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1 Einleitung

Zur Zeit werden etwa 17 verschiedene antiretroviral wirkende Mittel zur Bekampfung der HIV-
Infektion in mehreren Kombinationen eingesetzt. Die Vorgange um den Metabolismus der
Arzneimittel sind zum grofen Teil bekannt und haufig interindividuell unterschiedlich. Die
Voraussagen zur Wirkung des einzelnen Medikamentes sind schwierig. Die Effektivitat der
eingesetzten Pharmaka wird durch Bestimmungen des Virusspiegels im Blut in der vierten bis
achten Woche der Therapie geschatzt. Diese ermdglichen auch die Erkennung der resistenten
Virus-Stamme, die der Patient eventuell beherbergt. Eine Resistenz des Virus, die sich gegen ein
bestimmtes Arzneimittel entwickelt hat, kann teilweise auch auf andere Medikamente Ubertragen
werden.

Die antiretrovirale Therapie ist mit einer Vielzahl von Wechselwirkungen der Arzneimittel
miteinander sowie mit Nahrungsbestandteilen assoziiert. Die Arzneimittelwechselwirkungen
kdnnen ihre Ursachen in Veranderungen des Arzneimittelmetabolismus sowie -transports haben.
Wahrend der ,first-pass® Metabolismus Uber das Cytochrom-P-450-System die verringerte
Bioverfiigbarkeit der Arzneimittel begriinden kann, kann die Uberexpression des P-Glykoproteins
eine erfolgreiche Behandlung mit beispielsweise Proteaseinhibitoren verhindern.



2 Theoretische Hintergriinde
21 HIV und Therapie

Das HIV (humanes Immundefektvirus) gehoért zur Familie der Retroviren und tragt zwei
einzelstrangige RNA-Molekile als Genom (Abbildung 1). Um an der Proteinsynthese der Wirtszelle
teilnehmen zu kdnnen, enthalt das Virus die Reverse Transkriptase, das namensgebende Enzym
der Familie. Dieses Enzym ermdglicht das Umschreiben der im Virus vorhandenen RNA in eine
komplementare doppelstrangige DNA-Sequenz. Viren dieser Gruppe waren bereits vor Uber 40
Jahren als Erreger von Tumorerkrankungen in Tieren nachgewiesen worden. Man bezeichnete sie
deshalb auch als Oncornaviren. Als erster humanpathogener Retrovirus wurde 1978 der Erreger
der adulten T-Zell-Leukamie (das HTLV-I), entdeckt [1]. Alle bisher bekannten pathogenen
Retroviren zeigen einen ausgesprochenen Zelltropismus flr eine Subpopulation der T-
Lymphozyten (Helfer-T-Lymphozyten, CD4-positive Zellen), und werden deshalb als HTL-Viren
(human T-cell leukemia virus) bezeichnet. Die HTL-Viren werden ihrerseits in verschieden
funktionellen Gruppen unterteilt. Wahrend die Leukamie Erreger zu einer verstarkten Proliferation
von funktionell abnormen Helfer-T-Lymphozyten fihren, zerstéren die HI-Viren diesen Zelltyp.

@42 mxy -RMA und RT
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Abbildung 1: Lebenszyklus des HIV

Die einzelnen Schritte des Vermehrungszyklus kénnen Ansatzpunkte fur die antiretrovirale
Therapie darstellen (kennzeichnet mit a bis f). Die Infektion der Zielzelle erfolgt, nachdem das Virus
an der Oberflache andockt und mit der Zellmembran fusioniert (a). Nach ihrer Freisetzung in die
Zelle wird die HIV-RNA (b) mit Hilfe der Reversen Transkriptase (c) in die DNA umgeschrieben und
kann als Provirus in die genomische DNA integriert (d) werden. Eine spatere Aktivierung des Virus
resultiert in der Translation der Polyproteine, die mittels Protease (e) gespalten werden.
Anschlief3end wird das Virus verpackt und durch Knospung (f) freigesetzt.

Beim Menschen kommen fiinf der sieben Gruppen der Retroviren vor, wovon das HIV (friiher zur
Unterfamilie der Lentiviren gezahlt) eine eigene darstellt. Das Virus unterscheidet sich durch die
Komplexitédt seines viralen Genoms von den anderen Retroviren. Es sind zwei Serotypen
beschrieben, der HIV-1 Erreger (zuriickzufiihren auf einige Unterarten des Schimpansen Pan
troglodytes) sowie der HIV-2 (zuriickzufiihren auf Rauchgrau- oder Mohrenmangaben Cercocebus
torquatus atys). HIV-2 verursacht die sogenannte afrikanische AIDS und wurde 1986 in Westafrika
entdeckt. Dieser Virus zeigt aulRerordentlich starke genetische Homologie zu einem bei Makakken
(Rhesusaffen) Immundefekt verursachenden Virus, dem SIV (simian immunodeficiency virus).
Diese Homologie betragt zu SIV 75 - 80% wahrend die HIV-1 RNA mit der HIV-2 RNA lediglich zu
40% Uubereinstimmt [2]. Da das HIV-2 hauptsachlich in Westafrika endemisch ist, ist noch relativ
wenig Uber den Verlauf der HIV-2 Infektion bekannt. Es wird angenommen, dass die
Inkubationszeit von HIV-2 erheblich l1anger ist als bei HIV-1 und die Infektidsitat geringer.

Die weltweit meisten Falle von AIDS werden durch HIV-1 ausgelést wahrend HIV-2 sich im
wesentlichen auf Westafrika und historisch damit liilerte Lander wie Frankreich und Belgien
beschréankt.

Die infektiosen Partikel bestehen aus einem von der Hillmembran umgebenen Kapsid. Die viralen
Glykoproteine: Transmembranes Protein und externes Glykoprotein sind mit der Membran
assoziiert und werden als ein gemeinsames Vorlduferprotein gebildet. Die Matrixproteine sind mit
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der Innenseite der Hillmembran verbunden. Das Virion bindet Uber seine Oberflachen-
Glykoproteine an spezifische Rezeptoren (u.a. an das CD4) auf der Oberflache der Wirtszelle
(Abbildung 1). Die beiden RNA-Molekiile werden daraufhin von der viralen RNA-abhangigen DNA-
Polymerase in die sogenannte provirale DNA umgeschrieben, diese wird in die chromosomale
DNA der Wirtszelle integriert und mit jeder Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben.
Ausgehend vom integrierten DNA-Provirus erfolgt die Transkription mittels zelluldrer RNA-
Polymerasen. Die reifen Virionen werden abschlieBend aus der Zelle ausgeschleust, um neue
Zellen zu infizieren. Die hauptsachlichen Zielzellen des HIV sind die CD4-Lymphozyten, deren
Zerstoérung fur den immunsuppressiven Effekt des HIV mitverantwortlich ist. Es kdnnen aber auch
andere CD4 tragende Zellen infiziert werden, z. B. Monozyten, Makrophagen und die Langerhans-
Zellen der Haut. Im Anfangsstadium der Infektion kommt es zu einem transienten Anstieg der CD8-
Lymphozyten (zytotoxische L.). Danach folgt eine meist jahrelange Phase der zunehmenden
Immunsuppression, gekennzeichnet durch einen Abfall der CD4-Zahlen bei zunehmender
Virusreplikation.

Mit der Aufklarung des Lebenszyklus des HIV sind verschiedene potentielle Ansatzpunkte fir eine
antiretrovirale Therapie aufgedeckt worden. Dennoch nutzt man bislang nur zwei der Schritte der
Virusvermehrung. Zum einen ist es die Transkription der Virus-RNA zu DNA, fir welche die
Reverse Transkriptase verantwortlich ist, und zum anderen die proteolytische Verarbeitung viraler
Vorlauferproteine fiur die Fusion zu reifen Viruspartikeln. Diesen Prozess katalysiert die virale
Protease.

Tabelle 1: Antiretrovirale Stoffklassen, Substanzen und Dosierung

Substanzgruppe Substanz Dosis Wichtigste Nebenwirkungen
Reverse Transkriptase Alle NRTls: selten Laktatazidose
Inhibitoren— .
Nukleosidanaloga Abacavir (ABC) 2x 300 mg H(}/persensitivitéts—Syndrom bei
(NRTI) 5%
Lamivudin (3TC) 2 x 150 mg Kopfschmerz
Stavudin (d4T) 2x40mg Neuropathie, Pankreatitis
Zalcitabin (ddC) 3x0.75mg Neuropathie, orale Ulzera
Zidovudin (AZT, ZDV) 2 x 250 mg Cephalgie 50%, Neutropenie,
Andmie,
Didanosin (ddl) 2 x 200 mg Pankreatitis, Neuropathie,
Proteaseinhibitoren alle Pls: Glukoseintoleranz,
(P1) Fettstoffwechselstérung und
Lipodystrophiesyndrom

Amprenavir (APV) 2x1200 mg Diarrh6, Kopfschmerz,
Arzneiexanthem

Indinavir (CRX, IDV) 3 x 800 mg Nephrolithiasis,
Hyperbilirubinamie
Lopinavir (LPV) + 2 x 230/57.5 bis Diarrhd, Pankreatitis

Ritonavir 2 x400/100 mg

Nelfinavir (NFV) 3 x750 mg Diarrh6 20%, Ubelkeit,
Schwindel

Ritonavir (RTV) 2 x 600 mg Lebertoxizitat, Diarrhd, Ubelkeit,
Hypertriglyzeridamie

Saquinavir (SQV) 2 x 400-600 mg Lebertoxizitat, Diarrh6, Ubelkeit
3 x 1200 mg (meist mild)

Reverse Transkriptase alle NNRTIs: Arzneireaktionen

Inhibitoren — Efavi EFV 1 x 600 Psvchot NW:

Nichtnukleosidisch avirenz (EFV) T areiexanthem

(NNRTI) Delavirdin (DLV) 3 x400 mg Arzneiexanthem bei 50%
Nevirapin (NVP) 2 x 200 mg Arzneiexanthem, Lebertoxizitat




Als erste antiretroviral wirksame Substanz wurde 1986 der nukleosidische Inhibitor der Reversen
Transkriptase Zidovudin (Abbildung 2) zur HIV-Behandlung zugelassen. Es wurde in Monotherapie
angewandt und brachte aufgrund der raschen Resistenzentwicklung wenig Erfolg. Die
Kombinationstherapien wurden moglich, als weitere Nukleosidanaloga zugelassen wurden.
Chronologisch aufgezahlt waren es Didanosin, Zalcitabin, Lamivudin und Stavudin. Heute sind 15
Arzneimittel zugelassen, die miteinander kombiniert den Patienten verabreicht werden (Tabelle 1).
Sie werden in drei Klassen aufgeteilt. Es sind die Nukleosidischen Reverse Transkriptase
Inhibitoren (NRTIs), die Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIs) sowie
die Proteaseinhibitoren (PlIs).

Die Nicht-Nukleosidischen Hemmstoffe der Reversen Transkriptase, Delavirdin, Nevirapin und
Efavirenz (Abbildung 2), hemmen die Reverse Transkriptase (RT) des HIV-1 am allosterischen
Zentrum des Enzyms, indem sie sich an eine Stelle des Molekils anlagern, die mit dem
katalytischen Zentrum assoziiert ist. Die Affinitédt zur RT ist hdher als zu DNA-abhéangigen DNA-
Polymerasen der Saugetierzellen. Die derzeit verfugbaren NNRTIs sind nur gegen HIV-1 wirksam.
Konzentrationen  von  Efavirenz im  unteren  nanomolaren  Bereich waren in
Zellkulturuntersuchungen ausreichend, um die Vermehrung von HIV-1 zu hemmen.

Die Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren missen im Gegensatz zu NNRTIs nach
Aufnahme in die Zelle zum Triphosphat phosphoryliert werden, und die entstehenden Triphosphate
konkurrieren mit den Wirtszelltriphosphaten um die Bindung an der Reversen Transkriptase. Sie
hemmen das Enzym kompetitiv im aktiven Zentrum und werden in die DNA eingebaut, was zum
Kettenabbruch fiihrt. Die Affinitat der NRTIs zur RT ist héher als zu DNA-abhangigen DNA-
Polymerasen der Saugetierzellen. AuBer Stavudin sind alle NRTIs sowohl gegen HIV-1 als auch
gegen HIV-2 einsetzbar.

Proteaseinhibitoren hemmen die virale Protease im aktiven Zentrum und verhindern somit die
proteolytische Spaltung der Polyproteine in die funktionsfahigen Endprodukte. Dieser Vorgang lauft
vermutlich wahrend oder kurz nach dem Ausknospen des Virus von der Zellmembran ab, wodurch
die Pls anders als die RTIs den viralen Reifungsprozess auch in bereits infizierten Zellen
unterdriicken. Wahrend effizienter Behandlung mit Proteaseinhibitoren kdnnen nur unreife, nicht
infektidse Virushullen exprimiert werden. Die Affinitat zu viraler Protease ist héher als zu humanen
Enzymen wie z. B. Renin (ist ebenfalls eine Aspartatprotease), was eine ausreichend hohe
Selektivitat bietet. Bis auf Indinavir sind alle Proteaseinhibitoren sowohl gegen HIV-1 als auch
gegen HIV-2 wirksam. Saquinavir (Abbildung 2) war der erste Proteaseinhibitor, der zur AIDS-
Therapie eingesetzt wurde. Im Fall von Kaletra® handelt es sich Kombination aus Lopinavir und
niedrig dosiertem Ritonavir (,Boosting“), das den Cytochrom P-450-Metabolismus hemmt, was
wiederum zur Erhéhung der Bioverfiigbarkeit von Lopinavir fuhrt.

Die Wirkspiegel der einzelnen HIV-Therapeutika werden von einer Vielzahl von Faktoren
beeinflusst. So weisen die antiretroviralen Pharmaka, im besonderen die Proteaseinhibitoren, eine
sehr unterschiedliche Bioverfligbarkeit auf (Tabelle 2). Um die orale Bioverfiigbarkeit zu
vergrof3ern, wird Amprenavir mit groBen Mengen Vitamin E verabreicht [3]. Vitamin E erhoht die
Loslichkeit durch Mizellenbildung und die Permeabilitat durch Hemmung des aktiven Transports
Uber P-Glykoprotein [4].

Wie bei der antibakteriellen Therapie stellt die Resistenzentwicklung auch bei der antiretroviralen
Therapie ein groRes Problem dar. Eine durch erhebliche Fehlerrate der Reversen Transkriptase
bedingte hohe Mutationsneigung und eine suboptimale Virushemmung, die durch ungeniugende
Wirkstoffspiegel ausgeldst wird, fiihren beim HIV sehr haufig zu Resistenzen. Die Medikamente
kénnen Kreuzresistenzen zu Vertretern derselben Klasse aufweisen [5, 6, 7]. Therapieziel ist daher
immer eine moglichst vollstiandige Unterdriickung der Virusvermehrung, die an der Viruslast
gemessen wird. Ein Therapieversagen kann auch auf mangelnde Einhaltung der Richtlinien durch
den Patienten, pharmakokinetische Einflisse und Anderungen des intrazellularen
Arzneimittelmetabolismus zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 2: Strukturformeln der antiretroviralen Mittel

Es sind die in dieser Arbeit verwendeten Wirkstoffe dargestellt.

Weitere Substanzen befinden sich in unterschiedlichen Stadien der Entwicklung, wie Emtricitabin,
Capravirin, Emivirin, T-20 (Pentafusid) und AMD3100 (Bicyclam). Hierbei handelt es sich um
Korezeptor-Antagonisten, Adsorptions-(gp120-) und Fusions-(gp41-)Inhibitoren, Antisense-
Oligonukleotide, Integrase- und Transkriptions-(Transaktivations-)Inhibitoren. Auch bei bereits
verwendeten Angriffspunkten ist mit Neuentwicklungen zu rechnen, wie z. B. den Nukleosid-
Phosphonat-Analoge Adefovir und Tenofovir disoproxil.



Die heutige Therapie stitzt sich auf die Richtlinien der sogenannten hochaktiven antiretroviralen
Therapie (HAART), deren Ziel es ist, die Viruslast auf ein Niveau unterhalb der Nachweisgrenze zu
driicken und diesen Zustand lebenslang zu erhalten. Gegenwartig liegt die Nachweisgrenze bei 20
bis 50 viralen Genomkopien pro 1 ml Plasma. Die Viruslast dient als Surrogatmarker, denn je
niedriger die Viruslast desto héher die Lebenserwartung. Fir eine wirksame Initialtherapie stehen
eine Reihe von Optionen zur Verfigung, die in Abbildung 3 dargestellt sind.

oder z.B.Indinavir

[1-NRTI] +[2.NRTI] + ——>
z.B. Zidovudin + Lamivudin N
oder z.B. Nevirapin
z.B. Stavudin + Didanosin
3. NRTI

Abbildung 3: Prinzip der hochaktiven antiretroviralen Therapie

Im Rahmen der Therapie werden Nukleosidische und Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase
Inhibitoren sowie Proteaseinhibitoren in verschiedenen Kombinationsméglichkeiten verwendet.

Die gunstigen Kombinationseffekte, die durch den Einsatz zweier NRTIs entstehen, sind zum Teil
darauf zurlickzufihren, dass Resistenz-Mutationen, die durch eines der Medikamente
hervorgerufen werden, durch die Zweitmutation - bedingt durch die andere Substanz -
abgeschwacht oder aufgehoben werden. So fiihrt eine Mutation am Kodon 74 des Reverse
Transkriptase-Gens, die unter Behandlung mit Didanosin selektiert wird, dazu, dass die
Empfindlichkeit des Virusstammes mit einer fir Zidovudin typischen Mutation am Kodon 215 gegen
diese Substanz wieder erhoht wird [8]. In den Therapieschemata spielt Zidovudin eine zentrale
Rolle, da hier kaum eine relevante Kreuzresistenz zu anderen Substanzen bekannt ist.

Aufgrund des HIV-bedingten Defekts der zelluldren Immunfunktion, der Zerstérung der T-Helfer-
Zellen zeichnet sich das Endstadium der Erkrankung durch eine erhohte Anfalligkeit gegen
Mikroorganismen aus, die nur bei einer Abwehrschwache pathogen sind sowie durch ein
vermehrtes Auftreten maligner Tumoren (Kaposi-Sarkom, Non-Hodgin’s Lymphom) und Stérungen
des Nervensystems, die auf einen Virusbefall des Gehirns zurlickzufihren sind. Aus diesen
Begleiterkrankungen resultiert eine zusatzliche Notwendigkeit der Mehrfachtherapie, die ein
Arzneimittel-Wechselwirkungen Risiko impliziert.

2.2 Rolle der Cytochrom-P450-Enzyme und des P-Glykoproteins im
Stoffwechsel der Virustatika

Die Superfamilie der Cytochrom-P450-Enzyme spielt eine wesentliche Rolle im Stoffwechsel der
meisten Virustatika, da alle Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren und alle
Proteaseinhibitoren tber dieses System in der Leber und in der Darmmukosa metabolisiert werden
(Tabelle 2). Die Metabolisierung kann durch Fremdstoffe (z. B. Pharmaka, aber auch
Nahrungsbestandteile wie Grapefruitsaft-Komponenten), Hormone und Metabolite moduliert
werden. So fihrt eine Enzyminduktion zu einer erhéhten Clearance der Substrate, dies geht mit
einer verkurzten Halbwertszeit und niedrigeren Plasmakonzentrationen einher. Die Inhibition des
Enzymsystems hangt dagegen mit einer Verringerung der Clearance, einer Verlangerung der
Halbwertszeit und héheren Plasmaspiegeln zusammen. Medikamente, die intensiv am Cytochrom-
P-450-System verstoffwechselt werden, sind vielfaltigen Interaktionen mit anderen Pharmaka
unterworfen. Dies flhrt dazu, dass die Plasmakonzentrationen der verschiedenen Pharmaka intra-
und interindividuell auf3erordentlich stark schwanken kdnnen. Zu niedrige Plasmaspiegel sind
haufig mit einem Wirkverlust der betreffenden Substanz, zu hohe Konzentrationen mit einer
vermehrten Toxizitat assoziiert.



Tabelle 2: Metabolismus der HIV Medikamente

Substanz Enzyme Transport Lit.

Abacavir Alkohol-Dehydrogenase, [9]
UDP-Glukuronyltransferase

Didanosin Xanthin Oxidase CNT2 [10, 11, 12]

Lamivudin Sulfoxidase [13]
70% unverandert ausgeschieden

Stavudin CPNT, ENT [11, 14]

Zalcitabin CNT* [11, 15]

Zidovudin UGT2B7 CNT* [11, 16, 17, 18]

Delavirdin CYP3A4 >> CYP2D6 (20%) [19, 20, 21, 22]
<5% unverandert ausgeschieden

Efavirenz CYP3A4, CYP2B6 [22, 23, 24, 25]
GST

Nevirapin CYP3A4 [22, 26, 27]
CYP2B6
CYP2D6
GST

Amprenavir CYP3A4 >> CYP2D6, CYP2C9 MDR1 [3, 28, 29]

Indinavir CYP3A4 MDR1, MRP1/2 [28, 29, 30, 31, 32, 33, 34]
CYP3A5

Lopinavir CYP3A4/5 [35]

Nelfinavir CYP3A4 (52 %) MDR1, MRP2 [28, 34, 36, 37, 38]
CYP2C19, 2D6, 2C9

Ritonavir CYP3A4, CYP3A5, MDR1, MRP1, MRP2 [28, 29, 32, 33, 34, 39, 40]
CYP2D6

Saquinavir  CYP3A MDR1, MRP2 [28, 33, 41, 42, 43]

* Konzentrativer Na* Nucleosid-Transporter

Die Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren Abacavir, Didanosin, Lamivudin, Stavudin,
Zalcitabin und Zidovudin werden in der Leber kaum metabolisiert. Die Cytochrom-P450-Enzyme
scheinen im Stoffwechsel dieser Komponenten keine groRe Rolle zu spielen. Mehr Informationen
gibt es inzwischen zum Transport der NRTls aus dem Darm. Es ist eine Reihe von Transportern fiir
die Aufnahme der Nukleosidanaloga aus dem Gastrointestinaltrakt zustandig [11], wie z. B. der
Konzentrative Natriumabhangige Nukleosidtransporter CNT (concentrative nucleoside transporter,
transportiert v.a. Pyrimidine) und ENT (equilibrative nucleoside transporter). Aufierdem wird
vermutet, dass das MRP5 (multidrug-resisance protein 5), ein Mitglied der Superfamilie der ATP-
bindenden Kassette, fir den Transport der Nukleosidanaloga verantwortlich ist [44]. Die genaue
Zuordnung der Medikamente zu den Transportern ist der Tabelle 2 zu enthehmen.

Der Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitor Efavirenz (EFV) induziert das
Cytochrom-P450-Enzym 3A4 (Tabelle 3) in der Leber und beschleunigt somit die eigene
Metabolisierung [25]. Bei gesunden Probanden erfolgte auf eine 10-tdgige Behandlung durch
tagliche Mehrfachgaben von 200 bis 400 mg eine unerwartet schwache Kumulation (22 - 42 %
geringer als vorgesehen) mit einer kiirzeren terminalen Halbwertszeit (40 - 55 h gegeniber 52 - 76
h nach Einnahme der Einzeldosis).

Ein weiteres NNRTI, Nevirapin, zeigt Wechselwirkungen mit Nelfinavir. Wie eine Studie an AIDS-
Patienten zeigte, verringert die Koadministration von Nelfinavir und Nevirapin die Plasmaspiegel
von NFV um 50 % [45]. Beide Substanzen werden vorwiegend Uber das Cytochrom-P450 3A4
verstoffwechselt. Inzwischen ist auch bekannt, dass NVP das CYP3A4 induziert [46].

Die meisten Proteaseinhibitoren beeinflussen den Cytochrom-P450 abhangigen Stoffwechsel der
Arzneimittel durch Inhibtion des CYP3A4 (Tabelle 3). Im Fall von den Proteaseinhibitoren
Saquinavir (SQV) und Ritonavir wird die Enzymhemmung von CYP3A4 therapeutisch genitzt.
Ritonavir ist ein Inhibitor von CYP3A4 und hemmt den Stoffwechsel von SQV bei gesunden
Probanden [47]. Die Kombination von SQV mit RTV resultiert in signifikanter Arzneimittel
Wechselwirkung vermittelt durch Enzyminhibition, die bei den Patienten zu sehr hohen SQV-Dosen
und somit zur potentiellen Toxizitat fuhrt. Ritonavir erhoht die Serumspiegel von Saquinavir um das
20-fache. Wahrend der Kombinationstherapie von SQV mit RTV empfiehlt es sich die SQV-Dosen
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drastisch zu reduzieren [48]. Eine Studie an sechs Patienten zeigte starke interindividuelle
Unterschiede in der Pharmakokinetik von Saquinavir nach einer Koadministration mit Nelfinavir,
das die Bioverfugbarkeit von Saquinavir erhdht [49]. Die Proteaseinhibitoren weisen mit vielen
Arzneimitteln Wechselwirkungen Uber eine Konkurrenz am CYP3A4 auf. RTV hemmt auch
CYP1A2, CYP2C9 und CYP2E1. Indinavir inhibiert weniger CYP3A4 als RTV und hat keinen
Einfluss auf CYP1A2, CYP2C9 oder CYP2E1 katalysierte Reaktionen [50]. Nach neueren
Erkenntnissen ist Saquinavir an der Inhibition von CYP2C9 beteiligt (Aktivitdt gemessen in Leber
Mikrosomen) [51].

Die Gruppe um R.B. Kim zeigte, dass die Proteaseinhibitoren Indinavir, Nelfinavir und Saquinavir
durch das MDR1 (P-Glykoprotein) aus den Zellen transportiert werden [37]. Dadurch werden die
Bioverfugbarkeit sowie die Passage durch die Bluthirnschranke, an derer Aufrechterhaltung MDR1
beteiligt ist, eingeschrankt. Die Proteaseinhibitoren kdnnen MDR1 inaktivieren, in dem sie das
Protein aktiv hemmen. Was die Starke der MDR1 Inhibition betrifft, so differieren die Aussagen.
Wahrend 1999 von Drewe et al. berichtet wurde, dass Ritonavir ein sehr potenter Inhibitor des
Transportsystems ist [52], haben in vitro Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Huisman lediglich
eine moderate Hemmung des MDR1 vermittelten Transportes durch SQV und RTV gezeigt [43]. In
vivo Versuche an Mausen ergaben, dass MDR1 die Bioverfiigbarkeit von SQV im Gehirn und
Fetus limitierte, wenn es zusammen mit hohen Dosen von RTV verabreicht wurde [43].

Tabelle 3: Bekannte inhibierende und aktivierende Eigenschaften der antiretroviralen Mittel auf
pharmakologisch relevante Proteine

Substanz Inhibitor Induktor Lit.
Delavirdin  CYP3A4, 2C9, 2D6, 2C19, [21, 22, 53]

MDR1
Efavirenz CYP2C9, 2C19, 3A4, MDR1 CYP3A4 [22, 25, 53]
Nevirapin MDR1 CYP3A4 [22, 27]
Amprenavir CYP3A4 MDR1 [3, 28]
Indinavir CYP3A4 CYP1A1 [54, 55]
Nelfinavir CYP3A4, MDR1 CYP1A1, MDR1 [28, 34, 38, 55]
Ritonavir CYP3A4, 2D6, 2C9 CYP1A1, 1A4, GST [28, 34, 51, 54, 55]
Saquinavir CYP3A4, 2C9, MDR1 CYP1A1, MDR1 [28, 43, 51, 54, 55]

Abgesehen von den durch die Virustatika verursachten Effekten, missen auch die Folgen der
Gabe von anderen Medikamenten beachtet werden. Da durch CYP3A4 neben den antiretroviralen
Substanzen auch zahlreiche andere Fremdstoffe metabolisiert werden, sind Interaktionen mit
anderen Arzneimitteln und Nahrungsbestandteilen zu erwarten (wie Phenobarbital, Phenytoin,
Dexamethason, Carbamazepin, Grapefruitsaft). Durch gleichzeitige Verabreichung des Rifampicin
(RIF) wurde die Plasmakonzentration von Saquinavir um 46% reduziert [56, 57]. Weil es durch die
Enzyminduktion zu subtherapeutischen Konzentrationen von Saquinavir kommen kann, soll die
Kombination beider Medikamente vermieden werden. Andererseits fiihrt die gleichzeitige Gabe von
Grapefruitsaft zu einem Anstieg der Saquinavir-Bioverfugbarkeit um das doppelte [58]. Auch mit
Ketokonazol und dhnlichen Azol-Antimykotika kann es zu Interaktionen kommen.

2.3 Cytochrom-P450-Enzyme

Die Cytochrom-P450-Enzyme bilden eine Superfamilie von Hadmproteinen, die eine Schllsselrolle
im oxidativen Stoffwechsel zahlreicher endogener und exogener Substanzen spielt. Die Proteine
bekamen lhren Namen von ihrem Absorptionsmaximum bei 450 nm der Kohlenstoffmonoxid
gebundenen Form. Die von den Enzymen dieser Familie vermittelte Oxidation erhoht die Polaritat
vieler Fremdstoffe und beschleunigt somit deren Eliminierung aus dem Korper. Auf der anderen
Seite koénnen jedoch die Cytochrom-P450-Enzyme zur Toxifizierung bestimmter Substrate
beitragen und/oder eventuelle Kanzerogenitat hervorrufen bzw. erhéhen. Aulerdem sind diese
Enzyme an der Biosynthese von Steroidhormonen beteiligt, oxidieren die ungesattigten Fettsauren
zu intrazellularen Boten und verstoffwechseln fettldslichen Vitamine [59].

Die Cytochrom-P450-Enzyme sind lokalisiert im endoplasmatischen Retikulum (mikrosomale
Fraktion) oder in der mitochondrialen Fraktion der Gewebe der Saugetiere. Die Arzneimittel
metabolisierenden Cytochrom-P450-Enzyme werden in grolken Mengen in hepatischen
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mikrosomalen Fraktionen exprimiert, geringere Mengen wurden in der Lunge, Niere und im
gastrointestinalen Trakt gefunden.

Es sind inzwischen insgesamt tUber 300 Gene bekannt, die flr Vertreter der Cytochrom-P-450-
Enzymfamilie kodieren. Die heutige Nomenklatur lasst eine direkte Zuordnung der einzelnen
Enzyme zu ihrer funktionellen Gruppe zu, denn sie basiert auf der Annahme, dass sich der Umfang
der Sequenz- und der Funktionsidentitdt umgekehrt proportional zum Entwicklungsabstand von
einem evolutionarem Vorlaufer verringert. Bezogen auf die Sequenzidentitat der Proteine gehoéren
alle Enzyme mit mehr als 40% Homologie derselben Familie an, wahrend mehr als 55% der
Ubereinstimmungen die Klassifizierung in die gleiche Subfamilie erlauben. Die Enzyme werden wie
folgt bezeichnet: die erste Zahl entspricht der Familienzugehdrigkeit, der Buchstabe beschreibt die
Subfamilie, wahrend die darauffolgende Zahl fiir das Mitglied der Familie spezifisch ist. Familien
mit der Zahl bis 100 sind ausschliel3lich fir die eukaryotischen Systeme reserviert, wahrend die
Mikroorganismen die Zahlen tber 100 fur die Beschreibung der CYP-Familie beanspruchen.

Die CYP1 Familie beinhaltet zwei Subfamilien, CYP1A und CYP1B. Alle Mitglieder der beiden
Subfamilien, CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1 sind induzierbare Enzyme, deren Expression Uber
den Aryl-Kohlenwasserstoff-Rezeptor (AhR) Signalweg reguliert wird.

2.3.1 Cytochrom P-450 1A1

Das Cytochrom P-450 1A1 (CYP1A1) spielt eine wichtige Rolle im Stoffwechsel polyzyklischer
Kohlenwasserstoffe zu reaktiven Epoxiden (Abbildung 4), die wiederum durch Epoxidhydrolasen in
Diole Uberfuhrt werden. Bei Benz(a)pyren ist nur die Aufspaltung der Epoxide an Positionen 4 und
5 bzw. 7 und 8 moglich. Bei einer Epoxidierung des Benz(a)pyren-7,8-dihydrodiols an den
Positionen 9 und 10 wird die Hydrolyse durch Epoxidhydrolasen sterisch gehindert, was in einer
hohen Reaktivitdt des Benz(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxids resultiert, welches DNA Addukte
eingehen kann [60]. Solche Adduktformationen gelten als Initiatoren des Tumorgeschehens [61].
CYP1A1 verstoffwechselt neben den genannten Fremdstoffen auch die Arzneimittel Ethoxy-
resorufin, Warfarin, Amiodaron, Propranolol und Acetaminophen, diese sind auch Substrate des
CYP1A2 [62, 63]. Gemeinsam mit CYP3A4 ist CYP1A1 an der Biosynthese der endogenen
Steroide beteiligt, indem es beispielweise Progesteron hydrolysiert [64].

