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Kumulative Ausscheidung des Medikaments im Urin innerhalb 0-
12 Stunden nach Einnahme
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Transporter

Plasmaspitzenkonzentration

renale Clearance; Plasmamenge, die pro Zeiteinheit von einer
bestimmten Substanzmenge befreit wird

Concentrative nucleoside transporter
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Solute Carrier
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tration
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Fremdstoffe



1. EINLEITUNG

1.1 Individuelle Arzneimittelreaktionen — Bedeutung genetischer Polymorphismen

Wirksamkeit und Vertrdglichkeit von Arzneimitteln sind innerhalb der Bevdlkerung sehr
variabel. Von volliger Wirkungslosigkeit bis hin zu schweren tddlichen Reaktionen zeigt sich ein
Spektrum individuell differierender Effekte, auch nach Applikation von Standarddosen.
Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAWSs) treten bei ca. 5 % der behandelten Patienten auf
und sind damit hdufige Ereignisse. Ungefdhr 6,5 % aller Krankenhaus-Einweisungen werden
durch UAWs ausgelost '® und in den USA liegen schwere Arzneimittelzwischenfille an vierter
bis sechster Stelle der hiufigsten Todesursachen ®. Unwirksame Arzneimitteltherapien und
UAWs stellen einen volkswirtschaftlichen Kostenfaktor in Milliardenhdhe dar, dessen genauer

Umfang sich bislang nur schitzen lisst.

Individuell unterschiedliche Reaktionen auf medikamentose Therapien, auch bei dquivalenter
Dosierung, beruhen auf Parametern wie Patientenalter und -geschlecht, Allgemein- und
Erndhrungszustand sowie Erndhrungsform, Leber- und Nierenfunktion, Enzyminduktion oder —
hemmung, Arzneimittelinteraktionen, Pathogenese und Auspriagungsgrad der zu behandelnden
Erkrankung, sowie Begleiterkrankungen. Dariiber hinaus gilt es heute als gesichert, dass
genetische Unterschiede in erheblichem, lange unterschétztem Ausmall die individuellen
Reaktionen des Organismus auf Arzneistoffe beeinflussen. Dies betrifft im Wesentlichen
molekulare Verdnderungen vieler Proteine wie Stoffwechselenzyme, Arzneimittelrezeptoren und
Transporter. Vor allem auf dem Gebiet der arzneistoffmetabolisierenden Enzyme sind eine
Vielzahl erblicher Varianten beschrieben worden. Insbesondere das Cytochrom P450-System,
eine Gruppe vorwiegend in der Leber vorkommender mischfunktioneller Oxygenasen, die
wichtige Schritte des Arzneimittelmetabolismus regulieren, stellen zentralen Gegenstand
intensiver Forschungen dar. Innerhalb dieses Systems existieren Allele (alternative
Zustandsformen am selben Genlocus zweier homologer Chromosomen), die eine Reduktion
bzw. das vollstindige Fehlen, oder aber eine Steigerung der Enzymaktivitit bewirken konnen.
Beispielsweise sind genetische Varianten der Enzyme CYP2C9, CYP2C19 und CYP2D6
bekannte derartige Determinanten einer verdnderten Pharmakokinetik und mdglicherweise
assoziiert mit Arzneimitteltoxizitdt oder verminderter therapeutischer Wirksamkeit 2 *'- '°,
Dem Enzym CYP2D6 kommt angesichts der Vielzahl seiner Substrate eine hervorgehobene

Bedeutung zu. Es weist einen hohen Grad interindividueller Variabilitit auf, was im



Wesentlichen aus der Vielzahl genetischer Polymorphismen resultiert, die Expression und
Funktion beeinflussen. In Abhédngigkeit von Defizienz bzw. hoher Enzymaktivitdt besteht auch
die Unterscheidung zwischen langsamen (poor metabolizer) und ultraschnellen Metabolisierern
(ultra-rapid metabolizer). Der Phénotyp des langsamen Metabolisieres ist durch eine stark
eingeschriankte Fahigkeit zur Nutzung CYP2D6 — abhingiger Metabolisierungswege von
Medikamenten gekennzeichnet, dies betrifft bis zu 20 % aller klinisch verwendeten
Medikamente. '** Dabei steht die Haufigkeit des Auftretens dieser Genvarianten auch im
Zusammenhang mit der jeweiligen ethnischen Herkunft ihrer Trager. Beispielsweise liegt mit 5 -
10 % innerhalb der weillen kaukasischen Bevolkerung eine relativ hohe Defizienz der
Enzymaktivitdt von CYP2D6 vor, was im Wesentlichen auf einer hohen Frequenz der Varianten
CYP2D6*4 und CYP2D6*5 beruht '** 3, in der asiatischen Bevolkerung betrigt sie weniger als
1 %. Hingegen weisen bis zu 7 % der Kaukasier eine hohe Aktivitit von CYP2D6 auf,

123

vorwiegend infolge einer Genamplifikation. “°. Die durchschnittliche Enzymaktivitét bei Afro-

Amerikanern und Asiaten ist im Vergleich bedeutend geringer.

Erste Erwdhnung fanden langsame Metabolisierer im Zusammenhang mit dem
sympatholytischen Antihypertensivum Debrisoquin und dem Antiarrhythmikum Spartein, das

"2 In den

wegen seiner oxytocindhnlichen Wirkung auch in der Geburtshilfe verwendet wurde
1970er Jahren zeigten sich in Forschungsuntersuchungen unerwartete unerwiinschte Effekte
unter Einnahme dieser Medikamente. In Deutschland wurde bei 10 % der Frauen, die Spartein
erhielten, eine sehr starke Wehentétigkeit beobachtet, die in einigen Fillen sogar zum Abort
filhrte. Als Ursache fanden sich Varianten des Enzyms CYP2D6 und ein dadurch bedingter
Oxidationsdefekt bei der Metabolisierung dieser Substanzen. Seither wurden eine Vielzahl von
Allelen identifiziert, die in einer fehlenden, verminderten oder erhdhten Funktionalitdt der
zugehdrigen  Proteinprodukte  resultieren, jeweils mit unterschiedlichen klinischen
Konsequenzen. So muss bei ultraschnellen Metabolisierern beispielweise die Dosierung einiger
Pharmaka deutlich erhoht werden, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Durch
zahlreiche Studien gelten die Polymorphismen von CYP2D6 als einer der bestuntersuchten
innerhalb des Arzneimittelmetabolismus. Routinetests zur Genotypbestimmung vor Beginn einer

Arzneimittelbehandlung mit anschliessender individueller Dosisanpassung haben bereits erste

klinische Anwendung gefunden, dieses Verfahren bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen.

Fir die komplexen Mechanismen von Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von

Arzneistoffen und Xenobiotika (Fremdstoffe) spielt jedoch auch der aktive Transport iiber



biologische Membranen mittels Transmembrantransporter eine wichtige Rolle. Zudem ist
hdufiges Auftreten genetischer Polymorphismen auch innerhalb der Gruppe der

Arzneimitteltransporter bekannt.

Von einem Polymorphismus spricht man, wenn ein Allel eines Gens in der Bevolkerung in
verschiedenen Variationen vorkommt, jedoch mit einer Pridvalenz von mindestens 1 %. Dies
kann den Austausch einer einzelnen Base (SNP = single nucleotide polymorphism) beinhalten,
infolge dessen sich die zugehdrige Aminosduresequenz verdndern kann — entsprechend besteht

die Unterscheidung zwischen synonymen bzw. nicht-synonymen Polymorphismen.

Eine stetig zunehmende Zahl an Arzneistoffen konnte als Substrat, bzw. auch als Inhibitor von
Transportern identifiziert werden, was die wachsende Bedeutung von Transportproteinen in der

Pharmakokinetik und —genetik unterstreicht.

1.2 Transmembrantransporter in der Pharmakotherapie

1.2.1 Transmembrantransportsystem

Die Uberwindung zellulirer Barrieren ist ein entscheidender Schritt auf dem Weg eines
Arzneistoffes zu seinem Wirkort. Dies gilt auch fiir die Elimination vieler endogener
Stoffwechselprodukte und Fremdstoffe, fiir die im Wesentlichen zwel
Hauptausscheidungsmechanismen existieren: zum einen der Weg der renalen Ausscheidung fiir
vorwiegend wasserlosliche Stoffe, zum anderen der Weg der bilidren Exkretion {iber die Leber

fiir iberwiegend lipophile Substanzen.

Transportproteine sind in die Zellwand integrierte Membranproteine und befinden sich im
Gewebe diverser fiir Absorption und Exkretion zustdndiger Organe, beispielsweise im

3.72 . . . .
‘2 Sie wirken in einer

Darmepithel, in der Leber und den Tubulusepithelzellen der Niere
Vielzahl physiologischer Prozesse mit, wie beispielsweise der Erhaltung der Homdostase auf
Ebene von Zelle und Organismus durch den Import von essentiellen Néhrstoffen fiir den
Zellstoffwechsel und beim Export von Abfallprodukten und toxischen Komponenten.
Ausserdem sind Transporter essentielle Bestandteile von Blut-Gewebe-Schranken wie der Blut-

Hirn-, Blut-Plazenta-, und Blut-Testis-Schranke 14109 15 diesen sensiblen Organen dienen die



Transporter als Abwehrmechanismus zum Schutz des Gewebes gegen toxische Substanzen.

Viele Carrier-Proteine sind pharmakokinetisch relevant.

Die intestinalen Absorptionseigenschaften bestimmen in grolem Ausmal} die Bioverfiigbarkeit
von oral applizierten Medikamenten. Wesentliche Parameter diesbeziiglich sind die Loslichkeit
und Permeabilitéit einer Komponente. Die Membrangéngigkeit von Medikamenten wurde lange
Zeit als ein vorwiegend passiver Prozess betrachtet > °. Demzufolge galten Grofe, Ladung,
Lipophilie und Flexibilitit eines Molekiils als entscheidende Schliisselfaktoren, was die
Membranpassage anbelangt '°°. GroBie hydrophile und starre Komponenten diffundieren viel
langsamer durch Membranbarrieren als kleine lipophile und hoch flexible Arzneimittelmolekiile.
Entsprechend dem Fortschritt in Identifizierung, molekularem Klonen und Charakterisierung von
Transmembrantransportern wurden pharmakokinetische Eigenschaften von Medikamenten und
Beeinflussung deren Bioverfiigbarkeit zunehmend aktiven Carrier-vermittelten Prozessen
zugeschrieben. So verschob sich die Vorstellung von einer vorwiegend passiven Diffusion hin zu
dem neuen Konzept des aktiven Transports als einer Schliisseldeterminante fiir Absorption und

25

Verteilung von Arzneistoffen In Abhéngigkeit vom jeweiligen Substrat koénnen

12 Durch die insgesamt

tranportervermittelte und passive Diffusion gleichzeitig erfolgen
begrenzte Expression von Transportproteinen unterliegt der Transportvorgang der Michaelis-
Menten-Kinetik: mit zunehmender Konzentration des Substrats ndhert sich die Transportrate
einem nicht iiberschreitbaren Maximalwert. Bei Konkurrenz mehrerer Arzneistoffe um die
Substratbindungsstelle eines Transporters kommt es oft zu erniedrigten Transportraten und
Interaktionen, was durchaus auch als positiver Effekt genutzt werden kann. Beispielsweise
verbesserte der B-Blocker Talinolol die Absorption des Herzglykosids Digoxin aufgrund dessen

Verdringung am intestinalen Effluxtransporter P-Glykoprotein '*'

Rifampicin steigert den
Gehalt an intestinalem P-Glykoprotein und fiihrt somit zu einer Verringerung der oralen
Bioverfiigbarkeit von Digoxin *. Die Carrier-vermittelten Prozesse stellen daher hiufig einen
kritischen Punkt hinsichtlich einer effizienten Aufnahme bzw. Ausscheidung organischer

Substrate und vieler Medikamente dar.

10



1.2.2 Klassifikation Aufnahme — Efflux

Transmembrantransporter lassen sich in Aufnahme- oder Exportsysteme unterscheiden, je nach
Hauptrichtung des Substanztransports in die Zelle hinein oder aus ihr heraus. Sie weisen eine
gemeinsame Sekunddrstruktur auf, gekennzeichnet durch multiple membran-durchziehende

Dominen mit wechselnden intra- und extrazellulidren Segmenten (loops) .

Aufnahmecarrier iibernehmen die Resorption einer Vielzahl von Néhrstoffen und endogenen
Komponenten wie Aminosduren, Peptiden, Zuckern, Nukleosiden, Neurotransmittern,
Gallensduren und Vitaminen. Sie gehdren zur Familie der SLC (solute carrier) Transporter. Die
treibende Kraft der Aufnahmetransporter besteht im Wesentlichen in der Kopplung des
Substrattransports an den Symport oder Antiport von Ionen ( z.B. Na', H', oder HCO3"). Deshalb
ist die Aktivitidt dieser Transporter von der Erhaltung eines elektrochemischen Gradienten
abhéngig. Zu den Aufnahmetransportern gehdren unter anderem die Familie der OATPs
(Organic anion transporting protein, SLCO), OATs (Organic anion transporters, SLC224),
OCTs (Organic cation transporters, SLC224), CNTs (Concentrative nucleoside transporters),
ENTs (Equilibrative nucleoside transporters), MCTs (Monocarboxylate transporters) und
PEPTs (Proton/peptide co-transporter, SLC154) *°. Die in pharmakologischer Hinsicht am
eingehendsten untersuchten Transporter sind Mitglieder der OATP-Familie und Dipeptid-
Transporter. Dipeptid-Transporter besitzen ein breites Substratspektrum und haben fiir die
intestinale Resorption peptidartiger Pharmaka, wie z. B. B-Laktam-Antibiotika und ACE-
Hemmer, groBe Bedeutung ***. OCTs transportieren im Gegensatz zu OATPs hauptsichlich
kleine organische Kationen. OCT1 war das erste beim Menschen beschriebene und
charakterisierte Mitglied dieser Transporter-Familie *°. Es ist vorwiegend in der Leber
lokalisiert. Zu seinem Substratspektrum gehoren endogene Substanzen und eine Reihe von
Medikamenten. Das Wissen iiber pharmakologische Auswirkungen der Transporter der SLC22-

Familie ist gegenwartig stetig zunehmend.
Einige Carrier-Systeme, besonders die Mitglieder der SLC2 — Familie, sind zu beidseitigem
Substrattransport in der Lage, beispielsweise der natriumabhingige Aufnahmetransporter NTPC

(sodium-dependent taurocholate cotransporting polypeptide, SLC1041) *'.

Efflux-Carrier regeln Ausscheidungsvorgénge vieler Fremd- und Arzneistoffe und sind in

Organen mit Exkretionsfunktion, wie Leber und Niere, zu finden. Sie gehdren hauptséchlich zur
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grolen und phylogenetisch alten ABC-Familie (47P-binding cassette). Die treibende Kraft
dieser Transportsysteme wird durch die Hydrolyse von ATP (Adenosintriphosphat)
gewihrleistet, so dass Substrate auch entgegen hoher Konzentrationsgradienten aus der Zelle
gepumpt werden konnen. Pharmakologisch wichtige Mitglieder dieses Transportsystems ist die
Familie der MRPs (" Multidrug resistance related protein , ABCC), die vor allem an der
Ausscheidung der in der Phase I —Reaktion konjugierten Arzneistoffe mitwirken , BCRP (breast
cancer resistance protein, ABCG) und die P-Glykoprotein-Familie (ABCB) mit MDRI1
(Multidrug resistance protein 1, ABCBI) und der Gallensalz-Exportpumpe BSEP (bile salt
exporting pump, ABCBII). P-Glykoprotein (Pgp) wurde urspriinglich als einer der
Hauptausloser der sogenannten Multiresistenz gegen Zytostatika bekannt . Es kommt jedoch
auller in Tumorzellen auch in vielen normalen Geweben, wie Darm, Leber, Niere, Blut-Gewebe-
Schranken vor. Die ubiquitire Lokalisation und das extrem breite Substratspektrum von P-
Glykoprotein weisen auf eine sehr grofe Bedeutung bei der Disposition von Arznei- und
Fremdstoffen hin. MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2, ABCC?2) hingegen wird in
der apikalen Membran der Enterozyten, in der Leber, und auch in der Niere exprimiert, und
beeinflusst womdglich sowohl die Absorption als auch die Elimination von Medikamenten ** *°.
Zu den Substraten der Effluxtransporter MRP2 und BCRP - die unter anderem an der
kanalikuldren Membran der Hepatozyten lokalisiert sind (s. Abbildung 1) -  gehoren

beispielsweise auch Statine.

Hepatocytes ocT1
g Hepatocyt ATT

Bloodstream

BSEP \, MDR3 _NTCP
éj’ v
OATP1B3
MDR1 Y b
BCRP. = [1OATRIBI

I

Bile canaliculus

Abbildung 1: **  In der Leber steuern Expression und Aktivitit von Aufnahmetransportern (z.B. OATP1B1) —
und Effluxtransportern (z.B. MRP2) den vektoriellen Transport von exogenen und endogenen Substraten vom
Pfortaderblut in die Gallenfliissigkeit.

Arzneistoffe konnen weiterer Biotransformation in den Hepatozyten unterliegen oder unverdndert iiber die Galle

ausgeschieden werden, wie im Fall von Pravastatin.
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1.2.3 Genetische Polymorphismen in Transportern

Mit der initialen Sequenzierung des menschlichen Genoms wurde geschitzt, dass
Transportproteine durch etwa 500 bis 1200 Gene codiert werden **'*°. Standen anfangs die in
Phase I- und Phase II- Reaktionen involvierten hepatischen Stoffwechselenzymen im
Vordergrund intensiver pharmakogenetischer Untersuchungen, so ergaben sich in den
vergangenen Jahren auch zunehmend Hinweise auf pharmakokinetisch relevante

Polymorphismen von Medikamententransportern.

Genetische Varianten, die die Transportfunktion in vitro beeinflussen, sind vor allem fiir das
OATP-Transportsystem beschrieben worden, gefolgt vom Kationentransporter OCT1 %,

Das Fehlen des MRP2- Proteins als Folge bestimmter Mutationen im MRP2- Gen resultiert in
konjugierter Hyperbilirubindmie, dem Dubin-Johnson-Syndrom 64 bisher ist aber nur sehr wenig
iiber mogliche Auswirkungen von MRP2- und MRPI1-Varianten auf die Pharmakokinetik von
Arzneimitteln beim Menschen bekannt. Pgp (P-Glykoprotein) ist das am besten untersuchte und
charakterisierte ABC-Transportsystem, fiir das sowohl in vitro als auch in klinischen Studien
pharmakogenetisch relevante Polymorphismen nachgewiesen werden konnten ® 4% ¢ 7 115,

Evidenzen fiir die klinische Relevanz, die allerdings auch umstritten sind, finden sich in der

Pharmakotherapie der HIV-Infektion und der Epilepsie.

1.2.4 OATP (Organic Anion Transporting Polypeptid, SLCO)

Bis heute wurden beim Menschen neun Isoformen des OATP- Transportsystems identifiziert. Sie

weisen eine vergleichsweise hohe Substratspezifitit auf und sind in einer Vielzahl von Geweben

128

wie Leber, Niere, Gehirn und im Darm exprimiert ~°, teilweise mit unterschiedlich praferierter

Lokalisation. Es wurde gezeigt, dass die in der Leber an der basolateralen Membran der
Hepatozyten lokalisierten OATPs eine wichtige Rolle bei der Extraktion amphoterer endogener

Komponenten, Xenobiotika und Arzneistoffen aus dem Pfortaderblut spielen .

Zu den endogenen Substraten von OATP gehoren Gallensduren, Bilirubin,
Schilddriisenhormone, Prostaglandine, Steroide und Cholecystokinine und eine Reihe haufig

eingesetzter und therapeutisch wichtiger Medikamente wie die ACE-Hemmer Enalapril und

49, 102 17 &3 135

Temocaprilat , das Antihistaminikum Fexofenadin , Methotrexat ",

Benzylpenicillin '**, Rifampicin *°, und diverse HMG-CoA-Reduktase-Hemmer ¢ 3 62-66- 119,

, Digoxin

13



Viele der Mitglieder der OATP-Familie haben teilweise iiberlappende Substratspektren, wahrend
einige auch spezifische Pridferenzen aufweisen. Dabei werden OATPs mit der geringsten
Substratspezifitdt in der groBen Gruppe von OATP1 zusammengefasst °'. Mitglieder dieser
Familie dienen der Entgiftung einer Vielzahl von Geweben und Verhindern die Ansammlung
toxischer endogener Komponenten und Xenobiotika. OATPs mit enger gefasstem
Substratspektrum  steuern  gezielt Prozesse im  Cholesterol-, Prostacyclin- und
Steroidmetabolismus und erfiillen spezifischere Funktionen in bestimmten Organen, zum
Beispiel den Transport von Steroiden und Schilddriisenhormonen in periphere Zielgewebe,

beziehungsweise in die Nebennieren.

