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EINLEITUNG

1 Einleitung und Zielstellung

Der DUnndarm stellt das Hauptresorptionsorgan fur oral applizierte Arzneistoffe dar. Vor der
Aufnahme der Pharmaka in den Blutkreislauf muss das intestinale Epithelium als Barriere
Uberwunden werden. Neben einfacher Diffusion durch diese Gewebsschicht gelangen
Arzneistoffe auch Uber spezifische physiologische Transportsysteme in die Blutbahn. So
transportiert der in der Blirstensaummembran des I ntestinums lokalisierte H*/Peptidsymporter
PEPT1 b-Lactam-Antibiotika (Ganapathy, M.E. et al. 1995), ACE-Hemmer (Zhu et al. 2000)
und Virusstatika (Han et al. 1998). Andererseits wird die orale Bioverfugbarkeit von
Arzneistoffen durch Membrantransporter auch limitiert: Das ebenfalls in der Blrstensaum-
membran des Intestinums exprimierte P-Glykoprotein sezerniert in die Epithelzellen
resorbierte Pharmaka unterschiedlicher Substanzklassen wie Digoxin (Mayer et al. 1996),
Vinblastin (Hunter et al. 1991) und Cyclosporin A (Augustijns et al. 1993) aktiv in das
intestinale Lumen. Von spezifischen intestinalen Transportsystemen als Substrate akzeptierte
Prodrugs zeigen nach oraler Gabe gegeniber der Muttersubstanz eine deutlich erhohte
Bioverfugbarkeit (Friedman und Amidon 1989; Tsuji et al. 1990). Daher ist die Aufkl&rung
solcher Transportmechanismen fir die zielgerichtete Arzneistoff-Entwicklung von grof3er
Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wird der Transport oral applizierter, basischer Arzneistoffe wie
Etilefrin, Clonidin, Diphenhydramin und Ranitidin an der intestinalen Kolonkarzinomzell-
Linie Caco-2 untersucht. Diese Pharmaka liegen bel physiologischem pH-Wert zum Grof3teil
als Kationen vor. Daher |&sst sich die orale Bioverfligbarkeit mit einfacher Diffusion durch
die Dunndarmmucosa, die fur hydrophile und ionisierte Stoffe schwer passierbar ist, nicht
ausreichend erkléaren. Die teilweise positive Ladung macht die Substanzen zu potenziellen
Substraten fur Transportsysteme, die fir die Resorption bzw. Sekretion exogener bzw.
endogener organischer Kationen verantwortlich sind (Koepsell 1998; Koepsell et al. 1999).
Hieraus ergab sich die Fragestellung nach der Interaktion dieser Arzneistoffe mit den
organischen Kationentransportern hOCT1, hOCT2 und hOCT3 an uberexprimierenden
Systemen. Hinsichtlich konkreter Schlussfolgerungen beziglich der in Caco-2-Zellen
betelligten Transportsysteme war der Nachwels von Expression und die subzellulére
Lokalisation dieser Transportproteine mithilfe spezifischer Antikorper notwendig.

Fur die Entwicklung des Fetus ist der Transfer von Nahrstoffen Uber die Plazenta absolut
notwendig. Ein ausreichendes Né&hrstoffangebot wird unter anderem durch spezifische
Transportsysteme in der Burstensaum- sowie in der Basalmembran der Plazenta gewdahrleis-
tet. Viele dieser Transportsysteme interagieren neben ihren physiologischen Substraten
allerdings auch mit Xenobiotika. Beispielsweise inhibiert Kokain kompetitiv den durch das

Transportprotein SERT vermittelten Serotonintransport (Prasad et al. 1994). Erwiesenerma-
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EINLEITUNG

fen akzeptieren die in der Plazenta lokalisierten Monocarboxylattransporter (Price et al.
1998) neben Laktat und Pyruvat das Antibiotikum Cefdinir als Substrat (Tsuji et al. 1993)
und interagieren mit Ibuprofen (Ogihara et al. 1996). Diese Interaktionen haben mdglicher-
weise Einfluss auf das Wachstum des Fetus: Der durch Kokain reduzierte Serotonintransport
kénnte eine Konstriktion der plazentalen Geféf3e und so einen geringeren Blutfluss in
Richtung des Fetus auslosen (Ganapathy et al. 1999). Das in der Burstensaummembran der
Plazenta exprimierte P-Glykoprotein schiitzt einerseits den Fetus durch aktive Sekretion
aufgenommener Xenobiotika (Lankas et al. 1998 ; Smit et al. 1999), erschwert aber
andererseits die Therapie fetaler Tachykardie mit Digoxin (Ito 2001). Die Untersuchung der
fur Arzneistoffe relevanten plazentalen Transportmechanismen erscheint umso wichtiger, da
ungefahr 66 % der Medikamente, die z.B. auch Frauen ohne Wissen ihrer Schwangerschaft
einnehmen, nicht an dieser Gruppe getestet wurden (Sannerstedt et al. 1996).

Ein weiterer wichtiger Néahrstoff fur das Wachstum des fetalen Organismus ist das
permanente Kation Cholin (Zeisel 1992). Der Fetus hat nur geringe Kapazitéten zur
Cholinsynthese und wird daher durch Reserven aus der mutterlichen Leber versorgt (Zeisel et
al. 1995). Die effiziente Aufnahme der Substanz in die fetale Zirkulation erfolgt durch ein
bisher nicht kloniertes, funktionell charakterisiertes Cholintransportsystem in der humanen
Plazenta (Sweiry et al. 1986). Die Interaktion kationischer Arzneistoffe mit diesem
Transportsystem kann daher von therapeutischer Relevanz sein und wurde in der vorliegenden
Arbeit an humanen Plazentazell-Linien untersucht. Dartiber hinaus wurde die Aufnahme der
Pharmaka in die Plazentazell-Linien charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit werden daher Untersuchungen zu folgenden Themenkomplexen in
den Mittel punkt gestellt:
Expression und subzellulére Lokalisation der Transportproteine hOCT1, hOCT2 und
hOCT3 in Caco-2-Z€llen
Trangport kationischer Modellsubstrate und Arzneistoffe an dieser Zell-Linie
Transport kationischer Modellsubstrate und Arzneistoffe an den humanen Plazenta
zell-Linien BeWo und JEG-3
Interaktion und Transport kationischer Arzneistoffe an Zell-Linien, die hOCT1,
hOCT2 und hOCT3 heterolog Uberexprimieren
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2 Theoretischer Telil

2.1 Darm- und Plazentaepithelien als physiologische Barrieren

Die Hauptaufgaben von Trennepithelien liegen in ihrer Barrierefunktion und dem Transport
von Molekilen. So wird unter anderem der fir den Organismus wichtige kontrollierte
Stoffaustausch mit der Umgebung durch selektive Passage von Substanzen gewéahrleistet. Die
Zellen der Epithelien sind miteinander Uber Schlussleisten (tight junctions) verbunden, die
permeabel fir Substanzen mit einem Durchmesser bis zu 0,8 nm sind. Auf}erdem weist dieser
Zelltyp eine polare Struktur auf: Die apikale Membran bildet fingerartige Ausstilpungen
(Mikrovilli) und grenzt die Zelle als funktionelle Aul¥enseite gegen das Lumen ab. Zur
serosalen Seite wird die Zelle durch die basolaterale Membran begrenzt.

Das Dinndar mepithel

Die physiologische Funktion der Dunndarmschleimhaut besteht in der Resorption von
Nahrstoffen. Durch Mehrfachfaltung (zirkuldre Kerckringfalten, Darmzotten und Mikrovilli
des Darmepithels) kommt eine VergrofRerung der lumenbegrenzenden Dinndarmoberfléche
um den Faktor 600 zustande. Das Epithel der Zotten besteht vorwiegend aus Enterozyten,
daneben aus mukusproduzierenden Becherzellen und M-Zellen. Die resorbierenden
Enterozyten bilden ab der Mitte der Zotten Mikrovilli aus, die den Birstensaum dieses
Zéelltyps bilden (brush border). Die aul3ere, kohlenhydrathaltige Schicht der Cytoplasma-
membran wird as Glykokalix bezeichnet und ist auf die Mikrovilli aufgelagert. Die gesamte
Oberflache des Dunndarmepithels ist mit einer Mukusschicht Gberzogen. In ihr herrscht ein
Mikroklima mit einem pH-Wert von 6,1 bis 6,8. Glykolalix und Mukus bilden zusammen eine
Schicht, die trotz der Peristaltikbewegungen des Darms nicht entfernt wird (unstirred layer).

In den epithelialen Zellen der Dinndarmschleimhaut sind Transportsysteme exprimiert, die
der Aufnahme von Nahrungsbestandteilen dienen, aber auch Arzneistoffmolekule transportie-
ren kénnen. So werden z.B. viele b-Lactam-Antibiotika aufgrund ihrer peptidéhnlichen
Struktur durch den intestindlen Peptidtransporter PEPT1 vom Darmlumen ins Blut
aufgenommen, wobel der pH-Gradient zwischen Lumen und Zellinnerem a's treibende Kraft
genutzt wird.

Das Plazentaepithel

Die Plazenta dient vor allem der Erndhrung des Fetus und der Ausscheidung seiner
Stoffwechselprodukte, was durch einen Stoffaustausch zwischen mutterlichem und fetalem
Blut Uber das Plazentaepithel gewdahrleistet wird. In Abb. 1 ist die Struktur der menschlichen
Plazenta dargestellt: Der mutterliche Anteil der Plazenta wird von einer aus Bindegewebe

bestehenden Basalplatte begrenzt. Sie ensteht nach Eintreten der Schwangerschaft durch
3
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funktionelle Weiterentwicklung des Endometriums aus der Decidua basalis. Von der
Basalplatte ausgehende Septen unterteilen den Plazentaraum in Lappen (Kotyledonen). Die
von dem Amnion Uberzogene Chorionplatte schlief3t den fetalen Antell der Plazenta ab. Von
der Chorionplatte gehen Zottenstammchen mit Zotten aus, die mit der Basalplatte und den
Septen verbunden sind. Das miitterliche Blut flief3t, angetrieben von einem Druckgefalle Uber
uteroplazentare Arterien, in schmale Spalten zwischen die Zotten (intervill6se Rédume). Das
sauerstoffarme fetale Blut flief3t Uber Nabel schnurarterien in die Zottenbaume und -kapillaren,
wobei Sauerstoff und Nahrstoffe aufgenommen werden. Anschlief3end stromt das nahrstoff-
reiche Blut durch die Nabelschnurvene zurtick zum Fetus. Bel der Nahrstoffaufnahme muss
eine trennende Gewebeschicht tberwunden werden, die als Plazentaschranke bezeichnet wird.
Sie besteht unter anderem aus einer dem Fetus zugewandten inneren Epithelschicht, den
Zytotrophoblasten und einer der Mutter zugewandten &ufferen Epithelschicht, den Bdrsten-
saummembran-ausbildenden vielkernigen Syncytiotrophobl asten.

S Basalmembran
. umbilicalis
B I Zytotrophoblast
i

I o

Chorionplatte
Intervilloser Raum

fetales Blut

miitterliches Blut

@
Syncytiotrophoblast

a
4

I

g Decidua basalis
Spiralarterie \enen

Myometrium
Uteroplazentakreislauf Plazentaseptum

Endothelzellen Mikrovilli

Abb. 1: Schematische Ubersicht der Plazenta (A) und Darstellung der Blut-Plazentaschranke (B) des
menschlichen Organismus (modifiziert nach (Schiebler und Arnold 2002) (A) und (Kitano et al. 2004) (B))

In den Syncytiotrophoblasten sind entscheidende Transportmechanismen fir die Entwicklung
des Fetus lokalisiert. Da die Plazenta primér eine den Fetus versorgende Funktion hat, ist die
Bezeichnung Plazentaschranke nicht ganz zutreffend, zumal nicht nur fir den Fetus wichtige
Nahrstoffe diese Gewebeschicht passieren, sondern auch die meisten Arzneistoffe, die die
Mutter zu sich nimmt. Diese Substanzen kdnnen mit den vorhandenen Transportsystemen
interagieren und so die Entwicklung des Fetus negativ beeinflussen.
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2.2 Transportmechanismen durch biologische Membranen

Substanzen konnen Uber die epithelialen Barrieren zum einen parazellular durch die
Schlussleisten (tight junctions), zum anderen transzelluldr durch die Zellen selbst aufgenom-
men werden. Transzelluldare Transportvorgange werden primér in aktive und passive
unterteilt. Passive Transportvorgange erfordern keinen Energieverbrauch und finden immer in
Richtung eines Konzentrationsgefélles statt. Dieser Vorgang lasst sich durch das 1. Ficksche
Gesetz charakterisieren, nach dem das Ausmal? der Diffusion durch die Phospholipidmembran
proportional zur Konzentrationsdifferenz und zur Membranflache und umgekehrt proportional
zur Membrandicke ist. Da die Diffusionsgeschwindigkeit auch von dem Verteilungskoeffi-
zienten des Molekils zwischen der Membran und der umgebenden Flussigkeit abhangt, ist
der lipophile Innenbereich der Membran fir hydrophile Molekule praktisch undurchl&ssig.
Moleklle von einer Grof3e bis 180 Da kdnnen die Membran durch Poren, die aus eingel ager-
ten Proteinen bestehen, passieren.

Wie die einfache Diffusion findet auch die erleichterte Diffuson ohne Energieverbrauch in
Richtung des Konzentrationsgradienten statt. Der Transport des Molekils findet in diesem
Fall durch reversible Bindung an ein membransténdiges Transportprotein (Carrier) statt und
ist im Gegensatz zur einfachen Diffusion sowohl hemm- als auch séttigbar.

Gegen ein Konzentrationsgefalle koénnen Molekile Membranen nur durch aktive Transport-
vorgange uberwinden, die ebenfalls hemm- und séttigbar sind. Die fur diesen Prozess
notwendige Energie wird beim primér aktiven Transport durch elektrochemische Gradienten
oder durch Hydrolyse von ATP bereitgestellt. Die basolateral lokalisierte Na'/K*-ATPase
transportiert bei Hydrolyse eines ATP-Molekills drei Na'-lonen nach auRen und zwei K*-
lonen in die Zelle. Durch den so enstehenden Na'-Gradienten wird unter anderem der Na'/H™-
Austauscher angetrieben, der daher als sekundéar aktiv bezeichnet wird. Der durch den
Na'/H'-Austauscher erzeugte H'-Gradient wird wiederum vom somit tertiar aktiven
H*/Peptidsymporter als Antriebskraft genutzt.

Grol3e Molekile wie Proteine oder Antigene werden durch vesikuldren Transport in die Zelle
aufgenommen. Die Molekile binden bei diesem Vorgang spezifisch oder unspezifisch an die
Zellmembran. Pinozytose bezeichnet dabel die unspezifische Aufnahme von Umgebungsflis-
sigkeit, wahrend bei der rezeptorvermittelten Endozytose eine spezifische Substanz-
Rezeptorbindung stattfindet. Die Ausschleusung von Substanzen aus dem Zellinneren wird
als Exozytose bezeichnet. Als Teil der unspezifischen Abwehr bel Sugetieren werden bel der
Phagozytose Erreger durch Vesikelbildung in Phagozyten aufgenommen und abgebaut.
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2.3 Organische Kationentransporter

Der Transport endogener organischer Kationen, kationischer Arzneistoffe und Monoaminneu-
rotransmittern wurde vor der Klonierung von rOCT1 aus der Rattenniere (Grindemann et al.
1994) zunachst auf funktioneller Basis an isolierten Organen, Gewebestiicken oder Zellen
charakterisiert (Iversen 1965; Miyamoto et al. 1988; Moseley et al. 1990; Saito et al. 1992;
Steen et al. 1991; Ullrich et al. 1993; Wright und Wunz 1987). Vor allem Gewebe von
Organen, die an der Resorption und Exkretion von korpereigenen as auch korperfremden
Stoffen beteiligt sind, wie Leber, Niere und Intestinum, waren Gegenstand der Studien (fur
eine Ubersicht siehe (Koepsell 1998)).

Organische Kationentransporter (organic cation transporter, OCT) sind Transmembranprotei-
ne und werden zusammen mit organischen Anionentransportern aufgrund ihrer genetischen
Ahnlichkeiten der SLC22-Transporterfamilie zugeordnet. Koehler und Mitarbeiter bewiesen
die Lokalisation der Gene von hOCT1 und hOCT2 auf demselben Chromosom (1997). Die
SLC22-Familie ist wiederum Tell der MFS (magjor facilitator superfamily, Griindemann et al.
1998; Koepsell et al. 1998; Koepsell et al. 1999; Marger und Saier 1993). Die Transportprote-
ine OCT1, OCT2, OCT3, OCTN1 und OCTN2 wurden sowohl aus menschlicher DNA
(hOCTs) ds auch teilweise von Schwein, Ratte, Maus oder Kaninchen kloniert, wobel
hinsichtlich Substratspezifitdt und Gewebeverteilung teilweise Unterschiede zwischen den
Spezies bestehen. Substrate der OCTs sind neben pharmakologisch relevanten Substanzen die
permanenten Kationen TEA und MPP* (siehe Abschnitt 2.3.3, Tab. 2), aber auch anionische,
zwitterionische und ungeladene Substanzen werden transportiert. ES gehOren jeweils
hOCT1-3 und hOCTN1-2 zu genetischen Subgruppen innerhalb der SLC22-Familie (fur eine
Ubersicht siehe (Koepsell et al. 1999; Koepsell et al. 2003)).
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2.3.1 Struktur

Als erster organischer Kationentransporter der SLC22-Familie wurde rOCT1 aus der
Rattenniere kloniert. Abb. 2 zeigt die von Koepsell und Mitarbeitern postulierte Struktur des
humanen OCT1 (2003).

extrazellular

Abb. 2: Struktur des organischen Kationentransporters hOCT1. Aminosduresequenz und Membrantopol o-
gie. In Subgruppen der SLC22-Transporterfamilie konservierte Aminosduren sind wie folgt gekennzeichnet:
Schwarz, in allen Subgruppen konserviert; rot, nur bei OCT1/OCT2/OCT3 und OCTN1/OCTN2 konserviert;
orange, nur bei OCT1/OCT2/OCT3 konserviert; blau, Ubereinstimmende Sequenzen fir N-Glykosylierung oder
Phosphorylierung bel allen Mitgliedern der SLC22-Transporterfamilie oder bei alen Mitgliedern auf3er hCT2
(human carnitine transporter 2); Punkte, Ubereinstimmende Sequenzen fir Proteinkinase C-abhdngige
Phosphorylierungsstellen in hOCT1,; Sterne, N-Glykosylierungsstellen in hOCT1 (nach (Koepsell et al. 2003)).

Alle Mitglieder der SLC22-Familie weisen 12 Transmembrandomanen mit einer grof3en
extrazelluldren und einer kleineren intrazelluléren Schleife auf (fir hOCT1 postuliert durch
Zhang et al. 1997). Die Lokalisation der Schleifen sowie die des intrazellulér lokalisierten C-
Terminus wurde fir rOCT1 von Meyer-Wentrup und Mitarbeitern (1998) mittels Antigen-
Antikorper-Reaktionen bewiesen. Kerb und Mitarbeiter (2002) identifizierten anhand von
genetischen hOCT1-Varianten bestimmte Aminosauren in der extrazelluldren Schleife als
maoglicherweise relevant fir den Transport organischer Kationen.
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Die Charakteristika der einzelnen hOCT(N)s lassen sich wie folgt zusammenfassen.

hOCT1: Der humane OCT1 wurde 1997 von zwei Arbeitsgruppen parallel aus der Leber
kloniert. Der Transporter wird im menschlichen Organismus im Gegensatz zu Nagetieren, bei
denen OCT1 sowohl in der Leber als auch in der Niere lokalisiert ist, primér in der Leber
exprimiert (Abschnitt 2.3.2, Tab. 1). Der Transport kationischer Substrate wurde als pH-
unabhéngig und membranpotenzialabhangig beschrieben (Gorboulev et al. 1997; Zhang et al.
1997). Die pharmakologische Relevanz dieses Transportproteins ergibt sich aus der
postulierten, bis jetzt aber nur fir Ratten nachgewiesenen Lokalisation in der Sinusoidal-
membran von Hepatozyten (Meyer-Wentrup et al. 1998). Bei homozygoten, OCT1-
defizienten Mausen wurde gegenuber dem Wildtyp eine stark reduzierte Aufnahme
organischer Kationen in der Leber festgestellt (Jonker et al. 2001). Da Arzneistoffe aus
unterschiedlichen Klassen mit hOCT1 interagieren, ist dieser Transporter sehr wahrscheinlich
in die hepatische Exkretion von Xenobiotikainvolviert (Abschnitt 2.3.3, Tab. 2).

hOCT2: Gorboulev und Mitarbeiter (1997) klonierten hOCT2 aus der Niere. hOCT2
transportiert Kationen elektrogen sowie pH- und Na'-unabhingig. Die zunachst funktionell,
dann immunohistochemisch nachgewiesene Lokalisation von hOCT2 in der basolateralen
Membran humaner proximaler Tubuluszellen (Motohashi et al. 2002; Pietig et al. 2001)
sowie die Interaktion mit verschiedenen pharmakologisch relevanten Substraten (Abschnitt
2.3.3, Tab. 2) unterstreichen die Bedeutung von hOCT2 bei der renalen Exkretion von
Arzneistoffen. Untersuchungen an diabetischen Ratten ergaben eine Abnahme der OCT2-
Expression mit zunehmender Krankheitsdauer (Thomas et al. 2004) bzw. eine gegentiber
gesunden Tieren verminderte TEA-Aufnahme in Nierengewebe (Grover et al. 2004).

hOCT3: Im Gegensatz zu den Transportern hOCT1 und hOCT2 weist der von Grindemann
und Mitarbeitern (1998) klonierte hOCT3 eine ubiquitare Verteilung im menschlichen
Organismus auf (Abschnitt 2.3.2, Tab. 1). Die treibende Kraft fur die Translokation
organischer Kationen durch hOCT3 ist das Membranpotenzial (Wu et al. 2000). Die
physiologische Funktion von hOCT3 im Gehirn besteht aufgrund seiner Substratspezifitét
(Abschnitt 2.3.3, Tab. 2) vermutlich in der Aufnahme von Neurotransmittern, die nicht durch
neuronale Transportmechanismen resorbiert wurden. Aus diesem Grund wird hOCT3
teilweise auch as extraneuronaler Monoamintransporter (EMT) bezeichnet (Ubersicht bei
(Eisenhofer 2001)). Allerdings transportiert auch hOCT2 Neurotransmitter (Abschnitt 2.3.3,
Tab. 2). OCT3-defiziente Méuse sind gesund und fertil; das prototypische organische Kation
MPP" wurde jedoch verglichen mit dem Wildtyp zu 72% weniger in Herzgewebe und
signifikant weniger in Embryos aufgenommen (Zwart et al. 2001). Bei préeklamptischen, d.h.

8
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unter Bluthochdruck leidenden, schwangeren Patientinnen wurden signifikant geringere
MRNA-Level von hOCT3 in der Plazenta festgestellt, was als ein weiteres Indiz fur die
Inaktivierung von Monoaminen durch hOCT3 zu werten ist (Bottalico et al. 2004).

hOCTNZ1: Der aus humaner fetaler Leber klonierte hOCTNL transportiert das prototypische
organische Kation TEA bidirektional pH- und teilweise ATP-abhéngig, jedoch membranpo-
tenzialunabhangig (Tamai et al. 1997; Yabuuchi et al. 1999). Das Transportprotein konnte
daher aufgrund der starken Expression in der Niere (Abschnitt 2.3.2, Tab. 1) mit dem
funktionell bekannten, aber bis dahin nicht klonierten Protonen/OCT-Antiporter in der
apikalen Membran renaler Epithelzellen identisch zu sein. Daher ist die Sekretion organischer
Kationen durch hOCTNL1 in das renale Lumen wahrscheinlich, zumal ein breites Spektrum
pharmakologisch aktiver Substanzen zum einen als hOCTN1-Inhibitor oder als dessen
Substrat fungiert (Abschnitt 2.3.3, Tab. 2). Mutationen in Genabschnitten, die fir hOCTN1
und hOCTN2 codieren, werden mit einer erhohter Anfaligkeit fir Morbus Crohn (einer
entzindlichen Darmerkrankung) in Zusammenhang gebracht (Peltekova et al. 2004).

hOCTN2: Dieses Transportprotein wurde 1998 von Wu und Mitarbeitern (1998b) aus der
humanen Trophoblastenzell-Linie JAR kloniert. Tamai und Mitarbeiter (1998) isolierten
OCTN2 aus humaner Nieren-DNA und identifizierten ihn as hochaffinen Na'/L-Carnitin-
Kotransporter. Somit ist hOCTN2 wahrend des Transportes von Carnitin as einziger
bekannter humaner Kationentransporter von einem einwérts gerichteten Na'-Gradienten
abhangig. AuRerdem transportiert hOCTN2 organische Kationen Na'-unabhangig (Wu et al.
1999). Weiterhin wurden verschiedene genetische Varianten von OCTN2 untersucht. Bel
Mutationen in der fir OCTN2 codierenden Gensequenz kann im Organismus eine primare
Carnitindefizienz durch verminderte renale Reabsorption dieser physiologisch wichtigen
Substanz verursacht werden (Inano et al. 2004; Wang et al. 1999; Nezu et al. 1999).
Sekundére Carnitindefizienz kann aus der Therapie mit Medikamenten resultieren, die selbst
hOCTNZ2-Substrate oder -Inhibitoren sind (vgl. Abschnitt 2.3.3, Tab. 2).
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2.3.2 Expression

Das Vorkommen der humanen organischen Kationentransporter hOCT1-3 und hOCTN1-2 in
Geweben und Zell-Linien ist in Tab. 1 anhand ausgewahlter Beispiele mit den entsprechenden
Referenzen und Nachweistechniken dargestellt.

Tab. 1: Expression der humanen or ganischen K ationentransporter

Transporter | Gewebe; Zell-Linie Referenzen (Nachweistechnik)

hOCT1 Leber, Intestinum; Caco-2-Zellen | Gorboulev et al. (1997), Northern Blot
Zhang et al. (1997), Northern Blot
Zhang et al. (1999), RT-PCR

hOCT2 Niere (proximaler Tubulus, baso- | Bleasby et al. (2000), RT-PCR
lateral), Hirn; Caco-2-Zellen Gorboulev et al. (1997), Northern Blot
Motohashi et al. (2002), Western Blot

hOCT3/ Leber, Skelettmuskulatur, Niere, | Grindemann et al. (1998), RT-PCR
Plazenta, Herz, Lunge, Hirn, i
hEMT Caco-2-7ellen Martel et al. (2001), RT-PCR
Wou et al. (2000), Northern Blot

hOCTN1 | Niere, Knochenmark, fetale Tamai et al. (1997), Northern Blot
L eber, Luftrohre
hOCTN2 | Niere, Bauchspeicheldriise, Elimrani et al. (2003), Western Blot

Skd ettmuskul atur, Plazenta,

Herz, Progtata, Schilddriise: voll Tamai et al. (1998), Northern Blot
differenzierte Caco-2-Zellen Wu et al. (1998b), Northern Blot
(Burstensaummembran), JAR-
Zéellen

2.3.3 Substratspezifitat

Tab. 2 zeigt einen Tell der Substrate und Inhibitoren von hOCT1-3 und hOCTN1-2 unter
Angabe der Referenzen, wobei hinsichtlich der Substrate zwischen endogenen (korpereige-
nen) und Arzneistoffen und Modellsubstraten (korperfremden) unterschieden wird. Fir einen
Grofdteil der Substanzen wurde cis-Inhibierung der Aufnahme von Modellsubstraten
nachgewiesen. Die cis-Inhibierung zeigt jedoch nicht, ob die Substanz nicht moglicherweise
auch als Substrat akzeptiert wird.
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Tab. 2: Ausgewdhlte Substrate und Inhibitoren der humanen organischen K ationentransporter

Substrat -
Transporter endogen ArznaStorf, Inhibitor Referenzen
Modellsubstrat
hOCT1 Prostaglandine | Chinidin (pH 6,0), | Clonidin, Chinin, Kimuraet al. (2002),
E, und Fz, Ganciclovir, Chinidin (pH 7,5)*, | Hayer-Zillgenet al.,
Aciclovir, TEA, Chalin, Verapamil, | (2002), Takedaet al.
MPP* Cimetidin, (2002), van Montfoort
Ritonavir, et al. (2001), Zhang et
Saquinavir, al. (1998), Zhang et al.
Indinavir, (2000)
Nelfinavir, Prazosin
hOCT2 Prostaglandine | TEA, MPP", Decynium-22, Busch et al. (1998),
E; und Fp, Amantadin, Procainamid, Chinin | Gorboulev et al.
Dopamin, Cimetidin, (1997), Kimura et al.
Chalin, Memantin, (2002), Hayer-Zillgen
Norepinephrin, | Debrisoquin, et al. (2002), Dresser et
Serotonin Metformin al. (2002)
hOCT3/ Histamin, TEA, MPFP', Corticosteron, Griindemann et al.
hEMT Norepinephrin, | Lidocain, Clonidin, (1998), Grundemann et
Adrenalin, Procainamid, Decynium-22, al. (1999), Hayer-
Noradrenalin Chinidin Imipramin, Zillgen et al. (2002),
O-Methylisoprenalin | Wu et al. (2000),
Hasannegjad et al.
(2004), Horvath et al.
(2003)
hOCTN1 L-Carnitin Chinidin, Procainamid, Y abuuchi et al. (1999)
Verapamil, TEA Cephaloridin,
Clonidin, Cimetidin
hOCTN2 D, L-Carnitin Chinidin, Actinomycin D*, Huang et al. (1999),
Acetylcarnitin | Verapamil, Cimetidin*, MPP™*, | Ganapathy,M.E. et al.
Cholin Valproat, Emetin, Cephosdlis, | (2000), Ohashi et al.
Cephaloridin, Cephepim, (1999), Tamai et al.
TEA Glibenclamid (1998), Wagner et al.
(2000)

*kein Transport der Substanz durch den entsprechenden hOCT(N)

2.4 Unter suchte kationische Arzneistoffe

Die fur die vorliegende Arbeit relevanten Arzneistoffe beziehungsweise endogenen

organischen Kationen und Modellsubstrate sind in Tab. 3 nach pharmakologischen

Gesichtspunkten gegliedert dargestellt. Als physikochemische Parameter sind die molare
Masse, die Sdure- bzw. Basenkonstante pKa bzw. pKg (Hansch 1990) und der Okta-

nol/Wasser-Verteilungskoeffizient log Pow (Hansch 1990) aufgefihrt.

