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1. Einleitung

Die wichtige Rolle der Arzneistofftransporter und deren klinische Bedeutung flr die
Pharmakokinetik wurden in den letzten Jahrzehnten zunehmend deutlich. Zahlreiche
in vitro Experimente, Tierversuche und klinische Studien belegen beeindruckend die
Funktion und Stellung der Transporterproteine in der Kinetik der Arzneistoffe [1-3].
Membrantransporter sind Proteine, die in der Zellmembran lokalisiert sind und den
Transport von endogenen Stoffen sowie von Arzneistoffen Uber die Zellmembran
passiv erleichtern oder aktiv und energieabhangig ermoglichen. Die
Membrantransporter kdnnen in zwei Hauptfamilien, in die Aufnahmetransporter der
solute carrier-superfamily (SLC-Transporter) sowie in die Effluxtransporter der ATP-
binding cassette Superfamilie (ABC-Transporter) unterteilt werden [3]. Zu der SLC-
Transporter zahlt die groRe Gruppe der organic anion-transporting polypeptides
(OATPs; SLC21, SLCO), die physiologisch eine Vielzahl von endogenen Stoffen wie
beispielsweise Schilddrisenhormone und Gallensauren transportieren. Gleichsam
kommt ihnen eine grol’e Bedeutung im Transport von Arzneistoffen zu, wie z.B. fur
Antibiotika und Statine [4]. Weitere Vertreter der SLC-Transporter sind das
Na*/taurocholate cotransporting polypetide (NTCP;SLC10A1), die organic anion
transporter und organic cation transporter (OAT,OCT,SLC22), und der peptide
transporter 1 (PEPT1, SLC15) [3]. Wichtige Vertreter der Effluxtransporter sind die
multidrug resistance proteins (MRP2-4, ABCC2-4), das breast cancer resistance
protein (BCRP, ABCG?2), sowie die bile salt export pump (BSEP, ABCB117) und das
P-glycoprotein (P-gp; MDR1, ABCB1). Effluxtransporter sind energieabhangige ABC-
Transporter, die unidirektional gegen einen Konzentrationgradienten pumpen.
Beispielsweise zahlen hierzu die hepatischen Transporter BSEP und MRP2, die
Gallensalze in die Galle transportieren [5]. AuRerdem ist bekannt, dass neben vielen
Arzneimitteln auch das diagnostisch eingesetzte Kontrastmittel Gadoxetat Uber
MRP2 eliminiert wird [6].

Arzneimittelinteraktionen  werden insbesondere dem apikal exprimierten
P-Glycoprotein zugeschrieben [3]. Sowohl die Uptake- als auch die Effluxtransporter
werden teilweise ubiquitar beziehungsweise organspezifisch exprimiert [4;7;8].
Bislang konnten vor allem fur die Gruppe der Aufnahmetransporter eine
organspezifische Expression gezeigt werden. Hierzu zahlen die Enterozyten des

Darmes, die basolateralen Hepatozytenmembran sowie der proximalen Tubulus der
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Niere. Viele pharmakokinetische Prozesse (Resorption, Verteilung, Metabolisierung,
Elimination) unterliegen der unterschiedlichen Expression und Lokalisation der
Transporter, da es durch Organspezifitat zu einer selektiven Aufnahme der Molekile
kommt [4;7;9].

Stabil oder transient transfizierte Zelllinien ermdglichten zahlreiche in vitro Studien,
mit denen sich die Funktion der Transporter charakterisieren und Transportwege
beschreiben lassen. Bei der Ubertragung auf die in vivo Situation kommt es jedoch

oftmals zu Diskrepanzen zwischen den Erwartungen und den Ergebnissen.

Um Transportwege in vivo zu untersuchen, gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Die
Arbeitsgruppe Weitschies et al. entwickelte ein in vivo monitoring mittels
magnetischer Markierung. Der jeweiligen Arzneiform wird eine geringflgige Menge
einer permanent magnetischen Substanz, beispielsweise Eisen-ll-oxid, beigesetzt
und nach Applikation mittels eines hochenergetischen Magnetfeldes magnetisiert.
Spezielle Detektoren ermoglichen den Weg der oral applizierten Arzneiform durch
den Magen-Darm-Trakt zu visualisieren [10]. Sobald der Arzneistoff aus der

Arzneiform freigesetzt wurde, lasst sich der Weg allerdings nicht weiter verfolgen.

Um Transportwege und Transporteraktivitdt in vivo zu visualisieren, besteht
auBerdem die Moglichkeit, nuklearmedizinische Verfahren einzusetzen. Hierbei
werden die zu untersuchenden Substanzen radioaktiv markiert und ihr Weg uber die
Absorptionsbarrieren mittels Szintigraphie detektiert und aufgezeichnet. Jedoch ist
die Nutzung dieses Verfahren in Deutschland im Rahmen von klinischen Studien
aufgrund der hohen Strahlenbelastung ethisch nicht vertretbar und durch bestehende
Gesetze im Rahmen von Probandenstudien nicht durchfuhrbar. Alternativmethoden,
die im klinischen Alltag haufig angewendet werden, sind die Computertomographie
(CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT). Bei der CT werden, im Gegensatz
zur MRT, Rontgenstrahlen zur Visualisierung verwendet, sodass auch diese
Methode fur die klinische Forschung zur Deskription von Transportwegen nur

eingeschrankt nutzbar ist.

Als nicht invasive und zugleich radioaktivitatsfreie Methode bietet die MRT eine gute
Alternative zur Visualisierung von Transportwegen. Zum Erzeugen des Bildes
kommen in der MRT ein starkes Magnetfeld und Hochfrequenzimpulse (Radiowellen)

zur Anwendung. Bereits in der Nativaufnahme werden Gewebekontraste sehr gut
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dargestellt. Um differentialdiagnostisch beispielsweise unklare Lasionen abzuklaren
werden intravendse (i.v.) Kontrastmittel eingesetzt, die die Signalintensitat ihrer
Umgebung beeinflussen. Die Uberwiegend eingesetzten MRT-Kontrastmittel
enthalten Gadolinium als zentrales lon. Gadolinium ist eine paramagnetische
Substanz der Lanthanide (Gd, Ordnungszahl 64) und zahlt zu den Metallen der
Seltenen Erden. Als dreifach-positiv-geladenes lon ist Gadolinium toxisch und
reichert sich im Gewebe an. Stabil im Chelatkomplex gebunden hingegen ist es sehr

gut vertraglich [11].

Die Organspezifitat der Leber, sowie der Einfluss genetischer Varianten der
Transporter konnte mittels des leberspezifischen MRT-Kontrastmittels Gadoxetate
(Gadolinium-Ethoxybenzyl-Diethylentriamin-Pentaessigsaure, Gd-EOB-DTPA,

Primovist®, Bayer Healthcare AG, Leverkusen, Deutschland) im Rahmen einer
klinischen Studie erstmalig in vivo dargestellt werden [12]. Zusatzlich gibt es erste
Hinweise darauf, dass es auch beim Menschen zu einer intestinalen Resorption
kommt, wenn Gadoxetat oral eingenommen wird. Ein oral appliziertes Kontrastmittel
konnte moglicherweise den Absorptionsweg von der Resorption an apikalen
Enterozytenmembran, Uber das Pfortaderblut in die Leber, bis zur hepatischen bzw.

renalen Exkretion visualisieren.

Bislang gelang es jedoch nicht, ein MRT-Kontrastmittel zu eruieren, das nach oraler
Applikation den gesamten Absorptionsweg, stellvertretend fir den Weg der
Arzneistoffe, visualisiert. Bei naheren Betrachtungen kommen drei weitere,
gadoliumhaltige MRT-Kontrastmittel in Frage, die entweder in der Leberdiagnostik
eingesetzt oder zumindest anteilig Uber die Galle ausgeschieden werden und deren

Transport noch unzureichend charakterisiert ist.



2. Aufgabenstellung

Zu den Kontrastmitteln, die ebenfalls geeignet sein kdnnten, zahlen Gadofosveset
(Gadofosveset trisodium, Trisodium, MS-325, Ablavar®, Lantheus Medical Imaging,
Inc., North Billerica, Massachusetts, USA), Gadoversetamid (Gd-DTPA-BMEA,
OptiMARK®, Covidien, Dublin, Irland) und Gadobenat Dimeglumin (Mulithance®XL,

Bracco Imaging Deutschland, Konstanz, Deutschland).

Gadofosveset ist ein gadoliniumhaltiges, T1-paramagnetisches Kontrastmittel, das
als Diagnostikum zur Kontrastverstarkung in der Magnetresonanz-Angiographie
eingesetzt wird. Es ist ein grol3es anionisches Molekul (MW 975,88 g/mol), das mit
dem Erdenmetall Gadolinum einen stabilen Chelatkomplex bildet. Gadofosveset wird
zur Visualisierung von vaskularen Strukturen eingesetzt, bei denen der Verdacht auf
arteriosklerotische  Veranderungen besteht bzw. um den Verlauf der
Gefalerkrankung zu beschreiben. Gadofosveset bindet reversibel an humanes
Serumalbumin (Plasmaproteinbindung 80-87 %) und erhdht die T1-Relaxivitat des
Blutes. Aufgrund der hohen Plasmaproteinbindung sind bis zu einer Stunde nach
Verabreichung MR-Angiographien in hoher Auflésung moglich. Nach intravendser
Bolusinjektion in einer Dosierung von 0,12 ml/kg Kérpergewicht (KG) (entsprechend
0,03 mmol/kg KG)  verteilt sich die Lésung gemal einem  offenen
Zweikompartimentmodell mit einer schnellen Verteilungs- und einer langsamen
Eliminationsphase. Die Elimination des nicht metabolisierten Gadofosveset erfolgt
uberwiegend renal. Ein geringer Dosisnachweis ist auch im Stuhl mdglich. Bei einer
héhergradigen Niereninsuffizienz wird die fehlende renale Elimination tUber die fakale
Ausscheidung teilweise kompensiert. Dies weist folglich auf einen hepatischen

Transport mit biliarer Exkretion hin.

