Auflösung ihrer Tertiär‐ und Quartärstruktur führt. Außerdem erhalten die Protei‐
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ne durch das SDS eine gleichmäßig negative Oberflächenladung, so dass proteinspezifische 

Ladungsunterschiede  die  Auftrennung  nicht  beeinflussen,  bzw.  eine  Auftrennung  im  Gel 

überhaupt erst möglich wird. 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung des 4x Laemmli‐Puffers. 

Substanz  Menge  Endkonzentration 

2 M Tris‐HCl, pH 6,8  1 ml  0,25 M 

β‐Mercaptoethanol  250 µl  2 % 

30 % SDS  2 ml  4,8 % 

Glycerol 87 %  5,8 ml  40 % 

Bromphenolblau  Spatelspitze  ‐ 

Aqua dest.  Ad 12,5 ml  ‐ 

 

4.8.5. SDS­Polyacrylamidgel­Elektrophorese 

Für  die Western‐Blot  Experimente wurde  eine  besondere Variante  des  Polyacrylamidgels, 

ein diskontinuierliches Gel verwendet: Durch die Schichtung zweier unterschiedlich dichter 

Gele  entsteht  ein Horizont,  an  dem  sich  die  Proteine  vor  ihrer  eigentlichen  Auftrennung 

sammeln können, um so eine exaktere Auftrennung der einzelnen Banden zu erzielen. Das 

obere  Sammelgel  (4 % Acrylamid, 0,125 M Tris‐HCL, pH 6,8)  ist  sehr weitmaschig angelegt 

um den Protein‐Ionen ein leichtes Eindringen in die Laufmatrix zu ermöglichen. 

Im darunter  geschichteten  Trenngel  (7,5 % Acrylamid, 0,15 M  Tris‐HCL, pH 8,8) erfolgt die 

eigentliche Auftrennung nach der Proteingröße. 

Die Kombination Sammelgel/Trenngel wurde verwendet, um eine möglichst diskrete Prote‐

inlauffront zu schaffen. Dabei macht man sich das Prinzip des pH‐abhängigen Leit‐ und Folge‐

ions zu nutzen: 

Das Trenngel enthält TRIS‐HCl pH 8,8, das Sammelgel TRIS‐HCl pH 6,8. Letzterer pH  liegt  im 

Bereich  des  isoelektrischen  Punktes  von Glycin  (im  Elektrodenpuffer).  Aus  diesem Grund 

besitzen die Glycinmoleküle zu Beginn der Elektrophorese (im Sammelgel) nur eine geringe 

Mobilität  (Folgeion).  Das  Cl‐Ion  (im  Gelpuffer)  hingegen  besitzt  eine  hohe Mobilität  und 

wandert zu Beginn der Elektrophorese voraus (Leition). Die Mobilität der Proteine liegt zwi‐
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schen der beider Ionen. Alle Ionen wandern im Sammelgel mit der gleichen Geschwindigkeit, 

es stellt sich  lediglich  im Bereich der Leitionen eine niedrige Feldstärke und  im Bereich der 

Folgeionen eine hohe Feldstärke ein. Dadurch werden die Proteine zwischen beiden  Ionen‐

fronten "gestapelt". Gelangen diese Fronten an den Übergang zum Trenngel, so nimmt der 

Reibungswiderstand plötzlich zu (zusätzliches "Schärfen" der Banden). Das niedermolekulare 

Glycin wird  durch  den Anstieg  des  pH‐Wertes  auf  8,8  (im  Trenngel)  negativ  geladen  und 

überholt die Proteine, sodass sich diese plötzlich in einem homogenen Puffer befinden. Da‐

durch löst sich der Proteinstapel auf und die Proteine treten in Wechselwirkung zur Gelmat‐

rix, wodurch diese gemäß dem Molekularsiebeffekt  in Abhängigkeit von  ihrem Molekular‐

gewicht getrennt werden. 

Tabelle 7: Zusammensetzung des Sammelgels 

 

   

Substanz  Menge  Endkonzentration 

4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris‐HCL, pH 6,8)  2,5 ml  1x 

10 % SDS  100 µl  0,1 % 

30 % Acrylamid  1,3 ml  4 % 

10 % APS  100 µl  0,1 % 

TEMED  10 µl  ‐ 

Aqua dest.  Ad 10 ml  ‐ 
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Trenngels 

Substanz  Menge  Endkonzentration 

4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris‐HCL, pH 8,8)  2,5 ml  1x 

10 % SDS  100 µl  0,1 % 

30 % Acrylamid  2,5 ml  7,5 % 

10 % APS  100 µl  0,1 % 

TEMED  10 µl  ‐ 

Aqua dest.  Ad 10 ml  ‐ 

     

Tabelle 9: Zusammensetzung des Tank‐Laufpuffers (10x) 

Substanz  Menge  Endkonzentration 

Tris‐HCL  6 g  25 mM 

Glycin  288 g  1,9 M 

≥99% SDS  20 g  1 % 

Aqua dest.  Ad 2 l  ‐ 

 

4.8.6. Elektroblotting 

Elektroblotting ist ein Verfahren, mit dem Proteine oder Nukelinsäuren nach der elektropho‐

retischer Auftrennung mit Hilfe eines elektrischen Feldes aus der Gelmatrix auf eine geeigne‐

te Trägerschicht übertragen und immobilisiert werden können. In diesem Fall wurde als Trä‐

gerschicht eine Nitrozellulosemembran gewählt (siehe Abbildung 8). Durch Zugabe von 20 % 

Methanol in den Towbin‐Puffer wird dabei die Interaktion der Proteine mit dem SDS soweit 

reduziert, dass sie  in Wechselwirkung mit der hydrophoben Membranoberfläche der Nitro‐

zellulosemembran treten können. 

Tabelle 10: Zusammensetzung des Towbin‐Puffers 

Substanz  Menge  Endkonzentration 

Tris‐HCL  60,6 g  250 mM 

Glycin  288 g  1,9 M 

Aqua dest.  Ad 2 l  ‐ 
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Gel und Nitrozellulosemembran werden, wie weiter unten dargestellt, zwischen die beiden 

Elektroden  der  Nassblotapparatur  eingespannt  und  die  Apparatur  in  gekühltem  Towbin‐

Puffer versenkt. Es werden 3500 mA konstante Stromstärke angelegt (für 2h), anschließend 

wird der Transfer mit Hilfe einer unspezifischen Proteinfärbung  (Ponceau‐S‐Färbung  (0,2 % 

Ponceau S und 3 % TCA)) überprüft. 

 

Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer Blotzelle. Die Proteine werden mit Hilfe eines eletrischen Feldes aus dem Gel 
auf die Nitrocellulosemembran übertragen. 

 

4.8.7. Detektion der Proteine 

Die Proteine auf der Nitrozellulosemembran wurden mit Hilfe der Immunodetektion darge‐

stellt. Diese beruht auf dem Prinzip der Antigen‐Antikörper‐Bindung: Ein antigenspezifischer 

Primärantikörper bindet „sein“ spezifisches Epitop unter den geblotteten Proteinen. Die Fc‐

Region des Primärantikörpers  kann dann mittels eines  speziesspezifischen, markierten  Se‐

kundärantikörpers  detektiert  werden.  Diese  Detektion  erfolgte  hier  über  ein  HRP‐

gekoppeltes Enzym und Chemilumineszenz. Um unspezifischen Antikörperbindungen zu ver‐

ringern, werden die  Schnitte  vor der eigentlichen Antikörperbehandlung mit 5 %igem BSA 

für 45 min inkubiert, wodurch unspezifische Bindungsstellen weitgehend abgesättigt werden 

Tabelle 11: Verwendete Primärantikörper (Western‐Blot) 

Antikörper  Spezies  Hersteller 

SLCO2B1  Rabbit  110 

BXP‐21  Mouse  Alexis Biochemicals, Gruneberg, Germany 

OCTN2  Mouse  106 
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4.9. Immunfluoreszenz­Mikroskopie 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz ist man in der Lage, Proteine darzustellen und subzellulär zu 

lokalisieren. Ähnlich dem Western‐Blot  ist der hier verwendete Nachweis ein  indirekter:  Im 

Gegensatz  zu  der Möglichkeit  von  primärgelabelten  Antikörpern wird  der  am  Zielprotein 

gebundener Primärantikörper zunächst mit einem Sekundärantikörper detektiert. Erst dieser 

trägt ein Flurochrom. Mit Hilfe eines monochromatischen Lasers (andere Anregungsquellen 

sind möglich) wird dieses Flurochrom angeregt und emittiert ein Signal, welches detektiert 

werden kann. 

 

4.9.1. Histologische Schnitte (Kryoschnitte) 

Für die Lokalisation von SLCO2B1 und BCRP (BXP‐21) mit Hilfe der Immunfluoreszensmikros‐

kopie wurden Kryoschnitte  verwendet: Gefrorenes Gewebe wird ohne Unterbrechung der 

Kühlkette direkt geschnitten und weiterverwendet. 

Zunächst werden Schnitte mit einer Stärke von 5 µm bei ‐20 °C angefertigt. Diese werden bei 

37 °C für 10 min auf einer Wärmeplatte getrocknet und anschließend fixiert. Dies geschieht 

mittels 99,9 %igem Ethanol bei  ‐20 °C  für 10 min. Anschließend werden die Schnitte  in PBS 

(pH 7,3) gewaschen. 

Um unspezifischen AK‐Bindungen zu verringern, werden die Schnitte zunächst mit 5 %igem 

BSA  für 45 min  inkubiert. Anschließend  findet die  Inkubation mit dem Primärantikörper  in 

PBS über Nacht bei 4 °C  statt. Nachdem der Schnitt dreimal  für 5 min mit PBS gewaschen 

wurde,  findet  die  eigentliche  Färbung  statt:  Die  Schnitte  werden  mit  einem 

fluoresenzmarkierten Sekundärantikörper  für etwa 2h Stunden  inkubiert. Dieser bindet an 

den Primärantikörper und  kann  seinerseits durch  Licht einer  farbstoffspezifischen Wellen‐

länge  zur  Fluoreszenzemmission  angeregt werden.  Anschließend werden  die  Schnitte mit 

Flourescence‐Mounting‐Medium  eingedeckelt  (DakoCytomation,  Carpinteria,  CA), welches 

mit dem Kernfarbstoff TOTO‐3‐iodide im Verhältnis 1:1000 versetzt ist. 
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Tabelle 12: Liste der verwendeten Primärantikörper (Kryoschnitte). 

Antikörper  Spezies  Hersteller  Konzentration (in 5 % BSA‐PBS) 

SLCO2B1  Rabbit  106  1:200 

BXP‐21  Mouse  Alexis Biochemicals, Gruneberg, Germany  1:25 

 

Tabelle 13: Liste der verwendeten Sekundärantikörper (Kryoschnitte). 

Sekundär Antikörper  Spezifität  Hersteller  Konzentration (in 5 % BSA‐PBS)

Alexa Fluor 488 IgG  Anti‐Mouse  Molecular Probes, Eugene, OR  1:100 

Alexa Fluor 568 IgG  Anti‐Rabbit  Molecular Probes, Eugene, OR  1:200 

 

Der Nachweis der  Immunfluoreszenzfärbung erfolgte mit einem konfokalen Laser Scanning 

Mikroskop (Nikon, Düsseldorf; VisiTech international; Chromaphor Analysen‐Technik GmbH, 

Duisburg, Mikroskop: Nikon TE300). 

   

4.9.2. Histologische Schnitte (Paraffinschnitte) 

Die Lokalisation von OCTN1 und OCTN2 erfolgtemit Hilfe der Immunfluoreszensmikroskopie 

an Paraffinschnitten: 

Die Plazentaproben wurden direkt nach der Geburt in Paraffin eingebettet und 2 µm Schnit‐

te bei Raumtemperatur angefertig. Anschließend wurden die Schnitte  in Xylene‐Ersatzstoff 

für  10 min  entparaffiniert.  Dann wurden  die  Schnitte  in  einer  absteigenden  Alkoholreihe 

(100 %, 98 %, 75 %, 50 % und 0) % rehydriert und 10 min in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) ge‐

kocht. Die Schnitte wurden zweimal mit PBS gewaschen und für eine Stunde mit 5 % FCS in 

PBS geblockt. Die  Inkubation mit dem Primärantikörper fand über Nacht statt. Nach einem 

erneuten Waschen mit PBS wurden die Schnitte 2 h mit dem Sekundärantikörper  inkubiert. 

Abschließend  wurden  die  Kerne  mit  Dapi  gefärbt  und  die  Schnitte  mit  Flourescence‐

Mounting‐Medium eingedeckelt (DakoCytomation, Carpinteria, CA). 
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Tabelle 14: Liste der verwendeten Primärantikörper (Paraffinschnitte). 

Antikörper  Spezies  Hersteller  Konzentration (in 5 % BSA‐PBS) 

OCTN1  Mouse  Abnova, Heideberg, Verdünnung  1:25 

OCTN2  Mouse  106  1:500 

 
Tabelle 15: Liste der verwendeten Sekundärantikörper (Paraffinschnitte). 

Sekundär Antikörper  Spezifität  Hersteller  Konzentration (in 5 % BSA‐PBS)

Alexa Fluor 488 IgG  Anti‐Rabbit  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA  1:200 

       

 

4.10. Isolation von gDNA aus Plazentagewebe 

Die  Isolation von gDNA erfolgte mit Hilfe eines Kits der Firma Macherey‐Nagel  („Genomic 

DNA from Tissue“). 