Hinsichtlich dieser vielfdltigen Funktionen wurde das OATP-Transportsystem mit dem
Cytochrom P450-System verglichen. Da OATPs nicht nur anionische, sondern auch neutrale und
kationische Komponenten transportieren, ist der historische Name irrefiihrend; es wurden
deshalb Versuche unternommen, einen Ersatz durch eine systematische Nomenklatur zu finden.
Die Gene der OATPs sind gegenwirtig in der Solute Carrier — Familie 21A (SLC214)
klassifiziert *'. Innerhalb dieser Familie gelten OATPIBI (frither bezeichnet als OATP-C,
SLC2146), OATP2B1(OATP-B, SLC2149) und OATP1B3 (OATPS, LST-2, SLC21A48) als die

wichtigsten OATPs, die an der basolateralen Membran humaner Hepatozyten lokalisiert sind.

Durch die wachsende Anzahl bekannter Substrate hat dieses Transportsystem einen zunehmend
hoheren Stellenwert in der Pharmakokinetik gewonnen. In Verbindung mit Exporttransportern

wie P-Glykoprotein und MRPs sind OATPs mal3geblich fiir die Disposition vieler Medikamente.
95,38, 64, 142,79, 115

Da sich dieses Transportsystem ubiquitdr im ganzen Korper in Epithel- oder Endothelzellen
diverser Organe befindet, ist die Frage nach pharmakokinetisch relevanten Genpolymorphismen
und toxikologischen bzw. pathophysiologischen Konsequenzen von besonderem Interesse. Es
konnten zahlreiche genetische Varianten fiir OATP1B1 und OATP2BI, ferner auch fiir
OATPI1B3 identifiziert werden, von denen einige die Aktivitdt des Proteins in vitro beeinflussen

31, 56, 73, 82, 98, 106, 135 \1nd auch in vivo mit einer verinderten Pharmakokinetik des Substrats

. - 95,96
Pravastatin assoziiert waren ~ .
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1.2.5 OATPI1B1 (SLCO1BI)

Der organische Anionentransporter OATP1BI1 (Organic Anion Transporting Polypeptide 1BI1,
frither auch bezeichnet OATP-C/OATP2/LST-1) mit der genetischen Kodierung SLC2146
kommt ausschlieBlich in der Leber vor '. Er gehdrt zur Gruppe der an der basolateralen
Membran der Hepatozyten exprimierten Transportproteine *, die entscheidend fiir die aktive
Aufnahme einer Reihe von endogenen und exogenen Stoffen aus dem Pfortaderblut in die Leber
sind ¥, Zu den Substraten von OATP1B1 zihlen neben organischen Anionen, Gallensduren,
Bilirubin, konjugierten Steroiden (Dehydroepiandrosteron, Ostradiol-17p-D-Glukoronid),

41, 63, 128, 16, 129

Eikosanoiden (Prostaglandin E,, Thromboxan B,, Leukotrien C,) auch

Schilddriisenhormone ' , Flavonoide '*° | das Glykosid Oubain ¢’ , der Folsdureantagonist
Methotrexat '*°, Antibiotika wie z.B. Benzylpenicillin '**, das Chinolon-Derivat Sparfloxacin '*
sowie die antihypertensiven Wirkstoffe Temocaprilat ** und Valsartan "°. In den letzten Jahren
hat sich die Anzahl der diesem Substratspektrum nachweislich angehorenden Arzneimittel stetig
erweitert; dazu gehdren auch die Antidiabetika Repaglinid °' und Nateglinid '*® , Lipidsenker

63, 56

wie Atorvastatin , Pitavastatin 13, Simvastatin-Saure 105, Rosuvastatin 71, der aktive Metabolit

7 und das neue Antimykotikum Caspofungin '"*. Vor

SN-38 des Zytostatikums Irinotecan
Kurzem wurden auch die Endothelin-Rezeptorantagonisten Atrasentan >’ und Bosentan "’ als
Substrate von OATP1BI identifiziert. Hsiang et al. 1999 *' und Nakai et al. 2001 ** zeigten
anhand von in vitro —Studien, dass der Cholesterin-Synthese-Inhibitor Pravastatin ein

spezifisches Substrat von OATP1B1 ist.

Das codierende Gen fiir OATP1BI1 (SLC21A46) ist auf Chromosom 12 lokalisiert und setzt sich
aus 14 Exons (DNA-Abschnitte, die als Code fiir ein spezifisches Polypeptid fungieren)
zusammen. Es weist eine Reihe von allelischen Varianten ( SNPs) auf > *% %2 SNPs
bezeichnen individuelle molekulare Abweichungen der DNA, meist in Form von
Punktmutationen, die nur eine einzige Base betreffen. Die Verdnderung der Basensequenz kann
nach modifizierter Ubersetzung in der Proteinbiosynthese auch die Aminosiuresequenz des
betroffenen Proteins, und im &uBersten Fall auch dessen urspriingliche Funktionalitdt, bzw.

Aktivitat beeinflussen.

Haplotypen reprisentieren die Allelkombination eines Genlocus innerhalb eines Chromosoms.
Sie kodieren je nach Konfiguration diverse Genotypen (bestimmte Allelkonfiguration an einem

Genort) und treten in unterschiedlichen Frequenzen auf.
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Anhand der Haplotypen-Analyse konnten Tirona et al. 2001 ' 16 Allele (*1b, *Ic,*2 - *14)
von OATP1B1 (OATP-C) in Weillen und Afro-Amerikanern identifizieren. Alle beschriebenen
Polymorphismen fiihrten zum Aminosédureaustausch in OATP1B1 (OATP-C) ( Abbildung 2).
Die Transportaktivitit der Proteinvarianten mit den SNPs *2 , *3, *5, *6, *9 *[0, *12 und *13
fiir Ostronsulfat und Ostradiol-17B-D-Glukoronid in vitro war im Vergleich zum nichtmutierten
Wildtyp-Allel */a in signifikantem MafBle gemindert und belief sich auf 7-53 % des Werts des

Referenzallels */a.

Die Frequenzen der detektierten SNPs waren unter Weillen und Afro-Amerikanern je nach
ethnischer Zugehorigkeit unterschiedlich. Die héufigsten Polymorphismen unter weiflen
Amerikanern betrugen nach Tirona et al. 2001 ' fir OATPIBI1*1b (Asn130Asp) 30 %, fiir
OATPIBI1*4 (Prol55Thr) 16 % und fiir OATPIBI1*5 (Vall74Ala) 14 %. Die Frequenzen der

ibrigen waren mit weniger als 2 % vergleichsweise gering.
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Abbildung 2: '  Schematische Darstellung von SNPs in OATP1BI. Nichtsynonymer Austausch von

Nukleotiden ist durch Pfeile gekennzeichnet. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Allele N130D
(OATP1B1 *1b) und V174A (OATPIBI *5) sind grau hervorgehoben.

98, 96, 95, 104
» 7> 72 T was den

Inzwischen wurden noch weitere Haplotypen von SLCOIB]1 entdeckt
polymorphen Charakter dieses Gens weiter verdeutlicht. Nozawa et al. 2002 °® und Nishizato et
al. 2003 *° identifizierten anhand von Untersuchungen innerhalb der japanischen Bevélkerung

die fiir die Transportaktivitit von OATP1B1 relevanten Allele */5 und */6 . Das OATP1B1*15-
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Allel enthélt den Austausch der Basenpaare A388G und T521C, resultierend im Aminoséuren-
Austausch Asp130Alal74.

Nishizato et al. 2003 °° zeigten in einer pharmakokinetischen Studie in vivo eine reduzierte
hepatische (totale und nichtrenale) Clearance des Lipidsenkers Pravastatin, sowie signifikant
hohere Pravastatinspiegel bei Tragern des OATP1B1*15- Allels im Vergleich zum homozygoten
*1b- Genotyp. Bemerkenswerterweise befand sich unter den japanischen Probanden kein Triger
des OATPIBI *5- Allels. Auch hier schien die Verteilung der Haplotypen offensichtlich von der
ethnischen Herkunft abhingig zu sein. Eine jlingste Untersuchung zur Verteilung von
Allelfrequenzen und Haplotypen in unterschiedlichen ethnischen Gruppen verweist auf
genetische Ahnlichkeiten von SLCOIBI in der tiirkischen und deutschen Bevélkerung, jedoch
auf groBBe Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit von SNPs und Haplotypen zwischen
Kaukasiern, Afrikanern und Asiaten *’. Dies betrifft insbesondere auch die SNPs A388G und
T521C. Von den 18 bekannten Polymorphismen von OATPIB1 und den darauf basierenden
Haplotypen schienen nur acht SNPs relevant fiir weitere funktionelle Untersuchungen bei
Kaukasiern, Tiirken und Afrikanern (A388G, G411A, C463A, T521C, C571T, C597T, G1463C,
A1929C)

1.3 Pravastatin als Substrat von OATP1B1

1.3.1 Charakterisierung und Wirkungsweise

Pravastatin gehort zur Gruppe der Statine, die als Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase fungieren.
In dieser Funktion senkt es die Blutfettwerte iiber zwei Mechanismen: zum einen hemmt
Pravastatin reversibel und kompetitiv das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der hepatischen
Cholesterinbiosynthese, das Hydroxymethylglutaryl — Coenzym A (HMG-CoA), und reduziert
dadurch die intrazelluldre Cholesterinsynthese. Reaktiv kommt es zu einem Anstieg der Zahl der
LDL- (low density lipoprotein) Rezeptoren an der Zelloberfliche und zu einem verstirkten
Abbau von LDL, bzw. zu einer erhohten LDL-Clearance im Blut. AuBlerdem bewirkt
Pravastatin eine Hemmung der de novo- Synthese von LDL-Cholesterin und erreicht somit eine
Senkung des LDL-Cholesterins und des Gesamtcholesterins, wiahrend das HDL- (high density
lipoprotein)  Cholesterin erhoht wird. Durch dieses Wirkprinzip ist Pravastatin zu einem

verbreiteten Pharmakon gegen die Hypercholesterinimie avanciert 2.
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Eine LDL-Cholesterinsenkung wird sowohl in der Sekundér-, als auch in der Primérpridvention
von koronarer Herzkrankheit und Herzinfarkt empfohlen **. Anhand mehrerer Studien wurden
hinsichtlich der Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Hemmern Senkungen des relativen Risikos
fiir kardiovaskuldre Ereignisse um 20 % bestitigt. Fiir die Prdvention und Behandlung der
Folgeerkrankungen der Hypercholesterinimie ist dementsprechend eine Senkung des
Gesamtcholesterins und der LDL-Serumkonzentration, sowie die Anhebung der HDL-Fraktion

erstrebenswert.

Derzeit sind neben Pravastatin vier weitere Statine im klinischen Einsatz (Lovastatin,
Simvastatin, Fluvastatin, Atorvastatin). Die jiingst entwickelten Statine sind Pitavastatin und

Rosuvastatin, letzteres erhielt erst kiirzlich die Zulassung in Deutschland.

Als Nebenwirkungen von Pravastatin werden voriibergehende und unter Therapie persistierende
Erhohungen der Lebertransaminasen beschrieben, gelegentlich konnen Kopfschmerzen,
Schwindel, Miidigkeit und Brustschmerz auftreten. Desweiteren werden unkomplizierte
Myalgien und Arthralgien beobachtet, in Einzelfdllen wird das Auftreten einer schwer bis todlich
verlaufenden Rhabdomyolyse (Muskelzelluntergang der quergestreiften Muskulatur) mit
gestorter Nierenfunktion infolge Myoglobinurie erwéhnt. Dariiber hinaus kann es zu Juckreiz
und Exanthem, gastrointestinalen Beschwerden, Hypersensitivititsreaktionen wie Blut-
druckabfille bis hin zum anaphylaktischen Schock und zu Blutbildverinderungen kommen 2.
Da die myotoxischen Effekte der Statine konzentrationsabhingig sind '*?, stellt sich die Frage,
ob Individuen mit genetisch bedingt funktionell eingeschrankter Aktivitit von OATP1B1 und

der Konsequenz erhdhter Pravastatin-Plasma-Spiegel anfélliger fiir eine Pravastatin-induzierte

Myopathie sind als Individuen mit einem normalen Phianotyp

1.3.2 Pharmakokinetik

Pravastatin zeichnet sich durch seine einzigartigen pharmakokinetischen Eigenschaften unter den
anderen Cholesterolsyntheseinhibitoren aus. Die ausgeprigte Hydrophilie dieser Verbindung
erklirt den geringen Absorptionsgrad im Gastrointestinaltrakt. Durch den Aufnahmetransporter
OATPIBI1 wird Pravastatin — im Gegensatz zu anderen Statinen - in hohem Maf3e aktiv vom
portalvendsen Blut in die Hepatozyten transportiert 0 4% 3¢ 36 12l 38 61 pyje

transportervermittelte Aufnahme in die Leber ist ausschlaggebend fiir den hepatoselektiven
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Wirkmechanismus und die Hemmung der Cholesterinsynthese. OATP1B1 wurde als wichtigster

hepatischer Aufnahmetransporter von Pravastatin charakterisiert .

Pravastatin wird als einziger der derzeitig routineméBig eingesetzten HMG-CoA-Reduktase-
Hemmer nur zu einem geringen Teil iiber das Cytochrom P450-System metabolisiert. In-vitro-
Untersuchungen zur Metabolisierung von Pravastatin an humanen Darm- und Leberzellen
zeigten, dass die Bildung der hydroxylierten Metabolite unter anderem iiber CYP3A4, einem
Leberenzym des Cytochrom P450-Systems, erfolgt. Vergleichsuntersuchungen mit Lovastatin
zeigten jedoch, dass der Metabolisierungsweg von Pravastatin iiber das Cytochrom P450-System

eine vergleichsweise untergeordnete Rolle spielt .

Nach oraler Verabreichung werden etwa 20 % der Dosis iiber die Nieren, 70 % iiber die Féces
eliminiert **. Der Hauptanteil wird unverindert ausgeschieden *' . Etwa 1,5 Stunden nach oraler
Einnahme werden maximale Blutspiegel erreicht. Die Plasmaeliminationshalbwertszeit (t 1, )
betrdgt etwa 1,5 bis 2 Stunden. Der Hauptmetabolit 3’a-iso-pravastatin ist inaktiv und hat eine

Halbwertszeit, die knapp unter der des Pravastatins liegt '®. Die Bioverfiigbarkeit liegt bei 17 %
2

1.3.3 Pravastatin als Substrat weiterer Arzneimitteltransporter

Pravastatin ist neben weiteren Arzneimitteltransportern auch Substrat des Efflux-Transporters
MRP2 ">, MRP2 ist in der apikalen kanalikuliren Membran der Hepatozyten, des proximalen

9, 24, 64
> <52 und

Tubulus der Niere und der Enterozyten von Duodenum und Jejunum lokalisiert
vermindert daher womdglich die gastrointestinale Absorption und erleichtert die bilidre und

renale Ausscheidung der Stoffe seines Substratspektrums (s. auch Abbildung 1).

Weitere Transporter, die womdglich eine untergeordnete Rolle in der Disposition von
Pravastatin spielen, sind die Aufnahmetransporter OATP2B1 (OATP-B (SLCO2BI)) und der
organische Anionentransporter OAT3 (SLC22A48)), sowie die Efflux-Transporter BSEP (bile
salt export pump, ABCBI11) und BCRP breast cancer resistance protein, ABCG2). Neben der
Leber wird OATP2BI in den Enterozyten des Diinndarms exprimiert ®, wo es womdglich die
Absorption von Pravastatin erleichtert. OAT3 trdgt wahrscheinlich zur Ausscheidung von
Pravastatin iiber den Urin bei '*’. BSEP und BCRP werden in der kanalikuldren Membran der

27,78

Hepatozyten exprimiert und sind moglicherweise in die bilidre Elimination von Pravastatin
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involviert *> 7, besonders unter Abwesenheit von MRP2. BCRP wird auch im Diinndarm

exprimiert, wo es womdglich die Absorption von Pravastatin vermindert .

1.3.4 Auswirkung genetischer Polymorphismen auf Blutplasmaspiegel von Pravastatin

Mehrere klinische Studien haben hohe interindividuelle Schwankungen des Blutplasmaspiegels
von Pravastatin gezeigt '~ '® ', OATPIBl gilt als einer der hepatozelluliren
Hauptaufnahmetransporter von Pravastatin, dessen Aktivitit als entscheidender, die
Transportrate limitierender Faktor betrachtet wird ®. Zudem bleibt dieses Substrat in seinem
Metabolisierungsprozess vom Cytochrom P450— System weitgehend unabhéngig. Deshalb
wurde angenommen, dass zumindest ein Teil dieser interindividuellen Schwankungen méglichen
Genpolymorphismen dieses Transportproteins zugeschrieben werden kann. Anhand einer
klinischen Studie wurden kiirzlich tatsdchlich Effekte der Genvarianten OATPIBI *15 und

OATPI1B1 *1b auf die totale und nichtrenale Clearance von Pravastatin in vivo gezeigt %,

1.4  Problemstellung

Angesichts des Substratspektrums von OATPIB1 ist es denkbar, dass genetische
Polymorphismen weitreichende pharmakologische, toxikologische und pathophysiologische
Konsequenzen haben. Dabei ldsst die breite Anwendung von Pravastatin im Rahmen der

lipidsenkenden Behandlung Fragen iiber die Sicherheit der Therapie autkommen.

Tatséchlich gelten Expression und Funktion von OATPIBI als wichtiges, die Transportrate
limitierendes Kriterium beziiglich der hepatischen Clearance von Pravastatin '** *. Als
Konsequenz einer reduzierten Transportfunktion und begrenzten Aufnahme in die Hepatozyten,
den Hauptort der Elimination, und dadurch erhdhter Plasmaspiegel mit gesteigerter systemischer
Exposition, ist eine Erhohung der Rate unerwiinschter Arzneimittelwirkungen denkbar. Dies
konnte, insbesondere bei Langzeittherapie, zu Bedarf an MaBnahmen zur Dosisreduktion
filhren. Umgekehrt konnte eine durch genetische Varianten modifizierte Pharmakokinetik im
Sinne einer gesteigerten Aufnahmefunktion und erniedrigter Plasmaspiegel ebenfalls eine
Dosisanpassung zur Erzielung des gewlinschten therapeutischen Effekts erfordern. Aus diesen
Griinden sind Kenntnisse iiber die Auswirkungen von Varianten im OATP1BI-Gen auf

pharmakokinetische Parameter erstrebenswert.
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1.5  Zielsetzung der Arbeit

Die Auswirkung der bei Europdern am héufigsten auftretenden genetischen Polymorphismen des
Transportproteins OATP1B1 (OATPIB1 *1b und *5) auf die Pharmakokinetik einer Einzeldosis
des Cholesterinsenkers Pravastatin soll anhand ausgewihlter, gesunder Tréiger -einer

kaukasischen Bevdlkerung in einer kontrollierten klinischen Studie untersucht werden.

Ferner sollen Relevanz, Vorteile und Moglichkeiten einer routineméafigen Genotypisierung von

OATPIBI fiir eine medikamentdse Therapie diskutiert werden.

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1  Studiendesign

Die Untersuchung wurde als offene, parallele Pilotstudie angelegt. Insgesamt wurden 30 gesunde
ménnliche Probanden unterschiedlichen OATPIB1 - Genotyps beziiglich der Pharmakokinetik
einer oralen Einmalgabe von 40 mg Pravastatin aus der Gruppe der HMG-CoA-Reduktase-

Hemmer untersucht und verglichen.

Die Studie wurde nach Zustimmung der lokalen Ethikkommission gemiss den Richtlinien der
Good Clinical Practice am Institut fiir Klinische Pharmakologie der Charité durchgefiihrt und
beim Senator fiir Gesundheit und Soziales entsprechend § 67, Absatz 1 AMG angezeigt. Die
teilnehmenden Probanden wurden durch die studienbetreuenden Arzte und Doktoranden in
schriftlicher und miindlicher Form aufgeklart und gaben ihre schriftliche Einwilligung zur

Teilnahme an der Studie.

