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Abkirzungen und Definitionen -8-

Abklrzungen und Definitionen

% Prozent

ABC ATP-Bindung-Cassette

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area Under the Curve, Gesamtflache unter der Kurve

BA Bile Acid

BCRP Breast Cancer Resistance Protein (die Bezeichnung humaner Gene werden grof3- und
diejenige der Tiere Gene werden kleingeschrieben)

BSEP Bile Salt Export Pump

cDNA complementary DNA

CFTR Cystic Fibrosis Transductance Regulator

Ci Curie

Chr. Chromosom

Cmax Maximum der Plasmakonzentration

Cl Clearance

cpm counts per minute (Impulse pro Minute)

dATP Desoxyadenosinthriphosphat

ddH,O doppelt distiliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DHEAS Dehydroepiandrostronsulfat

DMP Demethylphalloin

DNA Desoxyribonucleic acid

dNTPs Desoxynukleotidtriphosphate

DSS Dextran-Natriumsulfat

dpm disintegration per minute (Zerfall pro Minute)

E;S Estron-3-sulfat

GABA Gammaaminobuttersiure

GSH Gluthation

ISC Ivermectin sensitiven Collies

IvC isolated ventilated cages (isoliert beluftete Kafige)

IVM Ivermectin

KG Korpergewicht

Km Michaelis-Menten-Konstante

MDR Multidrug-resistance

MDR1 Multidrug-resistance Protein 1 (P-Glykoprotein)

ML Makrozyklische Laktone

MRP Multidrug-resistance related protein

MRP2 Multidrug resistance-associated Protein

MRT Mean Residence Time

OAT Organic Anion Transporters

OATP Organic Anion Transporting Polypeptides

OCT Organic Cation Transporters

oD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

RNA Ribonucleic acid

RT-PCR real-time PCR

SLC Solute Carrier

SPF Spezifiziert-Pathogen-Frei

Tmax Zeitpunkt des Spitzenspiegels der Plasmakonzentration
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Vorwort

Seit Jahrzehnten ist in der Humanmedizin bekannt, dass Arzneistoffe zum Tell

erhebliche interindividuelle Unterschiede ihrer therapeutischen Wirkung und ihrer
Nebenwirkungen aufweisen, die nicht mit bekannten Einflussfaktoren wie Alter,
Korpermasse, Geschlecht, Nieren- oder Leberfunktion erklé&rt werden konnen. In der
Veterindrmedizin - muss man aul3er innerartlichen, rassedisponierten, individuellen
Unterschieden bei  Arzneistoffwirkungen auch  erhebliche  Speziesunterschiede
berlicksichtigen, welche durch Unterschiede im Arzneistofftransport, Stoffwechsel und der
Rezeptorausstattung sowie durch anatomische Besonderheiten entstehen. Im Jahre 1959
wurde von Friedrich Vogel der Begriff Pharmakogenetik gepragt, um die Abhangigkeit
zwischen genetischen Anlagen und Arzneimitteltherapie zu beschreiben [Motulsky 2002]. Die
genetischen Ursachen fur Unterschiede in Pharmakokinetik und Metabolismus von
Arzneistoffen stellen ein wichtiges Anwendungsgebiet der Pharmakogenetik dar. So wurden
in den letzten 40 Jahren zahireiche Félle dokumentiert, bel welchen genetische Unterschiede
beim Metabolismus oder der Elimination von Arzneistoffen fur unerwiinschte Wirkungen
verantwortlich gemacht wurden. Im Gegensatz dazu ist die Bedeutung von
Arzneistofftransportern in der Pharmakogenetik ein relativ junges Forschungsgebiet [Evans
WE, Relling 2004, Hunag 2007].
Ziel der Pharmakogenetik ist es, die individuelle Anwendung von Medikamenten zu
verbessern und die Entwicklung von sicheren, zielgerichteten und individualisierten
Medikamenten zu erméglichen bzw. zu unterstiitzen. Die Notwendigkeit dafUr ergibt sich aus
der Tatsache, dass die meisten Medikamente nur eine Wirksamkeit zwischen 30% und 60%
besitzen. Das heil¥, dass ca. die Halfte aller verabreichten Medikamente Uberfllissig oder gar
gefahrlich ist. In den USA werden jedes Jahr fast 2 Mio. unerwinschte Wirkungen von
Medikamenten verzeichnet, die in Uber 100.000 Fallen todlich verlaufen [Spear et a. 2001].
Durch pharmakogenetische Untersuchungen am Patienten konnen aber unerwinschte
Nebeneffekte der Arzneitherapie vermindert sowie eine bessere Einschdtzung der
Vertréglichkeit und Wirksamkeit von Medikamenten erreicht werden.

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist es, die Einflisse genetischer Defekte in
Arzneistofftransportern auf die Pharmakokinetik und Organverteilung von verschiedenen
Gruppen von Medikamenten (Herzglykoside und makrozyklische Laktone) und Toxinen

(Phalloidin) zu untersuchen.
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1. Einleitung

1.1. Membrantransportsysteme fir Arzneistoffe

Die Wirksamkeit vieler Arzneistoffe hangt von ihrer Fahigkeit ab, zelluléare Barrieren
uberwinden zu konnen, um an ihren Wirkort zu gelangen. Dies kann zum Einen mittels
passiver physikalischer Diffusion geschehen. Dabei bestimmen die physikochemischen
Eigenschaften wie Grol3e, Ladung, Lipidléslichkeit und Konzentration des Molekdls tber die
Passage durch die Zellmembran. Den kleinen, lipophilen Pharmaka gelingt es, diese
Membranbarriere schneller zu Gberwinden. Hydrophile, grof3e und geladene Molekiile kdnnen
dagegen nur mit Hilfe spezifischer Transportmechanismen in eine aus einer Zelle permeieren.
Membrantransportsysteme lassen sich nach verschiedenen Gesichtspunkten in mehrere
Gruppen einteilen (Abb. 1.1). Diese unterscheiden sich wesentlich in ihrer Energetisierung
(aktiver oder passiver Transport), dem Transportmechanismus (Uniport, Symport, Antiport)
und dem Substratspektrum [Petzinger und Geyer 2006].

Erleichterte
Diffusion ., Energieabhéngige Carrier |

Uniporter Antiporter ~ Symporter

. v
Aquaporin lonentransport- ABC-
lonenkanal  \Gpoce Transporter
: Kanale "' Primér aktive Carrier '

Abb. 1.1: Ubersicht Uber Membrantransportsysteme in biologischen Membranen. Die
Transportergruppen unterscheiden sich hinsichtlich Energetisierung, Transportmechanismus und
Substratspektrum. Abbildung modifiziert nach Petzinger und Geyer 2006.

In der Form der Energetisierung lasst sich ein passiver Transport von einem aktiven oder
energieabhangigen Transport abgrenzen, welcher auch gegen einen Konzentrationsgradienten
arbeiten kann. Hierbei ist der Transport oftmals direkt an die Hydrolyse von ATP gekoppelt

und wird daher als primér aktiv bezeichnet. Zu den primér energieabhéngigen Transportern
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gehort die Familie der ABC Transporter (ATP-binding-cassette) [Borst und Elferink 2002] sowie
die lonentransport-ATPasen [Lingrel und Kuntzweiler 1994, Blanco und Mercer 1998]. Weitere aktive
Transportprozesse nutzen den durch die Aktivitit der Na'/K*-ATPase aufgebauten
physiologischen Na'-Gradienten fur einen Na'/Substrat-Cotransport in die Zelle (Symporter).
In analoger Weise kénnen auch Protonen (H*)-Gradienten zum Antrieb des Stofftransports
verwendet werden. Hierbei spricht man von einem sekundar aktiven Transportprozess, da die
ATP-Hydrolyse nur indirekt an den Transportprozess gekoppelt ist. Eine weitere Form der
Energetisierung ergibt sich durch den Antiport mit einem intrazelluléaren Substrat, welches
sein Konzentrationsgefalle zum Gegentransport mit einem zweiten Substrat nutzt.

1.2. Die Familie der ATP-binding cassette (ABC) Transporter

ABC-Transporter bilden eine der grofdten Proteinfamilien des Menschen mit derzeit 49
bekannten Mitgliedern [Huang 2007]. Mehr als 30 ABC-Gene sind bei Hefen und mehr als 70
bei Bakterien bekannt. Die Bezeichnung ,,ABC-Transporter” wurde 1992 in einem Review
von Chris Higgins eingefthrt [Higgins 1992] und beschreibt die sogenannten ATP-Binding-
Cassette-Transporter, eine sehr divergente Gruppe von Membrantransportern, welche die
Hydrolyse von ATP energetisch an den Transport von Substanzen durch die biologische
Membran koppeln. Mitglieder dieser Familie vermitteln eine Vielzahl unterschiedlicher
Funktionen, darunter die Aufnahme von Nahrstoffen, Signaltransduktion, Sekretion von
Proteinen, Resistenz gegen Pharmaka und Antibiotika oder die Présentation von Antigenen
[Borst und Elferink 2002].

ABC-Transporter bestehen aus vier Teilen: Zwei Membrandomanen (MD) mit jeweils sechs
transmembrandren Segmenten, welche die Substratspezifitdt bestimmen, und zwel
zytosolischen ATP-hydrolysierenden Doménen, welche als ATP-binding cassette (ABC)-
Domaénen oder Nukleotid-Bindungsdomanen (NBD) bezeichnet werden [Schneider und Hunke
1998]. Die ABC-Domanen enthalten zwei Sequenzmotive (Walker A- und Walker B-Motiv),
die mal3geblich an der Bindung und Hydrolyse von ATP beteiligt sind und welche durch etwa
90-120 Aminosauren voneinander getrennt sind. Ein weiteres Sequenzmotiv, welches
stromaufwarts des Walker B-Motivs lokalisiert ist, ist hoch konserviert zwischen allen ABC-
Proteinen und wird daher als ABC-Signatur { LSGGQ(Q/R/K)QR} bezeichnet [Dean et al. 2001,
Borst und Elferink 2002]. Bei Eukaryoten werden diese Module meist auf einem einzigen Gen
kodiert und bilden so eine zusammenhdngende Peptidkette (z.B. bee MDR1, MRP1)

(Abb. 1.2, A). Seltener sind sogenannte Halbtransporter, welche nur aus einer
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Membrandoméne und einer Nukleotid-Bindungsdoméne bestehen (z.B. ABCB2, ABCB3,
ABCG2) (Abb. 1.2, B) [Schneider und Hunke 1998]. Bakterielle ABC-Transporter werden
dagegen immer auf mehr als einem Gen kodiert und setzen sich aus mehreren
unterschiedlichen Doméanen zu Homodimeren, Heterodimeren oder sogar Heterotetrameren
zusammen [Putman et al. 2000, Dean et al. 2001, Borst und Elferink 2002, Solbach et a. 2006]. Wichtige
Mitglieder der ABC-Familie sind die ehemals als Multidrug Resistance (MDR), MDR Related
Proteins (MRP) oder BCRP Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) bezeichneten Carrier,
welche die Resistenz gegen Chemotherapeutika in Krebszellen vermitteln und u.a. an der
Ausscheidung von konjugierten Endo- und Xenobiotika aus dem Organismus beteiligt sind
[Cole und Deeley 1998]. Weitere Gene werden zwar phylogenetisch in die Familie der ABC-
Transporter eingeordnet, kodieren aber per definitionem (siehe Tab.1.1) nicht for
Membrantransporter. So ist der Cystic Fibrosis Transductance Regulator CFTR (ABCC7)
beispielsweise ein durch cAMP regulierter Chloridkanal, welcher bei Mutation (am
haufigsten ist AF508) das Krankheitsbild der Cystischen Fibrose (Mucoviscidose) verursacht.
Auch die Sulfonylharnstoff-Rezeptoren SUR1 und SUR2 (ABCC8, ABCC9) gehdren zwar in
die Familie der ABC-Transporter, sind aber keine eigentlichen Transporter. Vielmehr bilden
sie die ATP-sensitiven Untereinheiten komplexer K*-Kanéle im Herz und in den B—-Zellen des
Pankreas [Borst und Elferink 2002].

An den im Folgenden beschriebenen Prozessen des Arzneistofftransports in Leber, Niere und
der Blut-Hirn-Schranke sind insbesondere die ABC-Transporter MDR1 (ABCB1), MRP2
(ABCC2), MRP3 (ABCC3) und BCRP (ABCG2) beteiligt. Deshalb sollen nur diese hier

besprochen werden.

A ABCB1 B
1(]12]|3[|4]||5]]|6 7118(19]/(10 |11 [1
MD1 MD2
U U
COOH

NH,

Abb. 1.2: Membrantopologie von ABCB1 (A) und ABCG2 (B). ABCB1 besteht aus zwei
Membrandoménen (MD) und zwei Nukleotid-Bindungsdomanen (NBD). Der Halbtransporter ABCG2
besteht dagegen aus nur einer MD und einer NBD, welche sich zu einem Dimer zusammenlagern.



€00C " ® Ped 200Z ‘e B aulpUYIN elueze|d d3s4

‘2002 eBa11S pun JBBIN ‘866T ‘e B HORD Ul JeIsew LIsHeydsiebueMyds seise ‘(fe|nyifeuey) Joge usJnesus | e UOA Xn|1i3 'd9dS 11909V

/66T ‘BB [0Sy ‘/66T ' B Arenes USLIPUOYD0MIA ‘UIIYeD) ‘ZIoH ‘JeteT  UBISN|D-S/e- UOA Lodsuel | 09V 19089V

0002 ‘e 1 IuseynsiAl ‘666T e 1 SWX1||V US LIPUOYO0M N USSIJ UOA LodsUeIL €DGVLIIN 9909V

utjoyo|Apireydsoud cdan

966T "2 1B LOOARH UBA ‘€66T "B 1 1IWS us|PZ-g ‘BY¥SNIN ‘ZIoH ‘e0e uoA yodsuel | €ADd 909V
€002 uyp pue NIMOH ‘666T ua1AzoydwiA uoelsseld

aduwre ] puespqy ‘866T |PMSSSID pue JBlled  pun U|RZ UsYdSnLpUsp "Mzq ‘sweisAsunuuw | ssp us|pz -uebnuy ‘Lodsuel | -prided Zdvl €909V
ua1AzoydwiAT uoleuaseld

€66T "B 10 UOSYJIeC  pun Us|PZ UBYaSLIpUeP "Mzq ‘SWwelsAsunwi | sep us|eZ -uebnuy ‘Lodsuel | -prded Tdvl 2909V

Z00Z "[e ®auURRIA ‘9002 " 1o e eluIojuoos us1AzoydwA ‘UspoH ‘snxeid

6661 ‘e 1 0y ‘€00z " P UoSUDlY  ploJoyD ‘ZBH ‘Z|IIN eeisold ‘9bun ooseig ‘Usbe N
‘G002 ‘e © ismorezen ‘Z00g ‘e 1 Busse ‘(Us1se|qoydononAzuAs ui ey ide) eluszeld ‘(Ueique N

‘66T el pun uejew®es ‘q/86T ' 1B SeUILUN|) B3URIYIS-UIIH-IN|g Jop US| BZPylopus
olo4 ‘686T ‘e 1B PXRIN /86T ‘e 1 IMegely L ‘(LeJquusLILLINesUBISING 8y Idke) Wi.repuunq pun (zusrsIS9Y-BrupnIN) THAN
/86T '[e 1 0lo4 ‘686T "[e 10 OpJeD-UOpIoD  sningniuaseIN ‘(UeiquiswiusiAzoTedoH afe|nifeuey) e US}JOISBUZ.IY/ UOA XN |43 ‘TADd 1909V g
ue1Azoou e
2002 ‘e 1 O|luuy ulIyes) pun e ‘uepoH ‘elueze|d urJodsues1-pidi7  ZTvogdy ZIvogv
usuoIuy
G0OZ ‘e © Iwrnexdepn (UayasuB N WilBQ JNU) XoolseIF  BydsiueblIo pun Us oIS BUZIY
‘2002 ‘e BeonIns1 ‘666T ‘[ 1o 0peadolg ‘(Ussne N B INU) 8JBIN pun PXSNIA ‘ZIBH ‘legeT woydodijuoAa uodstel]  gyogy  8vOogv
/66T "B 1B SBW ||V ©/66T ‘[ 1 SIw ||V euney 3d-ouaIpliAuney-N UOA Xn|33 40av  yvoav
209V
TOOZ "8 18 ouewe A (11dAL rejoone) Usi zownsud UeIJe LINS UOA UOBIYRS ‘CONV  £v0aV
snwsijocer N-pidiT
pun (zues sy -BrupnNiA)
TOOZ “[e 1 Disulwey| ‘T00Z “[e B 28 INA ZidH ‘9bun ‘aBIN ‘WIYRD UBJJOISBUZ.IY UOA XN |43 zogav  2vogv
velquia A
JBJagJre pun Jassuul Usyasimz
Jodsuel [ -pidiT “1aH
0002 ‘[e 1 0SI0 '666T 'l B uMeT  uswososAT ‘16109 ‘usfeydolxe N snwsiueBio uszueb wi U1 ULeIS3|0YD UOA Xn|43 108V 1voav v
(1e) alllwe)
inyeial uoissaidx3 uonun4 aweN |oquAs -gqns

‘[t00z ‘Te 18 ueaq] uapiam 18UYDI9Zag HOFY SIq YOIV W BYd|am ‘Uapalydsialun ualjiwegns uagals
usplam uabunyonsiaiun JayosnauabolAyd abepunis jny ‘uoissaidx3 a4yl pun uoINUNH JS18INLWLISA 18P0 Jajuueyaq JW auIslold-Ogy Jauewny auas T'T 'gel

8T - BUNIB U T



TO0Z "2 0991 ‘000¢ ' ®© obleg wreq ‘Jege UB|0.8IS UOA Liodsues | 8909V
T00Z "[e ®© 897 ‘0002 ‘e I obleg wreq ‘Jege US|ORIS UOA OdSURIL  €8LIYM  §OOGV
9002 '[e 1 JBUSSBIN ‘2002 ‘e 1 Aeo0D ZioH ‘ukleN g Inu (jexide) usBIN
‘T00Z '[e 1 preeddie N * #00Z 'l 1 Meg ‘€00z “ep sningn L Jefewixoud ‘(fexide) UspoH wi Us| ez eyiopus XN
e 18 UspIeeMisH UeA ‘TO0Z e 1o preedale N BsnJpISNIg elsZe|d ‘(Leiquis I s e ny 1 feue] (zuersIs9d-Brupn NI 'dd09
‘866T '[2 10 SPW 1|V ‘866T "l © 3lA0Q JBp ui) ege ‘(Us|ezPeyld3 usp ul exide) wreg UBUIXO UOA XN |3 'doav  290av
TOOZ “[e 1 ZIWYdS ‘TO0Z [ 1 Uead us|fpzZesodnwiwreq ‘uslAzoledeH ‘UsBeydo.xe lodsuelu LIS oy g8odv 1904V 9
syodsuen
€66T '[e B IBSsoN Usos 1X0.ed -2.nes)eH sap uoienbay aiv T1aogv
G00Z ‘[e 1 AssS1LOIA ‘966T e 1 MOXINYD PYXSNIN ‘ZIeH Jor|nbey feueM-wniey 2dns 6209V
G00Z "l © ASsSILIOIN ‘5002 B P IUS ZJoH 'seanjued Jo)deza1}jo1surey |Auoyins dns 8004V
266T “[e 1o Jpeypbul ‘T66T
‘e 10 piojvelD ‘T66ET Plemydng pue 8sizal | abun ‘seajued ‘wreq ‘UsAzoiBue|oyD ‘BRIN Bge T _m%x-n_%_;o d140 2004V
lioasuell
G00Z e ® JoUue A ‘0002 e "Joge T Jep Ul LeiwLdXe usis)els -}JoIsBUZIY ‘UBUIX010IAZ
P Bueyz ‘200z ‘e 1 BHPUIS ‘66T " P 00X WY "UIIYeD) ‘ssnupeydieds ‘ege ‘wiepydld pun -uung ueUd14NTeu UOA Liodsuel | 9ddN 9009V
G002 ‘e 1 JBUe N ‘9002
‘B 1© BJEWIUIOIU00S ‘Y002 e © SBIN ‘0002 ‘B “UIYRD Wi Lol LdXe usisy eis
1B Bueyz ‘666T "B 1 J88|\WVOIN /66T "1 [00Y WY "(yide) uliyes pun pYsNIA ‘981N ‘B ‘wrepxold USPISOS NN UOA Liodsuel | SddIN  SD0aV
G002 ‘e 1 JBUe N ‘7002 ‘e © SOIN ‘0002
"le 1o Bueyz ‘200z " 1 pany UeA ‘T00Z e B aRIN Jep Ul LeiwLdxe Uais)yiels WY UIIRD ‘ese(qus|eD
nnsusfedre] ‘/66T “[e 1 100 ‘0002 e 1B 89 ‘abun ‘wirepuung ‘(e ide) sIN ‘/ege ‘erIsoid USPISOB NN UOA Lodsuel | vddN #0209V
G002 ‘e 1 U\ ‘9002 ‘e © e [ewuIojuo0S
‘0002 "Ie B aLRId-1S ‘2002 ‘e 1 150y ‘2002 W01 W1 1B ILIAXS UDISH IS WY SnXaid
‘e B BIPYIS ‘666T e 1 BIUOY ‘ge6T ‘e le  PI0JOUD BIBZE|d BRISOId SeajUd 'SpULILBBILUSCON (zusistsoy-Bup N A)
YOI ‘'866T "o B AUl ‘66T 1 [0y (UBIqUBIN BekeR|oseq) Bae Hueble|eo ‘Wwied BRIN WIOSPUZIYUOAXNIT AN €009V
OPRIN
G002 ‘e 1 U\ ‘0002 ‘e ® 31R1d-1S ‘9002 pun Jege ‘wreq ul LeiwLdxe Usis)els WY 'snxeid
‘e I le[eLIUIOIUO0S ‘Y002 e B SOIN ‘666T ploJoyD ‘(ueise|qoydononAzuAs ul exide) elezeld
pun /66T “[e 1 areyds ‘666T e 1 aceme ‘(Sne |\ BQ fen|BZenul pun yasus |\ iBg Us| Bz pyiopul uetelbn uoxjjorsPuzZIY
‘966T "2 10 Y08qualie X ‘0002 ‘e 1 Wwioi4 Ul exide) uliyeo ‘(Ueiquis A 3 ide) 881N pun wnunker 8Jepuosagsul Lauoiuy
‘866T 'Ie 10 SPAT ‘666T/966T "o BeWSNIMed  ‘wnuepon( ‘(UeiquiswiusiAzoreds H a1g X euey) Jeoe uayosiuefiio UoA xn |33 ZddIN 2008V
Blusze |d pun uaXd0ise g ul
uoissaldx3 a1y eIS 'snxa|d ploJoyd ‘(YosusN) fexfide pun
(Srme ) felere|oseq ULIURD Wi USIBYIOPUSYR IR ‘elusze|d
G002 ‘e 1 BUe N ‘7002 ‘ZJoH ‘PN IN ‘(Usprewlads apiojdey) USPOH pun
‘e BS3IN ‘9002 ‘e 1 eWuIouooS ‘0002 ' (Pyndefeiyouoig) abun ul Lewndxe Yooy ‘(Uswosopus (zusrsIs3y-Brupn NN
PoIRId-IS ‘966T ‘e P SUBIH ‘Z66T ‘e B 910D pun ueiqui |l 8[eele|0seq) Bun|eLeAsteMes) a1k1g U 1JOISBUZIY UOA XN |13 TddN  TOD9V o)
-61 - Bunieug T



1. Einleitung -20-

1.2.1. ABC-Transporter im Arzneistofftransport

Seit dem erstmaligen Gebrauch von Nitrogen Mustard (sog. ,, Senfgas®, auch Mechlorethamin
oder Mustargen) zur Behandlung bdsartiger Tumore Mitte der vierziger Jahre [Rhoads et al.
1946], konnten zahlreiche andere chemotherapeutische Wirkstoffe Einzug in die klinische
Anwendung finden. Wenn alerdings eukaryotische Zellen der Wirkung zytotoxischer
Substanzen ausgesetzt sind, kann es durch eine Verminderung der zelluldren Aufnahme, eine
erhohte Detoxifikation oder eine vermehrte Exkretion dieser Substanzen zu vielschichtigen
Resistenzphanomenen kommen. Sehr haufig sind an diesem Prozess Effluxtransporter
betelligt, welche nicht nur die Resistenz gegen die urspringliche Substanz, sondern eine
Resistenz gegen eine grof3e Vielzahl strukturell unterschiedlicher Substanzen vermitteln. Fur
dieses Phanomen wurde der Begriff der Multi-Drug-Resistance (MDR) gepragt. MDR-
Transporter werden aulRer in Krebszellen, wo sie die Therapierbarkeit mit verschiedenen
Chemotherapeutika erheblich einschrénken, auch in Bakterien exprimiert, wo sie die
Resistenz gegen eine Vielzahl von Antibiotika vermitteln.

Auf der Suche nach Proteinen, wel che diese Resistenzphanomene in humanen Krebszelllinien
vermitteln, wurde bereits Mitte der 70er Jahre MDR1 (ABCB1) as erster humaner ABC-
Transporter isoliert [duliano und Ling 1976]. MDR1 vermittelt eine Resistenz gegentiber grofien
amphipathischen ~ Molekilen  wie  Taxanen, Anthracyclinen,  Vincaakaloiden,
Podophyllotoxinen oder Actinomycinen [Ambudkar et a. 1999]. Mit der Expression von MDR1
konnte die Multi-Drug-Resistance zahlreicher Krebszelllinien erklart werden. Allerdings
zeigten auch einige Zdllinien eine Resistenz, obwohl hier die Expression von MDR1 nicht
nachgewiesen werden konnte. Dies fihrte zu der Hypothese, dass an diesen Resistenzen
Effluxtransporter ungleich MDR1 beteiligt sind. Tatséchlich wurden in den Folgegjahren mit
MRP1 (ABCC1) und BCRP (ABCG2) zwei weitere ABC-Transporter identifiziert, welche
ebenfalls eine Multi-Drug-Resistance vermitteln kbénnen [Allen et al. 1999, Dean et al. 2001].

1.2.2. MDR1 (ABCB1), ein Multidrug Transporter

ABCBL ist das zuerst entdeckte und bisher am besten charakterisierte Mitglied der ABCB
Subfamilie. Esist besser bekannt als MDR1. Das Genprodukt wurde als P-Glycoprotein (Pgp)
bezeichnet. MDRL1 codiert fur einen ABC-Transporter der typischen MD-NBD-MD-NBD
Struktur. Das Substratspektrum von MDR1 ist sehr breit. Es beinhaltet vor alem grol3e

hydrophobe oder amphipathische Molekile, welche neutral oder schwach basisch sind [Bain et
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al. 1997, Seelig 1998, Ambudkar et al. 1999]. Zu den Substraten zdhlen neben den bereits erwéhnten
Zytostatika auch Lipide, Steroide, Peptide und zahlreiche Xenaobiotika [Ambudkar et al. 1999,
Gottesman et al. 2002]. Da aul3er endogenen Steroiden bisher kein weiteres physiologisches
Substrat identifiziert werden konnte, wird heute generell akzeptiert, dass die Hauptfunktion
von MDR1 im Schutz des Organismus vor amphipathischen xenotoxischen Verbindungen
liegt: Im Darm verhindert MDR1 den Eintritt der Toxine in den Organismus; in der Blut-
Hirn-Schranke, den Trophoblasten der Plazenta und den Testes schiitzt es wichtige Organe
und in der Niere und Leber vermittelt es die Exkretion seiner Substrate aus dem Organismus
(Tab. 1.1). Eine weitere wichtige Schutzfunktion dbernimmt MDR1 in hamatopoetischen
Stammzellen. Hier ist Mdrl hoch exprimiert und schitzt auch diese Zellen vor dem
Eindringen toxischer und kanzerogener V erbindungen [Chaudhary und Roninson 1991, Schinkel et al.
1997].

Die Identifizierung von MDRI1-Substraten ist methodisch schwierig und erfolgte
hauptsachlich mit Hilfe transfizierter Zellen im transwell-Verfahren und an Veskel-
praparationen transfizierter Zellen (inside-out Vesikel). Erst die Generierung der transgenen
mdrla,b (-/-) Knockout-Maus brachte einen Durchbruch. Sie erlaubt eine funktionelle
Untersuchung von Mdrl in vivo im Vergleich zwischen Knockout-Maus und Wildtyp-Maus
[Schinkel et al. 1994, Schinkel et al. 1997]. Im Gegensatz zum humanen MDR1 hat die Maus zwei
homologe Gene, Mdrla (friher auch Mdr3 genannt) und Mdrlb (friiher auch Mdrl genannt),
welche gemeinsam die Funktion des humanen MDRL1 erfillen. DaMdrlaim Darm und an der
Blut-Hirn-Schranke exprimiert wird, wurde die mdrla (-/-) Maus insbesondere genutzt, die
Rolle von Mdrl bei der enteralen Absorption und dem Ubertritt von Arzneistoffen in das
Gehirn zu untersuchen. Die mdrlb (-/-) Maus ist bis heute nur wenig charakterisiert, da bald
nach ihrer Generierung die mdrla,b (-/-) Doppelknockout-Maus verfligbar war [Wijnbolds et al.
2000, Johnson et a. 2001]. Die mdrl Knockout-Mause zeigen kaum phanotypische
Auffélligkeiten. Sie sind vital und fertil, solange sie nicht mit Arzneistoffen behandelt
werden. Jedoch besitzen sie eine hohe Empfindlichkeit gegeniber neurotoxischen
Verbindungen wie beispielsweise Ivermectin [Schinkel et al. 1994, Schinkel et al. 1997], was die
wichtige Schutzfunktion des MDR1 in der Blut-Hirn-Schranke deutlich macht. Entgegen der
allgemeinen Annahme gibt es derzeit keinerlei Hinweise auf eine kompensatorische
Hochregulation anderer Transportergene in den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen. Allerdings
wurden bisher auch nur wenige Gene untersucht [Borst und Elferink 2002].

Wéhrend beim Menschen kein MDRI1-Nullallel bekannt ist, kommt bei bestimmten

Hunderassen ein natirlicher Gendefekt vor. Dieser Defekt stellt eine 4-Basenpaar-
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Deletion dar und fuhrt bereits bei
Aminosdure 91 zum Kettenabbruch durch
ein vorzeitiges Stop-Codon [Medey et al.
2001, Roulet et al. 2003, Geyer et al. 2005g]. Die
betroffenen Hunde reagieren, wie die
mdrla(-/-) Knockout-Maus, mit starken
neurotoxischen Symptomen auf die
Therapie mit Ivermectin, wobei es sogar
zu Todesféllen kommen kann. Folgende
Hunderassen sind mit abnehmender
Haufigkeit von diesem MDR1-Gendefekt
betroffen: Collie, Shetland Sheepdog,
Australian Shepherd, Longhaired
Whippet, Weil3er Schweizer Schaferhund,
Waller, Silken Windhound, McNab,
English Shepherd, Old English Sheepdog
und Border Collie [Neff et al. 2004, Geyer et
al. 2005, Geyer et a. 2007]. Neben Ivermectin
sind auch zahlreiche weitere MDR1-
Pharmaka problematisch in der Therapie
betroffener Hunde im Hinblick auf
unerwartete Nebenwirkungen. In der
Literatur  sind

derartige  Therapie-

zwischenfélle bisher fur Ilvermectin,
Doramectin, Moxidectin, Milbemycin-
oxim, Loperamid, Vincristin, Vinblastin,
Digoxin und Doxorubicin beschrieben

worden [Paul et a. 1987, Mealey et a. 2001,
Mealey et al. 2003, Roulet et al. 2003, Geyer et al.
2005, Sartor et a. 2004, Geyer et a. 2007]. In
Tabelle 1.2 ist eine Auswahl an MDR1-

Substraten gezeigt.

Tab. 1.2. Substrate des MDR1 Transporters.

Amitriptylin [Uhr et al. 2000]

Aldosteron und Cortisol [Uhr et al. 2002, Doran et a. 2005]
Bisantren [Zhang et al. 1994]

Calcein-AM [Holl6 et al. 1994]

Celiprolol [Karlsson et al. 1993]

Cerivastatin [Kivisto et al. 2004]

Cimetidin und Ranitidin [Collett et al. 1999]

Colchicin, Erithromycin [Takano et al. 1998]

Corticosteron, Cortisol, Aldosteron, Progesteron [Uhr et
al. 2000]

Cyclosporin A [Saeki et al. 1993

Dactinomycin, Mitomycin C [Takara et al. 2002]
Dexamethason [Schinkel et al. 1996, Uhr et al. 2002]
Docetaxel [Doyle et al. 1998]

Doxorubicin und Daunorubicin [Kartner et al. 1983, Doyle
et al. 1998]

Digoxin [Tanigawara et al. 1992, Mayer et al. 1997]

Domperidon, Phenytoin, Ondansetron, Chinidin [Schinkel
et a. 1996, Kusuharaet al. 1997, Fromm et a. 1999]

Estron, Estriol, Ethinylestradiol [Kim et al. 2004]
Estradiol-173-glucuronid [Huang et al. 1998]
Etoposid, Teniposid [Gosland et a. 1989]
Grepafloxacin [Tamai et al. 2000]

Ivermectin, Loperamid, Morphin [Cavet et al. 1996,
Schinkel et al. 1994/1995/1996]

Indinavir, Saguinavir [Kim et al. 1998, Jones et al. 2001]
Levofloxacin [Yamaguchi et al. 2000]
Mitoxantron [ Peters und Roelofs 1992, Doyle et al. 1998]

Methotrexat [De Graaf et a. 1996, Bain et a. 1997, Sedlig
1998, Ambudkar et al. 1999]

Nortriptylin, Paroxetin [Uhr et a. 2000]
Rhodamin-123 [Eytan et al. 1997]
Selamectin [Griffin et al. 2005]
Sparfloxacin [De Lange et al. 2000]
Verapamil und Nifedipin [Hunter et al. 1991]
Vincristin [Doyle et al. 1998]

Vinblastin [Horio et al. 1988])

Tacrolimus (FK506) [Saeki et al 1993]
Talinol [Gramatte und Oertel 1999

Taxane: Paclitaxel [Sparreboom et al. 1997]
Topotecan [Hendricks et al. 1992]
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1.2.3. MRP2 und Arzneistofftransport

Die ABCC-Subfamilie enthdt 13 ABC-Proteine mit einem groflen Spektrum
unterschiedlicher Funktionen. Neben dem Chloridkanal CFTR (ABCC7) und den
Sulfonylharnstoff-Rezeptoren SUR1 (ABCC8) und SUR2 (ABCC9) wird der Grofdteil dieser
Subfamilie durch die sog. Multidrug Resistance (MDR)-Related Proteins (MRPs) gebildet.
Die MRP-Carrier MRP1-MRP3 (ABCC1-ABCC3) vermitteln alle einen unidirektionalen
ATP-abhéngigen Transport organischer Anionen. Sie unterscheiden sich aber in ihrer
Substratspezifitdt, Gewebeverteilung und zelluldren Lokalisation. MRP1, MRP2 und MRP3
werden wie die meisten anderen ABC-Transporter aus zwei Membrandomanen und zwel
Nukleotid-Bindungsdoméanen gebildet, besitzen aber im Gegensatz zu MDRL1 eine zusétzliche
N-terminale Membrandoméane mit finf transmembrandren Helices. Insgesamt bilden MRP1-3
also 17 Transmembransegmente. Damit sind MRP1 (1531 Aminosduren), MRP2 (1545
Aminosauren) und MRP3 (1527 Aminosauren) am N-Terminus um etwa 250 Aminosduren
langer s MDR1 (1279 Aminosauren) [Konig et al. 1999, Dean et al. 2001, Borst und Elferink 2002].
Das wichtigste MRP2-Expressionsorgan ist die Leber. Aufgrund der Expression in der
kanalikuldren Hepatozytenmembran ist MRP2 (Multidrug resistance-associated Protein)
hauptverantwortlich fir die Exkretion wasserldslicher endogener und exogener Metabolite
wie z.B. Bilirubin-Glucuronid, Arzneistoff-Glucuronide, -Sulfate und -Glutathi onkonjugate in
die Galle [Mayer et a. 1995, Buchler et a. 1996, Borst et al. 2000]. Weiterhin wird MRP2 an der
apikalen Membranseite der Nierentubuli [Schaub et al. 1997], in der apikalen Membranseite von
Enterozyten [Fromm et a. 2000b, Gotoh et al. 2000, Mottino et al. 2000], in der luminalen Membran
der Gefalfendothelien im Gehirn [Potschka et al. 2003, Nies et a. 2004, Soontornmalai et al. 2006], in
der Plazenta [St-Pierre et al. 2000] und im Plexus choroideus [Soontornmalai et al. 2006] exprimiert
(siehe Tab. 1.1). Eine Auswahl von MRP2-Substraten ist in Tabelle 1.2 aufgelistet.

Die physiologisch und pharmakol ogisch wichtigen Funktionen des MRP2 wurden erstmals in
mutierten Rattenstammen erkannt, welche einen Defekt in der hepatobiliéren Elimination von
konjugiertem Bilirubin und organischen Anionen zeigten [Keppler und Kartenbeck 1996, Paulusma
et a. 1996]. Sie wurden als Groningen-Yellow Ratten (GY) [Kuipers et a. 1988], Transport-
defizient Ratten TR(-) [Jansen et a. 1985] und als Eisai Hyperbilirubinamie Ratten (EHBR)
[Hosokawa et a. 1992] beschrieben. Wahrend GY- und TR(-)-Ratte von der Wistar-Ratte
abstammen, entstand die EHBR-Ratte aus einer Sprague-Dawley (SD) Linie. Die cDNA-
Sequenzen fir das intakte Mrp2 von Wistar- und SD-Ratte sind identisch (GenBank L49379,

D86086). Die drei genannten Rattenstdmme weisen eine Mutation im Mrp2 auf, welche
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die Bildung eines funktionellen Proteins
verhindert [Buchler et al. 1996, Paulusma et al.
1996]. Bei der EHBR-Ratte liegt der
genetische Defekt in einem 1-Basenpaar-
Austausch bel Nukleotid 2564 (G—A),
welcher ein vorzeitiges Stop-Codon bei
Aminosaure 855 erzeugt [lto et a. 1997]. Bel
der TR(-)-Ratte kommt es dagegen zu einer
1-Basenpaar-Deletion, welche ebenfalls zu
einem  vorzeitigen  Stop-Codon  bei
Aminosaure 401 fuhrt [Paulusma et al. 1996].

Durch das Fehlen von Mrp2 in der

kanalikuldren Hepatozytenmembran
kommt es zu einem bilidren
Ausscheidungsdefekt ~ von  Bilirubin-
konjugaten und damit zur

Hyperbilirubindmie und zum Ikterus. Auch
bei genetischen Untersuchungen von
Dubin-Johnson-

ebenfalls eine

Human-Patienten ~ mit
Syndrom,
Einschrankung der

welche
hepatobilidren
Ausscheidung von organischen Anionen
besitzen, wurden 13  verschiedene
Mutationen im MRP2-Gen gefunden [Wada
et al. 1998, Toh et al. 1999]. Diese fihren
ebenfalls zu ener Bilirubinamie, wobel
Bilirubin in konjugierter Form im Blut
zirkuliert. Wie bei der TR(-)- und EHBR-
Ratte lasst sich auch bei Patienten mit
Dubin-Johnson-Syndrom kein funktionelles
MRP2-Protein  in  der

Hepatozytenmembran nachweisen [Paulusma

kanalikularen

et a. 1996, Kusuhara et a. 1998]. Weiterhin
wurden bei beiden Ratten-Stammen, EHBR
und TR(-), wegen des Mrp2-Defektes auch

ein  verminderter Gallefluss gemessen
[Paulusma et al. 1999, Lischka et al. 2003, Hirouchi
et al. 2005, Gavrilova et al. 2007].

Tab. 1.3. Substrate des MRP2-Transporters.

2002, Seitz et al. 1998]
Arsen-Glucuronide [Kalaet al. 2000]

Cui et al. 1999

Benzo[a]pyren-Glucuronid [Srivastava et al. 2002)
Bilirubin-Glucuronid [Kamisako et al. 1999],
BQ-123 [Shin et al. 1997]

BQ-485 und BQ-518 [Akhteruzzaman et al. 1999]
BSP[Cui et al. 2001]

BSP-SG, LTC,[Ito et a. 1997, Cui et al. 1999
CDFDA [Zamek-Gliszczynski et a 2002]
Cholecystokininpeptid (CCK-8) [Letschert et al. 2005]
Cisplatin [Cui et al. 1999]

CPT11 (Irinitecan) [Horikawaet al. 2002]
Chlorambucil, Cyclophosphamid [Smitherman et al. 2004]
E1S [Kopplow et al. 2005]

DHEAS [Spears et al. 2005]

DNP-SG [Ito et al. 1997, Evers et al. 1998]

DPDPE [Hoffmaster et al. 2004]

Doxorubicin [Cui et al. 1999]

Flavopiridol [Jager et al. 2003]

E>17RG, Grepafloxacin-Glucuronid [Sasabe et al. 1998]
E3040-Glucuronid [Niinuma et al. 1997]

Etoposid [Chen et al. 1999]

Genipin [Shodaet a. 2004]

Glucuronosyl-Nafenopin [Jedlitschky et al. 1994]
Glycyrrhizin, SN38-Glucuronid [Chu et al. 1997]
Monoglutathionyl-Chlorambucil [Smitherman et al. 2004]
Ochratoxin A [Leier et al. 2000]

PhIP [Dietrich et al. 2001]

PEITC [Ji und Morris 2005]

Pravastatin [Yamazaki et al. 1997, Kivisto et al. 2005]
Probenecid, Indomethacin [Payen et al. 2000]

SN38 [Chu et al. 1997]

al. 1998] Vincaalkaloide (Vincristin [Cui et al. 1999]

Acetaminophen- und Diclofenac-Glucuronid [Xiong et al.

Anthracycline, Mitoxantron, MTX [Hooijberg et al. 1999,

Temocaprilat [Ishizuka et a. 1997] TLC-sulfat, GLC-3-
sulfat, TCDC-3-sulfat [Akitaet a. 2001] Vinblastin [Evers et
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Abkiirzungen Tab. 1.3: BSP, Bromosulfophthalein; MTX, Methotrexat; LTC,, Leukotrien C,; DNP-SG, S-Dinitrophenyl-
Glutathion; E,17RG, Estradiol-173-glucuronid ; E;S, Estron-3-sulfat ; E3040, 6-Hydroxy-5,7-dimethyl-2-(Methylamino)-4-
(3-Pyridylmethyl)benzothiazol ; TLC, Taurolithocholat; GLC, Glycolithocholat; TCDC, Taurochenodeoxycholat; TC,
Taurocholat ; GC, Glyocholat ; SLTC, Sulfolithotaurocholat ; DHEAS, Dehydroepiandrosteronsulfat ; DPDPE, Opioidpeptid
[o-Penicillamin®®]enkephalin ; PhIP 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazol[4,5-b]pyridin ; PEITC, phenylethylisothiocyanat;
CDFDA, 5(und 6)-carboxy-2",7 -dichlorofluorescein

Aber nicht nur diese Rattenstamme weisen Mrp2-Defekt auf. So wurde im Jahr 2006 von
zwel Arbeitsgruppen die Generierung einer mrp2 (-/-) Knockout-Maus beschrieben [Chu et al.
2006, Vlaming et al. 2006]. Im Unterschied zur Ratte wurde bei der mrp2 (-/-) Knockout-Maus
keine erhdhte Expression von Mrp3 in der Leber nachgewiesen, diese kompensiert statt
dessen den fehlenden Mrp2 Transporter durch Hochregulation von Mrp4 in Leber und Niere.
Wie die TR(-)-Ratte, so zeigt auch die mrp2 (-/-) Knockout-Maus eine Verminderung des
Galleflusses (~80% des Wildtyps) [Chu et a. 2006]. Die mrp2 (-/-) Knockout-Maus, welche in
der Arbeitsgruppe von A. Schinkel generiert wurde [Viaming et a. 2006], weist kaum
Unterschiede zu den TR(-) und EHBR Ratten. Hier wurde ebenfalls eine Hochregulation von
Mrp3 in der Leber und von Mrp4 in den Nieren detektiert. Der Gallefluss ist auf etwa 50%
des Wildtyps reduziert.

