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Zusammenfassung

Dibenzosuberonderivate, eine neue Klasse von hochpotenten und selektiven p38a-MAPK-
Inhibitoren, bieten neue und vielversprechende Wirkstoffkandidaten. Die p38a-MAPK nimmt
eine zentrale Rolle bei vielen Entziindungsprozessen auf molekularer Ebene ein, weshalb die
selektive Inhibierung somit Therapieoptionen im Bereich der chronisch-entziindlichen
Erkrankungen wie RA und CED, sowie Morbus Alzheimer und Tumoren ermdéglicht. Jedoch sind
bislang nur wenige Informationen zum pharmakokinetischen Verhalten der Verbindungen
verfligbar. Da die Beteiligung von aktiven Transportern am Permeationsmechanismus von
Wirkstoffen groBen Einfluss auf die Wirksamkeit und Sicherheit einer Pharmakotherapie
nehmen kann, empfehlen die European Medicines Agency (EMA) und die Food and Drug
Administration (FDA), neue Wirkstoffkandidaten auf Substrate von u.a. P-Gp und BCRP zu
testen. Hierzu wird die gut etablierte Zelllinie Caco-2 als in vitro Modell empfohlen, da sie alle
relevanten Transporter des menschlichen Dinndarmes exprimiert und insgesamt gute
Korrelationen und Extrapolationen zur in vivo Situation getroffen werden kdnnen. Die Intention
dieser Arbeit war daher die Aufklarung des Permeationsverhaltens, des Ausmalies
intrazelluldrer Aufnahme und Affinitaten zu den aktiven Transportern P-Gp, BCRP und MRP2
von Skepinone-L, FS089, FS100 und SK807.

Die geringe Loslichkeit und Permeabilitat der untersuchten Verbindungen erforderte eine
Aufreinigung und Konzentrierung der gewonnen Proben vor der Quantifizierung. Hierzu wurde
eine Methode entwickelt, welche das Gefriertrocknen der Proben zur Entfernung der wéassrigen
Komponente beinhaltete. Durch anschlieRendes Homogenisieren des Riickstandes in Methanol
konnte in einem Schritt eine Aufkonzentrierung des Analyten und Abtrennung von Puffer- und
Zellbestandteilen erfolgen. Trotz einer Wiederfindung von nur 31 % bei SK807 nach den
Aufreinigungsschritten, konnte das resultierende UV-metrische Signal nach HPLC-Analyse um
den Faktor 4,6 erhoht werden (im Vergleich zu den nicht aufgereinigten Proben). Unter
Verwendung interner Standards wahrend der Aufreinigung, ermoglichte die entwickelte

Methode eine robuste und zuverlassige Quantifizierung der untersuchten Verbindungen.

Um eine Vorhersage zur in vivo Absorption treffen zu kénnen, wurde die Permeabilitat der
p38a-MAPK-Inhibitoren an Caco-2/TC7 Zellen getestet. Hierbei ergab sich eine geringe
Permeabilitat fir die Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807. Gleichzeitig
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unterlagen die Verbindungen einem asymmetrischen Transport, welcher in einer erhohten
Effluxrate resultierte. Der Transport schien von allen drei untersuchten Transportern (P-Gp,
BCRP und MRP2) abhangig zu sein, denn unter Inhibierung der Effluxtransporter lieR sich die
Effluxrate wieder senken. Dass die Transporter P-Gp, BCRP und MRP2 simultan am Efflux
beteiligt sind, konnte beispielhaft fir FSO89 gezeigt werden. Skepinone-L dagegen wies eine
hohere Permeabilitdt auf und die Effluxrate konnte durch Inhibierung aktiver Transporter nicht
beeinflusst werden. Die Wiederfindung der Verbindungen im System war herabgesetzt,
insbesondere bei den Regioisomeren in absorptiver Richtung. Um zu untersuchen, ob eine
intrazelluldre Anreicherung ursachlich fir die geringe Wiederfindung war, wurden
Aufnahmestudien durchgefiihrt. Diese ergaben eine ausgepragte intrazelluldre Anreicherung
der untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren, welche sich unter Inhibierung aktiver Transporter
noch weiter steigern lieR. In besonderem Ausmall liel§ sich die Aufnahme von FS100 durch
Inhibierung von P-Gp und SK807 durch Inhibierung von MRP2 steigern. Die Aufnahme von
Skepinone-L fiel geringer aus und lieR sich nicht durch Inaktivierung aktiver Transporter

beeinflussen.

Da die Gesamtpermeabilitat an Caco-2/TC7 Zellen ausreichend hoch war, kann man fur die
untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren eine rasche in vivo Absorption nach peroraler Gabe
erwarten. Die ausgepragte intrazelluldre Anreicherung, welche in den hier durchgefiihrten
Studien beobachtet wurde, ist eine wichtige Voraussetzung fir gute Wirksamkeit aufgrund von
ungehinderter Penetration in Zielgewebe. Allerdings unterlagen die Morpholinoethoxy-
Derivate einem Transport durch P-Gp, BCRP und MRP2 und waren weiterhin auch in der Lage
BCRP zu inhibieren, weshalb im praktischen Einsatz auf Wechselwirkungen mit Substraten
dieser Transporter zu achten ist (u.a. Digoxin, HIV-Protease-Inhibitoren, Statine sowie viele
Zytostatika). Skepinone-L ist zwar selbst kein Substrat fir die drei untersuchten Transporter,
hat jedoch inhibierenden Einfluss auf BCRP. Dieser beruht wahrscheinlich auf einer
allosterischen Wechselwirkung, welche anders als bei kompetitiver Hemmung nicht durch das
Vorhandensein eines weiteren Substrates verdrangt werden kann. Skepinone-L hat daher
Potential, als BCRP-Inhibitor Einsatz zu finden und BCRP-vermittelten Arzneimittel-Resistenzen

entgegenzuwirken.
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1 Allgemeiner Teil

Eine neue Klasse an hochselektiven und potenten p38a-MAPK-Inhibitoren, die
Dibenzosuberonderivate, liefert vielversprechende neue Wirkstoffkandidaten zum Einsatz auf
Gebieten wie chronisch-entzindlichen Erkrankungen (RA, CED, COPD), Alzheimer oder
Tumorerkrankungen. Aufgrund von Resistenzentwicklungen und hohen Therapiekosten
besteht bei der Pharmakotherapie der genannten Erkrankungen ein standiger Bedarf an neuen
Targets. Wahrend noch keine pharmakokinetischen Daten zu den Dibenzosuberonderivaten
FS089, FS100 und SK807 verfigbar sind, wurde Skepinone-L bereits in vivo (Maus) getestet und
zeigte gute Bioverfligbarkeiten [1]. Bislang wurden jedoch noch keine Untersuchungen zu

Transporteraffinitdten dieser Verbindungen unternommen.

Neu entwickelte APIs sollten vor dem Einsatz in klinischen Studien hinreichend auf ihre
pharmakokinetischen Eigenschaften untersucht werden, um eine zufriedenstellende
Wirksamkeit und Sicherheit beim Einsatz in Menschen zu gewahrleisten. Da viele Transporter
grolRen Einfluss auf die Pharmakokinetik vieler Pharmaka ausiiben, ist es notwendig neue APIs
auf Substrate bzw. Modulatoren bestimmter Transporter zu untersuchen. Eine grol3e Rolle in
ADME-Prozessen (Absorption, Distribution, Metabolisierung, Eliminierung/Exkretion) spielen
Multidrug Resistance-(MDR-)Transporter, welche unter anderem im Gastrointestinaltrakt, der
Blut-Hirn-Schranke oder der Leber exprimiert werden. Sie besitzen eine sehr breite Substrat-
und Gewebeverteilung bei hoher Wirkeffizienz und Effektivitdt durch Synergismus beim
Transport mit anderen Effluxtransportern und metabolisierenden Enzymen. Die Beteiligung
von aktiven Transportern an der Absorption, Distribution oder Exkretion von Pharmaka kann
grolRen Einfluss auf die Pharmakokinetik nehmen, indem die Absorption von Substraten
limitiert, die Exkretion geférdert und die Penetration in Gehirn, Tumorzellen oder weitere
Zielorgane verhindert wird [2]. Gleichzeitig kann die Pharmakokinetik bei Beeintrachtigung der
beteiligten Transporter kompromittiert sein, sodass z.B. initial geschitzte Gewebe wie das
Gehirn nun von Xenobiotika, welche Substrate fir aktive Transporter darstellen, penetriert
werden kdnnen. Die Beeintrachtigung der Transporteraktivitdt kann durch interindividuelle
Unterschiede in der Expression oder Induktion bzw. Inhibierung der Expression begriindet sein.
Ein weiterer verkomplizierender Faktor ist die Moglichkeit der indirekten Induktion bzw.
Inhibierung der Expression durch Induktoren/Inhibitoren des CYP-Systems, was aufgrund einer

Uberlappung genetisch codierender Regulatoren fiir das CYP-System und ABC-Transporter



zustande kommt [3]. Die Haufigste Ursache flr intraindividuelle Variabilitaten der
Transporteraktivitdt ist jedoch die Coadministration von mehreren Substraten eines
Transporters, welche haufig in Drug-Drug Interaktionen (DDIs) resultiert. Der Einfluss von
Transportern auf ADME-Prozesse, wie sie bereits diskutiert wurden, kann sowohl in reduzierter
Wirksamkeit (z.B. aufgrund limitierter Permeation in Zielgewebe) als auch reduzierter
Sicherheit (z.B. aufgrund erhohter Plasmakonzentration und resultierenden vermehrten
unerwuinschten Arzneimittelwirkungen und erhoéhter Toxizitat) einer Pharmakotherapie durch
DDIs mit co-administrierten Substraten/Inhibitoren von Transportern resultieren. Die FDA und
EMA empfehlen daher eine Testung neuer APIs auf Substrate fir MDR-Transporter (u.a. P-Gp
und BCRP), da eine frihe Aufklarung durch in vitro Testung héaufig die Notwendigkeit flr

spatere klinische Studien verhindert [4, 5].

Um die oben beschriebene Problematik ndher zu erleuchten, wird im Folgenden
detaillierter auf die Eigenschaften der untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren eingegangen und

die an der Permeation beteiligten Prozesse sowie MDR-Transporter ausfihrlicher diskutiert.

1.1 p38a-MAPK-Inhibitoren

P38 ist eine Subgruppe aus der Superfamilie der Mitogen Aktivierten Proteinkinasen
(MAPK). Wahrend die Funktionen der B-, - und y- Isoform noch wenig verstanden sind, wird
der a-Isoform eine zentrale Rolle in der Biosynthese von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNFa, IL-1B und IL6 zugewiesen [6, 7]. Die p38a-MAPK ist neben Prozessen wie Inflammation
auch an der Regulierung von Proliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und Angiogenese
beteiligt [8-10]. Daher ergeben sich durch die Adressierung der p38a-MAPK eine Reihe
innovativer Therapieanséatze, z.B. bei Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis
(RA), chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED, v.a. Colitis Ulcerosa und Morbus
Crohn), aber auch Morbus Alzheimer, COPD und Tumorerkrankungen [11-15]. Obwohl aktuell
noch kein p38a-MAPK-Inhibitor zugelassen ist, sind die Bestrebungen der Forschung in diese
Richtung groR, und einige Wirkstoffkandidaten durchlaufen gerade Phase Il und Il Studien mit

vielversprechenden Ergebnissen zu oben genannten Indikationen [16].
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1.1.1 Dibenzosuberonderivate

Eine neue Klasse p38a-MAPK-Inhibitoren, die Dibenzosuberonderivate, weisen eine sehr
hohe Potenz bei gleichzeitiger Selektivitat flir die a-Isoform auf [1, 17]. Ein groRer Vorteil der
Dibenzosuberonderivate ist deren ausgepragte Selektivitdt, da das Scheitern von bisher in
klinischen Phase Il Studien eingesetzten p38-MAPK-Inhibitoren in deren unspezifischer

Toxizitdt (durch Inhibierung weiterer Isoformen und weiterer MAPK) begriindet war [18, 19].

Das Dihydroxypropoxy-Dibenzosuberon Skepinone-L, welches Uber eine bemerkenswerte
inhibitorische Potenz am isolierten Enzym (ICsp 5 nM) und aufgrund seiner Hydrophilie
ebenfalls im Vollblutassay (ICso 40 nM) verflgt, zeigte in vivo (Maus) eine gute Absorption nach
peroraler Gabe [1]. Die Morpholinoethoxy-substituierten Dibenzosuberone FS089, FS100 und
SK807 weisen ebenfalls eine ausgepragte inhibitorische Potenz am isolierten Enzym auf
(ICsp 10-30 nM), allerdings ist diese im Vollblutassay nur flir das in Position 7 substituierte
SK807 wiederzufinden, wahrend die Aktivitdt von FS089 und FS100 stark reduziert ist [20]. Da
dieser Effekt im Vollblutassay, jedoch nicht am isolierten Enzym auftrat, vermuten die Autoren,
dass eine gesteigerte Plasmaproteinbindung, geringe Permeabilitat durch Zellmembranen oder
die Limitierung der Aufnahme aufgrund eines spezifischen Transporters mogliche Griinde fur

den Wirkverlust sind.

Tab. 1: Eigenschaften der Dibenzosuberone
Inhibitonsdaten aus [20], Mr und log D kalkuliert mit MarvinSketch Software.

p38a ICso TNFa ICso Mr log D
+ SEM [uM] + SEM [uM] [g/mol] (pH 7.4)
Skepinone-L 0,005 + 0,002 0,04 + 0,01 425,432 4,24
SK807 0,01 + 0,00 0,08 + 0,02
FS089 0,03 + 0,00 200 464,513 5,35
(pks = 5,76)
FS100 0,02 £ 0,00 40,0 + 13,2



Skepinone-L

Ske/’)mone—l,

Abb. 1: Struktur von Skepinone-L und seiner Derivate
3D-Struktur erstellt mit Marvin Sketch Software
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1.2 Gastrointestinale Resorption

Die Bioverfligbarkeit einer Substanz beschreibt das Ausmal’ und die Geschwindigkeit, mit
der diese aus ihrer Arzneiform in den systemischen Kreislauf freigesetzt wird. Der Weg eines
Arzneimittels von der Applikation einer Formulierung bis zur Exkretion des Arzneistoffes
und/oder seiner Metabolite aus dem Korper wird als LADME-Prozess bezeichnet (Liberation,
Absorption, Distribution, Metabolisierung und Elimination). Nach Liberation der
pharmakologisch wirksamen Substanz aus ihrer Formulierung kann diese erst in geldstem
Zustand zur Absorption zur Verfligung stehen. Daher ist eine gewisse Loslichkeit in Wasser
obligate Voraussetzung fiir die systemische Wirkung eines Arzneistoffes. Der
Absorptionsprozess findet nach peroraler Applikation an den Schleimhauten des gesamten
Gastrointestinaltraktes, jedoch vor allem im Dinndarm statt. Er beinhaltet die Permeation des
Arzneistoffes durch Epithelzellen der Darmschleimhaut, Permeation durch GefdRepithelien
unter Eintritt in den systemischen Blutkreislauf, und nach erfolgtem Verteilungsprozess (der
Distribution), die Permeation in die Zielzellen. Betrachtet man die Permeation als reinen
Diffusionsprozess, wird dieser vor allem durch den Verteilungskoeffizienten (Vk) des
Arzneistoffes bestimmt. Der Vk beschreibt das Ausmal3, in welchem sich eine Verbindung aus
einer wassrigen Losung heraus in Biomembranen umverteilt, und ebenso auch den Wieder-

Austritt aus der Zelle.

1.2.1 Epitheliale Transportmechanismen

Bei der Permeation von endogenen Substraten und Xenobiotika durch gastrointestinale
Endothelien kann grundsatzlich zwischen passivem (konzentrations-abhangigem) und aktivem
(konzentrations-unabhangigem), an ATP-Hydrolyse gebundenen Transport, unterschieden
werden. Der Transport von apikal (AP) nach basolateral (BL), also aus dem Darmlumen zur

Blutseite hin wird als Absorption, und die umgekehrte Richtung als Sekretion bezeichnet.

Zu den passiven Routen gehort die Diffusion, der parazelluldre Transport und die
erleichterte Diffusion beziehungsweise Carrier-vermittelter Transport, wahrend der sekundar
aktive Transport eine Sonderstellung einnimmt. Passiver Transport erfolgt nurin Richtung eines

chemischen und/oder elektrischen Gradienten hin (z.B. Konzentrationsunterschied).

Schnell und vollstdndig resorbierte Verbindungen sind meist lipophil und werden passiv

transzelluldar aufgenommen, was durch die dargebotene, extrem grofe Oberflache der

10



Blrstensaummembran der Darmepithelzellen geférdert wird. Passive Diffusion erfolgt
unselektiv in gleichem Ausmal’ in absorptiver und sekretorischer Richtung und kann durch das

erste Fick’sche Diffusionsgesetz beschrieben werden.

A
4
Y ¥V V¥
g b & d ¢ /

Abb. 2: Epitheliale Transportmechanismen

a: passive Diffusion b: parazelluldrer Transport durch Tight Junctions c: Carrier-vermittelte Diffusion (vermitteln
stark hydrophilen Molekiilen (z.B. lonen) tempordr lipophilere Eigenschaften und beféhigen so zur passiven Diffusion
entlang eines elektrochemischen Gradienten) d: aktiver Transport, e: sekunddr aktiver Transport unter Ausnutzung
eines durch primdr aktiven Transport entstandenen elektrochemischen Gradienten (blau) f: Endozytose / Pinozytose

Am A KB XT
— =D x Vx x — x (Ca-Ci) D=
At d b1 xr
Formel 1: 1. Fick'sches Diffusionsgesetz Formel 2: Diffusionskoeffizient
Am/At  Diffundierte Menge pro Zeit [ug/s] Ke  Boltzmannkonstante [J/K]
Vi Verteilungskoeffizient zwischen Membran T  Temperatur [K]
und AuRenmedium n dynamische Viskositdat des Diffusions-
A Diffusionsflache [cm?] mediums [Ns/m2]
d Dicke der Membran [cm] r Radius der diffundierenden Teilchen [m]
Ca-Ci Konzentrationsgradient an der Membran [ug/mL]
Vi= Corg Corg Konzentration in organischer Phase
K_
Cwassrig cwissig  Konzentration in wassriger Phase

Formel 3: Verteilungskoeffizient

Vk wird meist logarithmisch als log P angegeben und beschreibt das Verteilungsausmaf einer Substanz zwischen
einer organischen (Octanol) und wdssrigen Phase. Bei ionisierbaren Substanzen ist der log D-Wert
aussagekrdftiger, welcher die Verteilung bei einem definierten pH beschreibt. Ist der log P-Wert einer Substanz
kleiner als 4, kann eine gute Permeation angenommen werden. Bei gréfseren Werten ist aufgrund der hohen
Lipophilie mit einer Akkumulierung in den Membranen zu rechnen [21].
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Faktoren wie Diffusionsflache, Dicke der zu Uberwindenden Membranen, Temperatur und
Viskositat des Diffusionsmediums (1. Fick’sches Diffusionsgesetz) sind bei Betrachtung eines
Individuums weitgehend konstant. Daher ist die GroRe des Molekils, Konzentration und der
Verteilungskoeffizient ( a) Extrazellularmedium zu apikaler Membran, b) apikale Membran zu
Intrazellularmedium und c) Intrazellularmedium zu basolateraler Membran) mafgeblich fir die

Diffusionsgeschwindigkeit.

Moglich ist auch parazelluldrer Transport tber die Tight Junctions des Epithels, wenngleich
seltener. Dieser tritt bei hydrophilen Wirkstoffen und Peptiden auf und der Transport erfolgt
aufgrund der ca. 1000x geringeren Oberfldche im Vergleich zur Blrstensaummembran langsam
und unvollstandig. Endozytose wird zum Transport von Feststoffpartikeln und Flussigkeiten (in
diesem Fall Pinozytose) von der Zelle aufgebracht, was wahrscheinlich bei der Aufnahme von

grolRen Peptid-Verbindungen eine Rolle spielt [22].

Sekundar aktiver Transport (erleichterte Diffusion) erfolgt unter Ausnutzung eines durch
primaren Transport entstandenen Gradienten. Hierbei wird ein Co-Substrat entlang seines
elektrochemischen Gradienten, welcher durch einen aktiven Mechanismus aufgebaut wurde,
transportiert und stellt dadurch Energie bereit, mit der ein anderes Substrat entgegen seinem
elektrochemischen Gradienten transportiert werden kann. Verlauft der Transport von Co-
Substrat und Substrat in die gleiche Richtung, spricht man von Symport, verlduft er
entgegengesetzt, von Antiport. Ein bekannter Symporter ist der Na*/Glucose-Carrier, welcher
unter Ausnutzung eines durch die basolateral gelegene Na*/K*-ATPase entstandenen, nach
innen gerichteten Na*-Gradienten, Na* und Glucose auf der apikalen Membran in die Zelle
befordert. Einen Antiporter stellt der Na*/H*-Austauscher dar, welcher einen nach auRen
gerichteten H*-Gradienten aufrechterhalt. Dieser bedingt zum einen das Mikroklima von
pH 6.0 — 6.5 in unmittelbarer Nahe zu Enterozyten, und ist zum anderen die treibende Kraft fir
den Carrier-vermittelten Transport von Peptiden in die Zelle durch den
H*/Oligopeptidtransporter PepT, welcher in apikalen Membranen des Dinndarms und in
renalen Epithelien des proximalen Tubulus exprimiert wird [23]. PepT spielt eine Rolle bei der

Aufnahme von peptidomimetischen Wirkstoffen wie zum Beispiel B-Lactam Antibiotika [24].

Aktiver Transport ist immer an ATP-Hydrolyse gebunden. Hierbei kdnnen wie bei Carriern
eine Konformationsanderung mit darauf folgender Translokation oder Porendurchtritt

Méglichkeiten zur Uberwindung der Plasmamembran darstellen. Da Energie aufgebracht wird,
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kdnnen Substanzen auch entgegen ihrem elektrochemischen Gradienten transportiert werden,
Beispiele sind die oben bereits erwdhnte Na+/K+-ATPase, diverse Protonenpumpen und ABC-

Transporter, auf die im Folgenden noch ndher eingegangen wird (siehe 1.2.5).

Lewdapa Ayvpba[[m . O%OH Sa[icy[séi:m

o CH,

W Hs\jisrﬂ O Hm OH
éaba,omtm Ca,mb,or[[ R /Cdopmfm

cHy

NH— H o BHR v
Baclofen Valaciclovir O\LHT“ [&?omfm

Abb. 3: Beispiele fir gastrointestinale Transporter und ihre Substrate

AS = Aminosdure, OP = Oligopeptid, R-COO™ = organische Sdure. A: AS-Transporter, transportiert AS im Cotransport
mit Na*, Na*-Gradient aufgebaut durch Na*/K*-ATPase. B: OP-Transporter (hier PepT-1), Symport von Di- und
Tripeptiden mit H*, H*-Gradient durch Na*/H*-Austauscher aufgebaut. C: Monocarboxylattransporter (hier MCT-1),
dquimolarer Symport von Monocarboxylaten mit H*.
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1.2.2 Transporter in ADME-Prozessen von endogenen Substraten und Xenobiotika

Die Aufnahme, Distribution und Exkretion von Xenobiotika ist ein Prozess, an dem neben
der passiven Diffusion haufig auch Transportproteine beteiligt sind. In den letzten Jahrzehnten
wurden immer mehr humane Transportproteine in zahlreichen Geweben entdeckt und viele
ihrer Substrate aufgeklart, sodass inzwischen die Involvierung von Transportern in

ADME-Prozesse eher als Regel denn als Ausnahme angenommen wird [2, 25].

Einige Transporter kdnnen in vielen Zellen wiedergefunden werden, wahrend andere eine
spezifischere Gewebeverteilung aufweisen. Fir viele Transporter besteht eine Korrelation
zwischen dem Ausmald ihrer Expression und dem Differenzierungsfortschritt der
exprimierenden Zellen. So nimmt die Dichte der Transporter in Enterozyten Uber die Krypten-
Zotten-Achse zu, da in den Polen der Krypten undifferenzierte Zellen sitzen, welche erst nach
Differenzierung zu den Zotten hin wandern. Ebenfalls ist die Ausprdgung von Transportern an
der apikalen Birstensaummembran hoher als an der basolateralen Membran. Zwei Gruppen
von aktiven Transportern spielen eine groRRe Rolle beim Transport von Xenobiotika: Die SLC-
und ABC-Superfamilie, welche im Folgenden (siehe 1.2.4 und 1.2.5) detaillierter diskutiert

werden.