Gadofosveset weist die Vorteile der extrazellularen Kontrastmittel auf und ist im
Allgemeinen sehr gut vertraglich. Zu den Vorteilen zahlen, dass es zu keiner
intrazellularen Anreicherung der Kontrastmittel kommt und sich die Ausbreitung auf
das Interstitium beschrankt. Weiterhin fihren seine hydrophilen Eigenschaften dazu,
dass es binnen 24 Stunden nahezu vollstandig renal eliminiert wird. Die potentiell
auftretenden Nebenwirkungen sind vergleichbar mit den oben genannten
extrazellularen, gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln. Die am haufigsten genannten

Symptome, die in den Zusammenhang mit Gadofosveset als mdglich oder



wahrscheinlich definiert wurden, sind Pruritus, Parasthesie, Kopfschmerzen,

Ubelkeit, Vasodilatation, Brennen und Dysgeusie [13].

Gadoversetamid zahlt ebenfalls zu den gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln, das im
Rahmen der MRT als Diagnostikum zum Einsatz kommt. Es bewirkt eine
Kontrastverstarkung und erleichtert die Beurteilung fokaler Lasionen im zentralen
Nervensystem und in der Leber. Gadoversetamid kann bei Kindern ab einem Alter
von 2 Jahren eingesetzt werden. Die Substanz wird in einer Dosis von 0,2 ml/kg KG
(100 uM/kg KG) als intravendse Bolusinjektion verabreicht. Im Zeitraum von einer
Stunde nach Applikation sollte die MRT- Untersuchung abgeschlossen sein. Bei
Patienten mit normaler Nierenfunktion kann man ggf. eine 2zweite Injektion
verabreicht werden [14]. Gadoversetamid ist ein extrazellulares Kontrastmittel, das
sich nach intravendser Applikation schnell im Extrazellularraum ausbreitet und in
erster Linie unverandert renal ausgeschieden wird. Bei der Anwendung kdnnen
Nebenwirkungen auftreten. In der Uberwiegenden Mehrzahl ist die beobachtete
Auspragung leicht bis  mittelschwer. Hierzu zahlen  Kopfschmerzen,
Benommenheit/Schwindel, Hitzegefuhl und Dysgeusie. Eine geflrchtete

Nebenwirkung ist die Entwicklung einer nephrogenen systemischen Fibrose [15].

Gadobenat Dimeglumin ist ein weiteres strukturverwandtes, gadoliniumhaltiges
MRT-Kontrastmittel. Die Indikationsgebiete des paramagnetischen Diagnostikum
sind die Darstellung fokaler Leberldasionen, Lasionen des Gehirns und der
Wirbelsaule, sowie die MR-Angiographie zur Visualisierung Klinisch signifikanter
Gefallstenosen bzw. Gefalverschlissen. In Abhangigkeit vom Anwendungsgebiet
wird Gadobenat Dimeglumin in einer Dosis von 0,05-01 mmol/lkg KG
(0,1-0,2 mil/kg KG einer 0,5 M Injektionslésung) intravends appliziert. Das
Gadoliniumchelat Gadobenat Dimeglumin, geldst in wassriger Losung, fluhrt zu einer
Verkarzung der longitudinalen (T1) und der transversalen (T2) Relaxationszeit. In der
Leber kommt es innerhalb der ersten Minuten nach Injektion, in der T1-gewichteten
Darstellung, zu einer Signalverstarkung des normalen Parenchyms, wohin gegen die
fokalen Lasionen ausgespart bleiben und ein deutlicher Kontrast entsteht. Im Bereich
des zentralen Nervensystems und der Wirbelsdule kommt es bei Gabe von
Gadobenat Dimeglumin zu einem verbesserten enhancement des normalen
Gewebes ohne Blut-Hirn-Schranke sowie von Regionen mit gestorter Blut-Hirn-

Schranke. Pharmakokinetisch ist bekannt, dass die Plasmaspiegelkonzentration von
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Gadobenat Dimeglumin nach der Verteilung im Plasma und in den Extrazellularraum
biexponentiell abfallt. Mittels glomerularer Filtration wird das Abbauprodukt
Gadobenat-lon zum Uberwiegenden Teil renal eliminiert. Ein geringfugiger
Prozentsatz (2-4 %) der initialen Dosis ist im Stuhl des Patienten nachweisbar. Zu
den typischen Nebenwirkungen, die gemald Definition haufig (weniger als 1/10, aber
mehr als 1/100) auftreten, zahlen Kopfschmerzen, Nausea und Reaktionen an der

Injektionsstelle mit Hitzegefuhl [16].

In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass Gadobenat Dimeglumin ebenfalls
uber OATP1B1 und OATP1B3 in die Zelle aufgenommen wird und mittels MRP2
ausgeschieden wird [17]. OATP1B1 und OATP1B3 sind leberspezifische

Transporterproteine, die an der apikalen Seite der Membran lokalisiert sind [18].

Da bei Gadofosveset und Gadobenat Dimeglumin ein geringer Teil der Substanz
auch biliar eliminiert wird, ist ein Transport in die Hepatozyten Uber entsprechende
Aufnahmetransporter und anschlielendem Efflux in die Galle Uber Effluxtransporter
wahrscheinlich. Dieses lasst auch vermuten, dass eine Aufnahme der genannten
Kontrastmittel Uber in der apikalen Membran der Enterozyten exprimierte
Aufnahmetransporter bzw. deren Efflux ins Pfortaderblut Uber Effluxtransporter
mdglich ist. Dieses wurde die Moglichkeit geben, den Transport einer Substanz
visuell mittels MRT-Studien in vivo darzustellen, wobei der Transport Uber die
Darmbarriere und der Transport in die Hepatozyten und anschlieend in die Galle
von grofdter Bedeutung sind, da diese Prozesse bei einer Vielzahl von Substanzen

bis heute unzureichend verstanden werden.

Um die Affinitdten der genannten Kontrastmittel zu intestinalen und hepatischen
Aufnahme- und Effluxtransportern zu charakterisieren, ergaben sich fur die

vorliegende Arbeit folgende Aufgabenstellungen:

1. Untersuchung der Affinitat gadolinumhaltiger Kontrastmittel (Gadofosveset,
Gadobenat Dimeglumin, Gadoversetamid) zu intestinalen und hepatischen
Aufnahmetransportern (OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, ASBT,
NTCP, PEPT1) mittels Kompetitionsassays an stabil transfizierten Zellen unter

Verwendung von Standardsubstraten



2. Untersuchung zur Affinitat von Gadofosveset zu intestinalen und hepatischen
Aufnahme- und Effluxtransportern an oben genannten Zellmodellen bzw. an

inside-out Vesikel



3. Material und Methoden

3.1 Materialien

Eine Ubersicht tiber die verwendeten Laborgerate, Chemikalien, Puffer etc. befindet

sich im Anhang.

3.2 Zellbiologische Untersuchungen

Zur Untersuchung der hepatischen und intestinalen Aufnahme bzw. des Effluxes von
Gadofosveset, Gadoversetamid und Gadobenat Dimeglumin im Zellmodell wurden
sowohl die Zelllinie HEK293 (human embryonic kidney) als auch die Zelllinie MDCK2

(Madin Darby canine kidney) verwendet.

Die humane Nierenzelllinie HEK293 wurde mittels Transfektion mit DNA-Fragmenten
des menschlichen Adenovirus Typ 5 generiert [19], die u. a. durch den britischen
Anbieter European Collection of Cell Cultures (Salisbury, GroRbritannien)
kommerziell vertrieben wird. Bei den HEK293-Zellen handelt es sich um
immortalisierte, embryonale Zellen, die ein adharentes Monolayer ausbilden. In ca.
20-36 Stunden verdoppelt sich die Zellzahl. Hinsichtlich der Expression
rekombinanter Proteine dienen sie als zuverlassiges Vehikel, das sich mit einer
hohen Effizienz stabil transfizieren lasst [20]. Da die endogene Expression von
Transporterproteinen relativ gering ist, kbnnen diese Zellen u.a. sehr gut zur

Charakterisierung von Aufnahmetransportern verwendet werden [3].

Bei MDCK2-Zellen handelt es sich um Nierenepithelzellen, die initial aus einer
Cockerspanielhindin durch S.H. Madin und N.B. Darby isoliert wurden [21] und
ebenfalls kommerziell GUber die European Collection of Cell Cultures vertrieben
werden. Die Zellen wachsen adharent auf Oberflachen und bilden ein dichtes
Monolayer mit gap junctions und tight junctions. Dementsprechend handelt es sich
um eine polarisierte Zelllinie, bei der sich eine apikale und eine basolaterale
Membran unterscheiden lassen [22;23]. Aufgrund der Polaritdt der MDCK2-Zellen
kann ein gerichteter Transport von der basolateralen zur apikalen Seite bzw. in

umgekehrter Richtung dargestellt werden.

