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Primary mammalian hepatocytes are used for several in vitro applications
like drug metabolism and toxicity assays. The influence of substances on
uptake and efflux transporters has to be evaluated during development
as well. Therefore, we characterized the uptake and the efflux transport
of different substrates in appropriate hepatocytes of different species.
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ó Primäre Hepatozyten unterschiedlicher
Spezies stellen ein wichtiges Werkzeug zur
Vorhersage der Aufnahme, Metabolisierung
und Freisetzung von endogenen und exoge-
nen Substanzen, aber auch zur Vorhersage
der Toxizität und Medikamenteninteraktion in
vivo dar. Primäre Leberzellen werden mittels
Collagenaseperfusion direkt aus einem Leber-

resektat isoliert und sind sowohl in Suspen-
sionsversuchen als auch auf Collagen-
beschichteten Zellkulturplatten einsetzbar.
Die Kultivierungsdauer in den von der
 PRIMACYT GmbH entwickelten serumfreien
Medien beträgt (je nach Spezies) etwa zwei
bis drei Wochen. Die Hepatozyten behalten
über diesen Zeitraum ihre leberzellspezifi-
schen Funktionen (Harnstoff- und Albumin-
synthese) weitgehend bei [1]. Da primäre Zel-
len stärker differenziert sind als immortali-
sierte Zelllinien wie HepG2 oder stabil trans-
fizierte Zelllinien, sind sie deutlich besser
geeignet, um bei der präklinischen Entwick-
lung neuer Wirkstoffe Medikamenten-indu-
zierte Prozesse zu untersuchen und vorher -
zusagen. Auch die HepaRG-Zelllinie ist nur
eine eingeschränkte Alternative zur Unter-
suchung des Metabolismus und des Einflus-
ses von Wirkstoffen auf Cytochrom-P450-
Enzyme [2], da sich zum Teil signifikante

Unterschiede bei der Expression membran-
ständiger Transporterproteine, die wesentlich
an der Aufnahme einer Substanz in die Zelle
bzw. der Freisetzung der Metabolite beteiligt
sind, zeigen [3].

Innerhalb der Transporterproteine werden
die Superfamilien der solute carrier (SLC) und
die der ATP-abhängigen ABC(ATP-binding
 cassette)-Transporter unterschieden (Abb. 1),
wobei es sich bei ersteren überwiegend
um Aufnahmetransporter und bei letzteren
ausschließlich um Effluxtransporter han-
delt [4].

Informationen über die Beteiligung spezi-
fischer Transporter an der Aufnahme bzw.
dem Efflux von Xenobiotika sollten entspre-
chend der Richtlinien der amerikanischen
(FDA) und europäischen (EMA) Zulassungs-
behörden so früh wie möglich während der
Medikamentenentwicklung gewonnen wer-
den, da es ansonsten bei gleichzeitiger Gabe
von mehreren Substanzen, die die gleichen
Transportwege nutzen, zu massiven uner-
wünschten Arzneimittelwirkungen kommen
kann. Außerdem sind einige hepatische
Transportsysteme aufgrund ihrer Variabilität
zwischen Individuen der gleichen Spezies
(genetisch bedingt oder krankheitsassoziiert)
verantwortlich für wichtige Variationen in der
Verteilung, pharmakologischen Aktivität und
der Toxizität mancher Wirkstoffe.

In vitro-Modelle
Die Beteiligung spezifischer Aufnahme- und
Effluxtransporter am Transport eines Wirk-
stoffkandidaten kann gezielt an transfizierten
Zelllinien oder Lipovesikeln untersucht wer-
den, welche jeweils nur ein Transportprotein
exprimieren [5, 6]. Diese Modelle stellen
jedoch nur einen isolierten Transportprozess
dar, wodurch eine Übertragbarkeit auf die tat-
sächliche in vivo-Situation nur bedingt möglich
ist. Primäre Hepatozyten bilden dagegen auch
hinsichtlich der Komplexität aller exprimier-
ten Transportsysteme eine funktionelle Ein-
heit, mit der eine Vorhersagbarkeit der in vivo-
Situation deutlich besser gegeben ist. Zur
Sicherstellung der Funktionalität der Hepato-
zyten bezüglich der Transporteraktivität ist
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¯ Abb. 1: Transporter der SLC- (blau) und
ABC-Superfamilien (grün) in humanen Leber -
zellen. Rot umrandet: leberspezifische Trans -
porter. OATP: organic anion-transporting poly-
peptides; OCT: organic cation transporter;
MRP: multidrug resistance-associated protein;
BSEP: bile salt export pump; P-gp: P-Glykopro-
tein; BCRP: breast cancer resistance protein;
NTCP: Na+-taurocholate cotransporting poly-
peptide; MATE1: multidrug and toxin extrusion
protein 1.



es unerlässlich, eine grundlegende Charakte-
risierung der Aufnahme eines Referenzsub-
strats durchzuführen.

Assays zur Substanzaufnahme
Alle Assays zur Substanzaufnahme wurden
an Hepatozyten vom Menschen (Homo
sapiens), Javaneraffen (Macaca fascicularis,
Cynomolgus) bzw. Hund (Canis lupus fami -
liaris, Rasse Beagle) jeweils an Tag 2 nach der
Isolierung der Hepatozyten durchgeführt. Als
Referenzsubstrat wurde radioaktiv markier-
tes Estron-3-sulfat (E1S) verwendet, welches
ein Substrat der Transporter OATP1B1 und -
2B1 (organic anion-transporting polypeptide
1B1 bzw. 2B1) ist. Die Aufnahme von E1S wur-
de in An- oder Abwesenheit von Bromsul-
fophthalein (BSP) durchgeführt, welches eben-
falls über die genannten Transporter trans-
portiert wird und somit als kompetitiver Inhi-
bitor fungierte. Die transportervermittelte
 Nettoaufnahme wurde durch die Subtraktion
der Aufnahme von E1S in Anwesenheit von
BSP von der Aufnahme von E1S in Abwesen-
heit von BSP ermittelt und gegen den Pro-
teingehalt der Zellen normalisiert (Abb. 2).

