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DESCRIPCION
Linea de células de doble transfeccion util para la identificacion de inhibidores del transporte

La presente invencion se refiere a una linea de células de doble transfeccion que contiene (a) una secuencia de
DNA que codifica un transportador de absorcidn para aniones organicos, preferiblemente OATPS8, enlazada
operativamente con un promotor y (b) una secuencia de DNA que codifica una bomba de exportacion para aniones
organicos o conjugados anidnicos, preferiblemente la proteina 2 de resistencia a multifarmacos (MRP2), enlazada
operativamente con un promotor. La presente invencion se refiere también a diversos usos de dicha linea de células,
preferiblemente para la identificacion de inhibidores del transporte, v.g. farmacos candidato.

El transporte vectorial es una funcion importante de todas las células polarizadas que contribuyen a la
destoxificacion y a la prevencion de la entrada de toxinas en los 6rganos. Esto se ilustra por los epitelios de los tubos
renales proximales, por las células de la barrera hematoencefalica, por los epitelios intestinales, y, finalmente pero
no por ello menos importante, por los hepatocitos. Una de las funciones hepatocelulares principales es la eliminacion
de sustancias enddgenas y exdgenas de la circulacion sanguinea y su secrecion en la bilis. Dos procesos de
transporte juegan un papel decisivo en este transporte vectorial por los hepatocitos: la absorcion sinusoidal
(basolateral) de la sangre y la secrecion canalicular (apical) en la bilis. En los hepatocitos humanos, la absorcién
independiente del sodio de aniones organicos anfifilicos esta mediada por al menos tres proteinas de transporte, a
saber por los transportadores de aniones organicos humanos OATP2 (conocido también como OATP-C o LST1,
simbolo SLC21A6) (Abe et al. 1999); Hsiang et al., 1999; Konig et al. 2000a; Cui et al. 2001), OATP8 humano
(SLC21A8) (Konig et al. 2000b; Cui et al. 2001), y OATP-B humano (SLC21A9) (Kullak-Ublick et al. 2001). Los tres
transportadores pertenecen al subgrupo 21A de la superfamilia de portadores de solutos (SLC). En tanto que OATP-
B se expresa también en cierto nimero de otros tejidos, OATP2 y OATP8 se expresan exclusivamente en los
hepatocitos humanos. El espectro de sustratos de OATPs incluye sales biliares, conjugados de hormonas
esteroidales, hormonas tiroideas, y muchos otros aniones organicos anfifilicos (Abe et al. 1999; Konig et al. 2000a,
b; Cui et al. 2001; Kullak-Ublick et al. 2000, 2001). Al contrario de estos transportadores de absorcién basolateral
que se cree son de tipo intercambiador (Li et al. 1998), los transportadores de exportacion apicales identificados en
los hepatocitos humanos hasta ahora son miembros de la superfamilia de casetes de fijacion de ATP (ABC) (Keppler
y Arias 1997; Jansen 2000). La exportacion de aniones organicos esta mediada predominantemente por la bomba
de exportacion de sales biliares BSEP (ABCB11) perteneciente al subgrupo MDR (ABCB) de la superfamilia ABC
(Strautnieks et al. 1998; Gerloff et al. 1998; Wang et al. 2001) y por la proteina 2 de resistencia a multifarmacos
(MRP2, ABCC2) perteneciente al subgrupo MRP (ABCC) de la superfamilia ABC (Buchler et al. 1996; Suzuki y
Sugiyama 1998; Konig et al. 1999; Borst et al. 2000). Mientras que los sustratos principales de BSEP son sales
biliares como colil-taurina y colato (Gerloff et al. 1998), los aniones organicos transportados por MRP2 son
principalmente conjugados de sustancias lipéfilas con glutation, glucuronato, o sulfato (Evers et al. 1998; Cui et al.
1999, Konig et al. 1999).

El transporte transhepatico de aniones organicos anfifilicos ha sido estudiado frecuentemente por el uso de
compuestos modelo como sulfobromoftaleina (BSP) y verde de indocianina (ICG) (Scharschmidt ef al. 1975). La
caracterizacion funcional de los tres OATPs humanos identificados en la membrana basolateral de los hepatocitos
demostré que los tres son capaces de mediar la absorcion de BSP, con la afinidad maxima para OATP2 (K, = 140
nM) y afinidad minima (Km = 3,4 uM) para OATP8 (Konig et al. 2000b; Kullak-Ublick et al. 2001; Cui et al. 2001). En
los hepatocitos, BSP se conjuga predominantemente con glutation para producir el conjugado BSP--glutatiéon S
(BSP-SG) (Whelan et al. 1970; Snel et al. 1995). Estudios con ratas mutantes deficientes en transporte (Jansen et al.
1987) que carecen de la bomba de exportacion canalicular Mrp2 (Paulusma et al. 1996; Biichler et al. 1996; Ito et al.
1997) sugerian que esta bomba de exportacion media la secrecion de BSP-SG en la bilis. Sin embargo, no se
estableci6 que BSP propiamente dicha sea un sustrato para MRP2 humana. Hasta ahora, las proteinas de
transporte como OATPs y MRPs se estudiaron en la mayoria de los casos por el uso de células transfectadas de
mamifero o por el uso de sistemas de oocitos de Xenopus que expresaban Unicamente una proteina de transporte
exogena recombinante (Madon et al. 1997; Ito et al. 1998; Evers et al. 1998; Cui et al. 1999, 2001; Abe ef al. 1999;
Hsiang et al. 1999; Konig et al. 2000a, b; Kullak-Ublick et al. 2001).

Cuando se desarrollan o se disefian nuevos productos farmacéuticos, una de las cuestiones criticas es conocer si
los compuestos candidato tienen efectos secundarios indeseables como la interferencia con el transporte de
sustancias que son producidas o existen naturalmente en el cuerpo, v.g. la interferencia con el transporte hepatico o
renal de aniones organicos, como se ilustra por la interferencia de rifampicina, rifamicina SV, o CDNB con el
transporte transcelular de BSP. Para ahorro de costes, es deseable detectar tales efectos secundarios de los
farmacos candidato en una etapa de desarrollo temprana. Hasta ahora, para el estudio de los efectos secundarios
potenciales de los farmacos candidato se utilizaban animales o cultivos de células. Sin embargo, estos métodos
presentan una diversidad de desventajas, v.g. consumen mucho tiempo y costes, no permiten el cribado de alta
capacidad de farmacos candidato, etc.