In den vergangen Jahren konnten in der Abteilung fir Klinische Pharmakologie des

Center of Drug Absorption and Transport (C_DAT) der Universitatsmedizin
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Greifswald zahlreiche stabil transfizierte Zelllinien generiert werden, die einen
Aufnahme- bzw. Effluxtransporter exprimieren. Eine Ubersicht (iber die in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien, sowie die entsprechenden Standardsubstrate und

Inhibitoren zur Charakterisierung der Zelllinien, stellt Tab. 3.1 dar.

Tab. 3.1: Ubersicht verwendeter Zelllinien mit Standardsubstraten und
-inhibitoren

Zelllinie Transporter Standard- Konz. S.tan'dgrd- Konz.
substrat (LM) inhibitor (LM)

HEK293 OATP1A2 E+«S 1 Rifampicin 500
OATP1B1 E«S 1 Rifampicin 500

OATP2B1 E+«S 1 Rifampicin 500

ASBT TA 10 CDC 100
NTCP TA 10 BSP 1000

MDCK2 PEPT1 GlySar 100 Lorsatan 250
Sf9 MRP2 E17B3-GIn 1.5*10° MK571 100

Neben diesen Zellen wurden stabil transfizierte HEK293-Zellen generiert, die das in
der Leber vorkommende OATP1B3 (SLCO171B3) uberexprimieren. Hierzu wurde
zunachst unter Zuhilfenahme eines entsprechenden Kits (NucleoSpin® miRNA,
Machery Nagel, Duren, Deutschland) die Gesamt-RNA aus Lebergewebe isoliert und
anschlieRend in cDNA umgeschrieben (RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). Die anschliel3ende
Amplifizierung der fir OATP1B3 codierenden Sequenz erfolgte mit den Primern
OATP1B3-forward: 5-GCGGCCAATGGACCAACATCAACATTTG-3' und OATP1B3-
reverse. 5-CGTACGGTTAGTTGGCAGCAGCATTG-3". Das entsprechende
Amplifikat wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Notl und Pfl23Il in den viralen
Vektor pQCXIN (TaKaRa Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) kloniert und
HEK293-Zellen entsprechend den Herstellerangaben  transfiziert. Die
Charakterisierung der Zellen erfolgte mittels Western Blot und Immunfluoreszenz
zum Nachweis der Proteinexpression, sowie durch die Aufnahme von BSP und die
Hemmbarkeit der Aufnahme durch Rifampicin. Sowohl flr den Western Blot als auch

fur die Immunfluoreszenz wurde ein nichtkommerzieller Antikdrper von dem Institut
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fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie der Friedrich-
Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg zur VerflUgung gestellt [24]. Die
Auftrennung der Proteine fur den Western Blot wurde in einem 8 %igem Gel in einer
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgeflnhrt.
Die Verdunnung des Primarantikérpers betrug 1 : 2000. Die Detektion erfolgte mit
einem Meerrettichperoxidase gekoppeltem goat-anti-rabbit Zweitantikorper (Acris,
Herford, Deutschland) in einer Verdinnung von 1 : 5000. Fir die Immunfluoresenz
wurde der primare Antikorper 1 : 500 verdunnt und die Lokalisation des Proteins mit
Hilfe eines konfokalen Laserscanmikroskopes (LSM780, Carl Zeiss Microlmaging,
Jena, Deutschland) unter Verwendung eines Alexa488 gekoppelten
chicken-anti-rabbit Zweitantikdrpers (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) in

einer Verdinnung von 1 : 200 Gberpruft.

3.3 Zellkultivierung

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden samtliche Zellkulturarbeiten an einer
Sterilwerkbank (HeraSafe KS12, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)
durchgefuhrt. Alle verwendeten Geratschaften wurden vor dem Einbringen in das
Arbeitsfeld mit 70 %igen Ethanol desinfiziert. Sofern der Versuchsaufbau eine
weitere Kultivierung der Zellen nicht vorsah, sind die Versuche aulierhalb der
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt worden. Eine Uberpriifung der Zelldichte und

madglicher Kontamination erfolgte unter einem Lichtmikroskop.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem CO»-
Inkubator. Die Zusammensetzung der Nahrmedien und Antibiotikaresistenzen flr die
verschiedenen Zelllinien sind in den Tabellen 3.2 und 3.3 aufgeflhrt. Eine
Passagierung der Zellen erfolgte zwei Mal wochentlich [20]. Dafur wurden die Zellen
zunachst mit 5 ml phosphate buffered saline (PBS) gewaschen und mittels 1,0 ml
Trypsin-EDTA-L6sung (0,05 % / 0,02 % (V/V)) von der Zellkulturschale geldst.
AnschlieRend wurden die Zellen im Nahrmedium resuspendiert und auf neue
Zellkulturschalen ausgesat. Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese in einem
entsprechenden Einfriermedium (90 % FKS + 10 % DMSO) zunachst bei - 80 °C und
anschliellend bei - 196 °C in flissigem Stickstoff gelagert. Zur Inkulturnahme von

kryokonservierten Zellen wurde die Zellsuspension bei 37 °C in einem Wasserbad
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aufgetaut und nach Entfernung des Einfriermediums in die entsprechende

Nahrldsung resuspendiert und auf Zellkulturschalen ausgesat.

Tab. 3.2: Nahrmedienzusammensetzung der Zelllinien

HEK293-Medium MDCK2-Medium

Minimal Essential Medium
Dublbecco’s Modified Eagle’s Medium

10 % fetales Rinderserum
4 mM L-Glutamin

100 units/ml Penicillin

10 % fetales Rinderserum
2 mM L- Glutamin
2 mM nicht essentielle Aminosauren
100 units/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
100 pg/ml Streptomycin Ho promy

Tab. 3.3: Antibiotikaresistenzen der stabil transfizierten Zelllinien

Zelllinie Transporter Selektionsantibiotikum Volumen (ul/ml)

HEK293 pQCXIN G418/ Neomycin 10

OATP1A2 G418/ Neomycin 10

OATP1B1 G418/ Neomycin 10

OATP2B1 G418/ Neomycin 10

OATP1B3 G418/ Neomycin 10

ASBT G418/ Neomycin 10

NTCP G418/ Neomycin 10

MDCK2 PEPT1 Blasticidin 0,7

3.4 Transportversuche mit Aufnahmetransportern

Samtliche Transportversuche wurden ohne Zusatz von selektionierenden Antibiotika
als Triplikate auf 24-Well Platten durchgeflhrt. Dafur wurden die Zellen in
Abhangigkeit der individuellen Wachstumsgeschwindigkeit mit einer Dichte von
ca. 50.000-70.000 Zellen / Well ausgeséat. Die Zahlung, sowie die Uberpriifung der
Vitalitat mittels Trypanblaufarbung, erfolgten durch einen entsprechenden Zellcounter
(TC10™, BioRad, Miinchen, Deutschland). Sobald sich ein konfluenter Zellrasen
gebildet hatte, wurden die Versuche durchgefihrt. 24 Stunden vor dem Versuch

erfolgte eine Stimulierung der Proteinexpression mittels 500 uM Butyrat [25].

Eine mdogliche Zytotoxizitat der Kontrastmittel wurde durch einen entsprechenden
Resazurin-Assay (Presto Blue™, Invitrogen Co., Frederick, Maryland, USA)
11



ausgeschlossen. Resazurin wird als blau fluoreszierender Farbstoff im Zytosol
lebender Zellen zu Resorufin reduziert und entfarbt. Der entsprechende
Farbumschlag wurde mittels Fluoreszenzmessung in einem Monochromometer
(Synergy HAT All-in-one Microplate Reader, BioTek Instruments Co., Winooski,
Vermont, USA) quantifiziert, wobei die Anregung bei 570 nm und die

Emissionsmessung bei 600 nm erfolgten.

Die Affinitat der Kontrastmittel zu den hepatisch und intestinal exprimierten
Transportern OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1, NTCP sowie ASBT und
PEPT1 wurde zunachst mittels eines Kompetitionsassays untersucht. Hierbei wurde
die Aufnahmekapazitat der jeweiligen [°H]-markierten Referenzsubstanz (Tab. 3.1) in
An- oder Abwesenheit der Kontrastmittel untersucht. Zur Kontrolle wurde flr jede

Zelllinie ein entsprechender Standardinhibitor gewahlt.

FUr den Versuch wurden die Zellen zunachst mit 37 °C warmen PBS gewaschen, um
Mediumrickstande zu entfernen, die eventuelle Transportvorgange beeinflussen
konnten. Anschliel3end erfolgte die Zugabe der in 150 ul Inkubationspuffer pro Well
gelésten Substanzen bei 37 °C flUr 5 min, wobei die Menge der radioaktiven
Substanzen jeweils 0,25 uCi betrug. Nicht aufgenommenes Substrat wurde durch
dreimaliges Waschen mit eiskaltem PBS entfernt, die Zellen mit 500 ul pro Well
Lysispuffer 1 (25 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, 0.5 % (V/V) Natriumdesoxycholat, 0.5 %
(V/V) Triton X-100 in Aqua dest., pH 8.0) lysiert und homogenisiert und die Menge an
aufgenommener Radioaktivitat mittels Scintillationsmessung im B-Counter Liquid
Scintillation Counter 1409 (Wallac, Turku, Finnland) gemessen. Die Einheit der

vermessenen Proben wird in Zerfallen pro Minute (dpm) angegeben.

