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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Phidnomen der Multidrug-Resistance (MDR) ist eine der bisher am wenigsten
ergriindeten Ursachen des Scheiterns von Arzneistoffen bei der Bekdmpfung zahlreicher
Erkrankungen und Infektionen. So ist sie bei der Krebsbehandlung mit vielen
Chemotherapeutika und der Behandlung des Human Immunodeficiency Virus (HIV) mit
HIV-Protease- und Reverse Transkriptase-Inhibitoren jeweils ein wesentlicher
therapielimitierender Faktor in Bezug auf die Ausbildung korpereigener Resistenzen gegen
diese Arzneistoffe.

Das Erscheinungsbild der MDR wurde von dem Amerikaner Ling in den siebziger Jahren
entdeckt. Er analysierte CHO-Zellen und stellte fest, dass sie nach langerer
Zytostatika-Exposition gegen diese Medikamente resistent wurden. Das Phdnomen hierbei
war, dass es sich bei den Zellen zwar um entartete aber doch korpereigene Zellen
handelte™.

Das Prinzip der MDR besteht darin, dass zahlreiche transmembranere sowie zelluldre
Transportersysteme, man spricht in diesem Zusammenhang auch von Efflux-Pumpen, in
der Lage sind, Xenobiotika zu erkennen und sie unter Energieverbrauch gegen ein
Konzentrationsgefille aus den Zellen oder schon wéhrend der Diffusion in die Zelle aus
der Zellmembran hinaus, in den Extrazellularraum zu transportieren. Das heil}t, die
Akkumulation von Pharmaka in der Zelle wird durch den Efflux drastisch vermindert und
somit reichen die Wirkstoffspiegel fiir eine effektive Therapie nicht aus. Die notwendige

39,118 :
7. Daher wurden diese Systeme

Energie dafiir wird durch ATP-Hydrolyse bereitgestellt
unter dem Begriff ATP-binding-cassette- (ABC) Transporter zusammengefasst. Sie treten
ubiquitdr im Organismus auf, werden aber in besonderem Maf3e ebenfalls in Tumorzellen
gebildet. Auch wenn der Transport zahlreicher Efflux-Pumpen séttigbar ist, fiihren
Dosiserhohungen selten zum gewiinschten Effekt, da einhergehend mit solchen
Erhohungen ebenso die Intensititen der Nebenwirkungen steigen und diese das
therapeutische MaB3 oftmals iibertreffen. Ziel der heutigen Forschung ist die Uberwindung
der MDR, um gegen derartige Resistenzentwicklungen vorzugehen. Viele Substanzen
zeigten im in vitro Versuch gute MDR Modulationseigenschaften, die aber in in vivo
Versuchen nicht bestitigt werden konnten. So scheiterten viele Vertreter schon in

praklinischen Studien, oder konnten die in sie gesetzten Erwartungen nicht erfiillen.

Ursache hierfiir scheint die immense Komplexizitit des Phanomens der MDR zu sein, die

1
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sich nicht auf nur einen simplen Transportmechanismus beschriankt. Vielmehr erschweren
das Zusammenspiel einzelner Transporter im Kontext der Biogenese der MDR, die
unzureichende Kenntnis {iber eine Struktursymmetrie und dem Bindungsverhalten von
Modulatoren an potenzielle Bindungsstellen der Transporter, bisher eine effektive

Behandlungsstrategie.
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2.1. Resistenzen

Resistenzentwicklungen gehdren zu den natiirlichen Anpassungsmechanismen aller
Organismen, ohne die ein Uberleben unméglich ist.

Ein gutes Beispiel dafiir ist der Selektionsdruck, dem Mikroorganismen durch die
Anwendung von Antibiotika gegeniiberstehen. Hieriiber erlangen manche, mit Hilfe
mittlerweile allseits bekannter Mechanismen, Resistenzen, die sie gegen die angewandten
Antibiotika immun machen. Es entsteht ein so genannter Genpool an resistenten
Mikroorganismen®”. Desweiteren existieren sogenannte kdrpereigene Resistenzen, die auf
das Entfernen korperfremder Substanzen (Xenobiotika), wozu auch Chemotherapeutika,
Antibiotika, Virustatika u.v.m. zdhlen, spezialisiert sind. Aufgrund der Zielstellung der

Arbeit gilt dieser Art der Resistenzentwicklung hier besondere Beachtung.

2.1.1. Genetische Resistenz

Resistente Formen von Mikroorganismen zeigen im Vergleich zu ihren nichtresistenten
Verwandten ein verdndertes Genmuster. Die Aktivierung genetischer Informationen fiir die
Biosynthese resistenter Faktoren eines Organismuses kann durch vier Moglichkeiten
induziert werden™.

Zum einen sind die Gene schon latent vorhanden und werden durch Genamplifikation bzw.
durch Induktion verstirkt abgelesen.

Eine zweite Moglichkeit ist die Verdnderung der vorhandenen Gene durch Mutationen.
Dies geschieht einmal durch Transversion oder Transition einzelner Basen oder
Basenpaare mit einer einhergehenden Verdnderung des Proteincodes. Andererseits ist es
moglich, dass durch so genannte Rasterverschiebungen Basenpaare eingeschoben oder
aber auch verloren gehen kénnen, was eine immense Anderung der Proteincodierung nach
sich zieht. Nicht zuletzt ist eine weitere Moglichkeit der Mutationsausbildung die
Aktivierung von Transposons, die innerhalb der Chromosomen fiir eine Delokalisierung
von Genen sorgen. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von springenden oder
transponiblen Genen.

Der vierte Fall der genetischen Resistenz obliegt der Ubertragung resistenzerzeugender

Gene zwischen den Zellen. Diese interzelluldre Resistenziibertragung vollzieht sich durch



2. Grundlagen

den Austausch genetischen Materials, welche als Konjugation bezeichnet wird. Hierbei
konnen die resistenzerzeugenden Gene entweder von Plasmiden durch Plasmidtransfer
extrachromosomaler DNS oder aber iiber Transposons aus dem Chromosom einer anderen
Zelle stammen.

Egal auf welche Art und Weise letztendlich eine Mutation entsteht, in allen Féllen sind
Proteine die eigentlichen resistenzerzeugenden Faktoren, zu deren Biosynthese die
besprochenen Gene erforderlich sind®,

Eine Sonderstellung nehmen die Viren in dieser Problematik ein. Thre Mutationsraten sind
besonders hoch. Das HI-Virus ist das beste Beispiel fiir diese Sonderstellung. Pro Patient

und Tag finden bis zu 10° Punktmutationen (Verinderung eines Nukleotides) statt.

2.1.2. HIV und viruseigene Resistenz

Wie alle Retroviren trigt auch das HI-Virus seine genetische Information auf der RNS.
Das Virusgenom wird hauptsichlich aus den Strukturgenen gag, pol und env gebildet. Es
wird durch diverse Regulatorproteine, die ihre Aufgabe bei der Virusreplikation erfiillen,
erginzt. Das virale Gen pol codiert fiir die Virusproteine Protease, Integrase und Reverse-
Transkriptase. Die Capsid-, Matrix- und Nukleocapsidproteine werden durch gag codiert
und die HIV-Hiillproteine gp 120 sowie gp 41 durch env (Abbildung 1,2). Die beiden
letzteren ermoglichen dem Virus ein Andocken an die CD4-Molekiile der menschlichen
Zielzellen. Die Reverse-Transkriptase erlangt bei der Virusreplikation besondere
Bedeutung, da sie das Virus befihigt, seine auf der RNS liegende genetische Information
in proteincodierende DNS umzuschreiben. Die terminalen Enden des Genoms bilden LTR-

Sequenzen, die Start und Ende der Transkription steuern.
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2

Proteine und rechts die daraus

resultierenden Viruskomponenten

Viren sind Lebensformen, die keine eigene Stoffwechsellage besitzen. Daher nutzt auch
das HI-Virus den Stoffwechsel der Wirtszelle fiir seine Replikation. Die menschlichen
Wirtszellen fiir das HI-Virus sind die CD4 Zellen des Immunsystems (T4-Helferzellen,
Monozyten, Makrophagen) sowie einige Gehirn-, Darm- und Hautzellen. Das CD4-Protein
dieser Zellen ist gleichzeitig das Erkennungsmerkmal des Viruses. Es befindet sich auf der
Zelloberflache und ist komplementér zu einem HIV-Hiillprotein, dem gp120. Mit diesem
Hiillprotein ,,dockt* das Virus an CD4 der Wirtszelle an und wird so in die Zelle
aufgenommen. Nach dem Auflosen der Virushiille befindet sich die virale Erbinformation
frei in der Wirtszelle. Das viruseigene Enzym Reverse Transkriptase katalysiert nun das
Umschreiben der genetischen Information auf der viralen RNS in DNS, indem es die
viruseigenen Nukleotide zu einer langen DNS-Kette zusammenfiigt. In dieser Form ist das
Virusgenom in die Chromosomen des Zellkerns der Wirtszelle integrierbar. Diesen
Vorgang der Integration katalysiert wiederum ein anderes viruseigenes Enzym, die
Integrase.

Jetzt aktiviert und kontrolliert das Virus den Zellstoffwechsel. Virale Proteine, die der
Replikation des Viruses dienen, werden von der Wirtszelle selbst produziert, indem die in
den Zellkern eingeschleuste virale DNS bei der zelleigenen DNS-Replikation abgelesen
wird. Die Kopien bestehen dann wieder aus RNS und werden so als Ausgangsmaterial fiir
neue Viren genutzt. Von der Kopie werden lange Proteinketten gebildet, welche anfangs
noch alle viralen Proteine beinhaltet. Diese sind noch eng miteinander verbunden und
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werden durch ein weiteres viruseigenes Protein, der Protease, voneinander getrennt.

Sowohl die kopierten viralen RNS-Molekiile als auch die getrennten viralen Proteine
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zwei bis drei Tage und produzieren in dieser Zeit ca. 10 Millionen HI-Viren. Es werden
jeden Tag unbehandelt bis zu 10° neue Zellen infiziert. Gerade das HIV-Genom zeigt bei
seiner Replikation eine ungewdhnlich hohe Mutationsrate. Ein Grund dafiir ist die
viruseigene Reverse-Transkriptase. Anders als andere Polymerasen besitzt sie weniger
Korrekturmechanismen und beseitigt so Ablesefehler bei der Replikation selten. Der
Umschreibevorgang ist daher mit einer viel hoheren Fehlerrate behaftet. Fiir das Virus
stellt dieser vermeintliche Mangel aber einen Vorteil dar, da im Prinzip kein Viruspartikel
dem anderen 100-prozentig gleicht und so in einem infizierten Organismus eine Vielzahl
von unterschiedlichen Virustypen, sogenannte Quasispezies®, nebeneinander existieren
konnen. Bei einigen davon kann dann die ART (Anti-retrovirale Therapie) je nach
Mutation weniger wirksam bleiben.

Man unterscheidet zwischen verschiedenen Auspridgungen einer Resistenz. Zum einen
spricht man von genotypischer Resistenz, wenn genetische Anderungen im Erbgut des
HIV, wie Mutationen in den Nukleotid- bzw. Aminosdure-Sequenzen, zu einer
verminderten Empfindlichkeit des Virus auf eine Substanz fiihrt. Zum anderen existiert die
phinotypische Resistenz. Sie ist die durch Mutationen bedingte verminderte
Empfindlichkeit des HIV auf bestimmte Substanzen und wird in einer x-fachen Erh6hung
des IC50-Wertes der jeweiligen Substanz angegeben.

Von Kreuzresistenz spricht man, wenn sich eine Mutation auf die phénotypische Resistenz
gegeniiber mehreren Medikamenten gleichzeitig auswirkt. Wohingegen der Wirkverlust
eines Medikaments iiber den Wiederanstieg der Viruslast im betroffenen Organismus
beschrieben wird’. Beispielsweise kann bei dem NRTI Azidothymidin ein bis zu 50facher
Wirkverlust auftreten. Dabei sind Aminosduren an zwei Positionen der Reversen

117

Transkriptase verdndert (Position 41 und 215) Je besser die Virusreplikation
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unterdriickt wird, desto weniger Mutationen kénnen durch die Reverse Transkriptase in das
Virus-Genom eingebaut werden und um so geringer ist die Gefahr, dass die eingesetzten
Medikamente zu schnell ihre Wirkung durch Resistenzen verlieren kdnnen. Deshalb gilt
fiir antiretrovirale Medikamente weiterhin: je mehr Mutationen zum vollen
Wirkungsverlust einer Substanz notwendig sind, umso langsamer wird diese Substanz
wihrend der Therapie auch an Wirkung verlieren. Aus diesen Griinden existiert bis jetzt
noch keine Monotherapie gegen das HI-Virus, sondern es wird durch die etablierten
Kombinationstherapien eine vorzeitige Resistenzausbildung weitgehend eingeschrinkt.
Auch  HIV-Suppressionsraten von nahezu 99%, wie sie mit heutigen
Kombinationstherapien erreicht werden, konnen weder die HIV-Replikation noch die

Resistenzentwicklung vollstindig verhindern’®.

2.1.3. Ausbildung von Resistenz durch Verinderung der Membranfunktion

Jede pharmakologisch wirksame Substanz muss in der Lage sein mit Membranen
wechselzuwirken, um diese schlieBlich passieren zu koénnen und so in die Zelle zu
gelangen. Es existieren verschiedene und zahlreich beschriebene Transportmechanismen
durch Membranen. Das intestinale Epithel stellt hierbei eine der bekanntesten
Absorptionsbarrieren dar. Der passive Transport entlang eines Konzentrationsgefilles und
der aktive Transport, der sich die dafiir bendtige Energie hdufig durch Spaltung von ATP
bereitstellt. ~Zum  passiven Transport zdhlt die Diffusion entlang eines
Konzentrationsgradienten. Thre Geschwindigkeit hingt von der Stirke das
Konzentrationsgefilles (Ficksches Gesetz), vom Lipid-Wasser-Verteilungskoeffizient und
von physikochemischen Eigenschaften, wie Ionisationsgrad, Molekiilgroe, Anzahl der
Wasserstoftfbriickenbindungen, Lipophilie und der Protein-Gewebebindung ab. Am
haufigsten tritt die transzelluldre Diffusion auf. Sie gilt nur fiir lipophile Substanzen, da
diese als einzige tliber die Phospholipiddoppelschicht der Membran in die Zelle eindringen
und sie auf diesem Weg auch wieder verlassen. Vereinzelt tritt fiir hydrophile Substanzen
auch eine parazelluldre Diffusion auf. Hierbei diffundieren die Verbindungen durch den
Interzellularraum. Natiirlich tritt diese Form der Diffusion nur in solchen Geweben auf,
deren Endothelzellen auch iiber den notigen Abstand bzw. ,,Verschmelzungsgrad*
verfiigen.

Die Diffusion in diesem Sinn ist nur fiir niedermolekulare Stoffe mdglich.
Makromolekulare Stoffe nutzen unter anderem das Prinzip der Endozytose, um in die Zelle

zu gelangen. Hierbei handelt es sich um keinen von den Substanzen aktiv betriebenen
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Prozess. Rezeptorvermittelt bilden sich Einstiilpungen in der Zellmembran, die sich
letztendlich zu Vesikeln abschniiren, die den Stoff enthalten.

Der Carrier-vermittelte Transport kann ein aktiver Transportmechanismus sein. Der fiir
den Transport von Substanzen nétige Konzentrationsgradient, wird durch die Na'/K'-
ATPase an der basolateralen und durch den Na'/H -Transporter an der apikalen Seite der
Membran aufrechterhalten'””.  Somit ist auch ein Transport gegen ein
Konzentrationsgefille moglich. Da die Kapazititen eines Carriers beschrinkt sind, ist
dieser Mechanismus séttigbar.

Verianderungen des Transportes durch Zellmembranen konnen durch Fremdstoffe und
demzufolge auch durch Arzneistoffe induziert werden, und so deren eigenes Eindringen in
die Zelle erschweren, sowie ihren aktiven Riicktransport aus der Zelle iiber Membran-
Efflux-Pumpen erleichtern. Dieses Erscheinungsbild stellt also einen Teil der korpereigens
angelegten Resistenzmechanismen dar. Die Membran-Efflux-Pumpen gehoren zur Gruppe
der ABC-Transporter. Thre wichtigsten Vertreter sind die P-Glykoproteine und die MDR-
assoziierten Proteine (MRP-Typen). Sie sind verantwortlich fiir die Multidrug-Resistance
von Krebszellen gegen Zytostatika und korpereigene Resistenzen gegen HIV-Protease-
Inhibitoren. Die Eigenschaften dieser Transporter bei Resistenzausbildungen und deren

effektive Modulation stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit.

2.2. Multidrug-Resistance (MDR)

Unter dem Uberbegriff Multidrug-Resistance werden Resistenzerscheinungen
zusammengefasst, die auf korpereigene Strukturen zuriickzufiihren sind. Hierzu zéhlen die
membranstindigen exsorptiven Transporter und Halbtransporter, die unter Aufwendung
von Energie, die ihnen durch ATP-Hydrolyse bereitgestellt wird, dazu befihigt werden
Stoffe auch entgegen einen Konzentrationsgradienten aus der Zelle oder wihrend deren
Diffusion in die Zelle, direkt aus der Membran zu entfernen. Sie werden daher auch unter
dem Begriff ATP-binding-cassette (ABC)-Transporter zusammengefasst. Der Phénotyp
dieser Resistenzentwicklungen &uflert sich demnach in unzureichenden Gewebe- und
Plasmakonzentrationen der betroffenen Arzneistoffe. Viel versprechende und effektiv
erscheinende Therapien werden durch solche intrakorpuskuldren Vorginge immer héufiger
bis hin zum Scheitern limitiert. Im Folgenden wird auf die Transporterfamilien und
insbesondere auf die Superfamilie der ABC-Transporter eingegangen und die bisherigen

Erkenntnisse iiber ihre Struktur und Substratspezifitdt zusammengetragen.
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2.2.1. Transporter

Die Aufnahme von Substanzen in das Blut und ihr Transfer ins Gehirn und andere
Gewebestrukturen, die sich vom Blut durch Gewebeschranken trennen, wurde vor kurzem
noch durch die rein physikochemischen Eigenschaften der Arzneistoffe charakterisiert.
Heutzutage ist bewiesen, dass bei diesen Prozessen Transportproteine eine entscheidende
Position einnehmen. Im menschlichen Genom existieren 533 proteincodierende
Transkripte, die Transporter fiir anorganische und organische Substanzen darstellen. Die
meisten von ihnen werden in zwei grofle Superfamilien eingeteilt, in die solute carrier
(SLC)-Familie (Tabelle 1), welche wiederum in 32 Subfamilien unterteilt ist und in die
genannte ABC-Familie mit sieben Subfamilien (Tabelle 2), die zum Grofteil fiir die
Problematik der MDR entscheidend sind. In der SLC-Familie ist nur ein kleiner Teil an
dem Transport von Arzneistoffen beteiligt, wie zum Beispiel die organischen
Anionentransporter OAT1 bis OAT3 und die organischen Kationentransporter OCT1 bis
OCTS3. Einige andere Carrier aus der SLC-Famile, wie die Transporter SLC1, 2, 6 und die

SLC7-Familie, transportieren vorwiegend Aminoséduren.

Tabelle 1:
Familie der SLC-Transporter: Kurziibersicht ausgewihlter Subfamilien und deren Liganden®.
Symbol der Anzahl der .
y o Name Liganden
Unterfamilie | Transporter
3 Al A2 Aminosduretransporter L-DOPA
(neutral)
Aminosduretransporter
7 Al-AT (kationisch)
Na'/Gallensiure
10 Al, A2 Kotransporter
Oligopeptid- und H'/Peptid- B- Lactamantibiotika, ACE-
15 Al, A2
transporter Hemmer
16 A1-A10 Monocarbonséuretransporter Benzoe-, Milchséure
(MCT) Fettsduren (kurzkettig)
21 Al-Al4 Organischer Fexofenadin, Prostaglandine
Anionentransporter (OAT) B- Lactamantibiotika
Al-All, AIL. Organischer Anionen- und Pem(.nl.hr.le, Verapam i,
22 . Chinidin, Dopamin,
AILS Kationentransporter .
Tetraethylammonium
2.2.2. Die Superfamilie der ABC-Transporter

Uber 100 Mitglieder dieser Familie, die sich in sieben Subfamilien untergliedert, sind bis

heute

identifiziert. Die

meisten

dieser Vertreter

besitzen die

beschriebene

Transportfunktion. Sie sind auf das Vorhandensein von ATP angewiesen, aus dem sie die
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Tabelle 2

Ubersicht iiber die drei ABC-Transporter-Subfamilien, die vor allem mit der Entstehung von MDR in

Verbindung gebracht weden (MDR, MRP, MXR)

wird in
Unter- HUGO- Amino- e Verbindung
familie | Bezeichnung Synonyme siuren Vorkommen wichtige Substrate gebracht
mit::
apikale intestinale
Membran (bes. T .
vielzdhlige lipoophile . .
MDRI ABCBI PGYL, P- 1280 Kolon) und amphiphile Korpereig.
ep Nebennierenrinde, Substanzen Resistenz
renaler Tubulus, uos c
Blut-Hirn-Schranke,
PGY3, Leber.apikale Vererbbare,
MDR3 ABCB4 MDR2/MD 1279 intestin l, II\)/I mbran Phosphatidylcholin familidre
R3 estiaie Viemora Cholestase
Lunge, Hoden,
basolaterale . .. .
MRP1 ABCC1 MRP, GS- 1531 Membranen(bes. org. Anionen, GSH- | kdrpereig.
X intestinal-Jejunum) Konjugate Resistenz
ubiquitir
org. Anionen,
Leber, Intestinum, Platinverbindungen, Dubin-
MRP2 ABCC2 cMOAT 1545 Niere, apikale wie Cisplatin, Johnson-
Membranen Glucuronide Syndrom
(Bilirubin)
cMOAT2, Lell):rrlkizlsony Glucuronide
MRP3 ABCC3 MLP2, 1527 ’ ? ?
MOAT-D basolaterale Gallensalze
Membranen
Prostata, Lunge,
Pankreas, Hoden, org. Anionen,
MRP4 ABCC4 MOAT-B 1325 Ovarium, Nukleotidanaloga ?
Gallenblase,basolater (PMEA)
ale Membranen
SMRP basolaterale org. Anionen,
MRP5 ABCCS5 MO AT-’C 1437 Membranen, Nukleotidanaloga, ?
uniquitdr GSH-Konjugate
ARA, Leber, Niere, . .
MRP6 ABCC6 MLPI, 1503 basolaterale und | MO Pg’;‘)de (BQ- fﬁg“;}gﬁ;‘fg
MOAT-E apikale Membranen
MRP7 ABCCI10 EST182763 1513 ? ? ?
Mitoxantron.
Plazenta, Leber, . L .. .
MXR ABCG2 BCRP, 655 Intestinum, apikale zahlreiche hp ophlle korperelg.
ABCP Membranen und amphiphile Resistenz
Substanzen
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notige Energie fiir den Transport von Substanzen aus der Zelle und der Zellmembran durch
ATP-Hydrolyse beziehen. Dieser Mechanismus wurde evolutionir angelegt und dient der
Zelle zum Schutz vor Xenobiotika, was das Vorkommen von ATP abhidngigen
Transportern in Bakterien, Protozoen, Pilzen bis hin zum Menschen belegt’®?. Aufgrund
dessen findet man auch gerade in Tumoren hohe Expressionsraten dieser Transporter.

Die Familie der ABC-Transporter besitzt als Strukturmerkmal vier funktionelle Doménen.
Zwei hydrophobe zur Membranverankerung, die als transmembranere Domidnen
bezeichnet werden und zwei hydrophile zur Bindung von ATP. Diese sind im
zytoplasmatischen Raum angelegt, wo auch die ATP-Hydrolyse stattfindet.

Das Mukoviszidose-assoziierte CFTR-Protein (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) ist ein wohlbekanntes Beispiel fiir einen in Sdugetieren verbreiteten ABC-
Transporter”>. Die am Golgi-Apparat lokalisierten Halbtransporter TAP1 und TAP2'*
sind, wie das Lung Resistance-related Protein (LRP), Vertreter fiir intrazelluldre
Transporter. TAP1 und TAP2 transportieren Peptide in das endoplasmatische Retikulum
zur Antigenprisentation’®. Das im Mittelpunkt des Interesses stehende Proteinprodukt des
MDR-1 Gens, das P-Glykoprotein (P-gp), ist wie die Multidrug-Resistance associated
Proteine (MRPs) ein transmembranerer Transporter. Sie bewirken einen Efflux von
Xenobiotika in den Extrazellularraum. Zusitzlich ist das P-gp aufgrund seiner Lokalisation
in der Lage, auch sich noch in der Membran befindende korperfremde Stoffe aus der Zelle
zu entfernen. Vor kurzem wurde ein weiteres Mitglied der ABC-Superfamilie
charakterisiert. Es handelte sich um ein sogenanntes ,,Schwesterprotein® des P-
Glykoproteins (SPGP), welches zu fast zwei Dritteln mit der Sequenz des Humanen MDR-
1 Gens iibereinstimmt. Es transportiert in Hepatozyten Gallensalze™. Ganz und gar neue
Transporter in der Gruppe der ABC-Superfamilie stellen das MXR (Mitoxantrone-
resistance protein) und das Lung resistance Protein (LRP) dar. Das MXR wurde aus einer
stark Mitoxantron-resistenten Kolon-Karzinom-Zelllinie (S1-M1-80) geklont und trégt
daher zum einen diesen Namen. Weil es ebenso in einer Multidrug-resistenten
Brustkrebszelllinie (MCF-7), wihrend des Versuches der Identifizierung von
korpereigenen Arzneimittelresistenzen, die nicht auf das P-gp zuriickgefiihrt werden
konnten, entdeckt wurde, ist es auch unter dem Namen ,,breast cancer resistance protein‘
(BCRP) bekannt. Fast gleichzeitig wurde derselbe Transporter in der Plazenta identifiziert
und kann daher ferner als ,,ABC transporter in placenta* (ABCP) benannt werden (Tabelle
2). Da es nur eine ATP-Bindungsstelle besitzt wird es allgemein auch als Halbtransporter

bezeichnet. Das LRP ist am wenigsten erforscht. Sein Transportmechanismus ist dem der
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anderen Mitglieder dieser Familie verschieden, weil das LRP seine Substrate nicht aus der
Zelle heraus transportiert, sondern vielmehr fiir eine intrazellulire Redistribution sorgt.
Vor allem befordert es Substanzen aktiv aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Die
Nomenklatur und die Einteilung dieser Transporterfamilie sind noch wenig einheitlich. Ein
Ausschnitt aus einer anderen Mdglichkeit der Einteilung im Vergleich zu Tabelle 2 ist in
Tabelle 3 dargestellt’’. Besondere Aufmerksamkeit galt in dieser Arbeit dem P-gp und dem
MRP, den beiden bekanntesten Strukturen der Familie. Deswegen soll im Folgenden

verstirkt auf deren Eigenschaften eingegangen werden.

Tabelle 3:

Familie der ABC-Transporter: Kurziibersicht ausgewzhlter Subfamilien und deren Liganden®.

Symbol der Anzahl der
Name Liganden
Unterfamilie Transporter
A Al-A12 ABCI Estramustin, Lipide
B B1-Bl11 MDR/TAP Steroide, hydrophobe, basische
z.B. Bl MDRI1, P-gp Substanzen
CI1-C12 CFTR/MRP ‘ ‘ .
anion. Konjugate z.B. mit
C z.B. Cl MRP1
Glutathion, Sulfat, Gallensduren
z.B. C2 MRP2/cMOAT
D DI1-D4 ALD Fettsduren (langkettig)
E El OABP
F F1-F3 GCN20
G GI1-GS5, G8 WHITE Chemotherapeutika

2.2.3. P-Glykoprotein (P-gp)

Der Transport von Substanzen durch Biomembranen in Extrazellularrdume ist die
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Exkretion von Xenobiotika. Das P-gp ist wohl der
wichtigste Vertreter von transmembraneren Transportproteinen. Es war gleichzeitig auch
der erste bekannte, humane Vertreter der ABC-Transporter-Familie. Seine Entdeckung
durch Juliano und Ling 1976 bewies, dass der Transport durch Membranen nicht
ausschlieBlich von den rein physikochemischen Eigenschaften der Stoffe gesteuert wird™.
P-gp wurde erstmals in CHO Tumorzellen identifiziert. Hier sorgte es fiir einen Efflux von

Zytostatika in den Extrazellularraum und reduzierte so die Konzentration in der Zelle auf
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2. Grundlagen

ein nicht toxisches Niveau. Mittlerweile wird das P-gp fiir zahlreiche korpereigene
Resistenzmechanismen verantwortlich gemacht. Es zeichnet sich durch eine Vielzahl
strukturell vollkommen unterschiedlicher Substrate aus, was darauf schlief3en ldsst, dass es
mehrere Substratbindungsstellen im Molekiil gibt und auch darauf zuriickzufiihren ist, dass
das P-gp gegebenenfalls seine Konformation und Transporteigenschaften dndern kann. So
ist es neben Resistenzentwicklungen gegen Zytostatika auch fiir die Resistenzausbildungen
gegen fast alle HIV-PI, wie z.B. Saquinavir und Ritonavir verantwortlich®*''*. Zellen, die
mit dem HI-Virus infiziert wurden und gleichzeitig hohe P-gp Expressionsraten aufwiesen,
zeigten eine geringere intrazellulire Akkumulation von HIV-PI als solche, die kein P-gp

exprimierten®’. Wegen seiner Fihigkeit Substanzen iiber eine Art Ausstiilpmechanismus
«l15

(13

aus der Zelle zu expedieren, wird es als ,,Flippase 3 oder auch als ,,vacuum cleaner
bezeichnet. Hierbel werden Substanzen u.a. aus der Membran gebunden.

Bisher sind im menschlichen Organismus zwei MDR Gene gefunden worden, MDR1 und
MDR3. In der Maus hingegen wurden drei MDR-Mitglieder charakterisiert: mdrla, mdrlb
und mdr2”®, wobei mdrla/lb dem humanen MDR1 Gen weitestgehend entsprechen. Das
humane MDR3 und das murine mdr2 Gen sind bisher kaum untersucht. Bekannt ist, dass
sie eine Rolle beim Phosphatidylcholintransport spielen’®'?’. Neue Erkenntnisse zeigen
jedoch auch fiir diese Gene eine Teilnahme am exsorptiven Transport von Arzneistoffen
durch Membranen. So wurde kiirzlich in MDR3 transfizierten Zellen von einem
vermehrten  Efflux ~ von  zytotoxischen
Substanzen, wie Paclitaxel und Vinblastin,
durch polarisierte Monolayer- Membranen

berichtet''?

. Allerdings ist die Intensitdt des
Transportes im Vergleich zum MDR1 gering
und selten detektierbar. P-gp ist ein Protein
welches durch das Multidrug-Resistance-Gen
MDRI1 kodiert wird. Sein Molekulargewicht

betriagt 170kD. Es setzt sich aus zwei strukturell

homologen Hélften zusammen. Jede zeichnet

sich durch sechs transmembranere a-helikale

Abbildung 4
Graphische Darstellung iiber den Efflux Regionen mit je einer ATP-Bindungsstelle aus.
von P-gp Substraten aus der

Zellmembran und der Zelle in den

Extrazellularraum bei besetzter ATP-
Bindungsstelle.

Die beiden Hilften konnten durch interne
Genduplikation entstanden sein’>, weisen

untereinander eine 43%ige Homologie auf und
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2. Grundlagen

sind iiber eine sogenannte Linkerregion miteinander verbunden (C-Region). Diese beteiligt
sich wahrscheinlich an dem Mechanismus der Substraterkennung und der damit
verbundenen ATP-Hydrolyse49. An der ersten extrazelluldren Schleife vom C-Terminus ist
das P-gp drei Mal N-glykosyliert (N-glykosilation sides — Abbildung 5). Allerdings scheint
diese Glykosylierung fiir seine Funktion als Multidrug-Transporter nicht wesentlich. Zwei
weitere Doménen stellen die Nukleotid-bindenden Doménen dar. Jede zeichnet sich durch
drei libereinstimmende Regionen aus. Sie werden Walker A und Walker B Motif genannt.
Die dritte Region ist die schon erwihnte Linkerregion (C-Region)’. Beide ATP-
Bindungsstellen sind in der Lage ATP zu hydrolysieren. Allerdings geschieht dies nie
simultan. Vielmehr erfolgt die Energiebereitstellung durch die Hydrolyse von ATP
abwechselnd. Wahrend die eine Hélfte ihre ATP-Speicher fiillt, stellt die andere Energie
durch ATP-Hydrolyse bereit. ATP-Hydrolyse und Substratbindung sind eng miteinander
verbunden’'*®.  Die bereitgestellte ~ Energie nutzt das Protein fir eine
Konformationsdnderung. Diese Konformationsdnderung ist fiir den Stofftransport von
iibergeordneter Bedeutung, denn hierdurch unterliegt das Molekiill einer
Wandlungsfahigkeit, die es ihm ermdglicht, auch wegen der unterschiedlichen
Bindungsstellen, zahlreiche, strukturell vollkommen unterschiedliche Stoffe zu
transportieren'*. AuBerdem existiert ein sogenannter genetischer Polymorphismus, der
sich interindividuell in verschiedenen Ausprigungen der Membran-Efflux-Pumpe

. 64,124 132,133
aullert™™ o

. Bis zu vier verschiedene Konformationen des Proteins wurden postuliert
Photoaffinitétsstudien zeigten, dass die transmembraneren Regionen 5 und 6 sowie 11 und
12 plus die jeweilige extrazelluldire Schleife (Abbildung 5) besonders starke
Wechselwirkungen mit Substraten eingehen’®. Verschiedene andere Studien zeigten, dass
Anderungen in der Membranzusammensetzung, das Bindungsverhalten sowie den
Transport von Substanzen und damit auch die Aktivitit der P-gp eigenen ATPase
beeinflussen”. Diese Studien weisen darauf hin, dass Anderungen in der
Plasmamembranfunktion bei der Interaktion zwischen den Bindungsstellen und den
Nukleotid-bindenden Doménen eine maBgebliche Rolle spielen. P-gp besitzt mindestens
zwei verschiedene Bindungsstellen, die jeweils nach dem Substrat, was zu ihrer
Entdeckung fiihrte benannt wurden. Die Rhodaminel123- oder Verapamil-Bindungsstelle
und die Hoechst 33342-Bindungsstelle'®®. Demnach erfolgte auch eine Klassifikation von
P-gp-Substraten. Sie werden in diese eingeteilt, die nur an der Hoechst 33342-

Bindungsstelle binden wie Colchicin, solche die nur an der Rhodaminel23- oder

Verapamil-Bindungsstelle binden wie Daunorubicin, solche, die Affinititen zu beiden
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2. Grundlagen

Bindungsstellen besitzen wie Vinblastin und diejenigen, die an keiner der beiden binden,

107 . . . . . .
. Diese Tatsache gab Hinweise auf die Existenz weiterer

wie einige Steroide
Bindungsstellen, wie etwa einer fiir Steroide'*. Dihydropyridine finden zum Beispiel tiber
das Zytosol Zugang zum P-gp, doch ist ihre Bindungsstelle bisher unbekannt. Mittlerweile
existieren bekriftigte Beweise fiir zwei zusitzliche Bindungsstellen’”. Alle koénnen in

134 . . .
. Es wird weiterhin

Transporter- und Modulator-Bindungsstellen eingeteilt werden
diskutiert, ob sich die Konformation des P-gps seinen Liganden und/oder Substraten
anpasst und somit die Vermutung iiber substratinduzierte Konformationsdnderungen im
Molekiil bekriftigt wird’®'*2. Neben der Entfernung von Xenobiotika und toxischen
Substanzen in das Lumen, Urin und Galle, besteht die physiologische Funktion des P-gps
darin, Steroide zu transportieren. P-gp tritt in den verschiedensten Geweben und Organen
auf. Neben der immensen Aktivitdt in Tumorzellen, scheint sein exkretorisches Potenzial
im Gastrointestinaltrakt, wo es an der apikalen Membran lokalisiert ist und besonders im

Kolon einer hohen Expression unterliegt’””?, sowie an der Blut-Hirn-Schranke

auBerordentlich hoch zu sein’'

. Es tritt aber auch in Epithelzellen verschiedener
exkretorischer Organe auf wie der Leberzellmembran, dem proximalen Tubulus der Niere,
den Enterozyten des Darms, der Gallenblase und der Lunge. AuBlerdem konnte es in der
Plazenta nachgewiesen werden. Wihrend der Schwangerschaft wird es hier stark auf der
luminalen Seite des exkretorischen Epithels exprimiert. Man nimmt an, dass es durch die
hohe Konzentration und Kombination der Hormone Estrogen und Progesteron zu einer
vermehrten Ausbildung des P-gps im uterinen exkretorischen Epithel kommt, um so den
Fotus zu schiitzen, weil die Blut-Plazenta-Schranke wenig effektiv ist’”. Das P-gp

unterliegt also einer physiologisch immensen ubiquitiren Verbreitung. Daher sollten

Modulatoren iiber eine hohe Selektivitit verfiigen.”".
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N-linked glycosylation sites

Photoaffinity labelled region Photoaffinity labelled region

Phosphorylation sites

NBD, NBD, coo’

Abbildung 5

Zweidimensionale Darstellung des P-gps und dreidimensionale Ansicht’*’. Die transmembraneren Doménen
bilden eine offene Pore (Pfeil). TMD = transmembranere Doméne, NBD = Nukleotid-bindende Region

Allerdings erschlieft sich aus dieser physiologischen Funktion des P-gps eine neue
Problematik. FEine Hemmung dieses Membrantransporters erscheint durch sein
resistenzausbildendes Potenzial legitim. Doch konnte an Knockout-Méusen (mdrla’
/mdrlb", mdrla’/mdrlb’, mdrla/mdrlb, mdrla’/mdrlb") bei denen entweder das murine
mdrla oder das mdrlb Gen oder beide Gene nicht exprimiert oder abgelesen wurden, ein
erhebliches Defizit bei der Absorption, Verteilung, Metabolisierung und Exkretion
verschiedenster Substanzen festgestellt werden. Vor allem machte sich bei den Knockout-
Maidusen das Defizit in einer erhohten Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke

100
bemerkbar .

Einige Zellgifte wie Vinblastin fiihrten bei den Knockout-Méusen
verglichen mit den Kontrolltieren zu einer doppelt so hohen Konzentration im Gehirn.
Hierbei waren sowohl das mdrla als auch das mdrlb Gen fiir einen gesunden Zustand der
Miuse notwendig”'*. Die Expression des MDR1-Gens wird neben den zytotoxischen
Substanzen und Chemotherapeutika unter anderem auch noch durch ,,Hitze-Schock* und
einem niedrigen extrazelluliren pH-Wert stimuliert. Ahnliche Versuche fithrte Unadkat
auch mit P-gp Inhibitoren und dessen Modulator Verapamil an der humanen Plazenta
durch'®.

