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ABKURZUNGEN

BHS Blut-Hirn-Schranke

Caco-2 Humane Kolonkarzinomzelllinie

CTL Choline-like Transporter (SLC44)

DIDS 4,4’ -Diisothiocyanostilben-2,2 " -disulfonsiure

FCCP Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon

GABA y-Aminobuttersdure

GHB y-Hydroxybuttersdure

ICso Inhibitorkonzentration, bei der die spezifische Aufnahme des
Standardsubstrates um 50 % gehemmt wird

Jab Transepithelialer Flux von der apikalen zur basolateralen Seite

Jac Apikale Substrataufnahme in die Zellen

Jo-a Transepithelialer Flux von der basolateralen zur apikalen Seite

Joc Basolaterale Substrataufnahme in die Zellen

K; Inhibitorkonstante

K; Michaelis-Konstante

logP Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient

MAO Monoaminoxidase

MATE Multidrug and toxin extrusion Transportprotein (SLC47)

MCT Monocarboxylat-Transporter (SLC16)

MDMA 3,4-Methylendioxymethamphetamin

MDR/MRP  Multidrug resistance (protein)

MPP" N-Methyl-4-phenylpyridinium

OAT Organische Anionen Transporter (SLC22)

OATP Organische Anionen transportierende Polypeptide (SLCO/SLC21)

OCTN/OCT Organische Zwitterionen/Kationen Transporter (SLC22)

Papp Permeabilitétskoeffizient

PAH p-Aminohippursédure

PEA B-Phenylethylamin

P-gp p-Glykoprotein

pH; Intrazellularer pH-Wert

pH, Extrazellularer pH-Wert

pKa Saurekonstante

RBE4 rat brain endothelium, Zelllinie aus Rattenhirnendothel

SLC Solute Carrier

SH-SYSY Humane Neuroblastomzelllinie

TEA Tetraethylammonium

V max Maximalgeschwindigkeit des Transportes

ZNS Zentralnervensystem

Weitere Abkiirzungen werden in den entsprechenden Kapiteln erldutert.



1 EINFUHRUNG

In der pharmazeutischen Praxis werden Arzneistoffe vorwiegend peroral verabreicht. Daher
gilt der intestinalen Resorption des Arzneistoffs in den menschlichen Organismus besonderes
Interesse. Die intestinale Arzneistoffaufnahme erfolgt hauptsidchlich im Diinndarm; das
Diinndarmepithel stellt dabei die eigentliche Barriere dar. Neben der Resorption beruht auch
die Verteilung des Arzneistoffs im Organismus auf dem Uberwinden epithelialer Barrieren.
Bei zentral wirksamen Substanzen ist die Permeation durch die Blut-Hirn-Schranke ein
wesentlicher Schritt filir eine erfolgreiche Therapie. Die Translokation kann durch passive
Prozesse entlang oder aktiv entgegen dem Konzentrationsgefélle erfolgen. Lange Zeit wurde
postuliert, der Transport der — iberwiegend schwach basischen — Arzneistoffe verlaufe passiv
entsprechend der pH-Partitionstheorie (Shore et al. 1957, Hogben et al. 1959). Zunehmend
zeigte sich jedoch, dass physiologische Transportsysteme fiir die Translokation von
Arzneistoffen verantwortlich sind. Aus pharmazeutischer Sicht sind diese Carrier
pharmakokinetisch, aber auch hinsichtlich moglicher Interaktionen zwischen Arzneistoffen
bzw. mit Nahrungsbestandteilen interessant. Untersuchungen zur Lokalisation, zum
Mechanismus und zur Substratspezifitit epithelialer Transportsysteme erlangen daher
zunehmend Bedeutung.

Pharmazeutisch-relevante Arzneistofftransporter sind zum Beispiel die Peptidtransporter
PEPT1 und PEPT2, die Transporter fiir organische Kationen (OCT), Zwitterionen (OCTN)
oder Anionen (OAT) sowie die organische Anionen transportierenden Polypeptide (OATP)
oder die Monocarboxylat-Transporter (MCT). PEPT1 und PEPT2 sind fiir die intestinale
Resorption und die renale Reabsorption vieler B—Laktamantibiotika und anderer Arzneistoffe
verantwortlich (Bretschneider et al. 1999, Klaassen und Aleksunes 2010). OCTs und OCTNs
transportieren kationische Arzneistoffe wie Atropin, Chinin, Verapamil und Carnitin
(Koepsell et al. 2007). OATs, OATPs und MCTs akzeptieren hingegen vorwiegend anio-
nische Arzneistoffe wie Salicylat und Estronsulfat, Herzglykoside und Statine, y-Hydroxy-
butyrat oder Nateglinid (Klaassen und Aleksunes 2010, Morris und Felmlee 2008). Das
p-Glykoprotein vermittelt als Effluxsystem den Transport von organischen, vorwiegend
lipophilen Xenobiotika (Schinkel und Jonker 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Transportmechanismen fiir die
organischen Kationen Clonidin, B-Phenylethylamin und Codein sowie fiir die anionische

Valproinsdure (Abbildung 1.1) an verschiedenen physiologischen Barrieren. 1997 zeigten
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erstmals Huwyler und Mitarbeiter an Endothelzellen von Schweinehirnkapillaren, dass ein
sattigbares, pH-abhingiges System flir den Transport von Clonidin verantwortlich ist. Spitere
Studien ergaben, dass ein vergleichbares System den Clonidintransport an der Haut, der
Plazenta sowie am Diinndarm vermittelt (Grafe et al. 2004, Miiller et al. 2004, Fischer et al.
2006).

Die Zielrezeptoren des Clonidins befinden sich an Neuronen des zentralen Nervensystems
(Regunathan und Reis 1996). Eine mogliche Aufnahme des Clonidins auch in neuronale
Zellen stand im Mittelpunkt des ersten Abschnitts dieser Arbeit. Die endogenen Stoffe
B-Phenylethylamin und Codein erwiesen sich als potente Inhibitoren der neuronalen und der
intestinalen Clonidinaufnahme (Fischer et al. 2006). Deshalb wurde in einem weiteren
Abschnitt der Transport der kationischen Substanzen B-Phenylethylamin und Codein in
intestinale Epithelzellen sowie die Aufnahme des zentralnervos wirksamen Codeins in
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke untersucht. Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde
sich mit dem Transport eines sauren Arzneistoffs, der Valproinsdure, in intestinale

Epithelzellen und in Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke beschéftigt.

CHj
: O
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N+ * o)
NH—¢ ] NFs Z
N 2 NH'
Cl H CH,
HO CHj
Clonidin 3-Phenylethylamin Codein Valproinséure

Abbildung 1.1. Strukturformeln der untersuchten Substanzen.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit umfasste im Einzelnen die Charakterisierung
e des Clonidintransportes in humane Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y),
e des p-Phenylethylamintransportes in humane epitheliale Kolonkarzinomzellen
(Caco-2),
e des Codeintransportes in humane epitheliale Kolonkarzinomzellen (Caco-2) und
endotheliale Zellen der Blut-Hirn-Schranke von Ratten (RBE4) sowie
e des Valproattransportes in humane epitheliale Kolonkarzinomzellen (Caco-2) und

endotheliale Zellen der Blut-Hirn-Schranke von Ratten (RBE4).



2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN AN ZELLMEMBRANEN

Der Hauptresorptionsort peroral applizierter Arzneistoffe im menschlichen Organismus ist der
Diinndarm. Dabei stellt das Diinndarmepithel, das aus einer einzelligen Schicht besteht, die
vorwiegend aus Enterozyten gebildet wird, die entscheidende Resorptionsbarriere dar. Als
Epithelzellen sind die Enterozyten durch einen polarisierten Aufbau gekennzeichnet.
Untereinander sind die Epithelzellen durch Schlussleisten (tight junctions’) verbunden.

Nach der Resorption in den Blutkreislauf ist fiir Arzneistoffe, deren Zielstrukturen im
zentralen Nervensystem (ZNS) lokalisiert sind, die Permeation durch die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) essentiell fiir ihre Wirksamkeit. Diese Barriere reguliert selektiv den Ubertritt
endogener und exogener Substanzen vom Blut in das Gehirn als Teil des ZNS. Die BHS wird
hauptsdchlich aus den Endothelzellen der GefdBkapillaren gebildet, die als spezielle
Epithelzellen ebenfalls polarisiert sind. Sehr dichte Schlussleisten verbinden die Zellen
untereinander. An der Funktion der BHS sind zudem die Ausldufer der Astrozyten beteiligt,
die durch die Basalmembran von den Endothelzellen getrennt sind und in Kontakt zu
Neuronen treten.

Néhrstoffe und Arzneistoffe konnen epitheliale bzw. endotheliale Barrieren im mensch-
lichen Organismus mittels unterschiedlicher Transportmechanismen iiberwinden. Die inter-
zelluldren Schlussleisten bilden die parazelluldre Barriere, die nur sehr kleine hydrophile
Molekiile wie H,O aufgrund einfacher Diffusion® durchdringen konnen. Die Permeabilitét der
Schlussleisten variiert zwischen unterschiedlichen zelluldren Barrieren, aber auch innerhalb
eines Gewebes, beispielsweise im intestinalen Epithel. Von groferem Interesse fiir den
Transport von Arzneistoffen ist jedoch die transzelluldre Passage, die durch einfache

Diffusion, Carrier-vermittelt {iber membranstindige Translokatoren® oder durch Vesikel-

'Die Schlussleisten (tight junctions) bilden eine zusammenhingende Diffusionsbarriere, die als parazellulire
Barriere fungiert.

*Die fireie oder einfache Diffusion erfolgt passiv und wird durch einen Konzentrationsgradienten angetrieben.
3Sind Translokatoren beteiligt, so spricht man von spezifischem Transport bestimmter Molekiile oder Ionen
durch bestimmte Membranen. Abgrenzend zur freien Diffusion ist der Transport iiber integrale Translokatoren -
die Carriersysteme - schneller, substratspezifisch, saturierbar und durch Substratanaloga zu hemmen. Man
unterscheidet die katalysierte oder erleichterte Diffusion, die nur bis zu einem Konzentrationsausgleich und
ohne Energieaufwand erfolgt, vom aktiven Transport. Dieser ist strikt an einen energieverbrauchenden Prozess
gekoppelt und kann entgegen einem Konzentrationsgradienten zur Anreicherung eines Stoffes fithren. Sind
Transport und Energieverbrauch direkt und stochiometrisch gekoppelt, spricht man von primdr aktivem
Transport. Erfolgt die Kopplung stdchiometrisch, aber indirekt unter Verwendung der Energie aus
elektrochemischen Potentialen von z.B. H'- oder Na'-Gradienten, spricht man von sekunddr aktivem Transport.
Konzentrationsgradienten, die durch sekundir aktiven Transport aufgebaut wurden, koénnen wiederum als
Antriebskraft fiir einen terticr aktiven Transport dienen.
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bildung infolge rezeptorvermittelter Endozytose® erfolgt. Letztere spielt fiir die liberwiegende
Zahl der Pharmazeutika nur eine untergeordnete Rolle. Pharmazeutika sind meist organische
Molekiile mit schwach basischem oder saurem Charakter. Lange Zeit wurde postuliert, der
Transport derartiger Stoffe resultiere ausschlieBlich aus passiver Diffusion entsprechend der
pH-Partitionstheorie (Shore et al. 1957, Hogben et al. 1959). In Abhdngigkeit vom
vorliegenden pH-Wert und dem pKa/pKp-Wert einer Substanz liegen in Losung ionisierte und
nicht-ionisierte Form im Gleichgewicht vor. Ungeladene Molekiile konnen entsprechend ihrer
Lipophilie (logP’) die Membranen passiv durchdringen. Bei basischen Arzneistoffen wie
Clonidin, B-Phenylethylamin und Codein fiihrt eine Erh6hung, bei sauren Arzneistoffen wie
Valproinsdure hingegen eine Erniedrigung des luminalen pH zu einem hoéheren Anteil
ungeladener Molekiile (Strukturen siehe Abbildung 1.1) und somit zu einer gesteigerten
Permeation durch die Membran. Demzufolge wiirde die intestinale Resorption von
Wirkstoffen, aber auch die Translokation durch die BHS zum ZNS, nur von der
Dissoziationskonstante des Wirkstoffs und der Lipidldslichkeit der undissoziierten Form
abhiangen. Lange glaubte man, die existierenden Transportproteine seien nur fiir die Trans-
lokation endogener Substrate wie Glucose, Aminosduren, Nukleoside, wasserlosliche
Hormone und Neurotransmitter von Bedeutung. Seit den 1970er Jahren wurden jedoch
zunehmend spezifische membranstéindige Carrier identifiziert, die an der Resorption und
Exkretion von Arzneistoffen beteiligt sind (Petzinger und Geyer 2006, Koepsell et al. 2007).
Funktionelle Studien beschrieben aufwirts gerichtete Transportprozesse, die durch elektro-
chemische Gradienten, Symport- oder Antiportmechanismen®, das Membranpotential oder
eine direkte Energieiibertragung durch Spaltung von ATP angetrieben wurden. Anhand des
Transportmechanismus unterteilt man die Transportsysteme in zwei Superfamilien: die der
ATP binding cassette (ABC) Transporter und die der Solute Carrier (SLC und SLCO)
(Shugarts und Benet 2009). Die Familie der ABC-Transporter umfasst ATP-abhédngige
polyspezifische Effluxsysteme wie das p-Glykoprotein (P-gp), multidrug resistance Proteine

(MRPs) oder das breast cancer resistance Protein (BCRP). Physiologisch dienen sie dem

*Als Endozytose wird die Aufnahme von extrazellulirem Material in die Zelle durch Einstiilpungen der
Plasmamembran und Abschniirung von Endozytosevesikeln bezeichnet. Urspriinglich diente sie der
unspezifischen Nahrungsaufnahme; in Zellen hoherer tierischer Organismen hat sie vielfiltige, zum Teil
zellspezifische Aufgaben und erfolgt daher rezeptorvermittelt.

°Als MaB fiir die Lipophilie einer Substanz dient der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (logP), das
Verhiltnis der Konzentration der Substanz in nicht-ionisierter Form zwischen lipophiler und wéssriger Phase.
Man unterscheidet Uniporter, die in einem Zyklus nur ein Substrat transportieren, von Cotransportern, die
gleichzeitig zwei oder mehr Substrate transportieren. Erfolgt der Transport in gleicher Richtung, spricht man
von Symport, bei entgegengesetztem Transport von Antiport.
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Schutz sensitiver und kritischer Gewebe vor Xenobiotika’. Pharmazeutisch betrachtet konnen
sie die Bioverfiigbarkeit der transportierten Arzneistoffe vermindern.

Pharmazeutisch-relevante Transporter gehoren iiberwiegend der Genfamilie der SLC® an
(Shugarts und Benet 2009). Die SLC-Superfamilie umfasst Peptidtransporter (SLCI15),
Transporter fiir organische Kationen, Anionen oder Zwitterionen (SLC22, SLC44, SLCO),
Monocarboxylat-Transporter (SLC16), Metalltransporter und viele andere (Koepsell et al.
2007, Shugarts und Benet 2009). Diese Transportsysteme weisen eine hohe Variabilitit
hinsichtlich Affinitdt und Substratumsatz auf. Sie haben in der Regel spezifische physiolo-
gische Funktionen, akzeptieren und transportieren jedoch zudem viele Arzneistoffe. So stellen
viele B-Laktamantibiotika Substrate des intestinalen Peptidtransporters PEPT1 (SLC15A1)
dar (Bretschneider et al 1999). Die Vertreter der Transporter fiir organische
Kationen/Zwitterionen (OCTs, OCTNs) akzeptieren hingegen verschiedenste kationische
Wirkstoffe wie Chinidin oder Verapamil (Koepsell et al. 2007). Aufgrund des kationischen
Charakters der in dieser Arbeit untersuchten Strukturen Clonidin, B-Phenylethylamin und
Codein und des anionischen Charakters der Valproinsdaure wird im Folgenden der Fokus auf
Transportproteine fiir organische Kationen bzw. Anionen gesetzt.

Die Identifizierung epithelialer Transportproteine auf molekularer Ebene begann in den
1990er Jahren mit der Klonierung von OATPs aus der Leber sowie OATs und OCTs aus der
Niere (Petzinger und Geyer 2006). In Sdugetieren wurde 1994 als erstes Mitglied der SLC22-
Familie der OCT1 von Ratten kloniert (Koepsell et al. 2007). Inzwischen wurden 25 humane
Mitglieder identifiziert, zu denen unter anderen OATI1-4 (A6-8,11), OCT1-3 (A1-3) und
OCTN1-2 (A4-5) zihlen. Tabelle 2.1 zeigt eine Ubersicht iiber pharmazeutisch relevante
Transporter fiir organische Kationen. Substrate dieser Carrier sind hauptsidchlich schwache
Basen, die bei physiologischem pH geladen vorliegen (Koepsell et al. 2007). Dazu zéhlen
endogene Substanzen, aber auch Xenobiotika wie das Neurotoxin N-Methyl-
4-phenylpyridinium (MPP") und Modellsubstanzen wie Tetraethylammonium (TEA). In
humanem Diinndarmgewebe wurde ebenso wie in Caco-2-Zellen die mRNA von OCTI,

OCT3, OCTNI1 und OCTN2 nachgewiesen (Nishimura und Naito 2005, Seithel ez al. 2006).

"Xenobiotika sind chemische Substanzen, die dem Stoffwechsel des betreffenden Organismus fremd sind.

*Die SLC-Superfamilie umfasst derzeit 48 Familien mit insgesamt 368 Mitgliedern (inklusive SLCO). Die
Klassifizierung erfolgte durch das HUGO (human genome organisation) Nomenklatur Komitee (HGNC). Eine
komplette Ubersicht ist unter http://www.bioparadigms.de zu finden.
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Tabelle 2.1. Pharmazeutisch-relevante Transporter fiir organische Kationen.