Im Anschluss erfolgte eine Untersuchung der zeitabhangigen Aufnahme der
Kontrastmittel Gadofosvoset, Gadoversetamid und Gadobenat Dimeglumin durch
OATP2B1, PEPT1, ASBT, OATP1B1, OATP1B3 und NTCP. Die verwendeten
Konzentrationen betrugen jeweils 100 und 1000 uM. Die Inkubationszeiten lagen
zwischen 0,5 und 60 min. Ziel dabei war es die Inkubationszeit fur die
anschlieRenden, konzentrationsabhangigen Aufnahmen der Kontrastmittel
festzulegen, bei der es sich um eine Aufnahmekinetik erster Ordnung handelt. Die
Versuchsdurchfihrungen erfolgten dabei dem oben beschrieben Vorgehen,

allerdings wurde anstelle des Lysispuffers 1 der Lysispuffer 2 (0.2 % SDS, 5 mM
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EDTA zu 500 ml Aqua dest.,, pH 8.0) verwendet. Die Homogensierung erfolgte
mittels Ultraschall, die quantitative Bestimmung der Substrataufnahme mittels einer
validierten LC-MS/MS-Methode durch das analytische Labor der Abteilung fur
Klinischen Pharmakologie Greifswald. Bis zur Vermessung der Proben wurden diese
bei - 20 °C gelagert.

Da sich ausschliel3lich bei Gadofosveset eine zeitabhangige Aufnahme in OATP1B1,
OATP1B3 und OATP2B1 transfizierte Zellen zeigte, wurde nur fur diese Substanz
eine konzentrationsabhangie Aufnahme durch OATP1B1, OATP1B3 und OATP2B1
durchgefuihrt. Die Konzentrationen lagen zwischen 0.078 und 10 mM. Entsprechend
der Ergebnisse aus den zeitabhangigen Aufnahmen, betrug die Inkubationszeit vier
Minuten. Versuchsdurchfuhrung und Quantifizierung der aufgenommen Menge von

Gadofosveset erfolgten entsprechend der oben genannten Angaben.

Im Anschluss an jeden Versuch wurde zur Normalisierung eine Proteinbestimmung
aus jedem Well, mittels BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, lllinois,
USA) gemal der Herstellerangaben, durchgeflihrt. Die Auswertung erfolgte in einem
Plattenreader (Infinite® M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz). Ebenso
wurde bei allen Versuchen die Funktionalitdt der stabil transfizierten Zellen
sichergestellt, indem parallel zu dem eigentlichen Versuch eine Uberprifung der
Aufnahme und dessen Hemmbarkeit mit einem radioaktiv-markierten
Referenzsubstrat und entsprechendem Referenzinhibitor durchgefihrt wurde (vgl.
Tab. 3.1).

3.5 Transportversuche mit Effluxtransportern

Die Charakterisierung des Efflux-Transportes erfolgte mittels inside-out Liposvesikeln
aus MRP2-exprimierenden Sf9-Zellen (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland).
Die Menge an Vesikeln richtete sich dabei nach dem Proteingehalt der Vesikel und
betrug fir jeden Versuch 30 pug Gesamtprotein. Das Prinzip der inside-out
Lipovesikel besteht in einer ,Umkehrung” der Plasmamembran und ist in Abb. 3.1
dargestellt. Da es sich bei MRP2 um einen energieabhangigen Transporter handelt,
besteht die Kontrolle in der Zugabe von Adenosinmonophosphat oder

Adenosintriphosphat.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung inside-out Vesikel

Entsprechend des Versuchsablaufes zur Ermittlung der optimalen Inkubationszeit
durch Aufnahmetransporter wurde auch fur den MRP2-abhangigen Transport von
Gadofosveset eine zeitabhangige Aufnahme untersucht. Die Konzentration von
Gadofosveset betrug dabei 500 uM, die Inkubationszeiten lagen zwischen
2 und 30 min bei 37 °C in einem Tris-Saccharose Puffer. Die Reaktion wurde durch
Uberfiihrung der Probe in eine eiskalte Tris-Saccharose Ldsung gestoppt. Die
Abtrennung der Uberschissigen Gadofosveset-Substanz erfolgte in einer
Sephadex G50 Saulenmatrix, auf die die Vesikel aufgetragen wurden. Durch
Zentrifugation bei 1.500 rpm fir 3 min wurde das nicht in Vesikel aufgenommenes
Gadofosveset entfernt. Die Lyse der Vesikel erfolgte in 2 %iger SDS-Losung. Mittels

LC-MS/MS erfolgte die Quantifizierung der aufgenommenen Menge Gadofosveset.

Zur Ermittlung der Kinetik der Gadofosveset-Aufnahme durch MRP2 wurde die
Konzentrationsabhangigkeit des Transportes untersucht. Die Konzentrationen lagen
dabei zwischen 0,0625 und 2 mM, die Inkubationszeit betrug 30 min bei 37 °C.

Die Funktionalitat der MRP2-Vesikel wurde mit Hilfe des Standardsubstrates
[°H]-Estradiol-17-B-D-glucuronid (E17B-GIn) sichergestellt. Die Konzentration des
radioaktiv-markierten Substrates betrug 15 pmol, die Inhibition der Substrataufnahme
erfolgte durch 100 uM MK571, einem Inhibitor vieler MRP-Transporter [5]. Die
Trennung des nicht-aufgenommenen Substrates von den Vesikeln erfolgte mittels

Filtration Gber eine Nitrozellulosemembran mit einer Porengréfde von 0,22 uM. Die
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Messung der aufgenommenen Menge von E17B-GIn erfolgte mittels
Szintillationsmessung in einem B-Counter (Liquid Scintillation Counter 1409, Wallac,
Turku, Finnland).

3.6 Statistische Auswertungen

Zur Auswertung und graphischen Darstellung aller Versuche wurden die
Softwareprogramme Office Microsoft Exel 2010 (Microsoft Corporation; Redmond,
Washington State, USA) und Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad; St. Diego,
Kalifornien, USA) genutzt. Alle gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten und
den entsprechenden Standardabweichen (M £ SD). Signifikanztestungen wurden

mittels ungepaarten t-Tests durchgeflhrt. Das Signifikanzniveau betragt p < 0.05.

Aus den Messwerten kdnnen Vnax und Kp, berechnet werden, die Hinweise auf die
Affinitdt der untersuchten Substanzen geben. Viax beschreibt die maximale
Umsatzgeschwindigkeit, bei der eine Sattigung des Transportes erreicht ist. Die
Michaelis-Menten-Konstante K., charakterisiert die Substratkonzentration bei
halbmaximaler Geschwindigkeit und ist ein Surrogat fir die Affinitat der untersuchten
Substanz zum Transporter. Je kleiner die Konstante ist, desto grofRer ist die Affinitat.
ICso ist die mittlere inhibitorische Konzentration eines Inhibitors, bei der die
halbmaximale Inhibition beobachtet wird. Die intrinsische Clearance Cliist definiert

als Quotient von Viax/Km.
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4. Ergebnisse

Die neu generierte, stabil transfizierte Zelllinie HEK293-OATP1B3 wurde mittels
Western  Blot-Analyse, Immunfloureszenzfarbung und einer funktionellen
Uberprifung mit der Referenzsubstanz BSP charakterisiert (Abb. 4.1). Die
zeitabhangige Substrataufnahme folgte bis zu einer Inkubationszeit von funf Minuten
einer Kinetik erster Ordnung, sodass fur die folgenden Versuche eine Inkubationszeit
von funf Minuten festgelegt wurde. In der Zelllinie HEK293-OATP1B3 zeigte sich
eine zeitabhangige und sattigbare Aufnahme von BSP mit einer Vpmax von
24.2 + SD pmol/mgxmin und mit einem Ky,-Wert von 10.3 £ SD pymol/l. In der

Kompetition von BSP mit dem Referenzinhibitor Rifampicin konnte eine signifikante

Inhibition mit einer /ICso von 2.5 £ SD pmol/l dargestellt werden.
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Abb. 4.1: Charakterisierung der stabil transfizierten Zelllinie HEK293-OATP1B3.
(A) Western-Blot: Auf molekularer Masse von etwa 120 kDa wurden
spezifische Signale in HEK293-OATP1B3-Zellen nicht aber in vektor-
transfizierte Kontrollzellen (VC) nachgewiesen.

(B) Immunfluoreszenz: OATP1B3 wurde in der Zellmembran von stabil
transfizierten HEK293-OATP1B3 Zellen lokalisiert, wahrend in den
VC-Zellen keine Farbung nachweisbar war (Skala = 20 ym).