@ CYP1
Epoxidhydrolase
Benzo(a)pyren
J\?i CYP1
toxisch -

nicht toxisch

Abbildung 4: Aktivierung des Benzo(a)pyrens zum kanzerogenen Diol

Die Abbildung wurde entnommen und modifiziert aus: http://www.le.ac.uk/pa/msc/mde1.pdf

CYP1A1 wurde lokalisiert auf dem Chromosom 15q22, wo es zusammen mit dem CYP1A2 Gen
ein 23 kb groRes Cluster bildet [65]. Beide Gene liegen in gegensatzlicher Orientierung, wobei sie
eine gemeinsame 5°‘ flankierende Region benutzen. Auf dieser befinden sich Enhancer Elemente,
an die Substrate binden kdnnen. Somit werden beide Gene gemeinsam reguliert. CYP1A1 mRNA
weist eine Lange von 2.8 kb auf [66], wahrend die genomische DNA 7 Exons beinhaltet. Das
Protein besteht aus 512 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 58 kDa [66].


http://www.le.ac.uk/pa/msc/mde1.pdf

CYP1A1 wird vorwiegend in extrahepatischen Geweben exprimiert und in vereinzelten Fallen -
meist erst nach Induktion - in der Leber [67, 68]. Die Expression der Cytochrom-P450-Enzyme
Isoformen wird Uber Interaktionen der cis-aktiven Elemente an den CYP Genen mit den DNA-
bindenden, trans-aktiven Faktoren reguliert. Das CYP1A1 verfligt Gber mehrere Cis-Elemente mit
verschiedenen Funktionen [69, 70], von denen das auf die Xenobiotika ansprechende Element
(xenobiotic responsive element, XRE) als Enhancer fungiert. Es wurden sechs XRE Sequenzen
(Abbildung 5) in breiten Bereichen der 5 flankierenden Region gefunden, die alle das CACGC
Motiv enthalten [69, 71]. Das auf die Glukokortikoide ansprechende Element (glucocortecoid-
responsive element, GRE) funktioniert im Zusammenhang mit dem XRE ebenfalls als Enhancer
und wurde im ersten Intron des CYP1A1 Gens der Ratte gefunden [72]. Eine entsprechende
homologe Sequenz befindet sich auch im humanen CYP7A1. Der nukleare Transkriptionsfaktor
Oct-1 bindet im 5 Bereich des Gens an ein negatives regulatorisches Element (NRE) und
unterdrickt die Expression [73]. Das NRE wurde ca. 800 Basen vor dem Transkriptionsstart
lokalisiert und besteht aus einem ATGCAAAA Oktamer. Das flir die basale Transkription
verantwortliche Element (basic transcription element, BTE) ist essentiell fir die vollstandige
Aktivierung des CYP1A1 [74] und wurde in der 5 UTR nachgewiesen.

CYP1A1
-

Abbildung 5: Die regulatorischen Elemente des CYP1A1

Es sind die Transkription des CYP1A1 beeinflussende Elemente schematisiert. An die XRE-
Segmente binden die Heterodimere aus AhR und ARNT. Der Glukokortikoidrezeptor erkennt die im
ersten Intron befindliche Erkennungssequenz GRE. Weitere Erlauterungen im Text.

Die Cytochrom-P450-Enzyme der CYP1-Familie unterliegen einer Induktion der Transkription Gber
den Aryl-Kohlenwasserstoff-Rezeptor (AhR), an den die Induktoren binden [75]. Der Rezeptor stellt
ein regulatorisches Protein im Cytoplasma dar und gehdrt der PER-ARNT-SIM (PAS) Familie der
Transkriptionsfaktoren an. Uber diesen Signalweg werden mehrere Gruppen von Enzymen
gemeinsam induziert; neben den CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1 werden auch die Glutathion-
transferase der alpha-Familie, eine UDP-Glucuronosyltransferase der 1-Familie, die NAD(P)-
Menadion-Oxido-Reduktase, eine Aldehyddehyrogenase und die N-Myristoyltransferase 2 in ihrer
Synthese verstarkt [75, 76, 77, 78]. Als Induktoren fungieren die planaren polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe wie das 3-Methylcholantren, Benz(a)anthracen, Benzo(a)pyren
sowie zahlreiche polychlorierte oder polybromierte Biphenyle, Dibenzofurane und polychlorierte
Dibenzo-p-dioxine, wobei das 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) extrem potent ist [79]. Im
Zellinneren (s. Abbildung 6) werden die Fremdstoff-Molekiile an den Ah-Rezeptor gebunden, der
wiederum an das Hitzeschock Protein Hsp90 gebunden ist. Daraufhin dissoziiert das Hsp90 vom
AhR ab und der Ligand-Rezeptor-Komplex bindet an den ARNT (Ah-Rezeptor nukleédrer
Translokator), woraufhin ein Transport in aktivierter Form in den Zellkern stattfindet, wo der
Komplex schliellich an die entsprechenden Enhancer-Elemente der DNA andockt. Durch die AhR
aktivierte Gen-Batterie wird die Transkription der oben genannten Enzyme induziert. Das Ausmalf}
der Induktion des jeweiligen Fremdstoffes wird zusatzlich durch die Existenz von Kontrollgenen in
der Nahe der exprimierenden Zonen beeinflusst, die bewirken, dass nicht jeder Induktor
gleichermalRen jedes Enzym der Ah-Gen-Batterie induziert. Auferdem ist der AhR an
zellspezifischer Modulation von Wachstum und Differenzierung beteiligt, indem er in
entsprechende Signalkaskaden der Apoptose eingebunden ist [80]. Die zugrundeliegenden
Mechanismen werden noch untersucht. Die Enzyminduktion tritt bereits nach einmaliger, jedoch
wesentlich starker nach langerfristiger Aufnahme der Fremdstoffe auf. Durch persistente Liganden
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wie Dioxine kommt es wahrscheinlich zur Entgleisung dieser Homdostasefunktionen und zu
toxischen Wirkungen, wie der Beschleunigung der Kanzerogenese durch Tumorpromotion. Bei
Rauchern wurden signifikant héhere Mengen an CYP1A1 und CYP1B1 mRNA detektiert als bei
Nichtrauchern [81].
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Abbildung 6: Verlauf eines Regulationsweges

Gezeigt ist die AhR-vermittelte Regulation des CYP1A1 nach Whitlock et al. [75].

Die CYP1A Gene koénnen auch posttranskriptionell reguliert werden. Es wurde an Rattenlebern
gezeigt, dass Pyridin die Konzentration der CYP1A1/2 mRNA durch deren Stabilisierung erhéht
[82]. Generell scheint die CYP1A1 mRNA weniger stabil zu sein, wie an der HepG2 Zelllinie
gezeigt wurde [83]. Es wurde nachgewiesen, dass der poly(A)-Schwanz am 3’-Terminus der
mRNA im Vergleich zu mRNAs anderer Cytochrom-P450-Enzyme sehr schnell deadenyliert wird.
Wahrend die CYP2E1 mRNA eine Halbwertszeit von mehr als 24 Stunden aufwies, lag die Halfte
der CYP1A1 mRNA bereits nach 2.4 Stunden im degradierten Zustand vor.

2.3.2 Cytochrom P-450 1B1

Die Cytochrom P-450 1B1 (CYP1B1) mRNA wurde in Lymphozyten, Lungen, Uterus und Leber
detektiert [84, 85]. Der Expressionsstatus von CYP1B1 in adulten Leber ist sehr niedrig und
lediglich drei von sechs fetalen Lebern exprimierten CYP1B1 [86]. Es zeigt eine erhdhte
Expression in vielen humanen Tumoren und scheint eine wichtige Rolle in Tumorentwicklung und
Progression zu spielen, da es als potentielles Target fir Arzneimittel gegen Krebs, indem es
gehemmt wird, sowie als Biomarker fir Tumoren fungieren kann [87, 88]. Das Enzym ist
verantwortlich fir die Metabolisierung von 7,12-Dimethylbenz(a)anthrazen (DMBA) in die
Dihydrodiol Epoxide [87]. AuRerdem ist es wie alle Vertreter der CYP1-Familie am Stoffwechsel
von Koffein und Theophyllin beteiligt [89].

CYP1B1 weist in Hinsicht auf die Sequenz der Nukleinsduren und Aminosauren etwa 40%
Homologie zu den anderen Vertretern der CYP1 Subfamilie auf. Das CYP1B1 Gen ist 12 kb grof3
und besteht aus drei Exons und zwei Introns. Es ist auf Chromosom 2p22-21 lokalisiert [90]. Die
mRNA betragt 5.2 kb, der Leserahmen beginnt im Gegensatz zu allen anderen Cytochrom-P450-
Enzyme erst im Exon 2. Insgesamt ist diese mRNA die langste aller humaner P-450 mit der
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einfachsten Genstruktur [85].

Die Induzierbarkeit des Enzyms wurde noch vor der eindeutigen Identifizierung des
verantwortlichen Gens erkannt. Das CYP1B1 enthadlt neun XRE Motive in der 5-UTR und
mindestens drei von lhnen vermitteln die Dioxin-induzierte Transkription des Gens [90]. Das XRE
an Position —833 ist essentiell fir die konstitutive Expression des CYP1B1 Gens [91]. Vier
regulatorische Elemente sind fiir die maximale Promotoraktivitat notwendig [92]. Es sind die beiden
in Gegenrichtung orientierten Sp1-Elemente (-84 bis -89 und -68 bis -73), eine sogenannte TATA-
ahnliche Box (-34 to -29), und ein initiatorisches Motiv (-5 to +3). In Abbildung 7 sind die
wichtigsten regulatorischen Elemente des Gens schematisiert.

CYP1B1_
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Abbildung 7: Die regulatorischen Elemente des CYP1B1 Gens

In der 5’ flankierenden Region sind 9 XRE-Segmente vorhanden, an die die Heterodimere aus AhR
und ARNT binden. INI stellt die initiatorische Einheit dar. Weitere Details sind dem Text zu
entnehmen.

Das Gen wird gemeinsam mit den CYP1A1 und CYP1A2 Genen Uber den AhR reguliert. Der
Regulationsweg ist in Abbildung 6 dargestellit.

2.3.3 Cytochrom P-450 3A4

CYP3A ist beteiligt am Metabolismus von Uber 50% der therapeutisch eingesetzten Medikamente
[93, 94, 95]. Meistens ist das CYP3A4 in eine Kaskade von Enzymen eingebunden, die am
Stoffwechsel desselben Medikaments (Tabelle 4) beteiligt sind. Es kann durch die eigenen
Substrate in seiner Aktivitat beeinflusst werden. Wahrend die Inhibition des Enzyms meist durch
sterische Einwirkungen des Substrats (v.a. reversibel, kompetitiv) am Protein verursacht wird,
erfolgt die Induktion der Aktivitat vorwiegend auf der transkriptionellen Ebene der
Proteinbiosynthese. Als primarer Katalysator der Steroid-6B-Hydroxylierung spielt das CYP3A4
auflerdem eine wichtige Rolle in der Steroidhormon-Homdostase [64].

Die humane Cytochrom P-450 3A Subfamilie wurde in Form eines etwa 231 kb grof3en Clusters
auf dem Chromosom 7 am qg21.1 lokalisiert und enthalt vier funktionelle Mitglieder: CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 sowie das erst vor kurzem beschriebene CYP3A43 [96, 97, 98]. Wahrend die
ersten drei Gene in derselben Richtung gelesen werden, ist die Sequenz von CYP3A43 in
gegensatzlicher Richtung auf dem Chromosom orientiert.

Alle vier Vertreter der CYP3A Subfamilie sind in ihren Aminosauresequenzen sehr homolog. Auch
die Basenhomologie der DNA ist vor allem bei CYP3A4, CYP3A5 und CYP3A7 sehr stark. Die
Expressionsmuster der einzelnen Vertreter unterscheiden sich jedoch voneinander. CYP3A4 ist die
am haufigstem vorkommende Isoform dieser Subfamilie in der adulten Leber und stellt insgesamt
etwa 30% der Gesamtheit der hepatischen Cytochrom-P450-Enzyme dar [94, 99]. Am fetalen
Stoffwechsel scheint dieses Enzym nicht beteiligt zu sein. Es wurden relativ hohe Mengen an
CYP3A4 Protein im Intestinaltrakt gefunden, wo es 70% des Gesamtgehalts der Cytochrom-P450-
Enzyme darstellt, und in der Niere [94, 100]. Verschiedene Gruppen haben die Expression von
CYP3A4 mRNA in Leukozyten untersucht und die Berichte darliber waren zum Teil gegensatzlich
[101, 102, 103, 104]. CYP3AS5 wird polymorph exprimiert und konnte in 20 bis 30% der adulten
Lebern nachgewiesen werden [105, 106] und wird als die hauptsachliche CYP3A Isoform in der
Lunge und im Darm diskutiert [107, 108]. Wie vor kurzem nachgewiesen wurde, exprimieren
lediglich 5 bis 10% der Kaukasier ein funktionstiichtiges CYP3A5 Enzym [106]. Das CYP3A7
wurde fast ausschlielich in fetalen Hepatozyten detektiert und spielt in der Biotransformation
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adulter Organismen kaum eine Rolle [109]. CYP3A43 wird vor allem in der Leber, Niere und den
Hoden exprimiert. Es wurde jedoch auch in anderen Geweben in niedrigen Mengen detektiert [97].

Tabelle 4: Einige Substrate von CYP3A4

Wirkstoffgruppe Substrate Inhibitoren Induktoren Andere beteiligte
Enzyme
Barbiturate Phenobarbital Phenobarbital CYP2D6
Benzodiazepine Alprazolam CYP3A5
Diazepam CYP3A5, 2C8, 2B6,
2C19, UDPGT
Midazolam Midazolam CYP3AS5, 3A7
Triazolam
Immunsuppressiva Ciclosporin Ciclosporin
Tacrolimus
Glukokortikoide Dexamethason Dexamethason Dexamethason
Antituberkulotika Rifampicin Rifampicin CYP2E1
Kalziumantagonisten Diltiazem Diltiazem
Nifedipin CYP3A5, 3A7
Verapamil Verapamil CYP2C8, 2C9, 1A2
Statine Cerivastatin
Lovastatin
Simvastatin Simvastatin
Makrolide Clarithromycin  Clarithromycin
Erythromycin Erythromycin
Taxane Docetaxel Docetaxel CYP2C8
Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel CYP2C8
Antimykotika Ketokonazol FMO
Proteaseinhibitoren  Ritonavir Ritonavir CYP2D6
Indinavir Indinavir CYP2D6
Saquinavir Saquinavir
Nelfinavir Nelfinavir CYP2C19
Amprenavir Amprenavir
Lopinavir
NNRTI Delavirdin Delavirdin CYP2D6
Efavirenz
Nevirapin Nevirapin CYP2B6
Zidovudin
Protonenpumpen- Omeprazol Omeprazol Omeprazol CYP2C19
hemmer Lansoprazol Lansoprazol Lansoprazol CYP2C19
Xanthine Koffein 1A1, 1A2
Theophyllin 1A1, 1A2, 2E1

Quellen: [63, 95], http://medicine.iupui.edu/flockhart, http://www.hiv-druginteractions.org/index.htm,
http://www.anaesthetist.com/physiol/basics/metabol/cyp/a.htm

Die bis zu 100fachen interindividuellen Unterschiede in der katalytischen Aktivitdt von CYP3A4
kénnen durch genetische Polymorphismen oder Enzyminduktion verursacht werden [110]. In letzter
Zeit mehren sich Berichte Uber neue Mutationen [111, 112, 113]. Die meisten der bekannten
Polymorphismen haben keine Auswirkungen auf die Expression bzw. Aktivitdt von CYP3A4. Die
ein Enhancer-Element betreffende Mutation in der 5 flankierenden Region - Allel CYP3A4*1B —
wird in Zusammenhang mit gehauftem Auftreten von Prostata Tumoren gebracht, es wurde jedoch
keine funktionelle Signifikanz gezeigt [114, 115]. Eine Untersuchung von 28 Mutationen im
CYP3A4 Gen bei phanotypisierten Probanden fand keine Korrelation zu geringer hepatischer
CYP3A4 Expression bzw. Enzymaktivitat in vivo [116].

Das Gen wird Uber verschiedene Hormone transkriptionell reguliert, einschliellich der
Glukokortikoide, Wachstumshormone und Triiodothyronin sowie Uber Arzneimittel wie
Phenobarbital, Clotrimazol, Mifepriston (RU486) und Rifampicin (Tabelle 4). Der Signalweg der
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Induktion &hnelt vom Prinzip dem der AhR vermittelten Aktivierung (Abbildung 6). Rifampicin ist
bekannt als einer der starksten Induktoren der CYP3A4 Expression sowohl in vivo als auch in
kultivierten Hepatozyten [117, 118, 119, 120]. Die bis zu vierfache Induktion der CYP3A4
Expression durch Rifampicin oder andere Xenobiotika ist die Ursache vieler bekannter
Arzneimittelwechselwirkungen und ist von betrachtlicher Bedeutung fiir Patienten, die einer
Kombinationstherapie unterliegen, wie zum Beispiel bei HIV/AIDS.
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Abbildung 8: Organisation der pharmakologisch bedeutsamen regulatorischen Segmente des
CYP3A4 Gens

XREMs stellen Elemente dar, die auf die Xenobiotika ansprechen, DR-3 sind Sequenzen mit
direkten Wiederholungen, unterbrochen durch 3 Basen, wahrend ER-6 die umgekehrten Wieder-
holungen, unterbrochen durch 6 Basen, darstellen. Die Abbildung wurde entnommen und erganzt
aus Sueyoshi und Negishi [121].

Der proximale Promotor des CYP3A4 Gens (Basen —172 bis —149) enthalt zwei Kopien der
AG(G/T)TCA Hexamere, der Erkennungssequenz fiir die Familie des Pregnan-X-Rezeptors der
Transkriptionsfaktoren [122]. Ein distaler CYP3A4 Enhancer, der ca. —7.8 kbp vom Transkriptions-
start entfernt liegt, enthalt drei Erkennungselemente (dNR1, dNR2, dNR3), die das hPXR-RXR-a
Heterodimer binden koénnen, zusatzlich zu zwei cis-aktiven Elementen (FP1 und FP2)
stromaufwarts der letzten PXR-bindenden Regionen, die essentiell fiir volle Transaktivierung durch
Rifampicin sind [123]. Die Organisation der regulatorischen Einheit des CYP3A4 Gens ist in
Abbildung 8 dargestellt.

Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR, auch NR112, SXR oder PAR genannt) besteht aus einer Ligand
bindenden Domane mit lipophilem Charakter und einer DNA bindenden Domane. Der Rezeptor
wird Uber endogene und exogene Liganden aktiviert (Abbildung 7). Weitere Liganden des
Rezeptors sind: natlrlich vorkommende Steroide wie Pregnenolon und Progesteron, synthetisches
Glukokortikoid, Taxol, Hyperforin, Phenobarbital [124, 125, 126]. Kirzlich wurde das Spektrum der
PXR-Liganden um die Litocholsdure erweitert, die zu den Gallensauren gehdrt, als hepatotoxisch
gilt und Uber die CYP3A Enzyme hydroxyliert wird. Somit trégt die PXR vermittelte Induktion des
Enzyms zu einer schnelleren Entgiftung des Korpers bei [127, 128].

Wie in Untersuchungen mit CYP3A4 Reportergen-Konstrukten gezeigt wurde, ist das Heterodimer
aus PXR und RXR (Retinoid-X-Rezeptor) essentiell fur die transkriptionelle Aktivierung durch
Pregnane [129]. In Abwesenheit der Steroide liegt der zelluldre Rezeptor als Monomer vor und ist
assoziiert mit einem Hitzeschockprotein-Komplex. Erst die dimerisierte Ligand-Rezeptor Einheit
kann in den Zellkern beférdert werden. Daraufhin wird mit dem Retinoid-X-Rezeptor ein hPXR-
RXRa Heterodimer gebildet, der wiederum mit Transkriptionsfaktoren vor dem CYP3A4 interagiert,
wodurch eine Induktion der Genexpression ausgeldst wird. Die Aktivierung des PXR Rezeptors ist
speziesabhangig, was auch die unterschiedliche Induzierbarkeit des Menschen und der Maus
erklart [129]. 1996 wurde beschrieben, dass die CYP3A4 Expression mit der vom MDR1 Gen,
welches fir das P-Glykoprotein kodiert, koordiniert sein muss [130]. Neuere Erkenntnisse belegen,
dass PXR flr die Verstarkung der transkriptionellen Aktivierung beider Gene zusténdig ist [125].
Das PXR Gen ist selbst induzierbar, seine Induktoren sind die von CYP3A4 (Tabelle 4). Fur
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Dexamethason, Clofibrat und Isoniazid wurde eine deutliche Aktivierung der PXR-Expression in

Ratten beschrieben [131].
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Abbildung 9: Liganden des Pregnan-X-Rezeptors und des Konstitutiven Androstan Rezeptors

Entnommen aus Willson et al. [126].

Neben dem PXR spielt bei der CYP3A4 Aktivierung auch der Glukokortikoid-Rezeptors (GR, auch
NR3C1) eine Rolle. Dexamethason ist ein bekannter Ligand des Rezeptors und bindet an das
Heterodimer aus GR und hsp90. AnschlieRend dissoziiert das Hitzeschockprotein ab und der
Ligand-Rezeptor-Komplex wird in den Nukleus transportiert, wo der Rezeptor die Transkription
passender Gene auslésen kann. Klassische Gene, die eine GRE Sequenz besitzen, sind die
Tyrosin-Aminotransferase oder das Sauger Tumor Virus MMTV [132]. Im Fall von CYP3A4, ist der
GR nicht obligatorisch fir die Regulation des Gens [133].

Der konstitutive Androstan Rezeptor (CAR, NR1_13) spielt ebenfalls eine Rolle in der
transkriptionellen Aktivierung der CYP3A Gene. Eigentlich kontrolliert dieser Rezeptor die
Expression der Alkohol-Dehydrogenase-3 Gene, wo er in Abwesenheit von Liganden
transkriptionell aktiv ist. Die Bindung der Liganden (z. B. Androstenol) flhrt zur Suppression der
Transkription [134]. Er liegt in angereicherter Form in der Leber vor, ist strukturell verwandt mit
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dem PXR und bildet im Fall der CYP3A4 Regulation ein Heterodimer mit dem RXR [135, 136].
CAR wird, ahnlich wie GR, erst nach der Bindung des Liganden in den Nukleus transportiert [137].
Uber diesen Signalweg wurde eine bis zu 13fache Induktion beobachtet. Die CAR-RXR
Heterodimere binden an die ER6 Elemente im CYP3A4 Promotor. Die Induktion der CAR mRNA
durch Glukokortikoide wie Dexamethason kann die transkriptionelle Aktivierung von CYP3A4
unterstitzen [135]. Es kann von funktionellen Uberkreuzungen aller drei Mechanismen (GR-, PXR-
und CAR- vermittelte Induktion) der Initiation der Transkription ausgegangen werden.

Uber den PXR-Signalweg werden neben CYP3A4 und MDR1 weitere Gene reguliert: CYP3AS5,
CYP3A7, CYP2C8 und CYP2B [123, 125, 138]. Die Expression des konjugierenden Enzym des
Phase Il Metabolismus Dehydroepiandrosteron-Sulfotransferase wird ebenfalls ber den PXR-
Signalweg reguliert [139].

Die CYP3A Gene kénnen auch posttranskriptionell reguliert werden. Zanger und Mitarbeiter
zeigten 1997, dass das haufig verwendete Lésungsmittel Dimethylsulfoxid die Proteinmenge der
CYP3A und CYP2E1 Enzyme erhoht, was auf einen posttranskriptionellen Mechanismus
zurtckgefiihrt werden konnte [140]. Dieselbe Arbeitsgruppe bewies ein Jahr spater, dass das
DMSO die Degradation der betroffenen Proteine hemmt und deren Aktivitadt fordert [141]. Eine
weitere posttranskriptionelle Regulation wurde fir die Aktivierung durch die Makrolidantibiotika
Triacetyloleandomycin, Clotrimazol und Erythromycin beschrieben, die entweder tber mRNA- oder
Protein-Stabilisierung erfolgen kdnnte [142, 143].

24  P-Glykoprotein

Die Superfamilie der ATP-bindenden Transporter, zu der das P-Glykoprotein (MDR1) gehort,
enthalt membransténdige Proteine, die eine Vielzahl der Substrate lber extra- und intrazellularen
Membranen beférdern. Die Mitglieder werden nach ihrer Sequenzhomologie in der Nukleotid-
bindenden Domane und den phylogenetischen Analysen in verschiedene Subfamilien unterteilt:
ABCA bis ABCG. Die ABCA-Subfamilie (ABC1) besteht aus 12 Transportern, die wiederum
aufgrund der Homologien in intronischen Bereichen in zwei weitere Subgruppen unterteilt werden.
Diese Proteine werden in allen Eukaryoten mit Ausnahme der Hefen synthetisiert. Die beiden
grélten Vertreter der ABC-Familie, ABCA1 und ABCA4 wurden intensiv untersucht und sind fir
den Cholesterol- bzw. Vitamin A-Transport zustdndig. Die ABCB-Subfamilie ist fur die Sauger
charakteristisch und enthalt 4 sogenannte volle Transporter sowie 7 Halb-Transporter, welche tUber
Heterodimerbildung mit einem anderen Mitglied der Familie (z.B. ABC2 und ABC3) ihre
Funktionalitat erhalten. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte ABCB1 (PGY1, im folgenden
MDR1 genannt) ist ein vollstandiger Transporter, wurde am Genlokus g21.1 des Chromosom 7
kartiert und besteht aus 28 Exons mit einer 4.5-kb-mRNA [144]. Das Protein ist 170 kDa grof und
besteht aus zwei Halften, wovon jede eine hydrophobe transmembranare Region besitzt sowie
eine Domane, die ein Nukleotid binden kann. Beide Halften bestehen aus der gleichen Anzahl an
Exons und man nimmt an, dass das gesamte Gen aus einer Fusion zwei verwandter Gene
entstanden ist, die jedoch fir selbstéandig funktionierender Proteine kodierten [144]. Seine Funktion
liegt im Export der Substanzen mit Uberwiegend lipophilen, neutralen bis kationischen
Eigenschaften vom Inneren der Zelle und von den Membranen nach Auflen durch den
sogenannten flip-flop Mechanismus [145]. Etwa 30% aller Arzneimittel werden Uber MDR1
transportiert. Das System wird fir das Therapieversagen wahrend und nach der Krebsbehandlung
durch Chemotherapie verantwortlich gemacht, wobei die Uberexpression des Gens in Tumorzellen
einen wichtigen Faktor darstellt [146]. Diese sogenannte Multidrug-Resistenz ist verantwortlich fiir
etwa 50% der Therapieversager der Chemotherapie.

Die physiologische Funktion des MDR1 in der Abwesenheit der Therapeutika oder Toxine ist noch
nicht vollstandig geklart. Studien an MDR1A knock out Mausen haben gezeigt, dass die Tiere
normale Lebensfahigkeit, Fertilitat sowie biochemische und immunologische Parameter aufweisen
[147]. Neuere Erkenntnisse zeigen auch eine Beteiligung von MDR1 an der Apoptose, dem
programmierten Zelltod [148]. AuRerdem wird angenommen, dass im Falle eines genetisch
bedingten Defekt am ABCA1 Genprodukt, welches zum Fettstoffwechsel wesentlich beitragt, unter
anderem das MDR1 Gen aktiviert wird und den Transport von Cholesterol und Phospholipiden
Ubernimmt [149]. Das MDR1 zeichnet sich durch eine sehr breite Substratspezifitat aus (Tabelle 5).
Viele der CYP3A4 Substrate bzw. ihrer Metabolite werden durch das MDR1 aus der Zelle
herausbeférdert, wie es am Beispiel von Indinavir gezeigt wurde [150]. Im Gastrointestinaltrakt
bewirken P-Glykoproteine eine Absorptionshemmung durch Zurtickpumpen von Pharmaka in das
Darmlumen. In der Leber fihrt MDR1 zu einer verstarkten Elimination in die Galle, auerdem wird
die renale Elimination geférdert. MDR1 wirkt im Bereich der Blut-Hirn-Schranke einer
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intrazerebralen Penetration von Substanzen entgegen [151]. Es kann induziert oder inhibiert (z. B.
durch Ciclosporin A, Verapamil, Chinidin, Saquinavir, Ritonavir) werden.

Tabelle 5: Substrate des MDR1 Transporters

Wirkstoffgruppe Substrate Lit.

Steroid-Hormone R-Ostradiol [152, 153]
Hydrocortison
Prednisolon

Antidstrogene Tamoxifen [152]
Clomifen

Neuropeptide Neurokinin [154]
Substanz P
Endomorphin 1 und 2

Zytostatika Taxol [155]

Kalziumantagonisten Verapamil [156, 157]
Mibefradil

Azol-Fungostatika Ketokonazol [158, 159]
Intrakonazol

Makrolid-Antibiotika Erythromycin [160]

Immunsuppressiva Ciclosporin [161, 162]
Tacrolimus

Antiepileptika Phenobarbital [163]
Lamotrigin

Antiarrhythmika Digoxin [164]
Amiodaron

HIV-Proteaseinhibitoren  Indinavir [33]
Ritonavir
Saquinavir

Das P-Glykoprotein ist ubiquitar vorhanden mit vorwiegender Expression in der Darmschleimhaut
[165], aber auch in den meisten Zellpopulationen des peripheren Blutes. T- und B-Lymphozyten
sowie Monozyten/Makrophagen exprimieren MDR1 [166, 167, 168, 169]; es sind die Zellen, die als
Targets fir HIV-1 Infektionen dienen. Eine in den einzelnen Subpopulationen variierende MDR1
Expression konnte die Resistenz einiger Patienten gegeniiber den Proteasehemmern erklaren.
Untersuchungen an CD4" und CD8" Zellen von 16 AIDS Patienten haben gezeigt, dass die MDR1
Expression im Verlauf der Erkrankung zunimmt, gleichzeitig aber die Funktionalitat abnimmt [170].

Das MDR1 Gen wird wie das CYP3A4 durch verschiedene Xenobiotika Gber den PXR-Signalweg
reguliert. Im Promotorbereich des Gens sind mehrere Transkriptionsfaktoren (Abbildung 10) zu
finden, die zum einen fir die basale Expression verantwortlich sind und zum anderen die
Genexpression sowohl positiv als auch negativ regulieren kénnen. So befindet sich zwischen —82
und —73 b eine zur Y-box der Histokompatibilitdt Komplexe der Klasse Il (MHCIlI Gene) homologe
Sequenz, die fur eine vollstdndige Funktionalitdt des MDR1 notwendig ist [171]. Bei — 8 kb wurde
ein regulatorisches Cluster gefunden, das Elemente beinhaltet, die eine Induktion via PXR
ermdglichen. Aus diesem Bereich ist vor allem ein DR4 Motiv fir eine RIF bedingte Induktion
erforderlich, da dort der PXR bindet [172]. Wie durch in vitro Untersuchungen gezeigt wurde,
interagiert das MEF1 Protein (MDR1-promoter enhancing factor 1) mit dem 5-GTCAATCC
Element des MDR1 Promotors und verstarkt die Expression des Gens [173]. Dieser Aspekt scheint
in der Tumorgenese eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 10: Organisation der regulatorischen Einheit des MDR1 Gens

Es sind die Erkennungssegmente fur Transkriptionsfaktoren in der nicht translatierten Region am 5°
Terminus des Gens dargestellt. Fir die Pharmakologie ist vor allem das SXR-Element von
Bedeutung, hier bindet das Heterodimer aus hPXR und RXRa. Die Abbildung wurde enthnommen
aus Labialle et. al. [174]

Das MDR1 wird polymorph exprimiert, was einen Einfluss auf die Bioverflgbarkeit vieler
Arzneistoffe haben kann [165, 175, 176, 177, 178, 179]. Zur Zeit sind 15 verschiedene MDR1
Allele bekannt, die z.T. ethnisch verschieden exprimiert werden [178, 179]. Die meisten der bis
jetzt bekannten Mutationen liegen in Intronen oder sind stumm, d.h. ohne Aminosaureaustausch
als Folge. Drei bekannte Mutationen verandern die Proteinsequenz [175]. Eine stumme Mutation
im Exon 26 (C3435T) konnte mit einer verminderten Transportfunktion in Verbindung gebracht
werden [177]. Dieselbe Mutation wird hinsichtlich eines veradnderten Ansprechens auf die
Virustatika diskutiert [180]. Hierbei scheint das T-Allel mit einem erhdhten Anstieg an CD4 Zellen
zusammenzuhangen, was fur die homozygoten Trager des mutierten Allels einen Vorteil in der
HIV-Therapie bringt. Ausgerechnet dieser Polymorphismus tritt haufiger bei den Kaukasiern (T/T:
71 - 74%) denn in der Afrikanischen Population auf (T/T: 27 - 39%) [177, 178].