Por esta razon, es el objeto de la presente invencidon proporcionar un medio para el andlisis eficiente de la
interferencia de un farmaco candidato con el transporte de sustancias que son producidas o existen naturalmente en
el cuerpo, en particular la interferencia con el transporte hepatico o renal de aniones organicos que resuelva las
desventajas de los sistemas utilizados actualmente.
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De acuerdo con la invencion, esto se consigue por las materias objeto definidas en las reivindicaciones. Se
establecio un sistema de células con transportadores de la absorcion y exportacion humana definidos, es decir una
linea de células MDCK de doble transfeccion que exprese permanentemente un transportador recombinante de la
absorcion para aniones organicos en la membrana basolateral y una bomba de exportacién dependiente de ATP
para conjugados aniénicos en la membrana apical. La absorcidon basolateral se mediaba por el transportador de
aniones organicos humano OATP8 (simbolo SLC21A8) y la exportacion apical subsiguiente por la proteina 2 de
resistencia a multifarmacos (MRP2; simbolo ABCC2). En condiciones fisioldgicas, ambas proteinas de transporte se
expresan fuertemente en los hepatocitos y contribuyen a la eliminacion hepatobiliar de aniones organicos. La
expresion y localizacion de OATP8 y MRP2 en células MDCK que crecen en insertos de membranas Transwell se
demostro por inmunotransferencia y microscopia confocal de barrido laser. La sulfobromoftaleina (BSP) marcada
con °H era un sustrato para ambas proteinas de transporte y era transferida desde el compartimiento basolateral al
apical a una tasa al menos 6 veces mas rapida por las células MDCK-MRP2/OATP8 de doble transfeccion que por
las células MDCK-OATP8 o MDCK-MRP2 de transfeccion simple. El transporte vectorial a una tasa mucho mayor
por las celulas de doble transfeccion que por las de transfecciéon simple se observd también para los sustratos
marcados con *H leucotrieno Cu, 17b-glucuronosil-estradiol, y sulfato de deshidroepiandrosterona, para el sustrato
anionico fluorescente fluo-3, y para el antibidtico rifampicina. Estudios de inhibicién indicaron que la formacion
intracelular de S—(2 4-dinitrofenil)-glutation a partir de 2,4-clorodinitrobenceno inhibe selectivamente el transporte
transcelular de [ H]BSP en el sitio de exportacion mediada por MRP2.

La identificacion de los nuevos sustratos para MRP2 y OATP8 demuestra que la linea de células de doble
transfeccién es util para la caracterizaciéon de estos transportadores. En comparaciéon con las células MDCK
transfectadas por separado con OATP8 o MRP2, los transfectantes dobles presentan varias ventajas. Hasta ahora
habia sido dificil estudiar la funcion de MRP2 en células enteras debido a que la mayoria de los sustratos para
MRP2 estan cargados negativamente en condiciones fisiologicas y por tanto no pueden atravesar la membrana
plasmatica sin un transportador de absorcion. Por esta razén, MRP2 se ha estudiado en la mayoria de los casos
utilizando vesiculas de membrana dentro-fuera preparadas a partir de células que expresan MRP2. Con las células
MDCK de doble transfeccion que expresan OATP8 y MRP2 y con compuestos como [3H]BSP y Fluo-3, que son
sustratos para ambos transportadores, es posible ahora cribar mas facilmente en busca de inhibidores de MRP2 con
células intactas. Un inhibidor para sélo MRP2 inhibira el transporte transcelular y mejorara la acumulacion
intracelular de [ HIBSP. Un inhibidor para ambos MRP2 y OATP8 reducira el transporte transcelular mas
fuertemente que la acumulacion intracelular de [ H]BSP. Debido a la manipulacién mas facil de las células de doble
transfeccion cultivadas en insertos de membranas Transwell en comparacién con la preparacion y manipulacion de
vesiculas de membrana, es posible desarrollar sistemas de cribado de alta capacidad para inhibidores de MRP2 por
el uso de las células de doble transfeccion. El uso del penta-anion fluorescente Fluo-3 como sustrato para ambos
OATP8 y MRP2 puede facilitar adicionalmente el cribado.

En conclusion, las células de doble transfeccidon de la presente invencidén proporcionan un sistema util para la
identificacion de sustratos de transporte e inhibidores del transporte con inclusién de farmacos candidato. Por
utilizacion de la linea de células de doble transfeccion de la presente invencion, puede investigarse el efecto
inhibidor de los farmacos candidato sobre proteinas de transporte definidas que estan, v.g., presentes en el higado,
el riién, el intestino o la barrera hematoencefalica.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona una linea de células de doble transfeccion, que es una
linea de células estable que contiene (a) una secuencia de DNA que codifica un transportador de absorcion para
aniones organicos enlazada operativamente con un promotor, y (b) una secuencia de DNA que codifica una bomba
de exportaciéon para aniones organicos o conjugados anidnicos enlazada operativamente por un promotor. El
transportador de absorcion para aniones organicos se expresa en la membrana basolateral de las células y la
bomba de exportacion para aniones organicos o conjugados anidnicos se expresa en la membrana apical de las
células.

Preferiblemente, para transfeccion de las células, las secuencias de DNA se presentan en un vector o vector de
expresion. Una persona experta en la técnica esta familiarizada con ejemplos de los mismos. Las secuencias de
DNA pueden estar contenidas también en un virus recombinante que contenga casetes de expresion apropiadas.
Virus adecuados que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen baculovirus, vaccinia, virus sindbis, SV40,
virus Sendai, adenovirus, un virus AAV o un parvovirus, tal como MVM o H-1. El vector puede ser también un
retrovirus, tal como MoMULV, MoMuLV, HaMuSV, MuMTV, RSV o GalLV. Para expresién en mamiferos, un
promotor adecuado preferido es el citomegalovirus humano "promotor temprano inmediato” (pCMV).

Para generar las secuencias de DNA arriba descritas y para la construccion de vectores de expresion que contengan
dichas secuencias de DNA, es posible utilizar métodos generales conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen
v.g. técnica de recombinacion in vitro, métodos de sintesis y métodos de recombinacién in vivo como se describen
en Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, por ejemplo. Métodos de transfeccion de las células, de seleccion fenotipica de
transfectantes y de expresion del DNA de acuerdo con la invencion por utilizacion de los vectores arriba descritos se
conocen en la técnica.
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Preferiblemente, la linea de células es una linea de células humana. Las células son células polarizadas, v.g.
hepatocitos, células de rifién, v.g. MDCKII o HepG2.

En una realizacién adicional preferida de la linea de células de doble transfeccién de la presente invencion, el
transportador de absorcion para aniones organicos es un miembro del subgrupo 21A de la superfamilia portadora de
solutos (SLC). Se prefieren particularmente OAT1 (SLC22A6) (Hosoyamada et al. 1999), OATP2, OATP8 or OATP-
B.

En una realizacion mas preferida de la linea de células de doble transfeccion de la presente invencion, la bomba de
exportaciéon para aniones organicos o conjugados aniénicos es un miembro del subgrupo MDR (ABCB) o el
subgrupo MRP (ABCC) de la superfamilia ABC. Se prefieren particularmente la bomba de exportacion de sales
biliares BSEP (ABCB11) o la proteina 2 de resistencia a multifarmacos (MRP2). Una combinacién de OAT1 con
MRP2 las dos cuales se expresan en las células de los tubulos renales humanos proximales (Tojo et al. 1999;
Schaub et al. 1999), puede servir para estudiar el aclaramiento renal de aniones organicos.

En una realizacién ain mas preferida de la linea de células de doble transfeccién de la presente invencion, la
secuencia de DNA que codifica un transportador de absorcién para aniones organicos y/o la secuencia de DNA que
codifica una bomba de exportacién para aniones organicos o conjugados anionicos estan enlazadas operativamente
con un promotor que permite expresion fuerte.

En ciertos casos para investigacion del efecto del metabolismo intracelular de farmacos sobre el transporte, podria
ser deseable transfectar las células de la invencidon con una secuencia de DNA que codifique un tercer compuesto
cuya naturaleza puede variar de acuerdo con el farmaco a estudiar.