(C) OATP1B3 vermittelte Aufnahme von BSP (M + SD)

(D) Hemmung der Aufnahme von BSP durch Rifampicin (M + SD)
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Die Funktionalitat der stabil transfizierten Zelllinien wurde bei allen Versuchen durch
Gabe eines fir den jeweiligen Transporter passenden Substrates in An- oder
Abwesenheit eines entsprechenden Inhibitors parallel durchgefihrt (siehe Tab. 3.1).
Dabei zeigte sich fur alle verwendeten Zelllinien eine signifikante Hemmung der

Aufnahme des Referenzsubstrates in Anwesenheit des jeweiligen Inhibitors

(Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Uberpriifung der Funktionalitat der stabil transfizierten Zelllinien mittels
eines Standardsubstrates in An- oder Abwesenheit eines geeigneten
Inhibitors. Die maximale Transporterkapazitat des jeweiligen
Transporters wurde als 100 % definiert. *p < 0.05 vs. Kontrolle ohne

Inhibitor.
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In Anwesenheit von 0.1 mM Gadofosveset zeigte sich nur bei OATP1B3-
transfizierten Zellen eine signifikante  Reduktion der Aufnahme des
Referenzsubstrates BSP, welche tendenziell aber auch bei einer héheren Dosis von
Gadofosveset sichtbar war. Bei allen anderen Zelllinien mit Ausnahme von
OATP2B1-tranfizierten Zellen zeigte sich entweder keine Anderung in der Aufnahme
des Referenzsubstrates (ASBT, PEPT1) oder eine teilweise sehr starke Erhéhung
der entsprechenden Substanz (OATP1A2, OATP1B1, NTCP) (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Kompetition von Gadofosveset und einem entsprechenden
Referenzsubstrat in stabil transfizierten Zellen. Die rote Linie zeigt die
Aufnahme der Referenzsubstanz in Abwesenheit des Kontrastmittels
und wurde = 100 % gesetzt. *p < 0.05 vs. Kontrolle ohne Gadofosveset.
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Gadoversetamid zeigte keine signifikanten Anderungen auf die Aufnahme des

jeweiligen Referenzsubstrates. Fir NTCP-transfizierten Zellen bestand die Tendenz

einer Erhdhung der Aufnahme des Referenzsubstrates Taurocholat in Anwesenheit
des Kontrastmittels (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4:

Kompetition von Gadoversetamid und einem entsprechenden
Referenzsubstrat in stabil transfizierten Zellen. Die rote Linie zeigt die
Aufnahme der Referenzsubstanz in Abwesenheit des Kontrastmittels
und wurde = 100 % gesetzt. *p < 0.05 vs. Kontrolle ohne
Gadoversetamid.

19



Gadobenat Dimeglumin hingegen zeigte in einer Konzentration von 0.1 mM einen
signifikant hemmenden Einfluss auf die OATP1B3-vermittelte Aufnahme von BSP.
Daruber hinaus konnten hemmende Einflisse durch das Kontrastmittel auf die
jeweilige Substrataufnahme in OATP2B1- und ASBT-transfizierten Zellen beobachtet
werden. In OATP1A2- und OATP1B1-transfizierten Zellen kam es zu einer
verstarkten Aufnahme der Referenzsubstanz E4S. Eine signifikante Erhéhung der
PEPT1-vermittelten Aufnahme von GlySar zeigte sich bei einer Konzentration von
0.1 mM Gadobenat Dimeglumin. Dies wurde jedoch bei einer héheren Konzentration
von 1.0 mM nicht ersichtlich (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Kompetition von Gadobenat Dimeglumin und mit den entsprechenden
Referenzsubstraten in stabil transfizierten Zellen. Die rote Linie zeigt die
Aufnahme der Referenzsubstanz in Abwesenheit des Kontrastmittels
und wurde = 100 % gesetzt. *p < 0.05 vs. Kontrolle ohne Gadobenat
Dimeglumin.
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Da die Kompetitionsassays nur ein sehr grobes Vorgehen der Substratidentifizierung
fur Transporter darstellen und nur einen ersten Hinweis auf die mogliche Affinitat
eines Substrates zu einem Transporter liefern, wurde die zellulare Aufnahme aller
Kontrastmittel in zunachst zwei Konzentrationen (0.1 und 1 mM) und zwei
Zeitpunkten (30 und 60 min) an allen Zelllinien getestet. Dabei zeigte sich eine
Anreicherung von Gadofosveset und Gadobenat Dimeglumin in OATP1A2-,
OATP1B3- und OATP2B1-transfizierte Zellen. Gadofosveset zeigte zusatzlich einen
OATP1B1-vermittelten Transport. Diese Daten decken sich zum Teil mit denen der
Kompetitionsassays, bei denen die Substrataufnahme GUber OATP1B3 teils signifikant
von Gadofosveset und Gadobenat Dimeglumin gehemmt wurde. Ebenso zeigten sich
hemmende Effekte beider Kontrastmittel auf OATP2B1. Gadoversetamid zeigte in
keiner der untersuchten Zelllinien eine Anreicherung, womit sich diese Ergebnisse

mit denen des Kompetitionsassays decken.

Da es aber ausschlieBlich bei Gadofosveset sowohl zu einer konzentrations-
bedingten als auch zeitabhangigen Mehraufnahme des Kontrastmittels kam, wurden
weiterfUhrende, zeitabhangige Aufnahmen mit 1 mM nur mit diesem Kontrastmittel
an OATP1B1, OATP1B3 und OATP2B1 transfizierten Zellen durchgefuhrt.

Dabei zeigte sich an allen Zelllinien eine zeitabhangige, sattigbare Aufnahme von
Gadofosveset. Wahrend sich bei OATP1B1 und OATP1B3 vergleichbar starke
Aufnahmen des Kontrastmittels zeigten, fiel diese bei OATP2B1-transfizierten Zellen
deutlich niedriger aus. Bei allen Zelllinien erfolgte die Substrataufnahme bis zu einer
Inkubationszeit von ca. vier Minuten einer Kinetik erster Ordnung, sodass flur die
weiterfihrenden Untersuchungen zur Bestimmung der Transportkinetik von
Gadofosveset eine Inkubationszeit von vier Minuten festgelegt werden konnte
(Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Zeitabhangige Aufnahme von 1,0 mM Gadofosveset in OATP1B1-,
OATP1B3- und OATP2B1-transfizierten HEK293-Zellen (M = SD).
Daten aus einem Versuch als Triplikat.

Bezlglich der Affinitat (Km), Kapazitat (Vmax) und der intrinsischen Clearance (Cli)
von Gadofosveset konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Transportern OATP1B3 und OATP2B1 ausgemacht werden. Bei der OATP1B1-
transfizierten Zelllinie konnte zwar eine konzentrationsabhangige Aufnahme von
Gadofosveset nachgewiesen werden, allerdings folgte die Aufnahme nicht einer
sattigbaren Michalis-Menten-Kinetik (Abb. 4.7 und Tab. 4.1).

Die Uberprifung der Affinitdt von Gadofosveset zu dem Effluxtransporter MRP2
erfolgte in inside-out Lipovesikeln. Im Rahmen eines Vorversuches wurde eine
optimale Inkubationszeit von 30 min zur Bestimmung der Transportkinetik von
Gadofosveset uber MRP2 bestimmt. Hinsichtlich der Affinitat und der intrinsischen
Clearance von Gadofosveset zu MRP2 konnten keine signifikanten Unterschiede
gegenuber den untersuchten Aufnahmetransportern festgestellt werden, jedoch
zeigten sich deutliche Unterschiede gegenlber der Kapazitat, welche bei MRP2
signifikant unterhalb der bei OATP1B3 und OATP2B1 beobachteten Werte lag
(Abb. 4.7 und Tab. 4.1).
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Abb. 4.7: Konzentrationsabhangige Aufnahme von Gadofosveset in OATP1B1,
OATP1B3- und OATP2B1-tranfizierten Zellen sowie in MRP2-
tragenden inside-out Lipovesikeln. Die kleine Abbildung zeigt den
Unterschied der Aufnahme von Gadofosveset in die Lipovesikel in
Anwesenheit von AMP oder ATP an (n=3, M £ SD).

Tab. 4.1: Gadofosveset Aufnahme in OATP1B3- und OATP2B1-transfizierten
HEK293-Zellen, sowie in MRP2-tragenden inside-out Vesikel

Kn Vimax Clint
Transporter (mmol/I)? (nmol/mg x min)? (ul/mg x min)?
OATP1B3 2.608 £ 2.313 4.821 £ 1.680 1.579 £ 0.858
OATP2B1 3.227 + 2.059 7.431 +£2.059 2.575 +1.633
OATP1B1 - - -
MRP2 3.267 + 4.623 0.656 + 0.385*° 5.890 + 3.859

® Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung von K, Vimax und Cliy; von
drei Experimenten durchgeflhrt in Triplikaten. *p < 0.05 vs. OATP1B3; °p < 0.05 vs.
OATP2B1
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5. Diskussion

Die uberwiegende Anzahl der Erkrankungen werden heutzutage mit oral applizierten
Medikamenten therapiert. Der in die systemische Zirkulation gelangte Anteil der oral
verabreichten Dosis ist haufig nur ein geringer Anteil. Schlechte Loslichkeit der
Pharmaka, unvollstdndige Resorption und ein hoher first-pass-Effekt fuhren zu einer

ausgepragten prasystemische Elimination.