2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN

Transporter Gewebe/Zelllinie® Charakteristika Substrate® Inhibitoren® Referenzen®
hOCT1 SLC22A1 | Leber, Diinndarm, Hirn elektrogen MPP’, TEA, Cholin, Dopamin, Serotonin, Atropin,
u.a. abhingig vom Membranpotential Agmatin, Chinidin, Diphenhydramin, Clonidin,
Epithelzellen, (indirekt pH-abhéngig) Chinin Verapamil, Kokain,
Tumorzellen u.a. Desipramin, D-Amphetamin
hOCT2 SLC22A2 | Niere, Diinndarm, Hirn elektrogen MPP’, TEA, Cholin, Atropin, Diphenhydramin,
u.a. abhingig vom Membranpotential Agmatin, Dopamin, Clonidin, Verapamil, Kokain,
Neuronen, Tumorzellen, | (indirekt pH-abhingig) Serotonin, Chinin Desipramin, D-Amphetamin
Epithelzellen u.a. bidirektional
hOCT3 SLC22A3 | Leber, Plazenta, Herz, elektrogen MPP", TEA, Agmatin, Corticosteron, Cholin,
(hEMT) Diinndarm, Hirn u.a. abhéngig vom Membranpotential Atropin Dopamin, Serotonin, Clonidin,
Epithelzellen, Neuronen, | (indirekt pH-abhingig) Chinin, Desipramin,
Tumorzellen u.a. bidirektional D-Amphetamin
hOCTN1 SLC22A4 | Trachea, Niere, Kation/H - Antiport Ergothionein, TEA, Cholin, D-Carnitin, Clonidin,
(hETT) Diinndarm, Hirn u.a. elektroneutral L-Carnitin, Chinidin, Chinin
Epithelzellen u.a. bidirektional Pyrilamin, Verapamil
hOCTN2 SLC22A5 | Leber, Niere, Herz, Na+/L-Carnitin—Cotransport: L-Carnitin, D-Carnitin, MPP*, Corticosteron, Betain,
Diinndarm, Hirn u.a. hochaffin, stereospezifisch TEA, Cholin, Pyrilamin, Clonidin
Epithelzellen u.a. elektrogen Verapamil, Chinidin
Kationen-Transport: Na -unabhiingig
PMAT SLC29A4 | Skelettmuskeln, Gehirn, | pH-abhingig MPP*, TEA, Serotonin, Tryptamin, Chinin, Chinidin, Engel und Wang 2005
(hENT4) Leber, Niere, Herz stimuliert durch auswiérts gerichteten | Dopamin, Guanidin, Clonidin, Verapamil Xia et al. 2007
H'-Gradienten Histamin
hCHT1 SLC5A7 Cholinerge Neuronen hochaffin Cholin Hemicholinium-3, Okuda and Haga 2000
Na'- und CI'-abhingig Acetylcholin 2Aé’§grsundaram et al.
hCTL1 SLC44A1 | Plazenta, Gehirn, Herz, | Na'-unabhingig Cholin Hemicholinium-3, Clonidin, Hoffmann ez al. 2002
Diinndarm, Niere, Haut, | stimuliert durch H'-Gradient Chinin, Chinidin, Desipramin, ;}?Z}‘: ‘13’ ‘t’l' 123%% 6
Leber u.a. Diphenhydramin, Verapamil K;leie ete af 2009
hMATE1 SLC47A1 | Leber, Niere, Effluxsystem, organische TEA, MPP*, Cimetidin, Cholin, Serotonin, Verapamil, Tanihara et al. 2007

Skelettmuskel, Herz

Kationen/H - Antiport
bidirektional

Kreatinin, Procainamid,
Cephalexin

Procainamid, Chinidin,
Levofloxacin, Ciprofloxacin

10
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Transporter Gewebe/Zelllinie® Charakteristika Substrate® Inhibitoren® Referenzen®
H'/tertisire Diinndarm H'-Antiport Diphenhydramin, Chlorphenamin, Procainamid, | Mizuuchi et al. 1999,
Amine- Na'-unabhingig Chlorphenamin, Imipramin 2K0(30 ¢ al. 2000
Antiporter Procainamid aRuteran
H'-Antiporter? Haut, Plazenta, BHS, pH-abhéngig Clonidin Diphenhydramin, Grafe et al. 2004
Intestinum stimuliert durch auswérts gerichteten Chlorphenamin gﬁner et al. 2004
+ . uwyler et al. 1997
H'-Gradienten André et al. 2009
H'-Antiporter? Diinndarm pH-abhingig Methylenmethamphetami | Methamphetamin, Kuwayama ez al. 2008
stimuliert durch auswiérts gerichteten | n Diphenhydramin, Clonidin,
H'-Gradienten Phenylethylamin, Tyramin
H'-Antiporter Retinapigmentepithel H'-Antiport Verapamil Chinidin, Pyrilamin, Han ez al. 2001
Na'-unabhingig Diphenhydramin
»Pyrilamin- BHS H'-Antiport Mepyramin (Pyrilamin), Chlorphenamin, Yamazaki et al. 1994b
Transporter®, energieabhéngig Oxycodon Diphenhydramin, Propranolol, Sﬁ;‘i:‘; legloi 009
,,Oxycodon- Imipramin, Amitryptilin, '
Transporter Chinidin, Verapamil
H/organische BHS H'-Antiport Naloxon Propranolol, Pethidin, Suzuki et al. 2010
Kationen- Pyrilamin, Diphenhydramin
Antiporter

*Die Tabelle stellt keine vollstindige Ubersicht der aktuellen Datenlage dar. Sie enthilt lediglich die fiir diese Arbeit relevanten Informationen. Vor allem Substrate und Inhibitoren
werden nur beispielhaft aufgelistet.
®Ubersichtsartikel zu den Organische Kationen/Zwitterionen Transportern (OCT und OCTN/SLC22) und den multidrug and extrusion exchangers (MATE/SLC47): Koepsell et al.
2007, Klaassen und Aleksunes 2010.
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2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN

OCT3, OCTNI und OCTN2 sind in der apikalen Membran von Enterozyten exprimiert,
OCT1 hingegen in der basolateralen Membran (Shugarts und Benet 2009). Miiller und
Mitarbeitern zufolge wird auch OCT2 in der Enterozytenmembran exprimiert (Miiller et al.
2005). In menschlichem Hirngewebe wurde die mRNA von OCT1-3 sowie von OCTN1-2
nachgewiesen (Nishimura und Naito 2005); speziell in den Endothelzellen der BHS werden
anscheinend OCT1 und OCT2 exprimiert (Lin et al. 2010). Neben den auf molekularer Ebene
bekannten multidrug and toxin extrusion (MATE) H'-Antiportern wurde auf funktioneller
Ebene die Aktivitit weiterer H -Antiportmechanismen beschrieben: die Translokation von
tertidren Aminen wie Diphenhydramin, von Clonidin oder Verapamil durch diverse Epithelien
wird teilweise durch H'-Antiporter vermittelt (Tabelle 2.1; Mizuuchi et al. 1999, Huwyler et
al. 1997, Han et al. 2001). Andere Studien zeigten, dass der Transport von kationischen
Arzneistoffen wie 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA) oder Pyrilamin und
Oxycodon durch einen auswirts gerichteten H'-Gradienten stimuliert wird (Tabelle 2.1;
Kuwayama et al. 2008, Okura et al. 2008).

Tabelle 2.2 zeigt eine Ubersicht iiber pharmazeutisch-relevante Transporter fiir organische
Anionen. Dazu zéhlen unter anderen die Familien der OATs (SLC22), der OATPs (SLCO)
und der MCTs (SLC16). 1994 wurde der OAT2 als erstes Mitglied der zur SLC22 Familie
zahlenden OATs aus Rattenleber kloniert (Srimaroeng et al. 2008). Inzwischen sind sieben
humane Vertreter identifiziert worden (hOAT1-7). Sie vermitteln den Transport diverser
organischer Anionen wie p-Aminohippurat (PAH), Estronsulfat oder nicht-steroidaler
Antiphlogistika (Koepsell und Endou 2004, Srimaroeng et al. 2008). Der Transport von
Gallensduresalzen, Schilddriisenhormonen, Herzglykosiden und anderen Arzneistoffen wird
von Mitgliedern der Superfamilie der OATPs (SLCO/SLC21°) vermittelt (Hagenbuch und
Meier 2004). Das Expressionsmuster der insgesamt 11 identifizierten humanen OATPs
variiert. An der apikalen Seite humaner Enterozyten sind OATP1A2 und OATP2B1 lokali-
siert, an der basolateralen hingegen OATP3A1 und OATP4A1 (Shugarts und Benet 2009). In
Caco-2-Zellen wurde ebenfalls die mRNA von OATP2B1 nachgewiesen (Seithel e al. 2006).
Endothelzellen der BHS exprimieren apikal OATP1AS und basolateral OATP1A4 sowie
OATP2BI1 (Klaassen und Aleksunes 2010). Die dritte groe Familie Anionen trans-
portierender Proteine stellen die MCTs dar, die die Genfamilie SLC16 bilden. Sie besteht aus

14 Mitgliedern, die sowohl Influx- als auch Effluxprozesse vermitteln.

*Nach der urspriinglichen Einteilung gehorten die OATPs zur Familie der SLC21. Einer aktualisierten
phylogenetischen Klassifizierung und Nomenklatur entsprechend bilden sie die Superfamilie SLCO. Sie
umfasst 6 Familien, die insgesamt in 13 Unterfamilien unterteilt sind (Hagenbuch und Meier 2004).
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Tabelle 2.2. Pharmazeutisch-relevante Transporter fiir organische Anionen.

2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN

Transporter Gewebe/Zelllinie® Charakteristika Substrate® Inhibitoren® Referenzen”*
hMCT1 | SLCI16A1 ubiquitér H'-Cotransport oder Lactat, Pyruvat, Acetat, Benzoat, | Phloretin, a-Cyano-4-
Gehirn Monocarboxylat-Antiport | Proprionat, -, y-Hydroxybutyrat | hydroxycinnamat (CHC),
bidirektional Stilbendisulfonate (DIDS)
hMCT2 | SLC16A7 Gehirn, Niere u.a. H'-Cotransport Pyruvat, Lactat, Ketonkdrper CHC, DIDS
hMCT3 | SLCI6AS Retinalpigmentepithel, H'-Cotransport Lactat
Choroid plexus u.a.
hMCT4 | SLCI16A3 Gehimn, Plazenta, Herz u.a. | H'-Cotransport Lactat, Pyruvat, Ketonkdrper schwach CHC, DIDS yegeblhinzsggga und
1shbein
hMCT5 | SLC16A4 Gehirn, Darm, Leber, orphan ?
Niere u.a.
hMCT6 | SLCI6AS Niere, Gehirn, Darm, Herz | abhéngig vom pH und vom | Bumetanid, Probenecid, Furosemid, Torasemid, Murakami et al. 2005
u.a. Membranpotential Nateglinid Glibenclamid
hMCT7 | SLC16A6 Gehirn, Pankreas, Muskel | orphan ?
hMCTS8 | SLC16A2 Leber, Darm, Gehirn u.a. erleichterter Transport Schilddriisenhormone T3, T4 Merezhinskaya und
(XPCT) Na'- und H'-unabhingig Fishbein 2009
hMCT9 | SLC16A9 Endometrium, Niere, orphan ?
Gehirn u.a.
hMCT10 | SLC16A10 Niere, Darm, Herz u.a. erleichterter Transport aromatische Aminosauren, Merezhinskaya und
(TAT1) Na'- und H' -unabhingig | L-DOPA, Iodothyronine Fishbein 2009
hMCT11 | SLCI16A1l Lunge, Choroid plexus u.a. | orphan ?
hMCT12 | SLCI16A12 Niere orphan ?
hMCT13 | SLC16A13 Brust, Knochenmark orphan ?
hMCT14 | SLC16A14 Gehirn, Choroid plexus, orphan ?
Herz u.a.
hSMCT | SLC5A8, A12 | Niere, Darm Na'-Cotransport kurzkettige Monocarboxylate
hOAT1 SLC22A6 Niere, Skelettmuskel, organische p-Aminohippursiure (PAH), Probenecid,
Gehirn, Plazenta Anionen/Dicarboxylat- Salicylat, Acetylsalicylat, diverse Antibiotika,
Antiport Prostaglandine (PG) E,und F, Vitamine u.a.
hOAT2 SLC22A7 Leber, Niere Na'-unabhingig PAH, PG E, und F,, Salicylat, Diclofenac, Ibuprofen,
Acetylsalicylat Eryhromycin
hOAT3 SLC22A8 Leber, Gehirn, Niere, organische PAH, L-Carnitin, Estronsulfat, Probenecid,
Auge Anionen/Dicarboxylat- Cimetidin diverse Antibiotika,
Antiport Antihistaminika u.a.
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2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN

Transporter Gewebe/Zelllinie® Charakteristika Substrate® Inhibitoren® Referenzen”*
hOAT4 SLC22A11 Niere, Plazenta hochaffin PAH, Estronsulfat, PG E, und F,, | diverse Cephalosporin-
Na'-unabhingig antibiotika, Diuretika u.a.
hOAT10 | SLC22A13 Niere, Gehirn, Herz, Darm | pH-abhéingig, Antiport Nikotinat, PAH, Urat Estronsulfat, Probenecid Bahn et al. 2008
gegen OH’, Glutathion u.a.
hOATPs | SLCO diverse Na'-unabhingig Gallensduren, cyclische Peptide, | diverse Arzneistoffe Hagenbuch und Meier
partiell HCO5™-Antiport Herzglykoside, Steroide, Statine, 2004
Thyroxin u.a.
hAE1 SLC4A1 Erythrozyten, Niere, Herz, | CI/HCO;-Antiport HCOj5", OH', monovalente DIDS Romero et al. 2004
Kolon Anionen
hAE2 SLC4A2 Epithelzellen u.a. CI'/HCO;-Antiport HCOs5’, anorganische Anionen, DIDS Yabuuchi er al. 1998
Benzoat, Nikotinat, Butyrat, Romero et al. 2004
Valproat
hAE3 SLC4A3 Gehirn, Darmepithel, Herz | CI/HCO;-Antiport HCOj5", monovalente Anionen DIDS Romero et al. 2004
u.a.

*Die Tabelle stellt keine vollstindige Ubersicht der aktuellen Datenlage dar. Sie enthilt lediglich die fiir diese Arbeit relevanten Informationen. Vor allem Substrate und
Inhibitoren werden nur beispielhaft aufgelistet.
*Ubersichtsartikel zu den Monocarboxylat-Transportern (MCT/SLC16): Halestrap und Meredith 2004, Morris und Felmlee 2008.
‘Ubersichtsartikel zu den Organische Anionen Transportern (OAT/SLC22) und den Organische Anionen transportierenden Polypeptiden (OATP/SLCO): Koepsell und Endou
2004, Srimaroeng et al. 2008, Klaassen und Aleksunes 2010.
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2 TRANSPORT VON ARZNEISTOFFEN

Die Isoformen weisen jeweils eigene Expressionsmuster, biologische Eigenschaften und
Transportcharakteristika auf (Enerson und Drews 2003, Merezhinskaya und Fishbein 2009):
MCTI1-4 werden durch einen H'- bzw. Substratgradienten angetrieben und transportieren
aliphatische Monocarboxylate wie Lactat, Pyruvat, kurzkettige Fettsduren oder Ketonkorper.
MCT6, MCT8 und MCTI10 arbeiten hingegen unabhédngig von dem Vorhandensein eines
H'-Gradienten und weisen eine vollstindig abweichende Substratspezifitit auf (Tabelle 2.2).
Zu ihren Substraten zdhlen Arzneistoffe wie Bumetanid, Thyroidhormone oder aromatische
Aminosduren. Bei MCTS, MCT7, MCT9 und MCT11-14 handelt es sich um sogenannte
orphan Transporter’’. Im menschlichen Diinndarm wurde die Expression von MCT1 sowie
MCT3-5 gezeigt (Gill et al. 2005); MCT3-5 wurden an der basolateralen Membran gefunden.
Die Lokalisation von MCT1 wird jedoch widerspriichlich diskutiert. Gill und Mitarbeiter
zeigten, dass MCT1 im humanen Intestinum und in Caco-2-Zellen apikal exprimiert wird,
andere Autoren favorisierten die basolaterale Expression (fiir eine Ubersicht sieche Thwaites
und Anderson 2007). Caco-2-Zellen exprimieren neben MCT]1 in geringerem Umfang MCT3-
6 (Hadjiagapiou et al. 2000, Gill et al. 2005, Morris und Felmlee 2008). Im Gehirn wurden
MCT1, MCT2 und MCT4 nachgewiesen (Pierre und Pellerin 2005). MCT1 wird verstarkt in
Endothelzellen der Kapillargefdle exprimiert, wahrend MCT4 vornehmlich in Astrozyten

lokalisiert ist.

Als orphan Transporter bezeichnet man Carrier, deren molekulare Identitit bekannt ist, iiber deren
Funktionalitdt jedoch bislang noch keine Kenntnisse vorliegen.
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3  TRANSPORT VON CLONIDIN IN NEUROBLASTOMZELLEN (SH-SYSY)
Vgl. Anlage 11.1 (Fischer et al. 2007)

3.1 Allgemeine Aspekte

Clonidin wurde erstmals 1966 als Imidazolinderivat synthetisiert. Der Arzneistoff agiert als
partieller Agonist an peripheren und zentralen o,-adrenergen Rezeptoren (Guyenet 1997).
Zusétzlich bindet Clonidin agonistisch an I;- und I>-Imidazolinbindungsstellen (IBS), den
sogenannten Imidazolin-Rezeptoren (Guyenet 1997, Regunathan und Reis 1996). Die
Stimulation dieser zentralen Rezeptoren fiihrt zu einer Erniedrigung des Sympathikustonus im
menschlichen Organismus. Der Arzneistoff besitzt ein breites Indikationsspektrum, das unter
anderem die Therapie opiat-, nikotin- und alkoholbedingter Entzugssymptome umfasst
(Kotlyar und Hatsukami 2002). Hauptsidchlich wird Clonidin jedoch zur Behandlung der
arteriellen Hypertonie eingesetzt (Mansoor und Frishman 2002). Neben meist peroralen oder
intravends applizierten Arzneiformen werden fiir die Therapie mit Clonidin auch transdermale
therapeutische Systeme'' eingesetzt (Burris 1993). Nach peroraler Gabe wird der Arzneistoff
schnell resorbiert und ist zu tiber 65 % bioverfiigbar'?.

Der peroralen oder dermalen Applikation folgt die Freisetzung aus der entsprechenden
Arzneiform. Um im Organismus wirksam zu werden, muss der Arzneistoff im Anschluss
verschiedene Barrieren iiberwinden. Die Resorption des Clonidins durch das Epithel des
Diinndarms bzw. die Penetration durch das Stratum corneum” stellt den ersten Schritt dar.
Eine Bindung an die Zielrezeptoren im ZNS kann wiederum erst nach dem Durchdringen der
BHS erfolgen. Erstmals demonstrierten Huwyler und Mitarbeiter 1997 an aus Schweinehirn-
kapillaren isolierten Endothelzellen, dass ein sittigbarer Na'-unabhingiger, jedoch stark
pH-abhéngiger Prozess in den Transport des Clonidins involviert ist. In Studien an humanen
Keratinozyten (HaCaT; Grafe et al. 2004) sowie an Epithelzellen der Plazenta (JEG3; Miiller
et al. 2004) und des Intestinums (Caco-2; Fischer et al. 2006) wurden vergleichbare Trans-
portcharakteristika beobachtet. Jiingsten Untersuchungen zufolge ist ein H'-gekoppelter
reversibel arbeitender Antiporter fiir den Clonidintransport an der BHS verantwortlich (André

et al. 2009). Neben passiven Diffusionsvorgingen sind demnach séttigbare Carrier-vermittelte

"Die mittlere Tagesgesamtdosis fiir Clonidin betrigt 0,075-0,6 mg. In Deutschland ist derzeit kein Clonidin-
haltiges transdermales therapeutisches System (TTS) auf dem Markt, in den USA wird jedoch das Préparat
Catapres-TTS® eingesetzt (Boehringer Ingelheim; Burris 1993).

“Den Fachinformationen der Priparate Haemiton® (AWD Pharma, Deutschland) und Catapresan” (Boehringer
Ingelheim, Deutschland) entsprechend betrdgt die orale Bioverfiigbarkeit von Clonidin 75-100 % bzw.
65-100 %. Maximale Plasmakonzentrationen werden nach 1-2 h erreicht.

BDie Hornschicht (Stratum corneum) stellt bei der Permeation durch die Haut die Hauptresorptionsbarriere dar.
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3 TRANSPORT VON CLONIDIN

Prozesse an der epithelialen bzw. endothelialen Translokation des Clonidins beteiligt. Ist die
Permeation durch die BHS erfolgt, kann Clonidin an die entsprechenden neuronalen
Zielrezeptoren binden. Die anschlieBende FElimination des Arzneistoffs aus der
interneuronalen Fliissigkeit verhindert eine Anreicherung sowie mogliche Intoxikationen. Die
Aufnahme des Clonidins in die Neuronen konnte zu dieser interstitiellen Elimination
beitragen. In den Nervenzellen sind intrazelluldre I,-Bindungsstellen lokalisiert (Regunathan
und Reis 1996). Interaktionen des neuronal aufgenommenen Clonidins mit diesen Rezeptoren
sind daher wahrscheinlich. Zudem erfolgen vermutlich Abbauprozesse sowie ein Abtransport
der Substanz. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Aufnahme des Clonidins an

Neuronen untersucht.

3.2 Literaturbefunde zum Clonidintransport an der Blut-Hirn-Schranke und am
Diinndarmepithel

Den thematischen Ansatz dieser Dissertation bildeten die Studien der Arbeitsgruppe um
Huwyler zur Translokation des Clonidins durch die BHS (Huwyler ef al. 1997) sowie darauf
aufbauende eigene Vorarbeiten zum Transport des Clonidins am Diinndarmepithel (Fischer et
al. 2006). Die Transportcharakteristika wiesen an beiden Barrieren starke Ubereinstimmungen
auf: An Endothelzellen von Schweinehirnkapillaren (Huwyler et al. 1997) sowie an humanen
intestinalen Caco-2-Zellen (Fischer et al. 2006) beruhte der transepitheliale Transport des
Clonidins sowohl auf passiver Diffusion als auch auf Carrier-vermittelten Prozessen. Die
Aufnahme des Clonidins verlief Na'-unabhiingig, jedoch stark pH-abhingig. Eine
extrazelluldre Alkalisierung erhohte die Aufnahme. An Caco-2-Zellen wurde zudem
demonstriert, dass nicht die extrazellulire H'-Konzentration per se, sondern ein nach aufen
gerichteter H'-Gradient die treibende Kraft fiir die Clonidinaufnahme darstellt (Fischer et al.
2006). Die Michaelis-Konstante (K;) des sittigbaren Clonidintransportes, ein Mal3 fiir die
Affinitdt eines Substrates zu einem spezifischen Transportsystem, betrug 1,34 mM an der
BHS (Huwyler et al. 1997) bzw. 0,54 mM am Diinndarm (Fischer et al. 2006). Viele
Xenobiotika wie Guanabenz, Methamphetamin, Imipramin, Chinin oder Diphenhydramin
reduzierten die aufgenommene Menge Clonidin in Caco-2-Zellen (Fischer et al. 2006).
Hingegen hatten die typischen Substrate der Transporter fiir organische Kationen wie TEA,
MPP" und Cholin (Tabelle 2.1) keinen signifikanten Einfluss.