Zunächst  wurden  die  Proben  aufgeschlossen.  Dies  geschah  unter  Aufrechterhaltung  von 

‐80°C mit  Hilfe  eines Micro‐Dismembrators  (Braun).  Dieser  pulverisiert  die  Proben  durch 

Zerschlagen mit einer Wolframkugel, sodass die Zellmembran zerstört wird. Dadurch können 

erst größere Mengen RNA aus dem Zytoplasma gewonnen werden. Bis zur eigentlichen Iso‐

lation wurde das Gewebepulver weiter bei ‐80°C gelagert. 

Das Gewebepulver (je eine Spatelspitze von ca. 20 mg) wurde mit 180 µl T1‐Puffer und 25 µl 

Proteinase K versetzt, gevortext und anschließend für 1 h bei 56 °C inkubiert. Dadurch wurde 

das Gewebe  zusätzlich enzymatisch aufgeschlossen und eine bessere  Lyse ermöglicht.  Für 

die eigentliche  Lsysis des Gewebes wurden 200 µl B3‐Puffer hinzugegeben,  gevortext und 

die Probe für 10 min bei 70 °C inkubiert. 

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde 210 µl Ethanol  (96‐100 %) zu der Probe 

gegeben und wieder gevortext. 

Die  gDNA  wurde  an  eine  Säulenmatrix  (NucleoSpin©  Tissue  column)  gebunden  (1 min, 

11.000 ×g)  und  diese  zweimal mit  BW‐Puffer  gewaschen  (1. Mal:  500 µl,  11.000 ×g  und 

1 min; 2. Mal: 600 µl, 11.000 ×g und 1 min). 

Die Membran wurde abschließend getrocknet (1 min, 11.000 ×g) und die reine gDNA von der 

Membran mit 70 µl Aq. bidest. eluiert. 
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4.11. Genotypisierung 

Die Genotypisierung wurde mit Hilfe von TaqMan® Drug Metabolism Genotyping Assays der 

Firma Applied Biosystems durchgeführt. Das Prinzip basiert auf einer PCR‐Amplifikation, bei 

der man  die  Reaktion  zusätzlich  zu  den  Primern mit  zwei  FRET‐Sonden  unterschiedlicher 

Flurochromen versetzt. 

 

Tabelle 16: Zusammensetzung der Genotypisierungsreaktion für eine Probe. 

Substanz  Volumen [µl] 

TaqMan Genotyping Master Mix (2x)  5 

TaqMan® Drug Metabolism Genotyping Assay mix (20x)  0,5 

gDNA (1‐10 ng) + Wasser  4,5 

 

Tabelle 17: Temperaturprofil der Genotypisierungsreaktion. 

Temperatur [°C]  Zeit [min:s]  Zyklen 

50  2:00  1 

95  10:00  1 

92  0:15 
50 

60  1:30 

 

In  jedem  Amplifikationszyklus  amplifizieren  die  Primer  den  vorgesehenen  Abschnitt  der 

gDNA, auf dem sich die Mutation befindet, während sich die beiden Sonden, deren Sequenz 

sich  nur  in  der Mutationsstelle  unterscheiden,  anlagern. Am  Ende  der  PCR werden  beide 

Fluoreszensintensitäten  detektiert  und  dem Genotyp  zugeordnet  (siehe Abbildung  9). Die 

genaue  Funktionsweise  ist  unter  „3.7  Real‐Time  Quantitative  Polymerase‐Kettenreaktion 

(Real‐Time  PCR)”  nachzulesen.  Der maßgebliche  Unterschied  zur  Real‐Time  PCR  iast,  das 

nach  jedem  Zyklus  gemessen wird, während  bei  der Genotypisierungsmethode  eine  End‐

punktanalyse ausreicht. 
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Die untersuchten SNPs und ihre Assays sind der Tabelle 18 zu entnehmen. 

Tabelle 18: Liste der verwendeten Genotypisiserunsassays. 

Gen  SNP  Assay  Firma 

SLC22A4  Rs1050152  C___3170459_30  Applied Biosystems 

SLC22A5  Rs2631367  C__26479161_30  Applied Biosystems 

 

4.12. Zellkultur 

Die für die Transportuntersuchungen (3.14) benötigten MDCKII Zellen wurden in Dulbecco´s 

modifiziertem Eagle‐Medium kultiviert. Es enthielt zusätzlich 10% fetales Kälberserum (FCS), 

2mM  L‐Glutamin,  1%  nichtessentiellen  Aminosäuren  (AS)  sowie  Penicillin/Streptomycin 

(0,5 U/ml und 150 μg/ml). Die Zellen wurden bei 37 °C  in feuchter Atmosphäre mit 5% CO2 

inkubiert. 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Genotypisierungsprinzipes mit Hilfe von TaqMan‐Sonden. 
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4.13. Transportuntersuchungen von Substraten 

 

Die  Transportuntersuchungen  wurden  in  einem  24‐Well‐Transwell‐System  durchgeführt. 

Nichttransfizierte‐, sowie OATP2B1‐, BCRP‐ und OATP2B1/BCRP‐transfizierte Zellen wurden 

ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Einen Tag vor dem eigentlichen Experiment wurde 

das Medium in beiden Kompartimenten (apikal und basal) gewechselt und die Zellen für 24 h 

mit 2,5 mM Butyrat inkubiert. 

Der  transepitheliale  Transport  von  radioaktiv  markiertem  E1S,  DHEAS,  17β‐

Estradiolglucuronid und  Inulin wurde durch Zugabe von 300 bzw. 200 μl  Inkubationspuffer 

(14 mM NaCl2, 5 mM KCl, 1 mM KH4PO4, 1,5 mM CaCl2, 5 mM Glukose und 12,5 mM Hepes, 

pH 7,3)  in das basale bzw.  apikale Kompartiment durchgeführt. Die  radioaktiv markierten 

Substanzen wurden in das apikale Kompartiment gegeben, um den apikal‐nach‐basal Trans‐

port zu untersuchen und das basale Kompartiment  für den basal‐nach apikal Transport  (in 

beiden Fällen (1 μCi/ml Inkubationspuffer). 

Die  Inulinuntersuchungen  wurden  durchgeführt,  um  Undichtigkeiten  im  Zellrasen  zu  be‐

stimmen. Dafür wurde in das basale Kompartiment Inulin gegeben (1 μCi/ml Inkubationspuf‐

fer) und nach 0,5, 1, 2 und 4 h Inkubation aus dem apikalen Kompartiment 10 μl Puffer ent‐

nommen, mit 2 ml Szintillationsmix (Rotiszint, Roth, Karlsruhe, Germany) versetzt und im β‐

Counter (Type 1409, LKB‐Wallac, Turku, Finland) gemessen. 

 

4.14. Statistik 

 

Die Datenauswertung erfolgte mittels GraphPad Prism v. 5.00 für Windows (GraphPad Soft‐

ware, San Diego California USA) und SPSS Statistics v. 17.0 und 18.0  (SPSS, Chicago  Illinois 

USA). Zunächst testete ich die zu untersuchenden Gruppen auf Normalverteilung. War diese 

gegeben und es mussten drei oder mehr Gruppen verglichen werden, verwendete  ich  zu‐

nächst den ANOVA‐Test um die Gesamtveränderung zu bestimmen und  im Anschluss einen 

t‐Test mit Bonferroni‐Korrektur zum Vergleich der Subgruppen. Bei nur zwei Gruppen ver‐

wendete ich direkt den t‐Test, für Korrelationen den Pearson‐Test. 
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Bei  fehlender Normalverteilung verwendete  ich bei drei oder mehr Gruppen zunächst den 

Kruskar‐Wallis Test für die Bestimmung genereller Unterschiede über die Gruppen und Post 

Hoc den Dunn‐Test. Bei nur zwei Gruppen kam der Mann‐Whitney‐U‐Test zum Einsatz. Kor‐

relationen untersuchte ich nach Spearman. 

Trends untersuchte ich mit dem Trend Test nach GraphPad. 

Das Signifikanzniveau lag bei 0,05. 
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5. Ergebnisse 

5.1. Generierung einer Probenbank 

Zunächst wurde aus 70 Plazenten   RNA, DNA und Proteinproben für die Expressionsexperi‐

mente  isoliert. Diese Probensammlung stellt die Grundlage  für alle weiteren Untersuchun‐

gen dar. Durch Aquirierung weiterer Proben stand  bis zum Ende der Arbeit eine wesentlich 

umfangreichere  und  detailliert  charakterisierte  Probendatenbank mit Material  und Daten 

von insgesamt 289 Plazenten zur Verfügung. 

Parallel  zur RNA‐, DNA‐ und Proteinarchivierung wurden  folgende  klinische Parameter er‐

fasst: Geburtswoche  (Gestationsalter), Alter der Mutter, Gewicht der Mutter vor und nach 

der Schwangerschaft, Datum der Geburt, Größe und Geschlecht des Kindes, Anzahl der vor‐

herigen Kinder der Mutter, Sectio ja/nein, Plazentagewicht, Größe und Gewicht des Kindes, 

KU  (Kopfumfang des Kindes), NApH  (arterlieller pH‐Wert Nabelschnurblut), NVpH  (venöser 

pH‐Wert Nabelschnurblut), Durchführung eines Dopplersonograms und, wenn  indiziert, die 

Ergebnisse histologischer Untersuchungen sowie die Dokumentation von Schwangerschafts‐

komplikationen (siehe exemplarisch Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Exemplarisch Darstellung der erfassten Parameter der 289 Plazenten. 

Somit stand Plazentagewebe, sowie daraus isolierte RNA, DNA und Protein für alle weiteren 

Untersuchungen zur Verfügung. Diese Probenbank stellt die Basis für solche weiterführende 

Untersuchungen dar,  für die umfangreichere Kollektive benötigt werden, wie  zum Beispiel 

Genotypisierungen. Darüberhinaus bietet die Probenbank die Möglichkeit auch retrospektiv 

verschiedene Fragestellungen zu bearbeiten, und wird im Rahmen zukünftiger Projekte eine 

wichtige Grundlage darstellen. 

Da allerdings der komplette Probenbestand erst kurz vor Abschluss dieser Arbeit zur Verfü‐

gung stand, musste für die Bearbeitung der Fragestellungen, die mit den 70 Plazenten nicht 

abschließende  beantwortet werden  konnten,  auf  ein  alternatives  Kollektiv  herangezogen 

werden. Für die SNP‐Analysen (s.u.) wurde aus diesem Grund freundlicherweise zusätzliches 

Material aus der SNiP‐Studie (Survey of Neonates  in Pomerania) von Prof. Dr. Rosskopf zur 

Verfügung gestellt. Weiterführende  Informationen  zu dem Kollektiv  sind bei der Transfer‐

stelle für Daten‐ und Biomaterialienmanagement der Universität Greifswald hinterlegt. 
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5.2. Referenzgenbestimmung 

Will man mit Hilfe der Realtime‐PCR Genexpressionsanalysen durchführen, sollten die Daten 

auf ein möglichst stabil exprimiertes Referenzgen bezogen werden. Dadurch lassen sich Feh‐

ler bei der Umschreibung der RNA in cDNA sowie eventuelle Pipettierfehler herausrechnen. 

Als Referenzgen eignen sich nur solche Gene, die in ausreichendem Maß in dem untersuch‐

ten Gewebe exprimiert sind und deren Expression nicht von den einzelnen zu untersuchen‐

den Parametern, z.B. das Gestationsalter, beeinflusst werden. Für die Plazenta konnte Mel‐

ler et al. zeigen, dass viele bekannte Referenzgene wie GAPDH pder B2M eine gestationsab‐

hängige Regulation aufweisen und damit als Referenzgen unbrauchbar sind 111. Vor diesem 

Hintergrund wurden zunächst verschiede Gene auf ihre Eignung als Referenzgen getestet: 

Hierzu wurde die Genexpression  (siehe Kapitel 4.6)  für die potentiellen Referenzgene 18S 

rRNA, TBP  (TATA‐Box Binding Protein) und  β Actin bestimmt. Die Ergebnisse sind  in Abbil‐

dung 11 und 12 dargestellt als nicht‐normalisierten Expresssionswerte in den 70 untersuch‐

ten Plazenten in Abhängigkeit vom Gestationsalter (Abb.11) sowie dem Geschlecht (Abb.12), 

wobei jeweils die Mittelwerte der Gruppen "Early Preterm" (Geburtstermin liegt vor der 30. 

Schwangerschaftswoche)  "Preterm"  (Geburtstermin  liegt  zwischen  der  30.  und  37.  Kalen‐

derwoche) und  "Term"  (Geburtstermin  liegt nach der 37. Kalenderwoche) verglichen wer‐

den. 

Der Mittelwert der TBP‐Expression  zeigt eine nur minimale  Schwankung, während die Ex‐

pression von 18S  rRNA und β–Actin sich  im Verlauf der Schwangerschaft statistisch signifi‐

kant verändert (p=0,002 bzw. 0,019). Das Geschlecht hat keinen signifikanten Einfluss auf die 

Expression  der  als  endogene  Kontrollen  untersuchten  Rerferenzgene.  Aufgrund  dieser 

Ergebnisse wurde in den weiteren Untersuchungen TBP als Referenzgen verwendet. 
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Abbildung  11:  Relative Genexpression  potentieller  Referenzgene  als  Funktion  des Gestationsalter. Dargestellt  ist  der 
relative Mittelwert  (± SEM) normalisiert auf die  jeweilige Gruppe der Termingeburten  ( „Term“). Bestimmt wurde die 
Genexpression in jeweils 22 (Early Preterm), 26 (Preterm) und 22 (Term) Proben. 
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Abbildung 12: : Genexpression potentieller Referenzgene als Funktion des Geschlechtes. Dargestellt ist der relative Mit‐
telwert  (± SEM) normalisiert auf die  jeweilige Gruppe der Mädchen. Bestimmt wurde die Genexpression  in  jeweils 34 
Jungen und 36 Mädchen. 
.   
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5.3. Gestationsalter­/Geschlechtsabhängige  Genregulation  von  Wirkstoff­

transportern 

Für alle weiteren Genexpressionsuntersuchungen wurden die 70 Plazenten verwendet. Da‐

bei lag die Verteilung der Proben bei 22 Term‐Plazenten (Geburtstermin nach der 37. SSW), 

26 Preterm‐Plazenten (Geburtstermin zwischen der 30. und 37. SSW) und 22 Early‐Preterm‐

Plazenten (Geburtstermin vor der 30. SSW). 