Baei den mit

Kapillarelektrophorese quantifizierten Arzneistoffen sind zusétzlich die entsprechenden
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Absorptionsmaxima (I max) angegeben (Dibbern 1978). Daviele der untersuchten Arzneistoffe

Basen mit pKa-Werten von 8-10 sind, liegen sie bel physiologischem pH-Wert als Kationen

vor und werden daher in der vorliegenden Arbeit as kationische Arzneistoffe bezeichnet.

Darlber hinaus untersuchte Substanzen, die den dargestellten Stoffen vergleichbare

pharmakologische und/oder strukturelle Eigenschaften besitzen, sind diesen zugeordnet
(Burger und Wachter 1993).

Tab. 3: Ausgewahlte Substanzen mit ihren physikochemischen und phar makologischen Eigenschaften

physikochemische
Parameter

Strukturformel

pharmakol ogische
Eigenschaften

strukturell/
pharmakolog.
verwandte
Substanz

Etilefrin

M =181,24

pka 9,05 3,8

log Ponw 0,44

I max 272 nm (HCI)

HO.

OH

Sympathomimetikum

Arterenol

Diphenhydramin

M = 255,36

pKg 5,0

log Pow 3,27™, 3,36
I max 252 nm (HCI)

O\AN/

H;-Antihistaminikum,

Sedativum

Chinin

M = 324,43

pKg; 996, 5,5

log Pony 3,44™, 3,2

| max 250, 346 nm (HCl)

Antimalariamittel

Chinidin

M = 324,43

pKg; 9,85, 6,1

log Poy 3,44™, 3,2

Antiarrhythmikum

Verapamil
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Procainamid

M = 2353

pKg 4,74

log Pow 0,88™, 1,11

HoN

Lidocain

(Lokal-
anasthetikum)

Antiarrhythmikum

Clonidin

M =230,10
pKg 5,95

log Pow 1,59™

a,-Sympathomimetikum

Guanabenz
M =231,09
pKg k.A.

log Pow 3,02

XN N NH,

NH
Cl

a,-Sympathomimetikum

Ranitidin

M = 314,41

pKa 2,35 5,8

log Pow 0,27™, 0,27

| max 225, 317 nm (HCl)

H NO,

H,-Antihistaminikum Cimetidin

Butylscopolaminium
M =360,5

pKa K.A.

log Pomw k.A.

| max 257 nm (HCI)

Parasympathol ytikum
Spasmolytikum

Scopolamin,
Methyl-
scopolaminium

Atropin

M = 289,38

pKg 4,2

log Pow 1,83™, 1,32¢
| max 257 nm (HCI)

Parasympathol ytikum,
Spasmolytikum

Chalin

M = 104,18
pKa K.A.

log Pomw k.A.

CH,

HSC_’:\IG)\/\OH

CH3

Hepatikum, Geriatrikum | Hemicholin
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Acetylcholin
M = 146,21
pKa K.A.

log Poy -2,52™

CHj3
| N )J\
H3C—N\/\O

Parasympathomimetikum

Carbachol

Atenolol

M = 266,34

pKg 4,4

log Pow 0,16™, -0,11

b-Blocker

Metoprolal,
Nadolol

Guanidin

M =59,03
pKa K.A.

log Pomw k.A.

HoN NH,

NH

Endogenes Kation

Metformin

Imipramin

M = 280,42

pKg 4,5

log Pow 4,80™, 4,41

.

/

-z

Antidepressivum

Cephalexin

M = 347,40

pKa 3,20

log Pow 0,65™, 0,23
-2,07 (Zwitterion)

COOH

Iz

NH,

Antibiotikum

Carnitin

M = 161,20
pKa K.A.

log Ponw k.A.

antihyperlipoproteinogen

Thiamin

M = 265,36
pKa 4,8

log Pomw k.A.

HO

Vitamin B,

Serotonin

M = 176,22

log Pow 0,62%; 0,21™
PKa1 9,1 224,95, 4,2

HO

Iz

Biogenes Amin, Neuro-
transmitter
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Tryptamin
M = 160,18
pKa 4,95 4,2
log Pomw k.A.

Iz

NH,

Tryptophanderivat

Corticosteron

M = 346,47

pKa K.A.

log Pow 1,94™; 1,86

Nebennierenrinden-
Hormon, hOCT-Inhibitor

Tetraethylammonium
(TEA)

M =130,3

pKa KA.

log Pon -2,572

CoHs

C2H5_ N— C2H5

CoHs

Modell-hOCT-Substrat,

Ganglienblocker

Tetramethyl-
ammonium
(TMA)

Tetrabutylammonium
(TBA)

M = 252,48

pKa K.A.

log Pow -0,112

CaHg

C4Hg™—N——CyHg

CaHg

Modell-hOCT-Substrat

N-M ethyl-4-phenyl-
pyridinium

(MPP)

M = 170,2
pKa K.A.

log Pow -1,05°

Modell-hOCT-Substrat,
Neurotoxin

4on Zhang und Mitarbeitern (1999) aus gemessen Pow-Werten von Neef und Meijer

Pgemessen von Riachi und Mitarbeitern (1989), “kalkuliert, "gemessen

(1984) errechnet,
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3 Material und Methoden

3.1 Material

[Benzen-H] Clonidin ([*H]Clonidin) mit einer spezifischen Radioaktivitét von 55,5 Ci/mmol,
[Methyl-*H]Cholin ([*H]Cholin) mit einer spezifischen Radioaktivitat von 81 Ci/mmol und
D-[1-*C]Mannitol ([**C]Mannitol) mit einer spezifischen Radioaktivitit von 57 mCi/mmol
wurden von Amersham Biosciences (Deutschland) bezogen. D, L-[*H]Atenolol
([*H]Atenolol) mit einer spezifischen Radioaktivitédt 15,1 Ci/mmol wurde von Frau Dr. Astrid
Voltz (Boehringer Ingelheim, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. [Methyl->H] Acetylcholin
(I*H]Acetylcholin) mit einer spezifischen Radioaktivitit von 85  Ci/mmol,
D-[1-*H(N)]Mannitol ([*H]Mannitol) mit einer spezifischen Radioaktivitat von 20 Ci/mmol
und [Methyl->H]N-Methyl-4-phenylpyridinium  ([*HJMPP*) mit einer spezifischen
Radioaktivitdt von 80-85 Ci/mmol wurden von Biotrend (Deutschland) bezogen.
Acetylcholin, Atenolol, Atropin, Arterenol, Butylscopolaminium, Carbachol, Carnitin,
Carbonylcyanid 4-Trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP), Cephalexin, Chinin, Chinidin,
Cholin, Corticosteron, Creatin, Diphenhydramin, Guanidin, Hemicholin, Imipramin,
Lidocain, Methylscopolaminium,  N-Methyl-4-phenylpyridinium  (MPP"),  Nadolol,
Procainamid, Serotonin, Scopolamin, Tetraethylammonium (TEA), Tetramethylammonium
(TMA), Tetrabutylammonium (TBA), Thiamin, Tryptamin, Trichloressigsdure (TCA) und
Verapamil wurden von Sigma (Deutschland) gekauft, Etilefrin, Ranitidin, Metformin und
Metoprolol von Synopharm (Deutschland) und Cimetidin, Clonidin und Guanabenz von ICN
(Deutschland). Die Puffersubstanzen (siehe Methoden) wurden ebenfalls von Sigma bezogen.
Die Substanzen wurden grofdtenteils als Hydrochloride eingesetzt.

Das Bradford-Reagenz zur Proteinbestimmung (siehe Methoden), ebenso wie die Kartuschen
und Kapillaren fir die Kapillarelektrophorese waren Produkte der Firma Bio-Rad (Deutsch-
land). Der Laufpuffer fur die Kapillarelektrophorese (siehe Methoden) wurde von Fluka
(Deutschland) bezogen. Der Flissigkeitsszintillator (rotiszint eco-plus) fur die Quantifizie-
rung radioaktiver Substanzen wurde von Roth (Deutschland) geliefert. Das Zubehdr fur die
Filtrationsversuche (siehe Methoden) wurde bel Millipore (Deutschland) gekauft.

Die humane Kolonkarzinomzell-Linie Caco-2 wurde von der Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkultur geliefert. Die humanen Chorionkarzinomzellen BeWo,
JEG-3 und JAR wurden von Prof. B. Ugele, Medizinische Fakultét der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen zur Verfugung gestellt. Die transfizierten Zell-Linien HEK- (human
embryonic kidney) CMV, hOCT1 und hOCT2 sowie CHO- (chinese hamster ovary) pcDNA
3.1. und hOCT3 etablierte Prof. Dr. H. Koepsell, Institut fir Anatomie und Zellbiologie der
Julius-Maximilians-Universitdt Wirzburg.
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Die Zelkulturmedien und -zusdze wurden von Gibco Life Technologies (Deutschland),
Biochrom (Deutschland) und Sigma (Deutschland) bezogen.

3.2 Methoden
3.2.1 Experimentelle M ethoden

3.2.1.1 Zellzucht und Subkultivierung der verwendeten Zell-Linien

Die Zell-Linien wurden in 75 oder 175 cm?Plastikflaschen in einem Inkubator in wasser-
dampfgeséttigter Atmosphére bel 37°C unter 5% CO,-Begasung geztichtet und wahrend der
Kultivierung unter aseptischen Bedingungen in einer Laminarbox (Heraeus, Deutschland)
versorgt. Die Zell-Linien dieser Arbeit bildeten einen adhérenten Zellrasen auf dem Boden
der Plastikflaschen aus. Mit Hilfe eines Umkehrmikroskops (Axiovert 25, Zeiss, Deutschland)
wurde sowohl das Wachstum wahrend der Kultivierung als auch das Ablésen der Zellen
wahrend der Subkultivierung beobachtet. In Tab. 4 sind fir jede Zell-Linie die Erstbeschrei-
bung, das verwendete N&hrmedium und die Kultivierungsbedingungen angegeben.
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Tab. 4: Erstbeschreibung und Kultivierungsbedingungen der verwendeten Zell-Linien

Zéll-Linie Erstbeschreibung Medium und Zusétze Subkultivierung Wechsel des
Gewebe Mediums
Caco-2 Fogh et al. (1977) Minimal Essential Medium (MEM) 5 ml PBS (caciumfrei) Tag nach Aussaat
Human, Adenokarzinom, 10% fetales K& berserum 3 ml Trypsin 0,05% mit 0,02% EDTA zweitagig
Kolon 1% nicht-essentielle Aminosaurel 6sung Tag vor Versuch
45 pg/ml Gentamicin
JEG-3 Kohler und Bridson (1971) | Minimal Essentia Medium (MEM) 5 ml PBS (calciumfrei) Tag nach der Aussaat
Human, Chorionkarzinom, | 10% fetales K&lberserum 3 ml Trypsin 0,05% mit 0,02% EDTA zweitagig
Plazenta 1% Na'-pyruvat (100 mM) Tag vor Versuch
45 pg/ml Gentamicin
BeWo Pattillo und Gey (1968) Ham's F12 Medium 5 ml PBS (calciumfrei) taglich
Human, Chorionkarzinom, | 15% fetales K&lberserum 3 ml Trypsin 0,05% mit 0,02% EDTA
Plazenta 1% Penicillin-Streptomycin-Glutamin
JAR Pettillo et al. (1971) RPMI Medium 5 ml PBS (calciumfrei) Tag nach Aussaat
Human, Chorionkarzinom, | 10% fetales K&lberserum 3 ml Trypsin 0,05% mit 0,02% EDTA zweitagig
Plazenta 45 pg/ml Gentamicin Tag vor Versuch
NHEK Human, Epidermis Serumfreies Keratinozytenmedium Isoliert aus humaner Epidermis nach | Tag nach Aussaat
5 pg/ml rekombinanter epidermaler | dem Standardprotokoll von Gibco Life | zweitégig
Wachstumsfaktor Technologies Tag vor Versuch
50 pg/ml K& berhypophysenextrakt
CHO Puck et al. (1958) Iscove's Modified Dulbecco's Medium | 5 ml PBS (calciumfrel) taglich
Hamster, Ovarien 10% fetales K& berserum 5 ml PBS mit 0,02% EDTA
-pcDNA 3.1. | Prof. Dr. Koepsell 0,6 mg/ml Geneticin
-hOCT3 1% Penicillin-Streptomycin-Glutamin
HEK Graham et al. (1977) Dulbeccos Modified Medium 5 ml PBS (calciumfrei) 2 Tage nach Aussaat
Human, transformierte (low glucose) zweitagig
embryonale Nierenzellen 10% fetales K& berserum Tag vor Versuch
-CMV Prof. Dr. Koepsell 0,6 mg/ml Geneticin
-hOCT1 1% Penicillin-Streptomycin-Glutamin
-hOCT2 2 mM Glutamin
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3.2.1.2 Untersuchung der zelluldaren Aufnahme radioaktiver und nichtradioaktiver
Substanzen

Zusammensetzung der Versuchspuffer
Die Versuchspuffer pH 6,0 und pH 6,5 enthielten: 140 mM NaCl, 54 mM KCl,
1,8 mM CaCl,, 0,8 MM MgSOs, 5 mM Glucose und 25 mM MES/Tris
Der Versuchspuffer pH 7,5 enthielt: 140 mM NaCl, 54 mM KCI, 1,8 mM CaCl,,
0,8 MM MgSO,4, 5 mM Glucose und 25 mM HEPES/Tris
Der Versuchspuffer pH 8,5 enthielt: 140 mM NaCl, 54 mM KCI, 1,8 mM CaCl,,
0,8 MM MgSQO,4, 5 mM Glucose und 25 mM Tris’HEPES

Stabilitatspr tfungen

Um eine mogliche Biotransformation der Arzneistoffe durch zellulére Enzyme wahrend der
Aufnahme- und Fluxuntersuchungen und der anschlieffenden Quantifizierung durch
Kapillarelektrophorese auszuschlief3en, wurde zunéchst die Stabilitét der Arzneistoffe zum
einen auf Monolayern, zum anderen im Lysat von Caco-2-Zellen Uberprift. Zu diesem Zweck
wurden die kultivierten Zellen mit arzneistoffhaltigem Puffer definierter Konzentration
Uberschichtet (Tab. 5). Nach 30, 60/90, 120, 180 und 300mindtiger Inkubation bel 37°C
wurden dem Puffer Proben entnommen und bei -20°C gelagert. Petrischalen mit Caco-2-
Zellen wurden mit destilliertem Wasser, das die Arzneistoffe enthielt, durch Einfrieren bei
-20°C lysiert und mittels einer 150 pum-Kantle homogenisiert. Die so entstandenen Lysate
wurden Uber Zeitrdume von 60, 120 und 300 Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Dann
erfolgte unter Zusatz von 8% Trichloressigsaure die Féllung der Proteine in Eppendorfgefé-
3en. Anschlieffend wurden die Proben 45 Minuten bel 13000 U/min und 4°C zentrifugiert
(Biofuge, Heraeus, Deutschland) und bis zur Gehaltsbestimmung bei -20°C gel agert.

Aufnahmeunter suchungen an Zellmonolayern
Die Zellen wurden mit den in Tab. 5 genannten Zelldichten/2 ml Medium in Petrischalen mit
35 mm Durchmesser (Falcon®, Becton Dickinson, GroRbritannien) ausgesit und zeigten am
Tag nach der Aussaat Konfluenz. Die jeweiligen Versuchsbedingungen sind in Tab. 5
zusammengefasst. Die Experimente liefen nach folgendem Schema ab:
vor Beginn des Versuchs Spulen der Zellen mit 1 ml substratfreiem Versuchspuffer
Inkubation mit der radioaktiv markierten Substanz Uber definierte Zeitraume in 1 ml
Versuchspuffer bei Raumtemperatur, nichtradioktive Aufnahmeuntersuchungen fan-
den bei 37°C in einem Inkubator (Thermostar, BMG Lab Technologies, Deutschland)
Statt
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Beenden des Versuchs durch viermaliges Spulen mit eiskaltem substratfreiem Ver-
suchspuffer zur Entfernung von unspezifisch gebundenem Substrat.
Fur Messungen des radioaktiven Zerfalls wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml
Lysispuffer (Igepal® Ca 630 (0,5% v/v) in Puffer (50 mM Tris, 140 mM NaCl 1,5 mM
MgSO, pH 8,0)) abgel 6st und in Messrohrchen dberfihrt.
Fur nichtradioaktive Messungen wurden die Zellmonolayer mit 1 ml destilliertem Wasser
Uberschichtet und bei — 20°C zweimal eingefroren. Die Proben wurden nach Homogenisation
durch eine Kantile aufgearbeitet, wie unter Stabilitatsprifungen beschrieben wurde.

Aufnahmeunter suchungen an Zellsuspensionen
Fur Aufnahmeuntersuchungen an Zellsuspensionen (HEK-Zellen) wurden die Zellen in
175 cm?-Flaschen mit den in Tab. 5a beschriebenen Zelldichten/24 ml Medium ausgesét. Die
Versuche verliefen in Anlehnung an Ganapathy et al. (1981) unter denen in Tab. 5a
angegebenen Bedingungen folgendermalen:
Spulen der adhdrenten Zellschicht mit 10 ml Versuchspuffer, Suspendieren der Zellen
in ca. 2 ml Puffer/Flasche, Vereinigen der Suspensionen
Einstellen der Suspension auf einen definierten Proteingehalt nach der Bradford-
Methode
bei t = 0 min Injektion einer definierten Menge Zellsuspension (80 oder 120 pl) in den
Versuchspuffer (320 oder 480 ul) mit radioaktivem Substrat + Arzneistoffe, kontinu-
ierliche Bewegung der Zellsuspension mit 200 U/min Uber festgelegte Zeitraume bei
Raumtemperatur
Beenden des Versuchs durch Zugabe von 5 ml eiskaltem Versuchspuffer
Filtrieren der Suspension durch einen Glasfaserfilter (Typ APFA, Durchmesser
25 mm), zweimaliges Spulen des Filters mit 5 ml eiskaltem Puffer.
Ein Blindwert der trotz Spulens an dem Filter gebundenen Radioaktivitét wurde durch
sofortiges Filtrieren einer Versuchsldsung nach der Zellinjektion erhalten. Dieser Wert wurde
von allen Messergebnissen subtrahiert. Fur die Bestimmung des radioaktiven Zerfalls mittels
Flussigkeits-Szintillationsspektrometrie wurden die Filter in Messrohrchen Uberfihrt.
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Tab. 5a: Versuchshedingungen fur die Aufnahme radioaktiver Substrate

Zéll-Linie | Zelldichte | Tag Substrat (Konzentration) | pH-Wert Zeit Inkubation
(Aussaat) (min) von:
[*HIMPP* (4 nM)
Caco-2 0810° ! + Arzneistoffe (variierend) = 10 Monolayern
[*H]Cholin (2-4 nM)
0810° ! + Arzneistoffe (variierend) = 5 Monolayern
®H]Clonidin (3 "M
S 0810° | 7 |, A[rzgei stoffe (v(ariier;nd) = 1 Monolayern
[*HIMPP* (8 nM)
0810° ! + Arzneistoffe (variierend) = 10 Monolayern
[*H]Cholin (2; 3 nM)
110° 3 + Arzneistoffe (variierend) = 110 Monolayern
*H]Acetylcholin (2 nM
Pene 110° 3 i[Ar]znei st)gffe (var(iierenc)JI) = 10 Monolayern
P*HIMPP* (4 nM)
1-10° 3 £ MPP* (1 mM) 6,0, 75,85 10 Monolayern
0,8-10° 3,6 PHIMPP” (4 M) 75 10 Monolayern
IAR ’ ' + Arzneistoffe (1 mM) '
P*HIMPP* (4 nM)
0,4-10° 10 £ MPP' (1 mM) 75 10 Monolayern
[*H]MPP" (16 nM)
NHEK 0,2-10° 10-14 + Arzneistoffe (variierend) 75 10 Monolayern
0,5-10° 7 CHIMPP” (1; 2 ) 75 1; 10 Monolayern
CHO ’ + Arzneistoffe (variierend) ' '
_ﬁgg@%l [*H]Acetylcholin (2;1200 nM)
0,5-10° 7 [*H]Cholin (2 M) 75 |10;0167 | Monolayern
[*H]Clonidin (2 nM)
9,6:10° 3 [HIMPP” (10; 20 nM) 75 1; 10; 20 | Suspensionen
HEK ' + Arzneistoffe (variierend) ' T
- *H]Acetylcholin (10 nM
hocry | 9610 | 3 | []3H]Czolin (10(nM) ' s 10| Suspensionen
[*H]Clonidin (10 nM)
2,4-10° 7 [HIMPP” (10 20 nM) 75 1; 10; 15 | Suspensionen
HEK ’ + Arzneistoffe (variierend) ' T
- *H]Acetylcholin (10 nM
hocT2 | 2410 |7 | []3H]Czolin (10(nM) | s 10| Suspensionen

[*H]Clonidin (10 nM)
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Tab. 5b: Versuchsbedingungen fir die Aufnahme nichtradioaktiver Substrate

Zéll-Linie | Zelldichte | Tag | Substrat (Konzentration) pH-Wert Zeit Inkubation
(Aussaat) (min) von:

Caco-2 0,8-10° 7 | Arzneistoffe (variierend) 7,5;8,5 1,5 Monolayern
JEG-3 0,8-10° 7 | Arzneistoffe (variierend) 75,85 1,5 Monolayern
BewWo 1-10° 3 | Arzneistoffe (variierend) 8,5 15 Monolayern
CHO

-pcDNA 3.1. 0,5-10° 7 Arzneistoffe (variierend) 7,5, 8,5 5; 60 Monolayern
-hOCT3

3.2.1.3 Bestimmung transepithelialer Fluxe durch Caco-2-Monolayer

Der Flux durch Caco-2-Zellschichten wurde in 24-mmTranswells® (Costar, Deutschland) mit
Porendurchmessern von 3 um in der Polycarbonatmembran (A = 4,71 cnr) bestimmt. Die
Donator- und Akzeptorkompartimente trennende Polycarbonatmembran befindet sich in
einem Filtereinsatz, der wiederum in eine Vertiefung eingehangt ist. In der Transwellkammer
befinden sich 6 solcher Vertiefungen, in denen die Zellen wie folgt kultiviert wurden:
Entfernen der Luft aus der Polycarbonatmembran durch Vorinkubieren mit Medium,
erst im unteren (2,6 ml), dann im oberen (1,5 ml) Kompartiment
Befullen der unteren Kompartimente mit Medium, Aussden der Zellen mit einer
Dichte von 0,2-:10%1,5 ml in die oberen Kompartimente
Mediumswechsel zweitégig und am Tag vor dem Versuch
Uberpriifung der Dichtigkeit des Zellrasens durch Messung des elektrischen Wider-
standes am Tag des Versuchs an drei Stellen in Medium.
Es wurden sowohl die Fluxraten radioaktiver Substanzen ([*H]Atenolol (72 nM),
[*HIMPP* (2 nM), [**C]Mannitol (5 uM), [*H]Mannitol (28 nM)) als auch nichtradioaktiver
Arzneistoffe wie folgt vermessen:
Entfernen des Mediums, zweimaliges Spilen mit Versuchspuffer
je nach Fluxrichtung Befillen des oberen bzw. unteren Kompartiments mit substrat-
haltigem (Donator) bzw. substratfreiem (Akzeptor) Puffer
Temperierung (37°C) und kontinuierliche Bewegung (150 U/min) der Transwell-
kammmer wahrend der gesamten Versuchszeit (Thermostar, BMG Lab Technologies)
bei t = 0 min Entnahme und Erganzen definierter Volumina (25 pl bel Fluxmessungen
radioaktiver Substanzen, 100 pl bei Fluxmessungen nichtradioaktiver Substanzen) aus
dem Donatorkompartiment fur den Bezugswert der Gesamtstoffmenge
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vor Probenentnahme Durchmischen der Akzeptorflissigkeit durch Anheben der
Filtereinsdtze
Entnahme von Proben aus dem Akzeptorkompartiment grofdtenteils bel t = 10, 30, 60
und 120 Minuten; bei Fluxmessungen von apika nach basolateral 200 ul, von basola-
teral nach apikal 100 pl
Ergadnzung des entnommenen Volumens durch substratfreien Versuchspuffer (in
Korrekturrechnung beriicksichtigt)
zweimaliges Spilen der Membranen mit eiskaltem Versuchspuffer zur Beendigung
des Versuchs.
Nach Ausschneiden aus den Einsdtzen wurden die Membranen in Messrohrchen tberfuihrt
(radioaktive Messung) oder mit 1 ml destilliertem Wasser in Eppendorfgefél3en bei -20°C
eingefroren und wie oben beschrieben aufgearbeitet (nichtradioaktive Messung).

3.2.1.4 Préparation von Caco-2-Zellen fur |mmunozytochemie

Die Praparationen wurden von Frau Dr. Lips, Institut fir Anatomie der Justus-Liebig-
Universitdt Giefden, durchgefihrt. Caco-2-Zellen mit der in Abschnitt 3.2.1.2, Tab. 5
angegebenen Zelldichte wurden an Tag 6-7 nach Aussaat in 1,5 ml Eppendorfgefal3e
Uberfihrt, zentrifugiert und eingefroren. Aus den Pellets wurden 10 um dicke Gefrierschnitte
angefertigt. Die Gefrierschnitte wurden zunachst fur 12-16 Stunden mit dem jeweiligen Anti-
OCT- und ggf. mit dem Anti-Villin-Antikorper inkubiert, woran sich eine einstiindige
Inkubation mit den entsprechenden Sekundar-Antikérpern anschloss. Die Antigen-
Antikorper-Reaktionen wurden im Anschluss mithilfe von Epifluoreszenzmikroskopie oder
einem konfokalen Laserscanningmikroskop detektiert. Als Negativkontrolle wurde eine
Préabsorption des Primérantikorpers mit dem korrespondierenden Peptid vor Inkubation der
Gefrierschnitte durchgefihrt.

3.2.2 Analytische M ethoden

FlUssigkeits-Szintillationsspektrometrie
Die bei den Versuchen eingesetzten radioaktiven Substanzen waren entweder mit Tritium
oder Kohlenstoff-14 markiert. Der Zerfall dieser b-Strahler wurde nach Quench-Korrektur als
dpm (desintegration per minute) registriert. Die Proben (lysierte Zellen oder substrathaltiger
Puffer) wurden nach Uberfulhrung in ein Messréhrchen mit 2,8 ml Szintillationsfliissigkeit
(rotiszint eco-plus) versetzt und griindlich gemischt.
Die fertigen Proben standen nach Versuchsende etwa 1 h (Fluxmessungen, Aufnahmeuntersu-
chungen an Zellmonolayern) oder 24 h (Aufnahmeuntersuchungen an Zellsuspensionen) bei
Raumtemperatur. Dann folgte die Vermessung mittels eines Flissigszintillationsspektrome-
ters (Tri-Carb-2100 TR, Packard, USA). Die Messungen dauerten 5 Minuten pro Probe
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(I*H]-Markierung, [**C]-Markierung). Mit den Proben wurde ein Standard von 25 pl
vermessen, der die radioaktiv markierte Substanz mit den in Tab. 5a angegebenen Konzentra-
tionen enthielt. Aus den dpm-Werten des Standards ergab sich die Gesamtaktivitdt des
Aufnahmepuffers. Uber eine Verhdtnisgleichung konnte mithilfe der Gesamtaktivitdt die in
den Zellen vorhandene Stoffmenge der radioaktiven Substanz aus den erhaltenen dpm-Werten
errechnet werden.