1.2.4. MRP3, ein ABC-Carrier der basolateralen Membran

Die lIdentifizierung von MRP3 (ABCC3) erfolgte Uber Sequenzanaysen von EST-
Datenbanken, gefolgt von einer Klonierung der entsprechenden cDNA-Sequenz [Allikmets et al.
1996]. MRP3 zeigt eine dhnliche Gewebeverteilung wie MRP2 mit hoher Expression in
Nebenniere, Niere, Darm, Pankreas, Plazenta, Prostata, Gallenblase und Leber (Tab. 1.1).
Allerdingsist MRP3 in der Leber, im Darm und in der Niere, im Unterschied zu MRP2, in der
basolateralen Membran lokalisiert [Kool et al. 1997, Scheffer et al. 2002]. Wie bereits schon
erwahnt wurde, ergibt ein Vergleich der Mrp3-Expression in der Leber gesunder Ratten und
von TR(-)/EHBR-Ratten bzw. cholestatischen Ratten eine sehr schwache Expression in der
normalen Leber, aber eine deutliche Hochregulation der Mrp3-Expression bei Fehlen von
Mrp2 [Ogawa et a. 2000, Soroka et al. 2001]. Eine Hochregulation der MRP3-Expression konnte
auch bel Patienten mit Dubin-Johnson-Syndrom und anderen cholestatischen Erkrankungen
gezeigt werden [Kiuchi et al. 1998, Stockel et al. 2000, Scheffer et a. 2002]. Da MRP3 neben
anionischen Konjugaten auch Gallensauren wie TC, GC und Gallenséure-Sulfate wie TCDC-
Sulfat oder Sulfolithotaurocholat transportieren kann [Hirohashi et al. 2000b], Ubernimmt MRP3
in der Leber die Funktion eines ,, Uberlauf-Systems*, welches den Export von Konjugaten und
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Gdlensduren Uber die basolaterde
Membran vermittelt, wenn die

kanalikulére Sekretion in die Galle Uber
MRP2 beeintrachtigt ist [Konig et a. 1999,
Elferink und Groen 2002]. Da MRP3 auch
stark in der Nebennierenrinde exprimiert
wird [Scheffer et a. 2002] und Steroid-
konjugate wie z.B. E17BG zu den
hochaffinen  Substraten des MRP3
gehdren [Hirohashi et a. 1999, Hirohashi et al.
2000, Zeng et a. 2000], hat MRP3 in der
Nebenniere moglicherweise eine
physiologische Funktion im Transport
endogener Steroidkonjugate. In der Leber
und im Darm spielt MRP3 sowohl in der
entherohepatischen ~ Zirkulation ~ von
Gallensauren as auch in  der
Ausscheidung von  endogenen  und
exogenen Komponenten nach
Biotransformation eine Rolle [Borst et al.
2006]. Eine Studie zur Analyse der in vivo
Funktion von Mrp3 an mrp3(-/-)
Knockout-Mausen ergab, dass die
Aufgabe von Mrp3 unter cholestatischen

Bedingungen darin liegt, eine aternative

1.2.5.

Route fir den Export von Gallenséduren und
Glucuroniden in das Blut zu ermdglichen
[Belinsky et al. 2005]. Neben Mrp3 wurde auch
Mrp4 eine ahnliche Funktion zugesprochen
[Belinsky et al. 2005]. Die mrp3 (-/-) Knockout-
Maus ist lebensfahig und fertil, besondere
Krankheitssymptome wurden nicht

beobachtet [Borst und Elferink 2002].

Tab. 1.4. Substrate des MRP3-Transporters.

Acetaminophen-Glucuronid [Xiong et al. 2002
CDFDA [Zamek-Gliszczynski et a 2002]
Ethinylestradiol-Glucuronid [Zelcer et al. 2001]
E3040-Glucuronid [Hirohashi et al. 1999]
Etoposid-Glucuronid [Zelcer et al. 2001]

DPDPE [Hoffmaster et al. 2004],

Gallensauren (TC, GC, SLTC), E,17RG, Bilirubin-

Glucuronid, DNP-SG, LTC,[Hirohashi et al. 1999/2000,
Keppler und Koénig 2000, Zelcer 2003/2006]

Gemfibrozil [Kim MSet al. 2003]

Hyocholate-Glucuronid. Hyodeoxychol ate-
Glucuronid [Zelcer et a. 2005]

Morphin-3-Glucuronid [Zelcer et al. 2005]
Pravastatin [Kivisto et a .2005]
Teniposid und Cisplatin [Kool et al. 1999]

MTX, Vincristin und Etoposid [Zeng et al. 1999, Zelcer
et al. 2001],

Teniposid [Zelcer et al. 2001]

Abkilrzungen Tab.1.4: MTX, Methotrexat; LTC,,
Leukotrien-C4; DNP-SG,  S-Dinitrophenyl-Glutathion;
E,1713G, Estradiol-17R3-glucuronid ; TLC, Taurolithocholat ;
GLC, Glycolithocholat ; TCDC, Taurochenodeoxycholat ;
TC, Taurocholat ; GC, Glyocholat ; SLTC,
Sulfolithotaurocholat ; DPDPE, Opioidpeptid [o-
Penicillamin®*]enkephalin; CDFDA, 5(und 6)-carboxy-
2,7 -dichlorofluorescein

BCRP, ein Effluxtransporter fir besondere Aufgaben

ABCG2 wurde paralel von drel Arbeitsgruppen kloniert: Doyle et al. benannten 1998 den in

einer Brustkrebszelllinie (MCF7) hoch exprimierten Transporter zundchst Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP), wahrend Allikmetset al. 1998 den Namen ABCP aufgrund der
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hohen Expression des Transporters in der
Plazenta vergaben und Miyake et al 1999
[de Bruin et a. 1999] ihn Mitoxantrone-
Resistance Protein (MXR) aufgrund der
hohen Expression in den Mitoxantron-
resistenten Zellen. Neben Daunorubicin,
Doxorubicin,  Etoposid, = Topotecan,
Bisantren und Flavopiridol vermittelt
ABCG2, im Unterschied zu MDR1 und
MRPL1, auch eine Resistenz gegenuber

Mitoxantren [Allen et al. 1999, Maliepaard et
al. 1999, Mdliepaard et al. 2001, Robey et 4.
2001] (Tab.1.5). BCRP ist ein Efflux-
Transporter und spielt eine wichtige Rolle
bei der Absorption von Arzneistoffen,
Toxinen und Steroidhormonen (Tab. 1.5)
aus dem Dam sowie be deren
Elimination Uber Leber und Niere
Dartiberhinaus Ubernimmt BCRP auch
eine Schutzfunktion in der Blut-Hirn-
Schranke und in der Plazenta (Tab. 1.1).
AulBerdem wurde die Expression von
BCRP in Stammzellen [Zhou et a. 2002

und in der Milchdriise nachgewiesen
[Jonker et al. 2005, Merino et a. 2005, Pulido et
a. 2006]. In der Milchdriise ist BCRP an

der aktiven Exkretion von Xenotoxinen
wie PhIP, Topotecan, Antibiotika und
Benzimidazol beteiligt (Tab. 1.5).

Tab. 1.5. Substrate des BCRP-Transporters.

Aza-Anthrapyrasole (BBR 3390) [Hazlehurst et al. 1999,
Rabindran et al. 2000]

AZT, AZT 5 -monophosphate und Lamivudine (3TC) [Wang
et a. 2003/2004]

9-Aminocamptothecin [Rejendraet al. 2003]

Benzimidazol (Albendazol, Fenbendazol) [Merino et al. 2005]
Bisantren [Litman et al. 2000]

Cisplatin und Paclitaxel [Allen und Schinkel 2002)

Daunorubicin, Doxorubicin [Allen et a. 1999, Litman et al.
2000, Robey et al. 2003]

Diflomotecan [Sparreboom et al. 2004]

DNP-SG [Chen et al. 2003], DHEAS [Susuki et al. 2003, Lee et
al. 2005]

Etoposid [Nakagawaet al. 1992, Allen et al. 2003]
E,17RG [Chen et al. 2003, Susuki et al. 2003]

ErbB1 Tyrosinkinase-1nhibitor (CI1033) [Erlichman et al.
2001]

E;S [Susuki et a. 2003, Imai et al. 2003]
Epirubicin [Brangi et al. 1999, Litman et al. 2000]
Flavoiridol [Maliepaard et al. 1999]

Genistein [Imai et a. 2004]

GV196771 [Polli et al. 2004]

Hochst 33342 [Scharenberg et al. 2002]
Idolocarbozole [Nakagawa et al. 2002]

Imatinibmesylat (STI571) [Burger et al. 2004, Breedveld et al.
2005

Irinotecan [Rabindran et al. 1998, Maliepaard et al. 2001]

Mitoxantren [Allen et al. 1999, Maliepaard et al. 1999,
Maliepaard et al. 2001, Robey et a. 2001/2003, Litman et al. 2000]

MTX [Volk et al. 2003, Chen et a. 2003]

MTX-Glu, und MTX-Glus [Chen et al. 2003, Volk 2003]
4-MUS, E3040S, TLC-S und E3040G [Susuki et al. 2003]
Nitrofurantoin [Merino et al. 2005]

Pantoprazol [Breedveld et al. 2004]

Pheophorbid a [Jonker et al. 2002, Robey et al. 2004]

PhIP [van Herwaarden et al. 2003]

Rhodamin 123, Lysotracker Green [Robey et al. 2001/2003]
Phosphatidylserin [Woehlecke et al. 2003]

Photoporphyrin I X [Jonker et a. 2002]

Pitavastatin [Hirano et al. 2005]

Prazosin [Litman et al. 2000]

Quercetin [Sesink et al. 2005]

SN 38 [Nakatomi et al. 2001]

Topotecan [Allen et al. 1999, Jonker et al. 2000, Litman et al.
2000]

Tenoposid [Allen et al. 2003]

Abkilrzungen Tab.15: MTX, Methotrexat; DNP-SG, S
Dinitrophenyl-Glutathion; GSSG, Glutathion-Disulfid; E1713G,
Estradiol-17R3-glucuronid ; E;S, Estron-3-sulfat ; E3040, 6-Hydroxy-
5,7-dimethyl-2-(Methylamino)-4-(3-Pyridylmethyl)benzothiazal ;
DHEAS, Dehydroepiandrosteronsulfat; TLC, Taurolithocholat ;
GLC, Glycolithocholat ; PhiP, 2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazol[4,5-b]pyridin.
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BCRP transportiert organische Substrate wie hydrophobe, basische und anionische Stoffe,
insbesondere Glucuronid-, Sulfat-, Glutathion-Konjugate von endogenen und exogenen
Molekilen (Tab. 1.5). BCRP hat ein teillweise Uberlappendes Substratspektrum mit MRP2,
MDR1 und MRPL1. Als Beispiel kann man hier den Transport von Methotrexat, Doxorubicin
und Topotecan nennen, welche auch von MRP2 und MDR1 transportiert werden. Die
Forschung zur Funktion von BCRP wurde erst mit der Generierung der bcrpl(-/-) Knockout-
Maus in der Arbeitsgruppe von A. Schinkel (Amsterdam) im Jahr 2002 ermdglicht. So konnte
man die Veranderung in der Pharmakokinetik von BCRP-Substraten (z.B. PhIP, Pitavastatin,
siehe Tab. 1.5) bel den Knockout-Mausen verfolgen. In den letzten Jahren wurde aufgeklart,
dass BCRP fir den Transport von Xenotoxinen sowie Antibiotika in die Milch verantwortlich

ist [Merino et al. 2005].

1.3. Transportervermittelte hepatobilidre Elimination von Arznei-
und Fremdstoffen

Neue Erkenntnisse Uber Transportprozesse fur Arzneistoffe sowohl in der Leber als auch in
extrahepatischen Geweben haben die klassische Vorstellung Uber Arzneistoffmetabolismus
und Arzneistoffelimination bedeutend verandert. Petzinger und Geyer prasentierten 2006 ein
neues Konzept, nach welchem statt dem klassischen 2-Phasenmodell ein 5-phasiges Modell
der hepatobiligren Arzneistoffelimination beschrieben wird. Dabel wurde ,, das alte Modell*,
welches die Oxidation (Phase 1) und Konjugation (Phase 2) von Arzneistoffen beschreibt,
durch die transportvermittelten Phasen O und 4 fir Aufnahme und Exkretion von
Arzneistoffen Uber die basolaterale und kanalikuldre Hepatozytenmembran sowie den
intrazelluléren Transport von Arzneistoffen (Phase 3) erganzt (Abb. 1.3).

Die Aufnahme von Arzneistoffen (Phase 0) wird in der Leber vor allem durch die Mitglieder
der OATP/Oatp-Familie vermittelt. Diese transportieren ein breites Spektrum strukturell
verschiedenartiger Arzneistoffe wie z.B. Digoxin, aber auch endogene Verbindungen wie
Gallensalze, Bilirubin, Hormone und Eikosanoide. Sie werden charakteristischerweise in der
basolateralen Hepatozytenmembran exprimiert. In der hepatischen Expression der OATP-
Carrier zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen Mensch und Ratte. Wéahrend namlich
in der Leber der Ratte Oatplal, Oatplad und Oatplb2 [Hagenbuch und Meier 1996, Reichel et al.
1999, Cattori et a. 2000] exprimiert werden, sind dies beim Menschen OATP2B1, OATP1B1 und
OATPI1B3 [Kénig et a. 2000, Kullak-Ublick et al. 2001, Sasaki et a. 2001]. Hierbel ist bemerkenswert,
dass die Mitglieder der Subfamilie OATP1B/Oatplb (OATP1B1, Oatplb2, OATP1B3)
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weitgehend leberspezifisch exprimiert werden. In der kanalikuléren Hepatozytenmembran
sind die ABC-Transporter MDR1, MRP2 und BCRP [Maliepaard et al. 2001, Sasaki et al. 2001, Borst
und Elferink 2002] exprimiert. Diese Carrier Ubernehmen den Export von Arzneistoffen aus der
Leber (Phase 4). Alle drei Efflux-Transporter zeigen ein sehr breites und teilweise
Uberlappendes Substratspektrum und bilden durch die direkte Kopplung ihres Transportes an

die ATP-Hydrolyse eine wichtige treilbende Kraft fur die transzelluldren Exkretion von

Arzneistoffen.
BLUT
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Abb. 1.3. Mechanismus der Arzneistoffelimination in der Leber. Pharmaka werden uber die
sinusoidale Membran der Hepatozyten Uber Transportsysteme und/oder durch passive physikalische
Diffusion aufgenommen (Phase 0), dann intrazellular durch Oxidation und Konjugationsprozesse
metabolisiert (Phase 1 und 2) und weiter in die Galle ausgeschieden oder wieder zurtick in der
Blutbahn beférdert (Phase 4). Die Phase 3 bezeichnet den intrazellularen Transport von Arzneistoffen
und deren Metaboliten (modifiziert nach Petzinger und Geyer 2006).

Durch die Interaktionen verschiedener Pharmaka an derselben Substratbindungsstelle eines
hepatischen Arzneistofftransporters kann es zu einer gegenseitigen Beeinflussung der
Transportaktivitdt und damit zu einer Beeintrdchtigung der hepatobilidren Elimination
kommen (Drug-Drug-Interaktion) [Eckhardt et al. 1996, Mizuno et al. 2003]. Dieser Prozess spielt
auch eine Rolle in der Pharmakokinetik des Phalloidins, eines Giftes des Knollenbl&tterpilzes.
Das zur Vergiftungstherapie eingesetzte Silymarin blockiert die Aufnahme von Phalloidin in
Leberzellen und vermindert dadurch die Hepatotoxizitat des Phalloidins [Petzinger 1994].

Genetische Defekte in einzelnen Lebertransportern konnen erhebliche Auswirkungen haben.
So wird z.B. konjugiertes Bilirubin normaerweise Uber MRP2 an der kanalikul&ren
Hepatozytenmembran in die Galle ausgeschieden [Kamisako et al. 2000]. Ist diese hilidre
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Exkretion, wie bei der TR(-)- und EHBR-Ratte sowie bel Patienten mit Dubin-Johnson-
Syndrom durch das Fehlen von MRP2 blockiert, werden die gebildeten Bilirubinkonjugate
Uber das basolateral exprimierte MRP3 wieder zurtick in die Blutzirkulation transportiert und
bewirken damit eine ausgepragte Hyperbilirubinamie konjugierten Bilirubins [Ogawa et al.
2000]. Doch nicht nur die genetischen Defekte im MRP2, sondern auch Interaktionen an den
Transportsystemen in der basolateralen  Hepatozytenmembran  kénnen  eine
Hyperbilirubinamie verursachen. In diesem Fall steigt die Konzentration von unkonjugiertem
Bilirubin im Blut an. Eine derartige Interaktion ist beispielsweise fur die Antibiotika
Rifamycin SV und Rifampicin bekannt, welche potente Inhibitoren der hepatischen
Aufnahmecarrier der OATP/Oatp-Familie wie Oatplal, Oatplad, OATP2B1, OATP1B1 und
OATP1B3 darstellen. Neben dem Anstieg von Bilirubin im Blut kommt es dabei auch zu
einer verminderten hepatobiligren Elimination anderer OATP-Substrate wie beispielsweise
Bromosulfophtalein (BSP) [Fattinger et a. 2000, Vavrickaet al. 2002].

OA
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Abb. 1.4: Expression von Arzneistofftransporter in der Leber bei Maus und Ratte. Es sind zwei
Hepatozyten dargestellt, welche ein Gallenkanélchen bilden. BA" = Gallensédure, OA™ = organisches
Anion, OC™ = organisches Kation, DC" = Dicarboxylat, GSH = Glutathion, OS = organische Substrate.
Modifiziert nach Shitara et al. 2005.
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1.4. Arzneistofftransport in der Niere

An den Arzneistofftransportprozessen in der Niere sind dhnlich wie in der Leber zahlreiche
Membrantransporter beteiligt. Diese gehdren vor allem in die Gruppe der OAT-, OCT- und
ABC-Trangporter. Zahlreiche klinisch wichtige Arzneistoffe sind Substrate dieser
Transporter. Zu diesen zéhlen Antibiotika, Chemotherapeutika, Diuretika, ACE-Inhibitoren
und Zytostatika. Wie an der Leber kann es Uber Arzneistoffinteraktionen an den renalen
Transportsystemen zu Veranderungen in der Pharmakokinetik, einer verminderten
Elimination und erhohten Toxizitét einzelner Substanzen kommen.

Der erste Schritt in der renalen Sekretion von Arzneistoffen ist der selektive Transport tber
die basolaterale Membran der Epithelzellen im proximalen Tubulus. Dieser Transport wird
vor allem durch zwei Mitglieder der Oat-Familie, Oatl und Oat3, vermittelt, welche ein
breites Substratspektrum zeigen und beispielweise lipophile organische Anionen,
Steroidsulfate (E;S), Methotrexat und Cimetidin transportieren [Cha et al. 2000/2001, Jung et al.
2001]. Beide Carrier konnten sowohl beim Menschen als auch bel der Ratte in der
basolateralen Membran lokalisiert werden [Hosoyamada et a. 1999, Tojo et a. 1999, Kojima et al.
2002]. Weltere Transporter der basolateralen Membran sind Oct1 und Oct2 [Gorboulev et al. 1997,
Koepsell et a. 1999], die ebenfalls fur die Aufnahme von bestimmten organischen Kationen
verantwortlich sind. Auf der basolateralen Membran wird zusétzlich Oatpdcl exprimiert
[Mikkaichi et a. 2004]. Dieser Carrier transportiert das Herzglykosid Digoxin (K= 7,8 uM) und
das Schilddrtisenhormon Trijodthyronin (Kn= 5,9 uM).

Als Effluxsysteme in der luminalen Membran des proximalen Tubulus wurden MRP2, MRP4
und MDR1 sowie Berp (bei Nagern) identifiziert [Schaub et al. 1997, van Aubel et a. 2002, Thiebaut
et a. 1987, Jonker et a. 2002]. Weiterhin kommen bei Nagern Oatplal [Bergwerk et a. 1996],
Oatpla3 [Masuda et al. 1997, Masuda et al. 1999b], Oatplab [Choudhuri et al. 2000] und Oatplab
[Masereeuw et a. 2005] in der apikalen Burstensaummembran des proximalen Tubulus vor. Da
der Transport dieser Carrier als bidirektional beschrieben wird, sind diese sowohl an
Prozessen der apikalen Sekretion als auch der Reabsorption organischer Substanzen aus dem
tubuldren Lumen beteiligt. Obwohl MDRL1 in der apikalen (luminalen) Membranen der
proximalen Tubuli der Niere exprimiert wird, ist seine Rolle bel der renalen Clearance von
Arznei- und Fremdstoffen nicht eindeutig geklart. Eigentlich sollte MDR1 zur Exkretion von
Substraten aus dem Blutplasma in den Urin beitragen. Die meisten pharmakologischen
Untersuchungen an mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen ergaben jedoch keine eindeutigen Belege
fur diese Funktion. In einigen Studien [Mayer et a. 1996] fuhrte die Abwesenheit von MDR1

sogar zu einer verstarkten renalen Exkretion und Clearance von Arzneistoffen, Gber dessen



1. Einleitung -32-

Ursachen bisher nur spekuliert wird. Weitere Untersuchungen sind zur Klarung dieser Frage

notwendig.

Blut

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Expression von Arzneistofftransportern im proximalen
Tubulus der Niere von Ratte und Maus. OA™ = organisches Anion, DC™ = Dicarboxylat. Modifiziert nach
Shitara et al. 2005

Im Unterschied zu MDR1, MRP2 und MRP1 konnte die Expression von BCRP auf mRNA
Ebene nicht in der humanen Nieren detektiert werden [Allikmets et a. 1998, Doyle et al. 1998,
Maliepaard et al. 2001]. Allerdings wurde eine starke Expression von Bcrp in den Nieren bel
Maus und Ratte nachgewiesen. Bcrp hat hier vermutlich eine wichtige Rolle in der

Urinexkretion von bestimmten Sulfatkonjugaten bel der Maus [Jonker et a. 2000, Mizuno et al.
2004, Shimano et al. 2003].
In den letzen Jahren wurde auch vermehrt die Rolle von MRP4 im Arzneistofftransport der

Niere erforscht. So weisen aktuelle Arbeiten auf eine Bedeutung von MRP4 fur die renade
Sekretion von Antibiotika wie Cefazolin oder Ceftizoxim [Ci et a. 2007] aber auch von
Diuretika wie Furosemid und Hydrochlorothiazid hin [Hasegawa et al. 2007].

1.5. Arzneistofftransporter im Darm

In den Epithelzellen der Darmschleimhaut sind verschiedene Carriersysteme gefunden
worden, welche fir eine effiziente Absorption von Néhrstoffen, Vitaminen und einigen
endogenen Verbindungen, aber auch von zahlreichen Arzneistoffen verantwortlich sind. Aus
der Familie der OATP/Oatp-Carrier konnte bisher allerdings lediglich die Expression von
Oatpladb in der apikalen Burstensaummembran nachgewiesen werden [Walters et a. 2000].

Oatplab vermittelt hier nicht nur die natriumunabhangige Resorption von Gallensduren aus
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dem Darmlumen, sondern auch den ersten Schritt der enteralen Absorption von Arzneistoffen
wie BQ-123, DPDPE, Digoxin, Fexofenadin oder Rocuronium [Cattori et al. 2001]. Weiterhin
werden die priméar aktiven Effluxtransporter MDR1, MRP2 und BCRP in der apikaen
Membran der Enterozyten exprimiert. Diese Carrier haben hier eine Bedeutung fur die
enterale Sekretion von Xenobiotika und begrenzen deren Absorption im Rahmen ihrer
Substratspektren [Gotoh et al. 2000, Hirohashi et al. 2000, Taipalensuu et al. 2001, Wacher et al. 2001,
Zhang und Benet 2001]. So korreliert beispielsweise die Expressionsrate von MDR1 im Darm mit
der Bioverfugbarkeit von Digoxin nach oraler Applikation [Greiner et al. 1999]. Damit bestimmt
MDR1 im Darmlumen entscheidend die Plasmakonzentration und die pharmakologische
Wirksamkeit einer oralen Digoxingabe. Im Gegenzug kann durch den gezielten Einsatz von
Inhibitoren die enterale Absorption einzelner Arzneistoffe deutlich verbessert werden. So
wurde die enterale Bioverflgbarkeit von Topotecan, einem BCRP-Substrat, durch
Kombination mit dem BCRP-Inhibitor GF120918 um das 6-fache bei mdrla,b (-/-) Mausen
gesteigert werden. An diesen war der Effekt besonders stark, da Topotecan auch von MDR1
als Substrat erkannt wird [Jonker et a. 2000]. Da BCRP aber auch in der kanalikuléren
Hepatozytenmembran exprimiert wird [Maliepaard et a. 2001], ergibt sich aus der Hemmung von
BCRP durch GF120918 nicht nur eine Verbesserung der oralen Bioverfligbarkeit wegen des
Wegfalls von Mdrl, sondern auch eine Verminderung der hepatobilidgren Elimination und

damit eine Reduzierung der Plasmaclearance fir Topotecan [Jonker et al. 2000].

Darmlumen

OA OA
ﬂ m @ Blut
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Expression von Membrantransportern in der
Birstensaummembran des Dinndarms bei Maus und Ratte. BA" = Gallensaure, OA = organisches
Anion, OC" = organisches Kation.

Der MRP1 Effluxtransporter wird in der basolateralen Membran der Enterozyten von

Dinndarm und Dickdarm exprimiert [Flens et al. 1996]. Bemerkenswert ist, dass bei mdrla (-/-)



1. Einleitung -34-

und mrpl (-/-) Knockout-Mausen vermehrt das Auftreten entziindlicher Darmerkrankungen
beobachtet wurden. Diese lief3en sich durch Behandlung mit Antibiotika verhindern [Panwala et
a. 1998]. Die mrpl (-/-) Knockout-Méause waren auch empfindlicher gegentiber einer Dextran-
Natriumsulfat (DSS)-induzierten Kolitis als Wildtyp-Tiere. Als Ursache wurde vermutet, dass
Mrpl fir die direkte Entgiftung von DSS und/oder oxidativen Metaboliten wichtig ist [ten
Hove et a. 2002].

1.6. Arzneistofftransport an der Blut-Hirn-Schranke

Das Nervengewebe des Gehirns ist beziliglich Nahrungs- und Arzneistoffversorgung von der
Blutzirkulation durch die sogenannte Blut-Hirn-Schranke abgetrennt. Diese Barriere besteht
aus drel Schichten (von innen nach auf3en): dem Endothel der Kapillaren, der Basalmembran
und einer Hulle von Astrozyten. Die Endothelzellen, welche die feinen Gehirnkapillaren von
innen auskleiden, sind Uber tight junctions fest miteinander verbunden. Dadurch entsteht eine
selektive Barriere fur den Ubertritt von Endo- und Xenobiotika aus der Blutzirkulation ins
Gehirn und in umgekehrter Richtung fir den Export Uberflissiger Stoffwechselendprodukte
oder Metabolite aus dem Gehirn in das Blut. Diese Barriere wird durch verschiedene
Effluxtransporter in der luminalen Membran der Endothelzellen funktionell aufrechterhalten,
welche Arzneistoffe aus dem Gehirn ausschleusen oder die Passage aus der Blutzirkulation
uber die Endothelzellen ins Gehirn verhindern konnen. Hauptverantwortlich fir diesen Effekt
ist MDR1, welches eine starke Expression in der Blut-Hirn-Schranke aufweist [Kusuhara und
Sugiyama 2002, Mizuno et al. 2003].

Sowohl bei der mdrla (-/-) und mdrlab (-/-) Knockout-Maus als auch bel Hunden mit
homozygot defektem MDR1-Gen zeigt sich, wie wertvoll die Expression von MDR1 zum
Schutz des Gehirns vor neurotoxischen Wirkungen von Arzneistoffen sein kann. So ist der
Ubertritt von Ivermectin ins Gehirn bei mdrila (-/-) Knockout-Mausen 87-fach hoher als bei
Wildtyp-Mausen, was die Knockout-Tiere 100-fach empfindlicher gegeniber den
neurotoxischen Effekten des Ivermectins macht [Schinkel et al. 1994]. Auch zahlreiche andere
Arzneistoffe wie Cyclosporin A, Digoxin, Indinavir, Loperamid, Nelfinavir, Chinidin,
Verapamil, Vinblastin, Vincristin, Doxorubicin, Paclitaxel, Ondansetron oder Domperidon
gehen bei fehlendem MDR1 vermehrt ins Nervengewebe Uber. Die Zunahme der
Gehirngangigkeit wird dabel insbesondere durch die Grofe des Gehirn/Plasma
Konzentrationsgradienten deutlich (Tab. 1.6).
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Aus diesem Grund kann es bel der Therapie von Hunden mit defektem MDR1-Gen zu starken

und unerwarteten neurotoxischen Nebenwirkungen durch betreffende Arzneistoffe kommen,

was im Fale des Ivermectins sogar zum Tod gefuhrt hat. Grundsétzlich ist die

Therapierbarkeit betroffener Hunde erheblich eingeschrankt [Geyer et al. 2005, Geyer et a. 2005].

Tab. 1.6: Vermehrte Gehirngangigkeit zahlreicher Arzneistoffe bei Fehlen von Mdrl in der Blut-Hirn-
Schranke. Die gezeigten Pharmaka wurden Wildtyp-Mausen bzw. mdrla (-/-) (mdrla,b (-/-)) Knockout-
Mausen intravents (subkutan) appliziert und die Organverteilung nach 10 min bis 24 h untersucht.

Konzentrationsgradienten

Arzneistoff Gehirn / Plasma Gehirn / Plasma Ratio Literatur

mdrla (+/+) mdrla (-/-) mdrla (-/-) /

mdrla (+/+)

Loperamid * 0,08 2,61 43,0 Summerfield et al. 2006
Chinidin 3 0,28 10 36 Doran et al. 2005
Nelfinavir 0,09 2,65 31 Kimet al. 1998
Chinidin 0,17 4,64 28 Kusuharaet al. 1997
Digoxin * 0,05 14 28 Summerfield et al. 2006
Ivermectin® 0,09 2,52 26,9 Schinkel et al. 1994
Amiodaron 3 0,080 17 21 Doran et a. 2005
Risperidon * 0,44 5,52 21,0 Summerfield et al. 2006
Digoxin 0,08 15 19 Schinkel et al. 1995
9-OH-Risperidon 3 0,060 1,0 17 Doran et a. 2005
Verapamil 3 0,34 5,6 17 Doran et al. 2005
Nelfinavir 0,92 14,88 16,2 Salama et al. 2005
Cyclosporin 0,28 33 12 Schinkel et al. 1995
Vinblastin 17 18,7 11 Schinkel et al. 1994
Indinavir 0,08 0,81 10 Kimet al. 1998
Risperidon 3 0,78 8,0 10 Doran et al. 2005
Asimadolin® 0,31 2,94 9,56 Jonker et al. 1999
Loperamid 3 0,55 51 93 Doran et a. 2005
Carebastin 0,04 0,32 7,9 Tamai und Tsuji 2000
Verapamil 0,42 33 7,9 Hendrikse et al. 1998
HSR903 0,38 2,85 75 Murata et al. 1999
Ebastin 0,11 0,85 74 Tamai und Tsuji 2000
Azasetron 0,12 0,83 7,0 Tamai und Tsuji 2000
L operamid? 0,31 2,1 6,7 Schinkel et al. 1996
Saquinavir 0,13 0,88 6,67 Kimet al. 1998
Metoclopramid 3 1,2 79 6,6 Doran et a. 2005
Tacrolimus 2,73 16,4 6,1 Y okogawa et al. 1999
Rhodamin-123 0,21 0,99 4,66 De Lange et a. 1998
Ondansetron 0,46 1,92 4,2 Schinkel et al. 1996
Sparfloxacin® 0,14 0,54 39 Tamai et a. 2000
Citalopram * 4.6 15,7 34 Uhr und Grauer 2003
Cortisol * 0,18 0,61 34 Uhr et a. 2002
Doxorubicin 0,0008 0,003 3,2 Mizuno et a. 2003
Cerivigtatin 0,576 1,79 31 Kivisto et al. 2004
Prednisolon 0,216 0,673 31 Karssen et al. 2002
Grepafloxacin® 0,34 1 29 Tamai et a. 2000
Propoxyphen 3 29 7,6 2,6 Doran et a. 2005
Grepafloxacin * 0,561 1,42 2,53 Sasabe et al. 2004
Dexamethason 0,28 0,7 25 Schinkel et al. 1995
Vincristin 0,027 0,066 24 Tamai und Tsuji 2000
Grepafloxacin 0,561 1,32 2,35 Sasabe et al. 2004
Prednison 3 0,12 0,28 2,3 Doran et a. 2005
Fluvoxamin 3 6,1 14 2,3 Doran et a. 2005
Paroxetin 3 33 7,1 2,2 Doran et a. 2005
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Hydrocodon 3 2,1 45 21 Doran et a. 2005
Dextromethorphan® 6,4 135 21 Uhr et al. 2004
Valspodar 0,6 1,2 2 Desrayaud et al. 1998
Prazosin 3 0,22 0,44 2,0 Doran et a. 2005
Loratadin 3 0,54 1,0 1,9 Doran et al. 2005
Citalopram 3 51 9,7 1,9 Doran et al. 2005
Sulpiride 3 0,078 0,15 1,9 Doran et al. 2005
Daunomycin 0,91 1,63 1,8 Adachi et al. 2001
Nortriptylin 3 11 20 1,8 Doran et a. 2005
Venlafaxine 3 4,2 7,7 1,8 Doran et a. 2005
Cortikosteron® 0,31 0,55 1,8 Uhr et a. 2002
Meprobamata 3 0,42 0,70 1,7 Doran et a. 2005
Morphin 3 0,46 0,76 1,7 Doran et a. 2005
Clozapin 3 41 6,6 1,6 Doran et a. 2005
Methylphenidat 3 12 19 1,6 Doran et a. 2005
Fluoxetin 3 12 18 15 Doran et a. 2005
Northryptilin ® 4.8 7.3 15 Uhr et al. 2007
Morphin 0,49 0,72 1,48 Schinkel et al. 1995
Cyclobenzaprin 3 12 16 1,4 Doran et a. 2005
Haloperidol 3 13 18 1,4 Doran et a. 2005
Zolpidem 3 0,29 0,40 1,4 Doran et al. 2005
Trimipramine * 7,0 9,7 14 Uhr und Grauer 2003
Aldosteron * 0,3 0,43 14 Uhr et a. 2002
Amithryptilin ® 11,7 16,0 14 Uhr et a. 2007
Buspirone 3 1,6 2,0 1,3 Doran et a. 2005
Chlorpromazin 3 23 29 1,3 Doran et a. 2005
Carisoprodol 3 0,66 0,81 1,2 Doran et a. 2005
Ritonavir 3 0,015 0,018 1,2 Doran et al. 2005
Diazepam 3 2,0 2,3 1,2 Doran et al. 2005
Phenytoin 3 0,63 0,78 1,2 Doran et al. 2005
Thiopental 3 0,36 0,44 1,2 Doran et al. 2005
Coffein3 1,0 11 1,1 Doran et al. 2005
Carbamazepin 3 0,76 0,81 1,1 Doran et a. 2005
Pitavastatin * 0,15 0,17 1,1 Fujino et al. 2002
Diazepam 3,35 3,24 09 Adachi et a. 2001
Progesteron 1,45 1,34 0,9 Adachi et al. 2001

*eswurden md rla,b (-/-) Doppelknockout-M&use verwendet
2Arznei stoff wurde oral, nicht intravends verabreicht

3pharmaka wurden Wildtyp-Méusen bzw. mdrla,b(-/-) Knockout-Mé&usen subkutan appliziert und die Plasma- und Gehirnkonzentration
nach 4 h untersucht.

“Arzneistoff wurde Wildtyp-Méusen bzw. mdrla,b(-/-) Knockout-M&usen subkutan appliziert und die Plasma- und Gehirnkonzentration
nach 1 h untersucht.

SArzneistoff wurde Wildtyp-Mé&usen bzw. mdrla,b(-/-) Knockout-M&usen subkutan appliziert und die Plasma- und Gehirnkonzentration
nach 2 h untersucht.

Neben den Effluxtransportern in der luminalen Membran werden in den Endothelzellen der
Gehirnkapillaren auch einige SLC-Carrier exprimiert. Der Oatplad der Ratte wurde sowohl in
der luminalen as auch in der basolaterale Membran nachgewiesen [Gao et a. 1999]. Da fir
Oatplad ein bidirektionaler Transportmechanismus beschrieben wurde, ist dieser Carrier
vermutlich am Effluxtransport von Metaboliten wie Glucuronsiure-, GSH- oder Sulfat-
Konjugaten Uber die Blut-Hirn-Schranke beteiligt [Sugiyama et al. 2001, Asaba et al. 2000]. Dies
bestétigen beispielsweise Versuche, in welchen der Efflux von Estradiol-173-glucuronid aus

dem Gehirn durch Digoxin hemmbar war. Da sowohl Digoxin as auch Estradiol-173-
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glucuronid hochaffine Substrate des Oatplad darstellen, kommt dieser Effekt vermutlich
durch Kompetition um dieselbe Bindungsstelle im Oatplad zu Stande [Sugiyama et al. 2002].

BCRP wird ebenso wie Mdrl in der apikalen Membran der Endothelzellen der
Gehirnkapillaren exprimiert [Cooray et a. 2002], es scheint aber in vivo weniger fir den
Arzneistofftransport in der Blut-Hirn-Schranke von Bedeutung zu sein, als vielmehr fir die

Exkretion von Arzneistoffen und Toxinen Uber die Brustdriise [Merino et a. 2005].

OA,

Gehirnseite

tight juctions

Konjugate

Abb. 1.7: Lokalisation wichtiger Transportsysteme in den Endothelzellen der GefaRkapillaren im
Gehirn bei der FVB-Maus. Die Endothelzellen sind Uber tight junctions eng miteinander verbunden
und bilden die sog. Blut-Hirn-Schranke, welche eine selektive Diffusionsbarriere zwischen der
Blutzirkulation und dem Gehirngewebe darstellt.

In der Expresson von MRP2 in der Blut-Hirn-Schranke zeigen sich grof3e
Speziesunterschiede. So wurde MRP2 bisher nicht im Gehirn von Rindern [Zhang et al, 2000]
oder Menschen [Aronicaet al. 2004, Nies et a. 2004] nachgewiesen, wohl aber im Gehirn der Ratte
[Miller et a. 2000]. Allerdings wurde bel Humanpatienten eine Hochregulation dieses
Transporters bei epileptischen Erkrankungen beobachtet [Aronica et al. 2004, Vogelgesang et al.
2004]. Dartiberhinaus ergeben sich Unterschiede in der Lokalisaztion des Mrp2 Proteins in den
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke bei verschiedenen Mausestammen [Soontornmalai et al.
2006]. So wurde Mrp2 bei FVB-Mausen intrazellulér gefunden, bei C57B1/6 Mausen dagegen
apikal [Soontornmalai et al. 2006]. Bemerkenswert ist dabei, dass diese stammspezifischen
Unterschiede nicht fur die Expression von Mrp2 in Leber und Niere gefunden wurden
[Soontornmalai et al. 2006].
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1.7. Untersuchte Substanzen mit Bezug zu Arzneistoff-
transportern

Die forschenden Arzneimittelhersteller investieren derzeit in erheblichem Umfang in die
Forschung auf dem Gebiet der Pharmakogenetik, um neue Medikamente mit besserem
Nutzen-Risiko-Verhdtnis zu entwickeln. Auf Grundlage dieser Forschung ist es bereits heute
maoglich, unter Beachtung von spezifischen genetischen Markern die Wirksamkeit und / oder
Vertraglichkeit eines Arzneimittels bei einem bestimmten Patienten préziser voraussagen zu
konnen. Ein aktuelles Beispiel bildet ein pharmakogenetischer Test zur Dosisfestlegung des
Blutverdinners Warfarin, welcher Ende 2007 durch die FDA zugelassen wurde [Rost et al.
2004].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Arzneimitteltransporter MDR1, MRP2
und BCRP fur die Pharmakokinetik und Organverteilung der Herzglykoside Ouabain und
Digoxin, die makrozyklischen Laktone Ivermectin und Selamectin sowie das Pilztoxin
Phalloidin untersucht. Hierfir wurden transgene Tiere (sog. Knockout-Tiere) eingesetzt,
welchen einzelne Transportsysteme fehlen. An diesen wurden Organverteilungs- und
Ausscheidungskinetiken mit radioaktiv markierten Substanzen ermittelt und mit analogen
Kinetiken an Tiere mit intakten Transportsystemen verglichen. Da der Ausfall eines
(wichtigen) Transportsystems oft mit einer kompensatorischen Hochregulation eines oder
mehrerer anderer Systeme verbunden sein kann, wurden, soweit mdglich, zusétzlich die
Expressionsprofile moglicher kompensatorischer Systeme analysiert.

1.7.1. Herzglykoside: Ouabain und Digoxin

Der Begriff Herzglykosid steht fur herzwirksame chemische Substanzen, deren gemeinsames
Strukturmerkmal ein Aglycon (Genin) und eine oder mehrere Zuckermolektile darstellt. Die
verschiedenen Herzglykoside unterscheiden sich betrachtlich in Hinblick auf ihre Wasser-
und Fettloslichkeit, was ihre unterschiedliche Resorbierbarkeit nach oraler Gabe erklért.

Es sind etwa 200 Herzglykoside bekannt. Man findet sie als sog. Cardenolide und
Bufadienolide in verschiedenen Pflanzen, aber auch bei Wirbeltieren wie z.B. Schlangen und
Kréten. Das g-Strophantin (syn. Ouabain) kommt vor allem in den Samen von Strophantus
gratus vor, aber auch in Bliten, Frichten, Bléttern, Wurzeln und der Rinde des Ouabaio-
Baumes. 1859 wurde die Herzwirkung des Strophanthus-Samens entdeckt, als wahrend der
Livingstone-Expedition in Afrika die Zahnburste des Biologen Dr. Kirk unbemerkt in Kontakt
mit dem Strophanthus-Pfeilgift kam und unmittelbar darauf dessen Herzbeschwerden
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verschwanden. Strophanthin war von 1905 bis nach 1950 intravends in der deutschen
Herzmedizin fihrend. Nach Einfuhrung oral wirksamer Herzglykoside nahm seine Bedeutung
erheblich ab. Weitere Pflanzen, welche Herzglykoside enthaten, sind z.B. Fingerhut
(Digitalis), Meerzwiebel (Scilla maritima), Fruhlings-Adonisroschen (Adonis vernalis),
Sommer-Adonisroschen  (Adonis  aestivalis), Bischofskraut (Ammi visnaga) und
Maigldckchen (Convallaria majalis).

Strophanthin ist auch in tierischen, bzw. menschlichen Geweben enthalten. So isolierten
Hamlyn et a. (1991) aus menschlichem Blutplasma eine mit g-Strophanthin (Ouabain)
identische Substanz, welche endogenen Ursprungs ist. Endogenes Ouabain wird in Zellen der
Nebennierenrinde gebildet und auf die Reize wie ACTH und Angiotensin Il hin in die

Blutbahn freigesetzt [Laredo et al. 1994, Dorris et al. 1996, Laredo et al. 1997, Perrin et al. 1997, Lichststein
et al. 1998, Schoner und Scheiner-Bobis 2005, Schoner und Scheiner-Bobis 2007].

Ouabain Digoxin
Ouabain Digoxin
Orale Bioverfiigbarkeit 0,5-4,4% 70-80%
Plasmaprotein-Bindung <10% 20-40%
Log P/Hydrophobizitat -2,038 1,969
Metabolisierung Nicht bekannt <30%, Digoxigenin, Mono- und Bis-Digitoxoside

sowie Dihydrodigoxin
Plasmahalbwertzeit 22-40 Stunden 33-36 Stunden

Abb. 1.8: Unterschiede in der chemischen Struktur sowie Pharmakokinetik zwischen Ouabain und
Digoxin beim Mensch.

Die medizinische Indikation fur den Einsatz herzwirksamer Glykoside ist die kongestive

Herzinsuffizienz. Herzwirksame Glykoside sind namlich in der Lage, die Kontraktionskraft
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der Herzmuskulatur deutlich zu steigern (positive inotrope Wirkung), wobei dieser
therapeutische Effekt nur deutlich am insuffizienten Herzmuskel, nicht jedoch am gesunden
Herz eintritt. Die beiden Substanzen Digoxin und Ouabain sind strukturell sehr dhnlich
(Abb. 1.8). Allerdings hat Ouabain im Vergleich zu Digoxin funf statt zwei hydrophile OH-
Gruppen im Steroidgeriist und 1 Zuckerrest statt 3 bel Digoxin, was die unterschiedliche
Wasserl6slichkeit sowie Pharmakokinetik beider Substanzen erklért.

Ouabain hat physikochemische Eigenschaften, welche eigentlich typisch fir eine renae
Ausscheidung sind; das Molekil ist ungeladen und sehr hydrophil. Tatséchlich ist die renale
Ausscheidung fir Mensch und Hund charakteristisch. Bei Nagern wird Ouabain dagegen
hauptsachlich Uber die Galle ausgeschieden. Aufgrund dieser Besonderheiten wurden in den
zurlickliegenden 30 Jahren zahlreiche Versuche zur hepatobiliaren Elimination von Ouabain
durchgefiihrt. Diese erfolgten mittels Leberperfusion [Graf und Peterlik 1976, Meijer und van
Motfoort 2002], an Leberschnitten [Kupferberg und Schankl 1968] oder frisch isolierten Hepatozyten
[Schwenk et al. 1981, Petzinger und Fischer 1985, Eaton und Richards 1986]. Dabei etablierte sich
QOuabain as Modellsubstrat fur die hepatobilidre Ausscheidung, da es ene gute
Wasserl6slichkeit und geringe Plasmaproteinbindung aufwelist [Kolenda et al. 1971/1971], eine
hohe Plasmaclearance und rasche Ausscheidung tber die Leber zeigt und in der Leber nicht
biotransformiert wird [Cox und Wridht 1959, Kupferberg und Schankl 1968, Russell und Klaassen 1972,
Mejer und van Montvort 2002]. Eaton und Klaassen sprechen 1978 erstmals von einem
carriervermittelten Transportprozess. Wenig spater pragen Petzinger und Fischer fur den
Ouabaintransporter in  der Rattenleber den Begriff des ,multispezifischen
Gallensduretransporters® [Petzinger und Fischer 1985]. Mit der Klonierung der Organic Anion
Transporting Polypeptides (OATP) und den ABC-Transporter kann der Ouabaintransport an
der Leber heute auch auf molekularer Ebene erklart werden. Geyer et al. 2005 berichteten
uber ein bilidres Ausscheidungsdefizit fir Ouabain bel mrp2-defizienten TR(-) Ratten, was
auf eine Beteiligung von Mrp2 am hepatobiligren Efflux von Ouabain hindeutete. Dieses
Ergebnis war durchaus Uberraschend, da andere Herzglykoside wie z.B. Digoxin als typische
MDR1 Substrate gelten [de Lannoy und Silvermann 1992, Cavet et al. 1996, Schinkel et al. 1995, Keppler
und Arias 1997, Stieger und Meier 1998, Schinkel et al. 1996, Mayer et al. 1996, Kawahara et al. 1999].
Digoxin ist ein Herzglykosid, das zur Behandlung von kongestiver Herzinsuffizienz und
Herzrhythmusstorungen eingesetzt wird. Herzglykoside hemmen die membrangebundene
Nat+/K+-ATPase, was zu einem einem intrazytosolischen Calcium-Anstieg fuhrt und damit zu
einer Steigerung der Kontraktionskraft des Herzmuskels. Aber nicht nur Ouabain, sondern
auch Digoxin wurde aus menschlichem Urin Anfang der 90ger Jahre isoliert [Goto et al. 1990]

und al's endogene Substanz identifiziert. Spéter wurde Digoxin auch aus den Nebennieren von



1. Einleitung -41 -

Rindern isoliert [Qazzaz et a. 1996]. Die Synthese des endogenen Digoxins erfolgt dort aus
Cholesterol bzw. Pregnenolon [Schoner et al. 2005]. Im Gegensatz zum endogenen Ouabain kann
endogenes Digoxin keinen Bluthochdruck erzeugen und unterdriickt im Gehirn die
sympathomimetische Blutdrucksteigerung [Huang et al. 1999].