2.5 Alprazolam: Wirkung und Stoffwechsel

Alprazolam (8-Chlor-1-methyl-6-phenyl-4H-1,2,4-triazolol[4,3-a][1,4]benzodiazepin, ALZ) ist ein
Benzodiazepinderivat, das seine Verwendung vorwiegend als Tranquilizer findet.

Die Benzodiazepine bilden die zur Zeit wichtigste Gruppe innerhalb der Tranquilizer. Die meisten
Substanzen leiten sich von Diazepam (C16H13CIN20) bzw. dessen Metaboliten ab, wobei der
intakte Siebenring fiir die Entfaltung der Wirkung notwendig ist. AuRerdem ist die Lactam-Struktur
von Bedeutung. Bei Alprazolam (C17H13CIN4) wurde ein zusatzlicher Ring eingeflihrt, der sich in
einer veranderten Pharmakokinetik widerspiegelt.

Alprazolam wird iber das Cytochrom P-450 3A zu dem Hauptmetabolit a-Hydroxy-Alprazolam und
dem 4-Hydroxy-Alprazolam (Abbildung 11) oxidiert [181, 182, 183]. Neuere, auf in vitro Versuchen
mit rekombinanten CYP Isoenzymen basierende Erkenntnisse deuten auf eine Beteiligung des
CYP3A5 Enzyms bei der Verstoffwechslung zu a- bzw. 4-Hydroxy-Alprazolam hin. Zudem wurde in
vivo festgestellt, dass die intrinsische Clearance fiir die a-Hydroxylierung von Alprazolam dreifach
hoéher fir CYP3AS als fur CYP3A4 ist [184]. Beide Metabolite weisen eine geringere Affinitat zu
den Benzodiazepin Rezeptoren als die Muttersubstanz auf. Die Metabolite werden nach der
Oxidierung glukuronidiert, so dass die Plasmaspiegel der unkonjugierten Form weniger als 10%
des Alprazolam betragen [181]. Zur Zeit sind keine anderen Cytochrom-P450-Enzyme bekannt, die
am Stoffwechsel von Alprazolam beteiligt sein kdnnten [185, 186].

Es wurde eine strenge Korrelation zwischen den kinetischen Parametern von Alprazolam, namlich
der Flache unter der Kurve und den Plasmaspiegeln 6, 8, 10 und 24h nach der Einnahme gezeigt.
Dieses ermdglicht eine Bestimmung der CYP3A Aktivitat in vivo Uber Messung der Alprazolam-
Blutkonzentrationen 10h nach oraler Einnahme von 1 mg [187].
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Abbildung 11: Biotransformation von Alprazolam

Es sind die Muttersubstanz sowie die Metabolite dargestellt [188].

Die typischen Inhibitoren des CYP3A4, wie Ketokonazol oder Itrakonazol, haben einen
hemmenden Einfluss auf die Pharmakokinetik von Alprazolam [189]. Entsprechend kénnen die
CYP3A4 Induktoren den Alprazolam-Metabolismus beschleunigen und die Plasmaspiegel des
Medikamentes reduzieren [190]. Auf diese Weise kénnen die induktiven Effekte von Rifampicin auf
die CYP3A Aktivitédt untersucht werden und mit der Induktion der mRNA Expression verglichen
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde Alprazolam als Testsubstanz fur die in vivo Messung der
Aktivitat von CYP3A mittels HPLC herangezogen.

2.6 Aufgabenstellung der Arbeit

Eine Klarung der induktiven Vorgange, die durch die antiretrovirale Therapie ausgeldst werden,
kénnte zur vereinfachten Voraussage bzw. Verhinderung der Resistenzentwicklung sowie der
Nebenwirkungen beitragen. Auflerdem ist es sinnvoll zu erldutern, welche Systeme inwiefern durch
ein und dasselbe Arzneimittel induziert werden kdnnen. In dieser Arbeit werden zwei Wege der
Regulation untersucht: zum einen die Regulation der Transkription der Vertreter der Familie CYP1
Uber den aromatischen Kohlenwasserstoff-Rezeptor und zum anderen die Aktivierung der CYP3A
Gene und des MDR1 Transporters tber den Pregnan-X-Rezeptor.

Ob die Wirkung von antiretroviralen Mitteln durch Enzym- bzw. MDR1-Induktion oder durch
genetischen Polymorphismus im einzelnen klinisch relevant behindert wird, ist noch unklar. Eine
eventuelle Auswirkung der Induktion der Virustatika auf den Therapieerfolg von anderen
(Begleit-)Erkrankungen soll diskutiert werden.

Neben den Untersuchungen zum induktiven Potential der Virustatika sollen die molekularen
Mechanismen der interindividuellen Variabilitat im Arzneistoffwechsel von CYP3A4 gepruft werden.
Hierzu wurde eine Studie mit 100 gesunden Probanden durchgefiihrt. Die Teilnehmer bekamen
Rifampicin verabreicht, um die Synthese von CYP3A4 steigern. Als gute Testprobe fir HPLC-
Untersuchungen zur Aktivitatsbestimmung der CYP3A Enzyme hat sich Alprazolam erwiesen [187]
und wurde den Probanden sowohl vor als auch nach der funftdgigen Rifampicin-Induktion
verabreicht. Die MRNA Konzentrationen in mononukledren Zellen des peripheren Blutes sollen mit
den pharmakokinetischen Parametern von Alprazolam verglichen werden. Auferdem sollen
bekannte CYP3A4 Mutationen durch die Korrelation mit der Enzymaktivitdt sowie der
Enzymexpression auf ihre Funktionalitat Gberpruft werden.

Die Zielstellungen der Arbeit sind die Untersuchungen zur Enzym- und MDR1-Induktion durch HIV-
Virustatika und zur Expression von CYP3A Isoenzymen in Lymphozyten sowie die Korrelation mit
der Enzymaktivitdt und bekannten Genotypen. Unter dem methodischen Aspekt, sollen
verschiedene RT-PCR Verfahren entwickelt und angewandt werden.
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3 Material

3.1 Substanzen, Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 6: Verwendete Puffer
Puffer Zusammensetzung Quelle
TBE 100 mM TrisHCI; 100 mM Borsaure; 2 mM S.u.

310 Genetic Analyzer Puffer
PBS Dulbecco's

EDTA; pH 8.3 mit NaOH eingestellt

Enthalt EDTA
Phosphatpuffer

Applied Biosystems
Invitrogen

Tabelle 7: Getestete Medikamente

Substanz

Quelle

Abacavir, Amprenavir, Zidovudin
Alprazolam, Delavirdin

Didanosin , Stavudin

Efavirenz

Indinavir

Kaletra (Lopinavir, Ritonavir), Ritonavir
Nelfinavir

Glaxo Wellcome
Pharmacia & Upjohn
Bristol-Myers Squibb
DuPont Pharmaceuticals
Merck

Abbot Laboratories
Agouron Pharmaceuticals

Nevirapin Boehringer Ingelheim
Rifampicin Fatol
Saquinavir, Zalcitabin Roche

Tabelle 8: Weitere Forschungschemikalien

Substanz Quelle
2-Propanol, Chloroform, Diethylpyrocarbonat (DEPC), Dimethylsulfoxid Merck
(DMSO), Ethanol, Ethidiumbromid-Lésung, Phenol, EDTA

(Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz)

Borsaure Calbiochem

NuSieve-Agarosepulver; GelStar, Nukleinsdure Farbstoff
ROX-konjugierte Langenstandards: GeneScan-350 und —-500, POP 4
(Performance Optimized Polymer 4)

Biozym Diagnostik
Applied Biosystems

Qualex Gold™ Agarose Hybaid

TRIzol® Reagenz, RNase AWAY Invitrogen

Minimales Essentiales Medium mit D-Glutamin (DMEM), Trypsin/EDTA, Biochrom

RPMI 1640 Zellkulturmedium, Foétales Rinderserum, Penicillin/Streptomycin,

Trypsin/EDTA-L6sung (0,5% / 0,2%)

Glykogen, RNase frei Roche

100bp und 1kb DNA Marker MBI Fermentas

dNTP-Na-Salz Lésung Rapidozym
Tabelle 9: Verwendete Enzyme

Enzyme Quelle

BseNI, EcoRlI, Smal MBI Fermentas

BstNI, Msl L New England Biolabs

M-MuMLYV Reverse Transkriptase, Platinum Taqg DNA-Polymerase, Tag- Invitrogen

DNA Polymerase

Recombinanter RNasin® Ribonuclease Inhibitor, RQ1 DNase, T4-DNA-
Ligase, T7-RNA-Polymerase

Promega
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3.2  Oligonukleotide

Tabelle 10: Sequenzen aller verwendeten Oligonukleotide

Primer Position Sequenz Genbank
RT1 1521 5 — CAGGAAGAGAAAGAC NM_000499
1A1-1 1474 bzw. 5 — Fluorescein-GATACACTTCCGCTTGCCCATGC NM_000499
6787 bzw. X02612
1A1-2 1310 bzw. 5 — Fluorescein- GAAAGGCTTTTACATCCCCAAGG NM_000499
6431 bzw. X02612
1A1-F1 6494 5'— TATGAATTCCTCTGAACTTACTGG X02612
1A1-F2 6666 5'— TATGAATTCCCCTCTGGTTACAGG X02612
1A1-ISRT 6787 5 — CAGGAAGAGAAAGACGATACACTTCCGCTTGC X02612
CCATGC
1A1-IST7 6431 5 — AGAGCGTAATACGACTCACTATAGGGTATCT  X02612
GCAGAGAAAGGCTTTTACATCCCCAAGG
1B1-1 1312 bzw. 5 — CGGCTGGATTTGGAGAACGTACC NM_000104
4745 bzw. U56438
1B1-2 1490 bzw. 5 — ATAGGGCAGGTTGGGCTGGTCAC NM_000104
7955 bzw. U56438
1B1-F1 4873 5 — TATGAATTCGAGGAGAAAAGACCTG U56438
1B1-F2 7882 5 — TATGAATTCGTGCAGACTCGAGTGC U56438
1B1-ISRT 7955 5 — GCCTTCCTTTATGAAATAGGGCAGGTTGGGC U56438
TGGTCAC
1B1-IST7 4745 5 — AGAGCGTAATACGACTCACTATAGGGTATCT U56438
GCAGACGGCTGGATTTGGAGAACGTACC
1B1-RT1 1519 5 — GCCTTCCTTTATGAA NM_000104
dT(15) 5 —TTTTTTTTTTTTTTT
CYP3FLU 1404 5'— AGTTTCATGTTCACGAGAGCAAACCTC X12387
Fluorescein
CYP3LCR 1380 5'— LC Red640-TGCCAATGCAGTTTCTGGGTCCA Ph X12387
CYP3A4F 1375 5'— CCTTACATATACACACCCTTTGGAAG X12387
CYP3A4R 1522 5'— GGTTGAAGAAGTCCTCCTAAGCT X12387
Std RTPr 1522 5'— TTTTTTTTTTTTTTTGGTTGAAGAAGTCCTCCTA  X12387
AGCT
Std T7Pr 1378 5'— AGAGCGTAATACGACTCACTATAGGGTATCT  X12387
GCAGACCTTACATATACACACCCTTTGGAAG
dmdr 3166 5 — GAGCATACATATGTTCAAACTTC NM_000927
umdr 3021 5 — CCATCATTGCAATAGCAGG NM_000927
MDR1 FLU 3103 5 — TGGGAAGATCGCTACTGAAGCAAT Fluorescein  NM_000927
MDR1LCR 3133 5 — LC Red640-AACTTCCGAACCGTTGTTTCTTTGA NM_000927
Ph
Mdr1Std 3166 5'— TTTTTTTTTTTTTTTGAGCATACATATGTTCAAAC NM 000927
RTPr TTC
Mdr1Std 3021 5'—- AGAGCGTAATACGACTCACTATAGGGTATCT NM_000927
T7Pr GCAGACCATCATTGCAATAGCAGG
R2MGas 350 5 — CATGTCTCGATCCCACTTAAC NM_004048
R2MGse 113 5 — CCAGCAGAGAATGGAAAGTC NM_004048
R2M-705 140 5 — LC Red705- NM_004048
ATGAAACCCAGACACATAGCAATTCAG Ph
R2M-FL 170 5 —TTCTTCAGTAAGTCAACTTCAATGTCGGA X NM_004048
3A4*1B_F 705 5—- AGGACAGCCATAGAGACAAGGCCA AF181105
3A4*1B R 863 5'- AATCACACACACACCACTCACGGAC AF181105
3A4*3 F 23184 5- CGTGGAACCAGATTCAGC AF280107
3A4*3 R 23452 5'— GGCCCAGAGAACAAATTAGTA AF280107
3A5*3 F 260144 5'- TAAAGAGCTCTTTTGTCTTCCA NG_000004.2
3A5*3 R 260404 5'- GGAGTTGACCTTCATACGTT NG_000004.2
mep-f 19041 5 — AATTACAACCAGAGCTTGGC NT_030059
mep-r 19187 5 — TATCACTTTCCATAAAAGCAAG NT_030059

Kursiv und fett hervorgehoben sind die zusatzlich eingefligten Sequenzen

Ph

Phosphorylierung
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LC Red640 und LC Red705 Fluorescenz-Marker, Emission der Absorption bei 640 bzw. 705 nm

Alle benutzen Primer wurden mit Hilfe der ,Oligo“-Software ausgesucht, auf die Spezifitat mit dem
,BLAST“-Programm gepruft und durch die Firma TibMolbiol synthetisiert. Design und Synthese der
Hybridisierungssonden flir den LightCycler erfolgten bei TibMolbiol. In Tabelle 10 sind die
verwendeten Primer mit der Positionsangabe in der entsprechenden Sequenz (cDNA bzw.
genomische DNA) aus der EMBL-Genbank aufgelistet

3.3 Zelllinien

Die Tabelle 11 veranschaulicht die Charakteristika der benutzten Zelllinien humanen Ursprungs.
Bei allen Zelltypen handelt es sich um adharent wachsende Monolayer. Alle Zellen wurden tber
die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, bezogen.

Tabelle 11: Charakteristika der verwendeten Zellkulturen

Zelllinie Gewebe Morphologie Ursprung

Hela Adenokarzinom, Zervix Epithelial 1951, 31jadhrige Schwarze
HepG2 Hepatozelluldres Karzinom, Leber Epithelial 1975, 15jahriger Kaukasier
Caco-2 Kolorektales Karzinom, Darm Epithelial 1974, Kaukasier
COLO-320 Kolorektales Adenokarzinom, Darm  Epithelial 1977, 55jahriger Kaukasier

34 Verwendete Kits

BCA Protein Verfahren Kit Pierce Chemicals Co.
BigDye Terminator cycle sequencing kit Applied Biosystems
SNAP™ Total RNA Extraction Kit Invitrogen

3.5 Computerprogramme
310 Data Collection Software Applied Biosystems
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/
Chromas http://technelysium.com.au/chromas.html
DNASIS fur Windows 2.1 Hitachi
GeneDoc http://psc.edu/biomed/genedoc
Genescan Analysis Software Applied Biosystems
LightCycler Analysis Software 3.1 Roche
LightCycler Run Software 3.5 Roche
Magellan Tecan
Oligo 6.50, Primer Analysis Software Molecular Biology Insights
Sequencing Analysis Software 3.1 Applied Biosystems
SPSS fir Windows 10.0 SPSS

3.6 Datenbanken
Aniretrovirale Mittel und Interaktionen http://www.hiv-druginteractions.org/
ATP-bindende Proteine http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm
CYP Arzneimittel- Interaktionen http://medicine.iupui.edu/flockhart/
CYP3A4 Allele http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm

REBASETM, Restriktionsenzym-Datenbank http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
3.7 Gerate

ABI310 Prism Sequenziergerat Applied Biosystems
Biophotometer Eppendorf

EagleEye Photoimager Stratagene
Elektrophoresammern BioRad und Pharmacia
Elektrophoresenetzgerat Renner
Gewebe-Homogenisierer Potter Braun

LightCycler™ Roche

Megafuge 1,0R Heraeus

Mikroskope Leitz

Mikrowellengerat Siemens
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SLT ELISA Reader

Sterilwerkbank Laminair und Brutschrank
Thermocycler PE9700

Tischzentrifuge, 5415C

3.8 Sonstiges Zubehor

Kapillaren far ABI310, 47 cm x 50 pm
Sterile, gefilterte Pippetenspitzen
Kapillaren fir LightCycler
Ultrafree®-Saulen

UV-Klvetten

Vacutainer®cpt System
Kulturflaschen und Zellkulturplatten
Einfrierrdhrchen, 1.8 mi

Ubliches Verbrauchsmaterial (EppendorfgefalRe, PCR-Platten, Pipettenspitzen...)

Tecan

Heraeus

Applied Biosystems
Eppendorf

Applied Biosystems

Biozym und Greiner

Roche

Millipore Corporation
Eppendorf

Becton Dickinson, Heidelberg
BD Falcon

Greiner
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4 Methoden
4.1 Zellkultivierung

Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff bei etwa —170 °C gelagert und nach Bedarf unter der
Sicherheitswerkbank aufgetaut. Es wurden etwa 1 x 107 Zellen pro 260 ml Kulturflasche kultiviert,
indem sie in 15 ml Medium (s. Tabelle 12) aufgenommen wurden. Dem Medium wurde
Kalberserum zugesetzt, das Wachstumsfaktoren enthalt, sowie die Antibiotika Penicillin und
Streptomycin. Alle bendtigten Medien und Lésungen wurden vor Gebrauch auf 37 °C vorgewarmt.
Die Zellen wurden in wassergesattigter Atmosphare bei konstant 37 °C und 5 % CO; im
Brutschrank kultiviert. Kurz vor dem Erreichen der Konfluenz, d.h. wenn fast die gesamte
Oberflache mit den Zellen bedeckt war, wurden die Zellen subkultiviert, indem sie zunéchst mit
PBS mehrmals gewaschen, um anschlieend mit einer Trypsin-EDTA L&sung vom Flaschenboden
gel6st zu werden.

Tabelle 12: Wachstumscharakteristika der Zellkulturen

Zelllinie Verdopplungszeit Medium Serum

Hela 48 h DME Medium mit Glutamin 10 % Kalberserum
HepG2 50 h RPMI 1640 Medium 10 bzw. 5 % Kalberserum
Caco-2 80 h DME Medium mit Glutamin 20 % Kalberserum
COLO-320 38h RPMI 1640 Medium 10 bzw. 5 % Kalberserum

Die Testlosungen wurden in Verdinnungsreihen in Methanol angesetzt. Fir die Inkubations-
versuche wurden Zellkulturplatten mit 6 Kavitaten verwendet. Je 100 ul der Testlésung wurden auf
die Kavitaten pipettiert und ca. 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, bis das Ldsungsmittel
vollstandig verdampft war. In der Zwischenzeit wurden die Zellen geerntet und in 2.5 ml PBS pro
Flasche aufgenommen. Die Zellen wurden vereint und leicht gemischt. Je 0.5 ml Zellen wurden auf
die Substanzen verteilt und auf ein Gesamtvolumen von 2 ml mit Medium vermischt. Ausgehend
von der Konfluenz waren stets etwa 1 Million Zellen pro Kavitat vorhanden.

Die Zellen wurden 20 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, wobei die Platten nach einer
Stunde nochmals geschwenkt wurden, um eine vollstdndige Ldsung der Testsubstanzen im
Medium zu gewahrleisten. Ein Kontrollansatz aus Medium und Testldsung wurde mitgefuhrt und
die Loéslichkeit der Substanzen im Versuchsansatz spektralphotometrisch gepruft.

Die Medikamente wurden als Reinsubstanzen verwendet (s. 3.1), mit Ausnahme von Kaletra und
Efavirenz (Sustiva), die nur in Form von Weichkapseln zur Verflgung standen. Folgende
Arzneimittel wurden in den angegebenen Konzentrationen benutzt:

Substanz Konzentration [ug/Kavitdt] Tagesdosis [ug]

minimale maximale

Rifampicin 40 400 60
Abacavir 40 400 60
Didanosin 12.5 125 20
Lamivudin 0.25 250 15
Stavudin 0.25 250 8
Zalcitabin 0.25 250 0.23
Zidovudin 0.25 400 50
Delavirdin 80 800 120
Efavirenz 8 80 60
Nevirapin 40 400 40
Amprenavir 80 800 240
Indinavir 80 1600 240
Kaletra 10 100 240
Nelfinavir 0.8 1600 225
Ritonavir 20 1600 120
Saquinavir 0.8 450 360

Die errechneten Tagesdosen bezogen sich auf das Verteilungsvolumen in der Zellkultur (2.5 ml)
und wurden von bekannten Tagesdosen heruntergerechnet, ausgehend von einem
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durchschnittlichen Verteilungsvolumen des Menschen von 20 Liter (Anteil der extrazellularen
Flussigkeit im Korper).

Bei den Inkubationsversuchen der Zellkulturen Gber 40 und 72 Stunden wurden die Substanzen
auf separaten Platten in den entsprechenden Konzentration vorbereitet, mit Medium gemischt und
auf die zuvor mit PBS gewaschenen adharenten Zellen gegeben.

Nach der Inkubationszeit wurde in einem Festphasenverfahren aus den Zellen Gesamt-RNA
gewonnen.

4.2 Durchfiihrung der Studie

In die Studie zur Untersuchung der CYP3A Aktivitat wurden 102 gesunde Probanden (67 mannlich,
35 weiblich) eingeschlossen1. Alle Teilnehmer waren Nichtraucher im Durchschnittsalter von 28
Jahren (£ 7) und mit einem mittleren Gewicht von 77 kg (+ 11 kg). Bei den Frauen war die
Einnahme oraler Kontrazeptiva ausgeschlossen und die Teilnehmerinnen begannen mit der Studie
am zweiten und dritten Tag des monatlichen Regelzyklus. Die Studie wurde von der Ethik-
Kommission der Charité gepriift und genehmigt.

Am Abend des ersten Tages (22:30 Uhr) erhielten die Probanden 1 mg Alprazolam (Tafil®) oral
verabreicht und 10 Stunden spater wurden Vollblutproben sowohl fiir die Untersuchung der
kinetischen Parameter als auch fiir die mRNA Messungen entnommen (je 8 ml). Die letzte Mahlzeit
des Tages konnte bis spatestens 90 min vor Verabreichen des Alprazolam eingenommen werden.
Vom zweiten Tag an bekamen die Probanden 5 Tage lang 450 mg Rifampicin (Eremfat®) taglich
oral verabreicht (am Tag 2 um 18:30, Tage 3 bis 6 um 8:30). Am sechsten Tag wurde eine zweite
Dosis ALZ (1 mg) um 22:30 gegeben. 10 Stunden spater wurde wieder Vollblut entnommen.

Fir die mRNA Messungen wurde das Vollblut mit dem Vacutainer cpt System entnommen. Direkt
im Anschluss wurden die Leukozyten nach Anweisungen des Herstellers in mehreren
Zentrifugationsschritten isoliert und bis zur RNA-Praparation bei —80 °C tiefgefroren.

4.3 Zytotoxizitatstest

Zur Uberpriifung des zytotoxischen Potentials der verwendeten Substanzen wurde der Laktat-
Dehydrogenase-Verfahren (LDH) angewandt. Dieser Test greift die Membranintegritat der Zellen
nach Behandlung mit Arzneimitteln auf und basiert auf der Bestimmung der LDH-Aktivitat im
Kulturiberstand. Das im Zytoplasma lokalisierte Enzym gelang im Fall einer Beschadigung der
Zellmembran in den Kulturiberstand, wo es kolorimetrisch detektiert wurde. Dabei war die Menge
an freigesetztem LDH proportional zu der Zahl der beschadigten oder lysierten Zellen.

Die LDH-Aktivitat wird Uber die enzymatische Umsetzung von Laktat zu Pyruvat erfasst. Das dabei
entstehende NADH H+ wird zur Reduktion eines Tetrazoliumsalzes zu Formazan genutzt. Diese
Reaktion wird in einem Lesegerat bei 490 nm gegen Referenzwellenldnge von 630 nm gemessen.

Die Zellen wurden wie unter 4.1 beschrieben in Mikrotiterplatte ausgesat, die Inkubation mit den
Arzneimitteln erfolgte in DMEM mit 1% FKS, um den hohen LDH-Hintergrund des Serums zu
minimieren. Je 50 pl der zellfreien Uberstande wurden in eine frische Mikrotiterplatte Uberfihrt, mit
50 ul Reaktionsgemisch versetzt und zur Farbentwicklung 30 min lichtgeschutzt inkubiert. Die
Indikatorreaktion wurde durch Zugabe von 10 yl HCI 1 N pro Kavitat gestoppt und gemessen.
Hintergrundkontrolle bildete das Medium. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen,
wahrend die maximale Menge an LDH im Uberstand durch die Lyse von Zellen mit 1% Triton
gemessen wurde. Um einen Einfluss der Testsubstanzen auf die LDH-Aktivitat auszuschlieRen,
wurden diese direkt im Medium verdiinnt und getestet.

Berechnung (alle Werte abziglich Hintergrund):

Anzahl toter Zellenin % = Probe — Kontrolle x 100

Maximalwert — Kontrolle

' Die Studie wurde unter der Leitung von Frau Dr. Julia Kirchheiner durchgefihrt.
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Einen weiterer Hinweis flr die Zytotoxizitat der Substanzen stellte die erreichte RNA-Ausbeute dar.
Da man immer vergleichbare Zellzahl in die Inkubationsversuche eingesetzt hat, sollte die RNA-
Ausbeute in einem annahernd gleichgewichtigem Verhaltnis stehen.

4.4 Methoden zur Analyse der mRNA

In der vorliegenden Arbeit wurden die mRNA-Konzentrationen von CYP1A1, CYP1B1, CYP3A4
und MDR1 mittels der Reversen Transkription Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) bestimmt.
Hierfir mussten zunachst die Verfahren etabliert werden. Bei den Genen fur CYP1A1 und CYP1B1
wurde eine RT-PCR in zwei Schritten in PCR-Maschinen durchgefihrt, wahrend die anschlieRende
Detektion in einer Kapillarelektrophorese am ABIPrism™310 Gerat erfolgte. Fur die CYP3A4 und
MDR1 mRNA wurde eine Echtzeit RT-PCR, ebenfalls in zwei Schritten, am LightCycler™ etabliert.
Im folgenden wird auch auf die Extraktionsmethodik der Gesamt RNA naher eingegangen. Da
verschiedene Zellsysteme benutzt wurden, wurden unterschiedliche Methoden zur RNA lIsolation
angewandt.

4.41 Extraktionsverfahren zur Gewinnung von RNA

Vor den Arbeiten mit RNA wurden die Arbeitsflachen mit RNase AWAY gereinigt. Fir alle
Lésungen wurde RNase freies Wasser benutzt, das zuvor mit Diethylpyrocarbonat angesetzt
wurde. Alle Praparationen erfolgten mit sterilen, gefilterten, RNase freien Pipettenspitzen, um
eventuellen Kontaminationen vorzubeugen.

4.4.1.1 Extraktion der zellularen RNA aus Zellkulturen

Die zellulare RNA wurde in einem Festphasenverfahren mittels des SNAP™ Total RNA Extraktion
Kit gewonnen. Die Arbeitsschritte wurden entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt,
wobei der Prozedur ein DNase-Verdau angeschlossen wurde, um eventuelle Verunreinigungen mit
genomischer DNA zu beseitigen. Die gewonnene RNA wurde photometrisch auf ihre Reinheit und
Konzentration Uberprift und bei —80 °C eingefroren.

Es wurden Stichproben der RNA Proben entnommen und 5 pl in einem 1 %-Agarosegel
elektrophoretisch getrennt, wodurch die 18S und 28S rRNA-Banden sichtbar wurden. Bei
eventuellen Verunreinigungen mit genomischer DNA musste diese im hochmolekularen Bereich
sichtbar sein wahrend Proteine an den Taschen des Gels zu finden waren. Degradierte RNA wiirde
man am Muster erkennen, da die beiden rRNA-Banden sich durch eine Degradierung zu einem
Schmier vereinen wirden.

4.4.1.2 Extraktion der zellularen RNA aus Leukozyten

Die Leukozyten wurden aus 8 ml Frischblut extrahiert, das zuvor in das Vacutainer®cpt System
entnommen wurde. In mehreren Zentrifugationsschritten wurden die Leukozyten von Erythrozyten
separiert und mit PBS Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

Die zellulare RNA wurde mit Hilfe der vorgefertigten Loésung TRIzol™ LS nach Anleitung des
Herstellers gewonnen. Hierbei handelt es sich um eine Modifizierung des klassischen Phenol-
Chloroform Verfahrens zur RNA Extraktion nach Chomczynski und Sacchi [191]. Die Prozedur
wurde modifiziert durch Zugabe von 10 ng des RNase freien Glykogens vor der Homogenisierung
der Leukozyten. Die RNA Ldsung wurde einer 15-minutigen Inkubation mit jeweils 10 U RNase
freien RQ1 DNase bei 37 °C unterzogen. Nach der Extraktion wurde die RNA-Ausbeute und
Reinheit im Photometer ermittelt. SchlieRlich wurden die Proben bei —80 °C eingefroren.

4.4.1.3 Gewinnung der zelluldren RNA aus Leberproben

Fur die Etablierung der RT-PCR Methode zur Quantifizierung von CYP3A4 mRNA in Leukozyten
wurden humane Leberfragmente als Positivkontrolle fur starke Expression herangezogen. Drei
humane Leberproben wurden vom Institute for the Advancement of Medicine (Exton, PA, USA)
bezogen. Die kleinen Leberfragmente wurden durch Homogenisieren zerstickelt. Anschliefsend
wurde das gewonnene Homogenat zur RNA-Isolierung mittels TRIzol™ geniitzt.

4.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration wurden je 50 ul der Proben-RNA entnommen
und in der UVette gegen RNase freies Wasser als Leerwert gemessen. Die gemessene RNA
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konnte wiederverwendet werden.

Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde Uber die optische Dichte wie folgt bestimmt:

[RNA] = A260x40 [ng/ 1]

Die Zahl 40 stellt einen RNA-spezifischen Faktor dar, der einer Losung mit optischer Dichte von 1
entspricht, die ungefahr 40 ng/ul RNA enthalt.

Der Quotient aus der optischen Dichte bei 260 und 280 nm ist ein Mal} fir die Verunreinigung
durch Proteine. Der Wert sollte grof3er als 1.5 sein, so dass nur RNA gleichmaRiger Reinheit in den
Versuchen eingesetzt wird. Alle Proben wurden auf 25 ng/pl eingestellt, portioniert und bei —80 °C
gelagert.

4.4.3 Reverse Transkription - Polymerase Ketten Reaktion

Die Regulation der Genexpression kann ber Bestimmung der mRNA Konzentrationen Uberpruft
werden. Zur Zeit werden vorwiegend finf folgende Methoden genitzt: Northern Blotting [192], in
situ Hybridisierung [193], RNase protection Verfahren [194], cDNA Arrays [195] und Reverse
Transkription - Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) [196]. Die Analysen mittels Northern
Blotting geben Informationen Gber mRNA GrélRe, alternatives SpleiRen und die Integritat der RNA
Proben. Die RNase protection Verfahren werden benutzt, um die Transkriptionsinitiation und
Termination sowie Intron/Exon Banden zu kartieren. Die Technik der in situ Hybridisierung ist sehr
komplex, allerdings erlaubt sie als einzige die Bestimmung der Lokalisierung der Transkripte in
bestimmten Zellen eines Gewebes. Die sensitivste all dieser Methoden ist die RT-PCR, die eine
Bestimmung geringster Mengen von Transkripten ermdglicht und Vergleiche in verschiedenen
Populationen von Proben zulasst.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mengen der mRNA mittels der quantitativen RT-PCR
untersucht. Es wurden zwei verschiedene Mdéglichkeiten der Quantifizierung tUber die PCR genutzt:
die kompetitive RT-PCR sowie die Echtzeit RT-PCR.