Por ultimo, la presente invencion se refiere a diversos usos de la linea de células de doble transfeccion. Un uso
preferido es la identificacion de un sustrato de transporte o un inhibidor del transporte, particularmente un farmaco
candidato. Formatos de ensayos adecuados son conocidos por las personas expertas y, v.g., se describen mas
adelante en los ejemplos. Un formato de ensayo preferido es el cribado de alta capacidad.

Breve descripcién de los dibujos

Fig. 1 Analisis por inmunotransferencia de MRP2 y OATP8 en células MDCK transfectadas. Fracciones crudas de
membrana de células MDCK transfectadas permanentemente con vector de control (MDCK-Co), con MRP2
humana (MDCK-MRP2), con OATP8 humano (MDCK-OATPS8), o con cDNA de ambos MRP2 y OATP8
(MDCK-MRP2/OATP8) se separaron por SDS-PAGE. A, La MRP2 humana se detectd con el anticuerpo
policlonal EAG5 (Keppler y Kartenbeck 1996; Schaub et al 1999). B, La OATP8 humano se detectd con el
anticuerpo policlonal SKT (Konig et al. 2000b). En el caso de OATPS, se indica solo la forma totalmente
glicosilada por una punta de flecha, en tanto que la banda a aproximadamente 90 kDa representa una
forma infraglicosilada de la proteina (Konig et al. 2000b).

Fig. 2 Inmunolocalizacion de MRP2 y OATP8 recombinantes en células MDCK. Células MDCK que expresaban
OATPS8 solo (A, D) o MRP2 y OATPS8 (B, C, E, y F) se cultivaron en insertos de membranas Transwell y se
examinaron por microscopia confocal de barrido laser. OATP8 (fluorescencia verde) y MRP8 (fluorescencia
roja) se tifieron utilizando el anticuerpo policlonal SKT (Konig ef al. 2000b) y el anticuerpo monoclonal M;l116
(Evers et al. 1998), respectivamente. A y B son imagenes "en face" enfocadas en la parte media de la
monocapa de células, C es una imagen "en face" enfocada en la parte superior de la monocapa de células.
D, E y F son secciones verticales en las posiciones indicadas por las lineas blancas en A, B, y C. Ademas
de la localizacion lateral de OATP8, puede verse cierta tincion intracelular de esta proteina en las secciones
verticales. Unicamente MRP2 se localiza en la membrana apical (E, F). Barra, 10/uM.

Fig. 3. Esquema de los transfectantes MDCK que se desarrollan en los insertos de las membranas Transwell como
una monocapa polarizada. La membrana apical orientada al medio de cultivo estd separada de la
membrana basolateral orientada al soporte de la membrana por las juntas fuertes. La bomba de exportacion
MRP2 esta localizada en la membrana apical, en tanto que el transportador de absorcion OATP8 esta
localizado en la membrana basolateral.

Fig. 4. Transporte transcelular de [*H]BSP. Se cultivaron células MDCK-Co (e), MDCK-MRP2 (s), MDCK-OATP8
(c), and MDCK-MRP2/OATP8 (g) en insertos de membranas Transwell. Se afiadié [PHIBSP (1 uM) a los
compartimientos basolaterales. En los momentos puntuales que se indican, se determind la radiactividad en
Ios compartimientos apicales (Transcellular [ H]BSP transpo 3) y en el interior de las células (Intracellular
[H]BSP accumulation). Se calculd la absorcion total de ["H]BSP como la suma de la radiactividad
intracelular y apical. Los datos representan valores medios + SD (n = 4). Para la mayoria de las medidas, la
desviacién estandar estaba dentro del tamafio de los simbolos.

Fig. 5. Transporte vectorial y eflujo de [*H]BSP. Se cultivaron células MDCK-OATPS y MDCK-MRPZ/OATPS en
insertos de membranas Transwell. A, Transporte vectorial de [ HIBSP. Se afadio [ H]BSP (1 puM) a los
compartimientos basolaterales (B ® A) o a los compartimientos apicales (A ® B). Despues de 15 minutos a

37°C, se midi6 la radiactividad en los compartimientos opuestos. B,. Eflujo de [H]BSP Se incubaron
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células MDCK-OATP8 y MDCK-MRP2/OATP8 con [3H]BSP (1 uM) en los compartimientos basolaterales a
37°C durante 30 min. Las células se lavaron luego con tampén frio y se incubaron con tampén sin [3H]BSP
a 37°C durante 30 min. Se midi6 la radiactividad liberada subsiguientemente en el compartimiento
basolateral y el apical y en el interior de las células. Los datos representan valores medios + SD (n = 4).

Analisis HPLC de [3H]BSP. Las células MDCK-MRP2/OATPS8 cultivadas en los insertos de membranas
Transwell se incubaron con [3H]BSP 1 UM en el compartimiento basolateral a 37°C durante 30 min. Se
indican el medio en el compartimiento a?ical y el lisado de células se analizaron por radio-HPLC como se
describe en "Materiales y Métodos". A, ["H]BSP auténtico (Cui et al., 2001); B, radiactividad recogida en el
compartimiento apical; C, radiactividad acumulada en las células. [°PH]BSP (punta de flecha) y el conjugado
con glutation S de [*HIBSP ([*H]BSP-SG, flecha). Se afiadié Acivicina, un inhibidor de la degradacién del
resto glutation de [3H]BSP-SG a la incubacién, en una concentraciéon de 5 mM.

Transporte de [3H]BSP dependiente de ATP por MRP2 humana. A, vesiculas de membrana dentro-fuera de
células HEK293 transfectadas con MRP2 humana (HEK-MRP2) se incubaron con [3H]BSP 1 UM en
presencia de ATP (g) o 5'-AMP (c). B, el transporte neto de [*H]BSP dependiente de ATP a las vesiculas
por las células HEK-MRP2 (g) o las células HEK-Co (c) se calculé por sustraccion de los valores
determinados en presencia de 5-AMP de los correspondientes en presencia de ATP. C, el valor K, de
MRP2 humana para BSP se determind a concentraciones de BSP comprendidas entre 1 y 10 uyM. Los
datos representan valores medios + SD (n = 4).

Transporte transcelular de aniones organicos. Células MDCK-Co, MDCK-OATPS8, y MDCK-MRP2/OATP8
cultivadas en insertos de membranas Transwell se incubaron con [3H]BSP (1 M), [3H]LTC4 (0.5 uM),
[PHIE217bG (5 uM), [PHIDHEAS (5 uM), Fluo-3 (2 pM) o [*H] colil-taurina (5 uM) en los compartimientos
basolaterales a 37°C. Se midi6 luego la radiactividad (sustratos marcados) o la fluorescencia (Fluo-3) en los
compartimientos apicales al cabo de 30 min. Los datos representan valores medios + SD (n = 4).