1.2.3 Klinische Bedeutung von Transporter-Interaktionen

Seit einigen Jahren finden Transporter Beachtung in den Guidelines der EMA und FDA,
welche die Testung neuer APIs auf Substrate von 9 bzw. 7 Transportern empfehlen (die Efflux-
Transporter P-Gp und BCRP; die hepatischen Uptake-Transporter OATP1B1 und 1B3 (Organic
Anion Transporter); die renalen Uptake-Transporter OAT1, 3, und OCT2 (Organic Cation
Transporter); zusatzlich von EMA: der hepatische Uptake-Transporter OCT1 und der Efflux-
Transporter BSEP (Bile Salt Efflux Pump) [4, 5]. Vor allem bei neuen Wirkstoffen ist es wichtig
zu wissen, worauf man bei einer klinischen Studie zu achten hat (z.B. die hdufige Interaktion
von OATP-Inhibitoren und Statinen). Weiterhin konnen Transporter die Pharmakokinetik von
Verbindungen in groBem Ausmal’ beeinflussen, indem sie die intestinale Absorption limitieren,
die Exkretion via Galle und Urin fordern und die Penetration in Gehirn, Plazenta und
Tumorzellen verhindern. Somit entsteht ein signifikanter Einfluss auf die Effizienz und
Sicherheit einer Pharmakotherapie. Bei der Co-Administration von Pharmaka, welche

Substrate/Inhibitoren von Transportern sind, muss die Dosis angepasst werden, v.a. bei
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geringer therapeutischer Breite (z.B. das P-Gp-Substrat Digoxin). Auf der anderen Seite ergeben
sich auch Chancen fir neue drug-delivery-Strategien durch Uptake-Transporter wie OATPs,
PepTs (Peptid Transporter) und Aminosauren-Transporter, welche eine Rolle in der Aufnahme

von Aminosauren-basierten Wirkstoffen und Prodrugs einnehmen konnten.

Die EMA und FDA schlagen verschiedene Moglichkeiten zur Untersuchung von
Transportern vor (4, 5]: a) Nicht-klinisch: Zell-basierte Studien, ATPase
Aktivitatsuntersuchungen, Vesikel und Knock-Out(k-o)-Tiere. b)Klinisch: Vergleichende
Pharmakokinetik-Studien und Untersuchungen des Polymorphismus. Aus der nicht-klinischen
Auswahl sind die Zell-basierten Studien zu bevorzugen, da sie schnell und kostengiinstig prazise
Informationen liefern kdnnen. Verwendet werden kdnnen Zelllinien wie (k-o) Caco-2 und MDR-
transfektierte MDCK-Zellen. Eine weitere Moglichkeit bieten bildgebende Verfahren, wie die
Positronen-Emissions-Tomographie,  welche  patientenidividuell und nicht-invasiv
Vorhandensein und Verteilung von Transportern in Organen wie Leber, Niere und Tumoren

aufzeigen kann [2].

Drug-Drug Interaktionen (DDls)

Wahrend durch metabolisierende Enzyme entstandene Interaktionen bereits ausfihrlich
untersucht wurden, gewinnen Transporter-Interaktionen noch an Beachtung und Verstandnis.
DDIs (Drug-Drug Interaktionen) kénnen sich aus Inhibierung, Induktion oder beidem ergeben,
und es konnen Efflux-und/oder Uptake-Transporter wahrend Absorption, Distribution
und/oder Exkretion involviert sein, welche nicht nur die Toxizitat, sondern auch die
Wirksamkeit des betroffenen Pharmakons (Substrat) beeintrachtigen [2]. Zusatzlich unterliegt
die Expression von aktiven Transportern einem stark ausgepragten genetischen
Polymorphismus und einer groRen Variation der Ausprdagung in verschiedenen phanotypischen
und ethnischen Gruppen. Als Konsequenz empfiehlt die FDA z.B. als Startdosis fiir Rosuvastatin
(OATP1B1- und BCRP-Substrat) 10 mg fir Kaukasier und 5 mg fir Asiaten. Weitere klinisch
relevante Interaktionen treten unter anderem vermehrt bei der Therapie mit Digoxin (P-Gp-
Substrat), Repaglinid oder Cerivastatin und ltraconazol oder Gemfibrozil (CYP3A4-, BCRP- und

OATP1B1-Interaktion) auf und resultieren in verminderter Wirksamkeit und erhéhter Toxizitat.
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Tab. 2: Beispiele klinischer, Transporter-verursachter DDIs

modifiziert nach [26]

interagierender Wirkstoff

Klinische Konsequenz

Involvierter Transporter
und Effekt

Chinidin Digoxin Exposition ™ P-Gp Inhibierung
Rifampicin Digoxin Exposition N P-Gp Induktion
Dronedaron Digoxin Exposition ™ P-Gp Inhibierung
Probenecid Cephradin Exposition ™ OAT Inhibierung
Cimetidin Metformin Exposition ™ OoCT Inhibierung
Cyclosporin A Rosuvastatin Exposition T OATP / BCRP Inhibierung
Lopinavir / Ritonavir Rosuvastatin Exposition T OATP  Inhibierung

Die Plasmakonzentration von Wirkstoffen ist bei durch metabolisierende Enzyme
ausgelosten DDIs ein guter Marker. Nicht so bei Interaktionen mit Transportern: Die
Konzentration in einem bestimmten Organ (z.B. Gehirn, Leber, Plazenta) kann sehr stark
ansteigen, ohne dass eine starke Konzentrationsverdnderung im systemischen Kreislauf
auftritt. So manifestieren sich Enzym-basierte DDIs in einer Uber- oder Unterdosierung,
wahrend Transporter-vermittelte DDIs meist in einer Gewebe-spezifischen Toxizitat resultieren
[26]. Pharmaka, welche mit einem Transporter interagieren, interagieren jedoch
typischerweise meist auch mit weiteren Transportern. Dies ermdglicht mehrere Moglichkeiten
fir Clearance und Elimination fir Transporter-Substrate, sodass solche Substanzen trotzdem
verabreicht werden kénnen (z.B. Estradiol-17B-Glucuronid, Methotrexat und Pravastatin,

welche Substrate flir P-Gp, BCRP, OATP1B1 und 1B2 darstellen) [27].

Multidrug Resistance (MDR)

MDR steht flir Multidrug Resistance und beschreibt das Phanomen der limitierten Plasma-
und Gewebekonzentrationen von Arzneistoffen nach (wiederholter) Applikation. Diese
Beobachtung trifft vor allem fir Chemotherapeutika zu und die ,Resistenz” besteht meist nicht
nur flr das bereits applizierte Pharmakon, sondern betrifft oft eine grolle Reihe an strukturell
und pharmakologisch unverwandten Verbindungen. Die Ursache liegt in einer Uberexpression
von Effluxtransportern (MDR-Transporter), stimuliert durch die Applikation eines
Xenobiotikums, welches ein Substrat darstellt. Fir Multidrug Resistance im humanen
Intestinum sind vor allem die drei aktiven Transporter P-Gp, MRP2 und BCRP verantwortlich
[25, 28]. Obwohl die starke Uberexpression hauptséchlich in Tumorzellen zu beobachten ist,

finden sich aktive Effluxtransporter auch in gesundem Gewebe wieder, vor allem in
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Barriereepithelien wie dem Gastrointestinaltrakt oder der Blut-Hirn-Schranke und erfillen
neben dem Transport von vielen endogenen Substraten eine wichtige Schutzfunktion im
Korper. Ein veranschaulichendes Beispiel fir die physiologische Funktion von MDR-
Transportern bieten Collie-Hunde, welche haufig an einem Gendefekt des mdrl-Gens leiden.
Dieses codiert flr P-Gp und folglich reagieren betroffene Hunde extrem sensitiv auf lvermectin-
induzierte Neurotoxizitdt aufgrund des Fehlens des Effluxproteins in der Blut-Hirn-Schranke

[29].

MDR-Transporter zeigen eine sehr breite Substrataffinitat. Ein einzelner Transporter ist in
der Lage, viele chemisch stark diverse Substrate verschiedener Wirkstoff- und Substanzklassen
zu transportieren — gleichzeitig kdnnen einzelne Molekile von mehreren Proteinen als
Substrate akzeptiert werden [30-33]. Zu den Substraten zahlen neben zahlreichen Zytostatika
eine Reihe von weiteren Pharmaka verschiedenster Substanzklassen (siehe Tab. 3). Viele MDR-
Transporter wie das P-Gp haben eine ausgesprochen breite Gewebeverteilung [34].
Gleichzeitig kann die Expressionsrate verschiedener Transporter innerhalb eines Organs
variieren. So steigt die P-Gp-Expression longitudinal im Intestinum mit geringster Expression im
Magen und hdchster im Colon. MRP2 und BCRP werden dagegen starker im Jejunum und
proximalen Duodenum exprimiert, wahrend im Ileum geringere Dichten auftreten [35-38].
Neben der (berlappenden Substratspezifitdit und Co-Lokalisation zu metabolisierenden
Enzymen resultieren diese ergdnzenden Expressionsmuster in einer kooperativen und
effektiven Detoxifikation, jedoch gleichzeitig auch in einem klinisch relevanten
Wirksamkeitsverlust vieler Zytostatika und anderer Substrate. Die klinisch relevantesten
Transporter gehoren zur SLC- oder ABC-Superfamilie, welche folgend ausflihrlicher betrachtet

werden.

Tab. 3: MDR-Transporter
modifiziert nach [25]. BHS = Blut-Hirn-Schranke; LTC4 = Leukotrien C4; DNP-SG = 2,4-dinitrophenyl-S-glutathion

ABC-Trans Lokalisation  Expression im Endogene Substrate  Exogene Substarte (Beispiele)
porter Gewebe

P-Gp AP Niere, Nebenniere, Phospholipide, Cytokine, Digoxin, Chinidin, Verapamil, Tetracyclin, Zytostatika
ABC B1 Leber, Pankreas, Steroide (Antimetabolite, Taxane, Vinka-Alkaloide), HIV-
Intestinum, Lunge, Protease-Inhibitoren (Indinavir, Saquinavir,
BHS, Plazenta Nelfinavir), Ciclosporin A, Antikonvulsiva
(Phenobarbital, Phenytoin, Topiramat)
MRP1 Niere, Lunge, Testikel, Glutathion, Makrolide, Chloroquin
ABC C1 (auRer Plazenta  Skelett- und Glutathionkonjugate
und BHS) Herzmuskel, Plazenta  (LTC4, DNP-SG), Bilirubin-

Glucuronide, Gallensalze
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MRP2 AP Leber, Niere, LTC4, DNP-SG, Bilirubin- Doxorubicin, Methotrexat, Vinka-Alkaloide, Cisplatin
ABC C2 Dinndarm, Plazenta Glucuronide, sulphatierte u.a. Indinavir, Ritonavir, Fexofenadin, Pravastatin,
Gallensalze, Estradiol-17- Azithromycin
B-Glucuronid

MRP3 Nebenniere, Gallensalze, LTC4, Morphin-Glucuronid
ABC C3 Intestinum, Pankreas, Estradiol-17B-Glucuronide,
Gallenblase, Plazenta  Bilirubin-Glucuronide
MRP4 AP + Nieren, BHS cAMP, cGMP, Gallensalze, Ganciclovir, Topoisomerase I-Inhibitoren, Mefloquin
ABC C4 Folat, konjugierte Steroide,
Prostaglandine (PGE1,
PGE2)
MRP5 Skelett- und cAMP, cGMP, Folat, DNP- Methotrexat, Adefovir
ABC C5 (auRer BHS) Herzmuskel, Testikel ~ SG
MRP6 Leber, Niere, Haut, LTC4, DNP-SG Etoposid, Doxorubicin, Daunorubicin
ABC C6 Lunge, Herz,
Intestinum, Pankreas,
Magen
MRP7 ? Estradiol-17-B-Glucuronid, Vinka-Alkaloide, Daunorubicin
ABC C7 Lrca
BCRP AP Plazenta, Brust, BHS;  Vitamine (Riboflavin, Nifedipin, Nitrofurantoin, Diclofenac
ABC G2 Leber, Intestinum Biotin), Porphyrine,

Estrogen-Sulfat-Konjugate

1.2.4 SLC-Superfamilie

Die SLC-Superfamilie (Solute Carrier) beinhaltet 43 Unterfamilien, von denen einige in
Geweben exprimiert werden, welche in den Transport von Xenobiotika involviert sind, wie
Leber, Nieren, Intestinum und das Gehirn [39, 40]. Der Organic Anion Transporter OATP1B1
(zur SLC21/SLCO-Familie gehorend) ist das am besten charakterisierte Mitglied. Er wird
vorwiegend in der basolateralen Membran von Hepatozyten exprimiert und endogene
Substrate sind Bilirubin und seine Glucuronide, Gallensalze, Schilddriisenhormone und
Steroide. Die klinisch relevantesten exogenen Substrate sind die HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren (Statine). Die Aufnahme von Statinen durch OATP1B1 in Hepatozyten ist der erste
Schritt der hepatischen Elimination und gleichzeitig Voraussetzung fir den therapeutischen
Effekt. Die Beeintrachtigung von OATP1B1 durch Co-Administration von Substraten/Inhibitoren
(z.B. Rifampicin) oder aufgrund von genetischen Polymorphismen kann zu einer verminderten
Konzentration von Statinen in der Leber und zu einer Erhéhung im Plasma fihren, was in einem
Verlust von Wirksamkeit auf Kosten von erhohter Toxizitdat und unerwlnschten

Arzneimittelwirkungen (UAWSs) resultiert.

Zur Unterfamilie der SLC22 gehoren OATs und OCTs (Organic Anion und Cation
Transporter), welche die Aufnahme von organischen Anionen, Kationen und Zwitterionen

durch Austausch mit intrazelluldren Dicarboxylaten (z.B. a-Ketoglutarat) vermitteln.
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1.2.5 ABC-Superfamilie

ABC-Proteine (ATP binding Cassette) transportieren eine grofle Auswahl von Pharmaka,
N&dhrstoffen und Metaboliten. Durch die Expression in Geweben wie Darmepithel, Gehirn,
Lunge, Plazenta und Leber kommt ihnen neben der Rolle in der Aufnahme und dem Transport
von Nahrstoffen und Xenobiotika eine Barrierefunktion zu. Von den bislang 48 identifizierten
humanen ABC-Transportern werden insbesondere 9 mit dem Phanomen der Multidrug
Resistance (MDR) assoziiert. Eine auffallende Eigenschaft dieser MDR-Transporter ist ihre
fehlende Substratspezifitdét und die Fahigkeit eine grofRe Anzahl von chemisch
unterschiedlichsten Verbindungen zu transportieren, was Vorhersagen zu Affinitaten zu diesen

Transportern extrem schwierig macht.

Expression im Gewebe und physiologische Funktion

Die Transporter P-Gp (ABC B1, MDR1, Multidrug Resistance Protein 1), BCRP (ABC G2,
MXR) und MRP2 (ABC C1) nehmen eine besondere Stellung beim Transport von Pharmaka ein.
Sie werden in apikalen Membranen polarisierter Zellen exprimiert (u.a. des intestinalen
Epithels), wo sie die Absorption von Xenobiotika limitieren, einschlieflich vielen klinisch
relevanten Wirkstoffen. In der canalikuldaren Membran von Hepatozyten und dem renalen
Epithel sind sie an der Exkretion von Stoffen in Galle und Urin beteiligt. In der apikalen
Membran des Kapillarendothels im Gehirn funktionalisieren P-Gp und BCRP die Barriere der

Blut-Hirn-Schranke.

Apikal gelegene Transporter tragen durch Exkretion von Xenobiotika in Darmlumen, Galle
und Urin zur Detoxifikation der Zelle bei, wédhrend die basolateral gelegenen die
(Re-)Absorption von Verbindungen aus der Zelle ins Blut vermitteln [3, 41]. In polarisierten
Zellen von Barrieregeweben wie dem Kapillargewebe der Blut-Hirn-Schranke und der Plazenta
sind ABC-Transporter zur Blutseite hin orientiert, um Xenobiotika vom Organ abgewandt zuriick
ins Blut zu transportieren. Durch die breite Gewebeverteilung und Substratvielfalt sind die

Transporter kooperativ an der Detoxifikation von Geweben beteiligt.

1 Allgemeiner Teil | 19



Abb. 4: Gewebeverteilung von Transportern

BHS = Blut-Hirn-Schranke, BCRP = Breast Cancer Resistance Protein, OAT = Organic Anion Transporter, OCT =
Organic Cation Transporter, MRP = Multidrug Resistance Protein, BSEP = Bile Salt Efflux Protein, PepT = Peptide
Transporter, MCT = Monocarboxylate Transporter

Topologie

ABC-Proteine setzen sich aus folgenden Untereinheiten zusammen [40]: Den
Transmembran Domanen (TMD) und den cytosolischen Nukleotid Bindungs Doméanen (NBD).
Jeweils 2 NBDs bilden als Dimer das cytosolische ATP-Hydrolyse-Zentrum eines ABC-Proteins,
insbesondere gebildet durch die Walker A und Walker B Region innerhalb der NBDs [42].
Charakteristisch fiir ABC-Proteine ist eine stark konservierte Aminosaurensequenz, welche sich
zwischen der Walker A und B Region befinden (ABC signature motif/C motif). Die NBDs aller
Proteine der ABC-Superfamilie weisen eine 25 %ige Ubereinstimmung in ihrer
Aminosaurensequenz auf. Die TMDs hingegen bestehen jeweils aus typischerweise 6
transmembran lokalisierten a-Helices und sind hauptsachlich fir die Spezifitat des Proteins
verantwortlich. Gleichzeitig weisen sie jedoch eine viel hohere Variabilitdt in ihrer

Aminosaurensequenz und der Verankerung innerhalb der Membran als die NBDs auf.
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Wahrend sich die meisten ABC-Proteine typischerweise aus jeweils zwei TMDs und zwei
NBDs zusammensetzen, gehdren das BCRP als Halbtransporter (nur je eine TMD und NBD) und

das MRP2 mit einer zusatzlichen TMD zu den Ausnahmen von dieser Regel (Abb. 5).

X-Ray Struktur nach [30]

s ||

\@\

L E Ray Struktur nach [44]

Abb. 5: Topologie von ABC-Transportern

P-Gp: 2 Transmemnran-Domdnen (TMDs) mit jeweils 6 transmembrandren Helices und 2 Nukleotid-Bindungs-
Domdnen (NBDs). BCRP: Halbtransporter mit 1 TMD (6 Transmembran Segmente) und 1 NBD am N-Terminalen
Ende. MRP2: 3 TMDs (zusdtzliche TMDO mit 5 transmembrandren Helices und einem extrazelluldren N-Terminus)
und 2 NBDs.

Der Translokationsmechanismus [40] wird wahrscheinlich durch die Bindung eines
Substrates ausgelost, welches das Cross-linking zwischen den 2 NBDs erhoht und somit ihre
Dimerisation bewirkt. In dieser Form konnen 2 ATP-Molekile gebunden werden, was eine

geringfligige Ausrichtung der helikalen Regionen der NBDs bewirkt. Diese interagieren
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daraufhin mit intrazelluldaren Loops der TMDs, was eine starke Konformationsdanderung der
TMDs zur Folge hat. Diese Konformationsdanderungen aufRern sich in einer durch die TMDs
gebildeten Offnung, welche alternierend nach auRen und innen geéffnet ist und somit den

Transport von Substraten durch die Plasmamembran ermoglicht.

12.6 P-Gp

Gewebeverteilung und physiologische Funktion

Das P-Gp wird in einer Reihe von polarisierten Zellen sezernierender Gewebe auf der
apikalen Membran exprimiert, wie unter anderem der canalikularen Membran von
Hepatozyten, Proximalem Tubulus der Niere, Enterozyten, dem Kapillarendothel der Blut-Hirn-
Schranke, den Testikeln und der Plazenta [34]. P-Gp transportiert neben einigen endogenen
Substraten wie Steroiden vor allem Xenobiotika und Toxine und ist flr deren limitierte
Aufnahme verantwortlich. Vor allem in entarteten Tumorzellen wird das P-Gp stark
Uberexprimiert, was in Kombination mit fehlender Substratspezifitdt in vielen Kreuz-
Resistenzen gegen verschiedenste Vertreter von Zytostatika resultiert. Das breite
Gewebevorkommen und die groRe exogene Substratweite teilt P-Gp eine wichtige

physiologische Schutzfunktion zu [33, 45].

Synergie mit Cytochrom P450 Enzymen

Das metabolisierende Enzym CYP3A4 ist fiir die Biotransformation eines Grolteils der
klinisch eingesetzten Wirkstoffe verantwortlich und verfiigt (iber groRe Uberlappungen in
Substratspezifitdten zum P-Gp, was zu funktionellen Interaktionen im Intestinum und der Leber
fihrt [46-48]. P-Gp und CYP3A4 sind an den Spitzen der Zotten im Intestinum co-lokalisiert,
wobei CYP3A4 sich vor allem im oberen Teil der Zellen befindet, direkt unterhalb des in der
apikalen Membran lokalisierten P-Gps [49]. Daher erfiillen beide eine kooperative

Schutzfunktion, indem die Exposition mit Toxinen und Xenobiotika limitiert wird.

Die Interaktion von P-Gp mit CYP3A4 in der intestinalen Mucosa kann in drei
unterschiedliche Ebenen eingeteilt werden [47, 50, 51]: a) Verbindungen werden wiederholt
absorbiert und durch das P-Gp erneut herausgeschleust, was deren Expositionsdauer mit
CYP3A4 erhoht und somit den Metabolisierungserfolg gewahrleistet. b) Durch den P-Gp-

vermittelten Efflux wird die Konzentration an Xenobiotika in Enterozyten gering gehalten und
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CYP3A4 daher nicht abgesattigt. c) Durch CYP3A4 entstandene Metabolite werden von P-Gp in

das Darmlumen abtransportiert und kbnnen so exkretiert werden.

Beide Proteine werden durch den nuklearen Pregnan-X-Rezeptor (PXR) reguliert [52]. Viele
Xenobiotika, die PXR aktivieren, konnen daher P-Gp und CYP3A4 gleichzeitig induzieren. Eine
Inhibierung von P-Gp oder die Anderung der Expressionsrate beeinflusst folglich nicht nur den

Efflux eines Substrates, sondern auch die Metabolisierung und Elimination durch CYP3A4.

LY

Abb. 6: Co-Expression von P-Gp und CYP3A4

Humanes Jejunum, Férbung mit polyklonalen Antikérpern [49]. a: Héchste Dichte an CYP3A4-haltigen Bereichen
(dunkel) in ausgereiften Enterozyten an Spitzen der Zotten, keine Detektion in den Krypten. Lokalisierung innerhalb
der Enterozyten (iberwiegend an der absorbierenden Oberfliche, direkt unterhalb der Blirstensaummembran.
b: Lokalisierung von P-Gp (dunkel) ausschliefSlich in apikaler Membran, in direkter Ndhe zu intrazellulér lokalisierten
CYP3AA4.

Topologie und Translokationsmechanismus

Das P-Gp ist ein 170 kDa schweres Protein und setzt sich aus zwei homologen
Untereinheiten aus jeweils einer in der Plasmamembran verankerten Transmembran-Domane
(TMD) und einer intrazelluldren Nukleotid-Bindungs-Domane (NBD) zusammen. Der
Translokationsmechanismus von P-Gp kann durch folgende Schritte zusammengefasst werden:
a) Beladung mit Substrat und Nukleotiden (ATP), b) Affinitdtsverlust und c) ATP-Verbrauch und
Regeneration [53]. Die zwei TMDs (mit jeweils 6 a-Helices) sind im Ausgangszustand streng
symmetrisch angeordnet und bilden eine groRe, zentrale Pore (ca. 6000 A® groR), welche zum
intrazelluldren Raum hin geo6ffnet ist. Nach ATP-Bindung an die NBDs und der resultierenden
Konformationsanderung jedoch, ergibt die Neigung 2er a-Helices eine Asymmetrie, welche
eine Offnung innerhalb einer transmembraniren Region und somit einen Zugang fir Substrate

aus der Plasmamembran bildet [30, 54]. Substrate werden daher direkt aus der
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Plasmamembran extrahiert, noch bevor sie den Intrazellularraum erreichen. Da die
Bindungsdomane mit dem wassrigen Extrazellularmedium in Verbindung steht, wird das
Substrat nach Bindung hydratisiert [55], was das Wiederaustreten in die Cytoplasmamembran
verhindert. Die Bindung von ATP bewirkt auRerdem eine strukturelle Reorientierung der
Bindungsdomane zum Extrazellularraum hin, was in einem erheblichen Affinitatsverlust fir das
Substrat resultiert [56]. Dieses wird daraufhin aus der Bindung in das Extrazellularmedium
entlassen und unter ATP-Verbrauch reorientiert sich das Protein in seine urspringliche

Konformation [57].

TMDL TMDZ  Substat

N S TSR J RN
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Abb. 7: P-Gp Efflux Mechanismus

a: P-Gp liegt streng symmetrisch vor, die zwei TMDs bilden eine zum Intrazellularraum gedffnete Pore. Ein Substrat
permeiert entsprechend seinem Verteilungskoeffizienten in die Cytoplasmamembran. b: Nach ATP-Beladung der
NBD:s ergibt sich eine Asymmetrie der TMDs, wodurch eine Offnung in die Cytoplasmamembran entsteht, aus der
das Substrat heraus extrahiert wird. c: Durch die Bindung des Substrates und resultierende konformationelle
Verdnderungen der TMDs erfolgt ein starker Affinitdtsverlust zum Substrat, welches in das Extrazellularmedium
herusgeschleust wird. d: Unter ATP-Hydrolyse reorientiert sich das Protein in seine urspriingliche Konformation.