Die starke Ahnlichkeit der Mechanismen des Clonidintransportes an der BHS und am

Diinndarm lassen vermuten, dass es sich um identische Systeme handelt. Desgleichen ist eine
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3 TRANSPORT VON CLONIDIN

Identitit mit den funktionell an Caco-2-Zellen beschriebenen H'/tertiire Amine-Antiportern

nicht auszuschlieen (Mizuuchi et al. 1999, 2000).

3.3 Mechanismus des Clonidintransportes in SH-SY5Y-Zellen

Um festzustellen, ob ein den oben erwidhnten Mechanismen verwandtes Transportsystem fiir
Clonidin in Neuronen existiert, wurde in der vorliegenden Arbeit zunidchst der Mechanismus
der Clonidinaufnahme in humane Neuroblastomzellen untersucht. Hierfiir wurde die Auf-
nahme von [*H]-markiertem Clonidin in SH-SY5Y-Zellen gemessen, die zuvor 4 Tage in
Gewebekulturschalen kultiviert worden waren. In Analogie zum Clonidintransport an der
Haut, der BHS und dem Intestinum (Grafe et al. 2004, Huwyler et al. 1997, André et al. 2009,
Fischer et al. 2006) beeinflussten weder die Abwesenheit von extrazellulirem Na' oder K"
noch von CI' die [*H]Clonidinaufnahme in SH-SY5Y-Zellen. Hingegen fiihrte eine
Erniedrigung des extrazelluldren pH-Wertes (pH,) von 7,5 auf 6,0 zu einer um das 7-fache
verminderten [*H]Clonidinaufnahme (Anlage 11.1: Fischer et al. 2007, Fig.2). Diese
pH-Abhéngigkeit konnte moglicherweise auf passiver Diffusion entsprechend der
pH-Partitionstheorie beruhen. Der Anteil des undissoziierten Clonidins betrdgt bei pH 6,0, 7,5
und 8,5 jeweils 0,7 %, 17 % und 68 % (pK, 8,2; Remko et al. 2006). Die Aufnahme des
Clonidins bei pH, 7,5 und 8,5 war jedoch vergleichbar. Uberdies war eine intrazellulire
Akkumulation des Clonidins zu beobachten, die nicht allein durch Diffusion zu erreichen ist.
Diese intrazelluldre Akkumulation wurde wie folgt ermittelt: Die [’H]Clonidinaufnahme in
SH-SYS5Y-Zellen stieg mit zunehmender Inkubationsdauer an; nach 20 Minuten war ein
Maximum von 2,7 pmol pro mg Protein erreicht (Anlage 11.1: Fischer ef al. 2007, Fig. 1).
Das totale Zellvolumen der SH-SYS5Y-Zellen'* betrug 18,2 ul pro mg Protein. Das zuging-
liche intrazellulire Volumen, ermittelt anhand der Aufnahme eines nicht metabolisierten
Glucosederivates'”, betrug 12,6 ul pro mg Protein. Ausgehend von der Gesamtkonzentration
des [’H]Clonidins im Inkubationspuffer von 3 nM entsprechen die berechneten intrazellu-
laren Konzentrationen von 145-210 nM einer 50-70-fachen Akkumulation. Betrachtet man
nur den Anteil undissoziierten Clonidins, wurde intrazelluldr eine Konzentration von

13-20 nM beobachtet. Die Konzentration im Puffer betrug 0,5 nM. Auf diesem Wege

“Das totale Zellvolumen der SH-SY5Y-Zellen wurde mit dem CASY®TT Zellzihler bestimmt. Das zugrunde
liegende Messprinzip beruht auf der Messung des Widerstandes der angesaugten Zellsuspension mittels
elektronischer Pulsflichenanalyse.

SSH-SY5Y-Zellen wurden bis zum Konzentrationsausgleich mit 3-O-["*C]-Methyl-D-Glucose, einem nicht
metabolisierten Glucosederivat, inkubiert (Anlage 11.1: Fischer et al. 2007). Auf diese Weise kann das - fiir
H,O bzw. hydrophile Substanzen - zugéngliche intrazelluldre Volumen der Zellen bestimmt werden.
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3 TRANSPORT VON CLONIDIN

berechnet resultiert ebenfalls eine starke, nicht ausschlieBlich durch reine Diffusion zu erkla-
rende Akkumulation. Es ist allerdings zu beachten, dass die durchgefiihrten Kalkulationen
eine mogliche zelluldre Retention nicht beriicksichtigen. Diese konnte zum Teil auf spezifi-
scher oder unspezifischer Bindung an Lipide und Proteine oder auf elektrostatischer Bindung
an geladene Strukturen beruhen (Heikkinen ef al. 2009). Die Verteilung innerhalb der Zellen
wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst und variiert stark. Daher bleibt die tatsdchliche
Konzentration an freiem Clonidin im Cytosol ungewiss. In den Zellen befinden sich saure
Organellen, vorwiegend Lysosomen, mit einem pH-Wert von etwa 4,5 bis 5,0 (Heikkinen et
al. 2009, Kornhuber et al. 2010). Der cytosolische pH-Wert liegt im Neutralen (pH ~ 7,1; Lu
et al. 2010). Durch den entstehenden H'-Gradienten kann eine lysosomale Sequestrierung
erfolgen, das heifit, insbesondere basische Substanzen werden gemil3 der pH-Partitionstheo-
rie durch den Effekt der sogenannten Ionenfalle’” in den Zellorganellen angereichert (Trapp et
al. 2009). Dieses Phinomen wird auch als Lysosomotropismus bezeichnet, die betreffenden
Strukturen, Amingruppen enthaltende schwach basische Substanzen, als /ysosomotrop (De
Duve et al. 1974, Kornhuber et al. 2010). Einer Studie an neuronalen SY5Y-Zellen zufolge
werden Substanzen mit ansteigender Lipophilie verstirkt akkumuliert (Kornhuber et al.
2010). Die akkumulierten Substanzen werden zum Teil in die lysosomale Membran ein-
gelagert und konnen deren Permeabilitit erhdhen. Eine steigende Substratkonzentration fiihrt
so zu einer Verminderung der lysosomalen Akkumulation, unabhiingig von einer Anderung
des intralysosomalen pH oder einer Volumenverdnderung. Das intralysosomale Volumen ist
zwar im Verhéltnis zum gesamten Zellvolumen relativ gering (1:200; De Duve et al. 1974"),
jedoch kann die lysosomale Akkumulation schwacher Basen 100-fach und hdoher sein
(Kornhuber et al. 2010). Dies entspricht einer etwa 50 %igen Retention der intrazelluldr
aufgenommenen Substanz in den Lysosomen. In Caco-2-Zellen fiihrte eine Hemmung der
lysosomalen Sequestrierung durch Abschwichen des intrazelluldren pH-Gradienten zu einer
bis zu 50 % verminderten Aufnahme an Propranolol (pK, 9,1; Heikkinen ef al. 2009). In der
Annahme eines vergleichbaren Effektes fiir die Clonidinaufnahme in SH-SYS5Y-Zellen

resultierte eine 25-35-fache intrazellulire Akkumulation. Diese Anreicherung iibersteigt die

"®Ungeladene Substanzteilchen diffundieren in die Lysosomen und werden dort aufgrund des sauren Milieus
entsprechend der Basenstédrke der Substanz anteilig protoniert. Daraus resultieren eine gesteigerte Hydrophilie
der Teilchen und eine dadurch stark verlangsamte Riickdiffusion in das Cytosol (De Duve ef al. 1974, Trapp et
al. 2009). Dieser Effekt wird als Ionenfalle (ion trapping) bezeichnet und betrifft vor allem schwach basische
Substanzen mit einem pK, von 6 bis 10 (Trapp et al. 2009).

"Das Verhiltnis zwischen dem intralysosomalen und dem gesamten Zellvolumen von 1:200 wurde an
Leberzellen und Fibroblasten von Ratten bestimmt (De Duve et al. 1974). In der Literatur werden diese
Parameter jedoch allgemein auf lebende Zellen iibertragen (Trapp et al. 2009, Kornhuber ef al. 2010).

19



3 TRANSPORT VON CLONIDIN

entsprechend der pH-Partitionstheorie zu erwartende bei weitem. Uberdies wurde kiirzlich
gezeigt, dass in Caco-2-Zellen ein stereospezifischer Carrier-vermittelter Mechanismus am
Transport des kationischen Wirkstoffs Propranolol beteiligt ist (Wang et al. 2009). Es ist
daher unwahrscheinlich, dass die Akkumulation ausschlieBlich auf pH-Partition in
Abhingigkeit von Lipophilie und Basenstirke des Substrates beruht.

In Kompetitionsstudien wurde die [*H]Clonidinaufnahme in SH-SY5Y-Zellen in Anwe-
senheit steigender Konzentrationen unmarkierten Substrates untersucht. Die lineare, nicht-
séttigbare Transportkomponente, beruhend auf einfachen Diffusionsvorgdngen und unspezi-
fischer Bindung des [*’H]Clonidins, betrug 6 % der totalen Aufnahme (Anlage 11.1: Fischer et
al. 2007, Fig. 3). Die Anreicherung des Clonidins war folglich in hohem MaBe séttigbar, Viax
betrug 218 =47 nmol/min pro mg Protein. Die an neuronalen SH-SYS5Y-Zellen ermittelte
Michaelis-Konstante (K;) des Clonidintransportes betrug 0,7 = 0,1 mM. Der Ki-Wert stimmt
mit den an der BHS (Huwyler et al. 1997, André et al. 2009), an humanen Keratinozyten
(Grafe et al. 2004) sowie an Plazenta- (Miiller et al. 2004) und intestinalen Epithelzellen
(Fischer et al. 2006) ermittelten K-Werten von 0,3-1,1 mM iiberein. Die neuronale
Aufnahme, der letzte Schritt der Translokation des Clonidins im Organismus, wird demnach
analog zur dermalen oder intestinalen Resorption und zur Permeation durch die BHS durch

einen sittigbaren Na -unabhingigen, jedoch H'-abhiingigen Prozess vermittelt.

3.4 Einfluss potentieller Inhibitoren auf den [3H]Clonidintransport in SH-SY5Y-
Zellen

Eine mdgliche Ursache fiir Interaktionen von Arzneistoffen ist das Konkurrieren um
Bindungsstellen wie Rezeptoren oder Transportproteine. Daher wurde der Einfluss anderer
Arzneistoffe und endogener Substanzen wie Aminosduren und biogene Amine auf die
Clonidinaufnahme an SH-SYS5Y-Zellen untersucht (Amlage 11.1: Fischer et al. 2007,
Tabelle 1). Verschiedene Wirkstoffe wie Guanabenz, Imipramin, Diphenhydramin, Codein
oder Chinin sowie das Spurenamin B-Phenylethylamin reduzierten die Clonidinaufnahme in
SH-SYS5Y-Zellen. Sie stellen somit unspezifische oder spezifische Inhibitoren oder mogli-
cherweise Substrate dar. Fiir drei ausgewéhlte Inhibitoren wurden anhand von Kompetitions-

studien Inhibitorkonstanten (K;)'® als carrier- und substratspezifisches Mal} fiir die Affinitat

"In Kompetitionsstudien wurde die [’H]Clonidinaufnahme in SH-SY5Y-Zellen in Anwesenheit steigender
Inhibitorkonzentrationen gemessen. Aus den resultierenden Hemmkurven wurden die 1Cs-Werte bestimmt.
Unter Annahme einer kompetitiven Hemmung wurden anschlieBend die inhibitorischen Konstanten (K;)
berechnet; diese Parameter sind von der eingesetzten Substratkonzentration unabhéngig.
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3 TRANSPORT VON CLONIDIN

der Inhibitoren zum Transportsystem bestimmt. Die Ki-Werte fiir Maprotilin, Chinin und
Imipramin von 0,33 £ 0,03 mM, 0,57 £ 0,01 mM und 0,38 + 0,02 mM lagen im Bereich der
an Caco-2-Zellen ermittelten Affinititen (Fischer et al. 2006). Auffillig war, dass weder
TEA, MPP" noch Cholin die [’H]Clonidinaufnahme in SH-SY5Y-Zellen signifikant beein-
flussten. Daher konnte eine Beteiligung des hCTL1 und des hCHT1, des PMAT sowie der
OCTs, OCTNs oder MATE-Transporter ausgeschlossen werden (Tabelle 2.1; Koepsell et al.
2007, Engel und Wang 2005). Die Clonidinaufnahme in SH-SY5Y-Zellen ist hinsichtlich
Transportmechanismus und Spezifitidt der inhibitorischen Substanzen vergleichbar mit der
Clonidinaufnahme in Caco-2-Zellen (Fischer et al. 2006). An Neuronen, der BHS, der Haut,
der Plazenta und am Diinndarm kdnnten somit identische Systeme fiir die Clonidinaufnahme
verantwortlich sein (Huwyler et al. 1997, Andre et al. 2009, Grafe et al. 2004, Miiller et al.
2004, Fischer et al. 2006). Zudem zeigt der Mechanismus groBe Ubereinstimmungen zu in
diversen Studien beschriebenen H'/Kation-Austauschern, die zum Beispiel die Translokation
von Verapamil, MDMA oder Pyrilamin vermitteln (Tabelle 2.1; Han ef al. 2001, Kuwayama
et al. 2008, Okura et al. 2008). Eine Beteiligung des fiir den Transport von Diphenhydramin
und Chlorphenamin verantwortlichen H'/tertiire Amine-Antiporters (Mizuuchi et al. 1999,
2000) an der Akkumulation des Clonidins in neuronalen Zellen ist wahrscheinlich.

An Neuronen sind nicht nur die Zielrezeptoren des Clonidins lokalisiert; dariiber hinaus
wird der Arzneistoff durch einen saturierbaren, pH-abhidngigen Mechanismus in Neuronen
akkumuliert. Der Aufnahmemechanismus weist starke Ahnlichkeiten zu zuvor postulierten
H'-Antiportern auf. Es wurden jedoch keine Ubereinstimmungen zu bereits klonierten
Carriern fiir organische Kationen gefunden. Um die Bedeutung der neuronalen Aufnahme des
Clonidins zu kldren, sind weiterfilhrende Studien erforderlich. Verschiedene Funktionen
wiéren denkbar, zum Beispiel eine Verringerung der Clonidinkonzentration im Rahmen der
Elimination aus der Hirnfliissigkeit oder ein regulierender Einfluss auf Membranrezeptoren.
Vermutlich interagiert Clonidin nach der Aufnahme in die Neuronen mit intrazelluldren
Bindungsstellen, die unter physiologischen Bedingungen von der sogenannten Clonidine-
displacing substance (CDS"), dem ,,Gehirn eigenen Clonidin“, besetzt werden (Regunathan

und Reis 1996).

“Die exakte Struktur der klassischen CDS ist bislang nicht eindeutig bekannt. Genau genommen stellt CDS ein
Gemisch endogener Substanzen dar, die - wie Clonidin - agonistisch an ay-Rezeptoren und I-Bindungsstellen
wirken. Zwei Komponenten der aktiven CDS konnten bereits identifiziert werden: die B-Carboline Harman
und Harmalan (Parker et al. 2004).
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4 TRANSPORT VON B-PHENYLETHYLAMIN IN INTESTINALE
EPITHELZELLEN (CACO-2)
Vgl. Anlage 11.2 (Fischer et al. 2010a)

4.1 Allgemeine Aspekte

B-Phenylethylamin (PEA) gehort zu den Spurenaminen, die strukturell mit den klassischen
Monoamin-Neurotransmittern Dopamin, Noradrenalin und Serotonin verwandt sind (Berry
2004). PEA ist in kakaohaltigen und fermentierten Lebensmitteln sowie in Kidse und Rotwein
enthalten und wird von bestimmten Pflanzen, Pilzen und probiotischen Bakterien produziert
(Branchek und Blackburn 2003). Im menschlichen Organismus wird das biogene Amin aus
der Aminosiure L-Phenylalanin gebildet. PEA ist ein typisches Substrat der metabolisch
aktiven Monoaminoxidase B* (MAO-B) (Yang und Neff 1973). Bedingt durch einen Mangel
an vesikuldren Speichermechanismen und die hohe Affinitdit zu MAO-B unterliegt es im
menschlichen Korper einer starken Fluktuation (Burchett und Hicks 2006, Zucchi et al
2006). In Saugetieren wurde PEA im gesamten ZNS heterogen verteilt mit extrazelluldren
Konzentrationen von 2-15 nM nachgewiesen (Berry 2004). Pharmakologisch wirkt es indirekt
sympathomimetisch, indem es die Aktivitit verschiedener Monoamin-Neurotransmitter
beeinflusst (Berry 2004, Burchett und Hicks 2006). PEA fungiert im Gehirn in
submikromolekularen Konzentrationen als Neuromodulator, indem es indirekt die Erregbar-
keit der Neuronen durch bestimmte Neurotransmitter verandert. Das Spurenamin wird daher
auch als ,,endogenes Amphetamin‘ (Janssen et al. 1999) bezeichnet. Dariiber hinaus bindet
PEA an G-Protein gekoppelte trace amine-associated receptors’ (TAAR) und beeinflusst so
direkt die neuronale Aktivitit (Zucchi ef al. 2006). Pathologisch betrachtet ist die Rolle des
Spurenamins bei psychischen und neurologischen Erkrankungen wie Depression, ADHS*
oder der Parkinsonkrankheit sowie bei Essstorungen und Epilepsie interessant (Branchek und
Blackburn 2003). Diese Effekte konnen durch Stérungen der PEA-Biosynthese, des
Katabolismus oder der Exkretion sowie durch den Einfluss von exogenem PEA verursacht
werden (Mason et al. 1983). Obwohl exogenem PEA wiederholt psychostimulierende und
antidepressive Effekte zugeschrieben wurden, liegen bislang keine Untersuchungen zur

intestinalen Resorption vor. Generell wurden bisher keine fiir die Translokation von PEA

Die Monoaminooxidase B ist ein Enzym der duBeren Mitochondrienmembran, das u.a. Catecholamine abbaut.

!Trace amine-associated receptors = Spurenamin-Rezeptoren. Im menschlichen Organismus wurden bisher
6 TAAR und 3 Pseudogene identifiziert; PEA wird von TAAR1 und TAAR4 erkannt (Zucchi ez al. 2006).

2 ADHS = Aufmerksamkeits-Defizit/-Hyperaktivitits-Syndrom
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4 TRANSPORT VON B-PHENYLETHYLAMIN

verantwortlichen Membrantransporter identifiziert. Einige Studien weisen jedoch auf spezi-
fische Transportprozesse hin: In chromaffinen Zellen von Rindern wurde bereits 1975 eine
ATP-sensitive Aufnahme von ['“C]JPEA beobachtet (Da Prada et al. 1975). In Vesikeln
derartiger Zellen wurde eine Kokain-insensitive Akkumulation von ["YC]PEA beschrieben
(Powers et al. 1995). Neben Diffusionsprozessen ist zudem ein Na'-abhingiger sittigbarer
Mechanismus in die PEA-Aufnahme an aus Ratten isoliertem Lungengewebe involviert (Ben-
Harari und Bakhle 1980). Weiterhin ergaben Untersuchungen an Kaninchen, dass durch einen
Na'/K'-Gradienten angetriebene, Carrier-vermittelte Prozesse fiir die PEA-Aufnahme in
Erythrozyten verantwortlich sind (Mason et al. 1983). PEA beeinflusst auBlerdem den
Transport anderer Substanzen. Das Spurenamin inhibierte den Glycin-Einstrom in
Erythrozyten von Tauben (Kittams und Vidaver 1969). Die Hemmung war reversibel und
nicht-kompetitiv. Die pH-abhédngige Aufnahme von Clonidin und MDMA in Caco-2-Zellen
wurde ebenfalls durch PEA reduziert (Fischer et al. 2006, Kuwayama et al. 2008), die

beobachtete Inhibition war kompetitiver Natur.

4.2 Mechanismus des p-Phenylethylamintransportes in Caco-2-Zellen

PEA konnte ein endogenes Substrat eines der oben genannten pH-abhingigen Transport-
systeme an Caco-2-Zellen darstellen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zundchst der
Mechanismus der Aufnahme von radioaktiv-markiertem PEA (['*C]JPEA) in humane
Diinndarmepithelzellen (Caco-2) untersucht, die fiir 7 Tage auf Gewebekulturschalen
kultiviert wurden.