Inhibicion del transporte transcelular de [3H]BSP. Células MDCK-OATP8 (A, C, E, G), MDCK-
MRP2/OATP8 (B, D, F, H) cultivadas en insertos de membranas Transwell se incubaron con ["H]BSP (1
pMM) en los compartimientos basolaterales en presencia de concentraciones diferentes de seroalbumina
humana (HSA, C, D), rifampicina (E, F), o rifamicina SV (G, H). Para 2,4-cloro-dinitrobenceno (CDNB) (A,
B), las células se preincubaron con CDNB a la temperatura ambiente durante 20 min, se inicio6 el transporte
de [3H]BSP por reemplazamiento del tampoén en los compartimientos basolaterales por tampoén reciente que
contenia [3H]BSP y CDNB. Después de la incubacion durante 30 min a 37°C, la radiactividad en los
compartimientos apicales y en el interior de las células se midié. Los datos representan valores medios +
SD (n =4).

Transporte transcelular de rifampicina. Células MDCK-Co, MDCK-MRP2, MDCK-OATP8, y MDCK-
MRP2/OATP8 cultivadas en insertos de membranas Transwell se incubaron con rifampicina 50 uM en los
compartimientos basolaterales a 37°C durante 30 min. La concentracion de rifampicina en los
compartimientos apicales se determind por la absorcién especifica de rifampicina a 475 nm. Los datos
representan valores medios + SD (n = 4).

Inmunolocalizacion de las proteinas recombinantes de transporte en lineas de células de doble
transfeccion. Células MDCKII transfectadas con OAT1 y MRP2 (A, C) o con OATP2 y MRP2 (B, D) se
cultivaron en insertos de membranas Transwell. La MRP2 recombinante se tifid con el antisuero EAG5
(verde en A, C) o con el anticuerpo comercial Mlli6 (rojo en B, D). EI OAT1 recombinante se tifié con un
anticuerpo monoclonal comercial contra un epitope en el término carboxilo de OAT1 (rojo en A, C). La
OATP2 recombinante se tifid con el antisuero policlonal ESL (verde en B, D). En ambas lineas de células de
doble transfeccion, se localizaba MRP2 en la membrana apical de las células MDCKII polarizadas. OAT1 y
OATP2 se detectaban unicamente en la membrana basolateral de las lineas de células respectivas.

Transporte transcelular de para-aminohipurato (PAH) por las células MDCK-OAT1/MRP2. Las células
MDCKII transfectadas con vector de control (MDCK-Co), con OAT1 (MDCK-OAT1), o con ambas OAT1 y
MRP2 (MDCK-OAT1/MRP2) se cultivaron en insertos de membranas Transwell y se incubaron con [*H]PAH
10 uM aniadido al compartimiento basolateral a 37°C. La radiactividad acumulada en el compartimiento
apical se midié al cabo de 30 minutos.

Transporte transcelular de BSP por las células MDCK-OATP2/MRP2. Las células MDCKII transfectadas con
vector de control (MDCK-Co), con OATP2 (MDCK-OATP2), o con ambas OATP2 y MRP2 (MDCK-
OATP2/MRP2) se cultivaron en insertos de membranas Transwell y se incubaron con [3H]BSP 1 uM
afiadido al compartimiento basolateral a 37°C. La radiactividad acumulada en el compartimiento apical se
midio al cabo de 30 min.

Abreviaturas: ABC; superfamilia de casetes de fijacion de ATP; BSEP, bomba de exportacion de sales

biliares; BSP, sulfobromoftaleina; CDNB, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, DHEAS,
deshidroepiandrosterona-3-sulfato; DiOC6(3), 3,3'-dihexiloxacarbocianina-yoduro; E>17bG,
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17b-glucuronosil-estradiol; Fluo-3, acido 1-[2-amino-5-(2,7-dicloro-6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-
il)]-2-(2'-amino-5-metil-fenoxil)-etano-N,N,N',N'-tetraacético, sal pentaaménica; HEK293,
células de rifién de embrion humano; HPLC, cromatografia liquida de alta resolucién; HSA,
seroalbumina humana; K., constante de Michaelis-Menten; LTC,, leucotrieno C4; MDCKII,
células de rifidn canino Madin-Darby, cepa Il; MRP2, proteina 2 de resistencia a multifarmacos;
OAT1, transportador 1 de aniones organicos; OATP, polipéptido de transporte de aniones
organicos humano; OCT1, transportador 1 de cationes organicos; SLC, superfamilia de
transportadores de solutos; TC, taurocolato o colil-taurina; SDS, dodecil-sulfato de sodio.

La presente invencion se explica por los ejemplos.
Ejemplo 1: Materiales y Métodos

(a) Productos quimicos. [*H]BSP (0,5 TBq/mmoI) se obtuvo de Hartmann Analytic (Colonia, Alemania) por sintesis
de encargo (Cui et al. 2001). [14,15,19, 20-3 HILTC,4, [1,2, 6 7- H]deshldroeplandrosterona -sulfato (0,6 TBg/mmol),
[ H]colil-taurina (73 GBg/mmol), y 17b-D-glucuronosil-[6, 7- H]estradiol (1,6 TBg/mmol) se adquirieron de Perkin-
Elmer Life Science Products (Boston, MA). El acido ['“Clinulin-carboxilico (82 MBg/g) se obtuvo de Biotrend
Chemicals (Colonia, Alemania). El Fluo-3 (acido (1-[2-amino-5-(2,7-dicloro-6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)]-2-(2'-
amino-5'-metil-fenoxil)-etano-N,N,N',N'-tetraacético, sal pentaamoénica) era de Calbiochem (Bad Soden, Alemania).
Rifampicina, rifamicina SV, acivicina, y CDNB se adquirieron de Sigma (Deisenhofen, Alemania). G418 (geneticina)-
sulfato era de Life Technologies (Gaithersburg, MD). La higromicina era de Invitrogen (Groningen, Holanda). Los
productos quimicos adicionales no radiactivos de pureza analitica se obtuvieron de Sigma.

(B) Cultivo y Transfeccion de las Células. Las células HEK293 (de rifion de embrién humano) y MDCKII (cepa I
de rifidn canino Madin-Darby) se cultivaron en medio esencial minimo suplementado con suero bovino fetal al 10%,
100 U/ml de penicilina, y 100 pg/ml de estreptomicina a 37°C, 95% de humedad, y 5% de CO,. HEK-MRP2 y HEK-
Co son células HEK293 transfectadas con cDNA de MRP2 humana y vector de control, respectivamente; MDCK-
MRP2 y MDCK-Co son células MDCKII transfectadas con cDNA de MRP2 humana y vector de control,
respectivamente, como se ha descrito (Cui et al. 1999).

El cDNA de OATP8 humano (Konig et al. 2000b) se subclond en el vector de expresion de mamifero pcDNA,
3.1/Hygro(+) (Invitrogen) y se transfecté en células MDCKII utilizando el método del polibreno (Konig et al. 2000b).
Los transfectantes que expresaban OATP8 recombinante se seleccionaron con higromicina (950 uM). El clon que
exhibia la expresion maxima de OATP8 (MDCK-OATPS8) se transfectd ulteriormente con el constructo vector
pcDNA3.1-MRP2 con el cDNA de MRP2 humano de longitud total (Cui et al. 1999). Después de seleccion con 950
MM de higromicina y 800 uM de G418-disulfato durante 3 semanas, los transfectantes se cribaron en cuanto a
expresion tanto de MRP2 como de OATP8 por analisis de inmunotransferencia. Un clon con la expresién maxima de
MRP2 y un nivel de expresion similar de OATP8 como células MDCK-OATP8 se designé MDCK-MRP2/ATP8 y se
selecciond para estudios ulteriores.