Substrate und Inhibitoren

Ein moglicher Grund fiir die breite und schwer vorhersehbare Substrataffinitat ist das
Vorhandensein von mehreren Bindungsstellen innerhalb der TMDs, welche multiple Substrate
kompetitiv. und nichtkompetitiv binden koénnen [30, 58-60]. Die Spezifitaten der
Bindungsstellen sind Uberlappend und jede Bindungsstelle akzeptiert eine Reihe von
verschiedenen Verbindungen, was die Begriindung fir die breite Substratverteilung ist.
Zusatzlich stellte die Gruppe um Loo et al. eine Hypothese auf, nach der die GréRe und
raumliche Ausrichtung eines Substrates die Anordnung der transmembranaren Strukturen des

P-Gps beeinflussen konnen [61]. So wiirde jedes Substrat eine spezifische Umordnung in
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unterschiedlichen transmembranaren Segmenten bewirken (substrate-induced fit). Zusatzlich
zum Vorhandensein von multiplen Bindungsstellen ware diese Flexibilitat in der

Bindungstasche eine Erklarung fiir die extrem breite Substratverteilung des Proteins.

Flr das P-Gp wurden ausfihrliche Untersuchungen mittels radioaktiv markierten Liganden
und mittels Quantitativer Struktur-Aktivitats Analyse (QSAR) zu Struktur-Wirkungsbeziehungen
identifizierter Substrate durchgefihrt [62, 63]. Die Intention war, Wechselwirkungs- und
Affinitatsvorhersagen zu etablieren, allerdings resultierte kein optimales Modell, das fir alle
bekannten Substrate zeitgleich anwendbar und hinreichend zutreffend war. Zusammenfassend
ldsst sich festhalten, dass die GroRzahl der P-Gp-Substrate amphiphile, aromatische
Verbindungen sind, welche eine Molekilmasse von 300-2000 Da besitzen und ungeladen,
anionisch oder kationisch sein kénnen [55, 64]. Weiterhin scheinen sich Lipophilie, das
Vorhandensein einer Wasserstoffbriicken-Akzeptor-Stelle, hydrophoben aromatischen
Bereichen und einer basischen Gruppe in definierten Abstdanden zu einander vorteilhaft auf die

Bindungsaffinitat auszuwirken [65, 66].

Viele Inhibitoren binden durch Wasserstoffbriicken an das P-Gp und benétigen hierzu
(mindestens) zwei Wasserstoffbriicken-Akzeptoren, zusatzlich zu zwei hydrophoben Gruppen
jeweils in einem definierten Abstand zu einander [67]. Ob eine Verbindung als Substrat oder
Inhibitor fungiert, ist abhangig von der Starke der ausgebildeten
Wasserstoffbriickenbindungen; Inhibitoren haben eine hohere Affinitat aufgrund starkerer und
hoherer Anzahl an ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen und zeigen daher eine
langsamere Dissoziation vom P-Gp. Die Affinitat eines Substrates bzw. Inhibitors ist folglich
proportional zur Wasserstoffbriickenstarke und dem spezifischen Abstand zwischen den

Wasserstoffbricken-Gruppen.

Zu den Inhibitoren der 1. Generation zahlen Verapamil und Ciclosporin A, welche bereits in
verschiedenen in vitro Assays und klinischen Studien als P-Gp-Inhibitoren eingesetzt wurden,
sich jedoch aufgrund nicht spezifischer Toxizitdt nicht durchsetzen konnten [68, 69]. Die 2.
Generation beinhaltet chemische Derivate der ersten Generation, welche zum Zweck der
besseren Vertraglichkeit entwickelt wurden: D-Verapamil als selektiver P-Gp-Inhibitor mit
reduzierter Ca’*-Kanalblockade und Valspodar (PSC833) als nicht-immunsuppressives Derivat
von Ciclosporin A [70-72]. Es konnte jedoch trotz reduzierter toxischer Effekte keine Erhdhung

der Uberlebensrate erzielt werden. Zwei vielversprechende Vertreter der 3. Generation sind
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Elacridar (GF120918) und Tariquidar (XR9576), die in klinischen Studien der Phase Il und Il gute

Vertraglichkeit und Vorteile fir die behandelten Patienten zeigten [73-75].

Problematisch ist allerdings die aus der P-Gp-Inhibierung resultierende gestorte
physiologische Barrierefunktion, sodass Substrate ins Gehirn und andere Gewebe penetrieren
konnen. Daher besteht ein weiterer Ansatz darin, APls zu entwickeln, welche von vorneherein
nur schwache oder keine Substrate fir Effluxtransporter darstellen. Da ein ,Generalrezept”
hierfir bislang nicht verflgbar ist, sind in vitro Screenings fur Vorhersagen zu
Transporteraffinitdten unabdingbar, was letzten Endes auch die Grundlage dieser Arbeit

darstellte.
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Abb. 8: P-Gp-Inhibitoren
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1.2.7 BCRP

Gewebeverteilung und physiologische Rolle

Das BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) wird in Geweben wie Epithelien des Dinn-
und Dickdarmes, Gehirn, Leber, Niere und Plazenta exprimiert und teilt sich somit viele
Expressionsorte und Barrierefunktionen mit dem P-Gp [76-78]. Zu den physiologischen
Funktionen gehort die Sekretion von Porphyrinen aus hamatopoetischen Zellen und

Hepatozyten und von Riboflavin (Vitamin B 12) in die Muttermilch [79].

Die Auswahl exogener Substrate ist im Vergleich zu P-Gp und MRP-Proteinen limitierter
und zu typischen Substraten gehoren neben einigen Zytostatika (Mitoxantron, Doxorubicin)
auch Fluorchinolone und einige Statine, sowie Sulfat- und Glucuronid-Konjugate [78, 80-82].
Dem BCRP kommt eine klinisch relevante Rolle in der Exkretion von Topotecan und zusammen

mit OATP1B1 in der Pharmakokinetik von Statinen zu [83-85].

Topologie und Mechanismus

Als Ausnahme unter den ABC-Proteinen ist das BCRP ein Halbtransporter. Es setzt sich mit
ca. 75 kDa (655 Aminosauren) aus nur einer TMD (6 Helices) und einer N-terminalen, auf der
cytoplasmatischen Seite gelegenen NBD zusammen. Es erfolgt somit eine Dimerisation mit
weiteren BCRP-Proteinen zu einem funktionalen Homodimer-/Oligodimer-Transporter [31, 86-

88].

Ahnlich zum P-Gp bilden BCRP-Dimere/Oligomere eine groRe Offnung, welche multiple
Bindungsstellen bietet und fur Substrate aus dem Inneren der Cytoplasmamembran oder dem
Intrazellularraum erreichbar ist. Die Bindung von Substraten resultiert in einer starken
Konformationsanderung des Proteinkomplexes, was nach ATP-Hydrolyse zur Substratabgabe in

den Extrazellularraum fihrt [31, 43, 89].

Inhibitoren

Zu bekannten Inhibitoren des BCRPs gehdrt das selektive und potente Fumitremorgin C,
welches jedoch aufgrund starker Neurotoxizitat nicht zum Einsatz in vivo geeignet ist. Ein
weiterer potenter Inhibitor ist GF120918, welcher aber auch das P-Gp inhibiert und daher als
dualer Inhibitor nicht zur selektiven BCRP-Inhibierung eingesetzt werden kann.

Vielversprechend sind Fumitremorgin C-Derivate, wie das Kol43, welches neben einer
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hervorragenden inhibitorischen Potenz und Selektivitdt eine geringe Toxizitdt in vitro und in

vivo (Maus) gezeigt hat [82, 86, 90].

Fumc’fm/szrym C GFIZ098

Abb. 9: BCRP-Inhibitoren

Ein neuer, hypothetischer Ansatz zur BCRP-Inhibition bezieht sich auf die
Dimerisierung/Oligomerisierung des Proteins [31]. Diese ist obligate Voraussetzung zur
funktionalen ATP-Hydrolyse und Substrat-Translokation. Durch den Einsatz von kleineren
Peptiden oder Molekilen, welche mit fir die Dimerisierung/Oligomerisierung wichtigen
Regionen interagieren, kdnnte BCRP-vermittelter Efflux verhindert werden. Allerdings sind die
fur die Dimerisierung/Oligomerisierung verantwortlichen Strukturen bislang noch wenig

erforscht und der Prozess nicht vollstandig verstanden.

1.2.8 MRP2

Gewebeverteilung und physiologische Funktion

Unter den Vertretern der MRPs (Multidrug Resistance Protein) sind neben Efflux- auch
Influx-Transporter vertreten, welche zum Beispiel an der Aufnahme von Ampicillin und Adefovir
beteiligt sind [25]. Das MRP2 wird als einziges der MRP-Proteine ausschlielRlich auf der apikalen
Seite sezernierender Zellen exprimiert und st fir die Wirkstoffaufnahme im

Gastrointestinaltrakt relevant.

Das multispezifische MRP2 ist hauptsachlich an der Elimination von Xenobiotika und deren
Glucuron-, Sulfat- und GSH-Konjugaten beteiligt. Es wird vorwiegend in der canalikuldren

Membran von Hepatozyten exprimiert, ist aber neben anderen Geweben ebenfalls am Epithel
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des Dinndarms, der Gallenblase und der apikalen Membran vom proximalen Tubulus der Niere
zu finden [36, 38, 91, 92]. Wéhrend der Schwangerschaft steigt der in der Plazenta exprimierte
Level an MRP2, was den Fetus vor Xenobiotika und endogenen Konjugaten schiitzt [93]. Ahnlich
zu P-Gp und CYP3A4, ergibt sich ein Synergismus durch die Co-Lokalisation von MRP2 und
Phase Il metabolisierenden Enzymen inclusive der GSH-S-Transferase und der UDP-

Glucuronosyl-Transferase [86, 94].

Das Fehlen von MRP2 resultiert im Dubin-Johnson-Syndrom, welches sich in einer
Hyperbilirubindmie und einer dunklen Pigmentierung der Leber dullert. Hierbei entfallt die
Sezernierung von konjugiertem Bilirubin aus der Leber in die Galle, was eine Anreicherung in

der Leber und einen Rickstau im Blut zur Folge hat [95, 96].

Topologie und Mechanismus

Mit 190 kDa und 1545 Aminosaduren ist das MRP2 das grofte Protein unter den MRPs. Es
ist wie alle ABC-Proteine aus 2+2 NBDs und TMDs (mit je 6 transmembranaren Helices)
aufgebaut, besitzt jedoch eine zusatzliche N-proximale TMD aus 5 Helices. Die NBDs sind,
anders als es bei P-Gp angenommen wird, nichtequivalent zu einander. Beide binden jeweils
ein ATP-Molekl, jedoch besitzt eine NBD die hdhere Affinitat fir ATP, wahrend die andere NBD
eine grolRere Kapazitat zur ATP-Hydrolyse aufweist. Die zwei TMDs formen zwei nicht identische
Bindungsdomanen und haben somit die Funktion von Substrataffinitdt und -transport [32, 38].
Ein weiterer grolRer Unterschied von MRP2 zu P-Gp und BCRP besteht im Cotransport von

seinen Substraten mit reduziertem GSH [97, 98].

Substrate und Inhibitoren

In den Substraten zeigt sich eine groRe Uberlappung zu MRP1; beide transportieren GSH-,
Glucuronid- und Sulfat-Konjugate. Allerdings ist das MRP2 ausschlieRlich auf apikalen
Membranen zu finden, wahrend das MRP1 (berwiegend auf der basolateralen Seite exprimiert
wird und im Gastrointestinaltrakt eine untergeordnete Rolle spielt. MRP2 transportiert
bevorzugt amphiphile Anionen, aber auch neutrale oder kationische Verbindungen wie
reduziertes und oxidiertes GSH, Estradiol-17B-Glucuronid und Leukotriene (LTCs, LTDs und
LTE4) [38].

Inhibitoren sind haufig kompetitiv bindende Substrate wie LTC4, MK571 und

Phenolphthalein-Glucuronide (Abb. 10). Neben einer nicht zu vernachlassigenden Aktivitat
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gegenlber MRP1, ergeben sich in vivo unzureichende Penetrationsraten in vielen Geweben

[82].
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Abb. 10: MRP2-Inhibitoren

1.3 Caco-2 Zellkultur

Permeationsstudien an Caco-2 (humane colorektale Adenokarzinom-Epithelzellen) Zellen
sind fester Bestandteil des BCS (Biopharmaceutics Classification System) zur Charakterisierung
und Einteilung bekannter und neuer Wirkstoffe [99]. Hierbei werden APls in vier verschiedene
Klassen in Abhangigkeit von ihrer Loslichkeit und Permeabilitat eingeteilt (Abb. 11). Ein
aktuellerer Ansatz schlagt vor, den Einfluss von metabolisierenden Enzymen und des
Eliminationsmechanismus in die Klassifizierung mit einzubeziehen [100]. Weiterhin wird von
der EMA und FDA empfohlen, alle neuen APIs auf Substrate fir Efflux- und Uptake-Transporter
zu prifen. Innerhalb der vorklinischen Datenfindung ist so eine kostenglinstige und prazise
Einschatzung moglich. Vorgeschlagen werden neben Caco-2 auch transfektierte MDCK-Zellen,
Vesikel und k-o Tiermodelle. Vorteilhaft an Caco-2 Zellen ist hierbei, dass sie viele
charakteristische MDR-Transporter (incl. P-Gp, BCRP und MRP2) und metabolisierende Enzyme
wie u.a. CYP3A4 exprimieren, bereits seit Jahrzehnten gut etabliert zu Permeationsstudien

genutzt wurden und prazise Vorhersagen zu humaner gastrointestinaler Resorption liefern.
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Abb. 11: Biopharmaceutical Classification System (BCS)

1.3.1 Morphologie und biochemische Eigenschaften

Die Zelllinie wurde aus einem humanen Colon-Adenokarzinom isoliert und differenziert
unter Kultivierung auf festen Oberflachen oder Membranen zu einem konfluenten Monolavyer,
welcher morphologisch und biochemisch ausgepragte Ubereinstimmungen zum humanen
Darmepithel aufweist [101]. Die Zellen adhérieren bereits wenige Stunden nach Aussaat,
wahrend einige Tage spater transmissionselektronenmikroskopisch eine auf die apikale Seite
begrenzte Ausbildung von Mikrovilli und basolaterale Ausrichtung der Zellkerne erkennbar ist
[101-103]. Nach Erreichen von Konfluenz entwickeln die Zellen zahlreiche, flir das humane
Intestinum charakteristische Merkmale aus; zum Beispiel die Verbindung der Zellen
untereinander durch Tight Junctions, typische Enzyme der Birstensaummembran wie die
Alkalische Phosphatase und Aminopeptidasen, metabolisch aktive Enzyme wie Glutathion-S-

Transferasen und Cytochrom P 450, sowie viele aktive Transporter [23, 104].
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Abb. 12: Adhéarierende Caco-2/TC7 Zellen  Lichtmikroskop, a: #46, d = 1. b: #51, d =2

Abb. 13: apikale Birstensaummembran von Caco-2 Zellen
a: charakteristische Mikrovilli auf apikaler Seite von differenzierten Caco-2 Zellen,
Transmissionselekronenmikroskop [103]. b: apikale Seite eines Caco-2 Monolayers [105]

1.3.2  Subklon Caco-2/TC7

Der Subklon TC7 wurde aus einer spateren Passage der parentalen Caco-2 Zelllinie isoliert.
Dieser ist im Gegensatz zur urspringlichen Zelllinie monoklonal und unterliegt daher einer
geringeren Variabilitat zwischen den einzelnen Passagen. Zusatzlich ergeben sich etwas andere

Expressionsmuster von Enzymen und Transportern. So werden P-Gp und CYP3A4 im Subklon
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weniger stark Uberexprimiert, sodass das Ausmal} insgesamt eher den physiologischen
Bedingungen entspricht [106, 107]. Héhere Ubereinstimmung mit den Bedingungen im
humanen Dinndarm erhédlt der Subklon zusatzlich durch die Expression von dem Enzym
Sucrase-lsomaltase und der UDP-Glucuronyltransferase, welche im
Metabolisierungsgeschehen Phase Il Reaktionen katalysieren. Beide Enzyme zeigen in den
parentalen Zellen eine sehr viel geringere Aktivitdt [108]. AuBerdem besitzt der Subklon eine
geringere Generationszeit (26 vs. 30 Tage) und eine héhere Zelldichte in der stationdren Phase
des Zellwachstums, welche sich zwischen Tag 9 und Tag 15 nach Aussaat mit 18 x 10°
Zellen/cm? einstellt, wahrend es bei der parentalen Zelllinie im Durchschnitt nur 16 x 10°

Zellen/cm? sind [108].

1.3.3 Ubertragbarkeit auf in vivo Verhiltnisse

Durch Permeationsversuche an Caco-2 Zellen gewonnene Permeationskoeffizienten
korrelieren sehr gut mit der im Menschen absorbierten Menge eines Wirkstoffes (siehe
Abb. 14). Verbindungen mit Permeationskoeffizienten von groéRer als 1 x 10®cm/s werden
nahezu vollstiandig resorbiert, solche mit Werten geringer als 1 x 107 nur unvollstandig.
Allerdings zeigen Verbindungen, welche in vivo langsam und unvollstdndig resorbiert werden,
eine 30 —80x geringere Permeabilitat. Diese Diskrepanz wird folgendermalien diskutiert:
a) Caco-2 Zellen bilden weniger Tight Junctions aus als der menschliche Dinndarm und besitzen
somit eine geringere parazellulare Permeabilitat [109-111]. b) Caco-2 Monolayer haben eine
ca. 1000 x geringere Oberflache im Vergleich zum stark gefalteten Dinndarm. Wahrend schnell
permeierende Verbindungen hauptsadchlich an den Spitzen der Villi aufgenommen werden,
diffundieren langsam permeierende Verbindungen an diesen entlang. Dies vergrofSert somit
deren Absorptionsflaiche und erhéht die Absorptionschance durch die héhere parazelluldre
Durchlassigkeit und geringere Auspragung von aktiven Transportern in der Kryptenregion [22]

(siehe Abb. 15).

Ein weiterer Unterschied ist das Fehlen von Mucus-produzierenden Becherzellen bei der
Caco-2 Zellkultur, weshalb die typische Schleimschicht des Darmepithels fehlt. Der Versuch
einer Co-Kultivierung mit HT29-H Zellen, welche zu Mucus-bildenden Becherzellen
differenzieren, brachte jedoch keine Abhilfe, da die resultierenden Monolayer eine erhéhte
parazelluldre Permeabilitdat aufwiesen, jedoch keinen nachweisbaren Mucus produzierten

[112].
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Abb. 14: Korrelation zwischen Bioverfugbarkeit und papp-Werten

Korrelation zwischen der Bioverfiigharkeit im Menschen und in Caco-2 Zellen bestimmten papp-Werten nach
Artursson et al. (rechts, [113]) und Yee und Shiyin (links, [114]).
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Abb. 15: Vergleich von Absorptionsoberflachen im Intestinum und Caco-2 Zellen

modifiziert nach [22]. a: Die Absorptionsfldche im Intestinum ist geringer als die anatomische Oberfldche, da sie als
glatte Oberfliche angenommen wird, und daher vergleichbar mit der Oberfldche von Caco-2 Zellmonolayern.
b: APIs mit geringer intestinaler Permeabilitdt diffundieren an den Krypten entlang und besitzen daher eine gréfsere
Absorptionsoberfidche als APIs mit hoher intestinaler Permeabilitdt, da sie vorrangig an den Zotten absorbiert
werden.
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Die relevanteste Einschrankung bei der Extrapolation von Permeationsdaten ist jedoch die
guantitative Betrachtung der gewonnenen Ergebnisse. Caco-2 Zellen sind eine hoch
heterogene Zelllinie, welche in verschiedenen Laboren auch unterschiedlichen
Selektivitatsdricken ausgesetzt ist. In Abhangigkeit von Passage, Filtereigenschaften,
Zusammensetzung des Mediums und Kultivierungsdauer entstehen Zellen mit sehr
wahrscheinlich unterschiedlichen Permeabilitdtscharakteristika. Expressionsmaxima von
Transportern unterliegen einem zeitlichen Verlauf, daher sollte die Variabilitat der Zellen durch
Verwendung von einem nur beschrankten Fenster an Passagen, die gleiche Anzahl an Tagen in
Kultur vor Durchfiihrung der Studien und Kontrolle des Wachstums und Dichtigkeit in Grenzen
gehalten werden. Da quantitative Aussagen aufgrund der auftretenden Variabilitat zwischen
unterschiedlichen Laboren nur unzureichend sind, ist es unumganglich, Kontrollen mit
Substanzen bekannter Permeabilitdten durchzufihren, welche vergleichend auf neu

gewonnene Daten angewendet werden kénnen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die selektive Inhibierung der p38a-MAPK ermoglicht neue Ansatze zur Behandlung von
Krankheiten wie der RA, CEDs, COPD und Tumoren. Die neue Klasse der
Dibenzosuberonderivate als selektive und hochpotente p38a-MAPK-Inhibitoren liefert
vielversprechende Wirkstoffkandidaten, zu welchen jedoch noch wenig pharmakokinetische
Informationen  zur  Verflgung stehen. Ausflhrliche in vitro  Untersuchungen
pharmakokinetischer Parameter wie der Permeabilitdt, Metabolisierungsrate und
Transporterbeteiligungen vor einer Testung in vivo kdonnen Fragestellungen in klinischen
Studien spezifizieren und fir mogliche Transporter-vermittelte Drug-Drug Interaktionen (DDls)
bereits im Voraus sensibilisieren. Somit kdnnen Kosten wahrend der Arzneimittelentwicklung
eingespart und die Patientensicherheit in klinischen Studien und bei der spateren Verwendung

im klinischen Alltag verbessert werden.

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit war daher die Aufklarung des Permeations- und
Aufnahmemechanismus des Dibenzosuberons Skepinone-L und seiner Derivate im Caco-2/TC7
Modell, um Vorhersagen zur in vivo Bioverfligbarkeit treffen zu kdnnen. Hierzu wurde die
Permeabilitat und intrazelluldare Aufnahme systematisch untersucht und quantifiziert.

Weiterhin bestand die Fragestellung, ob Unterschiede in der Permeabilitdit des
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Dihydroxypropoxy-Dibenzosuberons Skepinone-L und der Morpholinoethoxy-Derivate FS089,
FS100 und SK807 bestehen. Mit besonderem Augenmerk auf Transporterbeteiligungen wurden
die Unterschiede in der Permeation und der intrazelluldren Aufnahme in Caco-2/TC7 Zellen
umfassend untersucht. Zusatzlich wurde Uberprift, ob die Aktivitdtsunterschiede der
Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807 an der p38a-MAPK, aufgrund von

regioselektiven Diskrepanzen in den Affinitdten zu aktiven Effluxproteinen zustande kommen.

Diese Arbeit sollte zum pharmakokinetischen Verstandnis der Transportmechanismen der
untersuchten Dibenzosuberone beitragen. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten fir den
spateren klinischen Einsatz genutzt werden kénnen, um Toxizitaten und DDIs aufgrund von
Transporter-vermittelten Interaktionen zu vermeiden. Wenn bestimmte Strukturmerkmale als
ursachlich fur die Affinitat zu einem Effluxtransporter identifiziert werden kénnten, ergabe sich
die Moglichkeit bereits auf der Stufe des Wirkstoffdesigns Verbindungen zu entwickeln, welche

in vitro und in vivo keine oder nur schwache Substrate flr aktive Transporter darstellen wirden.
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2 Methoden

2.1 Zellkulturpflege

2.1.1 Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter aseptischen Bedingungen bei 37 °C, 5 % CO, und
98 % rF im CO-Inkubator. Mediumwechsel erfolgte drei Mal die Woche und zusatzlich am Tag
vor einem Experiment (DMEM, 10 % FKS, 1 % NEAA, 0,1 % Gentamicin. Durchschnittlich ein
Mal die Woche wurden die Zellen unter Trypsinisierung passagiert, wobei die Aussaat in
Kulturflaschen bzw. Transwellsysteme und 96-Well Assay Platten zu 20 x 10* Zellen/Flasche
bzw. 6 und 1 x 10* Zellen/Well (entspricht 6 x 10* Zellen/cm?) erfolgte. Die Zellen wurden unter
den oben beschriebenen Bedingungen 21 -28 Tage bis zur Konfluenz und vollstdndigen
Auspragung aller relevanten Transporter kultiviert, bevor sie flir Experimente verwendet
wurden. Zur Vorratshaltung wurden Zellen zu 1 x 10° Zellen/mL eingefroren und bis zur
weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert. Fur alle in dieser Arbeit beschriebenen

Experimente wurden ausschlielich Zellen der Passagennummern # 28 - 37 verwendet.

Abb. 16: Transwellsystem
modifiziert nach [39]
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Tab. 4: Ausgesate Zellen und Filterdurchmesser
PET = Polyethylenterephthalat, PTFE = Polytetrafluorethylen PE = Polyethylen, PS = Polystyrol

Kulturflasche

Transwellsystem

96-Well Platten

Verwendung

Eigenschaften

Volumen

Aussaat
Dichte

2.2 Versuche

Kultivierung

Tissue Culture treated,
PET-Membran, auf Innenseite
mit PTFE beschichtet

0,2 um PorengroRe,

75 cm? Wachstumsflache

20 mL

20 x 10* Zellen/Flasche
0,27 x 10* Zellen/cm?