Die [""CJPEA-Aufnahme erfolgte unabhingig von ATP® und von extrazelluldren
Gradienten anorganischer Tonen wie Na"*, wurde jedoch durch einen alkalischen pH, stark
stimuliert (Anlage 11.2: Fischer ef al. 2010a, Fig. 1). Diese pH-Sensitivitit kann verschiedene
Ursachen haben: i) die Aufnahme wird durch einen H'-Antiporter vermittelt, angetrieben
durch einen nach auBen gerichteten H'-Gradienten, ii) das Carrier-System wird durch eine
extrazelluldre Protonierung gehemmt, iii) der Carrier akzeptiert nur die nicht protonierte Form
des PEAs als Substrat. Die pH-Sensitivitét einiger Transporter fiir organische Kationen wurde
durch Effekte des Membranpotentials bzw. H'-Diffusionspotentials erklirt (Koepsell et al.
2004). Die beobachtete intestinale ['*CJPEA-Aufnahme war jedoch unabhingig vom

“Die ['"*C]PEA-Aufnahme in Caco-2-Zellen war in Abwesenheit und Anwesenheit (1 mM) des ATP-Synthese-
inhibitors 2,4-Dinitrophenol (DNP) vergleichbar.

2Die Abwesenheit von Na'-, Ca*"-, Mg%— bzw. Cl’-Ionen oder von Glucose im Inkubationspuffer hatte keinen
Einfluss auf die ["*C]PEA-Aufnahme in Caco-2-Zellen.
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4 TRANSPORT VON B-PHENYLETHYLAMIN

Membranpotential. Eine intrazelluldre Ansduerung® durch Prdinkubation der Zellen mit
NH4CI erhohte die aufgenommenen Menge ['*CIPEA in Caco-2-Zellen um 26 % (Anlage
11.2: Fischer et al. 2010a, Fig. 1A, Inset). Der Zusatz des Protonophors Carbonylcyanid-
p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP, 50 uM) reduzierte die Aufnahme. Demnach ist
vermutlich nicht die extrazelluldre H"-Konzentration per se, sondern ein auswirts gerichteter
H'-Gradient die stimulierende Kraft der PEA-Aufnahme. Mit einem pK, von 9,73 (Mason et
al. 1983) variiert der Anteil ungeladener PEA-Molekiile im verwendeten pH-Bereich stark.
Bei pH 6,0, 7,5 bzw. 8,5 liegt PEA zu 0,02 %, 0,6 % bzw. 5,6 % undissoziiert vor. Die
Fraktion nicht-ionisierter PEA-Molekiile und die beobachtete ['*C]PEA-Aufnahme nehmen
jedoch nicht in gleichem Mafle zu. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die Translokation des
PEAs ausschlieBlich auf passiver Diffusion beruht. Mit zunehmender Inkubationsdauer war
ein anfinglich starkes, spéter jedoch abgeschwiéchtes Ansteigen der Aufnahmeaktivitit zu
beobachten. Nach 5 Minuten war ein Plateau erreicht, die maximale ['*C]PEA-Aufnahme
betrug 172 pmol pro mg Protein (Anlage 11.2: Fischer et al. 2010a, Fig. 2). Die in den Zellen
akkumulierte Menge ['*C]PEA liegt deutlich iiber der zu erwartenden Anreicherung; dies gilt
auch unter Beachtung einer mdglichen intrazelluldren Sequestrierung (Heikkinen et al. 2009,
Kornhuber ef al. 2010). Ein weiteres Indiz fiir einen Carrier-vermittelten Transport ist die
Séttigung des Prozesses mit steigender Substratkonzentration. Kompetitionsstudien ergaben
eine Michaelis-Menten-Kurve mit einem K-Wert von 2,6 £ 0,2 mM und einer Vy.x von
97 + 2 nmol/min pro mg Protein (Anlage 11.2: Fischer et al. 2010a, Fig. 3). Die Auftragung
der Daten als Eadie-Hofstee-Diagramm® zeigte einen linearen Verlauf (Anlage 11.2: Fischer
et al. 2010a, Fig. 3, Inset B). Dies deutet darauf hin, dass unter den gegebenen Bedingungen
nur ein Mechanismus an der PEA-Aufnahme in Caco-2-Zellen beteiligt ist.

Die intestinale ['*C]PEA-Aufnahme erwies sich als ATP-, Na'- und K -unabhingig. Der
hier untersuchte Mechanismus ist daher nicht mit dem der ATP-sensitiven Aufnahme von
['*C]PEA in bovinen chromaffinen Zellen identisch (Da Prada et al. 1975). Eine Uberein-
stimmung mit dem Na'/K'-Gradient-abhéngigen Carriersystem in Kaninchen-Erythrozyten
(Mason et al. 1983) ist ebenso auszuschlieBen wie mit dem sittigbaren Na'-abhingigen

Mechanismus im Lungengewebe von Ratten (Ben-Harari und Bakhle 1980).

*Der intrazelluldre pH (pH;) von Caco-2-Zellen liegt bei etwa 7,4 (Liang et al. 2007). Eine Priinkubation mit
NH,4CI fiihrt zu einer Ansduerung um etwa 0,3 pH-Einheiten (Fischer et al. 2006).

*Das Eadie-Hofstee-Diagramm stellt eine Umformung der Michaelis-Menten-Gleichung dar, bei der v gegen
v/[S] aufgetragen wird. Der Schnittpunkt der y-Achse gibt V. an, die Steigung der Geraden —K.
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Die in dieser Studie ermittelte Affinitdtskonstante der intestinalen PEA-Aufnahme liegt im
unteren millimolaren Bereich. Sie ist damit den Ki-Werten von 0,5 und 1,1 mM fir die
pH-abhingige Aufnahme von Clonidin und MDMA an Caco-2-Zellen sehr dhnlich (Fischer et
al. 2006, Kuwayama et al. 2008). Kuwayama und Mitarbeiter postulierten, dass der MDMA -
Transport in Abhdngigkeit von den vorliegenden Konzentrationen bidirektional verlduft.
Ubersteigt der einwirts gerichtete H'-Gradient den einwirts gerichteten Konzentra-
tionsgradienten fiir das Substrat, arbeitet der Transporter vermutlich als H'-gekoppelte
Effluxpumpe. Unter umgekehrten Bedingungen erfolgt ein erleichterter Transport des Subs-
trates im Cotransport mit dem Proton (Kuwayama ef al. 2008). Dieses Prinzip konnte auch fiir
die Translokation von PEA gelten. Hinsichtlich des transepithelialen Transportes (Flux) des
PEAs ergaben sich jedoch im Vergleich zum MDMA-Flux abweichende Resultate. Fiir die
Messungen des bidirektionalen PEA-Fluxes wurden Caco-2-Zellen fiir 21-23 Tage auf
permeablen Polycarbonatfiltern kultiviert. Der ['*C]PEA-Flux von der apikalen zur basolate-
ralen Seite (J,.p) Uberstieg mit 7,2 %/30 min/cm? (Anlage 11.2: Fischer et al. 2010a, Fig. 5)
den der Referenzsubstanz ['*C]Mannitol”’ (0,15 %/h/cm?, Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b)
um das 100-fache. J,., von PEA war 5-mal hoher als der basolateral-zu-apikale Flux (Jy.,); die
absorptiven iiberwiegen demnach die sekretorischen Prozesse. Im Gegensatz dazu iibersteigt
der MDMA-Transport J,, deutlich den J,, (Kuwayama et al. 2008). Wie fiir PEA ist auch fiir
Chinidin, potenter Inhibitor der intestinalen PEA-Aufnahme, ein signifikant stirkerer Flux
von apikal nach basolateral festgestellt worden (Ishida et al. 2006). Die intestinale

Translokation des Chinidins erfolgt ebenso pH-abhéngig wie die von MDMA und PEA.

4.3 Einfluss potentieller Inhibitoren auf den [14C]B-Phenylethylamintransport in
Caco-2-Zellen

Die Spezifitit des untersuchten Mechanismus ist sowohl fiir die mdgliche Identifizierung

eines verantwortlichen Transportsystems als auch pharmazeutisch von Interesse. Deshalb

wurde der Einfluss diverser Strukturen auf die ['*C]JPEA-Aufnahme in intestinale Caco-2-

Zellen untersucht. Weder Aminosduren, Monoamin-Neurotransmitter noch quaterndre Amine

wie MPP', TEA, Carnitin oder Cholin beeinflussten die Aufnahme. Eine Beteiligung der

bekannten Transporter flir diese Substrate kann daher ausgeschlossen werden (Tabelle 2.1).

*"Mannitol kann die Epithelzellschicht ausschlieBlich durch passive Diffusion — hauptsichlich parazellulir —
durchdringen und wird daher als Referenzsubstanz fiir nicht-sittigbaren linearen Transport, als sog. space
marker, verwendet. Der Mannitolflux stellt zudem eine KontrollgroBe fiir die Vertrdglichkeit der Substanzen
dar, da eine Schiadigung der Integritét des Zellrasens die interzelluldre Permeabilitét erhoht.
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Neben PEA selbst waren unter anderen sein Metabolit N-Methylphenylethylamin,
D,L-Amphetamin und MAO-B-Inhibitoren wie Harmalin inhibitorisch aktiv (Tabelle 4.1,
Anlage 11.2: Fischer et al. 2010a, Tabelle 1). Zudem reduzierten viele kationische Arznei-
stoffe wie Clonidin, Chinin oder Diphenhydramin die ['*C]JPEA-Aufnahme in Caco-2-Zellen.

Tabelle 4.1. Substratspezifitit der ["“C]PEA-Aufnahme an Caco-2-Zellen.

Inhibitor AJ;;SLI;iA(; %) Inhibitor Au[tl‘:l(;gll:riA(:’ %)
Kontrolle 100 + 1 Clonidin 63+6
B-Phenylethylamin 42+ 1 Codein 88 +4
Phenelzin 57+3 Chinin 63+1
Tranylcypromin 45+2 Chlorphenamin 48+2
Harmalin 51+6 Diphenhydramin 46 +3
N-Methylphenylethylamin 42+3 Imipramin 32+1
D,L-Amphetamin 40+3 Maprotilin 39+ 1

Die Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt.

Fiir ausgesuchte Hemmstoffe wurden die inhibitorischen Konstanten bestimmt (Anlage
11.2: Fischer et al. 2010a, Tabelle 2, Fig. 4). Die ermittelten Ki-Werte lagen im Bereich von
0,66 £ 0,06 mM (Tranylcypromin) bis 5,5 0,2 mM (Ethylmorphin). Einige Inhibitoren wie
Tranylcypromin oder D,L-Amphetamin interagierten mit vergleichbarer Affinitit mit den
Transportsystemen fiir PEA und Clonidin in Caco-2-Zellen (Anlage 11.2: Fischer et al.
2010a, Tabelle 2). Fiir andere Inhibitoren wurden hingegen abweichende Affinititen beziig-
lich der Aufnahme von PEA und Clonidin beobachtet. Am stdrksten zeigte sich dieser Effekt
bei Chinin und Chinidin. Generell wurde die Aufnahme von PEA und Clonidin in Caco-2-
Zellen jedoch von den gleichen Substanzen beeinflusst. Die Charakteristika beider Trans-
portprozesse sind den bereits erwdhnten Mechanismen fiir die Aufnahme von MDMA,
Diphenhydramin, Verapamil und Pyrilamin gleich (Kuwayama et al. 2008, Mizuuchi et al.
1999, 2000, Han et al. 2001, Okura et al. 2008; vgl. Kapitel 3.3): Zum einen interagieren sie
bevorzugt mit lipophilen aromatischen Strukturen, die aliphatische Aminogruppen enthalten.
Zum anderen erfolgt der Transport Na'-unabhingig, jedoch stark pH-abhingig und wird

iiberdies durch einen nach auBen gerichteten H -Gradienten angetrieben.
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5 TRANSPORT VON CODEIN IN INTESTINALE EPITHELZELLEN (CACO-2)
UND ENDOTHELZELLEN DER BLUT-HIRN-SCHRANKE (RBE4)
Vgl. Anlage 11.3 (Fischer et al. 2010b)

5.1 Allgemeine Aspekte

Codein gehort zur Gruppe der Opium-Alkaloide, die im Schlafmohn (Papaver somniferum)
enthalten sind. Synthetisch wird es durch Methylierung des Opiates®® Morphin hergestellt.
Seine pharmakologische Wirkung entfaltet Codein hauptsidchlich durch Interaktion mit
zentralen p-Opioidrezeptoren. Es gilt als 'Goldstandard' unter den Antitussiva, obgleich seine
Effektivitdt umstritten ist (Bolser und Davenport 2007). Zudem wirkt es analgetisch und fiihrt
unter anderem zu Obstipation, Atemdepression und Sedation (Thorn et al. 2009). In der
pharmazeutischen Praxis wird Codein liberwiegend peroral verabreicht. Nach oraler Appli-
kation von 60 - 120 mg wurden Plasmakonzentrationen von 93 - 474 ng/ml bzw. 0,3 - 1,6 uM
gemessen (Rogers et al. 1982, Kim et al. 2002). Codein wird rasch aus dem Darmtrakt
resorbiert; seine orale Bioverfiigbarkeit variiert jedoch aufgrund des individuell
unterschiedlich ausgeprigten First-Pass-Metabolismus. Nach Applikation einer oralen
Einzeldosis wurde eine Bioverfiigbarkeit von 50 % bzw. 59 % festgestellt (Rogers ef al. 1982,
Spahn ef al. 1985). Wihrend der Passage vom Darm bis zu seinen Zielrezeptoren im ZNS
unterliegt Codein verschiedenen Metabolisierungsvorgingen. Durch die Aktivitit von
CYP2D6, CYP3A4 und UGT2B7% erfolgt der Umbau zu Morphin, Norcodein und Codein-6-
glucuronid (Somogyi et al. 2007, Thorn et al. 2009). Jeder der drei Metabolite ist ebenfalls
agonistisch am pu-Opioidrezeptor wirksam.

Bislang wurden keine Studien zur intestinalen Aufnahme des Codeins publiziert. Aller-
dings entdeckte man in Untersuchungen an Ratten Aufnahmemechanismen fiir Codein in das
Gehirn (Scrafani und Hug 1968, Oldendorf ef al. 1972). Nach oraler Applikation wurde im
Gehirn im Vergleich zum Plasma eine 2-5-fache Codeinkonzentration gemessen (Xie und
Hammarlund-Udenaes 1998). Ein spezifisches, fiir die Aufnahme von Codein ins Gehirn
verantwortliches Membrantransportprotein konnte bisher jedoch nicht identifiziert werden.

Marks und Medzihradsky stellten bereits 1974 fest, dass der Transport von basischen Aminen

*Begrifflich unterscheidet man Opioide von Opiaten. Die Gruppe der Opioide umfasst alle natiirlichen und
synthetischen Substanzen mit morphinéhnlichen Eigenschaften, die an Opioidrezeptoren wirken. Als Opiate
werden hingegen nur die natiirlich im Opium vorkommenden Alkaloide bezeichnet.

*Die Cytochrom P450-Enzyme (CYP) sind fiir den oxidativen Abbau kérpereigener sowie korperfremder
Substanzen verantwortlich. CYP-Enzyme kommen ubiquitir im menschlichen Korper vor, wurden jedoch
gehéuft in Darm, Leber und Lunge gefunden. UGT2B7 gehort zur Familie der UDP-Glucuronosyltransferasen
und ist in Leber, Niere, Darmepithel und Gehirn lokalisiert.
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5 TRANSPORT VON CODEIN

wie Codein in Leukozyten von einem Na'-abhingigen Carrier vermittelt wird. Aufgrund
seines kationischen Charakters konnte Codein zudem ein Substrat der Transporter flir
organische Kationen darstellen (Tabelle 2.1; Koepsell et al. 2007, Klaassen und Aleksunes
2010). Sowohl die intestinale Resorption als auch die Translokation des Codeins durch die
BHS sind essentiell fiir seine Wirksamkeit. In diesem Teil der Arbeit wurde sich daher mit der
Charakterisierung des Codeintransportes am Diinndarmepithel und an Endothelzellen der
BHS im Hinblick auf eine mogliche Identifizierung der beteiligten Transportsysteme

beschaftigt.

5.2 Mechanismus des Codeintransportes in Caco-2-Zellen und RBE4-Zellen

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem Codein
(’'H]Codein) in Caco-2-Zellen und RBE4-Zellen bestimmt. Diese wurden zuvor 7 bzw. 4
Tage auf Gewebekulturschalen kultiviert. An beiden Zelltypen war die [’H]Codeinaufnahme
unabhingig von anorganischen Ionen wie Na™ oder K™, jedoch wiederum stark pH-abhin-
gig. Eine Alkalisierung des pH, von 6,0 auf 7,5 bzw. 8,5 fiihrte zu einer 9- bzw. 16-fachen
Erhéhung der [*’H]Codeinaufnahme in Caco-2-Zellen und sogar zu einer 12- bzw. 23-fachen
Anreicherung in RBE4-Zellen (Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b, Fig. 1). Die intrazelluldre
Ansduerung durch Priinkubation mit NH4Cl resultierte in beiden Zelltypen in einer um 42 %
gesteigerten ["H]Codeinaufnahme (Anlage 11.3: Fischer ez al. 2010b, Fig. 2). Der Zusatz des
Protonophors FCCP zum Inkubationspuffer reduzierte hingegen die Aufnahme um 38 % in
Caco-2-Zellen und um 83 % in RBE4-Zellen. Demnach scheint ein auswérts gerichteter
H'-Gradient die [’H]Codeinaufnahme zu stimulieren. Der Anteil des undissoziiert vorlie-
genden Codeins variiert im verwendeten pH-Bereich stark (pK, 8,2; Chen ef al. 1991). Bei pH
6,0, 7,5 und 8,5 betrdgt er 0,6 %, 17 % und 67 %. Die beobachtete Steigerung der
[’H]Codeinaufnahme in Caco-2- und RBE4-Zellen erfolgte jedoch nicht proportional zum
Ansteigen des undissoziierten Codeins. Zudem war der Aufnahmemechanismus saturierbar;
unmarkiertes Codein (2 mM (Caco-2), 10 mM (RBE4)) reduzierte die aufgenommene Menge
an [‘H]Codein deutlich um 47 % (Caco-2) und 92% (RBE4). Mit zunehmender
Inkubationszeit stieg die [’H]Codeinaufnahme an. Uber 2 (Caco-2) bzw. 5 Minuten (RBE4)

war der Verlauf linear, dann erfolgte eine Abschwichung des Anstiegs. Nach 20 Minuten war

**Die [*H]Codeinaufnahme in Caco-2-Zellen und RBE4-Zellen war in An- und Abwesenheit von Na'-, Ca*'-,
Mg?*-, Cl-Tonen oder von Glucose im Inkubationspuffer nicht signifikant verschieden. Auch die Abwesenheit
von K'-Ionen im Inkubationspuffer bzw. die Anreicherung mit K'-Ionen (140 mM), jeweils unter Zusatz eines
K'-Ionophors (Valinomycin), hatten keinen Einfluss auf die Aufnahme.

28



5 TRANSPORT VON CODEIN

jeweils ein Plateau bei Maximalkonzentrationen von 150 fmol [*H]Codein pro mg Protein in
Caco-2-Zellen und 717 fmol pro mg Protein in RBE4-Zellen erreicht (Anlage 11.3: Fischer et
al. 2010b, Fig. 3). In der Annahme einer homogenen Verteilung innerhalb der Zellen und
eines Zellvolumens von etwa 10 ul pro mg Protein® wurde [’H]Codein in Caco-2-Zellen
12-fach akkumuliert. In RBE4-Zellen war sogar eine 60-fache Akkumulation zu beobachten.
Betrachtet man ausschlieBlich die nicht-ionisierte Fraktion des Codeins mit einer
Ausgangskonzentration von 0,2 nM [’H]Codein im Inkubationspuffer, war die Anreicherung
in den Zellen 10- bzw. 30-fach. Die erreichten intrazelluliren Konzentrationen {iibersteigen
somit mit Abstand die theoretisch gemidll der pH-Partitionstheorie zu erreichenden.
Angesichts des lipophilen Charakters des Codeins (logP 3,98; Chen et al. 1991) ist eine
Verteilung in lipophile Zellstrukturen wahrscheinlich. Zudem unterliegt der basische Arznei-
stoff vermutlich partiell einer lysosomalen Sequestrierung (Heikkinen et al. 2009). Diese
Effekte der intrazelluldren Verteilung wurden bereits fiir die neuronale Aufnahme des Cloni-
dins ausfiihrlich diskutiert (vgl. Kapitel 3.3). Auch unter Berlicksichtigung einer solchen
lysosomalen Retention iibersteigt der beobachtete Konzentrationsgradient des Codeins in
Caco-2- und RBE4-Zellen den zu erwartenden. Die Effekte der Verteilung in Lipidstrukturen
und der lysosomalen Sequestrierung tragen jedoch sehr wahrscheinlich zu einem kleinen
Anteil zur starken intrazelluldren Anreicherung des Codeins bei.