(C) Analisis por Inmunotransferencia. Se prepararon fracciones de membrana crudas de las células MDCKII
cultivadas como se ha descrito anteriormente (Cui et al. 1999). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE (geles al
7,5%). La OATPS8 se detectd con el anticuerpo policlonal SKT (Konig et a. 2000b) a una dilucién de 1:5000 en TBS-T
(20 mM Tris, 145 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6). La MRP2 se detecté con el anticuerpo policlonal EAG5
(Buchler et al., 1996; Keppler y Kartenbeck, 1996) a una dilucién de 1:10.000 en TBS-T.

(D) Microscopia de Inmunofluorescencia Confocal de Barrido Laser. Las células MDCKII se cultivaron en
insertos de membranas Transwell (6,5 mm de diametro, 0,4 ym de tamafo de poro, Corning Costar, Bodenheim,
Alemania) durante 3 dias hasta confluencia y se indujeron con 10 mM butirato de sodio durante 24 h (Cui et al.
1999). Las células se fijaron con paraformaldehido al 2,5% en PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,0 mM NazHPO4,
1,5 mM KH2;PO4, pH 7,4) durante 20 min, se permeabilizaron con 1% Triton X-100 en PBS durante 20 min, y se
incubaron durante 1,5 horas con anticuerpos primarios a la temperatura ambiente. El anticuerpo policlonal SKT
(Konig et al. 2000b), a una dilucién de 1:25 en PBS, y el anticuerpo monoclonal de raton Mylll-6 (Alexis
Biochemicals, Grinberg, Alemania) a una dilucién de 1:20 en PBS, se utilizaron para tehir OATP8 y MRP2,
respectivamente. Las células se lavaron luego 3 veces con PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios. Tanto
IgG anticonejo de cabra conjugado con Cy2 como IgG anti-ratéon de cabra conjugado con Cy3 se obtuvieron de
Jackson Laboratories, West Grove, PA) y se utilizaron a una dilucion de 1:200 en PBS. Las membranas Transwell se
cortaron luego de los insertos de membrana y se montaron utilizando glicerol al 50% en PBS en los portaobjetos. La
microscopia confocal de barrido laser se realizé con un aparato LSM 510 de Zeiss (Oberkochen, Alemania).

(E) Ensayos de Transporte. Para los ensayos de transporte, se cultivaron células MDCKIl en insertos de
membranas Transwell (diametro 24 mm, tamafio de poro 0,4 pm, Corning Costar) hasta confluencia durante 3 dias y
se indujeron con 10 mM butirato de sodio durante 24 h. las células se lavaron primeramente con tampon de
transporte (142 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM KHzPO4, 1,2 mM MgSOs, 1,5 mM CaCl,, 5 mM glucosa, y 12,5 mM
HEPES, pH 7.3), subsiguientemente, se afiadieron sustratos marcados con *H en tampon de transporte a los
compartimientos apicales (1 ml) o a los compartimientos basolaterales (1,5 ml). Después de los periodos de tiempo
indicados, se midio la radiactividad en los compartimientos opuestos. La acumulacién intracelular de la radiactividad
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se determino por lisis de las células con 2 ml de SDS al 0,2% en agua y medida de la radiactividad en los lisados de
células.

Para estudiar el transporte transcelular de Fluo-3, se incubaron las células con 2 uM Fluo-3 en los compartimientos
basolaterales a 37°C durante 30 min. La fluorescencia de Fluo-3 en el compartimiento apical se midié con un
espectrometro de fluorescencia RF-510 (Shimadzu, Duisburg, Alemania) a una longitud de onda de excitaciéon de
506 nm (anchura de banda 5 nm) y una longitud de onda de emisiéon de 526 nm (anchura de banda 10 nm) en
presencia de 1,5 mM Ca** (Nies et al. 1998).

Para estudiar el transporte transcelular de rifampicina, se incubaron las células con 5 pM rifampicina en los
compartimientos basolaterales a 37°C durante 30 min. Para determinar la concentracién de rifampicina en los
compartimientos apicales, se midid su absorcion a 475 nm con un espectrofotometro (Ultrospec Ill, Amersham-
Pharmacia, Freiburg Alemania). Se determind una curva de calibracion para el calculo de las concentraciones de
rifampicina en el intervalo de concentraciones entre 1 y 50 yM.

Para los estudios de inhibicién, se afiadieron los inhibidores simultdneamente con [3H]BSP en los compartimientos
basolaterales, con la excepcion de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB). En este caso, las células MDCKII cultivadas
en insertos de membranas Transwell se preincubaron con CDNB en tampén de transporte en ambos
compartimientos apical y basolateral durante 20 min a la temperatura ambiente. El transporte transcelular se inicié
Iuego reemplazando el tampdn en los compartimientos basolaterales por tampoén reciente que contenia CDNB y
[’HIBSP.

La fuga transcelular se determind por incubacion de las células con 50 pM acido [14C]inulin-carboxilico en los
compartimientos basolaterales durante 30 min y medida de la radiactividad en los compartimientos apicales. Para las
4 lineas de células MDCKII utilizadas en este trabajo, la fuga transcelular era menor que 1%.

Analisis HPLC de [* H]BSP Las células MDCK-MRP2/OATPS8 cultivadas en insertos de membranas Transwell se
incubaron con 1 uM [ H]BSP en el compartimiento basolateral durante 30 min a 37°C después de una pre-incubacion
con 5 mM acivicina, un inhibidor de la g-glutamiltransferasa (Allen et al. 1980), en ambos compartimientos durante
30 min a 37°C. La radiactividad en el compartimiento apical y en el lisado de células se analizé por HPLC. Se
realizaron analisis HPLC en fase inversa en una columna Cig Hypersil (particulas de 5 mm; Shandon, Runcorn,
Reino Unido) como se ha descrito (Cui et al. 2001) utilizando una elucién en gradiente lineal desde 100% tampén A
(45% metanol/55% agua que contenia 2 mM hidréxido de tetrabutilamonio a pH 6,0) hasta 100% tampdn B (90%
metanol/1 05 agua que contenia 2 mM hidréxido de tetrabutilamonio a pH 6,0) a una tasa de flujo de 1 ml/min. Se
sintetiz6 [ H]BSP-SG para los analisis HPLC por incubacién de 1 mM GSH, 0,4 mM [H]BSP (1 uCi), y 5 mM
acivicina con 350 pl de citosol de higado de ratén en un volumen final de 500 yl durante 1 hora a 37°C. Después de
desproteinizacién con 3 volimenes de metanol 200 ul se analizé el sobrenadante por HPLC como se ha descrito
arriba.