2.2.1 Vorbereitung der Zellkultur

Permeations- und
Aufnahmestudien
12-Well, PE-Membran,
0,4 um Porengrolie,

4 x 10° Poren/cm?,

1,12 cm? Wachstumsflache

/Well

Kultivierung: 0,5/1,5 mL

Experimente: 0,3/1,0 mL
6x10* Zellen/Well

5,4 x 10*  Zellen/cm?

BCRP-Inhibitions Assay

96-Well, Polystyrol PS,
black with clear bottom
Tissue Culture treated,
6,86 mm Durchmesser,
34 mm? Wachstumsflache
/Well

0,1mL

1x 10*
3,3x10%

Zellen/Well
Zellen/cm?

Das Medium wurde einen Tag vor einem Experiment gewechselt. Vor Beginn des

Experimentes wurden die Zellen zweifach mit Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (siehe
Tab. 5) gespult und fuir 30 min im Schittelwasserbad (37 °C, 67 spm) inkubiert (Vorinkubation).
Bei Experimenten unter Inhibierung aktiver Transporter waren die entsprechenden Inhibitoren
bereits bei der Vorinkubation im Versuchsmedium und ebenfalls wahrend des Experimentes in

allen Kompartimenten in entsprechender Konzentration enthalten (siehe Tab. 6).

e . " ”\cn,
e I o

Ko 43

l/empamé[

Abb. 17: Strukturformeln der eingesetzten Inhibitoren
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Tab. 5: Zusammensetzung von Hank’s Tab. 6: Eingesetzte Inhibitoren
Balanced Salt Solution (HBSS)

Komponente Konzentration P-Gp BCRP MRP2
[(mM]

CaCl, 1,26 Inhibitor Verapamil Ko143 MK571
MgCl> 0,49 Konzentration 100 uM 5uM 10 uM
MgSO4 0,41

KCl 5,33

KH2PO4 0,44

NaHCOs3 4,17

Nacl 136,93

Na2HPOa4 0,34

D-Glucose 5,56

HEPES 25,0

2.2.2 Zellintegritat

Die Eignung eines Zellmonolayers fiir ein bevorstehendes Experiment wurde Uber die
Sicherstellung der Integritat (durch Prifung der Dichtigkeit der Tight Junctions) bestimmt. Tight
Junctions sind apikal gelegen und werden durch die Transmembranproteine Claudin und
Occludin gebildet. Die Tight Junctions bilden die Grenze zwischen apikaler und basolateraler
Membran, da sie die laterale Diffusion von Membranproteinen zwischen apikaler und
basolateraler Seite verhindern. Somit ist die Ausbildung von interzelluldren Verknipfungen
durch Tight Junctions Voraussetzung flr die Polarisierung der Zellen und Spezifizierung apikal
und basolateral gelegener Proteine und Transporter. Die interne Domane der Tight Junctions
ist an Aktinfilamente des Cytoskeletts gekoppelt, wodurch es der Zelle mdglich ist, in
Kombination mit Myosin Zug auf die Tight Junctions auszuiben und dadurch die Permeabilitat
lokal zu erh6hen oder zu senken. Weiterhin ist die parazelluldre Permeabilitat abhangig von der
Gesamtanzahl der Tight Junctions und deren Ausstattung mit verschiedenen Claudin-Typen,

von denen einige Wasserporen sein kénnen [115].

2 Methoden | 39



MY

$ _ F ?/*z /
Transepithelialer Elektrischer Widerstand

Akfwﬂammt Cytoplasmamenbran
Abb. 18: Tight Junctions

Aufsicht auf zwei angrenzende Enterozyten

Zur Integritats- und Verlaufskontrolle der Dichtigkeit der Zellen wurde der Transepitheliale
Elektrische Widerstand (TEER) jedes Zellmonolayers mit einem EVOM Chopstick Voltohmmeter
gemessen (Abb. 19).

Abb. 19: TEER-Messung

Der Transepitheliale Elektrische Widerstand (TEER) beschreibt den elektrischen Widerstand des Zellmonolayers
gegeniiber lonenfluss. Da dieser gréfStenteils passiv parazelluldr Gber die Tight Junctions stattfindet, besteht eine
gute Korrelation zur Integritdt der Zellen. Die Chopstick Elektrode ist eine Doppelelektrode und eignet sich zur
Messung des TEERs im Transwellsystem, wobei die Icingere Elektrode in das basolaterale und die kiirzere im apikalen
Kompartiment platziert wird.

TEER = (RZeIIen - RO) x A [Qx sz] Rzellen Widerstand tber bewachsene PE-Membran
Ro Widerstand Uber unbewachsene PE-Membran
Formel 4: TEER A Flache der PE-Membran (1.13 cm?)
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Die erste Messung erfolgte am Tag des Permeations- bzw. Aufnahme-Experimentes im
Kultivierungsmedium, wobei die fiir diese Arbeit verwendeten Zellen TEER-Werte von Uber
200 Q x cm? aufwiesen. Zur Kontrolle, ob die Zellintegritat Gber die Versuchsdauer hinweg
erhalten geblieben ist, wurden zuséatzliche Messungen unmittelbar vor und nach einem
Experiment durchgefihrt. Um die Zellen in einem moglichst stressfreien Zustand zu erfassen,
wurde die ndchste Messung nach der 30-minUtigen Vorinkubation erfasst. Dieser Wert wurde
mit der finalen Messung abgeglichen, welche direkt nach einem Probenzug ausgefihrt wurde.
Die TEER-Messung erfolgte flr jedes einzelne Experiment und der finale TEER-Wert betrug fur

alle durchgefihrten Experimente mindestens 85 % des initialen Wertes (nach Vorinkubation).

Permeation von Fluorescein-Na

Weiterhin wurde fir jeden Versuchsansatz eine Validierung mit dem parazellular
permeierenden Marker Fluorescein-Na durchgefiihrt. Hierzu wurde jeder Ansatz (APl +
Inhibitor) nach der 120-minitigen Inkubationszeit zweifach mit HBSS gespiilt, 30 min in HBSS
vorinkubiert (Schuttelwasserbad, 37 °C, 67 spm) und anschlieRend mit 100 uM Fluorescein-Na
fir 60 min inkubiert (AP). Probenzug erfolgte aus dem basolateralen Kompartiment (0,2 mL)
und Quantifizierung wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie ausgefiihrt (Aex485 nm,

Aem 525 nm). Die kalkulierten papp betrugen fir alle Versuchsansatze 0,3 - 1 x 10 cm/s.

Abb. 20: Fluorescein-Na

Unter Versuchsbedingungen bei pH 7.4 liegt das Molekiil deprotoniert
vor und wird vorrangig transzelluldr Gber Tight Junctions transportiert
[116].

2.2.3 Préparation der Testlésungen

Die untersuchten APIs waren in einer Konzentration von 10 mM in DMSO vorhanden und
wurden weiterhin zu 1 mM mit DMSO verdiinnt, aliquotiert und als solche Stammldsung bei -
30 °C bis zur weiteren Verwendung eingelagert. Die Inhibitoren wurden in DMSO geldst, auf
10 mM mit DMSO verdiinnt, aliquotiert und ebenfalls bei -30 °C gelagert. Testldsungen wurden

am Tag des Experimentes durch Verdinnung mit HBSS hergestellt und enthielten 10 uM API,
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eine Endkonzentration von 1 % DMSO und bei Studien unter Inhibierung aktiver Transporter

zusatzlich die entsprechenden Inhibitoren (siehe Tab. 6).

2.2.4 Permeationsstudien

Protokoll

Flr Permeationsstudien wurden die in Transwells kultivierten Zellen jeweils in ein frisches
Well umplatziert, zweifach mit HBSS gespilt und anschlieBend fir 30 min im
Schuttelwasserbad vorinkubiert (37 °C, 67 spm). Bei Absorptionsstudien (AP>BL) wurde die
Testlésung ins apikale und bei Sekretionsstudien (BL=>AP) ins basolaterale Kompartiment
aufgegeben (0,3 und 1,0 mL) und fir 120 min im Schittelwasserbad inkubiert. Bei Studien
unter Inhibierung aktiver Transporter waren die entsprechenden Inhibitoren bereits bei der
Vorinkubation und wéahrend des Experimentes in allen Kompartimenten enthalten (siehe
Tab. 6). Probenzug erfolgte unmittelbar nach der Probenaufgabe aus dem Donorkompartiment
und nach Ablauf der Inkubationszeit aus dem Akzeptor- und Donorkompartiment (siehe
Tab. 7). Diese Proben wurden mit internem Standard versehen (siehe Tab. 9) (nicht fir Coffein,
Rhodamin 123 und Hoechst 33342) und bis zur analytischen Aufarbeitung (siehe 2.4.1)
bei -30 °C aufbewahrt.

Tab. 7: Probenzugsvolumina

AP->BL BL->AP

t=0 Donor 0,2 mL
t=end Donor 0,2 mL
t=end Akzeptor 0,6 mL 0,2 mL
Kalkulationen
dc vV cm dc permeierte Stoffkonzentration
Papp= — X —] dt Permeationsdauer (Inkubationszeit)
dt  Axco S v Volumen des Akzeptorkompartiments
(AP>BL=1,0 mL; BL>AP =0,3 mL)
A Permeationsfliache (1,12 cm?)
Formel 5: apparenter Permeationskoeffizient Co Konzentration der Testlésung
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Papp (BL->AP) papp papp in sekretorischer Richtung
= —_— (BL>AP)

Papp (AP—BL) papp papp in absorptiver Richtung
(AP>BL)
Formel 6: Effluxrate
Co(fin) X Vb + Cafin) X Va Co(fin) finale Konzentration im
Wf = c Y, x 100 [%] CA(fin) finale Konzentration im
b(0) b CD(0) Startkonzentration im Donorkompartiment
Vb Volumen Donorkompartiment
Formel 7: Wiederfindungsrate Va Volumen Akzeptorkompartiment

2.2.5 Aufnahmestudien

Protokoll

Im Anschluss an ein Permeationsexperiment wurde jeder Zellmonolayer dreifach mit 4 °C
kaltem DPBS von oben und unten gespllt (apikales und basolaterales Kompartiment).
Daraufhin wurden die Inserts in frische Wells umplatziert. Die PE-Membran eines jeden Inserts
wurde vorsichtig mit einem Skalpell herausgeschnitten und in ein ReaktionsgefaR Uberfihrt.
Um die Zellen zu lysieren wurde jeder Polyethylen-Membran 0,1 mL NaOH 0,1 N zugeftigt und
bei 2000 mots/min fir 20 min auf dem Vortexmischer homogenisiert. Zur Neutralisierung auf
pH 7 wurde 0,05 mL DPBS und 0,1 +0,01 puL HCI 0,1 N hinzugefligt und homogenisiert. Nach
einem Probenzug zur Proteinbestimmung wurden die Proben zentrifugiert (9840 g, 5 min).
0,15 mL des Uberstandes wurden mit internem Standard versehen (siehe Tab. 9) und bis zur

Probenaufbereitung und Quantifizierung (2.4.2) bei -30 °C aufbewahrt.

Abb. 21: Aufnahmestudien, Extraktion der bewachsenen Membran
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Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit

(Thermo Scientific), welches die Reduktion von Cu-lonen durch Proteine unter Komplexbildung

mit Bicinchoninsaure (BCA) ausnutzt (siehe Abb. 22). Hierbei wurden 25 pL der erhaltenen

Proteinsuspension mit 0,2 mL Reagenz versetzt, welches sich aus (A) und (B) im Verhaltnis 50+1

zusammensetzt (siehe Tab. 8) Unmittelbar nach der Zugabe des Reagenzes wurden die Proben

fir 60 s mittels BioTek SynergyHT Plate Reader homogenisiert (intensity: 4) und anschlieRend

fir 30 min im Schittelwasserbad (37 °C, 67 spm) inkubiert. Die resultierende Farbung wurde

UV/VIS-spektrometrisch bei 562 nm vermessen und die absoluten Proteinmengen mittels

Standardkalibrierkurven aus BSA (25 — 2000 ug/mL) errechnet. Die Kalibrierungen wurden fir

jede Proteinquantifizierung mitbestimmt. Proteinbestimmung wurde flr jede der aus 2.2.5

erhaltenen Proben als Zweifachbestimmung durchgefihrt.

|, Biwret~Reaktion -
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Tab. 8:

BCA Reagent A (50 Teile)

Inhaltsstoffe des Pierce BCA Assay Kits

BCA Reagent B (1 Teil)

Na2COs3, NaHCOs3,
Bicinchoninsaure (BCA),

Natriumtartrat (in 0,1 N NaOH)

4 % CuSO4

Abb. 22: BCA-Assay

1. Biuret Reaktion: In Probe
enthaltene Proteine
reduzieren im Reagenz
enthaltenes Cu?* zu Cu™.
2.Cu* reagiert mit 2
Molekiilen BCA zu einem
Farbkomplex, welcher bei
562 nm ein ausgeprdgtes
Maximum aufweist.



2.2.6 BCRP-Inhibierungs Assay

Prinzip

Hoechst 33342 ist eine Substanz, welche haufig zur Fluoreszenzmikroskopie als Zellkern-
Farbstoff verwendet wird. Vor allem durch die Bindung an Adenin- und Thymin-reiche
Sequenzen der DNA steigt die Fluoreszenzintensitat [117] und kann mit der aufgenommenen
Menge an Hoechst 33342 in Korrelation gesetzt werden [118]. Hoechst 33342 ist zudem ein
BCRP-Substrat, weshalb die intrazellulare Aufnahme des Farbstoffes durch BCRP-Inhibitoren

gesteigert werden kann [119].

H.C—N N N
Ne _ NH CH
NH \ /
~N

Abb. 23: Hoechst 33342 Abb. 24: Zellkernfarbung mit Hoechst 33342

2'-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H- (Caco-2/TC7 Zellen)
benzimidazol trihydrochlorid

In dieser Arbeit wurde untersucht inwieweit die oben beschriebenen p38a-MAPK-
Inhibitoren den Efflux Transporter BCRP modulieren bzw. inhibieren kénnen. Hierzu wurde die
Aufnahme von Hoechst 33342 ohne weitere Zusatze mit der Aufnahme von Hoechst 33342
unter Einfluss von: a) des bekannten BCRP-Inhibitors Ko143 und b) von p38a-MAPK-Inhibitoren
untersucht. Da die Aufnahme von Hoechst 33342 durch BCRP-vermittelten Efflux limitiert wird,
ist zu erwarten, dass die Aufnahme unter Einfluss von Ko143 steigt. Eine hdhere Aufnahme
unter Einfluss von p38a-MAPK-Inhibitoren im Vergleich zur Aufnahme von Hoechst 33342 ohne

weitere Zusatze wiirde demnach auf modulierende/inhibierende Effekte auf das BCRP deuten.
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Abb. 25: Hoechst 33342 Aufnahme in Abhangigkeit von BCRP-vermitteltem Efflux

Protokoll

Die in 96-Well Platten (black, clear bottom) ausgesaten Zellen wurden zweifach mit DPBS
gesplilt und anschlieRend fiir 30 min vorinkubiert (DPBS, Schittelwasserbad bei 37 °C, 28 spm).
Die Ansatze der Vorinkubation enthielten alle Bestandteile der spateren Testlésung auller
Hoechst 33342. AnschlieSend wurde das Vorinkubationsmedium entfernt und die Testldsung
dazugegeben, welche Hoechst 33342 10 uM + Inhibitor/Modulator 10 uM in DPBS enthielt.
Testldsungen wurden unmittelbar vor Versuchsstart aus den jeweiligen Stammldsungen
angesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurden die Zellen drei Mal mit HBSS gesplt
und anschlieend wurde die Fluoreszenz direkt in den 96-Well Assay Platten gemessen
(Aex 360 NnmM/Aem 528 nm).  Um die variable Autofluoreszenz der unterschiedlichen
Komponenten untereinander auszugleichen, wurde fir jeden Versuchsansatz eine
Negativgruppe an Zellen mitbestimmt, welchen alle Bestandteile der Testlésung auler
Hoechst 33342 zugesetzt wurden. Die erhaltenen Fluoreszenzwerte der Negativgruppe wurden
von der Verumgruppe subtrahiert. Fir jeden Versuchsansatz wurde ebenfalls eine Referenz
mitbestimmt, welche keine weiteren Zusatze aulRer Hoechst 33342 10 uM enthielt. Die um die
jeweiligen Negativkontrollen korrigierten Werte jedes Versuchsansatzes wurden auf die Werte

der Referenz normiert, um interexperimentelle Schwankungen auszugleichen.
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2.2.7 Adsorptionsstudien

Hintergrund

Bei den Permeationsstudien zu den p38a-MAPK-Inhibitoren trat eine verringerte
Wiederfindung im System auf (siehe 3.2.1), welche sich aus den Absolutmengen an APl im
Transportpuffer bezogen auf die initial eingesetzte Menge berechnet. Viele lipophile Wirkstoffe
neigen zu unspezifischer Adsorption an Kunststoffoberflachen [120, 121]. Um zu klaren, ob und
in welchem Ausmall unspezifische Adsorption am System ursdchlich fir die geringe

Wiederfindung war, wurden Adsorptionsstudien durchgefihrt.

Protokoll

Im Anschluss an ein Permeations- bzw. Aufnahmeexperiment wurde das Transwellsystem
(Insert und Well) dreifach mit DPBS gespiilt. AnschlieRend wurde das Insert in ein frisches Well
umgesetzt. Es wurden jeweils 1,0 mL Methanol jedem Well und Insert hinzugefliigt und die
Systeme wurden damit gespUlt. 0,8 mL der erhaltenen Spullésung wurden Uber 12 h mittels
Vakuumpumpe bis zur Trockene eingeengt, um in 0,1 mL Methanol wiederaufgenommen zu

werden. Diese Probe wurde zur Quantifizierung via HPLC verwendet.

Die Bestimmung der an der PE-Membran adsorbierenden Menge wurde an einem
unbewachsenen System durchgefihrt. Hierflr wurde das System (Insert + Well) fir 2 h mit der
entsprechenden Versuchslosung bei 37 °C und 67 spm im Schittelwasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurde drei Mal mit DPBS von unten und oben (apikales und basolaterales
Kompartiment) gespilt. Jede PE-Membran wurde vorsichtig mit einem Skalpell
herausgeschnitten und in ein Reaktionsgefall Uberfihrt. Die anschlieRende Weiterverarbeitung

erfolgte analog dem unter 2.2.5 beschriebenen Protokoll.

2.3 Statistik

Alle beschriebenen Ergebnisse entsprechen den arithmetischen Mittelwerten =*
Standardabweichung, welche aus den Daten von mindestens drei unterschiedlichen Passagen
ermittelt wurden. Ein Experiment einer Passage setzte sich aus mindestens drei zeitgleichen

Versuchsansatzen (drei Transwells bzw. Wells) zusammen.
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Die erhobenen Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) und

anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test auf Signifikanz getestet (* a =0,05; (** o = 0,01).

2.4  Analytik

2.4.1 Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung erfolgte analog den im Kapitel 3.1 beschriebenen, entwickelten
Bedingungen. Hierzu wurden die bei -30 °C gelagerten, aus 2.2.4 und 2.2.5 erhaltenen Proben
vor der Quantifizierung aufgereinigt und aufkonzentriert. Zum Entfernen des enthaltenen
Wassers wurden die Proben zunachst gefriergetrocknet (0 — 12 h:-20 °C; 12 — 24 h: von -20 auf
20 °C). AnschlieRend wurde jeder Probe 0,1 mL Methanol zugesetzt, welche fir 30 min bei
3000 mots/min auf dem Vortexmischer homogenisiert wurden, um die enthaltenen Salze,
Proteine und alle restlichen Zellbestandteile auszufallen. Die Proben wurden bei 9840 g fir

5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die Quantifizierung mittels HPLC verwendet.

2.4.2 Quantifizierung

Methoden

Die Quantifizierung der p38a-MAPK-Inhibitoren, Furosemid und Coffein wurde mit einer
LC 20AT HPLC-Anlage von Shimadzu durchgefiihrt. Es wurde eine Nucleosil 100-5 RP C18 Saule
von Macherey-Nagel bei isokratischer Trennung verwendet. Die mobile Phase setzte sich aus
Acetonitril und 10 mM KH,PO4 Puffer (pH 2.3) im Verhaltnis 45+55 (V/V) zusammen (pH 8.0,
60+40 (V/V) fur Skepinone-L) bei einer Flussrate von 1,0 mL/min. Die Detektionswellenlange

betrug 370 nm bzw. 275 nm fir Coffein (siehe Tab. 9 und Diagramm 1).

Die quantitative Bestimmung von Fluorescein-Na, Rhodamin 123 und Hoechst 33342

wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt (siehe Tab. 10).
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Tab. 9: Quantifizierung via HPLC
Interne Standards siehe: [122], Inhib.-Cocktail = + Verapamil, + Ko143, + MK571

Analyt Probgnauf— Interner Standard Detektion ACN/Puffer pH
bereitung
Skepinone-L N4 BB400 370 nm 60+40 8,0
FS089 2,3
+
(+ Inhib.-Cocktail) v BB334 370nm 45455 8,0
BB207
FS100 v (+Verapamil: BB40O) 370 nm 45+55 2,3
SK807 N4 BB400 370 nm 45455 2,3
Furosemid N4 BB400 370 nm 45+55 2,3
Coffein = - 275 nm 45455 2,3
Tab. 10: Quantifizierung via Fluoreszenzspektroskopie
Analyt Aex Aem Sensitivitat
Fluorescein-Na 485 nm 585 nm 35
Rhodamin 123 485 nm 585 nm 35
Hoechst 33342 360 nm 528 nm 75
Diagramm 1: HPLC-Chromatogramme
20000
Skepinone-L
18000
16000
— 12000
>
=1
— 10000 /\
:"g
2 8000
g BB334 l\ SK807
— 6000
4000 BB400 / \
2000
_/VLJ \ A~ BB400
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Retentionszeit [min]
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Diagramm 1: HPLC-Chromatogramme (Fortsetzung)
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Kalibrierungen

Kalibrierungen wurden analog der ICH-Guideline Q2(R1) durchgefihrt (siehe Tab. 11

und Tab. 12).

Tab. 11: Kalibrierungen flir Permeations und Aufnahmestudien

Inhib.-Cocktail = + Verapamil, + Ko143, + MK571, AQ = Abweichungsquadrate, VA = Verfahrensabweichung DL =
Detection Limit; QL = Quantitation Limit, * = Area A/iS, ** = Konz. A/iS / Area A/iS [A = Analyt, iS = interner

Standard, Area = Peakfldche]

Analyt Bereich R? y-Achsen-  Steigung Summe AQ VA DL (O]
[uM] abschnitt * ok (%] [uM] [LM]
Skepinone-L 0,5-9 0,9973 -0,0078 0,5092 0,1452 3,27 0,49 1,48
FS089 0,5-10 0,9995 -0,0205 0,2917 0,0113 1,45 0,24 0,72
F5089. . 05-9 0,9983 -0,0901 0,2951 0,0212 2,72 0,36 1,01
(+ Inhib.Cocktail
PRI 0,5-10 0,9983 -0,0444 0,4087 0,0557 2,66 0,45 1,35
(iS BBZO7) 7 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
FS100
(+ Verapamil / 0,5-9 0,9987 -0,0342 0,3080 0,0210 2,96 0,39 1,17
iS BB400)
SK807 0,5-9 0,9966 -0,1115 0,4633 0,1160 3,81 0,52 1,55
Furosemid 0,01-7 0,9933 -0,4392 9,7552 8,1977 10,65 0,23 0,68
Analyt Bereich R? y-Achsen-  Steigung Summe AQ VA DL (O]
[uM] abschnitt (%] [uM] (uM]
Coffein 0,8-12 0,9987 38571,09 62346,07 686526898,1 2,28 0,52 1,57
Fluorescein 01-04 0,9982 63,2940 5589,82 10711,2 1,42 0,01 0,04
ug/mL
Rhodamin 123 0,01-10 0,9943 22,4725 1526,08 4392887,1 11,01 0,86 2,57
Hoechst 33343 0,04-10 0,9983 7,0560 117,4873 6859,5 4,43 0,44 1,32
Tab. 12: Kalibrierungen fir Adsorptionsstudien
AQ = Abweichungsquadrate, VA = Verfahrensabweichung DL = Detection Limit; QL = Quantitation Limit
Analyt Bereich R? y-Achsen-  Steigung  Summe AQ VA DL (O]
[uM] abschnitt [%] [uM] [uM]
Skepinone-L 0,5-5 0,9989 -981,93 10309,85 5618085,6 2,05 0,17 0,52
FS089 0,5-5 0,9992 -497,41 9890,38 4850388,3 1,55 0,14 0,42
FS100 0,5-5 0,9994 340,23 11443,13 4528127,6 1,30 0,12 0,35
SK807 0,5-5 0,9982 -1593,95 38559,81 39358195,0 2,50 0,20 0,61
Rhodamin 123  0,01-10 0,9998 1,8907 1302,14 331722,2 8,46 0,33 1,01
2 Methoden | 51



2.5 Verwendete Reagenzien und Gerate

2.5.1 Reagenzien und Chemikalien

Tab. 13: Reagenzien und Chemikalien fur die Zellkultur

Life technologies/GIBCO, Invitrogen™

Aminoacids solution, non-essential (MEM NEAA)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high glucose,
GlutaMAX

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) ++/-- Ca, Mg
Fetales Kalberserum (FKS)

Gentamicin 50 mg/mL

Recovery Cell Culture Freezing Medium

Trypsin-EDTA 0,25 %

Tab. 14: Reagenzien und Chemikalien fir Experimente
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Caelo, Caesar & Lorentz GmbH
Carl Roth GmbH

Cayman Chemical Company
Life technologies/GIBCO, Invitrogen™

Pharmazeutisches Institut, Eberhard-
Karls Universitat Tabingen

Roche Diagnostics GmbH
Sigma Aldrich GmbH

Thermo-Fisher Scientific GmbH

Tocris Bioscience

Coffein

Rinderserumalbumin (BSA) Fraktion V

MK571

Hoechst 33342, Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) 10x,
Alexa Fluor 488 Phalloidin, ProLong Gold Antifade Reagent
Skepinone-L, FS089, FS100, SK807

WST-1 Cell Proliferation Reagent
Fluorescein-Na, Verapamil HCl, HEPES, Rhodamin 123 HCI

Acetonitril und Methanol HPLC-grade, PierceTM BCA Assay
Kit, Propidium lodid

Ko143



2.5.2 Materialien

Tab. 15: Materialien fir die Zellkultur

Corning Life Sciences

Zellkulturflaschen Cellbind 25 cm?
Costar 12 Well Zellkulturplatten
Transwellplatten PE, 12-Well, 12 mm, 0.4 um

Assay Platten 96 Well, schwarz mit klarem Boden

Eppendorf GmbH

Eppendorf Research Pipetten 10, 20, 100, 200, 1000, 1500,
5000 plL

Mehrkanalpipette, 300 uL
Pipettenspitzen 10, 200, 300, 1000, 1500, 5000 pL

Tip-Tub Reagenzreservoir 50-60 mL, autoklavierbar

Greiner Bio-One

Cellstar Zellkulturflaschen 75 cm?