Die Akkumulation des Codeins in den Zellen erwies sich als temperatur- und konzentra-
tionsabhéngig. Bei 4 °C verlief die zeitabhingige ["H]Codeinaufnahme in Caco-2- und RBE4-
Zellen tiber den gesamten Zeitraum linear und war deutlich geringer als bei 23 °C (100 %).
Nach 20 Minuten betrug die aufgenommene Menge [*H]Codein 39 fmol (Caco-2) bzw.
98 fmol pro mg Protein (RBE4); das entspricht 26 % bzw. 14 % der Aufnahme bei 23 °C.
Diese starke Temperaturabhingigkeit der [’H]Codeinaufnahme deutet auf die Beteiligung
eines Carriersystems hin. Ferner war mit steigender Substratkonzentration im Inkuba-
tionspuffer eine Sittigung der Codeinaufnahme zu beobachten (Anlage 11.3: Fischer ef al.
2010b, Fig. 4). Die lineare, nicht-sittigbare Transportkomponente betrug 22 % (Caco-2) bzw.
6 % (RBE4). Nach Abzug des linearen Anteils ergab die Transformation der Daten einen

hyperbolen Verlauf der Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen mit einem K-Wert von

*'Das Zellvolumen von etwa 10 pl pro mg Protein wurde innerhalb der Arbeitsgruppe mittels Messungen der
Aufnahme von 3-O-["*C]-Methyl-D-Glucose bestimmt (bisher nicht verdffentlichte Daten). Fiir Caco-2-Zellen
wurde in einer fritheren Studie ein Zellvolumen von 3,66 ul pro mg Protein beschrieben (Blais e al. 1987).
Legt man dieses Zellvolumen zugrunde, wiren die jeweiligen intrazelluldren Codeinkonzentrationen und somit
die intrazellulére Akkumulation um den Faktor 3 erhoht.
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6,7+ 1,4 mM und einer Vpax von 199 £ 15 nmol/2 min pro mg Protein. An RBE4-Zellen
wurde ein Ki-Wert von 0,4 + 0,1 mM und eine Vpax von 200 £+ 2 nmol/5 min pro mg Protein
bestimmt. Einigen Autoren zufolge verlaufen auch intrazelluldre Bindungsprozesse und die
lysosomale Sequestrierung konzentrationsabhéngig und sind sittigbar (Heikkinen et al. 2009,
Kornhuber et al. 2010). Die starke Temperatur- und Konzentrationsabhingigkeit der
Codeinaufnahme in Kombination mit der Existenz spezifischer Inhibitoren sprechen jedoch
sehr fiir die Beteiligung einer Carrier-vermittelten Transportkomponente. In diesem Zusam-
menhang wird oft die Richtung des transepithelialen Transportes als Kriterium fiir die
Existenz eines Carriers angesehen. Daher wurde der bidirektionale Transport von ["H]Codein
durch Caco-2-Zellen bestimmt, die zuvor 21-24 Tage auf permeablen Filtern kultiviert
worden waren. Der transepitheliale Transport J,, betrug 7,0 + 0,4 %/h/cm? und iiberstieg den
des space markers ["*C]Mannitol 47-fach (0,15 + 0,01 %/h/cm?). Der ["H]Codeinflux J,., war
damit doppelt so hoch wie der Jy, (3,8%+0,3%/h/cm?). Die resultierenden
Permeabilititskoeffizienten P,,, waren mit 28 +2 cm/s * 10° (Jab) und 29+ 2 cm/s * 10°
(Jv-2) in beiden Richtungen vergleichbar. Ein Uberschuss unmarkierten Codeins (10 mM) im
Donorkompartiment reduzierte den [‘H]Codeinflux um 29% und 31%%. Der
Codeintransport am intestinalen Epithel schlieft demnach sowohl absorptive als auch
sekretorische Prozesse ein. Der transepitheliale Transport resultiert aus dem Zusammenspiel
apikaler und basolateraler Influx- und Effluxsysteme und hidngt zudem vom Zelltyp ab
(Neumann et al. 2004). Daher lassen sich allein aus den Fluxdaten keine eindeutigen
Riickschliisse auf die Existenz apikaler Transportsysteme ziehen. Analog zum Codeinflux
wurde an Caco-2-Zellen ein in beide Richtungen quantitativ vergleichbarer Transport von
MPP" und Serotonin beschrieben (Martel et al. 2000, 2003). Der Flux Jy., der organischen
kationischen Arzneistoffe Propranolol, Diphenhydramin und MDMA durch Caco-2-Zellen
war sogar jeweils hoher als der Flux J,., (Wang et al. 2009, Mizuuchi et al. 2000, Kuwayama
et al. 2008). Der apikale Transport dieser Substanzen wird bekanntermaflen durch spezifische
Carriersysteme, die OCTs bzw. den Serotonintransporter (SERT), vermittelt (Koepsell et al.
2007, Martel et al. 2003). Die Translokation von Propranolol wird von einem stereoselektiven

Transporter vermittelt (Kuwayama et al. 2008). Weiterhin wurde demonstriert, dass fiir die

32Um einen massiv schidigenden Effekt des Codeins auf die Zellen auszuschlieBen, wurde der J,, Flux von
['*C]Mannitol analog zum Codeinflux bestimmt. Der transepitheliale Transport von ['*C]Mannitol war in
Anwesenheit von 10 mM Codein im Donorkompartiment nicht erhéht. Zusdtzlich war der transepitheliale
elektrische Widerstand (transepithelial electrical resistance, TEER) in allen Flux-Experimenten zu Beginn
und nach Beendigung vergleichbar.
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apikale Aufnahme von Diphenhydramin und MDMA an Caco-2-Zellen ein H'-Antiport-
system verantwortlich ist (Mizuuchi et al. 2000, Kuwayama et al. 2008). Der in beide
Richtungen ausgewogene Codeintransport spricht demnach nicht gegen das Vorhandensein
eines spezifischen Carriers. Fiir PEA wurde bereits die Moglichkeit eines umkehrbaren,
bidirektional verlaufenden Transportprozesses diskutiert. Vermutlich ist ein derartiges System
fir den MDMA-Transport an Caco-2-Zellen (Kuwayama et al. 2008) verantwortlich. In
Anbetracht der hier ermittelten Permeabilitdtskoeffizienten ist nicht auszuschlieBen, dass ein

dahnlicher Mechanismus die intestinale Codeinaufnahme vermittelt.

5.3 Einfluss potentieller Inhibitoren auf den [3H]C0deintransp0rt in Caco-2-Zellen
und RBE4-Zellen
Trotz der routineméBigen oralen Applikation gibt es bislang nur sehr wenige Kenntnisse zur
intestinalen Resorption von Codein und anderen Opioiden. 2006 wurde der transepitheliale
Flux des Opioids Morphin an Caco-2-Zellen untersucht (Dale et al. 2006). Der beobachtete
apikale Morphinflux J,, war niedriger als der Mannitolflux. Hingegen iiberstieg der in dieser
Arbeit ermittelte Codeinflux durch Caco-2-Zellen den Mannitolflux vielfach. Morphin,
direkte Vorstufe des Codeins in der Biosynthese, hatte zudem keinen Effekt auf die
[*H]Codeinaufnahme in Caco-2-Zellen (Abbildung 5.1, Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b,
Tabelle 1). Generell beeinflussten verwandte Alkaloide wie Codeinon oder Ethylmorphin die

Aufnahme nicht oder nur schwach. Einzig Apomorphin zeigte eine starke inhibitorische

Kontrolle |

Codein |
Codeinon |
Morphin |
Ethylmorphin |
Apomorphin |
Naloxon |
Fentanyl |
Methadon |

Tilidin |

Pethidin |
Dextrometorphan |
Dextropropoxyphen |

0 20 40 60 80 100 120
[*H]Codeinaufnahme (%)

Abbildung 5.1. Substratspezifitit der [‘H]Codeinaufnahme in Caco-2-Zellen. Dic
opioiden Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt.
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Potenz. Hingegen erwiesen sich synthetische Opioide wie Tilidin, Naloxon oder Dextro-
methorphan als effektive Inhibitoren. Die ermittelten 1Cso-Werte der opioiden Wirkstoffe
lagen zwischen 1,1 mM fiir Dextromethorphan und 2,2 mM fiir Tilidin (Anlage 11.3: Fischer
et al. 2010b, Tabelle2, Fig.5A). An den RBE4-Zellen war eine vergleichbare
Inhibitorspezifitit zu beobachten. Die inhibitorische Kraft der untersuchten Opioide war
jedoch signifikant hoher (Anlage 11.3: Fischer ef al. 2010b, Tabelle 1). Apomorphin und die
synthetischen Opioide reduzierten die [’H]Codeinaufnahme auf unter 35 %. Fiir Methadon als
Vertreter der synthetischen Opioide wurde ein ICsp-Wert von 160 uM ermittelt (Anlage 11.3:
Fischer et al. 2010b, Tabelle 3, Fig. 5D). In einer Studie von 1968 fanden sich bereits
Hinweise auf aktiven Codeintransport am Gehirn (Scrafani und Hugh 1968). Codein redu-
zierte, im Gegensatz zu quartiren organischen Basen, die pH-abhidngige Aufnahme von
Dihydromorphin am Rattenhirn. Spéter belegten Untersuchungen mittels der Oldendorf-
Technik, dass Codein schnell durch die BHS dringt (Oldendorf et al. 1972). Schneller
Na'-unabhiingiger aktiver Transport von Codein, aber auch von Amphetamin, Methadon und
Naloxon wurde zudem an Leukozyten der Ratte nachgewiesen (Marks und Medzihradsky
1974). Die dort ermittelte Michaelis-Konstante fiir Codein von 200 uM ist mit der in dieser
Studie an RBE4-Zellen bestimmten vergleichbar. Zudem waren Morphin und Tryptamin nur
schwach inhibitorisch effektiv, Kokain und Desipramin hingegen stark. Die {ibereinstim-
menden Ergebnisse deuten auf die Beteiligung dhnlicher Systeme an der Codeinaufnahme in
Leukozyten und an der BHS hin.

Neben den synthetischen Opioiden beeinflussten diverse nicht-opioide Arzneistoffe die
[’H]Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen. Sehr potente Inhibitoren waren D,L-Amphetamin,
Propranolol, Pyrilamin und Chinidin (Abbildung 5.2, Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b,
Tabelle 1). Clonidin, PEA, Methamphetamin, Diphenhydramin und andere Kationen zeigten
ebenfalls inhibitorische Effekte. Die in Kompetitionsexperimenten ermittelten 1Cso-Werte
lagen zwischen 0,73 mM fiir Diphenhydramin und 4,8 mM fiir Tryptamin (Anlage 11.3:
Fischer et al. 2010b, Tabelle 2, Fig. 5B,C). Der ICsp-Wert des Diphenhydramins lag somit im
Bereich der Michaelis-Konstanten des Transportes von Diphenhydramin und Chlorphenamin
an Caco-2-Zellen (0,9 mM; Mizuuchi et al. 1999, 2000). Die Translokation beider Substanzen
erfolgt durch einen H'/tertiire Amine-Antiporter, der spezifisch N-Dimethyl- und N-Diethyl-
Strukturen erkennt. Propranolol, ebenfalls ein potenter Inhibitor der Codeinaufnahme an
Caco-2-Zellen  (Abbildung 5.2), wird partiell durch einen  stereospezifischen
Membrantransporter transportiert (Wang et al. 2009).
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Abbildung 5.2. Substratspezifitiit der ['H]Codeinaufnahme in Caco-2- und RBE4-Zellen.
Die Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt.

Die Aufnahme von Clonidin und MDMA an Caco-2-Zellen wird wahrscheinlich durch
einen pH-abhdngigen Carrier vermittelt (Fischer et al. 2006, Kuwayama et al. 2008). Die
funktionellen Parameter und die Inhibitorspezifitit dieser Transportsysteme sind jeweils mit
denen der hier untersuchten [*’H]Codeinaufnahme vergleichbar: Der Transport von Codein,
Clonidin und MDMA erfolgt unabhingig von ATP und Na', jedoch stark stimuliert durch
einen auswirts gerichteten H'-Gradienten. Uberdies reduzierten Clonidin, PEA, Amphet-
aminderivate und Diphenhydramin jeweils die Substrataufnahme an Caco-2-Zellen. Demnach
konnten die Transportsysteme fiir Codein, Clonidin und MDMA identisch sein. Die Studien
zur Aufnahme dieser drei Substanzen ergaben jeweils ein vergleichbares Inhibitorprofil
(Fischer et al. 2006, Anlage 11.2: Fischer et al. 2010a). Daher wurde die Art der Inhibition
der Codeinaufnahme durch Clonidin und PEA untersucht. Zu diesem Zweck wurde die
[’H]Codeinaufnahme in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen unmarkierten
Codeins sowie steigender Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors gemessen. Die
Darstellung der Daten als Dixon-Plots™ resultierte jeweils in zwei Geraden, deren Schnitt-

punkt im IV. Quadranten lag. Die Inhibition der [’H]Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen durch

3Als Dixon-Plot bezeichnet man die Auftragung der reziproken Aufnahmerate des Substrates gegen die
Konzentration des Inhibitors. Aufgrund der zwei verschiedenen Substratkonzentrationen ergeben sich jeweils
zwei lineare Kurvenverldufe. Bei einer kompetitiven Inhibition treffen diese Geraden oberhalb der Abszisse
aufeinander, bei einer nicht-kompetitiven Inhibition direkt auf der Abszisse. Die Inhibitorkonstante K;
entspricht dem Abszissenwert des Schnittpunktes, d.h., der entsprechenden Inhibitorkonzentration.
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durch Clonidin und PEA ist demnach kompetitiver Art; die beiden Substanzen kdnnten selbst
Substrate oder reine Inhibitoren des Transportsystems darstellen. Die derart ermittelten
Inhibitorkonstanten K; betrugen 1,9 mM fiir Clonidin und 3,7 mM fiir PEA (Anlage 11.3:
Fischer et al. 2010b, Fig. 6).

Die nicht-opioiden Inhibitoren der Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen hemmten analog die
Codeinaufnahme an RBE4-Zellen. Die inhibitorische Potenz der organischen Kationen erwies
sich generell jedoch an den Endothelzellen der BHS als signifikant hoher (Abbildung 5.2,
Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b, Tabelle 1). Diverse kationische Arzneistoffe wie Clonidin,
die MAO-B-Inhibitoren PEA und Tranylcypromin oder Tryptamin reduzierten die
[’H]Codeinaufnahme in RBE4-Zellen deutlich. Ebenso potente Hemmstoffe waren unter
anderen Propranolol, Diphenhydramin, D,L-Amphetamin, Pyrilamin und Verapamil.

Fiir ausgewihlte Inhibitoren wurden in Kompetitionsstudien die entsprechenden Affini-
titen bestimmt. Die 1Csp-Werte von Clonidin und PEA (~ 500 uM) lagen im Bereich der
beschriebenen Michalis-Konstanten des Clonidintransportes an verschiedenen Epithelien
(Huwyler et al. 1997, Grafe et al. 2004, Miiller et al. 2004, Fischer et al. 2006, Andre et al.
2009). Propranolol und Pyrilamin waren mit ICso-Werten von 135 uM und 168 uM stirker
affin als Clonidin und PEA (Anlage 11.3: Fischer ef al. 2010b, Tabelle 3 und Fig. 5D). Am
Endothel von Rinderhirnkapillaren wurde niedrigaffiner (K;= 3,3 mM) sowie hochaffiner
(Ki=50 uM) Transport von Pyrilamin (Mepyramin) beobachtet (Yamazaki et al. 1994c).
In vivo-Experimente an Ratten zeigte zudem, dass die Translokation von Pyrilamin durch die
BHS hauptséchlich durch ein pH-abhingiges Carriersystem vermittelt wird (Yamazaki et al.
1994a). Die Transportkonstante von 4,4 mM ist dem in vitro beobachteten Ki-Wert der
niedrigaffinen Transportkomponente dhnlich. In Analogie zur Codeinaufnahme inhibierten
Chlorphenamin, Diphenhydramin und Propranolol die Pyrilaminaufnahme, wiahrend Phenyl-
alanin und Cholin keinen signifikanten Effekt zeigten. In einer jlingst durchgefiihrten Studie
wurde ein spezifischer hochaffiner H'-Antiporter am Endothel von Rattenhirnkapillaren
identifiziert, der Pyrilamin und Oxycodon konzentrations- und energieabhidngig transportiert
(Okura et al. 2008). Dieser sogenannte Pyrilamin-Transporter arbeitet unabhidngig vom
Membranpotential und von Na'. Chinidin, Verapamil und trizyklische Antidepressiva
hemmten die Aktivitit des vermeintlichen Transporters fiir organische Kationen, TEA, MPP"
und L-Carnitin hingegen nicht (Okura et al. 2008, Nakazawa et al. 2009). Einer aktuellen
Studie zufolge konnte der Influx von Naloxon an der BHS ebenfalls durch den Pyrilamin-

Transporter vermittelt sein (Suzuki et al. 2010). Die in dieser Arbeit gezeigten Charakteristika
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des Codeintransportes an RBE4-Zellen weisen groBe Ubereinstimmungen zu denen des
Pyrilamin-Transporters auf; eine Identitit beider Mechanismen ist daher nicht auszuschlieen.

Interessanterweise wurde die [’H]Codeinaufnahme in Caco-2-Zellen wie auch in RBE4-
Zellen weder durch Aminosduren wie L-Tyrosin, ein Synthesebaustein des Codeins, noch
durch Monoamin-Neurotransmitter wie Noradrenalin, Serotonin oder Dopamin signifikant
reduziert (Anlage 11.3: Fischer et al. 2010b, Tabelle 1). Die typischen Substrate der
Transporter fiir organische Kationen MPP’, TEA, Cholin oder Carnitin hatten ebenfalls
keinen Effekt. Eine Beteiligung der entsprechenden Transportproteine an der intestinalen
Resorption von Codein oder an der Translokation durch die BHS kann daher ausgeschlossen

werden (Tabelle 2.1).
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6 TRANSPORT VON VALPROINSAURE IN INTESTINALE EPITHELZELLEN
(CACO-2) UND ENDOTHELZELLEN DER BLUT-HIRN-SCHRANKE (RBE4)
Vgl. Anlage 11.4 (Fischer et al. 2008)

6.1 Allgemeine Aspekte

Valproinsdure wurde urspriinglich 1963 als krampflosendes Mittel entdeckt (Nalivaeva et al.
2009). Heute stellt die Valproinsdure, in Form der freien Sdure und als Natriumsalz, ein
Standardtherapeutikum bei verschiedenen Formen der Epilepsie dar. Zudem wird sie bei
bipolaren Storungen und zur Migridneprophylaxe eingesetzt. Der Wirkmechanismus ist bis-
lang nicht eindeutig geklrt (fiir eine Ubersicht siehe Bolanos und Medina 1997, Nalivaeva et
al. 2009). Valproinsdure erhoht die Konzentration des inhibitorischen Neurotransmitters
v-Aminobuttersdure (GABA) im Gehirn. Ursdchlich dafiir sind einerseits ein verminderter
GABA-Abbau durch Inhibition der metabolisierenden Enzyme sowie andererseits ein GABA-
mimetischer Effekt an postsynaptischen Rezeptoren (Nilsson et al. 1992). Valproinsidure
beeinflusst auBerdem verschiedenste regulatorische Mechanismen (Bolanos und Medina
1997, Nalivaeva et al. 2009): sie interagiert mit spannungsabhingigen Na'-Kanilen,
vermindert durch Interaktionen mit NMDA-Rezeptoren® die neuronale Aktivitdt und inhibiert
die Histondeacetylase. Dies fiihrt zur Regulation der GABA-Synthese und einer verdnderten
neuronalen Genexpression. Zudem beeinflusst der Arzneistoff die Bildung und den Abbau
von Amyloiden® (Stapleton et al. 2007, Nalivaeva et al. 2009). Daher wird der Einsatz der
Valproinsdure bei Krebserkrankungen und zentralnervésen Storungen wie Schizophrenie oder
Nervendegenerationen erwogen.