Trotz der offensichtlich dominanten Bedeutung der Effluxtransporter MDR1 und MRP2 fir
die hepatobilidre Elimination von Herzglykosiden fehlen bisher systematische Untersuchung
zur Bedeutung von MRP2 und BCRP an der Digoxin-Ausscheidung bzw. von MDR1 und
BCRP an der Ouabain-Ausscheidung. Weiterhin ist es unbekannt, wie sich die

Pharmakokinetik beider Herzglykoside verandert, wenn einer dieser Effluxtransporter fehit.

1.7.2. Phalloidin

Phalloidin, eine der Komponenten des Giftes des Griinen Knollenblatterpilzes Amanita
phalloides, bewirkt vor allem eine akute hamorrhagische Dystrophie der Leber und ist als
selektives Lebergift bekannt. Die toxische Wirkung von Phalloidin basiert auf einer Bindung
an polymeres Actin. Dies fuhrt zur Stabiliserung der Actinfilamente und zu
Strukturveranderungen in der Actin-assoziierten Plasmamembran, und schliefdlich zur
Zerstorung der Zellen. Fur eine Phalloidinvergiftung ist die akute Leberdystrophie mit ihren
biochemischen und histologischen Verénderungen sowie Cholestase typisch. Sie @uf3ert sich
in einem Abfall von Glykogen, ATP und Glutathion und einer gleichzeitigen verminderten
Synthese von Glykogen, Protein, Glutathion und Harnstoff. Anfang der 80-er Jahre postulierte
Petzinger et al. (1979 und 1982), dass dieses zyklische Peptid Phalloidin durch einen
Gallensduretransporter, der nur in der Leber vorkommt, von Leberzellen aufgenommen wird.
Finfzehn Jahren spéter wurde gezeigt, dass Oatplb2 der Ratte sowie OATP1B1 und
OATP1B3 des Menschen, die nur an der basolateralen Membran der Hepatozyten vorhanden
sind [Cattori et al. 2001, Kénig et al. 2000/2000], den Transport von Phalloidin mit einem K, von
5,7-39 UM vermitteln [Fehrenbach et a. 2003, Meier-Abt et al. 2004]. Des Weiteren deuten in vitro
Daten daraufhin, dass Mrp2 mdglicherweise einen kanalikuléren Efflux von Phalloidin aus
den Leberzellen vermitteln kann [Fehrenbach et al. 2003]. Allerdings wurde dies bisher nicht in
Vvivo bestétig.

1.7.3. Makrozyklische Laktone: lvermectin und Selamectin

Ivermectin ist ein makrozyklisches Lakton und gehdrt zur Gruppe der Avermectine.

Avermectine sind die Fermentationsprodukte des im Boden Iebenden Strahlenpilzes
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Streptomyces avermitilis [Campbell et al. 1984, Paradis 1998]. Der Name ,, Ivermectin® steht fir die
vermizide und ektoparasitizide Wirkung des Stoffes [Campbell et al. 1984]. Substanzen dieser
Klasse verursachen eine schlaffe Paralyse der Nematoden und Arthropoden durch Stérung der
Reizubertragung im Nervensystem [Campbell et a. 1983]. Der Wirkmechanismus beruht auf der
Erhéhung der Membranpermeabilitét fur Chlorid-lonen von Nerven- und Muskelzellen an
Glutamat- und GABA-gesteuerten Chloridkandlen [Turner et a. 1989]. Dadurch kommt es zur
Hyperpolarisation der Zellmembran und somit zur Blockierung der Erregungstiberleitung. Bei
Konzentrationen oberhalb der chemotherapeutisch relevanten Bereiche findet zusétzlich eine
Bindung an GABA (y-Aminobuttersaure)-abhangige Rezeptoren statt. An GABA-gesteuerten
Chloridkandlen kommt es durch die Avermectine zur Potenzierung der Wirkung des
Liganden. Da GABA auch im Gehirn von Sdugetieren vorkommt, wird die Bindung an
GABA-Rezeptoren auch as Ursache fur die neurotoxische Wirkung der Avermectine
angesehen [Kane et al. 2000]. Die Problematik einer starken Neurotoxizitdt makrozyklischer
Laktone bzw. des Ivermectins bel Fehlen von MDRL in der Blut-Hirn-Schranke wurde bereits
in den Kapitel 1.2.2 und 1.6 erwédhnt. Ivermectin ist in der Ublichen therapeutischen
Dosierung von 0,2 mg/kg Korpergewicht fir Hunde nicht zugelassen und wird nur in einer
Dosierung von 6 pug/kg KG zur Herzwurmprophylaxe eingesetzt. Zugelassen ist allerdings ein
anderer Arzneistoff aus der Gruppe der Avermectine, das Selamectin (Stronghold®).
Ivermectin und Selamectin sind strukturell sehr @nlich (Abb. 1.9) und wurden in vitro as
aguivalente MDR1-Substrate identifiziert [Griffin et al. 2005]. Dennoch hat das Selamectin-
Prgparat Stronghold bel Hunden mit MDR1-Defekt eine wesentlich hdhere therapeutische
Sicherheit als Ivermectin [Bishop et a. 2000, Sarasola et al 2002].

Fir die neurotoxische Wirkung makrozyklischer Laktonen sind drei Parameter entscheidend:
Dosierung, Applikationsart und die jeweilige Einzel substanz.

1. Bei einer Dosis von 60 pg/kg Ivermectin p.o. bleibt ein Hund mit MDR1-Defekt ohne
klinische Symptomatik [Fasser et al. 1991], wahrend bereits ab 100 pug/kg gravierende
neurotoxische Symptome wie Ataxie, Tremor, Hypersalivation und Erbrechen
auftreten. Ab 200 pg Ivermectin kommt es zu komatésen Zustéanden und meist zum
Tod der MDR1-defekten Hunde [Paul et a. 1987, Tranquilli et a. 1989, Vaughn et al. 1989].
Die therapeutische Breite von Ivermectin ist somit bei MDR1-defekten Hunden nach
oraler Applikation sehr schmal.

2. Dagegen treten nach transdermaler (Spot-on) Applikation selbst bei einer Dosis von
1000 pg/kg Koérpergewicht keine Vergiftungszeichen bel diesen Hunden auf [Paul et al.
2004].
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3. Im Gegensatz zu Ivermectin ruft die Gabe von Selamectin sogar in 4- bzw. 2-facher
therapeutischer Dosierung nach Spot-on bzw. oraler Applikation keine neurotoxischen
Symptome bei Hunden mit MDR1-Defekt hervor [Bishop et al. 2000, Novotny et al. 2000].
Daher kann das fir Hunde zugelassene Praparat Stronghold auch bei Hunden mit
MDR1-Defekt eingesetzt werden.

Allerdings ist unbekannt, wie stark sich Selamectin im Gehirn anreichert, wenn MDR1

fehlt. Weiterhin gibt es keine Angaben, welchen Einfluss die Applikationsart (oral oder

Spot-on) auf die Gehirnkonzentrationen von Ivemectin und Selamectin hat. Weiterhin ist

unbekannt, ob neben MDR1 andere Efflux-Transporter wie BCRP und MRP die Passage

von lvermectin und Selamectin Uber die Blut-Hirn-Schrank verhindern kénnen.

OCH,

OCH3
w0,
"o,
: CH, H3C”\\
OCH3 - CH,
OH
lvermectin Selamectin

Abb. 1.9: Strukturformel von Ivermectin und Selamectin. Die Ziffern zeigen die unterschiedliche
Stellen der zwei Molekilen an.

1.8. Ziel dieser Arbeit

Das Zid dieser Doktorarbeit ist es, die Bedeutung der Arzneistofftransporter MDR1, BCRP
und MRP2 fir die Pharmakokinetik und Gehirngangigkeit der Herzglykoside Ouabain und
Digoxin, der makrozyklischen Laktone lvermectin und Selamectin sowie des Pilzgifts
Phalloidin an Tieren mit Transporterdefekten zu untersuchen. Im Vordergrund steht dabel die
Frage, wie der Ausfall eines bestimmten Arzneistofftransporters die hepatische und renale

Elimination sowie die Organverteilung der untersuchten Stoffe beim Versuchstier beeinflusst.
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2. Versuchstiere

2.1. Ratten

Als Versuchstiere dienten erwachsene Wistar-Albinoratten (Genehmigung zur Tierzichtung
vom 10.06.1991, Az. Zichtungsgenehmigung 19c) und eine genetische Defektmutante der
Wistar-Ratte, die TR(-) Ratte, aus eigener Zucht. TR(-) Ratten fehlt das Transportsystem
Mrp2 fur die Ausschleusung von Arzneistoffen (TR(-) = Transport minus). Die TR(-) Ratten
stammen urspriinglich aus dem Labor von Prof. Dr. Jansen, Groningen, Holland. Sie wurden
in Giel3en gezichtet. Der Transportdefekt der TR(-) Ratte entspricht vergleichbaren
Mutationen des MRP2-Carriers beim Menschen mit Dubin-Johnson-Syndrom. Ratten gelten
als Standardversuchstiere fir Messungen von hepatobilidren Ausscheidungskinetiken in der
pharmakol ogischen Forschung.

Die Tiere wurden in Macrodex® Standardkafigen (Fa. Ehret, Freiburg, Deutschland)
bei konstanter Temperatur von 22,5°C, 12-stindigem Hell-Dunkel-Rhythmus und 50%
relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Freier Zugang zu Leitungswasser und Standard-
Nagerfutter (Altromin 1320, 4% NaCl, Fa. Altromin, Lage, Deutschland) war gewéahrleistet.
Eine Liste aler verwendeter Versuchstiere sowie der applizierten Testsubstanzen ist in
Tabelle9.1 des Anhangs enthalten. Tabelle2.1 gibt einen Uberblick (ber wichtige
physiologische Parameter der Ratten.

Tab. 2.1.: Physiologische Parameter der Ratten [Institut fir Labortierkunde, Universitdt Zirich]

Physiologische Parameter

Gewicht adult

Mannchen (g) 300 - 500
Weibchen (g) 250 — 400
Herzfreguenz (/min) 300 - 500
Blutdruck (mmHg)

systolisch 90-180
diastolisch 60 — 140
Blutvolumen (ml/100g)

Plasma 4,05

Totd 6,40
Herzausstol3 (ml/Herzschlag) 50
Minutenvolumen (ml/min) 100 — 200
K érpertemperatur (°C) 37,7

Urin (ml/Tag) 1-15
Blutvolumen (mi/kg) 50-70
Geschlechtsreife (Wochen)

Mannchen 8-10
Weibchen 7-8
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2.2. Mause

Fir in situ Galleausscheidungsversuche wurden mdrla,b (-/-) Knockout-Mause, berpl (-/-)
Knockout-Mause sowie FVB Wildtyp-Méuse verwendet.

Bei den mdrla,b(-/-) Doppelknockout-Mé&usen wurden die Gene abcbla (Pgy3) und
abcblb (Pgyl) ausgeschaltet. Das Mdrla-Protein wird im Darm sowie in der Blut-Hirn- und
Blut-Hoden-Schranke exprimiert. Die Expression des mdrlb-Proteins wurde in der
Nebennieren, in der tréachtigen Gebarmutter und in den Eierstocken nachgewiesen. Die
mdrla,b(-/-) M&use wurden im Labor von Dr. Alfred Schinkel (Niederlande) auf Basis der
embryonalen Stammzelllinie 129/0la E14 hergestellt. Die bcrpl(-/-), mrpl (-/-) sowie
mdrla,b / berpl (-/-) Knockout-Mause wurden 2002 / 1997 / 2005 ebenfalls von Dr. Alfred
Schinkel mit der embryonalen Maus-Stammzelllinie E14 129/OlaHsd hergestellt [Jonker et a
2002; Wijnolds et a 1997; Jonker at al. 2005]. Die in dieser Arbeit verwendeten Knockout-Mause
entsprechen den publizierten Ursprungsstammen, wurden aber von der Firma Taconic
(Taconic Europe A/S, Bomholtvej 10, DK 8680 Ry, Hauptsitz Germantown, NY, USA)
kommerziell bezogen.

Als Wildtyp-Tiere wurden FVB-Mé&use benutzt, welche den genetischen Hintergrund
der verwendeten Knockout-Mause bilden. Um in den durchgefiihrten Versuchen eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen den Knockout- und Wildtyp-Mausen zu gewdhrleisten, wurden fir
ausgewahlte Versuche FVB-Wildtyp-Mause ebenfalls von Taconic bezogen und nicht aus der
institutseigenen Zucht entnommen.

Die Haltung der Knockout-Mause erfolgte unter SPF-Bedingungen (Spezifiziert-
Pathogen-Freie Bedingungen) in IVC-(einzeln bellftete Kafigsysteme) oder Filterdeckel-
Macrolon-K&figen der Firma , Tecniplast* bei freilem Zugang zu Wasser und Futter. Es
herrschte ein Tag/Nacht-Rhythmus von 12/ 12 Stunden bel einer Raumtemperatur von 20 -
25 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 - 80 %. K&fige mitsamt Einstreu und Futter
wurden vor dem Einsetzen der Mause autoklaviert (20 min, 121 °C), ebenso das Trinkwasser.
Es wurde Futter der Firma SSNIFF (MZ15, autoklavierbar) und deionisiertes Wasser
verwendet.

FVB-Mause aus eigener Zucht wurden aus konventioneller Tierhaltung in den
Versuch genommen. Die Tiere wurden in Macrodex® Standardk&figen (Fa. Ehret, Freiburg,
Deutschland) bei konstanter Temperatur von 22,5°C, 12-stindigem Hell-Dunkel-Rhythmus
und 50% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Freier Zugang zu Leitungswasser und Standard-
Nagerfutter (Altromin 1320, 4% NaCl, Fa. Altromin, Lage, Deutschland) war gewahrleistet.
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Eine Liste aller verwendeter Versuchtiere sowie der applizierten Testsubstanzen ist in
Tabelle9.2 des Anhangs enthalten. Tabelle2.2 gibt einen Uberblick (ber wichtige

physiologische Parameter der Mause.
Tab. 2.2.: Physiologische Parameter der Mause [Fox et al. 1984]

Physiologische Parameter

Gewicht adult

Mannchen (g) 20-46
Weibchen (g) 18-35
Herzfreguenz (/min) 310 -840
Blutdruck (mmHg)

systolisch 133-160
diastolisch 102 -110
Blutvolumen (ml/100g)

Plasma 3,15

Total 5,85
Herzausstol3 (ml/Herzschlag) 1,3-2,0
Minutenvolumen (ml/min) 24 (11-36)
K érpertemperatur (°C) 371-374
Geschlechtsreife (Tage)

Mannchen 28-49
Weibchen 28-49

2.3. Erforderliche Genehmigungen

Die Tierversuchsantrage Nr.V54-19c 20-15(1) Gl 18/11 Nr.02.2004 , Hepatobiliére
Ausscheidung von Arzneistoffen bei Méausen mit Transportdefekten®, Kurbezeichnung
,Méausegalle® sowie Nr. V54-19c 20-15(1) Gl 18/11 Nr.03.2006 ,Hepatobilidre
Ausscheidung von Steroidhormonen, Arzneistoffen und Toxinen an transportdefekten
Tiermodellen”, Kurzbezeichnung , Galleausscheidung”, waren nach dem Tierschutzgesetz in
der Fassung der Bekanntmachung vom 17.02.1993 (BGBI. S. 254) genehmigungspflichtig.
Die Genehmigungen wurden durch das Regierungsprasidium Gief3en per Bescheid am 4.
Maérz 2004 und am 9. Méarz 2006 erteilt.




3. Material und Methoden -47 -
3. Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Chemikalien
Digoxin Roth, Karlsruhe
Dichlormethan Merck, Darmstadt
Chloroform Roth, Karlsruhe
Dehydroepiandrosteronsul fat Sigma, Staeinheim
Essigsaure Merck, Darmstadt
Ketamin Medistar®, Holzwickede
Xylazin Medistar®, Holzwickede
Kieselgelplatte 60F-254 Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Ouabain Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PEG 400 Sanofi-Aventis, Frankfurt
Propanal Merck, Darmstadt
Taurocholat Roth, Karlsruhe
Rotiszint eco plus Roth, Karlsruhe
Urethan Sigma, Deisenhofen
3.1.2. Radioaktive Substanzen
Tab. 3.1.: Radioaktiv markierte Substanzen
Molekular- .
Substanz gewicht | Spezifische Aktivitat | Stoffmenge/dpm | Li€feranten
[3H]lvermectin | 875,09 g¢/mol | 1,0 mCi/ml, 20,0 Ci/mmol | 0,0227275 fmol American Radiolabeled
Chemicals, Inc., St. Louis,
USA
[BH]Selamectin | 769,97 g/mol | 1,0 mCi/ml, 33,0 Ci/mmol | 0,013774242 Pfizer Animal Health
(Sandwich, UK)
[3H]Digoxin 780,9 g/moal 1,0 mCi/ml, 17,0 Ci/mmol | 0,01742 fmol NEN, Boston, MA, USA
[SHIDHEAS 390,5 g/mol | 1,0 mCi/ml, 74,0 Ci/mmol | 0,0061426 fmol NEN, Boston, MA, USA
[3H]Ouabain 584,7 g/mol | 1,0 mCi/ml, 22,5 Ci/mmol | 0,020202 fmol NEN, Boston, MA, USA
[3H]Taurocholat | 515,7 g/mol 1,0 mCi/ml, 2,0 Ci/mmol | 0,22728 fmol NEN, Boston, MA, USA
[H]-DMP 7749 g/mol | 0,33 mCi/ml, 2,0 Ci/mmol | 0,71693086 fmol Prof. Dr. H. Faulstich,
Heidelberg
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3.1.3. Applikationslosungen fur die in situ Galleausscheidung
Applikationslosung fur die [2BH]Ouabain, [BH]DHEAS, [*H]Taurocholat und
[*H]-DMP

Fir die in situ Galleausscheidungsversuche von [3H]Ouabain, [3H]DHEAS, [3H]Taurocholat
und [3H]DMP wurde as Losungsmittel PBS Puffer verwendet. Die in Ethanol gelOsten
radi oaktiv-markierten Substanz wurde mit N, eingedampft und weiter in PBS gel 0st.

Applikationslésung fur [H]lvermectin und [H]Selamectin (i.v.
Applikation)

Diese Substanzen wurden bei ca. 50 C in PEG 400 (Verhadltnis PEG 400/ PBS 70 : 30) gelost,
dann mit PBS weiter verdinnt. Die Ivermectin- und Selamectin-Applikationsl ésungen wurden
lichtgeschiitzt aufbewahrt. Pro Tier wurde etwa 2—25uCi lvermectin oder Selamectin
eingesetzt. Um eine entsprechende Dosierung zu erreichen, wurde eine entsprechende Menge

nicht radioaktiv-markierter Substanz zu der ApplikationslGsung gegeben.

Applikationslosung fur [3H]lIvermectin und [3H]Selamectin (orale
Applikation)

Pro Tier wurden etwa 2 — 2,5 uCi eingesetzt. Um eine entsprechende Dosierung zu erreichen,
wurde eine entsprechende Menge nicht radioaktiv-markierter Substanz zu der
Applikationsdsung gegeben. Die nicht radioaktiv-markierte Substanzen wurden in 30 pl
Ethanol geldst und in Sesamél verdinnt. Die radioaktiv-markierten Substanzen wurden mit N:
abgedampft, und weiter in der entsprechenden Sesamo6l-L 6sung gel 6st.

Applikationslosung fur [H]lvermectin und [3H]Selamectin (Spot-on
Applikation)

Pro Tier wurden etwa 6 uCi eingesetzt. Um eine entsprechende Dosierung zu erreichen
wurden die jeweils nicht radioaktiv-markierten Substanzen zugegeben. Die kalten Substanzen
wurden in Isopropylalkohol gelost. Die radioaktiv-markierten Substanzen wurden mit N-
abgedampft, und weiter in der entsprechenden Isopropylalkohol-Ldsung mit der Tritium-
markierten Substanz gelost.

Applikationslosung fir [BH]Digoxin

3,59 1,2-Propylenglycol wurden mit 1,5 g Ethanol (96%), 0,0015 g Essigsaure (99%) und
10ml Wasser gelost. Der pH-Wert wurde mit NaOH bzw. HCl auf 5,9 eingestellt.
Radioaktiv- und nicht radioaktiv-markiertes Digoxin wurden mit N2 abgedampft und weiter
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in dem oben genannten Puffer gelost. Der Antell Tritium-markierten Digoxins betrug etwa

13% bei den Méause-Versuchen und 4,4% bel den Ratten-V ersuchen.
Alle Applikationslosungen wurden direkt vor Gebrauch hergestellt. Ein Aliquot jeder

Applikationslosung (5l ) wurde vor Applikation im Szintillationscounter gemessen und

daran die tatséchlich applizierte Dosis ermittelt.

3.1.4. Szintillationsflussigkeit

| sopropanol 300 ml
Aqua bidest. 300 ml
Rotiszint eco plus® 6000 ml

Nach der Zusammensetzung wurden die oben genannten Komponeten vermischt.

3.1.5. Dinnschichtchromatographie

Platte: Kieselgel 60F-254, MERCK

Laufmittel: Chloroform/ Dichlormethan, Methanol, Aqua bidest.,
Essigsdure
Digoxin: Dichlormethan / Methanol / Aqua bidest. /

Essigsdaureim Verhdltnis80/18/2/1
Ouabain: Chloroform / Methanol / Aqua bidest.
/Essigsaureim Verhdtnis65/30/5/1
Demethylphalloin: Chloroform/ Methanol / Aqua
bidest. /Essigsdureim Verhdltnis48/48/4/ 1

Puffer: Phosphatpuffer
50 mM K2HPO4/ KH2PO4, pH 7,5

Scanner: Isomess IM-3000 Radio-Dunnschicht-Analysator



3. Material und Methoden -50-

3.2. Methoden

3.2.1. In situ Galleausscheidung bei der Maus

Versuchsdurchftihrung

Die Mause wurden mit 30 pl Ketamin und 20 pl Xylazin i.p. narkotisiert. Nach Erreichen des
Toleranzstadiums wurde das Operationsfeld vorbereitet. Dann wurde die Bauchhdhle mit
einem 1,5 cm langen Schnitt caudal des Processus xiphoideus in der Linea alba gedffnet. Der
Gallengang wurde nahe des Duodenums ligiert. Die Gallenblase wurde mit einem PTFE-
Schlauch katheterisiert. Der Katheter wurde dabei mit einem Faden an der Gallenblase fixiert.
Die erste Galleportion (O-Portion), welche vor der Applikation der Testsubstanz in dem
Reaktionsgefald gesammelt wurde, wurde nicht fir die Eliminationskinetiken beriicksichtigt.
Die radioaktiv-markierten Testsubstanzen wurden in eine Schwanzvene injiziert. Die Spritze
mit Applikationsldsung wurde vor und nach der Injektion der Testsubstanzen abgewogen um
die applizierte Menge exakt zu bestimmen. Die Bauchhdhle wurde mit korperwarmer
physiologischer Kochsalzlosung aufgefeuchtet und die Versuchstiere in einen temperierten
Kasten (37°C) Uberfihrt.

Abb. 3.1 In situ Galleausscheidung bei der Maus.
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Gallen- und Organproben nach Applikation von Testsubstanzen

Die GalleflUssigkeit wurde Uber den Gallenblasekatheter aufgefangen und in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald (tariert) gesammelt. Die Versuchsdauer betrug je nach Testsubstanz von 60
min bis 300 min. Im Zeitraum t = 0 bist = 20 min wurden alle 4 min Galleproben gesammelt,
von t =20 bis t =60 min in 5-Minuten-Intervallen, von t = 60 bis t =120 in 10-Minuten-
Intervallen und von t = 120 bis t = 300 in 15-Minuten-Intervallen. Die Gallenproben wurden
gewogen. Von jeder Probe wurde en Aliquot (1,5ul) entnommen, mit 3 ml
Szintillationsfltssigkeit versetzt, eine Stunde bel 37°C inkubiert, gevortext und die enthaltene
Radioaktivitét in einem Fllssigkeitsszintillationszéhler gemessen. Bel Versuchsende wurden
die Tiere durch Entbluten getotet. Es wurden Blut, Urin und folgende Organe entnommen:
abdominales Fett, Leber, Nebennieren, Niere, Milz, Dinndarm, Dickdarm, Magen, Hoden,
Nebenhoden, Herz, Lunge, Haut, Muskel, Gehirn. Blut (etwa 0,5ml) wurde mittels
Herzpunktion entnommen und in ein Heparinréhrchen tberfihrt. Danach wurde das Blut
5 min bei 14000 U/min zentrifugiert und Uberstand zur Analyse entnommen. Die Urinproben
wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer mit Hilfe eines Harnblasenkatheters
gesammelt. Die Organe wurden abgewogen (tarierte Alu-Folien) und in ein 2ml
Reaktionsgefal3 tberfuhrt, mit 500 pul 3M Kalilauge versetzt und Uber Nacht bel 40°C lysiert.
Anschlief3end wurden die Lysate homogenisiert und von jeder Probe ein Aliquot von 100 pl,
vermischt in 2 ml Szintillationsflissigkeit, gemessen.

3.2.2. In situ Galleausscheidung bei der Ratte

Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere wurden unter Betdubung mit Urethan (1,2 g/kg; 20%ige wassrige Losung
intraperitoneal) laparatomiert. Der Vorteil der Urethannarkose bei der Ratte liegt in der langen
Narkosedauer und dem Fehlen eines Exzitationsstadiums.

Nach Eintreten der Narkose (Toleranzstadium) wurden die Tiere auf einem Kleintier-OP-
Tisch in eine auf 37 °C beheizbare Inkubationskammer gebracht. Die Bauchhohle wurde mit
einem 2 cm langen Schnitt caudal des Processus xiphoideus in der Linea aba ertffnet. Der
zwischen den Duodenumschlingen verlaufende Gallengang wurde in der Nahe des
Dunndarms ligiert und mit einer Augenschere in etwa 0,5 cm vor der Ligatur in Richtung
Leber angeschnitten und mit einem PTFE-Schlauch katheterisiert. Die in den ersten 10 min
gebildete Gallenfliissigkeit wurde a's Kontrollwert (,, Préagalle) in die Versuchsauswertung mit

eingezogen. Anschlief3end wurde die Testsubstanz intravents in die Vena femoralis injiziert.
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Die Spritze mit der Testsubstanzen wurde vor und nach der Applikation abgewogen, um die

applizierte Menge genau zu bestimmen.

Gallen- und Organproben nach Applikation der Testsubstanz

Die Gallenflissigkeit wurde Uber einen Zeitraum von 120 min fraktioniert gesammelt. Im
Zeitraum t =0 bis t =20 min wurden ale 4 min Galleproben gesammelt, von t =20 bis
t =60 min in 5-Minuten-Intervallen, von t = 60 bis t =120 in 10-Minuten-Intervalen. Die
Bauchdecke blieb wahrend dieser Zeit gedffnet; sie wurde mit 37°C warmer Pufferl6sung
befeuchtet und mit Zellstoff abgedeckt. Bei Versuchsende wurden die Tiere durch Entbluten
in Narkose getotet.

Nach Versuchsende wurde die Bauchhdhle bis zur Regio pubis eréffnet und zwei seitliche
Entlastungsschnitte angebracht. Die Blutentnahme von etwa 2 ml und Urinproben sowie ihre
weitere Verarbeitung erfolgte wie bereits fuir Mausen beschrieben. Folgende Organe und
Geweben wurden entnommen: abdominales Fett, Leber, Nebennieren, Niere, Milz,
Dunndarm, Dickdarm, Magen, Hoden, Nebenhoden, Herz, Lunge, Haut, Muskel, Gehirn. Alle
Organe wurden in der tariertes Reaktionsgefad (15 ml) Uberfihrt, abgewogen und mit
folgenden Volumina 3M Kalilauge versetzt: Leber = 6 ml; Darm, Magen, Hoden und Uterus,
Niere und Lunge=2ml, Nebenhoden, Eierstbcke, Nebennieren, Milz, Haut, Fett- und
Muskelproben, Herz und Gehirn=0,5ml. Die Proben wurden Uber Nacht bel 40°C lysiert.

Anderntags wurden die Lysate wie oben beschrieben bearbeiten.

3.2.3. Harnblasenkatheterisierung

Zur Katheterisierung der Harnblase der Ratte wurde ein suprapubischer, etwa 0,2 cm langer
Hautschnitt durchgefiihrt. Die Abdominalmuskulatur und das Peritoneum entlang der Linea
albawurden vorsichtig gespalten. Die Harnblase wurde aus dem Peritonealraum herausluxiert
und mit einer Klemme fixiert. Zwel Fadenschlingen wurden um die Blase vorgelegt, die Blase
maoglichst weit kranial ohne Verletzung der Blasengeféf3e punktiert, der Blasenkatheter
eingebracht und mit den vorgelegten Schlingen fixiert. Anschlief3end wurde die Blase wieder
in der Bauchhohle versenkt. Ein Reaktionsgefal3 (1,5 ml) wurde unter den Blasenkatheter
gestellt, um den Urin zu sammeln.

Fur die Katheterisierung der Harnblase der Maus wurde ein medianer Hautschnitt 5 mm
kranial der Peniswurzel gesetzt. Die Muskefaszien wurden entlang der Linea alba

durchtrennt. Nach Durchtrennung der Abdominalmuskulatur wurde die Harnblase
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herausluxiert und eine Schlinge vorgelegt. Die Harnblase wurde punktiert und ein PE-
Katheter (AuRRendurchmesser 0,96 mm) eingebracht und mit den vorgelegten Fadenschlingen
fixiert. Nach Reposition wurde die Wunde verschlossen. Der Urin wurde in 0,5ml
Reaktionsgefal3en gesammelt.

Auswertung der Applikationsversuche
I. Berechnung der ausgeschiedenen Substanzmenge
Im Anschluss an die Radioaktivitatsbestimmung der einzelnen Galleproben wurde die

ausgeschiedene Substanzmenge pro Zeiteinheit nach folgender Formel berechnet:

hi _dpm pro pl Galle x pl Galle pro ZI xUF
ausgescinlgncilgp /en?il#?ztirézmenge Zeitintervall in Minuten x g Kérpergewicht

ZIl: Zeitintervall = 4 min oder 5 min oder 10 min

4,5455x107" Ci

UF: Umrechnungsfaktor = ldpm=
g P = S pezifische Aktivitat (Ci/mmol)

(Umrechnungsfaktoren siehe in Tabelle 3.1)

I1. Berechnung der im Blut enthaltenen Substanzmenge

Das Blutvolumen einer Ratte und Maus betragt etwa 6,7 ml pro 100 g Korpermasse oder
6,7% der KOrpermasse [Hagemann & Schmidt 1960].

) dpm der Serumprobe x Blutvolumen des Tieres x UF
Substanzmenge im Blut = -
in pmol Volumen der Serumprobe in pl

Blutvolumen der Ratte in pl = Kérpermasse der Rattein g x (6,4 ml/100 g)

Blutvolumen der Maus in pl = Kdrpermasse der Mausin g x (5,85 ml/100 g)

I11. Berechnung der in jedem Organ enthaltenen Substanzmenge:

b _dpm der Organprobe x (Gesamtgewicht des Organs + ml KOH) xUF
Su stanzn?negngglpro Organ Gewicht der lysierten Organprobe (mg)

Gewicht der lysierten Organprobe (mg) war immer 0,1mg
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3.3. Dinnschichtchromatographie der Gallenproben

Mittels Dunnschichtchromatographie wurden maogliche Metaboliten der applizierten
Testsubstanz in  Gallenproben untersucht. Diese Methode wurde fur [3H]Digoxin,
[3H]Ouabain, [3H]Demethylphalloin elngesetzt.

Auf eine 60F-254-Dinnschicht-Kieselgelplaite (Merck®, Darmstadt) wurden etwa
50000 dpm der radioaktiv-markierten Testsubstanz allein, sowie Galleproben mit
vergleichbarer Aktivitét (50000 dpm) aufgetragen. Aul3erdem wurde die radioaktive Substanz
in Prégalleproben (s.0.) gelost und ebenfals auf die DC-Platte aufgetragen. Die
Chromatographie wurde in einer geséttigten Laufmittelatmosphére durchgefuhrt. Die mobile
Phase bestand aus Dichlormethan (Chloroform)/ Methanol / Aqua bidest. in wechselnden
Verhdtnissen. Nachdem die Laufmittelfront den oberen Rand der DC-Platte fast erreicht
hatte, wurde die Platte an der Luft getrocknet und mittels eines 1somess-1M-3000-Radio-
Duinnschicht-Analysators vermessen. Das Prinzip dieser Messung beruht auf der Ubertragung
von ionisierenden Strahlenteilchen in elektrische Signale Uber ein Zahirohr, in dem sich ein
Methan/Argon-Gemisch befindet. Wenn die applizierte Substanz in der Leber nicht
metabolisiert wurde, war in dem Chromatogramm der untersuchten Gallenproben nur ein
einziger Radioaktivitdtspeak sichtbar, welcher mit der Ursprungssubtanz identisch war. Mit
Hilfe einer UV-Lampe konnten die kalten Testsubstanzen aufgrund ihrer Fluoreszenz auf der
Platte |okalisiert werden.

Laufmittel fur die Dinnschichtchromatographie:

Digoxin: Dichlormethan / Methanol / Wasser bidest. im Verhéltnis80/ 18/ 2

Ouabain: Chloroform / Methanol / Wasser bidest. im Verhdtnis65/30/5
Demethylphalloin: Chloroform / Methanol / Wasser bidest. im Verhdtnis48/48/ 4

3.4. Pharmakokinetische Studien

3.4.1. Applikation

Die intravendse Applikation erfolgte bel Méausen ohne Narkose in die Schwanzvene. Die
orale Applikation wurde mittels Schlundsonde (Durchmesser 1,25 mm) durchgeftihrt. 12
Stunden vor oraler Applikation wurden die Tiere ohne Futter gehalten und 3 h nach der
Applikation stand Futter wieder ad libitum zur Verfigung. Pro Tier wurden etwa 200 pl
Losung per os appliziert. Die Spritze mit der Schlundsonde wurde nach der Applikation
immer rickgewogen, um die genaue Applikationsmenge zu bestimmen. Fir die Spot-on
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Applikation wurde dorsal im Bereich der lumbalen Wirbelsdule eine Stelle von 6 x 6 mm
freigeschoren. Die entsprechende Applikationddsung wurde sehr langsam aufgetragen. Pro

Tier wurde jeweils 10 ul Losung appliziert.

3.4.2. Gewinnung der Blutproben

Fur die Gewinnung von Blutproben wurde die Schwanzvene punktiert und bis zu 100 pl Blut
(je nach Spezies) in eine Microvette® CB 300 (Saarstedt, Nurbrecht) aufgenommen. Zur
weiteren Analyse wurden 20pl Plasma verwendet und wie oben beschrieben im

Flussigkeitsszintill ationszéhler gemessen.

3.4.3. EDV-gestutzte Auswertung

Daten zur Plasma und Gallekonzentration wurden mittels nicht-kompartimentaler Analyse
mit Hilfe des Computerprogramms WinNonlin Professional Edition Version 2.1.0 (Pharsight,
Mountain View, CA, USA) berechnet. Die pharmakokinetischen Parameter (AUC ., totale
Clearance Cli) wurden fir jedes einzelne Tier mittels nicht-kompartimentaler Modell-
Anayse nach intravendser Applikation (intravaskulér) oder entprechend nach oraler und
Spot-on  Applikation (extravaskuldr) berechnet. Die maximaen Plasma und
Gallekonzentrationen (Crax) und deren Zeitpunkte (Tmax) Wurden aus den Konzentrations-
Zeit-Kurven jedes einzelnen Tieres abgeleitet und anschlieRend gemittelt. Die AUC« (area
under the plasma (bile) concentration time curve) Werte wurden vom Zeitpunkt t = 0 bis zur
letzten detektierten Plasma/Galle- Konzentration berechnet. Die bilidre Clearance wurde nach
folgender Formel bestimmt [Derendorf et al. 2002):

AAeyie = At
Clbile:(t;—ge

AA€pie | At ist die pro Zeiteinheit mit der Galle ausgeschiedene Menge des Arzneistoffes.

Dieser bilidre Abfluss ergibt sich aus Gallevolumen (AVy;), Gallekonzentration (Cpiie) und
Sammel periode (At) nach :

AV pite X Chile
At

AAEpie ! At =

Aus den beiden Gleichungen ergibt sich fur die Berechnung der bilidren Clearance:

Cl. _ AV bile* Chite
bile AtXCp
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Cpist hier die Plasmakonzentration.
Die orale (F) und topische (F*) Bioverflgbarkeit von Selamectin und Ivermectin wurden nach

folgenden Formeln errechnet:

Foral _ DOSiSi.v X AUCoraI t=8h % 100%
DOS'SoraI X AUCi.v.t:B h
F Spoton = DOS!SoraI x AUCSpot-on t=24 h «100%
DoSISspot-on * AUCorait=24n

Diese Normalisierung war fur die Berechnung der Bioverflgbarkeit nach oraler und Spot-on
Applikation wegen der unterschiedlichen Zeitrdume der Plasmakinetikversuche (8 h nach i.v.
Applikation, 24 h nach oraler und 72 h nach Spot-on Applikation) notwendig.

3.5. Gewebeentnahme und Isolierung von Total-RNA

Nach der Totung der Tiere durch CO, wurden Leber, Niere und Gehirn entnommen,
zerkleinert, in ein 2 ml vorgewogenes Reaktionsgefd? Uberfiihrt und schnell in flissigen
Stickstoff gestellt. Die Reaktionsgefélle mit den Gewebe wurden nachgewogen, um die
Gewebenmenge zu bestimmen, und bel —80°C zur spéteren Analyse gelagert. Fur die
Isolierung von Total-RNA wurde die pegGOLD RNAPure®-Methode (peglLab) benutzt. Da
das peqGOLD-Reagenz in einer einphasiger Losung Guanidinisothiocyanat und Phenol
enthdlt, erzielt man eine erhebliche Vereinfachung und Verkirzung der Pr&parationen
(, Single-Reagent-Methodik*). Am Tag der RNA-Isolierung wurden die Gewebe aus dem
Tiefkuhlschrank (-80°C) genommen und in flussigen Stickstoff Gberfuhrt. Das Gewebe wurde
in peqGOLD (Verhdtnis: 1ml pegGOLD pro 50-100 mg Gewebe) gelegt und mit Hilfe eines
Rotor-Stator-Homogenisators homogenisiert. Das Salz Guanidinisothiocyanat wirkt als
chaotropes Agens, das Zellen lysieren und zugleich RNAsen inaktivieren kann. Das
Probenvolumen sollte nicht mehr als 10% des verwendeten pegGOLD-Volumens betragen.
Das Homogenisat wurde danach als 1 ml Aliquots in neue 2 ml Reaktionsgefél3e tberfihrt.
Die Proben wurden dann fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 200 pl
Chloroform je eingesetztem Milliliter pegGOLD zugegeben und fir 15 sec kréftig geschiittelt.
Anschlief3end wurde fir weitere 3 bis 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die
Proben fur 5min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Die Zugabe von Chloroform und der
Zentrifugationsschritt fuhren zu einer Phasentrennung, bel der die RNA in der oberen
wassrigen Phase enthalten ist. Die DNA und Proteine verbleiben dagegen in der unteren
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organischen Phase und in der Interphase. Die obere Phase wurde abgezogen und in ein neues
2 ml Reaktionsgefad Gberfihrt. Es wurden 500 ul Isopropanol pro eingesetztem Milliliter
peqGOLD zugegeben. Die Proben wurden fir 5 bis 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlief3end wurden sie fir 10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Préazipitat
sollte von gelartiger Konsistenz sein und an der unteren Seite des Rohrchens liegen. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgezogen und das Pellet zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol
durch Zentrifugation (10 Minuten) gewaschen. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet. Zum
Schluss wurde das Pellet in RNase-freiem Wasser gel6st und auf Eis fur 30 min resuspendiert.
Aliquots eines Gewebes wurden gepoolt und die Konzentration der RNA im
Spektralphotometer bel 260 nm bestimmt. 2 pl der zu messenden Proben wurden in 198 pl
ddH,O verdinnt. Als Leerwert wurden 198 ul ddH,O plus 2 ul RNAse freies Wasser
verwendet. Die optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm (ODyg0) sollte zwischen
0,1 und 1 liegen und der Quotient OD,s0/OD2gy grofder als 1,8 sein. Die RNA-Proben wurden
dann aiquotiert (2 x 5l und Rest) und bei —80°C gelagert. Die mit dieser Methode
erhaltenen RNA-Proben wurden fur die cDNA-Synthese und quantitative real-time PCR,

verwendet.

3.6. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des Advantage RT-for-PCR Kits (Clontech). Hierfur
wurde Total-RNA aus Geweben (Leber, Niere, Gehirn) von Mausen und Ratten verwendet.
Mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT, MMLV: Moloney-Murine Leukemia Virus)
wurde die proteincodierende mRNA in komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. Als
Primer fur die cDNA-Synthese dienten Oligo (dT)1s Primer.

cDNA-Synthese-Ansatz. In einem 0,5 Reaktionsgefa? (PCR-cups) wurden 0,2-1 ug Total-
RNA mit DEPC-Wasser (wenn nétig) auf ein Volumen von 12,5 pl verdinnt und gemischt.
Anschlief3end wurden die Oligo(dT)s Primer (1,0 pl) zugegeben. Dieser Ansatz wurde zuerst
bei 70°C fur 2 min erhitzt. Wahrenddessen wurden die anderen Synthese-Reagenzien wie

folgt zusammengefugt.

cDNA-Synthese-Ansatz (Master-Mix)

5 X Reaction Buffer 4,0 pl
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 ul
Recombinant RNase Inhibitor 0,5ul

MMLYV Reverse Transcriptase 1,0 pl
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Danach wurden die Proben mit dem Master-Mix gemischt und weiter inkubiert.
cDNA-Synthese-Verlauf.

Synthese 42°C 60 min
Stoppen der Reaktion  94°C 5min

Die Proben wurden mit 80 pl DEPC-Wasser auf 100 ul verdinnt, in 10 pl Aliquots aufgeteilt
und bei —70°C gelagert.

3.7. Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR wurde mittels des Applied Biosystems PRISM 7300 Real-
Time PCR Systems mit TagMan Gene Expression Assays (s. Tab. 3.2) nach den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Als endogene Kontrolle diente (3-Actin. Die Expression jedes Gens
wurde pro Gewebe in Dreifachbestimmung in 96-well Platten untersucht. Pro Ansatz wurden
5ul cDNA, 1,25 ul TagMan Gene Expression Assay, 12,5 ul von TagMan Universal PCR
Master Mix und 6,25 pl von ddH,O verwendet (25 ul Volumen pro Reaktion). Die PCR-
Reaktion lief Uber 40 Zyklen mit einem 2-Temperaturschema von 95°C x 15 sec und 60°C x
60 sec. Zur relativen Quantifizierung der genexpression wurde die AACt-Methode [Livak &

Schmittgen 2001, Geyer et al. 2007] verwendet.