Kapillarelektrophorese (CE)
Das Grundprinzip der Elektrophorese stellt die Migration in Lésung befindlicher geladener
Teilchen im elektrischen Feld dar, im Fall der Kapillarelektrophorese in einer Kieselglaskapil-
lare. Die Probenauftrennung erfolgt durch die unterschiedliche elektrophoretische Mobilitét
der geladenen Analyten, hier kombiniert mit Detektion durch ein Fenster in der Kapillare (on-
column-Detektion). Das Fenster entsteht durch Entfernen der auf3eren Polyimidbeschichtung.
Bei den aus Aufnahmeuntersuchungen als auch aus Fluxuntersuchungen erhaltenen Proben
wurde von dem klaren Uberstand des Zentrifugats ein Teil entnommen und im Verhdtnis
1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Die bei den nichtradioaktiven Fluxuntersuchungen
bei t = 0 min entnommenen Proben mussten teilweise vor der Verdinnung in Wasser im
Verhdtnis 1:10 in Versuchspuffer verdinnt werden.
Fur die Vermessung der aufbereiteten Proben kam das Kapillarelektrophoresegerét BIO-
FOCUS 3000 (Bio-Rad Laboratories, USA) mit UV-Detektor und Wellenlangenscan-
Funktion zur Anwendung. Gemessen wurde unter folgenden Bedingungen:
Unbeschichtete Kieselglaskapillare: Lange 50 cm, Innendurchmesser 50 pum
Elektrolyt: Na'-Phosphat (NaH,POs/NaHPQO,4) 100 mM, pH 3,0
Konditionieren einer neuen Kapillare: Spilen mit 1 N NaOH Uber 60 Sekunden, mit
0,1 N NaOH uber 60 Sekunden, mit dest. Wasser tiber 200 Sekunden
vor Beginn einer Messreihe: Spulen der Kapillare mit 0,1 N NaOH Uber 30 Sekunden,
Equilibrieren der Grundlinie mit Laufpuffer bei 10 kV
Druckinjektion der Proben mit 25 psi-Sekunde in die mit Laufpuffer gefillte Kapilla-
re, Lauf Uber 15 Minuten bel 20 kV
Detektion: kathodenseitig, bei 200 nm oder 225 nm (Ranitidin)
zwischen zwei Messungen: Spulen mit 0,1 N NaOH, dann mit Laufpuffer tber
120 Sekunden
am Ende einer Messreihe: Spilen der Kapillare mit 0,1 N NaOH Uber 30 Sekunden,
mit dest. Wasser tUber 200 Sekunden.
Bei einem pH-Wert von 3,0 ist der Transport des Elektrolyten aufgrund von Wandeffekten
(elektroosmotischer Fluss, EOF) sehr gering. Unter diesen Bedingungen lag die Migrations-
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zeit je nach kationischer Substanz bei 6-8 Minuten (vgl. Abb. 3). Die Peaks wurden anhand
ihrer Migrationszeit und UV-Spektren durch Vergleich mit Kalibrierproben zugeordnet. Die
Aufbereitung und Vermessung der Kalibrierproben fur die Erstellung einer Bezugskurve war
identisch mit denen der Proben. Die Bezugskurven zeigten ohne Ausnahme einen linearen
Zusammenhang zwischen der Absorption und der Konzentration des jewelligen Stoffes
(r =0,99) im gewahlten Konzentrationsbereich. Die Flachen unter den Signalen wurden am
Computer (mittels Integration) berechnet und anhand der Bezugskurve in die Konzentration
oder Stoffmenge umgerechnet.

Etilefrin

Signal (mAU)
N

0 LNAA“V

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zeit (min)

Abb. 3: Elektropherogramm einer Etilefrinkalibirierprobe nach Aufarbeitung des Zell-Homogenates.

Bestimmung des Proteingehaltes

Als Bezugswert fur die in die Zellen aufgenommene Stoffmenge dient der Gesamtproteinge-
halt. Die Bestimmung erfolgte mittels der Standardmethode nach Bradford. Fur die
Quantifizierung der Proteine wurden Zellen unter denselben Bedingungen kultiviert wie die
fur das jeweilige Experiment eingesetzten. Durch zweimaliges Spllen mit substratfreiem
Versuchspuffer wurden Mediumrickstande entfernt. Im Anschluss daran wurden die Zellen
bis zur Bestimmung mit 1 ml destilliertem Wasser bei -20°C eingefroren. Nach dem Auftauen
wurde das Lysat mit Hilfe einer 150 um-Kantle homogenisiert und dann bei 6000 U/min
15 Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde je nach Zell-Linie 1:5-1:20 mit
destilliertem Wasser verdinnt. Bei Experimenten mit Zellsuspensionen wurde der Proteinge-
halt direkt aus der Suspension bestimmt, die anteilig im Verhdtnis von 1:50-1:200 verdinnt
wurde. Von den so erhatenen Verdinnungen wurden je 20 pl zusammen mit 180 pl 1:5
verdinntem Bradford Reagenz in 96-well Plaiten gegeben und 5 Minuten bel 300 U/min
inkubiert. Als Blindwert wurden anstelle der Proteinverdiinnung 20 pl destilliertes Wasser
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eingesetzt. Die Vermessung erfolgte in einem Fluostar Gerdt (BMG Lab Technologies,
Deutschland). Die Wellenlange wahrend der Absorptionsmessung betrug 595 nm.

3.2.3 Mathematische M ethoden

Die mathematische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte unter Verwendung der
Programme Microsoft® Excel (Office 2000, Micrcosoft Cooperation, USA) und Sigma-Plot
for Windows (Version 8.0, SPSSInc., USA).

Bestimmung der Halbhemmkonzentration | Csp durch nichtlinear e Regression

Generell gibt die 1Cso (Inhibition Constant) die Konzentration eines Hemmstoffes an, die
bendtigt wird, um die Aufnahme eines Substrates einer bestimmten Konzentration auf 50% zu
senken. Inwieweit die Aufnahme radioaktiver Substanzen ([*H]Cholin, [*H]Clonidin,
[*H]IMPP") durch potenzielle Hemmstoffe beeinflusst wurde, zeigte unter anderem die
Ermittlung der 1Cso-Werte. Die gemessene Menge radioaktiver Substanz wurde gegen die
Hemmstoffkonzentrationen (halblogarithmisch) aufgetragen. Um aus den erhatenen
Messwerten die 1Csp zu bestimmen, wurde die Gleichung der allosterischen Hill-Kinetik

angewandt:
. Max - Min
Y =Min + ( P) (1)
&S 0
1+ g— T
1Cs
Y im Verhdltnis zur Kontrollgruppe prozentual aufgenommene Menge des

radioaktiven Substratesin die Zellen
Min minimal aufgenommene Menge des radioaktiven Substrates in die

Zellen

Max maxima aufgenommene Menge des radioaktiven Substrates in die
Zellen

S Konzentration des Inhibitors

ICsp  Halbhemmkonzentration
P Hillkoeffizient
Die Minima (nichtséttigbare Anteile der Substrataufnahme) wurden bei den nachfolgenden
| Cso-Bestimmungen in Anwesenheit eines sehr hohen Uberschusses an unmarkiertem Substrat
ermittelt:
[*H]Cholinaufnahme + Hemmstoffe an JEG-3: Minimum von 9,6% ermittelt in
Anwesenheit von 20 mM Cholin
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[*H]MPP*-Aufnahme + Hemmstoffe an HEK-hOCT1: Minimum von 40% ermittelt
durch Regression
[*H]MPP*-Aufnahme + Hemmstoffe an HEK-hOCT2: Minimum von 5,4% ermittelt
in Anwesenheit von 10 mM MPP*
[*H]MPP*-Aufnahme + Hemmstoffe an CHO-hOCT3: Minimum von 2,1% ermittelt
in Anwesenheit von 10 mM MPP*
Die GroRe des Uberschusses ergab sich aus der Uberlegung, dass fiir die maximale Hemmung
des Transportes der Substanz durch sich selbst von einer Konzentration ausgegangen wird, die
die ICso um mehr als das 5-fache tiberschreitet.
Durch die ICsp-Bestimmung wird eine Aussage Uber die Affinitdt des Hemmstoffes zum
Carrier in Abhangigkeit von der Substratkonzentration getroffen. Die Hemmkonstante K;
kann bel kompetitiver Hemmung durch Umrechnung aus der 1Cso ermittelt werden, somit ist
Ki unabhangig von der Substratkonzentration (Cheng und Prusoff 1973):
1Cq,
.S

1+ >
Kt

K; = 2)

Ki Hemmkonstante

Kt Michaelis-Menten-Konstante des Substrates
ICso  Halbhemmkonzentration

S Konzentration des radioaktiven Substrates

Ermittlung der kinetischen Parameter

Um die kinetischen Parameter Michaelis-Menten-Konstante K; und Maximalgeschwindigkeit
Vmax bestimmen zu konnen, wurde zundchst die Aufnahme des radioaktiven Substrates
([*H]Cholin, [®*H]Clonidin) in die Plazentazell-Linien JEG-3 oder BeWo in Gegenwart eines
Uberschusses an unmarkiertem Substrat bestimmt (je 20 mM). Dieser Diffusionsanteil der
Gesamtaufnahme wurde von der in die Zellen aufgenommene Menge des radioaktiven
Substrates abgezogen. Die korrigierte Stoffmenge wurde mit dem Verhdltnis aus angebotener
Konzentration des radioaktiven Substrates ([*H]Cholin (3 oder 4 nM); [*H]Clonidin (3 nM))
und jewellig angebotener Gesamtcholin- oder Gesamtclonidinkonzentration multipliziert. So
konnte auf die insgesamt in die Zellen aufgenommene Cholin- oder Clonidinmenge
geschlossen werden. Die um den Diffusionsanteil korrigierte Aufnahmerate wurde, bezogen
auf den Proteingehalt der Zellen, gegen die insgesamt angebotene Cholin- oder Clonidinkon-
zentration aufgetragen. Anschlief?end erfolgte die Bestimmung der kinetischen Parameter
durch nichtlineare Regresson der Messpunkte mittels folgender Gleichung, wobel der
Diffusionsanteil (P - S) vor der Kurvenanpassung subtrahiert wurde:
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Ve Vi >SS
K,+S
v Aufnahmerate des Substrates
Vmax  Maximalgeschwindigkeit des Transportes
Kt Michaelis-Menten-Konstante
Konzentration des Substrates
pro Zeiteinheit und Proteinmenge vom Substrat geklartes VVolumen (Clearance)
- S nichtsdttigbarer, linearer Anteil der Substrataufnahme (Diffusionsanteil)

+PxS (3)

T T O»W

Die Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit wird durch die Michaelis-
Menten-Konstante K dargestellt, das transportierende Protein ist zur Hélfte gesttigt. Vmax
représentiert die Aufnahmerate bei vollstandiger Séttigung des Transportproteins. Durch
Linearisierung der Kurve nach Eadie-Hofstee konnen V ma a's Schnittpunkt mit der Abszisse
und K; als negativer Anstieg der linearen Regressionsgrade bestimmt werden. Fur diese
Transformation wird die Aufnahmerate v gegen den Quotienten aus v und der jeweiligen
insgesamt vorhandenen Cholin- oder Clonidinkonzentration S aufgetragen.

Fur die Bestimmung kinetischer Parameter der Transportprozesse nichtradioaktiver Substrate
wurde die aufgenommene Stoffmenge nicht um den Diffusionsanteil (P - S) korrigiert. Vor
der Transformation nach Eadie-Hofstee wurde die rechnerisch ermittelte Clearance mit der
jeweils angebotenen Gesamtsubstratkonzentration multipliziert und von der dazugehdrigen
Aufnahmerate abgezogen.

Berechnung des transepithelialen Fluxes

Der transepitheliale Flux J resultiert aus der Auftragung von der in den Akzeptor gelangten
Stoffmenge der untersuchten Substanz gegen die Zeit. Die pro Zeiteinheit durch die Membran
transportierte Stoffmenge in Prozent des Donators lief3 sich bei radioaktiven Fluxstudien mit
Hilfe folgender Gleichungen berechnen:
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J%] =

e Vi 0
gdpmtn + dprntn-lkorr xvilwA NS

X100%

tandard
AD

dpm,
dpMstandard
dpmtn-lkorr

Va
Vb

\% Standard
Vi

4
(dpmStandard)WD WPr ( )

Zerfallsgeschwindigkeit der entnommenen Probe zum Zeitpunkt t,
Zerfallsgeschwindigkeit des Standards in dpm/25 pl

um die Verdunnung korrigierte Zerfall sgeschwindigkeit der Probe zum
Zeitpunkt t, 1

Gesamtvolumen des Akzeptorkompartimentes in ml

Gesamtvolumen des Donatorkompartimentes in mi

Gesamtvolumen des Standards in ml

Entnahmevolumen aus dem Akzeptorkompartiment in ml

Fur Fluxuntersuchungen nichtradioaktiver Substanzen kam folgende Gleichung zur

Anwendung:

Va
Vb
Vi
Cin

Cin-1korr

Co

& V. 0
gctn + C'tn-lkorr XTH:NA XlOO%

%l = A D
J %] VA

Gesamtvolumen des Akzeptorkompartimentes in ml

()

Gesamtvolumen des Donatorkompartimentes in mi
Entnahmevolumen aus dem Akzeptorkompartiment in ml
Substratkonzentration im Akzeptorkompartiment zum Zeipunkt t,
um die Verdinnung korrigierte Substratkonzentration im
Akzeptorkompartiment zur Zeitpunkt tp.;

Substratkonzentration im Donatorkompartiment zum Zeitpunkt to

Die angegebenen Fluxraten pro Zeiteinheit wurden, wenn moglich, durch lineare Regression

aus den Messpunkten ermittelt.

Statistische Auswertung

Bel alen Versuchen betrug die Anzahl der voneinander unabhangigen Messungen drei bis

neun. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardfehler berechnet. Aul3erdem wurde

zur Prifung auf signifikante Unterschiede ein Teil der Messreihen einem nichtparametrischen

zweiseitigen U-Test nach Mann-Whitney unterworfen, wobel eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von p = 0,05 zugrunde gelegt wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Vertraglichkeit und Stabilitat der untersuchten Arzneistoffe

Wahrend der Transportstudien wurden die Arzneistoffe teilweise in hohen Konzentrationen
eingesetzt. Um eine Schadigung der Zellmonolayer durch osmotische Effekte oder
Beeinflussung der Membranintegritét ausschlief3en zu kdnnen, wurde der transepitheliale Flux
von Mannitol gemessen, wie unter 3.2.1.3 beschrieben. Der Mannitolflux wurde in Gegenwart
und Abwesenheit der untersuchten Arzneistoffe bei verschiedenen pH-Werten von apikal
nach basolateral (J.,) an Caco-2-Monolayern stellvertretend fur die anderen Zell-Linien
untersucht. Mannitol wird in geringem Mal3e und nur durch einfache Diffusion in die Zelle
aufgenommen. In der Zell-Linie Caco-2 existiert kein Transportsystem fur Mannitol
(Artursson et al. 1993). Ein gegentiber der Kontrolle erhdhter Mannitolflux wére demnach nur
durch Zellschadigungen infolge der hinzugefigten Arzneistoffe erklérbar.

Um vor Beginn einer Fluxmessung die endgultige Dichtigkeit des Zellrasens zu prufen, wurde
der elektrische Widerstand bestimmt (siehe 3.2.1.3). Der Mittelwert aller gemessenen
Widerstande betrug 486 + 9 W.cm?.

*

0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

+DIPH 5 mM (C)

w
o
L

+ RANT (F)

+ ETIL (E)

+ DIPH 0,5 mM (B)
Kontrolle (A)

+ BUTS (D)

(%/(Filter -2h))

N
o
L

[14C]Mannitolaufnahme Ja-c

1
w|
of *

ol
mi
nul I =

[“*CIMannitolflux J_ (%)
=
o

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)

Abb. 4: Einfluss von Arzneistoffen auf den transepitheialen [**C]Mannitolflux (Ja.,). Apikaler Zusatz von
[**C]Mannitol (5 uM) in An- oder Abwesenheit von Arzneistoffen unterschiedlicher Konzentrationen in Puffer
pH 7,5 (37°C), Inkubation tiber 2 h. Einschub: [**C]Mannitolaufnahme in die Zellen von der apikalen Seite ()
in 2 h. A: [*C]Mannitol (Kontrolle), B: plus Diphenhydramin 0,5 mM, C: plus Diphenhydramin 5 mM, D: plus
Butylscopolaminium 5 mM, E: plus Etilefrin 10 mM, F: plus Ranitidin 10 mM. Daten sind Mittelwerte + SE.,
n=23,* p<0,05.
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Abb. 5: Einfluss von Arzneistoffen auf den transepithelialen [*H]Mannitolflux (Ja..,). Apikaler Zusatz von
[*H]Mannitol (28 nM) in An- oder Abwesenheit von Arzneistoffen unterschiedlicher Konzentrationen in Puffer
pH 8,5 (37°C) oder pH 7,5 (37°C), Inkubation tiber 2 h. Einschub: [*H]Mannitolaufnahme in die Zellen von der
apikalen Seite (Jo) in 2 h. A: [*H]Mannitol (Kontrolle pH 8,5), B: plus Diphenhydramin 0,5 mM, C: plus
Etilefrin 5 mM, D: plus Ranitidin 5 mM, E: plus Chinin 3 mM, F: [*H]Mannitol (Kontrolle pH 7,5). Daten sind
Mittelwerte £ S.E., n = 3 (Etilefrinn = 2), * p< 0,05.

Die in Abb. 4 und Abb. 5 dargestellten Prozentwerte des [**C] oder [*H]Mannitolfluxes pro
Zeiteinheit und Filter wurden aus den Messwerten mit Hilfe von Gleichung (4) errechnet.

Bei pH 7,5 erhdhte Diphenhydramin in einer Konzentration von 5 mM den [**C]Mannitolflux
bereits nach 60 Minuten signifikant gegeniber der Kontrolle und erniedrigte die
[**C]Mannitolaufnahme in die Zellen nach zwei Stunden. Dagegen beeinflussten Diphen-
hydramin in einer Konzentration von 0,5 mM und die anderen Arzneistoffe den
[““C]Mannitolflux nicht (Abb. 4). Abb. 5 zeigt den Effekt des pH-Wertes auf den
[*H]Mannitolflux, der bei pH 8,5 im Vergleich zu pH 7,5 nach 120 Minuten um den Faktor 3
erhoht war. Bisher belegt ist die Vertréglichkeit von pH 4,8 bis 8,0 an Caco-2-Zellen Uber
weniger as 2 Stunden (Palm et al. 1999). Auferdem hatte Chinin (3 mM) bel pH 8,5 im
Vergleich zur Kontrolle einen starken Anstieg des Fluxes zur Folge, beeinflusste aber die
Aufnahme nicht. Dagegen erh6hte der Zusatz von Etilefrin (pH 8,5) den Flux schwach,
erniedrigte aber die Aufnahme stark. Die Ubrigen Arzneistoffe hatten bei pH 8,5 keinen
Einfluss auf die Aufnahme oder den Flux von [*H]Mannitol. Belegt sind auRerdem die
Vertraglichkeiten von 1 mM Diphenhydramin und von 3 mM Chinin bei pH 7,5 Uber zwel
Stunden.
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Stabilitat der Arzneistoffe

Ein moglicher Abbau der untersuchten Arzneistoffe durch zelluldre Enzyme wahrend der
zweistiindigen Fluxmessungen oder der Aufbereitung vor der nichtradioaktiven Quantifizie-
rung wurde mittels Kapillarelektrophorese Uberprift. Es wurde die Stabilitét der Substanzen
auf den Zellen und in Zell-Lysat in Abhangigkeit von den durchgefiihrten Experimenten
untersucht, wie unter 3.2.1.2 beschrieben. Die Stabilitatsprifungen fanden an der Zell-Linie
Caco-2 stellvertretend fur die anderen Zell-Linien statt, da Caco-2 als intestinale Zell-Linie
Uber eine Vielzahl metabolisierender Enzyme verfugt (Prueksaritanont et al. 1996).
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Abb. 6: Stabilitat der Arzneistoffe in Puffer Uber Caco-2-Monolayern. Inkubation mit Butylscopolaminium
0,25 mM (pH 7,5), Etilefrin 5 mM (pH 7,5), Ranitidin 0,5 mM (pH 8,5), Diphenhydramin 0,5 mM (pH 8,5) in
Puffer (37°C) Uber 5 h. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.
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Abb. 7: Stabilitdt der Arzneistoffe in Caco-2-Lysat. Inkubation mit Diphenhydramin (1 mM), Etilefrin
(5 mM), Ranitidin (1 mM) in destilliertem Wasser Uiber 5 h. Daten sind Mittelwerte £ SE., n= 3.

Abb. 6 und Abb. 7 lassen erkennen, dass die Arzneistoffe Butylscopolaminium, Diphen-
hydramin, Etilefrin und Ranitidin Uber einen Zeitraum von 5 Stunden keinem nennenswerten

Abbau unterliegen. Ranitidin wurde alerdings nach dem Stabilitétstest auf den Zell-
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Monolayern in geringerer Konzentration as eingesetzt wiedergefunden. Der Abbau von
Ranitidin durch zellulére Enzyme ist wenig wahrscheinlich, da Gan und Mitarbeiter (1993)
bei Transportuntersuchungen an Caco-2-Monolayern keinen Metabolismus von Ranitidin
festellen konnten.

4.2 Transport am DUinndar mepithel

4.2.1 Char akterisierung des [°*H]M PP*-Transportes an Caco-2-Zellen

N-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP") gilt als prototypisches Substrat fiir die organischen
Kationentransporter, das von allen 3 hOCTs mit vergleichbaren Affinitdtskonstanten (Kj)
transportiert wird (Koepsell et al. 2003). In der intestinalen Zell-Linie Caco-2 ist die mRNA
aler 3 hOCTs exprimiert (siehe Abschnitt 2.3.2, Tab. 1). Deshalb wurde MPP* in den
Untersuchungen an Caco-2-Zellen als kationisches Referenzsubstrat ausgewahlt, um so die
madgliche Interaktion oral verabreichter Arzneistoffe mit hOCTs zu simulieren. Die Aufnahme
von MPP" Uber die apikale Membran von Caco-2-Zellen wurde von Martel und Mitarbeitern
(2001) ausfuhrlich charakterisiert. Daher beschradnken sich die Untersuchungen an dieser
Stelle auf die Zeit- und Na'-Abhangigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme.

Abb. 8 zeigt die Zeit- und pH-Abhangigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme in Caco-2-Zéellen: Die
Aufnahme von [*HJMPP" ist bis zu 10 Minuten linear und wird durch einen auswarts
gerichteten Protonengradienten leicht stimuliert. Alle folgenden Aufnahmeuntersuchungen
mit [*H]MPP* an Caco-2 wurden bei pH 7,5 in Anwesenheit von 140 mM Natriumchlorid
Uber einen Zeitraum von 10 Minuten durchgefuhrt.
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Abb. 8: pH-Abhéngigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme in Caco-2-Zellen. Inkubation mit [*HJMPP" (4 nM) in
Puffer pH 6,0; pH 7,5 oder pH 85 (iber 10 min. Einschub: Zeitabhangigkeit der [°H]MPP*-Aufnahme.
Inkubation mit [*H]MPP" (4 nM) in Puffer pH 7,5. Daten sind Mittelwerte + SE., n= 3.
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4.2.2 Hemmung der [°H]MPP*-Aufnahme und des [*H]M PP*-Fluxes an Caco-2-

Monolayern durch die untersuchten Arzneistoffe

Die Auswirkung kationischer Modellsubstrate und Arzneistoffe auf die [*H]MPP*-Aufnahme
ist in Tab. 6 dargestellt. MPP* hemmt die Aufnahme von radioaktiv markiertem MPP" in
einer Konzentration von 0,1 mM Uber 50%. Interessanterweise hat das hOCT1- und hOCT2-
Substrat  Tetraethylammonium (TEA) bei einer Konzentration von 1 mM nur geringe
Auswirkungen auf die [*H]JMPP*-Aufnahme in Caco-2 Zellen, ebenso wie das hOCT2-
Substrat Cholin (Gorboulev et al. 1997). In einer Konzentration von 1 mM hemmen das
Spasmolytikum Butylscopolaminium und der Acetylcholinesterasehemmer Carbachol die
MPP’-Aufnahme moderat bis kaum.

Tab. 6: Inhibitoren der [*H]MPP*-Aufnahme in Caco-2-M onolayer . Inkubation mit [°H]MPP" (4 nM) in An-

oder Abwesenheit kationischer Modellsubstrate/Arzneistoffe in angegebenen Konzentrationen in Puffer pH 7,5
Uber 10 min. Daten sind Mittelwerte = S.E., n=4.

Inhibitor [*H]MPP*-Aufnahme (%)
Kontrolle 100+ 2

MPP* (0,1 mM) 44+1

TEA (1 mM) 76+ 4
Chalin (1 mM) 104+ 9
Butylscopolaminium (1 mM) 75+0,3
Carbachol (1 mM) 93+1

Desweiteren wurde der Einfluss kationischer Arzneistoffe auf die [*H]MPP"-Aufnahme in
Caco-2-Monolayern untersucht und deren Halbhemmkonzentrationen nach Gleichung (1)
ermittelt.
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Tab. 7: ICs;-Werte kationischer Arzneistoffe gegen [*H]MPP* an Caco-2-Zellen. Inkubation mit [*H]MPP*
(4 nM) in An- oder Abwesenheit kationischer Arzneistoffe (0-100 mM) in Puffer pH 7,5 tiber 10 min. Die |Cgo-
Werte wurden aus dose-response-Hemmkurven erstellt. Parameter sind gezeigt als Mittelwerte mit SE., n=4.

Arzneistoff 1Cso (UM)
Chinin 59+05
Atropin 230+ 28
Diphenhydramin 145 + 25
Etilefrin 3956 + 817
Chinidin 386
Ranitidin 271+ 42
Clonidin 109+ 14

In Tab. 7 sind die ermittelten 1Cso-Werte der kationischen Arzneistoffe aufgelistet. Die
Affinitétskonstanten liegen in einem Konzentrationsbereich von 5,9 uM fur das Antimalaria-
mittel Chinin bis 3,9 mM fir das Antihypotensivum Etilefrin. Die pharmazeutisch relevanten
Arzneistoffe Atropin, Clonidin, Chinin, Chinidin, Diphenhydramin und Ranitidin hemmen in
mikromolaren Konzentrationen die [*H]MPP*-Aufnahme in Caco-2-Zellen.

Um zu Uberprifen, ob die Arzneistoffe nicht nur die Aufnahme, sondern auch den
transepithelialen Transport von [*H]MPP* hemmen konnen, wurden Fluxuntersuchungen von
apikal nach basolateral mit [*H]MPP" in An- und Abwesenheit der Arzneistoffe an Caco-2-
Monolayern durchgefuihrt (siehe 3.2.1.3). Die Arzneistoffe Diphenhydramin, Chinin und
Chinidin, die in den Vertraglichkeitsuntersuchungen membranschadigende Eigenschaften
aufwiesen, wurden nur in den als vertraglich bestimmten Konzentrationen eingesetzt. Die
Ubrigen Arzneistoffe wurden in der Konzentration von 20 mM eingesetzt. Der transepitheliale
Flux wird im Vergleich zur apikalen Aufnahme in Petrischalen oft erst in hoheren Konzentra-
tionen gehemmt, da hier auch potenzielle Transporter in der basolateralen Membran mit dem
Substrat interagieren konnen, die bei Aufnahmeuntersuchungen an apikalen Membranen
keine Rolle spielen. Die Umrechnung der Messwerte in den prozentualen [*H]MPP*-Flux pro
Zeiteinheit und Filter erfolgte mit Gleichung (4).
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Abb. 9: Hemmung des transepithelialen [*H]M PP*-Fluxes durch Caco-2-Monolayer (J..,). Apikaler Zusatz
von [*H]MPP' (2 nM) in An- oder Abwesenheit von Arzneistoffen unterschiedlicher Konzentration in Puffer
pH 7,5 (37°C). Einschub: Aufnahme von [*H]JMPP" in die Zellen von der apikalen Seite (J.o) in 2 h.
A:[*HJMPP* 2 nM (Kontrolle), B: plus Diphenhydramin 0,5 mM, C: plus Chinidin 3 mM, D: plus
Butylscopolaminium 20 mM, E: plus Chinin 3 mM, F: plus Ranitidin 20 mM, G: plus Clonidin 20 mM, H: plus
Atropin 20 mM. Daten sind Mittelwerte + SE., n> 3, * p<0,05.