4.4.3.1 CYP1A1 RT-PCR

Bei der quantitativen RT-PCR zur Bestimmung der CYP1A1 mRNA Menge handelt es sich um ein
auf kompetitiver Verdrangung basierendes Verfahren, in dem die Proben-RNA gemeinsam mit
einer definierten Menge sequenzgleicher Standardmolekile vervielfaltigt wird. Die Primer zur
Amplifizierung der cDNA wurden so gewahlt, dass sie das Intron 6 umspannen, um eine eventuelle
Kontamination mit genomischer DNA aus der Auswertung ausschlieRen zu kénnen. Die Primer
1A1-1 und 1A1-2 (Tabelle 10) ergaben ein Fragment von 177 bp. Die Standardmolekiile waren 17
Basen langer als die CYP1A1 mRNA und somit in der Elektrophorese gut zu unterscheiden
(Abbildung 10).

27



A B
TA1-2mmmp 1A1-F2 ) 1B1-1i) 1B1-F2 m=p
= 1A1-F1 1 A1-1 =B F -Q-:“M
+ EcoRl + EcoR
+ T Ligase + T Ligase
1A1-IST7 1B1-IST7 mmp
4= 1A1-ISRT = 1B1-IRI

+ T7-RNA Polymerase

+ T7-RNA Polymerase

BN EEWIRD [ o

[ CYPIAT mRNA| l CYPIBT mRNA]

Abbildung 12: Prinzip der Herstellung des externen Standards zur Quantifizierung der CYP1A1
und CYP1B1 mRNA

A: Konstruktion des RNA-Standards fir die Quantifizierung der CYP1A1 mRNA
B: MaRnahmen der Herstellung des CYP1B1 RNA-Standards

Die Hauptschritte beinhalten eine Amplifikation zwei Segmente aus der genomischen DNA, eine
Restriktionsspaltung der Fragmente als Vorbereitung fiir die anschlieRende Ligation und schliellich
eine in vitro Transkription in die RNA. Die Standardkonstrukte waren um 17 bzw. 32 Basen langer
als die entsprechenden mRNA-Fragmente.

Anschlielend wurden die Fragmente mit Hilfe der T4-DNA Ligase nach Anleitung des Herstellers
verbunden. 3 yl des Ligationsansatzes wurden fir eine weitere Reaktion verwendet. Das PCR-
Gemisch wurde aus folgenden Komponenten in einem Volumen von 30 yl zusammengesetzt:

Substanz Volumen [ul]
10 x Puffer 3
MgCl, [50 mM] 1
dNTPs [je 2 mM] 2

Primer 1A1-IST7 [10 pM] 4.5
Primer 1A1-ISRT [10 uM] 3.5
Taqg-Polymerase [5 U/ul] 0.25
Wasser 12.75

Die Reaktionsbedingungen entsprachen denen einer herkdmmlichen 35-Zyklen PCR mit
Anlagerung der Primer bei 50 °C. Nach der Kontrollelektrophorese der Amplifikate (Bande bei
256 bp) fand eine Aufreinigung der Fragmente in Filtereinheiten statt. Die DNA wurde in 20 pl
Wasser aufgenommen und im folgenden Schritt der in vitro Transkription mittels T7 RNA-
Polymerase in die RNA unterzogen. AnschlieRend wurde die RNA im Phenol-Chloroform Verfahren
aufgereinigt, photometrisch gemessen und zu den bendétigten Konzentrationen verdiinnt.

Die RT-PCR Reaktion fand in zwei Schritten statt. Fir die Reverse Transkription (RT) der mRNA
wurde die MuMLV Reverse Transkriptase benutzt. Die Reversen Transkriptionen fir CYP1A1 und
CYP1B1 erfolgten genspezifisch, d.h. es wurde ein sequenzspezifischer Primer benutzt. Zunachst
wurden fir jede Probe vier RT Ansatze mit verschiedener Konzentration der Standard-RNA
angefertigt. Diese wurden auf 100 ng der vorgegebenen Probe gegeben und in einer PCR-
Maschine fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Pro Ansatz wurden folgende Komponenten pipettiert:
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Substanz Volumen [ul]

5 x 1. Strang Puffer 4
DTT [0.1 M] 2
dNTPs [je 10 mM] 1
Primer 1A1 RT [10 uM] 2
RNase Inhibitor [40 U/pl] 0.2
MuMLV Reverse Transkriptase [200 U/ul] 0.4
sRNA 001 1
Wasser 5.4

Direkt nach der Transkription wurde allen Proben das PCR-Gemisch zugegeben. Dieser bestand
aus folgenden Komponenten:

Substanz Volumen [ul]
10xPuffer 2

MgCl, [50 mM] 0.6

dNTPs [je 2 mM] 1

Primer 1A1-1 [10 pM] 0.6

Primer 1A1-2 [10 pM] 0.6
Taqg-Polymerase [5 U/ul] 0.2

Wasser 15

Vorausgegangene Untersuchungen haben ergeben, dass die auf diese Weise zusammengesetzte
PCR nach 27 Zyklen noch in der exponentiellen Anstiegsphase ist, so dass dieser Zeitpunkt als
geeignet fir die quantitative Auswertung der Produkte gewahlt wurde. Die Reaktion umfasste einen
Denaturierungsschritt bei 94 °C flr 2 min, 27 Amplifikationszyklen bestehend aus je 20 s bei 94 °C
und 65 °C sowie 40 s bei 72 °C. Nach einer abschlieenden 4 min-Elongation erfolgte die Kihlung.
Zur Detektion in der Kapillarelektrophorese wurden 4 ul der Produkte enthommen. In Abbildung 13
sind die Resultate aus vier PCRs mit unterschiedlichen Standardkonzentrationen und einer RNA-
Probe demonstriert. Aus den Signalstérken wurden die Flachen unter den Kurven ausgerechnet
und entsprachen der DNA-Konzentration.
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Abbildung 13: Ergebnisse der RT-PCRs fir CYP1A1 mRNA einer Probe

Pro RNA-Probe wurden vier RT-PCR Ansatze mit vier verschiedenen RNA-Standard
Konzentrationen angefertigt. Auf der Abszisse ist die GroRe der Molekule dargestellt, wahrend die
Ordinate die Signalstarke anzeigt (Bildschirmabzug). Die Probe enthielt 85 Kopien mRNA/ng
CYP1A1 RNA.
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4.4.3.2 CYP1B1 RT-PCR

Die Quantifizierung der CYP1B1 mRNA erfolgte in zwei Schritten und die PCR-Produkte wurden in
einer Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Das Prinzip der Quantifizierung der CYP1B1 mRNA
gleicht dem zur Bestimmung von CYP1A1 mRNA. Der Standard wurde in 1:10 Stufen verdinnt und
den Reaktionsansatzen zugegeben. Das amplifizierte CYP1B1 Segment betrug 201 bp, der
kompetitive RNA Standard 233 b (Abbildung 10).

Zunachst wurden in separaten PCRs zwei Fragmente (144 und 87 bp) aus genomischer DNA
hergestellt, wobei die Primer 1B1-F1 und 1B1-F2 EcoRI-Erkennungsstellen trugen. Nach
elektrophoretischer Uberpriifung und Aufreinigung (s.0.) wurden beide Produkte mit je 20 U EcoRl
verdaut. Die gereinigten Amplifikate wurden vereinigt und in einem 20 yl Ansatz mit 1 U T4-Ligase
versetzt. In einer weiteren PCR (Primer: 1B1-IST7 und 1B1-ISRT, Anlagerung bei 50 °C) wurden
3 ul des Produktes vervielfaltigt. Nach elektrophoretischer Uberpriifung wurden die Fragmente
aufgereinigt und einer in vitro Transkription unterzogen. Die aufgereinigte RNA wurde
photometrisch gemessen und die Molekiilanzahl ermittelt.

Fir die Reverse Transkription wurden 50 ng Proben-RNA genutzt und das Gemisch setzte sich
aus folgenden Komponenten zusammen:

Substanz Volumen [ul]
5x 1. Strang Puffer 4

DTT [0.1 M] 2

dNTPs [je 10 mM] 1

Primer 1B1 RT [10 uM] 2

RNase Inhibitor [40 U/pl] 0.2

MuMLV Reverse Transkriptase [200 U/ul] 0.4

sRNA 1

Wasser 7.4

Die Ansatze wurden eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlieRend wurde allen Proben das
PCR-Gemisch mit folgenden Komponenten zugegeben:

Substanz Volumen [ul]
10xPuffer 2

MgCl, [50 mM] 0.4

dNTPs [je 2 mM] 1

Primer 1B1-1 [10 uM] 0.6
Primer 1B1-2 [10 uM] 0.6
Tag-Polymerase [5 U/pl] 0.2
Wasser 15.2

Die Anlagerungstemperatur betrug 60 °C und die PCR-Kinetik wurde nach 25 Zyklen beendet.
Abschlief3end wurden 2 ul der Produkte unter den gleichen Bedingungen wie im Fall der CYP1A1
mRNA Detektion elektrophoretisch aufgetrennt. Ein typisches Elektropherogramm zur
Quantifizierung der CYP1B1 mRNA ist in Abbildung 14 illustriert.
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Abbildung 14: Ergebnisse der RT-PCRs fir CYP1B1 einer Probe

Pro RNA-Probe wurden vier RT-PCR Ansatze mit vier verschiedenen RNA-Standard
Konzentrationen angefertigt. Auf der Abszisse ist die GroRe der Molekile dargestellt (MRNA bei
198 bp, Standard bei 234 bp; Abweichungen von tatsachlicher Gréfke sind bedingt durch die
Elektrophorese), wahrend die Ordinate die Signalstarke anzeigt (Bildschirmabzug). Die Probe
enthielt 1.3 x 10* Molekiile CYP1B1 mMRNA/ng RNA.

4.4.3.3 CYP3A4 RT-PCR

Fir die Erfassung der Menge der CYP3A4 mRNA wurde ein Echtzeit-RT-PCR Verfahren am
LightCycler System entwickelt [197]. Die Quantifizierung erfolgte Uber einen externen Standard,
der in der Sequenz mit der gemessenen CYP3A4 mRNA identisch war und der in einer
Verdlinnungsreihe aus bekannten Konzentrationen bei jeder PCR im LightCycler in separaten
Kapillaren mitgefiihrt wurde, nachdem er im selben Ansatz in die cDNA transkribiert wurde.

Abbildung 15: Das Prinzip der Detektion der entstehenden PCR-Produkte mittels zwei
Hybridisierungssonden
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Die PCR fand in einer Glaskapillare statt, die entstehenden DNA-Fragmente werden mit Hilfe einer
Fluoreszenzmarkierung detektiert. Fur diese Methode verwendet man sogenannte Hybridisierungs-
sonden. Hierbei handelte es sich um zwei Oligonukleotide, die streng komplementar zur
gewinschten Matrize in 3‘-Richtung lagen. Das Prinzip der SignallUbertragung ist in Abbildung 15
demonstriert. Wahrend eine Sonde am 5-Ende mit einem LC Red (640 bzw. 705 nm) Farbstoff
markiert war, trug die zweite Sonde am 3'-Ende ein Fluorescein. Um der Extension an der LC Red-
Probe vorzubeugen, war dieses Oligonukleotid am 3‘-Ende phosphoryliert. Beide Sonden lagerten
sich benachbart zueinander an die wahrend der PCR amplifizierte cDNA an und die Resonanz
Energie wurde vom Donor Fluorophor (in diesem Fall das 3‘-Fluorescein) zum Akzeptor (5-LC
Red) transferiert [198, 199]. Die Messung erfolgte wahrend der Anlagerung der Primer und der
Sonden an die Matrize. Auf diese Weise kann man am Monitor den Verlauf der PCR verfolgen.

Der erste Schritt der Reversen Transkription wurde in einer herkdbmmlichen PCR-Maschine
durchgefiihrt. Die gesamte mRNA der Zelle wurde mit Hilfe des dT15 Primers in cDNA
umgeschrieben. AnschlieBend wurde die CYP3A4 cDNA im LightCycler amplifiziert. Fir die
Berechnung der Molekilanzahl wurde in gesonderten Kapillaren eine CYP3A4 Standardreihe
vervielfaltigt. Aus den bekannten RNA-Konzentrationen lieR sich die Anzahl der Molekiile
berechnen. Das synthetisierte CYP3A4 RNA Fragment betrug 218 b, was einer Molekllmasse von
71.9 kDa entspricht.

CYP3A4F mmp
cDNA |
== C\3A4R
+ Taq Polymerase
SAT7F )

I

4= SdRP
¢ + Taq Polymerase

[ J

¢ + T7-RNA Polymerase

[ Sd CYP3A4 RNAJ

[ Id CYP3A4 cDNA]

[ CYP3A4 cDNA ]

Abbildung 16: Prinzip der Herstellung des externen Standards zur Quantifizierung der CYP3A4
mRNA

Fir die Herstellung des Standards (Abbildung 16) wurde zunachst eine konventionelle RT-PCR mit
den zuvor fir die CYP3A4 Messung optimierten Bedingungen (s.u.) durchgefiihrt. Anschlielend
wurde die cDNA Uber Filtereinheiten entsprechend den Anweisungen des Herstellers gereinigt und
in 20 uyl Wasser aufgenommen. 4 pul des gereinigten Produktes wurden folgendem
Reaktionsgemisch zugegeben:

Substanz Volumen [ul]
10 x Puffer 3

MgCl, [50 mM] 1

dNTPs [je 2 mM] 2

Primer T7Pr [10 pM] 4.5

Primer RTPr [10 uM] 3.5
Tag-Polymerase [5 U/pl] 0.25
Wasser 12.75

Die Proben wurden unter folgenden Konditionen amplifiziert: 2 min bei 94 °C, 40 Zyklen von 40 s
bei 94 °C, 55 °C und 72 °C und anschlieRenden 4 min bei 72 °C. Nach einer Kontrolle der PCR im
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Agarosegel wurden die PCR Produkte erneut tber Filtereinheiten gereinigt. Fir die 90-min-in-vitro-
Transkription bei 37 °C wurde die T7 RNA Polymerase entsprechend dem Protokoll des Herstellers
benutzt. Die anschlieRende Behandlung mit RNase freien RQ1-DNase befreite die Proben von evtl.
noch vorhandenen DNA. In einer Phenol-Chloroform Extraktion wurde die RNA gereinigt, im
Photometer die Konzentration und Reinheit gemessen und die Spezifitit des Fragmentes wurde
durch DNA-Sequenzanalyse getestet.

Die Bedingungen fiir die Reverse Transkription waren fir CYP3A4, MDR1 und B-Mikroglobulin
gleich und der Reaktionsmix enthielt folgende Komponenten:

Substanz Volumen [ul]
5x 1. Strang Puffer 4

DTT [0.1 M] 2

dNTPs [je 10 mM] 1

BSA [1mg/mi] 0.5

Primer Oligo dT(15) [10 pM] 2

RNase Inhibitor [40 U/pl] 0.2

MuMLV Reverse Transkriptase [200 U/ul] 0.4

Wasser 5.9

Die Ansatze wurden wie folgt inkubiert: 10min bei 26 °C, 60 min bei 42 °C, 2 min bei 95 °C,
Kidhlung auf 4 °C. Direkt im Anschluss wurde die Reaktion am LightCycler mit folgenden
Komponenten durchgefiihrt, wobei 40 ng der cDNA (8 pl) vervielfaltigt wurden:

Substanz Volumen [ul]
10xPuffer 0.7
MgCl, [50 mM] 0.9
dNTPs [je 2 mM] 0.7
DMSO [100 %] 0.7
BSA [1 mg/mi] 0.6
Primer CYP3A4F [10 uM] 0.5
Primer CYP3A4R [10 uM] 0.5
Sonde CYP3AFIu [10 uM] 0.25
Sonde CYP3ALCred [10 pM] 0.25
Platinum Taq Polymerase [5 U/ul]  0.33
Wasser 1.57

Folgende Reaktionsbedingungen stellten sich als optimal heraus: 40 s bei 95 °C, anschlieRend 45
Zyklen bestehend aus 0 s bei 95 °C sowie je 10 s bei 55 °C und 72 °C. Eine abschlieRende
Elongation war wegen der Detektion in Echtzeit nicht notwendig.

Die Abbildung 17 zeigt Zunahme der Amplifikatmenge im Verlauf der PCR einer Verdiinnungsreihe
der CYP3A4 RNA Standards. Die lineare Regression der Daten wird aus den logarithmierten
Werten fur die Konzentration (hier wurde das Gewicht in Femtogramm als Maf3stab gewahlt) und
der Zyklenanzahl des Schwellenwertes ermittelt. Die Werte auf der linken Seite der Standardkurve
beschreiben die in der Regressionsgeraden enthaltenen Daten. Diese beruhen auf
mathematischen Berechnungen und stehen im Verhaltnis zur Reaktion selbst. Die Steigung (slope)
wird durch folgende Gleichung mathematisch beschrieben: -1/log E, wobei E die Reaktionseffizienz
widerspiegelt. Fur die Effizienz ist ein Akzeptanzbereich beschrieben. Dieser betragt das 1.5- bis
2.2-fache der Amplifikation pro Lauf. Wenn das PCR-Produkt in jedem Zyklus verdoppelt wird,
betragt die Effizienz genau 2, was einer Steigung der Standardkurve von —3.3 entspricht. Im Fall
von CYP3A4 in Leukozyten wird mit sehr geringen Mengen an Ausgangsmaterial gearbeitet, so
dass die mathematischen Beschreibungen der Standardkurve von den fiir grole Mengen an
Nukleinsauren errechneten theoretischen Idealwerten ein wenig abweichen.
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Abbildung 17: PCR des CYP3A4 RNA Standards

A. Der Verlauf der PCR einer 10fachen Verdinnungsreihe des CYP3A4 Standards. 1-5
beschreiben die mMRNA Konzentration von 3.5 x 10° bis 3.5 x 10’ Kopien wahrend 6 und 7 die
Negativkontrollen fur RT bzw. PCR darstellen. B. Standardkurve fir die CYP3A4 mRNA, abgeleitet
aus den in Abbildung A dargestellten Daten. Es ist der Logarithmus der Konzentration gegen den
sog. threshold cycle (C+) jedes Experimentes eingezeichnet. Der Ct definiert die Zyklusnummer,
bei der die Menge des Amplifikats einen Schwellenwert Uber der Basislinie erreichte. Das
Verhaltnis zwischen den RNA-Kopien und weist eine Linearitat auf (r = -0.98, Bildschirmabzug).

In Abbildung 18 ist die Amplifikation der CYP3A4 mRNA aus funf Leukozyten-Proben und drei
Leber-Proben Uber 45 Zyklen veranschaulicht. Die Leberproben wurden als Positivkontrolle fur
hohe CYP3A4 mRNA Konzentrationen gewahlt, um die Realisierbarkeit des Verfahrens bei
geringen und hohen Kopienzahlen zu demonstrieren. Die hier dargestellten Leberproben enthielten
im5Durchscshnitt 3 x 10° CYP3A4 mRNA Molekiile pro 1 ng Gesamt RNA (Einzelwerte: 5 x 10°, 1 x
10°, 2 x 10°).
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Abbildung 18: CYP3A4 PCR-Verlauf

Verlauf einer PCR mit CYP3A4 mRNA aus Leukozyten-Proben und Leber-Proben. Die
Verdliinnungsreihe des Standards hatte Konzentrationen von 3.5 x 108 bis 3.5 x 10" Kopien pro
Ansatz (Bildschirmabzug).

4.4.3.4 MDR1 RT-PCR

Die Ermittlung der Molekulzahl der MDR1 mRNA erfolgte ebenfalls als Echtzeit RT-PCR am
LightCycler. Die Sequenzen der Primer wurden der Arbeit von Schneider et. al. enthommen und
lagen im Exon 21 bzw. 22 des Gens, was ein Produkt von 168 bp ergab [200]. Der externe
Standard wurde nach gleichem Prinzip erstellt wie bei der CYP3A4 Messung, entsprach in seiner
Sequenz dem MDR1 cDNA Fragment und wurde stets in sechs Verdiinnungsstufen mitgefiihrt.

Fir die PCR am LightCycler wurden folgende Komponenten gemischt:

Substanz Volumen [ul]
10 x Puffer 1.6
MgCl, [50 mM] 0.7
dNTPs [je 2 mM] 0.7
DMSO [100%] 0.7
BSA [1 mg/mi] 0.6
Primer umdr1 [10 uM] 04
Primer dmdr1 [10 uM] 0.4
Sonde mdr1Flu [10 pM] 0.2
Sonde mdr1LCred [10 uM] 0.2
Taq Polymerase [5 U/ul] 0.2
Wasser 2.3

Die Reaktionsbedingungen im LightCycler glichen den fur die CYP3A4 Messungen.
4.4.3.5 B-Mikroglobulin RT-PCR

In den meisten Fallen war eine absolute Quantifizierung Uber einen synthetisch hergestellten
Standard vdllig ausreichend. Um jedoch auch unspezifische Effekte der Substanzen
herauszufiltern, wurde bei ausgewdahlten Proben parallel zu CYP3A4 bzw. MDR1 auch das
sogenannte house keeping Gen, B-Mikroglobulin, gemessen. Dieses Gen gilt als konstitutiv
konstant reguliert und soll in allen Individuen in dquivalenten Mengen exprimiert werden. Fur diese
mRNA wurde ebenfalls ein externer Standard konstruiert nach dem unter 4.3.3.3 beschriebenen
Prinzip, so dass auch hier die absolute Kopienzahl der mRNA gemessen werden konnte.
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Ublicherweise wurde ein RT-Ansatz zu einem Teil fir die CYP3A4 bzw. MDR1 Messung
gebraucht, wahrend aus dem anderen die B-Mikroglobulin Fragmente vervielfaltigt wurden.

Der PCR-Ansatz und die Reaktionsbedingungen entsprachen den zur Bestimmung der MDR1
mRNA.

4.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der amplifizierten Fragmente wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Je nach
FragmentgréRe wurden 1 bis 3 % Gele hergestellt. Zu Anfang der Arbeiten erfolgte die Farbung
der Nukleinsauren mit Ethidiumbromid, spater mit dem Nukleinsaurefarbstoff GelStar.

4.4.5 Kapillarelektrophorese

Die GréRe und Menge der zuvor in der Polymerase Kettenreaktion amplifizierten CYP1A1 und
CYP1B1 cDNA-Fragmente wurden mittels Kapillarelektrophorese detektiert.

Im Gegensatz zur Flachbett-Gelelektrophorese wird die Kapillarelektrophorese in Kapillaren aus
amorphem Quarz mit einem Innendurchmesser von 75 pm durchgeflhrt. Als Trennmedium wird ein
Polymer (das POP4) eingesetzt, um den Stromtransport zu gewahrleisten und den pH-Wert in der
Kapillare konstant zu halten. Die Trennungen finden bei einer elektrischen Feldstarke von
mehreren hundert V/cm statt, der Strom durch die Kapillaren ist auf Grund des kleinen
Innendurchmessers aber gering (im Bereich von 100 pA). Die durch die hohe Spannung erzeugte
Warme kann wegen des geringen Durchmessers der Kapillare und damit einem gunstigen
Oberflachen-Volumen-Verhaltnis effektiv abgefuhrt werden. Die Detektion der Analyte erfolgte mit
Hilfe der Fluoreszenzmessung am Detektionsfenster.

Entsprechend der Auftrennung in einem herkdmmlichen Agarosegel wandern die positiv geladenen
DNA-Fragmente von der Kathode zur Anode. Beide Elektroden sind in Puffertanks eingetaucht,
zwischen denen die Glaskapillare eingespannt ist. Die Proben befinden sich in einem
automatischen Probengeber und werden computergesteuert in die Kapillare beférdert. Es wird eine
Spannung angelegt, so dass die DNA proportional zur Grol3e je nach der Ladekapazitat der
Kapillare, die wiederum aus der Kapillardichte und der Injektionszeit resultiert, in die Kapillare
aufgenommen wird. Die Kapillare wird in den Puffer eingetaucht und die Elektrophorese begonnen.
Nach 30 cm Laufstrecke erreichen zunachst die kirzeren, spater die langeren DNA-Polymere das
Detektionsfenster, an dem die Fluoreszenz der entsprechend markierten Fragmente gemessen
wird. Am Bildschirm kann der Ablauf verfolgt werden. Die GréRe und Starke der Signale sind
proportional zur Konzentration der DNA-Fragmente. Fir die Auswertung wurde die AUC (Flache
unter der Kurve) genutzt.

Fir die Detektion mittels Kapillarelektrophorese wurden fluoreszenzmarkierte Primer fir die PCR
verwandt. Als Farbstoff wurde Fluorescein (FAM) gewahlt. Nach der Amplifikation wurde ein
Detektionsmix erstellt, der einen ROX gefarbten GrofRenstandard (ROX500) enthielt. 2 bzw. 4 pl
des Amplifikates wurden dem Mix aus HPLC Reinstwasser und Standard zugesetzt und in den
Probengeber gestellt.

4.4.6 Inter-day und intra-day Variationskoeffizient

Fir die Etablierung des jeweiligen Verfahrens war die Ermittlung des Variationskoeffizienten
notwendig.

Fir die Bestimmung des inter-day Variationskoeffizienten (CV) der CYP1A1 und CYP1B1 RT-
PCRs wurde je eine Proben-RNA aus der Zellkultur an verschiedenen Tagen bestimmt. Der
Koeffizient der Variation (CV) fur das Verfahren zur Bestimmung der CYP1A1 mRNA betrug 26 %
(n = 9) fur eine Probe mit 21 Kopien CYP1A1 mRNA/ng Gesamt-RNA; der entsprechende intra-day
Koeffizient lag bei 24 % (n = 8) fir eine Probe mit 28 Kopien CYP1A1. Fur die CYP1B1 RT-PCR
betrug der inter-day CV 24 % (n = 5) fiir Messungen einer Probe mit 3.4 x 10* Kopien CYP1B1
mRNA/1ng Gesamt-RNA; der intra-day CV lag bei 22 % (n = 9) fiir eine Probe mit 2.9 x 10*
Kopien.

Im Fall der CYP3A4 RT-PCR von geringen Kopienzahlen aus Lymphozyten wurden CVs fir die
gesamte Prozedur (ausgehend von der RNA Isolierung) wie folgt bestimmt. Zunachst wurden
einem Probanden 80 ml Vollblut in 8-ml Vacutainer®cpt System entnommen und wahrend der
Praparation der Leukozyten in gleiche Mengen portioniert. FUr die Evaluierung des inter-day assay
Koeffizienten wurden sowohl Isolierung der RNA als auch die Messung der CYP3A4 mRNA an
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verschiedenen Tagen durchgefiihrt, wahrend fir den intra-assay alle Schritte am selben Tag
stattfanden. Der Variationskoeffizient betrug 29 % (n = 10) fur die inter-day Bestimmung mit
gemessenen 53 Kopien der CYP3A4 mRNA pro 1 ng der Gesamt RNA. Der entsprechende intra-
day Koeffizient betrug 24 % (n = 10) fir eine Probe mit 33 Kopien der CYP3A4 mRNA/ng RNA.

4.5 Sequenzierung

Die Spezifitat der entwickelten RT-PCRs wurde mittels Sequenzierung Uberprift.

Als Methode wurde das Prinzip der Sequenzierung nach Sanger [201] gewahlt. Mit Hilfe einer
modifizierten DNA-Polymerase und eines Oligonukleotid-Primers wurden unter Zugabe von dNTPs
und mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten Didesoxynukleotiden Kopien des zu
sequenzierenden Stranges synthetisiert. Aufgrund der fehlenden OH-Gruppe am 3‘-Ende flihrte
der Einbau eines Didesoxyribonukleotid-5'-triphosphats zum Kettenabbruch. Die so entstandenen
unterschiedlich groflen Fragmente wurden in einer Kapillarelektrophorese getrennt und die
Fluoreszenz jedes der nukleotidspezifisch eingebauten Fluoreszenzfarbstoffe wurden spezifisch
detektiert und aufgezeichnet.

Die Sequenzierreaktion wurde mit einem BigDye™-Terminator-Reaktionsset, in dem sich das
Enzym mit den markierten Nukleotiden befand, entsprechend der Anweisungen des Herstellers in
einem Volumen von 10 pl angesetzt und erfolgte in einer PCR-Maschine mit folgendem
Temperaturprofil: 25 Zyklen mit je 10 s bei 96 °C, 15 s bei 50 °C, 4 min bei 60 °C. Die Amplifikate
wurden in einem Saulenverfahren aufgereinigt und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.
Anschliellend wurden die Proben im destillierten Wasser aufgenommen und in den Probengeber
auf einen 48-Proben-Halter gestellit.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms ,Sequencing Analysis®. Die erhaltenen
Sequenzen wurden mit den bekannten Originalsequenzen im Programm ,GeneDoc* verglichen
und im Programm ,BLAST" Uberprtift.

4.6 Methoden zur Analyse der DNA

Die Probanden der Studie zur Bestimmung der CYP3A Aktivitdt wurden hinsichtlich einiger
Polymorphismen genotypisiert’. Es wurden die haufigsten CYP3A4 Mutationen, CYP3A4*1B und
CYP3A4*3 untersucht. AuRerdem wurde das Vorkommen der CYP3A5*1 Variante untersucht, da
dieses Allel fir die Expression des vollstandigen CYP3A5 Protein notwendig ist [106]. Durch die
Prifung auf das CYP2C19*2 Allel sollte eine eventuelle Beteiligung des CYP2C19 Enzyms am
Stoffwechsel von Alprazolam geklart werden.

Die Analysen erfolgten mittels PCR-RFLP Verfahren (PCR - Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus), deren Prinzip auf einer sequenzspezifischen Spaltung der zuvor vervielfaltigten
DNA-Fragmente mit einer Endonuklease beruht.

4.6.1 Isolierung der genomischen DNA

Die DNA wurde aus 8 ml Vollblut im Phenol-Chloroform Verfahren extrahiert. Die Reinheit und
Ausbeute wurden photometrisch Uberprift und die DNA wurde auf 30 ng/ul eingestellt.

4.6.2 Analyse des CYP3A4*1B Genotyps

Da fur die vorliegende Punktmutation keine Endonuklease mit passender Erkennungssequenz
bekannt war, wurde der Vorwartsprimer (3A4*1B_F) in die Nahe der Mutation gelegt und seine
Sequenz so modifiziert, dass im Fall des Basenaustausches zu G eine Schnittstelle entstand. Da
das Allel sehr selten ist, wurde eine Kontrollschnittstelle im Ruickwartsprimer (3A4*1B_R)
eingeflgt. Die Vervielfaltigung der DNA erfolgte aus 60 ng unter PCR-Standardbedingungen (3 mM
MgCl;) mit Zugabe von 1.5 % DMSO und einer Anlagerung der Primer bei 63 °C. Die 182 bp
groBen Amplifikate wurden mit BstNI (CCAWGG, wobei W = A oder T) nach Anleitung des
Herstellers verdaut und elektrophoretisch detektiert. Die Produkte der Trager des Wildtyp-Allels
CYP3A4*1A wiesen im Agarosegel Banden bei 23 bp und 59 bp auf, wahrend die Trager des
CYP3A4*1B Allels durch Banden von 23 bp und 136 bp charakterisiert wurden.

2 Die Verfahren zur Genotypisierung von CYP3A4 und CYP3A5 wurden von Herrn Mark

Goldammer entwickelt.
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4.6.3 Analyse des CYP3A4*3 Genotyps

Die PCR zur Bestimmung des Allels erfolgte mit Primern 3A4*3_F und 3A4*3_R (Anlagerung bei
64 °C; 3.5 mM MgCl,). Die Produkte von 289 bp Lange wurden mit der Restriktionsendonuklease
Msll nach Angaben des Herstellers versetzt und die Resultate im Agarosegel ausgewertet. Das
Wildtyp-Allel wurde in folgende Fragmente geschnitten: 21 bp, 89 bp, 179 bp wahrend die
Amplifikate der Trager des CYP3A4*3 Allels eine Schnittstelle weniger besallen und nach der
Inkubation mit der Endonuklease in 110 bp und 179 bp gro3e Fragmente gespalten waren.

4.6.4 Analyse des CYP3A5*1 Genotyps

Die DNA wurde mit Hilfe der Primer 3A5*3_F und 3A5*3_R (Anlagerung bei 59 °C, 2.5mM MgCly,)
vervielfaltigt und die Amplifikate (279 bp) mit BseNI gespalten. Es wurden nur die Amplifikate der
Trager des Basenaustausches im Intron 3 geschnitten, wobei Fragmente 25 bp und 254 bp
entstanden.

4.6.5 Analyse des CYP2C19*2 Genotyps

Die Mutation wurde mittels PCR-RFLP bestimmt, wobei fiir die PCR die Primer mep f und mep r
mit einer Anlagerungstemperatur bei 58 °C benutzt wurden. Die nachfolgende DNA-Spaltung
wurde mit dem Enzym Smal nach Anleitung des Hersteller durchgefiihrt. Das amplifizierte 169-bp-
Fragment wurde bei den Wildtyp-Tragern einmal geschnitten, was im Agarosegel ein
Bandenmuster von 49 bp und 120 bp ergab.