Kryoréhrchen 1.8 mL

Cellstar Tubes ReaktionsgefalRe PP 15/50 mL, steril
Messpipetten 10/25 mL, steril

Cellstar Gewebekultur Mikroplatten 96 Well, PS
UV-Star Mikroplatten UV 96 Well

Fluoreszenz Mikroplatten 96 Well, PP, schwarz

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG

Pipettierhilfe pipetus-akku

Menzel Glaser GmbH

Deckglaser (18 x 18 mm)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Neubauer-Zadhlkammer (Kammertiefe 0.1 mm, gemaR DIN
12874)

VWR International

2.5.3 Gerate

Tab. 16: verwendete Gerate
Air Liquide Deutschland
BioTek Instruments
Carl Zeiss AG
Eppendorf GmbH
Finn-Agua/GEA Pharma Systems
GFL Gesellschaft fur Labortechnik
Heraeus/Kendro Laboratory Products
Heraeus/Thermo Scientific
IKA-Werke GmbH & Co. KG
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

Mettler-Toledo GmbH
Millipore GmbH
Shimadzu Europa GmbH

World Precision Instruments Inc.
WTB Binder Labortechnik

Mikro-Zentrifugen Tubes 1.5/2.0 mL

Stickstoff-Lagerbehélter GT 38 Air

Plate Reader BioTek SynergyHT, Software KC4 V3.4
Inverses Mikroskop Axiovert 25

Zentrifuge MiniSpin

Gefriertrockner

Schittelwasserbad 1083

Sicherheitswerkbank HERA safe, Klasse 2, Typ H
Zentrifuge Megafuge 1.0 R, Fabr.Nr. 246565

VXR basic Vibrax

HPLC-S&aulen Nucleosil 100-5

S 20 SevenEasy pH-Meter

Waage Mettler AE 200 und XP205 Delta Range
Umkehrosmose-Anlage Hemo-RO

HPLC-UV Anlage LC 20AT, Pumpe LC10-AS, Autosampler
SIL-9A, UV-Vis Dedector SPD-6A

EVOM Chopstick-Voltohmmeter

CO2 Brutschrank, Typ 4515015018000310

2 Methoden |
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3 Experimenteller Teil

3.1 Entwicklung einer Methode zur Probenaufreinigung und -konzentrierung

Die untersuchten Testverbindungen wurden aufgrund von geringer Loslichkeit im
Transportpuffer (siehe 6.1 Léslichkeit der Morpholinoethoxy-Derivate) und zum Zweck der
Verhinderung einer Transporterabsattigung in einer geringen Konzentration eingesetzt
(10 uM). Zudem wurde aufgrund vorangegangener Voruntersuchungen eine geringe
Permeabilitat erwartet, welche bei Transportstudien an Caco-2/TC7 Zellen in niedrigen
Endkonzentrationen in den Akzeptorkompartimenten resultierte. Weiterhin enthielten die aus
Permeationsstudien gewonnenen Proben neben den Analyten auch Pufferbestandteilen (siehe
Tab. 5), Proteine und weitere Zellbestandteile. Um eine robuste und zuverldssige
Quantifizierung mittels HPLC zu ermoglichen, sollten diese Proben daher aufgereinigt und
aufkonzentriert werden. Hierzu wurden die Proben gefriergetrocknet, um das enthaltene
Wasser zu entfernen. Im Anschluss wurde der Rickstand in einem geringeren Volumen an
organischen Losungsmittel rekonstitutiert, wobei gleichzeitig eine Aufreinigung durch Ausfallen
der Proteinbestandteile und Aufkonzentrierung stattfand. Einzelne Einflussparameter auf den
Aufreinigungsprozess wurden systematisch untersucht und werden im Folgenden naher

erlautert.

3.1.1 Versuchsbedingungen

Die Entwicklung der Methode erfolgte exemplarisch an dem schlecht wasserloslichen und
lipophilen Wirkstoff Furosemid und SK807. Die verwendeten Testldsungen enthielten 10 uM
APl in HBSS und 1 % DMSO, um den Eigenschaften der fir Permeationsstudien verwendeten
Testlésungen zu entsprechen. Caco-2/TC7 Monolayer wurden wie unter 2.1 und 2.2.4
beschrieben kultiviert und vorbereitet und anschliefend fir 120 min mit der erhaltenen
Testldsung inkubiert. AnschlieBend wurden Proben (0,2 bzw. 0,6 mL) aus dem basolateralen
Kompartiment entnommen, bis zur weiteren Verwendung bei -30 °C gelagert und nachfolgend
gefriergetrocknet (0—12 h: -20°C; 12— 24 h: von -20 auf 20 °C). Der Ruckstand wurde in
100 pL Methanol oder Acetonitril mittels Vortexmischer resuspendiert, um den Analyten zu
|6sen. Der feste Rickstand wurde durch Zentrifugieren abgetrennt (9840 g, 5 min) und der

Uberstand fiir die Quantifizierung mittels HPLC verwendet (siehe 2.4.2 Quantifizierung).
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ng;’?t Gefrierbrocknen Hawwyen&sﬂerm HPLC Qmmﬁﬁzmary

Abb. 26: Aufreinigungs- und Aufkonzentrierungsbedingungen

Untersuchte Schritte der Aufbereitung: a: Habitus des Rickstandes, b: Homogenisiereffektivitit des org. LM,
c: Massenbilanz nach der Extraktion. org. LM = organisches Lésungsmittel

3.1.2 Einfluss des Lésungsmittels

Durch Gefriertrocknen entstanden formstabile Rickstande (vgl. Abb. 26 a), welche ihre
mechanische Integritdt nach Acetonitril-Zugabe auch weiterhin beibehielten (siehe Abb. 27).
Eine effektive Homogenisierung konnte durch den Einsatz von Methanol bewerkstelligt
werden. Nach Abzentrifugation der festen Rickstdnde, wurde bei den Methanol-haltigen
Proben ein klarer Uberstand erhalten, wihrend die Acetonitril-haltigen Proben weiterhin
groRere, formstabile Rickstande am GefaRrand enthielten, was die Entnahme eines klaren

Uberstandes nur erschwert moglich machte.

Aufgrund der schlechteren Eignung von Acetonitril zur Homogenisierung der aus
Gefriertrocknung erhaltenen Proben wurde im Folgenden Methanol fir diesen Zweck

eingesetzt.
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gefriergetrocknete Probe
(HBSS 1 % DMSO) 0,2 mL,
formstabiler Riickstand

+ MetOH nach Zentrifugation

Abb. 27: Resuspendierung in Acetonitril (ACN) und Methanol (MetOH)

3.1.3 Massenbilanz

Um die Effektivitdt des Extraktionsschrittes zu beurteilen (vgl. Abb. 26 b), wurde der im
organischen Losungsmittel geldste Anteil an Analyt bezogen auf die initial eingesetzte Menge
bestimmt. Die Gesamtwiederfindung fir Furosemid betrug 88 % bei Methanol als Losemittel
und lediglich 1 % bei Einsatz von Acetonitril (Diagramm 2), was einerseits durch die schlechtere
Homogenisierung und Benetzung des Rickstandes verursacht sein konnte (siehe 3.1.2) oder
durch die bessere Loslichkeit von Furosemid in Methanol bedingt sein kdnnte. Die
Wiederfindung von SK807 in Acetonitril und Methanol unterschied sich nicht, war jedoch mit
31 % in Methanol bzw. 29 % in Acetonitril insgesamt geringer als die Wiederfindung von

Furosemid in Methanol.
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Diagramm 2: Massenbilanz in Abhangigkeit vom Losungsmittel

Massenbilanz

100 -
= O Acetonitril
80 -
g O Methanol
2 60 -
=}
©
c
£ 40 -
(0]
° g
Q
= 20 -
0 1 T
Furosemid SK807

Die auftretenden Verluste wahrend des Aufreinigungsprozesses erforderten die
Verwendung interner Standards. Hierzu wurden im Folgenden die jeweiligen

Dibenzooxepinderivate als strukturdhnliche Verbindungen fiir die Dibenzosuberone verwendet

(siehe Tab. 9).

3.1.4 Effektivitdt der Konzentrierung

Die Effektivitdt der Konzentrierung (vgl. Abb. 26 c¢) wurde mittels quantitativer Bestimmung
untersucht. Hierzu wurden Furosemid- und SK807-haltige Testlosungen (0,2 mL, 10 uM,
1% DMSO in HBSS) ohne weitere Aufbereitung durch Direktinjektion quantifiziert
beziehungsweise wie oben beschrieben aufgereinigt und erst anschliefend quantifiziert, wobei
jeweils 10 pL injiziert wurden. Durch die Anwendung der oben beschriebenen Methode konnte
die Peakflache bei Furosemid um den Faktor 7,8 und bei SK807 um den Faktor 4,6 erhoht

werden (vgl. Diagramm 3 und Diagramm 4).
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Diagramm 3: Peakflachen nach Direktinjektion
und nach Aufreinigung

Diagramm 4: Chromatogramme nach Direktinjektion
und nach Aufreinigung

10 uM Furosemid 10 pM
300000 H
Onach
250000 - Aufbereitung
ODirektiniekii .
200000 - Direktinjektion —nach Aufbereitung
: . Direktinjektion
2 150000 - 2,5 3 3,5
2 Retentionsszeit [min]
% 100000 -
[5)
o
50000 -
SK807 10 uM
O T

Furosemid SK807

——nach Aufbereitung

Direktinjektion

7,5 8 8,5 9 9,5
Retentionsszeit [min]

3.1.5 Eignung der Methode fiir Proben aus Permeationsstudien

Die Eignung der oben beschriebenen Aufreinigungsmethode wurde fir Proben getestet,
welche aus Permeationsstudien gewonnen wurden. Hierzu wurden Caco-2/TC7 Monolayer wie
unter 2.1 und 2.2.4 beschrieben kultiviert und vorbereitet. AnschlieRend wurde die Testldsung
mit SK807 10 uM, 1 % DMSO in das apikale Kompartiment gegeben und fiir 120 min inkubiert.
Proben wurden aus dem basolateralen Kompartiment gezogen, in dem aufgrund starkster
Verdlinnung die geringste, mogliche Konzentration erwartet wurde. Die Proben wurden
entweder durch Direktinjektion quantifiziert oder vor der Quantifizierung durch die oben

beschriebene Methode aufgereinigt, wobei ein Probenvolumen von 0,6 mL verwendet wurde.

Bei gleicher Ausgangskonzentration der Proben konnte eine deutliche Signalverstarkung
nach Aufreinigung und Konzentrierung erreicht werden (Diagramm 5). Dies ermoglichte eine
zuverlassige und robuste Quantifizierung. Die detaillierte Methodenbeschreibung wurde

nochmals unter 2.4.1 Probenaufbereitung zusammengefasst.
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Diagramm 5: Chromatogramm flir Proben aus Permeationsstudien

Chromatogramm fiir SK807

aufbereitet 50 pL
aufbereitet 10 pL

errssmpesretis”remerme ——— Direktinjektion 50 pL
Direktinjektion 10 pL

7 8 9 10

Retentionszeit [min]

3.2 Permeationsstudien

3.2.1 Permeationsverhalten von Referenzsubstanzen

Zur Charakterisierung der verwendeten Zelllinie wurden Permeabilitdten von
Referenzverbindungen untersucht. Referenzversuche beinhalteten die Permeation von Coffein
(transzellularer Marker), Rhodamin 123 (P-Gp-Substrat), Hoechst 33342 (BCRP-Substrat) und
Furosemid (MRP2-Substrat) (Diagramm 6 A-C).

Die Permeabilitdt von Coffein lag mit 25,4 x 10® cm/s im hohen Bereich und entsprach
somit den Anforderungen fir Substanzen der BCS Klasse | [99]. Die Permeabilitaten der
getesteten Efflux-Substrate lagen im niedrigen Bereich (0,3 — 0,9 x 10® cm/s) und wiesen alle
einen unsymmetrischen Transport auf (B=>A >> A->B). Die Effluxraten der Efflux-Substrate
lieBen sich durch Einsatz der entsprechenden Inhibitoren (siehe Tab. 6) signifikant reduzieren.
Wahrend beim P-Gp-Substrat Rhodamin 123 und dem MRP2-Substrat Furosemid eine Senkung
der Effluxrate durch Herabsetzen der Sekretion erreicht wurde, trat der Effekt beim BCRP-
Substrat Hoechst 33342 durch eine Erhohung der absorptiven Permeabilitdt auf

(Diagramm 6 C).
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Diagramm 6: Permeation von Referenzverbindungen
n=3-5;3;3-5(A; B; C)

A Permeation B Efflux rate
40?7 ns. [ A-B 407 [ Kontrolle
3x10-05+ l I B_A . = + Inhibitor
= 2x10-054 | |G 2 301 T
e ~
S, 1x10-05+ <
2 1x1005 ok @ 204
S 8x10-06- ok g
S 6x10-06- . = 101 H :
4x10-06+ ﬁ
2x10-06+ ﬁ ﬁ
0 T 'lll = = 0—= |';r_| ||;| |r_-|
PN SRR G NN S P
Qo QS > Q I Q& %o} Q
@) Q e @6 O N > @6
b’b' (\,{\6 Y 6’0 6\6 Q\\
x® & x® S
S S
C Permeation + Inhibitoren
1 A-B 3 A-B(+Inh)
721 B-A ZZ1 B- A (+Inh)
1.2x10-5
Q)
13 8.0x10-6+ — %
= % Inhibitoren:
3 |**// Sk
o
4.0x107°+ % | Rhodamin 123:  Verapamil (P-Gp)
@ %I—"—I % Hoechst 33342:  Ko143 (BCRP)
miZin Y =17Z1ml7 Furosemid: MK571  (MRP2)
0 : .

Rhodamin 123 Hoechslt 33342 Furosemid

Dies zeigt, dass die verwendete Zelllinie a) eine ausreichende transzellulare Permeabilitat
aufweist, b) die drei ABC-Proteine P-Gp, BCRP und MRP2 in ausreichendem AusmaR exprimiert
werden und c) die aktiven Transporter durch Einsatz der spezifischen Inhibitoren funktional
inhibiert werden konnen, was in einer signifikanten Effluxreduktion ihrer Substrate resultiert.
Durch die Erfallung dieser Voraussetzungen kann die Zelllinie far

Permeabilitatsuntersuchungen im besonderen Hinblick auf aktive Transporter herangezogen

werden.

3.2.2 Permeation von p38a-MAPK-Inhibitoren

Zur Abschéatzung der Bioverflgbarkeit in vivo wurde die Permeabilitdat der p38a-MARP
Inhibitoren Skepinone-L, FS089, FS100 und SK807 in Caco-2/TC7 Zellen bestimmt.
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Die Permeabilitat der Morpholinoethoxy-Konformationsisomere FS089, FS100 und SK807
lag in einem niedrigen und engen Bereich (2,1—-3,1x 10® cm/s) (Diagramm 7 A). Signifikant
hoher war die Permeabilitit vom hydrophileren Derivat Skepinone-L mit 6 x 10° cm/s
(a=0,01). Gleichzeitig unterlagen alle untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren einem
unsymmetrischen Transport (B>A>A->B), was in Effluxraten von 1,3-1,6 resultierte
(Diagramm 7 B) (geringster Wert fir Skepinone-L). Insbesondere bei den Morpholinoethoxy-
Regioisomeren war eine in absorptiver Richtung stark erniedrigte Wiederfindung zu
beobachten (19 —-32 %), wdhrend diese bei Skepinone-L mit 42 % insgesamt hoher lag
(Diagramm 7 C). Als Kontrolle wurde die Wiederfindung am System ohne Zellen
(unbewachsene PE-Membran) fiur die Verbindungen mit der geringsten Wiederfindung
bestimmt (FSO089, FS100 und SK807). Diese wies zwar teilweise auch eine Asymmetrie auf
(B>A>A->B, fur FS100 und SK807 signifikant), war jedoch mit 67 —83 % in absorptiver

Richtung deutlich héher als im System mit Zellen (Diagramm 7 D).

Die geringe Permeabilitdt der Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807
zusammen mit der erhohten Effluxrate sind Hinweise auf einen bidirektionalen Transport durch
Effluxtransporter. Interessant ist, dass der Austausch des Dihydroxypropoxy- durch den
Morpholinoethoxy-Rest (Skepinone-L vs. Regioisomere) eine signifikante Verringerung der
Permeabilitat bewirkt. Die Regioisomere unterscheiden sich chemisch von Skepinone-L neben
dem log P-Wert zusatzlich durch deren lonisierbarkeit. Die untersuchten Dibenzosuberon-
Derivate stellen durch den Morpholin-Stickstoff schwache Basen mit einem pks von 5,76 dar.
Im Transportpuffer liegen sie daher weitestgehend undissoziiert vor, wahrend im
Intrazellularraum der Caco-2 Zellen eine Protonierung moglich ist. Die ionisierten
Verbindungen wdaren dann am Passieren der basolateralen Membran gehindert, was eine
intrazelluldre Akkumulation bewirken und die geringere Permeationsrate im Vergleich zum
Skepinone-L erklaren wirde. Einen weiteren Hinweis auf diese Theorie bietet die geringe
Wiederfindung; insbesondere bei den Regioisomeren und insbesondere in absorptiver
Richtung. Da diese geringe Wiederfindung nur in Anwesenheit des Zellmonolayers zu
beobachten ist (vgl. Diagramm 7 C und D), liegt die Vermutung nahe, dass die Verbindungen
im Monolayer verbleiben, weshalb sie nicht mehr im Transportpuffer zur Kalkulation der
Wiederfindung zur Verfligung stehen. Da allerdings auch im System ohne Zellen eine

herabgesetzte Wiederfindung resultierte (vgl. Diagramm 7 D: 67 —78 % A->B), kann eine

3 Experimenteller Teil | 61



intrazelluldare Akkumulierung nicht der einzige Grund sein, weswegen das Adsorptionsverhalten

der Verbindungen unter 3.3.2 naher untersucht wurde.

Diagramm 7: Permeation von p38a-MAPK-Inhibitoren
n=6-9;,6-9;5-11, 3 (A; B; C; D)
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3.2.3 Inhibitionsstudien

Der Einsatz spezifischer Inhibitoren von P-Gp, BCRP und MRP2 sollte Aufklarung tber die

Affinitdten der untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren zu diesen Effluxtransportern geben.

Die Inhibierung aktiver Transporter resultierte bei den Morpholinoethoxy-Regioisomeren
in signifikanten Verbesserungen des Permeationsvermaogens (siehe Diagramm 8, Diagramm 9
und Diagramm 10). Bei FS089 konnte die Effluxrate durch Inhibierung von P-Gp, BCRP oder
MRP2 signifikant reduziert werden, was im Fall von P-Gp und BCRP durch Erhéhung der
absorptiven Permeabilitdt und bei MRP2 durch die Senkung der Sekretion erreicht wurde
(Diagramm 8 A-C). Quantitativ am starksten ausgepragt war der Effekt bei Inhibierung des

BCRPs zu beobachten (papp (A>B) 3,1 = 5,1 x 10 cm/s; ER 1,6 = 0,96).

Diagramm 8: FS089. Inhibitionsstudien; Permeation und Effluxrate
n=3-9;3-7,3-7 (A; B; C)

A FS089 A-B B FS089B-A C  FSO089 Effluxrate
8x10-06+ n.s. | 8x10-06+ *% | 2.5+
n.s. 2ol *%
6x10-0 6+ 6x10-06- l oz
Q) 9 <
£ £ 7 = 1.5+
S, S <
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3 & / 2 1.0
s k= / &
2x10-0% 2x10°06+ % < 0.54
0- 0 T T T T 0.0
A A
IS & & ® S
¢ @& o
X X X

Bei FS100 trat kein Effekt auf die Sekretion auf, jedoch war die absorptive Permeabilitat in
Anwesenheit der jeweiligen Inhibitoren signifikant erhoht, was zur Senkung der Effluxrate
beitrug (Diagramm 9). Ebenso wie bei FS089 trat dieser Effekt auch bei FS100 am starksten bei
Inhibierung von BCRP auf (papp (A2>B) 2,1 2 4,2 x 10° cm/s; ER 1,6 = 0,79). Bei SK807 konnte
eine signifikante Senkung der Effluxrate durch Erhohung der absorptiven Permeabilitat
beobachtet werden (Diagramm 10), jedoch waren die Unterschiede zwischen den
Transportern nicht signifikant. Skepinone-L dagegen zeigte keinen Effekt — die Permeabilitdten
und Effluxraten blieben bei Inhibierung der aktiven Transporter P-Gp, BCRP und MRP2

unverandert (Diagramm 11).
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Diagramm 9: FS100. Inhibitionsstudien; Permeation und Effluxrate
n=3-11;3-9; 3-9 (A; B; C)
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Diagramm 10: SK807. Inhibitionsstudien; Permeation und Effluxrate
n=3-8;3-7; 3-7 (A; B; C)
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Diagramm 11: Skepinone-L. Inhibitionsstudien; Permeation und Effluxrate
n=6-7,6-7,6 (A B; C)
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Die Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807, welche sich lediglich in der
Positionierung einer Seitenkette unterscheiden, unterlagen unterschiedlich stark
ausgepragtem Transport durch die ABC-Proteine P-Gp, BCRP und MRP2. SK807, welches als
einziges unter den drei Verbindungen noch eine gute Aktivitdt zur p38a-MAPK im Vollblutassay
aufweist, unterlag mit einer Effluxrate von 1,37 dem geringsten Efflux unter den Regioisomeren
und schien ohne Bevorzugung in gleichem MalRk durch die drei Transporter erkannt und
transportiert zu werden. FS089 und FS100, welche im Vollblutassay an der p38a-MAPK inaktiv
sind, unterlagen mit Effluxraten von 1,59 und 1,58 einem tendenziell starkeren Efflux. Dieser
war ebenfalls auf alle drei untersuchten Transporter zuriickzufihren, wurde jedoch signifikant
starker durch BCRP verursacht. Erwdhnenswert ist, dass die Inhibierung von aktiven
Transportern bei den Verbindungen FS100 und SK807 keinen Effekt auf die Sekretion (B=A)
hatte (bei FS089 war eine Senkung der Sekretion bei Inhibierung des MRP2s zu beobachten).
Dies bestétigt die Annahme, dass die Verbindungen durch alle untersuchten Transporter als
Substrate erkannt werden — die Inhibierung eines einzelnen Transporters konnte die Sekretion

durch die anderen Effluxsysteme nicht kompensieren.

Im Gegensatz zu den Morpholinoethoxy-Regioisomeren war der Transport vom
Dihydroxypropoxy-Dibenzosuberon Skepinone-L unabhdngig von den untersuchten aktiven
Effluxsystemen (Diagramm 8 J-L). Weder Permeabilitdt noch Effluxrate lieRen sich durch
Inhibierung der aktiven Transporter beeinflussen. Die geringere Permeabilitat der
Regioisomere im Vergleich zu Skepinone-L |&sst sich so auf deren Efflux zurlckfihren, wahrend
Skepinone-L unabhédngig hiervon durch die Zellen permeiert. Die erhohte Effluxrate von
Skepinone-L kann wahrscheinlich auf ein System-bedingtes Permeationsexperiment-Artefakt
zuriickgefihrt werden: Die Volumina der Kompartimente, welche an der Verteilung von APls
im Transwellsystem beteiligt sind, unterscheiden sich. So enthadlt das basolaterale
Kompartiment 1,0 und das apikale Kompartiment 0,3 mL Transportpuffer, was ebenfalls in
ungleichen zur Verfiigung stehenden Oberflachen resultiert. Vor allem bei Verbindungen,
welche zu unspezifischer Adsorption an Kunststoffoberflachen neigen, werden somit selbst bei
gleichmaRiger, konzentrationsabhangiger Verteilung des APIs falsch-geringe absorptive
Permeabilitdten bestimmt, da hier mehr APl an die (groRere) Oberflache des basolateralen
Kompartimentes adsorbieren kann [120, 121]. Das Adsorptionsverhalten der Verbindungen

wird unter 3.3.2 genauer diskutiert. Daher ist die Betrachtung der
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Beeinflussbarkeit/Reduzierung der Effluxrate durch Inhibierung aktiver Transporter
aussagekraftiger als die Betrachtung der Absolutwerte alleine: Hier zeigt sich bei Skepinone-L

allerdings keine Beeintrachtigung.