In der Pharmakotherapie wird Valproinsdure iiberwiegend oral appliziert; die mittlere
Tagesdosis betriagt 20-30 mg pro kg Korpergewicht (Covanis et al. 1982). Da die Ziel-
strukturen des Antiepileptikums im ZNS liegen, ist fiir die Wirksamkeit eine hinreichende
intestinale Resorption ebenso bedeutend wie die Uberwindung der BHS. Valproinsiure wird
nach oraler Applikation schnell und nahezu vollstindig resorbiert, die Bioverfiigbarkeit
betrigt iiber 90 % (Zaccara et al. 1988). Cato und Mitarbeiter beschrieben 1995, dass an der
Resorption der Valproinsdure an Darmsegmenten der Ratte sowohl passive als auch aktive

Komponenten beteiligt sind. Sie beobachteten aktive Transportvorgédnge im Jejunum und

3 N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren) gehoren zu den sog. ionotropen Glutamatrezeptoren.
Der natiirliche Ligand dieser membranstéindigen lonenkanile ist der erregende Neurotransmitter Glutamat,
NMDA stellt einen spezifischen Agonisten dar.

3 Amyloide sind unlosliche Faserprotein-Aggregate. Eine pathologische Akkumulation von Amyloiden spielt bei
der Entstehung verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen eine Rolle.
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Ileum. An Caco-2-Zellen wurde zudem ein aktiver Transport der Valproinsdure von der
apikalen zur basolateralen Seite festgestellt, der in Anwesenheit von Carbapenemen
(B-Laktamantibiotika) reduziert war®® (Torii et al. 2002). Zudem wurde vermehrt von
Interaktionen der Valproinsdure mit Transportern fiir Monocarbonsduren berichtet. Tsuji und
Mitarbeiter beschrieben den H'-gekoppelten Transport der kurzkettigen Fettsduren
Essigsdure, Benzoesdure, Salicylsdure und Mevalonsédure (Tsuji et al. 1990, 1994, Takanaga
et al. 1994, Tamai et al. 1997). Valproat inhibierte jeweils den Transport dieser endogenen
metabolisch bedeutenden Séduren. Diese Fettsduren sind Substrate einiger Mitglieder der
MCT-Familie, speziell der MCT1-4 (Tabelle 2.2; Halestrap und Meredith 2004, Morris und
Felmlee 2008). Entsprechend seiner Struktur konnte Valproat ebenfalls ein Substrat der
MCTs darstellen (Abbildung 1.1). Allein die inhibitorische Wirkung der Valproinséure auf
diese Carrier erlaubt jedoch keine Riickschliisse beziiglich ihres Transportes. Die nicht MCT-
vermittelte H' -abhéingige Aufnahme von Nateglinid an Caco-2-Zellen wurde durch Valproat
ebenso reduziert wie der durch OATP2B1 vermittelte Transport von Estron-3-sulfat
(Tabelle 2.2; Okamura et al. 2002, Sai et al. 2006). Wiederum bedeutet dies nicht, dass
Valproat ein Substrat des OATP2BI1 darstellt (Thwaites und Anderson 2007).

Aufgrund der Lipophilie der Valproinsdure (logP 2,57; Abbott und Acheampong 1988)
konnte vermutet werden, dass der Arzneistoff die BHS durch passive Diffusion iiberwindet.
Diverse Studien weisen jedoch darauf hin, dass sittigbare, aktive Transportsysteme in die
Translokation der Valproinsdure durch die BHS involviert sind (Cornford et al. 1985, Gibbs
et al. 2004). Diskutiert werden Transportsysteme wie die Mitglieder der MCT-Familie und
nicht dazugehorige Anionen-Austauscher (Terasaki et al. 1991) oder ein Transporter fiir
mittelkettige Fettsduren (Adkison und Shen 1996). Valproat wirkte inhibitorisch auf den
Transport von Salicylat, Acetat, Butyrat und Pyruvat durch die BHS (Bolanos und Medina
1997). Zudem wurde an Endothelzellen der BHS die Expression von MCT1 und MCT2
beobachtet (Pierre und Pellerin 2005). Eine Interaktion der Valproinsdure mit MCTs ist daher
wahrscheinlich. Am choroidalen Epithel wurde gezeigt, dass ein energieabhingiges
Carriersystem flir organische Anionen in den Valproattransport involviert ist (Naora et al.

1996). Weiterhin wurde vermutet, dass fiir die Translokation der Valproinsdure an der

*Die pharmazeutische Relevanz derartiger Wechselwirkungen zeigt eine aktuelle Mitteilung des Bundesinsti-
tutes fiir Arzneimittel und Medizinprodukte, dass die gleichzeitige Anwendung von Valproaten und Carbape-
nemen nicht kontrollierbar und daher zu vermeiden sei (BfArM, 2010). Diese Anordnung beruht unter
anderem auf den Ergebnissen der Studie von Torii und Mitarbeitern, denen zufolge aus einer Hemmung
basolateraler Transporter durch Carbapeneme ein reduzierter Valproinsaureflux resultiert (Torii e al. 2002).

37



6 TRANSPORT VON VALPROINSAURE

humanen Plazenta ein Monocarboxylsdure-Transporter verantwortlich ist (Utoguchi und
Audus 2000, Nakamura et al. 2002). Der Transport erfolgte asymmetrisch {iber einen séttig-
baren H'-abhingigen Mechanismus. An Astrozyten interagierte Valproat zudem mit
Aufnahmemechanismen fiir L-Glutamat, L-Aspartat und GABA (Nilsson et al. 1992). Bislang
gibt es nur vereinzelt Studien zum Transport der Valproinsdure an heterolog exprimierten
Carriern. So zeigte der in HEK293-Zellen exprimierte Anionenaustauscher AE2 eine
spezifische Transportaktivitit fiir Valproinsdure (Yabuuchi et al. 1998). Daraus ldsst sich
jedoch nicht ableiten, ob dieses Transportprotein das einzige und hauptséchlich
verantwortliche System fiir die Translokation der Valproinsdure im menschlichen Organismus
darstellt. Aus pharmakologischem und pharmazeutischem Interesse wurden daher
Untersuchungen zum Mechanismus, zur Richtung und zur Spezifitit des Valproattransportes

durchgefiihrt. Zudem wurden die kinetischen Parameter des Transportprozesses ermittelt.

6.2 Mechanismus des Valproattransportes in Caco-2-Zellen und RBE4-Zellen

Um die verantwortlichen Transportmechanismen am Diinndarmepithel und am Endothel der
BHS zu charakterisieren, wurde an entsprechend kultivierten Caco-2- und RBE4-Zellen die
Aufnahme von Tritium-markiertem Valproat ([3H]Valproat) bestimmt.

Die [’H]Valproataufnahme erwies sich an beiden Zelllinien als unabhingig von Na' und
anderen anorganischen Ionen’’. Ein Ansduern des pH, stimulierte die Aufnahme hingegen
stark (Anlage 11.4: Fischer ef al. 2008, Fig. 1). In Caco-2-Zellen wurde bei pH, 6,0 im
Vergleich zu pH, 8,5 die 20-fache Menge [*H]Valproat aufgenommen. In RBE4-Zellen war
dieser Effekt noch stirker ausgeprigt; die Aufnahme bei pH, 6,0 iiberstieg die bei pH, 8,5
beobachtete 32-fach. Bezogen auf die Proteinmenge war zudem die Aufnahmeaktivitit in
RBE4-Zellen wesentlich hoher als in Caco-2-Zellen. Mogliche Ursachen fiir eine entgegen-
gesetzt gerichtete pH-Sensitivitdt wurden bereits diskutiert (siche Kapitel 4.2). Dementspre-
chend bestehen folgende Moglichkeiten fiir den [*H]Valproattransport: i) die Aufnahme
erfolgt durch einen H'-Symporter, angetrieben durch einen nach innen gerichteten H'-Gradi-
enten, i1) eine extrazelluldre Protonierung stimuliert das Carriersystem oder iii) der Carrier
akzeptiert nur ungeladene Molekiile als Substrat, im Falle der anionischen Valproinsédure
(pKa4,95; Abbott und Acheampong 1988) die protonierte Form. Das Protonophor FCCP

verminderte die [3H]Va1proataufnahme in Caco-2-Zellen um 86 % und in RBE4-Zellen um

"Die Abwesenheit von Na'-, Ca*'-, Mg®*-, CI'- oder K '-Tonen im Inkubationspuffer hatte keinen Einfluss auf die
Aufnahme von [*H]Valproat. Ebenso war die Aufnahme mit K'-reichem Puffer nicht signifikant verdndert.
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79 % (Anlage 11.4: Fischer et al. 2008, Fig. 1, Insets). Demzufolge stimuliert anscheinend
nicht der saure pH, per se die Aufnahme, sondern ein nach innen gerichteter H'-Gradient. Der
Anteil undissoziierter Valproinsdure variiert im verwendeten pH-Bereich stark. Bei pH 6,0,
7,5 und 8,5 betragt er 8,2 %, 0,3 % und 0,03 %. Die beobachtete [3 H]Valproataufnahme in
Caco-2- und RBE4-Zellen dnderte sich jedoch nicht im gleichen Verhéltnis wie der Anteil der
nicht-dissoziierten Valproinsiure. Zudem war die [3H]Va1proataufnahme in beiden Zelltypen
in hohem Mafe sittigbar. Ein Uberschuss an unmarkiertem Substrat reduzierte die Aufnahme
bei pH 6,0 um 87 % in Caco-2-Zellen und um 91 % in RBE4-Zellen (Anlage 11.4: Fischer et
al. 2008, Fig. 1). 1994 wurde von Tsuji und Mitarbeitern ein spezifisches Transportsystem fiir
Monocarboxylate wie Benzoat und Salicylat in Caco-2-Zellen beschrieben, das durch einen
einwirts gerichteten H'-Gradienten angetrieben wurde. Der transepitheliale Transport von
Benzoat und Salicylat war séttigbar und jeweils in Gegenwart von Acetat, Salicylat, Benzoat
und Valproat gehemmt (Tsuji et al. 1994, Takanaga et al. 1994, Putnam et al. 2002). Der
Benzoatflux von apikal nach basolateral iiberwog den Flux in umgekehrter Richtung (Putnam
et al. 2002). Vergleichbare Ergebnisse ergab die vorliegende Studie zum Valproinsdureflux
durch Caco-2-Zellen. Der J,, des [3H]Valpr0ates war mit 21 £ 1 %/h/cm? 150-fach hoher als
der des space markers Mannitol und iiberstieg den J,., des [’H]Valproates 14-fach (Anlage
11.4: Fischer et al. 2008, Tabelle 3). Demnach iiberwiegen an intestinalen Epithelzellen fiir
Valproinsdure ebenso wie fiir Benzoat die absorptiven Prozesse iiber die sekretorischen.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in Studien zum Nateglinidflux an Caco-2-Zellen gezeigt
(Okamura et al. 2002). RBE4-Zellen bilden in Kultur auf permeablen Filtern keine
ausreichend dichten Zellrasen um entsprechende Untersuchungen zum spezifischen Transport
durch die BHS vorzu-nehmen. An Ratten wurden jedoch nach Injektion von Valproat in die
Halsschlagader asymmetrische Transportprozesse an der BHS beobachtet (Cornford et al.
1985). Die Translokation aus der Hirnfliissigkeit in das Blut iiberwog dabei die
Aufnahmeprozesse aus dem Blut in das Gehirn.

Mit zunehmender Inkubationszeit war in beiden Zelltypen ein zundchst schneller, im
Folgenden jedoch abgeschwichter Anstieg der [°’H]Valproataufnahme zu beobachten (Anlage
11.4: Fischer et al. 2008, Fig. 2). Nach 5 Minuten wurde in Caco-2- bzw. RBE4-Zellen bei
pH, 6,0 eine maximale Aufnahme von 262 fmol bzw. 474 fmol pro mg Protein gemessen. Ein
erreichbares Zellvolumen von 10 pl pro mg Protein®® vorausgesetzt, entspricht dies bei einer

Angebotskonzentration von 1 nM [*H]Valproat einer 25-fachen (Caco-2) bzw. 50-fachen

**Bisher unveréffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe (siehe Kapitel 5.2, FuBinote 31).
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(RBE4) intrazelluldren Anreicherung. Betrachtet man nur die undissoziiert vorliegende
Valproinsdure, erfolgte ebenfalls eine Akkumulation. In Caco-2-Zellen (pH; ~ 7,4; Liang et
al. 2007) war die intrazelluldre Anreicherung nicht-dissoziierter Valproinsdure relativ
geringfiigig. In RBE4-Zellen (pH; ~ 7,2; Smith und Drewes 2006) wurde hingegen eine
Anreicherung auf mehr als das 3-fache beobachtet. Effekte einer lysosomalen Akkumulation,
die fiir die kationischen Substanzen diskutiert wurden, sind im Falle der anionischen
Valproinsdure auszuschlieBen. Eine steigende Substratkonzentration fiihrte zur Sattigung des
Transportprozesses (Anlage 11.4: Fischer er al 2008, Fig.3). Die nicht-séttigbare
Komponente der [*H]Valproataufnahme in Caco-2-Zellen betrug 8,3 %. Die kinetischen
Untersuchungen ergaben einen K-Wert von 0,6+02mM und eine FVyx Vvon
146 £+ 13 nmol/2 min pro mg Protein. An RBE4-Zellen lag die nicht-sittigbare Komponente
bei 1,8 %. Viax betrug 245 £ 10 nmol/min pro mg Protein. Der Ki-Wert von 0,8 + 0,1 mM war
mit dem an Caco-2-Zellen ermittelten vergleichbar. Der K-Wert der Valproinsdureauftnahme
ist demnach niedriger als die ermittelten Werte fiir die Aufnahme von Benzoat und Salicylat
an Caco-2-Zellen (K;=4,8 mM und 5,3 mM; Tsuji et al. 1994, Takanaga et al. 1994) und
primdren Kapillarendothelzellen (K;= 3,4 mM; Terasaki et al. 1991). Relativ spezifische
H'-abhiingige Transportmechanismen wie fiir Benzoat, Acetat oder Salicylat wurden in
diversen Studien fiir weitere Monocarboxylate wie Lactat, Pyruvat oder Nateglinid
beschrieben (Enerson und Drewes 2003, Halestrap und Meredith 2004, Okamura et al. 2002).
Einige dieser Studien berichteten von einer inhibitorischen Wirkung der Valproinsdure auf
den untersuchten Transportprozess. In Anbetracht der Ubereinstimmungen zwischen der
Valproataufnahme und der Aufnahme von MCT-Substraten durch Mitglieder der MCT-
Familie stellte sich die Frage, i) ob Valproinsdure ein Substrat eines oder mehrerer MCTs
darstellt bzw. wenn dem so ist, ii) ob ein MCT das hauptsichlich verantwortliche System fiir
den Valproinsduretransport am intestinalen Epithel und/oder am Endothel der BHS ist. Fiir
die Beantwortung dieser Frage sind neben dem Mechanismus zum einen die spezifische
Lokalisation der MCTs und zum anderen die Spezifitit des Systems flir bestimmte Substrate
bzw. Inhibitoren von Bedeutung.

Ein Symport von Monocarboxylaten mit Protonen wurde bislang nur fir MCT1-4
beschrieben (Enerson und Drews 2003, Merezhinskaya und Fishbein 2009). In Caco-2-Zellen
wurde die Expression von MCT1 sowie - weniger stark - von MCT3 und MCT4 gezeigt
(Hadjiagapiou et al. 2000, Gill et al. 2005, Morris und Felmlee 2008). Gill und Mitarbeiter

demonstrierten die Expression von MCT1 in der apikalen Membran von Caco-2-Zellen und
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humanem Intestinum (Gill et al. 2005). Einige Autoren favorisierten jedoch die basolaterale
Expression von MCT1 am menschlichen Diinndarmepithel (Thwaites und Anderson 2007).
Im Gehirn wurden MCT1, MCT2 und MCT4 nachgewiesen (Pierre und Pellerin 2005).
Wihrend MCT]1 eindeutig in gro3en Mengen in Endothelzellen der Kapillargefdal3e exprimiert
wird, ist die Expression von MCT2 umstritten. Die Expression von MCT4 erfolgt
anscheinend ausschlieflich in Astrozyten. Sollte Valproat ein Substrat eines der MCTs
darstellen, ist eine Beteiligung des MCT1 an der Translokation von Valproat aus dem Blut in

das Gehirn demnach am wahrscheinlichsten.

6.3 Einfluss potentieller Inhibitoren auf den [3H]Valpr0attransport in Caco-2-Zellen
und RBE4-Zellen
Um néhere Informationen iiber die am Transport des Valproates beteiligten Mechanismen zu
erhalten, wurde die Substratspezifitit des Transportsystems untersucht. Abgesehen von
Valproinsédure interagierten verschiedene anionische Substanzen mit dem Valproattransport.
Benzoat, kurzkettige Fettsduren wie Acetat sowie nicht-steroidale Antiphlogistika wie Sali-
cylat inhibierten die [*H]Valproataufnahme an Caco-2-Zellen schr stark (Abbildung 6.1,
Anlage 11.4: Fischer et al. 2008, Tabelle 1). Die in entsprechenden Kompetitionsstudien
ermittelten Inhibitorkonstanten lagen im Bereich von 1,74+ 0,2mM fiir Butyrat bis
5,2+ 0,1 mM fiir Acetat (Anlage 11.4: Fischer et al. 2008, Tabelle 2). In verschiedenen
Studien an Caco-2-Zellen wurde der H'-stimulierte Transport von Butyrat stark durch
L-Lactat inhibiert (Hadjiagapiou et al. 2000, Stein et al. 2000). L-Lactat und Pyruvat sind
prototypische Substrate der Transportproteine MCT1-4 (Halestrap und Meredith 2004); die
Affinitdten variieren an MCT1-3 mit K,-Werten von 0,1 mM bis 6 mM. Interessanterweise
reduzierten weder Lactat noch Pyruvat oder y-Hydroxybutyrat (GHB) die [*H]Valproat-
aufnahme signifikant (Abbildung 6.1, Anlage 11.4: Fischer et al. 2008, Tabelle 1). Eine
Beteiligung der Transportsysteme MCT1-3 am Valproattransport in Caco-2-Zellen ist daher
auszuschlieBen. Hingegen transportiert MCT4 L-Lactat und Pyruvat mit niedriger Affinitit
(Km 28 mM und 150 mM; Halestrap und Meredith 2004). Allerdings wurde bislang keine

Expression von MCT4 an der apikalen Membran von Caco-2-Zellen gezeigt.
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Abbildung 6.1. Substratspezifitit der [’H]Valproataufnahme in Caco-2- und RBE4-

Zellen. Die Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 10 mM
eingesetzt (Ausnahmen sind gekennzeichnet).