4.7 Bestimmung der Konzentration von Alprazolam im Plasma

Die Konzentration von Alprazolam wurde mittels HPLC entsprechend der nach Schmider et. al
[187] beschriebenen Methode im Plasma bestimmt®. Die ALZ Clearance (Cloral) verhalt sich indirekt
proportional zu den 10-h-Plasma-Konzentrationen und wurde aus diesem Wert berechnet.

4.8 Statistische Auswertung

Die Daten wurden in Excel-Tabellen gespeichert und zum Teil auch mit diesem Programm
ausgewertet. Statistische Prozeduren wurden mit Hilfe des Programms ,SPSS* (Vers. 10)
durchgefiihrt. Neben der explorativen Datenanalyse und den Korrelationsberechnungen nach
Spearman wurden der nicht-parametrische Test nach Wilcoxon sowie der Mann-Whitney-Test fiir
nicht-parametrische und unabhangige Vergleiche von zwei Gruppen durchgefiihrt. AulRerdem
wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test zur “Varianzanalyse” fiir Rangdaten angewandt,
um die induktiven Effekte der Testsubstanzen zu zeigen. Die statistische Signifikanz wurde bei p <
0.05 festgesetzt.

Fir die Expressionsuntersuchungen in der Zellkultur wurden die Standardfehler der Mittelwerte
(SEMs) ermittelt. Diese werden durch den Quotienten aus der Standardabweichung und der
Waurzel der Anzahl der Messungen (SD/+n) definiert.

Die analytische Varianz ist durch den Quadrat der Standardabweichung (SD?) definiert und wurde
fur die Dreifachmessungen der CYP3A4 mRNA im Blut bestimmt.

Fir die Untersuchungen aus der Alprazolamstudie wurde die Gute der Tests in einem
Diskriminanzverfahren mit maximaler Korrektklassifikationswahrscheinlichkeit unter
Normalverteilungsannahme Uberprift. Der optimale Trennwert (cutoff value) wurde anhand
folgender Formel bestimmt [202]:

_(X22-X1?)
Y (x2—x1)
wobei X1 dem Mittelwert der Messungen unter Kontrollbedingungen entsprach und X2 dem

Mittelwert der induzierten Proben. Diese Formel konnte verwendet werden, da angenommen
wurde, dass fir beide Falle (Kontrolle/Induktion) gleiche Wahrscheinlichkeit galt. Fir dieselben

® Die HPLC Messungen wurden im Analytiklabor unter Leitung von Herr Dr. Steffen Bauer
durchgefihrt.
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Proben wurden auch die diagnostische Spezifitat und Sensitivitat bestimmt.

Die diagnostische Sensitivitdt wurde an der grafischen Darstellung mit zu Hilfenahme des
Trennwertes ermittelt und stellte den Anteil derjenigen Proben in % dar, die unter
Kontrollbedingungen kleiner als der Trennwert waren und somit richtig positiv im Sinne von nicht-
induziert.

Die diagnostische Spezifitat wird ebenfalls in % dargestellt und entspricht dem Anteil der Proben,
die nach der Induktion groRer als der ermittelte Trennwert waren und somit richtig negativ im
Vergleich zu nicht-induziert, d.h. induziert.
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5 Ergebnisse
51 Induktion der CYP1A1 und CYP1B1 mRNA durch antiretrovirale Mittel

Die durch die Aktivierung des Aryl-Kohlenwasserstoff-Rezeptor ausgeléste Initiation der
Transkription wurde am Beispiel der beiden Gene CYP1A1 und CYP1B1 in vitro untersucht. Hierfr
wurde eine Zellkultur mit verschiedenen Konzentrationen der antiretroviralen Mittel inkubiert und
die mRNA der beiden Enzyme quantitativ bestimmt.

Die humane Zelllinie HeLa des urikalen Adenokarzinoms wachst adharent und wurde in friiheren
Untersuchungen als geeignetes in vitro System zur Expressionsuntersuchung bestimmt [55]. Die
hier verwendeten HelLa-Zellen wiesen eine Verdopplungszeit von ca. 24 Stunden auf. Nach 18
Stunden Inkubation mit Arzneimitteln zeigten die Zellen keine morphologischen Veranderungen
unter dem inversen Phasenkontrast-Mikroskop. In der vorliegenden Arbeit wurde an der Hela-
Zelllinie der Einfluss der Virustatika auf die Expression der mRNA von CYP1A1 und CYP1B1
untersucht. Hierflr wurden zwei quantitative kompetitive RT-PCR Verfahren verwendet.

Vor den Inkubationen mit Arzneimitteln wurden zwischen 13 und 52 Molekulen CYP1A1 mRNA/ng
Gesamt-RNA mit einem Mittelwert von 23 (SD: £ 11) gemessen. Die Basalexpression von CYP1B1
mRNA lag in einem Bereich von 1.2 x 10° bis 1.1 x 10* Molekulen/ng RNA mit einem Mittelwert von
3.3x10° (+2.3x10°%).

Tabelle 13: Die Effekte der getesteten antiretroviralen Mittel auf die CYP1A1 und CYP1B1
mRNA Expression

Substanz Getestete Td Ausmal der Konzentration bei ~ Maximale

Konzentration [umol] Induktion bei Td max. Induktion Induktion

[UM] CYP1A1 CYP1B1 CYP1A1 CYP1B1 CYP1A1 CYP1B1
Abacavir 23.9-2385 447 1.0 1.0 23.9 23.9 1.2 1.1
Didanosin  21.2-211.7 423 0.9 1.0 211.7 211.7 1.0 1.2
Lamivudin 0.4 —436.2 327 1.0 1.0 261.7 261.7 2.0 5.4*
Stavudin 0.4 -446.0 178 0.7 1.0 0 446.0 1.0 1.1
Zalcitabin 0.3-250.0 0.3 1.0 51 250.0 25.0 2.8* 6.0*
Zidovudin 0.4-374.2 936 1.3 1.8 3.7 374.2 1.6 2.6*
Efavirenz 10.2-1016 191 11 1.2 40.6 40.6 1.2 1.3
Nevirapin 75.2-300.8 752 15 3.6 300.8 225.6 2.1 4.5*
Amprenavir 63.3-632.9 237.3 1.3 1.0 632.9 632.9 14 1.5
Indinavir 521-521.3 1955 23 1.8 521.3 521.3 2.6* 2.8*
Kaletra' 254 -2545 636 1.7 1.7 101.8 101.8 1.9 2.1*
Nelfinavir 0.5-964.0 169.5 2.8 29 482.0 482.0 4.1* 3.4*
Ritonavir 444 -4438 832 21 5.3 88.8 177.5 2.1* 7.2*
Saquinavir® 0.5 — 477.1 268.3 n.d. n.d. 47.7 47.7 4.2* 9.9*

Angaben des Faktors der Induktion bei der Tagesdosis (Td) wurden aus den Kurvenverlaufen
geschatzt, wobei Kontrollwerte ohne Testsubstanz gleich 1.0 gesetzt wurden und die Ubrigen
Werte darauf bezogen.

' Bei Kaletra beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die Mischung Lopinavir/Ritonavir (4:1)
% Saquinavir war bei 477.1 uM zytotoxisch, die letzte ausgewertete Konzentration lag bei 47.7 yM

* Signifikanter Anstieg nach dem Kruskal-Wallis-Test mit p < 0.05

Die Zellen wurden mit 14 antiretroviralen Mitteln in verschiedenen Konzentrationen inkubiert
(Tabelle 13). Lamivudin wurde in acht verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, Nelfinavir mit
sechs und alle anderen Substanzen mit vier verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen. Fir alle
Substanzen wurde eine Tagesdosis geschatzt, die nach der Beriicksichtigung des mdglichen
Verteilungsvolumens auf die Gegebenheiten in der Zellkultur berechnet wurden. In den meisten
Fallen lag die niedrigste eingesetzte Konzentration weit unterhalb der therapeutischen
Plasmaspiegel wahrend die hdchste Konzentration entweder durch die Léslichkeit oder eventuelle
Toxizitat limitiert wurde. Saquinavir war bei der Konzentration von 477.1 uyM zytotoxisch, die letzte
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auswertbare Konzentration betrug 47.7 yM und lag unterhalb der Tagesdosis. Zellen, die mit
Kaletra und Nelfinavir inkubiert wurden, wiesen bei den hdchsten Konzentrationen geringere RNA-
Ausbeuten auf (15.9 bzw. 25.0 % der Ausbeute von RNA unter Kontrollbedingungen), was auf
beginnende zytotoxische Effekte hindeutet. Alle RNA-Proben wurden vor dem Einsatz auf eine
konstante Konzentration normiert. Einige Medikamente, wie z. B. Lamivudin, Kaletra, Ritonavir und
Efavirenz, verursachten bei héheren Konzentrationen eine Abnahme der mRNA Menge, was zum
Teil ebenfalls auf toxische Effekte zuriickgefuhrt werden kann (Abbildung 19 - Abbildung 23).
Inkubationen mit Lamivudin flihrten sowohl bei CYP1A1 als auch bei CYP1B1 zunachst zu einem
Anstieg der mMRNA Mengen, ab der 261.7-uM-Konzentration nahm die gemessene Konzentration
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Abbildung 19: CYP1A1 mRNA Expression nach Inkubation mit 6 nukleosidischen Reverse
Transkriptase Inhibitoren

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die
Werte der Konzentrationen auf der x-Achse wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die
Quotienten aus mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA
Molekile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.

In Abbildung 19 sowie Abbildung 20 sind die konzentrationsabhangigen Effekte der Inkubationen
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mit Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren gezeigt. In dieser Gruppe war Zalcitabin die
einzige Substanz, welche die Expression von CYP1A1 und CYP1B1 mRNA um den Faktor 2.8 (p =
0.010; Kruskal-Wallis-Test) bzw. 6.0 (p = 0.024) statistisch signifikant erhéhte (Tabelle 13). Bei der
therapeutisch eingesetzten Konzentration von 0.3 yM Zalcitabin war nur die CYP1B1 mRNA um
den Faktor von 5.1 erhoht. Die Inkubation der HelLa-Zellen mit Stavudin, Didanosin, Abacauvir,
Zidovudin und Lamivudin brachte keinen statistisch signifikanten Anstieg der CYP1A1 mRNA
Konzentrationen. Die CYP1B1 mRNA Expression stieg wahrend der Inkubationen mit Lamivudin
und Zidovudin um den Faktor 5.4 (p = 0.048) bzw. 2.6 (p = 0.010) statistisch signifikant an.
Lamivudin wies bei der Tagesdosis keinen induzierenden Effekt auf wahrend Zidovudin auch bei
der therapeutisch eingesetzten Dosis von 93.6 uM ein moderater Induktor ist (Faktor 1.8).

5 c &8
& S
=] x
1 5.0
X 5.0 3
2 c
£ 4.0 < 40
< pd
E 3.0 4 3.0
£ 0 E 20
- 2.0 0
& &
o 1.0 o5 o - 1.0 M: 4
5 N=4 n=4 n=4 p=4 6 n=4 T, n=4
-1 0 1 2 3 - 0 1 2
log Abacavir Konzentration [uM] log Didanosin Konzentration [uM]
c &5
S 5
E 3 501
T ©
[ C
= = 4.0
< <
pd pd
Y 14 3.0
1S €
5 = 201
a o S I ———e
5 6 n=2 n=2 n=2 n=2
1 0 1 2 3 0 1 2
log Lamivudin Konzentration [uM] log Stavudin Konzentration [uM]
c 6 —4 c 66
f-3 /0/ n=2 8
§ 5.01 n=2 é 5.0
g n=2 q '8
= S 4.0 = 4.0
< <
Z z
4 3.01 Y 3.0
E E n=2
- 2.0 — 2.0 = =
\@ n=2 e ./ n=2
& 1.0 & n=21.01 n=2
o 0q O .
1 0 1 2 3 0 1 2
log Zalcitabin Konzentration [uM] log Zidovudin Konzentration [uM]

Abbildung 20: Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren und die Expression von
CYP1B1 mRNA

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die
Werte der Konzentrationen auf der x-Achse wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die
Quotienten aus mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA
Molekile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.
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Abbildung 21: Effekte von Efavirenz und Nevirapin auf mRNA Expression von CYP1A1 und
CYP1B1

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die
Werte der Konzentrationen auf der x-Achse wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die
Quotienten aus mMRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA
Molekile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.

Nevirapin und Efavirenz, Nicht-Nukleosidische Inhibitoren der Reversen Transkriptase, wiesen
unterschiedliche Induktionseffekte auf (Abbildung 21). Wahrend Inkubationen mit verschiedenen
Konzentrationen von Efavirenz keinen signifikanten Anstieg der CYP1A1 und CYP1B1 mRNA
verursachte (mit p-Werten von 0.953 bzw. 0.757), erhohte sich die Menge der CYP1B1 mRNA
nach Inkubationen mit Nevirapin von 2717 (x 25) auf 12254 (+ 1) Molekiile/ng RNA bei einer
Konzentration von 225.6 yM mit einem maximalen Induktionseffekt von 4.5 (p = 0.022). Nach
Inkubation mit 300.8 uM Nevirapin stieg die Konzentration der CYP1B1 mRNA weniger stark an,
namlich auf 7673 Kopien/ng RNA (£ 3703). Die Konzentration der CYP1A1 mRNA nahm wahrend
Inkubation mit 300.8 uM Nevirapin von 15 (+ 8.4) auf 32 (x 7.1) Molekule/ng RNA zu, was einem
Faktor von 2.1 entspricht (der Anstieg war nach dem Kruskal-Wallis-Test fur alle Gruppen
statistisch nicht signifikant; p = 0.064). Nach einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Resultaten
aus der 300.8-uM Gruppe zeichnete sich eine induktive Tendenz ab (p = 0.05). Bei der
errechneten Tagesdosis war lediglich CYP1B1 mRNA mit einem Faktor von 3.6 induziert.

Von den sechs getesteten Proteaseinhibitoren hatten die neueren Wirkstoffe Amprenavir und
Kaletra keinen bzw. relativ schwachen Einfluss auf die mRNA Expression von CYP1A1 und
CYP1B1 (Abbildung 22 und Abbildung 23). CYP1B1 mRNA Konzentration stieg von 2967 (+ 479)
Molekile/ng RNA auf 5798 (x 297) Molekiile wahrend der Inkubation mit 101.8 uM Kaletra, was
einem Faktor von 2.1 (p = 0.003) entspricht. Bei einer Tagesdosis von 63.6 yM wurde eine
schwache Induktion mit einem Faktor von 1.7 fir CYP1A1 und CYP1B1 geschatzt. Inkubationen
mit Indinavir verursachten einen 2.6-fachen Anstieg der CYP1A1 mRNA und 2.8-fachen der
CYP1B1 mRNA (p = 0.001 bzw. 0.029). Nelfinavir, Ritonavir and Saquinavir waren sehr starke
Induktoren der mRNA Expression von CYP1A1 und CYP1B1 (Tabelle 9). Es reichten bereits sehr
niedrige Konzentrationen von Saquinavir (0.5 yM) um einen Induktionseffekt auf die beiden CYP1-
Gene auszulésen. Die Menge, die Uber 500-fach niedriger als die geschatzte Tagesdosis lag,
induzierte die Expression der CYP1A1 mRNA in den HelLa-Zellen um den Faktor 2.4 und die
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CYP1B1 mRNA sogar um das 9.4-fache.
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Abbildung 22: CYP1A1 mRNA Expression unter Einwirkung von Proteaseinhibitoren

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die
Werte der Konzentrationen auf der x-Achse wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die
Quotienten aus MRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA
Molekile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.
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Abbildung 23: CYP1B1 mRNA Konzentrationen nach 18-stiindigen Inkubationen mit
Proteaseinhibitoren

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Die
Werte der Konzentrationen auf der x-Achse wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die
Quotienten aus MRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA
Molekile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.

Generell lasst sich zusammenfassen, dass die antiretroviralen Substanzen Uber ein induktives
Potential auf die AhR vermittelte Initiation der Transkription haben, wobei die alteren
Proteaseinhibitoren besonders hervorzuheben sind. Daneben wirken Nevirapin sowie Zalcitabin
aktivierend. Die Expression der CYP1B1 mRNA wurde durch die Medikamente starker beeinflusst
als die Synthese der CYP1A1 mRNA.
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5.2 Induktion der CYP3A4 und MDR1 mRNA durch antiretrovirale Mittel

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die antiretroviralen Mittel die PXR-vermittelte
Steigerung der Transkription auslésen und somit den eigenen Stoffwechsel und den der anderen
Medikamente beschleunigen kdénnen. Der Pregnan-X-Rezeptor aktiviert unter anderem die
Expression des Enzyms CYP3A4 und des Transporters MDR1.

Die basale Expression von CYP3A4 und MDR1 mRNA wurde in verschiedenen humanen Zelltypen
bestimmt (Tabelle 14). Entsprechend den physiologischen Bedingungen wurde CYP3A4 mRNA am
starksten im Lebergewebe exprimiert, wahrend die MDR1 mRNA in hohen Mengen in Zellen
dermalen Ursprungs bestimmt wurde. In den Caco-2 Zellen konnte keine CYP3A4 mRNA detektiert
werden. Die Synthese der CYP3A4 mRNA erwies sich in den HelLa-Zellen und einigen HepG2
Chargen (Daten nicht dargestellt) als minimal. Die MDR1 mRNA wurde in allen getesteten
Zellsystemen exprimiert. Fur die Inkubationen mit den Arzneimitteln wurden die Zelllinien COLO-
320 sowie eine bisher unpassagierte HepG2 Charge gewahlt.

Tabelle 14: Expression von CYP3A4 und MDR1 in verschiedenen humanen Zelltypen

Zelltyp Molekile CYP3A4 mRNA/ng RNA  Molekile MDR1 mRNA/ng RNA
Caco-2, Kolonkarzinom 0 (n=2) 1340 (n=2)
COLO-320, Kolonkarzinom 254 (n=6) 19400 (n=6)
Hela, Zervixkarzinom 3.1 (n=3) 32.0 (n=3)
HepG2, Hepatokarzinom 122.0 (n=6) 54.7 (n=6)
Lymphozyten 26.1 (n=7) 83.9 (n=5)
Lebergewebe (Operationspraparat) 300000 (n=3) 27.2 (n=2)

Die basale Expression der CYP3A4 mRNA nahm mit steigernder Passagierungszahl der HepG2-
Zellen stetig ab (Abbildung 24). Nach sechs Passagen wurden durchschnittlich 290 Kopien der
CYP3A4 mRNA/ng RNA gemessen. Nach der 10. Passage waren es 3.3 Kopien/ng RNA und ab
Passage 11 pendelte sich die Menge der CYP3A4 mRNA auf etwa 2 Kopien/ng RNA ein. Dieser
Effekt betraf nicht die Expression von B-Mikroglobulin oder MDR1 mRNA.
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Abbildung 24: Einfluss der Passagenzahl auf die CYP3A4 mRNA Expression

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen (n = 3) dargestellt.

Um die Zelllinien auf ihre Eignung als in vitro System zur Untersuchung der CYP3A4- und MDR1-
Induktion zu Uberprifen, wurden COLO-320 und HepG2-Zellen mit vier verschiedenen Rifampicin
Konzentrationen in Doppelbestimmung inkubiert (Abbildung 25).

In den COLO-320 Zellen war die CYP3A4 mRNA nach 20 Stunden Inkubation mit 19.4 uM

46



Rifampicin mit einem Faktor von 2.2 (p = 0.035 fiir den Unterschied aller Gruppen nach Kruskal-
Wallis) maximal induziert. Die CYP3A4 mRNA Expression nahm nach 40 und 72 Stunden im
Vergleich zu Ausgangskonzentration der mRNA vor Induktion sehr stark ab (Abbildung 25), sie
sank nach 72h konzentrationsabhangig von 164 auf 24 (SD: £3) Molekiile/ng RNA. Die Abnahme
der mRNA Konzentration war statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test fur alle finf Gruppen: p =
0.032). Eine Induktion der CYP3A4 mRNA war nicht mehr zu beobachten. Kontrollansatze mit 3-
Mikroglobulin zeigten, dass auch diese mRNA bedingt durch Langzeitbehandlung mit héheren
Wirkstoffkonzentration leicht abnahm. Die MDR1 mRNA Expression stieg nach 20h unter der
hochsten Konzentration von 194.4 uM von 2.7 x 10* (+ 1.3 x 10°) auf 4.4 x 10* (+ 6.3 x 10°%)
Molekule/ng RNA um den Faktor 1.6 statistisch signifikant an (p = 0.031). In der COLO Zelllinie
bewirkte eine 40 und 72-stiindige Inkubation mit Rifampicin nur sehr geringe Veranderungen in der
Expression der MDR1 mRNA, allerdings keine Abnahme der Expression.

In den HEPG2 Zellen nahm die CYP3A4 mRNA Konzentration (Abbildung 25) nach Inkubationen
mit 38.9 uM Rifampicin maximal um den Faktor 2.6 (p = 0.038) zu. Die Expression der MDR1
mRNA wurde durch 194.4-uM Rifampicin 1.5-fach (p = 0.035) erh6ht. In den HepG2-Zellen wurde
die MDR1 mRNA nach Behandlung mit 194.4 uM Rifampicin auch am 2. und 3. Tag um den Faktor
1.3 bzw. 1.5 erhoéht. In Folge dieser Ergebnisse wurden die Zelllinien COLO-320 sowie HepG2 20
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen der antiretroviralen Mittel inkubiert.
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Abbildung 25: Konzentrationsabhangige Veranderungen in der mRNA Expression von CYP3A4
und MDR1 nach mehrtagiger Behandlung mit Rifampicin

Es sind Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Auf
der y-Achse sind die Quotienten aus mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum
Mittelwert der mRNA Molekiile ohne Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion
entspricht.

Die Entwicklung der CYP3A4 mRNA Expression unter Einwirkung der Nukleosidischen Reverse
Transkriptase Inhibitoren ist in Abbildung 26 dargestellt. Aus dem Verlaufen wird sichtbar, dass die
Expression zwar einigen Schwankungen unterliegt, dass jedoch nur Zalcitabin in beiden
Zellsystemen die Synthese der CYP3A4 mRNA induziert hatte. In den COLO-Zellen stieg die
CYP3A4 mRNA Konzentration von 41 (+ 21) auf 58 (+ 24) Molekile mRNA/ng RNA unter
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Einwirkung von 1.9 uM Zalcitabin um das 1.4-fache (p = 0.822) an. Der Effekt war in der HepG2-
Zellkultur etwas starker ausgepragt (Faktor: 2.0), jedoch beim Vergleich aller Gruppen auch nicht
signifikant (p = 0.642). Zalcitabin erhéhte die CYP3A4 mRNA Konzentration bei der errechneten
Tagesdosis von 0.3 yM um den Faktor von 2.0 in den HepG2-Zellen. Inkubationen mit den anderen
NRTIs, Abacavir, Stavudin, Didanosin, Lamivudin und Zidovudin, brachten ebenfalls keine
signifikanten Veranderungen der CYP3A4 mRNA Expression. Die Expression der MDR1 mRNA
wurde von keinem der Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren signifikant verandert
(Abbildung 27) und unterlag lediglich leichten Schwankungen, die in den COLO-Zellen starker
ausgepragt waren als in den HepG2-Zellen.

c — 3 T{—e—coLo-320 c ——3{——CoL0-320
2 —A—HEPG2 2 —A—HEPG2
x x
=) =]
© ©
C C
£ . £ 5]
< <
zZ Z
e e
1S 1S
3 11 =3 3 1 1
g} n=3 n=5 pn=2 n=4 ™ n=2 n=3 n=2
o n=3 =2 n=5 o n=3 n=2 =3 =2
> P n=3
O ) © 5
05 0 05 1 15 2 25 3 -05 0 05 1 15 2 25 3
log Abacavir Konzentration [uM] log Didanosin Konzentration [uM]
C 3 —4—COLO-320 c ——3—{—e—COoL0-320
2 —A—HEPG2 2 —A—HEPG2
X X
> >
© ©
c C
- 21 -_ 2
< <
zZ zZ
x ne
€ €
< 1 < 11
< n=4 =5 <
[s2] n=3 p=ga N= 3 n=3 ™
o =4 h=4 =g o
> >
O ) )
-0.5 0 05 1 1.5 2 25 3 .05 0 05 1 1.5 2 25 3
log Lamivudin Konzentration [uM] log Stavudin Konzentration [uM]
§ — 3 [—e—cotos c 3—]—e—coLo-320
= —A—HEPG2 g —A—HEPG2
< x
> S
° °
£ c )
< <
Z pd
x 4
€ €
<
3 3z .
g n=3 N=9 n=5 n=5
& & n=2 N=3 =3 n=3
O $)
05 0 0.5 1 15 2 25 3 -05 0 0.5 1 1.5 2 25 3
log Zalcitabin Konzentration [uM] log Zidovudin Konzentration [uM]

Abbildung 26: CYP3A4 mRNA Expression in HepG2 und COLO-320 Zellkultur unter Einwirkung
der Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren.

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.
Die Werte der Konzentrationen wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus
mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA Molekile ohne
Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Die geringen Konzentrationen
von Zalcitabin waren durch die niedrige Tagesdosis bedingt.
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Abbildung 27: MDR1 mRNA Expression in HepG2 und COLO-320 Zellkultur unter Einwirkung
der Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren.

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.
Die Werte der Konzentrationen wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus
mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA Molekile ohne
Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht. Die geringen Konzentrationen
von Zalcitabin waren durch die niedrige Tagesdosis bedingt.

In der COLO Zelllinie zeigten die untersuchten Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase
Inhibitoren keine signifikanten induktiven Effekte (Abbildung 28) auf die Expression der MDR1
mRNA auf. Die CYP3A4 mRNA Konzentrationen in den COLO-Zellen stiegen nach Inkubationen
mit 20.3 uM Efavirenz signifikant um den 1.7 (p = 0.040) Faktor an. Bei héheren Konzentrationen
blieb die Expression nahezu konstant bei durchschnittlich 19 CYP3A4 mRNA Molekile/ng RNA;
unbehandelte Zellen exprimierten 11 (x 2) Molekile/ng RNA. Die Zellen dermalen Ursprungs
zeigten eine 1.9-fache Erhéhung der CYP3A4 mRNA Konzentration nach Inkubationen mit
Delavirdin, die statistisch nicht signifikant (Vergleich aller Gruppen; p = 0.148) war.

Delavirdin induzierte die CYP3A4 mRNA in den HepG2-Zellen (Abbildung 28) um das 2.2-fache
signifikant (p = 0.037). Die Konzentration der MDR1 mRNA stieg unter Einwirkung von Delavirdin in
der HepG2-Zellkultur konzentrationsabhangig an und erreichte den gemessenen maximalen Effekt
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mit dem Faktor 3.4 unter 579 yM. Betrachtet man die Effekte bei der Tagesdosis, lag der
Induktionseffekt in den HepG2-Zellen (Tabelle 16) fir die CYP3A4 mRNA bei 2.1 und fur die MDR1
mRNA bei 1.6. Die MDR1 mRNA Expression sank in den COLO-Zellen unter dem Einfluss von
Delavirdin konzentrationsabhangig bis auf das 0.3-fache ab. In den HepG2-Zellen induzierte
Efavirenz die CYP3A4 mRNA Expression maximal um den Faktor 3.2 (p = 0.029) nach
Inkubationen mit 101.6 uM - die mRNA Menge stieg von der basalen Expression bei
durchschnittlich 231 (+ 54) Molekile mRNA/ng RNA auf 705 (+ 118) an. Auf die MDR1 mRNA
Expression hatte Efavirenz keine aktivierende Wirkung. Inkubationen mit Nevirapin ergaben keine
signifikanten Expressionsverdnderungen von CYP3A4 oder MDR1.
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Abbildung 28: Einfluss der Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren auf die
Expression von CYP3A4 und MDR1 mRNA in COLO-320 und HepG2-Zellen.

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.
Die Werte der Konzentrationen wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus
mRNA Molekilen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA Molekile ohne
Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.

Beide Zelltypen wurden mit sechs Proteaseinhibitoren inkubiert. Das Ansprechen der Zellen auf die
Stoffe war unterschiedlich und wird im folgenden fir jede Substanz einzeln geschildert.
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Amprenavir hatte einen induktiven Effekt auf die Expression der CYP3A4 mRNA (Abbildung 29) in
beiden Zelltypen. In den COLO-Zellen stieg die mRNA Konzentration von durchschnittlich 32 (+ 10)
Molekiile/ng RNA auf 66 (x 23) nach Inkubationen mit 632.9 yM Amprenavir mit einem Faktor von
2.0 (p = 0.038) signifikant an. In den HepG2-Zellen betrug der Induktionsfaktor 3.3 (p = 0.024) nach
Inkubationen mit 126.6 yM Amprenavir. Bei hoheren Konzentrationen war der Effekt schwacher
ausgepragt mit 1.8 bzw. 1.4-fachem Anstieg der CYP3A4 mRNA Konzentration. Bei der
errechneten Tagesdosis lag der Faktor der Induktion bei 1.8 in den COLO-Zellen bzw. bei 1.9 in
den HepG2-Zellen. Die Konzentration der MDR1 mRNA (Abbildung 30) stieg in den COLO-Zellen
konzentrationsabhéngig von 4.2 x 10* (+ 5.1 x 10°) Molekiile/ng RNA auf 5.9 x 10* (+ 2.7 x 10°)
Molekule um den Faktor 1.4 signifikant an (p = 0.04), der maximale Effekt wurde unter 253 yM
Amprenavir erreicht. Bei der héchsten Konzentration von 632.9 uM hat die MDR1 mRNA Menge
nahezu den Ausgangswert erreicht und lag bei 4.8 x 10* (1.2 x 104). Die Veranderungen der
MDR1 Expression in der Hepatoma Zellkultur waren moderat und ohne einen signifikanten Anstieg
(mit Faktor: 1.3; Vergleich aller Gruppen: p = 0.078).
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Abbildung 29: CYP3A4 mRNA Expression unter Einwirkung der Proteaseinhibitoren in der
COLO-320- und HepG2-Zellkultur

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.
Die Werte der Konzentrationen wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus
mRNA Molekillen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA Molekile der
Kontrollansatze aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.
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Abbildung 30: Veranderungen in der MDR1 mRNA Expression nach Inkubationen mit
Proteaseinhibitoren in der COLO-320 und HepG2-Zellkultur

Es sind die Mittelwerte der Einzelmessungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.
Die Werte der Konzentrationen wurden logarithmiert. Auf der y-Achse sind die Quotienten aus
mRNA Molekulen mit jeweiliger Induktorkonzentration zum Mittelwert der mRNA Molekule ohne
Testsubstanz aufgetragen, was dem Faktor der Induktion entspricht.

Indinavir wies in den Versuchen in beiden Zelltypen und fur beide Gene induktives Potential auf
und erhdhte die CYP3A4 mRNA Konzentration nach Inkubationen mit 104.3 yM um das 1.7-fache
(p = 0.045) in den COLO-Zellen und nach den Inkubationen mit 208.5 yM um das 2.2-fache in den
HepG2-Zellen (p = 0.034). In den COLO-Zellen war die Expression der MDR1 mRNA nach
Inkubationen mit 208.5 uM Indinavir 1.8-fach starker (p = 0.043) als in den Kontrollansatzen. In den
HepG2-Zellen wurde die maximale Induktion nach 521.3 uM erreicht und betrug das 1.5-fache der
Ausgangsmenge (p = 0.037), wobei hier kein Induktionseffekt bei der Tagesdosis von 195.5 uM zu
verzeichnen war.

Die Inkubationen mit dem Inhalt der Kaletra-Kapseln resultierten nur in den HepG2-Zellen in einer
signifikanten Zunahme der CYP3A4 mRNA Konzentration um das 1.7-fache (p = 0.044) von 32
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(£ 9) Molekiilen mRNA/ng RNA auf 55 (+ 6) bei 6.4 uM. Bei Konzentrationen von 12.7 yM bzw.
25.4 yM war der Induktionseffekt schwacher ausgepragt und lag bei einem Faktor von 1.4 bzw.
1.2. Die hoheren Konzentrationen wiesen im Zytotoxizitatstest zytotoxisches Potential von = 20% in
den HepG2-Zellen bzw. > 80% in den COLO-Zellen auf. Die Inkubationen mit 25.4 yM Substanz
wiesen in den HepG2-Zellen einen Zytotoxizitatswert von 17.1 % auf.