2.1.1 Probandenauswahl und Einschlusskriterien

Die Auswahl der Probanden erfolgte aus einem Pool von 423 Freiwilligen aus dem Raum
Berlin, bei denen eine Genotypisierung nach Polymorphismen des OATP1B1- Gens (SLC21A46)
vorgenommen wurde. AnschlieBend wurden insgesamt 30 Probanden ausgewihlt und drei
verschiedenen Gruppen zugeteilt. Die erste Gruppe bestand aus zehn Wildtyptragern mit dem

Genotyp OATPIBI *1a/*la , die zweite Gruppe aus zehn heterozygoten oder homozygoten
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Triagern des Allels OATPIBI1 *1b (Basenpaartausch A388G), die dritte Gruppe umfasste zehn
Individuen mit der Mutation OATPIBI *5 (Basenpaartausch T521C) (Tabelle I). Bei den
Studienteilnehmern handelte es sich um gesunde ménnliche Nichtraucher im Alter zwischen 18
und 50 Jahren mit einem Korpergewicht £ 20 % gemdll Broca-Index. Alle Probanden waren
kaukasischer Abstammung; zur Vermeidung systematischer Fehler wurde die Auswahl aus einer

einheitlichen genetischen Population vorgenommen.

Uber die Teilnahme an der Studie wurde nach Erhebung simtlicher Untersuchungsparameter
gemil den untengenannten Ein- und Ausschlusskriterien vor Beginn der Messung entschieden.
Die Priifung zur Erfiillung der Kriterien erfolgte anhand eines Anamnesebogens und durch

Erhebung von medizinischer Anamnese und korperlichem Status, einschlieBlich Feststellung

Tabelle 1: Charakteristika der Studienteilnehmer, gruppiert nach Haplotypen von OATP1B1

Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
*la/*la (n=10) *la/*1b (n = 8)+ *la/*5 (n=10)
*1b/*1b (n =2)

Alter (Jahre) 28 (20 — 37) 31 (23 - 45) 31 (24 - 46)
Gewicht (kg) 79 (64 — 108) 73 (66 — 86) 74 (63 — 81)
GrédBe (cm) 182 (168 — 193) 178 (173 — 191) 180 (173 — 191)

Die Werte bezeichnen Mittelwert und Spannweite.

von Alter, KorpergroBBe und Gewicht, Messung von Korpertemperatur, Pulsfrequenz und
Blutdruck, sowie Erstellung eines Zwolf-Kanal-EKGs. Zusétzlich wurde eine klinisch-
chemische und hédmatologische Routine-Blutuntersuchung vorgenommen, in deren Rahmen
folgende Parameter bestimmt wurden: Elektrolyte, Glukose, Kreatinin, Harnstoff, Triglyzeride,
Cholesterin, High-density-lipoprotein-Cholesterin, Low-density-lipoprotein-Cholesterin,
Albumin, Kreatinkinase, C-Reaktives Protein, Aspartataminotransferase,

Alaninaminotransferase, Gesamt-Bilirubin, Thromboplastinzeit, partielle Thromboplastinzeit,
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Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten-, Leukozyten-, Thrombozytenanzahl sowie Hepatitis-B-
surface-Antigen, Hepatitis-B-core-Antikdrper und Hepatitis-C-Virus-Antikorper zum Ausschluss
einer Hepatitis B bzw. Hepatitis C. Dartiber hinaus wurde ein HIV-Test und ein Drogenscreening
hinsichtlich Alkohol, Cannabinoide, Opioide, Benzodiazepine, Barbiturate und Cotinin
durchgefiihrt. Im Rahmen der Urinanalyse wurden pH-Wert, Nitrit, Protein, Glukose, Ketone,
Urobilinogen, Bilirubin, Blut und Leukozyten bestimmt. Die Probanden erhielten schriftliche

und miindliche Erlduterungen zu Studieneinschrinkungen und Erndhrungshinweise.

2.1.2 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Probanden mit Storungen der Leber- und Nierenfunktion, floridem
Magen-Darm-Ulkus in der Anamnese, Operationen des Gastrointestinaltraktes (ausgenommen
davon: Appendektomie) oder einer innerhalb der letzten vier Wochen vor Studienbeginn
stattgehabten interventionellen Diagnostik (z.B. Katheteruntersuchungen). Des weiteren fanden
Probanden mit Muskelerkrankungen, Tumorleiden, Hepatitis, HIV-Infektion, Tuberkulose,
Diabetes mellitus und neurologischen bzw. psychiatrischen Erkrankungen, sowie dauerhafter
Begleitmedikation, Arzneimittelallergien in der Anamnese oder mit bekanntem Drogenabusus
keine Zulassung zur Studienteilnahme. Ausgeschlossen wurden auch Probanden, die innerhalb
der letzten zwei Monate an einer anderen Arzneimittelstudie teilgenommen oder Blut gespendet
hatten, oder die ganz allgemein klinische Befunde aufwiesen, die eine Teilnahme hétten
beeintriachtigen konnen. Zudem wurden keine Frauen in die Studie eingeschlossen, um
eventuelle geschlechtsspezifische Auswirkungen auf die Pharmakokinetik von Pravastatin
auszuschliefen - beispielsweise eine mdgliche Beeinflussung des Leberstoffwechsels durch
zyklusabhingige Schwankungen von Ostrogen. Allerdings existieren hinsichtlich des Faktors der
Geschlechtszugehorigkeit als relevante Einflussgrosse in diesem Rahmen derzeit

- . 101,94
unterschiedliche Forschungsergebnisse .

2.1.3 Studienablauf

Die Kinetikmessung am jeweiligen Priiftag erstreckte sich iiber insgesamt 24 Stunden. In diesem
Zeitraum erfolgten insgesamt 13 Blutentnahmen. Nach einer Niichternblutentnahme aus einer
peripher-vendsen Verweilkaniile erhielten die Probanden die orale Studienmedikation von 40 mg
Pravastin (Pravasin protect *, 40 mg; Bristol Myers Squibb GmbH, Miinchen ) zusammen mit

200 ml Wasser. Darauthin wurden in Abstdnden von 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1,30 h, 2 h, 3
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h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h und 24 h nach Pravastatin-Einnahme Blutproben von jeweils 9 ml
entnommen. Zusétzlich wurde Urin in den Perioden 0-12 h und 12-24 h gesammelt. Nach Ablauf
der Messungen am ersten Priiftag wurden die Probanden iiber Nacht in ihre hidusliche Umgebung
entlassen. Die letzte Blutentnahme erfolgte am Morgen des zweiten Priiftags, zu der sich die

Probanden noch einmal im Institut einzufinden hatten.

2.1.4 Diitetische Maflnahmen

Die Probanden hatten eine Niichternphase von zehn Stunden vor bis vier Stunden nach
Einnahme des Cholesterinsenkers einzuhalten. Nach Verabreichung der Testsubstanz erhielten
sie zundchst Mineralwasser, im Anschluss standardisierte Mahlzeiten jeweils vier und zehn
Stunden nach Medikamenteneinnahme. Weitere Nahrungsaufnahmen dazwischen waren nicht
erlaubt. Jeweils 24 Stunden vor Einnahme des Medikaments bis nach der letzten Blutentnahme
mussten die Teilnehmer auf den Genuss von Alkohol und xanthinhaltigen Speisen und
Getranken (Kaffee, Tee, Cola, Schokolade, Kakao) verzichten, dariiber hinaus auch auf
Grapefruit- und chininhaltige Produkte aufgrund deren hemmenden Einflusses auf die

Transportaktivitit von OATP in vitro "

. Der Konsum von Nikotin und Drogen war ab sieben
Tagen vor Beginn bis zum Abschluss der Messung untersagt. Im Ubrigen hatten die Probanden
ab 72 Stunden vor der Voruntersuchung bis zum Abschluss der Studie Saunabesuche,
Sonnenbédder und anstrengende korperliche Aktivititen zu unterlassen, um eine hieraus
resultierende Erhohung der Kreatininkinase von einem eventuellen, medikamentds bedingten

Anstieg abgrenzen zu konnen.

2.1.5 Weiterverarbeitung der Proben

Die Blutproben a 9 ml wurden in Polypropylen-Réhrchen mit Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) als Antikoagulanz (S-Monovette® 2,7 ml Kalium-EDTA, No./REF 05.1167, Sarstedt)
abgenommen und unmittelbar danach 10 min bei 5000 U/min zentrifugiert. (Zentrifuge 5415c,
Eppendorf ). Das so gewonnene Blutplasma wurde in Eppendorfgefdie a 2 ml tiberfiihrt und bis
zur Weiterverarbeitung bei —22 °C gelagert.

Fiir die Urinanalyse wurden von dem Urin der beiden Sammelperioden 0-12 h und 12-24 h
jeweils 10 ml mit einem Kunststoff-Rohrchen (Urin-Monovette®, No./REF. 10.252, Sarstedt)

entnommen und bis zur Weiterverarbeitung ebenfalls bei —22 °C gelagert.
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2.1.6 Sicherheitskontrolle

2.1.6.1 Uberpriifung der Probandencompliance und Vorsichtsmafinahmen

Unmittelbar vor Einnahme der Testsubstanzen am Priiftag wurden die Probanden wiederholt im
Rahmen einer  Kurzanamnese iiber ihren Gesundheitszustand, begleitende
Medikamenteneinnahmen, sowie Drogen-, Alkohol- und Nikotinkonsum befragt. Die
Studienteilnehmer erhielten Hinweise iliber mogliche  Durchfiihrung weiterer Blut- und
Urinkontrollen zur Uberpriifung ihrer Angaben im Zweifelsfall und iiber sofortigen Ausschluss
von der Studie bei positivem Testergebnis. Zur Minimierung gesundheitlicher
Beeintrachtigungen wurden Blutdruck- und Pulskontrollen wahrend der Messung vorgenommen.
Eine korperliche Untersuchung und Kontrolle der {brigen, bereits im Rahmen der
Voruntersuchung ( unter 2.1.1 ) erhobenen Parameter wurde auBBerdem auch im Rahmen einer

Nachuntersuchung innerhalb einer Woche nach dem Priiftag wiederholt.

2.1.6.2 Evaluierung von unerwiinschten Ereignissen
Jedes aufgetretene unerwiinschte Ereignis, das wihrend oder nach der Kinetikmessung bei einer
Versuchsperson auftrat, wurde erfasst und schriftlich dokumentiert. Dies geschah unabhéngig

davon, ob ein Zusammenhang mit dem Priifpréparat bestand oder nicht.

2.1.6.3 Versicherungsschutz

Gemil den Vorschriften des Arzneimittelgesetzes AMG § 40, Absatz 1 und Absatz 3, waren die
Probanden gegen bei Blutentnahmen potentiell auftretende Schidden, sowie die therapeutisch
nicht indizierte Einnahme des Cholesterinsenkers mit einer Deckung von bis zu 500.000 Euro

versichert.

2.1.7 Fehlerminimierung

Die Hauptzielparameter, die in dieser Studie gemessen wurden, sind von der subjektiven
Wahrnehmung der Probanden oder Studiendrzte unabhéngig (Arzneimittel-Blutkonzentrationen,

Transportaktivititen), so dass eine Randomisierung oder Blindung nicht notwendig war.

2.1.8 Dokumentation der Studie

Die erhobenen Daten (Anamnese, Laborergebnisse, unerwiinschte Arzneimittelneben-

wirkungen, Blutentnahme- und Laborprotokolle) wurden in eigens hierfiir erstellten Priifbogen
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eingetragen, die zusammenhédngend flir 15 Jahre im Institut fiir Klinische Pharmakologie der

Charité autbewahrt werden.
2.1.9 Datenschutz

Die Probandendaten wurden in anonymisierter Form erhoben. Jeder Proband erhielt eine
individuelle Code-Nummer. Die Zuordnung von Proband und Code ist nur den an der Studie
mitarbeitenden Doktoranden und Arzten bekannt und wird nicht an Dritte weitergegeben. Die
Daten wurden computergesteuert verwaltet und gespeichert. Ein Datenzugriff anderer auf die

personenbezogenen Daten ist nur nach Genehmigung durch die Probanden selbst moglich.

2.2 Gewinnung der DNA

Die DNA wurde aus kernhaltigen Leukozyten durch das Standard Phenol-Chloroform-
Verfahrens extrahiert, bzw. aus nativen Blutproben gewonnen anhand des MagNA Pure LC
Systems und des MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics'",

Mannheim).
2.2.1. Lyse der Erythrozyten

Zunichst wurden etwa 5 ml aufgetautes EDTA-Vollblut mit 35 ml 1 x Erythrozyten-Lyse-Puffer
versetzt und fiir mindestens 30 min bis maximal 2 h auf Eis inkubiert. Dies bewirkte eine
Zerstorung der kernlosen Zellen, wiahrend die kernhaltigen Leukozyten aufgrund der héheren
Membranstabilitdt intakt blieben. Die Proben wurden darauthin in einer auf 4 °C vorgekiihlten
Beckmann- Zentrifuge fiir 30 min bei 2000 U/min zentrifugiert, die Uberstinde anschlieBend
dekantiert und das Zellsediment mit jeweils 1,5 ml 1 x TEN-Puffer resuspendiert. Die Proben
wurden bis zur DNA-Extraktion bei —20°C tiefgefroren. Chemikalien und Losungen sind in

Tabelle 2 aufgefiihrt..
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Tabelle 2: Chemikalien, Losungen und Gerdte zur Lyse der Erythrozyten

10 x Erythrozytenlysepuffer 372 mg EDTA (MG =372,2 g/mol ) ( Fa. Calbiochem )
10 g KHCO;3 ( MG = 100,1 g/mol ) ( Fa. Merck )
61,5 g NH4Cl (MG = 53,49 g/mol) ( Fa. Merck )

1 x Erythrozytenlysepuffer 10 x Erythrozytenlysepuffer 1 : 10 mit aqua bidest auf 1 1
verdiinnen
10 x TEN- Puffer 24,2 ¢ TRIS/ HCI (MG = 121,14 g/mol) ( Fa. Merck )

7,4 g EDTA (MG = 372,2 g/mol)
17,5 NaCl, (MG = 58,44 g/mol)

1 x TEN- Puffer 10 x TEN- Puffer 1:10 mit aqua bidest auf 11 verdiinnen
Falcon — Rohrchen (50 ml)

Beckmann — Zentrifuge Modell GS- 6R

2.2.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus Leukozyten nach dem Standard-Phenol-Chloroform-Verfahren wurde
in folgenden Arbeitsschritten durchgefiihrt: Nach Vorlegen von jeweils 1,5 ml Lysis-Puffer und
100 pl der frisch angesetzten Proteinase K-Losung in sterilen Plastikrohrchen (PP-Rohrchen, Fa.
Greiner) und Zugabe von je 1,5 ml der Leukozyten-Zellsedimente aus dem Arbeitsschritt
Erythrozyten-Lyse erfolgte eine anschlieBende Inkubation im Brutschrank iiber Nacht unter
leichtem Schiitteln bei 37 °C. Darauthin wurden die Proben mit 1,5 ml Phenol-Chloroform
versetzt und fiir 2 h in einem Uberkopfschiittler gemischt. Dabei diente Phenol der Ausfillung
von Proteinen, die in Komplexen mit Nukleinsduren vorliegen. Nach zehnminiitiger
Zentrifugation bei 2500 U/min (Beckmann-Zentrifuge GS-8R) wurden im Rahmen der
Chloroform-Nachextraktion mindestens 2 ml der oberen, wéssrigen Phase jeweils mit 1,5 ml
Chloroform zwecks Eliminierung verbliebener Lipidbestandteile versetzt. Die Proben wurden fiir
30 min im Uberkopfschiittler gemischt und erneut fiir 10 min bei 2500 U/min zentrifugiert. Im
folgenden Arbeitsschritt wurde die DNA prézipitiert. Auf Gefdlle mit 6 ml 96 %igem Ethanol
und 100 ul 3 M Natriumacetat (pH 5,5) wurden exakt 2 ml der vorausgegangenen Chloroform-
Extraktion tiberpipettiert und kriftig per Hand geschiittelt, was zum Ausfallen der DNA fiihrte.
Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur und ebenfalls zehnminiitiger Zentrifugation

bei 3000 U/min haftete das Prizipitat am Boden des Réhrchens. Der Uberstand wurde vorsichtig
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verworfen, die DNA durch Zugabe von 3 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und wiederum 10
min bei 3000 U/min zentrifugiert. Nach wiederholter Verwerfung des Uberstands wurden die
Rohrchen 30 min zum Trocknen auf den Kopf gestellt, anschlieBend mit 200ul TE-Puffer
versetzt und zum Losen der DNA fiir mindestens 12 h bei 55 °C inkubiert. Nach Extraktion und
Auflésung der DNA erfolgte deren photometrische Quantifizierung. Dabei erfasste die Messung
sowohl die Menge als auch die Qualitit der Extrakte. Den Richtwert hierfiir bildete der
Extinktionsquotient bei 280/260 nm, der zwischen 1,6 und 2,0 liegen sollte. Werte unter 1,5
deuteten auf eine Proteinverunreinigung hin. Die DNA wurde bis zur PCR-Analyse bei 4 °C in

sterilen GefdBlen gelagert. Chemikalien und Losungen siehe Tabelle 3.

Tabelle 3: Chemikalien und Losungen zur DNA-Extraktion

Chemikalien

Proteinase- K- Losung je Probe 2 mg Proteinase-K ( Fa. Boehringer/Mannheim) in 100 pl
20 mM TRIS-HCI-Puffer 16sen

Lysis-Puffer Fertigpuffer ( Fa. Applied Biosystems, Nr.9 )

Phenollosung Fertigpuffer ( Fa. Applied Biosystems, Nr. 8 )

Chloroform-Losung ( Fa. Merck )

Ethanol, 96%ig und 70%ig ( Fa. Merck )

3 M Natriumacetat 40,8 g Natriumacetat (MG = 136,1 g/mol) (Fa. Merck)
+ 50 ml H,O, mit Eisessig auf pH = 5,5 einstellen, auf 100ml
mit H,O auffiillen und autoklavieren

TE-Puffer 10mM TRIS/HCI ; 0,1 mM EDTA ( Fa. Calbiochem )

2.2.3 DNA-Gewinnung mittels MagNA Pure LC Kit

Die Gewinnung der DNA aus nativen Blutproben anhand des MagNA Pure LC Systems (Fa.
Roche) und des MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics'™,
Mannheim) erfolgte gemdl3 der Protokolle des Herstellers. Das Prinzip beruht zunéchst auf Lyse

der Blutproben durch Inkubation mit einem speziellen Puffer, der chaotrope Salze und Proteinase
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K enthilt. Magnetische Glaspartikel werden hinzugefiigt, an deren Oberfliche die DNA
gebunden wird. Ungebundene Substanzen werden durch mehrere Waschschritte entfernt, dann

wird die gereinigte DNA eluiert.

2.3.  Genotypisierung

Eine Gruppe von 423 zufillig ausgewdhlten, die oben genannten Kriterien erfiillenden
Probanden wurde auf das Vorliegen von 18 zuvor beschriebenen Polymorphismen *> *® von
OATPIBI ( SNPs ) untersucht. Die Bestimmung der individuellen Genotypen erfolgte mittels
Polymerase- Kettenreaktion (PCR) und Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP)
nach optimierten Methoden '*°. Die Bezeichnung wurde entsprechend der zuvor verdffentlichten
Nukleotid —Sequenzen von OATP1B1 (GenBank Accession Nos. AC022335 und NM_006446)

vorgenommen.

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine relativ einfache In-vitro-Methode, durch die mittels
DNA-Polymerasen spezifische DNA-Segmente vervielfiltigt werden konnen. (Voraussetzung
dafiir ist, dass die Sequenz des nachzuweisenden DNA-Abschnittes zum grofiten Teil bekannt
ist.) Zur Durchfiihrung einer PCR werden genomische DNA , eine hitzestabile DNA-Polymerase
(Tag-Polymerase), die vier zur DNA-Synthese notwendigen Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sowie zwei geeignete DNA-Startmolekiile (Primer) in einem
geeigneten Reaktionspuffer inkubiert. Die einzelstrangigen Primer sind so auszuwéhlen, dass sie
komplementdr zu dem 5°- bzw. 3°- terminalen Ende des zu amplifizierenden DNA-Segmentes
sind. Mit Hilfe eines vollautomatisierten, sogenannten Thermocyclers verlduft die PCR in
temperaturgesteuerten Reaktionszyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht. In der
Phase der Denaturierung erfolgt die Trennung der Doppelstrange der Matrizen-DNA durch
kurzfristiges Erhitzen auf 94-95 °C. Nach einer Temperaturerniedrigung auf 58-60 °C lagern
sich die Primer an die Enden der ihnen komplementéren Strangsegmente an (Annealing). Die
Primer dienen dabei als Startpunkt fiir die sich anschlieBende Elongation. In dieser Phase erfolgt
die Synthese der komplementdaren DNA-Stringe durch die DNA-Polymerase, die die Primer bei
einer Temperatur von 72 °C in 5°-3"-Richtung verlédngert. Am Ende dieses Zyklus liegen neu

synthetisierte Doppelstrange vor, die zunichst noch keine definierte Lange haben. Da sie aber im
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nichsten Zyklus selbst als Matrizen verwendet werden und an ihren Enden die
Oligonukleotidsequenz der Primer tragen, entstehen ab dem dritten Durchlauf nur noch Produkte
gewiinschter Linge. Ab dem vierten Durchlauf erfolgt eine exponentielle Amplifizierung der
Zielsequenz. Nach millionenfacher Vermehrung der DNA kommt es aufgrund der zunehmenden
Hitzedenaturierung der DNA-Polymerase und des Verbrauchs an Nukleotiden und Primern zu

einer Limitierung auf etwa 30 Zyklen.