Die Genexpression wurde für die ABC‐Transporter ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 und 

ABCG2 sowie für die SLC‐Transporter SLC10A6, SLC22A4, SLC22A5, SLC22A11, SLCO4A1 und 

SLCO2B1 bestimmt. 

Im  folgenden  Ergebnisteil werden  ausschließlich  die  Ergebnisse, welche  statistisch  Signifi‐

kanz erreichen, dargestellt. Ergänzend dazu sind im Anhang auch die Ergebnisse zusammen‐

gefasst, welche keine statistische Signifikanz erreichten. 
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5.3.1. Genexpression der ABC­Transporter 

Von den sechs untersuchten ABC‐Transportern  (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 und 

ABCG2)  zeigten  zwei  Transporter  eine  signifikante  Änderung  der Genexpression mit  dem 

Gestationsalter. Die Expression sowohl von ABCG2 (p=0,045) als auch von ABCB1 (p<0,001) 

nimmt im Verlauf der Gestation signifikant ab (siehe Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Darstellung der mRNA Expression von ABCG2 (links) und ABCB1 (rechts)  in Abhängigkeit von dem Gesta‐
tionsalter, normalisiert auf TBP. Dargestellt ist die Expression der einzelnen Plazenten, ihr Mittelwert und der SEM. 

Wie in Abb. 13 (links) dargestellt, ist in der Gruppe der Termingeburten („Term“) die relative 

ABCG2 Genexpression am geringsten ausgeprägt. Diese  ist  im Vergleich zu den „Early Pre‐

term“ Geburten um 55%  reduziert. Der Unterschied erreicht mit einem p‐Wert vonn 0,04 

statistische Signifikanz. 

Auch die Expression des ABCB1‐Transporters  ist  in der Gruppe der Termingeburten am ge‐

ringsten, die Werte der „Preterm“‐Geburten erreichen vergleichbar geringe Werte. In beiden 

Fällen  ist der Unterschied  im Vergleich mit den „Early Preterm“‐Geburten statistisch signifi‐

kant (p=0,001 bzw. 0,032), es kommt über das letzte Trimester der Schwangerschaft zu einer 

Abnahme der mRNA‐Expression um 53%. 

 

Analysiert man die Daten hinsichtlich des Geschlecht des Kindes, so zeigt sich bei den sechs 

untersuchten  ABC‐Transportern  nur  für  das  ABCC1  (MRP1)  ein  signifikanter  Unterschied, 

wobei die Plazenta von  Jungen eine um 35% höhere Expression aufweist  (p=0,031)  (siehe 

Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Darstellung der ABCC1 Expression in Abhängigkeit von dem Geschlecht. Dargestellt werden die Expression 
der einzelnen Plazenten, ihr Mittelwert und der SEM. 
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5.3.2. Genexpression der SLC­Transporter 

Bei den untersuchten sechs SLC‐Transportern  (SLC10A6, SLC22A4, SLC22A5, SLC22A11 und 

SLCO2B1) zeigten die zwei Transporter SLC22A11 und SLCO2B1 in ihrer Expression eine signi‐

fikante Korrelation mit dem Gestationsalter.  In beiden Fällen nimmt die mRNA‐Expression 

von SLC22A11 (p<0,001), sowie die von SLCO2B1 (p=0,005) im Verlauf der Gestation signifi‐

kant ab (siehe Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Darstellung der mRNA Expression von SLC22A11  (links) und SLCO2B1  (rechts)  in Abhängigkeit von dem 
Gestationsalter, normalisiert auf TBP. Gezeigt sind die Expression der einzelnen Plazenten, ihr Mittelwert und der SEM. 

Bei  der  genauen  Betrachtung  der  einzelnen Gruppen  zeigt  sich  beim  SLC22A11  (Abb.  15 

links) eine gestationsabhängige,  signifikante Abnahme des Transporters von  "Preterm"‐  zu 

"Term"‐  Plazenten  (p=  0,044)  um  28%.  Zwischen  „Term“‐  und  „Early  Preterm“‐Plazenten 

(p<0,001) betrug dieser Unterschied sogar 68%. 

Bei der  Einzelbetrachtung der  SLCO2B1 Gestationsgruppen  (Abb. 15  rechts)  zeigt  sich nur 

zwischen  den  „Term“‐  und  „Early  Preterm“‐Plazenten  eine  signifikante  Veränderung  der 

Genexpression  (p= 0,004). So reduziert sich die vorhandene Menge der Transporter‐mRNA 

im Verlauf des letzten Trimesters der Schwangerschaft um 57%. 

Bei der Betrachtung der  sechs  SLC‐Transporter  in Bezug  auf  geschlechtsabhängige Genex‐

pressionsänderungen zeigten sich keine statistisch signifikanten Veränderungen. 
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5.4. Expression, Korrelation und Lokalisation der untersuchten Transport­

proteine 

Die Untersuchung der Proteinexpression  in Abhängigkeit von dem Gestationsalter erfolgte 

an der Membranfraktion mittels Western Blot (siehe Kapitel 3.9). Dazu wurden  je vier Pro‐

ben aus den drei Gruppen (Early Preterm, Preterm, Term) verwendet. Die Intensität der Pro‐

teinexpression wurde auf ausgewählte Banden der PonceauS‐Gesamtproteinfärbung norma‐

lisiert.  Änderung  der  Expression  auf  signifikante  Unterschiede  zwischen  den 

Gestationsstadien getestet. 

In den Abbildungen 16, 17 und 18 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt, wobei 

jeweils  die  photografische Dokumentation  des  entsprechenden Westernblots  (rechts)  der 

jeweiligen quantitativen Auswertung (links) gegenübergestellt ist. 

Wie  in  Abbildung  16  dargestellt,  liegen  die Werte  der  normalisierten  Konzentration  des 

SLC02B1‐ Proteins unabhängig  vom Gestationsalter  im Mittel  zwischen 50,03  (SEM 23,61) 

und 84,79 (SEM 17,28). Wie schon optisch durch die Überlagerung der Standardabweichun‐

gen angedeutet, konnte weder die Anwendung des ANOVA (p= 0,61) noch des lineare Trend‐

Tests (p= 0,86) eine statisch signifikante Korrelation der Expression mit dem Gestationsalter 

nachweisen. 

Vergleichbares gilt für die Expression des ABCG2‐Proteins  in Abhängigkeit des Gestationsal‐

ters. Die  Ergebnisse  sind  analog  zu Abbildung  16  in Abbildung  17 dargestellt  (ANOVA: p= 

0,33; Linearer Trend‐Test: p= 0,18). 
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Abbildung 16: Normalisierte SLCO2B1 Proteinkonzentration nach Gestationsalter aufgetragen  (Einzelwerte, Mittelwert 
und SEM; links) und die zugrunde liegenden Western‐Blots (rechts). 
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Abbildung 17: Normalisierte ABCG2 Proteinkonzentration nach Gestationsalter aufgetragen (Einzelwerte, Mittelwert und 
SEM; links) und die zugrunde liegenden Western‐Blots (rechts). 

Im Gegensatz zu der unveränderten Expression von SLCO2B1 und ABCG2 scheint sich bezüg‐

lich der Expression von ABCB1 eine Reduktion der Proteinkonzentration mit dem Gestation‐

salter anzudeuten. Wie in Abbildung 18 dargestellt, ist die Gruppe der „Early Preterm“ durch 

die  höchsten  und  die  der  termingerechten  „Term“‐Geburten  durch  die  geringsten Werte 

charakterisiert. Der Mittelwert nimmt von 320,64 auf 87,97 ab. Die Unterschiede erreichen 

jedoch keine statistische Signifikanz (ANOVA: p= 0,24; Linearer Trend‐Test: p= 0,10), dieses 

muss als Konsequenz der kleinen Fallzahlen interpretiert werden, denn fasst man die „Early 

Preterm“ und „Preterm“ als Frühgeburten/“Preterm“ zusammen und stellt sie den Termin‐

geburten/“Term“  gegenüber, ergibt  sich, wie  in Abbildung  19 dargestellt eine  signifikante 

Reduktion von 282,41 (SEM 72,99) auf 87,97 (SEM 30,62) (Anova: p = 0,027). 
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Abbildung 18: Normalisierte ABCB1 Proteinkonzentration nach Gestationsalter aufgetragen (Einzelwerte, Mittelwert und 
SEM; links) und die zugrunde liegenden Western‐Blots (rechts). 
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Abbildung 19: Veränderung der normalisierten Proteinexpression von ABCB1 zwischen Frühgeburten (Preterm; Preterm 
und Early Preterm zusammengefasst) und den Termingeburten (Term). Gezeigt sind die Expression der einzelnen Plazen‐
ten, ihr Mittelwert und der SEM. 

 

In der weiteren Analyse wurde überprüft, inwieweit die Genexpression in einer individuellen 

Plazenta  mit  deren  entprechenden  Proteinkonzentration  assoziiert  ist.  Dazu  wurden  die 

normalisierten  Proteinkonzentrationen  (Abb.  16  bis  18)  als  Funktion  der  relativen Genex‐

pression  (Abb. 13 und 15) aufgetragen. Die Ergebnisse von  jeweils  zwölf Plazenten  sind  in 

Abbildung 20 und 21 dargestellt. Einzig für ABCG2 lässt sich eine statistisch signifikante Kor‐

relation  zwischen  Proteinkonzentration  und  Genexpression  mit  einem 

Regressionskoeffizenten von 0,72 und einem p‐Wert von 0,0005 nachweisen. Abbildung 21 

zeigt  exemplarisch  das  Ergebnis  für  SLCO2B1  (linker  Graph)  und  ABCB1  (rechter  Graph). 

Während sich für SLCOB1 ein Assoziation mit einem r² von 0,61 andeutet, welche aber mit 

einem p‐Wert von 0,051 eine statistische Signifikanz knapp verfehlt,  ist  im Falle von ABCB1 

keinerlei Abhängigkeit beider Parameter erkennbar (p= 0,39). 
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Abbildung 20: Korrelation von Protein. Und mRNA‐Expression für ABCG2. 
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Abbildung 21: Korrelation der normalisierten Proteinkonzentration und mRNA Expression für SLCO2B1 (links) und ABCB1 
(rechts). 
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5.5. Transporterkorrelationen 

Neben der Bestimmung des Einflusses des Geschlechtes des Kindes und der des Gestation‐

salters war  es  Ziel  dieser  Arbeit,  diejenigen  Transportproteine  zu  identifizieren,  die  beim 

transplazentaren Transport zusammenwirken. Hierzu wurden in einem zunächst die Expres‐

sionswerte der mRNA der einzelnen untersuchten Transporterproteine miteinander korre‐

liert. Abbildung 22 zeigt exemplarisch vier Beispiele. Eine vollständige Übersicht aller unter‐

suchten Gene und deren Korrelationen bietet Tabelle 19, in dieser sind alle Genkombinatio‐

nen, welche statische Signifikanz erreichten, rot unterlegt. Insgesamt konnten 16 signifikante 

Kombinationen  identifiziert werden. Einzig SLC10A6 zeigte keinerlei Koexpression, während 

alle anderen Transporter in zwei bis vier Kombinationen statistisch signifikante Korrelationen 

zeigten, deren Signifikanzniveau in der überwiegenden Mehrzahl 0,01 erreichte. 
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Abbildung 22: Exemplarische Korrelationsdiagramme der mRNA Expression verschiedener Transportproteine. 
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Tabelle 19: Test auf Korrelation der Genexpressionswerte nach Spearman. Korrelierende Expressionen sind in rot hervor‐
gehoben (* Signifikanzniveau p<0,05; ** Signifikanzniveau p<0,01). 