Tab. 3.2. TagMan Assays von Maus und Ratte fur die quantitative real-time PCR

TagMan Assay Maus-Gen TagqMan Assay Ratten-Gen
ABI Nr systematisch | alias ABI Nr systematisch alias
MmO01344332_m1 Abccel Mrpl Rn01465702_m1 Abcca Mrp4
Mm01226387_m1 Abccd Mrp4 Rn00561753 _ml Abchl Mdrl
MmQ00457295 m1 Slc22a2 Oct2 Rn00710585_ml Abcg2 Berp
Mm00440736_m1 Abchblb Mdrlb Rn00562250_m1 Slc22al Octl
Mm00440761 m1 Abcbla Mdrla Rn00580893_m1 Slc22a2 Oct2
Slcola4 Oatp2 RNn00582179_m1 Abcbl11 Bsep
Mm00453126_m1 (Oatplad) )|
MmO00551550 m1 Abcc3 Mrp3 Rn01427754 m1l Slco4cl Oatp4cl
Mm00496899 m1 Abcc2 Mrp2 Rn00568143_m1 Slc22a6 Oatl
MmO00649796_m1 Slcolal Oatpl Rn00580082_m1 Slc22a8 Oat3
(Oatplal)
Mm00496364 m1l Abcg2 Berp Rn00667869_m1 [Z-actin B-actin
MmO00456303_m1 Sic22a1 Octl RNO0581304 m1 Slcola4 (Catpd)
— Oatplb2
Mm00445168 m1l Abcbll Bsep Rn00589786_m1 Abcc3 Mrp3
Oatp4
Mm00451514 m1 Slcolb2 (Oatp1b2)
MmO00607939_sl Bactin 3-actin
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3.7.1. Statistische Analyse

Signifikanzen wurden mit dem Computerprogramm GraphPad Prism Version 4.0 (GraphPad
Software Inc., San. Diego CA, 2003) berechnet. Das Signifikanzniveau lag bel p < 0,05.
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4. Ergebnisse

Die Verwendung von TR(-) Ratten in der biomedizinischen Forschung zur Untersuchung der
hepatobilidgren Elimination und Metabolisierung von Arznei- und Fremdstoffen ist als gut
etabliert anzusehen (siehe Einleitung). Mit Hilfe dieses MRP2-defizienten Tiermodelles kann
jedoch nur die Interaktion von Arzneistoffen bzw. Arzneistoffmetaboliten mit dem MRP2
Transportsystem untersucht werden. Da es sich bei der TR(-) Ratte aber um einen natirlich
aufgetretenen Mutationsstamm der Wistar Ratte handelt, steht dieses Tiermodell schon seit
vielen Jahren zur Verfiigung. Die erst in jungerer Vergangenheit generierten Knockout-Mause
mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) bieten die Méglichkeit nun auch die Rolle der Effluxtransporter
MDR1 und BCRP fir die hepatobiliare Elimination von Arznei- und Fremdstoffen zu
untersuchen. Allerdings l&sst sich die Technik der Gallegewinnung, welche bei der Ratte Uber
eine Gallengangsfistel erfolgt, nicht direkt auf die Maus Ubertragen, da diese eine Gallenblase
tragt. Das erste Ziel dieser Arbeit war es daher eine Operationstechnik zu entwickeln, mit
welcher es moglich ist, die Arzneistoffelimination in die Galle auch bei der Maus zu messen.
In den anschlief3enden Vorversuchen wurden dann drei wesentliche Fragen aufgegriffen,
welche fur die Eignung der mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mause fur entsprechende
Versuche zur Galleausscheidung entscheidend sind: (1) Ist der Gallefluss zwischen den
Knockout- und den Wildtyp-Méausen vergleichbar (siehe 4.1)? (1I) Werden, abgesehen von
dem ausgeschalteten Effluxtransporter, die Ubrigen ABC-Transporter in der kanalikuléren
Membran der Hepatozyten funktionell exprimiert bzw. lésst sich deren Transportleistung
funktionell messen (siehe 4.2 und 4.3)? Und (111), kommt es durch die Target-Ausschaltung
zur kompensatorischen Veranderung in der Expression anderer Arzneistofftransporter in

Leber, Niere und Gehirn, welche die Versuchsergebnisse verfa schen konnten (siehe 4.4)?

4.1. Gallefluss bei Ratten und Mausen

Unter den angegebenen experimentellen Bedingungen war es mdglich, einen kontinuierlichen
Gallefluss Uber einen Zeitraum von mehr als 2 Stunden bel Ratten und mehr als 90 min bel
Mausen zu messen. Die gesammelten Einzelproben hatten bei den Ratten ein wesentlich
konstanteres VVolumen als bei den Mausen (Abb. 4.2 und 4.1). Dies st darauf zuriickzufthren,
dass bel der Ratte direkt der Gallengang kanuliert wurde und damit eine kontinuierlicher
Gallefluss gemessen werden konnte, wahrend bel den Mé&usen operativ die Gallenblase
punktiert wurde (Einzelheiten unter 3.2).
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4.1.1. Gallefluss bei Ratten mit Gallengangsfistel

Wie bereits aus der Literatur bekannt war [Paulusma et al. 1999, Lischka et al. 2003], zeigten sich
zwischen Wistar- und TR(-)-Ratten erhebliche Unterschiede im Gallefluss. Wahrend bei den
Wistar-Ratten nach 120 min ein kumulatives Gallevolumen von 1092 + 23 ul zu messen war,
betrug dieses fur die TR(-)-Ratte nur etwa die Halfte mit 690 + 53 ul (Abb. 4.1B). Die
Geschwindigkeit des Galleflusses lag fur die Wistar-Ratten bei 13 + 3,3 pl/min und fir die
TR(-)-Ratten bel 6 + 1,8 pl/min (Abb. 4.1A).
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Abb. 4.1: A, Kontinuierlicher Gallefluss bei Ratten Gber die Gallengangfistel. Im Zeitraum t=0 bis
t=20 min wurden alle 4 min Galleproben gesammelt, von t=20 bis t=60 min in 5-Minuten-
Intervallen, von t = 60 bis t =120 in 10-Minuten-Intervallen. B, Kumulativer Gallefluss tber 120 min.
Bis zum Versuchsende nach 120 min wurden von den TR(-)-Ratten durchschnittlich 690 pl Galle und
von den Wistar-Ratten 1092 pl Galle ausgeschieden und gesammelt. * p < 0,001

4.1.2. Gallefluss bei Mausen mit Gallenblasenfistel

Der Gallefluss war bei den Mausen Uber 90 min kontinuierlich messbar. Dabei traten keine
Unterschiede im Gallefluss zwischen den bcrpl (-/-) Knockout-, mdrla,b (-/-) Knockout-
Maéausen und FVB Wildtyp-Mausen auf (Abb. 4.2A,B). Die Geschwindigkeit des Galleflusses
lag fur die bcrpl (-/-) Knockout-Mause bei 1,87 £ 0,33 pl/min, fur die mdrla,b (-/-)
Knockout-Mause bei 1,74 + 0,29 pl/min und fiur die Wildtyp-Mé&use bel 1,84 + 0,23 pl/min.
Der Variationskoeffizient (COV) lag fur diese Versuche bei 17% fir die Knockout-Tiere und
bei 11% fur die Wildtyp-Mause. Der kumulative Gallefluss betrug durschnittlich 152 pl bei
den Knockout-Méausen und 157 pl bei den Wildtyp-Méausen (Abb. 4.1B).
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Abb. 4.2: A, Kontinuierlicher Gallefluss Uber die Gallenblasenfistel bei der Maus. Im Zeitraum t = 0 bis
t=20 min wurden alle 4 min Galleproben gesammelt, von t=20 bis t=60 min in 5-Minuten-
Intervallen, von t = 60 bis t = 90 in 10-Minuten-Intervallen. B, Kumulativer Gallefluss Gber 90 min. Bis
zum Versuchsende nach 90 min wurden durchschnittlich 152 ul Galle von den mdrla,b (-/-) Knockout-
Mausen, 157 pl Galle von den berpl(-/-) Knockout-Mausen und 152 pl Galle von den Wildtyp-Mausen
ausgeschieden und gesammelt.

4.2. In situ Galleausscheidung von [3H]Taurocholat bei Mausen

mit Gallenblasenfistel

Der Transport von Gallensduren wie Taurocholat an der kanalikuléren Membran der
Hepatozyten erfolgt hauptsachlich Uber die bile salt export pump Bsep. Zur Kl&rung, ob in der
Leber der mdrla,b (-/-) Knockout-Mause Bsep noch funktionell exprimiert wird, wurden nach
Applikation von [*H] Taurocholat Galleproben genommen und analysiert und schliefllich die
Ausscheidung von [*H]Taurocholat in die Galle im Unterschied zu den Wildtyp-Mé&usen
untersucht.

Gallefluss nach Applikation von [*H] Taurocholat

Der Gallefluss war in beiden Tiermodellen tber 90 min kontinuierlich messbar (Abb. 4.3 A).
Die Geschwindigkeit des Galleflusses betrug 2,12 + 0,52 pul/min bei den Wildtyp FVB-
Maéausen und 1,99 + 0,70 pl/min bei den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen. In der kumulativen
Darstellung dieser Daten ergaben sich keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-
Maéausen (Abb. 4.3 B). Wahrend des gesamten 90-minutigen Versuchs war die Summe der
ausgeschiedenen Gallemenge mit 182 + 32 pl bei den Knockout-Mausen und 191 + 23 ul bei
den FVB-Mausen vergleichbar (Abb. 4.3 B). Die Gallebildung war nach Applikation von
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Taurocholat aufgrund des Gallensdure-abhangigen Galleflusses erwartungsgeméal? grof3er als
bei den Kontrolltieren (siehe Abb. 4.2).
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Abb. 4.3: A, Kontinuierlicher Gallefluss uber die Gallenblasenfistel nach Applikation von
[BH]Taurocholat. Im Zeitraum t = 0 bis t = 20 min wurden alle 4 min Galleproben gesammelt, von t = 20
bis t = 60 min in 5-Minuten-Intervallen, von t = 60 bis t = 90 in 10-Minuten-Intervallen. B, Kumulativer
Gallefluss tiber 90 min. Bis zum Versuchsende nach 90 min wurden von den mdrla,b (-/-) Knockout-
Mausen durchschnittlich 182 pul Galle und von den FVB Wildtyp-Méausen 191 pl Galle ausgeschieden
und gesammelt.
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Abb. 4.4: Kumulative Galleausscheidung von [3H]Taurocholat nach i.v. Applikation bei FVB-Mausen
und mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen.

Hepatobilidre Ausscheidung von [*H]Taurocholat

[*H] Taurocholat wurde in den gesammelten Galleproben mittels Fliissigszintillationszahler
bestimmt. Bereits 4 min nach Applikation konnte die Substanz in grof3en Mengen sowohl bei
Wildtyp- als auch bei Knockout-Tieren in der Galle nachgewiesen werden. Dabei zeigte die
Galleausscheidung von [3H]Taurocholat keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Mausstdmmen (Abb. 4.4). Etwa 45 min nach der i.v. Applikation von [3H]Taurocholat
wurden bereits tUber 95% der applizierten Dosis [3H] Taurocholat mit der Galle ausgeschieden.
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Aus diesem Versuch kann gefolgert werden, dass Bsep in der Leber der mdrla,b (-/-)

Knockout-Maus funktionell exprimiert wird.

4.3. In situ Galleausscheidung von [*H]DHEAS bei M&usen mit
Gallenblasenfistel

Neben Bsep wird die Effluxtransporter Mrp2 in der kanalikuldren Membran der Hepatozyten
exprimiert; dieser Transportsystem ist an der hepatobiliaren Elimination von Arznei- und
Fremdstoffen beteiligt. Eine endogene Substanz, welche von Mrp2 Efflux-Pumpe als Substrat
erkannt wird, ist DHEAS. Analog zu den Ausscheidungsversuchen mit [*H] Taurocholat sollte
diese Substanz zur Uberprifung der funktionellen Expression von Mrp2 in der Leber der
mdrla,b (-/-) Knockout-Méause sowie von Mdrl und Mrp2 in der Leber der bcrpl (-/-)
Knockout-Mause dienen.

Gallefluss nach Applikation von [BH]DHEAS

Der Gallefluss war nach Applikation von DHEAS mit 171 + 4,8 ul bei den FVB-Mausen und
184 + 37,6 ul bel den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen sowie 158 + 13,8 ul bei den berpl (-/-)
Knockout-Mausen vergleichbar (Abb. 4.8).
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Abb. 4.5: Kumulativer Gallefluss uber 90 min nach intravendser Applikation von 0,2 ug/kg
[BH]DHAES. Bis zum Versuchsende nach 90 min wurden von den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen
durchschnittlich 184 pl Galle, von den bcrpl (-/-) Knockout-M&usen 158 pl und von den FVB-Mausen
171 pl Galle ausgeschieden.
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Hepatobilidre Ausscheidung von [SH]DHEAS

Das [3H]-markierte DHEAS wurde mit einer Dosierung von 0,2 ug/kg Korpergewicht in die
Schwanzvene appliziert. Die Ausscheidungskurven aller Mausstamme zeigten keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 4.6 A). Die maximalen Ausscheidungen lagen fir die FVB-
Maus bel 3,74 fmol/min/g KG sowie fur die berpl (-/-) Knockout-Maus bei 4.95 fmol/min/g
KG in der 40. Minute, fur die mdrla,b (-/-) Knockout-Maus bei 4,30 fmol/min/g KG in der
55. Minute. Bei Betrachtung der kumulativen Datendarstellung fallt auf, dass bei den
mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen nach 90 min 41% der applizierte Radioaktivitat in der Galle
detektiert wurde, bei den berpl (-/-) Knockout-Mausen waren dies 39% und bei den Wildtyp-
Mausen 34% (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Galleausscheidung von [PH]DHEAS nach intravendser Applikation von 0,2 pg/kg tber
90 Minuten bei Wildtyp sowie mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen in kumulativer
Darstellungen.

Aufgrund der vorliegenden Daten wird deutlich, dass die mdrla,b (-/-) Knockout-Maus eine
hepatobiligre Elimination von Taurocholat und DHEAS aufweist, welche mit der der FVB
Wildtyp-Maus equivalent ist. Dies deutet auf eine funktionell gleichwertige Expression der
Effluxtransporter Mrp2, Bcrp und Bsep in der Leber beider Mausstamme hin. Eine
kompensatorische Verschiebung der funktionellen Eliminationsfahigkeit nach dem Ausfall
des Mdrla/b Transportsystems in der Leber kommt damit entweder nicht zum Tragen oder
hat fur die verwendeten Markersubstrate Taurocholat und DHEAS keine Bedeutung. Auch die
hepatobilidgre Elimination bei den bcrpl (-/-) Knockout-Mausen von DHEAS zeigt keine
Unterschiede zur Wildtyp-Tieren, was auf eine funktionell gleichwertige Expression der
Effluxtransporter Mrp2 in der Leber beider Méusestamme hindeutet. Da diese
Schlussfolgerung allein auf der Analyse der funktionellen Ausscheidungskinetiken basiert,
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wurde in einem néchsten Schritt eine systematische Genotypisierung der wichtigsten Arznei-
und Fremdstofftransporter bei beiden Mausstémmen durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht
werden, ob es bei der mdrlab (-/-) oder der bcrpl (-/-) Knockout-Maus auf Ebene der
proteinkodierenden RNA durch die zielgerichtete Deletion der entsprechenden Gene zu einer
kompensatorischen Up- oder Downregulation der Expression anderer Transportsysteme

gekommen ist.

4.4. Expression wichtiger Arzneistofftransportern in Leber, Niere
und Gehirn von mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen
sowie TR(-) Ratten

Die Expressionsprofile der wichtigsten Arzneistofftransporter bel den mdrla, b(-/-) und
berpl (-/-) Knockout-Méausen sind bisher kaum charakterisiert oder in der Literatur
widerspruchlich dargestellt (sehe Kapitel 2 und 5). Deswegen sollte das Expressionsmuster
der Phase O Transporter Oatplal, Oatplad, Oatplb2, Octl und Oct2 sowie der Phase IV
Transporter Mrpl, Mrp2, Mrp3, Mrp4, Mdrla, Mdrlb, Berp und Bsep bei beiden Knockout-
Linien mit Hilfe der Rea-time PCR systematisch untersucht werden. Das relative
Expressionsniveau dieser Transporter wurde wie folgt bewertet:

e <0,5Downregulation des Zielgens bel der Knockout-Maus

e 0,5-<2,0vergleichbare Expression des Zielgens wie bei der Wildtyp-Maus

e > 2,0 Upregulation des Zielgens bel der Knockout-Maus

e >5,0 deutliche Uberexpression des Zielgens bei der Knockout-Maus

4.4.1. Genotypisierung der mdrla,b(-/-) und bcrpl(-/-) Knockout-

Mause

Leber

Generell wurden auf Ebene der mRNA bei beiden untersuchten Knockout-Mausen keine
signifikanten Unterschiede in der Expression der untersuchten Arzneistofftranspoter gefunden
(Abb. 4.7). Die starkste Expression zeigten in der Mausleber die Oatp-Carrier Oatplb2,
Oatplal, Oatplad und Octl sowie die ABC-Carrier Mrp2, Mrp3, Berp und Bsep. Mdrla,
Mdrlb, Mrpl und Mrp4 wurden dagegen relativ schwach in der Leber exprimiert (Abb. 4.7).
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Niere

Auch in den Nieren wurden keine signifikanten Unterschiede in der mRNA Expression der
wichtigsten Arzneistofftransporter zwischen den beiden Knockout-Mausstéammen und FVB
Wildtyp-Mé&usen festgestellt (Abb. 4.8). In der Mausniere werden Octl, Oct2, Oatplal und
Berp am stérksten exprimiert (Abb. 4.8). Die Carrier aus der Gruppe der ABC-Transporter
sind mit Ausnahme von Bcerp und Mrp2 in der Niere der Maus relativ schwach exprimiert.

Die schwachste Expression wurde fir Oatplad beobachtet.

Gehirn

Im Gehirn wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Expression der
wichtigsten Arzneistofftransporter, welche an der Ausprégung der funktionellen Blut-Hirn-
Schranke beteiligt sind, festgestellt (Abb. 4.9), alerdings mit Ausnahme der Expression des
Berp Transporters: Bei der mdrla,b (-/-) Knockout Maus ergab sich eine 2,3-fach signifikant
erhdhte Expression. Im Unterschied zur Leber und zu den Nieren zeigten im Gehirn Mdrla,
Mrpl, Berp und Mrp4 die stérkste Expression. Oatplad ist im Gehirn der am stérksten
exprimierte Aufnahme-Carrier, gefolgt von Oct2. Octl wird im Gehirn bei der mdrla,b (-/-)
Knockout-Maus um den Faktor 9 schwéacher als bei der Wildtyp-Maus exprimiert (Abb. 4.9).
Der am schwéchsten exprimierte Transporter im Gehirn bel der Mausist Oatplal.
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Abb. 4.7: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern in der Leber bei mdrla,b (-/-),
berpl (-/-) Knockout- und FVB Wildtyp-Méausen. Calibrator fir die relative Expression war der am
schwachsten exprimierte Transporter (Oct2). Die Expression der untersuchten Transporter wurde ins
Verhéltnis zur Expression des Housekeepers 3-Actin gesetzt. Fir die Auswertung wurden 3 Tiere pro
Gruppe eingesetzt.
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Abb. 4.8: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern in den Nieren bei mdrla,b (-/-),
berpl (-/-) Knockout- und FVB Wildtyp-Méausen. Calibrator fir die relative Expression war der am
schwachsten exprimierte Transporter (Oatpla4). Die Expression der untersuchten Transporter wurde
ins Verhaltnis zur Expression des Housekeepers 3-Actin gesetzt. Fir die Auswertung wurden 3 Tiere
pro Gruppe eingesetzt.
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Abb. 4.9: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern im Gehirn bei den
mdrla,b (-/-), bcrpl (-/-) Knockout- und FVB Wildtyp-Mausen. Calibrator fur die relative Expression
war der am schwachsten exprimierte Transporter (Oatplal). Die Expression der untersuchten
Transporter wurde ins Verhaltnis zur Expression des Housekeepers R-Actin gesetzt. Fiur die
Auswertung wurden 3 Tiere pro Gruppe eingesetzt. * p <0,01 bcrpl (-/-) Knockout-Maus vs. FVB-
Maus.
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4.4.2. Genotypisierung der TR(-) Ratten

Leber

In der Leber der TR(-) Ratte wurde eine signifikante Hochregulation der Transporter Mrp3
und Mrp4 beobachtet: Mrp3 wird bei der TR(-) Ratte 23-fach und Mrp4 5-fach hoher
exprimiert im Vergleich zu den Wildtyp Wistar-Ratten (Abb. 4.10). Andere
Arznestofftransporter wie Mdrl, Bcerp, Bsep, Oatplad, Oatplb2, Octl und Oct2 wiesen
dagegen keine Unterschiede in der Expression zwischen den beiden Rattenstdmmen auf
(Abb. 4.10).

Die stérkste Expression in der Leber zeigten bei beiden Rattenstammen Bsep, gefolgt von
Oatplb2, Octl und Oatplad (Abb. 4.10). Die Efflux-Carrier Bcrp, Mrp4, Mrp3 und Mdrl
zeigten dagegen eine relativ schwache Expression in der Leber. Am schwéachsten ist Oct2
exprimiert. Da analog auch in der Leber der Maus Oct2 auf3erst schwach vorkommt, hat
dieser Carrier bel den murinen Spezies vermutlich keine grof3e Bedeutung fir die hepatogene
Elimination von Arzneistoffen. Statt dessen wird Oct2 in der Niere stark exprimiert.

Niere

In den Nieren wurden fur die Carrierexpression keine signifikanten Unterschiede zwischen
TR(-) Ratten und Wistar-Ratten festgestellt (Abb. 4.11). Im Gegensatz zur Leber zeigten in
den Rattennieren Oct2, Octl, Oatl und Oat3 die stérkste Expression. Die Oat-Carrier wurden
alerdings bis zu 3-fach hoher bel den Wistar-Ratten im Vergleich zu den TR(-) Ratten
exprimiert (Abb. 4.11). Bel den Oatp-Transportern wurde die starkere Espression fir Oatp4cl
gemessen. Insgesamt zeigten die ABC-Transporter in den Nieren eine schwéchere Expression
als die Aufnahmecarrier (Abb. 4.11). Von allen ABC-Carriern werden in der Niere Berp und

Mrp4 am stérksten exprimiert.

Gehirn

Auch im Gehirn wurde fir die meisten Transporter keine Dysregulation in der Expression bel
der TR(-) Ratte im Vergleich zu der Wistar-Ratte beobachtet (Abb. 4.12). Allerdings werden
Octl und Oct2 bel der TR(-) Ratte signifikant hoher (bis zu 8-fach) im Vergleich zum
Wildtyp exprimiert (Abb. 4.12). Am starksten waren im Gehirn der Ratten Oatplad, Mrp4
und Berp exprimiert. Im Gegensatz dazu zeigte der Mdrl Transporter bel der Ratte eine sehr
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schwache Expression, welche zudem deutlich unter der Mdrl Expression im Gehirn der Maus
liegt.
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Abb. 4.10: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern in der Leber bei TR(-) und
Wistar-Ratten. Calibrator fiir die relative Expression war der am schwachsten exprimierte Transporter
(Oct2). Die Expression der untersuchten Transporter wurde ins Verhaltnis zur Expression von [3-Actin
gesetzt. Fur die Auswertung wurden 3 Tiere pro Gruppe eingesetzt. * p <0,01 Wistar-Ratte vs. TR(-)
Ratte.
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Abb. 4.11: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern in den Nieren bei TR(-) und
Wistar-Ratten. Calibrator fur die relative Expression war der am schwéchsten exprimierte Transporter
(Oatplb2). Die Expression der untersuchten Transporter wurde ins Verhaltnis zur Expression von [3-
Actin gesetzt. Fur die Auswertung wurden 3 Tiere pro Gruppe eingesetzt.
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Abb. 4.12: Relative Expression von Arznei- und Fremdstofftransportern im Gehirn bei TR(-) und
Wistar-Ratten. Calibrator fiur die relative Expression waren der am schwachsten exprimierte
Transporter (Octl). Die Expression der untersuchten Transporter wurde ins Verhaltnis zur Expression
von 3-Actin gesetzt. Fur die Auswertung wurden 3 Tiere pro Gruppe eingesetzt.
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4.5. In situ Galleausscheidung, Pharmakokinetik und
Gehirnpenetration von Arznei- und Fremdstoffen

Nach der Etablierung und funktionellen Uberprifung der in situ Gallegewinnung bei der
Maus wurden in enem zweiten Schritt Galleauscheidungsexperimente  mit
Versuchssubstanzen durchgefihrt. Dabei handelte es sich zundchst um das PFilztoxin
Phalloidin und den Arzneistoff Ouabain. Fir beide Substanzen gab es bisher keinen
experimentellen Beweis dafir, welches Transportsystem in der kanalikuléren Membran der
Hepatozyten an der hepatobilidren Elimination beteiligt ist. Im Falle des Phalloidins existieren
aber bereits Hinweise aus invitro Versuchen, welche auf einen Transport durch Mrp2
hindeuten. Fir beide Substanzen zeigte sich ein hoch signifikanter Abfall in der
Galleausscheidung bel Fehlen des Mrp2-Transportsystems bei der TR(-) Ratte, wahrend bei
Galleausscheidungsversuchen an den mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mé&usen kein
Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden konnte. Diese Versuche unterstreichen die
wichtige Rolle des Mrp2-Systems fur die hepatobilidre Elimnation von Arznei- und
Fremdstoffen und zeigen zudem erstmals, dass Mdr1 und Bcrp in vivo nicht am Transport von
Phalloidin und Ouabain beteiligt sind. Unter Verwendung eines klassischen Mdrl1-Substrates,
Digoxin, sollte dann geklart werden, welche Rolle dem Mdrl-System Uberhaupt fir den
Arzneistofftransport in der Leber zukommt. Mdrl zeigt namlich in der Leber, verglichen mit
Mrp2, eine vergleichwelse niedrige Expressionrate bei Ratte und Maus. Im Gegensatz dazu ist
Mdrl aber, zumindest bei der Maus, der dominante Effluxtransporter im Gehirn. Wie erwartet
zeigte sich bei diesen Versuchen, dass bel der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus die hepatobilidre
Elimination tatséchlich niedriger ausféllt als bei der Wildtyp-Maus. Weitaus deutlichere
Unterschiede in der Pharmakokinetik des Digoxin ergaben sich zwischen beiden Genotypen
aber in der Gehirnpenetration. So kam es bel der mdrla,b (-/-) zu einer signifikanten
Anreicherung von Digoxin im ZNS. Diese Versuche belegen, dass Mdrl, anders as Mrp2,
weniger eine Bedeutung fir die hepatobilidre Elimination von Arznei- und Fremdstoffen hat,
dafur aber einen entscheidenden Faktor fir die Penetration der Blut-Hirn-Schranke darstellt.
Deutlicher als beim Digoxin wurde dieser Zusammenhang noch bei der Untersuchung des
MDR1-Substrates Ivermectin, welches sich in seiner Galleausscheidung kaum zwischen den
Genotypen mdrla,b (-/-) und dem Wildtyp unterscheidet, das Fehlen von Mdrl in der Blut-
Hirn-Schranke aber zu einer dramatischen Anreichung der Substanz im Gehirn fhrt.
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4.5.1. In situ Galleausscheidung von Phalloidin

Phalloidin (Abb. 4.13), eine Komponente des Giftes des Griinen Knollenbl dtterpilzes Amanita
phalloides, wird selektiv von Hepatozyten aufgenommen und bewirkt hier vor allem eine
akute hamorrhagische Dystrophie der Leber. Der fur die spezifische Aufnahme des
Phalloidins in die Leber verantwortliche Transporter ist beim Menschen OATP1B1. Noch
nicht geklért ist die Frage nach der kanaikuléren Exkretion des Phalloidins in die Galle.
Invitro und invivo Versuche lassen eine Beteilligung von Mrp2 vermuten. Bisher fehlen
allerdings entsprechende in vivo Untersuchungen an Knockout-Tieren, welche die besondere
Toxikokinetik von Phalloidin erkléren wirden. Diese Frage wurde aufgegriffen und an
mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mé&usen sowie an mrp2-transportdefizienten TR(-)

Ratten untersucht.
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Abb. 4.13: Strukturformel von Phalloidin. Es handelt sich um eines der Toxine des Griinen
Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides), ein bicyclisches Heptapeptid.

Gallefluss nach Applikation von [*H]Demethylphalloin

Zur Messung des Galleflusses wurde Tritium-markiertes Phalloidin ([3H]Demethylphalloin,
[3H] -DMP) eingesetzt. Die eingesetzte Dosierung von 0,03 mg/kg [3H]-Demethylphalloin
wurde absichtlich sehr niedrig gewéhlt, um eine Phalloidin-induzierte Cholestase zu
verhindern. Zur Verifizierung wurde der Gallefluss aller Tiermodelle mit und ohne
Phalloidinbehandlung gemessen (Abb. 4.14). Der durchschnittliche Gallefluss lag bel den
Wildtyp- und Knockout-M&usen im Bereich von 0,036 bis 0,074 pl/min/g Korpergewicht, bel
den Wistar-Ratten im Bereich von 0,03 bis 0,048 ul/min/g Koérpergewicht und bel den TR(-)
bei 0,015 pl/min/g Korpergewicht. Fir keines der Tiermodelle konnte ein verminderter
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Gallefluss nach [3H]-DMP Applikation im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt
werden, sodass eine DMP-induzierte Cholestase bei der verwendeten niedrigen Dosierung

ausgeschlossen werden kann (Abb. 4.14 A, B).
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Abb. 4.14: A, Gallefluss der FVB Wildtyp-Mause, mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mause mit
und ohne i.v. Applikation von [SH]—DemethyIphaIIoin (BH]-DMP). B, Gallefluss bei Wistar- und TR(-)
Ratten mit und ohne i.v. Applikation von [3H]-DMP.

Hepatobilidre Ausscheidung von [(H]Demethylphalloin bei der Maus

Dasin die Leber anflutende [3H]-DMP wurde bei allen untersuchten Tieren bereits nach 8 min
in grof3er Menge mit der Galle ausgeschieden. Das Maximum der bilidren Ausscheidung von
[H]-DMP liegt bei den FVB-Mausen in Minute 16 mit 0,14 pmol/min/g KG, bel den
mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen in Minute 20 mit 0,11 pmol/min/g KG und bel den berpl(-/-)
Knockout-Mausen bei 12 min mit 0,15 pmol/min/g KG. Die Galleausscheidung von [3H]-
DMP zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Mausestammen (Abb. 4.15 A).
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Nach 90 min wurde bei den Wildtyp FVB-Mausen 11,8 + 0,8% der applizierten Dosis [3H]-
DMP in der Galle detektiert, dieser Wert betrug fur die mdrla,b (-/-) Knockout-Mé&use
10,4 + 1,5% und fur die berpl (-/-) Knockout-Mause 11,8 + 1,22% (Abb. 4.15 B).
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Abb. 4.15. Galleausscheidung in fraktioneller Darstellung (A) nach der i.v. Applikation von [*H]-DMP
mit einer Dosierung von 0,03 mg/kg Koérpergewicht bei FVB Wildytp-Mausen sowie mdrla,b(-/-) und
bcrpl(-/-) Knockout-Mausen. B, Kumulative Darstellung der Galleausscheidung von [2H]-DMP bei der
Maus. Die Galle wurde tber 90 min gesammelt.

Hepatobilidre Ausscheidung von [BH]Demethylphalloin bei der Ratte

Im Vergleich zu den Mausen stellte sich bel den Ratten die Galleausscheidung von [3H]-DMP
anders dar. Das Maximum der biliaren Ausscheidung bei Wistar-Ratten liegt mit
0,24 pmol/min/g KG schon bei 8 min und fallt dann kontinuierlich bis zur 45. Minute ab. Die
mrp2-defiziente TR(-) Ratte zeigt dagegen ein deutliches Ausscheidungsdefizit von [3H]-
DMP im Vergleich zur Wildtyp Ratte (Abb. 4.16 A). Die Ausscheidungskurve verlauft tUber
den ganzen Versuch in einem Bereich von 0,01 bis 0,07 pmol/min/g KG. Ein deutliches
Ausscheidungsmaximum fehlt bel der TR(-) Ratte.
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Abb. 4.16: A, Galleausscheidung in fraktioneller Darstellung nach i.v. Applikation von [3H]-DMP mit
einer Dosierung von 0,03 mg/kg Korpergewicht bei Wistar-, und TR(-) Ratten. B, kumulative
Darstellung der Galleausscheidung von [3H]Demethylphalloin. *** p <0,0001 Wistar-Ratte vs. TR(-)
Ratte.

Besonders deutlich zeigt sich das Ausscheidungsdefizit der TR(-) Ratte in der kumulativen
Darstellung der Galleausscheidung (Abb. 4.16 B). Nach 120 min wurde in der Galle der
Widtar-Ratten 17,6 + 1,4% der applizierten Menge [3H]-DMP nachgewiesen. Dagegen
wurden von der mrp2-defizient TR(-) Ratten nach 120 min nur 7,9 + 3,1% des applizierten
[(H]-DMP detektiert (Abb. 4.16 B). Dieser Unterschied in der Galleausscheidung von
Phalloidin ist zwischen beiden Rattenstdmmen hoch signifikant mit p<0,0001.
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Demethylphalloin-Metabolite in der Galle von Ratte und Maus

Die Frage nach der Metabolisierung der untersuchten Substanz kann in einem in vivo Versuch
gut untersucht werden. Zur Klarung, ob Demethylphalloin in unverénderter Formin die Galle
ausgeschieden wird oder ob eventuell Metabolite Uber das Mrp2-Efflux-System eliminiert
werden, wurde eine Dunnschichtchromatographie mit den in der Galleausscheidung
gewonnenen Galleproben durchgefiihrt. Die Galleproben wurden zum Zeitpunkt O min
(Prégalle), 8, 12, 20, 40, 60 und 90 min nach der Applikation des Demethylphalloins
gesammelt. Als Kontrolle wurde die Prégale mit der in den Proben gemessenen
Konzentration von [3H]-DMP gesetzt. Die Dunnschichtchromatographie der Rattengalle zeigt
zum Zeitpunkt t = 60 min fur beide Rattenstémme einen identischen Peak (Abb. 4.17). Diein
die Galle ausgeschiedene Substanz war mit dem applizierten Demethylphalloin identisch,
sodass im Rahmen der Genauigkeit der Nachweismethode eine Metabolisierung

ausgeschl ossen werden konnte.

TR "rat >

Abb. 4.17: Diinnschichtchromatographie der Galleproben von Wistar- und TR(-)-Ratten zum Zeitpunkt
t = 60 min. Die identischen Peaks von Kontrolle und beiden Rattenstammen deuten darauf hin, dass
das Demethylphalloin in der Rattenleber nicht metabolisiert wurde.

Gewebekonzentrationen und Organverteilung von [SH]DMP bei der Maus

Zum Nachweis der Organverteilung wurde im Anschluss an die in situ Galleausscheidung
(Zeitpunkt t = 90 min) die [3H]-DMP Konzentration in Leber, Niere und Urin bei den M&usen
bestimmt. Hierzu wurden die Tiere getotet, die Organe entnommen und die in ihnen
enthaltene Radioaktivitét bestimmt (Abb. 4.18 und Tab. 9.10 im Anhang). Bel den FVB
Wildtyp-Méausen wurden in der Leber 16,5%, in den Nieren 5,3% und im Urin 16,7% der
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applizierten Dosis [3H]-DMP wiedergefunden. Bei den beiden Knockout-M&usen waren die
Ergebnisse dhnlich. So wurden in der Leber der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus 17,2 + 5,5%, in
den Nieren 4,1% und im Urin 11,2% des [*H]-DMP gemessen. Bei den bcrpl (-/-) Knockout-
Mausen entspricht dies folgenden Daten: Leber 20,9%, Niere 5,1%, Urin 9,7% (Tab. 9.10
Anhang). Die Plasmakonzentration betrug bei V ersuchsende sowohl fur die Wildtyp- als auch
fur die Knockout-Mé&use 0,02 pmol/ml. Die sonstigen Gewebekonzentrationen von [3H]-DMP
nach 90 min zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-
Mausen (Abb. 4.18 und Tab. 9.10 im Anhang).
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Abb. 4.18: Gewebekonzentrationen von [*H]-DMP in Leber und Niere bei Mausen/Ratten,
90/ 120 min nach i.v. Applikation von 0,03 mg/kg [3H]-DMP. * p <0,05 Wistar-Ratte vs. TR(-) Ratte.

Gewebekonzentrationen und Organverteilung von [BH]DMP bei der Ratte

Auch bei den beiden Rattenstammen wurde die Organverteilung in Leber und Niere
bestimmt, allerdings im Vergleich zu den Mé&usen erst nach 120 min. Vergleicht man die
Wistar- und TR(-) Ratte, ergibt sich eine gleich hohe Akkumulation von [3H]-DMP in der
Leber nach 120 min. Diese betragt fur die Wistar-Ratte 28,8 + 4,6% und fir die TR(-) Ratte
25,3+ 7,2% der applizierten Dosis. Ein signifikanter Unterschied zeigt sich dagegen in den
Nieren. Hier akkumuliert [°H]-DMP bei der TR(-) Ratte mit 9,9+ 3,1% viel starker alsbei der
Wistar-Ratte mit 2,9 + 1,8%. Die sonstigen Gewebekonzentrationen (Tab. 9.10 Anhang) von
[BH]-DMP sind im Allgemeinen bei den TR(-) Ratten im Vergleich zu den Wildtyp-Ratten
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mit Ausnahme der Leber erhdht (Abb. 4.18 und Tab. 9.10 Anhang). Bei Versuchsende war
der Plasmaspiegel der mrp2-defizienten TR(-) Ratte aufgrund des hepatobilidren
Ausscheidungdefizits 1,8-fach hoher als bel der Wistar-Ratte (Tab. 9.10 Anhang).

[BH]Demethylphalloin-Elimination tGber Urin und Galle bei Maus und Ratte

Alle Mause-Stdmme konnten gut [(H]DMP sowohl Uber die Galle (11% der applizierten
Dosis) as auch tber den Urin (9-16% der applizierten Dosis) ausscheiden, wobei kein
Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen festzustellen war (s. Abb. 4.19). Bei den
Ratten ergab sich jedoch ein gravierender Unterschied: So schied der Wildtyp [3H]-DMP nur
Uber die Leber aus, sodass kaum (0,01% der applizierten Dosis) im Urin nachgewiesen
wurden. Dagegen konnten die TR(-) Ratten ihre verminderte Galleausscheidung von [3H]-
DMP gut Uber eine gesteigerte Urinelimination kompensieren (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Urinkonzentrationen von [?H]-DMP 90 min bzw. 120 min nach i.v. Applikation von
0,03 mg/kg [3H]-DMP. =#* p <0,001 Wistar-Ratte vs. TR(-) Ratte.
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4.5.2. Plasmakinetik und in situ Galleausscheidung von

Ouabain

Das Herzglykosid Ouabain ist im Unterschied zu Digoxin ein Substrat des Mrp2-
Transporters. Dies wurde von Geyer et a. (2005) beschrieben. Allerdings fehlten bisher
Daten zur Plasmakinetik von Ouabain bei mrp2-defizienten TR(-) Ratten, welche einen
Aufschluss Uber die Bedeutung des hepatobiligren Ausscheldungsdefizits auf die
Gesamtpharmakokinetik erwarten lassen. Des Weliteren lief3en vorangegangene Versuche zur
Ausscheidung von Ouabain vermuten [Geyer et al. 2005], dass neben Mrp2 noch weitere
Effluxsysteme an der hepatobilidren Elimination von Ouabain beteiligt sind. Um zu kléren, ob
eventuell Mdrl oder Berp am Ouabaintransport in der Leber beteiligt sind, wurden auch
in situ  Galleausscheidungsversuche an mdrla,b (-/-)- und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen
durchgefihrt.

Plasmakinetik von Ouabain bei der TR(-) und Wistar-Ratte

Ouabain wurde in einer Mischung von radioaktiv markierter und nicht markierter Substanz in
einer Dosierung von 26 pg/kg Korpergewicht in die V. femoralis der Ratten appliziert und die
entsprechenden Galle- und Blutproben entnommen.
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Abb. 4.20: Plasmakonzentrationen von Ouabain bei TR(-) und Wistar-Ratten ber 120 min. Ouabain
wurde in einer Dosierung von 26 ug/kg KG in die V. femoralis appliziert.

Der steady-state Ouabainplasmaspiegel wurde bel den Wistar-Ratten schon 15 min nach
Applikation bei etwa 4ng/ml erreicht und blieb auf konstantem Niveau bis zum
Versuchsende (Abb. 4.20, schwarze Quadrate). Dagegen wird der steady-state Level bel den
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TR(-) Ratten (Abb. 4.20, weil3e Quadrate) ab der 30. Minute erreicht. Dieser liegt mit
6,6 ng/ml aber insgesamt hoher als bel der Wistar-Ratte. Interessant ist bel dieser
Plasmakinetik, dass die sehr schnelle Eliminationsphase (o)) von einer sehr langen konstanten
Plateauphase (B) gefolgt wird. Es ist denkbar, dass dies auf eine enterohepatische Zirkulation
der applizierten Substanz zurlickzufiihren ist. Insgesamt betrachtet, waren die Plasmawerte
von QOuabain bei den TR(-) Ratten hoher as beim Wildtyp, das Signifikanzniveau wurde
hierbel  alerdings nicht ereicht. Diese Tendenz konnte man auch be den
pharmakokinetischen Parametern AUC und totale Clearance erkennen (Tab. 4.1). Die AUC-
Plasmawerte bei den TR(-) Ratte sind um den Faktor 1,9 htéher als beim Wildtyp. Auch die
niedrigere totale Clearance bel den TR(-) Ratten (336,27 im Vergleich zu 808,78 mi/h) deuten
auf ein Ausscheidungsdefizit von Ouabain hin. So kann die Wistar-Ratte Ouabain um den
Faktor 2,4 schneller ausscheiden als die TR(-) Ratte.

Tab. 4.1: Pharmakokinetische Parameter von Ouabain im Plasma.

Spezies Crmax (ng/ml) | AUC s (hr*ng/ml) | Cliota (mi/hr) MRT o (hr)
Wistar-Ratte 19,89+ 10,23 |9,22+ 1,61 808,78 + 249,41 |0,82 £ 0,08
TR(-) Ratte 29,55+ 1507 |17,51+ 1,47 336,27 £101,92 |0,89+0,11

In situ Galleausscheidung von Ouabain bei Ratten

Das Maximum der bilidren Ausscheidung von Ouabain liegt bei den Wistar-Ratten mit
18.9 pmol/min/g KG in den 12. Minute nach Applikation und félt dann rasch auf
7,2 pmol/min/g KG in der 30. Minute ab (Abb. 4.21). Ab diesem Zeitpunkt wurde bei den
Wistar-Ratten ein langsamer kontinuierlicher Abfall des Ouabains in der Galle bis zur 70.
Minute beobachtet, der am Ende eine Konzentration von 3,1 pmol/min/g KG erreichte, was
bis zum Versuchende bei den Wildtyp-Ratten beibehalten wurde (Abb. 4.21). Anders stellte
sich dagegen die Galleausscheidung von Ouabain bei den TR(-) Ratten dar. Hier wurde initial
kein Ausscheidungsmaximum von Ouabain Uber die Galle beobachtet und die
Ausscheidungskurve verlief Uber den ganzen Versuch in einem Bereich von 1 pmol/min/g KG
bis 4 pmol/min/g KG (Abb. 4.21). Dieses Ausscheidungsdefizit von Ouabain bei den TR(-)
Ratten wird noch deutlicher in der kumulativen Darstellung. Nach 120 min wurde hier nur
27,4% der applizierten Dosis gemessen, wahrend dieser Wert bei den Wistar-Ratten mit 56%
doppelt so grol3 war (Abb. 4.22). Dieser Unterschied in der Galleausscheidung ist zwischen
beiden Ratten-Stammen mit p<0,0001 hoch signifikant.
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Abb. 4.21. Fraktionelle Darstellung der Galleausscheidung von Ouabain nach i.v. Applikation von
26 ug/kg KG tber 120 min bei Ratten. *** p < 0,0001 Wistar-Ratte vs. TR(-) Ratte.
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Abb. 4.22: Kumulative Darstellung der Galleausscheidung von Ouabain nach i.v. Applikation von
26 ug/kg KG tber 120 min bei Ratten. *** p <0,001 Wistar-Ratte vs. TR(-) Ratte

Die pharmakokinetischen Parameter der in situ Galleausscheidung von Ouabain zeigen
hohere AUC-Werte und eine niedrigere biliare Clearance bei den TR(-) Ratten im Vergleich
zu den Wistar-Ratten (Tab. 4.2), was ebenfalls auf das hepatobilidre Ausscheidungsdefizit der
TR(-) Ratte fur Ouabain hinweist. Die Maxima der bilidren Ouabainkonzentration (Cmax)
waren bei beiden Rattenstammen vergleichbar, allerdings wurde dieser Wert bei den Wistar-
Ratten friher erreicht (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Pharmakokinetische Parameter der in situ Galleausscheidung von Ouabain bei Ratten.