2.3.2 Restriktionsfragmentlingenpolymorphismen (RFLP)

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakterieller Herkunft, die spezifische Basensequenzen
einer DNA-Doppelhelix erkennen und schneiden, wodurch Restriktionsfragmente
unterschiedlicher Lénge entstehen. Befindet sich im Bereich der Erkennungsfrequenz einer
Restriktionsenzym-Schnittstelle ein genetischer Polymorphismus, resultiert ein verdndertes
Schnittmuster. Basensubstitution, Deletion oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotide fiithren
somit zu Neuauftreten oder Verlust von Schnittstellen und damit zur Verkiirzung oder
Verlangerung der Restriktionsfragmente. Dieses Phanomen wird
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP) genannt und zum Nachweis von
Punktmutationen ausgenutzt. In der anschlieBenden Gelelektrophorese wandern die Fragmente
abhingig von ihrer GroBe unterschiedlich schnell durch die netzéhnlichen
Polysaccharidstrukturen des Agarosegels und werden schlieBlich durch interkalierende

Farbstoffe sichtbar gemacht.

2.3.3 Bestimmung der OATP1B1-Allele durch PCR-RFLP-Tests

Tabelle 4: Chemikalien fiir die PCR-RFLP-Tests

Chemikalien Hersteller

10 x PCR-Puffer Rapidozym, Luckenwalde
100 mM TRIS-Hydrochlorid
[PH 8.8]
50 mM Ammoniumsulfat
250 mM Kaliumchlorid
20 mM Magnesiumsulfat
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3 oder 4 mM Magnesiumchlorid
Deoxyribonukleosidtriphosphate
Biotherm DNA Polymerase

Qualex Gold™ Agarose (1 % und 3 %)
PCR-Primer

Restriktionsendonukleasen
Bromphenolblaupuffer

Sybr® Green stain
10x TBE-Puffer

1x TBE-Puffer

Rapidozym, Luckenwalde
Rapidozym, Luckenwalde
Rapidozym, Luckenwalde
AGS, Heidelberg

TIB Molbiol, MWG
Fermentas,

St. Leon-Rot, Deutschland
Merck

Invitrogen, Deutschland

109 g Tris (Fa. Merck) + 55,6 g Borsdure
(Fa. Merck) + 9,3 g EDTA (Fa.Merck) in 600
ml Deionat 16sen, pH: 8,0-8,3 mit 1 N HCI
einstellen, auf 11 mit Deionat auffiillen
100ml 10x TBE-Puffer + 900 ml H,O

Tabelle 5: Geriite fiir die PCR-RFLP-Tests

Geriite Hersteller
Thermocycler: Gene Amp® PCR System 9700 Applied Biosystems
Videosystem Eagle Eye 11 Stratagene

Zentrifugen

Inkubationsschrianke

Halbautomatische Schiittler
Elektrophorese-Kammern und — Schlitten

ABI Automatic Sequencing System ABI 310

Eppendorf, Beckmann
Biometra

Hoefer, Heidolph
Protrans

Prism Foster, USA
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Tabelle 6 : Fiir PCR-RFLP-Tests bendtigte Primer

Exon SNP Primer Allelvariante
2 T217C 5-TGC CTATTG ACA TTA TAT AGT CC-3’ OATPIBI*2,
5’-GAT AAC CAG TGG TGT AAA GCA T-3' OATPIBI*I2
3 T245C 5-CTT GGA CTC TAT TTG CAT CCA TTC-3’ OATPIBI*3,
5’-CAA GGT ACT GAT AGT GGC ACA G-3’ OATPIBI*13
4 A388G 5-GCA AAT AAA GG GAATATTTC TC-3° OATPIBI*1b,
5"-AGA GAT GTA ATT AAA TGT ATA C-3° OATPIBI*14
OATPIBI*15
G411A 5-TTC ATC AGA AAA TTC AAC GTC-3’ OATPIBI*14
5'-AGA GAT GTA ATT AAA TGT ATA C-3°
G455A geschachtelte PCR des PCR-Produkts fiir A388G mit
Mismatch-Primer-Paar:
5'-TCA AAT TTT ATC ACT CAC TA-3" OATPIBI*Ic
5'- AGA GAT GTA ATT AAA TGT ATA C-3°
C463A wie bei A383G OATPIBI*4,
OATPIBI*14
A467G wie bei A388G OATPIBI*3,
OATPIBI*13
5 T521C 5-GTT AAATTT GTA ATA GAA ATG C-37 OATPIBI*5,
5-GTA GAC AAA GGG AAA GTG ATC ATA-3 OATPIBI*I5
und geschachtelte PCR mit Mismatch-Primer-Paar:
5’-GGT CAT ACA TGT GGA TAT ACG-3’
5'-GTA GAC AAA GGG AAA GTG ATC-3°
C571T geschachtelte PCR des ersten PCR-Produkts fiir T521C OATPIBI*]a,
mit Mismatch-Primer-Paar: OATPIBI*1b,
5’-GGA ATA GGG GAG ACT CCC ATA GTA ACA-3"  OATPIBI*S,
5’-GGG ATA GGG GAG ACT CCC ATA GTA ACA-3" OATPIBI*15
C597T geschachtelte PCR des ersten PCR-Produkts fiir T521C OATPIBI*1b,
mit Mismatch-Primer-Paar: OATPIBI*5,
5-GGG CTT TCT TAC ATT GAT GAT AT-3’ OATPIBI*15,
5'-GTA GAC AAA GGG AAA GTG ATC ATA-3’ OATPIBI*14
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10

14

G721A

T1058C

A1294G

A1385G

G1463C
A1929C

A1964G

A2000G

5-TAC CTA TTA GAA CAT ATA TTT GG-3’
5-AAG AGT GAA TTC AGT TAT TTG A-3’
5-AAT CTT ACA TGA CTT ACG TTC AC-3’
5-CCA CTT GGA ATA CAG TAT TTA G-3°

5-CAG AAA ACT CAT ATA TGA TTA CAA C-37

5-CAT ATT ATG CAA TTG ATA TAG TG-3’
5’-TCT GCT TTC ACT TTA CTT CTT CC-3’

5'-GAA TAA GGA GAG GAA AGT AAA AAC-3’

wie bei A1385G

5-GTT ATT ACA CAC AAT TTA AAC TG-3’
5-GTT TGG AAA CAC AGA AGC AGA AG-3’
5-GTT ATT ACA CAC AAT TTA AAC TG-3’
5-GTT TGG AAA CAC AGA AGC AGA AG-3’
geschachtelte PCR des PCR-Produkts flir A1964G mit

Mismatch-Primer-Paar:

5’-AAA TGG AAG TGT CAT GGG TG-3
5’-GTT TGG AAA CAC AGA AGC AGA AG-3’

OATPIBI*ic

OATPIBI*6

OATPIBI*7

OATPIBI*8

OATPIBI*9
OATPIBI*1b

OATPIBI*10,
OATPIBI*]2

OATPIBI*11,
OATPIBI*13

Tabelle 7 : Restriktionsendonukleasen und verdaute RFLP-Fragmentldngen, basierend auf der
Referenzsequenz bzw. den Polymorphismen

Exon SNP Aminosaure- Fragmentlénge Enzyme Schnittmuster
Austausch des PCR-Produkts Wt
(bp) Mut
2 T217C F73L 282 Hindlll 194/88
282
3 T245C V82A 272 CviRI 15/257
15/94/163
4 A388G N130D 274 Clal 274
119/155
G411A S137S 155 Sall 19/136
155
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G455A

C463A

A467G

5 T521C

C571T

C597T

7 G721A

8 T1058C

9 A1294G

10 A1385G

G1463C

14 A1929C

A1964G

A2000G

R152K

P155T

E156G

V174A

L191L

F199F

D241IN

I353T

N432D

D462G

G488A

Leu643 Phe

D655G

E667G

107

274

274

178

137

103

303

321

276

293

293

305

305

136

Bfal

Hphl

BstN1

FnuDII

BseNl1

EcoRI1

Mbol + Belll

BseNl1

Bbsl

Fnu4HI

Fnu4HI

Vspl

EcoRV

Hphl

18/89
107
185/89
274

274
197/77
178
20/158
137
32/105
20/83
103
209/94
303
102/219
102/80/139
276
68/208
293
148/145
293
222/71
116/189
305
155/150
305
28/108
136

Wt = Wildtyp, Mut = Mutation

Zur Durchfiihrung der PCR wurde je 1 pl genomische DNA zu 25 ul PCR-Mixtur hinzugefiigt,

bestehend aus 10 x PCR-Puffer (Tabelle 4), 2,5 nl MgCl, (3 oder 4 mM), 0,2 pul

Desoxyribonukleosidtriphosphat und 1 U Biotherm DNA Polymerase. Nach Zugabe der

spezifischen Vorwirts- und Riickwérts-Primer-Paare (Tabelle 6) erfolgte im Thermocycler die
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PCR - Amplifikation. Diese bestand aus einer initialen Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s,
Anlagerung der Oligonukleotide unter der Primer- spezifischen Temperatur fiir 30 s und
Elongation bei 72 °C fiir 30 s. Zur Kontrolle der erfolgreichen Durchfiihrung wurde im niachsten
Schritt ein Gemisch aus 5 pl PCR-Produkt und 10 pl Bromphenolblaupuffer auf 1 % Agarosegel
aufgetragen und in einer anschlieBenden Gelelektrophorese in 1x TBE-Puffer analysiert.
(Elektrophorese: 30 min bei 120 Volt). Nach Anfiarbung des Agarosegels mit Sybr® Green
Nucleic Acid Stain in einem Bad aus Farbstoff und 1x TBE-Puffer galten Proben mit 274 bp-
Bande, bzw. 178 bp- Bande als positiver Nachweis fiir die SNPs A388G bzw. T521C und
wurden mit den Restriktionsendonukleasen Clal (A388G) und FnuDII (T521C) verdaut. Die
Auswertung erfolgte durch elektophoretische Auftrennung (60 min bei 100 Volt) auf 3 %
Agarosegel in 1x TBE-Puffer. Die entstehenden Restriktionsmuster wurden mittels Ultraviolett-
Durchleuchtung und digitalem Videosystem dokumentiert (4bbildung 3). Die Bestdtigung der
PCR-RFLP erfolgte durch PCR I Terminator DNA-Sequenzierung mittels ABI Automatic

Sequencing System.

Abbildung 3a

PCR-RFLP-Analyse des A388G-Polymorphismus (Exon 4). Die Bandenmuster zeigen die Restriktionsfragmente
(Cla I) von homozygoten Triagern des Wildtyps */a (AA, bei 274 bp), von heterozygoten (AG, 274 bp, 155 bp, 119
bp) und homozygoten Triagern der Mutation */b (GG, 155 bp und 119 bp) (Kontrolle, Marker)
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Abbildung 3b

PCR-RFLP-Analyse des T521C-Polymorphismus (Exon 5). Die Bandenmuster zeigen die Restriktionsfragmente
(FnuDII) von homozygoten Tragern des Wildtyps */a (TT, bei 178 bp) und von Heterozygoten der Mutation *5
(TC, 178 bp, 158 bp, 20 bp) (20 bp nicht zu sehen) (Marker)

2.4  Bestimmung der Pravastatinkonzentrationen mittels HPLC

2.4.1 Aufbau und Trennprinzip eines HPLC —Systems

Die Hochleistungsfliissigkeitchromatographie ( high performance liquid chromatography,
HPLC) ist eine Weiterentwicklung der Verteilungschromatographie und zeichnet sich durch
hohe Auflosung und Empfindlichkeit, hohe Kapazitdt und vergleichsweise schnelle Durch-
filhrung aus. Sie beruht darauf, dass die einzelnen Substanzen eines Substanzgemisches von-
einander getrennt und zwischen zwei miteinander nicht mischbaren Phasen verteilt werden. Auf
diese Weise lassen sich die betreffenden Substanzen qualitativ sowie quantitativ bestimmen. Die
ruhende Phase wird als stationdre Phase bezeichnet und wird durch das Material in einer
Trennsdule reprisentiert, an der die andere, sogenannte mobile Phase, entlang flieft. Hierbei
wird unter anderem, je nach Polaritidt der stationdren Phase, zwischen Normalphasen- und
Umkehrphasen-Chromatographie unterschieden. Im Fall der in der Untersuchung eingesetzten
Umkehrphasen-Chromatographie oder RPLC (Reverse Phase Liquid Chromatography) sind die
Tréger der stationdren Phase iiberwiegend Kieselgelpartikel, an die hydrophobe Substituenten
kovalent gebunden sind; dahingegen besteht die mobile Phase aus einer hydrophilen Losung, die

mit einem wasserloslichen organischen Losungsmittel gemischt ist. Mittels einer Pumpe wird die
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mobile Phase kontinuierlich durch die Sidule mit der stationdren Phase gepumpt, so dass sich
zwischen beiden Phasen ein Milieu-Gleichgewicht einstellen kann. Zwischen Pumpe und
Trennsdule befindet sich ein Probengeber (Autosampler), aus dem die Proben {iber das
Injektionsventil in das System eingebracht werden. Auf der Trennsdule werden dann die
Substanzen eines Stoffgemisches in Abhingigkeit von der Polaritdt der Substanz und den
Eigenschaften von mobiler und stationdrer Phase getrennt. Die von der Trennsdule mit
unterschiedlicher Dauer zuriickgehaltenen Substanzen gelangen anschliefend in den Detektor.
Dieser ist in der Lage, substanzspezifische Eigenschaften (Absorption des Lichts einer
bestimmten Wellenlidnge, Fluoreszenz, Redoxverhalten usw.) zu erkennen. Ein nachgeschalteter
Integrator wandelt diese Signale in gut quantifizierbare Einheiten um und stellt diese als
sogenannten Peak dar. Mittels der Peakfldche ldsst sich dann die Menge einer bestimmten

Substanz genau bestimmen.

2.4.2 Probenvorbereitung, Quantifizierung

Bevor die Proben chromatographisch analysiert werden konnen, miissen sie hdufig vorbehandelt
werden. Diese Vorbehandlungen bestehen aus Proteinfallungs- und Extraktionsschritten, die in
der Ausbeute von Probe zu Probe variieren kénnen. Um diese internen Schwankungen zu
relativieren, wird jeder Probe vor der Extraktion eine Substanz (Interner Standard) in genau
definierter Menge zugesetzt. Der Interne Standard ist eine dem Analyt chemisch verwandte Sub-
stanz und besitzt dhnliche Eigenschaften bei Extraktion, chromatographischer Trennung und
Detektion. Er ermoglicht eine Beurteilung der Vollstindigkeit der Extraktion und die Konzen-
trationsberechnung der zu bestimmenden Substanz durch Bildung des Peakflichenquotienten aus

Analyt und Internem Standard.

Um die Konzentrationen der zu bestimmenden Substanzen berechnen zu konnen, bendtigt man
eine Eichreihe, welche die Substanz in definierten Konzentrationen enthélt. Diese miissen so
gewihlt sein, dass die zu erwartenden Plasma- oder Urinkonzentrationen der Probandenproben
innerhalb des Eichbereichs liegen. Die unbekannte Konzentration der Probandenproben lésst sich
anhand der nach linearer Regression erhaltenen Eichgeraden berechnen. Die Linearitit wird
dabei charakterisiert durch den Korrelationskoeffizienten und gilt fiir den untersuchten

Kalibrationsbereich.

37



2.4.3 Bestimmung von Pravastatin in Plasma und Urin mittels HPLC 4

2.4.3.1 Chemikalien

Tabelle 8 : Chemikalien zur Probenaufbereitung fiir die HPLC-Analyse

Chemikalien Hersteller

Pravastatin Bristol Myers Squibb GmbH, Miinchen
Clonazepam Sigma

Methanol ,,LiChrosolv” Merck, Darmstadt

Acetonitril ,,LiChrosolv” Merck, Darmstadt

n-Hexan “LiChrosolv” Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat p.A, Merck, Darmstadt

2.4.3.2 Geriite

Tabelle 9 : Gerdte zur Probenaufbereitung fiir die HPLC-Analyse

Geriite Hersteller
Wirbelmischer, REAX 2000 Heidolph
Zentrifuge 5415¢ Eppendorf
Uberkopfschiittler, REAX 2 Heidolph
Festphasenextraktionsgerdt Benchmate 11 Zymark
SPE-Extraktionskartuschen CEC 18 UCT
Probenkonzentrator, DB-3 Techne
Préazisionswaage MC-5 Satorius
pH-Meter, CG-840 Schott
Glasrohrchen Schott
InjektionsgefaBe, STVG 1.1 Abimed

Prézisionspipetten Eppendorf




2.4.3.3 HPLC- Bedingungen

Tabelle 10 : HPLC —Bedingungen

Geréte / Chemikalien Hersteller Einstellungen
Pumpe: LC9A Shimadzu, Flussrate:
Duisburg 1,0ml/min
Probengeber: SIL 6A Shimadzu
Saulenofen: CTO 6A Shimadzu Temperatur: 50 °C
UV- Detektor: SPD6AV Shimadzu UV 239 nm
Saule: Luna C18(2) Sum,
250x 4.6 mm LD. Phenomenex,
Aschaffenburg
Integration: PC-Software Class LC10,
Version 1.6 Shimadzu
Mobile Phase: 30 % Acetonitril

70 % 0.05 M Kalium-
dihydrogenphosphatpuffer
(PH 2,3)

2.4.3.4 Kalibrierstandards und Qualitatskontrollproben

Zunichst wurden fiir die Herstellung der Kalibratoren und Kontrollproben Arbeitslésungen von
Pravastatin (80ul/ml Methanol) und dem Internen Standard Clonazepam (1pg/ml Methanol)
hergestellt. Fiir die Kalibratoren und Qualititskontrollproben wurden Aliquots der Pravastatin
Arbeitslosung unter Stickstoff zur Trocknung eingeengt und in einer definierten Menge humanen
Leerplasmas bzw. Leerurins aufgenommen. Aus diesen Proben wurden durch weitere
Verdiinnungen mit Leerplasma bzw. Leerurin die erforderlichen Kalibrator- und Kontrollproben
niedrigerer Konzentrationen hergestellt. Die Konzentrationen, die fiir die Kalibration und

Qualitédtskontrolle verwendet wurden, sind in Tabelle 11 zusammengefasst:
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Tabelle 11: Pravastatin-Konzentrationen von Kalibratoren und Qualitdtskontrollen

Plasma Urin
Kalibrator Qualititskontrolle Kalibrator Qualititskontrolle
0 ng/ml 5,1 ng/ml 0 ng/ml 188 ng/ml
1,9 ng/ml 12,8 ng/ml 125 ng/ml 375 ng/ml
3,8 ng/ml 32,0 ng/ml 250 ng/ml 750 ng/ml
7,5 ng/ml 80,0 ng/ml 500 ng/ml 1500 ng/ml
15,0 ng/ml 1000 ng/ml
30,0 ng/ml 2000 ng/ml
60,0 ng/ml
120,0 ng/ml
240,0 ng/ml

Die Kalibratoren und Kontrollproben wurden portioniert und bei —20 °C aufbewabhrt.

2.4.3.5 Probenaufbereitung

Plasma

Die Plasmaproben wurden nach Zugabe des internen Standards einer Proteinfdllung mit Metha-
nol unterzogen. Die Uberstinde wurden mit Wasser verdiinnt und iiber eine Festphase extrahiert.
Die Extraktionskartuschen wurden vor der Extraktaufgabe mit einem Gemisch aus Acetonitril
und Wasser und mit reinem Wasser konditioniert. Nach Aufgabe des Extraktes wurden die
Kartuschen mit Wasser, mit 5 % Methanol und mit n-Hexan gewaschen. Die Elution erfolgte mit
einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser (1:1). Nach Einengung unter Stickstoff wurden die

Trockenextrakte in 100ul 30 %igem Acetonitril gelost und vollstdndig in das HPLC-System

injiziert.