Korrelationen 

     

A
BC

B1
 

A
BC

C1
 

A
BC

C2
 

A
BC

C3
 

A
BC

C5
 

A
BC

G
2 

SL
C1

0A
6 

SL
C2

2A
11

 

SL
C2

2A
4 

SL
C2

2A
5 

SL
CO

2B
1 

SL
CO

4A
11

 

ABCB1  Corr. Coeff.  1,000  ,000  ‐,056 ,018 ‐,148 ,499** ,020 ,593** ,051  ,076  ,457**  ,080

Sig. (2‐tailed)  .  ,998  ,651 ,885 ,231 ,000 ,871 ,000 ,680  ,534  ,000  ,512

N  69  68  67 68 67 69 67 69 68  69  69  69

ABCC1  Corr. Coeff.  ,000  1,000  ,195 ,324** ,399** ,039 ,021 ,124 ,342**  ,085  ,095  ‐,087

Sig. (2‐tailed)  ,998  .  ,111 ,007 ,001 ,753 ,866 ,311 ,004  ,485  ,437  ,477

N  68  69  68 69 68 69 67 69 69  69  69  69

ABCC2  Corr. Coeff.  ‐,056  ,195  1,000 ,206 ,451** ‐,141 ‐,036 ‐,096 ,164  ,276*  ‐,128  ‐,067

Sig. (2‐tailed)  ,651  ,111  . ,092 ,000 ,251 ,775 ,436 ,182  ,023  ,299  ,586

N  67  68  68 68 68 68 66 68 68  68  68  68

ABCC3  Corr. Coeff.  ,018  ,324**  ,206 1,000 ,234 ,085 ,015 ‐,081 ,217  ,361**  ,002  ‐,017

Sig. (2‐tailed)  ,885  ,007  ,092 . ,055 ,488 ,904 ,508 ,073  ,002  ,986  ,890

N  68  69  68 69 68 69 67 69 69  69  69  69

ABCC5  Corr. Coeff.  ‐,148  ,399**  ,451** ,234 1,000 ‐,150 ,047 ‐,146 ,275*  ,084  ‐,103  ‐,030

Sig. (2‐tailed)  ,231  ,001  ,000 ,055 . ,222 ,706 ,234 ,023  ,496  ,402  ,809

N  67  68  68 68 68 68 66 68 68  68  68  68

ABCG2  Corr. Coeff.  ,499**  ,039  ‐,141 ,085 ‐,150 1,000 ‐,119 ,604** ,080  ‐,199  ,578**  ,272*

Sig. (2‐tailed)  ,000  ,753  ,251 ,488 ,222 . ,336 ,000 ,511  ,099  ,000  ,023

N  69  69  68 69 68 70 68 70 69  70  70  70

SLC10A6  Corr. Coeff.  ,020  ,021  ‐,036 ,015 ,047 ‐,119 1,000 ,040 ‐,226  ,093  ,057  ,127

Sig. (2‐tailed)  ,871  ,866  ,775 ,904 ,706 ,336 . ,744 ,066  ,449  ,644  ,301

N  67  67  66 67 66 68 68 68 67  68  68  68

SLC22A11  Corr. Coeff.  ,593**  ,124  ‐,096 ‐,081 ‐,146 ,604** ,040 1,000 ‐,003  ‐,175  ,804**  ,366**

Sig. (2‐tailed)  ,000  ,311  ,436 ,508 ,234 ,000 ,744 . ,980  ,147  ,000  ,002

N  69  69  68 69 68 70 68 70 69  70  70  70

SLC22A4  Corr. Coeff.  ,051  ,342**  ,164 ,217 ,275* ,080 ‐,226 ‐,003 1,000  ,155  ‐,059  ,069

Sig. (2‐tailed)  ,680  ,004  ,182 ,073 ,023 ,511 ,066 ,980 .  ,203  ,631  ,572

N  68  69  68 69 68 69 67 69 69  69  69  69

SLC22A5  Corr. Coeff.  ,076  ,085  ,276* ,361** ,084 ‐,199 ,093 ‐,175 ,155  1,000  ‐,233  ‐,074

Sig. (2‐tailed)  ,534  ,485  ,023 ,002 ,496 ,099 ,449 ,147 ,203  .  ,052  ,545

N  69  69  68 69 68 70 68 70 69  70  70  70

SLCO2B1  Corr. Coeff.  ,457**  ,095  ‐,128 ,002 ‐,103 ,578** ,057 ,804** ‐,059  ‐,233  1,000  ,338**

Sig. (2‐tailed)  ,000  ,437  ,299 ,986 ,402 ,000 ,644 ,000 ,631  ,052  .  ,004

N  69  69  68 69 68 70 68 70 69  70  70  70
SLCO4A1  Corr. Coeff.  ,080  ‐,087  ‐,067 ‐,017 ‐,030 ,272* ,127 ,366** ,069  ‐,074  ,338**  1,000

Sig. (2‐tailed)  ,512  ,477  ,586 ,890 ,809 ,023 ,301 ,002 ,572  ,545  ,004  .

N  69  69  68 69 68 70 68 70 69  70  70  70
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5.7. Weitere  Untersuchungen  Untersuchungen  der  Transporterproteine 

SLCO2B1 und ABCG2 

 

Aus den  in den Kapiteln 5.3 bis 5.5 dargestellen Ergebnissen  lassen  sich hinsichtlich einer 

funktionellen Einheit mehrere Kandidaten  identifizieren. Als besonders auffällig  sind dabei 

die Transporter SLCO2B1  (OATP2B1) und das ABCG2  (BCRP) anzusehen. Beide Transporter 

nehmen im Verlauf der Gestation ab, korrelieren in dieser Abnahme signifikant und besitzen 

ein  ähnliches  Substratspektrum. Daher untersuchte  ich  im  Folgenden das  funktionelle  Zu‐

sammenspiel von OATP2B1 und ABCG2 unter Verwendung der Immunfluoreszenzfärbung in 

Plazentaschnitten  und  anhand  von  Transporterstudien  in  einer  polar wachsenden,  beide 

Transporter  überexprimierenden  MDCKII  Zelllinie,  wobei  zunächst  die  Lokalisation  der 

Transporter gezeigt werden sollte. 

Für die Transportproteine ABCG2 und SLCO2B1 wurden Immunfluoreszenzfärbungen (s. Kap. 

4.9) durchgeführt. Beide Transporterproteine können mit Hilfe der gewählten Methode  im‐

munhistologisch eindeutig nachgewiesen werden. Abbildung 23 zeigt exemplarisch die zellu‐

läre Verteilung von ABCG2 (grün, Panel A und D) und OATP2B1 (rot, Panel B und E) alleine 

und in Kolokalisation (Panel C und F) in Plazentaschnitten in situ bei 20facher (Panel A bis C) 

und 40facher (Panel D bis F) Vergrößerung. 
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Abbildung 23: Immunfluoreszenzdarstellung des OATP2B1 (rot) und ABCG2 (grün) sowie der Zellkerne (blau), einzeln und 
überlagernd dargestellt bei 20facher (A, B, C) und 40facher (D, E, F) Objektivvergrößerung. 

 

Darüber hinaus wurde die Expression dieser Transporter OATB2B1 und ABCG2 in vitro in der 

Zelllinien MDCKII  bestimmt  und mit  der  plazentaren  Expression  verglichen. Dazu wurden 

basale und apikale Membranfraktionen aus Plazentagewebe (s. Kapitel 3.9.2), sowie MDCKII 

Zellen, die entweder nur OATP2B1 oder ABCG2 bzw. beide Transporter  in Kombination ex‐

primieren, mittels Western‐Blot‐Methode untersucht. Die Ergebnisse  sind  in Abbildung 24 

dargestellt und bestätigten die Lokalisationsergebnisse der  Immunfluoreszenzuntersuchun‐

gen an Plazentaschnitten : In der angereicherten apikalen Membranfraktion zeigte sich eine 

erhöhte  Konzentration  an  ABCG2  (72kDa), während  in  der  basalen  Plazentamenbran  nur 
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eine schwache Bande detektiert wurde, welche möglicherweise methodisch bedingt und auf 

eine  unvollständige  Trennung  der  Fraktionen  zurückzuführen  ist.  Die  Expression  von 

OATP2B1 (84kDa) verhält sich gegenläufig und wird fast ausschließlich in der basalen Memb‐

ranfraktion detektiert. Dieses Ergebnis wurde an allen drei untersuchten Plazenten bestätigt. 

Als Positivkontrollen wurden doppeltransfizierte MDCKII‐Zellen verwendet, welche die Pro‐

teine in der gewünschten Kombination exprimieren. Als Negativkontrolle dienten ursprüngli‐

che untransfizierte MDCKII‐Zellen. 

 

 

Abbildung  24:  ABCG2/OATP2B1‐Proteinexpression,  gemessen  in  3  Plazenten  (links)  und  einer  doppeltransfizierten 
MDCKII‐Zelllinie (rechts). Die untransfizierte MDCK Zelllinie dient als Negativkontrolle. 

Neben  den Westen‐Blot Untersuchungen wurden  die  transfizierten  Zelllinien  auch mittels 

Immunfloureszenz analysiert, wobei  sich eine der Plazenta analoge Lokalisation der Trans‐

porter zeigte (s. Abbildung 25). 

 

 

Abbildung 25:  Immunolokalisation von BCRP  (grün) und OATP2B1  (rot)  in ABCG2  (A)‐ OATP2B1  (B)‐ und doppeltransfi‐
zierten MDCKII‐Zellen (C). Darunter jeweils die Schnittansicht der Zellschicht. 
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Abschließend  wurde  das  MDCKII‐Zellsystem  verwendet,  um  die  Bedeutung  der  beiden 

Transportproteine für den transzellulären Transport von Steroidhormon‐Konjugaten, wie sie 

auch  in der kindlichen und mütterlichen Zirkulation vorkommen zu charakterisieren  („4.13 

Transportuntersuchungen von Substraten“). Im Einzelnen wurden diese Versuche für Estron‐

3‐Sulfat (E1S), Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und 17β‐Estradiol‐Glucuronid durchge‐

führt.  Zusätzlich  wurde  der  Transport  von  Inulin  bestimmt,  der  als  Maß  für  den  nicht‐

transzellulären Transport gewertet werden kann und damit die Dichte des Zellrasens charak‐

terisiert. Dieser Transport betrug  in allen Fällen weniger als 1% der Ausgangskonzentration 

pro  Stunde, was  im  Allgemeinen  als Qualitätsmaß  für  einen  dichten  Zellrasen  angesehen 

wird  

Die Ergenisse sind in Abbildung 26 zusammenfassend dargestellt. Während einer vierstündi‐

gen  Inkubation  zeigte  sich  für keines der Substrate ein gerichteter Transport  in den nicht‐

transfizierten  Zellen.  Betrachtet man  die  tranfizierten  Zellen,  so  ist  hinsichtlich  des  17β‐

Estradiol‐Glucuronid  in  keinem  Fall eine Erhöhung der  transportierten Menge  feststellbar. 

Für Estron‐3‐Sulfat und DHEAS hingegen steigt der Transport  in Richtung basal‐nach‐apikal 

bei den doppeltransfizierten Zellen stark an und zwar 2,1fach im Vergleich zu dem OATP2B1 

und  , 11fach  im Vergleich zu den nicht‐ und ABCG2‐transfizierten Zellen. Weiterhin konnte 

für Estron‐3‐Sulfat ein  leicht erhöhter, allerdings ungerichteter Transport  in den OATP2B1 

überexprimierenden Zellen nachgewiesen werden. 
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Abbildung  26:  Transport  von DHEAS,  Estron‐3‐Sulfat  und  17β‐Estradiol‐Glucuronid  in  untransfizierten, OATP2B1‐  und 
ABCG2‐einfachtransfizierten Zellen sowie in den Doppeltransfektanten. Dargestellt sind zum einen der apikal‐nach‐basal 
Transport  (gestrichelte  Linie,  Ausgangsaktivität  0,74*106  Bq),  sowie  der  basal‐nach‐apikal  Transport  (durchgezogene 
Linie, Ausgangsaktivität 1,11*106 Bq). 

   

Estradiol‐Glucuronid DHEAS  Estron‐3‐Sulfat
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5.8. Weitere  Untersuchungen  des  Transporterpaares  SLC22A4  und 

SLC22A5 

Neben  SLCO2B1  und  ABCG2  wurde  als  weiteres  Transporterpaar  die  Carnitintransporter 

SLC22A4 (OCTN1) und SLC22A5 (OCTN2) weitergehend analysiert, da beide für die während 

der  Schwangerschaft  ablaufenden  Stoffwechselprozesse  relevante  Transportproteine  dar‐

stellen. 

Beide Transportproteine wurden mittels Immunfloureszenz in Plazentaschnitten nachgewie‐

sen. Dazu wurde  das  unter  „4.9  Immunfluoreszenz‐Mikroskopie“  beschriebenen  Protokoll 

verwendet. Abbildung  27  zeigt  exemplarisch das  Ergebnis des  lichtmikroskopischen Nach‐

weises  für SLC22A4  (links) und SLC22A5  (rechts). Es zeigt sich, dass SLC22A4 hauptsächlich 

im  fetalen  Blutgefäßsystem  und  in  geringerem Maße  im  Synzytiotrophoblasten,  SLC22A5 

hingegen ausschließlich im Synzytiotrophoblasten lokalisiert ist. 

   

Abbildung 27: Immunfluoreszenzfärbung von OCTN1 (A) und OCTN2 (B) in humaner Plazenta. OCTN1 ist hauptsächlich im 
fetalen Blutgefäßsystem und  in geringerem Maße  im Synzytiotrophoblasten  lokalisiert. OCTN2 hingegen  ist ausschließ‐
lich  im Synzytiotrophoblasten  lokalisiert  (Pfeil). Die Ausschnitte zeigen die zugehörigen Sekundärantikörperkontrollfär‐
bungen. 

Zusätzlich wurde  für SLC22A5 die Proteinexpression bestimmt. Wie  in Abbildung 28 darge‐

stellt korreliert diese nicht mit der Genexpression (p=0,22), zeigt aber eine ausgeprägte Ab‐

hängigkeit vom Gestationsalter. Wie in Abbildung 29 erkennbar erreicht diese in der Gruppe 

der  termingerechten Geburten Maximalwerte und der Mittelwert  ist  statistisch  signifikant 

erhöht (p=0,0096). 
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Abbildung 28: Korrelation der Protein‐ und Genexpression von OCTN2/SLC22A5 in der Plazenta. 
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Abbildung 29: Normalisierte ABCG2 Proteinkonzentration nach Gestationsalter aufgetragen (Einzelwerte, Mittelwert und 
SEM) 

 

Als  weiterer  Faktoren  welche  die  Protein‐  bzw.  Genexpression  der  Transporterproteine 

SLC22A4  und  SLC22A5  zu  beeinflussen  vermögen, wurden  des Weiteren  der  Einfluss  von 

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) untersucht. Exemplarisch untersucht wurden dafür 

die  SNPs  c:‐207G>C  (korrespondiert mit  Rs2631367‐SNP  (c:‐207C>G)),  welcher  zu  einem 

Basenaustausch in der Promotorregion des SLC22A5 führt und der bereits mit einer vermin‐

derten  Expression des  Transporters  assoziiert wurde  sowie der  c:1507C>T p:  (Rs1050152) 
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Polymorphismus in der kodierenden Sequenz des SLC22A4, für den insbesondere eine funk‐

tionelle  Beeinflussung  gezeigt  werden  konnte  und  der  einen  Aminosäureaustausch  von 

Leucin zu Phenyalanin bewirkt. Die Genotypisierung wurde mittels Alleldiskriminierung unter 

Verwendung TaqMan® SNP Genotyping Assay (Applied‐Biosystems) durchgeführt. 