Spezm£ Cmax bile (ng/ml) Tirzs (hr) AUC|ast bile (hr* ng/ml) Cl bile (mI/hr)
Wistar-Ratte 189,4 + 183,5 0,20+ 0,1 |123,33+ 24,58 64,88 + 14,83
TR(-) Ratte 188,14+ 35,81 |0,42 + 0,24 |154,71 + 9,00 49,39 + 3,65

Gewebekonzentrationen und Organverteilung von Ouabain bei der Ratte

Nach 120 min insitu Galleausscheidung bei den Ratten wurden die Konzentrationen von
Ouabain in verschiedenen Geweben gemessen (Abb. 4.23, Tab. 9.9 im Anhang). Bedingt
durch die reduzierte Ausscheidung der Substanz liber die Galle wurde tendenziell eine hohere
Gewebekonzentration von Ouabain bei den TR(-) Ratten gemessen, jedoch wurde das
Signifikanzniveau nicht erreicht (Abb.4.23, Tab.9.9 im Anhang). Die Ouabain-
konzentrationen stiegen um den Faktor 2,7 in der Leber, Faktor 2,1 im Plasma, Faktor 4,4 im
Urin und Faktor 2,9 in den Nebennieren bei den TR(-) Ratten an (Abb. 4.23). Auffalig ist der
Befund, dass der Ouabaingehalt in den Nieren bei den Wistar-Ratten um den Faktor 2,1 im
Vergleich mit der TR(-) Ratte hdher war, wahrend umgekehrt die Konzentration im Urin der
TR(-) Ratte mehr als doppelt so hoch war. Dieser Befund weist auf einen kompensatorischen
Mechanismus bei der TR(-) Ratte hin, indem Ouabain tber die Niere und damit Gber den Urin

ausgeschieden wird.
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Abb. 4.23: Gewebekonzentration von [3H]Ouabain 120 min nach i.v. Applikation bei den Ratten. Blut
und Organe wurden nach 120 min entnommen und die enthaltene Radioaktivitdt im
Flussigszintillationszahler bestimmt. Die applizierte Dosis lag bei 26 pg/kg.
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In situ Galleausscheidung von [2H]Ouabain bei der Maus

Wie in Abb. 4.22 deutlich zu erkennen ist, kann die TR(-) Ratte trotz des deutlichen
Ausscheidungsdefizits im Vergleich zur Wistar-Ratte immer noch etwa 30% der applizierten
Ouabaindosis innerhalb von 120 min in die Galle ausscheiden. Daher sollte in einem weiteren
Schritt untersucht werden, ob neben Mrp2 auch die Arzneistofftransporter Mdrl und Berp am
kanalikuléaren Transport von Ouabain in der Leber beteiligt sind. Hierzu wurde den
entsprechenden Knockout-M&usen Ouabain in einer Dosierung von 0,8 ug/kg KG Uber die
Schwanzvene injiziert. Alle drel Mausstamme zeigten generell eine vergleichbare
Ausscheidung von Ouabain in die Galle tber 90 min (Abb. 4.24 und 4.25). Lediglich zum
Zeitpunkt t = 20 min hat die Wildtyp-Maus einen deutlich grof3eren Ausscheidungsflux alsdie
beiden Knockout-Mausstamme. In der kumulativen Darstellung 1&sst sich jedoch ein leichtes
Ausscheidungsdefizit fur Ouabain bei der berpl (-/-) Knockout-Maus erkennen (Abb. 4.25).
Diese scheidet innerhalb von 90 min lediglich 38% der applizierten Substanzmenge in die
Galle aus, wahrend bei der Wildytp-Maus und der mdrla,b(-/-) Knockout-Maus Werte von
48% und 49% bestimmt wurden.
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Abb. 4.24: Galleausscheidung von [3H]Ouabain Uber 60 min nach i.v. Applikation von 42 pmol
[H]Ouabain. Zu 14 verschiedenen Zeitpunkten wurden Galleproben genommen. Diese wurden mit
Szintillationsflissigkeit versetzt und im Flissigszintillationszéhler gemessen. Die Darstellung bezieht
sich auf die Menge des ausgeschiedenen Ouabains in fmol pro Minute pro g Kérpergewicht.
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Abb. 4.25: Kumulative Ausscheidung von Ouabain in die Galle tiber 60 min. Es wurden 0,8 ug/kg KG
Ouabain in die Schwanzvene appliziert. Nach 60 min wurde von den FVB-Mausen etwa 48% der
applizierten Dosis in die Galle ausgeschieden. Bei den mdrla,b(-/-) und bcrpl(-/-) Knockout-Mausen
waren dies 49% und 38% der applizierten Dosis. *** p<0,001 FVB-Maus vs. bcrpl(-/-) Knockout-Maus.

Auch die mdrla,b(-/-) Knockout-Maus zeigt in der kumulativen Galleausscheidung von t =0
bis t = 45 ein Ausscheidungsdefizit entsprechend der berpl(-/-)-Knockout-Maus. Ab der 40.
Minute steigt die kumulative Ausscheidung aber sprunghaft an, bis sie auf dem Niveau der
Wildtyp-Méuse ist. Am Ende des 60-minitigen Versuches konnte die mdrla,b (-/-) Mausihr
anfangliches Ausscheidungsdefizit somit kompensieren.

Die pharmakokinetischen Parameter der in situ Galleausscheidung von Ouabain bei den
Wildtyp- und Knockout-Mausen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Genotypen (Tab. 4.3). So kann man das Maximum der bilidren Ouabainkonzentration (Cpax)
bei der bcrpl(-/-) Knockout-Maus mit 172,72 ng/ml gut mit den Cyx-Werten bel der
Wildtyp-Maus (172,34 ng/ml) vergleichen. Obwohl nach 90 min bei den mdrla,b(-/-)
Knockout-Mausen genauso viel Ouabain in die Galle ausgeschieden wurde wie beim Wildtyp,
lag alerdings der Chax Wert mit 115,94 ng/ml entsprechend niedriger as bel den FVB-
Maéausen. Die Tmax und AUC-Werte sind bei allen Genotypen gut vergleichbar, allerdings
weist die bilidre Clearance auf ein Ausscheidungsdefizit von Ouabain bel der bcrpl(-/-)
Knockout-Maus (62,1 ml/h) gegentber den anderen Genotypen (102,7 und 91,8 mi/h,
Tab. 4.3) hin. Die entsprechenden Unterschiede erreichen aber nicht das Signifikanzniveau,
wofur urséchlich die groRRe Standardabweichung zwischen den enzelnen Tieren

verantwortlich ist.
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Tab. 4.3. Pharmakokinetische Parameter der in situ Galleausscheidung von Ouabain bei der Maus.

Spezies Crax bite (NG/MI) | Trax (M) | AUC 2 bite (hr*ng/ml) | Cliite (ml/hr)

FVB-Maus 172,34+ 31,50 |0,42+0,13 111,85+ 23,31 102,74 + 38,11
mdrla,b (-/-) Maus |115,94 + 27,07 |0,50+ 0,18 120,49 + 73,25 91,80 + 46,84
berpl (-/-) Maus 172,72 + 26,44 |0,42+0,13 120,50 £ 22,18 62,08 + 13,70

Gewebekonzentrationen und Organverteilung von Ouabain bei der Maus

Nach der insitu Galleausscheidung Uber 60 min sind kaum Unterschiede in der
Gewebekonzentration von Ouabain bel den drei Genotypen der Maus zu finden. In Leber,
Nebennieren und Herz wurden aber hohere Konzentrationen in den Organen der Knockout-
Mause gemessen (Abb.4.26, Tab.9.8 Anhang). Fir die bcrpl (-/-) Mause ist dieser
Unterschied im Vergleich zu den FVB-Méusen signifikant. Ebenso signifikant ist die erhohte
Ouabainkonzentration in der Leber der mdrla,b (-/-) Knockout-Mé&use. Auch wurden nach
60 min 7% der applizierten Radioaktivitét in den Nieren der bcrpl (-/-) Knockout-Mause
wiedergefunden (Tab. 9.7 im Anhang), wobei die hdhere Ouabainkonzentration in den Nieren
der bcrpl (-/-) Knockout-Mause nicht signifikant im Vergleich zu dem Wildtyp war.
Allerdings weist dieser Befund daraf hin, dass das bilidre Ausscheidungsdefizit bei den
berpl (-/-) Knockout-Mausen moglicherweise Uber eine gesteigerte renale Ausscheidung
kompensiert wird. Leider war es wahrend des Versuches nicht mdglich, Urinproben zu
gewinnen. Aus diesem Grund konnte nicht geklart werden, ob eine erhéhte Konzentration in

den Nieren mit einer erhdhten Ouabainsekretion einhergeht.
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Abb. 4.26. Gewebekonzentration von [H]Ouabain 60 min nach i.v. Applikation bei der Maus. Blut und
Organe wurden nach 60min entnommen und die enthaltene Radioaktivitdt im
Flussigszintillationszahler bestimmt. Die applizierte Dosis lag bei 0,8 pug/kg. ** p <0,01, FVB-Maus vs.
bcrpl (-/-) Knockout-Maus; * p <0,05, FVB-Maus vs. bcrpl(-/-) Knockout-Maus; * p <0,05, FVB-Maus
vs. mdrla,b(-/-) Knockout-Maus.
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45.3. Ouabain Metabolite in der Galle beil Ratte und Maus

Ein moglicher Grund fir die unterschiedlichen Konzentrationen von Ouabain kénnte in einer
Verstoffwechselung der applizierten Substanz liegen. Zwar wird nach Literaturangaben
Ouabain bei Ratte und Maus in der Leber nicht metabolisiert und in unveranderter Form in
die Galle ausgeschieden, allerdings wurde dies noch nicht an Galleproben von
transportdefizienten Tiermodellen wie den mrp2-defizienten TR(-) Ratten sowie der
mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Maus untersucht. Zum Nachweis von Metaboliten
wurde eine Dunnschichtchromatographie mit Galleproben aus allen drei Tiermodellen im
Vergleich zum Wildtyp durchgefiihrt. Die Galle wurde zu den Zeitpunkten 0, 20 und 60 min
genommen. Wie aus Abb. 4.27 zu entnehmen ist, zeigte das Dunnschichtchromatogramm bei
allen untersuchten Galleproben nur einen einzigen Peak, der mit Ouabain identisch war.

Damit wurde elne Metabolisierung von Ouabain ausgeschl ossen.

berp 1 (-/-) ka mous7
mdr 1a,b{~/-)k.a mouse-g=

FVB mouse /,
TR "rat /-b- 500 =
Wistar rat _ i i
control- e co0] 4£00—] . i
1
cpm et
2400 seconds | ;00— 200— .
750— &
500— 200— ¢ , U '

250— .

migration distance

Abb. 4.27. Dinnschichtchromatgramm den Galleproben von Wistar Ratten, TR(-) Ratten, FVB
Wildtyp-Mausen, mdrla,b(-/-) Knockout-Mausen und bcrpl(-/-) Knockout-Mausen zum Zeitpunkt
t = 60 min nach i.v. Injektion von [ H]Ouabain.
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4.5.4. Plasmakinetik und in situ Galleausscheidung von Digoxin

Wie schon in der Einleitung erlautert wurde, gibt es zahlreiche Daten Uber den Transport von
Digoxin in vitro und in vivo. Digoxin ist ein pflanzliches Herzglykosid und gilt als typisches
Mdrl Substrat. Diese Erkenntnis wurde vor alem an Zellkulturuntersuchungen gewonnen, in
welchen gezeigt wurde, dass Digoxin bei Uberexpression von Mdrl vermehrt aus der Zelle
ausgeschleust wird. In vivo Untersuchungen an der mdrla (-/-) Knockout-Maus zeigten dann,
dass es bel Fehlen von Mdrl P-gp in der Blut-Hirn- und Blut-Testes-Schranke zu héheren
Konzentration von Digoxin in den entsprechenden Organen kommt (siehe Einleitung). Da das
strukturell eng verwandte Ouabain aber in vivo vor alem durch das Mrp2-Transportsystem
transportiert wird, stellt sich die Frage nach dem Transport von Digoxin durch Mrp2. Daher
sollte in einer weiteren Versuchsserie auch fur Digoxin systematisch die Interaktion mit

Mdr1, Mrp2 und Berp im in vivo Modell vergleichend untersucht werden.

4.5.5. In situ Galleausscheidung von Digoxin bei der Maus

Zur Untersuchung der Galleausscheidung von Digoxin wurden neben den mdrla,b (-/-)
Knockout-Mausen (Doppel-Knockout-Mausen) auch die mdrla,b/berpl (-/-) Knockout-
Mausen (Triple-Knockout-Mausen) eingesetzt. Die mdrla,b/berpl (-/-) Knockout-Maus ist
erst seit kurzem verflgbar. Ihr fehlt neben den beiden Genvarianten Mdrla und Mdrlb, auch
die Expression eines funktionellen Berp Transporters. Aktive Transportmechanismen in der
kanalikuléren Hepatozytenmembran beschrénken sich bei dieser Triple-Knockout-Maus also

auf die Transportsysteme Mrp2 und Bsep.

Hepatobilidre Elimination von Digoxin bei Mausen

Bereits 4 min nach i.v. Injektion ist [*H]Digoxin in der Galle nachweisbar. Das Maximum der
bilidren Ausscheidung lag bei allen Mausestammen zwischen der achten und zwdlften Minute
mit 111,1 fmol/min/g KG fur die FVB Wildtyp-Mause, 56,0 fmol/min/g KG fir die Doppel-
Knockout-Mause und 40,23 fmol/min/g KG fur die Triple-Knockout-M&use. Im weiteren
Verlauf fiel die Digoxin-Ausscheidung bei allen Mausestdmmen kontinuierlich ab und
erreichte nach t=70min ein flaches Niveau, welches bis zum Ende des Versuchs nach
90 min gehalten wurde (Abb. 4.28). Sowohl in fraktioneller (Abb.4.28) as auch in
kumulativer Darstellung (Abb. 4.29) wird deutlich, dass die Knockout-M&use eine signifikant
niedrigere Galleausscheidung zeigen als die Wildtyp-Mause. Weiterhin gibt es fir die Triple-
Knockout-Maus keinen additiven Effekt in diesem Ausscheidungsdefekt gegeniiber der
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Doppel-Knockout-Maus, was darauf hindeutet, dass Bcrp nicht am hepatobiligren Tranport

von Digoxin beteiligt ist.
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Abb. 4.28: Fraktionelle Darstellung der Galleausscheidung von Digoxin nach i.v. Applikation von
0,01 mg/kg KG Uber 90 min. * p <0,01, FVB-Maus vs. mdrla,b(-/-) und mdrla,b/bcrpl(-/-) Knockout-
Maus.
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Abb. 4.29: Kumulative Darstellung der Ausscheidung von Digoxin in die Galle iber 90 min. Es wurden
0,01 mg/kg KG Digoxin in die Schwanzvene appliziert. Nach 90 min wurde von den FVB Wildtyp-
Méausen etwa 12,3% der applizierten Dosis in die Galle ausgeschieden. Bei den mdrla,b(-/-) und
mdrla,b/bcrpl(-/-) Knockout-Mausen waren dies nur etwa 8% der applizierten Dosis. * p <0,01, FVB-
Maus vs. mdrla,b(-/-) und mdrla,b/bcrpl (-/-) Knockout-Maus.

Die pharmakokinetische Analyse der insitu Galleausscheidungsdaten bestétigte das
Ausscheidungsdefizit von Digoxin bei den mdrla,b(-/-) und mdrla,b/bcrpl(-/-) Knockout-
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Mausen (Tab. 4.4). So ist das Maximum der bilidren Konzentration (Crax) Von Digoxin bel
den Wildtyp-Méausen signifikant hoher gegeniiber Crox bel den Knockout-Tieren. Die AUC-
Werte der bilidren Digoxinausscheidung waren bei den Knockout-Méausen jedoch hoher als
beim Wildtyp, was durch den leicht verminderten Gallefluss bei den mdrla,b (-/-) M&usen
erklart werden kann. Die verminderte Ausscheidung von Digoxin bei den Knockout-Tieren
bestétigt auch die bilidre Clearance, welche signifikant niedriger ist als beim Wildtyp. Die
Tripelknockout-Mause konnten anscheinend die verminderte Digoxinausscheidung durch

einen erhohten Gallefluss kompensieren.

Tab. 4.4: Pharmakokinetische Parameter der in situ Galleausscheidung von Digoxin bei Mausen.

Spezies Crmax bile (NG/MI) | Trmaxvile (M) | AUCiast bite (hr*ng/ml) | Clpite (ml/hr)
FVB-Maus 39247+ 98,40 |0,120,10 |334.25% 127,23 2,71% 0,89
mdrla,b(-/-) 309,79+ 6831 |020£014 |35199+ 97,61 1,20 + 0,49*
Knockout-Maus

mdrlabiberol(-1) 136801+ 3322 |012£012 |257,27+ 225 2,20+0,23
Knockout-Maus

* p <0,05 FVB-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus

Das Ausscheidungsdefizit der mdrla,b (-/-) und mdrla,b/bcrpl (-/-) Knockout-Mause Uber
die Galle scheint durch eine erhdhte Ausscheidung Uber den Urin kompensiert zu werden
(Abb. 4.30 A). 90 min nach der Applikation von Digoxin betragt die Menge des Uber den
Urin ausgeschiedenen Digoxins bei den Wildtyp-Méausen ca. 0,7% der applizierten Menge,
wohingegen bei den mdrla,b (-/-) Knockout-M&usen die Ausscheidungsrate bei 2,9% und
sogar 5,17% bel den Triple-Knockout-Mausen lag (Abb. 4.30B). Diese Daten stellen
alerdings nur eine Tendenz dar, da die Sammlung des Urinsin dieser kurzen Zeitperiode eine
sehr variable Menge ergab. Zu V ersuchsbeginn wurde die Harnblase entleert und der wahrend
des Versuches gebildete Urin Uber einen Blasenkatheter aufgefangen und anschlief3end das
Digoxin in der Sammelprobe detektiert. Dabel wurden fur die Triple-Knockout-Mause viel
grofRere Mengen Urin gewonnen, as fir die beiden anderen Vergleichsgruppen. Dies kdnnte
die etwas niedrigere Urinkonzentration von Digoxin bel der Triple-Knockout-Maus im
Vergleich zu der Doppel-Knockout-Maus erkléren. Da bel dieser Vorgehensweise nicht von
jedem Tier eine Urinprobe gewonnen werden konnte, entsprechen die Probengréf3en nicht

denen der Galleausscheidungsversuche.
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Abb. 4.30: A, Digoxinkonzentration und B, Digoxin-Menge im Urin bei Mausen. Die

Digoxinausscheidung (Konzentration) war bei den Knockout-Mausen signifikant gesteigert (*p <0,001).

Digoxin-Metabolite in der Galle der Maus

Wie bereits zuvor fir die Versuche mit Ouabain, wurde auch fir das Digoxin eine
diinnschichtchromatographische Analyse der Galleproben vorgenommen. Es wurden
Galleproben der Zeitpunkte t = 0, 20 und 60 min auf die DC-Platte aufgetragen, wobei jede
Probe 50.000 dpm enthielt. Als Kontrolle wurde Pragalle, also Galle vor der in situ
Galleausscheidung, mit der Applikationsdsung versetzt. Bei allen untersuchten Proben
wurden keine Digoxin-Metabolite gefunden. Es konnte jeweils nur ein Peak gemessen
werden, welcher mit dem Peak der reinen Digoxinldsung identisch war und der bei alen
untersuchten Galleproben 80% der aufgetragenen Radioaktivitétsmenge enthielt.
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Abb. 4.31. Dunnschichtchromatogramm der Galleproben von Wildtyp- und mdrla,b(-/-) Knockout-
Mausen zum Zeitpunkt t = 60 min nach i.v. Injektion von 0,01 mg/kg KG Digoxin.
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Gewebekonzentrationen von Digoxin bei der Maus

Die Konzentrationen von Digoxin 90min nach der Applikation (0,01 mg/lkg KG)
unterschieden sich in einigen Geweben zwischen beiden Tiermodellen. Die mdrla,b (-/-)
Knockout-Mause schieden signifikant weniger Digoxin Uber den Dunn- und Dickdarm sowie
Uber die Galle aus (s. Abb. 4.32 und 4.29), wobei keine ausreichende Kompensation Uber die
Niere erfolgte (s. Abb.4.30). Da sich die Plasmaspiegel zu den FVB-Mé&usen nicht
unterschieden, kam es zu einer Akkumulation in Leber, Nebennieren, Hoden und Gehirn (s.
Abb. 4.32 und Tab. 9.3 Anhang).

Die Triple-Knockout-Maus konnte anscheinend besser als die mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
das Ausscheidungsdefizit von Digoxin in der Galle Uber die erhthte Urinausscheidung
kompensieren (Abb. 4.30). Deswegen wurde keine Differenz in den Gewebekonzentrationen
(Leber und Blut) zwischen den Wildtyp- und Triple-Knockout-Mausen beobachtet.
Gleichzeitig gab es keine Unterschiede in den Digoxinkonzentrationen nach 90 min in situ
Galleausscheidung zwischen Doppel- und Triple-Knockout-Mausen in der Geweben mit guter
Mdr1-Expression wie Darm, Nebenniere, Hoden und Gehirn (Abb. 4.32)
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Abb. 4.32: Digoxin-Gewebekonzentrationen 90 min nach i.v. Applikation bei Mausen. Blut und Organe
wurden nach 90 min entnommen und die enthaltene Radioaktivitat im Fllssigszintillationszéhler
bestimmt. Die applizierte Dosis entspricht 0,01 mg/kg KG. Diinndarm und Dickdarm wurden inklusive
Darminhalt analysiert. Die Plasmawerte beziehen sich auf pmol/ml.

Hepatobilidre Elimination von Digoxin bei Ratten

Es wurden 8 uCi [3H] radioaktiv markiertes Digoxin — entsprechend 0,01 mg/kg KG - Uber
die Vena femoralis in die Ratten injiziert. Die daraufhin erfolgende Digoxinausscheidung
erfolgte bei beiden Ratten-Stdmmen Uber die Leber sehr schnell, sodass bereits nach 4 min
grof3e Substanzmengen in der Galle detektiert wurden. Das Maximum der bilidren

Ausscheidung lag bel 12 min mit einer Menge von 49,4 £ 21,5 fmol/min/g KG bei den TR(-)
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Ratten. Im weiteren Verlauf sank die Digoxinausscheidung kontinuierlich bis zur 50. Minute.
Hier zeigte sich ein zweiter kleinerer Peak mit 42,9 fmol/min/g KG (Abb. 4.33). Bei den
Wistar-Ratten lag das Maximum der bilidren Digoxinausscheidung etwas verzogert in der 16.
Minute mit 71,0 £ 29,3 fmol/min/g KG. Anschlief3end fiel die Ausscheidungskurve bis zur
20. Minute steil ab. Wie aus Abb. 4.33 zu entnehmen ist, scheidet die Wistar-Ratte Digoxin
Uber die Galle etwas besser aus als die TR(-) Ratte. Das signifikante Ausscheidungsdefizit der
TR(-)-Ratte fur Digoxin (s. Abb. 4.34) wird in der kumulativen Darstellung dieser Daten noch
deutlicher. Nach 120min enthielt die Galle der Wistar-Ratte 40% der applizierten
Digoxindosis wahrend in der Galle der TR(-)-Ratte nur 31% detektiert wurden (Abb. 4.34,
p < 0,001).

[EnN
o
T

-O- TR(-) Ratte (n=3)

—@— Wistar-Ratte (n=3)

Digoxin in der Galle
(fmol/min/g KG)

I I I 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zeit (min)

Abb. 4.33: Radioaktiv gemessene Galleausscheidung von Digoxin bei Wistar- und TR(-) Ratten nach
i.v. Applikation von 0,01 mg/kg KG uber einen Zeitraum von 120 min. Die Wistar-Ratten zeigten eine
signifikant gesteigerte Sekretion von Digoxin in die Galle.
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Abb. 4.34: Kumulative Ausscheidung von Digoxin in die Galle von Wistar-Ratten im Vergleich zu
TR(-) Ratten Uber einen Zeitraum von 120 min. Es wurden 0,01 mg/kg KG [3H] radioaktiv markiertes
Digoxin in die Vena femoralis injiziert. Nach 120 min wurde von den Wistar-Ratten etwa 40% der
applizierten Dosis, entsprechend 1626,7 £ 44,0 pmol in die Galle ausgeschieden. Bei den TR(-)
Ratten waren dies nur 31% der applizierten Dosis (1274,7 + 314,3 pmol). *p < 0,01 Wistar-Ratte vs.
TR(-) Ratte.
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Die signifikant geringere Ausscheidung des Digoxins bei den TR (-) Ratten tber die Galle ist
nicht auf eine reduzierte Sekretionsleistung der Leber zurlckzufihren, denn die biliare
Clearance ist zwischen Wistar- und TR(-) Ratten nicht signifikant erniedrigt (s. Tab. 4.5). Die
hoheren Cnax und AUC-Werte bel den TR(-) Ratten sind mit den Besonderheiten im
Gallefluss (némlich 50% weniger Gallefluss bei der TR(-) Ratte) zu erklaren. Bemerkenswert
ist, dass Digoxin bel beiden Rattenstammen in dieser Dosierung im Unterschied zu anderen

Spezies kaum mit dem Urin ausgeschieden wird.

Tab. 4.5: Pharmakokinetische Parameter der in situ Galleausscheidung von Digoxin bei Ratten.

Spe2|es Cmax bile (ng/ml) Tmax (hr) AUC|ast bile (hl’* ng/ml) Cl bile (mI/hr)
Wistar-Ratte 48,12 + 26,50 0,13+0,1 |74,80+9,18 33,40+ 2,57
TR(-) Ratte 1719+ 138,42 |0,33+0,16 | 143,43 + 102,85 24,12+ 12,25

Digoxin-Metabolite in der Galle bei der Ratte.
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Abb. 4.35. Dinnschichtchromatgraphie der Galleproben von (A) Wistar- und (B) TR(-) Ratten zu den
Zeitpunkten t =0, 16, 30, 45, 60 und 120 min der in situ Galleausscheidung nach i.v. Injektion von
Digoxin in einer Dosierung von 0,01 mg/kg KG.

Zur Anayse einer mdglichen Metabolitenbildung von Digoxin wurde wiederum eine
duinnschichtchromatographische Analyse der Galleproben zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16, 30,
40, 60 und 120 min nach in situ Galleausscheidung von Digoxin durchgeftihrt. Fiir jede Probe
wurden 50.000 dpm aufgetragen (Tab. 9.5 Anhang). Als Kontrolle diente wiederum Pragalle,
die mit der Injektionslésung versetzt wurde. In der Galle beider Tiermodelle wurde neben
dem Digoxinpeak ein weiterer Peak detektiert. Der Haupt-Peak, welcher dem Digoxin
entsprach, enthdlt ca. 60% der aufgetragenen Radioaktivitét bel beiden Rattenstdmmen. Der
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Metabolitenpeak beinhaltet dagegen 15% der gesamt aufgetragenen Radioaktivitét bei den
Wistar und 6,8% bei den TR(-) Ratten (Abb. 4.35 und Tab. 9.6 Anhang).

Gewebekonzentrationen von Digoxin bei der Ratte.

Die Gewebekonzentrationen beider Rattenstdmme zeigten nach dem 120 minitigen
Versuchsverlauf keine signifikanten Unterschiede. Es zeigten sich bei den TR(-)-Ratten
jedoch tendenziell erhéhte Digoxinkonzentrationen in der Leber, im Muskel und Fettgewebe
und niedrigere Werte in Darm, Magen, Niere, Lunge und Gehirn (Abb. 4.36 und Tab. 9.4
Anhang). Auffallend bei den Gewebekonzentrationen waren die hohen Werte der
Nebennieren in beiden Rattenstdmmen, wobel bei den Wistar-Ratten tendenziell hGhere Werte
gemessen wurden (Abb. 4.36 und Tab. 9.4 Anhang). In Abbildung 4.36 sind Digoxin-

K onzentrationen nur in Geweben mit Expression von Mrp2 gezeigt.
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Abb. 4.36: Digoxin-Gewebekonzentrationen von Wistar- und TR(-) Ratten im Vergleich 120 min nach
i.v. Applikation. Die applizierte Dosis von radioaktiv markiertem Digoxin entspricht 0,01 mg/kg KG.
Dunndarm und Dickdarm wurden inklusive Darminhalt analysiert. Die Plasmawerte beziehen sich auf
pmol/ml.
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45.6. Makrozyklische Laktone: Ivermectin und Selamectin

In vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass Ivermectin ein gutes Substrat des
Mdrl-Transporters darstellt. Invivo hatte Mdrl dabel vor alem eine Bedeutung fur die
Penetration von Ivermectin Uber das Darmepithel und die Blut-Hirn-Schranke. Allerdings
wurde der hepatobilidre Transport des Ivermecitns bisher nicht in vivo untersucht. Um die
Bedeutung des Mdrl-Transporters auch fir den Lebertransport zu ermitteln, wurden daher
in situ Galleausscheidungsversuche und Plasmakinetiken fur Ivermectin und die nahe
verwandte Substanz Selamectin an mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen und TR(-) Ratte im
Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Tieren durchgefihrt.

Hepatobilidre Elimination von Ivermectin bei der Maus

Um die hepatobiliére Ausscheidung von Ivermectin zu messen, wurde [3H]Ivermectin in die

Schwanzvene in einer Dosierung von 1,3 ng/kg Korpergewicht injiziert.
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Abb. 4.37: Kumulative Ausscheidung von [3H]Ivermectin in die Galle Gber 120 min. Es wurden
1,2 ng/kg KG Ivermectin in die Schwanzvene appliziert. Nach 120 min wurde von den Wildtyp-M&usen
etwa 1,5% der applizierten Dosis (54,17 pmol) Uber die Galle ausgeschieden. Bei den mdrla,b (-/-)

Knockout-M&ausen waren dies etwa 1% der applizierten Dosis (51,87 pmol). *** p <0,001 FVB-Maus
vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus.

Ivermectin ist eine stark lipophile Substanz, die sehr langsam Uber die Leber ausgeschieden
wird. Dies zeigte sich auch bel den insitu Galleausscheidungsversuchen (Abb. 4.37). Es
zeigte sich, dass bei beiden Mausstdmmen Uber die Galle nur ein sehr geringer Teil der

applizierten lIvermectinmenge ausgeschieden wurde. In der kumulativen Darstellung wurde
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aber eine signifikant niedrigere Galleausscheidung von lvermectin bei den mdrla,b(-/-)
Knockout-Mausen im Vergleich zum Wildtyp gemessen (Abb. 4.37). In Zahlen ausgedriickt
heif3t dies: Nach 2 Stunden wurden bel den Wildtyp-Mausen 1,5% der applizierten Dosis und
bei den Knockout-Mausen 1% mit der Galle ausgeschieden.

Hepatobiliare Elimination von Ivermectin bei der Ratte

Obwonhl Ivermectin als klassisches Mdrl Substrat in der Literatur beschrieben ist, steht immer
noch zur Diskussion, ob méglicherweise andere Transporter, z.B. Mrp2, an der Elimination
von lvermectin beteiligt sind. Um eine mogliche Rolle von Mrp2 nachzuweisen, wurden auch
bei der TR(-) Ratte und der Wistar Ratte entsprechende Galleausscheidungsversuche mit
[3H]lvermectin durchgefihrt. Die Dosis lag bei diesen Versuchen mit 0,3 ug/lkg KG deutlich
unterhalb der therapeutischen Dosierung (200 pg/kg KG).

Ivermectin wurde bel beiden Rattenstdmmen schon nach 8 min in der Galle nachgewiesen,
wobel sich fir die TR(-)-Ratte und die Wistar-Ratte die gleichen initialen
Ausscheidungskurven ergaben. Schon nach 12min wird das Maximum der bilidren
Ausscheidung in  beiden Rattenmodellen erreicht, welches bei der Wistar-Ratte
0,16 fmol/min/g KG und bei der TR(-) Ratte 0,18 fmol/min/g KG betragt. Danach fallt die
Ivermectinausscheidung bis zur siebzigsten Minute auf 0,1 fmol/min/g KG ab (Abb. 4.38).

0.44
-0 TR(-) Ratte (n=3)
% — —— Wistar-Ratte (n=3)
(O 0.3
O
SO
c
= 0.2
£ £
25
%E 0.1
(I
O-OI L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zeit (min)

Abb. 4.38. Galleausscheidung von [3H]lvermectin nach intraventser Applikation von 0,3 ug/kg KG
Uber 120 min. Im Zeitraum t = 0 bis t = 20 min wurden alle 4 min Galleproben gesammelt, von t = 20
bis t = 60 min in 5-Minuten-Intervallen, von t = 60 bis t = 120 in 10-Minuten-Intervallen.
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Abb. 4.39: Kumulative Ausscheidung von [*H]lvermectin in die Galle tber 120 min. Es wurden
0,3 ng/kg KG Ivermectin in die Schwanzvene appliziert. Nach 120 min wurde von den Wistar-Ratten
etwa 4,4% der applizierten Dosis (118,7 pmol) lber die Galle ausgeschieden. Bei den TR(-) Ratten
waren dies etwa 4,2% der applizierten Dosis (142,4 pmol).

Pharmakokinetik von [3H]lvermectin bei Maus und Ratte

Die pharmakokinetischen Parameter sowie die maximale Gallekonzentration (Cpax), AUC
und bilidre Clearance von Ivermectin sind bei der mdrla,b(-/-) Knockout-Maus tendenziell
niedriger als fur die Wildtyp-Maus, allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht
(Tab. 4.6).

Die Wistar-Ratten haben das [3H]lvermectin tendenziell langsamer ausgeschieden als die
mrp2-defizienten TR(-) Ratten. Deutlich wird dies in den Werten der Tabelle 4.6, wo die
Cmax» AUC und biligre Clearance-Daten der TR(-) Ratten generell grofRer sind. Allerdings

wird auch hier das Signifikanzniveau gegentiber dem Wildtyp nicht erreicht.

Tab. 4.6: Pharmakokinetische Parameter der insitu Galleausscheidungsdaten von [3H]IVM
(1,3/0,3 pg/kg KG) bei FVB Wildtyp- und mdrla,b(-/-) Knockout-Maus sowie Wistar-Ratte und TR(-)
Ratte.

Spezies Crax bile (Ng/mI) AUC, s pite (hr* pg/ml) Clgite (ml/h)
FVB Wildtyp-Maus 1,25+ 1,08 14949+ 454 1,43+ 0,91
mdrla,b (-/-) Maus 0,57+ 0,59 510,9 + 149,8 0,43+0,12
Wistar-Ratte 0,11 + 0,06 109,8 + 88,5 3,81+0,35
TR(-) Ratte 0,20 £ 0,00 409,9 + 96,2 4,89 + 0,50
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4.5.7. Pharmakokinetik und Gehirnpenetration von Ivermectin

In der Literatur finden sich keine systematischen Angaben zu Verénderungen in der
Pharmakokinetik des Ivermectins nach verschiedenen Applikationsformen bel Tieren mit
defektem Mdrl-Transporter. Um diese Licke zu schliefien und erstmals Einblicke in die
Plasmakinetik in Verbindung mit der Gewebepenetration des Ivermectin zu erhalten, wurden
Applikationsstudien (i.v., p.o., spot-on) an mdrla,b (-/-), bcrpl (-/-) und mrpl (-/-) Knockout-
Mausen mit [*H]Ivermectin durchgefiihrt. Die entsprechenden Berp und Mrpl Knockout-
Mause wurden in diese Versuche mit einbezogen, da aktuell diskutiert wird, ob Ivermectin
maoglicherwel se auch von diesen Mdr1-verwandten Efflux-Transportern transportiert wird.

Plasmakinetik von Ivermectin bei der Maus

Die Plasmakinetikversuche von Ivermectin bei der Maus erfolgten in therapeutischer
Dosierung mit 0,2 mg/kg Korpergewicht in allen drel Applikationsformen. Bei der
Betrachtung der Plasmakonzentration von Ivermectin fallt auf, dass die entsprechende Kurve
bei den mdrla,b(-/-) Knockout-Maus tendenziell in allen drei Applikationsformen Uber der
Kurve der Wildtyp-Maus liegt, allerdings wird keine Signifikanz erreicht (Abb. 4.40).
Bemerkenswert ist, dass die Ivermectin Plasmakonzentrationen im steady state sowohl nach

I.v. alsauch nach p.o. Applikation im Bereich von 40 bis 60 ng/ml liegen.
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Abb. 4.40: Plasmakonzentrationen von Ivermectin bei den FVB-Wildtyp, mdrla,b(-/-) und bcrpl(-/-)
Knockout-Méausen. Ivermectin wurden in einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG jeweils i.v., p.o. und Spot-
on appliziert. Pro Applikationsart wurden je 3 —4 Tiere verwendet.
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Tab. 4.7: Pharmakokinetische Daten zum Ivermectin (0,2 mg/kg KG) bei FVB Wildtyp-, mdrla,b (-/-)
und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen.

: _— Crnax/Coiv. AUCiay FA8Nh!
Spezies Applikation (ng/m) Trmex (N) (hreng/ml) (%)
_ i.v(8h) 642,3 £ 478,7 524,31+ 76,1 100
FVB Wildtyp-
M ora (24 h) 350x£93 93+4,6 573,1+£104,7 |26,5
aus
Spot-on (72 h) 20,6 £9,0 12,0+ 0,0 |582,0+ 300,2
i.v(8h) 944,1 + 365,7 693,3+200,3 |100
mdrla,b (-/-)
M oral (24 h) 42,0+ 10,2 10,723 |670,6+63,8 32,9
aus
Spot-on (72h) | 16,1+5,3 160+69 |7263< 2680
borpl (4-) Maus | oral (24 ) 324+30 100+35 |5762+47,9

.'FA8h: orale Bioverfugbarkeit von Ivermectin nach 8 Stunden (Intravends/Oral)

In Tabelle4.7 sind die pharmakokinetischen Parameter fur Ivermectin nach i.v., p.o. und
Spot-on Applikation dargestellt. Die Crax, AUC und Bioverflgbarkeitswerte sind in einem
Zeitraum von 8 Stunden nach oraler Applikation bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
tendenziell hoher als bel dem Wildtyp. Die Unterschiede erreichen aber nicht das
Signifikanzniveau. Die orale Bioverflgbarkeit nach 8 Stunden (FA8h) liegt bei der
mdrla,b (-/-) Knockout-Maus mit 32,9% erwartungsgemal? héher als bel der Wildtyp-Maus
mit 26,5%. Im Gegensatz dazu sind die AUC-Werte sowie Cra und Trax bel den berpl (-/-)
Knockout-Mausen mit den Werten Wildtyp-Mause vergleichbar (Tab. 4.7). Das heildt, dass
der Ausfall von Berp die Plasmakinetik nach oraler Aufnahme von Ivermectin nicht verandert
hat. Die gesamte (totale) Clearance von Ivermectin war bei allen Genotypen nach i.v.
Applikation identisch und betrug 7,8 mli/h bei den FVB Wildtyp- und 7,7 mi/h bei den
mdrla,b (-/-) Knockout-Mé&usen.

Gewebekonzentrationen von lvermectin bei der Maus

Die Gewebekonzentrationen von Ivermectin 8h nach der i.v. Applikation zeigten, mit
Ausnahme von Gehirn und Hoden, keine signifikanten Unterschiede zwischen FVB Wildtyp-
und mdrla,b (-/-) Knockout-Maus (Tab. 9.11, Anhang). Die Konzentration von Ivermectin
war im Hoden bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus im Vergleich zu dem Wildtyp aber um
den Faktor 2,3 erhdht (p<0,001). Weiterhin wurden in den folgenden Geweben bel den
Knockout-Mausen erhohte Ivermectinkonzentrationen gemessen (Faktoren in Klammern):
Dunndarm (2,1), Magen (1,4), Muskelgewebe (1,3) und Leber (1,2) (Tab. 9.11, Anhang). Die
Plasmakonzentrationen von lvermectin 8 Stunden nach i.v. Applikation waren bel beiden
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Genotypen aber gleich und betrugen 48 ng/ml bzw. 49 ng/ml. Dies bedeutet, dass zum
Zeitpunkt t=8h die Organelimination in der Knockout-Maus nicht mehr mit dem
Plasmaspiegel in der gleichen Weise korreliert wie bel der Wildtyp-Maus.

Dieser Effekt kommt nach 24 h noch starker zum Tragen. Hier sind die Konzentrationen von
Ivermectin bei den mdrla,b (-/-) Knockout-Mé&usen in allen Geweben deutlich erhoht
(Tab. 9.12, Anhang). Besonders hohe Gewebekonzentrationen wurden neben dem Gehirn
(siehe unten) in folgenden Geweben beobachtet (Faktoren in Klammern): Leber (3,7), Hoden
(3,2), Muskelgewebe (2,8) Fettgewebe (2,5), Niere (2,3) und Herz (2,3). Im Magen-Darm
Trakt wurden - im Gegensatz zu den oben genannten Geweben - keine signifikant erhohten
Konzentrationen von Ivermectin bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus im Vergleich zu den
Wildytp-Tieren gemessen (Tab. 9.12, Anhang). Die bcrpl (-/-) Knockout-Maus wies dagegen
auch nach 24 h keine Unterschiede in den Gewebekonzentrationen von Ivermectin auf
(Tab. 9.12, Anhang). Es ist somit festzustellen, dass insbesondere zu spéteren Zeitpunkten
erhebliche Konzentrationsunterschiede in den Organen zwischen mdrla,b (-/-) Knockout-
Maus und Wildtyp-Maus zu messen sind, obwohl bei beiden Genotypen die Plasmaspiegel
auf gleichem Niveau liegen (Tab. 9.12, Anhang).

Wegen der verzogerten Resorption nach lokaler Applikation auf die Haut wurden die
Gewebekonzentrationen bei der Spot-on Auftragung von Ivermectin erst nach 72 h erhoben.
Nach Spot-on Applikation von Ivermectin waren die Gewebekonzentrationen bel der
mdrla,b (-/-) Knockout-Maus generell erhoht, allerdings waren diese nur im Hodengewebe
mit einem Faktor 3,5 (Tab. 9.13, Anhang) signifikant hoher als bel der Wildtyp-Maus.

Gehirnkonzentrationen von Ivermectin bei der Maus

Die gravierendsten Unterschiede zwischen mdrla,b (-/-) Knockout- und Wildtyp-Maus
ergaben sich in der Gehirnpenetration von lvermectin: In alen drel Applikationsformen
reicherte sich lvermectin um den Faktor 40-60 im Gehirn der mdrlab (-/-) M&use im
Vergleich zu den Wildtyp-Méausen an (Abb. 4.41). Ein sehr wichtiger Befund ergab die
Messung der Ivermectinkonzentrationen im Gehirn der mdrla,b (-/-) Knockout-Mause nach
Spot-on Applikation. Hier wurden nur vergleichsweise geringe Gehirnkonzentrationen
erreicht, namlich 27,17 ng/g gegeniiber 127 ng/g und 144 ng/g Gehirn nach oraler bzw. i.v.
Applikation. Im Unterschied zu den mdrlab (-/-) Mausen wiesen die bcrpl (-/-) und
mrpl (-/-) Knockout-Méause keine erhdhte Gehirnakkumulation von Ilvermectin  auf
(Abb. 4.41).
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Abb. 4.41. Gehirnkonzentrationen von Ivermectin bei Wildtyp- und mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen
nach i.v., p.o. und Spot-on Applikation. Zusatzlich sind Daten fur die bcrpl (-/-) und mrpl (-/-)
Knockout-Mausen nach p.o. Applikation von Ivermectin gezeigt. *** p <0,001, FVB-Maus vs.
mdrla,b (-/-) Knockout-Maus; ** p <0,01, FVB-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus; * p <0,05, FVB-
Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus.

Plasmakinetik und Gewebekonzentrationen von Ivermectin bei der Ratte

Zur potenziellen Bedeutung des Mrp2-Transporters fur die Ivermectin-Passage durch die
Blut-Hirn-Schrank, wurden auch Applikationsstudien bei TR(-)- und Wistar-Ratten
durchgefuihrt. Dafur wurde Ivermectin i.v. in einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG appliziert
und zu bestimmten Zeitpunkten Blutproben entnommen. Die Plasmakonzentrationen zeigten
dabei keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Genotypen (Abb. 4.42).

Bel Betrachtung der pharmakokinetischen Parameter fallt aber auf, dass die TR(-)-Ratten
tendenziell etwas schneller Ivermectin ausscheiden als die Wistar-Ratten. Dafir sprechen die
hohere totale Clearance (95,9 mi/h vs. 67 mi/h) und die niedrigeren AUC-Werte (Tab. 4.8)
sowie die bessere Galleausscheidung von lvermectin bel der TR(-)-Ratte (Tab. 4.6).
Andererseits wurden 8 Stunden nach Ivermectingabe keine Unterschiede in den
Gewebekonzentrationen zwischen beiden Genotypen festgestellt (Tab. 9.14, Anhang). Einzige
Ausnahem war der Dinndarm, in welchem die Konzentration von Ivermectin um den
Faktor 3,9 im Vergleich zum Wildtyp erhoht war. Insbesondere wurde bei den TR(-)-Ratten
keine Gehirnakkumulation des Ivermectin registriert: Nach 8 Stunden lag die
Ivermectinkonzentration bei 5,3ng/lg Gewebe bel beiden Rattenstdmmen (Tab. 9.14,
Anhang).



4. Ergebnisse - 103 -

10009 g TR()Ratte (n=3)

S ~
Q) —
g %) ?_c:; B Wistar-Ratte (n=3)
5E5
N 8% 100
o E g
= 0= ]
> © L
E=g |Ogr-S-or=---- g &
n c2 a
© O~
o >
lO I I I 1
0 120 240 360 480

Zeit (min)

Abb. 4.42: Plasmakonzentrationen von Ivermectin bei Wistar- und TR(-)-Ratten nach i.v. Applikation
von Ivermectin in einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG.

Tab. 4.8: Pharmakokinetische Parameter von Ivermectin bei den Wistar- und TR(-)-Ratten.