Urin
Zur Extraktion wurden 0,3 ml Urin mit 200 pl internem Standard gemischt und anschlieBend mit

3,0 ml destilliertem Wasser verdiinnt. Die weiteren Arbeitsschritte sind identisch mit denen der

Plasmaproben. Fiir die Injektion in die HPLC wurden nur 5 bis 10 pl verwendet.
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2.4.4 Validierung

Mit Hilfe von Kalibratoren und Kontrollen kann bei quantitativen Bestimmungen die Richtigkeit
(Erfassung systematischer Fehler) und die Prizision (Erfassung zufilliger Fehler) systematisch
kontrolliert und iiberwacht werden. Definierte Qualitdtskontrollproben werden in eine
Analysenserie eingefiigt und unter den gleichen Bedingungen wie Probandenproben analysiert.
Das Prinzip der statistischen Qualitdtskontrolle besteht darin, dass vom Analyseergebnis der

Kontrollproben auf die Zuverldssigkeit der Probandenwerte geschlossen wird.

Richtigkeit

Als MaB fiir die analytische Richtigkeit (AR) gilt die relative Abweichung der Analyse-
ergebnisse vom Nominalwert der Konzentration einer Probe. Die analytische Richtigkeit wird
prozentual zur wahren (theoretisch erwarteten) Konzentration angegeben.

(AR = ermittelte Konzentration / theoretische Konzentration x 100%)

Prizision

Die Prizision ist ein Mal} fiir die Reproduzierbarkeit der Analyseergebnisse bei wiederholter
Durchfiihrung einer analytischen Methode unter identischen Bedingungen. Die Bestimmung der
Prézision erfolgt durch Verwendung der Kalibratoren und der Qualititskontrollproben in jeder
Messreihe. Man unterscheidet zwischen der Intra-assay-Varianz (serielle Varianz), die durch
mehrfache (n > 5) Bestimmung der Qualitdtskontrollproben an einem Messtag bzw. anhand eines
Analysenansatz berechnet wird, und der Inter-assay-Varianz. Fiir letztere, auch zeitabhéngige
Varianz genannt, werden die gemessenen Qualitdtskontrollproben iiber einen Zeitraum
ausgewertet, der mehrere Messtage bzw. mehrere Analyseansdtze beinhaltet. Fiir
chromatographische Bestimmungen sind Schwankungen bis £ 15 % zuldssig (Bestimmungs-

grenze + 20 % ).

Bestimmungsgrenze und Detektionslimit

Die Bestimmungsgrenze wird mit Hilfe der Kalibratoren und Kontrollen festgelegt und be-
schreibt die kleinste messbare Konzentration des Analyten in Plasma oder Urin, die noch mit
einer definierten Richtigkeit und Prizision bestimmt werden kann ( +20 %; Inter-assay-
Variationskoeffizient (VK) < 20 % und Analytische Richtigkeit (AR) 80 % bis 120 % ). Das
Detektionslimit ist die Menge Analyt, die nach Injektion der Standardsubstanz ein Signal ergibt,

das dreimal hoher als das Grundrauschen der Basislinie ist.
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2.4.5 Charakteristik der HPLC-Bestimmung von Pravastatin

Die Trennung von Pravastatin und dem Internen Standard Clonazepam verlief unter den
gegebenen HPLC-Bedingungen optimal. Die Laufzeiten betrugen 14 Minuten fiir Pravastatin
und 20 Minuten fiir den Internen Standard. In den Leerplasma- und Leerurin-Proben wurden
keine Interferenzen beobachtet, so dass eine ausreichende Selektivitit gegeben war. Abbildung 4
zeigt ein Chromatogramm einer Leerplasma-Probe (a), einer Qualitdtskontroll-Probe mit einer
Pravastatin-Konzentration von 32,0 ng/ml (b) und eine Plasmaprobe eines Probanden 1,5 h nach
Gabe von 40 mg Pravastatin (c). Abbildung 5 zeigt die Chromatogramme nach Analyse einer
Leerurin-Probe (a), einer Qualitdtskontroll-Probe mit 750 ng/ml (b) und einer Sammelurin-Probe

12 h nach Pravastatingabe (c).

Die Bestimmungsgrenze flir Pravastatin betrug 1,9 ng/ml im Plasma mit einem Inter-assay-
Variationskoeffizienten von 19,4 % und einer Analytischen Richtigkeit von 106 %. Fiir Urin lag
die untere Bestimmungsgrenze bei 125 ng/ml mit einem Variationskoeffizienten von 6,8 % und
einer Analytischen Richtigkeit von 91 %. Das Detektionslimit lag bei 1 ng. Im untersuchten
Konzentrationsbereich bestand eine Assay-Lineritit, im Plasma bis zu einer Konzentration von
200 ng/ml und im Urin bis zu Werten von 2000 ng/ml. Die Korrelationskoeffizienten betrugen
0,99 im Mittelwert. Die Methodenparameter zur Charakterisierung der Linearitét sind in Tabelle

12 zusammengefasst.
Es wurde eine verldssliche und reproduzierbare Methode zur kombinierten Bestimmung der

Pravastatinkonzentration in Humanplasma und Urin -eingefiihrt, die eine automatische

Festphasenextraktion mit Analyse durch Reversed-Phase HPLC und UV-Detektion beinhaltet.
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Abbildung 4:

Chromatogramm von Plasmaproben

a) Leerplasma-Probe; b) Qualitdtskontrolle
mit Pravastatin-Konzentration 32,0 ng/ml
¢) Probandenprobe 1,5 h nach Einnahme

von 40 mg Pravastatin

PR = Pravastatin; IS = Interner Standard
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Abbildung5:

Chromatogramm von Urinproben

a) Leerurin-Probe; b) Qualitdtskon-
trolle 750 ng/ml Pravastatin;

¢) Sammelurin 12 h nach Pravastatin-

gabe
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Tabelle 12: Assay-Linearitdt fiir die Bestimmung von Pravastatin

Mittelwert Standardabweichung Bereich Anzahl
Plasma Anstieg 0.016 0.0018 0.013 - 0.021 22
Intercept 0.013 0.027 -0.026 - 0.089 22
Korrelation 0.999 0.001 0.997 - 1.000 22
Mittelwert Standardabweichung Bereich Anzahl
Urin Anstieg 0.002 0.0002 0.001 —0.003 10
Intercept -0.034 0.038 -0.090 — 0.034 10
Korrelation 0.9989 0.0007 0.997 - 0.999 10

Der Inter-assay-Variationskoeffizient fiir Pravastatin im Plasma ( fiir Konzentrationen von 5,1
bis 80 ng/ml) betrug 9,1% bis 10,2%. Im Urin ( Konzentrationen von 188 bis 1500 ng/ml) lag
der Inter-assay-Variationskoeffizient zwischen 3,9% und 7,5% ( Tabelle 13).

Tabelle 13: Intra-assay-Varianz, Inter-assay-Varianz und analytische Richtigkeit der

Bestimmung von Pravastatin in Plasma und Urin

Intra-assay-varianz Inter-assay-varianz

ng/ml Anzahl VK AR Anzahl VK AR
Plasma 5 6 27%  95.3% 20 9.4%  100.1%
12.8 6 3.5% 99.2% 18 10.2% 99.5%
32.0 6 2.6% 107.7% 19 9.1% 98.4%
80.0 6 0.9% 106.1% 19 9.8% 98.3%

ng/ml Anzahl VK AR Anzahl VK AR
Urin 188 6 3.6% 91.0% 10 5.8% 92.1%
375 6 5.3% 91.1% 10 6.2% 97.9%
750 6 4.0% 90.4% 10 7.5% 101.1%
1500 6 2.5% 95.0% 10 3.9% 103.9%

VK = Variationskoeffizient; AR = analytische Richtigkeit



2.5  Zielparameter und statistische Analyse
2.5.1 Hauptzielgrofle

Das Hauptziel dieser Studie war der Vergleich von Auswirkungen der Haplotypen von
OATPIBI1 *1a, -*1b und -*5 hinsichtlich der Kinetik von Pravastatin, dargestellt durch die

Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUC(0-6). Sie wurde gruppenspezifisch fiir jeden
Genotyp ausgewertet. Die Berechnung erfolgte mit der linearen Trapez-Regel mit Hilfe des
Software-Pakets WinNonlin (Professional Edition, version 3.3; Pharsight Corporation, Mountain

View, Calif).

2.5.2 Nebenzielgrofien

Nebenzielgroflen charakterisieren das pharmakokinetische Profil von Pravastastin: Pravastatin-
Plasmaspitzenkonzentration (C nx), Zeit bis zur Pravastatin-Plasmaspitzenkonzentration (t pax),
Kumulative Ausscheidung im Urin innerhalb 0-12 Stunden nach Einnahme [Ae (0-12)], Renale
Clearance (Cl (epa). Die Parameter fiir C . und t ., wurden direkt von den urspriinglichen
Messwerten abgeleitet. Die kumulative Ausscheidung im Urin (Ae) wurde aus dem Produkt von
Urinkonzentration und Urinvolumen berechnet, das innerhalb der Stunden 0-12 gesammelt

wurde.

2.5.3 Fallzahlabschitzung

Die Gruppengrofle orientierte sich an der in vorhergehenden Studien berichteten Variabilitit der
Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUC (0-24 h) bei gesunden Probanden, die eine
Einmaldosis von 40 mg Pravastatin erhielten (Mittelwert = Standardabweichung; 109,4 + 49,2
ng - h/ml) ' Die Ermittlung der Fallzahl von zehn Probanden pro Gruppe erfolgte unter
Anwendung des zweiseitigen t-Tests. Fiir den Fehler erster Art wurde ein Wert von 5 %, fiir den
Fehler zweiter Art ein Wert von 20 % gewdhlt. Es galt die Annahme, dass die OATPIBI-
Genotypen */b/*1a und *1b/*1b, sowie *1a/*5 und *5/*5 Einfluss auf die Pharmakokinetik von
Pravastatin in Einmalgabe haben und zu einem klinisch relevanten Unterschied von 60 % in der

AUC ( 0 —24h) von Pravastatin flihren.
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Der Vergleich zweier Gruppen wurde mit dem U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney
vorgenommen, fiir die Betrachtung von mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test
benutzt. Dabei wurde P < 5 % als statistisch signifikant erachtet. Die Berechnungen erfolgten

mittels SPSS ( Version 11.0; SPSS Inc, Chicago, III).

3. ERGEBNISSE

3.1 Probandenbilanz

Zur Untersuchung des Einflusses der jeweiligen Haplotypen von OATPIBI auf das
pharmakokinetische Profil von Pravastatin wurden die Studienteilnehmer in drei Gruppen
eingeteilt; diese umfassten jeweils 10 Individuen, die entweder homozygote oder heterozygote
Trager der der OATPI1BI- Allele *1a, *1b oder * 5 waren. (Tabelle 1). Nach erfolgtem initialen
Screening der Gesamtheit von 423 Freiwilligen betrugen die Allelfrequenzen 32,5 % fiir
OATPIBI*l1a, 36,5 % fur -*/bund 15 % fiir -*5. Die Studie wurde nach den im Methodenteil

beschriebenen Voraussetzungen durchgefiihrt.

Die oral verabreichte Studienmedikation von jeweils 40 mg Pravastatin wurde von den
Probanden in der Regel gut vertragen. In drei Féllen traten gegen Ende des ersten Priiftags, ca. 9
Stunden nach Einnahme, leichtgradige Kopfschmerzen auf, in einem Fall zusitzlich Ubelkeit
und Erbrechen. Dies entspricht einer moglichen Nebenwirkungsrate von 4,6 % bzw. 6,2 %. Eine
allméhliche Besserung der Symptome wurde ohne medikamentdse Gegenmalinahmen erreicht.

Bei keinem der Fille kam es zu einem Studienabbruch oder Ausschlul aufgrund von

Nichterfiillung der Regeln.

3.2 Pharmakokinetische Parameter von Pravastatin

Entsprechend der relativ kurzen Halbwertszeit der Plasmaelimination von Pravastatin von 95 bis
165 Minuten lagen die Plasmakonzentrationen bei einer Mehrzahl der Probanden acht bis 24
Stunden nach oraler Einnahme unterhalb der Nachweisgrenze der Bestimmungsmethode. Somit
wurde die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) nur fiir bis zu sechs Stunden nach
Medikamentenverabreichung berechnet. Die Clearance von Pravastatin — der Quotient aus

verabreichter Dosis und Flache unter der Blutspiegel-Zeit-Kurve (AUC) und zugleich MaB fiir
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die Eliminationsleistung - konnte aus gleichem Grund nicht genau bestimmt werden. Deshalb
wurde die Kumulative Ausscheidung im Urin (Ae) fiir den Zeitraum null bis zwolf Stunden

untersucht.

3.2.1 Pharmakokinetische Parameter von Pravastatin im Plasma beziiglich

OATPIBI *la -, OATP1BI *1b - und OATPIBI *5 - Haplotyp

Statistisch signifikante Unterschiede fanden sich fiir den Hauptzielparameter AUC(0 — 6) von
Pravastatin unter allen drei Studiengruppen ( Kruskal-Wallis-Test p = 0,006 ). Triager des
Haplotyps OATPIB1 *5 hatten eine deutlich hohere Plasmakonzentration von Pravastatin im
Vergleich zu homozygoten Probanden des Wildtyps OATPIB1 *1a oder Individuen der Gruppe
OATPIBI *1b, die den niedrigsten Medikamentenspiegel aufwiesen (4bbildung 6). Innerhalb
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Abbildung 6: Plasmakonzentration — Zeit - Kurven von Pravastatin bei gesunden ménnlichen kaukasischen

Probanden, die entweder homozygote oder heterozygote Trager des Haplotyps OATPIB1 *1a, *1b oder *5 sind.
Die Werte bezeichnen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert. Zum Zeitpunkt O erhielten die

Probanden 40 mg Pravastatin oral.

der Gruppe OATPIBI1 *5 konnten die hochsten Werte fiir AUC (0 — 6) gemessen werden (163 £
64,4ug - L' - h). Diese unterschieden sich signifikant von den Werten der fir OATPIBI *la
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homozygoten Studienteilnehmer (AUC (0 — 6) = 114,5 £ 68,5 pug - L' h) (Mann-Whitney-Test
p = 0,049 ) und den Ergebnissen fiir die Gruppe der homo- und heterozygoten Triger von
OATPIBI *1b ( AUC (0 — 6) = 74,8 + 35,6 pg - L' - h) (Mann-Whitney-Test p = 0.002)
(Tabelle 14, Abbildung 7A4). Der errechnete Mittelwert fiir AUC (0 — 6) der Gruppe *5 betrug
142 % im Vergleich zur Referenzgruppe */a. Obwohl statistisch nicht signifikant, lagen die
Werte fiir AUC (0 — 6) und auch die Plasmaspitzenkonzentration (Cy,ax) der Gruppe OATPIBI
*1b unterhalb denen der Triager des Haplotyps OATPIBI *la. AUC (0 — 6) der Gruppe *Ib
belief sich dabei auf 65 % des Referenzwerts der Wildtyptrager. Fiir den Haplotyp OATPIBI
*1b homozygote Probanden wiesen allerdings keine niedrigeren Werte fir AUC (0 — 6) und

Cax aufim Vergleich zu heterozygoten Individuen desselben Haplotyps.

Tabelle 14: Auswirkungen von OATPIBI1 *1a, -*1b und -*5 Haplotypen auf pharmakokinetische
Parameter von Pravastatin nach einer oralen Einzeldosis von 40 mg bei 30 gesunden
mdnnlichen kaukasischen Probanden

P-Wert P-Wert P-Wert P-Wert
aller Gruppe 1 vs. Gruppe 1 vs. Gruppe 2 vs.
Gruppe | Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppen i Gruppe 2 i Gruppe 3 i Gruppe 3 i
Haplotypen *la/ *1la *la/*1b *la/*5
Paar n=10) (@m=8) (mn=10)
oder
*1b/ *1b
(n=2)
AUC (0-6) 114,5 74,8 163 0,006 NS 0,049 0,002
(ug L' h) +68,5 +356 +64,6
Chax(ng - L 58,3 36,7 84,3 0,009 NS NS 0,004
+37,7 +214 +32]1
tmax (h) 1,0 1,0 1,0 NS NS NS NS
(0,8-2,0) (0,8-3,0) (0,5-1,5)
Ae (0-12) (ng) 2908 1658 3693 0,008 0,049 NS 0,002

+1576  +899 + 1482

Die Daten bezeichnen Mittelwert + Standardabweichung ( Median und Spannweite bei t,,.).

AUC (0-6) : Flache unter der Plasma-Konzentrations-Zeit-Kurve binnen 0 bis 6 Stunden; C,,, : Plasma-Spitzen-
Konzentration; t,,,, : Zeit bis zum Erreichen von C,x; Ae (0-12) : Kumulative Menge des im Urin ausgeschiedenen
Medikaments binnen 0 bis 12 Stunden; NS : nicht signifikant.

": Kruskal-Wallis-Test fiir Unterschiede zwischen allen 3 Gruppen; *: Mann-Whitney-Test fiir 2 Gruppen.

Die maximale Konzentration Cp.x einer Substanz im Plasma beschreibt indirekt deren

Resorption. Signifikante Unterschiede fiir Cpax ergaben sich lediglich zwischen Ergebnissen der
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Gruppen 2 und 3, insofern iibertraf der Wert der *5 - Haplotypen den der Gruppe */b um mehr
als das Zweifache. Der Parameter t,,, ist ein Mal fiir die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
Konzentration Cyax, Er betrug bei allen Studiengruppen im arithmetischen Mittel 1,0 h und zeigte

somit im Vergleich keinen signifikanten Unterschied.

3.2.2 Pharmakokinetische Parameter von Pravastatin im Urin beziiglich

OATPIBI *la -, OATPIBI *1b - und OATPIBI *5 - Haplotyp

Die Ausscheidungsraten von unveridndertem Pravastatin stimmten mit den Daten fiir die Kinetik
von Pravastatin im Plasma iiberein (7abelle 14 ). Die innerhalb der ersten zwolf Stunden
ausgeschiedenen Mengen von Pravastatin [Ae (0 —12)] waren bei Probanden mit dem Haplotyp
OATPIBI *5 um 30 % grosser gegeniiber denen der homozygoten Trigern des Wildtyp — Allels
OATPIBI *la (Abbildung 7B), obwohl der Unterschied statistisch nicht signifikant war.
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Abbildung 7: Werte der Fliche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve in der Zeit 0 bis 6 Stunden [AUC(0-
6)] (A) und der im Urin ausgeschiedenen Menge in der Zeit 0 bis 12 Stunden [Ae(0-12)] (B) fiir Pravastatin nach
einer oralen Einzeldosis von 40 mg in Abhéngigkeit zu den untersuchten OATP1B1- Haplotypen. Die Werte sind in
Tukey Boxplots zusammengefasst. Die horizontale Linie innerhalb jedes Kastens représentiert den statistischen
Median. Die untere und obere Begrenzung des Kastens stellt jeweils das untere (25.) und das obere (75.) Quartil dar.
Die Whiskers erstrecken sich vom 25. und 75.Quartil bis zu den entferntesten Datenpunkten noch innerhalb der
1,5 fachen Interquartildistanz vom 25. bis zum 75.Quartil. Individuelle Messwerte sind als ausgefiillte Kreise

gekennzeichnet. N bezeichnet die Nummer von Individuen in jeder Gruppe.
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Individuen der Gruppe OATPIBI *1b hatten allerdings die niedrigsten Ausscheidungsraten und
unterschieden sich signifikant von der Kontrollgruppe des Wildtyps OATPIB1 *Ila und der
Gruppe der *5 — Haplotypen ( Mann-Whitney-U-Test p = 0,049 bzw. 0,002 ). Gemessen am
Mittelwert betrugen die Werte der Gruppe */b6 (1658 + 899 ) mit 57 % knapp die Hilfte im
Vergleich zur Kontrollgruppe (2908 + 1576), wéhrend sich der Unterschied zwischen den
Gruppen */b und *5 (3693 + 1482) auf mehr als das Doppelte (223 %) belief. Die
Gesamtmenge an nachgewiesenem Pravastatin innerhalb der ersten zwolf Stunden lag bei
Werten zwischen 399,75 und 6286,45 pg/ 12 h und belief sich damit auf 1 % bis 16 % der

oralen Dosis.