Die  statistische Auswertung  fand unter Zuhilfenahme des ANOVA‐Testes  statt, gefolgt von 

einem  Post‐Test  auf  linearen  Trend  (GraphPad  Prism  5). Die Überprüfung  auf  ein Hardy‐

Weinberg (HW)‐Gleichgewicht fand mit Hilfe des Chi‐Quadrat‐Testes (Haploview) 4.1 statt. 

 

5.8.1. Rs1050152 (1507C>T) 

Wie in Abbildung 30 dargestellt zeigte sich keine Veränderung der OCTN1‐mRNA‐Expression 

durch den 1507C>T‐SNP, der auf dem SLC22A4‐Gen liegt (p= 0,70). 
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Abbildung  30:  Links  die Normalisierte  SLC22A4‐Genexpresssion  aufgetragen  nach  1507C>T‐Genotyp  (aufgetragen  der 
Mittelwert ± SEM), rechts als Balkendiagramm die Genotypenverteilung und die Allelfrequenz. 

 

Desweiteren wurde  der  Zusammenhang  zwischen Genotyp  und Geburtsgewicht  bzw. Ge‐

burtstermin analysiert. Es zeigte sich jedoch, dass in dem zu diesem Zeitpunkt zur Verfügung 

stehenden Kollektiv von 70 Plazenten keine schwergewichtigen Kinder enthalten waren und 

sich bezüglich des Einflusses auf den Geburtstermin zwar eine Veränderung andeutet, diese 

allerdings statistisch nicht signifikant ist (siehe Abbildung 31). 
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Abbildung  31: Genotypenverteilung betrachtet nach dem Geburtsgewicht des Kindes  (links) und dem Gestationsalter 
(rechts). 

Zur  abschließenden  Bewertung wurde  daher  die Untersuchung  auf  ein  größeres  Kollektiv 

ausgedehnt:  Für  die  Erhöhung  der  Probandenzahl  zog  ich  für  die  Korrelation  der  SNPs 

Rs1050152 und Rs2631367 mit dem Gestationsalter und dem Geburtsgewicht ein Kollektiv 

von 388 Plazenten aus dem SNiP‐Projekt hinzu 112, da sich zu dem damaligen Zeitpunkt mei‐

ne Probendatenbank noch  im Aufbau befand. Allerdings zeigten sich auch  in dem größeren 

Kolektiv keine signifikanten Beziehungen (siehe Abbildung 32). 
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Abbildung  32: Genotypenverteilung betrachtet nach dem Geburtsgewicht des Kindes  (links) und dem Gestationsalter 
(rechts) in dem SNiP‐Kollektiv. 
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5.8.2. SLC22A5/OCTN2 Promotorpolymorphismus c:­207G>C 

Für diesen Polymorphismus zeigte sich ein signifikanter Trend zu einer erhöhten mRNA Ex‐

pression für das G Allele (p=0,03). Während dieser Zusammenhang unter Einbeziehung aller 

drei Genotypen  jedoch  nicht  signifikant war,  unterscheiden  sich  die  beiden  homozygoten 

Gruppen mit einer 27% erhöhten SLC22A5 Expression für das G‐Allel signifikant voneinander 

(siehe Abbildung 33). Der Test auf Abweichung vom Hardy‐Weinberg Gleichgewicht  zeigte 

keine Abweichung (p=0,0883). 
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Abbildung  33:  Links die normalisierte  SLC22A5‐Genexpresssion  aufgetragen nach 207G>C  ‐Genotyp  (aufgetragen der 
Mittelwert ± SEM), rechts die Geburtswoche (aufgetragen der Mittelwert ± SEM), rechts als Balkendiagramm die Geno‐
typenverteilung und die Allelfrequenz. 

Dieser Trend der Erhöhung der Genexpression im Verlauf der Schwangerschaft spiegelt sich 

interessanterweise nicht in den Proteinexpressiondaten wieder (siehe Abbildung 34). 
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Abbildung 34: Relative Genexpression aufgetragen nach dem 207G>C Genotyp (aufgetragen der Mittelwert ± SEM). 

 

Auch bei dem SLC22A5‐SNP zeigte eine Korrelation des Genotyps mit dem Geburtsgewicht 

des Kindes und dem Geburtstermin  in dem großen SniP‐Kollektiv keine  statistische Signifi‐

kanz (siehe Abbildung 35). 
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Abbildung  35: Genotypenverteilung betrachtet nach dem Geburtsgewicht des Kindes  (links) und dem Gestationsalter 
(rechts). 
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6. Diskussion 

Eine wichtige Funktion der Plazenta ist der Schutz des Fetus vor Xenobiotika 113. Ein Schutz‐

mechanismus  dieser  protektiven  Barriere  ist  die  Expression  von  Transportern  im 

Synzytiotrophoblasten, um  so das Eindringen von  Substanzen aus dem maternalen  in den 

fetalen Blutkreislauf  zu unterbinden. Von den Effluxtransportern aus der Gruppe der ABC‐

Transporter  sind  dabei  das  P‐gp  (ABCB1),  das MRP1  (ABCC1)  und  das  BCRP  (ABCG2)  am 

stärksten  in  der  Plazenta  exprimiert  49,114,115.  Für  die  in  der  apikalen  Membran  des 

Synzytiotrophoblasten  exprimierten  Transporter  BCRP  und  P‐gp  gibt  es  eine  Vielzahl  von 

Arbeiten, die deren protektive Funktion nachgewiesen haben. Für P‐gp konnte beispielswei‐

se  in  der  Maus  gezeigt  werden,  dass  Avermectin‐induzierte  Geburtsdefekte  in  P‐gp‐

defizienten Mäusen stark zunehmen 116. In einer anderen Arbeit konnte Smit et al. demonst‐

rieren, dass die Konzentration der P‐gp‐Substrate Digoxin und Saquinavir direkt mit der pla‐

zentaren Transporterexpression im murinen Tiermodell korrelieren 117: Inhibiert man den P‐

gp‐Transporter, akkumulieren die beiden Substrate wesentlich stärker  im Fetus als bei akti‐

ver Efflux‐Pumpe, die die Substrate sofort in das maternale Kompartiment zurückführt. 

Wie für das P‐gp  liegen auch Ergebnisse für die protektive Wirkung des BCRP vor.  In BCRP‐

defizienten Mäusen  ist die Topotecankonzentration  (ein BCRP Substrat)  im Fetus  zweifach 

höher als  in dem Wildstamm  118. Zusammengfassend  lässt  sich  feststellen, dass, P‐gp und 

BCRP eine wichtige Rolle beim Schutz des Fetus vor der Aufnahme von Medikamenten spie‐

len. 

Grundlage der  vorliegenden Arbeit  ist die Beobachtung, dass  sich die  Empfindlichkeit des 

Fetus gegenüber toxischen Einflüssen im Laufe der Gestation verändert: Spielen fetotoxische 

Effekte während der  Implantation noch eine untergeordnete Rolle, verläuft die Schwanger‐

schaft  in den ersten beiden Wochen nach der Konzeption nach einem  „Alles‐oder‐Nichts‐

Gesetz“. Kommt es zu einer Intoxikation des Fetus, kommt es in den meisten Fällen zu einem 

Abbruch der Schwangerschaft, da während der rasanten Entwicklung des Fetus in dieser Zeit 

eine Korrektur meistens nicht möglich  ist. Danach  ist es vor allem wichtig, das Substanzen, 

die die Organogenese beeinflussen,  vom  Fetus  ferngehalten werden  (Beispiel Teratogene, 

siehe Abbildung 36)  119. Vor diesem Hintergrund  ist es nicht verwunderlich, dass auch die 

Expression von Transportproteinen als Teil des Schutzmechanismus gegenüber teratogenen 

und fetotoxischen Substanzen sich im Verlauf der Schwangerschaft verändert. 
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Abbildung 36: Die sensiblen Phasen unterschiedlicher Organe des Fetus während der Schwangerschaft 120. 

Aber nicht nur beim Fernhalten von direkt fetotoxisch wirkenden Substanzen spielt die Pla‐

zenta eine entscheidende Rolle, sondern auch dabei, optimale physiologische Bedingungen 

für das heranwachsende Kind während der Schwangerschaft zu gewährleisten. Gemeint sind 

damit  die  komplette  Vorsorgung  mit  Sauerstoff  und  Substanzen,  welche  vom  Fetus  für 

Stoffwechselprozesse  benötigt  werden  sowie  die  Ableitung  von  verbrauchtem  Blut  und 

Stoffwechselprodukten des Kindes. So reguliert die Plazenta in Abhängigkeit mit dem Gesta‐

tionsalter die Versorgung des Kindes mit Sauerstoff und Glukose 121, versorgt gestationsab‐

hängig den Fetus mit Amino‐ sowie Fettsäuren und nimmt hormonellen Einfluss auf Mutter 

und Kind 122. 

Ein Ziel der vorliegenden   Arbeit war es, die Veränderungen, der die Plazenta während der 

Schwangerschaft unterliegt, auf Genexpressionsebene an einem größeren Kollektiv zu über‐

prüfen.  In  diese  Betrachtungen wurden  zum  einen  Transportproteine  einbezogen,  für  die 

bereits eine Beteiligung an der Barrierefunktion der Plazenta, aber auch für andere Gewebe 

gezeigt  werden  konnte,  im  Einzelnen  waren  dies:  ABCB1  (P‐gp),  ABCC1  (MRP1),  ABCC2 
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(MRP2),  ABCC3  (MRP3)  und  ABCG2  (BCRP).  Darüber  hinaus  wurden  ausgewählte 

Transporterproteine analysiert, die im Verlauf der Schwangerschaft wechselnden physiologi‐

sche Anforderungen  ausgesetzt  sind. Hierbei handelt es  sich um das  SLC10A6  (SOAT), die 

Carnitinetransporter SLC22A4  (OCTN1) und SLC22A5  (OCTN2),  sowie das SLC22A11  (OAT4) 

und SLCO2B1  (OATP2B1), die beide am Transport von Steroidkonjugaten beteiligt sind. Bei 

dem ABCC5  (MRP5) handelt es  sich um einen  Effluxtransporter  für die  second messenger 

Moleküle cGMP und cAMP. 

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung war, wie in 5.1 beschrieben, zunächst der Aufbau einer 

Probenbank notwendig. Dabei wurden ausschließlich Plazenten berücksichtigt, die aus dem 

dritten Trimester der Schwangerschaft stammten und die nach den bereits beschrieben Kri‐

terien "Early Preterm" (Geburtstermin  liegt vor der 30. Schwangerschaftswoche) "Preterm" 

(Geburtstermin  liegt zwischen der 30. und 37. Kalenderwoche) und "Term" (Geburtstermin 

liegt nach der 37. Kalenderwoche) klassifiziert wurden. Die Beschränkung auf Plazenten des 

dritten  Trimesters  ergab  sich  aus  der  Problematik  ausreichend  Proben  von  notwendiger 

Qualität aus den ersten beiden Trimestern zu rekrutieren. Die ursprünglich 70 Plazenten, die 

die Grundlage der Untersuchung bildeten, wurden während der Dauer der experimentellen 

Arbeiten auf eine Gesamtzahl von 289 vollständig dokumentierter Probensätze bestehend 

aus Gewebe, mRNA, gDNA und Protein erweitert. Dies ermöglicht  für weiterführende,  zu‐

künftige Untersuchungen den Zugriff auf einen umfassenden Probenpool. 

Anhand der ursprünglichen 70 Plazenten wurde zunächst die mRNA‐Genexpression hinsicht‐

lich ihrer Abhängigkeit vom Gestationsalter sowie dem Geschlecht der Kinder betrachtet. In 

diesem  Zusammenhang  wurden  auch  auf  mögliche  Korrelationen  der  verschiedenen 

Transporterproteine getestet. Diejenigen Transporterproteine, die  in diesen grundlegenden 

Untersuchungen statistisch signifikante Korellationen aufwiesen, wurden  in weiteren Expe‐

rimenten bezüglich ihrer Proteinexpression, zellulären Proteinlokalisation, Transportaktivität 

sowie der genotypischen Ausprägung ausgewählter Polymorphismen untersucht. 

Zunächst waren methodische Arbeiten bezüglich der  für die Analytik maßgeblich wichtigen 

endogenen Kontrolle notwendig. 
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6.1. Untersuchungen zur Auswahl eines geeigneten Referenzgens. 

Beim  Vergleich  der  mRNA‐Expression  zwischen  unterschiedlichen  Gruppen,  wie  sie  bei‐

spielsweise Plazenten verschiedener Gestationsalter darstellen, ist es vorteilhaft die Expres‐

sion des Zielgens auf ein, von dem untersuchten Parameter möglichst unbeeinflussten Refe‐

renzgen  zu beziehen, da  sich  so Unterschiede  in der eingesetzten RNA‐Menge  in der  vor‐

geschalteten reversen Transkription herausrechnen lassen. Hierzu wurden zunächst  das oft 

verwendete GAPDH und die 18SrRNA ausgewählt. Beide RNAs wurden bereits als geeignete 

Kontrollen  für  gestationsabhängige  Genexpressionsuntersuchungen  in  der  Plazenta  be‐

schrieben 123. Im vorliegenden Kollektiv zeigten jedoch beide RNAs gestationsabhängige Ver‐

änderung, eine Beobachtung, die sich mit den Erfahrungen, die Meller et al gemacht haben, 

dass die Plazenta im Verlauf ihrer Gestation so massiven Veränderungen in ihrem Transkrip‐

tom unterliegt, dass viele „klassische“ endogene Kontrollen nicht anwendbar sind, deckt 111. 