Estudios de transporte de vesiculas. El transporte de [3H]BSP a vesiculas de membrana se midié por el método
de filtracion rapida (Keppler et al. 1998). Resumidamente, las vesiculas de membrana (30 Mg de proteina) se
incubaron en presencia de 4 mM ATP, 10 mM creatina-fosfato, 100 pyg/ml creatina-quinasa y [ H]BSP en un tampén
de incubacion (250 mM sacarosa, 10 mM Tris/HCI, pH 7,4) en un volumen final de 55 pl a 37°C. Se tomaron partes
alicuotas (15 pl) en los momentos indicados, se diluyeron en 1 ml de tampdn de incubacion enfriado en hielo, y se
filtraron inmediatamente a través de membrana de nitrocelulosa preimpregnada (tamafio de poro 0,2 um, Schleicher
& Schill, Dassel, Alemania). Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de tampdn de incubacion, se disolvieron en
fluido de centelleo liquido, y se contaron respecto a radiactividad. En experimentos de control, el ATP se reemplazé
por una concentracion igual de 5'-AMP. El transporte dependiente de ATP se calculd por sustraccion de los valores
obtenidos en presencia de 5'-AMP de los obtenidos en presencia de ATP.

Ejemplo 2: Expresion y Localizacion de OATP8 y MRP2 Humanos Recombinantes en Células MDCKII

La expresion de OATP8 y MRP2 humanos en las células MDCKII transfectadas se analizé6 primeramente por
inmunotransferencia (Fig. 1). Como se muestra en Fig. 1A, la expresion de MRP2 se detectd con el anticuerpo
EAGS5 en las células MDCKII transfectadas con cDNA de MRP2 solo (MDCK-MRP2) o con cDNA de ambos OATP8
y MRP2 (MDCK-MRP2/OATPS8). La expresion de OATP8 se detectd con el anticuerpo SKT en células MDCKII
transfectadas con cDNA de OATP8 solo (MDCK-OATP8) y en células MDCK-MRP2/OATP8 (Fig. 1B).
Consistentemente con el informe anterior de los autores de la presente invenciéon (Konig et al. 2000b), la forma
completamente glicosilada de OATP8 humano tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 120 kDa, las
bandas con peso molecular aparente inferior detectadas por el anticuerpo SKT resultaban de las formas
infraglicosiladas de OATPS8. En las células MDCKII transfectadas con el vector de control (MDCK-Co) no pudo
detectarse la expresion de OATP8 ni de MRP2 humanos (Fig. 1).

La localizacién celular de los transportadores recombinantes en los transfectantes se estudié por medio de
inmunofluorescencia y microscopia de confocal de barrido laser . En las células MDCK- OATPS8, podia tefiirse
OATPS8 con el anticuerpo SKT en la membrana basolateral (Fig. 2A y D). En estas células, se observd también cierta
tincion intracelular de OATP8. Experimentos de doble marcacion utilizando el anticuerpo SKT y DiOCg(3) que tifie

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2411960 T3

especificamente el reticulo endoplasmico (Terasaki et al. 1984) indicaban que la fraccion intracelular de OATP8
estaba localizada en el ER (no representado). La localizacion parcial en ER de OATP8 corresponde a su biogénesis
y es consistente con la existencia de OATPS8 infraglicosilado observada en los analisis de inmunotransferencia (Fig.
1B). En las células MDCK-MRP2/OATP8, MRP2 estaba localizada en la membrana apical, ademas de la aparicion
lateral de OATP8 (Figs. 2B, C, E y F). Fig. 2B muestra una imagen enfocada en el plano de los nucleos donde
unicamente OATPS8 era visible en este plano. Fig. 2 C muestra una imagen enfocada en la parte superior de las
células, donde podia observarse la tincion de MRP2. En secciones verticales, eran visibles tanto OATP8 como
MRP2 (Fig. 2E y 2F). Fig. 3 muestra esquematicamente el papel de ambos transportadores recombinantes en el
transporte vectorial por la linea de células transfectadas respectiva.

Ejemplo 3: Transporte Transcelular de [3H]BSP Mediado por OATP8 y MRP2

La funcion de OATP8 y MRP2 humanos en las células de doble transfeccion se estudié por medida del transporte
transcelular del anion organico [°H]BSP, un sustrato de OATP8 humano (Konig et al. 2000b, Cui et al. 2001). Asi, las
células MDCKII polarizadas cultivadas en insertos de membranas Transwell se incubaron con [3H]BSP a una
concentracion de 1 uM en los compartimientos basolaterales. En diferentes momentos, se midié la radiactividad
acumulada en el compartimiento apical y en las células. Como se muestra en Fig. 4A, la acumulacion intracelular de
[PHIBSP era significativamente mayor en las células MDCKII transfectadas con cDNA de OATP8 solo (MDCK-
OATPS8) o a la vez con cDNA de OATP8 y MRP2 (MDCK-MRP2/OATP8) que en las transfectadas con el control
(MDCK-Co) y en las células transfectadas con MRP2 (MDCK-MRP2), demostrando que OATP8 es necesario para la
acumulacion intracelular de [3H]BSP. Sin embargo, cuando se midio la radiactividad en el compartimiento apical, no
pudo observarse transferencia significativa alguna de [3H]BSP desde los compartimientos basolaterales a los
compartimientos apicales para las células MDCK-Co, MDCK-MRP2, y MDCK-OATPS8 (Fig. 4B), mientras que podia
observarse un transporte transcelular acusado de f’H]BSP en el caso de las células MDCK-MRP2/OATPS (Fig. 4B).
Fig. 4C demuestra una absorcion total mayor de ["H]BSP (acumulacion intracelular mas transporte transcelular) por
las células MDCK-MRP2/OATP8 que por las células MDCK-OATPS.

El transporte transcelular de [3H]BSP por las células MDCK-MRP2/OATP8 era un proceso vectorial, como se
demuestra en Fig. 5A. Se observaba Unicamente un transporte basolateral a apical de [3H]BSP, mientras que el
transporte apical a basolateral era insignificante. Esto era de esperar a partir de la localizacién celular de OATP8 y
MRP2 en los transfectantes dobles y por la unidireccionalidad del transporte mediado por MRP2 (Fig. 3).

El eflujo de [3H]BSP se determind después de la incubacion de las células MDCK-OATP8 y MDCK-MRP2/OATP8
con 1 uM [3H]BSP durante 30 min en el compartimiento basolateral. Como se muestra en Fig. 5B, [3H]BSP se
liberaba de las células MDCK-OATP8 principalmente a través de la membrana basolateral, mientras que era
exportado por las células MDCK-MRP2/OATPS8 principalmente a través de la membrana apical. Cuando se comparé
la radiactividad remanente en las células después de los experimentos de eflujo de 30 min, las células MDCK-
MRP2/OATP8 exhibian un nivel intracelular de [3H]BSP significativamente menor que las células MDCK-OATPS, lo
que indicaba la exportacion eficiente por MRP2 en la membrana apical.