Neben passiver Diffusion erfolgt die Resorption der Arzneistoffe mittels selektiver
Transportmechanismen. Das Wechselspiel von Aufnahme und Efflux vieler
Substanzen an der Enterozytenmembran, als naturliche Schutzbarriere des Korpers,
ist bis heute oftmals ein unbekannter Vorgang. Flr den vektoriellen Transport Uber
die intestinale Absorptionsbarriere, von apikal nach basolateral, ist ein
Zusammenspiel von mehreren Transporterproteinen (z. B. OATP2B1-MRP3; PEPT1-
MRP3) erforderlich, der jedoch durch den apikalen Efflux limitiert wird. Abbildung 5.1
zeigt die Lokalisation der verschiedenen humanen Transporter mit klinischer

Relevanz, die bislang charakterisiert wurden.
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P
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Uptake- (Blau) und Effluxtransporter
(Grin) im Darm, sowie in der Leber. Die rote Umrandung stellt die
Organspezifitat der Transporter dar.
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Die unterschiedliche Expression der Transporter entlang des Darmes bleibt in der
schematischen Darstellung (Abb. 5.1) allerdings unbericksichtigt. Die Varianz der
Transporterlokalisation und deren Funktion beeinflusst maRgeblich das tatsachliche
Potential des Darms, eine Substanz zu absorbieren [26]. Die Funktion zellularer
Transporterproteine ist abhangig von genetischen Varianten, krankheitsbedingter
Einflisse und haufiger Komedikation von Arzneistoffen mit inhibitorischer und
induzierender Wirkung [27-29]. Bereits auf den Ebenen des Darmes und der Leber
kommt es zu ausgepragten Interaktionsgeschehen, das ursachlich flr einerseits
Therapieversagen und andererseits von schwerwiegenden unerwlnschten
Ereignissen sein kann. Arzneistoffe wie z.B. Rifampicin und Johanniskraut fungieren
als Induktor von P-gp, sodass im Serum nur eine unzureichende
Arzneistoffkonzentration erreicht wird. Andere Arzneistoffe wie z.B. Verapamil und
Ciclosporin  hingegen hemmen P-pg, wodurch es zu einem ausgepragten

Konzentrationsanstieg von P-pg-Substraten im Serum kommt [30].

In der Vergangenheit konnte mit Hilfe von entsprechenden in vitro Zellsystemen die
Affinitaten vieler Arzneistoffe zu verschiedenen Transportern nachgewiesen werden.
Jedoch ist die gemeinsame Limitation aller in vitro Modelle, dass sie isolierte
Systeme darstellen, die teilweise nur schwer auf die tatsachliche in vivo Situation
ubertragen werden kdnnen [28]. Um Transporterproteine in vivo zu untersuchen,
werden derzeit sogenannte Modellarzneistoffe (probe drugs), deren Transport bereits
gut charakterisiert ist, eingesetzt. Sie zeichnen sie sich dadurch aus, dass sie einer
sehr geringen Biotransformation unterliegen [9]. Klassische probe drugs sind
Paracetamol, Amoxicillin und Talinolol. Paracetamol wird Uber den gesamten
Intestinaltrakt aufgenommen und diffundiert schnell in das Blutplasma. Aufgrund
dessen dient es in der Regel als Referenzsubstanz und Marker der
Arzneistofffreisetzung aus dem Magen [31]. Amoxicillin wird im oberen Dinndarm
resorbiert, vermutlich iber PEPT1. Talinolol besitzt ebenfalls ein Absorptionsfenster
im oberen Dunndarm, jedoch wird dieses der vorrangigen Expression des
Effluxtransporters ABCB1 im unteren Dunndarm zugeschrieben [32-34]. Mit Hilfe von
pharmakokinetischen und pharmakogenomischen Studien gelingt es nach oraler
Gabe indirekt Rulckschllisse auf die Rolle der intestinalen Transporterproteine zu
ziehen [9]. Allerdings bleibt die in vivo Verteilung in die einzelnen Organsysteme
unklar. Um den gesamten Transportweg invivo zu visualisieren und die

Transporterfunktion zu charakterisieren, stehen verschiedene nuklearmedizinische
25



Verfahren zur Verflgung. Beispielsweise konnte die Arbeitsgruppe Ghibellini et al.
mittels radioaktiv-markierten Mebrofenin (**™Tc-Mebrofenin) und szintigraphischer
Darstellung den Transport von Mebrofenin durch hepatische Aufnahmetransporter
und Effluxtransporter in vivo verifizieren. Der Einsatz *™Tc-Mebrofenin kdnnte
modglicherweise zur Beurteilung von Transporteraktivitdten bei krankhaften
Veranderungen der Leber von groem Nutzen sein [35]. Eine Alternative zu den
invasiven und strahlenbelastenden Verfahren, um Transportprozesse zu
visualisieren, bietet die MRT. Ziel dieser Untersuchungen ist die Beschreibung des
Arzneistoffweges von der Resorption Gber die Distribution in die Mikrokompartimente

bis hin zur Exkretion.

FUr das gadoliniumhaltige MRT-Kontrastmittel Gadoxetat (Gadolinium-Ethoxybenzyl-
Diethylentriamin-Pentaessigsaure, Gd-EOB-DTPA, Primovist®, Bayer Healthcare AG)
konnte bereits gezeigt werden, dass die leberspezifische Aufnahme von den
leberspezifischen Transporterproteinen OATP1B1, OATP1B3 abhangig ist, nicht
aber von dem ubiquitar vorkommenden OATP2B1 [36]. Daruber hinaus wurden an
stabil transfizierten Zelllinien, die klinisch pharmakologisch relevante genetische
Varianten von OATP1B1 bzw. OATP1B3 tragen, gezeigt, dass diese eine
verminderte Transportrate fur Gadoxetat aufweisen. Diese Daten konnten in einer
nachfolgenden klinischen Studie am Menschen im Falle des OATP1B1 verifiziert
werden [12]. Fortan kann Gadoxetat als probe drug fur hepatische
Aufnahmetransporter eingesetzt werden. Des Weiteren wurden mittels inside-out
Lipovesikeln und tierexperimenteller Studien an Ratten nachgewiesen, dass
Gadoxetat ein Substrat des in Hepatozyten und Enterozyten apikal lokalisierten
Effluxtransporters MRP2 und des basolateral lokalisierten Effluxtransporters MRP3
ist [6;37]. In den Ratten konnte nach oraler Administration von 0.025 mmol/kg KG
Gadoxetat eine Bioverfugbarkeit von ca. 17 % pharmakokinetisch bestimmt werden
[6]. Zusatzlich gibt es erste Hinweise darauf, dass es auch beim Menschen zu einer
intestinalen Resorption kommt, wenn die Gadoxetat oral eingenommen wird. Dieses
macht deutlich, dass es unter Umstanden madglich ist, die Aufnahme eines oral
applizierten Kontrastmittels in Echtzeit zu visualisieren und somit mdglicherweise den
Absorptionsweg von der Resorption Uber die Enterozyten Uber das Pfortaderblut in

die Leber und die hepatische bzw. renale Exkretion darzustellen.
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Die neu generierten Daten zur kompetitiven Hemmung auf die Transporteraktivitat
sind zum Teil widersprichlich. Lediglich auf den leberspezifischen Transporter
OATP1B3 besalden die Kontrastmittel einen, teils signifikanten, hemmenden Einfluss.
Die erhohte Aufnahme der Referenzsubstanz in den anderen Transportern, bei
gleichzeitiger Inkubation mit den gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln Gadofosveset,
Gadoversetamid und Gadobenat Dimeglumin, kdnnte mit der Existenz mehrerer
Bindungsstellen an den Transporterproteinen erklart werden. Es gibt Hinweise in der
Literatur, dass es zu Substrat-abhangigen Interaktionen mit OATP1B1 kommt, die
ebenfalls auf mehrere Bindungsstellen am Transporterprotein deuten [38;39].
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit vom Modellsubstrat,
Verbindungen sowohl stimulierend, inhibitorisch als auch ohne Effekt auf die

Transporteraktivitat wirken kdnnen [40-42].

Ferner sollte in der vorliegenden Arbeit ermittelt werden, ob Gadofosveset zur nicht
invasiven Visualisierung des enterohepatischen Kreislaufes genutzt werden kann.
Die Resorption von Gadofosveset an der apikalen Enterozytenmembran mittels
OATP2B1, die hepatozellulare Aufnahme Uber OATP1B3 und OATP1B1 und der
apikalen Efflux in die Galle mittels MRP2 bilden gemeinsam eine mdgliche
Grundlage. Jedoch sind weitere Untersuchungen zur Affinitdt von Gadofosveset zu
MRP3 zur vollstandigen Beschreibung des vektoriellen Transportes erforderlich. Der
Transport von Gadofosveset Uber MRP3 ist wahrscheinlich, da basierend auf der
Charakterisierung der beiden ABC-Transporter bekannt ist, dass MRP2 und MRP3
sich im Substratspektrum &ahneln. Der Effluxtransporter MRP3 ist auf der
basolateralen Seite des Darmes und der Leber lokalisiert und wirde das
Kontrastmittel in das Pfortaderblut bzw. in das Blut transportieren [18]. Auf eine
weiterfuhrende Untersuchung der Affinitat zu OATP1A2 wurde verzichtet, da
OATP1A2 weder im Darm noch an der sinusoidalen Seite der Hepatozyten

exprimiert wird [43].

Kritisch betrachtet bleibt unter Berlcksichtigung der geringen Affinitaten und der
geringen maximalen Transportkapazitaten die tatsachliche Rolle in vivo unkKlar.
Obendrein werden die Konzentrationen, die in vitro eingesetzt wurden, trotz
Bolusinjektion des Kontrastmittels in vivo nicht erreicht. Interessanterweise kommt es
nach i.v. Applikation bei Menschen nach einer Latenzzeit von ca. 80 min

(60-100 min), im Gegensatz zum leberspezifischen Gadoxetat, ausschliel3lich zu
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einer Kontrastierung der Gallenblase und der extrahepatischen Gallenwege — die
Anfarbung der Hepatozyten jedoch bleibt aus [44]. Dies konnte die Arbeitsgruppe

Frydrychowicz et al. beeindruckend visualisieren (Abb. 5.2).