In  dieser  Arbeit  zeigt  sich  ferner,  dass  neben  anderen  Genen,  wie  Tyrosine  3‐

monooxygenase/tryptophan 5‐monooxygenase activation protein, zeta polypeptide (YWHAZ) 

und  SDHA, das  TATA‐box binding protein  (TBP)  ein  geeignetes Referenzgen darstellt, eine 

Beobachtung die  für das TBP durch die vorliegenden Untersuchungen bestätigt wurde. Für 

alle weiteren Untersuchungen wurde daher TBP als endogene Kontrolle verwendet. 

Häufig  verwendete  Referenzgene  wie  die  Glyceraldehyde‐3‐phosphate  dehydrogenase 

(GAPDH),  die  auch  im  Rahmen  dieser  Arbeit  getestet wurden  sowie  das  β‐Actin  können 

durch mehrere  Faktoren  beeinflusst  werden.  So  konnten  Zhong  et  al.  beobachten,  dass 

GAPDH, durch den hypoxia‐inducible factor 1 (Hif) hochreguliert wird 124,125. Weiterhin wur‐

de berichtet, dass GAPDH  stark auf hypoxische Bedingungen anspricht  124. So könnte dies 

eine mögliche Ursache für die beobachtete Variation der GAPDH‐Expression sein: Faktoren, 

wie die Dauer der Geburt oder der Zeitraum zwischen Entbindung des Kindes und Einfrieren 

der Plazenta könnten den Sauerstoffgehalt der Plazenta stark beeinflussen. Es wurde zwar 

auf ein möglichst hohes Maß an Standardisierung Wert gelegt, allerdings  ließen sich einige 

dieser Faktoren aufgrund von klinischen Abläufen nicht vollständig vereinheitlichen. 

Ein weiterer Punkt, der nicht beeinflussbar und aufgrund der Anonymisierung der Spende‐

rinnen auch nicht nachvollziehbar war, ist die Gabe von Medikamenten, die eventuell schon 

schwangerschaftsbegleitend  gegeben wurden.  So  verändern  nachweislich  unter  anderem 

Dexamethason  126,  ein  entzündungshemmendes  und  immundämpfendes  künstliches 

Glukokortikoid,  welches  bei  Schwangeren  vorgeburtlich  therapeutisch  gegen  AGS 



6 Diskussion 

 

77 | S e i t e  
 

(Adrenogenitales  Syndrom),  einer  seltenen  Stoffwechselerkrankung,  oder  zur  pränatalen 

Lungenreifung  (RDS‐Prophylaxe)  gegeben  wird,  oder  Insulin  127,  ein  lebenswichtiges 

Proteohormon,  welches  im  Falle  einer  Gestationsdiabetes  gegeben  wird,  die  GAPDH‐

Expression. 

Die  im Rahmen dieser Arbeit dargestellte Zunahme der 18S ribosomalen RNA  (rRNA) wäh‐

rend des dritten Trimesters der Schwangerschaft ist hingegen deutlich schwieriger zu erklä‐

ren. So konnten Patel  128 und Murthi  129 zwar keine gestationsabhängige Regulation dieser 

RNA beobachten, doch zeigt die Arbeit von Patel zumindest einen Trend zu einer erhöhten 

Expression im dritten Trimester. Die Suche nach den Ursachen ist allerdings schwer: Da 18S 

rRNA einen Großteil der Gesamt‐RNA darstellt und sich zusammen mit den restlichen rRNAs, 

den  tRNAs und der mRNA einen Ausgangspool  teilt, müsste eine Erhöhung der 18sRNA zu 

einer Veränderung der Gesamtzusammensetzung der RNA führen. Davon müssten auch die 

mRNA‐Genexpressionen  in den hier untersuchten Transportern betroffen sein. Diese müss‐

ten eine Reduktion erfahren, da sich ja das Verhältnis von der mRNA zu 18S rRNA verschie‐

ben müsste. Dies konnte allerdings nicht beobachtet werden und ist auch nicht in der Litera‐

tur dokumentiert, so dass diese Frage unbeantwortet bleiben muss. 

6.2. Regulation und Korrelation von Transportproteinen 

Es wurde die mRNA‐Expression der genannten Transporter  in den oben beschriebenen 70 

Plazenten  des  dritten  Trimenons  bestimmt. Die  Plazenten wurden  dabei  nach  den weiter 

oben beschriebenen Kategorien „Early Preterm“, „Preterm“ und „Term“ eingeteilt: Es zeigte 

sich  insbesondere  für BCRP und P‐gp eine deutlich Abnahme der mRNA‐Expression mit zu‐

nehmenden Gestationsalter. Dieses Ergebnis geht konform mit weiteren Resultaten  in der 

Literatur 37,130,131, die jedoch in erster Linie den Vergleich der Termingeburten mit Plazenten 

des ersten und zweiten Trimesters der Schwangerschaft im Menschen führen. 

Ein direkter Mechanismus dieser Regulation wird  in der Literatur bislang nicht beschrieben. 

Für die Regulation des P‐gp werden  jedoch  folgende  Faktoren diskutiert: Der Einfluss  von 

PXR (Pregnane Xenobiotic Receptor) und hCG‐β (human chorionic gonadotropin‐β). PXR wird 

dabei sehr kontrovers diskutiert: Geick et al. postulieren für PXR einen direkten Einfluss auf 

das P‐gp Expressionslevel, welcher auch grundsätzlich schon gezeigt werden konnte: PXR ist 

ein nuklearer Transkriptionsfaktor, zu dessen Liganden auch Steroidhormone wie das Proge‐

steron gehören 132. Bindet der Ligand, bildet das PXR zusammen mit dem Retinsäurerezeptor 
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ein Heterodimer und induziert die P‐gp Transkription, indem es an die Enhancer‐Region des 

Gens bindet  133‐135. Auch konnte  in verschiedenen Modellen eine durch Progesteron  indu‐

zierte P‐gp Erhöhung gezeigt werden 136. Da Mathias et al. zumindest auf mRNA‐Ebene keine 

gestationsabhängige Beziehung zwischen PXR und P‐gp zeigen konnten lässt dies die Vermu‐

tung  zu, dass PXR nur ein Mediator  ist und der Effekt über die Progesteronkonzentration 

reguliert wird, was so von den Autoren auch diskutiert wird 37. 

Für das hCG‐β diskutiert Tachibana et al. eine Beziehung zu dem P‐gp auf Proteinexpressi‐

onslevel 137: hCG‐β und P‐gp korrelieren in ihrer Abnahme im Verlauf der Gestation, wohin‐

gegen viele andere Hormone wie das Östrogen ansteigen 138,139. 

Zwei weitere  Transporter,  deren Genexpression  im Verlauf  der Gestation  abnehmen  sind 

Vertreter der  SLC‐Familie, namentlich das OATP2B1  (SLCO2B1) und das OAT4  (SLC22A11). 

Beide werden  im Zusammenhang mit der plazentaren Östrogensynthese diskutiert. So wird 

die Plazenta ab etwa der  neunten Schwangerschaftswoche der Hauptort der Sexualhormon‐

synthese  für die Mutter und ersetzt  in dieser Funktion den Gelbkörper, der bis  zu diesem 

Zeitpunkt  in der Schwangerschaft für die Östrogensynthese zuständig war 140. Damit  ist die 

Plazenta auf die Aufnahme entsprechender Vorstufen wie DHEAS angewiesen 141‐143. Dafür 

benötigt  sie  Transportproteine  wie  das  OAT4  oder  OATP2B1  um  diese  in  den 

Synzytiotrophoblasten zu transportieren. Ugele et al. konnten zeigen, dass dieser Transport 

unter anderem durch OATP2B1 und OAT4 vermittelt wird 105. Weiterhin konnte gezeigt wer‐

den, dass nur das Substratspektrum (Sulfobromophthalein (BSP), Estron‐3‐Sulfat und DHEAS) 

des  OATP2B1  144  und  des  OAT4  102  in  der  Gruppe  der  bereits  klonierten  humanen 

Steroidsulfattransporter deckungsgleich mit dem von Trophoblasten  105  ist. Lokalisiert  sind 

beide Transporter basal im Synzytiotrophoblasten 70. Zusammengefasst deutet sich eine Ver‐

sorgung der Plazenta mit den notwendigen Steroiden durch den Fetus an und wird im Kapi‐

tel  6.4  noch  weiter  ausgeführt.  Zu  diskutieren  bleibt  allerdings  noch,  wie  die  mRNA‐

Abnahme der beiden Transporter zum Ende der Schwangerschaft trotz des weiterhin hohen 

Bedarfs an Östrogen zu  interpretieren  ist. Eine Möglichkeit wäre, dass die starke Zunahme 

der Plazentamasse zum Ende der Gestation 145 für eine Kompensation oder sogar Erhöhung 

der absoluten Östrogensynthese sorgt. So verdoppelt sich das durchschnittliche Gewicht der 

Plazenta von Beginn des dritten Trimesters (306g) hin zur Termingeburt (657g). Dies würde 

die Syntheseleistung des Organs aufrecht erhalten, selbst wenn es zu einer leichten Abnah‐

me der relativen mRNA‐Expression kommt. 



6 Diskussion 

 

79 | S e i t e  
 

Betrachtet man  im Anschluss die Proteinebene, so  fiel es schwer, die diskutierten und auf 

mRNA‐Ebene  gemessenen  Expressionsunterschiede  zu  reproduzieren.  Ein  wesentliches 

Problem wird hier die  im Vergleich  zu den RNA‐Expressionsuntersuchungen  recht  geringe 

Fallzahl sein, was auch die Ergebnisse einer Subgruppenanalyse der ABCG2 Proteinexpressi‐

on erklärt. Erst bei der Gruppierung der „Early Preterm“ mit den „Preterm“ zu einer generel‐

len  „Preterm“ Gruppe konnte hier der bereits auf RNA Ebene gezeigte  signifikante Unter‐

schied zu den Plazenten von Normalgeburten gezeigt werden. Zum anderen scheint für eini‐

ge Transporter wie das P‐gp oder auch das OCTN2,  für das zudem eine größere Anzahl an 

Proteinexpressionsdaten  vorlag,  eine  weitere  regulatorische  Ebene  zwischen  der 

transkriptionellen  und  der  translationalen  vorzuliegen,  da  hier  RNA  und  Protein‐

Expressionsdaten nicht miteinander korrelierten. Hier wäre gesondert der Einfluss z.B. von 

miRNA zu betrachten, welche nachweislich einen Einfluss auf die Schwangerschaft hat 146. 

Ein weiterer  interessanter Befund  ist  der  Einfluss  des Geschlechts  auf  die Genexpression: 

Während  für die meisten der untersuchten Transporter hier kein Unterschied  festzustellen 

war, zeigte sich für ABCC1 eine um 35% erhöhte Genexpression  in Jungen gegenüber Mäd‐

chen. Bislang wurde diesem Punkt  in der Literatur wenig Aufmerksamkeit geschenkt, einzig 

für adulte Nagetiere konnten geschlechtsabhängige Unterschiede hinsichtlich der Expression 

von Transportern gezeigt werden, die an hormonellen Regulationsprozessen eine Rolle spie‐

len 147. 

Nachdem bislang die Transporterexpression für  jedes Gen  isoliert betrachtet wurde, wurde 

in Ergänzung eine multivariante Korrelationsanalyse aller gemessenen Transporter über alle 

Proben durchgeführt. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass Transporter in den allermeis‐

ten  Fällen  nicht  isoliert,  sondern  im  Verbund mit  anderen  Transportern  arbeiten  148  149. 

Durch  die  Korrelationen  sollten  solche  Transporterpaare/‐netzwerke  identifiziert werden. 

Dabei  fiel auf, dass einige Transporter sehr eng  in  ihrer Genexpression gekoppelt sind, mit 

anderen hingegen überhaupt nicht in Bezug zu stehen scheinen (Abb. 37). 
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Abbildung 37: Korrelation der mRNA‐Expression der untersuchten Transporter (*= p<0,05, **= p<0,01). 

 

Interessant  ist  beispielsweise  die  ausgepägte  Korrelation  der  Aufnahmetransporter 

OATP2B1, OAT4 und OATP1A4 untereinander und mit den Effluxtransportern P‐gp und BCRP. 

So  können  das  angesprochene  OATP2B1  und  OAT4  nur  dann  einen  transmembranären 

Transport  aufbauen,  wenn  für  den  Efflux  aus  der  Barriere  ein  Effluxtransporter  mit 

passendem  Substratspektrum  zur  Verfügung  steht.  Daher  war  eine  Korrelation mit  dem 

Effluxtransporter P‐gp 150 und dem in der Plazenta bidirektional transportierendem BCRP 110 

von  erhöhtem  Interesse.  Dabei  ist  das  BCRP  von  besonderer  Bedeutung,  da  sich  sein 

Substratspektrum mit denen von OATP2B1 und OAT4 hinsichtlich sulfatierter Steroide über‐

schneidet  (s.u.).  All  dies  bestärkt  die  Hinweise  der  weiter  oben  diskutierten  möglichen 

Interaktionen,  bzw.  weist  auf  ein  synergistisches  Verhalten  plazentarer  Aufnahme‐  und 

Effluxtransporter hin. 

 

Bezüglich  der  Regulation  und  Korrelation  von  Transportproteinen  kann  zusammengefasst 

werden, dass die Transportproteine in der Plazenta mehreren regulatorischen Mechanismen 

ausgesetzt  sind.  So  kommt  es  zumindest  auf mRNA‐Ebene  zu  einer  gestationsabhängigen 

Abnahme der Transporter P‐gp, BCRP, OATP2B1 und OAT4,  sowie  zu einer geschlechtsab‐

hängig  erhöhten MRP1  Expression  in  Jungen  im Vergleich  zu Mädchen. Dies  alles  ist  von 

pharmakologischer  Bedeutung,  da  die  genannten  Transporter  unter  anderem  ein  breites 

Spektrum an Pharmaka transportieren, bzw. von diesen reguliert werden (siehe Einleitung), 
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sodass dieses Wissen die Grundlage für ein Verständnis der gestations‐ und geschlechtsab‐

hängigen Medikation bilden kann. 