Abb. 9 zeigt den Einfluss der Arzneistoffe auf den transepithelialen [*H]MPP*-Flux in apikal-
basolateraler Richtung (J.). Die durch lineare Regression ermittelte Fluxrate betrug nach
Division durch die Membranflache 2%/h-cm? und lag damit um das 30fache héher als der
[**C]Mannitol-Flux durch Caco-2-Monolayer (0,07%/h-cm? (Bretschneider et al. 1999)). Alle
kationischen Arzneistoffe inhibierten den [*H]MPP*-Flux. Diphenhydramin hemmte in einer
Konzentration von 0,5 mM den [*H]MPP*-Flux um 75%. Die hOCT-Inhibitoren Chinin und
Chinidin verringerten in einer Konzentration von 3 mM den [*H]MPP*-Flux jeweils um 81
und 68%. In einer Konzentration von 20 mM hemmten Atropin, Ranitidin, Clonidin und
Butylscopolaminium den [*HJMPP*-Flux um 85, 80, 79 und 78%. Die Rangfolge der
Aufnahmeraten in die Zellen nach 2 Stunden war von der Fluxrangfolge verschieden. Alle
Arzneistoffe hemmten gegenuber der Kontrolle signifikant die Aufnahme in die Zellen:
Wahrend Diphenhydramin die [*H]MPP*-Aufnahme um weniger as 50% reduzierte,
hemmten die anderen Arzneistoffe die intrazelluldre Aufnahme wesentlich stérker.
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4.2.3 Flux der kationischen Arzneistoffe durch Caco-2-M onolayer

Die Hemmung von [*H]MPP"-Aufnahme und -Flux zeigt deutlich eine Interaktion der
Arzneistoffe mit MPP*-Transportprotein(en), beweist aber nicht die tatsachliche Transl okati-
on der Arzneistoffe Uiber das Epithel durch MPP*-Aufnahmesysteme. Daher wurde zunachst
der Flux ausgewdhiter unmarkierter Arzneistoffe in Caco-2-Zellen untersucht, wobei
Transport und intrazellulére Aufnahme sowohl in apikal-basolateraler als auch in basolateral-
apikaler Richtung gemessen wurden. Die Quantifizierung erfolgte mittels Kapillarel ektropho-
rese oder Flussigkeits-Szintillationsmessung (Atenolol). Die Arzneistoffe wurden in
Konzentrationen eingesetzt, die sich als fur die Zellen vertréglich erwiesen hatten.

Diein Tab. 8 dargestellt Fluxraten in %/Filter-h wurden vor der linearen Regression der Daten
mit Hilfe von Gleichung (5) aus den gemessenen Werten errechnet. Bel pH 7,5 stellt sich die
Rangfolge der Fluxraten in apikal-basolateraler und basolateral-apikaler Richtung wie folgt
dar: Chinin > Etilefrin > Ranitidin > Butylscopolaminium. Die Fluxraten von apika nach
basolateral waren mit Ausnahme von Ranitidin um den Faktor 1,3-3 hoher als von basolateral
nach apikal. Bel einem pH-Wert von 8,5 ergab sich folgende Rangfolge der Fluxraten J,., und
Jo: Diphenhydramin > Etilefrin > Ranitidin > [®H]Atenolol > Butylscopolaminium (nur J.p,
bestimmt). Die Fluxraten J.p, von Diphenhydramin und Etilefrin waren grofler as deren
Fluxraten Jy. [*H]Atenolol zeigte Fluxraten derselben GroRenordnung in beide Richtungen.
Die Fluxraten von Ranitidin lagen sowohl bei pH 7,5 as auch bei pH 8,5 von basolateral nach
apikal Uber denen von apikal nach basolateral. Bei den Arzneistoffen, deren Fluxraten bei
verschiedenen pH-Werten untersucht wurden, lasst sich mit steigendem pH-Wert eine
Zunahme der Fluxraten um den Faktor 1,4-4,1 erkennen. So ist unabhéngig von der
Fluxrichtung Jgiiterrin PH 8,5 > Jetitefrin PH 7,5 > Jgiterrin PH 6,5 und Jsutyiscopolaminium PH 8,5 >
JButylscopolaminium PH 7,5 SOWi€ Jranitidin PH 8,5 > Jraniticin PH 7,5.
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Tab. 8: Transepithelialer Flux verschiedener kationischer Arzneistoffe an Caco-2-Monolayern in apikal-
basolateraler und basolateral-apikaler Richtung. Messung des Fluxes (3,1, J,.) Uber 2 h bei den pH-Werten
6,5, 7,5 oder 85 (37°C). Zusatz der Arzneistoffe verschiedener Konzentrationen ([*H]Atenolol 72 nM,
Butylscopolaminium 5 mM, Diphenhydramin 0,5 mM, Etilefrin 5 mM, Ranitidin 5 mM, Chinin 3 mM) in Puffer
zum Donatorkompartiment (1,5 oder 2,6 ml) der Transwell®-Kammern. Nach 10, 30, 60 und 120 min
Probenentnahme aus dem Akzeptorkompartiment. Bestimmung der Fluxraten durch lineare Regression, aul3er
fur Chinin, Diphenhydramin und Etilefrin pH 6,5. Daten sind Mittelwerte+ SE., n> 3.

pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5
Fluxrate Jap Ja Jap Ja Jab Ja
%l/(Filter-h) | %/(Filter-h) | %/(Filter-h) | %/(Filter-h) | %/(Filter-h) | %/(Filter-h)

Arzneistoff
[*H]Atenolol n.b. n.b. n.b. n.b. 14+0/1 15+0,3
Butylscopolaminium n.b. n.b. 0,60+0,2 026+0,1 0,98+04 n.b.
Diphenhydramin n.b. n.b. n.b. n.b. 44 +1 23+1
Etilefrin 15+0,8 091+04 21+01 17+0.2 8,707 59+05
Ranitidin n.b. n.b. 0,57+0,1 11+03 23+03 28+03
Chinin n.b. n.b. 33+2 12+2 n.b. n.b.

Die zugehdrigen intrazellularen Aufnahmeraten (%/(Filter-2h)) sind in Tab. 9 aufgelistet. Die
Rangfolgen fur Aufnahme in die Zellen und Fluxraten bei pH 7,5 sind identisch, Butylscopo-
laminium konnte nicht detektiert werden. Die Aufnahmeraten von basolateral in die Zellen
(J-c) waren mit Ausnahme von Chinin bel pH 7,5 2-4fach hoher als von apikal in die Zellen
(Jac), bei Erhéhung des pH-Wertes auf 8,5 war J, Ranitidin, [°H]Atenolol > J,.. Ranitidin,
[3H]Atenolol, J-c Etilefrin = J,¢ Etilefrin und J..c Diphenhydramin > J,.. Diphenhydramin.
Bel pH 8,5 gliedern sich die Aufnahmeraten J... folgendermal3en: Diphenhydramin > Etilefrin
> [®*H]Atenolol > Ranitidin. Die Aufnahmeraten J,. unterscheiden sich bei pH 8,5 fir
[*H]Atenolol, Diphenhydramin, Etilefrin und Ranitidin kaum. Die Aufnahme von Etilefrin
wird durch steigenden pH-Wert von 6,5 nach 7,5 um das 5-7fache stimuliert, bei weiterer
Erhohung des pH-Wertes auf 8,5 steigt die Aufnahmerate um den Faktor 3-4. Die Aufnahme-
rate von Ranitidin steigt wie die Fluxrate von pH 7,5 nach pH 8,5 an.

In Abb. 10 sind die Aufnahmeraten J..c und J,.c von Etilefrin aus Tab. 9 zusammen mit Jy.c in
Gegenwart von 20 mM des hOCT-Substrates TEA bel einem pH-Wert von 7,5 graphisch
dargestellt. Der Zusatz von TEA zum basolateralen Donatorkompartiment reduzierte die
Etilefrinaufnahme schwach, aber statistisch signifikant. Die Etilefrinaufnahme aus dem
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apikalen Kompartiment in die Zellen ist gegentiber der aus dem basolateralen Kompartiment
mit und ohne TEA-Zusatz deutlich geringer.

Tab. 9: Aufnahme der Arzneistoffe Gber apikale und basolaterale Membranen von Caco-2-Monolayern.
Messung der Aufhahme (L., J.¢) in 2 h bel den pH-Werten 6,5; 7,5; oder 8,5 (37°C). Zusatz der Arzneistoffe
verschiedener Konzentrationen ([*H]Atenolol 72 nM, Butylscopolaminium 5 mM, Diphenhydramin 0,5 mM,
Etilefrin 5 mM, Ranitidin 5 mM, Chinin 3 mM) in Puffer zum Donatorkompartiment (1,5 oder 2,6 ml) der
Transwell®-Kammern. Nach 2 h Ausschneiden der Filter aus dem Einsatz. Daten sind Mittelwerte + SE., n> 3.

pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5
ufnahme N N N N N N
(%/Filter-2h) | (%/Filter-2h) | (%/Filter-2h) | (%o/Filter-2h) | (%o/Filter-2h) | (%/Filter-2h)
Arzneistoff
[3H] Atenolol n.b. n.b. n.b. n.b. 0,36 +£0,02 | 0,55+ 0,03
Butylscopolaminium n.b. n.b. n.d. n.d. n.d. n.b.
Diphenhydramin n.b. n.b. n.b. n.b. 10+01 | 0,72+0,05
Etilefrin 0,05+0,01 | 0,07+0,01 | 0,25+0,04 | 054+0,04 | 0,73+0,1 | 0,60+ 0,08
Ranitidin n.b. n.b. 0,07+001 | 028+0,01 | 0,22+0,03 | 0,69+ 0,03
Chinin n.b. n.b. 1,6 £ 0,06 1,1+0,1 n.b. n.b.
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Abb. 10: Vergleich der Etilefrinaufnahme aus apikalem und basolateralem Kompartiment, Einfluss von
TEA. Messung der Aufnahme (., Jc) in 2 h bei pH 7,5 (37°C). Zusatz von Etilefrin (5 mM) und ggf. TEA
(20 mM) in Puffer zum Donatorkompartiment (1,5 oder 2,6 ml) der Transwell®-Kammern. Nach 2 h
Ausschneiden der Filter aus dem Einsatz. Daten sind Mittelwerte+ SE., n>3,* p<0,05vs. ., # p<0,05vs.
Jc + TEA.
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4.2.4 Aufnahme der kationischen Arzneistoffe in Caco-2-Monolayer

Die apikale Aufnahme der Arzneistoffe Chinin, Diphenhydramin, Etilefrin und Ranitidin
wurde durch Inkubationen von in Petrischalen gewachsenen Caco-2-Zellen charakterisiert,
wie unter 3.2.1.2 beschrieben. Entsprechend den MPP*-Aufnahmeuntersuchungen fanden die
Versuche am Tag 7 statt.

Chinin

Chinin schadigte bel pH 8,5 in einer Konzentration von 3 mM die Zellmembranen, war
jedoch bel pH 7,5 tber 2 Stunden in derselben Konzentration vertréglich. Daher wurden die
Zellen bei pH 7,5 inkubiert. Die Menge an aufgenommenem Chinin in Caco-2-Zellen zeigte
Nichtlinearitét bei Inkubationszeiten > 1 min. Deshab wurden 1-minitige Inkubationen
durchgefuhrt. In Abb. 11 ist die Aufnahme von Chinin in Abhangigkeit von der Substratkon-
zentration dargestellt. Im gewahlten Konzentrationsbereich von 0,1-5 mM ist keine Séttigung
der Chininaufnahme mit steigender Substratkonzentration zu erkennen, die Beteiligung eines
spezifischen Transportsystems ist daher wenig wahrscheinlich.

100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Chininaufnahme
(nmol/(min pro mg Protein))

0 1 2 3 4 5 6
Chinin (mM)

Abb. 11: Chininaufnahme in Caco-2-Zellen in Abhéangigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation
mit Chinin (0,1-5 mM) in Puffer pH 7,5 (37°C) Uber 1 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.
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Diphenhydramin

Die Inkubation von Caco-2-Zellen mit Diphenhydramin bei verschiedenen pH-Werten zeigte,
dass Diphenhydramin vergleichbar mit MPP* bei auswérts gerichtetem Protonengradienten
um den Faktor 2,5 starker aufgenommen wird als bel einwérts gerichtetem Protonengradien-
ten (Abb. 12). Die folgenden Untersuchungen wurden daher bei pH 8,5 durchgefihrt.

(o]
o
1

(2]
o
1

(nmol/(min pro mg Protein))
S &

Diphenhydraminaufnahme

o

pH 6,0 pH 7,5 pH 8,5

Abb. 12: pH-Abhangigkeit der Diphenhydraminaufnahme in Caco-2-Zellen. Inkubation mit Diphenhydra-
min (5 mM) in Puffer (37°C) Uber 1 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

Die Diphenhydraminaufnahme war vergleichbar der Chininaufnahme in Caco-2-Zellen
nichtlinear bei Inkubationszeiten > 1 Minute. Die Charakterisierung der Diphenhydraminauf-
nahme in Abhangigkeit von der Substratkonzentration erfolgte deshalb bei 1-minttigen
Inkubationszeiten. Abb. 13 zeigt einen mit steigender Substratkonzentration hyperbolischen
Verlauf der Diphenhydramin-Aufnahmerate, der auf Séttigbarkeit des Transportmechanismus
schliefien l&sst. Durch nichtlineare Regression der Daten nach Gleichung (3) wurden die
folgenden kinetischen Parameter ermittelt: Die MichaelisMenten-Konstante (K;) und die
Maximalgeschwindigkeit (Vmax) fUr diesen Transportprozess betrugen 0,3 = 0,04 mM und
39 = 5 nmol/(min pro mg Protein). Die Transformation der Daten nach Eadie-Hofstee nach
Subtraktion des errechneten nicht sdttigbaren Anteils der Diphenhydraminaufnahme
resultierte in einer Geraden (r = 0,99; Einschub), so dass mdglicherweise ein einzelnes
Transportsystem fir die Diphenhydraminaufnahme im dargestellten Konzentrationsbereich
verantwortlich ist.
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Abb. 13: Diphenhydraminaufnahme in Caco-2-Zellen in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration.
Inkubation mit Diphenhydramin (0,05-0,75 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 1 min. Einschub: Eadie-Hofstee-
Transformation der Daten nach Subtraktion des nichtsittigbaren Anteils der Diphenhydraminaufnahme.
v: Aufnahmerate (nmol/(min pro mg Protein)), S: Diphenhydraminkonzentration (mM). Daten sind
Mittelwerte+ SE., n=3.

Etilefrin

Die apikale Etilefrinaufnahme in Caco-2-Zellen steigt mit Erhéhung des pH-Wertes (Tab. 9).
Daher erfolgten weitere Untersuchungen bei pH 8,5. Linearitdt der apikalen Etilefrinaufnah-
me war bis zu Inkubationszeitraumen von 5 Minuten gegeben. Die Abhangigkeit der
Etilefrinaufnahme von der Substratkonzentration wurde deshalb tber einen Konzentrationsbe-
reich von 0,5-50 mM jewells in einem Zeitraum von 5 Minuten untersucht (Abb. 14). Die
nichtlineare Regresson der Daten nach Gleichung (3) ergab eine Michaelis-Menten-
Konstante (K;) von 164 %= 38 mM und ene Maximageschwindigkeit von
782 + 158 nmol/(5 min pro mg Protein). Nach Subtraktion des durch Gleichung (3)
errechneten nichtsdttigbaren Anteils der Etilefrinaufnahme ergab die Auftragung der
Aufnahmerate gegen den Quotienten von Aufnahmerate/Substratkonzentration (Eadie-
Hofstee) eine Gerade (Einschub), was moglicherweise auf ein an der Etilefrinaufnahme
beteiligtes Transportsystem im gewahlten Konzentrationsbereich schlief3en |8sst.
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Abb. 14: Etilefrinaufnahme in Caco-2-Zellen in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation
mit Etilefrin (0,5-50 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 5 min. Einschub: Eadie-Hofstee-Transformation der
Daten nach Subtraktion des nichtséitigbaren Anteils der Etilefrinaufnahme. v:  Aufnahmerate
(nmol/(5 min pro mg Protein)), S: Etilefrinkonzentration (mM). Daten sind Mittelwerte £ SE., n=3.

Ranitidin

Wie fr Diphenhydramin und Etilefrin wurden auch fir Ranitidin die weiteren Aufnahmeun-
tersuchungen bel pH 8,5 durchgefihrt, da sich die intrazelluldre Aufnahmerate von der
apikalen Seite (J.c) bei Erhohung des pH-Wertes von pH 7,5 auf pH 85 verdreifachte
(Tab. 9). Die Ranitidinaufnahme in Caco-2-Zellen war bel Inkubationen >5 Minuten
nichtlinear, die Ranitidinaufnahme in Abhangigkeit von der Substratkonzentration fand daher
Uber Zeitrdume von 5 Minuten statt. Aus Abb. 15 wird deutlich, dass die Ranitidinaufnahme
in einem Konzentrationsbereich von 1-50 mM nicht séttigbar ist. Daher ist eine transportpro-
teinvermittelte Aufnahme von Ranitidin unter den angegebenen Bedingungen unwahrschein-
lich.
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Abb. 15: Ranitidinaufnahme in Caco-2-Zellen in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation
mit Ranitidin (1-50 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 5 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

4.3 Transport am Plazentaepithel

4.3.1 Charakterisierung des [*H]Cholintransportes an Plazentazellen (BeWo und
JEG-3)

In der Plazenta sind eine Vielzahl von Transportsystemen zur Versorgung des Fetus
lokalisiert. Arzneistoffe konnen als Substrate oder Inhibitoren mit diesen Transportsystemen
interagieren und so Einfluss auf die Entwicklung des Fetus nehmen (Ganapathy et al. 2000).
Das permanente Kation Cholin wird als fur den kindlichen Organismus essentieller Nahrstoff
Uber die Plazentaschranke transportiert. Dieses Transportsystem wurde mit Hilfe verschiede-
ner Techniken wie Fragmenten menschlicher Plazenta (Welsch 1976b), Mikrocarrierkulturen
von BeWo-Zellen (Eaton und Sooranna 1998) oder perfundierter Meerschweinchenplazenta
(Sweiry und Y udilevich 1985) funktionell charakterisiert.

An den humanen Plazentazell-Linien BeWo und JEG-3 sollten Interaktionen der kationischen
Arzneistoffe mit dem Transportsystem fur den ebenfalls kationischen Nahrstoff Cholin
untersucht werden. Zunéchst wurden durch Charakterisierung des [*H]Cholintransportes an
den Zédll-Linien die Versuchsbedingungen fir die weiteren Untersuchungen festgel egt.

Die Abhangigkeit der [*H]Cholinaufnahme von der Kultivierungsdauer in BeWo- und JEG-3-
Zéellen ist in Abb. 16 dargestellt. Die Zell-Linie BeWo nahm an Tag 3 und 7 vergleichbare
Mengen an [*H]Cholin auf, von Tag 7 zu 9 reduzierte sich die [*H]Cholinaufnahme. Bei JEG-
3-Zellen verringerte sich die Aufnahme geringfiigig aber konstant von Tag 2 bis 14. Um das
Kontaminationsrisiko durch den haufigen Mediumswechsel (Tab. 4) bei BeWo-Zellen gering
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zu halten, wurde Tag 3 as Versuchstag festgelegt. Die Versuche an JEG-3-Zellen fanden an
Tag 7 in der Plateauphase der [*H]Cholinaufnahme statt.
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Abb. 16: [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zelen (A) und JEG-3-Zellen (B) in Abhéngigkeit von der
Kultivierungsdauer. Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in Puffer pH 7,5 iiber 1 min (BeWo) oder 5 min

(JEG-3). Daten sind Mittelwerte+ S.E., n = 3.

Die Zeitabhangigkeit der [*H]Cholinaufnahme in BeWo- und JEG-3-Zdllen ist in Abb. 17
dargestellt. Die aufgenommene [*H]Cholinmenge nimmt in BeWo-Zéellen bis ungefahr 2
Minuten, in JEG-3 Zellen bis ungeféhr 5 Minuten proportional zur Einwirkzeit zu. Daher
betrug die Inkubationszeit bei dem Grof3teil der anschlief}enden Aufnahmestudien 1 Minute

fir BeWo-Zellen und 5 Minuten fiir JEG-3-Zellen.
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Abb. 17: Zeitabhangigkeit der [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen (gefiillte Kreise) und JEG-3-Zellen
(offene Kreise). Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in Puffer pH 7,5 Uber 20 min. Daten sind
Mittelwerte+ SE., n> 4.

Desweiteren wurde die pH-, Na'- und Membranpotenzialabhéngigkeit der
[*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen untersucht (Abb. 18). Die [*H]Cholinaufnahme in
BeWo-Zellen wurde nur leicht durch Anderung des extrazelluldren pH-Wertes von 6,5 nach
8,5 stimuliert. Die Aufnahme von [*H]Cholin war leicht Na'-abhéngig: Der Austausch von
Natriumchlorid gegen Lithiumchlorid reduzierte die aufgenommene [*H]Cholinmenge
signifikant um 35%. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die folgenden Untersuchungen bei
einem extrazellularen pH-Wert von 7,5 und in Gegenwart von 140 mM Natriumchlorid
durchgefiihrt. In einer Konzentration von 10 pM verringerte das Protonophor FCCP
(Carbonylcyanid  4-Trifluoromethoxyphenylhydrazon) bei alen 3 pH-Werten die
[*H] Cholinaufnahme signifikant. Durch FCCP bricht der Protonengradient zusammen, an die
Stelle des unter physiologischen Bedingungen herrschenden Membranpotenzials tritt ein
Protonendiffusionspotenzial (Burckhardt und Pietrzyk 1980). [*H]Cholin wird bei Anwesen-
heit eines Protonendiffusionpotenzials vermindert in BeWo-Zellen aufgenommen, die
[*H] Cholinaufnahme in BeWo-Zellen ist daher abhéngig vom Membranpotenzial.
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Abb. 18: pH-, Na'-, und Membranpotenzialabhéngigkeit der [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen.
Vorinkubation for 10 min mit Puffer pH 7,5 in An- oder Abwesenheit von FCCP (10 uM), anschlief3end
Inkubation mit [®H]Cholin (2 nM) in Puffer pH 6,5; 7,5 oder 8,5 fiir 1 min. Einschub: Na'-Abhangigkeit der
[*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen. Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in Puffer pH 7,5 iber 10 min.
Natriumchlorid wurde isoosmotisch ersetzt durch Lithiumchlorid. Daten sind Mittelwerte + SE., n = 4,
* p<0,05.

Um die kinetischen Parameter des Transportsystems bestimmen zu kénnen, wurde die
Abhangigkeit der Cholinaufnahmerate von der Substratkonzentration gemessen (Abb. 19). In
beiden Zell-Linien wurden die Aufnahmeraten Uber einen Konzentrationsbereich von 3 nM
bis 1 mM gemessen. Der nicht sittighare Anteil der [*H]Cholinaufnahme (einfache Diffusion
und Bindung des radioaktiven Cholins) wurde in Gegenwart von 20 mM Cholin bestimmt und
vor der Kurvenanpassung nach Gleichung (3) von der jeweiligen Aufnahmerate abgezogen.
Dieser Anteil betrug jeweils 3,5% und 9,6% der [°H]Cholingesamtaufnahme bei einer
Konzentration von 3 nM fur BeWo- und JEG-3-Zellen. Die transportvermittelte Aufnahmera-
te und die Substratkonzentration standen in hyperbolischer Beziehung zueinander. Aus der
Eadie-Hofstee-Transformation der Daten resultierten Geraden (Abb. 19 A, B; Einschiibe). Die
Michaelis-Menten-Konstanten des Cholintransportes (K;) betrugen 108 + 10 uM in BeéWo-
Zellen und 206 + 15 pM in JEG-3-Zdllen, die Maximalgeschwindigkeiten (Vmax) betrugen
jeweils 3,1 + 0,09 nmol/(min pro mg Protein) und 4,7 £ 0,1 nmol/(5 min pro mg Protein).
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Abb. 19: Abhéngigkeit der Cholinaufnahme von der Substratkonzentration in BeWo-Zellen (A) und
JEG-3-Zéllen (B). Inkubation mit [®H]Cholin (3 nM) in Gegenwart von unmarkiertem Cholin in steigenden
Konzentrationen in Puffer pH 7,5 Gber 1 min (BeWo-Zellen) oder 5 min (JEG-3-Zellen). Der Diffusionsanteil
der Aufnahme wurde in Anwesenheit von 20 mM unmarkiertem Cholin bestimmt. Einschiibe; Eadie-Hofstee-
Transformation der Daten. v: Aufnahmeraten (nmol/(min pro mg Protein)) bei BeWo oder
(nmol/(5 min pro mg Protein)) bei JEG-3; S: Cholinkonzentration (mM). Daten sind Mittelwerte+ SE., n> 3.
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4.3.2 Hemmung des [*H]Cholintransportes durch die Ar zneistoffe

Nach der ausfihrlichen Charakterisierung des Cholintransportsystems schlossen sich
Untersuchungen beziiglich der Substratspezifitét der [*H]Cholinaufnahme an.

Zahlreiche therapeutisch relevante Arzneistoffe hemmten die [*H]Cholinaufnahme in BeWo-
Zellen (Abb. 20). Etilefrin, Atropin, Ranitidin, Metoprolol, Clonidin, Butylscopolaminium
und Imipramin reduzierten die [®H]Cholinaufnahme im Vergleich zur Kontrolle in einer
Konzentration von 1 mM signifikant um > 40%.

Kontrolle

Cholin *

TEA *
Etilefrin *

Atenolol *
Atropin *

Ranitidin *

Metoprolol *

Nadolol *
Carbachol *

Cimetidin *
Metformin *
Clonidin *

Arterenol

Procainamid *

Lidocain *
Scopolamin

Butylscopolaminium *

Methylscopolaminium *
Imipramin *

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

Abb. 20: Substratspezifitat der [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen. Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in
An- oder Abwesenheit (Kontrolle) kationischer Arzneistoffe (1 mM) in Puffer pH 7,5 tber 1 min. Daten sind
Mittelwerte+ SE., n=4,* p<0,05.

Der Einfluss kationischer Modellsubstrate und endogener Kationen in einer Konzentration
von 1 mM auf die [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen ist in Tab. 10 dargestellt: Cholin und
Hemicholin hemmten die [*H]Cholinaufnahme um > 90%. Die kationischen Modellsubstrate
TEA und TMA und das endogene Kation Guanidin hemmten die Aufnahme auf 70-40% des
Kontrollwertes. Das OCTN2-Substrat Carnitin und das endogene Kation Creatin waren keine
Inhibitoren der Aufnahme. Die [*H]Cholinaufnahme wurde durch das Vitamin Thiamin auf
30% der Kontrolle geghemmt.
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Tab. 10: Inhibitoren der [*H]Cholinaufnahme in BeWo-Zellen. Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in An-
oder Abwesenheit (Kontrolle) kationischer Modellsubstrate/fendogener Kationen/Zwitterionen (1 mM) in Puffer
pH 7,5 Gber 1 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=4.

Substanz [*H]Cholinaufnahme (%)
Kontrolle 100+ 1,5

Cholin 35+04
Hemicholin 69+05

TEA 68+4

TMA 49+ 2
Guanidin 42+2

Carnitin 93+2

Thiamin 28+2

Crestin 98+1

Fur Acetylcholin ist eine séttigbare Aufnahme in humane Plazentafragmente beschrieben
(Welsch 1976a), die kompetitiv durch Cholin gehemmt wird. Daher sollte mittels eines ABC-
Tests untersucht werden, ob Acetylcholin und Cholin Uber dasselbe Transportsystem in
BeWo-Zellen gelangen. Zwei Substrate (Acetylcholin (A) und Cholin (B)) mussen
gegenseitig ihre Aufnahme in derselben Konzentration gleichstark hemmen und eine dritte
Substanz (Butylscopolaminium (C)) muss die Aufnahme beider Substrate in gleichem Mal3e
hemmen. Aus Tab. 11 ist zu erkennen, dass Acetylcholin und Cholin sehr wahrscheinlich
durch dasselbe Transsportsystem aufgenommen werden: In einer Konzentration von 1 mM
hemmt Acetylcholin sowohl die [*H]Acetylcholinaufnahme als auch die [®H]Cholinaufnahme
um etwa 80% gegniiber der Kontrolle, Cholin hemmt die [*H]Acetylcholinaufnahme und die
[*H]Cholinaufnahme um etwa 90%. Buytlscopolaminium (1 mM) inhibiert die Aufnahme
beider Substrate in gleichem Ausmal3 um 60%.
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Tab. 11: ABC-Test an BeWo-Zellen. Inkubation mit [*H]Acetylcholin (2 nM) oder [*H]Cholin (2 nM) in An-
oder Abwesenheit von Acetylcholin, Cholin und Butylscopolaminium (alle 1 mM) in Puffer pH 7,5 Gber 10 min.
Daten sind Mittelwerte + SE., n=3.