Inkubationen mit Nelfinavir erhdhten die Konzentrationen von CYP3A4 und MDR1 mRNA in beiden
untersuchten Zellsystemen. In der COLO-Zellkultur lag die maximale Induktion der CYP3A4 mRNA
Konzentration (Abbildung 29) bei einem Faktor von 2.5 (p = 0.029) bzw. 2.4 (p = 0.026) in den
HepG2-Zellen. Bei der Tagesdosis von 169.5 yM ware ein Induktionseffekt von 2.0 bzw. 2.1 zu
erwarten. Nelfinavir induzierte die Expression der MDR1 mRNA (Abbildung 30) maximal um den
Faktor 1.6 (p = 0.005) und 2.4 (p = 0.033) in den COLO bzw. HepG2-Zellen. Die Effekte waren
auch bei der Tagesdosis sichtbar (Faktor 1.6 bzw. 1.7).

Die CYP3A4 mRNA wurde durch Ritonavir in beiden Zelllinien induziert - mit einem Faktor von 1.7
(p = 0.024) in den COLO- und 2.1 (p = 0.043) in den HepG2-Zellen. Bei der Tagesdosis war die
CYP3A4 mRNA nur in den HepG2-Zellen erhdht, mit einem geschéatzten Induktionseffekt von 1.5.
Die MDR1 mRNA wurde durch Inkubationen mit Ritonavir um das 1.8-fache (p = 0.031) und 3.8-
fache (p = 0.026) in den COLO bzw. HepG2-Zellen induziert. Hier stieg die Konzentration der
MDR1 mRNA kontinuierlich von 103 (x 13) auf 392 (x 115) Molekile mMRNA/ng RNA an, bei der
Tagesdosis lag der Induktionsfaktor bei 2.8.

Die Inkubationen der HepG2-Zellen mit Saquinavir wurden zweimal durchgefihrt. Da die erste
Testreihe mit haufig passagierten HepG2-Zellen stattfand, konnte dort keine reproduzierbare
CYP3A4 mRNA Messung mehr vorgenommen werden. Somit wurden CYP3A4 und MDR1 in zwei
unterschiedlichen HepG2-Zellpopulationen durchgefiihrt. Saquinavir erhdhte die CYP3A4 mRNA
Konzentration signifikant um das 1.4-fache (p = 0.028) in den COLO-Zellen und etwas starker in
der Hepatoma Zelllinie, namlich um das 1.9-fache (p = 0.032) nach Inkubationen mit 23.9 uM. Bei
der hoheren Konzentration von 47.7 yM nahm die CYP3A4 mRNA Menge wieder ab. Nach
Inkubationen mit der Tagesdosis von 268.3 uM waren die HepG2-Zellen tot und vom Gefaltboden
gel6st. Saquinavir war auch ein potenter Induktor der MDR1 mRNA Synthese in beiden Zelltypen.
Der maximale Effekt wurde jeweils bei der h6chsten Konzentration erreicht. In der COLO-Zellkultur
stieg die MDR1 mRNA Konzentration nach Inkubationen mit 268.3 yM auf das doppelte an (p =
0.010), in den HepG2-Zellen nach 477.0 yM um das 3.1-fache (p = 0.035). Der Effekt war auch bei
der Tagesdosis von 268.3 uM deutlich bei einem geschéatzten Induktionsfaktor von 2.0 bzw. 1.8.

In den beiden nachfolgenden Tabellen sind alle getesteten Substanzen mit ihren Konzentrationen
sowie den Induktionseffekten auf die CYP3A4 und die MDR1 mRNA aufgefihrt. In der Tabelle 15
sind die Ergebnisse aus den Untersuchungen an der COLO-320-Zellkultur zusammengefasst,
wahrend Tabelle 16 die Daten aus der HepG2-Zellkultur enthalt.
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Tabelle 15: Die getesteten Substanzen und die Expression von CYP3A4 und MDR1 mRNA in
COLO-320 Zellkultur

Substanz Getestete Td Ausmal der Konzentration bei Max. Induktion
Konzentration [umol] Induktionan Td  max. Induktion [uM] CYP3A4 MDR1
[uM] CYP3A4 MDR1 CYP3A4 MDR1
Rifampicin 19.4-194.4 36.5 2.1 1.3 19.4 194.4 2.2* 1.6*
Abacavir 23.9-2385 447 1.0 14 23.9 47.7 1.1 1.4
Didanosin 21.2-2117 423 1.0 1.1 211.7 42.3 1.2 1.1
Lamivudin 21.8-218.1 327 1.2 1.2 43.6 43.6 1.2 1.2
Stavudin 8.9-89.2 17.8 1.2 1.1 89.2 35.7 1.2 1.1
Zalcitabin 05-47 0.3 1.0 1.0 1.9 4.7 14 1.1
Zidovudin 59.9-598.7 93.6 1.0 1.1 119.7 598.7 1.1 1.3
Delavirdin 57.9-579.0 108.6 1.7 0.8 115.8 0 1.9 1.0
Efavirenz 10.2-101.6 19.1 1.7 1.0 101.6 10.2 1.7% 1.0
Nevirapin 60.2-601.5 752 0.8 1.1 0 120.3 1.0 1.1
Amprenavir 63.3-632.9 237.3 1.8 14 632.9 2531 2.0* 1.4*
Indinavir 521-521.3 1955 0.7 1.8 104.3 208.5 1.7* 1.8*
Kaletra' 6.4-254 63.6 n.d. n.d. 6.4 0 14 1.0
Nelfinavir 482-482.0 1695 2.0 1.6 96.4 192.8 2.5* 1.6*
Ritonavir 444 -443.8 83.2 1.0 11 177.5 44 .4 1.7* 1.8*
Saquinavir 11.9-268.3 2683 0.7 2.0 11.9 268.3 1.4* 2.0*

' Bei Kaletra beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die Mischung Lopinavir/Ritonavir (4:1).
Konzentrationen héher als die Tagesdosis waren fir die Zellen zytotoxisch (n.d. = nicht detektiert).

* Signifikanter Anstieg nach dem Kruskal-Wallis-Test mit p < 0.05

Tabelle 16: Die getesteten Substanzen und die Expression von CYP3A4 und MDR1 mRNA in
HepG2-Zellkultur

Substanz Getestete Td [uM] Ausmal der Konzentration bei Max. Induktion
Konzentration Induktionan Td  max. Induktion [uM] CYP3A4 MDR1
[UM] CYP3A4 MDR1 CYP3A4 MDR1
Rifampicin  19.4-1944 36.5 2.5 1.3 38.9 194.4 2.6* 1.6*
Abacavir 23.9-238.5 447 1.1 1.0 23.9 23.9 1.5 1.0
Didanosin 21.2-211.7 423 1.2 0.9 42.3 84.7 1.2 1.2
Lamivudin  21.8-218.1 32.7 1.0 0.9 218.1 218.1 1.2 1.3
Stavudin 8.9-89.2 17.8 0.8 0.9 8.9 89.2 1.2 1.0
Zalcitabin 0.5-4.73 0.3 2.0 1.0 0.5 4.7 2. 1.3
Zidovudin 59.9-598.7 93.6 1.3 1.5 119.7 598.7 1.4 1.6
Delavirdin 57.9-579.0 108.6 2.1 1.8 57.9 579.0 2.2* 3.4*
Efavirenz 10.2-101.6 191 1.5 0.8 101.6 0 3.2* 1.0
Nevirapin 60.2-601.5 75.2 1.0 1.0 240.6 60.2 1.4 1.0
Amprenavir 63.3-6329 2373 1.9 1.3 126.6 253.1 3.3* 1.3
Indinavir 52.1-521.3 1955 2.1 1.1 208.5 521.3 2.1* 1.5*
Kaletra' 6.4 — 254 63.6  nd. nd. 6.4 0 1.7* 1.0
Nelfinavir 48.2-482.0 1695 2.1 1.2 192.8 482.0 2.4* 1.8*
Ritonavir 444 4438 83.2 1.5 2.8 44 4 443.8 2.1* 3.8*
Saquinavir 11.9-477.0 268.3 n.d. 1.8 23.9 477.0 1.9* 3.1*

! Bei Kaletra beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die Mischung Lopinavir/Ritonavir (4:1).
Konzentrationen héher als die Tagesdosis waren fur die Zellen zytotoxisch (n.d. = nicht detektiert).

* Signifikanter Anstieg nach dem Kruskal-Wallis-Test mit p < 0.05

Im nachsten Schritt wurden die Effekte von Rifampicin auf die Expression von CYP3A4 bzw. MDR1
mRNA gleich 1 gesetzt und alle anderen Substanzen in Bezug zu dieser GroRe ausgewertet
(Abbildung 31). Es zeigte sich ein sehr heterogenes Muster an Effekten. Es waren vor allem die
Proteaseinhibitoren, die in den induktiven Effekten Rifampicin glichen oder starker waren.
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Abbildung 31: Der maximale Induktionseffekt der untersuchten Medikamente auf die Expression
von CYP3A4 und MDR1 mRNA

A: Das Ausmaf der CYP3A4 mRNA Induktion
B: Die Veranderungen in der Expression der MDR1 mRNA

Der Effekt von Rifampicin wurde gleich 1 gesetzt und galt als BezugsgroRe fur die anderen
Substanzen.

Die untersuchten Gene fir CYP3A4 und MDR1 waren in der COLO-320 Zelllinie um ca. 30%
weniger stark induzierbar als dies unter gleichen Bedingungen in den HepG2-Zellen gezeigt
werden konnte. Zum anderen reagierten die COLO-Zellen empfindlicher auf hoéhere, toxische
Dosen der Medikamente als die HepG2 Kulturen. In den COLO-Zellen wurden CYP3A4 und MDR1
mRNA durch funf antiretrovirale Mittel signifikant induziert; Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir,
Ritonavir und Saquinavir. In den HepG2-Zellen war das Spektrum der induzierenden Substanzen
breiter, wobei Kaletra, Amprenavir und Efavirenz nur die Konzentration von CYP3A4 mRNA
statistisch signifikant erhdhten.
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5.3 CYP3A4 mRNA Expression in Leukozyten unter Rifampicin Induktion:
Korrelation mit der Pharmakokinetik von Alprazolam unter
Beriicksichtigung bekannter Polymorphismen

Es wurde eine RT-PCR zur Bestimmung der CYP3A4 mRNA Konzentration im peripheren Blut
entwickelt und validiert.

Die CYP3A4 RT-PCR erwies sich als spezifisch flr die CYP3A4 mRNA und sensitiv fir geringe
Ausgangskonzentrationen. Die gewahlten Primer CYP3A4F und CYP3A4R waren nur fir die
CYP3A4 mRNA spezifisch. Sie wurden so ausgesucht, dass sie sich am entscheidenden 3‘ Ende
von der Sequenz der stark homologen Gene CYP3A5, CYP3A7 und CYP3A43 unterschieden. Das
Ergebnis der Amplifizierung wurde mittels Sequenzierung Uberprift; das cDNA Fragment enthielt
reine CYP3A4 Sequenz. In Abbildung 32 ist das Ergebnis der Sequenzierung einer RNA-Probe
aus den Leukozyten im direkten Vergleich zu den Sequenzen der CYP3A Vertreter dargestellt.

212387
04613
DO040s
af315634
AJeCYPInd—
ASeCYpP3nd-
BOsCYP3Ind-
BlOs+CyYp3ngd

12387
104613

DO0408

af319634
AZeCYPIAL-
ASeCYP3A4-
Ef«CYP3Ad-
BEl0+CYP3Aa4

AGtcCttcagaacttoctcocttcasaccttgtaaaga ac cagatccc tgaaatta

* 1560 * 1580 * 1600
®12387 : A ST A AR AR ACCCETTCTTCTARAGGT T GAGT CARGGGAT GECACCCTAAGT GEGAGCCTGAR @ 1582
104813 : : A D AR AR R OO AT T CTT CT ARAGGT SEATTCAAGAGAT GEAACCCTARGT CEACAATCAG © 1597
DO0408 : ' c A AR AL ACCCATTCTTCTARAGGCT GAGT CALGEGAT GAGACCCTAAGT GEGAGCCTGAT @ 1516
af318634 n L C S CARAAACCTATTGTT CTARAAGT GCACT TAAGAGAT GEGAT TACAAGT GGACCCTGA- @ 1512
A3eCYD3A4- : : S e — : 96
ASeCYD3A4- : : e e - — — — - — : 96

BS+CYD3AL - s — — — — : -
Bl s Oy DB A . ——mmm e : -
o a a ttecttc a ca

Abbildung 32: Sequenzvergleich eines cDNA Amplifikates aus Leukozyten mit den Vertretern
der CYP3A Subfamilie

Es ist ein Vergleich der Sequenzierergebnisse der RT-PCR-Produkte aus zwei Leukozytenproben
(A001 sowie A002) mit den Vertretern der CYP3A-Subfamilie dargestellt: CYP3A4 (X12387),
CYP3A5 (J04813), CYP3A7 (D00408) und CYP3A43 (af319634). Die Sequenzen A3:CYP3A4 und
A5:CYP3A4 stammen aus einer Sequenzierreaktion mit dem Primer CYP3A4F, wahrend die
Proben B8:CYP3A4 und B10:CYP3A4 das Resultat der Sequenzierung mit dem Primer CYP3A4R
darstellen. Die Pfeile oberhalb der Basenabfolgen weisen auf die entscheidenden Unterschiede
zwischen den CYP3A-Formen hin, wahrend die horizontalen Pfeile die eingesetzten Primer
symbolisieren. In den cDNA-Proben aus Leukozyten ist an drei Stellen der Buchstabe ,N“ statt des
gewohnten ACGT-Codes vorzufinden, welcher darauf hinweist, dass das Programm an diesen
Stellen keine sichere Basenzuordnung vornehmen konnte.

Es wurden Transkripte von 35 Kopien (4.2 atg) bis 3.5 x 10° Kopien (4.2 fg) detektiert. Die
Standardkurve weist auf eine gute Korrelation zwischen Kopien der CYP3A4 mRNA und C+ hin (r =
-0.98). Unter 35 Kopien mRNA pro Ansatz war die Quantifizierung aufgrund des fehlenden
exponentiellen Verlaufs der Reaktion unzuverlassig.

In einer Studie an 102 gesunden Probanden wurden die molekularen Grundlagen der
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interindividuell stark variierenden CYP3A4 Expression untersucht. Es wurden kinetische Parameter
erhoben, um die Aktivitat des Enzyms zu bestimmen (s. 4.7). Bestimmung der CYP3A4 mRNA
sollte Aufschluss Uber die Induzierbarkeit der mRNA im Blut geben. Beide Parameter wurden mit
den Ergebnissen der Genotypisierungen der bekannten Polymorphismen der beteiligten Gene
verglichen.

Sechs Leukozytenproben lieferten aus technischen Griinden ungeniigende RNA Mengen, so dass
nur 96 RNA-Proben ausgewertet werden konnten. Die folgenden Daten beziehen sich auf die 96
Probanden, von denen 61 mannlich und 35 weiblich waren. Die Teilnehmer waren zwischen 19
und 64 Jahren alt, wobei der Median 26 Jahre betrug. Das Gewicht belief sich im Median auf
70.5 kg mit einem Bereich von 50 bis 100 kg.

Die RT-PCR Reaktionen aller Proben wurden in Dreifachmessungen durchgefiihrt. Der Median der
analytischen Varianz lag bei 129.90 (SDZ), wenn die Messungen einer Probe an verschiedenen
Tagen erfolgten. Die Darstellung einer CYP3A4 PCR-Kinetik mit Proben vor und nach der
Induktion zeigt Abbildung 33. Die CYP3A4 mRNA weist nach der Rifampicin-Induktion einen
héheren Cr—Wert auf, denn sie hebt sich schneller aus dem Hintergrund hervor als die mRNA
Proben, die am zweiten Tag der Studie gesammelt wurden.
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Abbildung 33: CYP3A4 PCR-Kinetik aus drei Leukozytenproben vor und nach der Induktion

Es sind die Verdiinnungsreihe der Standard-RNA, von 3.5 x 10° bis 3.5 x 10 Kopien; sowie die
Proben vor und nach 5-tagiger RIF Behandlung dargestellit.

Die CYP3A4 mRNA konnte in allen untersuchten Leukozyten-Proben detektiert werden. Unter
Kontrollbedingungen (Tag 2) wurden zwischen 10 und 128 Molekiile/ng Gesamt-RNA (Median=28)
gemessen (Tabelle 17). Nach finf Tagen Induktionsperiode erhdhte sich der Median an
detektierter CYP3A4 mRNA signifikant auf 50 Molekule/ng RNA (p < 0.0001; Tag 7).

Zehn Stunden nach Einnahme von 1 mg Alprazolam wurden die Konzentrationen des
Medikamentes im Plasma mittels HPLC bestimmt. Sie betrugen im Median 8.1 ug/l zu Beginn der
Studie (Tag 2) bzw. 1.7 pg/l nach der Rifampicin-Behandlung (Tag 7), was einer Induktion mit dem
Faktor 5.0 (Median) entspricht (Tabelle 17). Die metabolische Clearance von Alprazolam wurde
nach der durch Schmider et. al. [182] ermittelten Formel berechnet und die Werte steigerten sich
von einem Median von 3.2 I/h unter Kontrollbedingungen auf 16.1 I/h nach funftagiger Behandlung
mit Rifampicin. Nach der zweiwdchigen Auswaschphase ist die Alprazolam Clearance stark
gesunken und erreichte fast die Ausgangswerte. Hier betrug der Median 3.5 I/h.
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Tabelle 17: CYP3A4 mRNA in Leukozyten und Alprazolam Kinetik

Die Messungen wurden bei 96 gesunden Probanden unter Kontrollbedingungen (Tag 2), nach 5-
tagiger RIF Behandlung (450 mg, Tag 7) sowie nach der Auswaschphase (Tag 22) durchgefuhrt.

Proben Mittel- SD Median Perzentile Bereich
wert 25%0 75%0  Min. Max.

CYP3A4 mRNA Tag2 32 19.6 28 21 37 10 128
[Molekiile/ng RNA] Tag7 61 53.1 50* 40 66 9 484
ALZ 10-h Konzentration Tag2 84 1.9 8.1 71 9.5 4.5 14.6
im Plasma [ug/l] Tag7 1.8 0.8 1.7* 1.3 2.2 0.4 4.1

Tag22 7.8 1.9 7.6* 6.5 8.8 3.9 12.6
Errechnete ALZ Tag2 3.3 0.8 3.2 2.8 3.8 1.8 5.8
Clearance [I/h] Tag7 184 10.9 16.1* 122 208 64 83.3

Tag22 3.6 0.9 3.5* 3.0 4.1 2.1 6.8

* statistisch signifikanter Unterschied zu Tag 2 bzw. Tag 7 nach Mann-Whitney-Test
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Abbildung 34: Individuelle Unterschiede im CYP3A4 mRNA Gehalt und Alprazolam Clearance

bei 96 gesunden Probanden vor und nach Rifampicin Behandlung

Die Balken stellen den Median mit den 25 und 75 Perzentile (*p < 0.000, Wilcoxon-Test).
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Nach der flnftagigen Behandlung mit 450 mg Rifampicin wiesen die meisten Probanden héhere
CYP3A4 mRNA Konzentrationen in den mononukledren Zellen des peripheren Blutes auf
(Abbildung 34). Der Faktor der Induktion variierte zwischen 0.7 und 7.3 mit einem Median von 2.0.
Im Bezug auf das Ausmal der Induktion konnten zwei extreme Gruppen gefunden werden. Sieben
Probanden wiesen keine Induktion der CYP3A4 mRNA Spiegel auf. Am Anfang der Studie konnten
bei ihnen durchschnittlich 39 CYP3A4 mRNA Molekile pro 1 ng zelluldarer RNA detektiert werden
(Median = 31) mit Einzelwerten zwischen 16 und 68 mRNA Molekilen/ng Gesamt-RNA, wahrend
nach finf Tagen Induktion die gemittelten Kopienzahlen 37 (Median = 29) betrugen. Auf der
anderen Seite zeigten sieben Probanden CYP3A4 mRNA Konzentrationen, die um einen Faktor
von 4.0 bis 7.3 durch Rifampicin induziert wurden. Hier lag der Median bei 4.0. 82 Probanden
wiesen eine moderate Induktion der CYP3A4 mRNA durch Rifampicin auf. Hier bewegte sich die
Anzahl der mRNA Kopien pro 1 ng zellularer RNA zwischen 11 und 128 zu Beginn der Studie, und
der Median lag bei 28 Kopien/ng RNA. Nach der RIF Behandlung stieg die Molekiilzahl auf 57 an,
der Median war bei 50. Der Faktor der Induktion betrug im Median 2.0.
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Abbildung 35: Logarithmisch transformierte Haufigkeitsverteilung der CYP3A4 mRNA Kopien in
Leukozyten von 96 Probanden vor und nach Behandlung mit Rifampicin

Die Haufigkeitsverteilung der beiden untersuchten CYP3A4 Genotypen mit Hilfe der kleinen
Symbole eingetragen.

Die Histogramme in Abbildung 35 legen den Schluss nahe, dass die logarithmisch transformierten
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Werte der CYP3A4 mRNA Molekile sich nicht wesentlich von einer Normalverteilung
unterscheiden. Es konnte keine Korrelation zwischen den mRNA Mengen vom Beginn der Studie
und dem Ausmal} der Induktion gemessen werden. Die nicht induzierte Gruppe zeigte zum Teil
Uberlappende Werte der mMRNA Mengen mit den Werten nach Induktion.

Fir die mRNA Messungen unter Kontrollbedingungen und nach Rifampicin Behandlung wurde ein
optimierter Trennwert (cutoff value) von 46.68 Molekilen/ng RNA (log: 1.67) mit der in 4.7
vorgestellten Formel errechnet. Der Anteil der Werte, die am Tag 2 kleiner waren als der
Trennwert, stellten in % die diagnostische Spezifitat dar. Die diagnostische Sensitivitat erklart sich
durch den prozentuellen Anteil der Werte nach Induktion, die gréoRer als der Trennwert waren. Die
diagnostische Spezifitdit und Sensitivitdt der CYP3A4 mRNA Messung sind in Tabelle 18
aufgetragen. Diese Parameter stellen Indikatoren fiir die Gite des analytischen Verfahrens dar.

Tabelle 18: Die ermittelten Parameter fur die Testglte der beiden verwendeten analytischen
Verfahren.

Messung Optimierter Trennwert Diagnostische Diagnostische
Spezifitat Sensitivitat

CYP3A4 mRNA 46.68 Molekile/ng RNA  86.5 % 58.3 %

Alprazolam Clearance 10.86 I/h 100 % 84.4 %

Die Histogramme in Abbildung 36 =zeigen die Haufigkeitsverteilung der logarithmisch
transformierten Alprazolam Clearance-Werte. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass sich die
Haufigkeitsverteilung der Werte nicht wesentlich von einer Normalverteilung unterscheidet.
AuBerdem ist erkennbar, dass die Kontroll-Werte mit den Werten nach Rifampicin Behandlung
nicht Uberlappen. Fir die Alprazolam Clearance unter Kontrollbedingungen und nach Behandlung
mit Rifampicin wurde ein optimierter Trennwert von 10.86 I/h (log: 1.04) berechnet. Ausgehend von
dem Trennwert wurden die Parameter fiir die diagnostische Spezifitat und Sensitivitat des Tests
(Tabelle 18) zur Detektion der CYP3A4 Induktion berechnet.
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Abbildung 36: Haufigkeitsverteilung der Werte fir die Alprazolam-Clearance

Es ist auch die Haufigkeitsverteilung der untersuchten Genotypen von CYP3A4, CYP3A5 und
CYP2C19 aufgetragen.

61



90

A~
E ° o Tag 2
= o Tag7
8 o
c
E oo
®
Q o
(_)40 7
S
o
O
N
© o
—
o o
<
30 1 °
m
o o
o
o =]
o e DD DD o
e o i 4, o
20 T o oo o
o N
0o o
o g QJDEDDDDED o o
o o o
oo
o o
- o & ° -
.7 ° o
104 % 2o " .
o|
e}
° o
0 T T \//
0 50 100 150 500

CYP3A4 mRNA (Molekule/ng RNA)

Abbildung 37: Korrelation der CYP3A4 mRNA Mengen in Leukozyten mit der Alprazolam
Clearance vor und nach flinftagiger Rifampicin Behandlung bei 96 Probanden

(Spearmans Korrelationskoeffizient fur Tag 2: r = -0.224; p = 0.028; r* = 0.050; Tag 7: r = -0.189;
p = 0.033; r* = 0.036)

Die Messungen auf der mRNA Ebene unter Kontrollbedingungen korrelierten nicht mit den
Messungen der Alprazolam-Clearance (Abbildung 37). Stattdessen ist eine minimale inverse
Korrelation sichtbar. Eine Adjustierung der Werte der Alprazolam-Konzentration auf das
Koérpergewicht brachte keine Verbesserung der Signifikanz. Nach Behandlung mit Rifampicin war
ebenfalls keine Korrelation der beiden Messreihen sichtbar (Abbildung 37). Der Faktor der
Zunahme der CYP3A4 mRNA Kkorrelierte nicht mit errechneten Clearance von Alprazolam bei 96
gesunden Probanden nach der flinftdgigen Behandlung mit Rifampicin (Korrelationskoeffizient
nach Spearman r = -0.155, p = 0.066, n.s.; BestimmtheitsmaR r* = 0.024).

Des weiteren wurde ein mdglicher Einfluss des Geschlechts auf die Expression von CYP3A4
mRNA in der peripheren Blutbahn, die Aktivitdt des Enzyms sowie die Induzierbarkeit untersucht.
In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Korrelationsversuche nach Spearman aufgelistet und
belegen, dass es keinen Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Expression/Aktivitat
von CYP3A4 gibt. In den Stangel-Blatt-Diagrammen in Abbildung 38 ist die Korrelation des
Ausmales der Induktion der CYP3A4 Expression und des Alprazolamstoffwechsels mit dem
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Geschlecht verdeutlicht.

Tabelle 19: Korrelation des Geschlechts mit der CYP3A4 mRNA Expression und Alprazolam
Konzentration

Median
Mannlich (n =61) Weiblich (n =35) Korrelation mit
Geschlecht
Alprazolam Konzentration Tag2 8.09 8.58 r=-0.027,
[uag/l] p=0.797
Alprazolam Konzentration Tag7 1.65 1.68 r=-0.031
[ug/l] p=0.765
Induktion der Aktivitat 5.49 473 r=0.014
p = 0.892
mRNA Konzentration Tag2 28.01 28.86 r =0.096
[Molekile/ng RNA] p =0.354
mMRNA Konzentration Tag7 54.21 49.46 r=0.135
[Molekile/ng RNA] p=0.189
Induktion der Expression 1.79 1.56 r=0.043
p =0.681
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Abbildung 38: Stangel-Blatt-Diagramme zur Korrelation der Induktion von CYP3A4 mit dem
Geschlecht

A: Korrelation des Faktors der CYP3A4 mRNA Induktion mit dem Geschlecht.

B: Korrelation des Faktors der Induktion der Alprazolam-Elimination (gemessen durch Alprazolam
Konzentration) mit dem Geschlecht.

Um pharmakogenetische Einfliisse auf den Stoffwechsel von Alprazolam und die CYP3A4 mRNA
Konzentration in den Leukozyten zu Uberprufen, wurden die in den letzten Jahren als relevant
beschriebenen erblichen Polymorphismen in den Genen CYP3A4 und CYP3AS5 untersucht. Das
CYP3A4*1B Allel wurde von Rebbeck et al [115] beschrieben und stellt eine Promotorvariante (-
392 A>G) dar. In der kaukasischen Population wurde das Allel mit einer Frequenz von 3.6 %
gefunden [187]. Das CYP3A4*1B Allel [107, 110] lag in 4 Individuen heterozygot vor (s. Tabelle 8).
Es gab keine Unterschiede in der Pharmakokinetik von Alprazolam oder CYP3A4 mRNA Gehalt im
Vergleich zu den Tragern des CYP3A4*1A Wildtyp-Allels. Um den mdglichen Einfluss auf die
Induzierbarkeit zu bewerten, wurde das Verhalinis der Alprazolam Konzentrationen ohne
Rifampicin zu den Werten nach Induktion bestimmt. Der Median betrug 4.8 in den Tragern des
Wildtyp-Promotor-Allels und 3.7 in den 4 Probanden, die das CYP3A4*1B Allel trugen, der
Unterschied war statistisch nicht signifikant, was durch die Haufigkeitsverteilung der Allele in
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Abbildung 36 verdeutlicht wurde.

Tabelle 20: Verteilung der untersuchten Genotypen mit den Alprazolam Konzentrationen und
CYP3A4 mRNA Gehalt

Alprazolam 10 h Konzentration CYP3A4 mRNA

Genotyp " [pg/l] Median (Bereich) [Molekiile/ng RNA]
Vor Rifampicin Induktion

Alle 96 8.1(4.5-14.6) 28.3 (10.2-128.0)
CYP3A4*1B 4 6.8 (5.7-9.7) 30.1 (26.6-41.3)
CYP3A4*3 1 6.6 49.3

CYP3A5*1 6 8.0 (6.1-11.7) 30.0 (25.2-47.4)
CYP2C19*1/*1 70 7.9(4.5-13.2) 28.2 (10.2-112.8)
CYP2C19*1/*2 22  9.0(5.9-14.6)* 28.7 (13.0-128)
CYP2C19*2/*2 3 8.8 (6.8-8.8) 44.2 (15.5-67.9)
Nach Rifampicin Induktion

Alle 96 1.7 (0.4-4.1) 50.0 (9.2-483.6)
CYP3A4*1B 4 1.8 (1.2-2.7) 51.0 (25.6-75.7)
CYP3A4*3 1 1.12 43.9

CYP3A5*1 6 1.5 (1.0-2.5) 60.8 (25.6-75.7)
CYP2C19*1/*1 70 1.7 (0.3-4.1) 51.2 (9.2-218.4)
CYP2C19*1/*2 22 1.5(0.6-3.4) 48.4 (24.1-483.6)
CYP2C19*2/*2 3 1.6 (1.5-2.2) 59.4 (26.7-66.0)

* statistisch signifikant nach Vergleich mit CYP2C19*1/*1 (p=0.038)

Das Allel CYP3A4*3 wurde von Sata et al. [199] beschrieben und verursacht einen
Aminosaureaustausch (Met445Thr). Es handelt sich hierbei um eine Punktmutation im Exon 12
(1334 T>C). Das Allel CYP3A4*3 wurde in einer einzigen Probe heterozygot vorgefunden. Die
Alprazolam Konzentration dieses Probanden lag Gber dem 85. Perzentile (P79: 11.6 ug/l), wahrend
der CYP3A4 mRNA Gehalt nach Behandlung mit Rifampicin abnahm (Tabelle 20).

Die CYP3A5*1-Variante des CYP3A5 Gens wurde ebenfalls untersucht und in 6 Probanden in
heterozygoter Form gefunden (Tabelle 20). Inzwischen ist bekannt, dass nur die Trager
mindestens eines CYP3A5*1 Allels ein intaktes CYP3A5 Protein exprimieren [200]. Die
Allelhaufigkeit liegt bei rund 5 % in der kaukasischen Population [102]. Der Median der 10-h
Konzentration von Alprazolam in Probanden mit einem aktiven CYP3AS5 Allel unterschied sich nicht
von den anderen Individuen (8.0 pg/l gegen 8.1 pg/l).

Das CYP2C19*2 Allel wurde von De Morais et al. beschriebenen [201] und stellt eine
Punktmutation im Exon 5 dar (681 G>T), die in einer Verlagerung der Spleifl3stelle resultiert. Durch
die Verschiebung des Leserahmens entsteht ein verfrihtes Stop-Codon, was ein verkurztes
Protein ohne Ham-Bindungsstelle zu Folge hat. Sollte eine Beteiligung von CYP2C19 am
Alprazolam-Stoffwechsel vorliegen, wére dies an erhdhten Alprazolam-Konzentrationen bei
Tragern der Mutation zu erkennen. Diese haufigste und funktionell defekte Mutation des CYP2C19
zeigte eine Haufigkeitsverteilung von 3.1 % homozygoter Trager (Genotyp CYP2C19*2/%2), 22.9 %
Heterozygoter (CYP2C19*1/*2) sowie 72.9 % Trager des Wildtyp-Allels CYP2C19*1/*1, was mit
den fir die Kaukasier bereits beschriebenen Daten Ubereinstimmt [202, 203]. Die Konzentrationen
von Alprazolam in heterozygoten Tragern lag zwischen 10 und 20 % hdher als in homozygoten
Tragern des Wildtyp-Allels am Tag 1 und 22 (p = 0.038). Die Mediane der 3
Langsammetabolisierer unterschieden sich nicht signifikant von den anderen Teilnehmern (Tabelle
20). Die unterschiedlichen CYP2C19 Genotypen hatten keinen Einfluss auf das Ausmald der
Rifampicin Induktion.
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6 Diskussion

Die Messungen der CYP-P-450-Aktivitdt sind entscheidend fir die Einschatzung der
Wirkungsdauer und Bioverfiigbarkeit der Pharmaka sowie zur Verhinderung der Nebenwirkungen.
In den letzten Jahren sind verschiedene in vitro Techniken entwickelt worden, um die Aktivitat der
Cytochrom-P450-Enzyme zu bestimmen [203]. Es werden humane oder tierische Lebern, Hefen,
Bakterien oder Insekten fur die Untersuchungen herangezogen. Die Bestimmung der Metabolite
oder der durch die HPLC ermittelten Abnahme der Testsubstanz lasst Rickschlisse auf die
Enzymaktivitat ziehen. Zum anderen kénnen Untersuchungen auf der mRNA Ebene durchgefihrt
werden. Diese liefern Aussagen Uber den Expressionsstatus der untersuchten Gene, der meist mit
der Aktivitat des Genproduktes direkt korreliert.