In diesem Zusammenhang ist es nicht ausreichend, einzelne Transporter isoliert zu betrach‐

ten, sondern es  ist nötig, den Zusammenschluss mehrerer Transporter zu einem vollständi‐

gen  Transportsystem  zu  betrachten, worauf  die  vorliegenden  Korrelationsuntersuchungen 

hindeuten. Aufgrund der hier dargestellen Ergebnisse soll daher  im nächsten Abschnitt das 

vermeintliches Transporterpaar OATP2B1/BCRP diskutiert werden. 

6.3. OATP2B1 und BCRP: Ein Beispiel für Transmembrantransport. 

Im  Folgenden  sollen  der  Aufnahmetransporter  OATP2B1  und  der  Effluxtransporter  BCRP 

näher betrachtet werden. Die vorangehenden Untersuchungen  zeigten eine Korrelation  in 

der mRNA‐Expression  beider  Transporter,  sowie  eine  abnehmende  Expression mit  zuneh‐

mender Dauer der  Schwangerschaft. Beide Beobachtungen deuten  auf  eine  vergleichbare 

Regulation der plazentaren Genexpression dieser Transporter hin. Während es für das BCRP 

bereits Arbeiten gibt, die eine Regulation durch Plazentahormone wie Progesteron, Estradiol 

oder  epitheliale  Wachstumsfaktoren  zeigen  54,151,  konnte  dieser  Zusammenhang  für  das 

OATP2B1 bislang allerdings nicht gezeigt werden. 

Hinzu  kommt  die  Lokalisation  der  beiden  Transportproteine:  In  der  vorliegenden  Arbeit 

konnte  eine  starke  Expression  von  BCRP  auf  der  apikalen  Membran  des 

Synzytiotrophoblasten der Plazenta gezeigt werden, wohingegen OATP2B1 basal exprimiert 

wird. Diese Beobachtung bestätigte sich sowohl im Western‐Blot als auch in der Immunfluo‐

reszenzmikroskopie  und wird  bereits  vorhandenen  Beobachtungen  bestätigt  70,152.  Außer‐

dem transportieren sowohl BCRP als auch OATP2B1 sulfatierte Steroide. Dies ist von Bedeu‐

tung für den Fetus, da dieser selber nicht in der Lage ist, diese Stoffwechselprodukte zu ent‐

sorgen. 

Diese  Lokalisationsuntersuchungen  in Kombination mit dem  Substratspektrum deuten da‐

rauf hin, dass beide Proteine in der Plazenta auch funktionell miteinander interagieren. 

Um diese These funktionell zu bestätigen, wurde ein Zellmodell verwendet, welches die Be‐

dingungen der Plazenta  für diese beiden Proteine  in vitro  simuliert und  somit  funktionelle 

Interaktionsuntersuchungen  ermöglicht.  Die  Rationale  des  experimentellen  Designs  war, 

dass die Substanzen mit Hilfe des OATP2B1 aus dem Blutkreislauf des Fetus eliminiert und 

zunächst  in  den  Synzytiotrophoblasten  transportiert  werden,  dort  ABCG2  den  weiteren 
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Transport in den maternalen Blutkreislauf vermittelt, wo letztlich der Abbau und die Entsor‐

gung stattfindet. 

Für diese Untersuchungen wurde das in 4.13 beschriebene Transwell‐System implementiert, 

welches  zwei  Kompartimente  durch  eine  einzelne  Zellschicht  voneinander  trennt.  Dieses 

experimentelle System ermöglichte die Untersuchung der Transportaktivitäten. So simuliert 

dieses in‐vitro‐Modell, zumindest für die Lokalisation dieser beiden Transporter, die Verhält‐

nisse im Synzytiotrophoblasten, und ermöglicht es, den transplazentaren Transport nachzu‐

bilden, der aufgrund der Immunfluoreszenz‐ und Western‐Blot‐Ergebisse bereits in der Lite‐

ratur beschrieben wurde 153. Es zeigte sich, dass ein gerichteter Transport Fetus‐>[OATP2B1]‐

>Synzytiotrophoblaste‐>[BCRP]‐>Mutter,  wie  oben  postuliert,  tatsächlich  stattfindet:  Es 

konnte ein stark erhöhter basal‐nach‐apikal Transport  in den OATP2B1/BCRP doppeltransfi‐

zierten  Zellen  für  Estron‐3‐Sulfat  (E1S)  und Dehydroepiandrosteronsulfat  (DHEAS)  nachge‐

wiesen werden,  beides  Substrate,  die  von  hoher  physiologischer  Relevanz  sind  (s.u.). Die 

Überexpression alleine von OATP2B1 zeigte sowohl einen  leichten basal‐nach‐apikal Trans‐

port  als  auch einen  leichten  apikal‐nach‐basal Transport, die nicht oder nur einfach BCRP 

transfizierten Zellen zeigten hingegen keinerlei Transportaktivität. Im Gegensatz zum E1S und 

DHEAS zeigte das eingesetzte 17βEstradiol‐Glucuronid, welches zwar Substrat für BCRP aber 

nicht für OATP2B1 ist 71,154,155 , in keinem der Experimente einen erhöhten Transport. 

Diese Ergebnisse belegen den funktionellen Zusammenhang zwischen OATP2B1 und BCRP im 

transzellulären Transfer von E1S und DHEAS. Außerdem deuten sie darauf hin, dass die Ex‐

pression  eines  Efflux‐Transporters  wie  die  des  BCRP  zum  Aufbau  eines  gerichteten 

Transmembrantransportes  notwendig  ist,  da  OATP2B1  anscheinend  einen  bidirektionalen 

Transport  ermöglicht.  Diese  Schlussfolgerung  wird  bestätigt  von  Beobachtungen  anderer 

Arbeitsgruppen, die sich mit der funktionellen Kopplung von Transportproteinen beschäftigt 

haben und  in doppelt 75‐ oder vierfachtransfizierten 153 Zellmodellen das Zusammenwirken 

einzelner Transporter dokumentieren konnten. Auch wenn es sich hier um ein artifizielles in 

vitro System handelt, kann aufgrund der vergleichbaren Expression beider Transporter in der 

Plazenta davon ausgegangen werden, dass vergleichbares auch für die Situation in situ gilt. 

Im Hinblick  auf die physiologischen Vorgänge  sind die Ergebnisse der  vorliegenden Arbeit 

von besonderer Relevanz, da die Plazenta eine wesentliche Funktion in der steroidalen Hor‐

monsynthese während der Schwangerschaft hat 156. Eine wesentliche Voraussetzung  ist die 

Aufnahme von Vorläufermolekülen, wie zum Beispiel DHEAS, welches zur Synthese von Est‐
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rogen benötigt wird, da die Plazenta über keine 17β‐Hydrolase/17‐20‐lyase (Cyp17)‐Aktivität 

verfügt, und somit  im Plazentagewebe Cholesterol nicht  in Östrogen umgewandelt werden 

kann 157. Eine plausible Quelle für das DHEAS sind die Nebennieren des Fetus 158. So gibt es 

einige Hinweise, dass die Aufnahme diese fetalen DHEAS in den Synzytiotrophoblasten, den 

Ort der Hormonsynthese, OATP2B1 vermittelt ist, da dieser Transporter bereits von anderen 

Arbeitsgruppen  auf der basalen, dem  Fetus  zugewandten  Seite des  Synzytiotrophoblasten 

lokalisiert wurde 70,105. 

DHEAS, welches unter Zuhilfenahme von Aromatase  in Estradiol umgewandelt wird, reprä‐

sentiert die Hauptquelle und Vorläufermolekül der Estrogensynthese, wohingegen E1S eine 

langlebige Form des Estrons ist und als inaktives Reservoir für dieses diskutiert wird 159. Es ist 

das  häufigste, frei zirkulierende Estrogen im Plasma und kann durch Sulfatierung von Estron 

gebildet werden sowie bei Bedarf in dieses zurückgeführt werden 160. Die Bildung der Sulfate 

ist dabei durch die Estrogensulfotransferase  vermittelt, wohingegen die Desulfonierung  in 

Richtung eines biologisch aktiven Estrogens durch Steroidsulfatasen verwirklicht wird. Auch 

bei der Expression beider Enzyme spielt der Synzytiotrophoblast der Plazenta eine entschei‐

dende  Rolle,  konnte  doch  die  Estrogensulfotransferase  auf  mRNA‐Ebene  im 

Synzytiotrophoblasten lokalisiert werden 161. 

In diesem Zusammenhang scheint es die Rolle des basalen Aufnahmetransporters OATP2B1 

zu  sein,  die  sulfonierten  Vorläufermoleküle DHEAS,  die  vom  Fetus  zur  Verfügung  gestellt 

werden, in den Synzytiotrophoblasten zu transportieren. Darüber hinaus scheint ABCG2 bei 

dem  Eliminierungsprozess  von  Sulfaten wie  dem  E1S  aus  dem  fetalen  in  den maternalen 

Blutkreislauf beteiligt zu sein. Außerdem kann das BCRP eine regulatorische Funktion auf die 

plazentale Estrogensynthese haben, indem es die intrazelluläre E1S und DHEAS Konzentrati‐

on beeinflusst. Bemerkenswert dabei ist die Beobachtung, dass zwar E1S aber nicht Estrogen 

Substrat für BCRP ist 52. Weiterhin ist denkbar, dass apikal exprimiertes BCRP den Fetus vor 

maternalem E1S und Xenobiotika schützt 
162. 

Bei all den Betrachtungen einer BCRP/OATP2B1‐Kooperation bleibt anzumerken, dass diese 

vermutlich nicht auf die Plazenta beschränkt  ist, da eine simultane Expression, auch für Le‐

ber, Ovarien, Hoden, Darm und Brustdrüsen beschrieben ist, wenn auch in anderer Lokalisa‐

tion 68,72,152. 
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Interaktion 

beider Transporter BCRP und OATP2B1 sowohl in Form ihrer korrelierten Expression als auch 

auf  funktioneller Ebene nachgewiesen werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass der 

vektorielle  Transport  von  Substraten  von OATP2B1, welcher  hauptsächlich  in  der  basalen 

Membran des Synzytiotrophoblasten zu finden ist, eine Koexpression vom Effluxtransporter 

ABCG2 benötig, welcher apikal lokalisiert ist. 

 

6.4. SLC22A4 und SLC22A5: Carnitintransporter im Fokus 

Carnitin, exakterweise als L‐Carnitin (L‐β‐Hydroxy‐γ‐N‐trimethylaminobutyrat) bezeichnet, ist 

ein natürlich  vorkommendes Aminosäurenderivat, welches eine hohe physiologische Rele‐

vanz  im  menschlichen  Körper  besitzt  163:  Es  wird  als  Cofaktor  der 

Carnitinpalmitoyltransferasen  für den Transport  langkettiger  Fettsäuren  in die Mitochond‐

rien  zur  β‐Oxidation benötigt  164,  fungiert  als Antioxidans und  ist  an der Homöostase  von 

intrazellulärem Coenzym A beteiligt 165,166. 

Obwohl physiologisch unentbehrlich kann der menschliche Körper es nur eingeschränkt aus 

den essentiellen Aminosäuren Lysin und Methionin synthetisieren. Alle hierfür erforderlich 

Enzyme sind ubiquitär  im Körper verteilt, mit Ausnahme des  finalen Enzyms der Synthese‐

reihe, die  γ‐Butyrobetainhydroxylase. Dieses Protein  ist beim Menschen nur  in der  Leber, 

den Nieren und im Gehirn nachweisbar, nicht aber in anderen Organen 167, welche somit auf 

die aktive L‐Carnitin Aufnahme aus dem Blut angewiesen sind 168. 

So ist der Nachweis von Carnitintransportern im Synzytiotrophoblasten der Plazenta ein wei‐

terer Hinweis auf die Beteiligung der Plazenta an der Versorgung des ungeborenen Kindes. 

Die Plazenta ist in der Lage, Carnitin aus dem maternalen Lumen aufzunehmen und den Fe‐

tus  transplazental zu versorgen. Ein hoch affiner Carnitintransporter  für solch einen Trans‐

port  ist das  im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene OCTN2 (SLC22A5). Dieser Transporter 

vermittelt  natriumabhängig  hochaffin  den  Transport  von  Carnitin  82  und  konnte  in  dieser 

Funktion  im Darm,  in den Nieren, den Muskeln  83 und der Plazenta  175 nachgewiesen wer‐

den. Dabei gehört die humane Plazenta zu den Geweben mit der höchsten OCTN2 Expressi‐

on  83,  in  Nagetieren  hingegen  ist  der  Transporter  eher  gering  exprimiert  87.  Neben  dem 

OCTN2 konnte noch  für zwei weitere Mitglieder der Familie, namentlich OCTN1  (SLC22A4) 

und OCTN3 (SLC22A21) der Transport von Carnitin nachgewiesen werden 83. Die vorliegende 
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Arbeit verzichtete auf die Untersuchung von OCTN3, da  für den Menschen nur Proteinex‐

pressionsdaten vorliegen, während das entsprechende Gen bislang nicht identifiziert werden 

konnte. 