Spezies Crax (ng/ml) AUC ¢ (hr*ng/ml) | Cligta (Mi/h)
Wistar-Ratte 227,7+51,3 317,1+24.2 67,0 26,1
TR(-) Ratte 2123+ 745 250,7 + 44,3 95,9 + 44,3

4.5.8. Pharmakokinetik und Gehirnpenetration von Selamectin

Plasmakinetik von Selamectin bei der Maus

Selamectin wurde in 3 verschiedenen Applikationsformen (i.v., p.o. und Spot-on) mit einer
Dosierung von 12 mg/kg KG verabreicht. Die Plasmakonzentrationen von Selamectin lagen,
vergleichbar mit lvermectin, bei den mdrlab (-/-) Knockout-Mausen in alen drei
Applikationsformen tendenziell Uber denen der Wildtyp-Mause. Aber auch hier wurde das
Signifikanzniveau nicht erreicht (Abb. 4.43). Deutlich wurde aber, dass die absoluten
Plasmakonzentrationen von Selamectin nach oraler Applikation deutlich Uber denen nach
Spot-on Applikation lagen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei der
pharmakokinetischen Analyse der Plasmakinetik von Selamectin: Hier wurden zwischen

Wildtyp- und Knockout-Mé&usen vergleichbare Werte fir Chx, AUC und orde
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Bioverfligbarkeit berechnet (Tab. 4.9). Auch die bcrpl (-/-) Knockout-Maus zeigte keine
Unterschiede in der Plasmakinetik von Selamectin im Vergleich zur Wildtyp-Maus.
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Abb. 4.43: Plasmakonzentrationen von Selamectin bei Wildtyp-, mdrla,b(-/-) und bcrpl(-/-) Knockout-
Mausen. Selamectin wurde in einer Dosierung von 12 mg/kg KG i.v., p.o. und spot-on appliziert. Pro
Applikationsart wurden je 3 —4 Tiere verwendet.

Tab. 4.9: Pharmakokinetische Daten von Selamectin (12 mg/kg KG) bei FVB Wildtyp-, mdrla,b (-/-)
und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen.

Crnax/ Coiv. FA8h' | FA24h?
Spezies | Applikation Tmax (N) | AUC s (h* ng/ml)

(ng/ml) (%) (%)
FVB i.v(8h) 52558,2 + 11409,5 58482,0 + 147059 |100
Wildtyp- |oral (24h)  [3714,0 £ 464,1 55+4,4 |622857+7673,3 [428 [100
Maus Spot-on (72 h) | 969,6 + 403,5 10,0 + 3,5 | 24799,0 + 7530,8 23,7
ndriab i.v(8h) 69038,7 + 25028,5 56816,2 + 27557,9 | 100
() Mas oral (24h)  |3839,0+998,0 50+12 |58667,5+7437,2 [425 [100

Spot-on (72 h) | 1052,5 + 284.6 16,0+ 6,9 | 35781,0 + 11154,8 30,1

tlz/clz;ﬂi (/) |oral (24h)  |3989+ 480 50+1,2 |60571,9+ 10364,1

' FA8h: orale Bioverfiigbarkeit von Selamectin nach 8 Stunden (Intravends/Oral)

% FA24h: relative Bioverfligbarkeit von Selamectin nach 24 Stunden nach eine Spot-on Applikation von
Selamectin (Oral/Spot-on)

Die totale Plasmaclearance von Selamectin betrégt bei der Wildtyp-Maus nach i.v.
Applikation 3,3 mi/h. Bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Mausist dieser Wert mit 4,5 mi/h etwas
hoher. Aus diesen Daten geht hervor, dass die Plasmaclearance von Selamectin weniger von
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dem Genotyp der Mause als mehr von der Applikationsart abhangig ist. Die totale Clearance
nach Spot-on Applikation ist andererseits bei der Wildtyp FVB-Maus mit 10,4 mi/h doppelt

so hoch als bel der Knockout-Maus, bei welcher die totale Clearance nur 5,2 mi/h betrug.

Gewebekonzentrationen von Selamectin bei der Maus.

Die Gewebekonzentrationen von Selamectin 8 h nach i.v. Applikation zeigten aul3er bel
Gehirn und Hoden keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Genotypen (Tab. 9.15,
Anhang). Im Hoden der mdrla,b (-/-) Knockout-Mause wurde allerdings eine doppelt so hohe
Selamectinkonzentrationen registriert wie beim Wildtyp und das trotz einer etwas niedrigeren
totalen Plasmakonzentration bei der Knockout-Maus (4,26 pg/ml vs. 5,98 pg/ml).

Mit Ausnahme des Gehirns wurden 24 Stunden nach oraler Applikation keine Unterschiede
beziiglich der Gewebekonzentrationen zwischen den beiden Genotypen gefunden. Die
Gewebekonzentrationen lagen generell im Bereich von 2,1 bis 2,5 pg/ml (Tab. 9.16, Anhang).
Betrachtet man allerdings die Konzentrationen von Selamectin 72h nach Spot-on
Applikation, so wurden in alen Geweben um den Faktor 1,9-2,9 hohere Werte bel den
mdrla,b (-/-) Knockout-Méausen gemessen (Tab. 9.17, Anhang). Insbesondere in Dinndarm
und Hoden wurden signifikant hohere Selamectinkonzentrationen detektiert. Auch war die
Plasmakonzentration von Selamectin mit 0,44 pg/ml bei den Knockout-Mausen gegentber

den Wildtyp-Mé&usen mit 0,24 pg/ml um den Faktor 1,8 hoher.

Gehirnkonzentrationen von Selamectin bei der Maus

Da Selamectin wie Ivermectin in hohen Konzentrationen neurotoxische Symptome
verursachen kann, war ene zentrale Frage dieser Untersuchungen, wie hoch die
Gehirnpenetration dieser Substanz bei der mdrla,b (-/-) Maus im Vergleich zur Wildtyp-
Maus einzuschétzen ist, insbesondere im Vergleich zu Ivermecitn. Wie in der Abbildung 4.44
deutlich wird, stieg die Gehirngangigkeit des Selamectins bei der mdrla,b (-/-) Knockout-
Maus in alen drel Applikationsformen deutlich an. Im Vergleich zu Ivermectin fiel diese
Steigerung jedoch deutlich geringer aus. Wahrend die Quotienten-Werte, welche den
Unterschied in der Gehirnkonzentration zum Wildtyp angeben, bei Selamectin 5 bis 10-fach
hoher lagen, erreichten diese Wert bei Fehlen von Mdrl fir Ivermectin das 40 bis 60-fache
(siehe Abb. 4.41). Dies bedeutet, dass sich Selamectin in geringerem Malie im Gehirn
anreichert als Ivermectin. Bemerkenswert ist, dass die absoluten Gehirnkonzentrationen von
Selamectin 72 Stunden nach Spot-on Applikation bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus mit
1,12 pg/g gut vergleichbar waren mit den Gehirnkonzentrationen von Selamectin 24 Stunden
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nach oraler Applikation bei dem Wildtyp mit 0,70 pg/g, was von praktischer Bedeutung ist.
Im Gegensatz zur mdrla,b (-/-) Knockout-Maus wiesen die beiden anderen Knockout-
Mausstdmme, bcrpl (-/-) und mrpl (-/-), keine Gehirnakkumulationen von Selamectin auf
(Abb. 4.44). Dies bedeutet, dass ebenso wie beim lvermectin, diese beiden Efflux-Pumpen
in vivo keine Transportfunktion fir Selamectin an der Blut-Hirn-Schranke haben.

8hi.v. 24 h oral 72 h Spot-on

X3

4000+ **%x X5

*%x X7

w
o
o
9

(ng/g Gewebe)
S
S

H *
|

Selamectin im Gehirn

0 i - m—

mdrla,b” FVB- mdrlab” FVB-  mrp1” bcrpl” mdrlab” FVB-
Maus Maus Maus Maus Maus Maus  Maus Maus

Abb. 4.44. Gehirnkonzentrationen von Selamectin bei Wildtyp- und mdrla,b (-/-) Knockout-M&ausen
nach i.v., p.o. und Spot-on Applikation. Zuséatzlich werden Daten fur die bcrpl (-/-) und mrpl (-/-)
Knockout-Mause gezeigt. Selamectin wurde in einer Dosierung von 12 mg/kg KG appliziert. ***
p<0,001, FVB-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus; ** p<0,01, FVB-Maus vs. mdrla,b (-/-)
Knockout-Maus; * p<0,05, FVB-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus.

Plasmakinetik und Gewebekonzentrationen von Selamectin bei der Ratte

Die Versuche zur Bestimmung der Plasmakinetik von Selamectin wurden bei Ratten ebenfalls
mit einer Dosierung von 12 mg/kg Koérpergewicht durchgefiihrt. Die Plasmakonzentrationen
von Selamectin ergaben nach i.v. Applikation keine Unterschiede zwischen Wistar und TR(-)
Ratten (Abb. 4.45): Etwa 60 min nach i.v. Applikation wurden bei beiden Genotypen
Plasmakonzentrationen von 3 pg/ml gemessen, die bis zum Versuchsende nach 8 h konstant
blieben. Vergleichbar mit Ivermectin wird Selamectin bei TR(-) Ratten im Vergleich zu
Wistar-Ratten tendenziell etwas schneller ausgeschieden, was bel der Anayse der
pharmakokinetischen Parameter deutlich wurde (Tab. 4.10).

Vergleicht man die Gewebekonzentrationen von Selamectin bei beiden Rattenstammen, so
treten, mit Ausnahme des Dunndarms, keine signifikanten Unterschiede auf (Tab. 9.18,
Anhang). Einzig im Dunndarm war die Konzentration der Substanz bel den TR(-) Ratten um
den Faktor 3,9 im Vergleich zum Wildtyp erhdht. Dieser Effekt wurde bereits fur das
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Ivermectin gefunden. Bei der TR(-)-Ratte wurde im Vergleich zur Wistar-Ratte insbesondere
keine Zunahme der Gehirnkonzentration beobachtet. Demnach hat Mrp2 in der Blut-Hirn-
Schranke keine praktische Bedeutung fur den Transport von Selamectin.

Tab. 4.10: Pharmakokinetische Daten von Selamectin bei Wistar und TR(-) Ratten.

Spezies Crmax (ng/ml) AUC i« (hr*ng/ml) | Cliota (Ml/h)

Wistar-Ratte 10458,1 + 1248,8 27133,9 + 8407,3 58,88 + 5,57

TR(-) Ratte 30756,5 + 19815,9 22675,8 + 1605,2 74,51 + 24,92
100000+
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Abb. 4.45: Vergleich der Plasmakonzentrationen von Selamectin bei den Wistar- und TR(-) Ratten
nach intravenéser Applikation von Selamectin bei einer Dosierung von 12 mg/kg KG.
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5. Diskussion

5.1. Tierversuche in der biomedizinischen Forschung

Tierversuche spielten von Beginn an eine bedeutende Rolle in der Entwicklung neuer
Arzneistoffe. Tierversuche sind dann erforderlich, wenn komplexe Pharmakokinetiken wie
Aufnahme, Metabolismus und Elimination von Entwicklungssubstanzen zeitgleich untersucht
werden sollen. Aus Studien an Transporter-exprimierenden Zellkulturen, kann man zwar
Erkenntnisse Uber die Transporteigenschaften der exprimierten Transporter gewinnen, sie sind
aber oft in ihrer Aussage fUr eine in vivo Situation begrenzt. Zellversuche werden aber gerne
fUr die Indentifizierung von Transportsubstanzen verwendet. Inzwischen bieten sich auch
dafUr in vivo Modelle an. Durch den sait relativ kurzer Zeit mdglichen Einsatz von Knockout-
Tieren mit einem Ausfall definierter Transportsysteme konnen wichtige Erkenntnisse
hinsichtlich des Substanzspektrums und der Organverteilung eines Arzneistoffs gewonnen

werden.

Ob die Ergebnisse aus Tierversuchen an Mausen und Ratten auf andere Tierarten sowie auf
den Mensch Ubertragbar sind, war stets Gegenstand kontroverser Diskussionen. Ratten sind
die am haufigsten eingesetzten Labortiere fur pharmakokinetische Untersuchungen. In einer
Studie von Ishizuka et a. (1999), in welcher der hepatobiliare Transport von Temocaprilat
(ein Mrp2 Substrat) und Taurocholat (ein Bsep Substrat) zwischen Ratten, Méausen,
Kaninchen, Meerschweinchen und Hunden in vivo und in vitro verglichen wurden (Abb. 5.1),
zeigte sich, dass Ratten deutlich héhere Transportaktivitdten in der Leber aufweisen als die
anderen Labortiere. Bel ihnen ist der Quotient aus Transportkapazitét Ve bel einer
gegebenen Affinitét des Substrates zum Transport (K,,) zwischen allen untersuchten Spezies
am grofdten. Die molekulare Ursache dieses Phénomens ist nicht klar. Seit dem ersten Bericht
uber wissenschaftliche Versuche mit Méusen im Jahre 1664, damals studierte Robert Hooke
die Eigenschaften von Luft, hat die Bedeutung der Maus in der biomedizinische Forschung
kontinuierlich zugenommen. Heute sind mehr als 90% aller in der Forschung verwendeten
Saugetiere Mause [Malakoff, 2000]. Das Genom der Maus ist zu mehr als 90% mit dem des
Menschen homolog. Jedoch existieren viele Unterschiede z.B. im Arzneistoffmetabolismus
und Arzneistofftransport im Vergleich zum Menschen. Insbesondere fir die
pharmakologische Forschung liefert die Maus als Modelltier jedoch recht gut Ubertragbare
Daten beziiglich Dosierung, Verabreichungsintervall, Wirksamkeit und unerwiinschten

Wirkungen [Newell et a., 1999].
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Es ist nicht zu bestreiten, dass mit der Generierung von Knockout-M&usen die Anzahl von
Mausen als Versuchstiere deutlich zugenommen hat. Diese Entwicklung hat jedoch ganz
entscheidend zu einem besseren Verstéandnis menschlicher Erkrankungen beigetragen. Da fir
Ratten bisher keine Stammzelllinien etabliert sind, existieren bis heute keine entsprechenden
Knockout-Ratten. Jedoch existieren Rattenstamme mit bestimmten natirlichen Mutationen,
wie z.B. ZDF Ratten', TR(-)? und EHBR® Ratten sowie Gunn-Ratten®. Firr die Maus wurden
weltweit bisher etwa 6917 der 62.000 Gene gezielt ausgeschaltet [Homepage der MGI (Mouse
Genome Informatics), Stand Dezember 2005]. Nach letzten Schdtzungen wurden inzwischen Uber
10.000 transgene Mausmodelle generiert.

Abb. 5.1. Korrelation zwischen der Aufnahme von DNP-SG (2,4-dinitrophenyl-S-glutathion) in CMVs
(canalicular membrane vesicles) in vitro und bilidrer Clearance von ungebundenem Temocaprilat in
vivo in der Leber [Ishizuka et al. 1999].

In dieser Doktorarbeit wurde a's ein neues pharmakokinetisches Modell die Untersuchung der
hepatobilidgren Ausscheidung von Xenobiotika bei Mausen mit Transportdefekten etabliert.
Das Modell erlaubt die Zuordnung eines Arzneistoffs al's neues Substrat zu einem bestimmten
Arzneistofftransporter. Fur die Etablierung dieses Modells mussten zunéchst zwel wichtige
Fragen beantwortet werden: (1) liegt eine Verdnderung der Genexpression von anderen
Arzneistofftransportern bei den Knockout-Mausen vor (siehe Kapitel 5.2) und (2) welche
109
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Funktionalitdt besitzen die nicht ausgeschalteten Arzneistofftransporter. In den folgenden
Kapitel (5.3—-5.5) wird die Anwendung der erarbeiteten Methoden anhand ausgewahlter
Substanzen diskutiert und mit der bestehenden Literatur in Verbindung gebracht.

5.2. Kompensatorische Mechanismen auf Gen-Ebene bei Tieren

mit Transportdefekten

Ein wichtiger Aspekt in der Auswertungen und Interpretation der im Tierversuch gewonnenen
Daten ist die Bericksichtigung mdglicher kompensatorischer Mechanismen der
Genexpression und einer daraus resultierenden Anpassung insbesondere der hepatischen
Elimination bel den entsprechenden Knockout-Tieren. Fir diese Untersuchungen wurden
folgende Maus- und Rattentiermodelle gewahlt, bei denen die oben genannten Transporter
fehlten: mdrla,b (-/-) und berpl (-/-) Knockout-Mause sowie mrp2-defiziente TR(-) Ratten.

Mrp2-defiziente TR(-) Ratten

Seit der Entdeckung der mrp2-defizienten Rattenstammen TR(-) und EHBR Ratten [Dijkstra et
a. 1997, Rost et a 1999, Dietrich et al. 2001, Kivistd et al. 2005] und seit der Verfigbarkeit der
mrp2 (-/-) Knockout-Maus [Vlaming et al. 2006, Nezasa et al. 2006, Lagas et al. 2006, Kruh et al. 2007]
wurde intensiv an der Pharmakokinetik potentieller Mrp2-Substrate geforscht (siehe
Einleitung, Kapitel 1.2.3 Tab 1.3). Problematisch ist bei diesen Tieren, dass es beim Fehlen
von Mrp2 zu einer kompensatorischen Hochregulation von Mrp3 und Mrp4 in Leber und
Niere kommt (Tab. 5.1). Dadiese Transporter in der Leber in der basolateralen Membran und
in der Niere in der apikalen Membran lokalisiert sind, wird die Substanz nicht mehr durch
Mrp2 in die Galle ausgeschieden, sondern kann Uber Mrp3 aus der Leber zuriick in das Blut
gelangen und somit vermehrt renal ausgeschieden werden. Eine Hochregulation von Mrp3in
der basolateralen Membran der Hepatozyten von TR(-) Ratte wurde bereits mehrfach
beschrieben [Ogawa et a. 2000, Soroka et a. 2001, Hirouchi et al. 2005, Johnson et a. 2006]. Auch
mrp2 (-/-) Knockout-Mause aus dem Labor von A. Schinkel zeigten eine erhéhte Expression
von Mrp3 in der Leber in Kombination mit einem verminderten Gallefluss [Viaming et al. 2006],
ein Effekt, der auch an den mrp2-defizienten TR(-) Ratten [Paulusma et a. 1999] eine Rolle
spielt. Im Gegensatz zu den eben beschriebenen Ergebnissen wurde bei mrp2 (-/-) Knockout-
Maéausen der Firma Deltagen Inc. keine Hochregulation von Mrp3 in der Leber gefunden [Chu
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et a. 2006]. Bei letzteren Knockout-Mausen fand man jedoch eine vermehrte Expression von
Mrp4 in der Leber [Chu et al. 2006].

Weitere Studien an TR(-) Ratten ergaben eine organabhéngige Veranderung in der Expression
von Transportern auf Proteinebene. So wurden keine Unterschiede in der Genexpression von
verschiedenen  Arzneistofftransportern  im  Vergleich zum Wildtyp in der Leber
(ausgenommen Mrp3), Darm und Gehirn [Johnson et al. 2006, Ogihara et al. 2006] gefunden
(Tab 5.1), wohl aber in der Niere, in der eine 2-fach hdhere Expression von Mrp4 [Chen et a.
2005] und 3,5-fach hohere Expression von Mrp3 beobachtet wurde [Johnson et al. 2006]. Auch im
Dickdarm (Colon) wurde bei den TR(-) Ratten eine hohere Expression von Mrp3 und Mrp4
festgestellt [Johnson et al. 2006].

Blut

Arzneistoff ®e

Abb. 5.2. Schematische Darstellung mdglicher Kompensationsmechanismen in der Leber bei Fehlen
von Mrp2. Durch das Fehlen des kanalikularen Efflux Gber Mrp2 kénnte die Substanz tber alternative
Wege (Mrp3 und Mrp4) ins Blut gelangen und anschlieRend Uber die Niere ausgeschieden werden.
Eine Hochregulation von Mrp3 und Mrp4 wurde fur die TR(-) Ratte beschrieben.

Weiterhin wurde fur den Mdr1-Transporter eine Hochregulation der Expression auf mRNA-
und Proteinebene in der Leber und im Dunndarm der TR(-) Ratten beschrieben, wahrend eine
Downregulation im Dickdarm erfolgte [Oswald et a. 2006]. Diese Literaturdaten stehen im
Widerspruch zu anderen Ergebnissen in der Literatur [Johnson et al. 2006] und auch zu den in
dieser Arbeit prasentierten Daten, bei denen kein Unterschied in der Expression von Mdrlin
Leber, Niere und Gehirn zwischen TR(-)- und Wistar-Ratte gefunden wurde (Tab. 5.1).
Widersprichliche Ergebnisse gibt es auch hinsichtlich der Gehirnexpression von
Arzneistofftransportern: Publizierte Daten [Johnson et a. 2006] (auf Protein-Ebene) und die in
dieser Arbeit prasentierten Daten (auf mRNA-Ebene) beschreiben keine Anderung der
Expression von Mdrl und Bcrp im Gehirn, wéhrend eine neue Studie von Hoffmann und
Loscher (2007) auf Grundlage von immunohistochemischen Daten eine erhéhte Expression
von Mdrl in der Blut-Hirn-Schranke bei der TR(-) Ratte im Vergleich zur Wistar-Ratte
beschreibt.
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Ebenso sind Unterschiede in der Expression der Aufnahme-Carrier in der Leber festzustellen,
welche ebenfalls zu einem Kompensationsmechanismus bei dem Ausfal eines Efflux-
Systems dienen kdnnen. Eine Studie von Kuroda et al. (2004) zeigte zum Beispiel, dass die
Expression der hepatischen Oatp-Carrier Oatplal und Oatplad in der Leber der TR(-) Ratte
um etwa 50% auf Protein- und etwa 30% auf mRNA-Ebene reduziert ist. Diese Aussage wird
jedoch in einer Studie von Oswald et a. (2006) (auf MRNA-Ebene) widerlegt, welche zeigt,
dass die Transporter Oatplal, Oatplad und Oatplb2 bei der TR(-) Ratte im Vergleich zu der
Wistar-Ratte nicht unterschiedlich sind. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals
Expressionsdaten fur Oatp4cl, Oatl, Oat3, Octl und Oct2 in der Leber und Niere bel TR(-)
Ratten im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren erhoben. Hierbei wurden keine Unterschiede in
der Genexpression dieser Arzneistofftransporter gefunden.

Zusammengefasst ist festzustellen, dass die Daten Uber die Expression von
Arzneistofftransportern in verschiedenen Geweben der TR(-) Ratte sehr widersprtichlich sind,
was moglicherweise auch durch unterschiedliche Zuchtlinien und Haltungsbedingungen
verursacht wird. Daher war die Untersuchung der eigenen Tiere hinsichtlich ihrer
Expressionsprofile eine notwendige Voraussetzung fur deren Verwendung for

pharmakokinetische Studien.

Mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mause

Der Kenntnisstand zur Expression von Arzneistofftransportern bei mdrla,b (-/-) und
bcrpl (-/-) Knockout-Mausen in der Leber ist im Vergleich zu den TR(-) Ratten geringer. Bel
den Knockout-Mausen wurde bisher vor allem die Blut-Hirn-Schranke untersucht (Tab. 5.1).

Fur Berp und Mdrl wurden weder bei den mdrla,b (-/-) [Soontornmalai et al. 2006] noch bei den
berpl (-/-) Knockout-Mausen [Lee et a. 2005] gegenseitige Verdnderungen in der Expression
von Arzneistofftransportern beschrieben (Tab. 5.1). Diese Ergebnisse wurden durch die
Expressionsanalyse in dieser Arbeit bestatigt. Auch funktionell konnten keine Verénderungen
zwischen mdrla,b (-/-) Knockout- und Wildtyp-Mausen festgestellt werden. Dies haben die
Galleausscheidungsversuche mit Taurocholat und DHEAS ergeben, welche auf eine
funktionelle Expression von Bsep, Mrp2 und Berp in der Leber der mdrla,b (-/-) Knockout-
Maus schlief3en lief3en. Weiterhin muss erwdhnt werden, dass gerade hinsichtlich der Niere
der Kenntnisstand Uber die Genexpression von Mdrl, Bcrp und Mrp2 bel den verwendeten
Knockout-Mausen sehr gering ist. In den eigenen Untersuchungen wurden aber keine

Unterschiede im Vergleich zu den Wildtyp FVB-Mausen gefunden. Eine Hochregulation
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eines weiteren Transportsystems, Mrp5, an der Blut-Hirn-Schranke der bcrpl (-/-) Knockout-
Maus ist beschrieben wurden [Soontornmalai et al. 2006]. In eigenen Untersuchungen wurden fur
die Transportsysteme Mrp4, Mrp3 und Mrpl, Octl, Oct2 und Oatplad bei mdrla,b (-/-) und
bcrpl (-/-) Knockout-Mausen keine Unterschiede in der Expression auf mRNA-Ebene
nachgewiesen. Insbhesondere fir die Expression der Oct/ Oat- Transporter lagen in der
Literatur bisher Gberhaupt keine Daten vor.

Insgesamt |asst sich sagen, dass sowohl die aus der Literatur gewonnenen Daten als auch die
eigenen Untersuchungen darauf schlief3en lassen, dass die mdrla,b (-/-) und berpl (-/-)
Knockout-Mause keine nennenswerte kompensatorische Up- oder Downregulation anderer
Membrantransporter in Leber, Niere, Dinndarm und Gehirn aufweisen.

Tab.5 1: Genotypisierung von Transporter-defekten Tiermodellen: Ubersicht {iber die Expression von
verschiedenen Arzneistofftransportern. Daten aus Literatur und eigene Daten.

Gen Leber Dinndarm Niere Gehirn

mdrla,b | bcrpl mdrla,b | berpl | TR(-) [ mdrla,b| berpl TR(-) mdrla,b | berpl | TR(-)

KO ko |TRO) KO KO |Ratte |KO KO Ratte KO KO |Ratte

Maus | Maus | Ratte Maus Maus Maus | Maus Maus Maus
Mdr1 nd. <_)5,10 TB(_)lJ,lO nd. ? TS nd. (_)10 <_)l nd. (_)2,10 TTTQ(_)l,lO
Mrp2 <_)4,10 ? nd. (_)4 ? nd. (_)10 (_)10 nd <_)10 (_)10 nd
Bcrp ‘_)4,10 nd. (_)1,7, 10 (_)4 nd. ? (_)10 nd (_)10 (_)10 nd. (_)1,10
Ml’pl 4—»10 (_)10 ? ? ? ? (_)10 (_)10 nd. (_)3,10 HZ,lO [
Mrp3 <_)lO <_)5,10 TTT1,7,10 ? ? <_)l (_)10 (_)10 TTTI (_)3,10 (_)10 (_)1,10
Mrp4 (_)10 (_)10 (_)1,7,10 2 ? <—>1 (_)10 (_)10 TTTGHLIO (_)10 (_)2,10 (_)1,10
Oatpla4 <—>10 (_)10 <—>1'7’10 ? ? ? (_)10 (_)10 (_)1,10 (_)10 HZ,lO (_)1,10
Oatplal <_)lO (—»10 <_)l,7,10 ? ? ? (_)10 (_)10 (_)1,10 <_)10 (_)10 <_)10
Oatp1b2 ol o 810 2 ) ) o o ol _ _ _

“ identische oder nur geringe (bis zu Faktor 1,5, keinen signifikanten Anstieg) Unterschiede in der

Expression von Transportern im Vergleich zum Wildtyp
0 signifikanter Anstieg die Genexpression (Faktor > 1,5—3,9)
™1 Hochregulation von Transportern (Faktor > 4 und hoher)
! Johnson et al 2006
’Leeet al. 2005
% Soontornmalai et al. 2006
“Ogiharaet a. 2006
°Nezasa et a. 2006
®Chen et a. 2005
" Hoffmaster et al. 2005
® Oswald et al. 2006
®Hoffmann und L éscher 2007

1% eigene Daten
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Veranderungen im Metabolismus bei Tieren mit Transportdefekten

Neben kompensatorischer Verdnderung in der Expression von Transportproteinen kénnen
auch Veranderungen im Metabolismus die Studien zur Pharmakokinetik und hepatobilidren
Elimination bei den eingesetzten Knockout-M&usen beeinflussen. Die Frage, ob diese
Knockout-Tiere sich wirklich nur in der Expression enes einziges, namlich des
ausgeschalteten Gens unterscheiden, a3t sich beziiglich Metabolismus nur mit einer grof3
angelegten Transkriptionsanalyse annahernd beantworten. Da die in dieser Arbeit
eingesetzten Substanzen nicht (Ouabain) oder nur in sehr geringem Umfang z.B. durch
CYP3A4 (Ivermectin, Selamectin und Digoxin) metabolisiert werden [Harrison und Gibaldi 1976,
Schmoldt und Ahsendorf 1980, Rodin und Johnson 1988, Lau et a. 2004, Zeng et a 1998], wurden
Unterschiede im Metabolismus zwischen den Knockout- und Wildtyp-Tieren zunéchst aul3er
Acht gelassen. Die wenigen in der Literatur zu diesem Thema verfugbaren Daten sollen aber
im Folgenden diskutiert werden.

Eine Studie aus der Arbeitsgruppe von A. Schinkel [Schuetz et al. 2000] analysierte die
Expression von P450 Enzymen bei zwel mdrla,b (-/-) Knockout Zuchtlinien, ndmlich (1) von
Taconic Farms, Inc., Germantown, NY, USA (diese Mé&usen wurden auch in dieser Arbeit
verwendet) und (2) aus Amsterdam (BMI, Helmond, The Netherlands). Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten eine leichte, jedoch keine signifikante Downregulation von P450 Enzymen in
der Leber in der Taconic-Zuchtlinie (Tab. 5.2), jedoch eine bis zu 11-fach erhohte Expression
dieser Enzyme im Vergleich zum Wildtyp in der Zuchtlinie aus Amsterdam. Eine weitere
Studie von Ogihara et al. (2006) fand keinen Unterschied in der Expression von CYP3A11 in
Leber, Dinn- und Dickdarm bei mdrla,b(-/-) Knockout-Mausen der Taconic-Zuchtlinie im

Vergleich zu den Wildtyptieren.

Tab. 5.2. Genotypisierung von mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen: Expression von P450 Enzymen in der
Leber [Schuetz et a. 2000]. Die Daten wurden vom Immunoblot aus der Intensitdt der Banden
abgeleitet.

Cytochrome mdrla,b (+/+) mdrla,b (-/-)
CYP3A 1,0+0,18 0,79+ 0,25
CYP1A 1,0+ 0,23 0,72+ 0,80
CYP2B 1,0£0,12 0,95+ 0,10

Deutlichere Unterschiede als bel der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus wurden bei mrp2-
defizienten TR(-) Ratten gefunden, bel welcher die Expression fast aller hepatischen
Cytochrom P450-Enzyme sowie der NADPH-Cytochrom P450 Reduktaseaktivitéat im
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Vergleich zur Wistar-Ratte signifikant verandert waren [Newton et al. 2005, Silvaet a. 2005]. Silva
et al. (2005) berichtet zum Beispiel Uber eine 3-fach erhohte Expression von CY P2E1 bei der
TR(-) Ratte. Diese Ergebnisse stehen jedoch teillweise im Widerspruch zu einer friheren
Studie von Jager et al. (1998), in welcher eine signifikant verminderte Expression von
CYP2B1/2 und CYP3A/2, jedoch keine Unterschiede in der Expression von CYPA2, CYP2D
und CYP2E1 bei der TR(-) Ratte gefunden wurden. In der Studie von Newton et a. (2005)
wurde bei TR(-) Ratten eine signifikant hohere Aktivitét von CYP1A2, CYP2C11, CYP2A1,
CYP3A1/2 und CYP2B1/2 gemessen.

Aus dem Bereich des Phase I|I-Metabolismus wurden Daten fur die UDP-
Glucuronosyltransferasen erhoben, so von dem Isoenzym UGT1A1, welches in der Leber
unter anderem Bilirubin glucuronidiert. Dieses Enzym ist bel der TR(-) Rattein der Leber und
Niere signifikant um den Faktor 4 hochreguliert [Silva et al. 2005, Johnson et al. 2006, Oswald et al.
2006]. Entsprechende Daten zu Unterschieden im Phase |I-Metabolismus  zwischen
mdrla,b (-/-), bcrpl (-/-) Knockout- und Wildtyp-Mé&usen wurden bisher nicht publiziert.
Zusammenfassend kann man sagen, dass tatsdchlich in einigen Fallen eine hohere
Enzymaktivitét bel den transportdefizienten Tieren wie der TR(-) Ratte gefunden wurde und
bei diesen Tieren somit mit einem gesteigertem Metabolismus zu rechnen ist. Die
mdrla,b (-/-) Knockout-Mause, welche als Tiermodell zur hepatobilidren Ausscheidung in
dieser Doktorarbeit etabliert wurden, zeigen allerdings soweit untersucht keine hdhere

Enzymaktivitét und somit voraussichtlich keine Veranderungen im Arzneistoff metabolismus.

5.3. Organverteilung und Pharmakokinetik von Phalloidin bei
Ratte und Maus

Die selektive Hepatotoxizitat von Phalloidin ist durch die organspezifische Aufnahme in die
Leber bedingt, wobei bei friheren Transportstudien mit Phallotoxinen eine basolaterale
Aufnahme Uber Carrier in die Hepatozyten (siehe Einleitung) identifiziert wurde. Bisher war
alerdings unbekannt, welche Carrier an der kanalikuldren Membran fur die Ausschleusung
von Phallotoxinen in die Galle verantwortlich sind.

L ebertoxische Dosen von Phalloidin verursachen eine starke Cholestase [Dubin et a. 1978],
bedingt durch eine Blockade der Depolymerisation des Aktins, sodass Transportvesikel tber
diese Mikrofilamente nicht mehr an die kanalikulare Membran gelangen kénnen [Gabbiani et.
1975, Cooper 1987]. Bedingt durch diesen Prozess, wird die Gallebildung gestért, und die
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hepatobilidgre Ausscheidung des Toxins kann unter solchen Bedingungen nicht untersucht
werden. Ein weiterer Grund fir eine fehlende Sekretion des Phalloidins besteht im Verlust
von mehreren ABC-Transportern an der kanalikuld&ren Membran, was ebenso mit einem
gehemmten zelluléren Transport durch ein defektes Zytoskelett einhergeht [Rost et al. 1999].
Phalloidin in einer Dosierung von 0,5 mg/kg KG (eine 17-fach hohere Konzentration als bel
der hier vorliegenden Studie eingesetzt) hemmt den Transport von Substanzen Uber die
hepatischen Mrp2-, Bsep- und Mdr1-Membrantransporter [Ohashi et al. 2002]. In dieser zitierten
Studie wird unter toxischen Phalloidindosen eine starke Abnahme des Galleflusses um etwa
50-80% beschrieben, eine deutlich verminderte Galleausscheidung des Bsep-Substrates
Taurocholat und ebenso von LTC,; und Pravastatin (typischen Mrp2-Substraten) und von
Vinblastin (typische Mdr1-Substrat). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche
wurden unter nicht-cholestatischen Phallotoxindosen mit 0,03 mg/lkg KG eines Phalloidin-
Derivats [®H]-Demethylphalloin ([3H]-DMP) durchgefuhrt, wobel diese Substanz eine
vergleichbare Wirkung am Zytoskelett aufweist wie das Phalloidin [wieland 1981]. Daher war
es bel der vorliegenden Arbeit méglich, die ABC-Transporter zu identifizieren, Uber die
Phalloidin in die Galle ausgeschieden wird. Zur Kontrolle einer einsetzenden Cholestase
wurde der Gallefluss bei allen untersuchten Tiermodellen und bei jeder Messreihe Uber die
gesamte Zeitdauer erfasst; er war bei einer Dosierung von 0,03 mg/kg KG [3H]-DMP wahrend
der gesamten Messphase (90/120 min) in keinem Fall vermindert.

Die Ergebnisse an TR(-) Ratten und Knockout-Mausen zeigten, dass das Mrp2 Efflux-
Transportsystem fur einen Hauptteil wenn nicht sogar fur die gesamte Ausscheidung des
Phallotoxins Uber die Galle verantwortlich ist. Im Vergleich zu Mrp2 wurde kein signifikanter
Transport Uber die Mdrl- und Berp-Transporter bei der in situ Galleausscheidung gemessen,
denn bei den mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-Mausen war die Gallenausscheidung
nicht signifikant beeintréchtigt. Diese Ergebnisse missen jedoch vorsichtig interpretiert
werden, denn es kann nicht ausgeschlossen werden, dass neben Mrp2 auch die Bsep-Efflux-
pumpe an der Exkretion von Phaloidin beteiligt ist. Auch wenn Loranger et al. (1996)
berichten, dass Phalloidin in einer Dosierung von 0,8 mg/kg KG, einer Konzentration, die zu
einem bedeutsam niedrigeren Gallefluss bel Ratten fihrt, die Gallensauresekretion nicht
reduziert und damit auch der kanalikuldre Bsep-Transporter kein Phalloidin transportieren
sollte, so sind die hier vorgestellten in situ Daten in Ubereinstimmung mit in vitro
Ergebnissen von doppelt-transfizierten MDCK-Zellen, welche OATP1B1 mit dem MRP2
coexprimieren [Fehrenbach et a 2003]. In diesen Zellkulturen wurde ein transepithelialer
Transport von Phalloidin gezeigt. Offen blieb aber, ob auch noch andere kanalikulére ABC-
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Carrier auller MRP2 an der hepatobilidren Phalloidin-Ausscheidung bel diesen Zellen
beteiligt sind.

Esist gut bekannt, dass MRP2/mrp2 zusammen mit BCRP/bcrp und MDRL/mdrl bei Mensch
und Tier eine bedeutende Rolle in der hepatobiligren Ausscheidung von konjugierten
Arzneistoffen spielen [Hooiveld et a. 2001, Chandra und Brower 2004, Haimeur et al. 2004, Shitara et al.
2005, Petzniger und Geyer 2006]. So fordert MRP2/mrp2 insbesondere den Transport von Phase |1-
Metaboliten (Sulfaten, Glucuroniden und Glutathion-Konjugaten). Allerdings wurde das
bicyclische Heptapeptid Phalloidin [Rehbinder et al. 1963, Puchinger und Wieland 1969b] wahrend der
hier prasentierten in situ Ausscheidungsstudien an Ratten und M&usen nicht metabolisiert.
Andererseitsist Phalloidin ein Kation mit geschétztem pK, Uber 14 [Firlinger und Wolfbeis 1983]
und somit in dieser Hinsicht ein aufergewohnliches Mrp2 Substrat. Daher kann es as ein
neuer Typ eines nichtkonjugierten zyklischen Mrp2 Substrates betrachtet werden, in
Erganzung zu einem anderen zyklischen Peptid, namlich dem zyklischen Pentapeptid und
Endothelin Rezeptor-Antagonist BQ-123, welches ebenfalls ein Substrat fur den Mrp2
Transporter war [Shin et al. 1997].

Im Unterschied zur Galle enthielt der Urin von normalen Wistar-Ratten nur Spuren von etwa
0,01% der applizierten [3H]-DMP Dosis, und damit deutlich weniger im Vergleich zu den
TR(-) Ratten, bei denen im Urin 8,4% der applizierten Radioaktivitét gemessen wurde. Dies
zeigt, dass die reduzierte hepatobilidre Ausscheidung durch eine gesteigerte Elimination Uber
die Niere kompensiert wurde. Eine ndhere Analyse dieses Kompensationsmechanismus
offenbarte, dass ein Teil des Phalloidins vorher in die Hepatozyten aufgenommen wurde und
Uber einen erneuten basolateralen Transport zurtick ins Blut gelangt sein muss [Gavrilova et al.
2007]. Danach gelangt Uber das Blut Phalloidin zur Niere, von der es Uber den Urin
ausgeschieden wird (siehe Kapitel 5.2). Diese Interpretation der Ergebnisse beruht auf den
viel zu niedrigen Gewebekonzentrationen von Phalloidin in der Leber von TR(-) Ratten. Aus
diesen Ergebnissen ergibt sich die Interpretation, dass offensichtlich Phalloidin entweder ein
Mrp3- oder ein Mrp4-Substrat sein muss, denn beide Transporter Ubernehmen auch fir andere
cholephile Xenobiotika den Reflux aus der Leber zurick in das Blut, was as
kompensatorischer Mechanismus bel Ausfall von Mrp2 angesehen wird. In der Literatur sind
folgende Beispiele eines solchen Refluxes von Arzneistoffen aus der Leber bel den TR(-)
Ratten beschrieben worden: Pravastatin [Kivistd et a. 2005], Gemfibrozil [Kim et al. 2003] und
Carboxydichlorofluoresceindiazetat (CDFDA) [zamek-Gliszczynski et al. 2002]. Mehrere Studien
(s. Kapitel 5.2 und eigene Untersuchungen) zeigen eine Hochregulation von Mrp3 sowie
Mrp4 in der Leber bei mrp2 defizienten Ratten (EHBR und TR(-)) ohne Anderung der
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Expresson von anderen Transportsystemen wie Oatblb2 (spezifisches Phalloidin-
Transportsystem) bzw. sonstiger Uptake- und Efflux-Carrier (siehe Kapitel 5.2 und Tab. 5.1)
[Hirohashi et al. 1998; Ogawa et al. 2000; Akita et al. 2001; Johnson et al. 2006]. Dafur, dass Phalloidin
tatsachlich wieder aus der Leber zuriick in die Blutbahn abgegeben wird, spricht auch eine
hohere Plasmakonzentration von Phalloidin bei der mrp2-defizienten TR(-) Ratten zu
Versuchsende (Abb. 5.3).

Blut (" Hepatozyt

Proximale Tubulus

Abb. 5.3. Schematische Darstellung moglicher Kompensationsroute des Phalloidins bei der TR(-)
Ratte. Hier wird Phalloidin beim Fehlen von Mrp2 in der Leber wieder tiber Mrp3 und Mrp4 ins Blut
gelangen und anschliel3end lber die Niere ausgeschieden werden.

In einer friheren Studie von Puchinger et al. (1969a, b) wird berichtet, dass nach 24 Stunden
Uber 58,4% der applizierten Dosis (1 mg/kg KG) von Phalloidin tiber den Urin ausgeschieden
wird. Zu beachten ist bel dieser Studie, dass bedingt durch die hohe Konzentration mit einer
Cholestase zu rechnen war. In den hier prasentierten Daten lag der Anteil an [3H]-DMP, der
Uber den Urin bei den TR(-) Ratten ausgeschieden wurde, 1000mal hoher als bel den
normalen Wistar-Ratten innerhalb von 120 Minuten. Ob eine hohere glomerulare Filtration
alein fur diesen dramatischen Unterschied verantwortlich sein kann, ist zweifelhaft. Chen et
al. (2005) berichten Uber eine Hochregulierung auf Proteinebene des Mrp4-Transporters an
der apikalen Membran des proximalen Tubulus der Nieren bei TR(-) Ratten. Diese
Hochregulation von Mrp4 in der Nieren stellt einen kompensatorischen Mechanismus zur
Elimination von bestimmten organischen Anionen bel diesen Ratten dar [Masereeuw et al. 2003]
(Kapitel 5.2 und Tab 5.1). Die eigenen Untersuchungen zur Expression von Mrp4 an der
Nieren bei diesen Ratten bestétigte eine Hochregulation allerdings nicht. Bemerkenswert ist,
dass TR(-) Ratten genauso gut wie Mause Phalloidin Uber die Nieren ausscheiden im
Unterschied zu den Wistar-Ratten, wobei die Nierenfunktion der TR(-) Ratte keine
Veradnderungen im Vergleich zu dem Wildtyp zeigt. So bleibt die PAH-Clearance bei der
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TR(-) Ratte unverandert [Smeets et al. 2004]. Die erhéhte Phalloidinausscheidung tber den Urin,
welche bel TR(-) Ratte durch den genetischen Defekt bedingt ist, wird bei der Wistar-Ratte
somit nicht beobachtet. Scheinbar gentigt bei Wildtyp-Ratten die Elimination des Toxins Uber
die Leber, sofern die Plasmaspiegel des Phalloidins niedrig sind und keine lebertoxischen
Effekte wie eine Cholestase auftritt.

5.4. Organverteilung und Pharmakokinetik der Herzglykoside

Ouabain und Digoxin bei Ratte und Maus

Trotz struktureller Ahnlichkeit zwischen Ouabain und Digoxin weisen beide Herzglykoside
erhebliche Unterschiede in Membrantransport, Pharmakokinetik und Organverteilung auf.
Diese Tatsache gilt sowohl fur normale Ratten und Mause als auch fir die Tiere mit
Transportdefekten.

54.1. Pharmakokinetik und Organverteilung von Ouabain

Ratte

Wie in der einleitenden Literaturlibersicht geschildert wurde, gibt es von dem Herzglykosid
Ouabain Speziesunterschiede hinsichtlich der Pharmakokinetik. Im Unterschied zu Mensch,
Hund und Kaninchen, welche nur einen geringen Anteill des Ouabains Uber die Galle
eliminieren konnen [Russel und Klaassen 1972], scheiden die Nager Ratte und Maus die Substanz
vor alem Uber die Leber aus. Bei den zuletzt genannten Spezies geschieht dies vor allem Uber
den Mrp2-Effluxtransporter [Geyer et al. 2005], wobel bei TR(-) Ratten im Vergleich zu den
Widtar-Ratten bel der in situ Galleausscheidung ein erhebliches hepatobilidres
Ausscheidungsdefizit vorliegt.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Pharmakokinetik von Ouabain bei TR(-) Ratten
und mdrla,b (-/-) sowie bcrpl (-/-) Knockout-Mausen. Bei den TR(-) Ratten wurde im
Vergleich zur Wildtyp-Ratte ein deutlichen bilidres Ausscheidungsdefizit festgestellt, denn
die TR(-) eliminierte nur etwa die Hélfte der Substanz in die Galle im Vergleich zur Wistar-
Ratte. Dieses Ausscheidungsdefizit kompensiert das transportdefiziente Tier durch eine
erhohte Exkretion 0Uber den Harn. Bemerkenswert st alerdings, dass die

Nierengewebekonzentration von Ouabain bei den Wistar- im Vergleich mit den TR(-) Ratten
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um den Faktor 2,1 erhoht ist. Dieser Befund deutet auf eine langsamere Ouabai nausscheidung
Uber den Urin bei der Wistar-Ratte hin, wobei méglicherweise die Ursache dieses Phénomens
in der unterschiedlichen Expression von Efflux-Carriern wie z.B. Mrp4 liegen kdnnte. Wie in
Kapitel 5.2 beschrieben wurde, liegt die Mrp4-Expression auf Protein-Ebene um den Faktor 2
hoher bei der TR(-) Ratte im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren [Chen et a. 2005]. Dies wirde
natUrlich bedeuten, dass Ouabain auch Uber Mrp4 transportiert werden mifite. Allerdings gibt
es in der Literatur diesbeziglich keine Hinweise. Entgegen dieser Hypothese steht die
Tatsache, dass eine hohere Expression von Mrp4 auf mRNA-Ebene in den eigenen

Untersuchungen nicht gefunden wurde.