+ Acetylcholin + Cholin + Butylscopolaminium
(1 mM) (1 mM) (1 mMm)
A B C
[*H]Acetylcholin-
aufnahme (%) 18+04 9+01 38+12
[*H]Cholin-
aufnahme (%) 26+05 14+ 0,3 47+12

Zur Untersuchung der Substratspezifitét der [*H]Cholinaufnahme in JEG-3-Zellen wurden
Hemmkurven in Gegenwart kationischer Arzneistoffe und Modellsubstrate erstellt (Abb. 21).
Die aus den Daten durch Gleichung (1) und (2) ermittelten Hemmkonstanten (Ki) der
(potenziellen) Substrate waren 0,06 £ 0,01 mM (Cholin), 1,5 £ 0,3 mM (Acetylcholin),
3,3+ 04 mM (Etilefrin), 0,25 £ 0,03 mM (Diphenhydramin), 0,18 + 0,03 mM (Clonidin),
0,63 £ 0,11 mM (Butylscopolaminium), 1,8 + 0,2 mM (Ranitidin), 4,0 £ 1,0 mM (Guanidin),
0,36 + 0,03 mM (Chinin), 0,44 + 0,06 mM (Chinidin), 0,74 + 0,07 mM (MPP").
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Abb. 21: Substratspezifitat der [*H]Cholinaufnahme in JEG-3-Zéllen. Inkubation mit [*H]Cholin (2 nM) in
An- oder Abwesenheit kationischer Arzneistoffe/Modellsubstrate/endogener Kationen (0-100 mM) in Puffer
pH 7,5 Uber 5 min. Daten sind Mittelwerte + SE., n=4.

Fir die genauere Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Diphenhydramin und dem
Cholintransportsystem in JEG-3-Zellen erfolgte die Bestimmung der Cholinaufnahmekinetik
in An- oder Abwesenheit von 300 uM Diphenhydramin (Abb. 22). Die [*H]Cholinaufnahme
wurde um den zuvor bestimmten Diffusionsanteil in Gegenwart von 20 mM Cholin Korrigiert.
Er betrug 15,8% fur die Kontrollgruppe und 28% fur die behandelte Gruppe. Anschlief3end
wurde die Aufnahmekurve den Messpunkten mittels MichaelisMenten-Gleichung (3)
angepasst.

52



ERGEBNISSE

1,4 -
® Kontrolle
i i M
12 O Diphenhydramin 300 p
1,0 A
0,8 - 1,2

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

0,6 A

0,4 -

0,2 -

Cholinaufnahme
(nmol/(5 min pro mg Protein))

0 2 4 6 8 10 12 14
VIS

0,0 ¢ T T T ,
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Cholin (mM)
Abb. 22: Einfluss von Diphenhydramin auf die Kinetik des Cholintransportesin JEG-3-Zéllen. Inkubation
mit [*H]Cholin (4 nM) in Gegenwart steigender Konzentrationen von unmarkiertem Cholin (Kontrolle) und in
An- oder Abwesenheit von 300 pM Diphenhydramin in Puffer pH 7,5 tber 5 min. Der Diffusionsanteil der
Aufnahme wurde in Anwesenheit von 20 mM unmarkiertem Cholin bestimmt. Einschub: Eadie-Hofstee-

Transformation der Daten. v: Aufnahmerate (nmol/(5 min pro mg Protein)), S: Cholinkonzentration (mM).
Daten sind Mittelwerte + SE., n=3, * p<0,05.

Durch die Zugabe von 300 uM Diphenhydramin stieg die Michaelis-Menten-Konstante (Kj)
von 130 auf 260 puM, wohingegen die Maximalgeschwindigkeit des Transportsystems (V max)
unbeeinflusst blieb (1,3 nmol/5 min pro mg Protein). Weiterhin lag der Schnittpunkt der
Geraden bei Eadie-Hofstee-Transformation der Daten auf der Y-Achse. Diese Ergebnisse
lassen auf kompetitive Hemmung der [*H]Cholinaufnahme durch Diphenhydramin schlie3en.

4.3.3 Charakterisierung des [*H]Clonidintransportes an JEG-3-Zéellen

Der az-Rezeptoragonist Clonidin wird auch wéahrend der Schwangerschaft zur Therapie der
Préeklampsie als Antihypertensivum eingesetzt (Edwards et al. 2000). An der perfundierten
humanen Plazenta beschrieben Ala-Kokko und Mitarbeiter (1997) den Transfer von Clonidin.
Bisher existieren jedoch keine Studien zu plazentalen Transportmechanismen von Clonidin.
Daher erschien deren Charakterisierung an der Plazentazell-Linie JEG-3 sinnvoll.

Fir die Festlegung der Versuchstage wurde zunéchst die Aufnahme von radioaktiv
markiertem Clonidin in Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer bestimmt und auf den
Proteingehalt bezogen (Abb. 23). Die [*H]Clonidinaufnahme stieg (iber den untersuchten
Zeitraum nur wenig an und erreichte an Tag 7-8 ein Plateau, deshalb wurde Tag 7 nach der
Aussaat als Versuchstag festgel egt.
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Abb. 23: [*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen in Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer. Inkubation
mit [*H]Clonidin (3 nM) in Puffer pH 7,5 tiber 10 min. Daten sind Mittelwerte + SE., n=3.
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Abb. 24: [®*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit. Inkubation mit
[*H]Clonidin (3 nM) in Puffer pH 7,5 tiber 20 min. Daten sind Mittelwerte + SE., n= 3.

Die [*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen war nichtlinear bei Inkubationszeiten > 2
Minuten (Abb. 24), daher wurden die Zellen bel den folgenden Untersuchungen 1 Minute
inkubiert.

Abb. 25 zeigt die pH- und Na*-Abhéngigkeit der [*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen. Die
[*H] Clonidinaufnahme wurde durch Anheben des pH-Wertes von 6,0 auf 8,5 um den Faktor
10 stimuliert. Der Austausch von Natriumchlorid gegen Cholinchlorid hatte keine Auswir-
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kung auf die [*H]Clonidinaufnahme. Die folgenden Experimente fanden bei pH 7,5 in
Anwesenheit von 140 mM Natriumchlorid statt.
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Abb. 25: Na'- und pH-Abhéngigkeit der [*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen. Inkubation mit
[*H]Clonidin (3 nM) in Puffer pH 6,0; 7,5 oder 8,5 iiber 1 min. Natriumchlorid wurde isoosmotisch ersetzt durch
Chalinchlorid. Daten sind Mittelwerte £ SEE., n= 3.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter des Transportsystems wurde die Abhéngigkeit der
Clonidinaufnahme von der Substratkonzentration gemessen (Abb. 26). Der unspezifische
Anteil der [*H]Clonidinaufnahme (zusammengesetzt aus einfacher Diffusion und Bindung der
radioaktiv markierten Substanz) wurde in Gegenwart eines sehr hohen Uberschusses (20 mM)
von unmarkiertem Clonidin bestimmt. Dieser Anteil betrug 19% der gesamten
[*H] Clonidinaufnahme (3 nM) und wurde vor der Kurvenanpassung nach Gleichung (3) von
den Messwerten subtrahiert. Aus der Eadie-Hofstee-Transformation der Daten resultierte eine
Gerade (Abb. 26, Einschub). Die Michaelis-Menten-Konstante des Clonidintransportes (K:)
betrug 1,1 + 0,10 mM, die Maximalgeschwindigkeit (Vma) 27,5 £ 1,7 nmol/(min pro mg
Protein).
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Abb. 26: Abhéngigkeit der Clonidinaufnahme von der Substratkonzentration in JEG-3-Zellen. Inkubation
mit [*H]Clonidin (3 M) in Gegenwart von unmarkiertem Clonidin in steigenden Konzentrationen in Puffer
pH 7,5 Uber 1 min. Der Diffusionsanteil der Aufnahme wurde in Anwesenheit von 20 mM unmarkiertem
Clonidin  bestimmt.  Einschub:  Eadie-Hofstee-Transformation der  Daten. v:  Aufnahmerate
(nmol/(min pro mg Protein)); S: Clonidinkonzentration (mM). Daten sind Mittelwerte + SE., n = 4.

4.3.4 Hemmung des [*H]Clonidintransportes durch die Ar zneistoffe

Die Substratspezifitét des Clonidintransportsystems in JEG-3-Zellen wurde zunéchst durch
die Hemmung der [*H]Clonidinaufnahme in Gegenwart verschiedener physiologisch und
pharmakologisch relevanter Substanzen in einer fixen Konzentration von 1 mM charakteri-
siert. Mehrere therapeutisch relevante Substanzen inhibierten die Aufnahme von [®H]Clonidin
(Tab. 12). Chinin, Chinidin, Verapamil, Diphenhydramin und Clonidin selbst reduzierten in
einer Konzentration von 1 mM die [*H]Clonidinaufnahme um 40-50%. Das Clonidinderivat
Guanabenz hemmte in einer Konzentration von 0,3 mM die [*H]Clonidinaufnahme um 34%.
Cholin und die kationischen Modellsubstrate TEA und MPP* hatten in dieser Konzentration
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die [°H]Clonidinaufnahme. Die Beteiligung des
oben charakterisierten Cholintransportsystems in JEG-3-Zellen an der [®H]Clonidinaufnahme
kann daher weitgehend ausgeschlossen werden.
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Tab. 12: Substratspezifitat der [*H]Clonidinaufnahme in JEG-3-Zéllen. Inkubation mit [*H]Clonidin (3 nM)
in An- oder Abwesenheit unmarkierter Substanzen (alle 1 mM, auf}er Cimetidin 5 mM, Guanabenz 0,3 mM) in
Puffer pH 7,5 Gber 1 min. Daten sind Mittelwerte+ SE.,n> 3, * p<0,05.

Substanz [*H] Clonidinaufnahme Substanz [*H] Clonidinaufnahme
(%) (%)

Kontrolle 100+ 4 Kontrolle 100+ 4
Clonidin 61 + 2* Carnitin 9=+1
Atropin 92+ 2* Procainamid 101+4
Chinin 58 + 1* Thiamin 97+1
Chinidin 53 + 2% Guanidin 100 + 13
Cimetidin 103+1 MPP* 97+2
Ranitidin 9+2 Guanabenz 66 + 2*
Diphenhydramin 53+ 2* Etilefrin 103+ 2
TEA 94 + 1* Butylscopolaminium 98+1
Cephalexin 98+2 Verapamil 49 + 1*
Tryptamin 87 + 2* Cholin 97+2
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Fur die Bestimmung der Hemmkonstanten K; wurden Hemmkurven in Gegenwart steigender
Konzentrationen von Chinin, Chinidin, Diphenhydramin, Clonidin und Guanabenz
aufgenommen (Abb. 27).
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Abb. 27: Substratspezifitat der [*H]Clonidinaufnahmein JEG-3-Zellen. Inkubation mit [*H]Clonidin (3 nM)
in An- oder Abwesenheit kationischer Arzneistoffe (0-10 mM) in Puffer pH 7,5 Uber 1 min. Daten sind
Mittelwerte+ SE.,, n=4,

Die nichtlineare Regression der Daten aus den Kompetitionsuntersuchungen nach Gleichung
(1) und die Ermittlung der Hemmkonstanten K; aus der Halbhemmkonzentration 1Csp nach
Gleichung (2) ergab Ki-Werte von 1,2 + 0,3 mM fur Clonidin, 1,1 + 0,2 mM fur Chinin,
1,1 £ 0,2 mM fur Chinidin, 0,6 £ 0,1 mM fur Guanabenz und 0,7 £ 0,05 mM fir Diphen-
hydramin.

4.3.5 Aufnahme von [*H]MPP" in Plazentazellen (BeWo, JEG-3 und JAR)

Da der humane OCT3 in der Plazenta exprimiert ist (Wu et al. 2000), wurden die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Plazentazell-Linien BeWo und JEG-3 sowie eine
weitere humane Plazentazell-Linie (JAR) bezlglich der Aufnahme des kationischen
Modellsubstrates MPP" untersucht.

Die [*H]MPP*-Aufnahme in BeWo-Zellen war nicht pH-abhéngig und durch den Zusatz von
1 mM MPP" nur geringfiigig hemmbar (Abb. 28). MPP" in derselben Konzentration
reduzierte die [*H]MPP*-Aufnahme bei einem pH Wert von 7,5 in JEG-3 Zellen statistisch
signifikant aber schwach um 24%. Die [*H]MPP*-Aufnahme wurde auch durch den hOCT-
Inhibitor Chinin in einer Konzentration von 0,5 mM statistisch signifikant auf 76% der
Kontrolle gehemmt. Cholin (0,5 mM) beeinflusste die [°H]MPP*-Aufnahme in JEG-3-Zellen
nicht signifikant (Abb. 29).
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Abb. 28: pH-Abhangigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme in BeWo-Zellen. Inkubation mit [PH]MPP" (4 nM) in
An- oder Abwesenheit von MPP" (1 mM) in Puffer pH 6,0; 7,5 oder 85 Uber 10 min. Daten sind
Mittelwerte+ SE., n=6.
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Abb. 29: Einfluss kationischer M odellsubstrate und endogener Kationen auf die [*H]MPP*-Aufnahme in
JEG-3-Zéllen. Inkubation mit [*H]MPP* (8 nM) in An- oder Abwesenheit kationischer Modellsubstra-
te/endogener Kationen (MPP® 1mM; Chinin und Cholin 0,5 mM) in Puffer pH 7,5 tber 10 min. Daten sind
Mittelwerte+ SEE.,n=3,* p<0,05.

In JAR-Zellen wurde der Einfluss von MPP* und Serotonin in Abhangigkeit von Zelldichte
und Kultivierungsdauer auf die [*H]MPP*-Aufnahme bei pH 7,5 untersucht (Abb. 30).
Unabhangig von Kultivierungsdauer und Zelldichte reduzierte MPP* (1 mM) die [*H]MPP'-
Aufnahme um rund 30% im Vergleich zur Kontrolle. Serotonin in einer Konzentration von
1mM hemmte die [*HJMPP*-Aufnahme auf 70%. Eine quantitativ relevante apikale
Expression der hOCTs in den untersuchten Plazentazell-Linien ist daher unwahrscheinlich.
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Abb. 30: Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme durch MPP* und Serotonin in Abhangigkeit von
Kultivierungsdauer und Zelldichte. Inkubation mit [*H]MPP" (4 nM) in An- oder Abwesenheit von MPP'
(L mM) oder Serotonin (1 mM) in Puffer pH 7,5 Gber 10 min. A: Kontrolle; B: plus MPP* 1 mM Tag 3
(0,8-10° Zellen/2 ml); C: plus MPP" 1 mM Tag 6 (0,8-10° Zellen/2 ml); D: plus MPP* 1 mM Tag 10
(0,4-10° Zellen/2 ml); E: plus Serotonin 1 mM Tag 6 (0,8-10° Zellen/2 ml). Daten sind Mittelwerte + SE., n= 3.

4.3.6 Aufnahme der kationischen Arzneistoffe in Plazentazellen (BeWo, JEG-3)

Die Hemmung der [*H]Cholin- und der [*H]Clonidinaufnahme durch die bei physiologischem
pH-Wert zum Grofeill as Kationen vorliegende Arzneistoffe Chinin, Diphenhydramin,
Etilefrin und Ranitidin beweist nicht deren Transport durch die Aufnahmesysteme fir Cholin
und Clonidin. Daher wurde die apikale Aufnahme der Arzneistoffe in BeWo- und JEG-3-
Zéellen untersucht, wie unter 3.2.1.2 beschrieben. Entsprechend den Cholin- und Clonidinauf-
nahmeuntersuchungen fanden die Versuche an Tag 3 (BeWo) und 7 (JEG-3) statt.

Chinin

Die Chininaufnahme in JEG-3-Zellen wurde vergleichbar der an Caco-2 bei einem pH-Wert
von 7,5 Uber Inkubationszeitraume von 1 Minute untersucht. In Abb. 31 ist die Aufnahme von
Chinin in Abhangigkeit von der Substratkonzentration dargestellt. Im gewéhlten Konzentrati-
onsbereich von 0,1-5 mM ist eine leichte Sdttigung der Chininaufnahme mit steigender
Substratkonzentration zu erkennen. Durch nichtlineare Regression der Daten nach Gleichung
(3) wurden die kinetischen Parameter ermittelt: Die Michaelis-Menten-Konstante (K:) und die
Maximalgeschwindigkeit (Vma) fUr diesen Transportprozess betrugen 4,1 + 3,6 mM und
96 £ 103 nmol/(min pro mg Protein). Die Eadie-Hofstee-Transformation der Daten nach
Subtraktion des errechneten nicht-séttigbaren Anteils der Chininaufnahme resultierte in einer
Geraden (r = 0,93).

60



ERGEBNISSE

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

Chininaufnahme
(nmol/(min pro mg Protein))

20 A

24

0 1 2 3 4 5 6

Chinin (mM)
Abb. 31: Chininaufnahmein JEG-3-Zellen in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation mit
Chinin (0,1-5 mM) in Puffer pH 7,5 (37°C) Uber 1 min. Einschub: Eadie-Hofstee-Transformation der Daten nach

Subtraktion des nichtséttigbaren Anteils der Chininaufnahme. v: Aufnahmerate (nmol/(min pro mg Protein)),
S: Chininkonzentration (mM). Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

Diphenhydramin

Die Erhthung des pH-Wertes von 6,0 auf 7,5 hatte eine Stimulation der Diphenhydraminauf-
nahme in JEG-3-Zellen um den Faktor 2 zur Folge; eine weitere Erhthung des pH-Wertes auf
8,5 stimulierte die Diphenhydraminaufnahme kaum im Vergleich zur Aufnahme bei pH 7,5
(Abb. 32). Wie an Caco-2-Zellen fanden die folgenden Untersuchungen bel pH 8,5 statt.
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Abb. 32: pH-Abhéngigkeit der Diphenhydraminaufnahme in JEG-3-Zellen. Inkubation mit Diphenhydra-
min (5 mM) in Puffer (37°C) Uber 1 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

Bel Inkubationszeiten > 1 Minute stieg die Diphenhydraminaufnahme in JEG-3-Zellen nicht
mehr proportional mit den Inkubationszeiten. Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter
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wurden die Zellen daher Uber Zeitrdume von 1 Minute inkubiert. Die Aufnahmerate von
Diphenhydramin in JEG-3-Zellen konnte mit steigender Substratkonzentration durch eine
hyperbolischen Funktion beschrieben werden; das Transportsystem zeigte Séttigbarkeit in
dem dargestellten Konzentrationsbereich von 0,05-2 mM. Mittels nichtlinearer Regression der
Daten nach Gleichung (3) wurde eine Michaelis-Menten-Konstante (K;) von 0,75 + 0,6 mM
und eine Maximalgeschwindigkeit (Vmax) von 74 = 50 nmol/(min pro mg Protein) ermittelt.
Aus der Subtraktion des durch die nichtlineare Regression errechneten nichtséttigbaren
Anteils der Diphenhydraminaufnahme und Darstellung der Daten in Form eines Eadie-
Hofstee Plots ergab sich eine Gerade (Abb. 33; Einschub). Daher ist im dargestellten
Konzentrationsbereich mdglicherweise nur ein Transportsystem fir die apikale Diphen-
hydraminaufnahme in JEG-3-Zellen verantwortlich.
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Abb. 33: Diphenhydraminaufnahme in JEG-3-Zellen in Abhangigkeit von der Substratkonzentration.
Inkubation mit Diphenhydramin (0,05-2 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 1 min. Einschub: Eadie-Hofstee-
Transformation der Daten nach Subtraktion des nichtséttigbaren Anteils der Diphenhydraminaufnahme.
v: Aufnahmerate (nmol/(min pro mg Protein)), S: Diphenhydraminkonzentration (mM). Daten sind
Mittelwerte+ SE.,, n= 3.

Um einen Zusammenhang zwischen der apikalen Aufnahme von Diphenhydramin und Cholin
an BeWo-Zellen herstellen zu kénnen, wurden BeWo-Zellen mit Diphenhydramin (0,2 mM)
in An- oder Abwesenheit eines Uberschusses von 50 mM Cholin inkubiert. AuRRerdem wurde
die Na'- Abhangigkeit der Diphenhydraminaufnahme durch Austausch von Natriumchlorid
gegen Litiumchlorid untersucht. Wie die Cholinaufnahme war auch die Diphenyhdramin-
aufnahme in BeWo-Zellen zu ungefahr 30% Na'-abhangig. 50 mM Cholin hemmten die
Diphenhydraminaufnahme signifikant auf 70% der Kontrolle (Abb. 34). Diese Ergebnisse
lassen darauf schlief3en, dass Diphenhydramin zu einem Teil Uber das Cholintransportsystem

in die Plazentazellen aufgenommen wird.
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Abb. 34: Einfluss von Cholin und Na" auf die Diphenhydraminaufnahme in BeWo-Zellen. Inkubation mit
Diphenhydramin (0,2 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 15 min. A: 140 mM Natriumchlorid plus 50 mM
Mannitol, B: 140 mM Natriumchlorid plus 50 mM Cholinchlorid, C: 140 mM Lithiumchlorid plus 50 mM
Mannitol. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=6,* p< 0,05.

Etilefrin

Die Aufnahme von Etilefrin in JEG-3-Zellen war linear bis zu Inkubationszeitréaumen von
5 Minuten. Die Untersuchungen der Etilefrinaufnahme an JEG-3-Zellen wurden entsprechend
den apikalen Inkubationen mit Etilefrin an Caco-2-Zellen bei pH 8,5 Uber 5 Minuten
durchgefihrt.
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Abb. 35: Etilefrinaufnahme in JEG-3-Zellen in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation
mit Etilefrin (1,25-50 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 5 min. Einschub: Eadie-Hofstee-Transformation der
Daten nach Subtraktion des nichtséitigbaren Anteils der Etilefrinaufnahme. v:  Aufnahmerate
(nmol/(5 min pro mg Protein)), S: Etilefrinkonzentration (mM). Daten sind Mittelwerte + SE., n=3.
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Die Abhangigkeit der Etilefrinaufnahmerate von der Substratkonzentration ist in Abb. 35
dargestellt. Aus der Kurvenanpassung nach Gleichung (3) resultierten folgende kinetische
Parameter fUr den Transportprozess. Die MichaelisMenten-Konstante (K:;) und die
Maximalgeschwindigkeit (Vmax) betrugen 19 + 5 mM und 294 = 75 nmol/(5 min pro mg
Protein). Fur die Transformation der Daten nach Eadie-Hofstee wurde der durch die
Kurvenanpassung nach Gleichung (3) erechnete nichtcarriervermittelte Anteil der
Etilefrinaufnahme von der Gesamtaufnahmerate abgezogen (Einschub).

Die apikale Aufnahme von Etilefrin in einer Konzentration von 5 mM wurde durch den
Zusatz von 50 mM des hOCT-Substrates TEA nicht beeinflusst. Dieses Resultat bestatigt
erneut die Abwesenheit relevanter Mengen von hOCTs in der apikalen Membran von JEG-3-
Zellen.

Ranitidin

Die Ranitidinaufnahmerate in JEG-3-Zellen stieg bei einem pH-Wert von 85 his zu
Inkubationszeitrdumen von 5 Minuten linear an. Die Versuchsbedingungen waren beztiglich
Inkubationszeitraum (5 min) und pH-Wert (8,5) zwecks Vergleichbarkeit identisch mit denen
der Ranitidinaufnahme in Caco-2-Zéllen.
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Abb. 36: Ranitidinaufnahme in JEG-3-Zellen in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation
mit Ranitidin (1-50 mM) in Puffer pH 8,5 (37°C) Uber 5 min. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

Die Ranitidinaufnahme in JEG-3-Zellen nimmt mit steigender Substratkonzentration fast
linear zu. Im gezeigten Konzentrationsbereich ist keine Sdttigung des Transportprozesses
erkennbar (Abb. 36).
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4.4 Transport an Keratinozyten: Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme durch

Inhibitoren der organischen Kationentransporter

Bisher existieren keine Studien Uber organische Kationentransporter in der menschlichen
Haut. Jedoch wurde der Transport des Kations Thiamin an Hautfibroblasten von Stagg und
Mitarbeitern (1999) im Zusammenhang mit megal oblastérer Anamie charakterisiert.

Im Folgenden wurde daher der Einfluss von Inhibitoren der organischen Kationentransporter
hOCT1, hOCT2 und hOCT3 auf die [*H]MPP"-Aufnahme in native humane epidermale
Keratinozytenzellen (NHEK) untersucht. Analog zu den Untersuchungen der [*H]MPP*-
Aufnahme an Caco-2-Zellen fanden die Experimente tiber 10-minutige Inkubationszeitréume
bei einem pH-Wert von 7,5 statt. Der Diffusionsanteil der [°H]MPP*-Aufnahme in Gegenwart
von 20 mM MPP" betrug 57% und wurde von der Aufnahmerate abgezogen.
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Abb. 37: Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme in NHEK-Zéllen durch hOCT-Inhibitoren. Inkubation mit
[*H]MPP" (16 nM) in An- oder Abwesenheit von hOCT-Inhibitoren (verschiedene Konzentrationen) in Puffer
pH 7,5 iiber 10 Minuten. A: [*H]MPP" 16 nM (Kontrolle), B: plus Atropin 50 pM, C: plus Corticosteron 1 pM,
D: plus Chinin 200 uM, E: plus Atropin 50 uM und Corticosteron 1 uM, F: plus Atropin 50 pM, Corticosteron
1 pM und Chinin 200 pM. Daten sind Mittelwerte+ SE., n=9, * p< 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. E.

Das Spasmolytikum Atropin, das die [°HJMPP*-Aufnahme an mit hOCT1-transfizierten
HEK-Zellen mit einer Halbhemmkonzentration von 1 uM hemmt (siehe 4.5.2), hat in einer
Konzentration von 50 pM keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die [*H]MPP'-
Aufnahme in NHEK-Zellen. Corticosteron hemmt die hOCT3-vermittelte [*H]MPP*-
Aufnahme mit einer Halbhemmkonzentration im nanomolaren Bereich (Hayer-Zillgen et al.
2002) und reduziert die [*H]MPP*-Aufnahme in NHEK-Zellen in einer Konzentration von
1 uM um 60% signifikant gegenuber der Kontrolle. Durch den hOCT-Inhibitor Chinin in
einer Konzentration von 200 uM wurde die [*H]MPP*-Aufnahme um fast 100% statistisch
signifikant gegentber der Kontrolle reduziert. Die Kombination aus Atropin und Corticoste-
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ron bewirkte eine Aufnahmehemmung, die der durch Corticosteron allein vergleichbar war.
Wie Chinin aleine reduzierten Atropin, Corticosteron und Chinin zusammen die [*H]MPP'-
Aufnahme um 100% signifikant gegentiber der Kontrolle und gegentiber der mit Atropin und
Corticosteron behandelten Gruppe.

45 Transportstudien an hOCT1-, hOCT2- oder hOCT3-transfizierten Zell-
Linien

In den untersuchten Zell-Linien sind neben organischen Kationentransportern auch diverse
andere Transportsysteme lokalisiert, wie z.B. das in der vorliegenden Arbeit erstmals
charakterisierte Clonidintransportsystem in JEG-3-Zellen. Daher war es wichtig, die
Konkurrenz der schwerpunktm&3ig untersuchten Arzneistoffe mit einem kationischen
Modellsubstrat an den isolierten Transportsystemen zu charakterisieren. Fir diese Versuche
wurden die mit den humanen organischen Kationentransportern hOCT1, hOCT2 oder hOCT3
transfizierten Zell-Linien CHO und HEK eingesetzt. Der Wildtyp dieser Zellen weist eine
geringe Transportaktivitét auf und exprimiert die organischen Kationentransporter nicht, so
dass erhohte Aufnahmeraten der Arzneistoffe in den hOCT1-, hOCT2- oder hOCT3-
transfizierten Zellen den Rickschluss auf Transport durch die hOCTs zulassen.