Eine effektive und gleichzeitig selektive Hemmung des P-gps ist in der Tumortherapie und

der antiretroviralen Therapie des HIV absolut erstrebenswert, doch sollte auch die

physiologische Funktion dieses Transporters nicht au3er Acht gelassen werden.
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2.2.4. Das Multidrug-resistance-associated-Protein (MRP)

Abbildung 6

Vereinfachte schematische Darstellung des MRP1
mit zusétzlicher transmembranerer Doméne
(TMDy) und MRPS als Beispiel eines Vertreters
der MRP-Familie, dem diese Domine fehlt.
Normalerweise formen die transmembraneren
Doménen, é&hnlich dem P-gp, eine Pore
(Abbildung 4). CHO = Kohlenhydratketten, L, =
Linker-Region (verbindende Doméne), NBD =

MRFI1 ]
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Abbildung 7

Vergleichende Darstellung von MRP1, MDR1
und MXR. Zu erkennen ist die Abnahme der
transmembraneren Doménen von MRP1 zu MXR.

Nukleotid-bindende Doméne®*’ Wihrend der N-Terminus im MRP1 aullerhalb

der Zelle liegt, befindet er sich in den anderen
Transportern intrazellulir. Beim MXR ist seine
reverse Anordnung erkennbar. Im Gegensatz zu
allen anderen Transportern, befindet sich die
Nukleotid-bindende Doméne vor der
transmembraneren Doméine’’.

Der zweite, fiir die Entstehung der MDR, bedeutsame ABC-Transporter wurde 1992 von
Cole et.al. in Doxorubicin-resistenten Lungenkarzinomzellen entdeckt und beschrieben,
das Multidrug-resistance-associated Protein (MRP)'¥. Aufgrund der Entdeckung
homologer MRP-Typen, bekam das von Cole gefundene MRP Gen den Terminus MRP1.
In Folge der stetigen Erweiterung der Mitglieder der ABC-Transporter Superfamilie,
wurden neue Nomenklaturschemata eingefiihrt (Tabelle 2). Eine komplette Ubersicht iiber
die neue als auch iiber die alte Nomenklatur findet sich auf folgender Internetseite:
http://www.gene.ucl.ac.uk/users/hester/abc.html. MRP1 besitzt ein Molekulargewicht von
190 kDa, und zeigt zu P-gp eine nur 15%ige Homologie, ist aber dhnlich ubiquitir im
Organismus verbreitet. Es ist auf dem Chromosom 16 lokalisiert”. Mittlerweile wurden
sechs weitere Homologe des MRPs beschrieben (MRP2-7, Tabelle 2)°, die mit MRP1 eine
34-58%ige Ubereinstimmung aufweisen. Kiirzlich konnte diese Reihe um noch zwei

weitere Mitglieder erginzt werden, das MRP8 und das MRP9. Thre Bedeutung im
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physiologischen Kontext wurde noch nicht evaluiert, doch weisen sie wohl eine
hochgradige Ahnlichkeit mit MRP5 auf'*’?. Im Vergleich zu P-gp besitzen die MDR
assoziierten Proteine MRP1, 2, 3 und 6 eine zusétzliche N-terminale Doméne, die als TMD
0 bezeichnet wird und aus fiinf transmembraneren Regionen besteht. Eine zuséitzliche
ATP-Bindungsstelle liegt jedoch nicht vor. Die TMD 0 scheint wichtig fiir die Affinitit zu
organischen Anionen zu sein, die zu einem groflen Teil von diesen Strukturen transportiert
werden’. Beim Substrattransport spielt sie allerdings wohl aufgrund der fehlenden ATP-
Bindungsstelle eine untergeordnete Rolle’. MRPI besitzt zwdlf potenzielle
Glykosylierungsstellen, fiir die bis jetzt, wie auch fiir das P-gp, noch keine
funktionstrichtigen Eigenschaften gefunden wurden'. Andererseits scheint eine
Phosphorylierung des MRP1-Proteins wichtig fiir seine Transportfunktion zu sein®®, was
seine Zugehorigkeit zu den ABC-Transportern offensichtlich macht. MRP1 besitzt neben
dem Transport organischer Anionen, die Fihigkeit verschieden neutrale, an Glutathion
konjugierte Stoffe zu transportieren und fungiert damit als ausgesprochene Glutathion-S-
Konjugat Pumpe (GS-X)** (Abbildung 8). AuBerdem vermag es Glucuronate, Gallensalze
und Sulfat-Konjugate zu transportieren (Tabelle 2). Dies erklart seine Fahigkeit sogar
Substanzen wie Arsenit oder auch Methotrexat aus der Zelle zu transportieren und somit
deren intrazellulire Konzentration zu verringern®. Wobei Methotrexat als organisches
Anion und Arsenit an Glutathion konjugiert transportiert wird. Die Substratspezifitit des
MRP1 ist trotz der geringen Homologie zu P-gp diesem dhnlich. Erkenntnisse von Jones
belegten beispielsweise auch fiir den MRPI1-Transporter einen Efflux von HIV-
Proteaseinhibitoren aus CD4-Zellen®®. Doch existieren auch einige Unterschiede. Wie
erwihnt ist das MRP ein Transporter fiir lipophile, organische und amphiphile Anionen.
Diese Féhigkeit des Anionentransports besitzt das P-gp nicht, kann aber dafiir amphiphile

Kationen expedieren.
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Glu + Cys

B30 | | Glu-Cys-synthetase
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Abbildung 8
) Abbildung 9

Schematische Darstellung des Transportes von o o
Arzneistoffen und Xenobiotika {iber MRP. Lokahsatlion des MRP1 und P-gps am Beispiel der
Gezeigt ist sowohl der Transport in Blut-"l."estls—Sch.ranlée,
Konjugation mit GSH {iber die Glutathion-S- Q= tight junctions
Transferase (GST), als auch der unkonjugierte
Transporté.

Schon lange bevor das MRP1 Gen entdeckt wurde, gab es Hinweise auf einen organischen
Anionentransporter in Hepatozytenmembranen. Dieser Transporter wurde aufgrund dessen
als ,,canalicular multispecific organic anion Transporter (¢c(MOAT) bezeichnet. Durch das
Bekannt werden des MRP-Gens, wurde dieser Transporter aufgrund seiner Eigenschaften
den MRP-Typen zugeordnet und fortan MRP2 genannt. Auch MRP2 ist in der Lage,
Resistenzen gegen einige Zytostatika wie Methotrexat, Cisplatin, Doxorubicin, u.a. zu
erzeugen'®. Neuerlich Studien ergaben auch eine Ausbildung einer Resistenz gegen
Mitoxantron®. Bis auf die Cisplatin-Resistenz, die nur MRP2 nicht aber MRP1 zeigt®,
wird in Studien von Borst angenommen, dass sich das Resistenz-Spektrum des MRP2s mit
dem des MRP1 weitestgehend deckt’. MRP2 findet sich vor allem in der Leber, den Nieren
und im Intestinum und ist ebenso wie das P-gp auf der apikalen Seite von Membranen
lokalisiert (Tabelle 2).

Der MRP-Subtyp, der mit 58% die hochste Strukturdquivalenz zu MRP1 bildet, ist das
MRP3%. Untersuchungen von Kool und Hirohashi zeigten, dass das MRP3 ebenfalls ein
Transporter fiir organische Anionen ist*®*. Hirohashi konnte weiterhin feststellen, dass
MRP3 im Gegensatz zu seinen beiden Vorgéngern Konjugate mit Glucuronsdure als
Substrat bevorzugt™. Da es sich als extrem schwierig erweist, transfizierte Zelllinien mit
hohen MRP3 Expressionsraten zu erzeugen, konnen bisher wenig Aussagen iiber das

wahre Ausmall der MRP3 erzeugten Resistenz getétigt werden. Dies ist sogleich der
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Grund, weswegen bislang auch noch keine konkreten Aussagen zur physiologischen
Funktion dieses Transporters gemacht werden konnten. Allerdings wurden schon
Transportwege einiger weniger Zytostatika beschrieben®”. MRP3 ist vorwiegend an der
basolateralen Membran von Hepatozyten lokalisiert (Tabelle 2). Wahrscheinlich
ermdglicht es dort einen Efflux organischer Anionen aus der Leber in das Blut, wenn die
Sekretion in die Galle blockiert ist. Hinweise darauf geben Studien an der Leber
cholestatischer Ratten. Diese Tiere zeigten einen massiven Anstieg der MRP3 Expression
im hepatischen Gewebe®. Gleiches stellten Kool und Kénig anschlieBend auch an der
humanen cholestatischen Leber fest®"®.

Eine der interessantesten Entdeckungen in der Unterfamilie der MDR assoziierten Proteine
ist das MRP4. Am hiufigsten sind Transkripte dieses Transporters in der Prostata an
basolateralen Membranen zu finden (Tabelle 2)*’. Vor einiger Zeit konnte festgestellt
werden, dass dieser Transporter als Efflux-Pumpe fiir Nukleosidanaloga agiert. Ebenso
konnten Resistenzausbildungen gegen Methotrexat bewiesen werden®. Besondere
Aufmerksamkeit gilt der Féhigkeit des MRP4s Resistenzen gegen nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren wie Azidothymidin (AZT) oder PMEA, eingesetzt bei der
antiretroviralen Therapie der HIV-Infektion, durch einen Efflux aus dem Intrazellularraum
zu erzeugen'”'. Da es sich bei den genannten reversen Transkriptaseinhibitoren um
organische Anionen handelt, gilt erwartungsweise auch das MRP4, wie seine Vorgénger,
als Transporter der solchen. Aulerdem erzeugt das MRP4 wahrscheinlich gegen zahlreiche
Purinanaloga Resistenzen. Darunter auch einige Zytostatika wie das Thioguanin und das 6-
Mercaptopurin®. Doch gilt diese Aussage bisher noch als hypothetisch. Eine weitere
Vermutung besteht darin, dass das MRP4 bevorzugt Phosphat-Konjugate transportiert. Ob
es ebenso GSH-, Glucuronid- und Sulfat-Konjugate transportiert ist noch nicht
sichergestellt®. Seine physiologische Funktion ist unbekannt.

Das MRP5 besitzt ein dem MRP4 entsprechendes Resistenzausbildungsprofil, denn auch
das MRP5 favorisiert Purin- und Nukleosidanaloga®. Nach Studien von Borst, ist das
MRPS5 ebenfalls ein organischer Anionen- und GSH-Konjugat-Transporter und rechtfertigt
damit seine Aufnahme in die MRP-Subfamilie. Bis auf einige Thiopurine, die als
Chemotherapeutika von MRP5 transportiert werden'?®, wuchs das Spektrum der
Zytostatika, die MRP5 befordert, nicht weiter an. Hieraus ergibt sich die Vermutung, dass
MRP5 vor allem eine Efflux-Pumpe fiir Nukleosidanaloga darstellt. McAleer stellte eine
gewisse MRP5 vermittelte Resistenz gegen Schwermetalle fest®. Analysen von Jedlitschky

iiber die mogliche physiologische Funktion des MRP5 und deren Rolle bei der Entstehung
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der MDR ergaben eine aktive Transportfunktion fiir cGMP und cAMP™. Diese Erkenntnis
weist nicht nur darauf hin, dass auch MRP5 bevorzugt Phosphat-Konjugate befordert, es
konnte sich durchaus auch an einigen Prozessen der Signaltransduktion beteiligen. Die
physiologische Funktion des MRPS5s ist ebenso bisher noch ungeklart. Allerdings blieben
homozygote Miuse mit ausgeschaltetem MRP5-Gen fiir mindestens ein Jahr gesund'’.

MRP6 zeigt die Eigenschaften eines amphiphilen Anionen-Transporters, der weder GSH-
noch Glucuronat-Konjugate transportiert. Es wird vor allem in der Leber und den Nieren
exprimiert. Wie das MRP1-Gen, ist auch MRP6 mit einem geringen Abstand zu MRP1 auf
dem Chromosom 16 lokalisiert. Diese Tatsache bekriftigt die Vermutung, dass das MRP6-
Gen zusammen mit MRP1 koamplifiziert wird und allein kaum eine Rolle bei der
Resistenzausbildung spielt®’. Mittlerweile stellte sich heraus, dass ein genetisch bedingter
Mangel an MRP6 zu Pseudoxanthoma elasticum (PXE) fiihrt (Tabelle 2). PXE ist eine
vererbliche degenerative Systemerkrankung elastischer Gewebe der Haut, der Augen und

der BlutgefiBe®, die oft schon im mittleren Erwachsenenalter zum Tod fiihrt.

2.3. MDR-Modulatoren

Die am besten erforschte Target-Struktur auf dem Gebiet der MDR-Modulatoren, ist das
MDRI1 bzw. das P-gp. Eine Vielzahl von Substanzen mit den verschiedensten
Strukturmerkmalen, wie es auch das Substratspektrum des P-gps aufweist, befinden sich
derzeit in Untersuchungen und klinischen Studien. Aus diesem Grund existieren auch fiir
das P-gp viel mehr Chemosensitizer, als fiir die anderen Mitglieder der ABC-Superfamilie,
tiber die bei weitem noch nicht so viel in Erfahrung gebracht wurde. Oftmals wird
deswegen in der Literatur der Ubergriff MDR-Modulator, der eigentlich Chemosensitizer
samtlicher ABC-Transporter beinhaltet, nur fiir Modulatoren des P-gps gebraucht. Weil
dies im Kontext der gesamten Multidrug-Resistance verwirrend ist und nicht nur das P-gp
allein fiir deren Entstehung verantwortlich ist, soll diese Verallgemeinerung hier nicht
verwendet werden.

MDR-Modulatoren (Chemosensitizer) sind Substanzen, die in der Lage sind,
Bindungsstellen von Transportproteinen aktiv oder allosterisch zu besetzten und somit
Arzneimitteln, wie Zytostatika oder auch HIV-Therapeutika, welche zumeist Substrate
dieser Transportproteine darstellen, die Mdglichkeit verschaffen, sich in der Zelle in
angemessener Konzentration anzureichern, ohne einem Efflux in den Extrazellularraum zu
unterliegen. Des Weiteren konnen einige MDR-Modulatoren die Beschaffenheit der

Umgebung der Biomembran, in der sich der jeweilige Transporter transmembraner
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befindet, &ndern und so den jeweiligen Arzneistoffen Zutritt in die Zelle verschaffen. Nicht
zuletzt existiert ein indirekter Weg der Modulation durch Hemmung der Gen-Expression.
Substanzen mit der zuletzt erwdhnten Eigenschaft konnten bisher nur fiir das MDR1-Gen
gefunden werden. Beispielsweise ist die Cyclooxygenase 2 ein Enzym, dass neben der
Entstehung entziindlicher Prozesse im Organismus auch an der Regulation der Expression
des MDRI1-Gens beteiligt ist. Diese Tatsache suggeriert fiir die sogenannten COX-2
Inhibitoren auch eine potenzielle Modulation der MDR 1-Expression™®. AuBerdem bietet
sich die proteineigene ATPase als Angriffspunkt an, da die Hydrolyse des ATPs die notige
Energie fiir den Efflux von Substraten bereitstellt. Wird die ATPase gehemmt, oder werden
die ATP-Speicher dieser Transportproteine geleert, fiihrt dies auch zu einem weitgehenden
Funktionsverlust.

Die Blockade der Biosynthese von Transportproteinen durch sogenannte antisense
Oligonukleotide kdnnte ein alternativer Angriffspunkt in der Uberwindung der Multidrug-
resistance werden. Mittlerweile wurden in Bezug auf die mRNS von MRP oder P-gp eine
Reihe von Oligonukleotiden synthetisiert und es existieren bemerkenswerte in Vvitro
Testergebnisse®. Trotzdem scheint es auch mit dieser Methode bisher unmdéglich,
Therapieansitze zur vollstindigen Uberwindung der MDR zu etablieren'®. Daher bleibt die
Funktionsmodulation der Membran-Efflux-Pumpen auf molekularer Ebene die
vielversprechendste Methode. Auch die sich bisher als auBlerordentlich schwierig
erwiesene Strukturaufkldrung dieser Proteine, konnte iiber die Affinitdt der
Modulatormolekiile zur Targetstruktur erleichtert werden.

Weitere, sich in den Anfiangen der Forschung befindliche, Ansdtze zur Bekdmpfung der
MDR sind Hemmung der Glukosylceramid-Synthetase, die ungehemmt die Arzneistoff-
induzierte Apoptose in Tumorzellen unterdriickt®, Ultraschall, der eine schonendere
Alternative bei der P-gp-Hemmung darstellen soll’, pulsierende elektromagnetische
Feldstimulation in Zellen'®, besseres Targeting der Membrantransporter durch
Nanopartikel® und Liposomen®® in Kombination mit Hyperthermia und die
photodynamische Therapie'*’.

Alles in allem steht aber die Synthese neuer Arzneistoffe, die keine Formen von Resistenz

entwickeln und eine Prévalenz zu Strukturen der MDR aufweisen, im Vordergrund.
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2.3.1. P-gp (MDR1)-Modulatoren

P-gp ist in der Lage Substanzen mit einer Gréfle von 200 bis 1800 kDa zu transportieren.
Wie bei den P-gp Substraten ist auch das Spektrum seiner Modulatoren dementsprechend
vielseitig.  Kalzium-Kanalblocker, = Calmodulin-Antagonisten, Protein-Kinase C-
Inhibitoren, Flavonoide, Steroide, Indolalkaloide, polyzyklische Verbindungen, zyklische
Peptide, Makrolide und HIV-Proteaseinhibitoren sind Substanzgruppen aus denen es
Vertreter mit nachweisbarer P-gp Affinitdt gibt. AuBlerdem existieren noch zahlreiche
andere Verbindungen, die nur zur Modulation des P-gps synthetisiert wurden und keiner

134 .o . .
3* Im Moment existieren drei Generationen von

anderen Stoffgruppe zugeordnet werden
MDR1-Modulatoren. Die erste Generation beinhaltet all jene Substanzen, die urspriinglich
fiir eine andere Indikationsstellung verwendet wurden. Dazu gehdren zum Beispiel der
Kalziumkanalblocker Verapamil oder das Immunosuppressivum Cyclosporin A. Da es sich
bei diesen Substanzen oftmals um kompetitive Hemmer (Substrate) des P-gps handelt, sind
hohe Plasmakonzentrationen fiir eine ausreichende Transporterinhibition notwendig, die
zeitweise iiber das toxisch tolerierbare Mal3 hinaus gehen. Hieraus und aus der Tatsache
der eigentlichen Indikationsstellung dieser Modulatoren ergeben sich hdufig unerwiinschte
Nebenwirkungen.

Die zweite P-gp-Modulator-Generation wurde entwickelt, um die Toxizitdt der Substanzen
aus Gruppe eins zu mafligen. Zumeist handelt es sich um Analoga der Stoffe aus der ersten
Generation. Dexverapamil, dem R-Enantiomer des Verapamils, fehlen beispielsweise
cardiovaskulire Effekte, des Verapamils, die aber fiir eine P-gp-Hemmung unerwiinscht
sind. Gleiches gilt fiir PSC 833 (Valspodar®™), die mit am besten erforschte Substanz der
zweiten Generation von P-gp Modulatoren. Es weist als Cyclosporin A-Analogon keine
immunosuppressiven Eigenschaften mehr auf'’®. Viele dieser Vertreter fungieren aber
oftmals an multiplen Membran-Transportern als Modulatoren, was aufgrund der
bewiesenen physiologischen FEigenschaften dieser Strukturen den Efflux anderer
Xenobiotika negativ beeinflussen kann und somit indirekt die Gesamtbelastung des
Organismus durch Toxine steigert’. Eine kontrollierte bilaterale oder gar multiple
Hemmung von Membrantransportern, ist bei einigen Krankheitsbildern mit immenser
Resistenzentwicklung und bei der Substratiiberschneidung einiger Chemotherapeutika mit
verschiedenen Transportersystemen allerdings erstrebenswert. Valspodar® und Biricodar®
sind die Vertreter dieser Gruppe, die bisher Einsatz in klinischen Studien bei der

Krebstherapie erhielten. Leider bot eine Koadministration dieser Substanzen, zusammen
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mit einem durch P-gp transportierten Zytostatikum, nur einen geringen Therapievorteil'?.
Moglicherweise liegt die Ursache fiir die eher schwache Wirkung in der eventuellen
Funktionsiibernahme anderer, durch diese Substanzen weniger beeintrichtigten,
Transporter mit dhnlichem Substratspektrum.

Verbindungen der dritten Generation wurden entwickelt, um die Spezifitit und intrinsische
Aktivitdit zur Targetstruktur zu verbessern. Zu ihnen Gehdren unter anderen die
Verbindungen Tariquidar®, Laniquidar® und ONT-093.

Auch nach ihrer Wirkungsweise werden die P-gp Modulatoren eingeteilt. Hier existieren
ebenso drei Gruppen. Zum einen hoch affine Substrate der Efflux-Pumpe auBlerdem
effiziente Inhibitoren der P-gp eigenen ATP-Hydrolyse und letztendlich partielle Substrate.
Ihre Wirkungsweise reicht von der direkten Bindung an das P-gp iiber die Unterdriickung
der ATPase Aktivitit bishin zur Hemmung der Protein-Kinase C'**.

Einige der bekannten P-gp-Modulatoren weisen zugleich eine Cytochrom P3A4 Affinitét
auf'®!, so dass deren assoziierte Anti-Tumor-Substanzen hiufig unkontrolliert in toxische
Bereiche geraten und einer individuellen, patientenspezifischen Dosisreduktion bediirfen.
Daher sollten potente P-gp Inhibitoren so wenig wie moglich mit dem Cytochrom P3A4
interagieren. Die Substanz, die dieses Kriterium bisher am besten erfiillt ist scheinbar das
Zosuquidar® mit einem P-gp/CYP3A4 Verhiltnis von ca. sechzig'’. Es bindet damit also
viel stirker an P-gp als an CYP3A4. Es besteht Hoffnung, dass unter Verwendung dieser
Substanzen ein entscheidender Schritt in Richtung der Uberwindung der MDR im Bereich
der Chemotherapie getan wird, wohingegen die Forschung auf dem Gebiet der
Uberwindung der MDR bei HIV-Therapeutika immer noch stagniert. Gerade bei der
Infektion mit dem HI-Virus kénnen aufgrund des P-gps an der Blut-Hirn-Schranke
antivirale Wirkstoffe wie Proteaseinhibitoren nicht in das ZNS gelangen, weil sie gute P-
gp Substrate sind. So kann im Gehirn eine Art Virenpool entstehen, in dem sich die Viren
ungehindert vermehren konnen. In Lymphozyten und Caco-2 Zellen konnten die
Proteaseinhibitoren Ritonavir, Indinavir und Nelfinavir die Funktion des P-gps kompetitiv
modulieren”. Dabei war Ritonavir der potenteste P-gp Modulator der drei
Proteasechemmer. Es zeigte sogar an der Blut-Hirn-Schranke eine sechsfach bessere
Aktivitit als das PSC833%. Auf diesem Weg soll es gelingen iiber eine Koadministration
von Saquinavir mit Ritonavir als P-gp Inhibitor, Saquinavir in Endothelzellen des Gehirns
anzureichern®. In verschiedenen Lindern der Welt, ist mittlerweile die Kombination von
Saquinavir und Ritonavir in einem Priparat fiir HIV-Patienten zugelassen’. Wie erwihnt,

kann allerdings die komplette Ausschaltung des P-gps an der Blut-Hirn-Schranke, bisher
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noch nicht abschitzbare Risiken bergen. AuBerdem besitzt gerade das Ritonavir ebenso
Affinititen zum CYP3A4°. Hilfreich konnte hierbei die Anwendung monoklonaler

Antikorper in Erscheinung treten, da sie wahrscheinlich in der Lage sind, spezifisch an

5

Transportproteine zu binden". Auch die Nukleosidischen Transkriptase Inhibitoren

unterliegen einer hohen Affinitét zu Transportproteinen. Sie sollen zu einem hohen Malle

iiber das MRP4 transportiert werden'®".

m ot

Demzufolge unterliegen die HIV-Therapeutika

Passive influx

in ausschlaggebendem Umfang der MDR. Eine
Active efflux . .
Effektive Modulation solcher Strukturen wiirde

Met flux (zero)

fir die Therapie dieser Infektion einen
bahnbrechenden Fortschritt bedeuten. Der erste

Abbildung 10

) . bekannte P-gp Inhibitor war das Verapamil.
Darstellung nach Litman: Verapamil gelangt

nach dem Efflux in den Extrazellularraum iiber ~ Verapamil  besitzt die  Féhigkeit die
die Plasmamembran durch |, fast-diffusion®

umgehend zuriick in die Zelle und besetzt dort Akkumulation verschiedener
abermals die P-gp Bindungsstcllen”™ Chemotherapeutika, wie Anthracycline und
Vinca Alkaloide intrazellulir zu erhohen'®. Die Besonderheit des Verapamils liegt in seiner
Eigenschaft, die P-gp eigene ATPase zu aktivieren. Es wirkt also auf katalytischer Ebene
als Agonist, wohingegen es den Transport kompetitiv hemmt. Deswegen werden solche
Verbindungen auch als partielle Agonisten des P-gps bezeichnet’*. Neben der kompetitiven
Hemmung des Transports kann das Verapamil aufgrund seiner Lipophilie auch die
Transportaktivitit des P-gps entkoppeln und damit einen sysiphusalen Kreislauf der ATP-
Hydrolyse erzeugen, weil die durch die ATP-Hydrolyse erzeugte Energie nicht mehr flir
eine Substrattranslokation genutzt werden kann, sondern stdndig an dem Transport des
Verapamils verbraucht wird. Die Wirkungsweise dieses Prozesses ergriindet sich aus den
Eigenschaften des Verapamils. Durch seine hohe Lipophilie ist es in der Lage, besonders
gut durch Plasmamenbranen zu diffundieren. Es wird deswegen auch als ,,fast diffuser*
bezeichnet”. Sobald das Verapamil iiber das P-gp aus der Zelle geschleust wurde,
diffundiert es unverziiglich iiber die Plasmamembran zuriick in den Intrazellularraum. Dort
bindet es wieder an P-gp (Abbildung 10). Aus diesem Grund wird Verapamil als eine
Standard-Substanz zum Vergleich mit anderen Inhibitoren mit potenziellem klinischem
Einsatz genutzt, um deren Effektivitit zu normieren.

Ein echter Antagonist hingegen hemmt sowohl die ATPase des Transporters als auch den

Transport selber. Ein gutes Beispiel fiir eine solche Substanz sind die Vanadate, die das

Spurenelement Vanadium enthalten. Sie binden an der katalytischen Seite der ATPase und
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hemmen diese somit. Vanadate operieren auf diese Weise als nichtkompetitiver Inhibitoren
des P-gp-Transports’".

Zu den partiellen Antagonisten zéihlt beispielsweise die Gruppe der Cyclosporine’>. Auch
sie besitzen die Fahigkeit, die ATPase des P-gps effektiv zu hemmen. Sie verlangsamen
durch ihre Molekiilstruktur und vor allem ihrer Molekiilgro8e die Funktionsweise dieser
Membran-Efflux-Pumpe und agieren sozusagen als ,,obstruktiv® wirkendes Substrat

(Abbildung 11). Der bisher am besten charakterisierte Vertreter der Cyclosporine ist das

PSC833 ein  nichtimmunosuppressives  Analogon  des

:-W— Cyclosporin A. Es inhibiert die ATPase des P-gps. Das

T | Screening nach neuen Modulatoren, als auch nach kompetitivem

oder nichtkompetitivem Verhalten von P-gp Modulatoren

—" untereinander erweist sich wegen der multiplen Bindungsstellen

i _‘;| des P-gps als schwierig, ist aber von entscheidender Wichtigkeit,

Abbildung 11 um Riickschliisse auf deren Bindungsverhalten ziehen zu
GroBe  Molekiille  (B)

kénnen mehr als eine
Bindungsstelle besetzten. z.
Bsp. die von Molekiil A
und C. Aus der Tatsache,
dass Molekiil B sowohl mit
Molekiil A als auch mit C
um deren Bindungsstelle
konkuriert, bedeutet nicht
zwangsldufig, dass sich
auch A und C in ihrer
Bindungsspezifitit

liberlappen, sondern
durchaus unabhéngig
voneinander an  ihren
jeweiligen Bindungsstellen

konnen. Es konnte durchaus moglich sein, dass ein so grofBes

Molekiil, wie es das PSC833 vorweist, iliber mehrere

Bindungsstellen hinweg bindet und somit mit anderen
Modulatoren oder auch Substraten, die beispielsweise nur an
einer Bindungsstelle koppeln in Kompetition tritt. Abbildung 11
veranschaulicht dieses Prinzip**.

Trotz der Vielzahl an existierenden, potenten und weniger
potenten Modulatoren dieser Membran-Efflux-Pumpe lassen

sich doch einige strukturelle Voraussetzungen charakterisieren,

koppeln™. . . o C
die fiir eine gute Inhibierung des Transporters notwendig sind.

Das Molekiil sollte von hochst lipophiler Natur sein und aus mindestens 18 Atomen
bestehen, um eine starke Bindungsaffinitdt zu haben und um mehrere P-gp Bindungsstellen
besetzten zu konnen'®'**. Auch ein planares Ringsystem soll von Vorteil sein'®’. Doch
konnten Studien unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass auch Molekiile mit nichtplanaren
Ringsystemen bemerkenswert gute Modulationseigenschaften zeigen’>. AuBerdem sollte
ein fir den klinischen FEinsatz kompetenter Inhibitor mindestens ein tertidres
Stickstoffatom im Molekiil aufweisen, um gegebenenfalls bei physiologischem pH-Wert
ein Kation formen zu kdnnen. Hieriliber wird die Bindungsaffinitit zum P-gp stark erhoht,
da neben Wasserstoffbriickenbindungen auch Ionenbeziehungen zur Membran-Efflux-

Pumpe méglich sind"**. Zwar existieren auch Substanzen mit P-gp Affinitit, die kein
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tertidres Stickstoffatom im Molekiil vorweisen. Jedoch konnen diese in ihrer Effektivitét
der Hemmung nicht an das Potenzial von Substanzen heranreichen, welche dieses

Kriterium erfiillen'*.

2.3.2. Modulatoren des MRP

Erkenntnisse iiber Modulatoren des MRPs sind bisher bei weitem nicht so transparent, wie
es bei den MDR1 affinen Chemosensitizern der Fall ist. Einige Pyridin-Carboxylate sind in
der Lage, sowohl das P-gp als auch MRP in in vitro Modellen zu inhibieren''. Reine MRP-
Modulatoren sind bisher unbekannt. Vielmehr ist davon auszugehen, dass weiterfithrende
Studien an einigen P-gp Modulatoren sowie an organischen Anionen vielversprechendere
Ergebnisse liefern. Der Leukotrien-Rezeptor 4-Antagonist MKS571 ist in der Lage den
Substanztransport iiber das MRP zu verlangsamen und wird daher als einer der
Ausgangsstoffe zur Erkundung der Méglichkeit einer effektiven MRP-Inhibition genutzt™.
Da zahlreiche Tumoren neben P-gp ebenfalls MRP exprimieren, bieten sich Screenings
auch auf MRP-Modulatoren an. Eine spezifische Hemmung beider Transporter in
Tumorzellen konnte einen bedeutenden Fortschritt nicht nur in der zytostatischen Therapie

bedeuten.

2.4. Die Rolle von Membrantransportern im Intestinalepithel

Es existieren zwei Hauptrouten zur Uberwindung des intestinalen Epithels. Einige
Substanzen nutzen den parazelluliren Weg. Andere ziehen aufgrund ihrer Beschaffenheit
den transzelluliren Weg vor. Zum parazelluldren Transport zdhlt man die passive
Diffusion und den konvektiven  Fliissigkeitsstrom. Er erfolgt zwischen
aneinandergrenzenden Enterozyten. Der transzelluldre Transport hingegen beinhaltet den
Rezeptor-vermittelten Transport, die Rezeptor-vermittelte Transzytose, die passive
Diffusion von Molekiilen durch Epithelzellen und die erleichterte Diffusion, die einfachste
Form des Carrier-vermittelten  Transports, welcher nicht entgegen eines
Konzentrationsgefilles verlduft und daher auch keine Energiequelle wie ATP bendtigt.

Allgemein hédngt die Absorption von Arzneistoffen im intestinalen Epithel von deren
chemischen Eigenschaften ab. Absorptionsprozessen im Darm liegt im Normalfall die
passive Diffusion zugrunde. Die intestinale Membran wird in der Regel von lipophilen
Stoffen erheblich leichter passiert als von hydrophilen, da sie besser in die Lipid-Bilayer
der Membran permeieren. Sie werden so liber die Epithelzellen absorbiert. Hydrophile
Stoffe, insofern sie ein sehr kleines Molekulargewicht (< 200) aufweisen, finden ihren
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Weg eher durch den Interzellularraum oder die tight junctions. Die tight junctions sind
Proteinkomplexe, die iiber die angrenzende Epithelzellen miteinander verbunden sind. Sie
bestehen aus fiinf verschiedenen Einheiten, die beim Menschen eine 4-8 A groBe Pore
bilden® und stellen in Verbindung mit Aktin eine GréBen-und Ladungsbarriere dar.

Unabhéngig davon existieren an den Membranen der Enterozyten im Darm spezifische
Transportsysteme, die dem Gewebe die Aufnahme wichtiger Nihrstoffe aus
Nahrungsbestandteilen und anderem erleichtert'”. Auch diese Transporter besitzen ein
breites Substratspektrum. Infolge dessen erkennen sie Substanzen als Substrate, die keine
essentiellen Nahrungsbestandteile sind. Im Kontrast hierzu befinden sich im intestinalen
Epithel Strukturen, die gezielt fiir die ,,Abschwichung® von Xenobiotika und deren
Riicktransport in den Extrazellularraum sorgen. Beispielsweise befindet sich das CYP3A
Protein nicht nur an der Leber, sondern auch im Intestinum. Die CYP3A Sequenz der
intestinalen ¢cDNA gleicht hierbei sogar der hepatischen ¢cDNA dieses Proteins””. Es
katalysiert den Metabolismus vieler klinisch relevanter Arzneistoffe unter anderem von
Chemotherapeutika, Antiarrhythmika und Kalzium-Kanal-Blockern. Allerdings nimmt
seine katalytische Aktivitit entlang des intestinalen Gewebes in Richtung Kolon ab'*’.
Ganz anders verhélt es sich beim MDR1-Protein. Seine Expressionsrate nimmt in gleicher
Richtung zu, um im Kolon letztendlich den hochsten Level zu erreichen®’. Dass das P-gp
im Intestinum eine entscheidende Resorptionsbarriere darstellt, konnte Kim am Beispiel
der HIV-Proteasehemmer Indinavir, Nelfinavir und Saquinavir beweisen. P-gp knockout
Maiuse mdrla (-/-) zeigten verglichen mit der Kontrollgruppe mdrla (+/+) schon vier
Stunden nach oraler Administration eine hohere Plasmakonzentration dieser
Arzneistoffe™. Wie die unzureichende Substratspezifitit vermuten ldsst, iiberschneidet sich
das CYP3A diesbeziiglich mit dem P-gp. In Tabelle 4 sind einige Arzneistoffgruppen mit
Beispielen zusammengetragen, die entweder P-gp und CYP3A Inhibitor, Substrat oder

beides sind.
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Tabelle 4

Einige Arzneistoffgruppen mit Beispielen, die sowohl entweder CYP3A-und P-gp-Substrat, -Inhibitor oder
beides sind

Arzneistoffgruppe Substrat Inhibitor

HIV Proteseinhibitoren

Saquinavir
Ritonavir

Nelfinavir
Indinavir

MoK M
ol B

Hormone

Progesteron X
Testostron
Hydrocortison X X

b

Immunosuppressiva

Cyclosporin X X
Sirolimus X

Chemotherapeutika

Vinblastin X
Doxorubicin X

Antiarrhythmika

Amiodaron X
Lidocain X

Kalziumantagonisten

Verapamil X
Nifedipin
Nicardipin X
Diltiazem X

T I

Antimykotika

Ketoconazol X
Itraconazol X

Inzwischen gilt es als begriindet, dass im Intestinum eine ganze Reihe von Proteinen
exprimiert werden, die die Bioverfiigbarkeit von Arzneistoffen herabsetzen. Das
Vorkommen des MRPs im gesamten Intestinum mit hochsten Expressionsraten im
Jejunum gilt als gesichert'. Allerdings existieren kaum aussagekriftige Studien mit
entsprechenden Substraten und Inhibitoren, wie das beim P-gp und dem CYP3A der Fall
ist. Im Laufe dieser Arbeit, wurde diese Problematik aufgegriffen, um neben Aussagen
iiber neuartige Inhibitoren des P-gps, auch erste Ergebnisse iiber Inhibitoren des
intestinalen MRPs zu présentieren. Aufgrund des breiten, sich {iiberschneidenden
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Substratspektrums der erwédhnten Proteine, bleibt die Suche nach potenten,
transporterselektiven Inhibitoren auch im Intestinum schwierig aber absolut
erstrebenswert, um eine therapeutisch gut kontrollierbare und gezielte Inhibierung von

bioverfiigbarkeitsmindernden korpereigenen Strukturen zu erreichen' ™' *®.

2.5. HIV-Proteaseinhibitoren

Die HIV-Protease ist ein Enzym, das vor allem in der Spétphase der viralen Replikation
seine Aktivitdt entfaltet. Dieses Enzym spaltet ein groles Vorlduferprotein in verschiedene
kleinere fiir das Virus wichtige Proteine. Die Proteaseinhibitoren (PI) verhindern diese
Spaltung. Das Ergebnis sind inaktive, defekte Viruspartikel. Die PI besitzen ein
auBerordentlich hohes antiretrovirales Potential und sind auch in der Spitphase der
Infektion ebenso bei unvorbehandelten Patienten noch gut wirksam.

PI werden in einer Kombinationstherapie angewandt,
um Resistenzausbildungen langstmoglich
hinauszuzogern. Resistenzen treten bei den PI nur
innerhalb ihrer Gruppe auf. Kreuzresistenzen zu
anderen Hemmstoffgruppen sind nicht bekannt.

Das Hauptproblem der gegenwértig verwendeten
peptidischen HIV-Proteaseinhibitoren, ist deren dulerst
schlechte orale Bioverfiigbarkeite. Saquinavir zeigt
eine orale Bioverfiigbarkeit von nur 4%. Auflerdem
stellen die selten unter 98% liegenden Plasma-Eiweil3-

Bindungen, die mit ca. 10000 Dollar pro Jahr und

n. Patient immensen Kosten, das breite
Abbildung 12 Nebenwirkungsspektrum, welches unter Umstéinden
Lipodystrophie-und o '
Lipogynikomastie-Syndrom (Quelle: zum Abbruch oder Wechsel der Therapie fiihrt (Bsp.:
Der Hautarzt, Springer-Verlag Lipdystrophie-Syndrom, Abbildung 12), und die bei
Heidelberg)

Dauertherapie héufig auftretenden Resistenzen die
gravierenden Nachteile dieser Substanzgruppe dar.
Die Kombination mehrerer PI kann zur Steigerung der Bioverfiigbarkeit einzelner
Vertreter fiihren. Beispielsweise ermoglicht eine Kombination von Ritonavir mit
Saquinavir, fiir die es in Deutschland noch keine Zulassung gibt, die Erhdhung der
Bioverfiigbarkeit und der Halbwertszeit von Saquinavir. Beide Substanzen wurden daher

in unseren Studien zum Vergleich ihrer Membran-Pumpen-Affinitdt mit neuartigen HIV-
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Proteaseinhibitoren eingesetzt. Die Klasse der HIV-PI gliedert sich in peptidische und
nichtpeptidische PI auf. Zu den peptidischen gehoren die bisher klinisch angewandten
Stoffe wie Saquinavir, Nelfinavir, Indinavir, Ritonavir und &hnliche. Fiir die
Resistenzausbildungen gegen sie zeichnet sich vor allem das P-Glykoprotein als
Membran—Efflux—Pumpe verantwortlich.