3.2.4 Aufnahmestudien

Um die Ursachen der geringen Wiederfindung (siehe 3.2.2) und den Einfluss aktiver
Transporter auf die Permeation der Verbindungen naher zu untersuchen, wurde die im

Zellmonolayer gebundene Menge bestimmt.

Es konnte ein beachtlicher Anteil der Verbindungen intrazellular wiedergefunden werden,
wobei FS089 mit 0,4 ug/g Protein am starksten im Zellmonolayer akkumulierte. Dies entsprach
25 % der initial eingesetzten Menge an APl und war signifikant hoher als der Anteil, welcher an
einer unbewachsenen PE-Membran wiedergefunden werden konnte (3 %) (Diagramm 12). Das
P-Gp-Substrat Rhodamin 123, welches als Referenzverbindung fur aktiven Transport eingesetzt

wurde, unterlag mit 0,57 x 10 pg/g (0,6 %) nur einer geringen Aufnahme.

Diagramm 12: Aufnahmestudien
n =3-6; 3-6 (A; B)

A Aufnahme A - B % von ¢; B Aufnahme A- B
507 3 Zellmonolayer 0.6 *
[ PE-Membran (Kontrolle)
40
5 0.4- l
o 1o xx k% o
g 30 ng
> o
o 204 -~
> 2 0.2
0 |II| L Em— 0.0 T T T T =
O 0 ’\ v O Q A N o)
55 & @" @ & P & &
< K 9 & @\ < < o O 5\\0
Q,Q (o Q >
O NCASS
S o &°
¢i = initial eingesetzte Menge API FSO89 signifikant zu Skepinone-L (a=0.01)

Unter Inhibierung aktiver Effluxsysteme konnte eine Steigerung der Akkumulation
beobachtet werden, vor allem bei FS100 unter Inhibierung von P-Gp (0,26 = 0,66 ug/g) und
bei SK807 unter Inhibierung von MRP2 (0,22 = 0,49 pg/g) (Diagramm 13 B und C). Die
Aufnahme des P-Gp-Substrates Rhodamin 123 konnte von 0,57 auf 1,58 x 102 ug/g gesteigert
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werden (Diagramm 14 B), wahrend die Aufnahme von Skepinone-L im Vergleich zu den

Regioisomeren insgesamt geringer war (0,15 pg/g) und sich auch nicht durch Inaktivierung

aktiver Transporter steigern lies (Diagramm 14 A).

Diagramm 13: Aufnahme der Morpholinoethoxy-Regioisomere
n =3-6; 3-4; 3-5 (A; B; C)

A FS089 Aufnahme B FS100 Aufnahme C SK807 Aufnahme
Inhibierung von aktivem Efflux Inhibierung von aktivem Efflux Inhibierung von aktivem Efflux
1.0q 1.0q o " 1.0q
n.s. ,—”—
0.8+ 0.8+ 0.8+ ok
£ £ l £
g 06 g 0.6 o £ 0.6
a a a —
[o2] (o] (o2}
~ 0.4 ~ 0.4 < 0.4
[e)] ()] o
3 =3 3
0.2+ 0.2+ 0.2 ﬁ
0.0- 0.0 T T T ™ 0.0 T T T T
¥ P ¥ S P AP A
E & L L & L € @ L
‘l*oo N x\k— XQ ‘L‘OQ AQ'\%Q x\k— x® \J;-OQ ‘@9 X\l- XQ\J\_
X X

Diagramm 14: Aufnahme von Skepinone-L und Rhodamin123
n =3-4; 3-4 (A; B)

A Skepinone-L Aufnahme

Inhibierung von aktivem Efflux
1.0

0.8+
0.6

0.4+

0.0-

ug / g Protein

ug / g Protein

Rhodamin 123 Aufnahme

Inhibierung von aktivem Efflux
2.5x102

2.0x10-2

T

1.5x1072 1

1.0x10-2 1

5.0x10-3

0 T T

Diagramm 12 A gibt einen Hinweis darauf, in welchem Ausmald die APIs an der PE-

Membran adhérieren. Die verwendeten Systeme weisen einen Porendurchmesser von 0,4 um

auf und tatsachlich adsorbierten 3,3 — 3,5 % der initial eingesetzten Menge auf der Oberflache
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und in den Poren der Filter. Der Rest der bestimmten Menge konnte im Zellmonolayer
wiedergefunden werden, was mit 17-26 % flr die Morpholinoethoxy-Regioisomere eine
beachtliche Menge darstellte. Der aufgenommene Anteil von Skepinone-L fiel mit 12 %
geringer aus und lieR sich im Gegensatz zu den Regioisomeren durch Inhibierung aktiver
Transporter nicht weiter steigern (Diagramm 13 und Diagramm 14). Die hier beobachteten
Effekte decken sich mit den Erkenntnissen aus den Inhibitionsstudien: Die intrazellulare
Aufnahme der Regioisomere erfolgte Transporter-abhangig, wahrend Skepinone-L unabhangig
aufgenommen wurde (Diagramm 14 A). Gleichzeitig war die absolut aufgenommene Menge an
Skepinone-L geringer als die der Regioisomere, was mit den Beobachtungen der
Wiederfindungen Uberein stimmt (vgl. 3.2.2 Diagramm 7 C); die Regioisomere unterlagen
einem Transport durch aktive ABC-Transporter, wahrend Skepinone-L die Zellen ungehindert
passierte, was in einer hdheren Wiederfindung bei Skepinone-L resultierte. Die Regioisomere
reicherten sich im Monolayer an — moglicherweise an Effluxtransporter in der apikalen
Membran gebunden, oder an deren Zielprotein, die p38a-MAP-Kinase. Dieser gebundene

Anteil verringerte folglich die kalkulierte Wiederfindung.

Die Aufnahme von FS089 konnte nicht eindeutig durch Inhibierung aktiver Transporter
gesteigert werden (Diagramm 13 A), jedoch war der aufgenommene Anteil bereits in
Abwesenheit von Inhibitoren signifikant hoher als derjenige der restlichen Regioisomere
(Diagramm 12 B). Wird ein Transporter inhibiert, unterliegen dessen Substrate einem
geringeren Efflux und kénnen sich daher starker intrazellular anreichern. Dies konnte anhand
der Aufnahme von Rhodamin 123 bestatigt werden (Diagramm 14 B). Betrachtet man die
Aufnahme der Regioisomere nach beteiligten Transportern aufgeschlisselt (Diagramm 13),
sind die starksten Effekte bei FS100 durch Inhibierung des P-Gp und SK807 und Inhibierung des
MRP2 zu beobachten —die absorptive Permeabilitdt wurde jedoch am starksten durch das BCRP
beeinflusst (siehe 3.2.4 Diagramm 9 A und Diagramm 10 A). Die Permeationsstudien ergaben
eindeutige Hinweise auf die Beteiligung mehrerer Transporter am Permeationsmechanismus
der Regioisomere. Diese scheinen aber insbesondere die transzelluldr transportierte Menge zu
beeinflussen und weniger die intrazellular verbliebene, da das qualitative Ausmal der
Transporterbeteiligung der Aufnahmestudien nicht mit den Permeationsdaten Ubereinstimmt
(BCRP vs. P-Gp und MRP2). Eine Erklarung hierfir bietet der folgende Ansatz: Der erste Schritt

der Permeation ist das Passieren der apikalen Membran, welchem eine intrazellulare
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Anreicherung und anschlieRendes Passieren der basolateralen Membran folgt.
Aufnahmestudien, bei denen die Konzentration in den Enterozyten bestimmt wird und welche
somit nur den ersten Permeationsschritt betrachten, sind in ihren qualitativen Aussagen tber
Transporterbeteiligungen aussagekraftiger. Da aktive Effluxtransporter lediglich auf der
apikalen Membran exprimiert werden, Permeationsdaten jedoch Prozesse an der apikalen und
basolateralen Membran inkludieren, kénnen hier Effekte an der apikalen Membran leichter
Uberlagert werden. Da die Permeation von FS089, FS100 und SK807 durch Inhibierung von
P-Gp, BCRP und MRP2 beeinflusst werden konnte, scheinen die Verbindungen Substrate aller
drei untersuchten Transporter zu sein. Weiterhin deckten die Aufnahmestudien eine Praferenz

von FS100 zu P-Gp und SK807 zu MRP2 auf.

Obwohl die aufgenommene Menge tendenziell unter Inhibierung von P-Gp, BCRP oder
MRP2 stieg, konnte ein signifikanter Anstieg nur partiell festgestellt werden (P-Gp bei FS100
und MRP2 bei SK807). Dies spricht fir eine effektive Ausschleusung und Permeation Uber die
basolaterale Membran — dieser Effekt scheint insbesondere bei der Aufnahme von FS089
aufgetreten zu sein, bei welchem die intrazelluldre Aufnahme Uber die apikale Membran
weitestgehend unabhangig von apikal gelegenen Transportern zu erfolgen schien, obwohl die
Gesamtpermeation eindeutig durch aktive Transporter limitiert wurde (siehe 3.2.3
Diagramm 8). Wenn die Ausschleusung des intrazelluldr gelegenen APIls (iber die basolaterale
Membran mit hoher Kapazitdt erfolgt, ware eine vorher gesteigerte Aufnahme mit den
angewendeten Methoden nicht feststellbar, da nicht ein kinetischer Verlauf beobachtet wurde,

sondern die Endkonzentration nach einer Inkubationsperiode bestimmt wurde (siehe Abb. 28).

A>B

Kontrolle {n//m'biémng von
Eﬁ%cﬁ"anspom
o Abb. 28: Verteilungsverhalten
:::::::r t in absorptiver Richtung

Unter  Inhibierung  aktiver
Transporter: héhere
intrazelluldre Anreicherung,
aber effektive Ausschleusung
aber (ber die basolaterale
= o0 Aufrabwve Membran. Dadurch wird die,

- J intrazelluléire Konzentration
gering gehalten.

< 'YX X Ferveation (Atze/afor)
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Eine effektive Ausschleusung an der basolateralen Membran kann neben einem passiven
Konzentrationsgradienten ebenfalls durch basolateral gelegene Carrierproteine oder aktive
Transporter wie MRP1 oder MRP3 vermittelt sein. In diesem Zusammenhang ware theoretisch
eine modulierende/stimulierende Interaktion mit den eingesetzten Inhibitoren und basolateral
gelegenen Transportern denkbar, was eine Erhéhunng der Kapazitat bewirken kénnte. Zum
Besispiel stimuliert das in dieser Arbeit als P-Gp-Inhibitor eingesetzte Verapamil den Transport
von MRP1-Substraten, obwohl es selbst kein Substrat fir MRP1 darstellt [123-125]. Weiterhin
beeinflusst MK571, welches in dieser Arbeit als MRP2-Inhibitor eingesetzt wurde, ebenfalls den

Transport von MRP1-Substraten [126, 127] und stimuliert MRP5-vermittelten Efflux [128].

3.2.5 Multiinhibierung von P-Gp, BCRP und MRP2

Da die vorangegangenen Studien alle auf eine Multibeteiligung der untersuchten
Transporter hindeuteten, wurden beispielhaft an FS089 zusatzliche Inhibitionsstudien

durchgefiihrt, bei welchen P-Gp, BCRP und MRP2 simultan inhibiert wurden.

Die Ausschaltung einzelner Transporter bewirkte jeweils eine leichte Steigerung der
Permeabilitat von FS089 (vgl. 3.2.3 Diagramm 8). Unter simultaner Inhibierung aller drei
Transporter stieg die absorptive Permeabilitit jedoch um ein  Vielfaches
(3,1 2 8,4 x10° cm/s), wihrend die die Effluxrate signifikant starker sank als unter Inhibierung
von nur jeweils einem Transporter (Diagramm 15 A und B). Dies scheint im Einklang mit der
Vermutung, dass die Verbindungen von mehreren Transportern gleichzeitig transportiert
werden. Bei Inhibierung eines einzelnen Transporters wird der Efflux des Substrates durch die
weiteren vorhandenen aktiven Transporter kompensiert, weshalb die Inaktivierung mehrerer
Transporter gleichzeitig effektiver ist. Hierauf deutet ebenfalls die Steigerung der
intrazelluldren Aufnahme und der Gesamtwiederfindung unter Totalinhibierung hin
(Diagramm 15 Cund D) hin. Bei einzelner Inaktivierung der jeweiligen Transporter war lediglich
ein steigender Trend erkennbar — unter Totalinhibierung summierten sich diese Effekte zu einer

signifikanten Mehraufnahme.

In Ubereinstimmung mit den aus Permeations- und Aufnahmestudien gewonnenen Daten
konnte die Beteiligung mehrerer aktiver Transporter am Permeations- und

Aufnahmemechanismus des Morpholinoethoxy-Dibenzosuberons FS089 bestatigt werden.
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Diagramm 15: Multiinhibierung von P-Gp, BCRP und MRP2
n=3-9; 3-7,3-6,3-9 (A; B, C; D)
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3.3 Massenbilanz und unspezifische Adsorption

3.3.1 Massenbilanz

Bei Permeationsexperimenten wurde eine verringerte Wiederfindung fir die untersuchten
Verbindungen festgestellt (3.2.2 Diagramm 7 C). Ein Grund hierfir ergab sich in der
ausgepragten intrazelluldren Anreicherung (3.2.4 Diagramm 12 A). Unter Auftragung der
korrigierten Wiederfindung (Wiederfindung + intrazellular akkumulierte Menge) ist eine
Betrachtung der Verteilung der Verbindungen in den verschiedenen Kompartimenten des

verwendeten Systems moglich.
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Flr die Regioisomere FS089, FS100 und SK807 ergab sich in absorptiver Richtung eine
starke Korrektur der urspringlich geringen Wiederfindung (vgl. 3.2.2 Diagramm 7 C), da
18 —26 % der initial eingesetzten Menge an APl intrazellular angereichert wurden
(Diagramm 16 A, Diagramm 17 A und Diagramm 18 A). Unter Inhibierung von P-Gp, BCRP und
MRP2 wurde dieser Anteil sogar gesteigert, sodass die komplette Menge an eingesetztem API
in absorptiver Richtung fir die Regioisomere im System wiedergefunden werden konnte. Stark
ausgepragt war der Effekt vor allem fir FS100 und Verapamil und SK807 und MK751, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Aufnahmestudien (vgl. 3.2.4 Diagramm 13), welche
ebenfalls eine starkere Beteiligung von P-Gp bei FS100 und MRP2 bei SK807 ergaben. In
sekretorischer Richtung konnte die Wiederfindung durch Korrektur um den intrazellular
akkumulierenden Anteil der APIs um 8 — 22 % flir die Regioisomere erhdoht werden. Allerdings

konnte keine Bevorzugung einzelner Transporter herausgestellt werden.

Diagramm 16: Massenbilanz von FS089
n =3-9; 3-7 (A; B); ci = initial eingesetzte Menge API

A FS089 A-B B FS089B- A
Massenbilanz Massenbilanz
100+ 100+
&) S
15
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_ — | 3 Donor 3 Donor
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Diagramm 17: Massenbilanz von FS100
n=3-11; 3-9 (A; B) ci = initial eingesetzte Menge API

A FS100 A-B B FS100B-A
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1004 100
s ;T
s c
: s : B
X X 504
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Diagramm 18: Massenbilanz von SK807
n =3-9; 3-7 (A; B) ci = initial eingesetzte Menge API

A SK807 A-B B SK807B-A
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Interessanterweise lasst sich bei Betrachtung der Skeretionsstudien (B=A) ein

abnehmender Trend in der Verteilung der APIs im Donorkompartiment unter Inhibierung
aktiver Transporter ableiten (Diagramm 16 B, Diagramm 17 B und Diagramm 18 B). In
absorptiver Richtung ist die Abnahme der Konzentration im Donorkompartiment unter
Inhibierung aktiver Transporter ein Hinweis auf die Beteiligung dieser an der Aufnahme der
Transporter wurde in den

untersuchten Verbindung, und die Beteiligung aktiver
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vorangegangenen Studien auch bestatigt. In sekretorischer Richtung jedoch (B> A) wiirde man
bei Inhibierung apikal gelegener Transporter eher eine Anreicherung im Donorkompartiment
erwarten (hier: Das basolaterale Kompartiment). Dies konnte auch beim P-Gp-Substrat
Rhodamin 123 so beobachtet werden (Diagramm 19 B), wo der Anteil im Donorkompartiment
in sekretorischer Richtung unter P-Gp Inhibierung von 90,5 auf 93,7 % leicht angestiegen ist.
Der Anteil der Regioisomere im Donorkompartiment nimmt jedoch unter Inhibierung aktiver
Transporter eher ab (am starksten bei FS100 (Diagramm 17 B) mit 602> 25% /
Kontrolle = + Ko143).

Diagramm 19: Massenbilanz von Rhodamin 123
n = 3-5; 3-6 (A; B) ci = initial eingesetzte Menge API

A Rhodamin 123 A-B B Rhodamin 123 B - A
Massenbilanz Massenbilanz
4.1
- e 2.8
100 e 1007 e
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80 L8 80
_ 7] —— _ T
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(=] (=]
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4+ 4 =
—1 1 Donor 1 Donor
2 2 0.9
0 1.7 2.1 [ Akzeptor 0 3.7 [ Akzeptor

T T T T
Kontrolle  + Verapamil Kontrolle  + Verapamil

Ein moglicher Grund hierflr kdnnte im Transport Uber basolateral gelegene Carrier- oder
Transportproteine liegen (wie unter 3.2.4 bereits diskutiert). Waren diese ebenfalls durch die
eingesetzten Inhibitoren beeintrachtigt, konnten Substrate vermehrt passiv Gber die
basolaterale Membran in das Intrazellularmedium permeieren, was in einer Senkung der
Konzentration im  Donorkompartiment  resultieren und einer intrazellularen
Konzentrationserhéhung resultieren wirde (siehe Abb. 29). Genau dieser Effekt konnte hier
beobachtet werden, vor allem unter BCRP-Inhibierung; bei FS089 (Diagramm 16), wo der Anteil
im Donorkompartiment von 42 auf 38 % sank, und gleichzeitig der intrazellulare Anteil von 15
auf 22 % stieg, ebenso bei FS100 (Anteil im Donorkompartiment 52 = 25 %; intrazellular
10 = 13 %) und bei SK807 (Anteil im Donorkompartiment 38 = 31 %,; intrazellular 8 2 9 %).
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Fir Skepinone-L konnte ebenfalls eine Korrektur der Wiederfindung um 7 — 14 % erreicht
werden, allerdings ohne Einfluss von aktiven Transportern und unabhangig von der
Transportrichtung (Diagramm 20). Ebenfalls fand keine Umverteilung des APIs in den

Kompartimenten bei Inhibierung von Transportern statt.

Diagramm 20: Massenbilanz von Skepinone-L
n = 3-6; 3-5 (A; B) ci = initial eingesetzte Menge API
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Durch die Korrektur um den intrazellular akkumulierenden Anteil an APl konnte die
Gesamtwiederfindung fir die untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren zwar erhdht werden,
dennoch erreichte diese nicht in allen Fallen 100 %. Insbesondere traten bei den
Morpholinoethoxy-Regioisomeren in sekretorischer Richtung unzufriedenstellende Verluste
innerhalb des Systems auf, vor allem im Vergleich zum Rhodamin 123, welches eine korrigierte
Wiederfindung von 80—100% aufwies (Diagramm 19). Rhodamin 123 ist ein sehr viel
hydrophileres Molekil im Vergleich zu den untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren. Eine
plausible Erklarung ware die Adsorption der lipophilen Dibenzosuberonderivate an Oberflachen
im System; der adsorbierte Anteil ware nicht zur Konzentrationsbestimmung verfiigbar und

daher ursachlich fir die zu geringe Wiederfindung. Dies wurde im Folgenden naher untersucht.

3.3.2 Adsorptionsstudien

Da die Wiederfindungsbilanz der untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren keine
ausreichende Korrektur der zu geringen Wiederfindungsrate erzielt hatte, wurde das
Adsorptionsverhalten der Verbindungen untersucht. Die Dibenzosuberonderivate sind mit
einem log D-Wert von 5,35 (pH 7,4) stark lipophile Verbindungen, welche grundsatzlich starker
als hydrophile Molekile zur unspezifischen Adsorption an Kunststoffen neigen [120, 121]. Das
Adsorptionsverhalten der Verbindungen wurde am Transwellsystem untersucht, indem nach
einer Inkubationsdauer von 2 h die adsorbierte Menge an APl am Well (basolaterales
Kompartiment), der unbewachsenen PE-Membran und am Insert (apikales Kompartiment,

nach Herausschneiden der PE-Membran) bestimmt wurde.

Die Verbindungen adsorbierten wie erwartet an Oberflaichen des Transwellsystems
(Diagramm 21 A-C). Am Well, welches die groRte zusammenhangende Oberflache bietet,
adsorbierten 0,7 — 3,6 % der initial eingesetzten Menge. Das Insert (ohne PE-Membran) bietet
durch den geringeren Durchmesser und den fehlenden Boden eine kleinere Oberfldche.
Dennoch konnten auch hier bis zu 2,3 % an APl wiedergefunden werden, wobei in absorptiver
Richtung starkere Adsorption stattfand. Die bestimmte Menge an der PE-Membran schien

ebenfalls in absorptiver Richtung groRer zu sein als in sekretorischer (3,3 —3,5vs. 1,5—-1,9 %).
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Diagramm 21: Adsorptionsverhalten von p38a-MAPK-Inhibitoren
n =3-4; 3; 3; 3-4 (A; B; C; D), ci = initial eingesetzte Menge API
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Dass am Insert eine verstarkte Adsorption stattfindet, obwohl die zur Verfliigung stehende
Kunststoffoberflache geringer ist als im Well, kann durch die unterschiedlichen
Ausgangsbedingungen begriindet werden. Die Zellen wurden in das Insert ausgesat und in
diesem fir 21-28Tage kultiviert (apikales Kompartiment). Das verwendete
Kultivierungsmedium enthielt unter anderem BSA und die Zellen gaben ihrerseits Gber den
gesamten Kultivierungszeitraum eine Reihe von Stoffwechselprodukten und abgestorbene
Zellmaterialien in das apikale Kompartiment ab, welche sich an den vorhandenen Oberflachen
anreichern konnten. Unmittelbar vor einem Experiment wurden die Inserts in ein frisches Well
umgesetzt, sodass das basolaterale Kompartiment eine frische, unbehandelte Oberflache bot,

wahrend das apikale Kompartiment Ablagerungen aus der Kultivierung enthielt. Daher besteht

3 Experimenteller Teil | 77



die Moglichkeit, dass die reale Oberflache des Inserts durch die Ablagerungen a) vergroRert

war und b) andere Adsorptionseigenschaften als das unbehandelte Well aufwies.

An die PE-Membran adsorbierte ein groRerer Anteil, wenn sich die Versuchslésung im
apikalen Kompartiment befand und sich durch die unbewachsene Membran ins basolaterale
Kompartiment verteilte (A—>B) als in umgekehrter Richtung. Diese Asymmetrie ergibt sich aus
zwei Bedingungen: a) Die Versuchslosung wird effektiver in absorptiver Richtung durchgeleitet,
da hier zusatzlich zu den Kapillarkraften die Schwerkraft die Benetzung der Poren erleichtert.
b) Das apikale und basolaterale Kompartiment weisen ungleiche Oberflachen auf. Im
basolateralen Kompartiment steht insgesamt eine groRRere Oberflache zur Verfligung, daher ist
der Anteil, welcher auf die ,,Unterseite” der PE-Membran abfallt, geringer — selbst wenn man
von einer gleichméaRigen Verteilung des adsorbierenden APl auf alle Oberflachen ausgeht (siehe
Abb. 30). Ebenfalls denkbar ist eine Herstellungs-bedingte Asymmetrie der Porenéffnungen auf
der ,oberen” und ,unteren” Seite der Membran. Wéren die Poren von oben besser zuganglich

als von unten, konnte ein groRerer Anteil APl in absorptiver Richtung adsorbieren.

[nsert
% (BL-Konp) - AP-kanp.
03 il 7 D2l - PE‘MCWbV(M
[0 ml A (AP‘/(OMP ) 10 wil. -
BL-K onp.