In Hinblick auf die Prozesse während der Schwangerschaft  ist die Bedeutung von L‐Carnitin 

nicht  weniger  groß.  L‐Carnitin  scheint  eine  entscheidende  Rolle  beim  Aufbau  der 

mitochondrialen Atmungskette  im  Fetus  zu  spielen  169. Weiterhin  ist eine ausreichende  L‐

Carnitin Versorgung des Kindes  insbesondere zum Zeitpunkt der Geburt wichtig, wenn der 

Energiestoffwechsel  von  der  oxidativen  Verstoffwechselung  von  Glukose  auf  β–Oxidation 

von Fettsäuren umgestellt wird. Dabei  steigt der Bedarf von  L‐Carnitin  stark an  170, wobei 

noch unklar  ist,  in wie weit die Versorgung durch die Mutter gewährleistet wird, oder ob 

nicht auch der Fetus selbst bzw. die Plazenta zur Carnitinesynthese befähigt ist 171. Allerdings 

gibt es Hinweise auf eine notwendige Versorgung von L‐Carnitin durch die Mutter: Bei früh‐

geborenen Kindern liegt die Konzentration an freiem Carnitin im mütterlichen Plasma höher 

als  im venösen Umbilicalplasma, was auf einen verminderten Carnitinespiegel  in der kindli‐

chen Zirkulation hinweist. Auf der anderen Seite ist die Konzentration an Gesamtcarnitin im 

venösen Umbilicalplasma signifikant höher als im maternalen Plasma 173. Daraus ergibt sich, 

dass fetales, venöses Plasma deutlich mehr Carnitinester (Acylcarnitin) enthält als mütterli‐

ches. Noch ausgeprägter  ist dieser Effekt bei  frühgeborenen Kindern  im Gegensatz  zu  ter‐

mingerecht geborenen Kindern 173. Schoderbreck 174 hat die Carnitinkonzentration  in Eryth‐

rozyten während der Geburt  im Nabelschnurblut und  im Blut der Mutter gemessen. Dabei 

zeigte sich, dass die Konzentration an Gesamtcarnitin in den Erythrozyten des Nabelschnur‐

blutes  höher  als  im mütterlichen  Blut war.  Der  Carnitingehalt  in  der  fetalen Muskulatur 

nahm während der Schwangerschaft allmählich zu, so dass bei  frühgeborenen Kindern mit 

verminderten Carnitinleveln gerecht werden kann  175. Die Ergebnisse der vorliegenden Ar‐

beit  können mit  diesen  Beobachen  gut  in Übereinstimmung  gebracht werden:  Es  konnte 

zwar keine Veränderung des OCTN2‐mRNA‐Levels gezeigt werden, allerdings  zeigt  sich auf 

Proteinebene ein hoch signifikanter (p=0,0096) Anstieg des Carnitintransporters in Richtung 

der Termingeburten. So scheint die Plazenta über diesen Transporter dem erhöhten fetalen 

Carnitinbedarf gerecht zu werden. 

Bezüglich der Transporter OCTN1 und OCTN2 lässt sich zusmmenfassen, dass für die humane 

Plazenta Daten der Proteinexpression  in der Literatur dokumentiert sind, doch nur sehr be‐

grenzt Daten  zur  transkriptionellen Regulation dieser Transporter  in dem Organ vorliegen: 
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Die  im Rahmen dieser Abeit vorgestellte Analyse der gestationsabhängigen Genexpression 

zeigte hinsichtlich dieser Fragestellung keinen regulatorischen Einfluss auf die OCTN2 mRNA 

Expression. Dieses Ergebnis deckt sich mit früheren Ergebnissen der Arbeitsgruppe an einem 

allerdings  deutlich  kleineren  Probenkollektiv  106,  die  ebenfalls  keine  Unterschiede  in  der 

Genexpression  im  dritten  Trimester  der  Schwangerschaft  zeigten. Da  es  aber,  bereits  be‐

schrieben, zu einer Carnitinzunahme im Fetus in Richtung Termingeburt kommt und auch die 

Proteinexpression in diese Richtung zunimmt, muss es regulatorische Faktoren oberhalb der 

transkriptionellen Ebene und unterhalb der translationellen geben, die zu diesem Effekt füh‐

ren. Dafür spricht auch, dass die Korrelationsuntersuchungen keine Assoziation der Protein‐

expression mit der Genexpression nachweisen konnten. Für das OCTN1 gilt vergleichbares: 

Es  ließ  sich  stabil  in  allen  Proben  nachweisen,  unterliegt  allerdings  auf  transkriptioneller 

Ebene keinen Schwankungen  in Abhängigkeit vom Gestationsalter. Es wurde auf einen wei‐

teren Nachweis auf Proteinexpressionsebene verzichtet, da Literaturergebnisse darauf hin‐

deuten, dass das OCTN1 eine untergeordnete Rolle beim Carnitintransport spielt 176. 

Desweiteren wurde  im  Rahmen  der  vorliegenden Arbeit  der  Einfluss  von  SNPs,  die  einen 

potentiellen Einfluss auf die Carnitinversorgung bzw. Carnitintransporter haben könnten, für 

beide Transporter untersucht. Bezüglich des OCTN1 wurde der gut  charakterisierten Poly‐

morphismus c:1507C>T untersucht. Dieser 2004 beschriebene SNP beeinflusst nachweislich 

die Affinität des Transporters  zu dem Substrat Carnitin  (2,4‐fach geringere Aufnahme, be‐

stimmt  in Fibroblasten) und  ist mit dem Krankheitsbild Morbus Krohn assoziiert 92. Die hier 

vorgestellten Ergebnisse konnten jedoch keinen Einfluss des SNPs auf die OCTN1 Genexpres‐

sion oder klinische Parameter wie Geburtstermin oder Geburtsgewicht des Kindes nachwei‐

sen. 

Anders sieht es mit dem ‐207G>C) SNP aus. Dieser ebenfalls mit Morbus Krohn assoziierter 

SNP führt zur Inaktivierung eines Bindungsmotivs von Hitzeschockfaktoren. Dies führt wiede‐

rum  zu einer  verminderten  SLC22A5‐Promotoraktivität nach Hitzeschock oder Behandlung 

mit Arachidonsäure 92. Auf funktioneller Ebene konnte gezeigt werden, dass die Mutante zu 

einer verminderten Aufnahme von Carnitin in kultivierte Lymphozyten führt 177. So ist es von 

besonderer  Bedeutung,  dass  in  der  vorliegenden  Arbeit  der  CC‐Genotyp  eine  signifikante 

Reduktion der OCTN2‐Genexpression (p=0,03) zeigte: Plazenten, die das CC‐Allel tragen, hat‐

ten eine um 27% reduzierte OCTN2‐Genexpression  im Vergleich zu dem Wildtyp. Dieser Ef‐

fekt  geht  konform mit  Luciferase  Assays  von  Tahara  et  al.  die  eine  genotypenabhängige 
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Promotoraktivität  zeigen  konnten  178.  Interessanterweise  scheint  diese  Veränderung  der 

Genexpression allerdings keinen Einfluss auf die Expression des OCTN2‐Proteins  zu haben, 

was sich mit der fehlenden Korrelation von OCTN2 mRNA und Proteinexpression deckt. Die 

Literatur bleibt dieser Frage aktuell ebenfalls eine Antwort schuldig, da zwar mehrere Arbei‐

ten zu der OCTN2‐mRNA‐Ebene existieren, allerdings nur sehr wenige Untersuchungen hin‐

sichtlich der Proteinebene vorliegen. 

 

Zusammenfassend  konnte  gezeigt werden, dass  auf mRNA‐Expressionslevel weder OCTN1 

noch OCTN2 durch das Gestationsalter im dritten Trimester reguliert wird, und das, obwohl 

sich in diesem Zeitraum die Carnitinkonzentration im Fetus stark verändert. Dieser Befund ist 

jedoch dadurch zu erklären, dass die OCTN2 mRNA‐ und Proteinexpression  in der Plazenta 

nicht  miteinander  korrelieren  und  es  auf  Proteinebene  sehr  wohl  Unterschiede  in  der 

OCTN2‐Konzentration gibt. Für den auf dem SLC22A5‐Gen gelegenen Rs2631367 (‐207G>C) 

SNP konnte ein signifikanter Einfluss auf dessen Genexpressionslevel nachgewiesen werden, 

wodurch  frühere Arbeiten zu diesem SNP bestätigt wurden. Allerdings war dieser Effekt  in 

dem verwendeten Kollektiv auf Proteinebene nicht mehr nachweisbar, so dass ein Einfluss 

dieses Polymorphismus auf die  fetale Carnitinversorgung  letztlich  in Frage gestellt werden 

muss. 
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7. Zusammenfassung 

Im Laufe der Schwangerschaft verändert sich die Expression placentarer Transportproteine 

ständig, um den aktuellen physiologischen Gegebenheiten gerecht zu werden.  Im Rahmen 

der vorliegenden Dissertation wurde daher zunächst eine umfassende Biobank an Plazenta‐

proben angelegt, die  sich bezüglich der Dauer des dritten Trimesters der Schwangerschaft 

unterschieden. Diese Biobank umfasste zunächst 70 Plazenten und konnte bis zum Ende der 

experimentellen Arbeit auf 289 Proben erweitert werden. Für diese Plazenten liegen Gewe‐

be, mRNA, gDNA, und Proteinproben sowie eine ausführliche Dokumentation klinischer Pa‐

rameter vor. 

Das  initiale  Kollektiv  wurde  zudem  näher  untersucht.  Es  wurde  zunächst  die  mRNA‐

Expression sowie einer Reihe physiologisch aber auch pharmakologisch  relevanter Aufnah‐

me‐ und Effluxtransporter untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer gestation‐

sabhängigen Abnahme der Transporter P‐gp, BCRP, OATP2B1 und OAT4, sowie zu einer ge‐

schlechtsabhängig erhöhten MRP1 Expression in Jungen im Vergleich zu Mädchen kommt. 

Aufbauend auf diese Ergebnisse wurde für die, in ihrer Expression korrelierenden, Transpor‐

ter SLCO2B1 und ABCG2 ein in vitro Modell entwickelt, an dem deren funktionelle Interakti‐

on beim transzellulären Transport von Hormonkonjugaten wie E1S und DHEAS gezeigt wer‐

den konnte. 

Der letzte Teil der Arbeit widmet sich der Untersuchung der Carnitintransporter OCTN1 und 

OCTN2.  Für  letzteren  konnte  insbesonders  ein  Einfluss  des  Promotorpolymorphismus 

‐207G>C auf die RNA Expression dieses Transporters dokumentiert werden, eine Beobach‐

tung, die sich allerdings nicht auf der Proteinebene bestätigen  ließ. Hinsichtlich des Gesta‐

tionsalters wurde allerdings eine gegensätzliche Beobachtung gemacht: Während die RNA‐

Expression hier unverändert war, stieg die Proteinexpression mit der Dauer der Schwanger‐

schaft an. Auch insgesamt konnte für das OCTN2 keine Korrelation zwischen RNA und Prote‐

in  Expression  festgestellt  werden,  so  dass  dessen  plazentare  RNA  Expression  als 

Surrogatparameter für die Funktion dieses Transporters sehr kritisch bewertet werden muss.  

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind die gestationsabhängigen Unterschiede  in der Ex‐

pression  verschiedener  physiologisch  und  pharmakologisch  wichtiger  Aufnahme‐  und 

Effluxtransporterproteine. Dabei wurden erstmals Untersuchungen dieser Art an einem um‐

fangreichen Probenkollektiv durchgeführt und dokumentiert. Für einige dieser Transporter 
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konnte in weiteren Untersuchungen eine funktionelle Interaktion beschrieben werden. Des‐

weiteren wurden,  transporterspezifische  Einflussfaktoren  auf  deren  plazentare  Expression 

untersucht. 

 

Die Plazenta ist in vielerlei Hinsicht ein Organ mit einzigartiger Struktur und Physiologie, wel‐

ches die ständige optimale Versorgung des Fetus in den verschiedenen Stadien der Schwan‐

gerschaft und in allen Phasen der Embryogenese bis zur Geburt gewährleistet. 

Für  eine  erfolgreiche Medikation  der  werdenden  Mutter  oder  des  Kindes  während  der 

Schwangerschaft  ist das Verständnis der  ablaufenden  Stoffwechselprozesse unverzichtbar. 

Nur unter Berücksichtigung der Veränderungen, der die Plazenta  in der  relativ kurzen Zeit 

der Schwangerschaft unterliegt, ist eine optimale gestationsabhängige medikamentöse Ver‐

sorgung möglich. 

Die vorliegende Arbeit  liefert mit  ihrer Untersuchung der plazentaren Transporterproteine 

wichtige, detaillierte Erkenntnisse, die dazu beitragen die komplexen Prozesse in der Plazen‐

ta und deren Bedeutung für die Pharmakologie aufzuklären. 
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15. Anhang 

15.1. Genexpression vs. Gestationsalter 

Dargestellt  sind  die mRNA‐Genexpressiondaten  aller  Transporter,  für  die  keine  signifikant 

nachweisbare  Abhängigkeit  zwischen  der  Expression  und  dem  Gestationsalter,  gegliedert 

nach  "Early Preterm"  (Geburtstermin  liegt vor der 30. Schwangerschaftswoche)  "Preterm" 

(Geburtstermin  liegt zwischen der 30. und 37. Kalenderwoche) und "Term" (Geburtstermin 

liegt nach der 37. Kalenderwoche) aufgezeigt werden  konnte. Gezeigt  sind die Expression 

der einzelnen Plazenten, ihr Mittelwert und der SEM. 
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15.2. Genexpression vs. Geschlecht 

Dargestellt  sind  die mRNA‐Genexpressiondaten  aller  Transporter,  für  die  keine  signifikant 

nachweisbare Abhängigkeit zwischen der Expression und dem Geschlecht aufgezeigt werden 

konnte. Gezeigt sind die Expression der einzelnen Plazenten, ihr Mittelwert und der SEM. 
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