Die nichtpeptidischen PI teilen sich untereinander nochmals in drei Klassen auf. Zu ihnen
gehoren die zyklischen Harnstoffe (DMP323, DMP450) und die 4-Hydroxycumarine
(Warfarin und die sich daraus ableitenden, mit verbesserter inhibitorischer Aktivitat
ausgestatteten Derivate Tipranavir und PNU96988). Doch auch diese zeichneten sich
zumeist durch unzureichende Bioverfiigbarkeiten und zu hohe Plasma-Eiwei3-Bindungen
aus. Hinzu kamen entduschende Ergebnisse in Zellkulturen und eine starke oxidative
Metabolisierung. Die unbefriedigenden nichtpeptidischen Alternativen zu den peptidischen
PI fiihrten zu Uberlegungen véllig neuartiger Strukturen, um das vielversprechende Prinzip
dieser Stoffgruppe aufrecht zu erhalten. Nachdem durch rontgenstrukturanalyse die Co-

41,81,140 .
= entwickelte

Symmetrie des aktiven Zentrums der HIV-Protease beschrieben wurde
man analog symmetrische Inhibitoren, wie die zyklischen Harnstoffe, die allerdings in
klinischen Studien durch unzureichende Bioverfiigbarkeiten, zu starker Metabolisierung
und zu hohe Plasmaproteinbindung scheiterten. Eine Weiterentwicklung symmetrischer
Strukturen fiihrte iiber die Dimerisierung von 4-Aryl-1,4- Dihydropyridinen zu einer neuen
Klasse nichtpeptidischer PI. Die dimeren 4-Aryl-1,4-Dihydropyridine stellen die dritte
Klasse nichtpeptidischer HIV-1 Proteaseinhibitoren dar. Im Vergleich zu den peptidischen
PI zeichnen sich die dimeren 1,4-Dihydropyridine durch eine extrem Okonomische
Herstellung aus. Die Eigenschaften der Dihydropyridine beinhalten die Nachteile ihrer
Vorgidnger nicht und geben Hoffnung, dass diese Substanzklasse neben ihrem HIV

proteaseinhibitorischen Potenzial &uBlerst potent in die Modellierung von Membran-

Transportern eingreift.

2.5.1. Dimere 4-Aryl-1,4-Dihydropyridine

Die 4-Aryl-1,4-Dihydropyridine stellen die dritte Klasse nichtpeptidischer, symmetrischer
HIV-1 Proteaseinhibitoren dar. Sie wirken in submikromolekularen Konzentrationen und
besitzen daher bislang ein moderates proteaseinhibitorisches Potenzial. Anderungen im
Substitutionsmuster konnten Inhibitionsraten der HIV-Protease von bis zu 70% der

Aktivitit des Saquinavirs erreichen. Die Hemmung der HIV-Protease erfolgt kompetitiv*.
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Studien dieser Arbeit belegen fiir einige dieser Dihydropyridine eine effiziente P-gp und
MRP modulatorische Aktivitit. Erste strukturell variierte Vertreter dieser Stoffgruppe
wiesen keinerlei pharmakologische Eigenwirksamkeit auf, zeigten eine duflerst geringe

Zytotoxizitit, keine messbare Plasma-Eiweibindung und eine nur sehr geringe

Abbildung 13

Das dimere 1,4-Dihydropyridin  H17  (3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*"".0>'*|dodecan) links und H19 (Diethyl-1,5-dibenzyl-1, 5, 8, 8bp-tetra-hydrro-4ap,
8ap-dihydroxymethyl-4,8-diphenylcyclobuta[ 1,2-b:3,4-b’]dipyridin-3,7(4H,4bpH)dicarboxylat) rechts.

Metabolisierung™. Fiir das in den Studien dieser Arbeit hauptsichlich eingesetzte dimere
Dihydropyridin H17 zeigten Metabolisierungsuntersuchungen an HepG2-Zellen, die die
metabolischen Aktivititen in Hepatozyten simulieren*!, keine Phase-I Metaboliten und
eine sehr geringe Phase-II Metabolisierung™. Solche Eigenschaften konnen eine effektive
MDR-Therapie mit hohen Dosierungen bei Krebs und antiretroviralen Erkrankungen
ermdglichen®. Gerade bei der antiretroviralen Therapie zeigten jiingste Untersuchungen,
dass fiir das Entstehen zunehmender Resistenzen, die Expression von MRP4

verantwortlich ist'®!

. Da auch die Aussichten, die in die Fusionsinhibitoren (z.B. T720—
Imatinib®) als effektive HIV-Therapeutika gelegt wurden, aufgrund von schnellen
Resistenzentwicklungen in klinischen Studien, enttduschten und eine Anwendung nur in
Kombinationstherapien moglich ist, bringen die dimeren 1,4 Dihydropyridine neue
Hoffnung den genannten Membran-Efflux-Pumpen und somit der Ausbildung

korpereigener Resistenzen effektiv entgegenzuwirken. Strukturbeispiele fiir ein solches

dimeres 1,4-Dihydropyridin sind in Abbildung 13 dargestellt.
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3.  Zielstellung

Zahlreiche Arzneistoffe zur Behandlung von Krebs und viralen Erkrankungen unterliegen
einem korpereigenen Resistenzmechanismus, der als Multidrug-Resistance bezeichnet
wird. Hiermit werden vor allem exsorptive Membrantransporter in Verbindung gebracht,
die dazu befdhigt sind eine Vielzahl von Substanzen aus den betroffenen Zellen zu
entfernen und sie somit unwirksam zu machen. Ein Beispiel dafiir ist die so genannte
Membran-Efflux-Pumpe P-gp, die in der Lage ist, ein breites Spektrum an Arzneistoffen
durch den beschriebenen Efflux zu inaktivieren. Darunter befinden sich neben HIV-

13.27,54,58,70,114 A 1 h die Gruppe der Multidrug-

Proteaseinhibitoren ebenso viele Zytostatika
Resistance associated Proteins (MRPs) ist ein weiteres Beispiel fiir das Entstehen
korpereigener Resistenzausbildungen’®. Neben einigen erst in jiingerer Vergangennheit
beschriebenen Membranstrukturen, wie das MXR und das LRP, sind diese beiden
Transportersysteme bisher am meisten erforscht. Die Uberwindung der MDR und die
damit verbundene effektivere Behandlung von vor allem HIV und Krebs ist Ziel
zahlreicher Forschungsvorhaben und stand auch im Mittelpunkt dieser Arbeit. Ziel dieser
Arbeit war es deswegen die bestehende Stoffklasse der dimeren 1,4-Dihydropyridine, die
urspriinglich als neue Klasse nichtpeptidischer HIV-PI entwickelt wurden, auf eine
Affinitdt vor allem zu den zwei beschriebenen Membranstrukturen, an verschiedenen
etablierten Modellen zu testen und bei aufgezeigter Wirksamkeit iiber Struktur-
Wirkungsbeziehungen eine ideale Molekiilstruktur zu beschreiben. Gleichzeitig sollten
iiber die Testung der Symmetrieeigenschaften der Substanzen Aussagen zur mdglichen
Struktur bzw. potenziellen Bindungsregionen des P-gps abgeleitet werden, um somit einen
moglichen Beitrag zur Aufklarung der kontrovers diskutierten Symmetriemodelle des P-
gps leisten zu konnen'*'. Des Weiteren sollten Untersuchungen zur Zytotoxizitit der
eingesetzten Stoffe vorgenommen werden, um deren klinische Einsatzfahigkeit zu
unterstiitzen. Durch einen Radioliganden-Bindungsassay wurden erste Erkenntnisse zur P-
gp Affinitdt gewonnen. Anschlieend sollten mit Hilfe von P-gp und MRP-exprimierenden
Zellen diese Affinitdten auf ein mogliches inhibitorisches Potenzial untersucht und in
einem weiteren etablierten in situ Modell, dem perfundierten Rattendarm, erste Einblicke
zur Wirksamkeit der Substanzen im Organismus erhalten werden. AbschlieBend sollten die

wirksamsten Verbindungen dahingehend getestet werden, ob sie nun reine Modulatoren

33



3. Zielstellung

der targetierten Strukturen darstellen, oder ob sie auch Substrateigenschaften besitzen, und

wenn ja zu welchem AusmaB.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. P-gp Affinititsstudien verschiedener HIV-Proteaseinhibitoren
als potenzielle MDR-Modulatoren in vitro

4.1.1. Radioliganden-Bindungsassay

Der vom Ddppenschmidt (1998) entwickelte und von Dressler (2002) modifizierte
Radioligandenbindungsassay beruht auf der Erfassung der Verdringung der radioaktiv
markierten Substanz, in diesem Fall *H-Verapamil, durch die jeweilig nicht markierten
Substanzen und deren sich daraus errechenbaren P-gp Affinitit*>*?. Untersuchungen von
Yamashita (2000) und Dressler (2002) bewiesen eine mogliche Abhéngigkeit der Bindung
des Radioliganden durch Losungsmittelzusétze (Ethanol, Acetonitril, DMSO ab >2% u.a.)

2219 Losungsvermittler und pH-Wert Anderungen dienen

und pH-Wert Verdnderungen
mitunter zur Verbesserung des Losungsverhaltens mancher schwerldslicher Arzneistoffe.
Die hier beim Radioligand-Bindungsassay eingesetzten Substanzen wiesen groftenteils bei

pH 7,0 eine ausreichende Loslichkeit auf, so dass sie ohne Zusatz von Kosolventien der

90
80 -
70 A
60 1 [ ] —= — —
50 A
40 -
30 -
20 A

10 A

Abnahme der Radioaktivitit je Filter [%]

0 0,02 0,2 2 5 20
DMSO-Zusatz [%]

Abbildung 14

Anderung der *H-Verapamil-Bindung an P-gp durch Zusatz von DMSO in verschiedenen Konzentrationen
(Mittelwert = SEM fiir n=2 Versuche p<0,05)

35



4.  Ergebnisse und Diskussion

Messung zugeflihrt werden konnten. Aufgrund ihrer &duBerst lipophilen Struktur zeigten
lediglich die dimeren 1,4-Dihydropyridine ein schlechtes Losungsverhalten beim
angegebenen pH-Wert auf. Dieses Problem konnte durch einen Zusatz von 1% DMSO
behoben werden. Um die Unbedenklichkeit des Losungsvermittlereinsatzes zu versichern,
wurde in weiterfilhrenden Untersuchungen zu Dressler eine separate Testreihe
durchgefiihrt, in der sdamtliche beim Assay eingesetzte Substanzen unabhdngig ihrer
Loslichkeit den Zusatz von 1%iger DMSO-Losung erhielten. Hierdurch konnte im direkten
Vergleich bestitigt werden, dass der Zusatz von DMSO in der angegebenen Konzentration
keinen Einfluss auf die Messergebnisse hatte, weil zwischen beiden Versuchsreihen bis zu
einer DMSO Konzentration von 2% keine signifikanten Unterschiede bei der Bindung des
Radioliganden zu verzeichnen waren und ein Einsatz des Losungsvermittlers in diesen
Konzentrationsbereichen daher als unbedenklich einzustufen ist. Eine Menge von bis zu
5% DMSO war sogar tolerierbar (Abbildung 14).

Zur Bestimmung der P-gp-Affinitit wurden die dimeren 1,4-Dihydropyridine und die
Vergleichssubstanzen in 20 verschiedenen Konzentrationen bei einer bestindigen
Konzentration des markierten Radioliganden “H-Verapamil bei pH 7,0 im
Inkubationspuffer gelost. Die Messung erfolgte bei einer konstanten Temperatur von
37°C*. Die Verdringungsexperimente ergaben die erwarteten verschiedenen Affinititen
der getesteten Substanzen zum Membrantransporter P-gp. Das beste Bindungsverhalten
zeigte Verapamil mit einem IC50-Wert von 2 pM. Vinblastin, ein starker P-gp-Inhibitor,
wies einen IC50-Wert von 34 uM auf und die dimeren 1,4-Dihydropyridine zeigten mit
78 uM fiir H17 und 65 puM fiir H19 (Abbildung 15) eine bemerkenswerte Affinitét. In
fritheren Versuchen von Doppenschmidt konnte fiir den B-Blocker Talinolol, ein reines P-
gp-Substrat, ein IC50-Wert von 830 puM gemessen werden”, was das Ausmafl der

Affinitdten der hier getesteten Substanzen zum P-gp verdeutlicht.
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Abbildung 15

Konzentrationsabhingige Verdringung des radioaktiv markierten Liganden ‘H-
Verapamil zur Bestimmung der IC 50-Werte von H17 und H19

Bezugnehmend auf die Affinitdtsintensitdt zur P-gp Bindungsstelle, ergab sich folgende
Reihenfolge: Verapamil > Vinblastin > H19 > H17 > > Talinolol*’.

Auch hier erwies sich die in Arbeiten von Dressler und Leisen behandelte Abhingigkeit
der Affinitdten zur makromolekularen Bindungsstelle des P-gps von der Lipophilie der

Testsubstanzen als zutreffend*>®®

. Der Radioligand-Bindungsassay gab erste Hinweise auf
das Potenzial der dimeren 1,4-Dihydropyridine als aussichtsreiche P-gp Modulatoren, da
thre IC50-Werte der P-gp Affinitdt durchaus mit denen bekannter P-gp Inhibitoren
vergleichbar waren. In spezifischeren Versuchen auf P-gp-Hemmung in vitro und in situ
sollten weitere strukturell differenziertere dimere 1,4-Dihydropyridine auf Affinitit zu

diesem Membrantransporter getestet werden.

4.1.2. In-vitro Zellversuche zur Uberwindung der MDR am P-gp Transporter

Die im Radioliganden-Bindungsassay erhaltenen Affinititen gaben Hinweise auf eine P-gp
modulatorische Komponente der dimeren 1,4-Dihydropyridine. In spezifischeren
Versuchen auf P-gp-Hemmung in vitro sollten nun weitere strukturell differenziertere 1,4-
Dihydropyridine auf Affinitit zu diesem Membrantransporter getestet und in
Versuchsreihen an P-gp exprimierenden Zelllinien sollte das MDR-modulatorische
Potenzial der genannten Substanzen und weiterer Derivate im Vergleich zu bekannten
HIV-Proteasehemmern untersucht werden.
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4.1.2.1. Untersuchungen zur P-gp Transporteraffinitit an Mouse-T-

Lymphoma Zellen

Die Untersuchungen wurden an der MDR-Gen transfizierten Zelllinie (L5178v), die durch
die Transfektion der Stammzelllinie L5178Y mit dem pHa MDR/A Retrovirus und
anschlieBender Selektion mit 60 ng/ml Colchicin erhalten wurde, durchgefiihrt. Diese
Konzentration an Colchicin verhinderte ein Uberleben von Stammzellen, da nur die Zellen,
mit dem transfizierten MDR-Gen resistent waren und sich auch unter diesen Bedingungen
teilen konnten. Hierdurch bildete sich eine Zelllinie mit gleichmédBigen P-gp
Expressionsraten aus. Dies wurde durch Markieren der transfizierten Zellen mit dem
monoklonalen Antikérper MRK-16-FITC und anschlieBender FACS-Analyse bewiesen'*'.
Beim Fluorescence-Uptake-Assay und den Epirubicin-Synergismus-Tests in der
Checkerboard-Studie wurden Untersuchungen aufgrund der direkten Vergleichbarkeit
ebenso an der Stammzelllinie (L5178Y) vorgenommen. Im Zusammenhang der
Identifizierung der Affinititen zu P-gp stellt dieses Verfahren einen entscheidenden Vorteil
dar, lassen sich doch so, wie erwdhnt, direkte Vergleiche und iiber die erfolgte Gen-
Transfektion selektive Testungen auf eine P-gp Hemmung mit spezifischem Substrat

durchfiihren.

4.1.2.2. MTT (Methyltetrazolium)-Test

Im MTT-Test wurden die Zytotoxizititen der neuartigen MDR-Modulatoren mit denen des
Ritonavirs bei einer Konzentration von 30 uM verglichen, da sie auch in dieser
Konzentration in spéteren in situ Versuchen am Tier verwendet wurden (Tabelle 5). Hohe
Absorptionen zeugen von einer geringen Zytotoxizitit, weil nur lebende Zellen zur
Umwandlung des MTTs zum intensiv gefarbten Formazan (lila) befdhigt sind, dessen UV-
Absorption bei Wellenldngen von 540-630 nm vermessen wurde (Abbildung 16).
Lediglich die eingesetzten Modulatoren 15 und 17 besallen eine hohere Toxizitdt als das
zugelassene Ritonavir, weswegen man von einer Unbedenklichkeit in Bezug auf die
Toxizitdt bei nahezu allen eingesetzten Substanzen sprechen kann, bedenkt man, dass
Einzeldosen von Ritonavir bis zu 100mg enthalten (Kaletra® 33 mg, Norvir® 100 mg) und
HIV-Patienten um die zehn Kapseln am Tag einnehmen. Allgemein zeigten sdmtliche
getesteten dimeren Dihydropyridine wenige Unterschiede in ihrer Toxizitdt auf. Lediglich
die Substanzen 20-22 wiesen mit Absorptionen von bis zu 0,369 die geringste Zytotoxizitét

in Bezug zum Ritonavir auf und unterschieden sich damit nochmals deutlich von allen

38



4.  Ergebnisse und Diskussion

anderen untersuchten Substanzen. Sie sind demzufolge im Vergleich zu den anderen
Testsubstanzen, einschlieBlich des Ritonavirs, als komplett untoxisch in einem weiten
Konzentrationsbereich anzusehen, vor allem, weil bei den JW-Typen (20-22) auch noch in
hohen Konzentrationen keine Zytotoxizitdt zu verzeichnen war. Deswegen qualifizierten
sich diese Substanzen besonders fiir zusdtzliche Untersuchungen auf P-gp-Affinitit im

Fluorescence-Uptake-Assay.

V4 N o
/ -
—N mitochondriale Dehydrogenase ™~ N
NTT @

N (nur lebende Zellen) |
j'///
/ N

Abbildung 16

Durch die mitochondriale Dehydrogenase lebender Zellen wird das MTT zum Formazan metabolisiert
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Tabelle 5

MTT Absorptionen bei einer Modulatorkonzentration von 30uM und der DMSO-Kontrolle (1xdeuteriert).
[Mittelwert + SEM, n=3]Ho6here Absorptionsraten zeugen von einer geringeren Zytotoxizitét

Verbindung MTT-Absorption
a7 0,034 + 0,001
as) 0,048 + 0,001

Ritonavir (7) 0,052 + 0,001
16) 0,06 + 0,002
5) 0,074 + 0,001
®) 0,074 + 0,001
A3) 0,080 £0,002
(52) 0,082 + 0,002
(6) 0,094 + 0,004
19a 0,099 + 0,002

HX (1) 0,099 + 0,004
&) 0,107 + 0,005

“4) 0,110 + 0,004
(42) 0,111 £ 0,005
(19) 0,112 + 0,003
HI17 (2) 0,113 + 0,004
TW41 (10) 0,137 + 0,006
3) 0,149 + 0,005
JW46b (20) 0,214 £ 0,008
JW53 (21) 0,281 + 0,009
JTW46a (22) 0,369 + 0,009
DMSO 1% 0,401 + 0,012
DMSO"® 1% 0,444 + 0,015

"= Vergleichssubstanz

40



4.  Ergebnisse und Diskussion

4.1.2.3. Fluorescence-Uptake-Assay zur Uberwindung der MDR in P-gp

exprimierenden Tumor-Zellen

Nach Aussage des MTT-Assays konnten aufgrund der geringen Toxizitdt der
Testsubstanzen alle im Fluorescence-Uptake-Assay auf P-gp Affinitdt getestet werden. Bei
diesem in vitro Assay auf Hemmung der Molekiilpumpenaktivitdt wird tiber eine FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorter)-Analyse unbehandelter und mit P-gp Modulator
behandelter Zellen die Aufnahme eines spezifisch bindenden, fluoreszierenden P-gp
Substrates, in diesem Fall Rhodamine123, gemessen (siche Kapitel 5.2.4.4.). Hierbei wird
das Verhiltnis von Stammzelllinie zu MDR-Gen transfizierter Zelllinie als P-gp
inhibitorisches Aktivitdtsverhéltnis (R) berechnet. Dieser direkte Vergleich versichert, dass
die errechneten Aktivititen auf die P-gp inhibitorischen Eigenschaften der MDR-
Modulatoren zuriickzufiihren sind. Uber einen Screen der einzusetzenden Substanzen bei
zwei Konzentrationen (1uM und 10uM) sollte das jeweilig vorhandene P-gp inhibitorische
Potenzial bestimmt werden. Als Kontrollsubstanz diente der bekannte P-gp Inhibitor und
Calcium-Antagonist Verapamil. Diese Methode stellte ein zusitzliches Auswahlverfahren
dar, da nur Substanzen mit entsprechend hohen inhibitorischen Werten die nédchste Stufe
des Tests erreichten und dann im folgenden in fiinf verschiedenen Konzentrationen
genauer bestimmt wurden. Den Screen iiberstanden die Substanzen 1, 2, 3, 5a, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 16, 17, 19, 19a, 20, 21 und 22. Die weiterfilhrende Testung erfolgte in den
Konzentrationen 0,2; 1; 5; 10 und 20 uM oder 1; 5; 10; 20 und 25 pM je nach Verhalten
im Screen. Uber die erhaltenen Fluoreszenz-Aktivitits-Verhiltnisse (FAR) konnte das
Ausmal} der P-gp-Hemmung im FACS gemessen werden. Diese Verhiltnisse wurden
direkt miteinander verglichen und hohere Werte wiesen entsprechend auf groBere
Inhibitionsraten hin. Bemerkenswert gut schlossen bei diesem Assay die Dimeren 1,4-
Dihdropyridine vom Typ HX (1), H17 (2) und JW (20, 21, 22) ab. H17 (2) zeigte bereits
bei einer Konzentration von nur 0,2 uM mit einer Fluoreszenz-Aktivitdts-Verhiltniss von
35,12 eine so gute P-gp Inhibition, dass ein zusitzlicher Assay in submikromolaren
Bereichen notwendig wurde. Fiir H17 (2) erfolgte die Wiederholung des Assays mit den
Konzentrationen 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 und 0,2 pM, wodurch dann eine
Konzentrationsabhingigkeit auch fiir diese Substanz bestimmt werden konnte. Ab einer
Konzentration von 5 uM H17 (2) konnte mit einem R-Wert von 57,81 eine nahezu
vollstindige P-gp-Inhibierung erreicht werden. Im Vergleich zur Kontrollsubstanz, dem

Verapamil, eingesetzt in einer Konzentration von 10 uM (R = 16,48) inhibierte das H17

41



4.  Ergebnisse und Diskussion

das P-gp 3,5 mal besser, obwohl es mit 5 uM nur halb so hoch konzentriert war wie das
Verapamil. Ahnlich verhielt sich HX (1). Es zeigte bei einer Konzentration von 5 uM eine
2,8-mal bessere inhibitorische Aktivitit und bei 10 uM sogar eine 4,1-mal bessere. Als
hervorragende P-gp Inhibitoren in den in vitro Versuchen erwiesen sich die Substanzen
JW46b (20), JW53 (21) und JW46a (22). Sie zeigten bei einer Konzentration von nur 5 uM
eine bis zu siebenmal bessere inhibitorische Aktivitét als das doppelt so hoch konzentrierte
Verapamil. Im Gegensatz hierzu zeigte der bekannte PI und P-gp Modulator Ritonavir bei
einer Konzentration von 5 pM eine geringere Hemmaktivitdt (R = 1,91) und bei 10 uM (R
= 24,27) mit einem Faktor 1 keinerlei Vorteile gegeniiber Verapamil (Tabellen 6.1, 6.2).
Basierend auf diesen Ergebnissen sind die Verbindungen 1, 2, 20, 21 und 22 derzeit einige

der stirksten P-gp-inhibitorischen Substanzen.
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Tabelle 6.1

Die grofiten Konzentrationen pro untersuchter Substanz stellen jeweils die Séttigungskonzentrationen dar.
Eine weitere Konzentrationserhohung zog keine wesentliche Steigerung der P-gp Hemmaktivitit nach sich
[Mittelwert £ SEM, n=2, p<0,05].

x-fache Steigerung des inhibitorischen Potenzials im

P-gp Modulator Kon.zentration Vergleich zur Kontrollsubstanz Verapamil eingesetzt in
in pM 10 Mikromolarer Konzentration

1 1,0+ 0,03
HX (1) 5 2,8+0,12
10 4,1+0,18
0,2 2,1+0,10
H17 (2) 1 2,1+£0,10
5 3,5+0,15
10 1,1 +£0,05
3) 20 2,1 +£0,09
25 3,1+0,14
5 0,9+0,02
4) 10 2,0+£0,08
20 2,1 £0,09
10 0,1 +£0,01
(6) 20 1,4+ 0,05
25 1,7+ 0,07
5 0,1 +0,01
Ritonavir” (7) 10 1,0 + 0,04
20 1,8+ 0,07
5 0,4+0,02
®) 10 0,5+ 0,02
20 0,6 £ 0,02
10 0,1 £0,01
) 20 0,8+ 0,02
25 1,0 £ 0,04
10 0,1 +£0,01
(19) 20 0,8 + 0,03
25 1,1 £0,05
1 1,9+0,10
JW46b (20) 5 5,0+0,21
10 5,2+0,25
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Tabelle 6.2

Die grofiten Konzentrationen pro untersuchter Substanz stellen jeweils die Séttigungskonzentrationen dar.
Eine weitere Konzentrationserhohung zog keine wesentliche Steigerung der P-gp Hemmaktivitit nach sich
(Dick umrandet=Bistypen-nur zwei Hydroxymethylen im Molekiil) [Mittelwert + SEM, n=2, p<0,05].

Konzentartion x-fache Steigerung des inhibitorischen Potenzials im
P-gp Modulator in uM VergleiclE zur Ko.ntrollsubstanz Verapam.il eingesetzt
in 10 Mikromolarer Konzentration
1 2,5+0,11
JW53 (21) 5 7,1 £0,29
10 5,9+0,24
1 2,1+0,13
JW46a (22) 5 5,4+0,19
10 6,2+0,22
5 3,4+0,15
(15) 10 3,4+0,17
20 2,8+0,13
10 1,3+0,05
(16) 20 1,5+ 0,07
25 1,4 +£0,06
10 0,7+ 0,03
17) 20 2,1£0,10
25 2,3+0,10

*= Vergleichssubstanz

Abbildung 17 zeigt die Spektren der FACS-Analyse des neuartigen P-gp Modulators
HX (1) beispielhaft fiir alle getesteten Substanzen mit P-gp modulierenden Eigenschaften.
Gut zu erkennen ist, dass bei HX, wie auch bei den meisten anderen Modulatoren, die
Hemmung des P-gps konzentrationsabhingig verlduft. Bei kleineren Konzentrationen
(0,2 uM, 1 pM und 5 pM) wird das P-gp noch nicht vollstindig inhibiert, da die
Stoffmenge hierfiir offensichtlich nicht hinreichend ist. Trotzdem ist ein stetiger Anstieg
der inhibitorischen Aktivitdt proportional zur Konzentrationssteigerung zu verzeichnen, bis
bei 10 uM HX eine nahezu vollstindige P-gp-Hemmung auftritt. Zu erkennen an dem
FL1-Shift der Zellen bzw. der messbaren Fluoreszenz des Markers Rhodaminel23, der
gleichzeitig ein P-gp Substrat ist, und den die Zellen aufgrund der nun nahezu
vollstindigen P-gp Hemmung durch ihre Membran aufnehmen. Optisch wahrnehmbar ist
der Shift durch die Verschiebung des Graphen in den M1-Bereich des Diagrammes. Hier
tritt gleichzeitig eine Séttigung der Membran-Pumpe ein, da der inhibitorische Effekt bei

Konzentrationen {iber 10 uM konstant bleibt oder sich nur noch geringfiigig dndert.
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FACS-Analyse von HX (1) bei 0,2; 1; 5; 10 und 20 uM
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Abbildung 18 hingegen zeigt am Beispiel der Substanz 13 einen auf P-gp nicht
modulierend wirkenden Stoff. Substanz 13 ist kein dimeres 1,4-Dihydropyridin sondern
ein 1-Aza-9-oxafluoren. Es wurde als neuartiger CDK-Inhibitor synthetisiert, die u.a. zur
therapeutischen Bekampfung der Alzheimerkrankheit entwickelt wurden'”. Substanz 13
wurde trotzdem auf P-gp-Affinitit getestet, um ein Beispiel fiir einen nicht affinen Stoff
priasentieren zu konnen. Erkennbar daran, dass die P-gp exprimierenden Zellen, trotz
steigender Konzentration an Testsubstanz in ihrer Resistenz unbeeinflusst bleiben und das
wiederum als Marker eingesetzte fluoreszierende P-gp Substrat Rhodaminel23 auch
weiterhin aus der Zelle heraus transportieren. Es ist also im Gegensatz zu einer
modulierenden Substanz bei steigender Konzentration kein FL1-Shift in den intrazelluldren
M1 Bereich zu verzeichnen und die Fluoreszenz ist weiterhin nur im Bereich M2, das heif3t

aullerhalb der Zelle, messbar:
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Abbildung 18
FACS-Analyse von Substanz 13 bei 1 und 10 pM

4.1.3. Struktur-Wirkungs-Beziechungen

Momentan werden zwei Symmetriemodelle fiir das P-gp diskutiert. Es existiert sowohl ein
Modell fiir eine C,-Pseudosymmetrie als auch eines fiir eine Spiegelsymmetrie
(Abbildung 19). Wie iiber die genaue Funktionsweise dieser Membran-Efflux-Pumpe ist
auch iiber die Struktur eines Substratbindungszentrums wenig bekannt, so dass es sich bei

den Aussagen zur Symmetrie bisher nur um Annahmen handelt.
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Da die dimeren 1,4-Dihydropyridine als HIV-Proteaseinhibitoren an das Cp-symmetrische
Zentrum dieses Enzyms binden®, sollten in dieser Studie sowohl symmetrische als auch
unsymmetrische Dimeren eingesetzt werden, um iiber deren Affinititen zu P-gp eine
Aussage iiber potenzielle Symmetrieeigenschaften ableiten zu konnen. Strukturell wurden
sowohl die Verbindungen mit vier Hydroxymethylen-Gruppen, im Folgenden als
Tetratypen bezeichnet, als auch die mit zwei Hydroxymethylen-Gruppen, hier Bistypen
genannt, auf biologische Aktivitdt getestet.

Allgemein lieB sich fiir die Tetratypen feststellen, dass eine Phenoxycarbonyl-Substitution,
wie bei den Substanzen 4 und 4a, nicht von Vorteil flir Affinitdten zur Bindungsstelle war.
Dahingegen bessere Eigenschaften zeigte eine N-Butoxycarbonyl- (3 und 5a) und noch
bessere eine N-Benzyl-Substitution (1 und 2). Ebenso wurde in jiingeren Studien fiir ein
effektives Bindungsverhalten von Strukturen zur P-gp-Bindungsstelle sowohl das
Vorhandensein von funktionellen Wasserstoftbriicken-Donatorgruppen als auch
Wasserstoffbriicken-Akzeptorgruppen postuliert'®*. Solche Gruppen wurden zusitzlich bei
den Substanzen 1-3, 5a, 20-22 betrachtet. Die geringere Bindungsaktivitit von Substanz Sa
gegeniiber 3 korreliert mit vorangegangener Aussage und konnte mit einer Abnahme solch
funktioneller Gruppen, in diesem Fall der Methoxygruppen, in Zusammenhang gebracht
werden. Die Einfiihrung einer Methoxygruppe bei Verbindung 1 gegeniiber 2 erbrachte
hingegen eine Steigerung der Affinitit zur Bindungsstelle. Offensichtlich scheint also
weniger die Art als vielmehr die Anzahl von Wasserstoffbriicken-Donatoren und —
Akzeptoren, von ausschlaggebender Bedeutung fiir die biologische Aktivitit zu sein

(Tabelle 7).

Abbildung 19

Mogliche Symmteriemodelle das P-gps; links Spiegelsymmetrie, rechts
C,-Pseudosymmetrie.
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Um also eine Korrelation der Anzahl der Wasserstoftbriicken-Funktionen mit der
Bindungsaffinitit zu erlangen, wurden zusétzlich die Bindungseigenschaften der Dimeren
mit variierender Anzahl solcher Gruppen verglichen. Es konnte darauthin festgestellt
werden, dass eine Anzahl von sechs Wasserstoffbriicken-Funktionen ideal fiir diese
Verbindungen ist. Die Aktivititsverhédltnisse der Substanzen 1, 3, 20, 21 und 22
verdeutlichen dies (Tabelle 7), wobei die Position der substituierten funktionellen Gruppen
ebenfalls von Bedeutung zu sein scheint. So wurden in Verbindung 21
Wasserstoftbriicken-Funktionen in Meta-Stellung und in 20 in Para-Stellung an
verschiedenen Positionen im Molekiil eingefiihrt. Bei geringeren Konzentrationen ergibt
sich ein bedeutender Vorteil fiir die Verbindung 21. Weniger Wasserstoffbriicken-
Funktionen, bei der Substanz 2 ergaben eine geringere Affinitit verglichen mit den
Verbindungen, die sechs solcher funktioneller Gruppen enthielten. Trotzdem ist die
biologische Aktivitdt der Substanz 2 immer noch bemerkenswert und iibertrifft die der
anderen Testsubstanzen deutlich. Dariiber hinaus erwiesen sich mehr als sechs
Wasserstoftfbriicken-Funktionen ebenfalls als unvorteilhaft. Verbindung 5a besitzt acht und
zeigte eine bedeutend geringere biologische Aktivitit.

Die neue Erkenntnis einer optimalen Anzahl von Wasserstoffbriicken-Funktionen
widerspricht fritheren Befunden, dass die Bindungsaktivitit von bekannten P-gp-

Modulatoren mit steigender Anzahl solcher Funktionen zunimmt'*'

. Alle Substanzen, die
diesem frilheren Befunden unterliegen, sind im Gegensatz zu den hier getesteten
unsymmetrisch45 1% Die in dieser Arbeit niher untersuchten Substanzen, auBer 5 und 6,
weisen eine vollige Cp-Symmetrie auf und erreichten damit enorme P-gp inhibitorische
Aktivititen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das P-gp selber eine Cp-symmetrische
Bindungsregion besitzen konnte. Hinweise auf eine symmetrische Bindungsregion
lieferten erste P-gp-Modulatoren, wie Verapamil und Dactinomycin, mit einer
symmetrieartigen  Grundstruktur und unsymmetrisch  substituierten  Elementen
(Abbildung 19)”°. Leider konnte eine effektive Uberwindung der MDR bei diesen
Substanzen nur in toxischen Konzentrationsbereichen festgestellt werden. Die hier
eingesetzten MDR-Modulatoren waren alle symmetrisch und zeigten zusitzlich sehr
effektive Inhibitionsraten in nichttoxischen Bereichen, die im MTT-Assay evaluiert
worden sind (Tabelle 5). Uber einen systematischen Verlust symmetrischer Elemente aus

den Strukturen der eingesetzten Substanzen, konnte zusétzlich eine Abhdngigkeit der

Affinitit zur P-gp-Bindungsregion von der Molekiilsymmetrie aufgezeigt werden.
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Bei Verbindung 5 wurde gegeniiber 3 auf ein Symmetrieelement verzichtet, wobei eine

Butoxycarbonylgruppe durch einen Benzylrest ersetzt wurde.

[
o S~ Verapamil i -
_Pro_ P
Sar” "DVl D-"J:ﬂ" "E:r
MeVal ~ -"_‘_,.THITD 1] Thr Mu: Wal
0 O
= “Kv" R
T S
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Abbildung 20

Bemerkenswert ist, dass die unsymmetrische Verbindung 5 trotz des fiir P-gp-Affinititen
vorteilhaften N-Benzylsubstituenten, schlechter wirksam ist als die symmetrische
Verbindung 3 ohne N-Benzylrest. Bei einer Konzentration von 1 uM sind die Aktivititen
im Vergleich zur doppelt benzylierten Variante 2 signifikant und zur
bisbutoxycarbonylierten 3 etwas reduziert (Tabelle 7). Diese Erkenntniss ldsst sich nicht
mit bisherigen Erkenntnissen iiber vorteilhafte Struktureigenschaften fiir eine gute
biologische Aktivitdt dieser potenziellen Modulatoren vereinbaren, aufler wenn die
Bindungsregion des P-gps tatsdchlich eine C,-Symmetrie aufweisen wiirde. Hierdurch
konnten Abweichungen von der Symmetriestruktur ohne eine einhergehende
Verminderung der biologischen Aktivitdt kaum toleriert werden.

In Verbindung 6 wurde auf ein weiteres Symmetrieelement verzichtet, aber gleichzeitig
darauf geachtet, dass alle fiir eine gute biologische Aktivitit notigen Strukturen (Benzyl,
Butoxycarbonyl-, 4’-Methoxyphenylgruppen) und Wasserstoffbriicken-Funktionen im
Molekiil erhalten blieben. Das Ergebnis war eine im Gegensatz zur symmetrischeren
Verbindung 5 verringerte Aktivitit, woraus geschlossen werden konnte, dass ein Verlust

symmetrischer Elemente von der P-gp Bindungsstelle nicht toleriert wird.
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Eine C,-Symmetrie des aktiven Zentrums dieser Region mit zahlreichen Bindungsstellen
fiir die diskutierten aromatischen Substituenten ist somit wahrscheinlich. Zusétzliche
Bestitigung fand diese Schlussfolgerung durch den Vergleich der symmetrischen Substanz
10 mit den Substanzen 19 und 19a. Auch bei Substanz 19a wurde die Anzahl der
Symmetrieelemente gegeniiber 10 verringert, wohingegen die Wasserstoffbriicken-
Funktionen aus Substanz 10 beibehalten wurden. Verbindung 10 hat mit zwei
4’-Methoxybenzylgruppen zwar eine verringerte Aktivitit vergleicht man sie mit der
Verbindungen 2, die lediglich Benzylreste aufweist. Gegeniiber Verbindung 3 mit
Butoxycarbonylresten ist 10 mit 4’-Methoxybenzylresten jedoch bei kleinerer
Konzentration besser wirksam. Durch den Austausch eines fiir die Wirksamkeit giinstigen
4’-Methoxybenzylrestes gegen einen Butoxycarbonylrest in Verbindung 19a resultiert
jedoch eine verringerte Aktivitit gegeniiber 10. Auch eindrucksvoll am Beispiel der
Substanz 19 zu sehen, die mit einem kompletten Verlust an Symmetrie eine noch geringere
Aktivitét als 19a aufwies. Abermals sprechen diese Resultate flir einen C,-symmetrischen
Charakter der Bindungsstelle des P-gps.

Fiir die ebenfalls wenig toxischen Bistypen konnten &hnliche strukturelle Verhaltensmuster
wie fiir die Tetratypen untersucht werden. Fiir die N-Methoxycarbonyl-substituierte
Verbindung 16 konnte eine dem Verapamil dhnliche Aktivitit gefunden werden. Auch hier
lieB sich ein linearer Zusammenhang zwischen inhibitorischer Aktivitdt und Konzentration
feststellen (Tabelle 7). Bei den Verbindungen 15 und 17 wurden am N-Substituenten
lipophilere Gruppen eingefiihrt, was mit einer Erhohung der Aktivitit verbunden war.
Dadurch war das Konzept einer ausreichenden Lipophilie fiir eine gute MDR-Modulation
unterstiitzt. Die Bedeutung volumindser lipophiler Substituenten fiir die inhibitorische
Aktivitit wird hierdurch nochmals deutlich. Eine FErhohung von vier dieser
Wasserstoftfbriicken-Funktionen bei Substanz 15 auf insgesamt sechs in der Tetratyp-
Verbindung 4a zieht einen fast vollstindigen Wirkungsverlust bei geringen
Konzentrationen nach sich. Auch dabei deutet sich das Prinzip einer optimalen Anzahl an
Wasserstoftbriicken-Funktionen pro Substanzklasse an, zumal eine Abnahme der Anzahl

dieser Gruppen im Molekiil wieder eine Verringerung der Aktivitit zur Folge hatte®.