Maus

Bel der Maus gpielt fur die Ausscheidung von Ouabain an der kanalikuldren
Hepatozytenmembran neben Mrp2 noch ein weiteres Efflux-Transportsystem eine Rolle, das
Berp. Bestétigend hierzu sind die Ergebnisse, dass bel der in situ Galleausscheidung von
Ouabain bel den berpl (-/-) Knockout-Mausen eine reduzierte Ausscheidung im Vergleich
zum Wildtyp gemessen wurde: 38% beim Bcrp Knockout-Mausstamm statt 48% der
applizierten Dosis beim Wildtyp. Folgerichtig wurde eine hohere Gewebekonzentration von
Ouabain insbesondere in der Leber, aber auch in Nebennieren, Nieren und Herz festgestellt,
was dem Expressionsmuster von Bcerp bel der Maus entspricht (siehe Tab. 1.1 Kapitel
Einleitung).

(" Hepatozyt

Yo

A

Oaftp
184 Blut

% Ouabain

Abb. 5.4. Schematische Darstellung des Carrier-vermittelten Transports von Ouabain in der Leber.

Bel der Maus ist Ouabain in mehrerer Hinsicht fur die Pharmakokinetik eine einzigartige

Substanz, denn es induziert die MDR1 Genexpression und macht hierdurch die Zelle
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resistenter gegenuber hydrophoben Zytostatika [Brouilliard et a. 2001]. Da die mdrla,b (-/-)
Knockout-Maus keine Unterschiede in der Pharmakokinetik im Vergleich zu den Wildtyp
Tieren zeigt, spielt der Mdrl-Transporter bel der Ausscheidung von Ouabain offenbar keine
Rolle. Hingegen wird die Substanz vor alem tber Mrp2 und etwas Uber Berp in die Galle
ausgeschieden. Hierbel ist seit der Arbeit von Cox und Wright (1959) bekannt, dass Ouabain

keiner Biotransformation unterliegt, was auch in vorgelegter Arbeit erneut gezeigt wurde

5.4.2. Pharmakokinetik und Organverteilung von Digoxin

Das pflanzliche Herzglykosid Digoxin ist schon seit langem ein bekanntes MDR1 Substrat.
Dieses Ergebnisse wurden zunéchst in Zellkulturstudien ermittelt [Schinkel et al. 1995] und
spater auch in vivo an mdrla (-/-) Knockout-M&usen bestétigt [Schinkel et al. 1995, Mayer et al.
1996].

Digoxin wird zur Behandlung der kongestiven Herzinsuffizienz und von bestimmten
Herzrhythmusstorungen  eingesetzt. Herzglykoside wie Digoxin hemmen die
membrangebundene Na'/K*-ATPase, was zu einem erhohten zelluldren Gehalt an Natrium
fuhrt, wodurch sekundére Transportsysteme beeinflusst werden. Da Calcium am Herzen Uber
einen Natrium / Calciumaustauscher im Austausch mit Natrium aus der Zelle transportiert
wird, kommt es mdglicherweise wunter Digoxin zu einer erhdhten zelluldren
Natriumkonzentration und zu einem sekundér erhdhten zelluldren Calciumgehalt. Dieser
Konzentrationsanstieg an Calcium fihrt dann zu einer Steigerung der Kontraktionskraft des
Herzmuskels. Digoxin wird zu etwa 20 bis 25 % an Plasmaproteine gebunden [Barnhart et al.
1991, Hoffman et a. 1990]. Die durchschnittliche Halbwertszeit liegt bei 1,6 Tagen [Barnhart et al.
1991] und die Ausscheidung erfolgt bei den meisten Spezies mit Ausnahme der Nager
unverdndert Uber den Urin. Bel einer Nierenfunktionsstérung oder durch gleichzeitig
verabreichte Arzneimittel, welche ebenfalls Uber die Niere eliminiert werden, sinkt die
Digoxin-Elimination Gber die Nieren entsprechend ab. Dagegen steigt die Ausscheidungsrate
Uber die Leber, wobel Digoxin in geringen Umfang metabolisiert wird [Lewis 1992]. Zu den
Digoxin-Metaboliten beim Menschen gehtren Digoxigenin, Mono- und Bis-Digitoxoside
sowie Dihydrodigoxin [Baselt 1992, Bresnahan und Vlietstra 1979].
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Maus

Im Gegensatz zu den meisten Sdugern (s. oben) wird Digoxin bei der Maus sowohl tber die
Leber as auch Uber die Niere ausgeschieden [Damm et al. 1973, Mayer et a. 1996], wahrend bei
Ratten der Hauptausscheidungsweg die Leber darstellt [Damm et al. 1973, Sato et al. 1988, Funakoshi
et a. 2003]. Digoxin wird bei Nagern von der Leber aus dem Blut Uber Oatplad [Noe et a. 1997
und im DiUnndarm aus dem Darminhalt Gber Oatplab [Cattori et al. 2001] aufgenommen.
Betrachtet man die Ergebnisse der in situ Galleausscheidung von Digoxin bei der Maus, so
zeigen sich erhebliche Unterschiede in der Organverteilung zwischen der mdrla,b (-/-)
Knockout- und Wildtyp-Maus. Bei der Knockout-Maus wurden erhéhte Konzentrationen in
fast allen Geweben beobachtet, mit Ausnahme von Diinn- und Dickdarm. Da gleichzeitig eine
verminderte Ausscheidung Uber die Galle und somit eine reduzierte bilidre Clearance von
Digoxin bei der mdrlab (-/-) Knockout-Maus festgestellt wurde (Wildtyp 12,3% der
applizierten Dosis vs. 8% bel den Knockout-Tieren nach 90 min), wird die grof3e Bedeutung
des Mdrl-Transportsystems fir die hepatobilidre Ausscheidung von Digoxin deutlich.
Vergleichbare Daten wurden auch von Mayer et al. (1996) publiziert, die nach 90 min in situ
Galleausscheidung 24% der applizierten Dosis Digoxin (0,2 mg/lkg Korpergewicht) bei
Wildtyp- und 16% bel mdrla (-/-) Knockout-M&usen in der Galle wiedergefunden haben. Die
hoheren Prozentwerte lassen sich dadurch erkléren, dass deren Daten nicht in Form einer
Ausscheidungskurve dargestellt wurden. Fir dennoch vergleichbare Ergebnisse spricht das
identische Ausscheidungsverhéltnis von 0,65 zwischen der mdrla,b (-/-) Knockout- und der
Wildtyp-Maus in den hier présentierten in situ Galleausscheidungsversuchen und der zitierten
Arbeit.  Entsprechendes gilt auch fir andere Gewebe, in welchen die
K onzentrati onsunterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Maus vergleichbar waren: 13,0
und 15,0 (Gehirn), 1,8 und 1,7 (Leber), 1,6 und 1,7 (Plasma), 0,3 und 0,21 (Dinndarm) und
0,1 und 0,13 (Dickdarm). Desweiteren war bei den mdrla (-/-) Knockout-Mausen die bilidre
Clearance im Vergleich zum Wildtyp reduziert (1,2 vs. 2,7 ml/h). Diese Daten stimmen gut
mit den Daten aus einer Studie von Kawahara et al. (1999) Uberein, in welcher fur die biliare
Clearance Werte von 1,5 und 4,14 ml/h ermittelt wurden.

Die Unterschiede in der Elimination von Digoxin zwischen Knockout- und Wildtyp-Maus
werden noch deutlicher, wenn man sich die Niere als Ausscheidungsorgan betrachtet. In einer
Studie von Mayer et a. (1996) konnte die Wildtyp-Maus etwa 31% der applizierten Dosis
(24 h nach intraventser Applikation) Gber den Urin ausscheiden, wahrend es bei der
mdrla (-/-) Knockout-Maus mehr as das Doppelte (ca. 73%) waren. Diese signifikanten
Unterschiede spiegeln die veranderte Ausscheidung Uber die Leber wider, denn bel der
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Wildtyp-Maus wurde etwa 58% der applizierten Substanz und bei der Knockout-Maus nur
15% Uber den Kot ausgeschieden. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen beim
Wildtyp im Vergleich zur Knockout-Maus eine reduzierte Elimination von Digoxin Uber den
Urin (Ausscheidungsrate nach 90 min von 0,7% bzw. 2,9%). Allerdings zeigen diese Daten
auch, dass bei der mdrla,b Doppel-Knockout-Maus die Elimination tber den Urin um den
Faktor 4 hoher liegt im Vergleich zum Wildtyp. Diese Urinausscheidungsrate von Digoxin
wird bei den mdrla,b/bcrpl Tripel-Knockout-Mausen noch deutlicher: Die Digoxin-
Elimination in den Urin ist um den Faktor 7,5 hoher im Vergleich zu der Wildtyp-Maus. Eine
mogliche Ursache fur diesen Effekt konnte in einer htheren Kapazitét der glomeruléren
Digoxinfiltration der Nieren liegen, wobei Digoxin noch zusdtzlich Uber andere
Effluxtransporter wie Mrp2 oder Mrp4 in den Urin gelangen konnte.

Die Ergebnisse zur bilidren Ausscheidung von Digoxin bel der Tripel-Knockout-Maus
(mdrla,b/ bcrpl (-/-)) zeigen, dass die Berp-Effluxpumpe keine Rolle in der hepatischen
Elimination von Digoxin spielt. Hier wurden ndmlich keine additiven Effekte zum zuvor
beschriebenen  Ausscheidungsdefizit der  Mdrl-Doppel-Knockout-Maus — beobachtet.
Allerdings ist nicht erklérbar, warum die Urinauscheidung von Digoxin bei der Tripel-
Knockout-Maus noch hoher ist als bei der Mdr1-Doppel-Knockout-Maus. Moglicherweise
bestehen zwischen beiden Mausstammen Unterschiede in der glomeruléren Filtration oder in
der Expression weliterer bisher nicht bekannter renaler Digoxin-Carrier.

Neben der Ausscheidung tber die Niere wird Digoxin aus dem Blut in die Hepatozyten durch
das Transportprotein Oatplad [Noe et al. 1997] aufgenommen und anschlief3end in der Leber
metabolisiert. Es gibt alerdings in der Literatur keine einheitliche Meinung zur
Metabolisierung von Digoxin bei Mausen. Wahrend Mayer et al. 1996 Uber 20% Digoxin-
Metaboliten (Bis- und Monodigitoxoside) in Gale und Urin messen, wurden in der
vorgelegten Arbeit keine Metaboliten von Digoxin in der Galle gefunden. Letzteres steht im
Einklang mit den Daten von Kawahara et a. (1999).

Ratte

Im Gegensatz zur Maus scheidet die Ratte Digoxin vor alem Uber die Leber aus. Nach
Literaturangaben betrégt die hepatobilidre Exkretion 4 Stunden nach Applikation etwa 59%,
wahrend im Urin im gleichen Zeitraum nur 4% gemessen werden [Funakoshi et al. 2003]. Diese
Daten stimmen mit den Ergebnissen der vorgelegten Arbeit an Wistar-Ratten Uberein, bel

denen bel der in situ Galleausscheidung nach 2 Stunden 41% der applizierten Digoxin-Dosis
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in der Galle wiedergefunden wurden. Von den TR(-) Ratten konnten dagegen nur 31% der
applizierten Dosis Uber die Galle ausgeschieden werden.

Interessant ist der Befund, dass die Gewebekonzentrationen von Digoxin bei TR(-) Ratten im
Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede aufweisen, sodass keine ausgepragten
kompensatorischen Mechanismen durch das biliare Ausscheidungsdefizit von Digoxin bei der
TR(-) Ratte vorhanden sind. Eine Erkldrung koénnte eine gesteigerte Metabolisierung von
Digoxin in der Leber der TR(-) Ratte sein, denn im Unterschied zu Mausen wird bel Ratten
Digoxin in der Leber durch CYP3A metabolisiert [Harrison und Gibaldi 1976; Lau et a. 2004,
Salphati und Benet 1999]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben ebenfalls einen
Digoxin-Metaboliten in der Galle bei beiden Rattenstdmmen, was auch in der Studie von Lau
et a. (2004) beschrieben wird. Bei der Wildtyp-Ratte wurde in der Gale en
Digoxinmetabolit gefunden, der 15% der gesamten Digoxinmenge ausmachte. Hierbei konnte
es sich um Digoxigenin- Bisdigitoxosid handeln, dessen Galleanteil 17% einer applizierten
Dosis nach 60 min betrug [Lau et a. 2004]. Dieser Metabolit ist wasserléslicher und lief daher
hinter der Digoxinfront in der Dunnschichtchromatographie. Im Unterschied zu den
Erwartungen einer gesteigerten Metabolisierung bel der TR(-) Ratte reduziert sich die
Metabolitenmenge auf nur noch 7% 60min nach Applikation bei der in situ
Galleausscheidung. Dieses Phdnomen ist durch eine verminderte Expression von CYP3A
[Jager et al. 1998] bel TR(-) Ratten erklérbar.

5.5. Organverteilung und Pharmakokinetik von makrozyklischen
Laktonen bei Ratte und Maus

Die wichtigste physiologische Rolle der MDR-Transporterfamilie ist der Schutz von Zellen
und Geweben vor Xenobiotika. In diesem Zusammenhang sind genaue Kenntnisse tber die
Interaktion zwischen Arzneistoffen und den MDR-Transportern notwendig, um mit neuen
Wirkstoffen gezielte Pharmakotherapien zu realisieren. In der Veterindrmedizin sind die
Antiparasitika aus der Gruppe der Makrozyklischen Laktone (ML) als MDR1-Substrate von
Bedeutung. Zu dieser Gruppe zdhlen Substanzen wie Ivermectin, Selamectin, Moxidectin und
Doramectin, bei denen der MDR1-Transporter as ein Hauptfaktor fur ihre Bioverflgbarkeit

und Toxizitét gilt.
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Die makrozyklischen Laktone sind bei Sdugetieren Agonisten an GABAa-Rezeptoren. In
Parasiten binden Avermectine dagegen an Glycin- [Bloomauist et al. 1993, 2003] und Glutamat-
Rezeptoren [Rohrer et al. 1995], was die Grundlage ihrer antiparasitaren Wirkung ist. Die
Bindung an GABAAa-Rezeptoren erklart andererseits ihre neurotoxische Wirkung bel
Saugetieren. Wahrend Avermectin-empfindliche Glutamat-gesteuerte Chloridkande nur bei
Insekten, Mollusken und Nematoden [Schaeffer et al. 1989; Vassilatis et a. 1997; Etter et a. 1999
vorkommen, sind GABAa-Rezeptoren im Zentralnervensystem der V ertebraten zu finden.

Die Ursache der Ivermectin-Uberempfindlichkeit einiger Hunderassen, z.B. des Collie, liegt
in einer 4-bp Deletion in Exon 4 des caninen Mdrl Gens [Mealey et a. 2001, Roulet et a. 2003,
Geyer et al. 2005]. Auch die Ursache der Neurotoxizitdt von Moxidectin bel Australian Shepard-
Hunden liegt in diesem Gendefekt des Mdrl-Transporters begrindet [Geyer et a. 2005).
Selamectin ist ein weiterer Vertreter der Gruppe der makrozyklischen Laktone, welcher im
Gegensatz zu Ivermectin in therapeutischer Dosierung auch bei Hunden mit homozygotem
Mdrl-Gendefekt sicher ist. Im Gegensatz zu lvermectin ist Selamectin auch als Spot-on
Préparat fur den Hund zugelassen [Bishop et al. 2000, Novotny et al. 2000, Sarasola et al. 2002].
Allerdings hat eine aktuelle Studie an Zellkulturen gezeigt [Griffin et a. 2005], dass Ivermectin
und Selamectin equipotente Mdrl-Substrate sind, was die Frage nach dem tatséchlichen

Transport von Selamectin an der Blut-Hirn-Schranke aufwirft.

55.1. Pharmakokinetik von Ivermectin bei Tieren mit
Transportdefekten

Ivermectin ist ein seit langem bekanntes MDR1-Substrat [Schinkel et a. 1994], und man wirde
erwarten, dass ein MDR1"" Genotyp erhebliche Unterschiede zu den Wildtyp-Tieren in der
Pharmakokinetik von Ivermectin aufweist. Diese Vermutung gilt im Prinzip auch fir ein
anderes gut untersuchtes MDR1-Substrat, das Digoxin, welches tatsachlich erhebliche
Unterschiede in der Pharmakokinetik zwischen mdrla (-/-) Knockout- und Wildtyp-Maus
zeigte [Kawahara et a. 1999]. So wurden im Falle von Digoxin bis zu 4-fach erhohte AUC Werte
beim MDR1"" Genotyp gemessen im Vergleich zum Wildtyp und auch die Digoxin-Clearance
(sowohl total, als auch renale und bilidre) war bis zu 3-fach erniedrigt bel der mdrla (-/-)
Knockout-Maus. Im Gegensatz zu Digoxin zeigte jedoch ein anderes MDR1-Substrat,
Cyclosporin A, keine signifikanten Unterschiede in der Plasmakinetik zwischen mdrla (-/-)

Knockout und Wildtyp-Maus [Kwei et al. 1999].
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Auch fur Ivermectin wurden in der vorgelegten Arbeit keine signifikanten Unterschiede in der
Pharmakokinetik bei den beiden untersuchten Mausstammen gefunden. Zwar ist die orale
Bioverflgbarkeit bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus (33% vs. 27% beim Wildtyp) schwach
erhoht, aber die pharmakokinetische Analyse der Plasmakonzentrationen von lvermectin
ergab nur geringe, nicht signifikante Unterschiede zwischen mdrla,b (-/-) und Wildtyp-Maus.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit einer bereits publizierten Studie an mdrla (-/-)
Knockout-Mausen, in der auch kein Effekt der Mdrl-Mutation auf die Plasmakinetik von
Ivermectin nach i.v. Applikation beobachtet wurde [Kwei et a. 1999]. Zwar wurde in dieser
Studie ein bis zu 3-fach erhohter Plasmaspiegel nach oraler Applikation von Ivermectin bei
Knockout-Mausen im Vergleich zum Wildtyp gemessen, aber dieser Effekt hielt nur bis zur 5.
Stunde nach Applikation an. Bereits 8 h nach der Ivermectin-Applikation wurden unabhangig
von der Applikationsweise vergleichbare Plasmaspiegel bel allen Tiermodellen gemessen.
Der Einfluss der Applikationsform (i.v. gegentber p.o.) auf die Bioverfugbarkeit von
lvermectin bei Mausen mit mdrl” Genotyp weist auf eine unterschiedliche enterale
Absorption der Substanz hin. Entsprechendes gilt auch fur die dermale Absorption. So konnte
die FVB Wildtyp-Maus 24 h nach Spot-on Applikation mehr Ivermectin absorbieren als die
mdrla,b (-/-) Knockout-Maus. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Ratten-
versuchen, bei welchen in Anwesenheit von Verapamil, einem MDR1-Inhibitor, eine erhéhte
(bis zu 40%) Aufnahme von Ivermectin nach Spot-on Applikation gemessen wurde [Alvinerie
etal. 1999].

Interessant ist auch der Einfluss eines MDR1 Gendefektes bel subkutaner bzw. i.v.
Applikation auf die Pharmakokinetik und die Konzentration von Ivermectin in Plasma und
Gehirn im Vergleich zu anderen ZNS-gangigen Substanzen (siehe Tab. 1.6 Kapitel
Einleitung). In diesen Zusammenhang ist eine Studie von Doran et al. (2005) von besonderem
Interesse. Hier wurden Pharmakokinetik und Gehirnkonzentrationen von verschiedenen ZNS-
wirksamen Pharmaka mit Arzneistoffen aus anderen Stoffgruppen (siehe Tab. 1.6 Kapitel
Einleitung) nach subkutaner Applikation bei der mdrla,b (-/-) Knockout-Maus und Wildtyp
FVB-Maus verglichen. Bemerkenswert ist, dass z.B. Morphin 4 h nach einer intravendsen
Applikation ein Konzentrationsverhaltnis Gehirn/Plasma (Ratio) von 1,5 zeigte [Schinkel et al.
1995a] und nach subkutaner Applikation von 1,7 [Doran et a. 2005]. Eine Studie von Lankas et
al. (1997), welche an mdrla-defekten CF-1 Mausen durchgefihrt wurde, wies eine Ratio von
14,4 fur lvermectin 4 h nach intraventser Applikation und von 13,5 24 h nach oraer
Applikation auf. Schinkel et al. (1994) berichtete Uber Gehirn/Plasma Verhédltnisse von 28
24 h nach oraler Applikation von Ivermectin bei mdrla (-/-) Knockout und Wildtyp-M&usen.
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Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit erbrachten die grofiten Unterschiede im Gehirn/Plasma
Koeffizienten von 62,5 zwischen beiden Genotypen 24 h nach oraler Applikation von
Ivermectin  und von 36,7 72h nach topischer Applikation. Die Werte der
Gehirnkonzentrationen von Ivermectin bei mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen nach oraler
Applikation liegen in guter Ubereinstimmung mit der Studie von Schinkel et al. (1994)
(Tab. 5.3). Dabei wurden bei den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen nach oraler (24 h) und
intraventser (8 h) Applikation von Ivermectin Gehirnkonzentrationen erreicht, welche bei
MDR1-defekten Collies bereits zu starken neurotoxischen Symptomen gefhrt haben [Pulliam
et a. 1985]. Im Vergleich zu vielen anderen MDR1-Substraten (Tab. 1.6. Einleitung, Tab. 5.3)
fahrt lvermectin mit einem Gehirn/Plasma Koeffizienten von 62,5 die Liste der in vivo
gemessenen MDR1-Substrate an. Auch nach topischer Applikation war der Gehirn/Plasma
Koeffizient um den Faktor 36,7 hther bei den mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen als bel den
Wildtyp-Mé&usen (Tab. 5.3). Die Gehirnkonzentration von lvermectin ist nach topischer
Applikation mit 27,2 ng/g Gewebe beim MDR1” Genotyp jedoch deutlich unterhalb der
neurotoxischen Ivermectinkonzentration im Gehirn, welche bel Ivermectin-sensitiven Collies
[Pulliam et al. 1985] beobachtet wurde. Ob daher Ivermectin auch bei MDR1" Hunden mit bis
zu 1 mg/kg KG sicher topisch angewendet werden kann [Paul et a. 2004], |asst sich nicht sicher

sagen.

Tab. 5.3. Ubersicht von Literaturangaben und eigenen Daten der Gewebekonzentrationen von
Ivermectin im Gehirn

Knockout Studie Dosis Applikationsart Gehirnkonzentration Gehirnkonzentration Gehirn /
-Maus (Autor) mg/kg und Zeit des ng/g Gewebe ng/g Gewebe Plasma
KG Versuchs Wildtyp Knockout-Maus Koeffizient

mdrla  Shoee® 02 oral, 24 h 15+12 131,0+ 16,0 28,0

CF-1 Lankaset al.

(mdria) 1997 0.2 ord, 24 h 14+0,1 46,0+33 135

CF-1 Lankas et al. .

(mdria) 1997 0.2 iv.,4h 09+0,1 19,0+2,0 14,4

mdriab 3°F 0.2 oral, 24 h 22408 1272+ 215 62,5
eigene .

mdrla,b Daten 0,2 iv.,8h 40x£0,3 1441 + 37,5 26,8

mdriap ~ J3 0,2  Spoton, 72h 0,6+0,3 27,2+ 11,1 36,7

In der therapeutischen Dosierung von 0,2 mg/kg KG soll eine topische Applikation auch bei
Hunden mit MDR1-Defekt kaum Probleme machen. Die an der Maus gewonnen Daten sind
nicht unbedingt auf den Hund Ubertragbar. Z.B. sind die LDsy Werte bei oraler Applikation
fUr die Maus mit intaktem Mdrl Gen mit 25 mg/kg KG niedriger as bei Hunden mit etwa
80 mg/kg KG [Lankas und Gordon, 1989 (Editor Campbell)]. Andererseits liegt die LDso fUr mdrla
(-/-) Knockout-Méausen mit 0,7 —0,8 mg/kg [Schinkel et al. 1994] hoher als die bereits letale
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Dosis von 0,2 mg/kg KG bel Ivermectin-sensitiven Collies, die bel mdrla,b (-/-) Knockout-
Mausen sogar nach i.v. Applikation [Kwei et a. 1999, hier prasentierte Studie] keine
|ebensbedrohenden I ntoxikationen ausl Ost.

Ein weiterer Aspekt, der zurzeit in der Literatur diskutiert wird, ist eine mogliche Rolle von
anderen ABC-Transportern wie Mrpl, Mrp2 und Bcrp hinsichtlich ihrer Bedeutung fur die
Sensitivitdt gegentiber Ivermectin. Die Rolle von MRP1 und MRP2 fir der Transport von
Ivermectin Uber die Blut-Hirn-Schranke ist noch ungeklért [Roulet et al. 2003, Schinkel et al. 1994].
Nach Nobmann et a. (2001) hatte LTC,4, ein Substrat mehrer MRPs (MRP1-MRP3), keine
inhibitorische Wirkung auf den Transport von Ivermectin in intakten Gehirnkapillaren von
Schweinen. Die in vitro Studie von Lespine et a. (2006 und 2007) beschreibt alerdings einen
inhibitorischen Effekt von Ivermectin auf die basale ATP-ase Aktivitdt an aus Fibroblasten
Membranvesikeln, praparierten mit Uberexprimiertem P-Glykoprotein. Fir den MRP1
Transporter wurde eine solche Hemmung mit Ivermectin nur in htheren Konzentrationen von
10 uM gezeigt. Fir zwel andere Mitglieder der MRP-Familie, die an der Blut-Hirn-Schranke
exprimiert werden, MRP2 und MRP3, wurden keinerlei inhibitorische Effekte festgestellt.
Auch die Autoren einer anderer Studie [Brayden und Griffin, 2007] fanden an mit MRP1 und
MRP2 transfizierten MDCK [l Zelllinien, dass Ivermectin kein Substrat von MRP1 und
MRP2 ist. Die hier prasentierte Studie an mrpl (-/-) Knockout-Mausen und mrp2-defizienten
TR(-) Ratten bestdtigen diese Literaturergebnisse, indem keine vermehrte Penetration von
Ivermectin in das ZNS beobachtet wurde. Einschrankend muss allerdings erwéhnt werden,
dass Soontormala et a. (2006) berichten, dass die FVB Wildtyp-Maus, die als genetischer
Background fir die mdrla,b (-/-), bcrpl (-/-) und mrpl (-/-) Knockout-Méause dient, keinen
Mrp2 Transporter im Gehirn exprimiert. In der vorliegenden Arbeit wurden keine
Unterschiede in der Gehirnkonzentration von lvermectin zwischen bcrpl (-/-), mrpl (-/-)
Knockout und FVB Wildtyp-Mausen sowie zwischen TR(-)- und Wistar-Ratten festgestellt.
Weder im Gehirn berpl (-/-) und mrpl (-/-) Knockout-Mause noch im Gehirn der TR(-)-
Ratten kam es zu einer Hochregulation des Mdrl-Transporters, so dass die gemessenen
Gehirnkonzentrationen nicht durch eine unterschiedliche Carrierexpression in der Blut-Hirn-
Schranke verféscht wurden (s. Tab. 5.1 und Kapitel 5.2). Zusammenfassend kann somit
gesagt werden, dass Mdrl der dominante Effluxtransporter fir Ivermecitn in der Blut-Hirn-
Schranke ist und andere MDR1-verwandte Transporter wie Mrp2, Berp und Mrp2 die

Penetration von Ivermectin Uber die Blut-Hirn-Schranke nicht beeinflussen.
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55.2. Pharmakokinetik von Selamectin bei Tieren mit
Transportdefekten

Ein Ergebniss dieser Arbeit war, dass der molekulare Hintergrund der groferen
therapeutischen Sicherheit von Selamectin bei MDR1-defekten Hunden im Vergleich zum
Ivermectin aufgeschl Uisselt werden konnte.

Selamectin wurde urspringlich als Mittel gegen Ektoparasiten entwickelt und von der Firma
Pfizer auf den Markt gebracht [Banks et a. 2000]. Ein wichtiges Kriterium fir die Einflihrung
bestand in der Anwendungssicherheit der Substanz beim Ivermectin-sensitiven Collie [Bishop
et al. 2000]. Die Idee, die Substanz wegen ihrer therapeutischen Sicherheit fir makrozyklische
Laktone auch bei MDR1”" Hunden zu testen, war nicht neu. Noch in 1992 wurde eine Studie
von Blizzard et a. (Merck Reseach Laboratories) veroffentlicht, dass ein Epimer von
Avermectin B, (besitzt eine Hydroxyl-Gruppe an Position Cy; und damit eine geséttigte
Bindung an Positionen Cy; 23 im Lactonring) an Position Cy3 signifikant weniger toxisch fur
Saugetiere ist, aber mit gleicher Effizienz gegen Endoparasiten wie Haemonchus contortus,
Ostertagia circumcincta, Trichostrongylus axei, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia
species, Oesophagostomum columbianum wirkte. Dies bestétigten die LDsoWerte bei der
Maus, die fur das Cis-Epimer Avermectin B, bel 540 mg/kg und beim kommerziellen
Avermectin B; bel 19 mg/kg KG liegen [Blizzard et al. 1992]. Auch Selamectin besitzt eine
hohere therapeutische Sicherheit bel der Maus. Nach einer Dosis von 300 mg/kg KG zeigte
die Maus nur milde neurotoxische Symptome, welche nach 24 Stunden wieder vollkommen
verschwanden [Bishop et a 2000].

In der vorgelegten Arbeit wurde Selamectin an mdrla,b (-/-) Knockout-Mé&usen und Wildtyp-
Mausen in einer therapeutischen Dosierung von 12 mg/lkg KG verabreicht. Die Selamectin-
Gehirnkonzentration 72 h nach topischer Applikation war bel der mdrla,b (-/-) Knockout-
Maus zwar héher im Vergleich zum Wildtyp, entsprach aber derjenigen Konzentration
gemessen nach 24 Stunden beim Wildtyp. Dies deutet daraufhin, dass die
Selamectinkonzentration im ZNS wesentlich weniger durch den MDR1-Gendefekt beeinflusst
ist, a's beim Ivermectin. Ein geringeres neurotoxisches Potenzial von Selamectin wird auch in
der Literatur beschrieben [Bishop et a. 2000]. So enthdlt der Zulassungsbericht fir Selamectin
bei der EMEA (2002) zwei Studien an lvermectin-sensitiven Collies, bei welchen keine
neurotoxischen Symptome bei topischer Anwendung von bis zu 40 mg/kg KG aufgetreten
sind. Daher wurde Selamectin nach topischer Applikation as sicher fur den lvermectin-
sensitiven Collie erachtet. Die Aussage dieser Studie ist besonders bemerkenswert, da eine in
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vitro Studie an Caco-2 Zellen von Griffin et al. (2005) Selamectin a's gleichwertiges Mdrl-
Substrat wie Ivermectin beschreibt (Tab. 5.4).

Tab. 5.4. Transport von Selamectin und Ivermectin in Caco-2 Zellkulturen in TRANSWELL-Modell
[Griffin et al. 2005].

Apikal zu basolateral (x10°cm/s)  Basolateral zu apikal (x10°® cm/s)

[vermectin 0,81+0,25 6,10+ 0,63
Selamectin 1,00+ 0,34 4,70+ 0,42

Wie oben erwdhnt, existieren Glutamat-gesteuerte Chloridkandle nur bei Insekten und
Nematoden [Schaeffer et al. 1989; Vassilatis et a. 1997, Etter et al. 1999]. Diese Tatsache ist fur die
pharmakodynamischen Effekte des Selamectin von Bedeutung, denn diese Substanz wirkt an
Glutamat-gesteuerten Chloridkandlen besser al's Ivermectin [Phipps et a. 2005]. So wurden im
Gehirn von Ctenocephalides felis (Katzenfloh) bis zu 5-fach héhere Konzentrationen von
Selamectin im Vergleich zu Ivermectin in Abhangigkeit der Dosis gemessen. Auch die
Effektivitdt von Selamectin gegen Ctenocephalides felis ist bis zu 100-fach héher im
Vergleich zu Ivermectin [Phipps et al. 2005]. FUr die antiparasitare Wirkung der Avermectine mit
der Paralyse von Nematoden ist aber auch die Wirkung an GABA A-Rezeptoren [Holden Dye und
Walker 1990] von Bedeutung. Uber eine mdgliche Bindung von Selamectin an GABAA- oder
Glycin-Rezeptoren liegen aber keine Daten vor. Die Tatsache, dass die Gehirnkonzentration
von Selamectin viel hoher als von Ivermectin war, ohne dass neurotoxische Wirkungen
auftraten, spricht auch eine schlechtere Affinitét von Selamectin an GABA-, und Glycin-
Rezeptoren im Vergleich zu Ivermectin. Verantwortlich dafur ist die unterschiedliche
chemische Struktur von Ivermectin und Selamectin. Die Abbildung 5.5 beschreibt die
Abhangigkeit der Wirksamkeit gegen Wiurmer und Flohe von der Struktur an bestimmten
Positionen am Laktonring. Die Studie von Michael und Mitarbeitern (2001) zeigt, dass der
Zuckerrest keine Rolle fur die anthelmintische Aktivitdt von Ivermectin und Doramectin
besitzt: Beide Substanzen waren gleich wirksam gegen Haemonchus contortus in einer
Konzentration von 0,001 ug/ml. Entscheidend fur die Wirksamkeit der Avermectine gegen
Endoparasiten soll dagegen die Préasenz von Hydroxylgruppen (OH) oder
Hydroxyiminogruppen (NOH) an Position Cs des Lactonrings sein. Die Unterschiede
zwischen Ivermectin und Selamectin betreffen auch den Zuckerrest an Position Cy3 und die
Position Cy, an welcher sich eine sec-Butyl/Isopropyl Gruppe statt Cyclohexyl bei
Selamectin befindet (Abb. 5.5). Da Selamectin erst in einer Konzentration 0,1 pg/ml gegen
die Larven von Haemonchus contortus wirksam war, was einer 100-fach niedrigeren

Effizienz im Vergleich zu Ivermectin entspricht, liegt die therapeutische Dosis des Selamectin
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mit 6-12 mg/kg KG entsprechend wesentlich héher als beim Ivermectin (0,2 mg/kg KG). Aus
diesen Ergebnissen muss geschlossen werden, dass die Zuckerreste keinen Einfluss auf die
antihelmintische ~ Wirkung haben, sondern Hydroxylgruppen (OH) oder
Hydroxyiminogruppen (NOH) an Position Cs und Butyl/Isopropyl Gruppe oder Cyclohexyl
an Position Cys des Lactonrings. Der erste Tell dieser Aussage ist auch fur die Mdr1-Bindung
zutreffend: Die Substanzen welche Hydroxylgruppe (OH) an Position Cs des Lactonrings
besitzen, sind bessere Mdrl-Subtrate [Blizzad et a. 1992]. Gleichzeitig ist die
Hydroxyiminogruppe (NOH) Gruppe fur die Aktivitdt gegen Ektoparasiten verantwotlich. So
zeigt die Studie von Banks et al. (2000), dass eine Hydroxyiminogruppe (NOH) auf Position
Cs des Laktonrings auch fir die Wirksamkeit gegen Ectoparasiten, bzw. Floh entscheidend ist.
Im Vergleich zu Ivermectin, ist Selamectin in einem in vitro Ctenocephalides felis Assay viel
effizienter (0,1 pg/ml zu 1 pg/ml). Auch in einer Studie von Zakson-Aiken (2001) ist
Ivermectin gegen Fl6he nur in hoheren Konzentrationen (LCg 19,1 und LCsy 9,9 pg/ml)
wirksam. Jedoch muss einschrénkend erwahnt werden, dass in dieser Studie Selamectin,
sowie weitere 19 Avermectine, eine dem lvermectin vergleichbare Wirkung gegen den
Katzenfloh gezeigt haben. Allerdings lag die LCqy von Selamectin bei 21,03 pg/ml und damit
deutlich hoher as fir Ivermectin [Zakson-Aiken et al. 2001].

Auch in der hier prasentierten Studie wurde die therapeutische Sicherheit bel der Anwendung
von Selamectin beim MDR1” Genotyp nachgewiesen, denn in der Pharmakokinetik der
Substanz wurden nur tendenzielle aber nicht signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen festgestellt. Der Gehirn/Plasma Koeffizient von Selamectin lag hier bel 5,5
wahrend er fur Ivermectin 62,5 betrug. Die Gehirnkonzentrationen von Selamectin bel
mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen waren zwar bis um den Faktor 10 hoher im Vergleich zu den
Wildtyptieren, aber die Konzentration im Gehirn bei den Knockout-Mausen nach topischer
Applikation war fast identisch mit der Gehirnkonzentration 24 Stunden nach oraler
Applikation bei Wildtyptieren. Auch die Gehirnkonzentrationen von Selamectin bei anderen
Tieren mit Transportdefekten wie mrpl (-/-) und berpl (-/-) Knockout-Méausen sowie mrp2-
defizienten TR(-) Ratten zeigten keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp.

Daher 1&sst sich zusammenfassend sagen, dass eine topische Anwendung von Selamectin
auch beim MDR1”" Genotyp in therapeutische Dosierung als sicher angesehen werden kann.
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R1
(Position Cy3)

R2
(Position Cs) (Position C,;53)

R4
(Position Cys)

In vitro Larval
feeding cat development
flea assay, assay,

pa/ml pg/mi
monosaccharide _ Keine
CH (OH) CH=CH sec-Butyl AKtivitt 0,0001
monosaccharide CH (OH) CH2-CH2 Cyclohexyl 1 0,001
monosaccharide _
(Selamectin) C=NOH CH2-CH2 Cyclohexyl 0,1 0,1
monosaccharide _ Keine
CH (OH) CH=CH Cyclohexyl Aktivitat 0,001
monosaccharide Keine
CH (OH) CH2-CH2 sec-Butyl Aktivitat 0,001
monosaccharide C=NOH CH=CH sec-Butyl 1 0,01-0,1
monosaccharide C=NOH CH2-CH2 sec-Butyl 0,25 0,1
monosaccharide C=NOH CH=CH Cyclohexyl 0,25 0,1
disaccharide CH (OH) CH2-CH2 sec-Butyl 19 0,001
(Ivermectin)
disaccharide
= ?
(Doramectin) CH (OH) CH=CH Cyclohexyl . 0,001

Abb. 5.5. Abhangigkeit der Struktur von makrozyklischen Laktonen auf die Wirksamkeit gegen Fléhe
(modifiziert nach Banks et al. 2000) und Wirmer (modifiziert nach Michael et al. 2001). Aus diese
Tabelle geht hervor, dass fur die parasitische Wirkung die Zuckerreste offenbar von grol3er Bedeutng
sind, indem den Monosaccharid deutlich weniger wirksam war als den Disaccharid.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues pharmakokinetisches Modell zur Untersuchung
der hepatobilidren Ausscheidung von Xenobiotika bel M&usen mit Transportdefekten
etabliert. Das Modell erlaubt die Zuordnung eines Arzneistoffs als neues Substrat zu einem
bestimmten Arzneistofftransporter sowie Untersuchung der mdglichen unerwinschten
Wirkungen von Substanzen bel Tieren mit entsprechenden Transportdefekten. Untersucht
wurde die Elimination der Modellsubstanzen Selamectin, Ivermectin und Digoxin als
Substrate fir MDR1-Transporter sowie Phalloidin und Ouabain als Substrate fiur MRP2
Carrier. Die Antiparasitika Ivermectin und Selamectin weisen in dieser Studie keine
Unterschiede in der Pharmakokinetik und in der Gehirnkonzentration zwischen bcrpl (-/-),
mrpl (-/-) Knockout und FVB Wildtyp-Mause sowie zwischen Wistar- und mrp2-defizient
TR(-) Ratten auf. Auch in der hier prasentierten Studie wurde die therapeutische Sicherheit
bei der Anwendung von Selamectin beim MDR1”" Genotyp nachgewiesen.

Die Ergebnisse der in situ Galleausscheidung von Digoxin bel der Maus zeigen erhebliche
Unterschiede in der Organverteilung zwischen der mdrla,b(-/-) Knockout- und Wildtyp-Maus
bei einer reduzierten Gallenausscheidung. Ebenfalls eine reduzierte Gallenausscheidung
zeigen TR(-) Ratten im Vergleich zu Wistar-Ratten

Die Ergebnisse an TR(-) Ratten und Knockout-Mausen zeigten, dass das Mrp2 Efflux-
Transportsystem fUr einen Hauptteil wenn nicht sogar flr die gesamte Ausscheidung des
Phallotoxins Uber die Galle verantwortlich ist. Im Vergleich zu Mrp2 wurde kein signifikanter
Transport Uber die Mdrl- und Berp-Transporter bei der in situ Galleausscheidung gemessen.
Im Unterschied zur Galle enthielt der Urin von Wistar-Ratten nur Spuren der applizierten
[3H]-DMP Dosis, und dies ist auch deutlich weniger im Vergleich zu den TR(-) Ratten. Dies
zeigt, dass die reduzierte hepatobiliare Ausscheidung durch eine gesteigerte Elimination
durch die Niere kompensiert wurde.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Pharmakokinetik von Ouabain weisen auf ein
erheblichen bilidren Ausscheidungsdefizit bel den TR(-) Ratten im Vergleich zur Wildtyp-
Ratte hin, was durch einen gesteigerte Harnexkretion kompensiert wird. In der Maus
Versuchen wurde festgestellt, dass Ouabain Uber Bcrp transportiert wird, da bei den
berpl (-/-) Knockout-Méausen eine reduzierte Ausscheidung im Vergleich zum Wildtyp
gemessen wurde. Der Mdrl Transporter spielt bel der Ausscheidung von Ouabain offenbar
keine Rolle.
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7. Summary

The present thesis serves to introduce a pharmacokinetic model for investigating the
hepatobiliary excretion of xenobiotics in mice with defects in transport systems. The model
allows the classification of drug transported by certain system as well as the relation to side
effects due to transport failure in animals. Examined were the elimination of selamectin,
ivermectin und digoxin, all substrates of the MDRL1 carrier, and of phalloidin und ouabain,
transported by MRP2 carrier.

The antiparasitics Ivermectin and Selamectin did not exhibit any differences in
pharmacokinetics and the brain concentrations between bcrpl (-/-), mrpl (-/-) knockout and
FVB wild-type-mices. These results were also found in Wistar and mrp2-deficient TR(-) rats.
The investigation further demonstrated a therapeutical safety of selamectin applied to animals
with athe MDR1"" genotype.

The results of insitu bile excretion in the mice exhibit a strong difference in organ
distribution as well as a reduced excretion of digoxin between mdrla,b(-/-) knockout- und
wild-type. The same could be observed in TR(-) rat compared to Wistar.

The data obtained in TR(-) rat and knockout mice reveal that the Mrp2 efflux system is
responsible for main excretion of phalloidin into the bile. In contrast to Mrp2 the Mdrl and
Berp- transport systems are not significantly involved in the phalloidin bile excretion. In the
urine of Wistar rats only traces of administered [3H]-DMP whereas elevated levels were
measured in TR(-) rat. These results show that the reduced hepatobiliary elimination was
compensated by an increased kidney excretion.

The pharmacokinetic data of ouabain point to a strong defect in bile excretion in TR(-) rats
compared to Wistar which was compensated by enhanced urine elimination. Ouabain is
transported by Bcerp as demonstrated by investigations in mice, since berpl (-/-) knockout-
mice exhibit a reduced excretion compared to wildtype. Mdrl efflux carrier seems not to be

involved in the ouabain transport.
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Verwendete VVersuchstiere

Tab. 9.1. In situ Galleausscheidungsversuche und Genotypisierung bei Ratten.