451 Charakterisierung des [*H]MPP*-Transportes an HEK-hOCT1, HEK-
hOCT2 und CHO-hOCT3

Die transfizierten Zell-Linien (HEK-CMV, HEK-hOCT1, HEK-hOCT2, CHO-pcDNA 3.1.
und CHO-hOCT3) wurden zunéchst hinsichtlich der Aufnahme des kationischen Modellsub-
strates MPP" charakterisiert. HEK-Zellen wurden wie unter 3.2.1.2 beschrieben als
Suspensionen inkubiert. In Abb. 38 ist die Abhéngigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme von der
Kultivierungsdauer dargestellt. Die [*H]MPP*-Aufnahme von HEK-hOCT1 (A) liegt im
Vergleich zur kontrolltransfizierten Zell-Linie an Tag 3 um den Faktor 10 hoher, nimmt bel
weiterer Kultivierung an Tag 7 deutlich ab und steigt an Tag 10 wieder an. Daher wurde Tag
3 der Kultivierung als Versuchstag festgelegt. HEK-hOCT2-Zellen (B) hingegen nahm
[*H]MPP*von Tag 3 bis 9 konstant 10-fach verstarkt im Vergleich zur kontrolltransfizierten
Zell-Linie HEK-CMV auf, wobei ein leichter Anstieg der Aufnahme mit andauernder
Kultivierung sichtbar wurde. Versuche mit HEK-hOCT2-Zellen fanden an Tag 7 statt. Mit
hOCT3 transfizierte CHO-Zellen (C) nahmen [*H]MPP" gegeniiber der kontrolltransfizierten
Zell-Linie (CHO-pcDNA 3.1.) 60-fach stérker auf. Die Aufnahme von [*H]MPP" stieg von
Tag 3 bis 7 an. Von Tag 7 bis 10 nahm die [*H]MPP*-Aufnahme nicht weiter zu, daher wurde

Tag 7 ds Versuchstag fir CHO-hOCT3-Zellen festgelegt.
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Abb. 38: [*H]MPP*-Aufnahme in CHO (-pcDNA 3.1., -hOCT3)- und HEK (-CMV, -hOCT1, -hOCT2)-
Zellen in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer. Inkubation mit [*H]MPP" (CHO: 2 nM; HEK: 10 nM) in
Puffer pH 7,5 Gber 10 min. Daten sind Mittelwerte = SE., n= 3.
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Die [*H]MPP*-Aufnahme in hOCT1- und hOCT2-transfizierte Zell-Linien war nichtlinear bei
Inkubationszeitraumen > 10 Sekunden, in hOCT3-transfizierte Zell-Linien bei Inkubations-
zeitrdaumen > 1 Minute. Fir Untersuchungen, die im linearen Bereich der [*H]MPP'-
Aufnahme stattfinden mussten (Bestimmung der Halbhemmkonzentration von Arzneistoffen),
wurde im Fall von HEK-hOCT1 und HEK-hOCT2 Uber einen Zeitraum von 1 Minute
inkubiert, da eine Inkubation von weniger als 1 Minute zu grof3e Versuchsfehler zur Folge
hatte.

Bei der Inkubation von Zellsuspensionen (HEK-Zellen) musste zusétzlich die Linearitét der
[*H]MPP*-Aufnahme mit steigendem Proteingehalt untersucht werden (Abb. 39).
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Abb. 39: [*H]MPP*-Aufnahme in HEK-hOCT1-Zellen (A) und HEK-hOCT2-Zéellen (B) in Abhéngigkeit
vom Proteingehalt. Inkubation mit [PH]MPP" (10 nM) in Puffer pH 7,5 iiber 10 min (HEK-hOCT1) oder 15
min (HEK-hOCT?2). Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3.

68



ERGEBNISSE

Die [®*H]MPP*-Aufnahme stieg in hOCT1-transfizierten Zellen linear bis 20 mg/ml Protein
an, in hOCT2-transfizierten Zellen war Linearitét der Aufnahme bis 15 mg/ml Protein zu
erkennen. Bel der Einstellung der Zellsuspension auf einen definierten Proteingehalt wurden
diese Proteinmengen/ml in der Regel nicht Gberschritten.

Zuletzt wurde die Na'- und pH-Abhangigkeit der [*H]MPP*-Aufnahme in die mit hOCTs
transfizierten Zell-Linien untersucht (Abb. 40). HEK-hOCT1-Zellen (A) nahmen [*H]MPP"
Na'- und pH-abhangig auf, die Aufnahmerate stieg von pH 6,0 nach pH 7,5 stark an, bei
Erhohung des pH-Wertes auf 8,5 war kein weiterer Anstieg der Aufnahmerate zu erkennen.
Die [*H]MPP*-Aufnahme in HEK-hOCT2-Zéellen (B) wurde zusétzlich von einem einwérts
gerichteten Na'-Gradienten und einem auswarts gerichteten pH-Gradienten stimuliert, durch
die Erhdhung des pH-Wertes von 7,5 nach 8,5 nahm die [*H]MPP*-Aufnahme um den Faktor
2 zu. In CHO-hOCT3-Zellen (C) wurde [*H]MPP" Na'-unabhangig und moderat pH-
abhangig aufgenommen, wobei mit steigendem pH-Wert ein Anstieg der Aufnahmerate zu
erkennnen war.

Die Untersuchungen wurden an allen 3 transfizierten Zell-Linien bel pH 7,5 in Anwesenheit
von 140 mM Natriumchlorid durchgefiihrt. Die starke Na'- Abhangigkeit der [*H]MPP'-
Aufnahme bel den transfizierten HEK-Zellen ist wahrscheinlich ein Artefakt. Bedingt durch
die Standzeiten der Zellsupensionen vor Versuchsbeginn in Na'-freiem Puffer brach
wahrscheinlich das Membranpotenzial zusammen.
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Abb. 40: Na'- und pH-Abhangigkeit der [*H]MPP"-Aufnahme in HEK-hOCT1-Zellen (A), HEK-hOCT2-
Zéllen (B) und CHO-hOCT3-Zellen (C). Inkubation mit [*H]MPP* (CHO: 1 nM; HEK: 20 nM) in Puffer
pH6,0; pH 75 oder pH 85 Uber 1 min (HEK-hOCT2, CHO-hOCT3) oder 20 min (HEK-hOCT1).
Natriumchlorid wurde isoosmotisch ersetzt durch Cholinchlorid. Daten sind Mittelwerte £ SE., n= 3.
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45.2 Bestimmung der Affinitdt ausgewahlter Arzneistoffe und kationischer
Modellsubstrate an den organischen Kationentransportern hOCT1,
hOCT2 und hOCT3

Von den bisher untersuchten Arzneistoffen und kationischen Modellsubstraten wurde zur
Charakterisierung ihrer Affinitét zu den hOCTs die Halbhemmkonzentration 1Csy an den
jeweiligen transfizierten Zell-Linien HEK-hOCT1, HEK-hOCT2 und CHO-hOCT3 bei pH
7,5 bestimmt. Aus der Kurvenanpassung der Daten mittels Gleichung (1) resultierten die in
Tab. 13 aufgelisteten Halbhemmkonzentrationen.

An hOCT1 lagen die 1Cs-Werte in einem Bereich von 1 uM bis 450 uM, an hOCT2 von
15 uM bis 4,0 mM und an hOCT3 von 37 uM bis 4,5 mM. Die Rangfolge der inhibitorischen
Potenz war fur hOCT1 Atropin > Diphenhydramin > Clonidin > Chinin > Butylscopolamini-
um > Chinidin > Ranitidin > Etilefrin, fur hOCT2 Diphenhydramin > Clonidin = Chinin >
Atropin > Chinidin > MPP* > TBA > TEA > Butylscopolaminium > Procainamid > Ranitidin
> Cholin > Etilefrin und fir hOCT3 Chinin > MPP* > Clonidin > Chinidin > TBA > Ranitidin
> Atropin > Diphenhydramin > Procainamid > Etilefrin. Die Rangfolgen der 1Cso-Werte der
Arzneistoffe an den 3 hOCTs korrelierten nicht miteinander. Eine Gemeinsamkeit der
|Cso-Werte an hOCT1 und hOCT2 war jedoch die schwache inhibitorische Potenz der
Arzneistoffe Etilefrin und Ranitidin, das Antihypotensivum Etilefrin zeigte zu allen 3 hOCTs
die schwéachste Affinitét. Ergénzend zu Tab. 13 hemmten Butylscopolaminium und TEA in
einer Konzentration von 1 mM die [*H]MPP*-Aufnahme in CHO-hOCT3-Zellen auf jeweils
88 und 81% des Kontrollwertes. Cholin in derselben Konzentration beeinflusste die
[*H]MPP*-Aufnahme in CHO-hOCT3-Zellen nicht.
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Tab. 13: Halbhemmkonzentrationen von Kkationischen Arzneistoffen/ kationischen M odellsubstraten/
endogenen Kationen gegen [*H]JMPP* an HEK-hOCT1-, HEK-hOCT2- und CHO-hOCT3-Zéllen.
Inkubation mit [*H]JMPP* (CHO-hOCT3: 1 nM; HEK-hOCT1 und HEK-hOCT2: 20 nM) in An- oder
Abwesenheit kationischer Arzneistoffe (0-100 mM) in Puffer pH 7,5 Uber 1 min. Die Halbhemmkonzentrationen
wurden aus dose-response-Hemmkurven errechnet. Parameter sind Mittelwerte =+ SE., n=4.

Substanz [Csp (UM)

hOCT1 hOCT2 hOCT3
Atropin 1,2+0,2 29 +3 466 * 56
Butylscopolaminium 16+ 6 764 + 65 n.b.
Diphenhydramin 34+06 15+3 695 + 44
Clonidin 65+13 23+5 110+ 13
Etilefrin 447 + 57 4009 + 541 4448 + 141
Chinin 13+ 0,8 23+3 37+£2
Chinidin 20+ 3 50+5 335+ 35
Ranitidin 28+ 2 1617 + 161 372+ 44
TEA n.b. 404 + 33 n.b.
TBA n.b. 383+ 27 370+ 21
Procainamid n.b. 1141 + 108 1291 + 63
MPP* n.b. 101+ 13 69+3
Cholin n.b. 1823 + 180 n.b.

4.5.3 Untersuchung des Transportes der Arzneistoffe und Modellsubstrate durch
diehOCTs

Die Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme in die transfizierten Zell-Linien deutet auf eine
Interaktion der Arzneistoffe und Modellsubstrate mit den einzelnen humanen OCTSs hin, der
Transport durch die hOCTs ist mit Interaktionsstudien jedoch nicht nachzuweisen. Deshalb
wurde anhand ausgewahlter Arzneistoffe und Modellsubstrate der Transport in die mit leeren
Vektoren (HEK-CMV, CHO-pcDNA 3.1.) und mit den Transportproteinen transfizierten Zell-
Linien (HEK-hOCT1, HEK-hOCT2 und CHO-hOCT3) vergleichend untersucht. Eine unter
identischen Bedingungen gegentiber der mit dem leeren Vektor transfizierten Zell-Linie
erhdhte Aufnahme der Arzneistoffe in die mit dem Transportprotein transfizierte Zell-Linie
wére nur durch hOCT-vermittelten Transport erklérbar. Untersuchungen zur Aufnahme
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unmarkierter Arzneistoffe konnten an transfizierten HEK-Zellen nicht durchgefiihrt werden,
da fur die Zelen in Suspension die notwendigen Versuchsbedingungen (Schitteln tber
1 Stunde bei 37°C) unvertréglich waren.

Wie aus Abb. 41 ersichtlich wird, wurden sowohl [*H]Acetylcholin al's auch [*H]Cholin durch
hOCT2 transportiert, da die Aufnahmerate um das 6-fache hoher lag als die entsprechende der
kontrolltransfizierten Zell-Linie. [*H]Clonidin wurde von hOCT2-transfizierten Zellen
verglichen mit den kontrolltransfizierten Zellen zwar verstarkt aufgenommen, aber die
Aufnahmeraten unterschieden sich dtatistisch nicht signifikant. Der humane OCT1
transportierte weder [*H]Acetylcholin, noch [®H]Cholin oder [*H]Clonidin.
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Abb. 41: Aufnahme endogener Substanzen/Arzneistoffe in HEK(-CMV, -hOCT1, -hOCT2)-Zellen.
Inkubation mit [*H]Acetylcholin, [*H]Cholin oder [*H]Clonidin (alle 10 nM) in Puffer pH 7,5 tiber 10 min.
Daten sind Mittelwerte+ SE., n=3, * p < 0,05 vs. kontrolltransfizierte Zell-Linie.

[*H]Acetylcholin, [*H]Cholin und [*H]Clonidin werden von hOCT3-transfizierten Zellen bei
einer Inkubationszeit Gber 10 Minuten gegentiber den kontrolltransfizierten Zell-Linien nicht
verstarkt aufgenommen (Abb. 42). Bel Inkubation tUber 10 Sekunden ist jedoch eine statistisch
signifikant verstarkte Aufnahme in CHO-hOCT3-Zellen verglichen mit CHO-pcDNA 3.1.-
Zéellen zu erkennen (Abb. 42, Einschub).
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Abb. 42: Aufnahme endogener Substanzen/Arzneistoffe in CHO-pcDNA 3.1.-Zellen (schwarze Balken)
und CHO-hOCT3-Zédllen (graue Balken). Inkubation mit [*H]Acetylcholin, [*H]Cholin oder [*H]Clonidin
(alle 2 nM) in Puffer pH 7,5 iiber 10 min. Einschub: Inkubation mit [*H]Acetylcholin (100 nM) in Puffer pH 7,5
Uber 10 sek. Daten sind Mittelwerte+ SE.,n=3,* p<0,05.

Die Aufnahme der unmarkierten Arzneistoffe Atropin, Chinin, Diphenhydramin und
Ranitidin in die Zell-Linien CHO-pcDNA 3.1. und CHO-hOCT3 ist in Abb. 43 dargestellt.
Atropin wurde bel pH 7,5, verglichen mit CHO-pcDNA 3.1., 14-fach starker in CHO-
hOCT3-Zellen aufgenommen. Der Unterschied der Aufnahmeraten war statistisch signifikant.
Diphenhydramin, Ranitidin und Chinin wurden bei pH 7,5 nicht hOCT3-vermittelt in CHO-
Zellen aufgenommen. Bei pH 8,5 war die Aufnahme von Ranitidin in CHO-hOCT3-Zéllen
gegeniber CHO-pcDNA 3.1.-Zellen zwar schwach, aber statistisch signifikant erhoht.
Diphenhydramin und Chinin wurden, verglichen mit Atropin und Ranitidin, stark in CHO-
Zellen aufgenommen. Die Aufnahmerate von Ranitidin verdoppelte sich mit Erhéhung des
pH-Wertes von 7,5 auf 8,5. Die Aufnahme von [*H]Atenolol (72 nM) in CHO-hOCT3-Zéllen
war durch einen Uberschuss an unmarkiertem Atenolol (10 mM) nicht hemmbar. Butylscopo-
laminium konnte nach einstindiger Inkubation weder in CHO-pcDNA 3.1.- noch in CHO-
hOCT 3-transfizierten Zellen detektiert werden.
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Abb. 43: Aufnahme kationischer Arzneistoffe in die Zell-Linien CHO-pcDNA 3.1. und CHO-hOCT3.
Inkubation mit Atropin (ATRP), Diphenhydramin (DIPH), Ranitidin (RANT), Chinin (CHIN) (alle 1 mM) in
Puffer pH 7,5 oder pH 8,5 (Ranitidin), (37°C) Uber 1 h. Daten sind Mittelwerte+ SEE., n> 3, * p<0,05.

Das Pharmakon Etilefrin wurde bei pH 7,5 2-fach stérker in die Zell-Linie CHO-hOCT3 dsin
CHO-pcDNA 3.1. aufgenommen (Abb. 44). Der Zusatz von 20 mM Cholin hatte weder bei
der hOCT3- noch bei der pcDNA-transfizierten Zell-Linie Einfluss auf die Aufnahmerate. Bel
pH 8,5 erhohten sich die Aufnahmeraten von Etilefrin in CHO-hOCT3- und in CHO-pcDNA
3.1.-Z€llen, es existierte kein statistisch signifikanter Unterschied mehr zwischen den Zell-
Linien. Durch Zusatz von 20 mM Cholin verringerte sich die Etilefrinaufnahme in CHO-
hOCT3-Zellen schwach gegeniber CHO-pcDNA 3.1.-Zellen. Cholin hatte keinen Einfluss
auf die Aufnahmerate bel pH 8,5 in CHO-pcDNA 3.1.-Zellen, Etilefrin wurde in CHO-
hOCT3-Zellen bei demselben pH-Wert in An- oder Abwesenheit von Cholin quantitativ
vergleichbar aufgenommen.
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Abb. 44: Etilefrinaufnahmein die Zell-Linien CHO-pcDNA 3.1. und CHO-hOCT 3. Inkubation mit Etilefrin
(0,2 mM) in An (A)- oder Abwesenheit (B) von Cholin (20 mM) in Puffer pH 7,5 oder pH 8,5 (37°C) Uber 1 h.
Daten sind Mittelwerte+ SE.,n=3,* p<0,05.

Da Etilefrin im Vergleich zu den anderen Arzneistoffen den groften hOCT3-vermittelten
Antell an der Gesamtaufnahme zeigte, wurden die kinetischen Parameter des Eti-
lefrintransportprozesses an hOCT3 bestimmt (Abb. 45). Eine lineare Beziehung zwischen
Etilefrinaufnahmerate und steigenden Inkubationszeitrdumen war bis zu 5 Minuten gegeben.
Daher wurde die Aufnahme von Etilefrin bel pH 7,5 tber 5 Minuten in einem Konzentrati-
onsbereich von 1-50 mM in CHO-pcDNA 3.1.- und CHO-hOCT3-Zellen gemessen. Die
Aufnahmerate in CHO-pcDNA 3.1.-Zellen (nichtséttigbarer Antell der Etilefringesamtauf-
nahme) wurde von der entsprechenden Aufnahmerate in CHO-hOCT3-Zellen abgezogen.
Dann erfolgte die Kurvenanpassung der Daten mit Hilfe von Gleichung (3): Die Michadlis-
Menten-Konstante (K;) fur Etilefrin an hOCT3 betrug 2,8 £ 0,4 mM und die Maximalge-
schwindigkeit (Vmax) betrug 20 £ 0,7 nmol/(5 min pro mg Protein). Die Aufnahme von
Etilefrin in CHO-hOCT3-Zellen Uber das Transportprotein hOCT3 im gewahlten Konzentra-
tionsbereich ist somit bewiesen.
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Abb. 45: Etilefrinaufnahme durch hOCT3 in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration. Inkubation von
CHO-pcDNA 3.1.-Zdlen (nichtséttigbarer Anteill der Aufnahme) und CHO-hOCT3-Zellen mit Etilefrin

(1-50 mM) in Puffer pH 7,5 (37°C) Uber 5 min. Einschub: Eadie-Hofstee-Transformation der Daten. v:
Aufnahmerate (nmol/(5 min per mg Protein)), S: Etilefrinkonzentration (mM).

4.6 Expression und subzellulare Lokalisation der hOCTs in den verwendeten
Zdl-Linien

Die mRNA der drei hOCTs st in Caco-2-Zellen nachgewiesen (Abschnitt 2.3.2, Tab. 1); tber
die Expression der Transportproteine und deren subzellulére Lokalisation liegen bisher jedoch
keine Erkenntnisse vor. Daher wurde die Expression und subzellulére Lokalisation der hOCTs
in Caco-2-Zellen mittels fluoreszenzgekoppelter Antikorperreaktion aufgeklart.

Die mRNA von hOCT1 wurde in den Zell-Linien NHEK, JEG-3 und BeWo detektiert,
MRNA von hOCT3 wurde in NHEK-Zellen nachgewiesen (pers. Mittellung Prof. Dr.
Koepsell).

Um nicht nur die Transportproteine, sondern auch deren Lokalisation in der Zelle nachweisen
zu konnen, wurde eine Kolokalisation durch gleichzeitige Visualiserung des apikalen
Markers Villin und der hOCTs durchgefihrt. Das Protein Villin ist ausschlief3lich in den
Birstensaum-bildenden Mikrovilli der Zellen lokalisiert. hOCT2 und hOCT3 sind stark in
Caco-2-Zellen exprimiert. Die Kolokalisation der hOCT3-Fluoreszenz und der Villin-
Fluoreszenz in der Zelle lasst auf eine apikale hOCT3-Expression schlieffen. Dagegen ist
hOCT2 nicht mit Villin kolokalisiert und konnte basolateral exprimiert werden (Abb. 46).
Aus Abb. 47 wird deutlich, dass hOCT1 in Caco-2-Zellen nur schwach exprimiert wird. Die
gezeigten Préabsorptionskontrollen belegen die Spezifitét der Antikorper-Reaktion (Abb. 47).
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Abb.46: Expression von hOCT2 und hOCT3in Caco-2-Zellen, Kolokalisation mit dem apikalen Marker Villin
(Merge), VergroRerungen: hOCT2/Villin 1 x 2500, hOCT 3/Villin 1 x 625. 78
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hOCT1

hOCT2 Praabsor ption hOCT2

hOCT3 Praabsor ption hOCT3

Abb. 47: Expression von hOCT1, hOCT2 und hOCT3 in Caco-2-Z€ellen, Pré&absor ption von hOCT2 und
hOCT 3 als Negativkontrollen, Vergrofierungen: hOCT1 1 x 600, hOCT2 1 x 375, hOCT3 1 x 600.
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5 Diskussion

5.1 Transport der Arzneistoffe und Modellsubstrate am Dinndar mepithel

In der vorliegenden Arbeit wurden die Transportmechanismen verschiedener in der Praxis
oral applizierter Arzneistoffe durch die epitheliale Barriere des Intestinums untersucht. Als
etabliertes in-vitro-Modell dieses Gewebes kam die Kolonkarzinomzell-Linie Caco-2 zur
Anwendung. Mehrere Studien belegen eine Korrelation zwischen der Bioverfugbarkeit von
Arzneistoffen nach oraler Gabe und deren Permeabilitatskoeffizienten an dieser Zell-Linie
(Artursson und Karlsson 1991; Bretschneider et al. 1999; Y ee 1997).

Die untersuchten Arzneistoffe waren hauptsachlich Basen mit pKa-Werten von 8-10 oder
permanente Kationen. Die basischen Arzneistoffe liegen aufgrund des sauren luminalen
pH-Wertes im Intestinum ebenfalls zum Grof3teil as Kationen vor (Tab. 14). Daher wurde
explizit die Beteiligung der humanen organischen Kationentransporter hOCT1, hOCT2 und
hOCT3 am Transport dieser Substanzen unter Verwendung transfizierter Zell-Linien
untersucht.

Tab. 14: Protonierungsgrad saurer und basischer Gruppen ausgewahlter Arzneistoffe in Abhangigkeit
des pH-Wertesbasierend auf pK 4- und pKg-Werten der Substanzen

Arzneistoff (saure/basische Gruppe) pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5
Atropin tert. N-Atom 99,9% 99,5% 95,2%
Atenolol sek. N-Atom 99,9% 99,2% 92,6%
Chinin aromat. N-Atom 0,4% 0,04% 0,04%
tert. N-Atom 99,0% 90,9% 50,0%
Clonidin Guanidin-N-Atome 97,3% 78,0% 26,2%
Diphenhydramin  tert. N-Atom 99,7% 96,9% 76,0%
Etilefrin phenol. OH-Gruppe 99,7% 97,0% 76,0%
sek. N-Atom 99,9% 99,8% 98,0%
Procainamid tert. N-Atom 99,8% 98,3% 85,2%
Ranitidin Nitroethendiamingruppe 0,006% 0,0006% 0,00006%
tert. N-Atom 98,0% 83,4% 33,4%

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig mittels fluoreszenzgekoppelter Antikorper
nachgewiesen werden, dass die Transportproteine hOCT2 und hOCT3 in Caco-2-Zellen
exprimiert sind. hOCT3 zeigt in Kolokalisationsstudien mit dem apiaklen Marker Villin eine
Anreicherung in Richtung der apikalen Membran. Das Transportprotein hOCT2 tritt nicht mit
Villin zusammen auf und kénnte daher basolateral lokalisiert sein. Dagegen ist hOCT1 nur
schwach exprimiert. Bleasby und Mitarbeiter (2000) wiesen mithilfe von RT-PCR die mRNA
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von hOCT1 und hOCT2 in Caco-2-Zellen nach, nicht aber die Transportproteine selbst.
hOCT3 wurde bis jetzt nur mittels RT-PCR in Caco-2 nachgewiesen; hier finden sich
einander widersprechende Ergebnisse. Martel und Mitarbeiter (2001) wiesen mRNA von
hEMT in Caco-2-Zellen nach, Wu und Mitarbeiter (2000) dagegen fanden kein detektierbares
Signal der mRNA von hOCT3.

Das Neurotoxin MPP* gilt als Referenzsubstrat fir alle drei hOCT-Transportproteine.
Radioaktiv markiertes MPP" wurde als Testsubstrat eingesetzt, um die Interaktion der
Arzneistoffe mit dem Aufnahmesystem fir dieses Modellkation an der apikalen Membran von
Caco-2-Zellen untersuchen zu kénnen. [*H]MPP" wurde leicht pH-abhangig in Caco-2-Zellen
aufgenommen. Das kationische Modellsubstrat TEA reduzierte die [*H]MPP-Aufnahme
moderat. Fur das permanente Kation Cholin existiert ein spezifisches Aufnahmesystem im
Intestinum (Kessler et al. 1978; Tsubaki und Koma 1987). Da aber Cholin in einer
Konzentration von 1 mM die MPP*-Aufnahme nicht hemmte, kann es sich bei dem apikalen
MPP" -Transportsystem nicht um das von Crowe und Mitarbeitern (2002) an Caco-2-Zellen
charakterisierte Cholintransportsystem handeln.

Die Halbhemmkonzentrationen der Arzneistoffe lagen in einem Konzentrationsbereich von
6 UM bis 4 mM. Die leichte Stimulation der MPP*-Aufnahme durch einen auswartsgerichte-
ten pH-Gradienten wurde von Martel und Mitarbeitern (2001) bestétigt. Auch aufgrund der
Na'-Unabhangigkeit und der Membranpotenzialabhéngigkeit des Aufnahmeprozesses
schlossen die Autoren auf eine hOCT-vermittelte apikale MPP*-Aufnahme. Eine weitere
Studie Uber das MPP*-Aufnahmesystem in Caco-2-Zellen diskutiert neben einer apikalen
hOCT-vermittelten MPP*-Aufnahme die apikale Sekretion von MPP" durch P-Glykoprotein
nach passiver basolateraler Aufnahme (Bleasby et al. 2000). Vergleichbar den vorliegenden
Ergebnissen wurde von diesen Autoren eine moderate Hemmung der apikalen MPP'-
Aufnahme durch 2 mM TEA beobachtet. Ebenso hatten 5 mM Cholin keinen Einfluss auf das
MPP’-Aufnahmesystem. Der in der vorliegenden Arbeit gemessene | Cso-Wert von 80 uM fiir
den a,-Agonisten Clonidin stimmte mit dem von Martel und Mitarbeitern (2001) ebenfalls an
Caco-2-Zellen ermittelten Parameter von 57 puM Uberein.

An Caco-2-Zéellen, die in Transwellkammern® kultiviert wurden, reduzierten die apikal
zugesetzten Arzneistoffe neben der [*H]MPP'-Aufnahme auch den Flux des hOCT-
Substrates. Der Anteil des durch Caco-2-Zellen von apika nach basolateral transportierten
[*H]MPP*/(h-Filter) ohne Arzneistoffzusatz betrug 9%. In moderater Korrelation zu diesem
Ergebnis fanden Bleasby und Mitarbeiter (2000) 2 nmol/(h-cm?®) bel einer MPP'-
Konzentration von 25 pM 16% des apikal zugesetzten MPP". Das hier charakterisierte apikale
Transportsystem fir MPP" an Caco-2-Zellen it aller Wahrscheinlichkeit nach mit dem bisher
in der Literatur beschriebenen identisch. Vermutlich ist die apikale MPP*-Aufnahme hOCT3-
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vermittelt, da fur dieses Transportprotein eine Anreicherung in Richtung der apikaen
Membran von Caco-2-Zellen gezeigt werden konnte.

Der Transport der mit dem MPP'-Aufnahmesystem interagierenden Arzneistoffe Butyl-
scopolaminium, Chinin, Diphenhydramin, Etilefrin und Ranitidin wurde direkt untersucht.
Zusétzlich wurde der bei physiologischem pH-Wert als Kation vorliegende b-Blocker
Atenolol in die Untersuchungen einbezogen. Die gemessenen Flux- und Aufnahmeraten der
kationischen Arzneistoffe wurden zwecks Vergleichbarkeit in Prozent ausgedriickt, da die
Arzneistoffe gemal ihrer jeweiligen Vertraglichkeit in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt wurden.