50



4.  Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 7

P-gp inhibitorische Aktivititsverhéltnisse ausgewdhlter Tetra- und Bistypen (dick umrandet) im Vergleich zu
Verapamil unter Beachtung ihrer Wasserstoff briicken-Funktionen ([Mittelwert + SEM, n=2].

P-gp inhibitorische Aktivitatsverhéltnisse

Verbindung | M 10 uM Wasserstoffbriicken-
Funktionen

HX (1) 34,40+ 1,10 87,01 £2,99 6
H17 (2) 34,28 £ 1,08 50,20 +2,00 4
3) 2,84 +0,13 33,00 + 1,40 6
4) 0,38 +0,02 1,44 £0,05 8
(4a) 0,97 £0,03 5,40+ 0,23 6
(5) 2,00 + 0,08 33,00+ 1,30 5
(5a) 1,13 +£0,04 14,64 + 0,65 8
(6) 1,20 £ 0,04 12,00 + 0,50 6
(10) 17,50 £ 0,74 26,50 £ 1,10 6
(19) 1,20 £ 0,04 12,00 + 0,45 6
(19a) 3,70+ 0,12 25,60+ 1,10 6
(20) 39,69 + 1,54 106,20 + 4,80 6
21) 126,58 + 5,12 120,68 + 5,82 6
(22) 25,53+ 1,07 71,30 +£2,30 6
(15) 28,10+ 1,20 30,87 £ 1,34 4
(16) 1,11 +0,04 18,62+ 0,81 4
17) 6,81 +£0,31 7,42 +£ 0,26 4
Verapamil 0,66 + 0,03 7,27+ 0,33 -
Ritonavir 1,87 £0,07 19,12 +£ 0,86 -

*= Vergleichssubstanz
**= Bezugssubstanz
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Diskutierte Strukturen

\N
\
1 (HX) 2 (H17)
3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl- ~ 3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-methoxyphenyl)-3,9- 6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>1%] diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!.0>1%]
dodecan dodecan

QCH,
3 4
3, 9-Ditert.butyloxycarbonyl-1, 5, 7, 11- 3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4- tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-diaza- methoxyphenyl)-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 0>'%1dodecan hexacyclo[6.4.0.02'7.04'11.05'10]dodecan

52



4.  Ergebnisse und Diskussion

3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11- 3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-
tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9- 1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*"".0>']dodecan diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 10>19]
dodecan

HaCO

Sa 6
3,9-Ditert.butyloxycarbonyl-1,5,7,11- 3-Tert.butyloxycarbonyl-9-benzyl-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4- 1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6-phenyl-12-
methoxyphenyl)-3,9- (4-methoxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0°1%dodecan diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 101
dodecan
OCH;3

HzC O
10 JW41) 15
1,5,7,11-Tetrahydroxymethyl-3,9-bis(4- 1,7-Dihydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
methoxybenzyl)-6,12-diphenyl-3,9- diphenyloxycarbonyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02‘7.04'1 1.0°1%dodecan diazahexacyclo[6.4.0.02‘7.04'1 10>
dodecan

53



4.  Ergebnisse und Diskussion

16 17

1,7-Dihydroxymethyl-3,9- 1,7-Dihydroxymethyl-3,9-di-
dimethyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9- tert.butyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0>7.0*"".0>'"ldodecan  diazahexacyclo[6.4.0.0>7.0*!".0°'"]dodeca

OCH,

19 19a
3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-1,5,7,11- 3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-(4-
tetrahydroxymethyl-6-(4-methoxyphenyl)- methoxyphenyl)-1,5,7,11-
12-phenyl-3,9-diaza- tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '0>!%1dodecan diaza-

hexacyclo[6.4.0.0>7.0*".0°'*|dodecan

HO
X
\ Y OH ~F
OH
20 (JW 46Db) 21 JW 53)
3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl- ~ 3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-hydroxyphenyl)-3,9- 6,12-bis(3-hydroxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%".0*!".0>']dodecan diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*1.0>1%]
dodecan
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a
SN

)

dN '

22 (JW 46a)
3,9-Dibenzyl-6,12-bis(4-benzyloxyyphenyl)-1,5,7,1 1-tetrahydroxymethyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*".0%'%]dodecan

4.1.4. Checkerboard-Studien (Epirubicin-Synergismus-Test)

In Checkerboard-Studien sollten die aus dem Fluorescence-Uptake-Assay als weniger P-gp
modulatorisch hervorgegangenen Substanzen auf einen eventuellen Synergismus ihrer
Eigenschaften in Hinblick auf die Zelltoxizitit mit denen des Zytostatikums Epirubicin in
verschiedenen Konzentrationen an Stamm- und P-gp exprimierender Zelllinie {iberkreuz
getestet werden. Insgesamt fanden neun Epirubicinkonzentrationen und jeweils sieben
Modulatorkonzentrationen in zweifacher Wiederholung Verwendung. Die Substanzen 8, 9,
15 und 17 wurden fiir die Studie ausgewihlt und aus den resultierenden FIC A (fractional
inhibitory concentration Epirubicin) und FIC B (fractional inhibitory concentration
Testsubstanz)-Werten der FIX (fractional inhibitory concentration)-Wert des
Synergismuspotenzials und der IC50 Wert der Zelltoxizitit pro Kombinationspaar
bestimmt. Sie besalen im MTT-Assay eine dem Ritonavir dhnliche Absorption, waren also
im  Vergleich zu den anderen dimeren 1,4-Dihydropyridinen in ihrem
Zytotoxitzidtspotenzial am ehesten als bedenklich einzustufen und fanden auch daher
Zugang zu dieser Studie. Es wurde bei jeder Substanz von der unter Zusatz von 1% DMSO
hochst moglichen Konzentration ausgegangen. Aufgrund der zahlreich getesteten
Verdiinnungen, war ein direkter Vergleich dennoch moglich. Keine der getesteten
Substanzen zeigten in einem bestimmten Konzentrationsbereich einen synergistischen
Effekt. Sie unterschieden sich lediglich je nach Loslichkeit in ihrer Konzentration, nicht
aber in dem Ausmal eines Synergismuspotenzials. Additive Effekte konnten aber durchaus

verzeichnet werden. Substanz 15 wies in keiner Konzentration einen Synergismus oder
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additiven Effekt zu Epirubicin auf. In der Stammzelllinie verhielt sich Substanz 9 dhnlich
zu Verbindung 15. Jedoch konnten in der MDR-Gen transfizierten Zelllinie bei einem
Epirubicingehalt von 10 pg/ml einige Konzentrationen gefunden werden, die auf einen
additiven Effekt hinwiesen. Es handelte sich um die Modulatorkonzentrationen 5.,6; 2,8;
1,4; 0,7 und 0,35 uM. Alle anderen zeigten einen indifferenten Effekt. Verbindung 8 hatte
in der Stammzelllinie weitestgehend einen indifferenten Effekt, also kein zu Epirubicin
synergistisches Potenzial. Bei 35 und 17,5 pM konnte sogar ein Antagonismus
nachgewiesen werden. In der transfizierten Zelllinie existierte eine additiv wirkende
Kombination bei 2,5 pg/ml Epirubicin und 4,4 uM von Verbindung 8. Samtliche anderen
Konzentrationen hatten keinen verbessernden Effekt. Bei Verbindung 17 hingegen gab es
schon in der Stammzelllinie mehrere Kombinationen, die zumindest einen additiven Effekt
hervorbrachten. Das war der Fall bei einem Epirubicingehalt von 5 pg/ml und den
Konzentrationen 0,5 uM und 0,25 uM der Substanz 17 sowie bei einem Epirubicingehalt
von 2,5 pg/ml und den Modulatorkonzentrationen 4; 2; 1; 0,5 und 0,25 uM, auBBerdem bei
einem Epirubicingehalt von 1,25 pg/ml und den Modulatorverdiinnungen auf 4 und 2uM.
In der transfizierten Zelllinie zeigte sich zumeist ein indifferenter Effekt. Nur bei einem
Epirubicingehalt von 10 pg/ml und 2 uM der Substanz 17 konnte ein additiver Effekt
festgestellt werden.

Anders verhielt es sich bei der Bestimmung des IC50-Wertes der Zelltoxizitit der
jeweiligen Kombinationen mit Epirubicin. Wenn die Epirubicinkonzentrationen konstant
gehalten wurden, so gab das FErgebnis einen Hinweis auf die ideale
Modulatorkonzentration ~wohingegen bei konstanter Modulatorkonzentration die
effektivste Epirubicinkonzentration iiber die Bestimmung der einzelnen IC50-Werte
erhalten wurde. Der Idealfall war eine Anndherung bis zur Deckungsgleichheit der IC50-
Werte aus MDR-transfizierter Zelllinie an die Stammzelllinie, die keinerlei Transporter
exprimieren. Kleine IC50-Werte bedeuteten gleichzeitig auch einen hoheren zytotoxischen
Effekt des Epirubicins in Kombination mit der jeweilig effektivsten
Modulatorkonzentration. Im Vergleich zwischen MDR- und PAR-Zelllinie bedeutet die
groBte Anniherung der Werte einen optimalen Effekt in Bezug auf die Uberwindung der
MDR. In Abbildung 21 ist dies stellvertretend an der Verbindung 8 dargestellt und in
Tabelle 8 sind die daraus resultierenden besten Kombinationen fiir alle getesteten
Substanzen aufgezeigt. Fiir die Verbindung 8 ldsst sich feststellen, dass ab einer
Epirubicinkonzentration von 1,25 puM (oberes Diagramm Abbildung 20) und einer

Konzentration von 6,2 uM fiir Substanz 8 (unteres Diagramm Abbildung 20), aufgrund der
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starken Anndherung zwischen Stamm- und MDR-Gen-transfizierter Zelllinie, eine ideale

Kombination fiir die Uberwindung der MDR besteht. In den Diagrammen aus

Abbildung 21 ist dies an den Schnittpunkten des Graphen der MDR transfizierten Zelllinie

mit dem Graphen der Stamm-Zelllinie zu erkennen.

Tabelle 8

Fiir die Uberwindung der MDR als ideal ermittelte Kombinationskonzentrationen zwischen den jeweiligen
Testsubstanzen und Epirubicin. Sie sind gleichbedeutend mit den Schnittpunkten der Graphen, die in
Abbildung 21 fiir die Verbindung 8 reprisentativ dargestellt sind (Mittelwert + SEM, n=2, p<0,05).

Substanz Epirubicinkonzentration [uM] | Substanzkonzentration [uM]

1,25 6,20 &+ 0,08 (Stamm)

8 (PhPhBz)
8,13 6,20 = 0,09 (MDR)

9 (PyPhCH3) 10,00 >22

+
15 (11 hr CaBH,) 4,76 7,90 £ 0,15 (Stamm)
6,25 7,90 = 0,12 (MDR)
0,39 7,05 + 0,07 (Stamm)
17 (I5+Boc CaBHy)

1,56 7,05 + 0,09 (MDR)
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Verbindung 8: Konz. Verbindung 8=konst.
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Abbildung 21
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Fiir jede Epirubicinkonzentration ergab sich aus den verschiedenen Testsubstanzkonzentrationen ein
IC50-Wert der Zytotoxizitit (oberes Diagramm). Genauso lieBen sich IC50-Werte der Zytotoxizitét fiir

jede Testsubstanzkonzentration bei

verschiedenen Epirubicinkonzentrationen

ermitteln.

Die

Schnittpunkte der Graphen zwischen Stamm- und transfizierter Zelllinie geben jeweils einen Hinweis

auf eine ideale Kombination zur Uberwindung der MDR.
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4.1.5. In-vitro Zellversuche an MDA-MB-231 (HTB-26) Zellen zur Uberwindung
der MDR an MRP-Transportern

Durch die liberraschenden Ergebnisse mit verschiedenen IC50-Werten der P-gp Hemmung
in unterschiedlichen Darmsegmenten aus den Perfusionsstudien mit Substanz 2 (H17)
(sieche Kapitel 4.2.1.2.), lag die Vermutung nahe, dass moglicherweise mehrere Typen von
Membran-Transportern beeinflusst werden konnten. Aus diesem Grund wurden
Affinititsstudien zu MRP-Transportern an der MRP exprimierenden Mammakarzinom-
Zelllinie MDA-MB-231 analog zur MDR exprimierenden Zelllinie mit Hilfe eines
Fluorescence-Uptake-Assays  durchgefiihrt. Als MRP-Substrat diente der 5-
Carboxyfluorescein-diacetat-acetoxymethylester (SCFDA, AM), der den Vorteil besitzt
erst nach der Esterspaltung, die nur innerhalb der Zellen stattfindet, Fluoreszenz-Aktivitit
zu zeigen. Da sich lediglich das H17 (Substanz 2) fiir diese Studie qualifizierte, wurde es
ndtig eine zusétzliche Substanz fiir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse in diesen Test
einzubeziechen. Probenecid besitzt auBerordentlich effektive Affinititen zu MRP*™''" und
wurde daher zum Vergleich der Aktivititsverhiltnisse mit denen von H17 ausgewahlt®.
Als Positivkontrolle auf MRP-Hemmung wurde Indometacin aufgrund seiner MRP-

Affinitit verwendet®®!?!

. Es zeigte bei einer Konzentration von 28 uM ein inhibitorisches
Aktivitatsverhdltnis von 0,9. Dieses Verhiltnis konnte von HI17 schon bei einer
Konzentration von nur 2 uM erreicht werden.

Probenecid, einer der bisher effektivsten MRP Inhibitoren iiberhaupt, zeigte mit einem
FAR-Wert von 1,3 bei einer Konzentration von 2 pM, die damit der des H17s entsprach,
ein nur etwas besseres inhibitorisches Aktivitdtsverhiltnis als selbiges. Der Versuch zeigte
ein zusitzliches MRP-inhibitorisches Potenzial fiir H17, da die Unterschiede der beiden
Aktivititsverhdltnisse zwischen H17 und Probenecid nur gering waren und beide
Substanzen weitaus bessere Affinitdten zu MRP zeigten als Indometacin. Es ist also davon
auszugehen, dass die dimeren 1,4-Dihydropyridine in der Lage sind, bedeutende
Affinititen zu Membrantransportern zu zeigen, die fiir die Entstehung der Multidrug-

Resistance mit verantwortlich gemacht werden. Sie tragen daher ein viel versprechendes

Potenzial zu einer Uberwindung dieser Art von Resistenzentwicklungen.
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4.2. P-gp Affinititsstudien verschiedener HIV-Protease-Inhibitoren
als potenzielle MDR Modulatoren in situ

4.2.1. In situ Perfusionsstudien

Aufgrund eines hohen Vorkommens an P-gp im Intestinum’® sollten die Ergebnisse aus
dem Fluorescence-Uptake-Assay durch in situ Studien am perfundierten Rattendarm
bestétigt werden. Das Perfusionsmodell ist eine seit langem bekannte und etablierte
Methode zur Bestimmung von resorptiven Einfliissen von Substanzen auf das
Absorptionsgewebe im Rattendarm. Es wurde bereits von Doluisio [1969] entwickelt und
von Hanafy [2001] dahingehend modifiziert, dass auch bei einer kleinen Anzahl von
Versuchstieren (2-4) aufgrund der geringen intraindividuellen Schwankungen, zuverlissige

und sichere Ergebnisse erzielt werden®”.

4.2.2. Targeting der Membran-Efflux-Pumpe P-gp

Dem Einsatz des Perfusionsmodells lag die Uberlegung zugrunde, dass bei Konkurrenz
zweier Substrate um gleiche Transport— oder Bindungsstellen, jenes mit der hdheren
Affinitdt das andere von der Bindungsstelle verdringt, so dass dieses nicht mehr aus der
Zelle transportiert wird, sondern in vermehrtem Ausmall in die Zelle gelangt bzw. dort
verbleibt. Es miisste somit nach Koadministration mit dem entsprechenden P-gp Inhibitor
in geringeren Konzentrationen im Perfusat wieder zu finden sein, als wenn es allein
perfundiert worden wére.

Wegen der leichten Zugénglichkeit, der geringen Toxizitdt und der guten Bestdndigkeit
wurde die Verbindung 2 in einer Konzentration von 30 uM als Vertreter der dimeren 1,4-
Dihydropyridine und Ritonavir, ebenfalls in 30 mikromolarer Konzentration, als bekannter
HIV-PI und P-gp-Inhibitor gewéhlt. Modellsubstrat stellte zundchst wegen seiner geringen
Bindungsaffinitdt zu P-gp, mit einem IC50-Wert im Radioliganden-Bindungsassay von
iiber 800 uM, der Betablocker Talinolol dar. Weitere Vorteile dieser Substanz sind eine
schnelle Absorption und eine geringe metabolische Clearance, weswegen es auch schon in

fritheren Studien als Modellsubstrat eingesetzt wurde'"

. Hiervon wurden 10 uM Losungen
verwendet. Die Positivkontrolle erfolgte in jedem Fall mit dem starken P-gp Inhibitor
Vinblastin’, der bisher klinisch als Mitosegift in der Zytostatikatherapie eingesetzt wird,

in einer Konzentration von 100 uM. Es wurden drei Darmabschnitte perfundiert, das
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Jejunum, das Ileum und das Kolon, fiir welches die hochsten Expressionsraten an P-gp im
Intestinum beschrieben wurden’*™*.

Die grofiten Absorptionsraten ergaben sich fiir die Modellsubstanz Talinolol im Jejunum
wenn sie allein perfundiert wurde. Dies ldsst sich damit erkldren, dass in diesem
Darmabschnitt vergleichsweise weniger P-gp exprimiert wird'**. Die Ergebnisse dieser
ersten Perfusionsstudie ergaben fiir die Koperfusion mit beiden Inhibitoren eine
gleichmidBige Steigerung der Absorption im jeweiligen Segment. Dennoch ist die
Absorptionszunahme im Ileum und Colon etwas gréfer, wenn die Verbindung 2 (H17)
koadministriert wurde. Fiir diese Verbindung ist vom Jejunum bis zum Kolon eine stetige
Steigerung der Absorptionsraten zu verzeichnen gewesen. Verbindung 2 zeigt daher sogar
bessere Permeabilitétssteigerungen fiir Talinolol als fiir dessen Koperfusion mit Ritonavir,
fiir den schon gute P-gp Inhibitionsraten beschrieben wurden®® (Tabelle 9, Abbildung 22).
Wiéhrend durch die Koperfusion mit Ritonavir eine Permeabilitatssteigerung fiir Talinolol
um das 1,3 — 1,7-fache erreicht werden konnte betrug sie fiir die Koperfusion mit
Verbindung 2 das 1,4 — 1,9-fache. Da die Verbindung 2 gegeniiber Ritonavir bedeutend
weniger toxisch ist, liegt hier ein entscheidender Vorteilfiir potenzielle klinische Studien’
(Tabelle 5). Die Bestimmungen wurden jeweils fiir das R- und S-Enantiomer des
Talinolols vorgenommen. Im ilealen Segment ergaben sich bei der Studie einige
Unterschiede. Das R-Enantiomer zeigte eine etwas hohere Absorption gegeniiber dem S-
Enantiomer. Diese geringen stereoselektiven Differenzen wurden bereits fiir geringe
Konzentrationen an R/S-Talinolol beschrieben®®. Sie gleichen sich aber bei steigenden
Talinolol-Konzentrationen wieder an und sind daher vernachléssigbar®. Somit ist davon
auszugehen, dass beide Enantiomerenpaare gleichberechtigt {iber P-gp transportiert
werden. In diesem Zusammenhang wurden zusétzliche Inhibitionsstudien bis zur Séttigung
des P-gp inhibitorischen Effekts durchgefiihrt. Diese ergaben fiir Ritonavir eine Séttigung
bei 90 uM und fiir H17 bei 40 uM. Die resultierenden effektiven Permeabilititen lagen
zwischen 6,3 bis 6,4 ¢ 10* cm/s und iibertrafen damit die der Positivkontrolle Vinblastin,
die mit 4,5 bis 5,5 * 10 cm/s ermittelt wurden. Hiermit konnte bewiesen werden, dass die
dimeren 1,4-Dihydropyridine in der Tat gute Affinitdten zum Membrantransporter P-gp
haben, denn die hochsten Absorptionsraten konnten von H17 schon bei der Hélfte der
Konzentration, die fiir Ritonavir notig war erreicht werden, welches aullerdem bei
Konzentrationen iiber 50 uM toxische Effekte zeigte, wohingegen H17 im eingesetzten

. . . 40.51
Konzentrationsbereich untoxisch war**>!.
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In einer folgenden Kompetitionsstudie sollte an Stelle des Talinolols der HIV-PI
Saquinavir treten, da sowohl dessen orale Absorption als auch dessen Penetration in das
ZNS stark durch P-gp beeinflusst wird''*'**'*® und es in verschiedenen in vitro Modellen
als P-gp Substrat mit zusitzlichen Hinweisen auf eine eventuelle Affinitdt zu MRP1 oder
MRP2 beschrieben ist"**'**% AuBerdem sind die verwendeten Modulatoren in
Kombinationspraparaten mit Saquinavir einsetzbar, oder konnten im Falle von H17
(Substanz 2) einsetzbar werden.

Tabelle 9

Effektive Permeabilititen P.g [+10* cm/s] fiir Talinolol allein und die Koperfusion von Talinolol mit
Ritonavir und Verbindung 2 (H17) (Mittelwerte + SEM, n=4; p<0,05)

Perfusat Talinolol Talinolol+Ritonavir Talinolol+2 (H17)
R S R S R S
2,01 £ 2,41 + 3,76 £ 4,05 +
Jejunum
0,71 0,40 1,47 1,65
3,23+ 2,83 + 3,75 £ 3,65+
0,70 0,69 0,51 0,33
2,26 £ 1,72 + 321 + 3,14+
[leum
0,90 0,56 1,09 0,96
2,29 + 1,88 £ 3,56 £ 3,29+
0,68 0,27 0,93 0,50
2,40 £+ 2,34 + 4,01 + 3,52+
Kolon
0,54 0,21 0,57 0,37
2,49 + 2,38 + 4,51 + 4,07 £
0,42 0,52 0,61 0,37
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Abbildung 22
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Grafische Darstellung der effektiven Permeabilititen P.; [10* cm/s] fiir Talinolol allein und die
Koperfusion von Talinolol mit Ritonavir und Verbindung 2 (H17) (Mittelwerte = SEM, n=4; p<0,05)

Es wurde also analog zum vorangegangenen Versuch verfahren und an Stelle des

Talinolols Saquinavir als Modell-Substanz genutzt. In dieser Kompetitionsstudie konnten

mit Permeabilitéitssteigerungen um das bis zu 2,4-fache bei der Koperfusion mit H17 und

um das bis zu 2-fache bei der Koperfusion mit Ritonavir dhnlich gute Ergebnisse gefunden

werden, was das Potenzial der eingesetzten Modulatoren abermals bekréftigte (Tabelle 10,

Abbildung 23).
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O Saquinavir O Saq+Rit @ Saq+H17 O Kontrolle (+) ‘

Sé’\

Abbildung 23

«

Effektive Permeabilititen P.g [+10™* cm/s] fiir Saquinavir allein und die Koperfusion von Saquinavir mit
Ritonavir und Verbindung 2 (H17) (Mittelwerte + SEM, n=4; p<0,05)

Tabelle 10

Effektive Permeabilititen P [+10™* cm/s] fiir Saquinavir allein und die Koperfusion von Saquinavir mit
Ritonavir und Verbindung 2 (H17) (Mittelwerte £ SEM, n=4; p<0,05)

Perfusat Saquinavir Saquinavir+Ritonavir Saquinavir+H17
) 2,37 +£0,08 3,30+ 0,14
Jejunum
2,50+ 0,14 3,67 +0,39
2,15+0,16 3,48 £0,22
Ileum
2,44 + 0,09 3,56 +0,14
2,13+0,48 3,70 £ 0,25
Kolon
2,44 + 0,48 4,09 +0,15

4.2.3. 1C50-Werte der P-gp Hemmung

Die IC50-Werte der P-gp Hemmung wurden fiir Ritonavir und H17 gegen die

Modellsubstanzen Talinolol (jeweils als R- und S-Enantiomer) und Saquinavir gemessen.

Die errechneten IC50-Werte der P-gp Hemmung mit Saquinavir als Modellsubstanz, fiir
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die auch Affinititen zu den MRP-Transportern postuliert werden, erwiesen H17 vor allem
im Jejunum als besseren P-gp Inhibitor gegeniiber Ritonavir. Die IC50-Werte des
Ritonavirs waren in beiden untersuchten Darmabschnitten mit ca. 50 uM nahezu gleich;
unterschieden sich im Fall des H17s jedoch erwidhnenswert (Tabelle 11). Das konnte auf
die Fidhigkeit des HI17s zusitzlich Affinititen zu MRP-Transportern zu zeigen
zurlickzufiihren sein. Diese Vermutung wird durch die Tatsache bestitigt, dass die IC50
Werte fiir H17 bei Verwendung des fast reinen P-gp Substrates Talinolol in beiden
Darmabschnitten anndhernd konstant blieben und auch hier deutlich unter den IC50-
Werten des Ritonavirs lagen. Unterschiede der P-gp Hemmung unter Verwendung von R-
oder S-Talinolol konnten nicht festgestellt werden (Tabelle 11). H17 war also auch in
seinen IC50 Werten der

P-gp Hemmung dem Ritonavir in allen getesteten

Darmabschnitten und gegeniiber jeglichen eingesetzten Modellsubstanzen iiberlegen.

Tabelle 11

IC50-Werte der P-gp Hemmung in M mit Talinolol und Saquinavir als Modellsubstanzen. Werte + SEM,
n=2, *p<0,05

1C50 Ritonavir IC50 H17 1C50 Ritonavir IC50 H17
Modellsubstanz
Jejunum Jejunum [leum Ileum
R-Talinolol 35,117+ 0,93 23,84 + 0,09 37,05 £ 0,97 23,66 + 0,09
S-Talinolol 37,32" £1,26 23,16 +0,19 39,69" + 1,19 23,66 +0,25
Saquinavir 51,99" £ 1,04 26,60 + 0,18 50,17 +£0,92 35,86 + 0,96
4.2.4. Targeting der MRP-Transporter

Um eine Bestitigung der Vermutung, dass H17 mdglicherweise zusétzlich MRP-Typen
hemmen konnte zu erreichen, wurden weitere in situ Studien am perfundierten Rattendarm
durchgefiihrt, denn im Intestinum werden diese Transporter ebenso exprimiert’”. Wegen
seiner erwiesenen MRP-Affinitdt und keinerlei P-gp Affinitdten diente als Modellsubstanz
das Indometacin®' und die Positivkontrolle wurde aus gleichem Grund mit Probenecid
durchgefiihrt. Indometacin findet seit langem in der Schmerztherapie als unspezifischer
Cyclooxygenasehemmer Anwendung, wohingegen Probenecid als Urikosurikum und in
Kombination mit Penicillin genutzt wird, um dessen Wirkdauer zu verldngern.

Das Ergebnis dieser Studie erbrachte deutlich verbesserte effektive Permeabilitaten fiir die
Modellsubstanz Indometacin wenn sie mit H17 koperfundiert wurde (Tabelle 12). Die

Steigerungsrate der Absorption betrug in den Darmabschnitten Jejunum und Ileum jeweils
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den Faktor 1,5 verglichen zu der alleinigen Perfusion von Indometacin. Im Kolon war
dieser Faktor mit 1,3 etwas kleiner, was aber mit der geringeren Expression von MRP-
Transportern in diesem Gewebe erkldrbar war®. Abermals konnte daher durch eine
Koadministration eines Arzneistoffs mit H17, dessen Aufnahme in den Organismus
gesteigert werden. H17 besitzt demzufolge ein zusétzliches Potenzial neben P-gp auch

noch MRP-Typen zu hemmen.

Tabelle 12

Effektive Permeabilititen P [+10™ cm/s] fiir Indometacin allein und die Koperfusion von Indometacin mit
Verbindung 2 (H17) und Probenecid als Positivkontrolle (Mittelwerte + SEM, n=4; p<0,05)

Intestinales
Indometacin Indometacin + H17 | Indometacin+Probenecid
Segment
Jejunum 1,31+ 0,04 2,02 +0,07 2,22+ 0,09
Ileum 1,84 + 0,06 2,76 £ 0,04 2,92+ 0,06
Kolon 1,78 +£ 0,03 2,43 + 0,04 2,73+ 0,04

4.3. Testung auf Substrateigenschaften des dimeren 1.,4-

Dihydropyridins H17 (2)

Vor dem Hintergrund der guten P-gp- und auch MRP-Affinitdten des H17s (Substanz 2)
wurden nun Untersuchungen durchgefiihrt, die Aussagen dariiber zulieBen ob und zu
welchem Ausmall H17 selbst Substrat des P-gps bzw. MRPs ist. Frithere Studien zeigten
beispielsweise  flir die meisten bisher klinisch verwendeten peptidischen
Proteaseinhibitoren zwar Hemmaktivititen gegeniiber P-gp und teilweise auch zu MRP,

doch sind sie dabei selber Substrate dieser Strukturen?=*!

. Diese Eigenschaft erwies sich
als unvorteilhaft, da fiir den genannten inhibitorischen Effekt sehr hohe Konzentrationen
ndtig sind um die Membran-Efflux-Pumpe zu séttigen, so dass sie ihre Energie nur fiir den
Transport des als Inhibitor vorgesehenen Substrates nutzt. Trotzdem war selbst mit hohen
Ritonavirdosen bei einer Koadministration mit Saquinavir, dessen Aufnahme in die Zellen
auf vorher beschriebene Weise durch Ritonavir gesteigert werden sollte, keine vollstdndige
P-gp-Inhibierung zu verzeichnen®'. P-gp war immer noch in der Lage die Aufnahme von
Saquinavir in die Zellen vor allem {iber die Blut-Hirn-Schranke und Blut-Plazenta-
Schranke sowie dessen orale Bioverfligbarkeit stark abzuschwichen®. Diese Tatsachen
belegen einen weiteren Nachteil einer als Inhibitor eingesetzten Substanz, die selbst hohe

Substrateigenschaften erfiillt, denn es muss immer davon ausgegangen werden, dass selbst

66




4.  Ergebnisse und Diskussion

an das toxische Niveau heranreichende Dosen nicht in der Lage sein konnten, diese Art der
korpereigenen Resistenz entscheidend zu modulieren. Aus diesem Grund kann auch das
sehr gut inhibitorisch wirkende Zytostatikum Vinblastin nicht klinisch zur P-gp-
Modulation eingesetzt werden. Ein reiner P-gp Inhibitor der entweder keine oder
zumindest nur sehr schwache Substrateigenschaften besitzt, wére in viel geringeren Dosen
wirksam, so dass erfolgreiche Inhbitionsraten viel schneller und eher erreicht wiirden.

Da H17, wie beschrieben, kaum metabolisiert wird, kann mit guten Bioverfiigbarkeitsraten
gerechnet werden®*. Ob es nun aber starkes, schwaches oder iiberhaupt kein Substrat des P-
gps oder MRPs ist, wurde durch eine weitere in situ Studie in Koadministration mit jeweils
einem P-gp-Inhibitor (Vinblastin) oder MRP-Inhibitor (Indometacin) getestet. Hierflir
wurde es notwendig einen HPLC-Assay zur Bestimmung von H17 zu entwerfen, was im

Rahmen eines Diplomvorhabens von Eisenschmidt [2005] realisiert werden konnte®,

4.3.1. Testung auf Substrateigenschaft am P-gp

Mit der Moglichkeit H17 (Substanz 2) direkt iiber eine HPLC Methode bestimmen zu
konnen, wurden Perfusionsstudien mit H17 als Modellsubstanz durchgefiihrt.

H17 wurde allein und in Koperfusion mit einer vergleichsweise hohen Konzentration des
starken Pgp-Inhibitors Vinblastin (100 uM) auf seine Substrateigenschaften iiberpriift. Es
konnte gezeigt werden, dass die effektiven Permeabilititen bei der Koperfusion, verglichen
zur alleinigen Perfusion mit H17, zu einem viel geringeren Mal3 anstiegen, als die vorher
untersuchten Koperfusionen des Vinblastins mit Saquinavir und Talinolol (Kapitel 4.2.1.1.

34,113 In

und 4.2.1.3.). Beide Substanzen sind ausgesprochene Substrate des P-gps
Abbildung 24 sind die Steigerungsdaten der Permeabilitdten von Saquinavir, Talinolol (R,
S) und H17 bei der Koperfusion mit dem starken P-gp Inhibitor Vinblastin im Vergleich
zur alleinigen Perfusion der jeweiligen Substanz graphisch dargestellt. Diese Daten
belegen eindrucksvoll die schwachen Substrateigenschaften des H17s, weil die
prozentualen Steigerungsraten der effektiven Permeabilititen pro Darmsegment im
Vergleich zu den beiden anderen bekannten Substraten des P-gps deutlich geringer
ausfallen. Hieraus lief3 sich also direkt nachweisen, dass H17 nur ein schwaches Substrat
des P-gps bei hoher nachgewiesener modulatorischer Aktivitdt ist. H17 besitzt damit ideale

Voraussetzungen als ausgezeichneter P-gp-Modulator wirksam zu sein (Abbildung 24 und

Tabelle 13).
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Abbildung 24

Effektive Permeabilitidten von H17 (2), Saquinavir, R- und S-Talinolol jeweils bei alleiniger Perfusion und in
Koperfusion mit Vinblastin (oben) [(Mittelwerte + SEM, n=4, p<0,05]. Die Permeabilititssteigerung ist fiir
die Koperfusion von H17 mit Vinblastin prozentual viel geringer (unten). Deswegen kann davon
ausgegangen werden, dass H17 nur ein geringes P-gp Substrat darstellt.
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Tabelle 13

Effektive Permeabilititen Pey [+10* cm/s] fiir H17 (2) bei alleiniger und in Koperfusion mit Vinblastin
(100pM) bzw. Indometacin (ImM). (Mittelwerte = SEM, Vinblastin n=2; Indometacin n=3; p<0,05)

intestinales Segment H17 H17+Vinblastin H17+Indometacin
Jejunum 2,36+0,28 2,73+0,00 2,69+0,16
[leum 2,40+0,33 3,02+0,28 2,72+0,35
Kolon 2,05+0,12 2,2740,23 2,54+0,21

4.3.2. Testung auf Substrateigenschaft am MRP

Wie die vorangegangene Testung der Substrateigenschaften des H17s (Substanz 2) am P-
gp sollte der gleiche Versuch auch in Verbindung mit dem bekannten MRP-Inhibitor
Indometacin'?', der ebenso im Vergleich zum H17 in hohen Dosen eingesetzt wurde
(1 mM), durchgefiihrt werden. Hierzu wurde analog zur P-gp-Substrattestung
vorgegangen. Die Perfusion und Bestimmung des H17s erfolgte demnach allein und spéter
in Koperfusion mit Indometacin direkt.

Der Unterschied der Permeabilititssteigerung bei der Koperfusion mit einem Inhibitor ist
zwischen H17 und Indometacin weniger stark ausgeprigt, als bei der Testung des H17s auf
P-gp-Substrateigenschaften im Vergleich zu Talinolol und Saquinavir. Trotzdem zeigte
diese Studie ebenso deutlich geringere Steigerungen der effektiven Permeabilitit des H17s
im Vergleich zu Indometacin (Tabelle 13, Abbildung 25), was letztendlich auch hier
belegt, dass H17 nicht nur ein schwaches P-gp-Substrat, sondern auch ein schwaches
MRP-Substrat  darstellt, wohingegen es ebenfalls am MRP-Transportsystem
bemerkenswerte Modulationseigenschaften besitzt (Kapitel 4.2.1.3.). Das H17 steht daher
stellvertretend filir eine der bisher stirksten bekannten Klassen an P-gp-Inhibitoren mit
zusitzlichem MRP modulatorischem Potenzial. Sie verhalten sich gegeniiber diesen
Transportsystemen als ausgesprochen schwache Substrate und bergen daher ein

bedeutendes Potenzial fur deren Einsatz als MDR-Modulatoren.
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B Indometacin @Indo+H17 B H17 BH17+Indo

3,5

Peff [¢10-4 cm/s]

M Indometacin @ H17

60

Permeabilititssteigerung [%]

Abbildung 25

Effektive Permeabilititen von H17 (2) allein und in Koperfusion mit Indometacin sowie die umgekehrte
Konstellation der direkten Bestimmung von Indometacin allein und in Koperfusion mit H17 (oben)
[(Mittelwerte + SEM, n=3; p<0,05]. Auch hier steigt die Permeabilitdt bei der Koperfusion von Indometacin
und der direkten Bestimmung von H17 im Vergleich zur direkten Indometacinbestimmung prozentual nur
wenig an (unten).
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4.4. Aussagefihigkeit von in vitro und in situ-Studien

Unterschiedliche in vitro Modelle wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um
Aussagefahigkeiten zum Affinititsverhalten einiger MDR-modulatorischer Verbindungen
zu den Membrantransportern P-gp und MRP treffen zu konnen. In zahlreichen frithren
Studien wurde bereits darauf verwiesen, dass fiir das Permeationsverhalten durch
Membranen und die Absorption von Arzneistoffen durch verschiedene Gewebestrukturen
mehr als ein Transporter verantwortlich ist und dass vor allem ein Zusammenspiel von
MRP und P-gp fiir die Entstehung der Multidrug-Resistance von entscheidender
Bedeutung ist' "2 +578

Davon ausgehend, dass wenn zwei Substrate um eine Bindungsstelle konkurrieren, jenes
mit der hoheren Affinitdt bevorzugt transportiert wird und dadurch weniger affine
Substrate keiner oder einer verminderten Sekretion unterliegen, sind entsprechende
Affinititsstudien an P-gp exprimierenden Mouse-T-Lymphoma Zellen und MRP-
exprimierenden MDA-MB-231 (HTB-26) Zellen durchgefiihrt worden. Diese Ergebnisse
direkt auf in vivo Verhiltnisse zu {bertragen ist nur schwer mdglich, da die
Inhibitionsraten in den Perfusionsstudien viel geringer ausfielen, als es durch die
Zellversuche zu erwarten gewesen wire. Eine mogliche Erklirung ist, dass Substanzen mit
hohen effektiven Permeabilititen und gleichzeitigen guten passiven Permeabilititen sehr
schnell absorbiert werden und daher deren Interaktion mit Transportern eine
untergeordnete Rolle spielen konnte (siehe Effekt von Verapamil als fast Diffuser, Kapitel
2.3.1). Trotz allem lassen Permeabilititsstudien am perfundierten Rattendarm gute
Pradikationsmoglichkeiten zum in vivo Affinitdtsverhalten zu.