4,4’ -Diisothiocyanostilben-2,2"-disulfonsdure (DIDS) ist ein Inhibitor des MCTI1, des
MCT?2 sowie diverser Anionen-Austauscher. Yabuuchi und Mitarbeiter beschrieben, dass der
DIDS-sensitive intestinale Anionen-Austauscher AE2 den Transport der Valproinsdure
vermittelt (Yabuuchi ef al. 1998). Die Stilbensulfonsdure DIDS hatte jedoch keinen Effekt auf
die Aufnahme des [3H]Va1proates in Caco-2-Zellen. DIDS-sensitive Mechanismen - unter
anderen MCT1, MCT2 und die Anionen-Austauscher AE1-3 (Tabelle 2.2) - sind demnach
nicht am intestinalen Valproinsduretransport beteiligt. Ein Mitwirken von MCT6, MCTS8 und
MCT10 kann gleichfalls ausgeschlossen werden: 1) heterolog in Xenopus laevis Oozyten
exprimiert, transportiert MCT6 zwar die Inhibitoren Probenecid und Nateglinid, nicht jedoch
Valproat und Salicylat (Murakami et al. 2005), ii) Standardsubstrate des MCT6, des MCT8
bzw. des MCT10 sind Bumetanid, L-Triiodothyronin (T3) bzw. aromatische Aminosduren
(Halestrap und Meredith 2004); diese Substanzen hatten keinen Effekt auf die
[*H]Valproataufnahme an Caco-2-Zellen (Abbildung 6.1, Anlage 11.4: Fischer ez al. 2008,
Tabelle 1), iii) im Gegensatz zum stark H'-abhingigen [H]Valproattransport erfolgt der
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durch MCT6, MCT8 und MCT10 vermittelte Uniport H -unabhingig. Da die [*H]Valproat-
aufnahme komplett Na'-unabhiingig verlief, ist eine Beteiligung Na -abhingiger Carrier fiir
Monocarboxylate wie des Na'-abhingigen Monocarboxylat-Transporters SMCT auszu-
schlieBen (Tabelle 2.2; Gopal et al. 2005). Grundsitzlich konnte einer der bekannten
H'-abhiingigen Carrier der SLC-Familien fiir den Valproattransport verantwortlich sein. So
transportieren die H'-gekoppelten Aminosiure-Transporter PAT1 und PAT2 elektroneutral
kurzkettige Fettsduren (Foltz et al. 2004). Allerdings beeinflussten die affinen PATI-
Substrate L-Prolin und GABA die Valproataufnahme weder in Caco-2- noch in RBE4-Zellen
(Anlage 11.4: Fischer ef al. 2008, Tabelle 1). Desgleichen erwiesen sich weder Estron-3-
sulfat noch MPP", TEA, Carnitin oder PAH als Inhibitoren. Eine Beteiligung eines GABA-
Transporters®”, des OATP2B1, des PMAT, der OCTs oder der OATs an der Valproin-
sdurecaufnahme ist daher unwahrscheinlich (Tabelle 2.2). Die intestinale Aufnahme der
Valproinsdure gleicht der von Mevalonat und Acetat an Vesikeln der intestinalen Biirsten-
saummembran von Kaninchen (Tsuji et al. 1990, Tamai et al. 1997). Der H'-gekoppelte
Transport wurde jeweils durch Valproat, Acetat, Benzoat und Salicylat gehemmt. Benzoat
und Valproat wurden zudem in die Vesikel aufgenommen (Tamai et al. 1997). Der Transport
war jeweils durch einen einwirts gerichteten H'-Gradienten sowie durch einen auswirts
gerichteten HCOj;-Gradienten stimuliert und folglich zum Teil durch einen Anionen-
Antiporter vermittelt. Weiterhin reduzierte Valproat den Transport von Benzoat, Salicylat und
Nateglinid an Caco-2-Zellen, der durch einen pH-abhingigen Carrier fiir Monocarboxylate
vermittelt wurde (Tsuji et al. 1994, Takanaga et al. 1994, Okamura et al. 2002). Takanaga
postulierte ein identisches Transportsystem fiir Benzoat und Salicylat (Takanaga ef al. 1994).
Die ermittelten Affinitdtskonstanten waren mit der inhibitorischen Konstante des Salicylats
fiir die Inhibition des intestinalen Valproattransportes vergleichbar. Zudem ergaben eigene
Studien zur Aufnahme von ['*C]Salicylat an Caco-2-Zellen #hnliche Ergebnisse. Die
Aufnahme war stark pH-abhingig. Eine Verminderung des pH, von 7,5 auf 6,0 stimulierte die
Aufnahmeaktivitdit mehr als 10-fach (Anlage 11.4: Fischer et al. 2008, Fig.4). Ein
Uberschuss an unmarkiertem Salicylat bzw. Valproat (10 mM) reduzierte die Aufnahme bei
pH, 6,0 um 74 % bzw. 64 %. Der Transport von Salicylat und Valproat konnte daher durch

ein identisches System erfolgen. Vermutlich wird die intestinale Resorption der Valproinsiure

GABA ist ein Substrat der GABA-Transporter 1-3 (GAT 1-3) sowie des Betain/GABA Transporters BGT1
(SLC6A1,11-13).
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durch einen orphan® MCT, mdglicherweise einen H'-Symporter, vermittelt, der L-Lactat
nicht als Substrat akzeptiert. Die Beteiligung eines DIDS-unempfindlichen Anionen-
Antiporters ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. Frithere Studien identifizierten die
Valproinsdure als Substrat des MCT1 (Utoguchi und Audus 2000, Thwaites und Anderson
2007). Den Ergebnissen dieser Arbeit folgend wiirde dies bedeuten, dass der MCT1 nicht an
der apikalen Membran von Caco-2-Zellen exprimiert ist und der intestinale
Valproinséduretransport durch einen anderen Mechanismus vermittelt wird.

An der BHS stellt sich die Situation anders dar. Generell interagierten die Inhibitoren der
[3H]Valpr0ataufnahme an Caco-2-Zellen ebenso mit der Aufnahme an RBE4-Zellen.
Valproat, die kurzkettigen Fettsduren, Salicylat*, Benzoat, Nateglinid und Diclofenac redu-
zierten die aufgenommene Menge Valproat erheblich (Abbildung 6.1, Anlage 11.4: Fischer et
al. 2008, Tabelle 1). Die inhibitorische Stirke der einzelnen Substanzen war an den RBE4-
Zellen deutlich hoher als an den Caco-2-Zellen. Analog zur intestinalen Aufnahme bewirkten
weder TEA, MPP" oder Carnitin noch PAH eine Reduktion. Wahrend L-Lactat, D-Lactat,
Pyruvat, GHB, Probenecid und Nikotinat an Caco-2-Zellen ineffektiv waren, reduzierten sie
die [’H]Valproataufnahme in RBE4-Zellen deutlich (Anlage 11.4: Fischer et al. 2008,
Tabelle 1). Zudem war Bumetanid schwécher, aber dennoch signifikant inhibitorisch
wirksam. Die Kj-Werte von 0,4+0,1 mM fiir Nateglinid bis 0,8+ 0,1 mM fiir Acetat
spiegelten die stirker ausgepréigten Interaktionen wieder (Anlage 11.4: Fischer et al. 2008,
Tabelle 2). L-Lactat war niedriger affin (K;2,5+ 0,2 mM). Der Inhibitorspezifitit des
Valproattransportes an RBE4-Zellen zufolge ist eine Beteiligung des MCT1, des MCT2 oder
des MCT4 zu vermuten. An Endothelzellen der BHS wurde bislang nur die Expression von
MCT1 (Pierre und Pellerin 2005) gezeigt. Mittels immunozytochemischer und PCR-Unter-
suchungen wurde MCT1 zudem in RBE4-Zellen als vorherrschende MCT Isoform identifi-
ziert (Smith und Drewes 2006). Unsere Ergebnisse unterstiitzen somit die Hypothese, dass
MCTT1 an der BHS das hauptséchlich verantwortliche Transportsystem fiir Valproat darstellt.
Da MCTT1 an der apikalen und der basolateralen Membran von Hirnendothelzellen lokalisiert
wurde (Gerhart et al. 1997), ist eine Beteiligung sowohl am Influx als auch am Efflux der

Valproinsdure wahrscheinlich.

*“Nach derzeitigen Kenntnissen handelt es sich bei folgenden Mitgliedern der MCT-Familie um orphan
Transporter: MCTS, MCT7, MCT9 und MCT11-14 (Morris und Felmlee 2008).

*ISalicylat erwies sich erneut als potenter Inhibitor der [*’H]Valproataufnahme. Aufgrund dessen durchgefiihrte
Untersuchungen der Aufnahme von ['*C]Salicylat an RBE4-Zellen zeigten analog zur intestinalen Aufnahme
eine starke pH-Abhéngigkeit (Anlage 11.4: Fischer ef al. 2008, Fig. 4) sowie eine vergleichbare Reduktion der
Aufnahme bei pH 6,0 durch unmarkiertes Salicylat bzw. Valproat auf 91 % bzw. 85%.
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Die therapeutische Serumkonzentration der Valproinsdure betrdgt 60-120 mg/1 (Covanis et
al. 1982). Die in dieser Studie an Hirnendothelzellen ermittelte Transportkonstante liegt im
entsprechenden Konzentrationsbereich von 0,36-0,72 mM. Bei therapeutischen Serum-
konzentrationen erfolgt demnach die Translokation der Valproinsdure an der BHS mit halb-
maximaler Transportgeschwindigkeit. Eine derartige Betrachtung der Translokation am
intestinalen Epithel ist eher spekulativ, da die luminal erreichte Konzentration nach oraler
Applikation nicht genau bekannt ist. Valproinsdure wird in relativ hohen Dosen von 20-30 mg
pro kg Korpergewicht eingesetzt (Covanis ef al. 1982). Nach einer solchen Gabe liegt die
lokale Valproinsdurekonzentration im Darmlumen im unteren millimolaren Bereich. Die
Resorption der Valproinsdure am intestinalen Epithel erfolgt demnach anscheinend ebenfalls
mit halbmaximaler Transportgeschwindigkeit oder schneller.

Den Ergebnissen dieser Studie zufolge wird Valproinsdure nach oraler Applikation durch
die Aktivitit eines spezifischen H'-abhingigen DIDS-unempfindlichen Transportsystems
gegen einen Konzentrationsgradienten in intestinalen Epithelzellen akkumuliert. Dieses
Transportsystem fungiert moglicherweise als H'/Monocarboxylat-Symporter. Der folgende
Efflux koénnte durch MCT4 und/oder MCTS5 vermittelt sein. Das starke Uberwiegen der
absorptiven iliber die sekretorischen Prozesse erklirt die hohe orale Bioverfiigbarkeit dieses
Arzneistoffes. Die anschlieBende Permeation der BHS ist unabdingbar, um therapeutisch
wirksame Konzentrationen in der Umgebung der neuronalen Zielstrukturen der Valproinsiure
zu erreichen. Diese Translokation wird vermutlich sowohl an der luminalen als auch an der

abluminalen Membran der Endothelzellen durch das Transportsystem MCT1 vermittelt.
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Vgl. Anlagen 11.1-11.4 (Fischer et al. 2007, 2008, 2010a, 2010b)

Im Fokus der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen zum Transport der organischen
kationischen Substanzen Clonidin, PEA und Codein sowie des anionischen Arzneistoffs
Valproinsdure in Darm- und Hirnzellen. Jede dieser Strukturen weist einen lipophilen
Charakter auf; bei physiologischen pH-Werten liegen sie iiberwiegend in geladener Form vor.
Daher tragen wahrscheinlich sowohl passive Diffusionsvorginge gemdll der
pH-Partitionstheorie als auch Carrier-vermittelte Transportprozesse zur Translokation der
untersuchten Substanzen bei.

Die Aufhahme von Clonidin, Codein, PEA und Valproinsiure verlief unabhingig von Na',
Ca*, Mg®", K", CI', Glucose und ATP. Jedoch zeigte sich in jedem Fall eine starke
pH-Abhéngigkeit. In Abbildung 7.1 sind beispielhaft fiir Codein und Valproinsidure verhélt-
nisméBig der Anteil des undissoziierten Substrates und die jeweilige Substrataufnahme bei pH

6,0, 7,5 und 8,5 dargestellt.

120 120
1{| o pH 6,0 1 = pH 6,0
100 {|==pH75 — i L 100 E== pH75
/|E==3 pH385 1 =3 pH 8,5
80 - 80 A
X 60 X 60 A
40 - 40 A
20 - H 20 1 ﬂ
0 1A || [ 0 _ = 1 |-—||—| B
undissoziierter Aufnahme Aufnahme undissoziierter Aufnahme Aufnahme
Anteil in Caco-2 in RBE4 Anteil in Caco-2 in RBE4
Codein Valproinsaure

Abbildung 7.1. Ionisationsgrad und Aufnahme von Codein (A) und Valproinsiure (B).
Gegeniiberstellung des Anteils undissoziiert vorliegenden Substrates und der
jeweiligen Substrataufnahme in Caco-2- und RBE4-Zellen bei pH 6,0, 7,5
bzw. 8,5 im Inkubationspuffer. Als Bezugsgrofe (100 %) dienten jeweils die
Maximalwerte bei pH 8,5 fiir Codein (A) bzw. pH 6,0 fiir Valproinsiure (B).

Bei keinem der untersuchten Transportmechanismen stimmten die Relationen zwischen
den jeweils bei pH 6,0, 7,5 und 8,5 vorliegenden Fraktionen undissoziierten Substrates mit
den Relationen der beobachteten Aufhahmeaktivitidten iiberein. Es wurde beobachtet, dass die

Aufnahme der kationischen Substanzen PEA und Codein durch einen auswirts gerichteten
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H'-Gradienten stimuliert wird (Anlagen 11.2 und 11.3: Fischer e al. 2010a, 2010b). An der
apikalen Seite des Diinndarmepithels herrscht ein saures Mikroklima (Daniel et al. 1989).
Eine Nahrungsaufnahme fiihrt zwar zu einer temporéiren Alkalisierung im Darm, beeinflusst
jedoch nicht dieses Mikroklima*. Der physiologische pH-Wert am Endothel der BHS wird
durch den Blutstrom bestimmt und liegt bei pH 7,4. Intrazelluldr wurde an RBE4-Zellen ein
pH-Wert von 7,2 gemessen (Smith und Drewes 2006). Demnach liegt unter physiologischen
Bedingungen ein schwacher auswirts gerichteter H' -Gradient vor. Bei den hier untersuchten
Transportprozessen handelt es sich mdglicherweise um bidirektional arbeitende Mechanismen
(Kuwayama et al. 2008). In Abhéngigkeit von den vorliegenden Konzentrationsgradienten fiir
Protonen und das Substrat vermittelt das Transportsystem den Efflux oder aber den Influx des
Substrates. Im Gegensatz zur Aufnahme der kationischen Substanzen war die der anionischen
Valproinsiure durch einen einwirts gerichteten H' -Gradienten stark stimuliert (Anlage 11.4:
Fischer et al. 2008, Fig.1). Vermutlich dient der physiologische H'-Gradient am
Diinndarmepithel als treibende Kraft der intestinalen Valproinsdureresorption. Die
beobachteten Charakteristika des Valproinsduretransportes an der BHS deuten auf MCT1 als
verantwortliches Transportsystem hin. MCT1 fungiert zum Teil als Monocarboxylate-
Antiporter. Hauptsdchlich vermittelt der Carrier jedoch den Cotransport von Protonen mit
Monocarboxylaten wie Lactat (Halestrap und Meredith 2004, Morris und Felmlee 2008). Eine
ausreichende extrazellulire H'-Konzentration ist somit essentiell fiir die Transportaktivitit;
ein H'-Gradient treibt den Transport zusitzlich an. Die Rolle des H'-Gradienten erschloss
sich aus den Aufnahmemessungen unter Zusatz des Protonophors FCCP. An Caco-2- und
RBE4-Zellen wurde die Aufnahme des Valproates durch FCCP deutlich stdrker reduziert als
die von Codein (Anlagen 11.3 und 11.4: Fischer et al. 2010b, 2008). FCCP transportiert in
seiner ungeladenen Form Protonen durch die Membran und kehrt anschlieend in anionischer
Form zuriick (Liu et al. 2008). Bei den Untersuchungen zur Valproataufnahme erfolgte die
Riickkehr nach aulen gerichtet und wurde durch das Membranpotential begiinstigt. Hingegen
war die einwérts gerichtete Riickkehr bei den Untersuchungen zur Aufnahme der Kationen
verlangsamt und der zu beobachtende Effekt somit schwécher.

In den untersuchten Zelltypen war eine intrazelluldre Akkumulation sowohl von Clonidin,
PEA und Codein als auch von Valproat zu beobachten (Tabelle 7.1). Aufgrund der unter-
schiedlichen pH-Werte innerhalb und auBlerhalb der Zellen kann entsprechend der pH-Parti-

“Im oberen Bereich der Villi wurde ein pH-Wert von 6,6-6,9 gemessen (Daniel e al. 1989). Der pH; von Caco-
2-Zellen ist ca. 7,4 (Liang et al. 2007). Ein nach auBen gerichteter H'-Gradient wiirde demnach bei einem
pH, > 7.4 vorliegen.
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tionstheorie intrazelluldr eine hohere totale Substratkonzentration erreicht werden als extra-
zelluldr angeboten wurde. Betrachtet man jedoch ausschlieBlich den undissoziierten Anteil
des Substrates, sollte diesbeziiglich maximal ein Konzentrationsausgleich erfolgen. Dennoch
war eine 10- bis 40-fache intrazellulire Akkumulation des nicht-dissoziierten Clonidins,
PEAs und Codeins zu beobachten. Hingegen waren die Konzentrationen der nicht-dissozi-

ierten Valproinsdure nach maximaler Aufnahme ausgeglichen (Tabelle 7.1).

Tabelle 7.1.  Intrazellulire Anreicherung von [*H]Clonidin, ['*C]PEA,
[*H]Codein und [*H]Valproat.

Substrat (c,) Zelllinie Intrazellulire Anreicherung
Substrat Substrat
-total- -undissoziiert-

Clonidin 3 nM) SH-SY5Y 50-70-fach 26-40-fach

PEA (1,1 uM) Caco-2 16-fach 12-fach
Codein (1,2nM) Caco-2 12-fach 10-fach
RBE4 60-fach 30-fach
Valproat (1nM) Caco-2 25-fach 1,1-fach
RBE4 50-fach 3,3-fach

¢, = Gesamtkonzentration des radioaktiv markierten Substrates im
Inkubationspuffer

Clonidin, PEA und Codein unterliegen als basische, lysosomotrope Substanzen dem
Phanomen der lonenfalle (De Duve et al. 1974, Trapp et al. 2009), einem verschiedenen
Autoren zufolge séttigbaren Akkumulationsprozess in sauren Zellorganellen (Heikkinen et al.
2009, Kornhuber ef al. 2010). Effekte einer intrazelluliren Verteilung tragen vermutlich zu
der ausgepriagten Akkumulation von Clonidin, PEA und Codein bei, sie erkldren diese jedoch
nicht vollstindig. Das Ausmal} hdngt zum einen von den Substrateigenschaften wie Struktur,
Lipophilie und Basenstirke, zum anderen aber vor allem vom Zelltyp ab (Neumann et al.
2004). In unterschiedlichen Geweben variieren Art und Menge der intrazelluldren Proteine,
Lipide und Zellorganellen stark. Die auf diese Weise intrazelluldir angereicherte
Substratmenge ist daher schwer zu quantifizieren.

Die in dieser Arbeit untersuchten Aufnahmeprozesse folgten jeweils einer Michaelis-
Menten-Kinetik. In Tabelle 7.2 sind die Transportkonstanten (K) der séttigbaren Komponente

gegeniibergestellt. Sie liegen im unteren millimolaren Bereich, dhnlich den beschriebenen
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Ki-Werten fiir den Transport der organischen Kationen Diphenhydramin und Chlorphenamin
(0,9 mM; Mizuuchi et al. 1999, 2000) oder MDMA (1,1 mM; Kuwayama et al. 2008).
Vergleicht man die Transportkonstanten fiir die Aufnahme der organischen Kationen an
Caco-2-Zellen, sind die der PEA- und Codeinaufnahme 5- bzw. 10-fach hoéher als die der
Clonidinaufnahme (Fischer et al. 2006). Der Ki-Wert der Clonidinaufnahme an SH-SY5Y-
Zellen stimmt mit den an der BHS, an Keratinozyten und an Epithelzellen der Plazenta und
des Intestinums ermittelten Werten tiberein (0,3-1,34 mM; Huwyler et al. 1997, Andre et al.
2009, Grafe et al. 2004, Miiller et al. 2004, Fischer et al. 2006).

Tabelle 7.2. Michaelis-Konstanten des Transportes von Clonidin, PEA,
Codein und Valproinsiure.