Diphenhydramin
Das Hi-Antihistaminikum Diphenhydramin wies von alen Arzneistoffen die hdchsten
Fluxraten pro Stunde sowohl in die apikale als auch in die basolaterale Richtung auf. Die aus
den Fluxuntersuchungen resultierenden Aufnahmeraten nach 2 Stunden waren vergleichswei-
se gering. Die apikale Aufnahme der vergleichsweise lipophilen Substanz (log Pow 3,27) war
entsprechend den Untersuchungen von Mizuuchi und Mitarbeitern (1999) mit zunehmender
Substratkonzentration séttigbar und wurde durch einen auswarts gerichteten Protonengradien-
ten stimuliert. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen charakterisierten Mizuuchi und
Mitarbeiter (2000b) in einer weiteren Studie an Caco-2-Zellen den Transport von Diphen-
hydramin bel pH 7,4 a's sekretorisch mit J,.a > Jap. Die Fluxraten der vorliegenden Arbeit von
Diphenhydramin bei pH 8,5 lagen in nmol/(h-cm?) ausgedriickt ungefahr um den Faktor 2
Uber denen von Mizuuchi und Mitarbeitern (2000b). Der abnehmende Protonierungsgrad und
die zunehmende Lipophilie der Base Diphenhydramin mit steigendem pH-Wert kénnten die
Ursachen fur die grolRBeren Fluxraten bei pH 8,5 durch Caco-2-Zellen sein (Tab. 14).
Moglicherweise maskiert der bel pH 8,5 erhohte Anteil an unprotoniertem Diphenhydramin
basolateral lokalisierte spezifische Transportprozesse durch einen erhéhten Diffusionsanteil.
So lag der von Mizuuchi und Mitarbeitern (1999) ermittelte diffusible Anteil an der apikalen
Diphenhydramingesamtaufnahme in Caco-2-Zellen bei pH 7,4 deutlich unter dem entspre-
chenden Parameter in der vorliegenden Arbeit bei pH 8,5. Andererseits nahm die Affinitét
von Diphenhydramin zu dem apikalen Aufnahmesystem mit Erh6hung des pH-Wertes zu: Die
bei pH 8,5 bestimmte Michaelis-Menten-Konstante lag mit 0,3 mM unter der von Mizuuchi
und Mitarbeitern (1999) bel pH 7,4 gemessenen (0,9 mM). Der an Caco-2-Zellen ermittelte
| Cso-Wert von Diphenhydramin gegen MPP' lag mit 0,15 mM im Konzentrationsbereich des
Ki-Wertes. Laut Mizuuchi und Mitarbeitern (1999) sind aber organische Kationentransporter
als Aufnahmesystem auszuschlief3en, da TEA keinerlel Einfluss auf die apikale Diphen-
hydraminaufnahme in Caco-2-Zellen hatte. In der vorliegenden Arbeit wurde die apikale
MPP’-Aufnahme in Caco-2-Zellen durch TEA reduziert. Daher ist die Diphenhydraminauf-
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nahme iber das MPP*-Transportsystem wenig wahrscheinlich. Eine basolaterale Diphen-
hydraminaufnahme unter Beteiligung von hOCT2 kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Ranitidin

Nur ein geringer Prozentsatz des im Donatorkompartiment zugesetzten Ho-Antihistaminikums
Ranitidin gelangte durch auf Filtern kultivierte Caco-2-Zellen in den Akzeptor. Ein Anstieg
sowohl der Flux- as auch der Aufnahmeraten mit steigendem pH-Wert konnte beobachtet
werden. Entsprechend den Studien von Gan und Mitarbeitern (1993) und Mummaneni und
Dressman (1994) nahmen in Petrischalen inkubierte Caco-2-Zellen Ranitidin bel pH 8,5 linear
mit steigender Substratmenge im Konzentrationsbereich von 1-50 mM auf. Durch die
Interaktion von Ranitidin mit anionischen Strukturen der tight junctions wahrend des
parazelluldren Transportes von apikal nach basolateral (Lee und Thakker 1999;
Bourdet et al. 2004) wird vermutlich der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) von
Caco-2-Monolayern erhdht und die Mannitolpermesabilitét erniedrigt (Gan et al. 1998). In
Ubereinstimmung mit Collett und Mitarbeitern (1999) und Lee und Mitarbeitern (2002) lag
die gemessene Fluxrate J,, fir Ranitidin an Caco-2-Zellen von 1%/ (h-Filter) bei pH 7,5 um
den Faktor 4 Uber der Fluxrate J.,. Lee und Mitarbeiter (2002) schlossen eine hOCT-
vermittelte basolaterale Ranitidinaufnahme aus, da weder TEA noch MPP* die Aufnahmerate
beeinflussten. Ranitidin verfugt Gber ein basisches Stickstoffatom, das bel einem pH-Wert
von 7,5 zu 83% und bei einem pH-Wert von 8,5 noch zu 33% protoniert vorliegt. Die
Nitroethendiamingruppe ist weder bel pH 7,5 noch bei pH 8,5 in relevantem Umfang
protoniert (Tab. 14), (Dumanovic et al. 1997). Daher lasst sich der Anstieg von Flux-
(Jab, Jb-a) As auch Aufnahmeraten (Jac, Jc) um den Faktor 2-4 bei Anheben des pH-Wertes
maoglicherweise mit dem abnehmenden Protonierungsgrad und der damit zunehmenden
Lipophilie der Substanz in Verbindung bringen. Da ein Anstieg des pH-Wertes auch die
scheinbare Mannitolpermeabilitét der Caco-2-Monolayer um den Faktor 3-4 erhoht, 18sst sich
die pH-Abhéngigkeit der Fluxraten vermutlich durch Anderungen der Membraneigenschaften
und des Protonierungsgrades des Moleklls erklaren. Der pH-abhangige Anstieg der
Aufnahmeraten (Jac, Jo-c) trotz zweimaligen Spulens mit eiskaltem Puffer nach Versuchsende
spricht gegen eine pH-bedingte Schadigung der Zellen. Aufgrund der Literaturbefunde ist die
hOCT-vermittelte Ranitidinaufnahme in Caco-2-Zellen sowohl Uber die apikale als auch tber
die basolaterale Membran unwahrscheinlich. Daher ist Ranitidin mit einem |Csp-Wert von
271 M ein Inhibitor und vermutlich kein Substrat des apikalen MPP*-Transportsystems. Die
im Vergleich zu Diphenhydramin niedrigen Fluxraten von Ranitidin durch Caco-2-Zellen
kommen vermutlich auch durch seine relativ hydrophilen Molekileigenschaften
(log Pow 0,27) zustande.
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Atenolol

Die Fluxraten des b-Blockers Atenolol durch Caco-2-Zellen J.p und Jy.a unterschieden sich
nicht voneinander, jedoch war die prozentuale Aufnahmerate J,.c grof3er als J..c. Der Transport
dieser wenig permeablen, hydrophilen Substanz (log Pow 0,16) an Caco-2-Zellen wird in der
Literatur bisher als passiv und nicht sattigbar beschrieben (Adson et al. 1995; Artursson und
Magnusson 1990; Schipper et al. 1999). Jedoch lag Atenolol auch bei pH 85 zu 92%
protoniert vor (Tab. 14) und ist moglicherweise ein hOCT-Substrat. Laut Neuhoff und
Mitarbeitern (2003) sind die Permeabilitétskoeffizienten von Atenolol an Caco-2-Zellen bei
pH 7,4 ebenso wie die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Fluxraten in beide Fluxrichtun-
gen gleich grof3. In einer Untersuchung zu Transportmechanismen des b-Blockers Celiprolol
an Caco-2-Zellen hemmte Atenolol ebenso wie die hOCT-Substrate Cimetidin, Cholin und
NMN bel apikaem Zusatz sdgignifikant die Sekretion J.o des Arzneistoffes
(Karlsson et al. 1993). Diese Resultate deuten auf Interaktion mit hOCT-vermitteltem
Transport hin. Aufgrund der Anreicherung von hOCT3 in Richtung der apikalen Membran
von Caco-2-Zellen ware eine Interaktion mit diesem Transportprotein denkbar. Die mit
Ranitidin vergleichbar niedrigen Flux- und Aufnahmeraten korrelieren mit der Hydrophilie
des b-Blockers.

Etilefrin

Uber das oral verabreichte Antihypotensivum Etilefrin liegen bisher wenige Untersuchungen
zur intestinlen Absorption vor. Hengstmann und Mitarbeiter (1975) beschrieben eine
komplette Aufnahme nach oraler Gabe, gefolgt von einem starken first-pass-Effekt: Etilefrin
wird im intestinalen Epithelium durch Konjugierung zu Sulfaten und Glucuroniden
metabolisiert (Hengstmann et al. 1982). Dagegen wurden in der vorliegenden Arbeit keine
Anzeichen der Metabolisierung von Etilefrin durch zelluléare Enzyme gefunden. Vergleichbar
den Fluxraten von Ranitidin nahmen die Flux- und Aufnahmeraten von Etilefrin mit
steigendem pH-Wert zu. Ebenso wie Ranitidin wurde das relativ hydrophile Etilefrin
(log Pow 0,44) bei pH 7,5 stérker Uber die basolaterale als Gber die apikale Membran in Caco-
2-Zellen aufgenommen. Die Etilefrinaufnahme in Caco-2-Zellen zeigte jedoch hyperbolischen
Verlauf bel steigender Substratkonzentration. Etilefrin konnte daher apikal unter Beteiligung
des MPP’-Aufnahmesystems und damit hOCT3-vermittelt in Caco-2-Zellen aufgenommen
werden. Mit 16 mM lag die ermittelte Michaelis-Menten-Konstante aber weit tber dem 1Cso-
Wert von Etilefrin gegen MPP* (3956 uM) an dieser Zell-Linie. Wahrscheinlich existieren
deshalb in Caco-2-Zellen noch weitere apikal lokalisierte Transportproteine mit niedriger
Affinitét zu Etilefrin. Eine Beteiligung der hOCTs an der basolateralen Aufnahme von
Etilefrin in Caco-2-Zellen ware moglich: Zum einen reduzierte ein Uberschuss des hOCT-

Substrates TEA die basolaterale Aufnahme des Antihypotensivums signifikant gegentiber der
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Kontrolle, zum anderen ist hOCT2 in Caco-2-Zellen moglicherweise basolateral exprimiert.
Die Fluxraten stiegen mit Erh6hung des pH-Wertes von pH 6,5 Gber pH 7,5 nach pH 8,5 stark
an. Etilefrin verfigt neben dem basischen Stickstoffatom auch Uber eine leicht saure
phenolische Gruppe, dadurch liegt Etilefrin bei pH 8,5 sowohl protoniert als auch deprotoniert
vor (Tab. 14). Aus diesem Grund konnen die steigenden Flux- und Aufnahmeraten nicht
eindeutig mit dem Protonierungsgrad der Substanz in Verbindung gebracht werden.
Moglicherweise besteht, wie schon fir Ranitidin beschrieben, auch ein Zusammenhang
zwischen steigenden Fluxraten und verdnderten Membraneigenschaften der Zellmonolayer
bei steigendem pH-Wert.

Chinin

Das Antimalariamittel Chinin wies wie Diphenhydramin hohe Flux- und relativ niedrige
Aufnahmeraten an Caco-2-Zellen auf, die auf Filtern kultiviert wurden. Mitverantwortlich fur
die hohen Fluxraten koénnte die Lipophilie der Substanz (log Pow 3,44) sein, obwohl das
tertidre Stickstoffatom im Chininmolekil bei pH 7,5 zu 90% protoniert vorliegt (Tab. 14). Im
Gegensatz zu Diphenhydramin war die Chininaufnahme in Caco-2-Zellen mit steigender
Substratkonzentration nicht sattigbar. In Ubereinstimmung mit den hier gemessenen hohen
Fluxraten an der intestinalen Zell-Linie Caco-2 ist Chinin nach oraler Gabe zu 65%
bioverfugbar (Sowunmi et al. 1994). Chinin ist ein hochaffiner lipophiler Inhibitor des MPP*-
Aufnahmesystems (ICsp = 5,9 uM) und interagiert auch mit anderen Transportsystemen fiir
Kationen in Caco-2-Zellen: Sowohl Flux als auch Aufnahme des Kations Guanidin an
Caco-2-Zellen werden durch Chinin signifikant reduziert (Cova et al. 2002).

Butylscopolaminium

Das Spasmolytikum Butylscopolaminium permeierte in geringem Umfang durch Caco-2-
Monolayer und war nach 2-stiindiger Inkubation in Caco-2-Zellen nicht nachweisbar. Im
Gegensatz zu Ranitidin und Etilefrin hatte die Erhdhung des pH-Wertes keinen grofen
Einfluss auf die Fluxrate. Butylscopolaminium ist als quartére Stickstoffverbindung
permanent positiv geladen und liegt daher nicht pH-abhangig protoniert oder deprotoniert vor.
Die Ladung des Molekils kénnte auch die Ursache fir die geringe Aufnahme der Substanz
sein, jedoch existieren in intestinalen Geweben spezifische Transportsysteme fur quartare
Stickstoffverbindungen: Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen zeigten Pentikainen
und Mitarbeiter (1973), dass 20% oral verabreichten Butylscopolaminiums in das Gewebe des
Rattenintestinums aufgenommen wird. Fir die strukturell nah verwandte Substanz
M ethylscopolaminium beschrieben Turnheim und Lauterbach (1977) eine aktive Sekretion an
der isolierten intestinalen Rattenmucosa. Auch das permanente Kation Paraquat mit quartarem
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Stickstoffatom wird séttigbar in intestinale Birstensasummembranvesikel der Ratte
aufgenommen (Nagao et al. 1993).

Butylscopolaminium ist ein niedrigaffiner Inhibitor des apikalen MPP"-Aufnahmesystems in
Caco-2-Zellen. Der Arzneistoff hemmte die MPP*-Aufnahme bei einer Konzentration von
1mM um 75 + 0,3%. Ein Transport tUber dieses oder die in der Literatur beschriebenen
intestinalen Transportsysteme fir quartare Stickstoffverbindungen ist aber unwahrscheinlich,
da die Aufnahme von Butylscopolaminium in Caco-2-Zellen nicht nachweisbar war.

5.2 Transport von Cholin und Clonidin am Plazentaepithel

Bel den hier durchgefuhrten Transportuntersuchungen an epitheliaden Zell-Linien der
humanen Plazenta konnte die Beteiligung organischer Kationentransporter am Cholin- und
Clonidintransport weitgehend ausgeschlossen werden. Zunéchst wurde das prototypische
hOCT-Substrat MPP" von alen 3 Zel-Linien im Vergleich zu Caco-2 geringflgig
aufgenommen, die Aufnahme war durch einen Uberschuss an unmarkiertem MPP" und dem
hOCT-Inhibitor Chinin nur schwach hemmbar.

hOCT3 ist stark in nativer humaner Plazenta exprimiert (Wu et al. 2000), aufgrund der
Resultate von Bzoskie und Mitarbeitern (1995) moglicherweise basolateral. Jedoch ist
hOCT3-mRNA in den humanen Plazentazell-Linien JEG-3 und BeWo nicht nachweisbar
(pers. Mitteilung Prof. Koepsell). Wu und Mitarbeiter (2000) konnten gleichfalls keine
MRNA von hOCT3 in BeWo und auch nicht in JAR detektieren.

Die mRNA des Transportproteins hOCT1 konnte in BeWo und JEG-3 nachgewiesen werden
(pers. Mitteilung Prof. Koepsell). Laut Hayer-Zillgen und Mitarbeitern (2002) ist in JAR die
MRNA von hOCT1 schwach und von hOCT3 nicht exprimiert. Sollte hOCT1 in den
genannten Plazentazell-Linien as funktionelles Transportprotein exprimiert sein, dann
vermutlich in der basolateralen Membran. Fir Transportuntersuchungen an der basolateralen
Seite der Zellen wére ihre Kultivierung in Form eines dichten Zellrasens auf Polycarbonatfil-
tern notwendig. Untersuchungen des Mannitolfluxes durch JEG-3-Zellrasen zeigten jedoch
einen im Vergleich zu Caco-2-Zellen um den Faktor 5-8 erhohten Flux, was auf eine fir
weitere Fluxuntersuchungen ungentigende Dichtigkeit dieser Zell-Linie hindeutete.

Cholintransport

Der Cholintransport wurde neben der Plazenta bereits an verschiedenen Geweben charakteri-
sert, so an intestinalen und renalen Epithelien (Acara und Rennick 1973; Saito et al. 1992),
Fibroblasten (Schloss et al. (1994), Neuronen (Okuda et al. 2000), der Blut-Hirn-Schranke
(Friedrich et al. 2001) und Keratinozyten (Hoffmann et al. 2002). Die Studien wiesen dabe
auf zwei unterschiedliche Cholintranportsysteme hin: Ein hochaffines, Na'-abhangiges
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Transportsystem mit Michaelis-Menten-Konstanten fur Cholin < 10 uM (Blusztgin und
Wurtman 1983), das vorwiegend, wenn auch nicht ausschliefdlich in neuronalem Gewebe
exprimiert wird. Dieser von Okuda und Mitarbeitern (2000) klonierte Transporter wird als
CHT1 bezeichnet. Seine physiologische Funktion liegt in der Cholinaufnahme in Neuronen
fur die Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin. Das zweite Transportsystem wird mit
Ki-Werten fur Cholin im Bereich 30-100 uM als niedrigaffin beschrieben (Blusztajn und
Wurtman 1983). Die Expression im Organismus ist ubiquitér. Bisher wurde der niedrigaffine
Cholintransporter nicht kloniert. Der renale Cholintransporter ist bis auf wenige Ausnahmen
nicht enantioselektiv (Somogyi et al. 1996). Ullrich und Rumrich (1996) beschrieben die
Struktur-Affinitétsbeziehung von Inhibitoren des renalen Cholintransportsystems der Ratte
hinsichtlich deren Basizitét und Hydrophobizitét. Der Abstand zwischen Hydroxylgruppe und
Stickstoffatom von Cholin-Analoga ist laut den Untersuchungen von Grunewald und
Mitarbeitern (1997) an der Kaninchenniere relevant fur die Interaktion mit dem Cho-
lintransporter. Eine Ubersicht Uber bisher verdffentlichte Strukturvorschlage wurde von
Lockman und Allen (2002) zusammengestellt.
Von Friedrich und Mitarbeitern (2001) wurde nachgewiesen, dass es sich bei dem an
der von Ratten  stammenden  Blut-Hirnschrankenzell-Linie RBE4  charakterisierten
Cholintransportsystem weder um OCT1, OCT2 und OCT3, noch um CHT1 handelt.
Das in der vorliegenden Arbeit zundchst an BeWo-Zellen charakterisierte Cholintransport-
system (siehe auch Milller et al. 2005) war geringfligig Na'-abhangig, pH-unabhangig und
membranpotenzialabhangig. Ahnliche Resultate sind von van der Aa und Mitarbeitern (1994)
an Veskeln der syncytialen Mikrovillimembran aus humaner Plazenta beschrieben. Die an
BeWo und JEG-3-Zdllen bestimmten Affinitatskonstanten fir Cholin von jeweils 108 uM und
206 UM zeigten Ubereinstimmung mit den entsprechenden Ki-Werten von 0,2-0,56 mM aus
der Literatur, ermittelt an verschiedenen in-vitro-Modellen der humanen Plazenta (Eaton und
Sooranna 1998; Grassl 1994; van der Aa et al. 1994). Die physiologische Plasmakonzentrati-
on von Cholin liegt bel 22 uM (Hasegawa et al. 1982), die im Verhdtnis zum Plasmaspiegel
hohen K-Werte sollen laut van der Aa und Mitarbeitern (1994) eine effiziente Aufnahme von
Cholin aus dem mutterlichen Blut sicherstellen.
Die von van der Aaund Mitarbeitern (1995) bestimmten 1 Csp-Werte fur Ranitidin, Cholin und
TEA an Membranvesikeln humaner Plazenta lagen Uber den in der vorliegenden Arbeit
ermittelten Hemmkonstanten fir Ranitidin, Cholin und TEA an JEG-3-Zellen. Die
Diskrepanz l&sst sich unter Umstanden durch die Verwendung unterschiedlicher Systeme
(Vesikel/konfluenter Zellrasen) erkléren. Vergleichbar den Resultaten von van der Aa und
Mitarbeitern (1995) hemmten Hemicholin-3 die Cholinaufnahme in BeWo-Zellen sehr stark,
Atropin stark und das Hz-Antihistaminikum Cimetidin schwach. Ebenso wie in JEG-3-Zellen
hemmte das kationische Modellsubstrat TEA die Cholinaufnahme in BeWo-Zellen nur
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schwach. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte inhibitorische Potenz von Procainamid,
Lidocain und Imipramin an BeWo-Zellen sowie die von Acetylcholin und Chinin an JEG-3-
Zellen stimmte mit den Ergebnissen von Grassl (1994) an Burstensaummembranvesikeln der
humanen Plazenta Gberein.

Die geringfugige Interaktion von Carnitin mit dem Cholintransportsystem in BeWo-Zellen
Uberrascht nicht, da Carnitin erwiesenermal3en OCTN2-vermittelt in BeWo-Zellen
aufgenommen wird (Rytting und Audus 2004). Da Cholin aber schwache Einwaértsstrome an
hOCTN2-exprimierenden Oozyten auslost (Wagner et al. 2000), ist eine Uberschneidung
beider Transportsysteme in unphysiologisch hohen Konzentrationsbereichen von Cholin und
Carnitin nicht auszuschliefzen.

Das endogene Kation Guanidin wird natriumunabhéngig und teilweise membranpotenzial-
abhangig in die Plazentazell-Linie JAR aufgenommen (Zevin et al. 1997). Die Autoren
schliefen eine Betelligung des Cholintransportsystems aufgrund unterschiedlicher
Substratspezifitét aus. Jedoch reduzierte Guanidin (1 mM) in der vorliegenden Arbeit die
Cholinaufnahme in BeWo-Zellen um 60%, und Cholin zeigte in der genannten Studie in
derselben Konzentration starke Affinitdt zum Guanidintransporter. Andererseits beeinflusste
Cholin in einer Konzentration von 10 mM die Guanidinaufnahme in Burstensaummembran-
vesikel der humanen Plazenta nicht (Ganapathy et al. 1988). In der vorliegenden Arbeit
betrug der K;-Wert von Guanidin gegen Cholin an JEG-3-Zellen 4 mM. Eine Uberschneidung
von Cholintransportsystem und Guanidintransportsystem hinsichtlich der Substratspezifitét
wére denkbar. Fir das wasserlodliche Vitamin Thiamin ist ein hochspezifisches, aus der
humanen Plazenta kloniertes Transportsystem bekannt (Dutta et al. 1999), mit dem Cholin
(2 mM) nicht interagiert. Dagegen hemmte Thiamin (1 mM) die Cholinaufnahme in BeWo-
Zellen um 70%. An Fragmenten der humanen Plazenta hemmte Cholin kompetitiv die
Acetylcholinaufnahme (Welsch 1976a). Der an BeWo-Zellen durchgefuhrte ABC-Test lief3
gleichfals auf die apikale Aufnahme von Acetylcholin und Cholin durch ein gemeinsames
Transportsystem schlief?en. Jedoch kdnnen bel Aufnahmeuntersuchungen an Plazentafrag-
menten im Gegensatz zu in Petrischalen kultivierten Zellen nicht nur apikale, sondern auch
basolaterale Transportmechanismen beteiligt sein.

Das Antimalariamittel Chinin zeigt zwar eine leichte Séttigung seiner Aufnahme in die Zell-
Linie JEG-3, aber aufgrund der Diskrepanz um den Faktor 10 zwischen der Michaelis-
Menten-Konstante von 4,1 mM und der Hemmkonstante gegen Cholin von 0,36 mM ist eine
Aufnahme von Chinin tber das Cholintransportsystem wenig wahrscheinlich. Die nichtlineare
Regression der kinetischen Daten zeigte eine relativ grof3e diffusible Komponente der
Chininaufnahme in JEG-3-Zellen, vermutlich bedingt durch die lipophilen Eigenschaften der
Substanz.
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Diphenhydramin wird carriervermittelt, vermutlich Uber das Cholintransportsystem in
epitheliale Zell-Linien der humanen Plazenta aufgenommen. Die kompetitive Hemmung von
Cholin durch Diphenhydramin wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen. Die
Aufnahme von Diphenhydramin war séttigbar mit eéinem Ki-Wert von 0,75 mM, der im
Konzentrationsbereich des gegen Cholin ermittelten Ki-Wertes von 0,25 mM lag. Die
Stimulation der Diphenhydraminaufnahme in JEG-3-Zellen durch einen auswartsgerichteten
pH-Gradienten kann nicht ausschliefdlich durch abnehmende Protonierung der Base erklért
werden, da bei pH 6,0 99% und bei pH 7,5 immer noch 97% der Substanz protoniert
vorliegen. Wie Cholin wurde Diphenhydramin partiell Na'-abhangig in BeWo-Zellen
aufgenommen, die Aufnahme war durch Cholin hemmbar. Allerdings hatte Cholin einen
wesentlich schwécheren Effekt auf die Diphenhydraminaufnahme as umgekehrt, vermutlich
aufgrund eines hohen Anteils von enfacher Diffuson an der Diphenhydramin-
Gesamtaufnahme. In  Ubereinstimmung mit der beobachteten hohen Diffusionsrate
beschrieben Yoo und Mitarbeiter (1986) den Transfer von Diphenhydramin durch die
Schafplazenta als schnell und passiv bis zum Konzentrationsausgleich, jedoch nicht als
séttigbar. Aufgrund der guten Plazentagangigkeit und der pharmakologischen Eigenschaften
von Diphenhydramin kann die Dauermedikation wéahrend der Schwangerschaft beim
Neugeborenen entzugsahnliche Symptome ausldsen (Parkin 1974).
Trotz séttigbarer Aufnahme von Etilefrin in JEG-3-Zellen ist eine ausschliefdlich Cho-
lintransportsystem-vermittelte Aufnahme unwahrscheinlich, da der ermittelte K-Wert der
Substanz (19 mM) um den Faktor 6 Uber deren Ki-Wert gegen Cholin (3,3 mM) liegt. Der
Plasmaspiegel von Etilefrin nach Verabreichung therapeutischer Dosen (20 mg) liegt zudem
weit unter dem Konzentrationsbereich des ermittelten K;-Wertes. Das auch in der Schwanger-
schaft eingesetzte Antihypotensivum bewirkt am Meerschweinchenuterus einen Abfall des
Blutflusses begleitet von einem Anstieg des Gefél3widerstandes (Hohmann und Kiinzel 1989),
daher konnte sich eine Langzeittherapie mit Etilefrin wahrend der Schwangerschaft ebenso
negativ auf die Entwicklung des Fetus auswirken wie ein zu niedriger Blutdruck der Mutter.
Da Etilefrin eine katecholamindhnliche Struktur aufweist, wére eine Interaktion mit dem von
Ramamoorthy und Mitarbeitern (1993) beschriebenen in der Plazenta lokalisierten
Norepinephrin-Transportsystem (NET) zusétzlich zum Cholintransportsystem denkbar.
Allerdings ist nicht bekannt, ob dieses Transportsystem in JEG-3-Zellen exprimiert wird. In
JAR-Zellen konnte NET nicht nachgewiesen werden (Ramamoorthy et al. 1993). Dass die
Inkubation in Anwesenheit eines Uberschusses des Kations TEA keine Auswirkung auf die
apikale Etilefrinaufnahme in JEG-3-Zellen hatte, schloss erneut eine hOCT-vermittelte
Etilefrinaufnahme aus.
Ein spezifischer, sittigbarer Transfer des Ho-Antihistaminikums Ranitidin konnte entspre-
chend den vorliegenden Ergebnissen an JEG-3-Zellen auch an perfundierter Affen- und
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Menschenplazenta nicht festgestellt werden (Dicke et al. 1988). Eine pharmakologisch
relevante Interaktion zwischen Ranitidin und Cholin an der Plazenta ist unwahrscheinlich:
Zwar hemmte das hoher dosierte Strukturanalogon Cimetidin in einer Konzentration von
1 mM die Cholinaufnahme in BeWo-Zellen dhnlich stark wie Ranitidin auf 70%, die
mutterlichen Plasmakonzentrationen von Cimetidin betragen nach Applikation der
therapeutischen Dosis jedoch nur 15 pM (Somogyi und Gugler 1983). Zudem belegt eine
Studie die riskoarme Ranitidinmedikation wahrend des ersten Trimesters der Schwanger-
schaft (Ruigomez et al. 1999).