Aus diesen Griinden wurden verschiedene Methoden zur Begutachtung der
Transporteraffinititen in diese Arbeit aufgenommen, um zur Aufkldrung von
Bindungsverhalten und —mechanismen beizutragen. Der RLB-Assay diente dazu, erste
Aussagen iiber etwaige Affinititen zu den untersuchten Transportern festzustellen. Die
Zellversuche an P-gp und MRP-exprimierenden Zelllinien dienten dazu, die eingesetzten
Substanzen in ihrer Stirke der Affinitit zu differenzieren und die in situ Perfusionsstudien,
welche urspriinglich genutzt wurden um Absorbierbarkeiten von Substanzen bestimmen zu
konnen, wurden eingesetzt, um Ausmafle von Interaktionen zweier koperfundierter
Arzneistoffe, die in Kompetition zueinander um eine potenzielle Transporterbindungsstelle

stehen, zu detektieren; also Aussagen zu Arzneistoff-Arzneistoff-Wechselwirkungen
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treffen zu konnen. Betrachtet man einen moglichen Therapieansatz in vivo werden durch

die letztere Methode die aussagefahigsten und pradikativsten Ergebnisse erhalten.
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5. Materialien und Methoden

5.1. Radioliganden-Bindungsassay

5.1.1. Chemikalien und Geriate

5.1.1.1.

Acetonitril

Antibiotika

DMEM

DMSO

Ethanol
FBS

H17 (Substanz 2)

HI19

HBSS

L-a-Lysophosphatidylcholin

MES

Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
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Chemikalien

(RS)-1-(2-Allylphenoxy)-3-isopropylamino-2-propanol
Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml, 10000 pg/ml),
Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) mit
stabilem Glutamin, Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fotales bovines Serum (Fetal bovine serum (FBYS)),
Biochrom KG, Berlin, Deutschland
3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-

diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04‘11.05 10dodecan
Diethyl-1,5-dibenzyl-1, 5, 8, 8bB-tetra-hydro-4ap, 8ap-
dihydroxymethyl-4,8-diphenylcyclobuta[1,2-b:3,4-
b’]dipyridin-3,7(4H,4bBH)dicarboxylat

Hank’s Salzlésung (Hank’s balanced salt solution
(HBSS)) ohne Phenolrot, Biochrom KG, Berlin,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
2-Morpholinethansulfonsdure-Monohydrat, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland



5. Materialien und Methoden

NEA

PBS-Puffer
Rotiszint 22
Salzsdure
Trypsin/EDTA

*H-Verapamil

Verapamil

Vinblastin

5.1.1.2. Geriite

Counter

Datenanalyse

Destillation

Nichtessentielle Aminosduren (Non essential amino

acids (NEA)), Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Phosphatpuffer (Phosphate buffered saline (PBS)) ohne
Ca2+, Mg2+, Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

Trypsin/EDTA (0,25%; 0,02%), Biochrom KG, Berlin,
Deutschland

Kix, Volxheim (www.isotopes.de), Deutschland,

55 mCi/mmol
(RS)-2-Isopropyl-2,8-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-6-
methyl-6-azaoctannitril, Verapamil-Hydrochlorid,
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
[3aR-[3a0,4B,5B,5aB,9(3R",5S",7R",9S"),10bR",13aa]]-
Methyl-4-(acetyloxy)-3a-ethyl-9-[5-ethyl-
1,4,5,6,7,8,9,10-octahydro-5-hydroxy-9-(methoxy-
carbonyl)2H-3,7-methanoazacyclo-undecino[5,4-
b]indol-9-yl]-3a,4,5,5a,6,11,12,13a-octahydro-5-
hydroxy-8-methoxy-6-methyl-1H-indolizino[8,1-

cd]carbazol-5-carboxylat

Vinblastinsulfat, Velbe™, Lilly, Bad Homburg,
Deutschland

Fliissigszintillationszéhler, Beckman Coulter,
Unterschleissheim, Deutschland

Windows 2000, Microsoft Excel 2000, Microsoft
Corporation, USA

Microcal OriginTM, Version 6.0, Microcal Software,
Northampton, USA

Destamat, Bi 18, Heraeus, Hanau, Deutschland
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Filter GF/C Filter, Dunn Labortechnik GmbH, Asbach,
Deutschland
Hémocytometer Thoma-Zahlkammer, Roth, Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland
Harvester Brandel Harvester M-24R, Biomedical Research &
Development Laboratories, Gaithersburg, USA
Inkubator CO;-Inkubator MCO 17 AL, Sanyo, Vertrieb durch
MS-Laborgerite Wiesloch, Deutschland

pH-Meter pH 538 MultiCal, WTW GmbH, Weilheim,
Deutschland

Platten MicroWell™ Plate, Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Schiittler IKA™.-Schiittler MTS 2, IKA Werke GmbH &Co. KG,

Staufen, Deutschland
Zellkulturflaschen Zellkulturflaschen mit Filterverschluss, 75 cmz,
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Zellkulturrohrchen PP-Rohrchen, steril. 15 und 50 ml, Greiner,
Frickenhausen, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5804R, Hamburg, Deutschland

5.1.2. Bindungsassay und Caco-2-Zellpriparation

Die Durchfiihrung des Radioliganden-Bindungsassays und der Priparation der Caco-2-
Zellen wurden von Dressler [2002] beschrieben und durchgefiihrt®2. Der Assay wurde von
Doppenschmidt [1999] entwickelt und von Dressler [2002] modifiziert.

Dem verwendeten Bindungsassay lag die Theorie zugrunde, dass Liganden einander
kompetitiv von der Bindungsstelle am Membrantransporter P-gp verdringen konnen. Er
basiert auf, durch Zugabe des Zytostatikums Vinblastin, stabil P-gp iiberexprimierenden
Caco-2-Zellen. Die Testsubstanzen wurden in einem Inkubationspuffer, der aus Hank’s
Salzlosung bestand geldst. Der Puffer enthielt mit Morpholinoethanolsulfonséure (10 mM)
einen zusitzlichen Puffer. Wegen der schlechten Loslichkeit der dimeren 1,4-
Dihydropyridine H17 und H19 wurde noch 1% DMSO als Losungsvermittler zugegeben.
Mit Salzséure erfolgte dann die Einstellung des Puffers und der Testlosungen auf pH 7,0.
Die *H-Verapamil-Radioligandenkonzentration, die zur Bestimmung der Testsubstanzen
eingesetzt wurde betrug 1 pM (20% “H-Verapamil). Jeder Inkubationsansatz enthielt

auBerdem 100 pl der Testsubstanzlsung in definierter Konzentration, 25 pl *H-Verapamil
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und 125 pl Zellsuspension®”. Die Proben wurden bei Raumtemperatur 30 Minuten
geschiittelt (1200 Upm). Die Abtrennung des nichtgebundenen Radioliganden vom Anteil,
der an P-gp gebunden vorlag, erfolgte durch eine Vakuumfiltration mit einem Glasfilter in
einem Brandell-Zell-Harvester. Hierzu wurde jeder Filter mit eisgekiihlter isotonischer
Natriumchlorid-Losung  (0,9%  NaCl) gewaschen und danach in  4ml
Szintillationsfliissigkeit aufgenommen. Die Radioaktivitit, die sich noch auf dem Filter
befand, wurde in einem Fliissigszintillationszdhler bestimmt.

Durch den Einsatz dieses Assays konnten Affinititen der Testsubstanzen zum P-gp durch

Verdringung des *H-Verapamils gemessen werden.

5.1.3. Berechnung der IC50-Werte

Die Afffinitdit zum Membrantransporter P-gp der ungelabelten Substanzen wurde durch die
Verdringung des Radioliganden *H-Verapamil mit zunehmenden Konzentrationen der zu
untersuchenden Substanz ermittelt.

Die Anpassung der sigmoiden Kurven aus den Verdringungsexperimenten wurde mit

Microcal Origin™, Version 6.0 nach untenstehender Gleichung durchgefiihrt:

yo  Verdringung bei minimaler Substanzkonzentration

aex® a  Verdringung bei maximaler Substanzkonzentration

YVt o b Hill-Koeffizient

c IC50-Wert (uM)

Der IC50-Wert gibt die Konzentration an, bei der die Bindung des Radioliganden um 50%
inhibiert wird. Er ist damit ein MalBl fiir die Affinitit zum jeweils getesteten

Membrantransporter.
Spezifische Bindung [%] = Gesamtbindung — Nicht-spezifische Bindung

5.2. Untersuchungen zur P-gp Transporteraffinitit an Mouse-T-

Lymphoma-Zellen

5.2.1. Mouse-T-Lymphoma-Zellpriparation

Die NCI-L5178Y Stammzelllinie wurde aus murinen T-Lymphomen geziichtet. Sie wird in

modifiziertem McCoy’s 5A Medium, das aus 10-prozentigem hitzeinaktiviertem
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Pferdeserum, zahlreichen Aminosduren wie L-Glutamin (200 mM) und Antibiotika wie
10-prozentigem Streptomycin und dem in 1%iger Konzentration zugesetzten
Antimykotikum Nystatin besteht und in einer CO,-Atmosphéire von 5% bei 37°C
kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Die MDR-resistente Zelllinie ging aus einer Modifizierung der Stammzelllinie hervor.
Hierzu wurde diese mit einem pHa MDR/A Retrovirus infiziert und um uniforme P-gp
Expressionsraten zu  erzeugen, wurde dem Néhrmedium 60 ng/ml des
Herbstzeitlosenalkaloids Colchicin zugegeben. Diese Konzentration verhindert durch ihre
zytostatische Wirkung eine Vermehrung der nichtinfizierten Zellen im Medium. Die

infizierten, P-gp exprimierenden Zellen

R e T XL ST i . o _
S SRS hgds SRR A UG TG transportieren mit Hilfe des beschriebenen
[rly e & et (4 ol
cfp le iy = Uy TR SR o . . C
OF & 905, RLRIC RS Nt Resistenzmechanismus das Colchicin iiber
Lo B So %o A8 X T e
MEL® . o lee @ 2 e P-gp aus der Zelle heraus und bleiben
"oc: o 5 4 n-"p’o- o = > 2 adD
o e, IO R Yo o unbeschddigt. Die Uniformitit wurde
L Ls ] 4
o . o - - o - = % - ¢ . . . . .
oY L @ 4% o, IR zusitzlich durch Markierung der infizierten
0P s T © ST - Goo o I
2B N AN T SRR Zelllinie  (L5718YVMDR) mit einem
Abbildung 26

monoklonalen Antikérper (MRK-16-FITC)

Mikroskopische ~ Aufnahme  der  Mouse-T- .
Lymphoma Stamm-Zelllinie L5718v  Zelllinie und anschliefender FACS-Analyse

230fach vergrofiert detektiert und gesichert. Durch diese
Methode gelang es eine direkte Vergleichbarkeit zwischen der MDR1-infizierten und der
Stammezelllinie zu erreichen. Effekte, die in einer Mehraufnahme von P-gp Substraten in
die Zelle resultieren, konnten somit geradlinig mit einer Transporteraffinitit der

Testsubstanzen in Verbindung gebracht werden.
5.2.2. Zytotoxizitatstests
5.2.2.1. Chemikalien und Gerite

5.2.2.1.1. Chemikalien

Dimere 1,4-Dihydropyridine auBer 13 (Testsubstanzen auf Zytotoxizitit)
HX (1) 3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-methoxyphenyl)-
3,9diazahexacyclo[6.4.0.02‘7.04‘11.05 1%dodecan
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H17 (2) 3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*".0%'%]dodecan

3) 3, 9-Ditert.butyloxycarbonyl-1, 5, 7, 11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 1071%dodecan

(4) 3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'%1dodecan

(4a) 3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 1.0°1%dodecan

5 3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>'° Jdodecan

(5a) 3,9-Ditert.butyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*"".0>'"]dodecan

(6) 3-tertbutyloxycarbonyl-9-benzyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6-phenyl-12-(4-
methoxyphenyl)-
3,9diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*'".0°'*]dodecan

(8) 3,9-Dibenzyl-1,7-dihydroxymethyl-6,12-

diphenyl-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.0° 7.0 0>'%1dodecan
9) 3,9-Dimethyl-1,7-dihydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '0>!%1dodecan
JW41 (10) 1,5,7,11-Tetrahydroxymethyl-3,9-bis(4-
methoxybenzyl)-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 1.0°1%dodecan
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(13)

(15)

(16)

(17)

(19)

(19a)

TW46b (20)

TW53 (21)

TW46a (22)
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3-Chloro-4-phenyl-
benzo[4,5]furo[2,3]pyridin-6-o0l
1,7-Dihydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diphenyloxycarbonyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 1.0°1%dodecan

1,7-Dihydroxymethyl-3,9-
dimethyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo-[6.4.0.0%7.0*'".0°'"]dodecan
1,7-Dihydroxymethyl-3,9-di-
tert.butyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '0>!%1dodecan
3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6-(4-methoxyphenyl)-12-
phenyl-3,9diaza-

hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'%1dodecan
3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-(4-
methoxyphenyl)-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-diphenyl-3,9diaza-
hexacyclo[6.4.0.02‘7.04‘1 1.0°1%dodecan
3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-hydroxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*"".0>']dodecan
3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(3-hydroxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*".0%'%]dodecan
3,9-Dibenzyl-6,12-bis(4-benzyloxyyphenyl)-
1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '0>!%1dodecan
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Datenanalyse

DMSO 1%
DMSO®¢ 1%

Epirubicin (nur in checkerboard-Studie)

modifiziertes McCoy’s SA Medium

MTT-Reagens

PBS

Ritonavir(7)

Salzsdure (0,01M)

Windows XP, Microsoft Excel XP, Microsoft
Corporation, USA

Microcal Origin™ Version 7.0 Microcal
Software, Northampton, USA und Prism 4 for
Windows™ Version 4.00, GraphPad Software
Inc., Software MacKiev'™, Kiev, Ukraine
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
4-(4-Amino-3-hydroxy-2-methyl-
tetrahydropyran-6-yl)oxy-2,5,12-trihydro
xy-2-(2-hydroxyazetyl)-7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydrotetrazen-6,11-dion

McCoy’s 5SA Medium [Modified] mit L-
Glutamine, ohne Natriumcarbonat, fiir die
transfizierte Zelllinie zusétzlich zur Selektion
mit Colchicin-Losung 60 ng/ml Medium,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid] Smg/ml in Phosphatpuffer
((Phosphate buffered saline) PBS), unsteril,
gebrauchsfertig, Boehringer Mannheim
Biochemica

Phosphatpuffer ((Phosphate buffered saline)
PBS), unsteril, gebrauchsfertig, Boehringer
Mannheim Biochemica, Mannheim
Deutschland
[5S-(5SR*,8R*,10R*,11R*)]-10-Hydroxy-2-
methyl-5-(1-methylethyl)-1-[2-(1-
methylethyl)-4-thiazolyl]3,6-dioxo-8,11-
bis(phenylmethyl)-2,4,7,12-tetraazatridecan-
13-séure-5-thiazolylmethylester, Ritonavir,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

80



5. Materialien und Methoden

SDS-Losung 100 mg/ml-10% in 0,01 M HCl, Boehringer
Mannheim Biochemica, Mannheim,
Deutschland

Zellkulturrohrchen PP-Roéhrchen, steril 15 und 50 ml, Greiner,

Frickenhausen, Deutschland

5.2.2.1.2.  Gerite

96-well-Platten MicroWell™ Plate, Nunc, Wiesbaden,
Deutschland

Brutschrank, CO;-Inkubator BC 150, CO2-Inkubator, 150L, SMLT-
Marktplatz fiir Laboreinrichtungen und
Technik Vertriebszentrum Worms, Worms,
Deutschland

ELISA microtiter-plate-reader EL301 Strip Microplate Reader, Bio-Tek

Instruments GmbH, Bad Friedrichshall,
Deutschland

5.2.2.2. Durchfithrung des Zytotoxizititstestests (MTT-Assay)

Tests auf die Féhigkeit von Zellen gewisse Proliferationsraten zu zeigen und somit deren
Lebensfihigkeit, Uberlebensrate und metabolische Aktivitit zu iiberpriifen, sind von
tragender Wichtigkeit bei der Bestimmung der Zytotoxizititen von Testsubstanzen. Durch
die Verwendung von Methyltetrazoliumsalzen wurde die Quantifizierung von metabolisch
aktiven Zellen moglich, denn das gelbliche MTT wird nur durch mitochondriale
Dehydrogenasen metabolisiert und lagert sich dabei unter oxidativer Aufspaltung des
Tetrazolringes zu einem lilafarbigen Formazan um (Abbildung 16). Weil nur lebende und
zur Teilung befdhigte Zellen eine solche Enzymaktivitit aufweisen konnen, ist auf diesem
Weg eine schnelle Quantifizierung moglich. Bei abgestorbenen Zellen dndert sich die
Farbe nicht, sondern bleibt auf der Stufe des gelblichen unoxidierten MTT-Salzes stehen.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass sich ohne radioaktive Isotope Zellwachstum
und Uberlebensrate und somit auch Zytotoxizititen bestimmen lassen und die Detektion
der Absorption vorteilhaft, schnell und mit groen Probenmengen in einem

Spektrophotometer (ELISA reader) durchgefiihrt werden kann. Der Test wird weiterhin fiir
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die Quantifizierung von antiproliferativen Effekten, Chemosensitivierung bei Tumorzellen
und die Visualisierung von Virus-infizierten Zellen eingesetzt'®.

Der MTT-Test wurde in 96-well-Platten durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Eigenabsorption
des Mediums wurde eine Reihe der Platte nur mit modifiziertem McCoy’s 5A-Medium
befiillt. Ebenfalls zu Kontrollzwecken beinhaltete eine zweite Reihe nur Ndhrmedium und
Zellen und in eine dritte Reihe wurde lediglich mit der Testsubstanz in ihrer
Ausgangskonzentration bestlickt. Alle anderen Wells wurden mit 100 pl Ndhrmedium und
den jeweiligen Testsubstanzen in der Weise befiillt, dass sich pro weiterer Reihe der well-
Platte die Konzentrationen der Testsubstanzen halbierten. Auf diese Weise lie3 sich eine
Konzentrationsabhingigkeit eventuell vorhandener Zytotoxizititen bestimmen. Danach
wurden zu jedem Well 50000/100 pl Mouse-T-Lymphoma Zellen (L5178YvMDR)
gegeben. Lediglich die Reihe fiir Kontrollzwecke zur Eigenabsorption des Mediums wurde
ohne Zellen weiterbearbeitet. Zu Vergleichszwecken wurde der Test zusétzlich mit der
Stammzelllinie L5178Y durchgefiihrt. Die Anzahl der Zellen wurde mikroskopisch mit der
Rastermethode bestimmt. Hierzu wurde ein gerasterter Objekttrager mit Zellsuspension
bestiickt. AnschlieBend wurde der Mittelwert aus der Anzahl der Zellen, die sich in 10
Quadranten befanden gebildet und die Gesamtzahl der Zellen in den Zellkulturflaschen

nach folgender Formel bestimmt:
Gesamtzahl der Zellen in 10 ml = x (ausgezéhlte Zellen) ¢ 25 10*

Nach Zugabe der Zellen folgte eine 48-stiindige Inkubationsphase bei 37°C und einer 5-
prozentigen CO,-Atmosphére. Nach abgeschlossener Inkubation wurden zu jedem well,
ausgenommen der Kontrollreihe auf Eigenabsorption, 10 pul MTT-Reagens (5 mg/ml)
gegeben. Prinzipiell sollten immer auf ein Verhédltnis zwischen MTT-Losung und
Néahrmedium von 1:10 geachtet werden. Unter gleichen Bedingungen wird nun nochmals
fiir vier Stunden inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die beschriebene enzymatische Reaktion.
Weil eventuell Formazan-Kristalle entstchen konnen, die letztendlich die
Absorptionsmessung beeintriachtigen, wurde nach dieser Inkubationsphase zu jedem well
100 ul SDS-Losung (100 mg/ml) zum kompletten Auflésen etwaiger Formazan-Kristalle
gegeben und iiber Nacht ebenfalls unter den angegebenen Bedingungen inkubiert. Darauf
folgend wurde die Absorption in einem ELISA-microtiter-plate-reader gemessen, die je
nach Anzahl lebender Zellen unterschiedlich stark ausfiel und somit ein direktes Maf fiir
eine Zytotoxizititsbestimmung darstellt. Fast alle getesteten dimeren 1,4-Dihydropyridine

zeigten eine groflere Absorption als der bereits klinisch eingesetzte HIV-PI Ritonavir
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(Tabelle 5) und besaBBen somit zumeist eine bedeutend geringere Zytotoxizitét, was deren

Unbedenklichkeit bei einem mdglichen therapeutischen Einsatz unterstreicht.

[ Kontrollreihen ] [ Kontrollreihen ]

W T
Abbildung 27
96-Well-Platten vor (links) und nach (rechts) der Inkubation mit MTT

5.2.3. Checkerboard-Studien (Epirubicin-Synergismus-Test)

Der Epirubicin-Synergismus-Test stellt eine Erweiterung des MTT-Assays dar und ldsst
Aussagen iliber den zytostatischen Effekt von Koadministrationen von verschiedenen
Konzentrationen der Testsubstanzen mit einem etablierten Zytostatikum an
Zellpopulationen zu. Es kann desweiteren differenziert werden, ob es sich dabei um einen
synergistischen, additiven, indifferenten oder antagonistischen Effekt handelt. Zu den
Testsubstanzen 8, 9, 15 und 17 die in diesen Test aufgenommen wurden, wurde lediglich
das Zytostatikum Epirubicin in abfallenden Konzentrationen in die Wells gegeben
(Abbildung 28), ansonsten wurden die gleichen Reaktionsbedingungen, Chemikalien und
Geridte wie beim MTT-Assay angewandt. AuBerdem wurden zwei zuséitzliche

Kontrollreihen mit dem Zytostatikum und der jeweils zu testenden Verbindung befiillt.

Die Berechnung der IC50-Werte der Zelltoxizitit wurde tliber die Verdnderung der
Farbintensitdt und somit der Absorption ansteigender Konzentrationen der Testsubstanzen
bestimmt (10 verschiedene Konzentrationen pro Substanz). Alle nichtlinearen
Regressionsanalysen und Kurvenanpassungen wurden mit Hilfe von Microcal Origin™
Version 7.0 und Prism 4 for Windows ™ Version 4.00 durchgefiihrt. Die IC50-Werte

ergaben sich wiederum aus folgender Gleichung:
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yo  Absorption bei minimaler Substanzkonzentration

Yo yot aex a  Absorption bei maximaler Substanzkonzentration
Vot ——p

e X b  Hill-Koeffizient

¢ IC50-Wert (uM)

Der IC50-Wert gibt die Konzentration an, bei der die Uberlebensrate der Zellen 50%
betrdgt. Somit lieBen sich Aussagen iiber die Zytotoxizitit der Testsubstanzen in
Kombination mit Epirubicin machen. Alle Testrethen wurden ebenso mit der
Stammzelllinie durchgefiihrt, um bei einem Angleich der IC50-Werte aus beiden Zelllinien
eine vollstindige P-gp Inhibierung feststellen zu kénnen. Gleichzeitig lieBen sich bei
umgekehrter Betrachtung die IC50-Kurven aus Sicht des Epirubicins darstellen, so dass
diese Methode die Moglichkeit bietet beide getesteten Substanzen direkt miteinander zu
vergleichen und so die ideale Kombinationskonzentration zu bestimmen.

Die durchschnittlichen inhibitorischen Konzentrationen wurden als FIC (Fractional
inhibitory concentration) Werte iiber den Quotienten aus den jeweilig mittleren

Inhibitionsraten MIC der alleinig eingesetzten Substanz und in Kombination nach

folgender Gleichung:
MIC A.Bii Kombination FIC Fractional inhibitory concentration
FIC A,B = MIC A.Biiein MIC Mean inhibitory concentration

FIX Fractional inhibitory index

A=Epirubicin, B= jeweilige Substanz (also 8, 9, 15 oder 17)

Der FIC B-Wert spiegelt das umgekehrte Verhiltnis das FIC A-Wertes wieder. Uber den
FIX (Fractional inhibitory index) Wert wurde dann ermittelt, ob es sich bei der jeweiligen
Kombination um einen synergistischen (FIX<0,5), additiven (FIX = 0,5 — 1), indifferenten
(1 £ FIX < 2) oder antagonistischen Effekt (FIX > 2) in Bezug auf die Zytotoxizitéit der
eingesetzten Mouse-T-Lymphome-Zellen handelte. Dem FIX Wert liegt folgende

Gleichung zugrunde:

FIX=FIC A +FICB
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Kontrolle Epirubicin | Kontrolle

Medium & Konzentrationsabnahme Epirubicin &

Zellen

Abbildung 28

Testsubstanz

ZUIB)Sqns)sa I,

WY RUQESUOI LI UIZUOY]

Checkerboard  (Epirubicin-Synergismus)-Test; Bestiickung der well-Platten und
Farbanderung je nach Zytotoxizitét nach allen Inkubationsphasen

5.2.4. Fluorescence-Uptake-Assay zur Uberwindung der MDR in P-gp

exprimierenden Tumor-Zellen

5.2.4.1. Chemikalien und Geriite

5.2.4.1.1. Chemikalien

Dimere 1,4-Dihydropyridine

(Testsubstanzen auf Zytotoxizitit)

DMSO

modifiziertes McCoy’s SA Medium

PBS
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Siehe Zytotoxizitétstests Kapitel 5.2.2.1.1.
Substanzen 1, 2, 3, 5, 6,7, 8, 9, 15, 16, 17, 19, 20,
21,22

Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

McCoy’s 5SA Medium [Modified] mit L-
Glutamine, ohne Natriumcarbonat, fiir die
transfizierte Zelllinie zusétzlich zur Selektion mit
Colchicin-Losung 60ng/ml Medium, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA

Phosphatpuffer ((Phosphate buffered saline)
PBS), unsteril, gebrauchsfertig, Boehringer

Mannheim Biochemica, Mannheim, Deutschland
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Rhodaminel23

Ritonavir

Verapamil

5.2.4.1.2. Geriite

Absaugvorrichtung

Brutschrank

Eppendorfrohrchen

FACS-Analysenréhrchen

Fluorescence Activated Cell Sorter

(FACS)

Wasserbad

Zellkulturrohrchen

Zentrifuge

Molecular Probes™, Leiden, Niederlande
[5S-(5R*,8R*,10R*,11R*)]-10-Hydroxy-2-
methyl-5-(1-methylethyl)-1-[2-(1-methylethyl)-4-
thiazolyl]3,6-dioxo-8,11-bis(phenylmethyl)-
2,4,7,12-tetraazatridecan-13-sdure-5-
thiazolylmethylester, Ritonavir, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland
(RS)-2-Isopropyl-2,8-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-
6-methyl-6-azaoctannitril, Verapamil-

Hydrochlorid, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Eigenbau der medizinischen Fakultit, Institut fiir
Mikrobiologie, Universitdt Szeged, Szeged,

Ungarn

Eppendorf Reaktionsgefile RKI12, 13 14
Eppendorf Vertrieb GmbH, K6In, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Vertrieb Budapest,
Ungarn

FACSVantage Beckton Dickinson GmbH,
Vertrieb Budapest, Ungarn

Lauda M3 Typ B, Lauda Dr. R. Wobster GmbH
& Co KG Lauda-Konigshofen, Deutschland
PP-Ré6hrchen, steril. 15 und 50 ml, Greiner,
Frickenhausen, Deutschland

Labofuge 400 R, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

5.2.4.2. Durchfithrung des Assays

Der Fluorescence-Uptake-Assay mit Rhodaminel23 als fluoreszierendes P-gp Substrat ist

eine etablierte Methode um P-gp abhidngige Sekretionen von Substanzen an P-gp

exprimierenden Zelllinien zu untersuchen, um so Riickschliisse auf eine eventuell

inhibitorische Aktivitit von Testsubstanzen schlieBen zu konnen®®.
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Nachdem die mit dem pHa MDRI1/a Retrovirus kultivierten und unter Zugabe von
Colchicin selektierten Zellen geziichtet wurden, wurden sie auf eine Anzahl von 2 « 10°/ml
justiert und nach Zentrifugation bei 2000 Upm und Entfernen des Uberstandes in frischem,
modifiziertem McCoy’s 5SA Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden 0,5 ml dieser
Zellsuspension in jedes Eppendorfrohrchen gegeben. Danach wurden die Eppendorf-
Gefille mit den gewiinschten Konzentrationen an Testsubstanzen befiillt, deren
Stammldsungen sich in DMSO befanden, und 10min inkubiert. Um die Autofluoreszenz
der Zellen zu detektieren, wurde ein Testr6hrchen mit der Stammzelllinie befiillt und
unbehandelt belassen, sowie in ein anderes zu der transfizierten Zelllinie 5 pl Verapamil in
10-mikromolarer Konzentration gegeben, um die Existenz an P-gp in ausreichenden
Mengen nochmals zu kontrollieren. Diese Probe stellte demnach die Positivkontrolle
dar'’. Alle auBer dem Rohrchen fiir den Test auf Eigenfluoreszenz erhielten anschliefend
10 pul 5-mikromolarer Rhodamine123-Losung und wurden erneut diesmal fiir 20 min bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder bei 2000 Upm zentrifugiert und zweimal
mit PBS (pH 7,4) gewaschen, um sie vom N&hrmedium und nichtaufgenommenen
Rhodaminel123 zu befreien, da beide unentfernt das Messergebnis beeinflussen wiirden.
Der Waschiiberstand wurde nach erfolgter Zentrifugation jeweils abgesaugt gefolgt von
einer erneuten Resuspension in PBS (pH 7,4). In dieser Form fiihrte man die Zellen dann
der Fluoreszenz-Messung per FACS-Analyse in einem Becton-Dickinson FACScanner

(cell sorter) zu.

5.2.4.3. Berechnung der inhibitorischen-Aktivititsverhiltnisse

Fiir das AusmaB der inhibitorischen Aktivitit oder der Fluoreszenz-Aktivititsverhéltnisse
ist der in den Zellen akkumulierte Anteil an Rhodamine123 ausschlaggebend, denn je nach
Affinitét und Stérke der Bindung von Testsubstanzen bzw. potentiellen P-gp Modulatoren
an P-gp gelangt auch Rhodaminel123 mehr oder minder stark in den Intrazellularraum.
Bliebe P-gp ungehemmt, dann wiirde kaum oder gar kein Rhodaminel23 in der Zelle
verbleiben, sondern iiber das P-gp aus ihr heraustransportiert werden.

Die inhibitorische Aktivitét einer Substanz ldsst sich nach folgender Gleichung errechnen:

(MDR1 behandelt / MDR1 unbehandelte Kontrolle)

Stammzelllinie behandelt / Stammzelllinie unbehandelte Kontrolle
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5.2.4.4. Der Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)-Aufbau und

Funktionsweise

Der Fluorescence Activated Cell Sorter wurde 1960 von Bonner, Sweet, Hulett,
Herzenberg u.a. entwickelt um lebende Zellen von abgestorbenen sortieren zu kénnen und
Flow cytometrie durchzufiihren. Das erste kommerziell erwerbbare Gerdt wurde 1970 von
Becton-Dickinson bereitgestellt. Die Methode wird heutzutage fiir zahlreiche Analysen
angewendet. Sie erlaubt die gleichzeitige Markierung, Analyse und Sortierung von Zellen
jeglicher Art. Beispielsweise findet sie neben der in dieser Arbeit genutzten Analyse auch
Anwendung in der Immunologie zur Charakterisierung menschlicher Blutzellen von HIV-
positiven Patienten und zur intrazelluliren Zytokinanalyse, in der Zell- und
Molekularbiologie bei Patienten, die sich einer Stammzelltransplantation unterzogen, bei
der Erkennung und Analyse zahlreicher proliferativer Zellen aus Tumorgewebe und sie
findet mittlerweile auch Einsatz in der klinischen Chemie’’. Die FACS-Gerite erreichten
die Labors dieser Welt durch die Erfindung der Produktion von monokolonalen
Antikorpern durch Kéhler und Milstein [1975]. Diese Antikorper lielen sich ohne weiteres
an Fluoreszein koppeln, was letztlich den Einsatz solcher Gerite vervielfachte’’. Prinzipiell
funktionieren auch heute noch alle FACS-Gerite in der gleichen Weise wie das erste aus
dem Jahr 1974. Mittlerweile haben sich aber die Anzahl der verwendeten Laser und
Detektoren in einem Gerét deutlich erhoht (Abbildung 30).

Bei der Durchflusszytometrie erlaubt dieses Gerdt eine Analyse der Zellen anhand dreier
Parameter, der Grof3e des Partikels, der Granularitidt das Partikels und der Fluoreszenz.
Hierfiir ist das Gerdt mit einem Laser, welcher Licht der Wellenldnge 488nm erzeugt,
ausgestattet. Die Grofle der Zellen wird demnach durch die Ablenkung des Lichts parallel
(Vorwirtsstreuung FSC) oder in 90°-Richtung (Seitwirtsstreuung SSC) seines Antreffens
auf den Partikel oder die Zelle bestimmt (Abbildung 29). Die an die Partikel gebundenen
oder die wie in dieser Arbeit in die Zellen aufgenommenen Fluorochrome werden durch
Laserlicht entsprechender Wellenlédnge angeregt und das emittierte Licht abgeleitet und

vermessen.
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Abbildung 29

Seitwirtsstreuung (SSC) und Vorwirtsstreuung (FSC) nach Auftreffen des Lasers auf ein Partikel (links) und
Cell Sorting einer Analyse nach deren Zellarten (rechts (Mouse-T-Lymphoma-Zellen-margenta))

Mit einem FACS-Gerit ist aber aulerdem noch eine Zell-Trennung aus einem Zellgemisch
moglich (Cell Sorting). Es lassen sich demnach verschiedene oder aber Zellen mit
Stoffwechselaktivitdt von solchen ohne diese Aktivitidt oder abgestorbenen der gleichen
Population trennen (Abbildung 23). Hierzu wird ein Fliissigkeitsstrahl, zumeist bestehend
aus Phosphatpuffer (PBS-Phosphate-Buffered-Saline), erzeugt. Dieser verteilt sich nach
dem Passieren des Laserstrahls in der Regel in einen Tropfen pro Zelle. Kurz bevor die
Tropfen abreilen erhalten sie je nach ihrer GroBe unterschiedliche Ladungen. Wenn sie
dann das elektrische Feld der Ablenkplatten (Deflection Plates) passieren, werden sie
entsprechend ihrer Ladung unterschiedlich stark abgelenkt und konnen so getrennt

voneinander gesammelt bzw. analysiert werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30

Aufbau und Funktionsweise eines modernen FACS-Gerdtes: links und rechts (vereinfachte Darstellung)
sowie eine Aufnahme aus dem Inneren einer solchen Maschine (unten): Zu erkennen sind die beiden
Ablenkplatten (Deflection Plates), und der Laser, der mit einer Wellenldnge von 488nm ausgestattet ist,

sowie eine well-Platte mit Zellen®’.
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5.3. Untersuchungen zur MRP-Transporteraffinitit an MDA-MB-
231 (ATCC: HTB-26) Zellen - Fluorescence-Uptake-Assay

Die Untersuchungen an HTB-26 Zellen (Abbildung 31), einer MRP, LRP und BCRP
exprimierenden Brustkrebs-Zelllinie, wurden unter den gleichen Bedingungen und unter
Anwendung der gleichen Chemikalien und Gerdte durchgefiihrt, die auch beim
Fluorescence-Uptake-Assay an den Mouse-T-Lymphoma-Zellen Anwendung fanden
(siche Kapitel 5.2.4.1.). Lediglich die Positivkontrolle und das fluoreszierende
Transportersubstrat wurden gegen MRP-affine ausgetauscht. So wurde aus diesem Grund
10 pl Indometacin (100 uM) anstelle des Verapamils bei der P-gp exprimierenden
Zelllinie, als Kontrolle auf Existenz des MRPs eingesetzt und als fluoreszierendes MRP
Substrat der 5-Carboxyfluoreszein-Diazetat-azetoxymethylester (5 pl SCFDA, AM,
2,6 uM) anstelle des P-gp-Substrates Rhodaminel23. Da sich von allen vorher
untersuchten Substanzen nur H17 (Substanz 2) fiir diesen Fluorescence-Uptake-Assay
qualifizierte wurde Probenecid als weitere Vergleichssubstanz mit bekannt starker MRP-
Affinitat®”""" in den Versuch aufgenommen. L-15 Leibovitzmedium mit 10 mM L-
Glutamin und 10% fotalem Kalbsserum (FBS) wurde zum Kultivieren der HTB-26 Zellen
verwendet. Diese Medium musste alle 2-3 Tage gewechselt werden, um eine optimale
Reproduktionsrate der Zellen zu gewahrleisten.

ATCC Number: HTB-26
Designation: MDA.-MB-231

Lo ensi[y Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Abbildung 31
Mikroskopische Aufnahme der HTB26 Zelllinie
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5.3.1. Chemikalien unterschiedlich zu Kapitel 5.2.4.1.1.

5-Carboxyfluoreszein-Diazetat-

azetoxymethylester (SCFDA, AM)

Indometacin

L-15 Medium Leibovitz

5-Carboxyfluoreszein-Diazetat-
azetoxymethylester, Molecular Probes™,
Leiden, Niederlande
1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-3-
indolessigsdure, Germed Berlin-Chemie,
Berlin, Deutschland

L-15 Medium Leibovitz mit L-Glutamin
und 10% FBS (fetal bovine serum — fotales
Kalbsserum), Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Probenecid N,N-(Dipropylsulfamoyl)-benzoeséure,
Biokanol Pharma GmbH, Rastatt,
Deutschland
5.3.2. Geriite unterschiedlich zu Kapitel 5.2.4.1.2.