\ left main duct :

CHD

Abb. 5.2: Hepatobiliare  MRT-Darstellung, 65 min nach Injektion von
Gadofosveset
(A) Axialer T1-gewichteter Schnitt. Die Gallenblase ist sichtbar
kontrastiert.
(B) Ausschnitt der maximum intensity projection (MIP) und identifiziert
den rechten bzw. linken Gallengang, die sich im Ductus hepaticus
communis (CHD) vereinen und gemeinsam ins Duodenum minden
[44].

Unter Einbezug der pharmakokinetischen Parameter lasst sich das Phanomen
mittels der berechneten intrinsischen Clearance Clinvon Gadofosveset durch MRP2
erklaren, da diese deutlich Uber der von OATP1B3 und OATP2B1 liegt (Tab. 4.1).
Hintergrund dessen, ist die Fahigkeit des ABC-Transporters MRP2 gegen einen
Gradienten effizient zu pumpen und Substanzen in der Galle zu konzentrieren.
Allerdings ist der direkte Vergleich der einzelnen Parameter untereinander nur
eingeschrankt  madglich. Dabei wird davon ausgegangen, dass das
Expressionsniveau der Transporterproteine sich in den verschiedenen Zelllinien
gleicht und die Werte von Vnax als absolut gelten. Im Rahmen der verwendeten
Transfektionssysteme kann dies aber nicht gewahrleistet werden. Um diese
Limitation auszugleichen ware es notwendig, die in der aulleren Plasmamembran
exprimierten Transporterproteine zu quantifizieren und die Versuchsergebnisse

entsprechend der Expressionslevel zu normieren [45]. Da im Rahmen der
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Dissertation stets auf das Gesamtprotein normiert wurde, ist der Vergleich kritisch zu

betrachten.

Fir eine abschlieBende Beurteilung der Ergebnisse sind weiterfuUhrende
Untersuchungen zum Expressionslevel der Transporterproteine, sowie zur Affinitat

von Gadofosveset zu MRP3 erforderlich.

Basierend auf den erhobenen Daten ist Gadofosveset flr die Visualisierung der
oralen Absorption, der Distribution und der Elimination unter Umstanden nicht
geeignet. Um Kontrastmittel als probe drugs fur intestinale Arzneistofftransporter zu
charakterisieren, koénnten iodhaltige Rdntgenkontrastmittel eine wichtige Rolle

spielen. In dieser Hinsicht bedarf es ebenfalls weiterfiUhrender Forschungsarbeiten.
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6. Zusammenfassung

Derzeitige Erkenntnisse Uber den Transport von Arzneistoffen durch
membranstandige  Transporterproteine  werden Uberwiegend aus in vitro
Untersuchungen gewonnen und lassen sich somit nur bedingt auf die in vivo
Situation Ubertragen. Eine potentielle Moglichkeit Transportvorgange in vivo nicht
invasiv zu charakterisieren, bietet die Magnetresonanztomographie mit Einsatz eines
entsprechenden Kontrastmittels. In vorherigen Arbeiten gelang es, die
Organspezifitit des Leberkontrastmittels Gadoxetat (Primovist®) sowie den Einfluss
genetischer Varianten der beteiligten Transporterproteine, in vivo darzustellen.
Basierend darauf wurden in der vorliegenden Arbeit weitere strukturahnliche,
gadoliniumhaltige MRT-Kontrastmittel ausgewahlt, um sie hinsichtlich ihrer Affinitat
zu intestinalen und hepatischen Aufnahme- und Effluxtransportern zu
charakterisieren. Hierzu zahlten die klinisch verwendeten Kontrastmitten
Gadofosveset (Ablavar®), Gadoversetamid (Optimark®) und Gadobenat Dimeglumin
(Multihance®XL). Ziel dabei war es ein Kontrastmittel zu identifizieren, das nach
oraler Applikation den Absorptionsweg Uber die Enterozytenmembran, das

Pfortaderblut bis hin zur hepatischen bzw. renalen Exkretion visualisiert.

Anhand von Kompetitionsassays in stabil transfizierten Zellen, die die verschiedenen
intestinalen und hepatischen Aufnahmetransporter Uberexprimierten, konnte gezeigt
werden, dass alle drei untersuchten Kontrastmittel lediglich auf den leberspezifischen
Transporter OATP1B3 einen, teils signifikanten, hemmenden Einfluss besallen. Die
anderen untersuchten Transporterproteine wurden in ihrer Aktivitat der zellularen

Aufnahme einer Referenzsubstanz nicht beeinflusst bzw. sogar leicht stimuliert.

In den durchgefuhrten Aufnahmeassays konnte ausschlieRlich fur Gadofosveset eine
Affinitat zu den Aufnahmetransportern OATP1B1, OATP1B3 und OATP2B1 sowie zu
dem Effluxtransporter MRP2 dargestellt werden. Hinsichtlich der Affinitaten zeigten
sich keine Unterschiede, jedoch wurde fir den Effluxtransporter eine vergleichsweise
deutlich erhdhte intrinsische Clearance beobachtet. Aus vorangegangenen Arbeiten
ist bekannt, dass sich Gadofosveset nach i.v. Applikation u.a. in der Gallenblase und
den extrahepatischen Gallenwegen anreichert. In den Hepatozyten kommt es
hingegen zu keiner Anreicherung des Kontrastmittels. Basierend auf den klinischen

Beobachtungen und den in vitro gewonnenen Daten, kann auf einen vektoriellen
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Transport geschlossen werden, bei dem die hepatozellulare Aufnahme des
Kontrastmittels durch hepatische OATP-Transporter erfolgt und sich an der
kanalikularen Membran der MRP2-vermittelte Effluxtransport der Substanz in die

Gallenkanalchen unmittelbar anschliefit.

Ob sich Gadofosveset als probe drug zur Visualisierung der oralen Absorption, der
Distribution und der Elimination eignet, ist in Abhangigkeit der Affinitat von
Gadofosveset zu MRP3 zu beurteilen. MRP3 wird auf der basolateralen Membran
der Enterozyten und Hepatozyten exprimiert und ist moglicherweise fir den
Substanztransport in die Blutbahn mit verantwortlich. Die erforderlichen
Untersuchungen konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgeflhrt

werden und sollten Gegenstand weiterfuhrender Forschungsarbeiten sein.
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7. Anhang

7.1 Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Gerat/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Accu-Jet

BD Falcon™ Companion 6-Well/ 24-
Well

BD Falcon™ (15/50ml)

Biometra Schwenker WT12
Brutschrank S1 Labor: Hera cell

Brutschrank S1 Labor: Memmert Typ
INE200

Brutschrank S2 Labor: Memmert Typ
BE200

CRYO.S™ Einfrierrdhrchen
Falcon®Multiwell™ 24well

Feinwaage CPA225D
Feinwaage YDP20-OCE
Galaxy Mini-Zentrifuge, silverline

Heizblock Peqglab

Heraeus® FrescoTM 21
Mikrozentrifuge

Infinite® M200
Inkubator S2 Labor: MIDI 40, CO,
Integra Pipetboy

Laborpumpe: Vacuum Pumping Unit
PC3002 Vario

Laborwaage Explorer Pro E16125
Laborwaage Sartorius Extend ED623S

Lauda Aqualine AL25 Wasserbad
Laserscanmikroskop LSM780
Lichtmikroskop Leica DMIL LED

Magnetrihrer: MR 3001

Biometra, Géttingen, Deutschland

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Biometra, Géttingen, Deutschland
Heraeus instruments, Hanau, Deutschland

Memmert GmbH&Co KG, Schwabach,
Deutschland

Memmert GmbH&Co KG, Schwabach,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen,
Deutschland

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

VWR International, Radnor, Pennsylvania,
USA

Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Thermo Electron Corporation, Osterode,
Deutschland

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
Biometra, Géttingen, Deutschland
Vacuubrand, Wertheim, Deutschland

OHAUS, Nanikon, Schweiz

Sartorius AG, Weighing Technology,
Géttingen, Deutschland

LAUDA Dr. R Wobser GmbH & Co. KG,
Lauda-Kdénigshofen, Deutschland

Carl Zeiss Microlmaging, Jena,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabenbach, Deutschland
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Gerat/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Manitowoc Crushedeisbereiter

Mixing Block MB-102
Multifuge Heraeus X3R Centrifuge

NalgeneTM Cryo 1°C Freezing
Container

Nitrocellulose Membrane Filters,
0.22 ym GV

NUNC® MicrowWell™96 well
polystyrene plates

Pipetten Eppendorf Reference
(500/100-1000/10-100/0.5-10 pl)

Reaktionsgefale 1,5ml/2 mi
Rotixa 50 RS Standzentrifuge

Seven Easy pH-Meter

Sicherheitsbank S1: HeraSafe™ KS12
Sterilfilter 0,45um

Synergy HT All-in-one Microplate
Reader

TC10™ Automated Cell Counter
TC10™ Counting Slides

Thermoblock Thermomixer comfort

Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem
AZ 102

Verity 96 Well Fast Thermal Cycler
Vortexer Heidolph REAX 2000
Vortexer IKA MS 3 Basic

Vortexer S2 Labor: Vortex-Mixer

NeoLab 7-2020

Wallac 1409 Liquid Scintillation
Counter

Wallac 1420 Manager 3.00 Software

Zellkulturschalen (910 cm)

Kaltetechnik Rauschenbach GmbH,
Dusseldorf, Deutschland

Bioer Technology, Hangzhou, China

Thermo Fisher, Osterode am Harz,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Danemark

Millipore Corporation, Bedford,
Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich® Co. , Taufkirchen bei
Muinchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Andreas Hettrich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Deutschland