4. DISKUSSION

4.1 Genetische Polymorphismen in OATP1B1-

Forschungsstand im Uberblick zum Zeitpunkt des Studienbeginns

OATPs repriasentieren eine Familie von Genen, die den Transport einer breiten Vielzahl
endogener und exogener Substrate, einschlieBlich Medikamente, steuern. Die Verteilung dieser
Transportproteine in vielen essentiellen Geweben, wie Leber, Niere, Darm und Blut-Hirn-
Schranke *, veranschaulicht deren bedeutenden Beitrag hinsichtlich Absorption, Distribution
und Exkretion von Arzneimitteln und Fremdstoffen. Die vorherrschende, wenn nicht sogar
ausschlieBliche Expression von OATPIB1 (SLCOIBI1) an der basolateralen Membran der
Hepatozyten verweist auf eine mogliche Schliisselfunktion dieses Transporters bei der

Extraktion von Substraten aus dem Pfortaderblut.

Im Vorlauf der hier vorliegenden Untersuchung zeigten aktuelle Analysen des OATP1B1-Gens
das Auftreten einer Vielzahl genetischer Polymorphismen '*>%*%2 ; dabei konnte fiir die meisten
dieser SNPs der Einfluss auf die Transportfunktion des Proteins OATPIB1 in vitro
nachgewiesen werden '>> %% 8% 96-106 " Eololich sind Polymorphismen von SLCOIBI womdglich
auch mit einer verdnderten Pharmakokinetik von Arzneimitteln des betreffenden
Substratspektrums assoziiert. Der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl- CoEnzym A- Reduktase-
Inhibitor Pravastatin, der in der lipidsenkenden Therapie hdufig zur Anwendung kommt, wurde

8

als gutes Transportsubstrat von OATPIBI1 identifiziert **. Dieser, neben dem jiingst
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entwickelten Rosuvasatin dusserst hydrophile Arzneistoff, wird - im Gegensatz zu anderen
Statinen - in hohem Mafe durch aktive Transportmechanismen von der Leber aufgenommen >
' OATP1B1 wurde als wichtigster hepatischer Aufnahmetransporter von Pravastatin

charakterisiert .

Mehrere pharmakokinetische Studien haben eine hohe interindividuelle Variabilitdt der

99, 103, 120, 74, 89

Pravastatinkonzentration im Blutplasma gesunder Probanden nachgewiesen und

veranschaulichen den Bedarf zur Klarung der zugrundeliegenden Ursachen.

Vor kurzem lieferte eine Studie innerhalb eines japanischen Probandenkollektivs einen guten
Nachweis dafiir, dass die Clearance der Modellsubstanz Pravastatin mit Polymorphismen von
OATPIBI assoziiert ist °. Bei Trigern des OATPIBI *15- Allels war die totale und nicht-
renale Clearance signifikant vermindert im Vergleich zu den Individuen mit dem OATPIB1 *1b-
Allel. Bemerkenswerterweise findet sich die Variante T521C (Vall74Ala) in OATP1BI *5 und
OATPIBI *15, und der einzige Unterschied zwischen diesen beiden Allelen ist das zusitzliche
Vorliegen der Mutation A388G (Asnl130Asp) in OATPIBI *15. Allerdings konnten somit die
pharmakokinetischen Effekte der im Haplotyp OATPIBI *15 kombinierten SNPs A388G und
T521C (Aspl130 und Alal74) nicht getrennt untersucht werden, weil die Allelfrequenzen fiir
jeden einzelnen dieser zwei SNPs in isolierter Form in der japanischen Bevolkerung anscheinend
zu niedrig waren - ganz im Gegensatz zur initialen Haplotypenanalyse von Tirona et al. 2001 '*°
bei weillen und schwarzen Amerikanern. Aulerdem wurden die Testpersonen in dieser Studie
nicht durch vorherige Genotypisierung der jeweiligen spezifischen SNPs ausgewihlt und

zahlenméBig statistisch signifikanten Priifungsgruppen zugeordnet.

Unabhéngig davon zeigte eine folgende Studie innerhalb einer kaukasischen Bevdlkerung
ebenfalls signifikant erhohte Werte fiir die AUC (0-12) von Pravastatin bei Trigern der SNPs
T521C und —G11187A, einem neu entdeckten Polymorphismus in der Promoterregion von
OATPIBI, gegenliber dem Referenzgenotyp. Bei heterozygoten Tragern des Allels *15 ( das die
Varianten A388G und T521C enthélt) und heterozygoten Triagern des Allels */7 ( das die
Varianten —G11187G, A388G und T521C enthilt) war die mittlere AUC (0-12) von Pravastatin
93 % bzw. 130 % hoher als im Vergleich zu Nicht-Trigern °°. Allerdings wurden auch in dieser
Untersuchung die Effekte der SNPs T521C und A388G nicht isoliert voneinander dargestellt
und es erfolgte keine entsprechende Stratifizierung der Priifungsgruppen nach den jeweiligen

Genotypen.
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4.2  Diskussion und Vergleich der vorliegenden pharmakokinetischen Ergebnisse fiir
OATPIBI*1b und OATPIBI*5

In der hier vorliegenden Studie konnten die Haplotypen OATPIBI *5 (Ala 174) und *Ib
(Asp130) unabhingig voneinander mit homozygoten Tragern des Wildtypallels OATPIB1 *la
verglichen werden. Nach einer oralen Einmalgabe von 40 mg Pravastatin stimmten die Werte der
mittleren Plasmakonzentration bei allen Studienteilnehmern mit Messergebnissen friitherer

pharmakokinetischer Studien mit nichtgenotypisierten gesunden Probandengruppen iiberein '*

120, 74

Fiir den Hauptzielparameter, die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC (0-6) von Pravastatin,
fanden sich unter den drei Studiengruppen statistisch signifikante Unterschiede (s. Tabelle 14 ).
Interessanterweise weisen diese Daten auf inverse Effekte zwischen den jeweiligen Varianten
der OATP1BI- Allele hin. Wihrend Trager von OATPIBI *5 im Vergleich zur Kontrollgruppe
des Wildtyps *I/a eine deutlich hohere Bioverfligbarkeit ( P = 0,049) des Medikaments
aufwiesen, verdanderte das OATP1B1 *1b- Allel das pharmakokinetische Profil von Pravastatin in
die entgegengesetzte Richtung, wenn auch statistisch nicht signifikant gegeniiber der
Referenzgruppe */a. Die AUC von Pravastatin betrug 142 % bei Individuen der Variante
OATPIBI *5 und war 65 % geringer bei Trigern des -*/b Allels im jeweiligen Vergleich mit
OATPIBI*Ia homozygoten Individuen.

Die Gesamtmenge an Pravastatin im Urin innerhalb von zwdlf Stunden nach Einnahme betrug
jeweils zwischen 1 % bis 16 % der oralen Dosis, was mit Ergebnissen fritherer Berichte
iibereinstimmt '°" '*%. Fiir Individuen des Haplotyps *5 war die Pravastatinkonzentration im
Urin um 30 % groBer im Vergleich zur Referenzgruppe */a , auch wenn dieser Unterschied
statistisch nicht signifikant war (s. Tabelle 14, Abbildung 7B). Allerdings hatten Probanden der
Gruppe *Ib die niedrigsten Ausscheidungsraten und unterschieden sich statistisch signifikant (P
= 0,049) von Mitgliedern der Kontrollgruppe */a. Quantitative Verdnderungen in der
Ausscheidung von Pravastatin im Urin [Ae (0-12)] zwischen den Haplotyp — Gruppen stimmen
mit den Unterschieden in der Plasmakonzentration iiberein und weisen darauf hin, dass diese
Messwerte fiir Urin nur die Unterschiede der Plasmakonzentration reflektieren. OATP1B1 wird
nicht in der menschlichen Niere exprimiert. Deshalb haben die verschiedenen Haplotypen von
OATP1B1 wahrscheinlich keine spezifischen Auswirkungen auf renale Ausscheidungsvorginge,

die zu einer Verdnderung der renalen Clearance fiihren.
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Anhand der Messungen ergab sich eine um 35 % niedrigere AUC nach oraler Einnahme von 40
mg Pravastatin bei Probanden mit Haplotyp */b (Genotyp */a/*1b oder *1b/*1b) gegeniiber der
Referenzgruppe (Genotyp */a/*1a), was auf eine anscheinend vermehrte portale Aufnahme von

Pravastatin durch das OATP1B1 *1b- Allel hinweist.

Dieser hier in vivo beobachtete Effekt wird unterstiitzt durch kinetische Messergebnisse von
Tirona et al. 2001 *° beziiglich der Aufnahme von Ostronsulfat in mit OATPIBI *1b- cDNA
transfizierte Hela- Zellen (Linie humaner Tumorzellen). Sowohl der Parameter fiir die
Substrataffinitdt, die Michaelis-Menten-Konstante (K;,), als auch die intrinsische Clearance
(Vmax / Kiy) verdnderten sich zugunsten eines effizienteren Transports von Ostronsulfat durch die
Variante OATP1B1 *1b im Vergleich zum Wildtyp-Allel */a, obgleich die gesamte funktionelle
Verdnderung als nicht signifikant gewertet wurde. Fiir die Variante OATPIBI *5 zeigte sich
allerdings eine deutliche Verminderung der intrinsischen Clearance und der Transportaktivitét
fiir Ostronsulfat ( und Ostradiol-17B-D-Glukoronid ) gegeniiber */a. Der Effekt des *1h- Allels

erschien hier nicht gleichermallen evident wie der des *5- Allels.

Weitere In-vitro-Untersuchungen lieferten beziiglich den Auswirkungen der Variante OATP1B1
*1b teilweise abweichende, beziehungsweise weniger eindeutige Ergebnisse. So beobachteten
Nozawa et al. 2002 °® und Iwai et al. 2004 °' bei Untersuchungen mit transfizierten HEK293-
Zellen (humane embryonale Nierenzellen) kaum Unterschiede in der Membranlokalisation und
Transportaktivitdt von OATP1B1 *1b 98.51.56 und 0ATPIBI *5°%°" fiir die typischen Substrate
Ostronsulfat bzw. Ostradiol-17B8-D-Glukoronid im Vergleich zum Standardallel OATPIBI *Ia.
Dennoch fanden sich aber erhdhte Werte fiir die Transportgeschwindigkeit der Variante */b

1 Ein bemerkenswerter Unterschied bestand auBerdem in

gegeniliber dem Referenzallel */a
der Aufnahme von Ostronsulfat in HeLa- Zellen — hier betrug die Transportaktivitiit der Variante
OATPIBI *1b 125 % im Vergleich zum Referenzwert des Wildtypallels */a (P < 0,01) %% Von
einer ebenfalls beinahe vergleichbaren Transportrate der Variante OATPIBI *1b gegeniiber
OATPIBI *la fir ein anderes Substrat- das Zytostatikum Irinotecan bzw. dessen aktiven
Metaboliten SN-38 - berichteten auBerdem Nozawa et al. 2005 °' im Rahmen einer In-vitro-

Studie.

Die teilweise geringe Konsistenz dieser Ergebnisse in vitro zu den initialen Untersuchungen von
Tirona et al. 2001 ' ist womdglich mit unterschiedlicher funktioneller Expression des Allels in

HeLa- Zellen und HEK293- Zellen verbunden. Es ist auch moglich, dass unterschiedliche
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experimentelle Bedingungen, wie zusitzliche Chemikalien fiir Transfektion der Zellen oder
unterschiedliche Substratkonzentrationen zur Bewertung der Kinetikparameter hierfiir ursichlich

sind.

Dariiber hinaus wurde auch an anderer Stelle von variierenden Transportaktivititen in
OATPIBI *Ib exprimierenden MDCKII- Zellen (Madin-Darby canine kidney II cells,
Kaninchennierenzellen) gegeniiber dem Wildtypallel OATPIB1 *1a berichtet. Diese Messungen
ergaben &dhnliche Transportaktivititen fiir das Substrat Ostradiol-17B-Glukoronid, eine
Erhohung der Aktivitit fiir Bromosulfophtalein und erniedrigte Werte fiir Cholyltaurin . Der
Polymorphismus OATPIBI1*1b befindet sich im zweiten extrazelluliren Segment (loop) des
Proteins OATP1B1. Die Ergebnisse legten nahe, dass dieses Segment in die Substraterkennung
involviert ist und Mutationen in diesem Bereich, insbesondere der Polymorphismus */b,
womoglich die Transporteigenschaften des gesamten Proteins beeinflussen. Das Vorliegen des
Polymorphismus */b scheint daher auch mit Verdnderungen der jeweiligen Substratspezifitit

assoziiert, was sich moglicherweise auch auf das Niveau der Transportaktivitit auswirkt.

Die hier vorliegende Untersuchung zeigt, dass Triger von OATPIB1 *1b eine erhohte hepatische
Clearance fiir Pravastatin aufweisen, im Vergleich zu Individuen der Variante OATPIBI *la.
Gleiches wurde von Maeda et al 2006 " in einer spiteren Studie innerhalb eines japanischen
Probandenkollektivs berichtet: Die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC von Pravastatin war
bei Tragern der Variante */b / *1b um 35 % niedriger gegeniiber der AUC bei *la / *la —
Trégern, was konsistent ist mit den hier vorgelegten Ergebnissen. Auch die AUC von
Individuen des Genotyps *1b/*15 lag 45 % unter der AUC der Triager von */a/*15. Im
Vergleich zu anderen Studien zeigte sich hier bemerkenswerterweise keine signifikante
Erhohung der AUC von Pravastatin bedingt durch das OATPIBI*15-Allel. In einer
darauffolgenden Untersuchung der Disposition von Pravastatin bei weilen und schwarzen
Amerikanern wurde auBerdem auch von tendenziell erniedrigten Werten fiir die AUC von
Pravastatin bei homozygoten Trigern des */b — Allels (G388G) im Vergleich zu homozygoten
Tragern des *la- Allels (A388A) berichtet, obgleich dieser Unterschied statistisch nicht
signifikant war *’. Nishizato et al. 2003 *° berichteten in einer vorhergehenden Studie mit
japanischen Trigern des OATPIBI *15- Allels von einer signifikanten Verminderung der
totalen und nichtrenalen Clearance im Vergleich zu den Individuen mit dem OATPIBI *Ib-
Allel. Allerdings war hierbei die orale Clearance von Pravastatin bei Probanden mit */a /*/a-

und */b/ *1b- Genotyp dhnlich.

54



Angesichts der hier vorliegenden Ergebnisse in vivo stellt sich aber zudem die Frage, ob auch in
vitro die Aufnahme von Pravastatin in transfizierte Zellen der Variante OATP1B1 *1b gesteigert

ist. Kameyama et al. 2005 °°

untersuchten Transportcharakteristika fiir die Aufnahme von
Statinen in HEK293- Zellen. Die Messwerte fiir die Transportaktivitit fiir Pravastatin,
Atorvastatin und Cerivastatin in OATPIBI *Ib exprimierenden Zellen waren kaum
unterschiedlich im Vergleich zu denen des Wildtyps OATPIB1 *la und bestétigten somit nicht

die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchung.

Dennoch sind die hier erhobenen Daten einer der ersten Berichte, die darauf hinweisen, dass
verbesserte Transporteigenschaften in vitro, bedingt durch polymorphe Transportergene - wie

initial von Tirona et al. 2001 '*°

gezeigt - tatsdchlich die Pharmakokinetik eines Medikaments in
vivo verdndern. Vorhergehende klinische Studien konnten den Effekt der Haplotypen OATPIBI

*1bund OATPIBI *5 nicht parallel isoliert darstellen.

Unbekannt bleibt dabei allerdings der Grund fiir gegensétzliche Ergebnisse anderer
vorausgehender /n-vitro- Untersuchungen. Als mdgliche Erkldrung kommen experimentelle
Bedingungen in Betracht, so auch die fragliche Vergleichbarkeit verschiedener Zelltypen wie
HEK293- Zellen und HeLa- Zellen untereinander oder auch ein moglicher hdherer
Expressionsgrad von OATPIBI*1b im Vergleich zu OATPIBI*la in der Leber. Dies konnte
anhand von Untersuchungen des relativen Expressionsgrades von OATPIBI*la und *1b in

mehreren Proben humaner, im voraus genotypisierter Hepatozyten gepriift werden.

Grundsitzlich  bleibt  jedoch auch eine  generelle  Ubertragbarkeit — zwischen
Transportverhéltnissen in vitro und in vivo fraglich. Trotz teilweise fehlendem Nachweis
signifikant funktionaler Verdnderungen durch das Allel OATPIBI *Ib in einigen In-vitro-
Versuchen ist hinsichtlich der In-vivo-Effekte des SNP A388G besondere Aufmerksamkeit
geboten: diese Variante ist im zweiten extrazelluliren Segment des Proteins lokalisiert, und ein
Aminosdureaustausch an dieser Stelle dndert vermutlich die Substratspezifitit und damit

womoglich auch die Transportaktivitit von OATP1B1.

Im Hinblick auf den Haplotyp OATPIBI *Ib trigt die vermehrte Aufnahme einiger
Arzneimittel aus dem Pfortaderblut vermutlich zu einer niedrigeren oralen Bioverfiigbarkeit bei

und darliber hinaus zu einem vermehrten hepatischen First-pass-Mechanismus bestimmter
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Komponenten. Weitere /n-vivo- Studien sind erforderlich, um den isolierten Effekt des */b -
Allels umfassender zu charakterisieren und die hier vorgestellten Ergebnisse zu bestétigen. Da
der Effekt der SNPs von den getesteten Substraten abhingig zu sein scheint ** **, ist die
funktionelle Analyse einer breiten Anzahl von Substraten von grolem Interesse. Im Fokus steht
hierbei zudem die Identifikation weiterer funktional wirksamer SNPs mit moglichem Einfluss

auf die Substratspezifitit oder Aktivitdt von Arzneimitteltransportern.

Die Variante OATPIBI *5 hingegen war in der vorliegenden Untersuchung mit einer
verminderten  Transportaktivitit und einer deutlichen Zunahme der Pravastatin-
Plasmakonzentration assoziiert. Dies ist konsistent mit weiteren Studienergebnissen - erhoben
an kaukasischen und japanischen Trégern der Haplotypen OATPIB1*5, *15 oder *17. Auch hier
beeinflussten dieses Allele offensichtlich die Pharmakokinetik von Pravastatin im Sinne einer

Erhohung des Statin-Blutspiegels *>

. Eine spitere kleine Pilot-Studie erbrachte zudem den
Nachweis  einer Erhdhung der AUC von Pravastatin  und der mittleren
Plasmaspitzenkonzentration Cy.x bei Tragern des */5- und */7-Allels unter Einnahme multipler
Gaben von 40 mg Pravastastin iiber einen Zeitraum von drei Wochen gegeniiber der
Kontrollgruppe *’. Diese Ergebnisse finden auch Bestitigung durch eine jiingste Studie, in der
weille und schwarze Amerikaner des Genotyps SLCOIBI *la /*15 gegeniiber Trigern des
Genotyps SLCOIBI *la /*la bzw. SLCOIBI *I1b/*1b deutlich erhohte Werte fiir die
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC von Pravastatin aufwiesen ( 45 % bzw. 80 %) *’. Beim
Genotyp SLCOIB1 *15 /*15 lagen die Werte fiir AUC vergleichsweise noch héher ( 92 % bzw.
149 %). Allerdings trat auch hier die Variante 521C fast ausschlieBlich in Verbindung mit dem

Allel 388G auf, eine getrennte Untersuchung wie in der hier vorliegenden Studie war nicht

gegeben.

Unterstiitzt werden diese Ergebnisse auch durch In-vitro- Beobachtungen: So war der Wert fiir
die normalisierte Geschwindigkeit V,x fiir den Transport von Ostradiol-17B-Glukoronid durch
OATPIBI *15, abhidngig vom Grad der Proteinexpression auf der Membranoberfliche von
HEK293- Zellen, deutlich reduziert im Vergleich zum Wildtypallel °'. Kameyama et al. 2005 °°
berichteten von einer signifikant verminderten (P < 0,05) Transportaktivitidt der Varianten *3,
*15 und *15 + C1007G (einem neuen Haplotyp, entdeckt in einem Patienten mit Pravastatin-
induzierter Myopathie) fiir die Substrate Ostradiol-17B-Glukoronid und Ostronsulfat, und zwar
sowohl in HEK293- Zellen als auch in HeLa- Zellen. HEK293- Zellen der Varianten OATP1B1
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*5, *¥15, *5 + C1007G und *15 + C1007G zeigten aullerdem auch eine deutlich verminderte
Aktivitit fiir den Transport von Pravastatin *°.