AP — BL BL—>AF

Abb. 30: Oberflachenverhéltnis im Transwellsystem

Fir das hydrophilere Molekil Rhodamin 123 konnte auch ein adsorbierter Anteil bestimmt
werden (Diagramm 16 D), welcher zwar absolut geringer war, jedoch dem gleichen Trend wie
die Dibenzosuberonderivate folgte; die Adsorption von Rhodamin 123 an das Insert fiel in
absorptiver Richtung groBer aus als in sekretorischer Richtung (0,6 zu 1 %). Am Well adsorbierte
die grolRere Menge in sekretorischer Richtung (0,2 zu 3 %), was daran liegt, dass die Testldsung
bei diesen Experimenten sich bereits im basolateralen Kompartiment befand und somit eine

grolRere Absolutmenge an API zur Adsorption zur Verfligung stand (siehe Abb. 31).
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Ursachlich fur die geringe Wiederfindung der p38a-MAPK-Inhibitoren (vgl. 3.2.2
Diagramm 7 C) ist somit a) die ausgepragte intrazellulare Akkumulation der
Dibenzosuberonderivate (siehe 3.2.4 Diagramm 12) und b) deren unspezifische Adsorption an

Kunststoffoberflachen des verwendeten Transwellsystems (siehe Diagramm 21 A-C).

3.4 Dibenzosuberonderivate als Inhibitoren von BCRP

Viele Substrate fir aktive Transporter kbnnen auch gleichzeitig inhibierend auf diese
wirken. Da drei der untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren einem ausgepragten Transport durch
BCRP unterlagen (siehe 3.2.3 Diagramm 8), sollte untersucht werden, inwieweit dieses durch
die Dibenzosuberonderivate inhibiert werden kann. Hierzu wurde die intrazelluldre Aufnahme
vom BCRP-Substrat Hoechst 33342 in An- und Abwesenheit der Dibenzosuberonderivate

untersucht.

3.4.1 Priufung auf Eignung des Testsystems

Zuerst wurde die Eignung des Versuchsaufbaus geprift (Diagramm 22). Die Fluoreszenz,
welche durch intrazellular akkumulierendes Hoechst 33342 verursacht wird, wurde fir jeden
Ansatz auf die Kontrolle bezogen (= Nullwert, Aufnahme von Hoechst 33342 in Abwesenheit
von zusatzlichen Verbindungen). Als Positivkontrolle wurde dem Ansatz Ko143, ein selektiver
BCRP-Inhibitor, zugesetzt, welches die Aufnahme von Hoechst 33342 durch eine Verringerung
des Effluxes signifikant steigerte (1,0 = 1,4). Die Negativkontrolle sollte die Selektivitat des

BCRP-Inhibitors bestatigen und eine gesteigerte Aufnahme durch unspezifische Effekte
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ausschlieRen. Eingesetzt wurde daher ein Nicht-Substrat fiir BCRP (Furosemid), welches auch
wie erwartet keinen Einfluss auf die Hoechst 33342-Aufnahme zeigte. Durch den simultanen
Einsatz von Inhibitor und Nicht-Substrat (Ko143 + Furosemid) sollte eine (unspezifische)
Beeinflussung der Inhibitorkapazitdt durch Nicht-Substrate untersucht werden. Da die
Aufnahme von Hoechst 33342 und somit die Inhibierung von BCRP auch in Anwesenheit von
Furosemid und Ko143 effektiv erfolgte, ist nicht von einer Stérung auszugehen. Daher wurde
das Testsystem als geeignet und ausreichend spezifisch befunden, um inhibitorische Effekte auf

die BCRP-limitierte intrazelluldre Aufnahme von Hoechst 33342 zu untersuchen.

Diagramm 22: BCRP-Inhibierungs Assay: Prifung auf Eignung des Testsystems
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3.4.2 Inhibierung von BCRP durch Dibenzosuberonderivate

In Diagramm 23 A ist dargestellt, wie die Dibenzosuberonderivate die Aufnahme von
Hoechst 33342 beeinflussen. Die Aufnahme des BCRP-Substrates Hoechst 33342 war in
Anwesenheit der Verbindungen um den Faktor 1,6 (Skepinone-L)—1,9 (FS100) erhoht.
Ursachlich hierfir kénnte eine Inhibierung des Effluxtransporters BCRP sein. Um
sicherzustellen, dass der Effekt aufgrund einer Interaktion zwischen BCRP und den
Verbindungen auftrat, wurde in einem weiteren Ansatz zusatzlich das Nicht-BCRP-Substrat
Furosemid zugesetzt (Diagramm 23 B). Die Aufnahme von Hoechst 33342 war in keinem Fall

beeintrichtigt, sodass die Steigerung der intrazellularen Fluoreszenz in Anwesenheit der
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Dibenzosuberonderivate auf eine spezifische Interaktion mit BCRP zurlckzufthren ist und nicht

etwa aufgrund einer erhohten trans-/parazellularen Gesamtpermeabilitat auftritt.

Diagramm 23: Dibenzosuberonderivate als Inhibitoren fir BCRP
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Ko143 wird als spezifischer und selektiver Inhibitor fir BCRP eingesetzt. In Diagramm 23 C
ist zu erkennen, wie der Einsatz von Ko143 die Aufnahme von Hoechst 33342 aufgrund eines
verminderten Effluxes durch BCRP signifikant steigert (Kontrolle). Der Zusatz von Ko143 zu den
Dibenzosuberonderivaten brachte keine weitere Steigerung der Hoechst 33342-Aufnahme —
mit Ausnahme von SK807, bei welchem eine leichte Steigerung erzielt werden konnte
(1,7 = 1,9). Die Zugabe des spezifischen Inhibitors Ko143 und des Nicht-BCRP-Substrates
Furosemid (Diagramm 23 D) bestatigte noch einmal die Eignung des Systems, da die Aufnahme
von Hoechst 33342 nicht weiter beeinflusst wurde. Der steigernde Effekt durch die
Dibenzosuberonderivate wurde weder durch die Anwesenheit von Furosemid noch Ko143

beeintrachtigt.

Die untersuchten p38a-MAPK-Inhibitoren scheinen also inhibitorische Effekte auf den
aktiven Transporter BCRP auszuiliben. Da die Permeations- und Aufnahmestudien eindeutige
Hinweise auf die Beteiligung von BCRP am Transport der Verbindungen FS089, FS100 und
SK807 lieferten, ist eine inhibitorische Aktivitat plausibel, da viele Substrate durch Konkurrenz
um den Transporter inhibitorisch wirken kénnen. Der ABC-Transporter BCRP weist multiple
Bindungsstellen innerhalb seiner Bindungsdomanen auf, an welche theoretisch sogar mehrere
Substrate simultan binden konnen ([31]. Denkbar sind somit theoretisch kompetitive
(Konkurrenz um Bindungsstelle), nicht kompetitive (sterische Storung der Ausschleusung des
Substrates durch Bindung an weitere Bindungsstelle) und partiell kompetitive Hemmung
(Inhibitorbindung reduziert Substrataffinitat durch sterische/abschirmende Effekte). Welches
von zwei/mehreren Substraten bevorzugt transportiert wird (und somit den Transport weiterer
Substrate inhibiert), hdngt von der Affinitdt und bei kompetitiver Hemmung von der
eingesetzten Konzentration ab. Da die Konzentration vom Substrat Hoechst 33342 und der
Dibenzosuberonderivate gleichermaen bei 10 uM lag, ist eine hohere Affinitat der
Dibenzosuberonderivate zu BCRP wahrscheinlich. Skepinone-L dagegen wies in keinen der
vorangegangenen Studien eine Affinitat zu BCRP oder anderen untersuchten Transportern auf.
Dennoch steigert es die Aufnahme von Hoechst 33342, ohne selbst von BCRP transportiert zu
werden. Dieser Effekt ist somit —im Gegensatz zu dem bei den Regioisomeren beobachteten —
nicht kompetitiver Natur. Moglich ist eine allosterische Modulation des Transporters, also die
Bindung an eine Stelle, welche nicht die Bindungsdomane darstellt. Ein dhnliches Phdanomen

konnte flr die HIV-Protease-Inhibitoren Ritonavir, Saquinavir und Nelfinavir beobachtet
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werden, welche BCRP-vermittelten Efflux inhibierten, jedoch selbst nicht durch dieses
transportiert wurden [129]. Diese Art der Inhibierung kann effektiver als eine kompetitive
Interaktion erfolgen, da die inhibitorische Potenz unabhdngig von der eingesetzten
Konzentration erfolgt — jedoch wurde die Konzentrationsabhangigkeit in dieser Arbeit nicht

naher untersucht.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass die untersuchten
p38a-MAPK-Inhibitoren in der Lage sind, BCRP zu inhibieren. Wahrend FS089, FS100 und SK807
gleichzeitig durch dieses in der transzellularen Permeabilitat limitiert werden, da sie ebenfalls
Substrate darstellen, ist Skepinone-L wahrscheinlich als allosterischer Inhibitor fir die

Inaktivierung des BCRPs verantwortlich.
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4 Diskussion

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollten Aufschluss zum Permeations- und
Aufnahmeverhalten des Dihydroxypropoxy-Dibenzosuberons Skepinone-L und der
Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807 geben. Hierzu wurde die
Permeabilitat und intrazellulare Aufnahme der Verbindungen in Caco-2/TC7 Zellen sowie die
dahinter liegenden Mechanismen systematisch und unter besonderer Berlicksichtigung der
aktiven Transporter P-Gp, BCRP und MRP2 untersucht. Im Folgenden werden die einzelnen

Erkenntnisse detailliert beleuchtet und diskutiert.

4.1 Morpholinoethoxy-Regioisomere FS089, FS100 und SK807

4.1.1 Transport durch P-Gp, BCRP und MRP2

Die durchgefihrten Studien gaben eindeutige Hinweise auf Transport von FS089, FS100
und SK807 durch die aktiven Effluxtransporter P-Gp, BCRP und MRP2. ABC-Transporter weisen
sehr breite und haufig Uberlappende Substratspezifitaten auf, um eine moglichst vollstandige
Schutz- und Barrierefunktion im Korper einzunehmen [2, 25, 82]. Daher ist es schlissig, dass
die untersuchten Dibenzosuberone Substrate aller drei Transporter darstellen, da sie
identische chemische Voraussetzungen wie Molekularmasse, log P- und pks-Werte aufweisen.
Der Unterschied besteht lediglich in der Stellung der Morpholinoethoxy-Seitenkette. Dieser
Stellungswechsel ist demnach daflr verantwortlich, dass das Ausmall der
Transporterbeteiligung unter den Regioisomeren variiert: Die Permeation von FS100 durch die
apikale Membran wird hauptsachlich durch P-Gp limitiert, wahrend die Aufnahme von SK807
MRP2-vermittelt ablduft. In ihren qualitativen Aussagen zu Transporterbeteiligungen sind die
Aufnahmestudien als aussagekraftiger einzuschatzen als die Permeationsdaten: Bei den
Aufnahmestudien wird lediglich der Durchtritt einer Membran betrachtet (AP oder BL), da die
guantitative Bestimmung des APIs im Zellmonolayer erfolgt. In absorptiver Richtung kbnnen
somit die ,Netto“-Effekte apikal gelegener Transporter erfasst werden. Bei den
Permeationsdaten handelt es sich um ,Brutto“-Effekte, welche die Ereignisse an zwei
Membranen beinhalten. In absorptiver Richtung erfasst man demnach die Summe der
Permeation-beeinflussenden Effekte an der apikalen und basolateralen Membran. Wenn die

Absorption an der apikalen Membran durch einen Effluxtransporter limitiert ist, die
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Ausschleusung an der basolateralen Membran jedoch effektiv erfolgt (z.B. durch Unterstitzung
durch einen Carrier oder aktiven Transporter wie MRP1 oder MRP3), ist die Permeabilitat
weniger stark beeintrachtigt. Dies wirde Effekte erklaren, die bei der Aufnahme auftreten, bei
der Permeation jedoch nicht mehr sichtbar sind. Allerdings verhielt es sich bei den hier
durchgefiihrten Untersuchungen umgekehrt; alle Transporter hatten einen Einfluss auf die
Permeabilitdt von FS089, FS100 und SK807, jedoch konnte der Effekt bei den Aufnahmestudien
nur noch bei einzelnen Transportern in signifikantem Ausmal’ beobachtet werden (FS100 und
P-Gp, SK807 und MRP2). Warum limitiert also z.B. BCRP die transzellulare Permeabilitat von
FS089, jedoch nicht die intrazellulare Aufnahme der Verbindung? Eventuell liegt die
Begrindung dieses Phdanomens in den Versuchsbedingungen: Die quantitative Bestimmung der
APIs im Zellmonolayer wurde nach einer Inkubationszeit von 2 h durchgefihrt. Moglicherweise
war dieser Zeitrahmen zu lange gewahlt, sodass der API bei Inaktivierung aktiver Transporter
zwar effektiver intrazellular aufgenommen wurde, jedoch aufgrund des hoheren
Konzentrationsgradienten (ber der basolateralen Membran auch effektiver wieder
herausgeschleust wurde. Nach Abschluss dieser Umverteilung hatte sich der APl somit im
basolateralen Kompartiment angereichert (zu sehen an héheren papp unter Inhibierung aktiver
Transporter), der intrazelluldire Anteil hatte sich jedoch ebenfalls wieder reduziert
(aufgenommene Menge unter Inhibierung entspricht in etwa der Menge im
Kontrollexperiment) (vgl. 3.2.4 Abb. 28). Die trotz langer Inkubationszeit sichtbaren Effekte
deuten auf eine stérkere Beteiligung dieser Transporter hin (FS100 und P-Gp, SK807 und
MRP2), sodass aufgrund der ausgepragten intrazellularen Anreicherung der Abtransport Gber
die basolaterale Membran wahrend der gegebenen Inkubationsdauer noch nicht vollstéandig
erfolgte. Um dies eindeutig klaren zu kdnnen, missten die Experimente unter Einhaltung einer

kUrzeren Inkubationszeit wiederholt werden.

4.1.2 Beteiligung von basolateral gelegenen Transportern oder Carriern?

Die Aufnahmestudien deuteten eine effektive Permeation tber die basolaterale Membran
an, welche in der Ausschleusung durch aktive Transporter oder Carrier begriindet sein kann.
Weitere Hinweise auf die Beteiligung basolateral gelegener Transporter- oder Carrierproteine
ergaben sich aus den Untersuchungen zur Wiederfindungsbilanz (3.3.1). Hier fand in
sekretorischer Richtung unter Inhibierung apikaler Effluxsysteme eine Umverteilung des APls

aus dem Donorkompartiment (hier: Das basolaterale Kompartiment) ins Intrazellularmedium
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statt. Wie unter 3.3.1 bereits diskutiert, besteht die Moglichkeit, dass die eingesetzten
Inhibitoren auller den apikalen Effluxtransportern ebenfalls basolateral gelegene Proteine wie
MRP1 und MRP3 beeintrachtigen kdnnen und somit den Efflux aus den Zellen ins basolaterale
Kompartiment abschwéachen. Zum Besispiel stimuliert das in dieser Arbeit als P-Gp-Inhibitor
eingesetzte Verapamil den Transport von MRP1-Substraten, obwohl es selbst kein Substrat fir
MRP1 darstellt [123-125]. Weiterhin inhibiert MK571, welches in dieser Arbeit als MRP2-
Inhibitor eingesetzt wurde, ebenfalls den Transport von MRP1-Substraten [126, 127] und
stimuliert MRP5-vermittelten Efflux [128]. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Aufklarung von
Beteiligungen von relevanten MDR-Transportern P-Gp, BCRP und MRP2 am Transport der
p38a-MAPK-Inhibitoren. Weiterflihrende Studien sollten jedoch weitere Transportsysteme
und deren Beeinflussung durch eingesetzte Modulatoren/Inhibitoren untersuchen, um die hier

beobachteten Effekte an der basolateralen Membran vollstandig aufzuklaren.

4.1.3 Klinische Relevanz der erhobenen Daten

Trotz der geringen Werte fir die Permeabilitdt der Regioisomere FS089, FS100 und SK807,
waren diese deutlich héher als fur das MPR2-Substrat und den BCS Klasse IV Wirkstoff
Furosemid (0,7 x 10® cm/s), welches in vivo peroral verabreicht immer noch eine (intra- und
interindividuell stark schwankende) Bioverfligbarkeit von 20-80% erreicht [130].
Verbindungen mit Permeationswerten groRer als 1 x 10® cm/s weisen in der Regel eine gute
bzw. vollstandige Resorption auf [22, 113]. Jedoch empfehlen sowohl die amerikanische Food
and Drug Administration (FDA) als auch die European Medicines Agency (EMA) zur Klarung
moglicher Wechselwirkungen mit praktisch eingesetzten Wirkstoffen eine Untersuchung auf
Affinitdten zu aktiven Transportern [4, 5]. Verbindungen, deren Effluxrate einen Wert von 2
Ubersteigt, zeigen héaufig in der klinischen Praxis Drug-Drug-Interaktionen (DDIs), was zur
Limitierung des Einsatzes fihren kann. Die hier beobachteten Effluxraten liegen zwar unterhalb
dieser Grenze (1,4 -1,6), lassen sich jedoch in beachtlichem Ausmal’ durch Inhibierung aktiver
Transporter reduzieren; eine Multibeteiligung der aktiven Effluxtransporter P-Gp, BCRP und
MRP2 konnte fiir FSO089 nachgewiesen werden (vgl. 3.2.5 Diagramm 15) und ist fir die weiteren
Regioisomere ebenfalls wahrscheinlich. Im Gastrointestinaltrakt sind vor allem diese drei apikal
gelegenen Transporter am Efflux von vielen Pharmaka und Xenobiotika beteiligt, und somit fiir
die Limitierung ihrer Bioverfligbarkeit verantwortlich. Im verwendeten Caco-2/TC7 Modell

konnte dies eindricklich gezeigt werden: Coffein als Nicht-Substrat wies eine Permeabilitat von
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25,4 x 10 auf, wahrend die Permeabilitdt von Rhodamin 123 (P-Gp-Substrat), Hoechst 333342
(BCRP-Substrat) und Furosemid (MRP2-Substrat) mit 0,87, 0,33 und 0,71 x 10® cm/s deutlich
geringer ausfiel (siehe 3.2.1 Diagramm 6). Allerdings scheint der Efflux der Regioisomere nicht
so stark ausgepragt zu sein wie bei den genannten Referenzverbindungen, denn die
resultierende Permeabilitdt war mit Werten > 10° cm/s in einem Bereich, der durchaus noch
eine ausreichende Bioverflgbarkeit vermuten lasst. Dennoch ist die Affinitdt zu aktiven
Transportern zu bertcksichtigen, vor allem im Hinblick auf einen moglichen klinischen Einsatz
der Verbindungen. Da diese von P-Gp, BCRP und MPR2 transportiert werden, sind
Wechselwirkungen mit Substraten dieser Transporter wahrscheinlich. Da in Multidrug
Resistance (MDR) involvierte Transporter nicht nur im Gastrointestinaltrakt sondern ebenfalls
z.B. im Gehirn und metabolisierenden Organen wie der Leber exprimiert werden, sind
Beeintrachtigungen der Pharmakokinetik von Substraten auf drei Ebenen moglich: a)
Limitierung der gastrointestinalen Absorption durch Efflux im Gastrointestinaltrakt, b)
Begrenzung der Penetration in Zielgewebe wie Gehirn oder Tumorzellen und c) eine Forderung
der Metabolisierung und Exkretion durch Ausschleusung in Galle oder Urin. Diese Effekte
kdbnnen sogar noch verstarkt werden, wenn die Administration von Substraten aktiver
Transporter die Expression dieser Transporter und Enzymen des Cytochrom P450 Systems
induzieren, da beide Systeme durch den nuklearen Pregnan-X-Rezeptor stimuliert werden [52].
Eine Interaktion zweier Substrate aktiver Transporter kann auf allen genannten Ebenen
stattfinden und somit die Aufnahme und Biotransformation von einer groRen Reihe an
Verbindungen schwer vorhersehbar beeinflussen. Von hoher klinischer Relevanz, da im
klinischen Alltag haufig eingesetzt, ist unter anderem die erhdhte Toxizitdt von Digoxin durch
Coadministration mit P-Gp-Substraten/-Inhibitoren und die reduzierte Wirksamkeit und
Sicherheit der Statintherapie durch Wechselwirkungen mit BCRP- und OATB1B1-Substraten
(84].

Die FDA rat von der Markteinfihrung von Substraten fir CYP3A4 und P-Gp ab, da im
klinischen Gebrauch von solchen Verbindungen mit ausgeprdgten DDIs zu rechnen ist [5].
Jedoch ist ein in vitro festgestellter Efflux nicht zwangslaufig klinisch relevant. Erst bei zuséatzlich
geringen Permeationskoeffizienten und ausgepragter Metabolisierung steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass die Pharmakokinetik eines in vitro festgestellten Efflux-Substrates

beeintrachtigt wird. Da die Morpholinoethoxy-Regioisomere papp-Werte > 1x10%cm/s
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aufwiesen und die hier durchgefiihrten Studien keine hinreichenden Hinweise auf Art und
Umfang einer Metabolisierung lieferten, ist eine deutliche Limitierung der oralen
Bioverflgbarkeit flir FS089, FS100 und SK807 unwahrscheinlich. Dennoch bietet Skepinone-L,
welches keinerlei Affinitat zu den genannten Effluxtransportern im Caco-2/TC7 Modell aufwies,
einen grollen Vorteil. Skepinone-L hat gute Voraussetzungen schnell und vollstandig aus dem
Gastrointestinaltrakt absorbiert zu werden und viele Zielgewebe erfolgreich zu penetrieren, da

es nicht durch die genannten Effluxsysteme transportiert wird.

4.1.4 st die Aktivitat an der p38a-MAP-Kinase im Vollblut-Assay Transporter-abhangig?

Die Dibenzosuberonderivate FS089, FS100 und SK807 ergaben eine potente und effektive
Inhibierung der p38a-MAPK am isolierten Enzym [20]. Allerdings trat im Vollblutassay ein
nahezu vollstandiger Verlust der inhibitorischen Potenz von FS089 und FS100, nicht jedoch von
SK807 auf. Eine Transporter-spezifische Ursache fiir diesen Effekt konnte in den hier
durchgeflihrten Permeationsstudien zundchst nicht aufgedeckt werden, da alle drei
Regioisomere Substrate fir die Effluxtransporter P-Gp, BCRP und MRP2 in Caco-2/TC7 Zellen
darstellten. Die Permeabilitdten durch Caco-2/TC7 Zellen aller drei Verbindungen lagen in
einem dhnlich geringen Bereich und die intrazelluldre Aufnahme war fiir alle Verbindungen
Transporter-abhangig. Jedoch setzt sich die Transporterausstattung im Hamatopoetischen
System Uberwiegend aus P-Gp und BCRP zusammen [131], wahrend im Gastrointestinaltrakt
zusatzlich das MRP2 auf apikalen Membranen exprimiert wird [33, 79]. Die Aufnahme von
SK807 wurde im Gegensatz zu FS089 und FS100 durch MRP2 beeinflusst, nicht jedoch durch
P-Gp und BCRP (3.2.4 Diagramm 13 C). Dies kdnnte eine mogliche Erklarung fir den Wirkverlust
von FS089 und FS100 am Zielprotein p38a im Vollblutassay sein: Da die Aufnahme der beiden
Verbindungen durch P-GP und BCRP limitiert wird, kédnnen keine effektiven intrazellularen
Wirkspiegel erreicht werden. Die Aufnahme von SK807 hingegen erfolgt unabhangig von P-Gp

und BCRP und es kann somit die intrazellular gelegene p38a-MAPK erfolgreich inhibieren.

Dies bietet ein sehr gutes Beispiel dafiir, wie MDR-Transporter die Penetration von
Pharmaka in Zielgewebe limitieren kdnnen. Die qualitative und quantitative Ausstattung mit
Transportern variiert in Abhangigkeit des entsprechenden Organs. Zum Beispiel wird die
Barriere der Bluthirnschranke in grokem Ausmal durch die Co-Expression von P-Gp und BCRP
gebildet [132, 133], wéhrend Effluxtransporter im Gastrointestinaltrakt durch BCRP, MRP2 und
P-Gp [28] vertreten sind, und die ABC-Transporter P-Gp, MRP2 und BSEP (Bile Salt Export Pump,
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ABCB11) in der canalikularen Membran von Hepatozyten exprimiert werden [134]. Durch diese
Variabilitdt in dem Expressionsausmall kann die Zuganglichkeit von Xenobiotika zu den
verschiedenen Geweben gesteuert werden. So ergibt sich fir das MRP2-Substrat SK807 eine
gute Permeabilitat in Zellen des Hamatopoetischen Systems, da hier wenig MRP2 exprimiert
wird — die Absorption im DUnndarm kann jedoch durch den MRP2-vermittelten Efflux
eingeschrankt werden. Ob bei peroraler Verabreichung die Permeabilitdt durch
gastrointestinale Epithelien ausreicht, um anschliefend weitere Zielgewebe zu penetrieren
(z.B. das Gehirn bei der Indikation Morbus Alzheimer oder Tumorzellen bei Krebserkrankungen)
kann anhand dieser Daten nur schwer vorhergesagt werden und mdisste flir die einzelnen

Verbindungen in vivo getestet werden.