Clonidintransport
Das in der vorliegenden Arbeit charakterisierte Clonidintransportsystem der Plazentazell-
Linie JEG-3 (siehe auch Miller et al. 2004) ist von dem beschriebenen Cholintransport klar
abzugrenzen: Die Aufnahme des Antihypertensivums ist von einem auswaérts gerichteten
Protonengradienten abhangig, moglicherweise aufgrund des stark abnehmendem Protonie-
rungsgrades der Substanz mit steigendem pH-Wert (Tab. 14). Obwohl Clonidin die
Cholinaufnahme in JEG-3-Zellen hochaffin hemmte (K; 0,18 mM), beeinflusste Cholin
(2 mM) die Clonidinaufnahme kaum. Eine Anzahl von Arzneistoffen und Modellsubstraten,
die as Inhibitoren der Cholinaufnahme in BeWo- und JEG-3-Zellen charakterisiert wurden,
beispielsweise Atropin, Butylscopolaminium, Thiamin und MPP', hatten keine Auswirkung
auf die Clonidinaufnahmerate. Nur Clonidin selbst, das Clonidinanalogon Guanabenz,
Diphenhydramin, Chinin und Chinidin hemmten die Clonidinaufnahme mit K;-Werten um
1 mM.
Die Michaelis-Menten-Konstante des Clonidintransportes stimmte mit 1,1 mM gut mit dem
von Huwyler und Mitarbeitern (1997) an Primérkulturen von Endothelzellen aus Schweine-
hirnkapillaren bestimmten K-Wert fir Clonidin von 1,3 mM Uberein. Dieselben Autoren
beoachteten ebenfalls einen Anstieg der Clonidinaufnahme mit Anstieg des pH-Wertes sowie
einen Na'-unabhangigen Transfer der Substanz. Das in der vorliegenden Arbeit an der
apikalen Membran von JEG-3-Zellen beschriebene Transportsystem konnte daher mit dem
Clonidintransporter an der Blut-Hirn-Schranke identisch sein.
Die Guanidinaufnahmerate in die humane Plazentazell-Linie JAR wurde durch Clonidin
deutlich vermindert (Zevin et al. 1997). Moglicherweise ist das Clonidintransportsystem in
JEG-3-Zdllen identisch mit dem pH-abhangigen Transportsystem fur Diphenhydramin und
Chlorpheniramin, das von Mizuuchi und Mitarbeitern (1999; 2000a; 2000b) an Caco-2-Z€llen
funktionell charakterisiert wurde. Physiologische Substrate dieses Systems konnten bisher
unbekannte tertidre Amine sein. Von den untersuchten Inhibitoren der Clonidinaufnahme sind
aber nur in den Molekulen von Diphenhydramin, Chinin und Chinidin tertiére Stickstoffatome
vorhanden. Die an Caco-2-Zellen und an der Blut-Hirn-Schranke beschriebenen Transportsys-
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teme sind sowohl apikal as auch basolateral lokalisiert. An der Plazenta dagegen ist die
genaue Lokalisation des Transportsystems nicht bekannt. An der perfundierten humanen
Plazenta wurde der Ubertritt von Clonidin aus dem miitterlichen in den fetalen Blutkreislauf
beschrieben (Ala-Kokko et al. 1997). Die Untersuchung des Clonidintransportes an der
Plazenta hat therapeutische Relevanz: Clonidin wird wahrend der Schwangerschaft zur
Behandlung von Praeklampsie eingesetzt, eine fur Mutter und Kind gefdhrliche Form des
Bluthochdrucks.

5.3 Transport von MPP" an nativen humanen epider malen K eratinozyten

Durch die transdermale Applikation von Arzneistoffen konnen first-pass-Effekte sowie
intestinaler Abbau und Unvertraglichkeiten vermieden werden. Der untersuchte Arzneistoff
Clonidin wird auch durch transdermale therapeutische Systeme (TTS) verabreicht (Guagnano
et al. 1997; Lowentha et al. 1986). Wie gezeigt wurde, beeinflusst Clonidin die hOCT-
vermittelte MPP'-Aufnahme. Daher wurde mithilfe spezifischer hOCT-Inhibitoren versucht,
die Expression von hOCTSs in nativen humanen Keratinozyten funktionell nachzuweisen und
voneinander abzugrenzen. Beziiglich der Expression von hOCTs in der humanen Epidermis
existieren bis heute keine Studien, ebensowenig wurde der Transport des Modellsubstrates
MPP" an diesem epithelialen Gewebe untersucht. Der Thiamintransport an Hautfibroblasten
wurde jedoch von Stagg und Mitarbeitern (1999) charakterisiert.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine vorrangige Expression von hOCT3 in
der apikalen Membran der NHEK-Zellen hin. Das Anticholinergikum Atropin hemmte mit
einer ICs von 1 uM hochaffin die [*H]MPP*-Aufnahme in hOCT1-transfizierte Zellen. In
NHEK-Zellen dagegen reduzierten 50 pM der Substanz die [°H]MPP*-Aufnahme nicht
signifikant gegentiber der Kontrolle. Daher ist eine Beteiligung von hOCT1 an der apikalen
[*H]MPP*-Aufnahme wenig wahrscheinlich. Da die mRNA von hOCT1 in NHEK-Zellen
nachgewiesen wurde (pers. Mitteilung Prof. Koepsell), ist hOCT1 moglicherweise basolateral
lokalisiert. Die Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme auf 30% des Kontrollwertes durch 1 pM
Corticosteron hingegen lésst auf hOCT3-Expression in NHEK-Zellen schlief3en: Die bisher
bekannten 1Csy bzw. K; betrugen 290 nM (Hayer-Zillgen et al. 2002) und 120 nM
(Grindemann et al. 1998). Weiterhin wurde hOCT3-mRNA in NHEK-Zellen nachgewiesen
(pers. Mitteilung Prof. Koepsell). Chinin hemmte die [*H]MPP*-Aufnahme an hOCT1-,
hOCT2- und hOCT3-transfizierten Zellen vergleichbar stark und verminderte in Kombination
mit Atropin und Corticosteron die [*H]MPP"-Aufnahme in NHEK-Zellen statistisch
signifikant gegentber der mit Atropin und Corticosteron behandelten Gruppe auf fast 0%
gegenuber der Kontrolle. Dieser Effekt ist moglicherweise auf die intrazellulare Hemmung
von hOCT3 durch Chinin nach Diffusion durch die Zellmembran zurtickzufihren, wie bereits
an rOCT2 exprimierenden Oozyten beschrieben (Arndt et al. 2001). In NHEK-Zellen werden
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daher vermutlich hOCT3 apikal, hOCT1 basolateral und hOCT2 nicht in relevantem Umfang
exprimiert.

5.4 Transport der Arzneistoffe und Modellsubstrate durch hOCT1, hOCT?2 oder
hOCT3

Ein Vergleich von den in Tab. 7 dargestellten 1Cso-Werten der Arzneistoffe an Caco-2-Zellen
mit den in Tab. 13 aufgelisteten 1Cso-Werten an den hOCT-transfizierten Zellen gegen
[*H]MPP" zeigt, dass generell eine Ubereinstimmung zwischen den Parametern an Caco-2-
Zéellen und denen an hOCT3 besteht.

So ist der Wert fur Atropin an hOCT3 466 UM und an Caco-2 230 uM, 1 mM Butylscopola-
minium hemmt sowohl an Caco-2-Zellen als auch an hOCT3 die [*H]MPP*-Aufnahme um
ungefahr 20%. Der |Cso-Wert von Diphenhydramin an Caco-2-Zellen liegt mit 145 uM eher
im Konzentrationsbereich des 1Csp-Wertes an hOCT3 von 695 uM als in dem von hOCT2
(15 puM). Die an Caco-2-Zellen und hOCT3 bestimmten Parameter fir den a,-Agonisten
Clonidin waren fast identisch. Der von Zhang und Mitarbeitern (1998) an mit hOCT1
transfizierten HeLa-Zellen gegen TEA gemessene K;-Wert fur Clonidin betrug 0,55 uM und
lag somit um den Faktor 10 niedriger als der in der vorliegenden Arbeit an hOCT1 ermittelte.
An mit hEMT-transfizierten HEK293-Zellen bestimmten Martel und Mitarbeiter (2001) eine
Halbhemmkonzentration von 80 pM fiir Clonidin gegen [*H]MPP", die den in dieser Arbeit
ermittelten Wert bestétigte. Andererseits hemmte Clonidin die [°H]MPP*-Aufnahme in
hOCT3-transfizierte HRPE-Zellen mit einem K;-Wert von 373 uM (Wu et al. 2000). Der an
Caco-2 gemessene | Cso-Wert fir Etilefrin stimmte mit rund 4 mM sowohl mit dem an hOCT3
als auch mit dem an hOCT2 bestimmten Wert Uberein. Der | Cso-Wert fur Ranitidin an Caco-2
entsprach dem an hOCT3.

Das Antimalariamittel Chinin und das Antiarrhythmikum Chinidin interagieren mit den
organischen Kationentransportern: In Korrelation mit den vorliegenden Ergebnissen betrug
die an hOCT1-transfizierten HelL a-Zellen ermittelte Hemmkonstante fur Chinin gegen TEA
23 uM (Zhang et al. 1998). An hOCT2-exprimierenden Oozyten wurde fir Chinin gegen
TEA ein Ki-Wert von 3,4 uM bestimmt (Gorboulev et al. 1997), der weit unter dem in Tab.
13 fur Chinin an hOCT2 dargestellten Parameter liegt. Mdglicherwei se haben die unterschied-
lichen Membraneigenschaften der exprimierenden Systeme Einfluss auf die Messergebnisse.
Der an hOCT1-transfizierten HeLa-Zellen ermittelte Ki-Wert fur Chinidin von 17,5 pM
(Zhang et al. 1998) bestétigte den in Tab. 13 dargestellten ICso-Wert von 20 uM. Die an
Caco-2 bestimmten Halbhemmkonzentrationen von Chinin (5,9 uM) und Chinidin (38 pM)
stimmen as einzige der in Tab. 6 und 7 gezeigten Werte stérker mit den Halbhemmkonzentra-
tionen an hOCT1 und hOCT2 as mit denen an hOCT3 Uberein. Fur die stark lipophile

Substanz Chinin wurde nach Diffusion durch die Membran eine intrazellulére Inhibierung von
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rOCT2 vermutet (Arndt et al. 2001). Eine zusétzliche intrazelluldre Inhibierung der
[*H]MPP*-Aufnahme durch Chinin und Chinidin ist auch bei den hier durchgefiihrten
Experimenten moglich; das Ausmal? der Diffusion konnte je nach Zelltyp variieren und so die
Resultate schwer vergleichbar machen.
Entsprechend den Resultaten von Wu und Mitarbeitern (2000) hemmte das kationische
Modellsubstrat TEA in einer Konzentration von 1 mM die [*H]MPP*-Aufnahme in Caco-2-
Zellen und CHO-hOCT3-Zellen auf ungefahr 80% des Kontrollwertes. Die an hOCT2-
transfizierten Oozyten fur TEA und TBA beschriebenen 1Cso-Werte von 156 pM und 120 pM
gegen [*H]MPP" (Dresser et al. 2002) korrelieren moderat mit den in Tab. 13 aufgefiihrten
Werten von 404 uM und 383 pM. Von Zhang und Mitarbeitern (1999) wurde eine direkte
Beziehung zwischen Zunahme der Hemmst&rke und Lipophilie von n-Tetraakyl-
ammoniumverbindungen an hOCT1 beobachtet. Die hier an hOCT2 bestimmten |Cso-Werte
von TEA und TBA unterschieden sich jedoch kaum voneinander.
Der ICso-Wert fur Procainamid an hOCT3 betrug 1,3 mM. Die von Wu und Mitarbeitern
(2000) ermittelte entsprechende K; betrug 738 pM. Der an hOCT2 fur Procainamid bestimmte
Parameter von 1,14 mM korrelierte nicht mit der an Oozyten gegen [**C] TEA gemessenen K;
von 50 pM (Gorboulev et al. 1997). Auch die Halbhemmkonzentration von MPP* an hOCT2
lag mit 101 pM weit (iber der von Gorboulev und Mitarbeitern (1997) gegen [*C]TEA
gemessenen K; (2,4 puM). An hOCT3 zeigte der 1Cso-Wert von MPP" (69 uM) gute
Ubereinstimmung mit der K; von 54 pM, ebenfalls gegen [*H]MPP" bestimmt an hOCT3-
transfizierten HRPE-Zellen von Wu und Mitarbeitern (2000). In einer Konzentration von
0,1 mM hemmte MPP" an Caco-2-Zellen die eigene Aufnahme um 55%. Diese Hemmung
korrelierte gut mit der an hOCT3 ermittelten 1Cs fir MPP'. Fir das permanente Kation
Cholin konnte die Ubereinstimmung zwischen den an Caco-2 und hOCT3 gemessenen
Werten erneut bestétigt werden: In einer Konzentration von 1 mM hemmte Cholin die
[*H]MPP*-Aufnahme sowohl in Caco-2-Zellen as auch in CHO-hOCT3-Zéllen nicht.
In Abb. 46 ist die Korrelation der inhibitorischen Potenz (Hemmung der [*H]MPP'-
Aufnahme) von Arzneistoffen und Modellsubstraten zwischen Caco-2-Zellen und hOCT-
transfizierten Zellen dargestellt. So gut wie keine Korrelation bestand zwischen den Werten
an Caco-2-Zellen und hOCT1-transfizierten Zellen mit r* = 0,355. Die Werte an Caco-2-
Zellen und hOCT2-transfizierten Zellen korrelierten ebenfalls kaum miteinander (r? = 0,461).
Wie oben diskutiert, bestand eine hohe Korrelation zwischen der inhibitorischen Potenz an
hOCT3-transfizierten Zellen und an Caco-2-Zellen. Die Korrelation zwischen der prozentua-
len Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme an Caco-2-Zellen und an hOCT3-transfizierten
Zellen ergab einen Korrelationskoeffizienten von r> = 0,912. Bei dem apika lokalisierten
MPP*-Aufnahmesystem in Caco-2-Zellen handelt es sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit,
wie schon aufgrund der subzelluléren Lokalisation vermutet, um den humanen OCT 3.
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Abb. 46 : Korrelation der inhibitorischen Potenz kationischer Arzneistoffe und Modellsubstrate zwischen
Caco-2-Zéllen und hOCT-transfizierten Zellen. Es wurden Werte (jeweils gleiche Konzentrationen) aus
Kompetitionsexperimenten zugrunde gelegt. Dargestellt sind die linearen Regressionen mit dem 95%-
Konfidenzintervall. 1: Cholin, 2: Clonidin, 3: Atropin, 4: Chinidin, 5: Butylscopolaminium, 6: TEA,
7: Diphenhydramin, 8: Ranitidin, 9: Etilefrin, 10: Chinin, 11: MPP". Angegeben sind die K orrel ationskoeffizien-
ten r und die Irrtumswahrscheinlichkeiten p.
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Durch Aufnahmeuntersuchungen mit hOCT-transfizierten Zellen im Vergleich mit den
entsprechenden kontrolltransfizierten Zellen wurde untersucht, ob es sich bei den untersuch-
ten Substanzen nicht nur um Inhibitoren, sondern auch um Substrate der Kationentransporter
handelte. Der in der vorliegenden Arbeit weitgehend Na'- und H*-unabhéngige Transport von
[*H]MPP" durch hOCT1, hOCT2 und hOCT3 bestétigte die in der Literatur beschriebene
Transportcharakteristik der OCTs (Busch et al. 1996b; Gorboulev et al. 1997,
Kekudaet al. 1998). Problematisch sind die teilweise wiederspriichlichen Resultate in der
Literatur hinsichtlich des Transportes von TEA: Laut Grindemann und Mitarbeitern (1999)
transportiert NEMT kein TEA, Wu und Mitarbeiter (2000) zeigten jedoch hOCT 3-vermittelten
TEA-Transport.
Cholin wird von hOCT1 nicht als Substrat akzeptiert. rOCT1 und mOCT1 transportieren
jedoch Cholin (Busch et al. 1996b; Green et al. 1999 ; Sinclair et al. 2000). Die Eigenschaft
von Cholin als hOCT2-Substrat bestétigten die Ergebnisse von Gorboulev und Mitarbeitern
(1997) und Sweet und Mitarbeitern (2001). Dagegen wird Cholin sowohl als rOCT2-Substrat
as auch as rOCT2-Inhibitor beschrieben (Budiman et al. 2000 ; Grindemann et al. 1999).
Entsprechend den Resultaten von Grindemann und Mitarbeitern (1999) transportiert hOCT3
kein Cholin. Bei dem in der vorliegenden Arbeit gefundenen hOCT2-vermittelten Acetylcho-
lintransport konnte es sich moglicherweise auch um einen nach Hydrolyse stattfindenden
Cholintransport handeln. Gegen eine Hydrolyse von Acetylcholin zu Cholin spricht
alerdings, dass in CHO-hOCT3-Zellen uber einen Inkubationszeitraum von 10 Sekunden
Acetylcholin gegentiber der Kontrolle leicht verstarkt aufgenommen wird und Cholin kein
hOCT3-Substrat ist. Aul}erdem vermuteten Wessler und Mitarbeiter (2001) eine hOCT1- und
hOCT3-vermittelte Freisetzung von Acetylcholin aus der humanen Plazenta. Acetylcholin ist
laut den vorliegenden Ergebnissen kein hOCT 1-Substrat, wird aber von rOCT1 transportiert
(Busch et al. 1996a). Cholin und Acetylcholin sind daher speziesabhangig Inhibitoren oder
Substrate der OCTs.
Clonidin wird weder von hOCT1 und hOCT2, noch von hOCT3 transportiert und ist aufgrund
der Hemmung der [*H]MPP*-Aufnahme ein hOCT-Inhibitor. Bei Atenolol handelt es sich
wahrscheinlich nicht um ein Substrat von hOCT3, da die Aufnahme von [*H]Atenolol in
CHO-hOCT3-Zellen durch einen Uberschuss an unmarkiertem Atenolol nicht hemmbar war.
Die lipophilen Arzneistoffe Diphenhydramin und Chinin (log Pow 3,27 und 3,44) werden
nicht bevorzugt Uber hOCT3 aufgenommen, weisen aber im Vergleich zu den hydrophileren
Arzneistoffen Atropin (log Pow 1,83), Etilefrin (log Pow 0,44) und Ranitidin (log Pow 0,27)
wesentlich grofRere Aufnahmeraten auf, die vermutlich auch durch einfache Diffusion zu
erklaren sind. Abb. 49 verdeutlicht, dass unabhangig von spezifischen Transportmechanismen
in hOCT3-transfizierten Zellen eine hohe Korrelation zwischen der Aufnahmerate der
kationischen Arzneistoffe und deren Lipophilie besteht.
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Abb. 49: Korrelation zwischen der prozentualen Aufnahmerate kationischer Arzneistoffe in CHO-
hOCT3-Zéellen und dem Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient der Substanzen. Es wurden prozentuale
Aufnahmeraten bezogen auf die eingesetzte Stoffmenge bei pH 7,5 zugrunde gelegt. Dargestellt ist die lineare
Regresson mit dem 95%-Konfidenzintervall. ATRP: Atropin, CHIN: Chinin, DIPH: Diphenhydramin,
ETIL: Etilefrin, RANT: Ranitidin. Angegeben ist der Korrelationskoeffizient r? und die Irrtumswahrscheinlich-
keit p.

Die séttigbare Aufnahme von Diphenhydramin in Caco-2-Zellen kann daher, wie vermutet,
nicht hOCT3-vermittelt sein. Deshalb wird Diphenhydramin sehr wahrscheinlich tber das
von Mizuuchi und Mitarbeitern (2000a) beschriebene Transportsystem fir tertidre Amine in
Caco-2-Zellen aufgenommen. Somit ist Diphenhydramin wie Chinin als lipophiler hOCT3-
Inhibitor zu klassifizieren, beide Substanzen hemmen die [*H]MPP*-Aufnahme in hOCT3-
transfizierte Zellen. Dagegen wird das Stereoisomer von Chinin, Chinidin, laut Hasannejad
und Mitarbeitern (2004) bei pH 7,4 von hOCT3 mit einer K; von 216 pM als Substrat
akzeptiert.

Ranitidin wird bei pH 8,5 geringfigig durch hOCT3 aufgenommen, bei pH 7,5 jedoch nicht.
Anderersaits steigt die Aufnahmerate von Ranitdin sowohl in CHO-pcDNA 3.1.- als auch in
CHO-hOCTS3-Zdllen bel Erhéhung des pH-Wertes um den Faktor 2, was auf eine erhthte
unspezifische Aufnahme der Substanz hindeutet, moglicherweise auch aufgrund von
Membraneffekten und dem Protonierungsgrad der Substanz, wie unter Abschnitt 5.1
diskutiert. Das strukturell und pharmakologisch nah verwandte Cimetidin zeigt in Abhéngig-
keit von seinem Protonierungsgrad bei pH 7,0 eine grol3ere Affinitét zu hOCT2 alsbei pH 8,0
(Barendt und Wright 2002).

Butylscopolaminium ist als hydrophiler Inhibitor von hOCT3 einzuordnen, da die Substanz
nach Inkubation Uber 1 Stunde weder in hOCT3- noch in kontrolltransfizierten Zellen
nachweisbar war. Das Spasmolytikum Atropin ist neben Etilefrin der einzige Arzneistoff, der
in nennenswertem Umfang von hOCT3 transportiert wird. Etilefrin wies die geringste
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Affinitét zu hOCT3 auf, wurde aber von alen untersuchten Arzneistoffen am stérksten tber
hOCT3 aufgenommen. Ein Grund konnte in der katecholamindhnlichen Struktur von Etilefrin
liegen: Die physiologische Aufgabe von OCT3 im Gehirn bestent vermutlich in der
Aufnahme von Monoamintransmittern, die nicht durch neuronale Mechanismen inaktiviert
wurden (Grindemann et al. 1998; Wu et al. 1998a).

Cholin wird nicht von hOCT3 transportiert und beeinflusst in einer Konzentration von 1 mM
die [*H]MPP*-Aufnahme in CHO-hOCT3-Zellen nicht. Erwartungsgeméal hemmte daher ein
Uberschuss an Cholin die Aufnahme von Etilefrin in CHO-hOCT3-Zellen, aber auch in CHO-
pcDNA 3.1.-Zellen nicht. Bei Etilefrin nahm die Aufnahmerate mit steigendendem pH-Wert
zu, moglicherweise auch aufgrund von Membraneffekten. Eine Erhdhung des pH-Wertes hat
die Maskierung der hOCT3-vermittelten Aufnahme von Etilefrin zur Folge. Die an hOCT3
ermittelte MichaelisMenten-Konstante fur Etilefrin von 2,8 mM stimmt gut mit der
entsprechenden Halbhemmkonzentration gegen [*H]MPP* an hOCT3 von 4,5 mM und der an
Caco-2-Zellen von 3,9 mM Uberein. Wie oben diskutiert, mussen aufgrund der Diskrepanz
zwischen der MichaglisMenten-Konstante an Caco-2-Zellen (16 mM) und an hOCT3-
transfizierten Zellen weitere Transportsysteme neben hOCT3 an der apikalen Etilefrinauf-
nahme in Caco-2-Zellen beteiligt sein.

Ob hOCT3 fur die orade Bioverfugbarkeit von Etilefrin im menschlichen Organismus
verantwortlich ist, muss noch untersucht werden. Dieses Transportprotein ist zwar stark im
Rattenintestinum exprimiert (Wu et al. 1998a), im humanen Intestinum liegen dagegen noch
keine Erkenntnisse Uber Expression und Lokalisation von hOCT3 vor.

Die empfohlene Tagesdosis fur Etilefrin liegt bel 20 mg (Jansen et al. 1985). Damit ist der in
der vorliegenden Arbeit ermittelte 1Cso-Wert an Caco-2-Zellen und an hOCT 3-transfizierten
Zellen von 4 mM um das 40-fache unterschritten, wenn man ein Darmvolumen von 1 Liter
vorraussetzt: 4 mM Etilefrin entspréchen dann einer Stoffmenge von ungeféhr 800 mg.
Vermutlich wird Etilefrin im Intestinum noch tber andere Transportsysteme aufgenommen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transport von kationischen Arzneistoffen an den
epithelialen Barrieren von Darm und Plazenta sowie die Interaktion der Substanzen mit
humanen organischen Kationentransportern (hOCTs) untersucht. Als in-vitro-Modelle fir
diese Epithelgewebe kamen die Kolonkarzinomzell-Linie Caco-2 sowie die Chorionkarzi-
nomzell-Linien BeWo, JEG-3 und JAR zur Anwendung. Eine ergéanzende Studie wurde an
nativen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK-Zellen) durchgefiihrt. Die Quantifizie-
rung der nichtradioaktiven Arzneistoffe erfolgte durch eine in der vorliegenden Arbeit
entwickelte kapillarel ektrophoretische Methode.

Dunndarm (Caco-2-Zellen)
Eine Reihe von Arzneistoffen hemmen die apikale Aufnahme des kationischen
Modellsubstrates [*H]MPP" mit 1Cso-Werten von 59 uM -39 mM sowie den
[*H]MPP*-Flux.
Diphenhydramin und Etilefrin werden apikal séttigbar mit K-Werten von 0,3 bzw.
16 mM aufgenommen.
Die Transportproteine hOCT2 und hOCT3 sind in Caco-2-Zellen exprimiert; hOCT3
in der apikalen Membran.
Das apikale MPP-Aufnahmesystem ist aufgrund hoher Korrelation der inhibitori-
schen Potenz von Arzneistoffen und Modellsubstraten zwischen Caco-2-Zellen und
hOCT3-transfizierten Zellen aller Wahrscheinlichkeit nach identisch mit dem apikal
lokalisierten hOCT3.
Vermutlich bedingt durch die katecholaminahnliche Struktur wird auf3er Atropin
besonders Etilefrin bei neutralem pH-Wert (7,5) von hOCT3 as Substrat akzeptiert.
Die hOCT3-vermittelte Etilefrinaufnahme ist séttigbar (K = 2,8 mM).
In Caco-2-Zellen existieren neben hOCT3 vermutlich noch weitere apikale Aufnah-
mesysteme fur Etilefrin.
Diphenhydramin ist ein hOCT3-Inhibitor. Die sowohl bei neutralem als auch bei leicht
alkalischem pH-Wert séttigbare Aufnahme erfolgt wahrscheinlich durch das an Caco-
2-Zellen beschriebene Transportsystem fur tertisre Amine. Ein auswarts gerichteter
pH-Gradient stimuliert die Aufnahme.
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Plazenta (BeWo-, JAR- und JEG-3-Zellen)

Cholin

In BeWo- und JEG-3-Zellen wird Cholin séttigbar mit Ki-Werten von 108 bzw.
206 pM aufgenommen.

Die Beteiligung von hOCTs an der apikalen Cholinaufnahme ist auszuschlief3en.

Ein Grofteil der Arzneistoffe interagiert mit dem apikalen [*H] Cholinaufnahmesystem
in BeWo- und JEG-3-Zdllen mit K;-Werten von 0,06-4 mM; die Cholinaufnahme wird
durch Diphenhydramin kompetitiv gehemmt.

Die apikale Aufnahme von Diphenhydramin und Etilefrin in JEG-3-Zellen ist séttigbar
(K¢= 0,75 mM bzw. 19 mM).

Die Diphenhydraminaufnahme in BeWo-Zellen ist durch Cholin hemmbar und wie die
Cholinaufnahme partiell Na'-abhangig. Der Ki-Wert von Diphenhydramin an JEG-3-
Zellen korreliert mit dem K;-Wert gegen die [*H]Cholinaufnahme. Diphenhydramin
wird daher vermutlich Uber das Cholintransportsystem in BeWo- und JEG-3-Zellen
aufgenommen.

Fur Etilefrin existieren wahrscheinlich noch weitere apikale Transportsysteme in
JEG-3-Zellen.

Clonidin

Clonidin wird sttigbar und stark pH-abhangig, aber Na'-unabhéngig in JEG-3-Zellen
aufgenommen (K; = 1,1 mM).

An der apikalen Clonidinaufnahme in JEG-3-Zellen sind wahrscheinlich weder
hOCTs noch das Cholintransportsystem beteiligt, da weder MPP" noch Cholin die
Clonidinaufnahme beeinflussen.

Chinin, Chinidin, Clonidin, Diphenhydramin und Guanabenz interagieren mit dem
Clonidintransportsystem (K;-Werte um 1 mM).

Die vergleichbaren Ki-Werte und Transportcharakteristika von Clonidin an JEG-3-
und RBE4-Zellen konnten ein Hinwels auf identische Transportsysteme an der Plazen-
ta- und an der Blut-Hirn-Schranke sein.

Haut (NHEK-Zellen)

Die mRNA von hOCT1 und hOCT3 ist in NHEK-Zellen exprimiert.

Die apikale [*H]MPP"-Aufnahme wird durch den spezifischen hOCT3-Inhibitor
Corticosteron und den hOCT-Inhibitor Chinin stark reduziert, durch den spezifischen
hOCT1-Inhibitor Atropin jedoch nicht.
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Die Ergebnisse lassen auf apikale Expression von hOCT3 schliefien. hOCT1 ist
maoglicherwel se basolateral exprimiert.

Ausblick
Zukunftige Untersuchungen sollten die Expression und Lokalisation von hOCT3 im
humanen Intestinum kl&ren.
Die kationischen Arzneistoffe sollten auf ihre Eigenschaft als Substrate oder Inhibito-
ren von hOCT1 und hOCT2 tberprift werden.
Durch die Aufklarung der Kristallstruktur der hOCTs konnten weiterreichende
Erkenntnisse hinsichtlich der Bindungsdoméane(n) gewonnen werden, die dann die
zielgerichtete Entwicklung von hOCT-Substraten bzw. -Inhibitoren ermoglichen.
Es erscheint sinnvoll, die in der Bevolkerung verbreiteten genetischen Polymorphis-
men der hOCTs as mogliche Ursache von Arzneimittelneben- und
-wechselwirkungen noch intensiver al's bisher aufzuklaren.
Der Na'-unabhangige Cholintransporter konnte aus der Plazentazell-Linie BeWo
kloniert werden. Diese Zell-Linie weist hohe Cholin- und niedrige MPP'-
Aufnahmeraten auf.
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