Betrachtet man die hier vorliegenden Ergebnisse vor diesem Hintergrund, scheint es, dass der
pharmakokinetische Effekt des OATPIBI *5 -Allels den Effekt von OATPIB1 *1b dominiert,
gleich einer Schliisselfunktion des SNP T521C, der einen Haupteffekt auf die funktionellen
Eigenschaften von OATPIBI *15 hat. Die bisherigen Daten aus In-vitro-Studien beziiglich
Transportfunktion und Grad der Proteinexpression der OATP1B1-Varianten kldren allerdings
den Molekularmechanismus nicht, der den gegensétzlichen pharmakokinetischen Effekten dieser
beiden Allele zugrunde liegt ¢ %% #2
HEK293- Zellreihen in vitro ergaben, dass die von den Allelen OATP1B1*1a und OATPI1BI1*1b

Immunozytochemische Analysen von HeLa- bzw.

kodierten Proteine hauptsiachlich an der Plasmamembran lokalisiert sind, wéhrend die Varianten
OATPIBI *5 und OATPIBI *15, trotz teilweise gegensitzlicher Berichte, sowohl an der

56, 135, 98, 51, 50 o .
222 75 2R 20 Somit ist die

Plasmamembran als auch im Intrazellularraum zu finden sind
reduzierte Transportaktivitdt dieser Proteinvarianten vermutlich hauptsdchlich auf die
fehlerhafte, durch den SNP T521C verursachte, verminderte funktionelle Expression von

OATPI1B1 an der Oberfliiche der Zellmembran zuriickzufiihren % 3% 82,

SchlieBlich machen die hier gewonnenen Ergebnisse deutlich, dass im Vergleich mit
homozygoten Individuen des Genotyps OATPIBI *I1a ein Haplotyp der untersuchten Varianten
von OATPI1BI ausreichend ist, um entweder den Pravastatin-Plasmaspiegel (OATPIB1 *5) oder
die kumulative Ausscheidung des unveridnderten Medikaments im Urin (OATPIBI *1b)
signifikant zu verdndern. Homozygote Probanden des OATPIBI *1b- Haplotyps hatten keine
niedrigeren Werte fiir die Plasmaspiegel-Zeit-Kurve AUC (0-6) und die maximale
Plasmakonzentration Cp, im Vergleich zu heterozygoten Tridgern dieses Haplotyps. Dabei
umfasste das Probandengut jedoch nur zwei homozygote Trager der Variante -*/b gegeniiber
acht heterozygoten Tragern, wodurch die diesbeziigliche allgemeine Aussagekraft im Vergleich
zwischen diesen beiden Subgruppen etwas gemindert ist. In der Probandenpopulation der hier
vorliegenden Untersuchung befanden sich zudem keine homozygoten Triager des OATPIBI *5-

Allels, so dass diesbeziiglich keine vergleichenden Aussagen getroffen werden konnen.

Nishizato et al. 2003 °° und Ho et al. 2007 *’ berichteten allerdings von héchsten Werten fiir die
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC bei homozygoten Triager des Genotyps C521C
(OATPIBI *5 /*5) im Vergleich zu mittleren Werten bei heterozygoten Individuen der Variante
T521C (OATPIBI *la/*5) bzw. niedrigsten Werten bei Triagern des Wildtyps TS52IT
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(OATPIBI *la/*la), gleich einem Gen-Dosis-Effekt fiir das T521C- Allel beziiglich der
systemischen Exposition von Pravastatin. Dies konnte jedoch durch Untersuchungen von Niemi
et al. 2004 *° nicht bestitigt werden — hier wurde von einer sogar geringeren Erhdhung der AUC

bei homozygoten Trager des Genotyps C521C gegeniiber heterozygoten Individuen der Variante
T521C berichtet.

Die Analyse der Haplotypen zeigte, dass die SNPs A388G, T521C, sowie der den Promoter-
SNP -G11187A enthaltende Haplotyp OATPIBI *17 einen besonders verstiarkten Effekt auf die
Erhohung der AUC (0-12) von Pravastatin haben. Dieses FErgebnis legt nahe, dass
moglicherweise auch weitere Genvarianten in Verbindung mit einem funktionell signifikanten
SNP den betreffenden Phénotyp modifizieren; somit kann auch das Auftreten weiterer SNPs
neben T521C fiir den Phianotyp von OATP1B1 von entscheidender Bedeutung sein. Daher
erscheint die Haplotypen-Analyse aussagekriftiger als die isolierte Untersuchung der einzelnen
SNPs. Weitere Studien sind erforderlich, um den effektivsten SNP oder Haplotyp fiir die
Voraussage des OATP1B1 Phanotyps zu identifizieren.

4.3 Auswirkungen der Mutation T521C auf die Pharmakokinetik weiterer

Medikamente

Der Basenpaar-Austausch T521C, der im Aminosduren-Austausch Vall74Ala in OATP1BI1
resultiert, ist mittlerweile Gegenstand einer zunehmenden Zahl an Studien mit der Frage nach
moglichen Auswirkungen auf die Pharmakokinetik weiterer Arzneistoffe. Die Verbindung
zwischen dem SNP T521C und einer jeweils erhohten Plasmakonzentration einer Reihe von

Medikamenten in vivo wurde inzwischen aufgezeigt - darunter Atrasentan °’, Bosentan 7,

13, 45

Fexofenadin 92, Pitavastatin ,  Simvastatin-Sdure 105

, Repaglinid °!, Nateglinid '*,
Rosuvastatin ''. Dariiber hinaus zeigten In-vitro-Untersuchungen eine signifikant erniedrigte
Transportaktivitdt zahlreicher Allelvarianten von OATP1B1, einschlieBlich der Varianten -*7b
und -*5, beziiglich der Aufnahme des Antibiotikums Rifampicin '*°. Somit ist das Spektrum an
Medikamenten, deren Pharmakokinetik von OATPIBI *5 bekanntermallen beeinflusst wird,
stetig im Wachsen begriffen. Eine jlingste Studie mit koreanischen Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom unter Therapie mit Irinotecan zeigte signifikant erhohte Werte
fiir die AUC von SN-38, dem aktiven Metaboliten von Irinotecan, und erniedrigte Werte fiir

dessen Clearance bei Patienten der Genotypen T521C und C521C, sowie bei Individuen mit dem
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Genotyp -A11187A *. Die Analyse der Haplotypen ergab, dass sich bei mindestens einfachem
Vorliegen des Haplotyps OATPIBI *15 (mit den SNPs A388G und T521C) eine signifikant
hohere AUC von SN-38 gegeniiber OATPIBI *la oder —*Ib zeigte. Auch der Haplotyp
OATPIBI *17 (mit den SNPs -G11187A, A388G und T521C) zeigte den Trend zu einer
erhohten Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC von SN-38, was statistisch jedoch nicht
signifikant war. Daraus ergibt sich auch in diesem Kontext ein weiterer Hinweis, dass die
Transportaktivitit von OATPIB1 in grossem Ausmall von der Variante SLCOIBI T521C

abhéngig zu sein scheint.

4.4  Auswirkungen von Polymorphismen in OATP auf die Pharmakokinetik anderer

Statine

Untersuchungen haben demonstriert, dass das Protein OATP1BI1 auch in die hepatozelluldre
Aufnahme anderer Statine wie Atorvastatin , Rosuvastatin, Simvastatin, Cerivastatin, Lovastatin
und Fluvastatin, zumindest anteilig, involviert ist 41,121, 114, 119,66 - giirslich wurde in einer
koreanischen Studie erstmals in vivo der Einfluss genetischer Varianten von OATP1B1 auf die
Pharmakokinetik von Pitavastatin beschriecben . Hier war der SLCOIBI *15 - Haplotyp
assoziiert mit einem erhohten Plasmaspiegel von Pitavastatin und einer verminderten Aufnahme
der Substanz vom Pfortaderblut in die Hepatozyten. Auch berichteten kiirzlich leiri et al 2007 *
iiber erhohte Pitavastatin-Plasmaspiegel bei Trigern der Variante T521C. Es muss jedoch
erginzt werden, dass Pitavastatin zugleich auch Substrat von OATP1B3 (OATPS, LST-2,
SLC2148) ist °°. Angesichts der hiufig iiberlappenden Substratspezifitit von Mitgliedern
derselben Genfamilie stellt die Identifizierung selektiver Substrate eine bedeutende
Herausforderung dar. So zeigten Ho et al. 2006 * anhand von In-vitro-Versuchen, dass mehrere
Mitglieder der OATP-Familie , einschlieBlich 1B1, 1B3, 2B1 und 1A2, zum Transport von
Rosuvastatin fihig sind. Darliber hinaus waren auch hier natiirlich auftretende Polymorphismen
von OATPIBI, einschlieBlich *5, *9, *]5 und *I8, mit einem deutlichen Abfall der
Aufnahmeaktivitit gegeniiber Rosuvastatin verbunden. In einer /n-vivo- Studie unter Kaukasiern
und Asiaten war das Vorliegen des T521C- Allels bei kaukasischen Probanden ebenfalls mit
einer erhdhten Plasma- Rosuvastatin-Konzentration assoziiert '. Choi et al. 2007 '* berichteten
in einer Studie unter Koreanern von einer wesentlichen Erhéhung der AUC von Rosuvastatin fiir
OATPIBI1*15 /*15 im Vergleich zu *la/*1a und *1b /*1b, wihrend sich allerdings zwischen
Individuen des Genotyps *I/a /*la und *Ib/*1b kein signifikanter Unterschied in der
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Pharmakokinetik von Rosuvastatin ergab. Letzteres Ergebnis steht in Kontrast zu den Resultaten
der hier vorliegenden Untersuchung und denen der Studie von Maeda et al. 2006 ™ mit
japanischen Probanden, die den Nachweis einer signifikant hoheren AUC fiir Pravastatin in der
Studiengruppe */a/*1a gegeniiber *1b /*1b erbrachte. Dies konnte ein weiterer Hinweis sein,
dass es zwischen den Effekten der SNPs in OATPIBI beziiglich der diversen ethnischen

Gruppen oder verschiedenen Statine Unterschiede gibt.

Allerdings ergaben [In-vitro- Untersuchungen ebenfalls eine verminderte Transportaktivitét
OATPIBI *5 und - *15- exprimierender HEK293- Zellen gegeniiber den Statinen Atorvastatin
und Cerivastatin, jedoch in geringerem Ausmall im Vergleich zu Pravastatin; fiir Simvastatin
zeigte sich diesbeziiglich kein deutlicher Aktivititsabfall *°. Generell ist jedoch auch hier
Vorsicht geboten bei der einfachen Ubertragung von experimentellen /n-vitro- Ergebnissen auf
die Verhiltnisse am Lebenden. Auch in dieser Hinsicht besteht weiterer Klarungsbedarf der

zugrundeliegende Mechanismen.

Im Ubrigen scheinen bei der Mehrzahl der Statine auch andere Transportmechanismen eine
entscheidende Rolle zu spielen , wie beispielsweise die passive Diffusion bei der Passage der
Zellmembran im Fall des stark lipophilen Simvastatin. Zur Einschétzung der Effekte genetischer
Polymorphismen in OATPIB1 auf die Disposition von Statinen in vivo ist die Gesamtheit aller
involvierten Transportmechanismen und Metabolisierungswege in Betracht zu ziehen. Die
Vielfalt der moglichen Effekte der Genotypen von OATPIBI auf andere Substrate ldsst sich
anhand der Ergebnisse fiir Pravastatin nicht vorausberechnen, weil der Anteil von OATP1B1 am
gesamten Metabolisierungsprozess im Verhéltnis zu anderen Clearance — Formen fiir jedes
Substrat unterschiedlich sein kann. Die Statine Atorvastatin, Simvastatin und Lovastatin
15, 11

beispielsweise werden hauptsidchlich iiber CYP3A4 metabolisiert , das fiir die

Verstoffwechslung von Pravastatin jedoch kaum eine Rolle spielt.

Von einer durch die Variante OATPIBI *1b moglicherweise gesteigerten Transportaktivitét
gegenliber anderen Statinen in vitro, bzw. von einem dadurch modifizierten Effekt der Senkung
des Plasmacholesterins mittels Pravastatin in vivo wurde bislang nicht berichtet. Es bleibt
fraglich, ob diesbeziigliche Anderungen der Pharmakokinetik, wie sie in der hier vorliegenden

Studie beobachtet wurden, tatsdchlich pharmakodynamische Auswirkungen haben.
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4.5  Andere hepatische Transporter und weitere Faktoren als Einflussvariablen in der

Disposition von Statinen

Neben den Effekten von SNPs in OATPIBI sind womdglich auch genetische Polymorphismen
weiterer Transporter in die hepatische Clearance von Statinen involviert. Kiirzlich wurde
Fluvastatin als Substrat von zwei weiteren  hepatischen Hauptaufnahmetransportern -
OATP2BI1(OATP-B, SLC2149) und OATP1B3 (OATPS, LST-2, SLC2148) - identifiziert
und Pravastatin ausserdem auch als pH-abhingiges Substrat von OATP2B1 (OATP-B) *.
OATP2B1 wird neben der Leber auch in den Enterozyten des Diinndarms exprimiert und

6295 1In einer kiirzlichen

erleichtert womdglich die intestinale Absorption von Pravastatin
klinischen Studie wurde allerdings keine Assoziation zwischen der individuellen Variabilitit der
Pharmakokinetik von Pravastatin und Genotypen des Aufnahmetransporters OATP2B1 oder der
Effluxtransporter P-Glykoprotein MDR1 (4BCBI) und MRP2 (ABCC2) beobachtet *°. Auch
eine jiingste klinische Studie ergab keinen Zusammenhang zwischen hédufig vorkommenden
Polymorphismen der Effluxtransporter MRP2 (4BCC?2), BSEP (ABCBI11) und BCRP (4BCG?2)
und Unterschieden in der Pharmakokinetik des Substrats Pravastatin *’. Daten hinsichtlich der
funktionellen Signifikanz dieser Polymorphismen sind bislang sehr begrenzt. Eine weitere

Charakterisierung der Funktionen und Substratspezifititen aller hepatischen OATPs und

Transporter sowie mdglicher begleitender Polymorphismen ist wiinschenswert.

Es besteht insgesamt eine breite Variabilitdt im individuellen Ansprechen auf eine Statin-
Therapie und hinsichtlich deren lipidsenkender Wirksamkeit. Die zugrundeliegenden Ursachen

54, 76

hierfiir sind noch weitgehend unbekannt , jedoch werden genetische Zusammenhinge

hierfiir beinahe selbstverstdandlich als ursidchlich erachtet. So haben sich Pharmakokinetik und
Pharmakogenetik von Statinen seit kurzem als Bereich intensiver Forschung etabliert " '*°.
Auswirkungen genetischer Polymorphismen in Aufnahmetransportern sind hierfiir womdoglich

nur einer von mehreren Erklarungsansétzen.

In einer kiirzlich verdffentlichten Studie fanden sich signifikante interethnische Unterschiede in
der Plasmaexposition von Pravastatin. Hier hatten weile gegeniiber schwarzen Amerikanern
desselben Genotyps (T521C) deutlich hohere Werte fiir die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve
AUC und Plasmaspitzenkonzentration Cpy,x 37 , was darauf hinweist, dass hinsichtlich der
interethnischen und interindividuellen Variabilitdt der Disposition von Pravastatin

moglicherweise auch zusitzliche, bislang undefinierte genetische oder umweltbedingte Faktoren
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eine wichtige Rolle spielen. Es sei an dieser Stelle zudem nur kurz erwdhnt, dass unléngst eine
signifikante Assoziation zwischen zwei gewdhnlichen, eng verkniipften SNPs in dem die HMG-
CoA-Reduktase codierenden Gen und einer Reduktion der Cholesterol-senkenden Wirkung von

Pravastatin aufgezeigt werden konnte '°.

4.6 Pharmakodynamische Auswirkungen von Polymorphismen in OATPIBI auf den

therapeutischen Effekt von Pravastatin

Da die Leber das Zielorgan der Statine ist und Pravastatin nahezu ausschlieBlich intrazelluldr die
Cholesterinsynthese in den Hepatozyten hemmt, diirfte der cholesterinsenkende Effekt bei
Individuen mit OATPIB1 *5- bzw. *15-Allel angesichts der eingeschriankten Transportfunktion
vermindert sein, obwohl fiir die Pravastatin-Plasmaspiegel genau das Gegenteil gilt. Dies ist
dahingehend eine ungewohnliche Situation, insofern hohere Plasmamedikamentenspiegel eine
geringere Arzneistoffwirkung zur Folge haben und somit in inversem Verhiltnis zueinander

stehen.

Fir klinisch relevante Auswirkungen dieses pharmakogenetischen Effekts auf die
Cholesterinsenkung bei Patienten gibt es erste Hinweise '*°. So zeigte kiirzlich eine retrospektive
Studie mit  édlteren japanischen Patienten, die wegen Hyperlipiddmie mit Pravastatin,
Atorvastatin oder Simvastatin behandelt wurden, dass die therapeutische lipidsenkende
Wirksamkeit bei Trdgern des 521C- Allels im Vergleich zu Homozygoten des Wildtyps 521T
signifikant vermindert war, gemessen am Gesamtcholesterol-Plasmaspiegel nach Einmalgabe
von Pravastatin. Eine verminderte lipidsenkende Wirkung wurde ausserdem auch fiir die Statine
Atorvastatin und Simvastatin beobachtet. Zudem berichteten Zhang et al. 2007 '** kiirzlich von
einer signifikanten Assoziation des Polymorphismus T521C mit einer Reduktion der
cholesterinsenkenden Wirksamkeit bei chinesischen Patienten mit koronarer Herzerkrankung
unter dreiwdchiger Therapie mit 20 mg Pravastatin. Heterozygote Trager der Variante T521C
wiesen eine geringere Senkung des Gesamtcholesterins im Plasma auf als Patienten des Wildtyps
T521T, moglicherweise als Folge einer verminderten intrazelluldren Pravastatin-Konzentration.
Zwischen den beiden Gruppen fand sich allerdings kein signifikanter pharmakodynamischer
Unterschied hinsichtlich einer Senkung weiterer Plasmalipide, wie beispielweise des LDL-
Cholesterins. Allerdings war die Gruppe der Wildtyp-Trdager um das Vierfache grosser als die

der Patienten mit vorliegendem Polymorphismus, was die Aussagekraft der Ergebnisse etwas
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beeintrachtigt. Auch eine weitere Studie lieferte den Hinweis, dass bei gesunden Trigern des
Haplotyps OATPIBI *17 ( der die SNPs —G11187A, A388G und T521C enthélt) nach oraler
Einnahme einer Einzeldosis die Aufnahme von Pravastatin in die Hepatozyten behindert wird,
und damit in héheren Pravastatin-Plasmakonzentrationen, jedoch niedrigeren intrahepatozytiren
Pravastatin-Konzentrationen und damit in einem geringeren inhibitorischen Effekt der
Cholesterinsynthese resultiert °°. Demzufolge ist die cholesterinsenkende Wirkung von

Pravastatin bei Trégern des */7- Haplotyps womoglich ebenfalls vermindert.

Im Gegensatz dazu war der SNP T521C in einer kiirzlichen retrospektiven Studie mit 462
Patienten unter Behandlung mit Pravastatin nicht mit einer Minderung dessen lipidsenkender
Wirkung assoziiert *'. Ebenfalls ergab sich diesbeziiglich kein wesentlicher Unterschied in
einem Probandenkollektiv der Haplotypen *I/5 und */7 unter dreiwdchiger Einnahme von
tiglich 40 mg Pravastatin im Vergleich zur Referenzgruppe *’. Hier wurde unter anderem
gezeigt, dass der SLCOIBI- Polymorphismus bei Einfach- und Mehrfachgaben von Pravastatin
dhnliche Auswirkungen im Sinne einer Erhohung der AUC zu haben scheint. Es gab jedoch
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der lipidsenkenden Wirksamkeit von Pravastatin
zwischen den verschiedenen Gruppen. Der Effekt der Polymorphismen auf die Pharmakokinetik
von Pravastatin im Steady-state weist darauf hin, dass andere Aufnahmetransporter, die an der
sinusoidalen Membran der Hepatozyten lokalisiert sind, die reduzierte Aktivitdit von OATP1B1
nicht in signifikantem AusmaB kompensieren *’. Theoretisch ist es denkbar, dass fiir den
OATPIBIl-vermittelten Aufnahmetransport defiziente Hepatozyten Anpassungsmechanismen
entwickeln, wie beispielsweise kompensatorische Up-Regulation oder Nutzung anderer
Aufnahmetransporter; dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein, wenn man die dhnlichen Effekte

von Einfach- und Mehrfachgabe von Pravastatin beriicksichtigt ***> 4.