Obwohl sich die Strukturen von FS089, FS100 und SK807 lediglich in der Positionierung der
der Morpholinoethoxy-Seitenkette unterscheiden, unterliegen die Regioisomere einem
unterschiedlich stark ausgepragten Transport durch die aktiven Effluxproteine P-Gp, BCRP und
MRP2. Stereoselektiver Transport durch P-Gp wurde bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen berichtet und diskutiert [135, 136]. Unter anderem wird z.B. Chinidin (8R, 9S
Konfiguration) starker durch P-Gp transportiert als sein Diastereoisomer Chinin (8S, 9S
Konfiguration), wahrend eine R-Konfiguration am chiralen Zentrum von Dihydropyridinen zu
einer Verstarkung der P-Gp- Interaktion fihrt [135]. Die Anderung der Positionierung einer
groReren Seitenkette, wie es bei den in dieser Arbeit untersuchten Regioisomeren der Fall war,
resultiert in einer starken Verdnderung der rdumlichen Ausrichtung. Es ist daher schllssig, dass
die Regioisomere FS089, FS100 und SK807 unterschiedlich starkem Transport durch P-Gp, BCRP
und MRP2 unterlagen: Wahrend die Aufnahme von FS100 hauptsachlich durch P-Gp limitiert
wurde, erfolgte die Permeation von SK807 Uber die apikale Membran von Caco-2/TC7 Zellen in
Abhdngigkeit von MRP2. Da jedoch keine exakten Wechselwirkungsmechanismen zu den
entsprechenden Transportern bekannt sind, kann hier kein maligeblich fur die Interaktion

verantwortliches Strukturelement abgeleitet werden.

4.2 Skepinone-L

Die Permeationskoeffizienten vom Dihydroxypropoxy-Dibenzosuberon Skepinone-L lagen
deutlich héher als die der Morpholinoethoxy-Regioisomere (6,3 vs. 2—3x10®cm/s) und

Transport sowie Aufnahme war unabhéangig von Effluxtransportern. Da es ebenfalls eine sehr
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gute metabolische Stabilitdat aufgrund von hoherer Hydrophilie aufweist [137], ist mit einer
schnellen und vollstdndigen, Transporter-unabhdngigen Permeation durch gastrointestinale
Epithelien in vivo zu rechnen — dies konnte auch bereits in vivo an Mdusen gezeigt werden [1].
Skepinone-L hat gute Voraussetzungen, in viele Zielgewebe wie Leber, Nieren und Gehirn
ungehindert aufgenommen zu werden, da es keinem Efflux durch P-Gp, BCRP oder MRP2
unterliegt. Allerdings konnten sich Interaktionen mit klinisch eingesetzten BCRP-Substraten wie
Statinen, HIV-Protease-Inhibitoren oder Zytostatika wie Topotecan ergeben, da es sich in
Versuchen dieser Arbeit zeigte, dass Skepinone-L BCRP in Caco-2/TC7 Zellen zu inhibieren
scheint. Aus diesem inhibitorischen Effekt konnen sich jedoch auch therapeutische Vorteile
ergeben, indem Skepinone-L die Permeabilitdt von BCRP-Substraten steigert und somit die
Resistenzen von Zielgeweben kompensiert. Ein wirksamkeitssteigernder Effekt konnte in einer
Studie beobachtet werden, bei welcher Skepinone-L zusammen mit Sorafenib appliziert wurde
[138]. Sorafenib, ein zur peroralen Applikation geeigneter Multikinaseinhibitor, welcher unter
anderem fur die Behandlung des Hepatozelluldren Karzinoms (HCC) zugelassen ist, unterliegt
haufig einer Limitierung seiner Wirksamkeit, weshalb zugrundeliegende
Resistenzmechanismen in HCC-Zellen diskutiert werden [138-140]. Die Arbeitsgruppe um
Rudalska et al. [138] stellte eine erhohte Aktivitat der MAPK14 (p38a) in Sorafenib-resistenten
HCC-Zellen fest, wobei der Einsatz des p38a-MAPK-Inhibitors Skepinone-L zu einer Inhibierung
der p38a-MAPK und Wirksamkeitssteigerung von Sorafenib fihrte. Daher postulierten die
Autoren, dass der Resistenzmechanismus von Sorafenib-resistenten HCC-Zellen aufgrund von
einer Uberexpression der MAPK14 entsteht und durch Inhibierung eben dieser kompensiert
werden kann. Sorafenib ist jedoch ein affines BCRP-Substrat [141, 142]. BCRP wiederum wird
sowohl in gesundem als auch in entartetem Lebergewebe exprimiert, wo es die Exkretion von
Xenobiotika aus Hepatozyten Uber die canalikulare Membran in die Galle fordert [143, 144].
Daher konnte der von Rudalska et al. beobachtete Effekt mdglicherweise nicht nur in der
Inhibierung der p38a-MAPK begriindet sein, sondern ebenfalls durch eine durch Skepinone-L
verursachte BCRP-Inaktivierung und durch resultierende gesteigerte intrahepatozellulare

Wirkkonzentrationen von Sorafenib vermittelt sein.
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4.3 Schlussfolgernde Anmerkungen

Potente und selektive Inhibitoren der p38a-MAPK bieten neue Ansdtze zur Behandlung von
Erkrankungen wie der RA, CEDs, COPD und Tumorerkrankungen. Vielversprechende
Wirkstoffkandidaten sind Skepinone-L, FS089, FS100 und SK807, welche eine ausreichend hohe
Permeabilitat durch Caco-2/TC7 Zellen aufweisen. Somit ist fir diese Verbindungen eine
schnelle und vollstdndige Absorption in vivo zu erwarten. Das hydrophilere Dihydroxypropoxy-
Dibenzosuberon Skepinone-L weist eine héhere Permeabilitdt auf als die Morpholinoethoxy-
Derivate FS089, FS100 und SK807. Dies ist durch Folgendes zu begriinden: a) Die
Morpholinoethoxy-Regioisomere erfahren im Gegensatz zu Skepinone-L eine ausgepragte
intrazellulare Anreicherung und b) Skepinone-L permeiert vorrangig passiv durch Caco-2/TC7
Zellen, wahrend die Morpholinoethoxy-Regioisomere einem Efflux durch die aktiven

Transporter P-Gp, BCRP und MRP2 unterliegen.

Obwohl sich die Strukturen von FS089, FS100 und SK807 lediglich in der Positionierung der
der Morpholinoethoxy-Seitenkette unterscheiden, unterliegen die Regioisomere einem
unterschiedlich stark ausgepragten Transport durch die aktiven Effluxproteine P-Gp, BCRP und
MRP2. Wahrend die Aufnahme von FS100 hauptsadchlich durch P-Gp limitiert wird, erfolgt die
Permeation von SK807 Uber die apikale Membran von Caco-2/TC7 Zellen in Abhangigkeit von
MRP2. Daraus ergeben sich die festgestellten Unterschiede in der Wirkeffizienz der
Verbindungen im Vollblutassay [20]: Durch die geringe Expression von MRP2 im
hamatopoetischen System ist SK807 im Gegensatz zu den P-Gp- und BCRP-Substraten FS089
und FS100 zur Uberwindung der Zellmembranen und somit zur Inhibierung der intrazellular
gelegenen p38a-MAPK befdhigt. Das in Position 7 substituierte SK807 bietet daher unter den
Morpholinoethoxy-Dibenzosuberonen die vielversprechendste Verbindung flir weitere
Testungen. Da die Gesamtpermeabilitét aller drei Verbindungen ausreichend hoch war, ist nicht
mit einer eingeschrankten in vivo Absorption zu rechnen. Allerdings kbnnen beim Einsatz im
klinischen Alltag Drug-Drug Interaktionen (DDIs) mit anderen Substraten/Inhibitoren von P-Gp,
BCRP oder MRP2 auftreten, wie zum Beispiel mit Digoxin oder Statinen. Einen grolRen Vorteil

bietet daher das Transporter-unabhangig permeierende Skepinone-L.

Obwohl schon seit Jahrzehnten an den Mechanismen hinter dem Phianomen der Multidrug
Resistance (MDR) ausfuhrlichst geforscht wurde, ist bis heute kein Inhibitor flr die

verantwortlichen Effluxtransporter auf dem Markt [40]. Griinde sind entweder unzureichende
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Potenz oder mangelnde Selektivitat und daraus resultierende Toxizitat. Dadurch besteht immer
noch ein grofBer Bedarf an der weiteren Entwicklung und Untersuchung von geeigneten
Inhibitoren. Diese Arbeit ergab Hinweise auf eine nicht kompetitive Inhibierung von BCRP durch
Skepinone-L. Dies kbdnnte einen groBen Potenzgewinn gegeniliber den viel héaufiger
auftretenden kompetitiven Inhibitoren bedeuten, da der Effekt nicht durch affinere Substrate

verringert werden kann.

Die vorliegende Arbeit konnte somit herausstellen, dass der potente und selektive
p38a-MAPK-Inhibitor Skepinone-L kein Substrat flr P-Gp, BCRP oder MRP2 darstellt und eine
erfolgreiche und wechselwirkungsarme perorale Administration daher sehr wahrscheinlich ist.
Weiterhin ergab sich mit der effektiven, nicht auf kompetitive Wechselwirkungen

zuriickzufihrenden BCRP-Inhibierung ein neues mogliches Einsatzgebiet flir Skepinone-L.
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6 Anhang

6.1 Loslichkeit der Morpholinoethoxy-Derivate

Zur Untersuchung der Loslichkeit der Testverbindungen wurden die Stammldsungen in
DMSO mit HBSS auf 100 uM verdinnt (Endkonzentration DMSO: 1 %). HBSS wurde vorher auf
den entsprechenden pH eingestellt (7,4; 6,2; 4,2 und 2,3). Ab pH 6,2 hat sich bei allen

Morpholinoethoxy-Regioisomeren ein sichtbarer Niederschlag gebildet.

Abb. 32: pH-Abhdngige Loslichkeit
von BB400

Exemplarische  Aufnahme  der
Testsubstanz BB400

Die erhaltenen Priflésungen wurden unter Aufnahme eines Spektrums UV-metrisch
vermessen, 5min bei 9840g zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend erneut
photometrisch vermessen. Der ab pH 6 makroskopisch sichtbare Niederschlag war
photometrisch durch eine erhdhte Absorption im Bereich 500 —900 nm (aulRerhalb des
Absorptionsmaximums bei 360 nm) fur alle Proben auller pH 2,3 erkennbar (Diagramm 24).
Nach Zentrifugation der Proben sank die Absorption der Proben bei pH 7,4, 6,2 und 5 im Bereich

500 — 900 nm wieder ab, was ebenfalls fir das Vorhandensein eines Niederschlages sprach.

Zusammenfassend lieen sich vollstandig geloste Testlésungen der Morpholinoethoxy-
Derivate in einer Konzentration von 100 uM in HBSS ausschlielRlich bei pH-Werten < 4,5
herstellen (Diagramm 25). Ab einer Konzentration von 10 uM und pH 7,4 war UV-metrisch kein
Niederschlag feststellbar (Diagramm 26), weshalb fir alle weiteren Studien keine hoheren

Konzentrationen als 10 uM verwendet wurden.
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Diagramm 24: pH-abhédngige Loslichkeit von SK807
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Diagramm 25: Konzentrations-abhangige Loslichkeit
von SK807 bei pH 7,4
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Erst unterhalb einer Konzentration von 10 uM ist UV-

metrisch kein Nierschlag mehr zu detektieren.

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

HBSS-Referenz

Diagramm 26: Loslichkeit von SK807 10 uM bei
pH 2 und pH 7,4
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Bei einer Konzentration von 10 uM ist UV-metrisch
kein Niederschlag mehr zu detektieren. Der
Bereich bei 500 — 900 nm ist deckungsgleich mit
der Kurve bei pH 2 (bei diesem pH-Wert liegt
SK807 vollstdndig gelést vor).



6.2 pH-Spezies Verteilungen

Far

p38a-MAPK-Inhibitoren wurden pH-Spezies Tabellen erstellt. Mithilfe dieser Tabellen wurde
ein pH-Wert ausgewahlt, bei welchem alle Verbindungen zu Uber 90 % in einer Spezies
vorliegen, um Schwankungen der Retentionszeiten zu vermeiden (pH 2,3 bzw. 8,0; siche 2.4.2).

Es wurden alle Verbindungen berlcksichtigt, welche simultan in einer zu quantifizierenden

die Entwicklung einer

Probe enthalten waren.
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Abb. 33: pH-Spezies
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6.3 Volumenverhaltnisse im Transwellsystem

Corning Life Sciences empfiehlt bei Verwendung der 12-Well Transwellsysteme ein
Volumen von 0,5 mL fur das apikale Kompartiment beziehungsweise 1,5mL flr das basolaterale
Kompartiment fir die Kultivierung. Allerdings sollten diese Volumina fiir die durchgefihrten
Absorptions- und Aufnahmestudien aufgrund geringer Permeabilitdten verringert werden, um

die Endkonzentration der bestimmten APIs in den jeweiligen Kompartimenten zu erhéhen.

Beispiele fur geringere Volumina aus verschiedenen Arbeiten sind in Abb. 34

zusammengefasst.

AP-Konpartiment
B L—/(owpwﬁmnt

AP-Kowpartiment
BL‘KDMMMM

V (AP + BL) [ml] {5 +[5 o4+ 12 03+10 02 + 06
Vgl.: Corning Life Sciences Hubatsch et al. [145] In dieser Arbeit Balimane et al. [146]
verwendet

Abb. 34: Volumenverhaltnisse im Transwellsystem



6.4 Dichtigkeit und Vitalitat von Caco-2/TC7 Zellen in Abhangigkeit vom pH-Wert

6.4.1 Dichtigkeit in Abhdngigkeit vom pH-Wert

Die wie unter 2.1 Zellkulturpflege beschrieben in Transwells kultivierten Zellen wurden in
HBSS bei verschiedenen pH-Werten flir 180 min inkubiert (Schittelwasserbad, 37 °C, 67 spm).
Der Transepitheliale Elektrische Widerstand (TEER) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen und in der Auswertung auf den jeweiligen Startwert bezogen (siehe Diagramm 27).
Im Anschluss an die TEER-Messung wurden die Zellen durch Zugabe von Trypanblau (Abb. 35)

angefarbt und mikroskopiert.

NH2
O OH Abb. 35: Trypanlau
HO3S
O N, Aufgrund der Gréfse und negativen Ladung des
N

HaN
HO
N\\ QO SOsH  Molekiils bei pH 7 durchdringt Trypanblau nur
HO3S N

- -~ beschddigte Membranen und eignet sich daher zur
SOgH Anfdrbung abgestorbener Zellen [147].

Diagramm 27: TEER in Abhangigkeit des pH-Wertes

250 4

200 A

H] {
R R4 & N S

TEER [%]
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X
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pH 7,4 pH 4,5 pH 2

Abb. 36: Makroskopie von Caco-2/TC7 Zellen in Abhangigkeit des pH-Wertes

Die Zellen wurden nach 180 min Inkubationsphase mit Trypanblau angefdrbt und mikroskopiert.

Wadhrend bei pH 7,4 der TEER Uber den kompletten Versuchszeitraum von 180 min
konstant blieb, war bei pH 6 ein leichtes Absinken ab ca. 100 min zu beobachten. Bei einem pH-
Wert von 4,5 stieg der TEER-Wert innerhalb der ersten 30 min aufca. 170 % des urspringlichen
Wertes an, um anschlieSend konstant abzusinken. Ab einer Inkubationsdauer von 100 min
unterschritt die Dichtigkeit der Zellen den urspringlichen Wert. Bei einem pH von 2 war der
TEER bereits ab der ersten Messung nach 20 min stark abgesunken. Dass die Dichtigkeit der
Zellen bei diesem pH-Wert nicht mehr gewahrleistet war, lieR sich ebenfalls mikroskopisch
feststellen. Hier war eine deutliche Blaufarbung und stark beschadigte Bereiche im Monolayer

zu erkennen (siehe Abb. 36).

6.4.2 Vitalitdt in Abhangigkeit vom pH-Wert

Die wie unter 2.1 Zellkulturpflege in 96-Well Assayplatten ausgesdten und flir 8 Tage
kultivierten Zellen wurden flr 120 min in DPBS bei verschiedenen pH-Werten inkubiert
(CO2-Inkubator, 5 % CO2, 37 °C, 98 % rF). Anschliefend wurde jedem Well 10 uL WST-1 Reagenz
zugefligt und erneut fir 60 min inkubiert. Anschliefend wurde die Absorption bei 440 und
600 nm (Referenzwellenldange) vermessen. Die erhobenen Daten wurden auf die Werte bei

pH 7 normiert.
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Abb. 37: WST-1 Proliferationstest Test

Proliferierende Zellen setzen durch mitochondrial gelegene Dehydrogenasen NAD* zu NADH um. Bei diesem Prozess
wird ein Elektron (e’) frei, welches an ein Kupplungsprotein gebunden (Electron coupling reagent) auf der apikalen
Seite der Zelle ausgeschleust wird. Das Tetrazoliumsalz WST-1 (water soluble tetrazolium) wird bei Anwesenheit
von Elektronen zum intensiv gefdrbten WST-1 Formazan reduziert, welches ein ausgeprégtes Absorptionsmaximum
bei 420 — 480 nm aufweist. Die Menge an gebildetem Formazan ist direkt von der Proliferationsrate abhdngig,
welche wiederum in proportionalem Zusammenhang zur Zellvitalitét steht.

Diagramm 28: Zeitverlauf WST-1 Test
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Diagramm 29: Zellvitalitdt in Abhangiglkeit des pH-
Wertes
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WST-1 Test nach 120 min Inkubationszeit fiir die
pH-Testlésungen und anschliefsend 60 min WST-1.
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Die Umsetzung von WST-1 bei geringen pH-Werten (2 und 3) stieg zunachst stark an
(Diagramm 28). Dies ist mit der Beschadigung der Zellmembran zu begriinden, wodurch
intrazelluldar gelegene Dehydrogenasen und NAD* freigesetzt werden. Dadurch wird die
komplette Menge an vorhandenem NAD* zu NADH unter Freisetzung von Elektronen durch die
Dehydrogenasen umgewandelt. Durch die Elektronen-abhdngige Umsetzung von WST-1 zum
farbigen Formazan (Abb. 37), war die Absorption initial hdher als die der Kontrollgruppe, die
Umsetzung stagnierte jedoch nachdem alle Elektronen verbraucht wurden. Die Zellen der

Kontrollgruppe proliferierten weiterhin und setzten daher zeitabhdngig mehr WST-1 um.

Nach einem Inkubationszeitraum von 120 min bei den entsprechenden pH-Werten und
anschlieBendem WST-1 Test fir 60 min war eine Beeintrachtigung der Zellvitalitdt bereits ab
einem pH-Wert von 6 zu beobachten. Bei pH 4,5 betrug die Zellvitalitat nach 120 min lediglich
80 % und bei pH 3 und 2 weniger als 10 % (Diagramm 29).
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6.5 Fluoreszenzfarbungen

In Aufnahmestudien wurde eine ausgepragte intrazelluldre Anreicherung der untersuchten
Dibenzosuberonderivate festgestellt (siehe 3.2.4). Um die genaue intrazellulare Lokalisation
der  Verbindungen zu untersuchen, wurden Prdparate angefertigt, welche
fluoreszenzmikroskopisch beurteilt wurden. Da die untersuchten Dibenzosuberonderivate eine
Autofluoreszenz aufwiesen, war eine Anregung/Emission im blauen Bereich moglich (siehe

Tab. 17).

Tab. 17: Anregungs- und Emissionsbereiche verwendeter Farbereagenzien

Wellenlénge Verbindung Zielantigen Anregungsbereich Emissionsbereich
}\Ex }\Em
400
Dibenzosuberone 385 nm 420 -500 nm
340 /355 nm 510/ 465 nm
Zellk DNA
st SRR el frei / DNA-gebunden frei / DNA-gebunden
g 4%%5'1 Alexa Fluor 488 Zytoskelett / 495 nm 518 nm
577 nm Phalloidin F-Aktin
gelb
577
597 nm
600 orange
597
493 /535 nm 636 /617 nm

biteflieluin ol delliseim /bR frei / DNA-gebunden  frei / DNA-gebunden

700

6.5.1 Farbeprotokoll

Hierzu wurden Caco-2/TC7 Zellen zu 3 x 10* Zellen in 12-Wellplatten auf Deckglasern
(18 x 18 mm) ausgesat und flr 21 — 28 Tage unter im Kapitel 2.1 beschriebenen Bedingungen
kultiviert. Die Zellen wurden 3 Mal mit HBSS gespiilt bevor die entsprechende Testldsung
(10 uM APl in HBSS, 1%DMSO) aufgegeben wurde. AnschlieBend erfolgte ein
Inkubationszeitraum von 4 Stunden im CO-Inkubator. Folgend wurde 3 Mal mit DPBS gespiilt,
um die Testlésung zu entfernen. Anschliefend wurden die Deckglaser in eine Glaspetrischale

Uberfihrt und mit Aceton (vorgekihlt auf -20°C) fir 10 min bei -20°C fixiert und
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permeabilisiert. Nach drei Waschschritten (mit DBPS fir jeweils 15 min) erfolgte eine
Inkubation mit BSA 1 % fiir 30 min um Adsorptionsoberflachen abzuséattigen und unspezifische
Adsorption der Farbstoffe zu vermeiden. Nach dem Entfernen der BSA-Losung erfolgte eine
Farbung des Zytoskeletts mit Alexa Fluor 488 Phalloidin (6,6 uM) fir 20 min. Nach zweifachem
Spulen mit DPBS wurden die Zellkerne mit Propidium lodid (500 nM) fir 5 min eingefarbt. Die
Praparate wurden nach zweifachem Spllen mit DPBS flir 15 min zugedeckt trocknen gelassen
und anschlieRend nach dem Eindeckeln (ProLong Gold) fir weitere 24 h trocknen gelassen. Die
Praparate wurden mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiolmager Z.1 mit

ApoTome-Einheit betrachtet.

6.5.2 Fluoreszenzfarbungen

Hoechst 33342 dringt in die Zellkerne ein und markiert die DNA durch Bindung an Adenin-
und Thymin-reiche Bereiche [117]. In Abb. 38 ist zu erkennen, dass das durch den
Hoechst 33342-DNA-Komplex ausgeldste Emissionssignal auf die Zellkerne beschrankt ist (Vgl.
die rote Farbung der Zellkerne durch Propidium lodid). Die Referenzprobe (Blank), welche nur

mit HBSS inkubiert wurden, zeigte im blauen Bereich eine diffus verteilte Autofluoreszenz.

Blank Hoechst 33342

(grun) F-Aktin *(blau) Blank (grin) F-Aktin *(blau) Hoechst 33342

(rot) Zellkerne Mischbild (rot) Zellkerne Mischbild

Abb. 38: Fluoreszenzfarbungen (Blank und Hoechst 33342)

Die Praparate, welche mit Dibenzosuberonderivaten inkubiert wurden, zeigten eine

Fluoreszenz im blauen Emissionsbereich (Abb. 39). Die Fluoreszenz war im gesamten



Zellbereich sichtbar, jedoch deutlich abgegrenzt durch das Zytoskelett. Das Signal war

gleichmaRig im Intrazellularraum und Zellkern verteilt.

FS089 FS100

(grun) F-Aktin *(blau) FS089 (grin) F-Aktin *(blau) FS100

(rot) Zellkerne Mischbild (rot) Zellkerne Mischbild

SK807 Skepinone-L

(griin) F-Aktin *(blau) SK807 (grin) F-Aktin *(blau) Skepinone-L

(rot) Zellkerne Mischbild (rot) Zellkerne Mischbild

o

Abb. 39: Fluoreszenzfarbungen (Dibenzosuberonderivate)

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte die in den Aufnahmestudien (3.2.4) festgestellte
intrazelluldare Anreicherung somit visualisiert werden. Eine spezifische Bindung an bestimmte
Zellorganellen konnte hier nicht festgestellt werden, da sich die Verbindungen gleichmalig im

Intrazellularraum zu verteilen scheinen.
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6.6 Morphologische Entwicklung von Caco-2/TC7 Zellen

Fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen (vgl. 6.5.2) sollten Caco-2/TC7 Zellen auf
Deckgldsern ausgesat werden. Um zu untersuchen, ob die Zellen auf dem Glas gut anwachsen
und dichte Monolayer ausbilden, wurde eine mikroskopische Verlaufskontrolle durchgefihrt.
Hierzu wurden die Zellen am Tag 1, 3 und 9 nach Aussaat in der Zellkulturflasche
(PTFE-behandelt), im Transwellsystem (PE-Membran) und auf Deckglasern mikroskopiert und

verglichen (siehe Abb. 40).

0,27 x 10* Zellen/cm? 5,4 x 10* Zellen/cm? 0,93 x 10* Zellen/cm?
1 O % = r

&

Abb. 40: Morphologische Entwicklung von Caco-2/TC7 Zellen
PTFE =,Polytetrafluorethylen, PE = Polyethylen

Xl




Die Zellen, welche in einer Kultivierungsflasche und im Transwellsystem auf einer PE-
Membran ausgesat wurden, benétigten durchschnittlich 5-7 Tage, bis zum Erreichen der
Konfluenz. Im Vergleich hierzu wuchsen Zellen, welche auf Deckglasern ausgesat wurden,

bereits innerhalb von 1-3 Tagen zu einem dichten Monolayer zusammen.

Um die biochemische Differenzierung der Zellen zu ermoglichen, welche erst nach der
Konfluenz einsetzt [23, 104], wurden die Zellen flr die Fluoreszenzmikroskopie ebenfalls fir

21-28 Tage kultiviert.
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