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

BioTek Instruments Co., Winooski,
Vermont, USA

BioRad Deutschland, Minchen,
Deutschland

BioRad Deutschland, Minchen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Haep Labor Consult, Bovenden,
Deutschland

Applied Biosystems, Applera Deutschland
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabenbach, Deutschland

IKA® Works, Inc., Wilmington, North
Carolina, USA

NeoLab®, Heidelberg, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts,
USA

Perkin Elmer Life and Analytical Sciences,

Turku, Finnland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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7.2 Allgemein verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen, Deutschland
Blasticidin PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Bovines Serumalbumin
Bromsulfophthalein (BSP)
Chenodesoxycholat (CDC)
Kreatinkinase (CK)
D(+)-Sucrose
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Estradiol-17-p-Glucuronid (E173-GIn)
Estron-3-Sulfat (E1S)
Ethanol = 99,8%

Ethanol 70%

G418

Glycyl-Sarcosine (GlySar)
Kaliumcarbonat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

LE Agarose
Lorsatan

Magnesiumchlorid

Methanol
MK571 (Natriumsalz)

Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Universitats-Apotheke, Greifswald,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biozym, Hess, Oldendorf, Deutschland
Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
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Chemikalie

Hersteller

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Natriumhydroxid
Phosphokreatin

Rifampicin
Rotiscint® eco plus, ready to use

Salzsaure 37 %, rauchend
Taurocholat

Tris-Ultra Qualitat

Tryptanblau

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

7.3 Allgemein verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Lésung

Konzentration Zusammensetzung

ATP/AMP Stammlésung (2ml)

BSP

Chenodesoxycholat
Kreatinkinase
Estron-3-Sulfat
Estradiol-17-B-Glucuronid
Glycyl-Sarcosine
Lorsatan

MK571

Natrium-Butyrat
Rifampicin

121 mM
48.4 mM
121 mM
90 mM
in
1TmM/
10 mM
10mM
1000 units
1mM

10 mM
10 mM
25 mM
10 mM
500 mM
100 mM

Magnesiumchlorid

ATP bzw. AMP (Na-Salz)
Phosphokreatin
Kaliumcarbonat

400 pl Tris-Sucrose

in DMSO

in DMSO

in 1ml Tris Sucrose
in DMSO

in Inkubationspuffer
in Inkubationspuffer
in DMSO

in DMSO

in Aqua dest.

in DMSO
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Puffer/Lésung

Konzentration Zusammensetzung

Taurocholat 10mM in DSMO
Tryptanblau-Losung 0.40% in PBS
7.4 Allgemein verwendete Reaktionskits
Kit Hersteller
BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford,

NucleoSpin® miRNA Kit

Presto Blue ™ Cell Viability Reagent Protocol

RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit

lllinois, USA

Machery Nagel, Diren,
Deutschland

Invitrogen Co., Frederick, Maine,
USA

Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

7.5 Antikorper

Kit

Hersteller

chicken-anti-rabbit Antikorper

nichtkommerzieller Antikérper zur
Charakterisierung von OATP1B3

goat-anti-rabbit Antikdrper

Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Instituts flr Experimentelle und
Klinische Pharmakologie und
Toxikologie der Friedrich-
Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg, Deutschland

Acris, Herford, Deutschland

7.6 Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

Puffer/Lésung

Herstellung

Dulbecco’s PBS (1x) without Ca &

Mg
Fetal Bovine Serum Gold (FKS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

MEM with Early's Salts without L-

Glutamine (MEM)
DMEM Low Glucose 1,5 g/l

Non Essential Amino Acids (100x)
Penicillin/Streptomycin (100x) (PS)

Stable Glutamine 200 mM (Glu)
Trypsin-EDTA, UV-irritated

Einfriermedium

90 % (V/V)
10 % (V/V)

FKS
DMSO
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Puffer/Lésung Herstellung
G418 (Neomycin )-Stammldsung 19 G418

ad 20 mi Aqua bidest.
Hygromycin B 25¢ Hygromycin B

ad 50 mi Aqua bidest.
Inkubationspuffer, pH 7,3 142 mM NaCl

5mM KCI

1 mM KHCO3

1,5 mM CaCl2

1,2 mM MgSO4 x 7 H20

5mM D-Glucose

12,5 mM HEPES

in Aqua dest

NaOH zur

Einstellung des

pH-Wertes
Lysispuffer fir [°H]-Versuche, 25 mM Tris/HCI
pH 8,0 50 mM NaCl

0,5 % (VIV) Natriumdesoxycholat

0,5 % (VIV) Triton X-100

in Aqua dest.
Lysispuffer, pH 8,0 19 (0,2 %) SDS
(zur Vermessung mittels LC/MS- 5 mM EDTA
MS) 2u 500 ml Aqua dest.
Kulturmedium HEK 293-Zellen 50 ml FKS

5 mi NEAA

5 mi Glu

5 mi PS

zu 500 ml MEM
Kulturmedium HEK 293-Zellen flr 50 ml FKS
[3H]-Versuche 5ml NEAA

5 mi Glu
Kulturmedium MDCK2-Zellen 50 ml FKS

5 mi PS

5 mi Glu

zu 500 ml DMEM Low Glc
Kulturmedium MDCK2-Zellen flr 50 ml FKS
[°H]-Versuche 5 ml Glu

zu 500 ml DMEM Low Glc
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Puffer/Losung Herstellung
PBS (20x) 160 g Natriumchlorid
23¢9 Dinatrium-
hydrogenphosphat
49 Kaliumchlorid
49 Kalium-
dihydrogenphosphat
ad 1000 ml Aqua dest.
TAE-Puffer (1 x) 40 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0 mit Essigsaure
in Aqua dest.
Tris-Sucrose, pH 7,4 10 mM Tris Ultra
250 mM (D-)Sucrose
HCI zur

Einstellung des

pH-Wertes
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7.7 Analytik der Kontrastmittel Gadofosveset, Gadoversetamid, Gadobenat

Diglumin

Entwicklung, Etabilierung der Methode und Vermessung durch Dr. Eberhard
Scheuch, Analytische Abteilung der Klinischen Pharmakologie Greifswald

Die Konzentrationsbestimmungen der gadoliniumhaltigen Kontrastmittel Ablavar,
Multihance und Optimark in den Zelllysaten erfolgte mittels einer am Institut fur
Pharmakologie / Abt. Klinische Pharmakologie entsprechend international geltenden
Richtlinien entwickelten und etablierten LC-MS/MS Methode. Fir alle durchgeflihrten
Messungen fand ein LC-MS/MS System bestehend aus einer chromatographischen
Einheit (Agilent, Serie 1100, Darmstadt, Deutschland) gekoppelt mit einem
Massenspektrometer APl 4000 (ABSciex, Darmstadt, Deutschland) Verwendung. Die
chromatographische Trennung der Analyten erfolgte mittels Gradientenelution
(Ammoniumazetat-Puffer, pH 3,8, 5 mM; Acetonitril; 10 : 90, v/v) Uber eine HILIC
Atlantis® Silica (3 um, 2,1 x 100 mm) Trennsaule bei einer Laufzeit von 20 min fiir
eine chromatographische Messung.

Die Vermessung und Quantifizierung erfolgte nach einer standardisierten
Probenaufarbeitung (Proteinfallung mit eisgeklhltem Acetonitril) aus den
Zellversuchsproben mittels Interner Standard Methode sowie 1/x gewichteter linearer
Regression  (mit  x = Konzentration). Die  Quantifizierungsgrenzen  bzw.
Arbeitsbereiche der Methode (limit of quantification, LOQ) fur die jeweiligen Analyte
lagen bei 0,1 uM bis 25 uM (98 - 24397 ng/mL fur Gadofosveset, 67 - 16693 ng/ml
fur Gadobenat Diglumenin und 66 - 16554 ng/mL flir Gadoversetamid). Die
massenselektive Detektion erfolgte im MRM-mode (multireaktion monitoring mode)
nach vorab erfolgter electrospray ionization (ESI) im positiven Modus.

Flr eine matrixbasierende Kalibrierung wurde eine Suspension von lysierten,
unveranderten HEK293-Zellen in Lysispuffer verwendet. Die Qualitat der Analytik
wahrend des Untersuchungszeitraumes entsprach geltenden internationalen

Anforderungen.
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Accuracy:

Ablavar
Multihance

Optimark

Ablavar
Multihance

Optimark

Precision:

Ablavar
Multihance

Optimark

Ablavar
Multihance

Optimark

Calibration function

Between-day variation
Between-day variation

Between-day variation

Quality controls

Between-day variation
Between-day variation

Between-day variation

Calibration function

Between-day variation
Between-day variation

Between-day variation

Quality controls

Between-day variation
Between-day variation

Between-day variation

(n=6)
(n=3)
(n=3)
(n=6)
(n=3)
(n=3)
(n=6)
(n=3)
(n=3)
(n=6)
(n=3)
(n=3)
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rel. Error (%)
rel. Error (%)

rel. Error (%)

rel. Error (%)
rel. Error (%)

rel. Error (%)

RSD (%)
RSD (%)
RSD (%)

RSD (%)
RSD (%)
RSD (%)

-11.6
- 141
-12.5

-13.3
-10.2
-12.3

1.8
2.2
1.5

6.9
4.9
5.7

13.7
12.3
11.9

9.5
11.8
13.4

14.2
10.1
9.2

13.5
11.8
9.8
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