E1S wurde in Hepatozyten aller drei unter-
suchten Spezies aufgenommen, die Aufnahme
ließ sich durch gleichzeitige Gabe von BSP

teils signifikant hemmen. Dabei zeigten die
Hepatozyten vom Menschen eine signifikant
höhere Transportkapazität und damit Auf-
nahme von E1S als die Hepatozyten von Cyno-
molgus bzw. Beagle.

Untersuchung der Effluxtransporter
Der Effluxtransporter P-gp (P-Glykoprotein)
wurde anhand des Substrats Talinolol und
der MRP2-Transporter (multidrug resistance
protein) mittels Estradiol-17β-Glucuronid
sowie deren spezifischer Hemmstoffe PSC833
bzw. MK571 charakterisiert. Nach einer kur-
zen Vorinkubation mit dem jeweiligen Sub-
strat zur Aufnahme dessen wurden die Zellen
in An- und Abwesenheit des spezifischen
Inhibitors für maximal zwei Stunden inku-
biert. Die Ausschleusung des Beta-Blockers
Talinolol als P-gp-Substrat konnte in Hepato-
zyten von Mensch, Cynomolgus sowie Beagle
durch den spezifischen Inhibitor PSC833
gehemmt werden (Abb. 3).

Die Inhibition des Effluxtransports von Estra-
diol-17β-Glucuronid über MRP2 erfolgte nur in
Beagle-Hepatozyten durch den spezifischen
Hemmstoff MK571 (Abb. 4). In Hepatozyten
von Mensch und Cynomolgus hatte dieser Inhi-
bitor keinen Einfluss auf den Transport von
E17β-Glucuronid (Daten nicht gezeigt).

Fazit
Unter Verwendung radioaktiv markierter
Substrate kann in den vorgestellten Hepato-
zyten-Modellen die Fähigkeit eines Wirk-
stoffkandidaten zur Inhibition der Aktivität
von Aufnahmetransportern untersucht wer-
den, wobei auch teils signifikante Spezies-
differenzen detektiert wurden. Zudem kann
mit den entwickelten Assays überprüft wer-
den, ob eine Substanz die Ausschleusung
eines Substrats blockiert. Ähnlich wie bei
der Untersuchung der Aufnahme von E1S
zeigte sich auch hier, dass die Aufnahmeka-
pazität von Talinolol, welches als Referenz-
substanz für den Effluxtransporter P-gp ver-
wendet wurde, bei humanen Hepatozyten
deutlich über dem Niveau der tierischen
Hepatozyten lag. Zudem zeigte sich auch nur
bei humanen Hepatozyten eine signifikan-
te Hemmbarkeit des Effluxtransports von
Talinolol durch den P-gp-Inhibitor PSC833.
Sowohl die Ergebnisse aus den Aufnahme-
versuchen als auch die Ergebnisse zur Über-
prüfung der Funktionalität des Effluxes
machen deutlich, dass Testsysteme unter-
schiedlicher Spezies nur nach kritischer Prü-
fung aufeinander zu übertragen sind und
dieses stets mit einer sorgfältigen Validie-
rung einhergehen sollte.

¯ Abb. 2: Transportervermit-
telte Aufnahme von Estron-3-
sulfat (E1S) in primären Hepa-
tozyten verschiedener Spezies
(kleine Diagramme zeigen die
Aufnahmen von E1S in An- bzw.
Abwesenheit des kompetitiven
Inhibitors BSP). Die Michaelis-
Menten-Kontante Km sowie die
maximale Aufnahmegeschwin-
digkeit Vmax wurden unter Ver-
wendung des Programms
Prism 5.01 (GraphPad Soft-
ware) berechnet. Dargestellt
sind Mittelwerte ± Standard-
fehler des Mittelwertes
(M ± SEM).
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Sollten Regulationsbehörden wie die EMA
oder FDA entsprechende Transportstudien an
Hepatozyten obligatorisch verlangen, könn-
ten entsprechende Zellmodelle, die auf pri-
mären Hepatozyten basieren, dazu beitragen,
die Anzahl von Tierversuchen deutlich zu
reduzieren, da Toxizitäts- oder Transporter-
studien an einem der in  vivo-Situation
 ähnlichen Modell durchgeführt werden
 können. ó
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¯ Abb. 3: Zeitabhängiger
Effluxtransport von Talinolol
über P-Glykoprotein (P-gp) und
Hemmung durch PSC833 in
primären Hepatozyten ver-
schiedener Spezies. Die Fläche
unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve (area under curve, AUC)
wurde durch die Trapezregel
(AUC0-tz) errechnet, wobei
AUCtz-∞ durch Extrapolation
bestimmt wurde. Dargestellt
sind Mittelwerte ± Standard-
fehler des Mittelwertes
(M ± SEM).

˚ Abb. 4: Zeitabhängiger Effluxtransport von Estradiol-17β-Glucuronid über MRP2 (multidrug
resistance protein 2) und Hemmung durch MK571 in primären Beagle-Hepatozyten. (AUC = area
under curve, n = 5). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (M ± SEM).
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