Ejemplo 4: BSP Propiamente Dicho y no su Conjugado con Glutation-S es Transportado por MRP2 en las
Células MDCK de Doble Transfeccion

Estudios en higado de rata demostraron que BSP es secretada a la bilis principalmente como conjugado con
glutation (Combs 1965; Klaassen y Plaa 1967). Para investigar si esto es cierto también para los transfectantes
dobles, los inventores estudiaron la radiactividad en el compartimiento apical de las células MDCK-MRP2/OATP8
por radio-HPLC después de incubacién de las células con 1 uM [3H]BSP en el compartimiento basolateral durante 30
min. La mayor parte de la radiactividad (> 98%) que se acumulaba en el compartimiento apical (Fig. 6B) y en las
células (Fig. 6C) indicaba el mismo tiempo de retencion (17 min) que la [3H]BSP no conjugada (Fig. 6A).
Unicamente se observaba en el compartimiento apical un pequefio pico de [3H]BSP-SG (tiempo de retencion 15 min)
(Fig. 6B). Estos resultados sugieren que BSP es absorbida por OATP8 humano y es él mismo, en lugar de su
conjugado con glutation S, un sustrato para MRP2 durante el transporte celular. Para confirmar esta hipotesis, los
inventores investigaron el transporte de [3H]BSP en vesiculas de membrana dentro-fuera preparadas a partir de
células HEK-MRP2 (células HEK293 transfectadas con MRP2 humana, Cui et al. 1999). Como se muestra en Fig.
TA, [3H]BSP era transportado dependiendo de ATP a las vesiculas de membrana de las células HEK-MRP2. La
acumulacion de [3H]BSP en las vesiculas de membrana de las células HEK-MRP2 era significativamente magor que
en las vesiculas de membrana de las células HEK-Co transfectadas de control (Fig. 7B), demostrando que ["H]BSP
es un sustrato para MRP2 humana. Se determiné un valor K, de 12 uM de BSP en el caso de MRP2 (Fig. 7C).

Ejemplo 5: Transporte Transcelular de Otros Aniones Organicos

Se estudié también el transporte transcelular de otros aniones organicos que son sustratos tanto para OATP8 como
para MRP2. [3H]Ieucotrieno Cs4 (LTC4), 17b-glucuronosil [3H]estradiol (E217bG), vy [3H]deshidroepiandrosterona-
sulfato (DHEAS) han sido ya identificados como sustratos de OATP8 (Konig et al. 2000b; Kullak-Ublick et al. 2001;
Cui et al. 2001). Se ha demostrado que [3H]LTC4 y [3H]E2‘I7bG son sustratos de afinidad alta para MRP2 (Cui et al.
1999). Los estudios de los autores de la presente invencion identificaron también [3H]DHEAS como sustrato de
MRP2 (Gologan, Leier, y Keppler, datos no publicados, 2001). Analogamente a [°H]BSP (Fig. 8A), los tres
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compuestos eran transportados con velocidades mucho mayores a través de las células MDCK-MRP2/OATP8 que a
través de las células MDCK- OATPS8 o las células MDCK-Co (Fig. 8B, C, D). Fluo-3 es un compuesto fluorescente
(Milta et al. 1989) y un buen sustrato para MRP2 (Nies et al. 1998). Al igual que los otros compuestos arriba
mencionados, Fluo-3 se transportaba a través de la monocapa de células MDCK-MRP2/OATP8 con velocidad de
transporte mayor en comparacion con la monocapa de células MDCK-OATPS8 (Fig. 8E), lo que sugeria que Fluo-3 es
también un sustrato para OATP8 humana.

En Fig. 8F se estudio el transporte transcelular de [ H]colil-taurina (TC), que no es sustrato para OATP8 humano
(Konig et al 2000b, Cui et al. 2001) ni para MRP2 (Madon et al. 1997). Al contrario que los otros compuestos
testados, [ H]colil-taurina era transportada a través de las tres lineas de células MDCKII con una velocidad bastante
alta, pero no se observo diferencia alguna en las velocidades de transporte entre las células MDCK-Co, MDCK-
OATP8 y MDCK-MRP2/OATPS8. La alta velocidad de transporte para [ H]colil-taurina por las células MDCK es
probablemente resultado de la expresion de sistemas de transporte endodgenos para las sales biliares.

Ejemplo 6: Inhibicion del Transporte Transcelular de [3H]BSP

El compuesto hidréfobo CDNB que se cree entra en las células por difusion, se conjuga con glutation en el interior
de la célula y es bombeado luego por la via de MRP2 (Evers et al. 1998). Estas propiedades de CDNB permitieron a
los autores de la presente invencion diferenciar entre la absorcion mediada por OATP8 y la exportacion mediada por
MRP2. Células MDCK transfectadas se preincubaron con concentramones diferentes de CDNB a la temperatura
ambiente durante 20 min antes de la medida del transporte transcelular de [ H]BSP. Como se muestra en Fig. 9A, la
acumulacion intracelular y el transporte transcelular de [ H]BSP en las células MDCK-OATP8 no eran inhibidas por
CDNB hasta una concentracion de 50 yM. Sin embargo, CDNB eJerC|a un efecto completamente diferente sobre las
células MDCK-MRP2/OATP8 La acumulacién intracelular de [ HIBSP aumentaba, mientras que el transporte
transcelular de [ H]BSP era inhibido notablemente por la preincubacion con CDNB (Fig. QB) Estos resultados
indican que CDNB no afecta a la absorcion mediada por OATP8, pero inhibe la exportacion de [ H]BSP mediada por
MRP2 después de la formacion de dinitrofenilglutation en el interior de las células.

Los autores de la presente |nvenC|on han comunicado recientemente que la seroalbumlna humana (HSA) inhibe
potentemente la absorciéon de [ H]BSP mediada por OATP8, probablemente por fijar [ H]BSP con afinidad muy alta
(Cui et al. 2001). Por ello, se estudio aqui el efecto de HSA sobre el transporte transcelular de [ H]BSP a través de
los transfectantes MDCKII. En presencia de 5 yM HSA, la acumulacién de [ H]BSP mediada por OATP8 en las
células MDCK-OATPS se suprimia casi por completo (Fig. 9C). Asimismo, en las células MDCK-MRP2/OATPS, la
acumuIaC|on de [ H]BSP era fuertemente inhibida por HSA (Fig. 9D). Como consecuencia, el transporte transcelular
de [°HIBSP disminuia también en las células MDCK-MRP2/OATPS (Fig. 9D).

La absorciéon de [ H]E217bG mediada por OATP8 en las células HEK293 transfectadas con OATP8 puede ser
inhibida por los antibidticos rifampicina y rifamicina SV (Cui et al. 2001). Fig. 9 E-H demuestran que ambos
antibioticos interfieren fuertemente con OATP8 y MRP2. Consistentemente con los estudios anteriores de los
autores de la presente invencion (Cui ef al. 2001), ambos antibiéticos inhibian la acumulacion intracelular de [ H]BSP
en las células MDCK-OATP8 (Fig. 9E y G). En cambio, en las células MDCK-MRP2/OATPS8, la acumulacion
intracelular de [H]BSP se reducia sélo hasta aproximadamente 50% del control, mientras que el transporte
transcelular de [°H]BSP era inhibido mas acusadamente por rifampicina y rifamicina SV (Fig. 9G y H). Estos
resultados sugieren que ambos compuestos inhiben adicionalmente la exportacion medida por MRP2. Esto se
confirma por estudios de transporte que utilizan vesiculas de membrana procedentes de células HEK-MRP2. La
rifampicina, a una concentracion de 50 uM inhibia el transporte de [ H]LTC4 a las vesiculas de membrana HEK-
MRP2 hasta 50% del control, y 50 uM rifamicina SV inhibia el transporte de LTC4 a las vesiculas de membrana HEK-
MRP2 hasta 38% del control.