6.1 RNA Analytik mittels RT-PCR

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere PCR-basierende Verfahren zur Bestimmung des
Expressionsstatus einiger Gene, die am Metabolismus bzw. Transport der Arzneistoffe maligeblich
beteiligt sind, entwickelt.

Eine Besondere Herausforderung stellte die Etablierung einer quantitativen RT-PCR Methode zur
Bestimmung der CYP3A4 mRNA Konzentration in mononukledren Zellen der peripheren Blutbahn
dar. Nach zahlreichen erfolglosen Versuchen mit unterschiedlichen Primerpaaren und
verschiedenen Detektionsverfahren (Flachbett-Elektrophorese, Polyakrylamidgel-Elektrophorese,
Kapillarelektrophorese mit Fluoreszenzdetektion) wurde das Verfahren der PCR in Echtzeit
herangezogen und stellte die optimale Losung dar.

Die Technologie der RT-PCR in Echtzeit ermdglicht korrektes und sensitives Quantifizieren auch
sehr geringer Anzahlen mRNA Kopien. Es wurde von einer Sensitivitdtsgrenze von 10 Kopien
cDNA berichtet [204, 205, 206]. Bei geringer Ausgangsmenge an gesuchter mRNA kdnnen bereits
geringe Abweichungen von den gewahlten Reaktionsbedingungen, ob wahrend der RNA
Extraktion oder der Reversen Transkription zu starken Differenzen und Verfalschungen in den
Ergebnissen der PCR flihren, da sie wahrend des letzten Schrittes millionenfach amplifiziert
werden. Die hergestellte externe Standard-RNA kann als Kontrolle der beiden RT-PCR Schritte
genutzt werden, da sie parallel zu der nativen RNA transkribiert und spater vervielfaltigt wird.
Aufgrund der Sequenz- und Primeridentitdt waren die Reaktionsbedingungen flir Standard und
CYP3A4 mRNA gleich.

AuRerdem ergibt sich fur die quantitative RT-PCR in Echtzeit ein weiterer entscheidender Vorteil,
denn wahrend man bei der herkémmlichen PCR mit anschlielender Detektion mittels
Elektrophorese flr jede Reaktion zunachst ermitteln muss, wann die Amplifikation im
exponentiellen Bereich verlauft und bei welchem Zyklus sie diesen verlasst, erlbrigt sich diese
Frage in dem Echtzeit-Verfahren. Fur eine verlassliche Ergebnissammlung ist es notwendig, die im
exponentiellen Abschnitt der Reaktion vorzunehmen, wenn sich das Produkt in jedem Zyklus
verdoppelt. Um die Konzentration der eingesetzten Matrize bestimmen zu kdnnen, bietet die
Echtzeit-Technologie die Moglichkeit diese mit den Fluoreszenzsignalen, die wahrend der PCR
entstehen zu korrelieren. Die LightCycler Software stellt hierzu zwei Prinzipien zur Verfigung. Zum
einen kann man den Schwellenwert der Fluoreszenz definieren, also den Zyklus, in dem die
Signale die Basislinie verlassen. Da die Sensitivitat der Echtzeit-Gerate bei etwa 100 Kopien liegt,
nimmt diese Methode an, dass alle Proben dieselbe, relativ hohe DNA Konzentration haben und
verlangt eine manuelle Definition der exponentiellen Phase der Vervielfaltigung. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Methode der zweiten Ableitung gewahlt. Hier wird die Form der
Kurve ausgewertet, genauer der Scheitelpunkt an dem die Kurve den Hintergrund verlasst.

Die Wahl der geeigneten Primer stellte den kritischen Punkt des Verfahrens dar. Da inzwischen
vier Mitglieder der Subfamilie mit groRer Sequenzhomologie bekannt sind: CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7 und CYP3A43 [93, 96, 97], mussten Primer gefunden werden, die zum einen spezifisch
fur die zu untersuchte mRNA waren und sich zum anderen sehr effizient in der PCR verhielten. Zu
diesem Zweck wurden mehrere Moglichkeiten untersucht und die besten Ergebnisse zeigten die
beiden gewahlten Oligonukleotide. Da die Primer das Intron 12 des CYP3A4 Gens umspannen,
konnte eine Unterscheidung zwischen cDNA und genomischer DNA gesichert werden.

Mehrere Autoren haben bereits versucht, CYP3A4 mRNA in Leukozyten nachzuweisen und kamen
zu teilweise widersprichlichen Ergebnissen (Tabelle 21). Die Arbeitsgruppen um Janardan und
Hukkanen [101, 108] konnten mit herkdbmmlichen Methoden in konventionellen PCR-Maschinen
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und Detektion in Agarosegelen keine CYP3A4 mRNA in Leukozyten nachweisen, wahrend
Nakamoto und seine Kollegen [103] Uber ein relatives Quantifizieren zur 3-Aktin mMRNA CYP3A4
detektiert haben. Allerdings befanden sich beide Primer im selben Exon, wodurch mdgliche
Kontaminationen mit genomischer DNA von der mRNA nicht zu unterscheiden waren. Minimale
Mengen an CYP3A4 wurden von Krovat et al. beschrieben [104], die eine quantitative kompetitive
RT-PCR in konventionellen PCR-Maschinen gewahlt haben. Die gemessenen Mengen befanden
sich am Detektionslimit des Verfahrens. Vor kurzem wurde ein Bericht verdffentlicht, in dem
erwahnt wurde, dass keine CYP3A4 mRNA detektiert werden konnte, obwohl ein Echtzeit-PCR-
Gerat benutzt wurde [97]. In dem Fall kénnte man die Hypothese aufstellen, dass es an der
Degradierung der mRNA im &° Bereich liegen kdnnte, denn die gewahlten Primer flankierten ein
Fragment eben in dieser Region. Generell beginnt der kontrollierte Abbau der mRNA vermittelt
durch Sequenzelemente in der nicht-translatierten Region (UTR) am 5°‘- bzw. am 3‘-Ende [207].
Theoretisch ware es moglich, dass die Primer, die fiir den 5‘-Bereich spezifisch sind kein Produkt
bzw. sehr wenig liefern kdnnen, weil dort die mRNA bereits degradiert ist.

Tabelle 21: Literaturvergleich der Primer zur Detektion von CYP3A4 mRNA in Leukozyten.

RT Position der Genom Methode Quantifizierung mRNA Menge Lit.
Primer Primer in . DNA
EMBL X12387 Exon Leukozyten
- Leber
dT(12-18) 1354 1706 12-13  Konventionell keine 0 [101,
(45 Zyklen) ja 208]
dT(12-18) 1258 1562 11-13 Konventionell Relativ zu 3-Aktin 0 ja [108,
209]
dT(12-18) 867 995 9-10 Konventionell Kompetitiv zu 8-13 4.79x10° [104,
Standard RNA [Kopien/ng] 210]
Random 1173 1279 11 Konventionell Relativ, kompetitiv Ja nicht [103]
9mers zu R-Aktin
untersucht
Keine 749 855 8-9 ABI7700 Relativ, kompetitiv 0 11- [97]
Angaben zum house- 15**
keeping Gen
dT(15) 1375 1522 12-13  LightCycler  Absolute 38 3x10° [197]

Wenn man annimmt, dass eine humane Zelle im Durchschnitt 10 bis 30pg Gesamt-RNA enthalt,
was einer mRNA Molekiilzahl von 0.2 bis 1 x 10° entspricht, wiirde der Gehalt von 0.5 Kopien
CYP3A4 mRNA pro Zelle abgeschéatzt. Diese spekulativen Annahmen bedeuten wiederum, dass
lediglich jedes zweite Leukozyt CYP3A4 mRNA exprimiert. Die Gruppe um Krovat fand bereits
geringe Mengen an CYP3A4 mRNA in Leukozyten [104], was in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden konnte. Diese minimale Prasenz kdnnte man Uber die Zelldifferenzierung erklaren. Es
konnte gezeigt werden, dass das CYP3A Protein in B Lymphozyten exprimiert wird und nicht in T
Lymphozyten [102].

Methoden zum Quantifizieren von CYP3A4 sind von wachsender Bedeutung, denn viele
Arzneimittelwechselwirkungen kénnen auf die Induktion der CYP3A4 Transkription zurtckgefuhrt
werden [93, 94, 99]. CYP3A4 ist am Stoffwechsel der Mehrzahl der Medikamenten beteiligt [95]
und kann von einer groRen Anzahl an Substanzen induziert werden, wie zum Beispiel den
Barbituraten, Glukokortikoiden oder Rifampicin. Die Interaktionen betreffen somit vor allem
Patienten, die sich einer Mehrfachtherapie unterziehen muissen und eben diese kénnten von der
Bestimmung des Expressionsstatus des Enzyms profitieren. Konventionelle in vivo Messungen der
CYP3A4 Aktivitat bendtigen den Einsatz einer zusatzlich verabreichten Testsubstanz, Gber deren
Metabolite die Aktivitat des verstoffwechselnden Systems geprtift werden kann. In standardisierten
HPLC Verfahren haben sich Alprazolam und Midazolam als Testsubstanzen bewahrt [187, 211].

6.2 Untersuchungen zur Genexpression in Zellkulturen

Da die primaren Hepatozyten des Menschen nur schwer zugénglich sind und nicht vermehrt
werden kénnen, weicht man in der Praxis gerne auf die immortalisierten Zellkultursysteme aus. In
dem Fall muss jedoch der Eignungsgrad der gewahlten Zelllinie geprift werden. Die Zellkulturen
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stellen ein kinstliches Modellsystem zu Expressionsuntersuchungen dar, die Ergebnisse kénnen
nicht direkt auf biochemische Verhaltnisse im Organismus Ubertragen werden, was auch an den
Unterschieden in den Expressionsmustern zwischen den einzelnen Zelllinien zu sehen ist.

In der Arbeit von Krovat et al. wurden verschiedene humane Zelllinien in Hinsicht auf ihre
Induzierbarkeit untersucht [104]. Es wurde demonstriert, dass beispielweise das CYP3A4 in der
HepG2 Zelllinie in gréReren Mengen vorhanden ist, wahrend die Zelllinien HeLa, HL60 und THP
kaum CYP3A4 mRNA exprimierten. Die CYP1A2 mRNA konnte nur in HepG2-Zellen
nachgewiesen werden, wahrend die CYP1A1 mRNA in mehreren Zelllinien exprimiert wurde. Die
Gruppe um Engman hat verschiedene Zelltypen intestinalen Ursprungs untersucht [212]. Auch hier
wurde die MDR1 mRNA in allen untersuchten Zellen in groRen Mengen gefunden, wahrend die
CYP3A4 und CYP3A5 mRNAs entweder sehr schwach oder gar nicht exprimiert wurden. Erst eine
Vorbehandlung mit dem Induktor Vitamin D3 filhrte zu starker CYP3A4 Expression. Die Zelllinie
HepG2 wurde bereits mehrfach zu Expressionsuntersuchungen herangezogen [120, 213, 214,
215, 216, 217, 218]. Die Hela-Zellen wurden bereit als geeignetes in vitro System fiur
Untersuchungen zur Induktion der CYP1A1 Expression durch Medikamente charakterisiert [55] und
deshalb auch in den hier vorgestellten Experimenten genutzt.

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Zelllinien auf ihre Eignung fur die Induktionstests mit
der CYP3A4 und MDR1 mRNA untersucht (Tabelle 14). Obwohl die Zellkultur ein in vitro System
maligner Zellen darstellt, konnte man an der Hohe der mRNA Konzentrationen von CYP3A4 und
MDR1 gut die urspringliche Herkunft des Gewebes erkennen. Es ist bekannt, dass CYP3A4
hauptsachlich in der Leber exprimiert wird [219] wahrend MDR1 in hohen Mengen im Darmgewebe
gefunden wurde [176, 220]. Die vorliegenden Ergebnisse belegen die starke Expression von MDR1
in Zellen dermalen Ursprungs und zeigen, dass CYP3A4 zum einen vor allem im Lebergewebe
exprimiert wird und zum anderen, dass die Zellkulturen die CYP3A4 mRNA Menge im Vergleich zu
nativen Geweben stark reduzieren. Untersuchungen an primaren Hepatozyten haben gezeigt, dass
CYP3A4 das Cytochrom-P450 darstellt, welches am schnellsten in der Zellkultur in seiner
Expression degradiert wird [221]. Andere Versuche mit primaren Hepatozyten zeigten, dass nach
funftagiger Kultivierung die CYP3A4 mRNA Konzentration um das 80 bis 300-fache abnahm [222].
Im Vergleich zu CYP3A4 wurde die MDR1 mRNA in allen untersuchten Zellkulturen in groferen
Mengen wiedergefunden.

Die HepG2-Zellen synthetisierten in den ersten Passagen noch relativ hohe Mengen an CYP3A4
mRNA, die Konzentrationen reduzierten sich drastisch mit zunehmender Passagenzahl. Es wurde
auch von anderen Cytochrom-P450-Enzymen berichtet, die in Zellen mit hohen Passagenzahlen
herunterreguliert waren. Das CYP1B1 Enzym wurde in einer Zellkultur muriner Fibroblasten nach
der 7. Passage parallel zur langsameren Proliferation nicht mehr exprimiert, obwohl die jungen
Zellen starke CYP1B1 Expression aufwiesen [223]. Untersuchungen an humanen Fibroblasten
demonstrierten, dass die Expression einiger Molekile der intrazellularen Signaltransduktion mit
zunehmender Passagenzahl reduziert wurde [224]. Die primaren Zellen der epidermalen
Keratinozyten der Ratte verlieren die Induzierbarkeit des CYP1A1 Enzyms nach ungefahr 15
Passagen, was durch Wechselwirkungen von mindestens zwei spezifischen Transkriptionsfaktoren
erklart wird [225]. Ein Vergleich von jungen endothelialen Zellen (Passage 3) mit alten
demonstrierte, dass die mMRNA Synthese zweier Untereinheiten der mitochondrialen Cytochrom-C-
Oxidase nach Passage 45 um 46 und 37% reduziert war [226]. Die Regulation der CYP3A4
Expression scheint in den HepG2-Zellen nach ca. 11 Passagen auf ein Minimum reduziert zu sein.

Das Ldésungsmittel spielt bei den Inkubationsversuchen eine entscheidende Rolle. Ein Vielfach
eingesetztes Losungsmittel, das Dimethylsulfoxid weist zum einen zytotoxische Effekte auf und
zum anderen verursacht es selbst eine leichte Induktion der Gene [227]. In der vorliegenden Arbeit
wurden alle Substanzen in Methanol geldst und die Lésung auf die Zellkulturplatten vorgelegt. Die
Zellen und das Medium wurden erst nach dem Verdampfen des Ldsungsmittels zugegeben, weil
Methanol toxisch ist. Durch die Wahl des Methanols konnten alle Substanzen im gleichen
Lésungsmittel verdiinnt werden, was einen Vergleich der Messungen vereinfacht.

Die Testsubstanzen wurden in sehr unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Fur jede
Substanz wurden meistens vier verschiedene Konzentrationen gewahlt, wobei versucht wurde
auch Konzentrationen aus dem therapeutischen Bereich zu wéahlen, um sich den Vorgange in vivo
zu nahern. Die antiretroviralen Mittel werden in der Therapie in unterschiedlich starken
Tagesdosen eingesetzt, entsprechend variierten die getesteten Konzentrationen. Ein extremes
Beispiel stellt Zalcitabin dar, das eine Tagesdosis von 2.25 mg hat. Im Vergleich, Abacavir, das
auch zu den nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren gehort, wird in einer taglichen
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Dosis von 600 mg verabreicht. Um die Tagesdosen auf das Modelsystem Zellkultur Gbertragen zu
kénnen, muss das Verteilungsvolumen bericksichtigt werden. Der Mensch hat durchschnittlich
etwa 20 | extrazellulare Flussigkeit, die Zellen waren in 2 ml inkubiert, also wurden die Mengen
entsprechend umgerechnet. Es wurde nicht das apperente Verteilungsvolumen jeder Substanz
(Tabelle 22) herangezogen, da dieses mit systemischen Begebenheiten zusammenhangt (es ergibt
sich aus der Gesamtmenge des injizierten Arzneistoffes dividiert durch die Konzentration im
Gesamtplasma), die in der Zellkultur nicht nachgestellt werden kénnen. Durch die Testreihen aus
vier verschiedenen Konzentrationen sollte sichergestellt werden, dass ein eventuell vorhandenes
Induktionspotential erfasst werden kann.

Die intrazelluldaren Konzentrationen in vivo kénnen sich von den in vitro gemessenen aufgrund von
ungleichen Verhaltnissen in der Bioverfigbarkeit unterschieden. In den hier verwendeten
Verfahren wurden Serum-Konzentrationen von 5 bzw. 10% genutzt. Die meisten der
antiretroviralen Mittel gehen mit Plasmaproteinen (Albumin, a1-Glykoproteine) hydrophobe
Wechselwirkungen in einem sehr starken Ausmal} (Tabelle 22) ein. Delavirdin, Efavirenz sowie die
Proteaseinhibitoren mit Ausnahme von Indinavir binden mit mehr als 90 % an die Plasmaproteine.
Diese Effekte kdnnen in einem in vitro System nicht berlicksichtigt werden. Saquinavir hat eine
Bioverfugbarkeit von 4 %, die zum einen durch eine unvollstadndige Resorption und zum anderen
durch hohen first-pass Metabolismus bedingt ist. Beide pharmakokinetischen Eigenschaften treffen
auf Bedingungen in Zellkultur nicht zu, was wiederum die zytotoxischen Effekte des Medikamentes
bei der Tagesdosis erklart. Hier ist auch anzunehmen, dass die beobachteten Induktionseffekte in
vivo unbedeutend sind. Zum anderen kdnnen die intrazellularen Konzentrationen der Medikamente
in vivo betrachtlich héher ausfallen aufgrund der intrazelluldren Akkumulation der zumeist
lipophilen Komponenten.

Tabelle 22: Einige Parameter zur Pharmakokinetik der untersuchten antiretroviralen Mittel

Substanz HWZ [h] Bioverfugbarkeit [%] Pb [%] Vd [I/kg]

Abacavir 1.5 83 49 0.8
Didanosin 1.5 42 <5 1.08
Lamivudin 5-7 80-85 <36 1.3
Stavudin 1.3-14 86 <5 0.66
Zalcitabin 2 >80 <4 0.53
Zidovudin 1.1 60-70 34-38 1.6
Delavirdin 6 Nicht ermittelt 98 0.7
Efavirenz 45 Nicht ermittelt > 99 24
Nevirapin 25-30 ~93 ~ 60 1.21
Amprenavir 7 —-10 Nicht ermittelt 90 6.1
Indinavir 2 ~65 60 04-1.74
Lopinavir 5-6 Nicht ermittelt 98 — 99 Nicht ermittelt
Nelfinavir 3-5 70 -80 >98 2-7
Ritonavir 3-5 Nicht ermittelt 97 0.3-0.6
Saquinavir 7 -—12 4 97-98 9.9

HWZ: Halbwertszeit, bezieht sich auf die Mehrfachdosis
Py: Bindung an die Plasmaproteine
Vd: apparentes Verteilungsvolumen

Quelle: http://www.hiv-druginteractions.org/

Die AhR vermittelte Induktion wurde in 14 antiretroviralen Mitteln untersucht. Wie in Abbildung 39
zusammengefasst, lassen sich die getesteten Substanzen in bezug auf ihre Effekte grob in drei
Gruppen unterteilen: von Nicht-Induktoren, wie Stavudin, Didanosin, Abacavir und Efavirenz, Gber
schwach effiziente Induktoren, z. B. Amprenavir und Zidovudin, zu den stark potenten Induktoren,
wie Indinavir, Zalcitabin, Nelfinavir and Saquinavir. Dartber hinaus ist die unterschiedliche
Ansprechbarkeit der beiden untersuchten mRNAs auf die Inkubationen mit den Medikamenten
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hervorzuheben. In manchen Fallen, wie z.B. nach Inkubationen mit Abacavir, Amprenavir, Kaletra
und Indinavir, stimmten die Veranderungen in der Expression der CYP1A1 mRNA mit denen von
CYP1B1 mRNA ({berein. In den Ubrigen Testreihen (Abbildung 39) entstanden Diskrepanzen
zwischen CYP1A1 und CYP1B1 in der Induzierbarkeit. Die statistisch signifikante Induktion der
CYP1B1 mRNA fiel in acht Fallen starker aus als die der CYP1A1 mRNA. Generell |asst sich aus
den dargelegten Resultaten schliefen, dass die AhR regulierte Gen-Batterie einer Induktion durch
die alteren Proteaseinhibitoren und Zalcitabin unterliegt, das Ausmal} muss jedoch genspezifisch
individuell gepruft werden.

10 H CYP1A1
B CYP1B1

Faktor der Induktion

Stavudin
Didanosin
Abacavir
Efavirenz
Amprenavir
Zidovudin
Kaletra
Lamivudin
Ritonavir
Nevirapin
Indinavir
Zalcitabin
Nelfinavir
Saquinavir

Abbildung 39: Der maximale Induktionseffekt der antiretroviralen Mittel auf die mRNA
Expression von CYP1A1 und CYP1B1.

Die statistisch signifikanten Veradnderungen in der Expression sind mit einem Stern (¥)
gekennzeichnet.

Die Daten in Abbildung 39 zeigen, dass die AhR vermittelte Induktion von CYP1A1 nicht direkt auf
die anderen AhR-regulierten Gene, wie das CYP1B1, Ubertragen werden kann. Neben dem Aryl-
Kohlenwasserstoff-Rezeptor sind offensichtlich noch andere Signale in die Expression der beiden
Gene eingebunden. Diese Ergebnisse unterstiitzen friihere Aussagen, nach denen beide Gene
Uber verschiedene Regulationsmuster verfliigen [86, 228, 229, 230, 231]. In einer vom Chorion-
Karzinom abgeleiteter Zelllinie wurde eine bis zu 9000-fache Induktion der CYP1A1 mRNA nach
Behandlung mit Dioxin gemessen, wahrend die CYP1B1 mRNA Expression unverandert blieb [86].
In Epithelzellen der Brust sowie Tumorzelllinien wurde beobachtet, dass die Induzierbarkeit von
CYP1A1 sich auf Zellen mit Epithel-Morphologie beschrankte wahrend die CYP1B1 Induzierbarkeit
auch in Zellen des Mesenchyms festgestellt wurde [228]. TCDD induzierte CYP1A1 und CYP1B1
mRNAs in der A549 Adenokarzinoma Zellkultur 56-fach bzw. 2.5-fach. Genistein und Staurosporin
hemmten die TCDD-bedingte Induktion von CYP1A1, aber nicht die von CYP1B1 [230]. Im
Gegensatz zum Cyp1al der Maus, werden Cyp1b1 mRNA und Protein in Zellen glatter
Gefallmuskulatur unter konstitutiven Bedingungen sowie nach Induktion exprimiert, unabhangig
vom AhR-Phanotyp und Entwicklungsstadium [231]. Die Autoren machen unterschiedliche
Faktoren fur die veranderte Regulation von CYP1A1 und CYP1B1 verantwortlich. Der Verlust der
Expression des Ostrogen-Rezeptors wurde mit einer schwéacheren Dioxin bedingten Induktion der
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CYP1A1 Expression assoziiert, wahrend die basale Expression von CYP1B1 und seine
Induzierbarkeit verstarkt waren [229]. Kerzee und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass der AhR
Phanotyp und das Mitose-Stadium fir die unterschiedlichen Expressionsmuster von muriner
Cyp1a1 und Cyp1b1 mRNA verantwortlich sind [231]. In den vorgestellten Versuchen war die
Induktion des CYP1B1 Gens durchschnittlich starker ausgepragt als die von CYP1A1. Dies koénnte
auch in der extrem kurzen Halbwertszeit der CYP1A1 mRNA von 2.4 h begrindet liegen [83],
durch die eine kurzere Induktionswirkung verursacht sein kann als bei langer stabilen mRNAs der
anderen Cytochrom-P450-Enzyme, wie des CYP2E1 von mehr als 24 h.

Da Kaletra eine Mischung aus Lopinavir und Ritonavir ist (eine Kapsel beinhaltet 133 mg Lopinauvir,
ca. 33 mg Ritonavir sowie einige Resorptions-unterstitzende Mittel), ist auch diese Substanz bei
den Induktionseffekten zu berticksichtigen. In der klinischen Praxis wird die pharmakologische
Wirkung des Praparates nur auf Lopinavir zurlickgefiihrt, da die Ritonavir-Molekile das CYP3A4
Enzym inhibieren [232]. Diese ,Aufgabenteilung® lasst sich nicht auf die Bedingungen in der
Zellkultur Ubertragen, denn die Aktivitat der Enzyme wurde nicht untersucht. Kaletra wies sich als
ein eher schwacher Induktor der beiden untersuchten Gene aus, woraus man schlief3en kann, dass
die beobachteten Effekte auf den Anteil von Ritonavir zurtickzufiihren sein kénnten.

Es ist bisher unbekannt, inwiefern CYP1A1 und CYP1B1 in den Stoffwechsel der antiretroviralen
Medikamente involviert sind. Da CYP1A1 und CYP1A2 am 5° Terminus Uber ein gemeinsames
regulatives Segment verfigen [65], kann man annehmen, dass sich die Resultate der CYP1A1
mRNA Messungen der Induktionsversuche auf die Expression der CYP1A2 mRNA (bertragen
lassen. Dieses Enzym spielt in der Leber mit einem relativen Cytochrom-Gehalt von 12 % eine
gréRere Rolle als CYP1A1, das lediglich 1 % der hepatischen Cytochrom-P450-Enzyme bildet.
CYP1A2 nimmt am Stoffwechsel einer Vielzahl von Xenobiotika teil, unter anderem Koffein,
Clozapin, Imipramin, Verapamil, Theophyllin und Phenacetin [233]. Ubertragt man die Induktion
von CYP1A1 auf das CYP1A2, so gewinnt die Koadministration der Psychopharmaka Amitriptilin,
Clomipramin, Clozapin und Imipramin an Bedeutung, denn die Elimination dieser Wirkstoffe ware
durch die Induktion beschleunigt [234]. Die meisten der Medikamente sind auch Substrate anderer
Cytochrom-P450-Enzyme [233]. Hinzu kommt, dass einige der antiretroviralen Mittel, wie Abacauvir,
Amprenavir, Efavirenz, Indinavir, Nevirapin und Zidovudin, im Phase Il Metabolismus Uber die
UDP-Enzyme glukuronidiert werden [9, 16, 24, 26]. Die UGT Gene kdnnen durch den AhR-
Signalweg aktiviert werden, was wiederum in einer beschleunigte Elimination der betroffenen
Wirkstoffe resultieren wirde.

Die Induktion von CYP1A1 und CYP1B1 wird vor allem mit erhéhtem Krebsrisiko, verursacht durch
Adduktbildung an der DNA, in Zusammenhang gebracht [61, 235]. Die durch die antiretrovirale
Medikamente verursachte Induktion kann durch Zigarettenrauchen verstarkt werden, was auch das
Krebsrisiko zusatzlich erhdht. Es wurde berichtet, dass erfolgreiche AIDS Therapie nach den
HAART Richtlinien die Lebenserwartung der Patienten verbessert, gleichzeitig aber mit erhéhtem
Risiko von Non-Hodkin’s Lymphoma und anderen mit HIV assoziierten Tumoren zu rechnen ist
[236]. CYP1A1 und CYP1B1 werden vor allem in extrahepatischen Geweben exprimiert [68, 84]
und die durch die Arzneimittel bedingte Induktion in diesen Geweben koénnte die Entwicklung der
mit HIV assoziierten Tumoren als zusatzlicher Faktor verursachen.

Die Induzierbarkeit der CYP1A1 mRNA hangt auch von den jeweiligen Genotypen ab.
Untersuchungen an rekombinanten CYP1A1 Enzymen haben ergeben, dass die drei Varianten
CYP1A1*1, *2 und *4 unterschiedliche enzymatische Aktivitdt in der Produktion des Diol-
Metaboliten aus dem Benzo(a)pyren und dem mutagenen Diol-Epoxid-2 aus Benzo(a)pyren-7,8-
dihydrodiol aufweisen [237], wobei das Allel CYP1A1*4 die starkste enzymatische Aktivitat in der
Produktion der Diole hatte. Neben den Polymorphismen im CYP1A1 kdnnen funktionelle
Veranderungen aller beteiligten Gene der AhR-Gen-Batterie fiir die Induktion entscheidend sein.
Es ist bereits seit langerem bekannt, dass AHR polymorph auftritt [238]. Es wurde von zwei
Mutationen im AHR berichtet, die in einem Ungleichgewicht aneinander gekoppelt sind. Es handelt
sich hierbei um den Aminosaureaustausch von Valin zu Isoleucin am Kodon 570 (V570I) sowie von
Prolin zu Serin am Kodon 571 (P571S). Die Kombination beider Allele tritt relativ selten auf und
scheint vor allem die Afrikanische Population zu betreffen [239]. Interessant ist die Tatsache, dass
im Fall dieses Genotypen eine Induktion von CYP1A1 nicht mehr stattfindet, was wiederum
Konsequenzen fir die kanzerogenen Effekte der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
hat. Auch andere auf diesem Weg regulierte Gene werden polymorph exprimiert und dadurch in
ihrer Funktionalitdt beeintrachtigt. Hierzu gehdéren CYP1B1, CYP1A2, GSTs und die schon
erwadhnten UGT-Gene [240, 241]. Da hier die Untersuchungen an einem immortalisierten
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Zellkultursystem durchgefiihrt wurden, konnten die Polymorphismen nicht bericksichtigt werden.

Der Einfluss der antiretroviralen Mittel auf die PXR vermittelte Regulation der Expression von
CYP3A4 und MDR1 wurde in den HepG2 und COLO-320 Zellen untersucht. Das Ausmal} der
Induktion von CYP3A4 und MDR1 war in beiden untersuchten Zelltypen divergent. Die maximalen
Effekte sind in Abbildung 40 zusammengefasst.
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Abbildung 40: Die maximalen Induktionseffekte der untersuchten Substanzen auf die
Expression der CYP3A4 und MDR1 mRNA in COLO-320 und HepG2-Zellkultur

* statistisch signifikante Veranderungen im Vergleich zu unbehandelter Probe
A: Induktion der CYP3A4 mRNA
B: Veranderungen in der Expression der MDR1 mRNA

Rifampicin, ein bekannter Induktor dieses Signalweges, diente als Referenzsubstanz. Die CYP3A4
mRNA in den HEPG2 Zellen wurde am starksten induziert, um das 2.6-fache der Ausgangsmenge
nach Inkubationen mit 38.9 uM. Bei héheren Konzentrationen sank der Effekt. Die Arbeitsgruppe
um Sumida hat in den HepG2-Zellen eine CYP3A4 mRNA Induktion bedingt durch Rifampicin vom
Faktor 8.4 gemessen [120]. Allerdings wurden die Versuche mit 50umol/I Rifampicin durchgefiihrt,
was dem 1.5-fachen der Tagesdosis entspricht. Die abweichenden Ergebnisse sind durch die
Tatsache zu erklaren, dass die Versuchansatze der Arbeitsgruppe sich von den hier vorgestellten
stark unterschieden. So wurde zum Beispiel serumfreies Medium fir die Inkubationsversuche
benutzt, was einen hdheren Faktor der Induktion bedingen kdnnte. Mit Reportergen-Konstrukten
wurde die Expression des CYP3A4 maximal 3-fach induziert, als eine Promotorsequenz mit -13000
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bis +53 b gewahlt wurde [123]. Entsprechende Konstrukte vom hPXR Gen zeigten sogar eine 50-
fache Verstarkung der Expression, was die Bandbreite der moglichen Effekte abhangig von
gewahlten Bedingungen verdeutlicht.