Alle Gerdte aus Kapitel 5.2.4.1.2. fanden Nutzung in gleicher Weise, da sich die

Bedingungen des Assays nicht mit anderen Zelllinien oder targetierten Transportern und

damit verschiedenen Vergleichs- und Kontrollsubstanzen édnderten.
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5.4. In situ Perfusionsstudien

5.4.1. Chemikalien und Geriate

5.4.1.1. Chemikalien
Calciumchlorid Fluka Chemie AG, Buchs. Schweiz
Diethylether Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
DMSO Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Glukose Fluka Chemie AG, Buchs. Schweiz
H17 (Substanz 2) 3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-

3,9—diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'1dodecan
Indometacin 1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-3-indolessigsdure,

Germed Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland

Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Ketamin (RS)-2-(2-Chlorphenyl)-2-methylaminocyclohexanon

Ketamine-Inresa., Ketamin-Hydrochlorid, Inresa

Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland
Magnesiumchlorid Fluka Chemie AG, Buchs. Schweiz
Natriumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat  Fluka Chemie AG, Buchs. Schweiz
Natriumhydrogenphosphat Fluka Chemie AG, Buchs. Schweiz

Probenecid N,N-(Dipropylsulfamoyl)-benzoesédure, Biokanol Pharma
GmbH, Rastatt, Deutschland
Ritonavir [5S-(5R*,8R*,10R*,11R*)]-10-Hydroxy-2-methyl-5-(1-

methylethyl)-1-[2-(1-methylethyl)-4-thiazolyl]3,6-dioxo-
8,11-bis(phenylmethyl)-2,4,7,12-tetraazatridecan- 13-séure-
5-thiazolylmethylester, Ritonavir, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland

Rompun 2-(2,6-Xylidino)-5,6-dihydro-4H-1,3-thiazin, Rompun™

Injektionslésung 2% BayerVital, Leverkusen, Deutschland
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Saquinavir

rac-Talinolol

Tyrode-Puffer

Vinblastin

5.4.1.2. Gerite

Einmalspritze (1ml)
Einmalkantilen
Einmalskalpelle
Heizdecke
Infrarot-Lampe
Knopfkaniile, gebogen
peristaltische Pumpe

pH-Meter

Silikonschlduche

(38, 4aS, 8aS)-2-[(2R,3S)-3-([Na-(2-
chinolylcarbonyl)asparaginyl]amino)-2-hydroxypropyl]-N-
tert-butylperhydroisochinolin-3-carboxamid, Novartis-
Forschungsinstitut GmbH, Wien, Osterreich

(R, S)-1-(4-[3-(tert-Butylamino)-2-hydroxypropoxy |phenyl)-
3-cyclohexylurea, Arzneimittelwerk Dreseden, Radebeul,
Deutschland

Bestandteile: NaCl 8g/1, KCI 0,2¢g/1, MgCl, 0,1g/1, NaH,PO,4
0,04¢g/1, NaHCO; 1g/1, Glukose 1g/1, pH 7,0
[3aR-[3aa,4B,5B,5aB,9(3R",5S",7R",9S"),10bR ", 13aa]]-
Methyl-4-(acetyloxy)-3a-ethyl-9-[5-ethyl-1,4,5,6,7,8,9,10-
octahydro-5-hydroxy-9-(methoxy-carbonyl)2H-3,7-
methanoazacyclo-undecino|[5,4-b]indol-9-yl]-
3a,4,5,5a,6,11,12,13a-octahydro-5-hydroxy-8-methoxy-6-
methyl-1H-indolizino[8,1-cd]carbazol-5-carboxylat

Vinblastinsulfat-GRY 10, GRY-Pharma GmbH, Kirchzarten,
Deutschland

Omnifix Feindosierungsspritze, B. Braun AG, Melsungen,
Deutschland

Sterican 100 Grofie 2, 0,8 « 40 mm 21G « 0,5, B. Braun
AG, Melsungen, Deutschland

Cutifix-Skalpelle mit Griff/Fig.23 B. Braun AG,
Melsungen, Deutschland

VEB-Elektro-Warmegerdte Typ UW2 ULLCO, Berlin,
Deutschland

Beurer 1L30, Beurer Ulm, Deutschland

2,0 » 80 mmm, B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
4-Kanalpumpe, ISM Ismatec, Glattburgg-Ziirich, Schweiz
Jonway 3051, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Innendurchmesser 2mm und AuBendurchmesser 4mm,

Ismatec, Glattburgg-Ziirich, Schweiz
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Silikonschlauchverbindungen Innendurchmesser 0,64mm, AuBendurchmesser 0,9mm,
Silicon®, Verbindungsstiicke ISM 570  Ismatec,
Glattburgg-Ziirich, Schweiz

Spritze (60ml) B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex RK 100 H, Bandelin Electronic, Berlin,
Deutschland

Unterlage Krankenunterlage K4, 40 « 60cm, 6 Lagen, Papierfabrik
Sandern GmbH & Co KG, Sandern, Deutschland

Wasserbad Lauda M3 Typ B, Lauda Dr. R. Wobster GmbH & Co KG

Lauda-Ko6nigshofen, Deutschland

5.4.2. Durchfithrung von Studien an Tieren — rechtliche Voraussetzungen

Jegliche Art von Studien an Tieren bedarf der Genehmigung des zustéindigen
Regierungspriasidiums. In diesem Fall wurde die Durchfiihrung der in situ
Perfusionsstudien durch das Regierungsprasidium Dessau (Sachsen-Anhalt/Dezernat 43)
genehmigt. In einem Versuchsprotokoll wurden die Vorgangsweise des chirurgischen
Eingriffes, die Dosierung und Applikation der verwendeten Arzneistoffe und die
Anésthesie der Tiere genau festgelegt. Man ist stets bemiiht mit einer geringstmoglichen
Anzahl von Versuchstieren die grofftmdglichste Anzahl an Informationen aus den

Versuchen zu erzielen. Aus diesem Grund wurden die Versuche dahingehend optimiert.

5.4.3. Durchfithrung des chirurgischen Eingriffes

Die in situ Perfusion des Rattendarmes war notwendig, um genauere Aussagen iiber das
Ausmal der P-gp- und MRP-Affinitit innerhalb des Organismus treffen zu kénnen und um
die Ergebnisse der Zellstudien zu bestétigen, denn die Membrantransporter lassen sich iiber
diese Methode physiologisch ideal targetieren. Gleichzeitig konnten so Aussagen iiber die
intestinale Permeabilitdt der Testsubstanzen getroffen werden. Der Durchfiihrung der
Perfusion lag die von Doluisio et al [1969] veroffentlichte und von Hanafy [2001]
modifizierte Methode weitestgehend zugrunde.

Die Versuche fanden an maénnlichen White-Wistar-Ratten (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) statt, die unter kontrollierten Bedingungen (21°C, 45% Luftfeuchte, 12 h
Tageszyklus) gehalten wurden. Nach Eintreffen der Tiere wurde bis zum Beginn der
Studie mindestens zwei Wochen gewartet, um die Tiere in der neuen Umgebung zu

akklimatisieren. Der Eingriff erfolgte bei Tieren mit einem Gewicht von 321 g + 36 g.
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Hierbei wurden die Kompetitionsstudien auf P-gp und MRP-Affinitét in vierfacher und die
IC50-Studien in zweifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. 18 Stunden vor dem operativen
Eingriff wurde den Ratten das Futter (Altromin® Ratten und Miuse Diatfutter, Lage,
Deutschland) entzogen. Wihrend dieser Zeit hatten die Ratten uneingeschrénkten Zugang
zu Wasser.

Vor dem eigentlichen chirurgischen Eingriff wurden die Ratten kurz durch Inhalation von
Diethylether betdubt und anschlieBend erfolgte die Applikation des Anésthetikums
Ketamin (40 mg/kg KG) und des Muskelrelaxans Rompun™ (2 mg) als vorgefertigte
Mischung per Einmalspritze intraperitoneal. Nachdosierungen falls notwendig, erfolgten
mit 5 mg Ketamin bei gleicher Applikationsweise. Zur Erhaltung der physiologischen
Bedingungen wurden die Ratten auf einem auf 37°C erwirmten Heizkissen platziert. Nach
ca. 10 Minuten wurde sich der andsthetischen und muskelrelaxierendenWirkung versichert.
Die Eroffnung der Bauchdecke der Ratten erfolgte mit einem 2-3 cm langen Schnitt an der
linea alba. AnschlieBend wurden die zu perfundierenden Darmabschnitte freiprédpariert,
durch einen kleinen Einschnitt in das Segment an zwei Stellen eréffnet und mit auf 37°C
temperierten Tyrodepuffer zur Reinigung durchspiilt. Im Anschluss daran konnten dann
die Silikonschlduche in die Einschnittstellen jeweils am proximalen und distalen Ende des
Darmsegments eingefiihrt werden. Die Befestigung der Schlduche an den Segmenten
erfolgte mit chirurgischem Nahtmaterial in der Weise, dass darauf geachtet wurde keine
versorgenden Blutgefdfle abzuschniiren. Im Falle der Kompetitionsstudien auf P-gp und
MRP-Affinitdt wurden das Kolon (ca. 2 cm), das Ileum (ca. 5 cm) und das Jejunum
(7-11 cm) perfundiert und bei der Bestimmung der IC50-Werte der P-gp-Hemmung nur
das Ileum und das Jejunum in besagten Segmentlingen. Im Folgenden musste darauf
geachtet werden, dass die erdffneten Segmente moglichst physiologischen Bedingungen
ausgesetzt waren. Deswegen erfolgte aller 5 Minuten eine Umspiilung des Darmgewebes
mit temperiertem Tyrodepuffer, der auch gleichzeitig das Transportmedium fiir alle Test-,
Kontroll-, und Vergleichssubstanzen, die in ihm geldst vorlagen, darstellte. Die Substanzen
wurden mit einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/min durch die Darmabschnitte gepumpt

(Abbildung 32).
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1 = Modellsubstanz
2 = Modellsubstanz + Inhibitor

3 = Modellsubstanz + Kontrolle oder 2. Inhibitor

Rotlicht

Wasserbad 37°C
r ERU TN

Schlauchpumpe
- -

Abbildung 32

Darstellung des Perfusionsmodells. Losung 1, 2 und 3 werden nacheinander durch alle perfundierten
Darmsegmente gepumpt und aller 5 Minuten wird eine Probe entnommen

5.4.4. Mehrstufenperfusion

Die Studien fanden in jedem Fall in einer Dreistufenperfusion, die eine Gesamtzeit von
135 Minuten pro Ratte in Anspruch nahm, statt. Die Perfusion erfolgte an allen
einbezogenen Darmabschnitten parallel. Sdmtliche in den Studien verwendete Substanzen
wurden in Tyrodepuffer unter Zusatz von 1% DMSO als Losungsvermittler geldst und so
der jeweiligen Studie zugefiihrt. Am Anfang der Perfusionsstudie und vor jedem Wechsel
der zu untersuchenden Substanzen erfolgte ein 15-miniitiger Vorlauf mit der applizierten
Substanz oder dem Substanzgemisch, um steady state Bedingungen einzustellen. Danach
erfolgte dann ein 30-miniitiger Durchlauf. Wéhrend dieser 30 Minuten wurde aller 5
Minuten eine Probe pro Darmabschnitt gesammelt, so dass letztlich 6 Proben pro
Darmabschnitt und Substanz oder Mischung fiir die Auswertung zur Verfiigung standen.
Die Dreistufenperfusion zur Membrantransporter-Affinitdt wurde nach folgendem Schema

gleichzeitig im Kolon, Ileum und Jejunum durchgefiihrt:

Perfusat 1 — Modellsubstanz

Perfusat 2 =  Modellsubstanz + Inhibitor

Perfusat 3 — Modellsubstanz + Positivkontrolle
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Die Dreistufenperfusion zur Bestimmung der IC50-Werte der P-gp Hemmung wurde in

zwei Darmabschnitten realisiert und unterlag folgender Struktur:

Jejunum Ileum

1. Modellsubstanz Modellsubstanz
2. | Modellsubstanz + Inhibitor1(Konz.1) Modellsubstanz + Inhibitor2Konz.1)

3. | Modellsubstanz + Inhibitor1(Konz.2) Modellsubstanz + Inhibitor2(Konz.2)

Die Dreistufenperfusion zur Bestimmung der Substrateigenschaften wurde wieder im

Kolon, Ileum und Jejunum mit nachstehendem Design durchgefiihrt.

Perfusat 1 =—>  Modellsubstanz

Perfusat 2 — Modellsubstanz + MRP-Inhibitor

Perfusat 3 — Modellsubstanz + P-gp-Inhibitor

Zur Berechnung der effektiven Permeabilititen wurden ausschlieBlich Daten aus steady

state Bedingungen herangezogen.

5.4.5. Studiendesign

Es wurden drei Arten von Perfusionsstudien durchgefiihrt. Zum einen Kompetitionsstudien
auf P-gp-bzw. MRP-Affinitit mit verschiedenen Modellsubstanzen und Inhibitoren,
Studien zur Ermittlung des IC50-Wertes der P-gp Hemmung mit Saquinavir als
Modellsubstanz und H17 sowie Ritonavir als P-gp Inhibitoren und Studien zur Testung auf

das Ausmal} der Substrateigenschaften des H17s am P-gp und MRP.

5.4.5.1. P-gp Affinititsstudien mit den Modellsubstanzen Talinolol und

Saquinavir

Zunichst wurde mit der Modellsubstanz Talinolol gearbeitet. 10 pM wurden allein und
zusammen mit den auf P-gp Affinitdt zu testenden Substanzen Ritonavir und H17 (jeweils
30 uM) im Tyrode-Puffer bei pH 7,0 und unter Zusatz von 1% DMSO in Losung gebracht.
Danach erfolgte vorab die Einzelperfusion in allen drei Darmabschnitten (Kolon, Ileum,

Jejunum) des Talinolols um Riickschliisse auf dessen Eigenabsorption treffen zu konnen.
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Nach 15-miniitigem Vorlauf kam dann die Mischung aus 10 uM Talinolol und 30 uM H17
oder 30 uM Ritonavir zum Einsatz. Beendet wurde das Experiment jeweils mit der
Perfusion der Mischung aus Talinolol und Positivkontrolle, die im Fall der Testung auf P-
gp Affinitdt mit Vinblastin (100 uM) durchgefiihrt wurde.

Im Anschluss an diese Studie schloss sich ein Perfusionsexperiment mit dem PI Saquinavir
als Modellsubstanz an. Es kamen 20 mikromolare Losungen dieser Substanz zum Einsatz.
Die Perfusionsbedingungen und die Konzentrationen der zugesetzten Inhibitoren

verdanderten sich zur Talinolol-Studie nicht.

5.4.5.2. MRP-Affinititsstudie mit Indometacin als Modellsubstanz

Aufgrund der sich abzeichnenden MRP-inhibitorischen Eigenschaften des eingesetzten
H17s, schloss sich an die P-gp Affinitdts- oder Kompetitionsstudie eine Perfusionsstudie
auf MRP-Affinitit an. Auch hier wurde analog zum vorangegangenen Experiment
verfahren. Lediglich die Modell- und Kontrollsubstanzen fanden gegen solche Austausch,
die anstelle einer P-gp Affinitdit Bindungsverhiltnisse zu MRP eingehen. Als
Modellsubstanz wurde das Indometacin (1 mM) und als Positivkontrolle der starke MRP-
Inhibitor Probenecid (0,25 mM) genutz.

5.4.5.3. Bestimmung des IC50-Wertes der P-gp Hemmung

Auch hier kam die in situ Perfusionsstudic in etwas modifizierter Ausfiihrung zur
Anwendung, denn es wurde nicht mehr nur eine Inhibitorkonzentration perfundiert,
sondern die zu testenden Substanzen Ritonavir und H17 wurden in sechs verschiedenen
Konzentrationen nach dem Schema aus Kapitel 5.4.4. angewendet. Der Versuch
beschrinkte sich daher nicht nur auf eine Ratte sondern auf drei verschiedene
Versuchstiere pro Substanz und perfundiertes Segment. Diese Tiere wurden demnach in
selben Kéfigen und unter selben Bedingungen gehalten, behandelt und gefiittert. Pro Tier
konnten aufgrund der limitierten Versuchsdauer und um sie nicht iiberzustrapazieren zwei
Inhibitorkonzentrationen gestestet werden.

Modellsubstanz war wiederum das Saquinavir. Nachdem also die Modellsubstanz allein
perfundiert wurde, um abermals Riickschliisse auf deren Eigenabsorption ziehen zu
konnen, schloss sich pro Darmabschnitt dann eine Mischung aus Modellsubstanz und der
Inhibitorkonzentration 1, 3 oder 5 an. Nach Sammlung dieser Proben, wurden dann in der
letzten Perfusionsstufe pro Tier und Darmabschnitt jeweils die Inhibitorkonzentrationen 2,

4 oder 6 perfundiert (Tabelle 14). Alle Konzentrationen fiir jede Testsubstanz wurden
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sowohl im Ileum als auch im Jejunum eingesetzt, um fiir jedes Darmsegment

aussagekriftige Daten zu erhalten.

Tabelle 14

Eingesetzte Modulatorkonzentrationen zur Bestimmung des IC50-Wertes der P-gp Hemmung

Inhibitor Testkonzentrationen
Nr. 1 2 3 4 5 6
Ritonavir 15uM 30uM 45uM 60uM 75uM o0uM
H17 15uM 20uM 25uM 30uM 35uM 40uM
5.4.5.4. Testung des H17s auf Substrateigenschaft am P-gp und MRP

Bei der Uberpriifung der Substrateigenschaften wurde analog zu den Kompetitionsstudien
(Studien auf P-gp, oder MRP-Affinitéit) verfahren. Das dimere 1,4-Dihydropyridin H17
diente hierbei als Modellsubstanz, denn nur iiber dessen direkte Bestimmung lieen sich
Aussagen dariiber machen, ob H17 zusitzlich zu seinen inhibitorischen Féahigkeiten auch
Substrat der targetierten Transporter ist.

Hierzu wurde H17 in einer Konzentration von 30uM nach Einstellung der steady-state-
Bedingungen zunichst allein in allen drei Darmabschnitten gleichzeitig perfundiert, um
einen Referenzwert fiir die sich anschlieBende Analytik zu erhalten. AnschlieBBend erfolgte
dann die Koperfusion von H17 mit dem MRP-Inhibitor Indometacin eingesetzt in 1
millimolarer Losung. Der Versuch wurde dann mit der Koperfusion eines starken P-gp
Inhibitors, dem Vinblastin (100 uM), beendet. Die Probensammlung erfolgte wie in
Kapitel 5.4.4. beschrieben, worin sich auch eine Graphik zum Studiendesign befindet.

5.4.6. Berechnungen

5.4.6.1. Wassertransport

Die Berechnung des Wassertransportes erfolgte fiir jedes perfundierte Segment und jede

Probe der Perfusatsammlung unter Benutzung nachstehender Gleichung.

(min - mout)
Wassertransport [%] =100 —
Min
mj, Losungsgewicht bei Eintritt in das Segment
Myt Losungsgewicht bei Austritt aus dem Segment
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Da das Perfusionsvolumen mit 0,2 ml/min bekannt war, war das Verhéltnis my,/mj, die
Basis fiur den Korrekturfaktor der Substanzkonzentration. Er floss somit in die

Berechnungen der effektiven Permeabilitidten mit ein.

5.4.6.2. Intestinale Permeabilitét

Unter Nutzung der von Sinko [1991] erstmals beschriebenen Gleichung wurden die
effektiven Permeabilititen (Pegr [cm/s]) berechnet. Sie beruht auf den Bedingungen und der
Basis des Mixed-tank-Modells''"*:

Q  Flussrate der Schlauchpumpe [ml/min]

Cin . cin  Eingangskonzentration [pg/ml]
Cout Cout Ausgangskonzentration [pg/ml]
Par=Q 2emerel

r  Radius [cm] des Segments

1  Lénge [cm] des Segments

Die effektiven Permeabilititen wurden fiir jede Probe aus jedem perfundierten Segment
berechnet. Die Radien der untersuchten Darmabschnitte betragen im Durchschnitt fiir das

Kolon 0,23 cm und fiir das Ileum sowie das Jejunum jeweils 0,21 cm'*.

5.4.6.3. IC50-Werte der P-gp Hemmung

Die Berechnung der IC50-Werte der P-gp Hemmung erfolgte iiber die Auftragung der
intestinalen Permeabilititen der Modellsubstanz gegen die Konzentrationen der getesteten
Modulatoren. Alle Kurvenanpassungen und nicht linearen Regressionsanalysen wurden
mit Microcal Origin™ Version 7.0 und Prism 4 for Windows ™ Version 4.00
durchgefiihrt.

Der IC50-Wert gibt den Wert an, bei dem die effektive Permeabilitidt der verwendeten

Modellsubstanz 50% betrdgt und wurde abermals nach folgender Gleichung berechnet.

yo  Pesr bei minimaler Modulatorkonzentration

aex’ a  P.ybeil maximaler Modulatorkonzentration

Y=Yot .
+x° b  Hill-Koeffizient

¢ IC50-Wert (uM)
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5.4.7. Statistische Auswertung

Fir jede in situ Perfusionsstudie wurden die effektiven Permeabilititen pro
Sammelintervall und Ratte wihrend der steady-state-Phase ermittelt. Diese Daten wurden
dann fiir jedes Tier und fiir jeden Darmabschnitt gemittelt. Sie sind als Mittelwert + SEM
angegeben.

Um die ermittelten effektiven Permeabilititen abzusichern, wurde ein Trend-Test
durchgefiihrt, um systematische Abweichungen in Abhéingigkeit von der Zeit darlegen zu
konnen®’. Es konnte keine Verdnderung oder Abweichung mit der Zeit festgestellt werden
und ein zeitabhingiger Trend war demzufolge nicht nachzuweisen, so dass wihrend der
Perfusionsstudie auf jeden Fall steady state Bedingungen vorlagen.

Um Aussagen tiiber die statistische Signifikanz zum Unterschied zweier ungepaarter
Gruppen treffen zu konnen, wurde bei den Perfusionsstudien ein zweiseitiger Studentscher
t-Test durchgefiihrt. Signifikanz wurde mit einem Wert von p < 0,05 festgesetzt’'. Waren
die zu untersuchten Gruppen verbunden aber voneinander abhédngig, wie beispielsweise bei
der Perfusion ohne und spéter mit Inhibitor, wurde der nichtparametrische Wilcoxon-
Paardifferenzen-Test angewendet. Signifikanz der unterschiede der Mittelwerte wurde

auch hier mit p < 0,05 festgelegt.

5.5. HPLC Analytik

5.5.1. Chemikalien und Geriate

5.5.1.1. Chemikalien

A-86093.0 (interner Standard) ((5S, 8S, 10S, 11S)-9-Hydroxy-2-cyclopropyl-5-(1-
methylethyl)-1-[2-(1-methylethyl)-4-thiazolyl]-3,6-
dioxo-8,11-bis(phenylmethyl)-2, 4, 7, 12-
tetraazatridecan-13-oic acid, 5-thiazolylmethylester,

Abbott, North Chicago, Illinois, USA

Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ammoniak Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Dichlormethan Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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HI17

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol
Methyl-tert.-butylether
Natriumhydrogenphosphat

rac-Pindolol

Ritonavir

Salzsdure

Saquinavir

Stickstoff 5.0

rac-Talinolol

Triethylamin

5.5.1.2. Gerite

Datenauswertung

HPLC Autosampler
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3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-diazahexacyclo[6.4.0.0>7.0*!".0>'%]dodecan
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Apolda, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Apolda, Deutschland
1-(4-Indolyloxy)-3-isopropylamino-2-propanol, Sandoz
AG, Basel, Schweiz
[5S-(5R*,8R*,10R*,11R*)]-10-Hydroxy-2-methyl-5-(1-
methylethyl)-1-[2-(1-methylethyl)-4-thiazolyl]3,6-dioxo-
8,11-bis(phenylmethyl)-2.4,7,12-tetraazatridecan-13-
sdure-5-thiazolylmethylester, Ritonavir, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

(38, 4aS, 8aS)-2-[(2R,3S)-3-([Na-(2-
chinolylcarbonyl)asparaginyl]amino)-2-hydroxypropyl]-
N-tert-butylperhydroisochinolin-3-carboxamid,

Messer Griesheim, Deutschland
(RS)-1-(4-[3-(tert-Butylamino)-2-
hydroxypropoxy]phenyl)-3-cyclohexylurea,
Arzneimittelwerk Dreseden, Radebeul, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Windows XP, Microsoft Excel XP, Microsoft
Corporation, USA

Microcal Origin™ Version 7.0 Microcal Software,
Northampton, USA und Prism 4 for Windows ™ Version
4.00, GraphPad Software Inc., Software MacKiev™,
Kiev, Ukraine

AS-2000A, Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland
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HPLC-Detektor (Dioden- L 4500 DAD, Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland
Array)

HPLC-Pumpe L 6000 Pump, Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland
HPLC-Séulen Talinolol:

Hauptsdule: Chiraspher NT, Sum, 250 « 4mm, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Vorsdule:  LiChroCART® 4-4, LiChrospher® 100 Diol,
Sum, 4 « 4mm, Merck, Darmstadt, Deutschland

Saquinavir, Indometacin:

Hauptsaule: ChromCart® Inertsil ODS-2 Cis, Sum, 150 «

4,6mm, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Vorsdule:  ChromCart® CC 8/4 Inertsil ODS-2, 5pum
5 « 3mm, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

HPLC-Software Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnetriihrer Magnetic Stirrex HI 300 N, Hanna Instruments, Vertrieb
durch Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

pH-Meter Jonway 3051, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Probenaufkonzentrator Techne SC-3/DB-3, Techne Cambridge Ltd., Coxford
Cambridge, England

Schiittler Thys 2, MLW Labortechnik [lmenau, Ilmenau,
Deutschland

Zentrifuge Labofuge 400 R, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

5.5.2. Bestimmung von Talinolol enantioselektiv

5.5.2.1. Chromatographische Bedingungen

Die HPLC-Methode zur Bestimmung von Talinolol wurde von Wetterich et al. [1996]
beschrieben'® und findet bei der Quantifizierung von Taliolol hiufig Anwendung. Zur

Trennung des Enantiomerenpaars wurde eine chirale stationdre Phase verwendet. lhre
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Oberflaiche wurde mit Poly(N-acryloyl)-S-phenylalaninethylester impragniert. Die chirale
stationdre Phase besteht aus Silikagel (Abbildung 33).

o]
/ NH o}
- Si—O0—Si——

Abbildung 33

Chiraspher NT Saulenmaterial

Als Hauptséule wurde eine ChirSpher NT-Sédule mit einem Partikeldurchmesser von 5 pm
und einer Lénge von 250 ¢« 4 mm verwendet. Als Vorsdulen wurden die dazu angebotenen
LiChroCart 4-4, LiChrospher 100 Diol-Sdulen mit einer Porengréfle von Sum und
LiangenmalBlen von 4 ¢ 4mm genutzt. Die mobile Phase bestand aus Ethanol mit einem
Zusatz von 0,05% Triethylamin.

Die Elution erfolgte isokratisch bei einem Druck von 110-125 kg/cm’. Die Flussrate betrug
0,3 ml/min und die Detektion erfolgte mit einem Dioden-Array-Detektor iiber einen
Wellenldngenbereich von 200-300 nm. Die Spektren wurden bei einer Wellenldnge von
245 nm ausgewertet. Die Retentionszeiten betrugen fiir S-Talinolol 16,0+1,2 min, fiir R-
Talinolol 18,2+1,3 min, fiir S-Pindolol 21,0+0,9 min und fiir R-Pindolol 21,6+1,7 min
(Abbildung 34).
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Abbildung 34

Chromatogramm der Enantiomerentrennung des Analyten Talinolol und dem internen Standard Pindolol
nach Extraktion aus Tyrode-Puffer erfasst bei A=245 nm. Im 3D-Dioden-Array-Spektrum (oben rechts) ist zu
erkennen, dass sich Pindolol iiber den gesamten Bereich von 220-300 nm bestimmen lassen konnte, Talinolol
nur bis 260 nm.

5.5.2.2. Probenbehandlung

Aus den Proben, welche aus der Perfusionsstudie mit Talinolol als Modellsubstanz
resultierten, wurden 100 pl entnommen. Diese wurden dann mit dem internen Standard
Pindolol (2000 ng/50 pl) versetzt. Anschlieend erfolgten eine Zugabe von 0,1 ml 1 M
Natronlauge und die Extraktion mit einer Mischung aus Dichlormethan und Isopropanol
(95:5, 3 ml) auf einem Horizontal-Schiittler fiir 15 Minuten. Um nach diesem ersten
Extraktionsschritt eine schnelle Phasentrennung zu erreichen, wurden die Proben bei 2500
Upm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach erfolgte ein Waschen der Proben mit 0,5 ml
0,1 M Natronlauge gefolgt von einer abermaligen Extraktion auf dem Horizontal-Schiittler
fir weitere 15 Minuten. Die Phasentrennung wurde wiederum durch S5-miniitige
Zentrifugation unter vorherigen Bedingungen beschleunigt. Der Separation der
organischen Phase schloss sich ein Eindampfen unter Stickstoffatmosphére bei 40°C an.
Der entstandene Riickstand wurde in 80 pl Methanol wieder aufgenommen, wovon 50 pl

der HPLC-Analyse zugefiihrt wurden.
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5.5.2.3. Validierung

Die Nachweisgrenze liegt fiir das Enantiomerenpaar R- und S-Talinolol bei Verwendung
des Dioden-Array-Detektors bei 40 ng/ml und die Bestimmugsgrenze bei 120 ng/ml.
Ansonsten entsprachen die Validierungsparameter den von Hanafy [2001] verdffentlichten

Daten™.
5.5.3. Bestimmung von Saquinavir

5.5.3.1. Chromatographische Bedingungen

Eine HPLC-Methode zur simultanen Bestimmung von Indinavir, Nelfinavir, Saquinavir
und Ritonavir wurde von Hugen et. al [1999] beschrieben. Sie basiert ebenso auf einem
Extraktionsverfahren zweier fliissiger Phasen gefolgt von einer Gradientenelution™. Da
wechselnde Laufmittelzusammensetzungen mit dem zur Verfiigung stehenden Gerét nicht
l6sbar waren, wurde die Methode in modifizierter Form mit einer isokratischen Elution
durchgefiihrt.

Die Hauptsdule und somit stationdre Phase stellte eine Umkehrphasen C;g-Sdule
(ChromCart”® Inertsil ODS-2) mit einem Partikeldurchmesser von 5um und einer Linge
von 150 * 4,6 mm dar. Als Vorsiule wurde eine zum System passende ChromCart”® CC 8/4
Inertsil ODS-2-Saiile mit einer Porengroe von Sum und den Abmaflen 5 ¢ 3 mm
verwendet.

Die Mobile Phase setzte sich aus Acetonitril und Phosphatpuffer im Verhéltnis 1:1
zusammen. Der pH Wert des Laufmittels wurde mit Natriumhydrogenphosphat (50 mM)
auf 5,63 eingestellt’’. Die Elution erfolgte isokratisch bei einem Druck von 110-125
kg/cm’. Die Flussrate betrug 0,9 ml/min und die Detektion erfolgte mit einem Dioden-
Array-Detektor liber einen Wellenldngenbereich von 200-300 nm; die Erfassung des
Spektrums bei einer Wellenldnge von 240 nm. Fiir die eingesetzten Substanzen ergaben

sich die in Tabelle 15 angegebenen Retentionszeiten.

Tabelle 15

Retentionszeiten fiir H17, Saquinavir, Ritonavir und den internen Standard A-86093.0

H17 Saquinavir Ritonavir A-86093.0

Retentionszeit [min] 2,5+0,3 10,5+0,5 18,0+1,2 13,8+0,9
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Ein repriasentatives Chromatogramm der Analyten und des internen Standards sind in

Abbilung 35 dargestellt.
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Abbildung 35

Chromatogramm der Trennung von H17, Saquinavir, Ritonavir und des internen Standards A-86093.0 bei
A=240 nm

5.5.3.2. Probenbehandlung

Aus den Proben wurde jeweils 500 pl entnommen und mit 0,5 ml 0,1 M
Ammoniumhydroxid-Lésung, 4500 ng/300 pl internen Standard (20 uM A-86093.0) sowie
5 ml Methyl-tert.-butylether versetzt. Danach erfolgte die Extraktion auf einem Horizontal-
Schiittler fiir 15 Minuten, gefolgt von einer Zentrifugation bei 2500 Upm fiir 5 Minuten.
Dann wurde die organische Phase von der wdssrigen separiert und unter
Stickstoffatmosphire eingedampft. Die eingedampfte Probe wurde dann in 100 pl
Acetonitril wieder aufgenommen und 80 pl davon konnten dann in die HPLC injiziert

werden.

5.5.3.3. Validierung

Um abzusichern, ob ein Verfahren gleich bleibende verldssliche und richtige Daten liefert,
ist eine Qualitdtssicherung vor allem mit den statistischen Parametern Selektivitidt bzw.

Spezifitét, Linearitét, Richtigkeit und Prizision unumgénglich.
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5.5.3.3.1.  Spezifitit

Um sicher zu gehen, dass das Signal eines Analyten auch in Gegenwart von anderen
Substanzen nur von seiner eigenen Konzentration herriihrt, bestimmt man die Spezifitit
oder Selektivitdt einer Methode. Bei der Detektion von Saquinavir wurde der Tyrode-
Puffer als Ausgangsmatrix verwendet. Es konnte sichergestellt werden, dass erstens die
Matrix nicht mit dem Signal des Analyten interferierte und dass zweitens auch bei Zugabe
anderer Modulatoren keine Storungen des Signals auftraten. Die Selektivitit wurde in
Anwesenheit aller einsetzbaren Modulatoren bestimmt. Dabei konnte Saquinavir in jedem

Fall interferenzfrei bestimmt werden.

5.5.3.3.2. Linearitit

Aussagen ob ein Signal einer Testsubstanz proportional zu seiner Konzentration wéchst
oder abfillt konnen mit Hilfe der Linearitdt einer Methode gemacht werden.

Tyrode-Puffer wurde mit sechs verschiedenen Konzentrationen an Saquinavir versetzt und
die Linearitdt in einem Konzentrationsbereich von 1000 ng-20 pg/ml nachgewiesen. Die
linearen Regressionen, Steigungen und Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 16

dargestellt und wurden mit Hilfe von Microcal Origin™ Version 7.0 erstellt.

Tabelle 16

Linearitatsparameter der Kalibriergeraden zur Bestimmung von Saquinavir aus Tyrode-Puffer (n=8)

Konzentrationsbereich | Korrelations- Achsen-
SEM | Anstieg | SEM SEM
[ng/ml] koeffizient abschnitt
1000-20000 0,997 0,002 | 0,366 | 0,033 | -0,058 | 0,323
5.5.3.3.3.  Richtigkeit und Prizision

Inwieweit ein Wert mit den gemittelten Werten aller Daten tibereinstimmt, kann {iber die
Richtigkeit einer Methode beschrieben werden. Sie wird als relative Abweichung in %

angegeben. Es werden systematische Fehler erfasst.

(gemessener Wert — wahrer Wert)

Richtigkeit [%] = 100 ¢
wahrer Wert

Die Prézision einer Methode hingegen gibt die Streuung innerhalb einer Messreihe bei

gegebenen Bedingungen an. Uber die Prizision werden zufillige Fehler erfasst und sie
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wird als relative Standardabweichung oder besser Variationskoeffizient ebenfalls in %

angegeben.

Standardabweichung
Mittelwert

Variationskoeffizient [%] = 100

Die entsprechenden Daten fiir Saquinavir sind in Tabelle 17 aufgefiihrt und belegen, dass
die Substanz im untersuchten Konzentrationsbereich von 1000 ng-20 pg/ml einwandfrei

analysierbar ist.

Tabelle 17

Richtigkeit und Prézision fiir das Analyseverfahren zur Bestimmung von Saquinavir aus Tyrode-Puffer

_ Konzentration | Richtigkeit Prizision
Matrix

[ng/ml] [70] [“o]

1000 2,90 4,59

2500 3,10 4,47
=
]

g 5000 3,36 4,63
A
(]

kS 10000 3,41 4,15
=
=

15000 2,23 5,68

20000 2,15 3,59

5.5.3.3.4. Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Als Nachweisgrenze wird die Konzentration des Analyten bezeichnet, bei der das
Detektionssignal noch mit angemessener Sicherheit von einem Leerwert unterschieden
werden kann. Dieser Wert muss wenigstens dreimal groB3er als das ,,Grundrauschen® sein.
Saquinavir zeigte bei dem verwendeten Detektor eine Nachweisgrenze von 83 ng/ml.

Die Bestimmungsgrenze hingegen verweist auf die Konzentration, die noch mit
ausreichender Richtigkeit und Prizision ermittelt werden kann. Hierbei sollte die Prézision
einen Wert von 15% nicht {ibersteigen. Fiir Saquinavir blieb die Prézision unter 15%.

Seine Bestimmungsgrenze ergab sich daraus zu 160 ng/ml.
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5.5.4. Bestimmung von Indometacin

5.5.4.1. Chromatographische Bedingungen und Probenbehandlung

Seit den achziger Jahren existieren einige etablierte Methoden zur quantitativen
Bestimmung des Indometacins mit Hilfe der HPLC>''.

Samtliche chromatographischen Bedingungen und Plasmaproben-Aufarbeitungen wurden
wie von Stubbs [1986] beschrieben durchgefiihrt''®. Das Siulenmaterial war das gleiche,

welches auch zur Quantifizierung des Saquinavirs herangezogen wurde.

5.5.4.2. Validierung

Die Nachweisgrenze des Indometacins lag bei Verwendung des Dioden-Array-Detektors
bei 50 ng/ml und die Bestimmungsgrenze bei 180 ng/ml. Ansonsten entsprachen die

Validierungsparameter den von Stubbs [1986] verdffentlichten Daten''®.
5.5.5. Bestimmung von H17

5.5.5.1. Chromatographische Bedingungen

Eine HPLC-Methode zur Bestimmung des H17s wurde von Eisenschmidt [2005]
entwickelt*®. Hierbei wurde ebenfalls das gleiche Saulenmaterial wie bei der Bestimmung
von Saquinavir (Kapitel 5.5.3.) verwendet. Das Laufmittel setzte sich aus einer Mischung
aus Acetonitril und Wasser (80:20) zusammen. Die Elution erfolgte isokratisch bei einem
Druck von 110-125 kg/cm® und einer Flussrate von 1 ml/min. Ein interner Standard wurde
durch die Acetylierung des H17s an allen Hydroxymethylgruppen erhalten und somit
wurde eine direkte Quantifizierung von H17 aus den Perfusatproben méglich®. Die
Retentionszeiten betrugen fiir H17 4 Minuten und fiir den internen Standard AEl 9
Minuten. Das Spektrum wurde mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektors in einem
Wellenldngenbereich von 200-400 nm aufgenommen. Die Auswertung des Spektrums

erfolgte bei 240 nm.

5.5.5.2. Probenbehandlung

Aus den gesammelten Perfusatproben wurden je 500 pl entnommen, gefolgt von einer
Zugabe von 0,5 ml Ammoniaklésung (0,1 M) und 50 pl internem Standard
AEl (40 pg/ml). Nach Zugabe von 3 ml Chloroform erfolgte eine 30-miniitige
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Extraktionsphase auf einem Horizontal-Schiittler. Fiir eine schnelle und optimale
Phasentrennung schloss sich der Extraktion eine Zentrifugation bei 2000 U/min an. Danach
wurde die organische Phase abgetrennt und unter Stickstoffatmosphédre bei 40°C
eingedampft. Der verbliebene Riickstand wurde in 100 pl Laufmittel (Acetonitril: Wasser;
80:20) wieder aufgenommen. Davon gelangten dann 80 ul zur Analyse in die HPLC.

5.5.5.3. Validierung

Die Nachweisgrenze des HI17s lag bei dieser Methode bei 1 pg/ml und die
Bestimmungsgrenze bei 2,5 ng/ml. Ansonsten entsprachen die Validierungsparameter den

von Eisenschmidt [2005] ermittelten Daten™®.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Seit der Entwicklung des Lebens existieren Resistenzmechanismen, die sich im Laufe der
Zeit immer weiter differenzierten. Immer hdufiger werden neuartige Strukturen, die fiir
diverse Resistenzmechanismen verantwortlich gemacht werden entdeckt. Eine relativ
neuartige Form der Resistenz ist das Phinomen der Multidrug-Resistance (MDR), einer
vom Korper entwickelten Form der Resistenz, deren Entdeckung auf das Jahr 1976
zuriickgeht™. Der immensen Bedeutung, die ihr bei der Ausschleusung zahlreicher
Arzneistoffe aus den Zielzellen und der damit einhergehenden unzureichenden
Akkumulation dieser Pharmaka im Organismus zuteil wird, gilt erst seit kurzem
intensivere  Aufmerksamkeit. ~Mittlerweile ~wurden zahlreiche Membran- und
Halbtransporter beschrieben, die offensichtlich alle ihren Teil zur Ausbildung der MDR
beitragen. Uber die meisten von ihnen ist kaum mehr bekannt, als das Gewebe in welchem
sie entdeckt wurden. Welche Rolle sie im Kontext der MDR spielen bleibt weiterhin
Thema zahlreicher Forschungsvorhaben.

Die Targetierung der membranstidndigen exsorptiven Transporter P-gp und MRP stand im
Mittelpunkt dieser Arbeit.