Zelllinie K¢ (mM)

Clonidin PEA Codein Valproat

Caco-2 0,5+£0,1° 2,6+02 4,7+14 0,6 +0,2
SH-SY5Y 0,7+0,1 - - -
RBE4 - - 0,4+0,1 0,8+0,1

*Fischer et al. 2006

Hinsichtlich der Substratspezifitit der Aufnahme von Clonidin, PEA und Codein waren
deutlich Gemeinsamkeiten zu erkennen. Auffillig war, dass MPP", TEA, L-Carnitin, Cholin
und weitere typische Substrate molekular identifizierter Transportproteine die Aufnahme
nicht beeinflussten (Anlagen 11.1-11.3: Fischer et al. 2007, 2010a, 2010b). Demnach ist fiir
den Transport von Clonidin, PEA oder Codein an den untersuchten Zelllinien keiner der
bisher bekannten Transporter flir organische Kationen verantwortlich: weder ein OCT oder
OCTN noch ein MATE-Transporter, PMAT, CHT1 oder CTL1 (Ubersicht in Tabelle 2.1).
Eine Beteiligung Monoamin-Neurotransmitter transportierender Systeme kann ebenfalls
ausgeschlossen werden; die jeweils eingesetzten Monoamine beeinflussten die Aufnahme der
kationischen Substrate nicht. Allerdings interagierte eine Vielzahl organischer basischer
Substanzen mit den Transportmechanismen fiir Clonidin, PEA und Codein: Imidazolin-
derivate wie Clonidin, MAO-B-Inhibitoren wie PEA und Opioide wie Codein inhibierten die
Aufnahme der radioaktiv markierten Substrate in die epithelialen und neuronalen Zellen.
Zudem verminderten zyklische Antidepressiva (z.B. Imipramin, Doxepin), Antihistaminika

(z.B. Diphenhydramin), Psychostimulantien (z.B. Kokain, Amphetamin), Chinidin,
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Tryptamin und andere die intrazelluldre Akkumulation der kationischen Substrate. Aufgrund
der vergleichbaren Spezifitit konnte ein identischer Mechanismus fiir den Transport der drei
Kationen verantwortlich sein. Vergleicht man den Effekt ausgewihlter Inhibitoren auf die
Substrataufnahme an Caco-2-Zellen, war die [*H]Clonidinaufnahme (Fischer et al. 2006)
generell stirker reduziert als die der [*H]Codeinaufnahme (Abbildung 7.2). Die groften
Unterschiede von 36 %, 37 % und 45 % waren fiir Kokain, Ethylmorphin und Verapamil zu
beobachten. Der inhibitorische Einfluss auf die ['*C]PEA-Aufnahme war fiir bestimmte
Substanzen wie PEA, Tranylcypromin, Phenelzin und Tryptamin mit dem Einfluss auf die
[3H]Clonidinaufnahme vergleichbar, fiir andere Inhibitoren wie Clonidin, Kokain, Codein und
Verapamil hingegen eher mit dem Einfluss auf die [’H]Codeinaufnahme (Abbildung 7.2).
Auffillig war, dass Chinin und Chinidin die Aufnahme des [*C]JPEAs weniger stark
beeinflussten als die des ["H]Codeins. Lediglich Amphetamin reduzierte die Aufnahme aller

drei Substanzen gleich stark.
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Abbildung 7.2. Substratspezifitit der Aufnahme von [*H]Clonidin, ["“CIPEA und
[3H]Codein an Caco-2-Zellen. Die Inhibitoren wurden in einer

Konzentration von 2 mM eingesetzt.
*Daten bisher unverdffentlicht bzw. aus Fischer et al. 2006
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Eine Gegeniiberstellung der Affinitdtskonstanten der Inhibitoren der Aufnahme von
[*H]Clonidin, ["*CJPEA und [*H]Codein an Caco-2-Zellen spiegelt diese Beobachtungen nur
zum Teil wider (Tabelle 7.3). Tendenziell waren die Affinititen beziiglich der [’H]Clonidin-
aufnahme hoher. Grundsétzlich unterschieden sich die Kj-Werte jedes einzelnen Inhibitors
jedoch nur marginal voneinander. Die Parameter differierten am stirksten bei Chinidin und
Chinin. Die beziiglich der ['*C]PEA-Aufnahme ermittelten Inhibitorkonstanten waren 7- bzw.

10-fach héher als die beziiglich der [’H]Clonidinaufnahme ermittelten Konstanten.

Tabelle 7.3.  Inhibitorkonstanten ausgewihlter Hemmstoffe der Aufnahme von
[*H]Clonidin, ["*C]PEA und [*H]Codein an Caco-2-Zellen.

[*H]Clonidin ["“C]PEA [*H]Codein
Ki (mM) Ki (mM) Ki (mM)
Clonidin 0,79* 34403 2,3+0,3
Idazoxan 0,86 +0,10° 2,5+0,2 1,4+0,1
PEA 0,83 +0,10° 0,82 +0,15 1,7+0,2
Phenelzin 1,7+0,1° 1,3+0,2 1,8+0,1
Codein 1,6" 4,6+04 55+0,3
Methadon 0,46 £ 0,03 0,70 £ 0,03 1,2+0,2
Diphenhydramin 0,38 0,98 +0,01 0,73 £0,08
Chinidin 0,41° 2,8+0,1 1,1+0,1
Chinin 0,30° 32+0,8 1,0+0,1

*Fischer et al. 2006, *Daten bisher nicht verdffentlicht

Die Ergebnisse zur Spezifitit der untersuchten Mechanismen erlauben keine eindeutige
Entscheidung iiber eine mogliche Identitdt bzw. Verschiedenheit der fiir den Transport von
Clonidin, PEA und Codein verantwortlichen Systeme. Die beobachteten Unterschiede
hinsichtlich der inhibitorischen Potenz weisen jedoch deutlich auf die Beteiligung vermit-
telnder Transportsysteme hin. Strukturell betrachtet sind die Inhibitoren durch einen
lipophilen, aromatischen Grundkdrper und eine N-haltige Seitenkette gekennzeichnet. Der
von Mizuuchi beschriebene H'/tertiire Amine-Antiporter weist eine dhnliche Spezifitit auf;
dieses Transportsystem erkennt spezifisch N-Dimethyl- und N-Diethyl-Reste (Mizuuchi et al.
2000). Aufgrund der enthaltenen Aminogruppe - iiberwiegend sekundér oder tertidr - sind die

Inhibitoren als lysosomotrope Substanzen einzuordnen. Eine auf pH-Partition und
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Lysosomotropismus begriindete intrazellulire Akkumulation wird durch andere lysosomo-
trope Substanzen in Abhéngigkeit von deren Lipophilie und pK,-Wert inhibiert (Kornhuber et
al. 2010). In Abbildung 7.3 sind beispiclhaft fir [’H]Codein die beobachtete Aufnahme in

Anwesenheit der Inhibitoren an Caco-2-Zellen bzw. die Inhibitorkonstanten in Abhédngigkeit

von der Lipophilie und der Basenstirke der Inhibitoren dargestellt.
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Abbildung 7.3. Abhingigkeit der Hemmkraft von der Lipophilie und der Basenstirke
des Inhibitors. Die [‘H]Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen in
Anwesenheit der Inhibitoren (2 mM) (A,B) bzw. die Inhibitorkonstanten
(C,D) wurde gegen den Verteilungskoeffizienten (logP) (A,C) bzw. gegen
den Anteil des undissoziierten Codeins (B,D) aufgetragen.

Weder fiir die ["H]Codeinaufnahme noch fiir die [*H]Clonidin- oder die ["*C]PEA-Auf-
nahme konnte an den untersuchten Zellen ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen der
Hemmkraft und der Lipophilie bzw. dem pK,-Wert der einzelnen Inhibitoren festgestellt
werden.

Die an Caco-2-Zellen fiir PEA, Codein und Valproinsdure ermittelten Permeabilitéts-
konstanten (Pap) deuten darauf hin, dass ein spezifisches Carriersystem in den Transport

involviert ist. Der transepitheliale Transport der drei Substrate von der apikalen zur basolate-
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ralen Seite der Caco-2-Zellen iiberstieg den des space markers Mannitol (0,15 %/cm?/h)
33-bis 140-fach (Tabelle 7.4) und war jeweils durch einen Uberschuss unmarkierten
Substrates signifikant vermindert. Die Reduktion des Codein- und Valproatfluxes war
vergleichbar, wihrend die des PEA-Fluxes deutlich stirker war. Sowohl der P,,,-Wert des
Codeins als auch die Inhibitionsstidrke des unmarkierten Substrates sind mit den entspre-
chenden Werten des Clonidins vergleichbar (Fischer ef al. 2006). Hingegen war die Permea-
bilitdt der Caco-2-Zellen fiir PEA und Valproat deutlich héher.

Tabelle 7.4.  Transepithelialer Flux des [3H]Clonidins, des [14C]PEAs, des
[3H]Codeins und des [3 H]Valproates durch Caco-2-Zellen.

Kontrolle 10 mM Substrat Biovegilizlbfarkei ¢
Papp (cm/s ¥ 10°) Py, (cm/s * 10°) % %
Clonidin 22,5 16,2° 72 > 65°
PEA 57,6 20,9 36 k.A.
Codein 28,4 20,1 71 50-59°
Valproat 80,9 65,9 81 > 90°

*Fachinformationen; bRogers et al. 1982, Spahn et al. 1985; “Zaccara et al. 1988; k.A.
= keine Angabe

Tendenziell ergibt sich das gleiche Verhéltnis fiir die orale Bioverfiigbarkeit der Substrate
(Tabelle 7.4). Diese resultiert fiir Arzneistoffe allerdings aus dem Zusammenspiel von
Resorption, Elimination, Distribution und Metabolisierung. Der transepitheliale Flux wird
einerseits durch passive Prozesse, andererseits durch das Vorhandensein von Transportsys-
temen an der apikalen und der basolateralen Seite bestimmt. Zudem wird der Flux durch eine
mogliche intrazelluldre Retention beeinflusst. Ein hoher Flux kann demnach zu einer hohen
Bioverfiigbarkeit beitragen und sie partiell erkldren®, garantiert diese jedoch nicht. Im
Gegenzug kann aus einer hohen oralen Bioverfiigbarkeit nicht zwingend auf einen hohen Flux
oder die Existenz spezifischer Carrier geschlossen werden. Demzufolge ist es nicht moglich,
anhand der Fluxdaten eindeutige Riickschliisse auf die Existenz oder die Identitét spezifischer

apikaler Carrier fiir PEA, Codein oder Valproinsdure zu ziehen.

“Fiir B-Laktamantibiotika wurde beispielsweise gezeigt, dass die orale Bioverfiigbarkeit dieser antibiotischen
Arzneistoffe maBgeblich von deren jeweiliger Affinitdt zu dem intestinalen Peptidtransporter PEPT1 abhéngt
(Bretschneider et al. 1999).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass an den jeweils untersuchten Barrieren mit hoher
Wahrscheinlichkeit séttigbare H'-abhiingige Mechanismen an der Translokation des Cloni-
dins, des B-Phenylethylamins, des Codeins und der Valproinsdure beteiligt sind. Die verant-
wortlichen Transportsysteme konnten jedoch bislang nicht eindeutig bestimmt werden. Die
hinsichtlich Mechanismus und Spezifitit stark libereinstimmenden Transportcharakteristika
deuten auf eine Verwandtschaft der den Transport von Clonidin, B-Phenylethylamin und
Codein vermittelnden Systeme hin. Ebenso besteht moglicherweise eine Verwandtschaft zu
beschriebenen H'-Antiport-Mechanismen, die zum Beispiel den Transport von Diphen-
hydramin und Chlorphenamin oder MDMA (Mizuuchi ef al. 1999, 2000, Kuwayama et al.
2008) vermitteln. Fiir eine eindeutige Identifizierung dieser Transportsysteme sind
weiterfilhrende Studien notwendig. Da die funktionelle Charakterisierung umfassend erfolgt
ist, konnten Untersuchungen auf molekularer Ebene die entsprechenden Kenntnisse erbringen.
Diverse orphan Transporter der SLC-Superfamilie, speziell Mitglieder der Genfamilien
SLC22  (Organische  Kationen/Zwitterionen/Anionen  Transporter) und  SLC25
(Mitochondriale Carrier), kdnnten in den Transport der kationischen Substanzen involviert
sein. Potentielle Kandidaten stellen zudem die Choline-like Transporter CTL2-5
(SLC44A2-5) dar. Als bislang einziges funktionell beschriebenes Mitglied der SLC44-
Familie weist der Cholintransporter hCTL1 (SLC44A1) die gleichen Charakteristika wie die
in dieser Arbeit untersuchten Transportmechanismen fiir Clonidin, PEA und Codein auf: der
Transport erfolgt unabhingig von Na', wird jedoch durch einen auswirts gerichteten
H'-Gradient angetrieben (Kouji et al. 2009, Michel et al. 2009). Zudem hatten
bemerkenswerterweise OCT-spezifische Inhibitoren keinen Effekt auf die Transportaktivitit
(Michel et al. 2009). Fiir die intestinale Aufnahme der Valproinsdure ist vermutlich ein
orphan MCT - MCTS5, MCT7, MCT9 oder MCT11-14 - verantwortlich; eine intestinale
Expression wurde bislang jedoch nur fiir MCTS5 gezeigt (Morris und Felmlee 2008). Neben
einer Carrier-vermittelten Komponente tragen sehr wahrscheinlich passive Transportprozesse
gemill der pH-Partitionstheorie und sich anschlieende intrazellulire Verteilungsvorginge

zur beobachteten Akkumulation der ionischen Substanzen bei.
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Physiologische Transportsysteme gewinnen zunehmend an pharmazeutischer Bedeutung. In
der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Aufnahme von Clonidin in humane Neuro-
blastomzellen (SH-SYS5Y) untersucht. Zum anderen stand der Transport der Arzneistoffe
Codein und Valproinsdure am intestinalen Epithel und an Endothelzellen der Blut-Hirn-
Schranke im Mittelpunkt dieses Projektes. Als in vitro-Modelle dienten hierfiir die humane
Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 und die aus Rattenhirn gewonnene Endothelzelllinie RBE4.
Dariiber hinaus beinhalteten die Studien Untersuchungen zum Transport des biogenen Amins
B-Phenylethylamin an Caco-2-Zellen. Analysiert wurden sowohl der Mechanismus als auch
die Sperzifitit des jeweiligen Transportprozesses. Die Zellen wurden fiir die zugrun-
deliegenden Aufnahmemessungen in Gewebekulturschalen kultiviert. Fiir Codein, Valproin-
sdaure und B-Phenylethylamin wurde zusitzlich der transepitheliale Transport durch Caco-2-

Zellen ermittelt, die auf permeablen Polycarbonatfiltern kultiviert worden sind.

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind:
1. Transport von Clonidin

e Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) akkumulieren Clonidin entgegen einem
Konzentrationsgradienten.

e FEine Alkalisierung des extrazelluldren pH stimuliert die Clonidinaufnahme stark.

e Die Clonidinaufnahme verlduft unabhingig von Na'.

e Kinetische Untersuchungen ergaben eine Michaelis-Konstante (K;) von 0,7 mM und
eine maximale Transportgeschwindigkeit (Vnax) von 218 nmol/min pro mg Protein.

e Guanabenz, Imipramin, Diphenhydramin, Chinin, B-Phenylethylamin und andere

Kationen stellen potente Inhibitoren der Clonidinaufnhahme dar.
2. Transport von B-Phenylethylamin

e In Caco-2-Zellen vermittelt ein hochaktiver, saturierbarer Prozess die Aufnahme des
B-Phenylethylamins.
e Die p-Phenylethylaminaufnahme erwies sich als Na'-unabhiingig, jedoch stark

pH-abhiingig. Ein auswirts gerichteter H' -Gradient stimuliert die Aufnahmeaktivitiit.
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Die konzentrationsabhingige Aufnahme des B-Phenylethylamins resultierte in einem
hyperbolen Verlauf mit einem Ki-Wert von 2,6 mM und einer Viax von 96 nmol/min
pro mg Protein.

Untersuchungen des transepithelialen Transportes durch Caco-2-Zellen ergaben
einen iiberwiegend basolateral gerichteten Nettoflux.

Die biogenen Amine Harmalin und N-Methylphenylethylamin sowie viele basische
Arzneistoffe wie Phenelzin, Amphetamin, Diphenhydramin oder Methadon reduzie-
ren die B-Phenylethylaminaufnahme in Caco-2-Zellen stark. Clonidin und Codein

sind ebenfalls potente Inhibitoren.

3. Transport von Codein

In Caco-2- und RBE4-Zellen ist ein séttigbarer, temperaturabhéngiger Prozess an der
Aufnahme des Codeins beteiligt.

Die Codeinaufnahme verlduft Na'-unabhiingig, jedoch stark pH-abhingig. Ein nach
auBen gerichteter H'-Gradient erhoht die Aufnahme erheblich.

Kinetische Untersuchungen der Codeinaufnahme ergaben jeweils einen Michaelis-
Menten-Verlauf: K; und Vg betragen 6,7 mM und 199 nmol/2 min pro mg Protein
(Caco-2) bzw. 0,4 mM und 200 nmol/5 min pro mg Protein (RBE4).

Der apikale Flux tiiberstieg den Mannitolflux 47-fach. Die berechneten Perme-
abilititskoeffizienten (P,,p) des Codeintransportes durch Caco-2-Zellen sind in
beiden Richtungen - apikal-nach-basolateral und umgekehrt - vergleichbar.
Synthetische Opioide wie Methadon und die nicht-opioiden organischen Kationen
Propranolol, Pyrilamin und Chinidin sind starke Inhibitoren der Codeinaufnahme an
Caco-2-Zellen. Clonidin, B-Phenylethylamin, Diphenhydramin und andere katio-
nische Arzneistoffe reduzieren die Aufnahme deutlich. Dixon-Plots zeigten, dass die
Hemmung durch Clonidin und -Phenylethylamin kompetitiver Art ist.

Die Inhibitoren der Codeinaufnahme an Caco-2-Zellen hemmen ebenso die Codein-
aufnahme an RBE4-Zellen. Generell ist die beobachtete inhibitorische Potenz bzw.
die Affinitét eines einzelnen Inhibitors zum verantwortlichen Transportsystem an den

RBE4-Zellen hoher.
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Quaterndre Amine wie MPP", TEA, Carnitin und Cholin beeinflussten keinen der unter-

suchten Transportprozesse. Eine Beteiligung der bekannten Transporter flir organische

Kationen - OCT, OCTN, PMAT, MATE, CTL1 oder CHT1 - ist demnach auszuschlief3en.

Vermutlich ist in den Transport von Clonidin, B-Phenylethylamin und Codein jeweils ein

molekular noch nicht identifizierter, stark pH-abhidngiger Mechanismus involviert. Mogli-

cherweise handelt es sich bei den verantwortlichen Systemen um H'-Antiporter.

4. Transport von Valproinsiure

Sowohl Caco-2- als auch RBE4-Zellen akkumulieren Valproinsiure.

Die Valproinsiureaufnahme verlduft unabhingig von Na'- oder Cl-Gradienten,
jedoch deutlich pH-abhingig. Ein einwirts gerichteter H'-Gradient stimuliert die
Valproinsdureaufnahme stark.

Die kinetischen Parameter der Valproinsdureaufnahme an Caco-2- und RBE4-Zellen
sind vergleichbar: Die ermittelten Michaelis-Konstanten betragen 0,6 mM (Caco-2)
und 0,8mM (RBE4). Die maximalen Transportgeschwindigkeiten sind
146 nmol/2 min (Caco-2) und 245 nmol/min pro mg Protein (RBE4).

Der transepitheliale J, Flux der Valproinsdure durch Caco-2-Zellen iiberstieg den
Mannitolflux 150-fach. Zudem iiberwog der absorptive Valproinsdureflux den
sekretorischen 14-fach.

Neben nicht-steroidalen Antiphlogistika wie Diclofenac und Ibuprofen hemmten
verschiedene Monocarboxylate wie Salicylat, Benzoat und Acetat die Aufnahme der
Valproinsdure in beiden Zelltypen.

Lactat und Pyruvat erwiesen sich als potente Inhibitoren der Valproinsdureaufnahme

an RBE4-Zellen, wihrend sie die Aufnahme an Caco-2-Zellen nicht beeinflussten.

Vermutlich wird die Valproinsdureaufnahme in Caco-2-Zellen durch ein spezifisches,

H'-abhiingiges Transportsystem fiir Monocarboxylate vermittelt, das nicht mit MCTI

identisch ist, jedoch moglicherweise als H'-Symporter agiert. Fiir den Transport an RBE4-

Zellen ist wahrscheinlich das Transportsystem MCT1 verantwortlich.
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Um die fiir den Transport der untersuchten Substrate verantwortlichen Systeme eindeutig zu
identifizieren, wiirden sich fiir zukiinftige Studien folgende molekularbiologische Methoden,
kombiniert mit anschlieBenden Transportmessungen, anbieten:
e Untersuchung potentiell involvierter orphan Transporter in heterolog transfizierten
Expressionssystemen.
e QGezielte Verminderung der Genexpression potentiell involvierter orphan Transporter
in SH-SY5Y-, Caco-2- und RBE4-Zellen durch Transfektion spezifischer siRNA.
Potentiell beteiligte Transportsysteme wéren:
e Orphan Mitglieder der Genfamilien SLC22 und SLC44 fiir den Transport der
kationischen Substrate.
e MCTS, MCT7, MCT9 sowie MCT11-14 fiir den intestinalen Transport der Valproin-

saure.

Um Kenntnisse tliber die strukturellen Anforderungen der Transportsysteme zu erhalten,
konnten basierend auf den dargestellten Daten zur Spezifitit Molekulardesign-Studien

(Molecular Modeling) durchgefiihrt werden.
Weiterfiithrend sollte der Identifizierung der endogenen Substrate der untersuchten Trans-

portsysteme besonderes Interesse gelten. Die inhibitorisch wirksamen Substanzen konnten

zudem auf ihre Eigenschaften als mogliche Substrate gepriift werden.
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