Ejemplo 7: Transporte Transcelular de Rifampicina

Dado que la rifampicina inhibe fuertemente tanto OATP8 como MRP2 humanos, los autores de la invencién se
interesaron por conocer si el transporte transcelular de rifampicina propiamente dicha puede medirse utilizando los
transfectantes dobles de la presente invencion. Los inventores aprovecharon la ventaja de la absorcion intensiva de
rifampicina a 475 nm para determinar su concentracién. Por este método pudo medirse una concentracién de
rifampicina tan baja como 1 yM. Como se muestra en Fig. 10, pudo observarse un transporte transcelular
significativamente mayor de rifampicina con las células MDCK-MRP2/OATP8 en comparacion con las otras 3 lineas
de células transfectantes MDCKIIl. Una concentracion de rifampicina de aproximadamente 50 uM en estos
experimentos era la minima que pudieron utilizar los inventores para conseguir el transporte de rifampicina a los
compartimientos apicales en una cantidad detectable por el método fotométrico.

Ejemplo 8: Lineas de Células Adicionales de Doble Transfeccion

Ademas de la linea de células doblemente transfectada MDCK-MRP2/OATP8 arriba descrita, se han generado dos
lineas de células de doble transfeccion adicionales de la misma manera: MDCK-OAT1/MRP2 y MDCK-
OATP2/MRP2. La combinacion del transportador de aniones organicos basolateral OAT1 (simbolo de gen:
SLC22A6; Hosoyomada et al. 1999) y la bomba de exportacion apical MRP2 representa un sistema modelo para
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estudios sobre procesos de transporte renal. La combinacion del transportador de aniones organicos basolateral
OATP2 (Abe et al., 1999; Hsiang et al, 1999; Konig et al. 2000a) y la bomba de exportacion apical MRP2 representa
un sistema modelo para estudios acerca de procesos de transporte hepatico. La localizaciéon correcta de las
proteinas de transporte recombinantes en las lineas de células de doble transfeccion se demostré por microscopia
de inmunofluorescencia confocal de barrido laser (Fig. 11).

Ejemplo 9: Transporte Transcelular de para-Amino-hipurato

La actividad de transporte de la linea de células doblemente transfectada MDCK-OAT1/MRP2 se estudioé por el uso
del compuesto modelo ampliamente utilizado para-aminohipurato (PAH). PAH ha sido utilizado para estudios acerca
de la secrecion renal de aniones organicos. En los epitelios de los tubulos renales proximales, PAH es absorbido de
la sangre en la membrana basolateral por OAT1 (Hosoyamada et al., 1999). Subsiguientemente, PAH es secretado
dependientemente de ATP por MRP2 (Leier et al, 1999) en la orina. Como se demuestra en Fig. 12, la tasa de
transporte transcelular de PAH es significativamente mayor en la linea de células doblemente transfectada MDCK-
OAT1/MRP2 que en la linea de células transfectada de control MDCK-Co y en la linea de células simplemente
transfectada MDCK-OAT1.

Ejemplo 10: Transporte Transcelular de BSP

La actividad de transporte de la linea de células doblemente transfectada MDCK-OATP2/MRP2 se estudioé por el uso
del compuesto modelo BSP. Como se demuestra en Fig. 13, la tasa de transporte transcelular de BSP es
significativamente mayor en la linea de células doblemente transfectada MDCK-OATP2/MRP2 que en la linea de
células transfectada de control MDCK-Co y en la linea de células simplemente transfectada MDCK-OATP2.
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REIVINDICACIONES

1. Una linea de células de mamifero doblemente transfectada, transfectada de manera estable con (a) una
secuencia de DNA que codifica un transportador de absorcion para aniones organicos enlazada operativamente con
un promotor y (b) una secuencia de DNA que codifica una bomba de exportacion para aniones organicos o
conjugados anidnicos enlazada operativamente con un promotor, en donde el transportador de absorcidon para
aniones organicos se expresa en la membrana basolateral y la bomba de exportacion se expresa en la membrana
apical.

2. La linea de células de la reivindicacion 1, en la cual la linea de células se obtiene por transfeccién estable
con (a) una secuencia de DNA que codifica un transportador de absorciéon para aniones organicos enlazada
operativamente con un promotor presente en un vector o virus recombinante y (b) una secuencia de DNA que
codifica una bomba de exportacién para aniones organicos o conjugados aniénicos enlazada operativamente con un
promotor presente en un vector o virus recombinante.

3. La linea de células de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 que es una linea de células caninas o
humanas y las secuencias de DNA de (a) y/o (b) son humanas.

4, La linea de células de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es una linea de células de rifién.

5. La linea de células de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en la cual el transportador de absorciéon
para aniones organicos en un miembro del subgrupo 21A o 22A de la superfamilia de portadores de solutos (SLC).

6. La linea de células de la reivindicacién 5, en la cual el transportador de absorciéon para aniones organicos
es OAT1 (SNC22A6), OATP2 (SLC21A6), OATP8 (SLC21A8), u OATP-B (SLC21A9).

7. La linea de células de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la cual la bomba de exportacién para
aniones organicos o conjugados anidénicos es un miembro del subgrupo MDR (ABCB) o el subgrupo MRP (ABCC)
de la superfamilia ABC.

8. La linea de células de la reivindicacion 7, en la cual la bomba de exportacién para aniones organicos o
conjugados anionicos es la bomba de exportacion de sales biliares BSEP (ABCB11) o la proteina 2 de resistencia a
multifarmacos (MRP2; ABCC2).

9. La linea de células de la reivindicacion 1, en la cual la secuencia de DNA que codifica un transportador de
absorcion para aniones organicos y/o la secuencia de DNA que codifica una bomba de exportacion para aniones
organicos o conjugados anidnicos estan enlazadas operativamente con un promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (pCMV).

10. Un proceso para la produccién de una linea de células doblemente transfectada de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 que esta transfectada de manera estable con (a) una secuencia de DNA
que codifica un transportador de absorcién para aniones organicos enlazado operativamente con un promotor y (b)
una secuencia de DNA que codifica una bomba de exportacion para aniones organicos o conjugados anidnicos
enlazada operativamente con un promotor, que comprende los pasos de:

- transfectar las células con ambas secuencias de DNA de (a) y (b); y

- seleccionar los transfectantes que expresan dicho transportador de absorcién para aniones organicos y
dicha bomba de exportacion para aniones organicos o conjugados aniénicos.

11. El uso de una linea de células polarizadas de doble transfecciéon para analizar la interferencia de un
farmaco candidato con el transporte de sustancias que se producen o existen naturalmente en el cuerpo, en el cual
la linea de células esta transfectada de manera estable con (a) una secuencia de DNA que codifica un transportador
de absorcion para aniones organicos enlazado operativamente con un promotor y (b) una secuencia de DNA que
codifica una bomba de exportacién para aniones organicos o conjugados aniénicos enlazada operativamente con un
promotor.

12. El uso de la reivindicacion 11, en el cual el transporte de las sustancias es transporte hepatico o renal de
aniones organicos.

13. El uso de una linea de células de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o el uso de
acuerdo con la reivindicacién 11 6 12 para la identificacién de un sustrato de transporte o un inhibidor de transporte.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el cual el inhibidor de transporte es un farmaco candidato.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13 6 14, en el cual la identificacién de un sustrato de transporte o un
inhibidor del transporte se lleva a cabo como cribado de alta capacidad.
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