Ob und in welchem AusmaBl OATPIBI- Polymorphismen die inhibitorischen Effekte von
Pravastatin und anderer Statine auf die Cholesterinsynthese wéhrend einer Langzeitbehandlung
(iiber einen Monat hinaus) gegeniiber Verabreichung einer Einzeldosis beeinflussen, und ob
dabei unterschiedliche Dosierungen eine Rolle spielen, bleibt eine Frage mit weiterem

Klarungsbedarf.
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4.7  Polymorphismen in OATPIB]1 als mogliche Modulatoren von

Nebenwirkungen

Statine werden in therapeutischer Anwendung in einer Dosierung von bis zu 40 mg/Tag in der
Regel gut toleriert, was auch in klinischen Langzeitstudien gezeigt wurde '*’. Es gibt jedoch
zweil ungewohnliche, aber potentiell ernsthafte unerwiinschte Nebenwirkungen: zum einem die
Erhohung der Leberenzyme bei weniger als 2 % der Patienten, zum anderen das Auftreten von
Abnormalitdten der Skelettmuskulatur, die von benigner Myalgie bei 0,5 bis 2,5 % der Patienten,
tiber Myopathie bei bis zu 3 % der Patienten, bis zu lebensbedrohlicher Rhabdomyolyse reichen.
Da die myotoxischen Effekte der Statine (Myopathie, Rhabdomyolyse) jedoch
konzentrationsabhingig sind '*?, stellt sich die Frage, ob Individuen mit funktionell
eingeschriankter Aktivitit von OATP1B1 und der Konsequenz erhohter Pravastatin-Plasma-
Spiegel anfilliger fiir eine Pravastatin-induzierte Myopathie sind, als Individuen mit einem
normalen Phénotyp. Tatséchlich wurde kiirzlich berichtet, dass bei japanischen Patienten mit
Myopathie, aufgetreten nach Einnahme von Pravastatin (beziehungsweise Atorvastatin), die
Frequenz von OATPIBI *15 signifikant hoher war, als bei Patienten ohne Myopathie *°.
Dariiber hinaus wurde eine isoliert auftretende, neue Mutation auf Exon 12 von OATPIBI
entdeckt - die Variante T1628G, die vermutlich eng mit dem Phdnomen der Myopathie assoziiert
ist; allerdings wurde deren Vorkommen nur mit einer sehr niedrigen Frequenz von < 1% in der
japanischen Bevélkerung angegeben *. Eine aktuelle genomweite Assoziationsstudie ''® konnte
den Nachweis erbringen, dass zumindest eine gingige, nichtkodierende Variante im SLCOIBI-
Gen (154363657, Intron 11, Chromosom 12) signifikant das Risiko einer Simvastatin- induzierten
Myopathie erhoht. Eine deutliche Risikoerh6hung wurde zudem auch fiir Trager des C-Allels
des T521C-Polymorphismus (rs4149056)  bei gleichzeitiger Einnahme hoherer Statin-
Dosierungen oder gleichzeitiger Einnahme anderer Medikamente wie dem OATP1B1-Inhibitor

Ciclosporin oder Amiodaron aufgezeigt. Zudem wurde ein niedrigeres Myopathie-Risiko bei

Tragern der G-Variante von A388G (rs2306283) beobachtet.

Zur genaueren Abschitzung des moglichen Einflusses und eventueller Risiken der SLCOIBI-
Polymorphismen auf die Toleranz und Sicherheit einer Pravastatin-Therapie bedarf es weiterer

Untersuchungen.

Eine Studie zur Pharmakodynamik des OATP1BI1- Substrats SN-38, dem aktiven Metaboliten

des Zytostatikums Irinotecan, lieferte weitere Erkenntnisse. So kam es bei koreanischen
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Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und mit Genotyp SLCOIBI T521C oder
C521C unter Therapie mit Irinotecan im Vergleich zum Genotyp T521T auch zu hoherer
Inzidenz einer Neutropenie im Sinne einer unerwiinschten Arzneimittelwirkung 2. Die Werte
fiir die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve AUC von SN-38 waren bei den Patienten, die Trager
des Polymorphismus waren, ebenfalls signifikant erhoht. Hingegen war die Variante A388G mit
vermehrtem Auftreten von Diarrhoen assoziiert. Erkldren lédsst sich dies durch die Vermutung,
dass bei Vorliegen der Varianten T521C und —-G11187A und erh6hten Plasmaspiegeln auch eine
verminderte hepatobilidre Exkretion und verminderte Exposition der Enterozyten gegeniiber SN-
38 vorlag. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Genotyp und Ansprechen des

Tumors auf die Chemotherapie ergab sich nicht.

Zusammenfassend finden sich also auch hier Hinweise auf eine Assoziation zwischen einer
genetisch modifizierten Transportaktivitit von OATP1B1 und dem Auftreten unerwiinschter

Arzneimittelwirkungen.

4.8  Inhibitoren als zuséitzliche modifizierende Faktoren der Transportrate

Diverse Arzneistoffe konnten kiirzlich als Inhibitoren von OATP1B1 identifiziert werden und
geben niitzliche Information iiber die Rolle einer Reihe von Transportern beziiglich der
Disposition von Pravastatin. So war die gleichzeitige Behandlung mit dem Immunsuppressivum
Ciclosporin, einem potenten OATPIBI-Inhibitor '"’, assoziiert mit einem mehrfachen
Plasmakonzentrationsanstieg von Pravastatin und mehrerer anderer Statine '2' *% %% ** Auch
zeigten sich unter paralleler Verabreichung von Ciclosporin erhdhte Plasmaspiegel des
Antidiabetikums Repaglinid, das iiber Cytochrom P450 2C8 und 3A4 metabolisiert wird und
zugleich ein Substrat von OATP1BI ist. Der Polymorphismus T521C war hierbei gegeniiber
dem Referenztyp T521T mit einem noch deutlicheren Anstieg der Plasmakonzentration von
Repaglinid verbunden. Zudem wurden inhibierende Effekte von Indinavir, Saquinavir und
Rifamycin auf die Transportaktivitit von OATP1BI beobachtet , was zugleich auch auf einen
Zusammenhang zur Rate an aufgetretenen Féllen von unkonjugierter Hyperbilirubindmie beim

118

Menschen unter diesen Medikamenten hinweist. Auch das Fibrat Gemfibrozil oder

Makrolide wie Clarithromycin, Erythromycin, Roxithromycin '’

senken womoglich das
Nutzen-Risiko-Verhéltnis der Statintherapie, indem die Aufnahme in die Hepatozyten, den

essentiellen Ort der Wirkungsentfaltung, unterbunden wird mit dem Resultat -einer
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Verminderung des gesamten weiteren hepatischen Transports und der bilidren Exkretion. Ein
erhohtes Myotoxizitéits-Risiko ist auch hier eine denkbare weitere Konsequenz einer erh6hten

Plasma-Statin-Konzentration *°.

Insgesamt fanden sich zunehmend Hinweise, dass Wechselwirkungen zwischen verschiedenen
Medikamenten sowie zwischen Medikamenten und endogenen Substanzen, die dem betreffenden
Substratspektrum von OATP1B1 angehoren, fiir die Modifikation der Transportraten eine
bedeutende Rolle spielen '. Weitere Kenntnisse iiber Beeinflussung der pharmakokinetischen
und pharmakodynamischen Eigenschaften von Medikamenten durch Polymorphismen in
Transportproteinen, sowie mdogliche, die Aufnahmefunktion inhibierende Mechanismen sind
deshalb erforderlich. Allerdings limitiert dabei der Mangel an transporterspezifischen Inhibitoren

die Einflusserprobung individueller Transporter auf die Gesamtdisposition von Medikamenten.

4.9 Relevanz einer routineméfligen Genotypisierung in der Statintherapie
4.9.1 Bedeutung haufiger Allelfrequenzen innerhalb einer Bevolkerung

Die Allelfrequenzen der SNPs A388G und T521C in OATPI1B1 betrugen bei der Gesamtheit der
fiir die vorliegende Studie genotypisierten Probanden 36,5 % und 15 %, was iibereinstimmt mit
den zuvor bei weilen Amerikanern und Japanern beobachteten, interethnisch jedoch stark
differierenden Héufigkeiten. Kiirzlich wurde von groBen Unterschieden hinsichtlich der
Hiufigkeit von SNPs und Haplotypen zwischen Kaukasiern, Afrikanern und Asiaten berichtet *’.
Unter den bisher bekannten SNPs in OATPIBI wurde die Variante A388G mit hochsten
Frequenzen bei weilen Amerikanern, schwarzen Amerikanern und Japanern beobachtet, mit
Hiufigkeiten von 30 %, 74 % und 60 — 63 % *>°*°°_ Obwohl das Auftreten der Variante T521C
bei weilen Amerikanern und Japanern mit einer Allelfrequenz von 14 %, beziehungsweise 11—
16 % als gewohnlich erscheint, ist deren Vorkommen bei schwarzen Amerikanern mit nur 2 %
relativ niedrig '*°. Beide Varianten kommen bei Europiern und weiien Amerikanern oft
unabhiingig voneinander vor, bei Japanern oft assoziiert. So ist interessanterweise die
Allelfrequenz von OATP1B1 *5, das nur den SNP T521C enthilt, bei Japanern relativ niedrig ( 0
— 0,7 %), ganz im Gegensatz zu der hohen Frequenz von OATPI1B1 *5 bei weilen Amerikanern
(14 %) ">%-% Japaner mit der Variante T521C haben zugleich den SNP A388G (OATPIBI
*15), und zwar mit einer Haufigkeit von 10 bis 15 % %96 Der Haplotyp OATPIB1 *15 wurde

66



95

auch bei einem kaukasischen Probandenkollektiv entdeckt . In der Studienpopulation der hier

vorliegenden Untersuchung war die Variante OATPIBI *15 hingegen nicht aufgetreten.

Das insgesamt jedoch relativ hdufige Vorkommen der betreffenden Allele ldsst auf deren
Bedeutung fiir die Disposition von Medikamenten schliessen und impliziert deren mdgliche
Relevanz hinsichtlich Beeinflussung von Wirksamkeit und Auftreten unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen in der Gesamtbevolkerung. Berichte liber Allelfrequenzen funktionell
signifikanter SNPs in OATPIBI in verschiedenen ethnischen Gruppen '*> %% %% 9% 71 10487 1ag5en
bei etwa 2-5 % der Individuen verschiedener Populationen mit Wahrscheinlichkeit deutlich
erhOhte Plasma-Pravastatin- Konzentrationen erwarten. Bedeutsam bleibt dabei auch, dass der
Einfluss von OATPIBI-Polymorphismen auf die Pharmakokinetik verschiedener Statine

womdglich abhingig von der jeweiligen ethnischen Abstammung ist ** *’. In dieser Hinsicht

bedarf es weiterer Untersuchungen.

4.9.2 Vorteile einer initialen Genotypisierung vor Beginn der Pharmakotherapie

Die Bestimmung genetischer Polymorphismen in OATPIBI konnte fiir die Vorhersage der
therapeutischen Wirksamkeit und des Risikos einer Behandlung mit Pravastatin im Sinne einer
individualisierten Medizin niitzlich sein und zur Identifizierung von Patienten mit einer
potentiell niedrigen Ansprechrate oder einer exzessiv hohen systemischen Arzneimittel-
exposition vor Beginn der Behandlung beitragen. Denkbar ist, dass eine jeweilige Genotyp-
orientierte Dosierung von Pravastatin und gegebenenfalls sogar parallele Verabreichung eines
moglichen OATP1B1 — Induktors die Medikamentenverfiigbarkeit in den Zielgeweben erhdht.
Dabei mag die Wahl eines geeigneten Behandlungsverfahrens fiir individuelle Patienten nicht
nur vom therapeutischen Standpunkt aus, sondern auch hinsichtlich des Kosten-Nutzen-
Verhiltnisses von groem Vorteil sein, da Arzneimittel zur Behandlung von Lebensstil-
bedingten Krankheiten, zu denen auch die Statine zéhlen, langfristig verschrieben werden.
Angesichts des umfassenden Substratspektrums von OATPI1B1 erscheint fiir die Zukunft eine
initiale Genotypisierung auch fiir das Therapieregime weiterer Medikamente als interessante und

bedenkenswerte MaBBnahme.

Da auch endogene Komponenten, wie Bilirubin, Bilirubinkonjugate und Gallensduren dem
OATPI1BI1- vermittelten Transport unterliegen, kann eine verminderte Transportaktivitit auch

die Anfilligkeit fiir bestimmte Krankheiten beeinflussen, wie z.B. das Gilbert-Syndrom.
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Kiirzliche Studien zeigten, dass Blutspiegel von unkonjugiertem Bilirubin bei Japanern und
Taiwanesen mit SLCOIBI A388G- oder T521C- Allelvarianten hoher waren *® * als bei
Tragern des Wildtypallels. Mit dem Wissen um die individuelle Disposition kdnnten auch hier
beriicksichtigende und vorausschauende MaBnahmen im jeweiligen Behandlungsverlauf

ergriffen werden.

Mit der kiirzlichen Entwicklung von PCR FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
Assays fiir die OATPIB- Polymorphismen A388G und T521C wurde gegeniiber den
konventionellen Methoden der allelspezifischen PCR und PCR RFLP eine robuste und schnelle
Alternative von hoher Konsistenz und Reliabilitit geschaffen °, die die Genotypisierung im
Rahmen epidemiologischer Studien und womoglicher  kiinftiger  klinischer
Routineuntersuchungen hinsichtlich einer gezielten individualisierten Pharmakotherapie deutlich
erleichtern konnte und praktisch einfacher realisierbar erscheinen ldsst. Ein #hnliches Ziel
verfolgt die Methode der Pyrosequencing ™ Screening Assays zur Erfassung der drei potentiell
funktionellen SLCOIBI-Varianten der DNA-Positionen 11187, 388 und 521 M Dieser
Screeningtest hat sich als schnelles und reliables Verfahren erwiesen und konnte ebenfalls dem
spezifischen Nachweis der jeweiligen Mutation und den damit verbundenen klinisch relevanten

Auswirkungen dienen.

Des Weiteren existiert die Uberlegung der Erstellung eines einheitlichen Klassifikationssystems
der Aktivitdt von SLCOIBI1 in schnelle, mittlere und langsame Metabolisierer in Abhéngigkeit
von der Funktionalitit des jeweiligen Genotyps >’. Eine derartige Einteilung kénnte niitzlich
sein, um mogliche Arzneimittelwechselwirkungen oder potentielle Effekte von OATPIBI1 —
Inhibitoren im voraus zu beriicksichtigen und um das Verstdndnis fiir die Disposition einer

Vielfalt von Substraten zu erleichtern.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die zwei untersuchten Haplotypen
OATPIBI *1b und OATPIBI *5 die Transportfunktion von OATPIB1 in vivo
interessanterweise gegensétzlich zu beeinflussen scheinen. Obwohl die gegenwartigen
Ergebnisse als vorldufig betrachtet werden sollten und weiterer Bestétigung bediirfen, sind sie
potentiell von wichtiger Bedeutung - auf deren Basis lisst sich vermuten, dass OATPIBI-
Haplotypen in beachtlichem Ausmal ursidchlich sind fiir die interindividuelle Variabilitdt in der
Disposition von Arzneistoffen, die dem Substratspektrum dieses Transportproteins zugehorig

sind.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der organische Anionentransporter OATP1B1(SLCOI1B1) ist ein Transportprotein, das an der
sinusoidalen Membran der Hepatozyten lokalisiert ist und die Aufnahme einer Vielzahl von
Substraten, einschlie8lich Arzneistoffen, aus dem Pfortaderblut in die Leber steuert. Kiirzliche
Untersuchungen zeigten, dass genetische Polymorphismen von OATPIB1 dessen
Transportfunktion beeinflussen. Die mogliche Konsequenz einer verdnderten Pharmakokinetik
mit individueller Medikamenten-Disposition, auch hinsichtlich einer hohen intersubjektiven
Variabilitit in der Pharmakotherapie, ist interessanter Diskussionsgegenstand einer
zunehmenden Zahl von Untersuchungen.

Zielstellung: Die pharmakogenetischen Effekte der Haplotypen OATPIBI (organic anion
transporting polypeptide 1B1) *1a, *1b (A388G) und *5 (T521C) auf die Pharmakokinetik einer
Einzeldosis des Cholesterinsenkers Pravastatin bei weilen Europidern wurden untereinander
verglichen.

Methoden: Nach Genotypisierung von 423 Freiwilligen wurden 30 gesunde ménnliche
Probanden kaukasischer Abstammung entsprechend ihres OATPIB1 — Haplotyps ausgewéhlt
und einer Gruppe zugeordnet. Jede der drei Gruppen umfasste zehn Individuen, die entweder
homozygote oder heterozygote Trager der Variante OATPIBI *1a, *1b oder *5 waren. Nach
einer Einzeldosis von 40 mg Pravastatin wurden die kinetischen Parameter der Disposition fiir
Pravastatin gemessen. Hauptzielgrof3e war die Plasmakonzentrations—Zeit—Kurve in der Zeit null
bis sechs Stunden nach Medikamenteneinnahme [AUC(0-6)]. Die Pravastatin-Konzentrationen
in Plasma und Urin wurden mittels Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (HPLC) bestimmit.
Ergebnisse: Die Messwerte fiir AUC(0-6) bei Probanden der Genotypen *I/a/ *1a, *1a/ *1b oder
*Ib/ *1b und *1a/ *5 betrugen jeweils 114,5 + 68,6pg - L ' *h, 74,8 £ 35,6 pg "L ' “h und
163,0 + 64,6 pg - L ' - h mit hoch signifikanten Unterschieden zwischen allen drei
Studiengruppen (P = 0,006) und zwischen den Trigern des Haplotyps */b und *5 (P = 0,002).
Eindrucksvoll war, dass die Werte fiir AUC (0-6) der Gruppe OATP1BI *1b um mehr als 60 %
niedriger waren gegeniiber der Gruppe des Haplotyps OATPIB1 *1a, obwohl dieser Unterschied
keine statistische Signifikanz erreichte. Allerdings war in der Gruppe der OATPIBI *I1b -
Alleltrager die Menge an iiber den Urin ausgeschiedenem Pravastatin in der Zeit null bis zwolf
Stunden [Ae (0-12)] signifikant vermindert ( 1729 + 907 pg ) im Vergleich zur Kontrollgruppe
des Wildtyps OATPIBI *1a ( 2974 £ 1590 ug) (P = 0,049). Innerhalb der Gruppe OATPIB1 *5
wurden die hochsten Werte fiir AUC (0 — 6) gemessen. Diese unterschieden sich signifikant von

den Werten der fir OATPIBI *la homozygoten Studienteilnehmer (P = 0,049 ) und den
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Ergebnissen fiir die Gruppe der homo- und heterozygoten Triager von OATPIBI *1b (P = 0.002);
der Mittelwert fiir AUC (0 — 6) der Gruppe *5 betrug 142 % im Vergleich zur Referenzgruppe
*la.

Schlussfolgerung: Ein signifikanter Effekt der untersuchten OATPIBI- Haplotypen auf die
Disposition von Pravastatin war feststellbar. Wahrend die Expression von OATPIBI *5 die
hepatozelluldre Aufnahme von Pravastatin verzogerte, schien die Variante */b die OATP1B1-
abhingige Aufnahme des Medikaments zu beschleunigen. Die  Transportfunktion von
OATPI1BI1 zeigte sich somit interessanterweise gegensitzlich beeinflussbar. Dies gilt als einer
der ersten Berichte, die darauf hinweisen, dass verbesserte Transporteigenschaften in vitro,
bedingt durch polymorphe Transportergene, tatsichlich die Pharmakokinetik eines Medikaments
in vivo verandern. Vorhergehende klinische Studien konnten den Effekt der Haplotypen
OATPIBI *Ib und OATPIBI *5 nicht parallel isoliert darstellen. Vermutlich trigt die
vermehrte Aufnahme einiger Arzneimittel aus dem Pfortaderblut zu einer niedrigeren oralen
Bioverfligbarkeit bei und dariiber hinaus zu einem vermehrten hepatischen first-pass
Mechanismus bestimmter Komponenten.

Weitere in vivo- Studien sind erforderlich, um die hier vorgestellten Ergebnisse zu bestdtigen.
Dennoch lédsst sich auf deren Grundlage vermuten, dass  OATPIBI-Haplotypen auf
bemerkenswerte Weise zur interindividuellen Variabilitdt in der Disposition von Arzneistoffen

beitragen, die dem Substratspektrums dieses Transportproteins angehoren.
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