Bisher werden einige wenige Substanzen als direkte Modulatoren von
Membrantransportern eingesetzt. Kiirzlich erhielt das nichtimmunosuppressiv wirkende
Cyclosporin-Analogon PSC 833 (Valspodar™) als erster, ausschlieBlich zur P-gp-
Modulation eingesetzter  Arzneistoff, die Zulassung der  zustindigen
Authorisierungsbehdorden und der HIV-Proteaseinhibitor Ritonavir wird neben seiner
CYP3A4 hemmenden Wirkung auch aufgrund seiner hoheren Affinitit zu P-gp mit dem
verwandten Saquinavir koadministriert, um dessen exsorptiven Transport iiber P-gp zu
reduzieren’. Auf diese Weise konnten die Dosierungen des nebenwirkungsreichen
Saquinavirs insofern eingeddmmt werden, dass die Therapie auf einige bisher stark
nebenwirkungsempfindliche Patienten ausgedehnt werden konnte. Somit sind auch fiir
solche Patienten entscheidende Verbesserungen in der Compliance zu erwarten’>°,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Studien mit neuartigen dimeren 1,4-
Dihydropyridinen und Vergleichssubstanzen, wie Ritonavir, auf Affinitdit zu diesen
Transportproteinen durchgefiihrt. Urspriinglich wurden die dimeren 1,4-Dihydropyridine
als neuartige Gruppe nichtpeptidischer HIV-Proteasechemmer entwickelt. Durch ihren

strukturellen Aufbau mit lipophilen Strukturelementen und tertidren Stickstoffatomen lag

113



6. Zusammenfassung und Ausblick

die Vermutung einer MDR-Modulation allerdings nahe'**. Mit verschiedenen etablierten
Modellen und analytischen Methoden konnte das modulatorische Potenzial dieser
Substanzen aufgezeigt werden. Zuerst wurde die Verdrangung von radioaktiv markierten
P-gp-Substraten gemessen, gefolgt von einem Fluoreszenz-Uptake-Assay sowohl an P-gp
(L5178Y und L5178YVMDR) als auch an MRP (MDA-MB-231, ATCC: HTB26)
exprimierenden Zelllinien. Aus diesem Assay gingen die dimeren 1,4-Dihydropyridine HX
(1), H17 (2) und die JW-Typen (20-22) als einige der bisher am stirksten P-gp
modulatorisch wirkenden Substanzen hervor, die allesamt als zelluntoxisch einzustufen
waren, was durchgefiihrte Zytotoxizititsuntersuchungen belegten. In darauf folgenden
Evaluierungen von Struktur-Wirkungsbeziehungen konnte eine fiir diese Molekiilgruppe
ideale Zusammenstellung einer effektiven P-gp-Modulation gefunden werden. Hieriiber
wiederum liefen sich Aussagen iiber eine diskutierte Symmetrie des P-gps bzw. zu dessen
Substrat-Bindungsregion ableiten. Da die affinsten Substanzen eine strenge Co-Symmetrie
aufwiesen und deren modulatorisches Potenzial mit der Reduktion symmetrischer
Elemente aus dem Molekiil sank, konnte in dieser Arbeit eine begriindete Vermutung einer
Co-Symmetrie der P-gp Bindungsstelle der Modulatoren postuliert werden. Auch in darauf
folgenden in situ Studien am perfundierten Rattendarm konnten die Erkenntnisse aus dem
Fluorescence-Uptake-Assay bestitigt werden. Hierbei ergaben sich neue Hinweise auf eine
eventuell zusétzliche Affinitit eines Vertreters der dimeren 1,4-Dihydropyridine, dem H17,
zu MRP. Durch eine Modifizierung des Perfusionsmodells mit einem MRP-Substrat wurde
diese Vermutung bekréftigt. Eine direkte Bestimmung von IC50-Werten der P-gp
Inhibierung zeigte, dass H17 dem Ritonavir weit liberlegen war. Ungefdhr halb soviel
Substanz wurde benétigt, um den inhibitorischen Effekt des Ritonavirs zu erreichen. Uber
weitere Studien an einer MRP-exprimierenden Zelllinie (HTB-26), konnte fiir H17 im
Vergleich mit einem der stirksten MRP-Inhibitoren, dem Probenecid''!, ein MRP-
inhibitorisches Potenzial aufgezeigt werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen
zeigten ein Potenzial fiir einen eventuellen klinischen Einsatz als direkte P-gp-
Modulatoren. HI17 inhibierte zusidtzlich effektiv. MRP-Typen. Thre inhibitorischen
Aktivititen tibertrafen die bisher bekannter und eingesetzter Modulatoren bei geringerer
Zytotoxizitdt um ein Vielfaches. In weiteren Untersuchungen erwies sich die in Vertretung
fiir diese Substanzklasse untersuchte Verbindung H17 im Vergleich zur Permeabilitit von
Saquinavir, Talinolol, und Indometacin als ein schwaches P-gp bzw. MRP-Substrat, was
einen groBen Vorteil in Bezug auf die Uberwindung der MDR darstellt; sind doch durch

diese Eigenschaften grofftmdgliche Inhibitionsraten bei gering einzusetzender
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Konzentration zu erwarten. Zudem erdffnen sich Perspektiven einer Kombinationstherapie
bei der Behandlung von HIV-infizierten Patienten, da die meisten dimeren 1,4-
Dihydropyridine als Inhibitoren der HIV-Protease beschrieben sind*, was im Rahmen
eines weiteren Promotionsvorhabens untersucht wurde. Beispielsweise konnten sie anstelle
des Ritonavirs mit Saquinavir oder anderen HIV-Proteaseinhibitoren, wie Ritonavir selbst,
koadministriert werden, denn mittlerweile ist bewiesen, dass auch die peptidischen HIV-
Proteaseinhibitoren Substrate des P-gps sind’'. Die dimeren 1,4-Dihydropyridine kénnten
somit intensiv zur Uberwindung der MDR in diese Form der Resistenzausbildung
eingreifen und die Wirkungsweise der bisher verwendeten Proteaseinhibitoren bei
geringerer zum Einsatz kommender Konzentration steigern. Um diesen wiinschenswerten
Weg beschreiten zu konnen, gilt es noch einiges mehr iiber die Spezifitit, Selektivitdt und
das eigentliche Ausmal3 der Membrantransporterhemmung durch diese Substanzgruppe zu
untersuchen. Auflerdem ist noch wenig dariiber bekannt, ob eine Daueranwendung dieser
Verbindungen nicht ebenso Resistenzerscheinungen hervorruft, oder ob die dimeren 1,4-
Dihydropyridine diesbeziiglich nicht auch ein gewisses Potenzial zur Induktion des P-gps
bzw. MRPs bergen, wie es beispielsweise fiir den HIV-PI Ritonavir beschrieben wurde™.
Dies Aufzukldren ist eine der kommenden und gleichzeitig naheliegendsten Aufgaben.
Ungeachtet dessen bleibt das inhibitorische Potenzial unumstritten und wenn die dimeren
1,4-Dihydropyridine ebenso Affinititen zu MRP4 zeigen wiirden, dann konnte dies in
entscheidendem Mafe, zusitzlich zu ihrer P-gp und MRP-inhibitorischen Komponente, zur
Uberwindung der MDR auch bei der HIV-Therapie mit Reverse Transkriptase-Inhibitoren
beitragen, da die korpereigenen Resistenzausbildungen gegen die Reversen Transkriptase-
Inhibitoren zu einem groBen Teil auf das MRP4 zuriickzufiihren sind'”'. Weil noch wenig
tiber die Spezifitdit der MRP-Inhibierung der dimeren 1,4-Dihydropyridine bekannt ist,
scheint dieser Ansatz, wie auch viele andere auf diesem Gebiet, mehr als denkbar.
Zuséatzlich konnten durch weiterfiihrende Untersuchungen der Molekiilsymmetrie noch
genauere Aussagen iiber die Struktur des P-gps bzw. dessen Substrat-Bindungsstellen
getroffen werden. Nach dieser Abhandlung {iber die fiir die Ausbildung der MDR
verantwortlichen Membran-Transporter der ABC-Superfamilie wird evident, warum eine
Hemmung solcher Molekiilpumpen in vivo bisher wenig erfolgreich war. Im Organismus
liegt jeweils die gesamte Anzahl dieser Strukturen vor und es ist mehr als wahrscheinlich,
dass wegen der mangelnden Selektivitit der bisher eingesetzten Modulatoren, kaum
klinische Erfolge bei der Uberwindung der MDR zu verzeichnen waren. AuBerdem

erfiillen fast alle Membran-Transporter eine physiologische Aufgabe. Ein Totalausfall
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einer Molekiil-Efflux-Pumpe kann teilweise zu erheblichen Schiden im Organismus
fihren'®. Es ist also erstrebenswert eine Substanz einzusetzen, die gute
Modulationseigenschaften an den untersuchten Membran-Transportern aufweist, aber
gleichzeitig auBBerordentlich selektiv einsetzbar ist. Sie sollte also mdglichst zielgenau nur
Efflux-Pumpen aus proliferativem Gewebe oder anderen Stellen im Organismus, die fiir

einen unerwiinschten physiologischen Efflux von Arzneistoffen sorgen, modulieren.
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Anhang

1.  Verbindungen

H,C0

1 (HX)

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-methoxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*'.0>1%]
dodecan

2 (H17)

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>1%]
dodecan

H,C0

3, 9-Ditert.butyloxycarbonyl-1, 5, 7, 11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'11'05'10]dodecan

3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'1dodecan

XII




Anhang

3,9-Dibenzyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*"".0>']dodecan

3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-
1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*1.07'0 ]
dodecan

HaCO

CH

5a

3,9-Ditert.butyloxycarbonyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-bis(4-
methoxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*".0%!%]dodecan

3-Tert.butyloxycarbonyl-9-benzyl-
1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-6-phenyl-12-
(4-methoxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!.0%1%]
dodecan

aH,

@

%

XIII




Anhang

7 (Ritonavir)

[5S-(5R*,8R*,10R*,11R*)]-10-Hydroxy-2-
methyl-5-(1-methylethyl)-1-[2-(1-
methylethyl)-4-thiazolyl]3,6-dioxo-8,11-
bis(phenylmethyl)-2,4,7,12-tetraazatridecan-
13-sdure-5-thiazolylmethylester

8

3,9-Dibenzyl-1,7-dihydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'11.05'10]dodecan

PyPhCH3

©)

OCHy

H3CO

3,9-Dimethyl-1,7-dihydroxymethyl-6,12-
diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>']dodecan

10 (JW41)
1,5,7,11-Tetrahydroxymethyl-3,9-bis(4-
methoxybenzyl)-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>1%]
dodecan

HO Cl

0

A
&

13

3-Chloro-4-phenyl-
benzo[4,5]furo[2,3]pyridin-6-o0l

15

1,7-Dihydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diphenyloxycarbonyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*!".0>'%]dodeca

X1V




Anhang

16

1,7-Dihydroxymethyl-3,9-
dimethyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*".0%!%]dodecan

17
1,7-Dihydroxymethyl-3,9-di-
tert.butyloxycarbonyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '0>!%dodeca
n

OCH,

19

3Tetrabutyloxycarbonyl-9-benzyl-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6-(4-methoxyphenyl)-
12-phenyl-3,9-diaza-
hexacyclo[6.4.0.0>7.0*'".0°'*|dodecan

19a

3-Tetrabutyloxycarbonyl-9-(4-
methoxyphenyl)-1,5,7,11-
tetrahydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diaza-
hexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'1dodecan

20 (JW 46b)

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(4-hydroxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.02'7.04'1 '.0>'1dodecan

21 (JW 53)

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-
6,12-bis(3-hydroxyphenyl)-3,9-
diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*1.0%1%]
dodecan

Q.
%
,
iy,

@\/ i
‘ OH O
it
=
/

C\H " /N

%
= —

XV




Anhang

22 (JW 46a) H19

3,9-Dibenzyl-6,12-bis(4-benzyloxyyphenyl)- Diethyl-1,5-dibenzyl-1, 5, 8, 8bp-tetra-
1,5,7,11-tetrahydroxymethyl-3,9- hydrro-4ap, 8ap-dihydroxymethyl-4,8-

diazahexacyclo[6.4.0.0%7.0*'".0°'"]dodecan | diphenylcyclobuta[1,2-b:3,4-b’]dipyridin-

3,7(4H,4bpH)dicarboxylat

N

H /O A\ COOH
R | | ||
e N T e NN
@ | >_<’=>,
e L \ / Cl
§ N

Verapamil Indometacin
(RS)-2-Isopropyl-2,8-bis(3,4- 1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-
dimethoxyphenyl)-6-methyl-6-azaoctannitril 3-indolessigséure
{f:EH]r]EN — DES EODH

Probenecid

N,N-(Dipropylsulfamoyl)-benzoeséure

XVI




Anhang

2. Daten MTT-Assay

Absorptionen der untersuchten Substanzen bei neun verschiedenen Konzentrationen

Konzentration Substanz

[LM] HX(1) | SEM | H17() | SEM 3 SEM 4 SEM 4a SEM

Absorption
0,1171875 0,368 0,016 0,328 0,012 0,282 0,007 0,381 0,014 0,379 0,017
0,234375 0,312 0,012 0,318 0,011 0,296 0,007 0,356 0,013 0,351 0,016
0,46875 0,327 0,013 0,313 0,011 0,306 0,008 0,355 0,013 0,359 0,016
0,9375 0,266 0,011 0,227 0,008 0,302 0,008 0,348 0,013 0,351 0,016
1,875 0,185 0,008 0,218 0,007 0,311 0,008 0,296 0,011 0,294 0,013
3,75 0,189 0,008 0,214 0,007 0,288 0,007 0,254 0,009 0,233 0,010
7,5 0,16 0,007 0,204 0,007 0,189 0,005 0,182 0,007 0,198 0,009
15 0,153 0,006 0,172 0,006 0,194 0,005 0,156 0,006 0,161 0,007
30 0,099 0,004 0,113 0,004 0,08 0,002 0,11 0,004 0,111 0,005

XVII




Anhang

Konzentration Substanz
Ritonavir
[uM] 5 SEM 5a SEM 6 SEM (7) SEM 8 SEM
Absorption
0,1171875 0,361 0,005 0,408 0,010 0,39 0,017 0,47 0,009 0,491 0,007
0,234375 0,384 0,005 0,399 0,010 0,359 0,015 0,455 0,009 0,482 0,007
0,46875 0,319 0,004 0,342 0,008 0,352 0,015 0,364 0,007 0,467 0,006
0,9375 0,332 0,004 0,342 0,008 0,335 0,014 0,389 0,007 0,426 0,006
1,875 0,325 0,004 0,345 0,008 0,295 0,013 0,271 0,005 0,352 0,005
3,75 0,242 0,003 0,239 0,006 0,236 0,010 0,233 0,004 0,22 0,003
7,5 0,127 0,002 0,224 0,005 0,173 0,007 0,102 0,002 0,14 0,002
15 0,13 0,002 0,189 0,005 0,159 0,007 0,092 0,002 0,128 0,002
30 0,074 0,001 0,082 0,002 0,094 0,004 0,052 0,001 0,074 0,001
Konzentration Substanz
[uM] 9 SEM 10 SEM 13 SEM 15 SEM 16 SEM
Absorption
0,1171875 0,53 0,025 0,532 0,023 0,483 0,016 0,082 0,002 0,117 0,004
0,234375 0,429 0,020 0,465 0,020 0,488 0,016 0,077 0,002 0,107 0,004
0,46875 0,402 0,019 0,426 0,019 0,462 0,016 0,071 0,001 0,102 0,003
0,9375 0,376 0,018 0,392 0,017 0,405 0,014 0,059 0,001 0,101 0,003
1,875 0,359 0,017 0,367 0,016 0,371 0,012 0,052 0,001 0,096 0,003
3,75 0,32 0,015 0,34 0,015 0,279 0,009 0,052 0,001 0,089 0,003
7,5 0,228 0,011 0,243 0,011 0,185 0,006 0,049 0,001 0,071 0,002
15 0,145 0,007 0,202 0,009 0,136 0,005 0,046 0,001 0,055 0,002
30 0,107 0,005 0,137 0,006 0,149 0,005 0,048 0,001 0,06 0,002
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Konzentration Substanz
[LM] 17 SEM 19 SEM 192 | SEM |JW46b(20)| SEM | Jws3(21) | SEM
Absorption
0,1171875 0,157 0,005 0,388 0,010 0,357 0,007 0,178 0,010 0,166 0,015
0,234375 0,142 0,004 0,374 0,010 0,334 0,007 0,160 0,011 0,172 0,025
0,46875 0,134 0,004 0,322 0,009 0,312 0,006 0,152 0,008 0,162 0,021
0,9375 0,105 0,003 0,322 0,009 0,296 0,006 0,182 0,018 0,186 0,013
1,875 0,073 0,002 0,318 0,009 0,224 0,005 0,147 0,020 0,203 0,101
3,75 0,05 0,001 0,214 0,006 0,184 0,004 0,158 0,015 0,197 0,008
7,5 0,039 0,001 0,196 0,005 0,173 0,003 0,178 0,008 0,202 0,004
15 0,038 0,001 0,169 0,005 0,159 0,003 0,210 0,019 0,193 0,008
30 0,034 0,001 0,112 0,003 0,099 0,002 0,214 0,007 0,281 0,024
Konzentration Substanz
DMSO DMSO"®
[uM] 22 SEM 1% SEM 1% SEM
Absorption
0,1171875 0,426 0,010 0,449 0,013 0,528 0,018
0,234375 0,411 0,010 0,45 0,013 0,482 0,016
0,46875 0,405 0,010 0,446 0,013 0,466 0,016
0,9375 0,388 0,009 0,414 0,012 0,46 0,016
1,875 0,378 0,009 0,411 0,012 0,441 0,015
3,75 0,336 0,008 0,397 0,012 0,427 0,014
7,5 0,354 0,009 0,408 0,012 0,408 0,014
15 0,322 0,008 0,392 0,012 0,437 0,015
30 0,369 0,009 0,401 0,012 0,444 0,015
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3. Daten Fluorescence-Uptake-Assay zur Uberwindung der
MDR in P-gp exprimierenden Tumor-Zellen

3.1. Screen
Fluorescence Peak
Verbindungen pl FSC SSC FL-1 Activity ch
Ratio
PAR +R123 . 400,07 89,88 804,51 784
400, 04 2,1
PAR QR123 ) 00,38 895 ° .
MDR Kontrolle - 463,59 134,02 12,05 10
MDR +R123 (mean) | 44888 | 13065 | 11,87 ]
Verapamil 10 459,93 131,37 338,82 28,54 305
2 438,06 128,66 293,51
1 (HX) 24,72 22
20 445,05 125,34 1032,90 87,01 897
2 443,48 132,59 496,02
2 (H17) 41,78 547
20 439,06 121,37 595,50 50,16 532
2 445,86 127,61 4,52 038 10
4 1
20 438,06 128,08 17,18 1,44 12
2 442,53 125,67 11,51 0.97 9
4a :
20 435,31 130,22 21,48 1,81 11
2 432,36 127,89 22,28
7 (Ritonavir) L87 ull
20 424,76 129,39 227,02 19.12 11
2 438,00 125,90 11,78 0.99 9
11 ’
20 433,27 128,00 12,15 1,02 9
MDR Kontrolle . 434,17 127,28 11,70 9
DMSO control 20uL 430,84 134,70 8,73 0,51 7

XX




Anhang

Fluorescence

Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Activity Pé?]k
Ratio
PAR +R123 ) 473,58 176,12 | 1043,65 1084
PAR BR123 ) 469,66 174,00 2,25 2
MDR Kontrolle ) 525,93 247,71 | 10,53 9
MDR +R123 (mean) | . 502,51 239,12 | 9,88
Verapamil 10 526.00 258,33 181,67 18,39 49
1 497,42 231,68 | 20,90 2,12 13
16 10 | 48676 | 22091 | 164,25 16,62 11
1 484,54 233,40 9,63 0,97 8
17
10 | 481,74 224,17 | 103,64 10,49 8
1 599,31 283,82 | 265,00 14,41 14
15
10 | 600,66 277,37 | 530,37 28,84 425
1 563,36 254,34 | 21,33 1,16 9
19
10 | 573,78 256,43 | 269,23 14,64 8
MDR Kontrolle ) 479,08 230,53 9,23 7
DMSO control 20uL | . 472,82 232,15 4,98 0,49 3
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Fluorescence

. - Peak
Verbindungen pl ESC SSC FL-1 Actlv_lty ch
Ratio
PAR +R123 - 500,47 91,92 903,70 798
PAR ZR123 - 500,81 94,31 2,13 1
MDR Kontrolle - 449,61 83,18 9,49 7
MDR +R123 (mean) | _ | 450,89 82,52 8,56 ]
Verapamil 10 5 469,05 85,22 11,70 11,70
1 mg/mL
3 2 454,24 82,73 18,68 2,18 9
20 | 452,27 81,77 282,91 33,05 547
. 2 453,14 84,44 15,58 1,82 9
20 | 458,72 80,90 280,96 32,82 345
5 2 449,83 82,80 10,45 1,22 7
20 | 450,33 80,37 103,28 12,07 9
o 2 441,85 79,05 142,20 16,61 80
20 | 447,30 78,66 175,31 20,48 95
9 2 448,06 84,64 10,95 1,28 8
o0 | 443,27 79,90 102,68 12,00 7
2 444,49 81,98 8,39 0,98 7
10 o0 | 436,67 81,66 13,73 1,60 7
2 450,96 83,04 6,96 0,81 6
13 o0 | 448,55 85,41 6,67 0,78 6
MDR Konirolle - 452,17 81,85 7,62 6
DMSO Kontrolle
441,49 84,08 7,96 0,50 6

20pL
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3.2. Konzentrationsabhangige Bestimmung

_ Fluore:S(_:ence Peak
Verbindungen 1M ESC SSC FL-1 Actlv_lty ch
Ratio
DAR +R123 - 414,29 111,81 | 769,97 723
SAR BR123 - 411,11 107,11 | 228 1
MDR Kontrolle - 497,71 166,70 | 13,77 12
MDR +R123 (mean) | . 474,51 160,84 12,21 ]
Verapamil
- 10 | 49088 167,29 | 201,28 16,48 91
02 | 481,14 163,83 | 192,55 15,77 18
1 470,96 160,22 | 420,07 34,40 22
1 (HX) 5 | 469,32 15953 | 57156 | 46,81 | 865
10 | 47419 158,63 |1062,39| 87,01 | 991
20 | 45136 147,13 | 952,01 7797 | 437
02 | 460,39 154,49 | 428,82 3512 | 429
1 464,29 161,22 | 41858 3428 | 667
2 (H17) 5 | 468,39 151,98 | 70587 | 57,81 | 542
10 | 463,25 156,19 | 827,30 50,20 | 500
20 | 470,79 151,25 | 492,58 40,34 | 414
1 439,00 151,97 | 34,66 2,84 11
5 448,96 152,18 | 109,92 9,00 13
3 10 | 47330 159,64 | 543,84 33,00 11
20 | 46434 159,83 | 431,21 3532 | 729
25 | 458,42 14566 | 62593 51,26 | 710
MDR 451,30 154,98 | 10,64 10
DMSO control
20, 446,73 164,88 | 851 0,70 7
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Fluorescence

Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Activ_ity Pé?]k
Ratio
DAR +R123 - 523,41 183,61 | 936,01 922
PAR BR123 - 518,37 188,03 1,98 1
MDR Kontrolle - 512,02 230,33 | 9,07 9
MDR +R123 (mean) | _ 512,02 230,33 | 9,07
Verapamil
gL 10 | 56668 253,71 | 226,26 24,95 361
1 583,55 258,55 | 25,08 2,77 13
5 587,57 260,99 | 18,14 2,00 12
5 10 | 591,56 259,76 | 459,14 50,62 491
20 | 576,46 24747 | 299,31 33,00 406
25 | 569,97 235,77 | 446,38 49,22 339
1 578,71 25345 | 12,53 1,38 9
5 576,58 257,35 | 13,77 1,52 8
6 10 | 580,69 266,50 | 16,17 1,78 6
20 | 549,80 239,60 | 113,38 12,50 495
25 | 527,31 22751 | 388,44 42,83 504
02 | 57041 25349 | 14,19 1,56 11
1 563,56 252,99 | 15,33 1,69 11
7 (Ritonavir) [ 5 | 57054 | 25311 | 17,30 1,91 10
10 | 512,53 237,09 | 220,08 24,27 8
20 | 511,83 238,77 | 412,33 45,46 667
MDR 512,02 230,33 | 9,07 9
DMSO control
2. 558,13 260,12 | 8,47 0,93 8
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_ Fluore_sgence Peak
Verbindungen UM FSC SSC FL-1 Actlv_lty ch
Ratio
PAR +R123 - | 556,15 200,72 | 957,49 1036
PAR OIR123 - | 56570 | 20557 | 228 1
MDR Kontrolle - 649,83 291,21 11,11 10
MDR +R123 (mean) | - 626,06 29055 110,48
Verapamil
L mgimL 10 | 63714 289,54 | 366,92 35,01 395
0,2 640,31 287,18 159,30 15,20 70
1 658,88 296,35 256,22 24,45 319
8 5 653,06 294,45 153,65 14,66 57
10 651,69 284,45 194,44 18,55 191
20 636,60 293,93 210,36 20,07 114
1 644,02 298,40 12,16 1,16 10
5 643,64 293,61 14,06 1,34 10
o) 10 633,18 296,22 21,97 2,10 10
20 618,49 281,66 283,49 27,05 10
25 618,93 277,49 359,08 34,26 567
1 613,36 293,53 11,86 1,13 9
5 615,82 289,53 19,93 1,90 10
19 10 614,01 293,12 | 129,95 12,40 10
20 595,04 278,64 302,37 28,85 8
25 588,65 256,79 390,48 37,26 763
MDR 602,48 289,88 9,84 9
DMSZ% ‘;‘:ntro' 60028 | 29628 | 7,78 0,74 7
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Fluorescence

Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Activ_ity P(e:?]k
Ratio
PAR +R123 - 535,95 144,28 | 905,37 1074
PAR GR123 - 517,92 143,61 1,62 1
MDR Kontrolle - 659,18 259,58 11,31 9
MDR +R123 (mean) | - 600,39 24666 11,36
Verapamil
I mgimL 10 | 588,00 266,77 | 166,95 14,70 29
1 578,71 25345 | 319,21 28,10 14
5 576,58 257,35 | 311,38 27,41 15
15 10 | 580,69 266,50 | 350,68 30,87 13
20 | 24980 239,60 | 287,86 25,34 469
25 | 92731 227,51 1 340,00 29,93 327
1 596,56 270,81 | 21,61 1,90 14
5 604,09 268,63 | 122,41 10,78 15
16 10 | 606,77 267,44 | 211,32 18,60 13
o0 | 588,61 261,61 | 242,43 21,34 469
o5 | 573,22 24834 | 239,98 21,13 327
1 564,92 256,06 | 76,57 6,74 13
5 585,08 255,03 | 72,14 6,35 10
17 10 | 578,56 252,74 | 84,40 7,43 10
20 | 56352 23397 | 358,22 31,53 495
o5 | 567,64 236,64 | 377,55 33,24 414
MDR 541,60 23373 | 11,40 7
DMSZ% icl’”tro' 20ul | 57282 | 23215 | 629 0,55 3

XXVI




Anhang

Fluorescence Peak
Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Actlv_lty ch
Ratio
DAR +R123 .| 51610 | 12004 | 849,11 813
PAR OR123 .| 52187 | 12501 | 244 2
MDR Kontrolle | - | 63621 | 19513 | 34,60 21
MDR +R123 (mean) | - 552,44 166,05 | 8,75
Verapamil 190,21 | 179,41 20,50 77
1 mg/mL 10 | 631,38
02 | 61939 | 187,14 | 308,92 35,31 39
1 | 61604 | 18371 | 347,28 39,69 53
20 (JW 46b) 5 | 60516 | 180,26 | 89643 | 10245 |1321
10 | 61319 | 180,34 | 92925 | 106,20 | 930
20 | 60151 | 182,97 | 42532 4861 | 403
1 | 58206 | 171,62 | 110758 | 126558 |1240
5 | 58867 | 172,43 | 126666 | 144,76 1382
21 (JW53) [ 1o | 57574 | 166,38 | 105595 | 12068 |1207
50 | 571,68 | 168,68 |2x519,16| 118,67 | 542
o5 | 57168 | 168,68 |2x519,16| 118,67 | 542
1 | 59126 | 180,35 | 22339 2553 | 990
5 | 58914 | 17886 | 101596 | 11611 [1106
22 (JW 46a) | 1o | 57827 | 17042 | 623,88 7130 [1203
50 | 57565 | 171,04 | 105263 | 1203  |1198
o5 | 561,48 | 167,73 | 1057,61 | 120,87 |1201
MDR 549,74 | 161,21 | 11,02 1,26 5
DMSOccontrol 1, || 54053 | 16262 | 9,03 1,03 7
20 ul
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Fluorescence

Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Activ_ity P(e:?]k
Ratio

PAR +R123 - 535,95 144,28 | 905,37 1074

PAR GR123 - 517,92 143,61 1,62 1

MDR Kontrolle - 659,18 259,58 11,31 9

MDR +R123 (mean) | - 600,39 246,66 10,81
Verapamil

I mgimL 10 | 588,00 266,77 | 158,91 14,70 29

1 578,71 253,45 | 1229 113 14

5 576,58 257,35 | 188,20 17,41 15

5a 10 | 580,69 266,50 | 15826 14,64 13

20 | 24980 239,60 | 241,50 22,34 469

25 | 52731 227,51 1 302,36 27,97 | 327

1 596,56 270,81 | 21,61 17,90 14

5 604,09 268,63 | 170,58 15,78 15

10 10 | 606,77 267,44 | 287,55 26,60 13

o0 | 588,61 261,61 | 273,93 25,34 469

o5 | 573,22 24834 | 308,52 28,54 327

1 564,92 256,06 | 40,43 3,74 13

5 585,08 255,03 | 68,64 6,35 10

19a 10 | 578,56 252,74 | 274,90 25,43 10

20 | 56352 23397 | 336,52 31,13 495

o5 | 567,64 236,64 | 363,65 33,64 414

MDR 541,60 233,73 | 10,40 7

DMSZ% icl’”tro' 20ul | 57282 | 23215 | 681 0,63 3
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4, Daten Fluorescence-Uptake-Assay zur Uberwindung der
MDR in MRP exprimierenden Tumor-Zellen

Fluorescence Peak
Verbindungen MM ESC SSC FL-1 Actlv_lty ch
Ratio
HTB26 GCBE - 543 199 29 22
HTB26+CBF - 947 194 584 403
Indometacin

191 587 0,9 395

(+ Kontrolle) 28 >4l
2 (H17) 2 541 191 587 0,9 392
Probenecid 2 536 193 801 13 537
HTB26+CBF - 541 185 645 385
HTB26+DMSO - 535 192 649 1,0 375

XXIX




Anhang

5. Daten Checkerboard-Studie reprasentativ fur Verb. 8

Subst.8 checkerboard mit Epirubicin (MDR-Zelllinie)
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml A
35 10 0,094
17,5 10 0,106
8,75 10 0,127
4,375 10 0,121
2,188 10 0,125
1,094 10 0,147
0,544 10 0,193
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 5 0,079
17,5 5 0,096
8,75 5 0,107
4,375 5 0,107
2,188 5 0,12
1,094 5 0,19
0,544 5 0,257
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 2,5 0,076
17,5 2,5 0,086
8,75 2,5 0,105
4,375 2,5 0,096
2,188 2,5 0,16
1,094 2,5 0,297
0,544 2,5 0,273
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 1,25 0,082
17,5 1,25 0,092
8,75 1,25 0,105
4,375 1,25 0,133
2,188 1,25 0,282
1,094 1,25 0,316
0,544 1,25 0,292
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,625 0,076
17,5 0,625 0,091
8,75 0,625 0,138
4,375 0,625 0,24
2,188 0,625 0,292
1,094 0,625 0,339
0,544 0,625 0,282
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¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,313 0,075
17,5 0,313 0,089
8,75 0,313 0,165
4,375 0,313 0,248
2,188 0,313 0,264
1,094 0,313 0,308
0,544 0,313 0,269
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,156 0,076
17,5 0,156 0,091
8,75 0,156 0,152
4,375 0,156 0,188
2,188 0,156 0,2
1,094 0,156 0,216
0,544 0,156 0,216
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,078 0,077
17,5 0,078 0,089
8,75 0,078 0,146
4,375 0,078 0,178
2,188 0,078 0,208
1,094 0,078 0,255
0,544 0,078 0,217
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,039 0,087
17,5 0,039 0,105
8,75 0,039 0,147
4,375 0,039 0,2
2,188 0,039 0,215
1,094 0,039 0,263
0,544 0,039 0,249
¢ 8 in Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 0,020 0,056
17,5 0,020 0,062
8,75 0,020 0,114
4,375 0,020 0,167
2,188 0,020 0,23
1,094 0,020 0,278
0,544 0,020 0,304
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¢ Epirub in Mikrogr./ml

10 0,209
5 0,22
2,5 0,231
1,25 0,291
0,625 0,292
0,313 0,292
0,156 0,293
0,078 0,298
0,039 0,316
0 0,327
FIC und FIX Werte
FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub
10ug/ml) 5ug/ml) 2,5ug/ml) 1,25ug/ml)
0,450 0,359 0,329 0,282
0,507 0,436 0,372 0,316
0,608 0,486 0,455 0,361
0,579 0,486 0,416 0,457
0,598 0,545 0,693 0,969
0,703 0,864 1,286 1,086
0,923 1,168 1,182 1,003
FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub
0,6ug/ml) 0,3ug/ml) 0,1ug/ml) 0,08ug/ml)
0,260 0,257 0,259 0,258
0,312 0,305 0,311 0,299
0,473 0,565 0,519 0,490
0,822 0,849 0,642 0,597
1,000 0,904 0,683 0,698
1,161 1,055 0,737 0,856
0,966 0,921 0,737 0,728
FIC A (Epirub
0,04ug/ml)
0,275
0,332
0,465
0,633
0,680
0,832
0,788
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FICB 8 (35uM) FICB8(17,5uM) FICB 8 (8,75uM) FIC B 8 (4,375uM)
1,679 1,710 1,114 0,725
1,411 1,548 0,939 0,641
1,357 1,387 0,921 0,575
1,464 1,484 0,921 0,796
1,357 1,468 1,211 1,437
1,339 1,435 1,447 1,485
1,357 1,468 1,333 1,126
1,375 1,435 1,281 1,066
1,554 1,694 1,289 1,198

FICBS8 FICBS8 FICB S8
(2,1875uM) (1,09375uM) (0,543875uM)
0,543 0,529 0,635
0,522 0,683 0,845
0,696 1,068 0,898
1,226 1,137 0,961
1,270 1,219 0,928
1,148 1,108 0,885
0,870 0,777 0,711
0,904 0,917 0,714
0,935 0,946 0,819
FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub
10ug/ml)+ 5ug/ml)+ 2,5ug/ml)+ 1,25ug/ml)+
FIC B 8 (all
conc.) FICB 8 (allconc.) FICBS8 (allconc.) FICB 8(all conc.)
2,128 1,770 1,686 1,746
2,217 1,985 1,759 1,800
1,722 1,425 1,376 1,282
1,303 1,127 0,990 1,253
1,142 1,067 1,388 2,195
1,232 1,547 2,354 2,223
1,558 2,014 2,080 1,964
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FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub
0,6ug/ml)+ 0,3ug/ml)+ 0,1ug/ml)+ 0,08ug/ml)+
FIC B 8 (all

conc.) FICB 8 (allconc.) FICB8 (allconc.) FICB 8(all conc.)
1,617 1,596 1,617 1,633
1,779 1,740 1,778 1,734
1,683 2,012 1,852 1,771
2,259 2,334 1,767 1,663
2,270 2,052 1,552 1,602
2,380 2,163 1,514 1,773
1,893 1,806 1,448 1,442

FIC A (Epirub
0,04ug/ml)+
FIC B 8 (all

conc.)
1,829
2,026
1,755
1,831
1,615
1,778
1,607

Subst.8 checkerboard mit Epirubicin (PAR-Zelllinie)

c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 10 0,098
17,5 10 0,105
8,75 10 0,108
7,375 10 0,112
2,188 10 0,114
1,094 10 0,114
0,544 10 0,134
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml
35 5 0,07
17,5 5 0,074
8,75 5 0,105
7,375 5 0,076
2,188 5 0,087
1,094 5 0,085
0,544 5 0,087
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c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 2,5 0,064
17,5 2,5 0,063
8,75 2,5 0,095
7,375 2,5 0,053
2,188 2,5 0,068
1,094 2,5 0,072
0,544 2,5 0,063
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 1,25 0,057
17,5 1,25 0,053
8,75 1,25 0,09
7,375 1,25 0,05
2,188 1,25 0,073
1,094 1,25 0,064
0,544 1,25 0,066
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,625 0,04
17,5 0,625 0,053
8,75 0,625 0,055
7,375 0,625 0,064
2,188 0,625 0,069
1,094 0,625 0,072
0,544 0,625 0,093
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,3125 0,057
17,5 0,3125 0,057
8,75 0,3125 0,096
7,375 0,3125 0,066
2,188 0,3125 0,091
1,094 0,3125 0,11
0,544 0,3125 0,123
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,15625 0,06
17,5 0,15625 0,06
8,75 0,15625 0,116
7,375 0,15625 0,105
2,188 0,15625 0,151
1,094 0,15625 0,151
0,544 0,15625 0,166
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c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,078125 0,06
17,5 0,078125 0,06
8,75 0,078125 0,112
7,375 0,078125 0,108
2,188 0,078125 0,148
1,094 0,078125 0,152
0,544 0,078125 0,161
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,0390625 0,063
17,5 0,0390625 0,062
8,75 0,0390625 0,115
7,375 0,0390625 0,1
2,188 0,0390625 0,127
1,094 0,0390625 0,133
0,544 0,0390625 0,129
c8in
Mikromol ¢ Epirub in Mikrogr./ml Absorption
35 0,01953125 0,03
17,5 0,01953125 0,038
8,75 0,01953125 0,088
7,375 0,01953125 0,066
2,188 0,01953125 0,148
1,094 0,01953125 0,159
0,544 0,01953125 0,157
c Epirub in
Mikrogr./ml Absorption
10 0,068
5 0,073
2,5 0,085
1,25 0,088
0,625 0,123
0,313 0,133
0,156 0,141
0,078 0,145
0,039 0,158
0 0,164
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FIC und FIX Werte

FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub
10ug/ml) 5ug/ml) 2,5ug/ml) 1,25ug/ml)

1,441 0,959 0,753 0,648
1,544 1,014 0,741 0,602
1,588 1,438 1,118 1,023
1,647 1,041 0,624 0,568
1,676 1,192 0,800 0,830
1,676 1,164 0,847 0,727
1,971 1,192 0,741 0,750

FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub

0,6ug/ml) 0,3ug/ml) 0,1ug/ml) 0,08ug/ml)

0,325 0,429 0,426 0,414
0,431 0,429 0,426 0,414
0,447 0,722 0,823 0,772
0,520 0,496 0,745 0,745
0,561 0,684 1,071 1,021
0,585 0,827 1,071 1,048
0,756 0,925 1,177 1,110

FIC A (Epirub

0,04ug/ml)

0,399
0,392
0,728
0,633
0,804
0,842
0,816

FIC B 8 (35uM)

3,267
2,333
2,133
1,900
1,333
1,900
2,000
2,000
2,100

FIC B 8 (17,5uM)

2,763
1,947
1,658
1,395
1,395
1,500
1,579
1,579
1,632

FIC B 8 (8,75uM)

1,227
1,193
1,080
1,023
0,625
1,001
1,318
1,273
1,307

FIC B 8 (4,375uM)

1,697
1,152
0,803
0,758
0,970
1,000
1,591
1,636
1,515

XXXVII



Anhang

FICBS8 FICBS8
FIC B 8 (2,1875uM) (1,09375uM) (0,543875uM)

0,770 0,717 0,854
0,588 0,535 0,554
0,459 0,453 0,401
0,493 0,403 0,420
0,466 0,453 0,592
0,615 0,692 0,783
1,020 0,950 1,057
1,000 0,956 1,025
0,858 0,836 0,822

FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub

10ug/ml)+ 5ug/ml)+ 2,5ug/ml)+ 1,25ug/ml)+
FICB8 (allconc.) FICBS8(allconc.) FICBS8(allconc.) FICB 8(allconc.)