Die Proteaseinhibitoren erwiesen sich in beiden Zelltypen als potente Induktoren sowohl von
CYP3A4 als auch von MDR1 mRNA. In der Hepatoma Zelllinie induzierten alle sechs untersuchten
Proteaseinhibitoren die Expression der CYP3A4 mRNA in folgender Reihenfolge: Amprenavir >
Nelfinavir > Ritonavir > Saquinavir > Indinavir > Kaletra. Erstaunlicherweise zeigt sich hier
Amprenavir als der starkste Induktor. Auf die Expression von MDR1 mRNA wirkt diese Substanz
wesentlich schwacher und erreicht Effekte von 1.4 in den COLO bzw.1.3 (nicht signifikant) in den
HEPG2 Zellen. Diese Ergebnisse bestatigen im Jahr 2000 veroffentlichte in vitro Experimente, die
die Proteaseinhibitoren Ritonavir, Amprenavir, Nelfinavir, Saquinavir und Indinavir (die Reihenfolge
entspricht dem Ausmal} der Effekte) als Induktoren des MDR1 charakterisiert haben [28]. Die
Unterschiede in der Starke der Induktion sind durch die Wahl des Systems zu erklaren. In der
vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass verschiedene Zellkulturen unterschiedlich
auf die Medikamente ansprechen. Untersuchungen an Ratten haben eine Zunahme der MDR1 und
CYP3A Protein Menge nach Behandlungen mit Amprenavir gezeigt [242]. Die Versuche wurden
mit 139 und 450 mg/kg/Tag Substanz durchgefihrt und die Effekte mittels Western blot im Darm
und Lebergewebe beobachtet. Die Dosen entsprechen etwa 270 bzw. 900 ug Substanz, die in den
hier vorgestellten Experimenten verwendet wurden. Die COLO-Zellen stammen aus dem Darm und
die HepG2 aus der Leber. Die Gruppe um Huang notierte nach einer 14-tagiger Behandlung mit
450 mg/kg/Tag einen Anstieg des intestinalen MDR1 und des CYP3A in der Leber um 59 bzw. 151
%. Diese Effekte wirden dem 1.4 bzw. 3.3-fachen maximalen Anstieg der entsprechenden mRNA
Menge anndhernd nahe kommen. Allerdings liegen die Konzentrationen, bei denen dieses
Ergebnis beobachtet wurde deutlich unter den von Huang et al. [242] verwendeten. Dies I&sst sich
durch den Unterschied der in-vitro zu in-vivo Bedingungen erklaren. Die 90 %-ige Bindung des
Amprenavir (Tabelle 2) an die Plasmaproteine wirde neben anderen Faktoren erklaren, warum
man héhere Dosen bendtigt, um diese Effekte bei systemischer Anwendung zu erreichen. Dieselbe
Arbeitsgruppe untersuchte auch das induktive Potential von Nelfinavir auf die Proteinmenge von
CYP3A und MDR1 der Ratte. Die intestinale MDR1 sowie hepatische CYP3A Proteinmenge nahm
nach 14-tagiger Behandlung der Ratten mit 175 mg/kg/Tag (entspricht etwa 350 pg in den hier
vorgestellten Versuchen) um 83 bzw. 85 % zu [242]. Die in vitro Untersuchungen aus dieser Arbeit
ergaben eine 1.6 bzw. 2.4-fache Induktion, und unterstiitzen die Aussage, dass die Zunahme der
Proteinmenge auf einer erhéhten Transkriptionsrate der beiden Gene beruht. Es wurde auch
berichtet, dass Ritonavir sowohl das P-Glykoprotein als auch das MRP1 Protein und deren Aktivitat
in Zellkultur induziert [243]. Die Untersuchungen wurden mittels Western blots durchgefiihrt und
zeigten erhoéhte Proteinmengen nach Behandlung mit dem Medikament. Die Induktion war
konzentrationsabhangig und betrug im Fall von MDR1 das 6-fache der nativen Proteinmenge [243].
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die erhdhte Proteinmenge auf eine
Zunahme der MDR1 mRNA zurlickzufihren ist. In den HepG2-Zellen war Ritonavir mehr als
zweifach starkerer Induktor der Synthese der MDR1 mRNA als Rifampicin (Faktor 3.8 vs. 1.6). In
der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass Kaletra (Lopinavir:Ritonavir, 4:1) die
Expression von CYP3A4 in der Hepatoma Zelllinie signifikant um den Faktor 1.7 erhéht. Die
Expression des untersuchten Transporters wurde nicht beeinflusst.

Da die Proteasehemmer sowohl Uber das MDR1 als auch Uber das MRP1 aus der Zelle
transportiert werden [29, 244] resultiert eine Erhéhung der Aktivitat der beiden Proteine in einer
beschleunigten Elimination der Proteasehemmer aus den CD4" T-Zellen [245].

Dexamethason, ein anderer typischer Induktor der durch PXR regulierten Transkription, induziert
die Expression der Gene sowohl tUber den PXR als auch den GR, wahrend Rifampicin bedingte
Aktivierung eher ber den PXR erfolgt [246]. Da die Proteaseinhibitoren Effekte ahnlich denen des
Rifampicin auslosen, ist anzunehmen, dass auch diese Substanzen eine der mdoglichen
Aktivierungen (PXR, GR CAR) favorisieren.

In vitro Untersuchungen an den Caco-2 Zellen haben eine 3.5-fache Induktion des MDR1 nach
Inkubationen mit Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren dokumentiert [22]. Die
hier vorgestellten mRNA Messungen in den COLO-320 und HEPG2 Zellen wiesen keine induktiven
Effekte von Nevirapin auf. Diese Divergenz konnte durch eine posttranskriptionell oder
posttranlationell bedingte Zunahme der Aktivitat des Proteins erklart werden.

Inkubationen mit Efavirenz resultierten in einer verstarkten Synthese der CYP3A4 mRNA sowohl in
den HepG2 als auch COLO-320 Zellen mit einem Faktor von 3.2 bzw. 1.7, wahrend die
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Konzentrationen der MDR1 mRNA unverandert blieben. Diese Ergebnisse unterstitzen einen
kiirzlich erschienenen Bericht aus in vivo Untersuchungen, nach denen Efavirenz das hepatische
CYP3A4 induzierte nicht aber das intestinale CYP3A4 und P-Glykoprotein [25]. COLO-320 Zellen
sind intestinalen Ursprungs, zeigten in vitro jedoch eine vergleichbare Induktion in der Hepatoma
Zellkultur. Bei der Induktion durch Efavirenz sind nach neuen Ergebnissen klinische Folgen zu
erwarten, denn die durch Nelfinavir oder Indinavir ausgeldste Inhibition von CYP3A4 durch die
Induktion ausgeglichen wurde [247]. Efavirenz hat in vivo eine Halbwertszeit von zwei bis drei
Tagen (Tabelle 22), was Konsequenzen in der Dauer der Induktion hat, zum Beispiel wenn
Substanzen mit kurzer HWZ verabreicht werden und plotzlich gegenséatzliche Effekte auftreten.
Stérmer et al. berichten auch von 1.75 und 2.35-fachen Induktion bedingt durch Efavirenz bzw.
Delavirdin [22]. Die beschriebene Induktion des MDR1 durch Efavirenz steht im Widerspruch zu
den in vivo Ergebnissen und den hier vorgestellten Daten. Dagegen bedingten Inkubationen mit
Delavirdin durchaus eine signifikante Erhéhung der Expressionsrate von CYP3A4 mRNA (2.2-fach)
und eine relativ starke Induktion der MDR1 mRNA (3.3-fach) in der HepG2-Zellkultur .

Eine induktionsbedingte Uberexpression des P-Glykoproteins kann in einer schnelleren Elimination
der zu transportierenden Medikamente resultieren und die Entwicklung der Virusresistenz
begiunstigen. In Versuchen mit Nagern wurde bereits veranschaulicht, dass MDR1 die
Bioverfigbarkeit der Proteaseinhibitoren beeintrachtigen kann. So zeigten die mdr1 defizienten
Mause 2 bis 5-fach héhere Plasmakonzentrationen von Indinavir, Nelfinavir und Saquinavir [37].
Wie in anderen Experimenten an einer CD4" Tumor-Zellinie gezeigt wurde, nahm die
Virusproduktion durch eine Uberexpression des MDR1-Transporters ab, was an einer verminderten
Fusion der viralen Membran mit der Plasmamembran und den nachfolgenden Schritten lag [248].
Einige Zellen, die hohe Mengen an MDR1 exprimieren, sind resistent gegenuber dem HIV.
Insgesamt scheint jedoch die Induktion des Systems fir den Krankheitsverlauf eher ungtinstig zu
sein und sollte vermieden werden. Durch das Abwagen und Kombinieren von induzierenden und
hemmenden Substanzen lasst sich die Therapie optimieren.

Eine Hemmung von MDR1 fuhrt zu einer héheren intrazelluldren Konzentration der betroffenen
Pharmaka, was mdglicherweise in der Zukunft therapeutisch genutzt werden kann. Tierversuche
mit radioaktiv markierten Proteaseinhibitoren zeigten, dass das Verabreichen eines MDR1
Inhibitors vor der Behandlung mit den Pls, die Penetrationskapazitat der antiretroviralen Mittel ins
Gehirn erhohte [249].

Der MDR1 Polymorphismus wurde bereits mit unterschiedlichem Ansprechen auf die HIV-Therapie
in Verbindung gebracht. Die stumme Mutation im Exon 26 (C3435T) stellt offensichtlich einen
Vorteil fir die antiretrovirale Therapie dar, denn die homozygoten Trager des mutierten Allels
kénnen eine héhere Zahl CD4" Zellen aufweisen als die homozygoten Trager des Wildtyp-Allels
[180]. Ein Zusammenhang der Mutation mit Induzierbarkeit des Systems ware zu untersuchen.
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Abbildung 41: Einfluss des C3435T Polymorphismus im MDR1 Gen auf die CD4+ Zellzahlen in
AIDS-Patienten

Die Abbildung wurde der Arbeit von Fellay et al. entnommen [180].

73



Auf die Aktivierung der MDR1 Expression durch Fremdstoffe wurde bereits eingegangen. Das Gen
unterliegt jedoch einer Vielzahl an Regulationsmechanismen [250]. Das Gen kann durch
verschiedene Stresssignale heraufreguliert werden, wobei der Promotor durch die
Transkriptionsfaktoren fos und jun trans-aktiviert wird. Die Proteinkinase C spielt offenbar ebenfalls
eine Rolle an der Regulation der MDR1 Genexpression. Hinzu kommen die epigenetischen
Faktoren, wie Beeinflussung der Deacetylierung der Histone und DNA Methylierung. Diese
zusatzlichen Faktoren konnten in den in vitro Untersuchungen nicht berucksichtigt werden.

Zwischen CYP3A4 und MDR wurden Differenzen in der Ansprechbarkeit auf die Induktoren
festgestellt. Es lasst sich dadurch erklaren, dass beide Gene durch denselben Signalweg induziert
werden. Wie Schuetz et al. zeigten, fiel die Induktion von CYP3A4 durch Rifampicin schwacher aus
in Zellen, in denen das MDR1 in Folge einer Medikamentenselektion oder Transfektion mit MDR1
cDNA Uberexpriemiert wurde, als in der unbehandelten Zelllinie. Entsprechend sprach das CYP3A
Protein der mdr1a (-/-) Mause starker auf Rifampicin an als bei den mdr1a (+/+) Mausen [251].
Sowohl die basale Expression als auch die enzymatische Aktivitdt von CYP3A waren hdéher in
Mausen, denen das eine oder beide MDR Allele gefehlt haben als in den Tieren mit dem intakten
Gen [252].

Die Enzyminduktion ist ein Vorgang, der in Stimulation der Proteinbiosynthese resultiert und wird
erst nach funf bis zehn Tagen voll wirksam. Nach Absetzen des Induktors dauert die Stimulation
entsprechend der Halbwertszeit desselben sowie der Proteine noch mehrere Tage an. In Folge der
Enzyminduktion erhdht sich die Metabolisierungsrate der Arzneimittel, was zu einer schnelleren
Ausscheidung der Pharmaka fiihrt, die Uber das stimulierte System verstoffwechselt werden. Fir
die Therapie kann dieser Effekt gravierende Folgen haben, wobei insbesondere die Krankheiten
betroffen sind, in denen man auf eine Mehrfachtherapie angewiesen ist. So muss eine induktions-
bedingte Erhéhung der metabolischen Clearance gegebenenfalls durch eine Dosiserhéhung des
betroffenen Arzneistoffes ausgeglichen werden. Im besonderen Fall von AIDS muss zusatzlich zur
Arzneimittelinteraktionen beachtet werden, dass eine erhdhte Abnahme der Plasmakonzentration
des Wirkstoffes in einer schnellen Resistenzentwicklung des Virus resultieren kann.

Die MDR1 mRNA war in der COLO-320 Zelllinie weniger stark induzierbar als dies unter gleichen
Bedingungen in den HepG2-Zellen gezeigt wurde. Zum anderen reagierten die COLO-Zellen
empfindlicher auf héhere, toxische Dosen der Medikamente als die HepG2 Kulturen. Obwohl die
Zellen ein immortalisiertes System aufweisen, scheinen die COLO-320 Zellen dem Expressions-
muster der Darmzellen zu folgen, wahrend die in der Leber induzierten Gene die Induktion in den
HepG2-Zellen steigerten.

Tabelle 23: Inhibierende und aktivierende Eigenschaften der untersuchten antiretroviralen Mittel
auf pharmakologisch aktive Proteine

Substanz Inhibitor Induktor

Abacavir

Didanosin

Lamivudin CYP1B1

Stavudin

Zalcitabin CYP1A1, 1B1

Zidovudin CYP1B1

Delavirdin CYP3A4, 2C9, 2D6, 2C19, MDR1 CYP3A4, MDR1

Efavirenz CYP2C9, 2C19, 3A4, MDR1 CYP3A4

Nevirapin MDR1 CYP3A4

Amprenavir CYP3A4 CYP3A4, MDR1

Indinavir CYP3A4 CYP1A1, 1B1, 3A4, MDR1
Kaletra CYP1B1, 3A4

Nelfinavir CYP3A4, MDR1 CYP1A1, 1B1, 3A4, MDR1
Ritonavir CYP3A4, 2D6, 2C9 CYP1A1, 1A4, 1B1, 3A4, GST, MDR1
Saquinavir CYP3A4, 2C9, MDR1 CYP1A1, 1B1, 3A4, MDR1

Vergleicht man die Induktion von allen untersuchten mRNAs, lassen sich einige Parallelen ziehen.
Die Proteaseinhibitoren wirkten in allen vier Genen induzierend, wobei die neueren Substanzen,
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Amprenavir und Kaletra, bei der AhR vermittelten Induktion keine Rolle spielten. Zalcitabin gehorte
zu den starksten Induktoren von CYP1A1 und CYP1B1 mRNA, hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die PXR regulierte Expression. In der Tabelle 23 sind die inhibitorischen und aktivierenden
Effekte von allen untersuchten antiretroviralen Substanzen erganzt um die Ergebnisse
zusammengefasst.

Die vorgestellten in vitro Untersuchungen stellen ein Model dar, das die Tendenzen des induktiven
Verhaltens zeigt. Die Beeinflussung der Expression der Gene in vivo und deren Auswirkungen
mussen in weiteren Versuchen Uberprift werden und die klinische Relevanz unter Einbeziehung
der inhibitorischen Effekte, individueller Koadministrationen sowie genetischer Ausstattung
abgewogen werden.

6.3 CYP3A4 mRNA Bestimmung in Leukozyten und Korrelation mit der
Pharmakokinetik von Alprazolam

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Expressionsuntersuchungen zu CYP3A4 im
peripheren Leukozyten an einer grofen Anzahl Probanden durchgefihrt und in Bezug zu
pharmakokinetischen sowie genetischen Parametern gesetzt. Die vorgestellten Untersuchungen
zeigen, dass die in den Leukozyten in geringen Mengen vorhandene CYP3A4 mRNA durch
bekannte Induktoren wie Rifampicin induziert werden kann. In den 96 getesteten Individuen
konnten zwei extreme Gruppen in Bezug auf ihre Induzierbarkeit bestimmt werden. Bei sieben
Probanden konnte keine Induktion der CYP3A4 mRNA in Leukozyten nach Rifampicin Behandlung
festgestellt werden, wahrend die Enzymaktivitat von CYP3A erhéht war. Bei sieben Personen war
die CYP3A4 mRNA um mehr als das vierfache induziert. Untersuchungen der Arbeitsgruppe um
Sempoux [102] an humanen Neutrophilen und Lymphozyten von acht Probanden haben eine
Expression des CYP3A Proteins gezeigt, ohne dass dieses durch eine Behandlung mit 600 mg
Rifampicin Gber 6 Tage induziert war. Japanische Forscher haben in einer anderen Studie mit acht
Teilnehmern mittels quantitativen RT-PCR demonstriert, dass die CYP3A4 mRNA in Leukozyten
nach einer dreiwdchigen Behandlung mit 600 mg Rifampicin taglich induzierbar war [103]. Das
Verhaltnis der CYP3A4 mRNA zur B-Aktin mRNA war interindividuell stark unterschiedlich und die
Induktion schwankte in den wenigen Probanden um das 1.2 bis 4.5-fache (Zahlen tendenziell aus
der Abbildung entnommen, da keine exakten Angaben im Text).

Verschiedene Gruppen zeigten an humanen Hepatozyten, dass die dort enthaltene CYP3A4
mRNA und/oder das CYP3A Protein durch Rifampicin induzierbar ist, wobei unterschiedliche
Dosierungen, Zeiten der Inkubation mit der Substanz sowie Messtechniken gewahlt wurden [119,
222, 253, 254]. Der beschriebene Faktor der Induktion bewegte sich zwischen 3 und 6. Berichte
aus kultivierten Zelllinien, wie z. B. der Hepatoma Zelllinie HepG2, weisen auf Induktion der CYP3A
mRNA mit einem Faktor von 2.7 bzw. 5.0 nach dem Verabreichen von 1 und 50 ymol/l Rifampicin
hin [255]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in der vorgestellten Arbeit ermittelten
Werte der CYP3A4 mRNA Induktion in den Leukozyten unterhalb der zitierten liegen, was fur eine
schwachere CYP3A4 mRNA Induktion in den Blutzellen im Vergleich zur Leber, dem
Hauptmetabolisierungsorgan, sprechen wirde.

Fir die Ermittlung der CYP3A Aktivitat wurde Alprazolam als Testsubstanz eingesetzt. Die Wahl
der Testsubstanz ist fur die Verlassigkeit der Ergebnisse von entscheidender Bedeutung. Einige
der friher popular eingesetzten Substanzen zur Bestimmung der CYP3A Aktivitdt haben sich als
nicht geeignet erwiesen, da sie auch von anderen Cytochrom-P450-Enzymen verstoffwechselt
werden, oder durch das MDR1 transportiert werden. Fir Alprazolam sind aufler CYP3A4 und
CYP3A5 keine anderen Cytochrom-P450-Enzyme bekannt, die an der Metabolisierung der
Substanz beteiligt sind [183, 184, 185, 186]. Ein Transport durch MDR1 konnte zwar bisher nicht
ausgeschlossen werden (es liegen keine Untersuchungen vor), da aber die strukturell verwandte
Substanz Midazolam nachgewiesener Mafien nicht Uber dieses System transportiert wird [256],
kann man ahnliches flr Alprazolam annehmen. Die kinetischen Parameter flir Alprazolam wie AUC
und Plasma Spiegel 6, 8, 10 und 24 Stunden nach der oraler Einnahme von 1 mg des Arzneimittels
korrelieren streng miteinander, so dass die CYP3A Aktivitat Gber die Bestimmung des 10h-Wertes
verlasslich gemessen werden kann [187].

CYP3A4 ist am Stoffwechsel von Ostrogenen und Androgenen beteiligt. Es ist unter anderem an
der metabolischen Aktivierung von Ostron zum potentiell kanzerogenen 16a-Ostron beteiligt [257].
Hunt et al. berichteten, dass das CYP3A Enzym eine 24 % starkere Aktivitat in Lebergeweben von
Frauen hat [258]. Die Versuche wurden in vitro an 43 Gewebeproben durchgeflhrt. Die hier
vorgestellten Daten aus 96 Patienten zur CYP3A4 mRNA Expression sowie Alprazolam
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Pharmakokinetik korrelierten nicht mit dem Geschlecht. Die Diskrepanz lasst sich durch die
Probenanzahl sowie interindividuelle Unterschiede erkldren. Zum anderen zeigte eine
Phanotypisierung von CYP3A4 und CYP2D6 mittels Bestimmung der Metabolite von
Dextromethorphan im Urin keine Unterschiede in der Aktivitat der beiden Enzyme bei 10 Mannern
und 23 Frauen [259]. Es ist demnach anzunehmen, dass es keine geschlechtsspezifische
Expression und Aktivitdt von CYP3A4 gibt.

Das Ausmal} der Induktion der CYP3A4 mRNA in Leukozyten korrelierte nicht mit den kinetischen
Parametern flr Alprazolam-Konzentration und Clearance, welche einen Induktionsfaktor von 5.5
aufwiesen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Ausmall der Zunahme der Clearance
von Alprazolam nicht aus den Veranderungen in dem CYP3A4 mRNA Gehalt in Leukozyten
vorausgesagt werden kann. Dies kann auf verschiedene Ursachen und Mechanismen
zurlckgefuhrt werden. Es ist denkbar, dass die Regulation dieser speziellen mRNA im Blut anders
verlauft als in der Leber, wo die Metabolisierung der Fremdstoffe stattfindet. Einige der fur die
transkriptionelle Aktivierung notwendigen Faktoren sind vorwiegend in der Leber lokalisiert. Es
wurde berichtet, dass der Pregnan-X-Rezeptor der Ratte hauptsachlich in der Leber und dem
Gastrointestinaltrakt exprimiert wird [131] und es gibt kaum Hinweise auf den Expressionsstatus
des PXR in den Blutzellen. Kirzlich wurden die Aussagen zur gewebespezifischen Expression von
PXR durch die Aussage erganzt, dass der Rezeptor viel starker im menschlichen Darm exprimiert
wird als in einigen anderen Organen wie Niere oder Prostata [219]. Eine schwache Syntheserate
des Rezeptors in den Leukozyten konnte flir die zum Teil geringen Induktionsfaktoren der CYP3A4
mRNA von < 2 verantwortlich sein.

Rifampicin induziert mehrere Gene, die alle Gber den PXR reguliert werden. Kirzlich wurde von der
Induktion einiger korrespondierender mRNAs in Leukozyten berichtet [260]. In der Arbeit von
Asghar et al. wurde eine durch 7-tagige Einwirkung von Rifampicin (600 mg taglich) veranderte
Expression der mRNAs von MDR1, CYP2E1, CYP3A5, CYP3A7, CYP4A11 und CYP4B1
beschrieben wahrend die CYP3A4 mRNA sowohl vor als auch nach Behandlung mit Rifampicin
nicht detektiert werden konnte.

Vor kurzem wurde das Phanomen des Trans-Spleilens der CYP3A Molekile in der Leber
beschrieben [261]. Das erste Exon des CYP3A43 Gens kann mit den Exons 2 bis 13 des CYP3A4
oder CYP3A5 gespleildt werden. Da die gewahlten Primer eher in der 3’ Region positioniert waren,
kann nicht geklart werden, ob diese schimadrische mRNA auch detektiert wurde oder nicht.
Allerdings bildet die CYP3A43/CYP3A4 intergenetische Kombination lediglich 0.15% der CYP3A43
mRNA in der Leber. Demnach ware der in den Messungen evtl. verursachter Fehler durch
Beimischungen dieser Version sehr gering.

Sowohl in der CYP3A4 mRNA Expression als auch in der CYP3A Aktivitat konnte eine relativ hohe
Variabilitédt festgestellt werden. Diese kdnnte durch die genetischen Polymorphismen erklart
werden. Es wurden inzwischen einige funktionelle Polymorphismen beschrieben, die eine
veranderte katalytische Aktivitdt des Enzyms verursachen [112, 262]. Drei Mutationen wurden im
Promotorbereich des Gens gefunden: CYP3A4*1B, CYP3A4*1C, CYP3A4*1D [114, 263]. Das Allel
CYP3A4*1B ist in der kaukasischen Population relativ selten und tritt nur mit einer Haufigkeit von
ca. 4% auf, im Vergleich dazu tragen 65% der Individuen afrikanischer Abstammung dieses Allel
[262]. Die Rifampicin bedingte Induktion gemessen durch die Alprazolam-Konzentration
unterschied sich nicht in den 4 heterozygoten Tragern des Allels CYP3A4*1B von den
homozygoten Tragern des Wildtyp-Allels CYP3A4*1A (Tabelle 20). Demnach hat diese Variante
keinen Einfluss auf die Aktivitdt des CYP3A Enzyms. In der Literatur ist die Auswirkung dieser
Mutation umstritten. Wahrend einige Autoren von einer Abnahme der Enzymaktivitdt in vivo
berichten [114, 264, 265], wurde in vitro gar eine Zunahme der Aktivitdt beschrieben [266, 267].
Manche Wissenschaftler haben keinen Einfluss des Allels CYP3A4*1B auf die CYP3A Aktivitat
messen konnen [111, 263, 268], was mit den hier vorgestellten Ergebnissen lbereinstimmt.

Der Basenaustausch im Exon 12 (1334 T>C) des CYP3A4 wird als Allel CYP3A4*3 bezeichnet
[262] und resultiert im Wechsel der Aminosaure am Kodon 445 von Methionin zu Threonin, was die
Hambindende Region des CYP3A4 Proteins verandert [262]. Die Haufigkeit des Allels liegt bei
1.1% in der kaukasischen Population [269]. Von den 96 untersuchten Probanden war nur ein
heterozygoter Trager dieser Variante und gehoérte zur Gruppe mit hochsten Alprazolam
Konzentrationen im Plasma, was auf eine schwachere Funktionalitat des Enzyms verursacht durch
diese Mutation hindeutet.

Die am haufigsten vorkommende Mutation in der kaukasischen Population liegt im Intron 10 des
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CYP3A4 Gens und wurde bei ca. 17% gefunden [112]. Dieses Allel verandert die Enzymaktivitat
nachgewiesenermaflen nicht. Die CYP3A Enzymaktivitdt kann unter Umstanden auch auf
veranderte CYP3A5 Aktivitat zurlickgefiihrt werden, da dieses Isoenzym die a-Hydroxylierung von
Alprazolam katalysiert [184]. Das Protein wurde in verschiedenen Studien bei 10-74% der Lebern
von Kaukasiern detektiert [105, 270, 271, 272]. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass das
CYP3A5*1 Allel mit Haufigkeitsverteilung von rund 5% in der kaukasischen Population [106] fir die
Funktionalitadt des Enzyms notwendig ist, da das durch Trager des am haufigsten vertretenen Allels
CYP3A5*3 exprimierte kirzere Potein keine Aktivitat besitzt. In der vorgestellten Studie wurden 6
heterozygote Trager der Variante CYP3A5*1 gefunden, die keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Pharmakokinetik von Alprazolam aufwiesen (1.3% Unterschied in dem Median
der Alprazolam Konzentration).

Wahrend andere Autoren berichteten, CYP2C19 sei nicht in den Stoffwechsel von Alprazolam
involviert [186], kann man aus den vorgestellten Ergebnissen auf einen geringfligigen Einfluss des
Allels CYP2C19*2 auf die Pharmakokinetik von Alprazolam und somit eine Beteiligung des
CYP2C19 Enzyms schlief3en.

Um die Variabilitdt der Aktivitat vollstdndig klaren zu kdénnen, werden weitere Untersuchungen
notwendig sein.
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7 Zusammenfassung

In Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mehrere quantitative Verfahren zur Bestimmung der
mRNA Expression der Gene CYP1A1, CYP1B1, CYP3A4 und MDR1 in verschiedenen Zelltypen
entwickelt und angewandt.

Die Untersuchungen an humanen immortalisierten Zelllinien haben eine durch antiretrovirale
Medikamente bedingte Induktion der Expression von CYP1A1, CYP1B1, CYP3A4 und MDR1
dokumentiert. Die Bestimmungen der durch Aryl Kohlenwasserstoff Rezeptor regulierten
Expression erfolgten in der HelLa Zellkultur wahrend die durch den Pregnan-X-Rezeptor aktivierte
Initiation der Transkription in den HepG2-Zellen hepatischen Ursprungs sowie COLO-320-Zellen
dermalen Ursprungs charakterisiert wurde. Die basale Expression der CYP3A4 mRNA nahm mit
steigernder Passagierungszahl der HepG2-Zellen stetig ab und erreichte bei etwa 2 Kopien
CYP3A4 mRNA/ng RNA das Minimum. Inkubationen der Zellen mit Rifampicin resultierten in einer
statistisch signifikant erhéhten Expression der CYP3A4 und MDR1 mRNA in beiden Zellsystemen,
was die Eignung der Zelllinien COLO-320 und HEPG2 fir Induktionsversuche bestatigt.

Die untersuchten Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren (Abacavir, Didanosin,
Lamivudin, Stavudin, Zalcitabin, Zidovudin) zeigten nur vereinzelt eine Induktion der Expression
untersuchter Gene. Konzentrationen von CYP3A4 und MDR1 mRNA blieben nach Inkubationen
mit den NRTIs in beiden Zellkulturen ohne signifikante Veranderungen. Inkubationen der Hela-
Zellen mit Lamivudin bzw. Zidovudin wirkten nur auf die CYP1B1 mRNA Expression um den Faktor
5.4 aktivierend. Zalcitabin verursachte eine signifikante Erhéhung der mRNA Konzentrationen von
CYP1A1 und CYP1B1. um das 2.8 bzw. 6.0-fache.

Aus der Gruppe der untersuchten Nicht-Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren
induzierte Efavirenz CYP3A4 mRNA und Nevirapin die CYP1B1 mRNA. Inkubationen mit
Delavirdin resultierten in einer Zunahme der CYP3A4 und MDR1 mRNA Konzentration.

Alle untersuchten Gene unterlagen einer Induktion durch den die &lteren Proteaseinhibitoren —
Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir. Die neueren Proteaseinhibitoren Amprenavir und
Kaletra verursachten keine oder eine verhaltnismallig schwache Induktion. Der Inhalt der Kaletra-
Kapseln induzierte die CYP1B1 und CYP3A4 mRNA Konzentrationen. Darlber hinaus induzierte
Amprenavir CYP3A4 und MDR1.

Die MDR1 mRNA war in der COLO-320 Zelllinie weniger stark induzierbar als dies unter gleichen
Bedingungen in den HepG2-Zellen gezeigt wurde. Zum anderen reagierten die COLO-Zellen
empfindlicher auf héhere, fir die Zellen toxische Dosen der Medikamente als die HepG2 Kulturen.

Insgesamt war das Ausmalf} der Induktion bei CYP1A1 und CYP1B1 starker als bei CYP3A4 und
MDR1, was zum einen an dem Regulationsweg liegen kann, zum anderen auch durch das
Testsystem oder die gewahlten Zellkulturlinien bedingt sein kann.

Die Veranderungen in der Expression der AhR regulierten Enzyme koénnten klinische Folgen fir
AIDS-Patienten haben, bestehend aus erhdhtem Krebsrisiko und starkerer Elimination von
Antipsychotika. Die Aktivierung der PXR induzierten Genbatterie kann in Abhangigkeit von der
Komedikation die Elimination der antiretroviralen Mittel beschleunigen und eine
Resistenzentwicklung des Virus begunstigen. Die Induktion von MDR1 erschwert zudem das
Passieren der Blut-Hirn-Schranke, was ebenfalls klinische Konsequenzen haben kdnnte.

Mittels eines RT-PCR Verfahrens in Echtzeit konnte erstmals an einer gréReren Anzahl Probanden
(n = 96) gezeigt werden, dass die CYP3A4 mRNA in peripheren Leukozyten exprimiert und durch
Rifampicin induziert wird. Die Expression sowie das Ausmal} der Induktion der CYP3A4 mRNA in
Leukozyten korrelierten nicht mit den gemessenen pharmakokinetischen Parametern fiir die
CYP3A Testsubstanz Alprazolam, was darauf hindeutet, dass die Bestimmung der mRNA im Blut
kein geeigneter Parameter fiir die Aktivitat des Enzyms in der Leber darstellt. Zudem hatte keine
der untersuchten Varianten von CYP3A4 und CYP3A5 einen Einfluss auf den Stoffwechsel von
Alprazolam. Die Allele CYP3A4*1B, CYP3A4*3 und CYP3A5*1 sind sehr selten aufgetreten und
haben héchstwahrscheinlich keine funktionelle Bedeutung fir die Aktivitdt vom CYP3A Enzym.
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