Tier | Ratte- | Gewicht | Testsubstanz Applizierte Appl. Appl. Abbildung
Ne | Stamm g Dosis, pmol Dosis, Dosis,
Hg mg/kg
KG

1 | Wistar 310,0 ohne Substanz Abb. 4.1

2 | Wistar 346,0 ohne Substanz Abb. 4.1

3 | Wistar 330,0 ohne Substanz Abb. 4.1

4 |TR() 320,0 ohne Substanz Abb. 4.1

5 |TR(?) 304,0 ohne Substanz Abb. 4.1

6 |TR(-) 312,0 ohne Substanz Abb. 4.1

7 | Wistar 360,0 Digoxin 3971,26 3,10 0,009 Abb. 4.33-4.36

8 |Wistar 356,0 Digoxin 3987,77 311 0,009 Abb. 4.33-4.36

9 |Wistar 370,0 Digoxin 4245,95 3,32 0,009 Abb. 4.33-4.36
10 |TR() 340,0 Digoxin 4009,08 3,13 0,009 Abb. 4.33-4.36
11 |TR() 354,0 Digoxin 3987,77 311 0,009 Abb. 4.33-4.36
12 |TR() 350,0 Digoxin 4245,95 3,31 0,009 Abb. 4.33-4.36
13 | Widtar 350,0 [3H]Ouabain 350,13 0,20 0,0006 Abb. 4.27

14 | Wistar 320,0 [3H]Ouabain 294,77 0,17 0,0005 Abb. 4.27

15 | Wistar 330,0 [3H]Ouabain 294,77 0,17 0,0005 Abb. 4.27

16 |TR(-) 300,0 [3H]Ouabain 292,83 0,17 0,0006 Abb. 4.27

17 |TR() 320,0 [3H]Ouabain 291,58 0,17 0,0005 Abb. 4.27

18 |TR(-) 300,0 [3H]Ouabain 293,27 0,17 0,0006 Abb. 4.27

19 |Widtar 300,0 [3H]Ouabain 13981,1 8,17 0,027 Abb. 420-4.24
20 | Wistar 306,0 [3H]Ouabain 14345,8 8,39 0,027 Abb. 420-4.24
21 | Wistar 300,0 [3H]Ouabain 13616,4 7,96 0,026 Abb. 420-4.24
22 | TR() 341,0 [3H]Ouabain 15274,5 8,93 0,026 Abb. 420-4.24
23 |TR() 330,0 [3H]Ouabain 15527,0 9,08 0,027 Abb. 420-4.24
24 | TR() 350,0 [3H]Ouabain 15905,7 9,30 0,026 Abb. 420-4.24
25 | Wistar 400,0 [BH]IDMP 14420,33 11,17 0,028 | Abb.4.14,4.16—-4.19
26 | Wistar 420,0 [BH]IDMP 14626,33 11,33 0,027 | Abb.4.14,4.16-4.19
27 | Wistar 440,0 [BH]IDMP 14731,40 11,41 0,027 | Abb.4.14,4.16-4.19
28 | TR() 320,0 [BH]DMP 13390,31 10,37 0,032 | Abb.4.14,4.16-4.19
29 |TR() 350,0 [BH]DMP 13318,80 10,32 0,029 | Abb.4.14,4.16-4.19
30 |TR() 248,0 [BH]DMP 13621,50 10,55 0,030 | Abb.4.14,4.16-4.19
31 | Wistar 406,0 [3H]lvermectin 142,76 0,124 | 0,00031 Abb. 4.38-4.39
32 | Wistar 398,0 [3H]lvermectin 142,76 0,124 | 0,00031 Abb. 4.38-4.39
33 | Wistar 400,0 [3H]lvermectin 141,69 0,124 | 0,00031 Abb. 4.38-4.39
34 |TR() 300,0 [3H]lvermectin 118,97 0,104 | 0,00034 Abb. 4.38-4.39
35 |TR() 312,0 [3H]lvermectin 118,07 0,103 | 0,00033 Abb. 4.38-4.39
36 |TR() 303,0 [3H]lvermectin 118,97 0,103 | 0,00034 Abb. 4.38-4.39
37 | Wistar 325,0 [3H]lvermectin 83863,4 73,39 0,23 Abb. 4.42

38 | Wistar 270,0 [3H]lvermectin 82128,8 71,87 0,27 Abb. 4.42

39 | Wistar 335,0 [3H]lvermectin 92336,5 80,86 0,24 Abb. 4.42

40 |TR(-) 352,0 [3H]lvermectin 92794,2 81,20 0,23 Abb. 4.42

41 | TR(-) 354,0 [3H]lvermectin 87642,7 76,70 0,22 Abb. 4.42

42 | TR(-) 353,0 [3H]lvermectin 80283,4 70,26 0,20 Abb. 4.42

43 | Wistar 420,0 [3H]Selamectin 683521,1 5262,9 125 Abb. 4.45

44 | Wistar 412,0 [3H]Selamectin 669941,2 5158,3 125 Abb. 4.45

45 | Wistar 370,0 [3H]Selamectin 575101,9 4428,1 12,0 Abb. 4.45

46 | TR(-) 316,0 [3H]Selamectin 610189,7 4698,3 14,9 Abb. 4.45

47 | TR(?) 360,0 [3H]Selamectin 612905,7 4719,2 13,1 Abb. 4.45

48 | TR(?) 330,0 [3H]Selamectin 622411,6 47924 14,5 Abb. 4.45
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49 | Wistar 330,0 | Genotypisierung Abb. 4.10-4.12
50 |Wistar 325,0 | Genotypisierung Abb. 4.10-4.12
51 |Wistar 340,0 | Genotypisierung Abb. 4.10-4.12
52 | TR() 3100 | Genotypisierung Abb. 4.10 - 4.12
53 | TR() 3390 | Genotypisierung Abb. 4.10 — 4.12
54 |TR(-) 315,0 | Genotypisierung Abb. 4.10-4.12
Tab. 9.2. In situ Galleausscheidungsversuche und Genotypisierung bei Mausen.
Appl.
. . Appl. Appl. :
L'fr Maus-Stamm CzbliEn: Testsubstanz Dosis, Dosis, LEEE. Abbildung
o g mol ug mg/kg
b KG
1 FvVB 28,0 ohne Substanz Abb. 4.2
2 FvVB 29,0 ohne Substanz Abb. 4.2
3 FvVB 27,0 ohne Substanz Abb. 4.2
4 | mdriab(-/) 300 | ohne Substanz Abb. 4.2
Knockout-Maus
5 | mdriab(-/) 280 | ohne Substanz Abb. 4.2
Knockout-Maus
g |mdriabCr) 200 | ohne Substanz Abb. 4.2
Knockout-Maus
7 |berplCr) 270 | ohne Substanz Abb. 4.2
Knockout-Maus
g |berpl(r) 280 | ohne Substanz Abb. 4.2
K nockout-Maus
g |berpiCh) 26,0 ohne Substanz Abb. 4.2
K nockout-Maus
10 |FVB 32,0 [*H] Taurocholat 456,1 0,24 75 Abb. 4.3, 4.4
11 |FvB 30,0 [3H] Taurocholat 438,6 0,23 754 | ADbb. 4.3 4.4
12 |FVB 31,0 [*H] Taurocholat 456,1 0,24 758 | ADD.4.3,4.4
13 |mdria,ber) 37,0 [3H] Taurocholat 627,1 0,32 874 | Abb. 4.3, 4.4
K nockout-Maus
14 |madria,ber) 34,0 [3H] Taurocholat 646,7 0,33 9,80 | Abb. 4.3, 4.4
K nockout-Maus
15 |mdria,ber) 42,0 [3H] Taurocholat 8223 0,42 100 | Abb. 43 44
K nockout-Maus
16 |FVB 32,0 [*H]DHEAS 17,7 0,007 | 0,00022 | Abb. 45,46
17 |FVB 30,0 [*H]DHEAS 20,3 0,008 | 0,00026 | Abb. 45,46
18 |FVB 30,0 [*H]DHEAS 20,6 0,008 | 0,00026 | Abb. 45,46
19 |mdria,ber) 34,0 [*H]DHEAS 17,9 0,007 | 000021 | Abb. 45,46
K nockout-Maus
oo |Mmdria.bi/) 36,0 [*H]DHEAS 19,9 0,008 | 000021 | Abb. 45,46
Knockout-Maus
o1 |berpiCr) 260  |[H]DHEAS 17,6 0007 | 000026 | Abb. 45,46
Knockout-Maus
berpl(-/-)
22 25,0 [*H]DHEAS 17,3 0,007 | 0,00027 | Abb.45,4.6
Knockout-Maus
o3 |berpl(r) 260  |[H]DHEAS 17,7 0007 | 000026 | Abb. 45,46
Knockout-Maus ! ! ! ! T
24 |FVB 33,0 [*H]Digoxin 661,9 0,52 001 | Abb. 4.28—4.32
25 |FVB 30,0 [3H]Digoxin 560,9 0,44 001 | Abb. 4.28—4.32
26 |FVB 28,0 [3H]Digoxin 504,8 0,39 001 | Abb. 4.28—4.32
27 |FVB 30,0 [3H]Digoxin 560,9 0,44 001 | Abb. 4.28—4.32
28 |FVB 32,0 [3H]Digoxin 578,1 0,45 001 | Abb. 4.28—4.32
29 |FVB 30,0 [3H]Digoxin 589,0 0,46 001 | Abb. 4.28—4.32
30 |FVB 29,0 [3H]Digoxin 545,4 0,43 001 | Abb. 4.28—4.32
3 | Mmdriab(/) 33,0 [3H]Digoxin 563,2 044 | 001 |Abb. 428-4.32
Knockout-Maus
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mdrla,b(-/-) BT
2 | grokortass | 340 [3H]Digoxin 564,0 044 | 001 |Abb. 428-4.32
3g | Mmdriab(-/) 32,0 [3H]Digoxin 560,9 044 | 001 |Abb. 428-432
K nockout-Maus
34 |FVB 28,0 [3H]Ouabain 417 0,024 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
35 |FVB 28,0 [3H]Ouabain 41,7 0,024 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
36 |FVB 27,0 [3H]Ouabain 40,23 0,023 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
37 |FVB 30,0 [3H]Ouabain 415 0,024 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
3g |Mdriab(-/) 32,0 [3H]Ouabain 40,8 0,024 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
K nockout-Maus
39 |Mdriab(-/) 340  |[*H]Ouabain 455 | 0027 | 00008 | Abb. 424427
Knockout-Maus
40 |Mdriab(-/) 31,0 [3H]Ouabain 44,6 0,026 | 0,0008 | Abb.4.24—4.27
Knockout-Maus
mdrla,b(-/-) 3 .
a1 |t e 300 [3H]Ouabain 41,9 0,025 | 0,0008 | Abb. 4.24—4.27
a2 | PerPLCT) 27,0 [3H]Ouabain 37,4 0,022 | 0,0008 | Abb.4.24—4.27
Knockout-Maus
43 | PerPLCT) 27,0 [3H]Ouabain 38,8 0,023 | 0,0008 | Abb.4.24—4.27
Knockout-Maus
a4 | PCTPLCT) 29,0 [3H]Ouabain 65,4 0,038 | 0001 |Abb.4.24—427
K nockout-Maus
45 |DeTP(/) 28,0 [3H]Ouabain 428 0,025 | 0,0009 | Abb.4.24—4.27
K nockout-Maus
Abb. 4.14, 4.15
3 ] )
46 |FVB 35,5 [3H]DMP 146500 | 114 | 0,032 415419
Abb. 4.14, 4.15,
47 |FVB 30,5 [3H]DMP 129416 | 1,00 | 0033 415,419
Abb. 4.14, 4.15
3 ) )
48 |FVB 335 [3H]DMP 141625 | 1,10 | 0,033 415,419
mdrla,b(-/-) ; Abb. 4.14, 4.15,
49 R s | 364 [3H]DMP 158143 | 122 | 0033 415,419
mdrla,b(-/-) 3 Abb. 4.14, 4.15,
50 | s | 415 [3H]DMP 186201 | 144 | 0034 415,419
mdrla,b(-/-) 3 Abb. 4.14, 4.15,
5L | s | 345 [3H]DMP 165795 | 128 | 0037 415,419
berpl(-/-) 3 Abb. 4.14, 4.15,
52 | b s | 260 [3H]DMP 1109,6 086 | 0,033 15,419
berpl(-/-) ; Abb. 4.14, 4.15,
53 | b s | 280 [3H]DMP 1157,8 090 | 0032 415 419
berpl(-/-) ; Abb. 4.14, 4.15,
54 | s | 280 [3H]DMP 1177,8 091 | 0033 415 419
55 |FVB 35,0 [3H]Ivermectin 54,78 005 | 0,013 | Abb.4.37
56 | FVB 39,0 [3H]Ivermectin 52,96 005 | 00012 | Abb.4.37
57 |FVB 37,0 [3H]Ivermectin 54,78 005 | 00013 | Abb.4.37
5g | Mmdriab(-/) 37,0 [3H]Ivermectin 51,87 005 | 00012 | Abb.4.37
K nockout-Maus
59 |Mmdriab(-/) 39,0 [3H]Ivermectin 51,87 005 | 00012 | Abb. 437
K nockout-Maus
go |mdria.bi/) 35,0 [3H]Ivermectin 51,87 005 | 00013 | Abb. 437
K nockout-Maus
61 | FVB Wildtyp 31,0 lvermectin (i.v.) 6976,7 611 | 020 | Abb4.40,4.41
62 | FVB Wildtyp 30,0 Ivermectin (i.v.) 7353,4 6,43 0,21 Abb 4.40, 4.41
63 | FVB Wildtyp 33,0 Ivermectin (i.v.) 8595,2 7,52 0,23 Abb 4.40, 4.41
g4 |Mdria.ber) 310 | Ivermectin (iv.) 72976 | 639 | 021 | Abba4o,441
K nockout-Maus
g5 |mdria.ber) 340 | Ivermectin (iv.) 79435 | 695 | 020 | Abba.40,4.41
K nockout-Maus
66 |Mmdria.ber) 310 | Ivermectin (iv.) 82326 | 720 | 023 | Abba4o, 441

Knockout-Maus
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67 |FVB Wildtyp 31,0 lvermectin (ordl) 6905,9 604 | 019 | Abb4.40,4.41
68 | FVB Wildtyp 31,0 lvermectin (oral) 7036,0 616 | 020 | Abb4.40,4.41
69 | FVB Wildtyp 31,0 lvermectin (oral) 7100,8 622 | 020 | Abb4.40,4.41
70 |mdria.bir) 31,0 Ivermectin (oral) 6805,4 506 | 019 | Abb4.40,4.41
K nockout-Maus

71 |mdria.ber) 270 | Ivermectin (oral) 66456 | 5590 | 021 | Abb4.40 4.41
K nockout-Maus

72 |mdria,bir) 320 | Ivermectin (oral) 70326 | 615 | 019 | Abb4.40 4.41
K nockout-Maus

73 | berplr) 280 | Ivermectin (oral) 50136 | 517 | 018 | Abb4.40 4.41
Knockout-Maus

74 | BCrP1CF) 27,0 Ivermectin (oral) 44283 3,88 014 | Abb4.40,4.41
Knockout-Maus
berpl(-/-) .

75 K nockout-MaLs 29,0 Ivermectin (oral) 6333,7 554 0,19 Abb 4.40, 4.41

76 |MPLCH) 29,0 Ivermectin (oral) 68285 598 | 021 Abb. 4.41
Knockout-Maus
mrpl1(-/-) .

77 30,0 Ivermectin (oral) 71415 625 | 021 Abb. 4.41
Knockout-Maus

78 |MrPL(CH) 31,0 Ivermectin (oral) 7018,4 614 | 020 Abb. 4.41
K nockout-Maus

79 |MrPL(F) 30,0 Ivermectin (oral) 7517,7 658 | 022 Abb. 4.41
K nockout-Maus

80 | FVB Wildtyp 26,0 Ivermectin (Spot-on) | 6852,6 600 | 023 | Abb4.40,4.41

8L | FVB Wildtyp 30,0 lvermectin (Spot-on) | 6852,6 600 | 020 | Abb4.40,4.41

82 | FVB Wildtyp 25,0 lvermectin (Spot-on) | 6852,6 600 | 024 | Abb4.40,4.41
mdrla,b(-/-) .

8 | g kot | 300 lvermectin (Spot-on) | 71638 627 | 021 | Abb4.40,4.41
mdrla,b(-/-) .

84 | g g 290 Ivermectin (Spot-on) | 71638 627 | 022 | Abb4.40,4.41
mdrla,b(-/-) .

85 K nockout-Maws 32,0 Ivermectin (Spot-on) 7163,8 6,27 0,20 Abb 4.40, 4.41

86 | FVB Wildtyp 33,0 Selamectin (i.v.) 668426,7 | 510,33 | 1546 | Abb4.43,4.44

87 | FVB Wildtyp 33,0 Selamectin (i.v.) 629016,9 | 48922 | 14,82 | Abb4.43,4.44

88 | FVB Wildtyp 33,0 Selamectin (i.v.) 552651,9 | 42588 | 12,9 | Abb4.43,4.44

go |Mmdriab(-/) 410 | Selamectin (iv.) 6260004 | 46957 | 115 | Abb4.43,4.44
Knockout-Maus

go |MmdrlabCl) 33,0 Selamectin (i.v.) 667881,0 | 50090 | 152 | Abb4.43, 4.44
Knockout-Maus

g1 |Mmdriab(-/) 45,0 Selametin (i.v.) 6687329 | 500,83 | 11,1 | Abb4.43, 4.44
Knockout-Maus
mdrla,b(-/-) S

2 | kormas | 310 Selamectin (i.v.) 623582,8 | 467,02 | 151 | Abb4.43, 4.44

93 | FVB Wildtyp 33,0 Selamectin (ord) 594076,1 | 453,99 | 1375 | Abb4.43,4.44

94 | FVB Wildtyp 26,0 Selamectin (oral) 5381789 | 410,65 | 158 | Abb4.43,4.44

95 | FVB Wildtyp 28,0 Selamectin (oral) 496863,6 | 379,70 | 1356 | Abb4.43, 4.44

96 | FVB Wildtyp 34,0 Selamectin (oral) 526350,7 | 37351 | 11,00 | Abb4.43,4.44

g7 |Mmdriab(-/) 39,0 Selamectin (oral) 5532485 | 427,16 | 110 | Abb4.43,4.44
Knockout-Maus

gg |Mdriab(-/) 43,0 Selamectin (oral) 596011,6 | 460,18 | 10,70 | Abb4.43,4.44
Knockout-Maus

g9 |Mdriab(-/) 39,0 Selamectin (oral) 5345306 | 412,72 | 1058 | Abb4.43,4.44
K nockout-Maus
mdrla,b(-/-) .

100 30,0 Selamectin (oral) 5398850 | 416,85 | 13,90 | Abb4.43,4.44
K nockout-Maus

101 | BCrpiCr-) 29,0 Selametin (oral) 4689162 | 35370 | 12,17 | Abb4.43, 4.44
K nockout-Maus

102 | BCrpiCF) 200 | Selamectin (oral) 4897083 | 36938 | 12,74 | Abb4.43 4.44
K nockout-Maus

103 | berpl(-/-) 27,0 Selamectin (oral) 493812,0 | 372,48 13,80 | Abb4.43,4.44
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Knockout-Maus
berpl(-/-) .

104 28,0 Selamectin (oral) 460982,4 347,72 12,42 Abb 4.43, 4.44
Knockout-Maus

105 | MPLC7) 300 | Selamectin (oral) 4542364 | 3492 | 1164 | Abb4.43 444
Knockout-Maus

106 | MPLCT) 200 | Selamectin (oral) 4643045 | 35404 | 1224 |  Abb4aa
Knockout-Maus

107 | MPLCT) 300 | Selamectin (oral) 485132 | 37206 | 1243 | Abbaaa
Knockout-Maus

108 | MPLCT) 32,0 Selamectin (oral) 4732020 | 36378 | 11,37 Abb 4.44
Knockout-Maus

109 | FVB Wildtyp 28,0 Selamectin (Spot-on) | 473697,9 | 364,73 | 13,03 | Abb4.43,4.44

110 | FVB Wildtyp 28,0 Selamectin (Spot-on) | 473697,9 | 364,73 | 13,03 | Abb4.43,4.44

111 | FVB Wildtyp 34,0 Selamectin (Spot-on) | 435580,5 330,67 9,73 Abb 4.43, 4.44
mdrla,b(-/-) .

112 K nockout-Maus 27,0 Selamectin (Spot-on) | 435580,5 330,67 12,25 Abb 4.43, 4.44

113 | Mdria,ber) 31,0 Selamectin (Spot-on) | 4355805 | 330,67 | 10,67 | Abb4.43, 4.44
Knockout-Maus
mdrla,b(-/-) .

114 K nockout-Maus 34,0 Selamectin (Spot-on) | 435580,5 330,67 9,73 Abb 4.43, 4.44

115 | MArLa.b/berpl(-F) | 44 [3H]Digoxin 731,7 057 | 0019 |Abb.4.29-4.32
Knockout-Maus

116 | MArla.b/berpl(-F) |5 [3H]Digoxin 707,4 055 | 0019 |Abb.4.29-432
Knockout-Maus

177 | MArla,b/berpl(-F) |54 [3H]Digoxin 707,4 057 | 0019 |Abb.4.29-432
Knockout-Maus

118 | FVB Wildtyp Genotypisierung Abb.4.7-49

119 | FVB Wildtyp Genotypisierung Abb.4.7-49

120 | FVB Wildtyp Genotypisierung Abb.4.7-49
mdrla,b(-/-) L.

121 K nockout-Maws Genotypisierung Abb.4.7-49
mdrla,b(-/-) L.

122 K nockout-Maws Genotypisierung Abb. 4.7-49
mdrla,b(-/-) L.

123 K nockout-Maws Genotypisierung Abb. 4.7-49
berpl(-/-) -

124 K nockout-MaLs Genotypisierung Abb. 4.7-49
berpl(-/-) -

125 K nockout-MaLs Genotypisierung Abb.4.7-49

126 | BCrPiCF-) Genotypisierung Abb. 4.7 -4.9

Knockout-Maus
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Tabellen zur in situ Galleausscheidung von Digoxin

Tab. 9.3. Gewebekonzentration 90 min nach in situ Galleausscheidung von Digoxin bei den FVB-
Wildtyp- und mdrla,b (-/-) Knockout-Mausen.

Gewebe mdrla,b (+/+) Maus, mdrla,b(-/-) Knockout- Ratio, mdrla,b (-/-)
pmol/g Gewebe Maus, pmol/g Gewebe /mdrla,b (+/4)
L eber 27,05+ 14,13 49,14 + 28,99 18
Dunndarm 76,55+ 21,91 21,92 + 8,17 0,3**
Dickdarm 58,28 + 17,84 540+0,34 0,1%**
Nebenniere 22,35+ 12,16 55,63 + 6,04 2,5%*
Niere 13,97+ 39 17,69 + 4,95 13
Magen 574+ 377 8,64+ 4,16 15
Milz 7,26 + 3,65 10,68 £ 2,21 15
Nebenhoden 556+ 2,34 11,51+0,81 21
Hoden 18,19+ 13,32 47,75+ 3,39 2,6*
Herz 11,79+ 3,84 16,85+ 6,73 14
Lunge 9,31+ 325 18,40 + 3,75 2,0
Gehirn 1,23+ 0,25 16,05 + 2,47 13,0%**
Plasma 16,64 £ 2,91 26,54 + 6,89 1,6
Fettgewebe 4,21+1,83 8,36+1,04 2,0
Muskelgewebe 18,61+ 5,74 23,93+ 1,65 1,3

Tab. 9.4. Gewebekonzentrationen 120 min nach i.v. Applikation von Digoxin mit einer Dosierung von
0,01 mg/kg Kdrpergewicht bei Wistar und TR(-) Ratten.

Gewebe WiStar(';F:,‘:fBepmo'/ g | TRO) g:xibgmo" g Ratio, TR(-)/Wistar
L eber 24,70+ 5,05 30,76 1,25 12
Dunndarm 18,26 + 2,24 10,61 + 3,55 0,6
Dickdarm 8,86+ 0,68 735+ 2,16 08
Nebenniere 129,02 + 31,03 98,79 £ 26,85 0.8
Niere 8,64+ 7,70 6,82+ 4,54 08
Magen 5,83+ 1,07 197+114 03
Milz 4,02+ 107 4,92+ 3,00 12
Nebenhoden 242+ 057 3,64+ 0,99 15
Hoden 1,06+ 0,35 114023 11
Herz 273+ 0,68 3,03%0,73 11
Lunge 3,26+ 1,07 129+ 047 04
Gehirn 0,76+ 0,13 0,45 £ 0,00 06
Plasmar 8,18 0,62 8,86+ 2,02 11
Fettgewebe 129+ 0,80 205023 16
Muskelgewebe 4391035 6,44+ 1,68 15

* Die Plasmawurde in pmol/ml angegeben
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Tab. 9.5. Dunnschichtchromatographie der Galleproben von in

situ Galleausscheidungs-Versuchen

mit [3H]Digoxin bei Ratten.

Spur Nr. | Probe Galle yl | Dpm/pl Aufgetragene dpm | Aufgetragene
pl

1 TR(-) Ratte t=0 31,2 Hinzuges. Digox 50000 | 50000 0,4/5,0

2 TR(-) Ratte t=16 21,3 9104 50000 5,49

3 TR(-) Ratte t=40 28,5 9096 50000 5,50

4 TR(-) Ratte t=60 26,2 7544 50000 6,63

5 Digoxin kalt + Gallet=0 | 10,0 25ug/5ul/0 dpm 0 10,0/5,0

6 Wistar-Ratte t=16 85,9 9362 50000 5,52

7 Wistar-Ratte t=40 53,8 7746 50000 6,69

8 Wistar-Ratte t=60 66,7 6544 50000 7,64

9 Wistar-Ratte t=0 10,0 Hinzuges. Digox 50000 | 50000 0,40/5,00

Tab. 9.6: Ergebnisse der Dinnschichtchromatographie der Gallenprobe von in situ Galleausscheidung
von Digoxin bei den Wistar- und TR(-) Ratten.

Probe Metabolite | Digoxin | Summe Probe Metabolit Digoxin | Summe
Peakl %* | Peak2 % Peakl % Peak2 %

Wistar t=16 min 12,91 60,68 73,59 | TR(-) t=16 min 4,48 70,80 75,28

Wistar t=40 min 15,33 58,66 73,99 | TR(-) t=40 min 6,99 66,31 73,30

Wistar t=60 min 17,07 59,59 76,66 | TR(-) t=60 min 8,90 57,58 66,48

* Prozent-Zahl von aufgetragenen dpm-Menge der Galleprobe

Tabelle zur in situ Galleausscheidung von Ouabain

Tab. 9.7: Organverteilung von Ouabain bei Mausen nach 60 min in situ Galleausscheidung bei den

Mausen.
orare | R T [ e i o | St o bt 1
Dosis % appl. Dosis % appl. Dosis (+/+) '
L eber 6,81 + 3,65 11,37 £ 5,05 13,71+ 1,98 17 2,0
Dinndarm 0,65+ 0,22 0,94 £ 0,52 1,06+ 0,41 14 1,6
Dickdarm 0,25+ 0,09 0,34+ 0,26 0,55+ 0,22 14 2,2
Nebenniere 0,03+ 0,01 0,03+ 0,01 0,03+ 0,02 0,9 10
Niere 3,06 + 0,55 459+ 1,92 6,98 + 3,03 15 2,3
Magen 0,24+ 0,15 0,27+ 0,11 0,23+ 0,06 11 10
Milz 0,04 +£ 0,02 0,06 + 0,01 0,08 £0,03 13 19
Nebenhoden 0,14+0,14 0,08 £ 0,05 0,19+ 0,16 0,6 14
Hoden 0,11+ 0,07 0,11 + 0,01 0,17 + 0,06 1,0 15
Herz 0,10+ 0,02 0,13+ 0,02 0,20 £ 0,06 13 2,0
Lunge 0,09 + 0,02 0,13+ 0,04 0,18 £ 0,07 15 21
Gehirn 0,04+ 0,02 0,05+ 0,01 0,12+0,13 11 2,7
Plasma 1,73+ 0,93 2,26 +1,27 1,92 +£0,49 13 11
Urin 364+254 2,56+ 0,89 - 0,7 -
Galle 47,63+ 7,57 48,99 + 9,37 38,44 + 6,25 1,0 0,8
Restkdrper 34,47 + 6,68 25,65+ 10,27 35,29+ 4,25 0,7 1,0
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Tab. 9.8.: Gewebekonzentrationen von [*H]Ouabain bei den FVB Wildtyp, mdrla,b (-/-), becrpl (-/-)

Knockout-Maus 60 min nach i.v. Applikation von 0,8

ug/kg KG Ouabain.

omtn | PBLD | RS, | iAo | it IR
:mdrla,b(+/+) | ° ’
Leber 1666,63 + 325,88 | 3190,21 + 1494,30 | 3976,67 + 578,30 1,9* 2,4%*
Dinndarm 360,67 £ 260,40 | 311,15+ 193,31 | 370,00+ 110,00 0,9 1,0
Dickdarm 211,88 + 86,18 189,01+ 174,88 | 313,33+ 102,14 0,9 15
Nebenniere 771,63+ 162,20 | 726,31+263,09 | 1523,33 + 210,08 0,9 2,0%*
Niere 3141,64 £ 962,81 | 3861,30 + 1930,42 | 6633,33 + 2706,17 12 21
Magen 213,57 £ 60,37 208,81 + 73,38 213,33+ 30,55 10 1,0
Milz 206,18 + 156,83 168,13 + 23,47 323,33+ 122,20 0,8 1,6
Hoden 191,59 + 26,97 188,51 + 37,98 263,33+ 87,37 1,0 14
Herz 321,86+ 104,63 | 305,60 + 49,46 716,67 + 245,42 0,9 2,2*
Lunge 273,11 + 159,12 300,13 + 75,20 406,67 + 161,66 11 15
Gehirn 45,70 £ 21,27 48,08 £ 7,93 106,67 + 115,47 11 2,3
Plasma 268,08 + 27,77 | 438,49+ 253,42 303,33+ 25,17 16 11
Fettgewebe 222,57 + 94,89 228,28 + 103,45 | 410,00 £ 105,36 1,0 18
Muskelgewebe | 718,68 + 106,93 | 817,72+594,77 | 900,00 + 157,16 11 13

** p<0,01 FVB Wildtyp-Maus vs. berpl (-/-) Knockout-Maus
p <0,05 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
*  p<0,05FVB Wildtyp-Maus vs. berpl (-/-) Knockout-Maus

Tab. 9.9: Gewebekonzentrationen von [3H]Ouabain bei Wistar- und TR(-) Ratten 120 min nach in situ

Galleausscheidung von Ouabain in einer Dosierung von 26 pg/kg KG.

Gewebe TRE) g:xzbzmollg Wistar(—sliéz\al\;';eb,gmollg Ratio, TR(-)/Wistar
Leber 125,24 + 56,15 46,38 £ 15,16 2,7
Diunndarm 14,47 + 2,56 842+1,19 1,7
Dickdarm 14,18 + 4,07 9,73+ 0,49 15
Nebenniere 51,72 + 48,54 17,71+ 1,81 29
Niere 62,30 + 35,78 133,42 + 82,80 0,5
Magen 12,29+ 0,28 8,50 + 3,87 14
Milz 6,97 + 1,52 7,54+ 3,63 0,9
Hoden 4,59 + 0,59 3,76 £ 0,66 12
Herz 11,84+ 0,95 13,81+ 2,48 0,9
Lunge 12,99 + 1,86 9,32+ 0,79 14
Gehirn 299+0,14 3,02+ 0,53 1,0
Blut 12,46 £ 7,11 588+ 4,64 2,1
Urin 46,40 + 15,10 10,64 £ 9,31 44
Fettgewebe 6,94 + 2,47 6,45+ 0,67 11
Muskelgewebe 27,21+3,71 25,87+ 4,13 11
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Tabellen zur in situ Galleausscheidung von [3H]DMP

Tab. 9.10.. Gewebekonzentrationen von [3H]-DMP bei den FVB Wildtyp, mdrla,b (-/-), berpl (-/-)
Knockout-Maus und bei den Wistar und TR(-) Ratten 90/120 min nach i.v. Applikation von 0,03 mg/kg

KG.
mdrla,b (+/+), | mdrla,b (-/-), Wistar-Ratte,
CrEmrEes (gen\]/\(/);/l?e (gg,;)élge pmt:)(i/rgp 1G(e</v)ébe (E :,;);g;e pr:; (Ij/(g) g :\:cg,be

L eber 14854+ 1536 | 172,73+ 59,83 | 266,09 + 112,51 | 297,05+ 75,35 285,90 + 39,38
Dinndarm 9,37+ 0,30 11,44+ 0,73 11,25+ 4,13 11,56 + 6,45 25,33+ 3,33
Dickdarm 508+141 7,14 + 1,65 9,58 +541 7,62+ 3,84 15,73+ 6,61
Niere 136,55+ 56,42 | 98,58 + 39,74 148,65+ 96,03 | 128,38+ 82,54 | 489,61 + 203,44*
Magen 6,95 + 2,66 994+114 8,15+ 3,09 8.84+171 21,18+ 2,83
Milz 8,70+ 0,86 12,96 + 1,09 16,84 + 4,05 11,57 £ 0,87 16,19 + 8,95
Hoden 7,26+241 5,96 + 0,32 6,62+ 1,93 6,36 + 0,40 11,53+ 3,85
Herz 578+ 0,76 9,30 + 3,40 852+197 7,88+1,79 6,76 + 2,16
Lunge 9,34+ 1,86 17,38 £ 2,37 10,94+ 1,79 8,32+ 4,02 16,79+ 4,18
Gehirn 2,62+ 0,07 3,30+ 0,10 3,16+ 0,17 2,34+ 0,07 3,36 + 0,46
Plasma 0,02+ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03+ 0,01 0,03+ 0,01 0,05+ 0,02
Muskelgewebe 5,68+ 2,31 2,63+ 0,62 4,72+ 0,60 7,15+ 9,59 5,67 + 4,26
Fettgewebe 12,38+ 1,11 10,97 + 1,27 12,71+ 4,78 8,17+ 4,48 12,19+ 3,14

* p <0,05 Wistar-Ratten vs. TR(-) Ratten

Tabellen zur Pharmakokinetik von Ivermectin

Tab. 9.11. Gewebekonzentrationen von lvermectin 8 Stunden nach der i.v. Applikation von Ivermectin
mit einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp und mdrla,b (-/-) Knockout-Musen.

mdrla,b (+/+) Maus,

mdrla,b (-/-) Knockout-Maus,

Ratio, mdrla,b (-/-) /

Ceware ng/g Gewebe ng/g Gewebe mdrla,b (+/+)

Gehirn 4,02+ 0,27 144,12 + 37,55 35,9%**
Plasma (ng/ml) 48,01 + 18,75 49,09 + 15,14 1,0
Leber 386,49 + 138,48 454,32 + 276,28 1,2
Dinndarm 238,77 + 60,27 503,65 + 314,87 21
Dickdarm 637,89 + 74,83 540,14 + 212,43 0,8
Niere 220,30 + 19,76 240,86 + 41,93 1,1
Magen 126,72 + 16,85 179,76 + 20,15 1,4
Milz 82,73+ 6,75 97,42 + 26,06 1.2
Hoden 38,00 + 6,97 86,32 + 13,56 2,3**
Herz 93,32+ 28,31 105,18 + 28,88 1,1
Lunge 49,12 + 9,66 69,63+ 10,11 14
Fettgewebe 359,35 + 152,86 231,03 + 126,79 0,6
Muskelgewebe 74,80 + 14,28 96,14 + 22,83 1,3

*** n <0,001 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
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** p <0,01 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus

Tab. 9.12. Gewebekonzentrationen von Ivermectin 24 Stunden nach oraler Applikation von Ivermectin
mit einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp, mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-) Knockout-

Mausen.

Gewebe mdrla,b (+/+), | mdrla,b (-/-), berpl (-/-), Ratio bcrpl(-/-) | Ratio mdrla,b(-

ng/g Gewebe ng/g Gewebe | ng/g Gewebe | :mdrla,b(+/+) |/-) :mdrla,b(+/+)

Gehirn 2,15+ 0,75 127,23+ 21,54 2,09+ 0,35 1,0 59,2% **
Plasma (ng/ml) 2,99+ 4,38 22,61+ 4,60 21,10+ 4,22 0,9 1,0
Leber 101,66 + 31,04 375,67 + 76,07 92,89 + 69,83 0,9 3,7**
Dinndarm 151,24 + 72,35 318,07+ 94,63 | 101,21 + 78,03 0,7 21
Dickdarm 349,91 + 146,65 | 965,39 + 412,91 | 451,41 + 340,87 1,3 28
Niere 83,36 £ 27,44 190,60 + 48,08 43,86 + 23,61 0,5 2,3*
Magen 65,81 + 32,11 158,96 £ 65,56 | 86,65+ 63,37 1,3 24
Milz 33,34+ 2374 59,82 + 14,90 21,64 + 11,58 0,6 18
Hoden 31,95+ 9,48 10348+ 30,13 | 1516+ 12,14 0,5 3,2
Herz 44,05+ 6,30 101,27 £ 1,22 22,78 £ 14,12 0,5 2,3 %%
Lunge 19,29 + 6,43 52,37 + 18,25 13,44 + 4,03 0,7 2,7
Fettgewebe 152,22 +50,69 | 384,48+32,97 | 86,75+ 46,08 0,6 2,5%*
Muskelgewebe 24,34+ 12,83 67,15+ 6,18 43,10 + 24,22 18 2,8*

* p <0,05 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
** p <0,01 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
*** n <0,001 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus

Tab. 9.13. Gewebekonzentrationen von Ivermectin 72 Stunden nach Spot-on Applikation von
Ivermectin mit einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp und mdrla,b (-/-)Knockout-

Mausen.
Gewebe mdrla,b (+/+) Maus, mdrla,b (-/-) Knockout- Ratio, mdrla,b (-/-) /
ng/g Gewebe Maus, ng/g Gewebe mdrla,b (+/+)

Gehirn 0,56 + 0,31 27,17+ 11,08 48,4***
Plasma (ng/ml) 398+ 2,87 7,23+1,04 1,8

L eber 30,18 + 17,51 37,89+ 6,77 1,3
Dinndarm 30,58 + 20,06 70,51+ 22,59 23
Dickdarm 70,87 + 47,67 88,79 £ 40,97 1,3
Niere 24,47 + 14,35 32,86 + 18,07 1,3
Magen 19,91+ 4,33 26,16 + 12,61 1,3

Milz 10,79+ 3,34 14,01 +£ 8,43 1,3
Hoden 6,70 £ 2,62 23,36 £ 9,15 3,5%

Herz 20,79+ 6,17 34,02 + 14,15 1,6
Lunge 8,54+ 0,98 14,70 £ 5,56 1,7
Fettgewebe 59,04 + 53,35 60,33+ 29,54 1,0
Muskelgewebe 50,23 + 26,48 12,07 + 4,64 0,2

*** n <0,001 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
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Tab. 9.14. Gewebekonzentrationen von lvermectin 8 Stunden nach intravenése Applikation von
Ivermectin mit einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG bei den Wistar und TR(-) Ratten.

Gewebe Wistar-Ratten, TR(-) Ratten, Ratio,_
ng/g Gewebe ng/g Gewebe TR(-) / Wistar
Gehirn 5,23+ 0,92 5,33+1,27 10
Plasma (ng/ml) 58,54 + 18,85 35,12+ 11,99 0,6
L eber 286,31 + 192,31 293,71+ 31,98 10
Dunndarm 289,14+ 24,52 1123,46 + 520,52 39
Dickdarm 159,40 + 42,70 193,86 + 16,61 1,2
Niere 210,03 + 81,96 139,47 + 31,69 0,7
Magen 219,19+ 47,34 257,43+ 21,88 12
Milz 122,77 + 82,83 131,88 + 53,67 11
Hoden 19,84+ 0,73 19,36 + 5,89 10
Herz 118,10 + 28,40 104,23 + 30,90 0,9
Lunge 191,45 + 114,47 122,71 + 56,33 0,6
Fettgewebe 168,97 + 77,06 177,13+ 77,10 10
Muskelgewebe 121,85+ 14,57 95,53+ 7,94 0,8

Tabellen zur Pharmakokinetik von Selamectin

Tab. 9.15. Gewebekonzentrationen von Selamectin 8 Stunden nach intravendse Applikation von
Selamectin mit einer Dosierung von 12 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp und mdrla,b (-/-) Knockout-

Méausen.
Gewebe mdrla,b (+/+) Maus, mdrla,b (-/-) Knockout- Ratio, mdrla,b (-/-) /
ug/g Gewebe Maus, pg/g Gewebe mdrla,b (+/+)

Gehirn 0,39+ 0,27 2,53+1,07 6,5*
Plasma (pug/ml) 5,98 + 0,89 4,26+ 0,20 0,7
L eber 11,31+ 6,60 6,70 + 3,13 0,6
Dinndarm 16,43+ 9,43 20,27 + 7,30 1,2
Dickdarm 21,79+ 11,73 14,83+ 7,18 0,7
Niere 10,11+ 6,77 7,93+ 391 0,8
Magen 4,47 + 2,86 6,18 + 3,55 14
Milz 4,89+ 3,52 3,81+1,70 0,8
Hoden 0,98+ 0,77 1,96+ 0,84 2,0
Herz 4,81+ 3,37 4,36+ 345 0,9
Lunge 4,19+ 253 522+242 12
Fettgewebe 8,70+ 8,20 7,14 + 6,32 0,8
Muskelgewebe 5,37+ 3,63 8,20 + 3,08 15

* p <0,05 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus




9. Anhang

169 -

Tab. 9.16. Gewebekonzentrationen von Selamectin 24 Stunden nach oraler Applikation von
Selamectin mit einer Dosierung von 12 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp, mdrla,b (-/-) und bcrpl (-/-)
Knockout-Mausen.

Gewebe mdrla,b (+/+), | mdrla,b (-/-), berpl (-/-), Ratio mdrla,b(-/-) | Ratio bcrpl (-/-)
ug/g Gewebe | pg/g Gewebe | pg/g Gewebe ‘mdrla,b(+/+) ‘mdrla,b(+/+)
Gehirn 0,70+ 0,22 3,43+ 0,65 0,75+ 0,05 4,9%** 11
Plasma (ug/ml) | 2,21+0,98 2,14 + 0,46 2,53+0,78 1,0 1,1
L eber 15,26 £ 7,10 831+171 14,91 + 4,67 0,5 1,0
Diunndarm 21,58 £ 9,90 17,95+ 6,94 13,62+ 4,31 0,8 0,6
Dickdarm 66,85 + 30,84 43,91 + 16,82 34,70+ 12,70 0,7 0,5
Niere 15,70+ 4,71 7,36 +1,12 23,84+ 5,16 0,5 15
Magen 20,32+ 8,06 10,38 + 3,85 16,17 + 3,44 0,5 0,8
Milz 7,38 + 3,69 344+115 492 +0,91 0,5 0,7
Hoden 514 + 4,45 3,38+ 0,80 2,95+ 0,51 0,7 0,6
Herz 8,59 + 4,86 456+ 1,33 555+1,23 0,5 0,6
Lunge 7,50 + 5,03 2,90+ 0,95 3,97+ 0,53 0,4 0,5
Fettgewebe 21,61 +8,82 10,25+ 8,79 23,78 + 5,45 0,5 11
Muskelgewebe | 11,23+ 4,78 13,80+ 3,72 13,39+ 3,39 1,2 1.2

*** n <0,001 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus

Tab. 9.17. Gewebekonzentrationen von Selamectin 72 Stunden nach Spot-on Applikation von
Selamectin mit einer Dosierung von 12 mg/kg KG bei den FVB Wildtyp und mdrla,b (-/-) Knockout-

Mausen.
Gewebe mdrla,b (+/+) Maus, mdrla,b (-/-) Knockout- Ratio, mdrla,b (-/-) /
ung/g Gewebe Maus, pg/g Gewebe mdrla,b (+/+)

Gehirn 0,11+ 0,02 1,12+ 0,20 10,0*
Plasma (pg/ml) 0,24 + 0,08 0,44 + 0,16 18

L eber 0,77+£0,33 2,25+ 1,26 2,9
Dunndarm 0,95+ 0,28 2,34+ 0,36 2,5%*
Dickdarm 1,73+ 0,44 3,32+0,83 19
Niere 1,03+ 0,49 1,95+ 0,93 19
Magen 0,93+ 0,05 234+054 25

Milz 0,50+ 0,17 0,90+ 0,25 1,8
Hoden 0,45+ 0,06 1,50+ 0,40 3.4*

Herz 0,56+ 0,13 1,09+ 0,47 19
Lunge 0,62+ 0,23 0,81+0,18 1,3
Fettgewebe 3,71+£173 3,32+1,03 0,9
Muskelgewebe 0,38+ 0,11 1,11+ 0,11 29

* p<0,05 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
** p <0,01 FVB Wildtyp-Maus vs. mdrla,b (-/-) Knockout-Maus
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Tab. 9.18. Gewebekonzentrationen von Selamectin 8 Stunden nach intravendse Applikation von
Selamectin mit einer Dosierung von 12 mg/kg KG bei den Wistar und TR(-) Ratten.

Gewebe Wistar-Ratten, TR(-) Ratten, Ratio,_
Ug/g Gewebe pg/g Gewebe TR(-) / Wistar
Gehirn 0,84+ 0,10 0,82+ 0,13 10
Plasma (ng/ml) 395+1,18 352+0,71 0,9
Leber 14,85 +6,97 21,42 + 5,15 14
Dinndarm 21,86 + 6,04 79,11 + 57,98 3,6
Dickdarm 6,10+ 1,19 9,51+3,33 16
Niere 8,07+ 1,10 984+1,04 12
Magen 8,97+ 0,88 11,34+ 5,52 13
Milz 539+1,13 10,36 + 4,43 19
Hoden 1,02 + 0,06 1,45+ 0,74 14
Herz 5,33+1,70 6,95 + 2,66 13
Lunge 5,40 + 0,66 8,85+ 237 16
Fettgewebe 584+214 501+ 223 0,9
Muskelgewebe 4,95+ 0,52 5,67 + 0,45 11
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