4,708 3,292 2,886 2,548
4,307 2,961 2,399 1,997
2,816 2,632 2,197 2,045
3,344 2,193 1,427 1,326
2,447 1,780 1,259 1,323
2,393 1,699 1,300 1,130
2,824 1,746 1,142 1,170

FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub FIC A (Epirub

0,6ug/ml)+ 0,3ug/ml)+ 0,1ug/ml)+ 0,08ug/ml)+
FICB8 (allconc.) FICBS8(allconc.) FICBS8((allconc.) FICB 8(allconc.)

2,002 2,105 2,396 2,414
1,623 1,593 1,617 1,993
1,247 1,569 1,564 2,045
1,350 1,224 1,495 2,381
1,027 1,299 2,091 2,021
1,038 1,519 2,021 2,004
1,348 1,708 2,235 2,136

FIC A (Epirub

0,04ug/ml)+
FIC B 8 (all conc.)

2,499
2,024
2,035
2,148
1,662
1,678
1,638

XXXVIII
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5.1

IC50-Werte der Zytotoxizitat aller getesteter Substanzen

IC50-Werte ¢ Verb. 8=konst.

Epirubicin- MDR PAR SEM.MDR | SEM PAR
Konzentration

10 6,01 5,60 0,52 0,92

5 6,09 7,70 0,55 0,75
2,5 6,81 8,10 0,41 0,71
1,25 7,30 7,39 0,51 0,81
0,625 12,07 8,43 0,48 0,88
0,313 12,53 7,94 0,33 0,53
0,156 12,26 10,19 0,56 0,76
0,078 13,04 9,89 0,61 0,61
0,039 13,14 11,94 0,39 0,69
0,020 13,18 11,64 0,48 0,88

0 13,38 11,91 0,5 0,79

IC50-Werte ¢ Epirubicin=Konst.
Subst. 8 MDR PAR SEM MDR SEM PAR
Konzentration

35 0,09 0,08 0,11 0,21
17,5 0,05 0,09 0,19 0,19
8,75 0,08 0,09 0,18 0,18
7,375 0,09 0,13 0,15 0,19
2,188 0,33 0,15 0,18 0,18
1,093 1,58 0,21 0,33 0,23
0,544 3,6 0,75 0,56 0,36

XXXIX
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XL

IC50-Werte ¢ Verb 9=konst.

Epirubicin- MDR PAR SEM MDR | SEM PAR
Konzentration
10 2,16 2,15 0,04 0,04
5 5,15 2,24 0,10 0,04
2,5 5,62 2,23 0,11 0,04
1,25 5,08 3,48 0,10 0,07
0,625 6,60 4,04 0,13 0,08
0,313 6,26 4,02 0,13 0,08
0,156 6,95 3,82 0,14 0,08
0,078 6,94 4,82 0,14 0,10
0,039 7,39 5,57 0,15 0,11
0,020 7,43 7,25 0,15 0,14
0 7,44 7,12 0,15 0,14
IC50-Werte ¢ Epirubicin=Konst.
Subst. 9 MDR PAR SEM MDR |SEM PAR
Konzentration
22,5 0,57 0,03 0,11 0,08
11,25 0,58 0,13 0,18 0,19
5,625 0,86 0,25 0,19 0,18
2,8125 0,85 0,39 0,15 0,19
1,40625 1,5 0,41 0,18 0,18
0,703125 1,5 0,65 0,33 0,23
0,3515625 1,87 0,76 0,26 0,16
IC50-Werte ¢ Verb 15=konst.
Epirubicin- MDR PAR SEM MDR | SEM PAR
Konzentration
10 6,36 4,37 0,13 0,09
5 5,23 5,82 0,10 0,12
2,5 10,92 8,61 0,22 0,17
1,25 12,89 10,96 0,26 0,22
0,625 14,71 10,34 0,29 0,21
0,313 14,40 10,56 0,29 0,21
0,156 13,84 10,61 0,28 0,21
0,078 15,68 11,67 0,31 0,23
0,039 13,32 11,24 0,27 0,22
0,020 18,61 13,42 0,37 0,27
0 20,96 12,72 0,42 0,25
IC50-Werte ¢ Epirubicin=Konst.
Subst. 15 MDR PAR SEM MDR | SEM PAR
Konzentration
64,5 0,09 0,07 0,00 0,00
32,25 0,42 0,53 0,14 0,18
16,125 0,42 0,58 0,16 0,19
8,0625 0,43 0,6 0,14 0,17
4,03125 2,21 0,99 0,38 0,12
2,015625 3,01 1,02 0,55 0,24
1,0078125 3,72 3 0,61 0,52




Anhang

IC50-Werte ¢ Verb 17=konst.

Epirubicin- MDR PAR SEM MDR | SEM PAR
Konzentration

10 1,77 0,92 0,04 0,02

5 2,29 0,72 0,05 0,01

2,5 2,24 1,14 0,04 0,02
1,25 2,02 2,20 0,04 0,04
0,625 2,31 2,06 0,05 0,04
0,313 1,91 2,03 0,04 0,04
0,156 2,47 2,22 0,05 0,04
0,078 2,32 2,37 0,05 0,05
0,039 2,48 2,18 0,05 0,04
0,020 3,00 2,55 0,06 0,05

0 3,18 2,53 0,06 0,05

IC50-Werte ¢ Epirubicin=Konst.
Subst. 17 MDR PAR SEM MDR | SEM PAR
Konzentration

8 0,17 0,22 0,02 0,05

4 0,37 0,23 0,14 0,11

2 1,36 0,24 0,21 0,10

1 1,63 0,67 0,23 0,18

0,5 2,23 0,76 0,31 0,22
0,25 2,89 0,76 0,33 0,31
0,125 2,94 2,52 0,40 0,42

XLI
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6. Daten in situ Perfusionsstudien — P-gp Modulierung

6.1. Modellsubstanz Talinolol (R, S)

Kolon
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 | 10 | 15 [ 20 | 25 | 30 | MW |SEM
Pett [10™ cm/s]
1.Ratte 2,3 /0,70 (338 |279|130| 3,60 |1,40| 2,19 | 1,22
2.Ratte 1,7 {119 325|190 |281| 0,70 {0,64| 1,75 | 1,10
3.Ratte 25 | 227142363337 | 145 |5,87| 3,00 1,68
4. Ratte 19 {097 |765|214 |147| 1,16 | 25 | 2,65 | 2,52
S-Talinolol
1.Ratte 23 1059 334|276 |127 | 3,45 1,27 | 2,11 | 1,22
2.Ratte 1,7 | 2,66 | 288082262 | 357 |268]| 254|091
3.Ratte 25 /184 (0,73|286|261| 0,72 | 448|221 | 1,43
4. Ratte 19 | 09 |741(235|0,99 | 1,04 |2,27| 2,49 | 2,49
R-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 23 | 4,16 | 4,73 | 527|252 | 2,36 |384| 4,01 | 1,17
2.Ratte 1,7 | 3,78 | 4,04 | 4,08 | 6,90 | 3,66 | 6,49 | 4,83 | 1,46
3.Ratte 25 | 4241096 | 742|514 | 1,40 [410|3,88| 2,4
4. Ratte 19 [ 433|271 232 |571| 1,78 {4,31| 353 | 1,49
S-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 2,3 | 359 (427|453 |157| 1,63 |2,42| 3,00 1,31
2.Ratte 1,7 | 1,72 | 3,45 2,96 | 5,64 | 3,12 | 5,21 | 3,69 | 1,48
3.Ratte 25 4,02 (249|713 |4,24| 1,69 |354 385 1,88
4. Ratte 19 (397|258 | 256 |6,13| 1,88 |4,18| 3,55 | 1,55
R-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 2,3 | 158 (219|170 | 6,17 | 13,86| 2,06 | 4,59 | 4,86
2.Ratte 1,7 16,49 | 78 [591 ]394 | 7,32 |6,47|6,32 | 1,34
3.Ratte 25 | 544 | 6,23 653|748 | 6,82 |6,75| 6,54 | 0,68
4. Ratte 19 | 6,13 | 654 |4,78 | 228 | 4,19 |261]| 4,42 | 1,76
S-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 23 | 159 (1,88 | 1,75 | 5,77 | 13,21 2,16 | 4,39 | 4,59
2.Ratte 1,7 [ 3,07 716|532 | 4,98 | 6,63 |596| 552 | 1,45
3.Ratte 25 | 4,13 (881|546 | 6,23 | 575 | 5,76 | 6,02 | 1,54
4. Ratte 19 (6,40 637|451 |199 | 3,88 |2,41| 4,26 | 1,89

XLI




Anhang

lleum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 | 10 | 15 [ 20 | 25 | 30 | MW |SEM
Pett [10™ cm/s]
1.Ratte 6,5 1,75 21 | 067|577 191|253 ]| 246 | 1,74
2 Ratte 6,5 | 446|263 398|289 212|191 3,00 0,93
3.Ratte 56 | 306 (197|469 |1,71 273|160 2,62 | 1,16
4.Ratte 30 057|168 |0,71082]0,12 | 1,87 | 0,96 | 0,68
S-Talinolol
1.Ratte 6,5 096|177 |037|539 174|238 |210| 1,76
2 Ratte 6,5 | 287 125|242 | 136 | 255|239 214 | 0,67/
3.Ratte 56 | 14 (089 | 34 | 0,63 158|227 1,70 1,01
4.Ratte 30 | 066|143 |0,73|0,84 0,16 | 1,73 | 0,93 | 0,56
R-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 6,5 | 380 (188|280 |4,82 704|402 4,06 | 1,78
2 Ratte 6,5 | 4,78 688|276 | 134|416 | 1,72 | 3,60 | 2,09
3 Ratte 56 | 144|567 (282188389569 | 356|184
4.Ratte 30 1135 (147194113 |246|132|161| 0,5
S-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 6,5 | 343 (245 |215|497 | 7,3 | 414|407 | 19
2 Ratte 6,5 | 400 6,15 | 2,79 | 1,14 | 3,83 | 1,07 | 3,16 | 1,93
3.Ratte 56 | 1,44 573 | 21 |245 541|397 |352| 1,8
4.Ratte 30 11,43 (151195145 |3,03|149 181 |0,63
R-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 6,5 | 503 | 6,00 | 341|578 | 598|937 593|178
2 Ratte 6,5 | 6,06 | 652|647 | 49 849|514 6,26 | 1,28
3. Ratte 56 | 494|685 963|756 |852|875|771|1,67
4.Ratte 30 | 237241 | 1,74 | 284|247 | 3,62 | 257 | 0,62
S-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 6,5 | 537 (785|457 |6,86 732|109 | 7,15 | 2,22
2 Ratte 65 599|640 (699 |39 | 754 | 51 |599]131
3.Ratte 56 | 497637 | 87 | 64 (631|812 6,81 | 1,36
4.Ratte 30 (287 (283186337 | 3,1 |388]|299] 0,67

XL
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Jejunum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Peit [10™ cm/s]
1.Ratte 45 | 3,76 | 2,15 | 2,14 | 2,17 | 3,36 | 1,39 |2,50| 0,88
2.Ratte 6,0 | 1,15 (0,82 | 217|301 | 1,22 | 1,40 |1,63]| 0,82
3.Ratte 8,7 | 240 | 485|252 | 4,03 | 1,16 | 1,30 |2,71]| 1,47
4.Ratte 91 (287133024 |-043| 1,46 | 1,71 |1,20| 1,16
S-Talinolol
1.Ratte 45 | 450|258 275|260 | 365 | 1,77 |2,98| 0,96
2.Ratte 6,0 | 1,25 (161 | 1,46 | 435 | 245 | 2,14 [2,21| 1,14
3.Ratte 8,7 | 166 (335|173 |315| 1,42 | 1,26 |2,09| 0,91
4.Ratte 91 |340 (213 |1,77 | 1,87 | 2,23 | 2,67 |2,35| 0,61
R-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 45 | 587 | 7,72 | 654|434 | 411 | 6,95 |592]| 1,45
2.Ratte 6,0 | 2,78 | 2,49 | 2,68 | 4,64 | 2,86 | 4,27 |3,29| 0,92
3.Ratte 8,7 429 (375238212 | 2,21 | 1,13 |2,64]| 1,16
4.Ratte 91 [ 000|052 33 |164| 1,21 |12,51|3,20| 4,7
S-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 45 | 6,61 (879701482442 | 75 |6,53| 1,65
2.Ratte 6,0 | 2,65 | 2,43 | 3,46 | 3,66 | 3,75 | 3,02 |3,16| 0,55
3.Ratte 8,7 | 186 (4,13 271|286 | 3,93 | 2,85 |3,06| 0,84
4.Ratte 91 0,38 (0,91 |4,00| 1,68 | 1,26 |12,59|3,47| 4,64
R-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 45 | 559681730970 | 985|581 |751| 1,87
2.Ratte 6,0 | 461 (800|916 | 3,15 | 4,88 | 554 |589]| 2,26
3.Ratte 8,7 1299 (733|749 | 764 | 7,22 | 407 |6,12| 2,04
4.Ratte 91 | 572|483 641|539 | 354 | 47 |6,00| 0,99
S-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 45 |883|761|794|1050|10,24| 6,75 [8,64| 1,5
2.Ratte 6,0 | 4,77 | 820 | 7,35 | 3,83 | 4,68 | 6,50 [589]| 1,72
3.Ratte 8,7 | 3,03 | 658|683 6,06 | 681 | 3,25 |543| 1,79
4.Ratte 91 /683 |561|769]|6,11| 4,70 | 594 |6,15| 1,03
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lleum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 | 10 | 15 [ 20 | 25 | 30 | MW |SEM
Pett [10™ cm/s]
1.Ratte 6,5 1,75 21 | 067|577 191|253 ]| 246 | 1,74
2 Ratte 6,5 | 446|263 398|289 212|191 3,00 0,93
3.Ratte 56 | 306 (197|469 |1,71 273|160 2,62 | 1,16
4.Ratte 30 057|168 |0,71082]0,12 | 1,87 | 0,96 | 0,68
S-Talinolol
1.Ratte 6,5 096|177 |037|539 174|238 |210| 1,76
2 Ratte 6,5 | 287 125|242 | 136 | 255|239 214 | 0,67/
3.Ratte 56 | 14 (089 | 34 | 0,63 158|227 1,70 1,01
4.Ratte 30 | 066|143 |0,73|0,84 0,16 | 1,73 | 0,93 | 0,56
R-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 6,5 | 380 (188|280 |4,82 704|402 4,06 | 1,78
2 Ratte 6,5 | 4,78 688|276 | 134|416 | 1,72 | 3,60 | 2,09
3 Ratte 56 | 144|567 (282188389569 | 356|184
4.Ratte 30 1135 (147194113 |246|132|161| 0,5
S-Talinolol+Ritonavir
1.Ratte 6,5 | 343 (245 |215|497 | 7,3 | 414|407 | 19
2 Ratte 6,5 | 400 6,15 | 2,79 | 1,14 | 3,83 | 1,07 | 3,16 | 1,93
3.Ratte 56 | 1,44 573 | 21 |245 541|397 |352| 1,8
4.Ratte 30 11,43 (151195145 |3,03|149 181 |0,63
R-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 6,5 | 503 | 6,00 | 341|578 | 598|937 593|178
2 Ratte 6,5 | 6,06 | 652|647 | 49 849|514 6,26 | 1,28
3. Ratte 56 | 494|685 963|756 |852|875|771|1,67
4.Ratte 30 | 237241 | 1,74 | 284|247 | 3,62 | 257 | 0,62
S-Talinolol+Vinblastin
1.Ratte 6,5 | 537 (785|457 |6,86 732|109 | 7,15 | 2,22
2 Ratte 65 599|640 (699 |39 | 754 | 51 |599]131
3.Ratte 56 | 497637 | 87 | 64 (631|812 6,81 | 1,36
4.Ratte 30 (287 (283186337 | 3,1 |388]|299] 0,67
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Kolon
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Peit [10™ cm/s]

5.Ratte 2,4 | 508|127 331|043 | 4,25 | 3,68 [3,00| 1,64
6.Ratte 19 (2,04 |223|398 344|208 | 1,77 |2,59]| 0,82
7.Ratte 29 | 1,74 1233|090 | 466 | 2,07 | 2,38 [2,35| 1,15
8.Ratte 22 | 262149 245|132 | 298 | 1,21 [2,01]| 0,76
S-Talinolol

5.Ratte 24 | 455 (0,76 | 285|199 | 3,95 | 3,44 [292]| 1,38
6.Ratte 19 (2,20 |200|382] 366|203 | 1,75 |258]| 0,92
7 .Ratte 29 |161| 15 (269|454 | 1,76 | 1,84 |2,32| 1,17
8.Ratte 22 213 (111 |293|1,11| 2,28 | 0,67 |1,69]| 0,86

R-Talinolol+H17
5.Ratte 2,4 | 595|629 | 427 | 4,42 | 3,82 | 4,58 [4,89| 0,99
6.Ratte 19 (561 462|191 193 | 4,23 | 497 |3,88| 1,59
7.Ratte 29 | 6,22 203 |683|587| 449 | 548 |515]| 1,72
8.Ratte 2,2 | 388|411 436|549 | 3,39 | 3,39 [4,10]| 0,78
S-Talinolol+H17
5.Ratte 2,4 | 578 6,11 |4,00| 3,88 | 3,29 | 422 |455]| 1,13
6.Ratte 19 | 566|445 (1,70 | 1,81 | 4,70 | 4,71 | 3,84 | 1,67
7.Ratte 29 | 4,02 258|597 |439 | 4,01 | 403 [4,17| 1,09
8.Ratte 2,2 | 3,18 | 3,87 | 410 | 5,18 | 2,97 | 3,06 |3,73| 0,85
R-Talinolol+Vinblastin
5.Ratte 24 1581|749 |6,43 | 4,13 | 7,77 | 4,56 |6,03| 1,49
6.Ratte 19 (6,10 635]|6,72 | 434 | 10,1 | 4,06 |6,27| 2,16
7.Ratte 29 | 6,73 788|488 574|909 | 987 [7,37]| 1,94
8.Ratte 2,2 | 8,70 680 | 755|511 | 4,02 | 431 [6,08] 1,89
S-Talinolol+Vinblastin

5.Ratte 2,4 | 6,00 770 631]|6,34]| 8,04 | 4,73 |651]| 1,20
6.Ratte 19 (565|619 | 6,3 | 3,95 | 9,62 | 3,75 |591]| 2,12
7.Ratte 29 | 6,24 | 760 | 462 | 545 | 9,37 | 6,58 |6,64| 1,67
8.Ratte 2,2 | 8,16 (598 | 761|516 | 401 | 565 |[6,10| 1,55
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lleum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Peit [10™ cm/s]
5.Ratte 8,7 | 241|275 |508| 21 |093| 186 [252]| 1,64
6.Ratte 30 [ 238|157 1,00 | 163|202 | 1,71 |1,72| 0,46
7.Ratte 45 | 343|320 (220|419 | 1,95 | 3,57 |3,09| 0,86
8.Ratte 38 037149 (0,17 | 1,78 | 2,85 | 3,47 |1,69| 1,31
S-Talinolol
5.Ratte 8,7 | 1,72 178 |415|163| 0,33 | 1,66 [1,88| 1,24
6.Ratte 30 [ 218 156|097 |163| 2,1 | 1,69 [1,69]| 0,43
7.Ratte 45 1149|295 (184|305 1,79 | 252 |2,27| 0,66
8.Ratte 38 109 | 144020182 | 261 | 3,12 |1,69]| 1,07
R-Talinolol+H17
5.Ratte 8,7 | 1,45 | 265|204 | 289 | 4,60 | 409 [295]| 1,20
6.Ratte 30 1232139204128 | 1,31 | 1,57 |3,57| 4,54
7.Ratte 45 | 349|469 496|655 | 352 | 594 |486| 1,24
8.Ratte 38 368130181315 | 3,67 | 3,43 (2,84 1,02
S-Talinolol+H17
5.Ratte 8,7 | 1,23 1299|352 |275]| 4,72 | 3,57 |3,13| 1,15
6.Ratte 30 [223(139/193|940| 1,26 | 1,30 {2,92| 3,2
7.Ratte 45 1294|353 (393|526 | 239 | 6,10 {4,02| 1,41
8.Ratte 38 393|152 (241 | 3,4 | 3,87 | 3,41 |3,09| 0,94
R-Talinolol+Vinblastin
5.Ratte 8,7 | 6,82 (699 682|837 | 745 | 7,61 |7,34| 0,6
6.Ratte 30 | 462 | 555|404 |535]| 4,62 | 447 [4,77| 0,57
7.Ratte 45 | 577 744|489 | 799 | 7,63 | 523 |6,49| 1,35
8.Ratte 3,8 489|518 |6,20 | 6,98 | 8,60 | 459 |6,07| 1,53
S-Talinolol+Vinblastin
5.Ratte 8,7 | 6,95 (6,74 | 626 | 7,71 | 6,57 | 8,09 |7,05| 0,71
6.Ratte 30 | 45 (542|385 | 4,75 | 4,34 | 4,17 [4,50]| 0,57
7.Ratte 45 | 48 | 6,22 | 4,46 | 7,16 | 6,97 | 4,72 |5,72| 1,21
8.Ratte 3,8 | 504|535 6,46 | 6,75 | 869 | 516 |6,24| 1,39

XLVII
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Jejunum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
R-Talinolol 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Peit [10™ cm/s]

5.Ratte 6,9 | 3,00 | 3,08 | 2,28 | 2,34 | 3,42 | 2,24 |2,73| 0,50
6.Ratte 74 10,71 (-047|265| 21 | 2,69 | 533 |2,17| 1,81
7.Ratte 48 | 295|568 220|328 | 4,76 | 3,75 |3,77 | 1,27
8.Ratte 44 | 1,76 088 | 3,17 | 3,28 | 0,43 | 559 |2,52| 1,90
S-Talinolol

5.Ratte 6,9 | 262 | 3,7 | 288|244 | 1,64 | 2,53 |2,64]| 0,67
6.Ratte 74 | 102 046 | 261|166 | 2,69 | 444 |2,15]| 1,42
7.Ratte 48 | 149|429 137|288 | 362 | 270 |2,73| 1,15
8.Ratte 44 | 1,72 131272250 | 0,08 | 461 |2,16| 1,53

R-Talinolol+H17
5.Ratte 6,9 | 1,88 | 516 | 483 | 1,85 | 4,00 | 1,42 [3,19]| 1,66
6.Ratte 74 | 484 (509|394 | 274 | 4,60 | 2,10 |3,88| 1,21
7.Ratte 48 | 450|492 325 | 46 | 3,52 | 547 |4,38| 0,84
8.Ratte 44 |341]131|365|3,00| 578 | 4,15 |3,55]| 1,46
S-Talinolol+H17
5.Ratte 6,9 | 1,67 | 594 | 442 | 2,49 | 4,95 | 3,39 [3,81| 1,59
6.Ratte 74 | 469 | 495|380 | 2,67 | 456 | 2,06 [3,79| 1,18
7.Ratte 48 | 3,88 |3,74 296 | 4,27 | 3,40 | 4,72 |3,83| 0,62
8.Ratte 44 | 340|131 327|241 |506 | 3,48 |3,15| 1,25
R-Talinolol+Vinblastin
5.Ratte 6,9 | 7,27 | 3,25 | 3,78 | 9,27 | 4,20 | 6,71 |5,75]| 2,37
6.Ratte 74 |682 (248 | 493|836 | 4,00 | 7,41 |567]| 2,24
7.Ratte 48 9,01 579|529 543|528 | 9,79 |6,76 | 2,06
8.Ratte 44 | 740 |6,33 498|733 |594 | 6,09 |6,34| 0,91
S-Talinolol+Vinblastin

5.Ratte 6,9 | 7,67 | 361|521 8,78 | 4,67 | 6,91 |6,14| 1,97
6.Ratte 74 | 59 | 24 | 436|862 3,34 | 6,67 |522]| 2,44
7.Ratte 48 933|451 |4,16 | 4,05 | 458 | 8,27 |5,82| 2,34
8.Ratte 44 16,99 | 6,04 | 47 | 715|584 | 6,00 |6,12| 0,89

XLVII




Anhang

6.2. Modellsubstanz Saquinavir

Kolon
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 10 15 20 25 30 VI\<|/ SEM
Pett [10™ cm/s]

9.Ratte 18 |415| 29 (104|085 | 1,12 | 2,01 {2,01]| 1,30

10.Ratte 1,7 1348099 152|394 |19 | 1,51 [2,23| 1,09

11.Ratte 29 141030300 |144 392|174 |1,97| 1,17

12.Ratte 18 | 2,77 | 443 | 052 | 2,14 | 3,16 | 0,11 (2,19 1,64
Saquinavir+Ritonavi

9.Ratte 18 | 385 |4,07 | 446 | 3,74 | 3,08 | 2,42 [3,60| 0,74

10.Ratte 1,7 | 4,02 | 3,23 | 3,67 | 3,77 | 3,61 | 415 [3,74| 0,33

11.Ratte 29 | 367|441 |456| 3,18 | 3,79 | 4,29 |3,98]| 0,53

12.Ratte 1,8 | 3,15 10,4 (293|234 | 2,65 | 3,22 (4,11 3,08
Saquinavir+Vinblastin

9.Ratte 18 | 492|555 330|409 | 283|457 (421 1,02

10.Ratte 1,7 | 440 | 465 | 4,41 | 3,31 | 345 | 3,85 [4,01| 0,56

11.Ratte 29 439 (543|228 |435|509 | 515 [4,45]| 1,15

12.Ratte 18 [ 503|071 |4,41 599 | 9,03 | 2,85 |4,67| 2,83
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lleum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Pest [10™ cm/s]

9.Ratte 53 281 (315|122 | 173|203 | 243 |2,.23|0,71

10.Ratte 50 [281(28|150|084 298|286 |231|0,83

11.Ratte 6,3 | 1,98 | 3,78 | 3,76 | 3,77 | 1,76 | 2,62 |2,94| 0,86

12.Ratte 54 (511188058 | 1,72 | 2,16 | 0,05 |1,92]| 1,76
Saquinavir+Ritonavi

9.Ratte 53 | 3,77 | 3,36 | 3,77 | 2,52 | 3,48 | 2,36 |3,21| 0,62

10.Ratte 50 | 341321386 3,73 | 387 | 3,76 |3,64]| 0,27

11.Ratte 6,3 | 3,7 | 3,76 | 3,84 | 3,46 | 3,64 | 3,35 |3,62| 0,19

12.Ratte 54 | 365|346 393|321 | 327|348 |35 0,26
Saquinavir+Vinblastin

9.Ratte 53 | 338420 | 38 | 4,66 | 474 | 441 | 42 | 0,52

10.Ratte 50 | 4,10 | 480 | 534|435 | 398 | 524 |4,63| 0,58

11.Ratte 6,3 | 3,42 | 356 | 4,55 | 4,07 | 544 | 521 |4,38]| 0,84

12.Ratte 54 | 358|373 |4,78 | 3,28 | 424 | 4,88 |4,08| 0,66

Jejunum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 | 10|15 | 20 | 25 | 30 | Y |SEM
Pett [10™ cmi/s]

9.Ratte 53 (284|271 |212|216| 1,98 | 2,49 |2,38]| 0,35

10.Ratte 7,7 1373086 382|395 | 059|048 |2,24| 1,60

11.Ratte 36 | 295324 |304|216 | 154 | 1,63 |2,43| 0,68

12.Ratte 49 1229|333 | 04 | 107 | 2,79 | 467 |2,43| 1,55
Saquinavir+Ritonavi

9.Ratte 53 | 350|271 321|332 287|384 |324]|041

10.Ratte 7,7 | 3,78 312|242 | 324|331 | 3,37 |3,21| 0,45

11.Ratte 36 |284 364301275 347 | 3,16 |3,15| 0,35

12.Ratte 49 | 393|346 |215| 3,79 | 3,45 | 3,43 |3,37| 0,63
Saquinavir+Vinblastin

9.Ratte 53 (384|457 | 461|342 | 455 | 4,68 |4,28| 0,52

10.Ratte 7,7 | 487|495 | 3,14 | 3,86 | 4,68 | 532 |4,47| 0,81

11.Ratte 36 |448 432|511 | 268 | 458 | 463 [4,30| 0,84

12.Ratte 49 | 461|423 |354 502|433 | 4,29 |4,34| 0,49
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Kolon
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Pest [10™ cm/s]

13.Ratte 2,4 1239 (309|648 | 119|154 | 2,59 [2,88]| 1,90

14.Ratte 2,4 | 3,16 | 1,44 | 3,86 | 3,62 | 1,21 | 3,70 |2,83| 1,09

15.Ratte 2,4 608239292083 080 |-081|2,04]| 2,18

16.Ratte 23 (942|117 009|069 | 06 | 015 |2,02]| 3,65
Saquinavir+H17

13.Ratte 2,4 | 2,29 | 504|526 | 339|458 | 396 [4,09]| 1,12

14.Ratte 2,4 | 4,44 335|358 3,26 283|716 [4,10]| 1,59

15.Ratte 2,4 | 3411104 |509 535|424 | 425 390 1,56

16.Ratte 2,3 1813505226 |453]| 332|225 |4,26]| 2,22
Saquinavir+H17

13.Ratte 24 | 752 (316 |3,13|291 | 4,7 | 291 [4,05]| 1,83

14.Ratte 2,4 | 580|442 | 4,06 | 596 | 458 | 791 |545]| 1,43

15.Ratte 2,4 | 364112086 | 12,1 |-0,81| 3,57 |3,41| 4,58

16.Ratte 2,3 1333622362383/ 318 | 758 |4,63]|1,82

lleum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 | 10|15 | 20 | 25 | 30 | Y |SEM
Pett [10™ cmi/s]

13.Ratte 50 | 347|311 196|212 | 2,15 | 2,05 |2,48| 0,64

14.Ratte 6,0 | 1,78 | 3,24 | 2,14 | 2,21 | 2,35 | 2,25 |2,33| 0,44

15.Ratte 50 [ 398 | 44 | 133|046 | 439|044 | 25| 1,79

16.Ratte 42 16341089386 114 | 0,74 | 1,99 |2,49| 2,21
Saquinavir+H17

13.Ratte 50 | 288|412 354|396 | 337 | 3,56 |3,57| 0,44

14.Ratte 6,0 | 3,87 | 3,99 | 512|204 | 212 | 35 |3,44| 1,18

15.Ratte 50 | 455 (421|294 | 226 | 317 | 3,48 |3,44| 0,84

16.Ratte 42 1512 |335| 4,67 |287 | 311 | 3,34 |3,74| 0,92
Saquinavir+H17

13.Ratte 50 | 497 | 425|357 | 4,76 | 4,62 | 4,39 |4,43| 0,49

14.Ratte 6,0 | 3,27 | 3,89 | 5,23 | 4,88 | 4,73 | 549 |4,58]| 0,84

15.Ratte 50 | 3,27 | 3,96 | 547 | 491 | 534 | 4,72 |4,61| 0,85

16.Ratte 42 | 245|374 | 456 | 487 | 459 | 448 |4,12| 0,9
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Jejunum
Segmentléange [cm] Zeit [min]
Saquinavir 5 10 15 20 25 30 VI\C SEM
Peit [10™ cm/s]

13.Ratte 6,1 | 3,14 (297 | 154|204 235|224 |238]| 0,59

14.Ratte 70 | 3,67 (257|143 | 166 | 213 | 2,16 |2,27| 0,73

15.Ratte 50 | 298|004 359 ]|463]| 085|258 |244]| 157

16.Ratte 4,1 | 341|312 (236|241 | 223 | 269 |27 | 047
Saquinavir+H17

13.Ratte 6,1 | 532|187 |432]|222| 350 | 348 [3,45]| 1,29

14.Ratte 70 | 437 411|264 | 199 | 336 | 3,17 |3,27| 0,89

15.Ratte 50 | 4,92 581|164 | 275|324 | 286 |354]| 1,54

16.Ratte 4,1 | 3,17 | 2,61 | 537 | 3,67 | 2,98 | 3,01 |3,47| 0,99
Saquinavir+H17

13.Ratte 6,1 | 3,26 | 2,68 | 4,97 | 5,36 | 5,11 | 4,11 [4,25| 1,09

14 Ratte 7,0 | 3,22 286|544 | 439 | 493 | 597 [4,47| 1,23

15.Ratte 50 | 3,64 | 486 | 294|493 | 487 | 588 |4,52]| 1,05

16.Ratte 4,1 | 3,63 | 577 | 416 | 4,67 | 4,15 | 439 |4,46| 0,73
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6.3.

Daten IC50-Werte der P-gp Hemmung

Die Daten wurden nach dem gleichen Schema wie in Kapitel 6.1. und 6.2. fur das Jejunum

und Ileum ermittelt (Modelsubstanzen: Talinolol (R, S) und Saquinavir; Inhibitoren:

Ritonavir und 2 (H17)). Modellsubstanz: Talinolol (R, S) und Saquinavir; Segment: lleum

und Jejunum (13-18. Ratte).

lleum

¢ Ritonavir [uM]

0 | 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | IC50+SEM
Pett [10™ cm/s]

R-Talinolol+Ritonavir | 3,10 | 3,00 | 3,31 | 4,59 | 6,17 | 6,6 6,67 | 37,05+0,97
S-Talinolol+Ritonavir | 3,10 | 3,41 | 3,62 | 5,57 | 6,28 | 6,37 | 6,43 | 39,69+1,19
Saquinavir+Ritonavir | 3,59 | 3,64 | 391 | 504 | 6,82 | 7,5 7,8 50,17+0,92

c 2 (H17) [uM]
0 15 20 25 30 35 40 IC50+SEM
R-Talinolol+H17 3,10 | 3,12 | 345 | 429 | 461 | 488 | 500 | 23,66+0,09
S-Talinolol+H17 3,10 | 3,12 | 3,45 | 4,29 | 4,61 | 488 | 5,00 23,66+0,25
Saquinavir+H17 3,22 | 33 | 3,45 | 3,48 | 3,55 | 5,29 7.8 35,86%0,96

Jejunum

¢ Ritonavir [uM]

0 | 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | IC50+SEM
Pett [10™ cm/s]

R-Talinolol+Ritonavir | 2,98 | 3,46 | 344 | 527 | 54 | 541 | 5,65 35,11+0,93
S-Talinolol+Ritonavir | 3,56 | 3,25 | 457 | 6,7 75 | 7,86 | 7,89 37,32+1,26
Saquinavir+Ritonavir | 3,88 | 3,92 | 4,14 | 533 | 6,73 | 7,8 8,02 51,99+1,04

¢ 2 (H17) [uM]
0 15 20 25 30 35 40 IC50+SEM
R-Talinolol+H17 298 | 3,09 | 3,46 | 485 | 571 | 5,79 | 5,99 23,84+0,09
S-Talinolol+H17 3,67 | 3,75 | 424 | 59 | 65 6,7 6,99 23,16+0,19
Saquinavir+H17 464 | 493 | 501 | 6,08 | 8,66 | 9,08 | 9,28 26,60+0,18
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7. Daten in situ Perfusionsstudien — MRP Modulierung

7.1. Modellsubstanz Indometacin

Das Studiendesign entspricht dem aus Kapitel 6.2. Als Inhibitor wurde H17 eingesetzt.
Positivkontrolle war Probenecid. Pro Ratte wurden die sechs erhaltenen Perfusatproben zu

dem angegebenen Wert gemittelt.

Kolon
19 | 20 | 21 | 22 | MW |SEM
Indometacin Pert [10™ cm/s]
1,77 1,81 1,75 1,79 | 1,78 | 0,03
19 20 21 22 MW | SEM
Indometacin+H17 Pert [10™ cm/s]

2,48 2,39 2,45 241 | 2,43 | 0,04
19 20 21 22 MW | SEM

Indom.+Probenecid Pest [107 cm/s]

275 | 2,69 | 277 | 2,72 | 2,73 | 0,04
lleum

19 | 20 | 21 | 22 | MW [SEM

Indometacin Pes [10™ cm/s]
1,86 | 191 | 1,79 | 1,80 | 1,84 | 0,06
19 20 21 22 | MW | SEM

Indometacin+H17 Perr [10™ cm/s]

2,80 2,71 2,76 2,75 | 2,76 | 0,04

19 20 21 22 MW | SEM

Indom.+Probenecid Pert [10™ cm/s]
299 | 2588 | 285 | 2,95 292006
Jejunum
19 | 20 [ 21 | 22 | MW [SEM
Indometacin Pert [10™ cm/s]

1,26 1,35 1,33 1,31 | 1,31 | 0,04

19 20 21 22 MW | SEM

Indometacin+H17 Peft [10™* cm/s]
1,96 2,01 2,11 1,99 | 2,02 | 0,07
19 20 21 22 MW | SEM
Indom.+Probenecid Pest [107 cm/s]

2,13 \ 2,32 | 2,26 \ 2,17 |2,22 | 0,09|
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8. Daten in situ Perfusionsstudie — Substrateigenschaften
H17 (Substanz 2)

8.1. Modellsubstanz H17

Die Auswertungen entsprachen dem in Kapitel 6.2. dargestelltem Schema. Fir die

Koperfusion von H17 mit Vinbnlastin wurden n=2 Ratten verwendet und fur die

Koperfusion von H17 mit Indometacin n=3 Ratten. Pro Ratte wurden die sechs erhaltenen

Perfusatproben zu dem angegebenen Wert gemittelt.

Kolon
22 | 23 | 24 | MW | SEM
H17 Per [10™ cm/s]
2,18 | 205 | 1,92 2,05 0,13
22 23 24 MW SEM
H17+Indometacin Per [107 cmi/s]
269 | 230 | 263 2,54 0,21
22 23 24 MW SEM
H17+Vinblastin Pert [10™ cm/s]
244 | 211 | - | 227 | 0723
lleum
22 | 23 | 24 | MW [ SEM
H17 Peit [10™ cm/s]
231 | 2,76 | 212 2,40 0,33
22 23 24 MW SEM
H17+Indometacin Pert [10™ cm/s]
2,65 | 309 | 241 2,72 0,35
22 23 24 MW SEM
H17+Vinblastin Pers [10™ cm/s]
321 | 282 | - | 302 | 028
Jejunum
22 | 23 | 24 | MW | SEM
H17 Per [10™ cm/s]
2,05 | 244 | 259 2,36 0,28
22 23 24 MW SEM
H17+Indometacin Per [107 cmi/s]
250 | 2,77 | 2,79 269 | 016
19 20 21 MW  |SEM
H17+Vinblastin Pert [10™ cm/s]
273 | 273 | - | 273 | 000 |
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