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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Arzneimittelinteraktionen spielen im Rahmen der heute in der Klinik Ublichen
polytherapeutischen Regime eine immer grofiere Rolle. Diese fuhren entweder zu einer
Steigerung der therapeutischen Wirkung oder verstarken umgekehrt unerwiinschte toxische
Effekte des Pharmakons bzw. haben eine Reduktion der Therapieeffizienz zur Folge
(PATSALOS et a. 2002). Von wichtiger klinischer Bedeutung ist u.a. die Interaktion des
Chemotherapeutikums Methotrexat (MTX) mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog.
»Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ“ gehdren (VECHT et a. 2003a; s. 2.3.1.1).
Methotrexat (MTX, Amethopterin) wird seit vielen Jahren in der Human- sowie in der
Veterindrmedizin zur Behandlung neoplastischer und nicht neoplastischer Erkrankungen wie
dem malignen Lymphom oder osteogenen Sarkomen bzw. der rheumatoiden Arthritis
eingesetzt (COTTER u. PARKER 1978, LINK u. HIRSCHBERGER 1999, GROMNICA-
IHLE 2002, KINOSHITA 2003, ZELCER et a. 2005). Der Wirkmechanismus des
Folsaureantagonisten beruht aufgrund der groRen strukturellen Ahnlichkeit zur Folsiure auf
der kompetitiven Hemmung des Enzyms Dihydrofolatreduktase (DHFR) und damit der
Inhibition der Synthese von Nukleinsdure-Vorstufen (STACHER u. LUTZ 1996, JOSTING et
al. 1998). Die Ko-Therapie von Zytostatika wie MTX und Antiepiletika ist in der Klinik
vielfach indiziert, da Epilepsie eine haufige Komplikation bei Krebspatienten darstellt
(VECHT et al. 2003b). Krampfanfélle treten bspw. bei 20-70% der Patienten mit priméren
und sekundaren Hirntumoren (VILLEMURE u. DETRIBOLET 1996, VECHT 1998,
MANGANO et a. 2002) sowie bel ca. 10-20% der ALL-Patienten auf (RELLING et al.
2000). RELLING et a. (2000) bzw. RIVA et al. (2000) zeigten, dass die Vorbehandlung mit
den PB-artigen Induktoren Phenobarbital (PB), Carbamazepin und Phenytoin zu deutlich
verminderten intrazelluldren MTX-Wirkspiegeln fihrte. Dies hatte eine Reduktion der
Chemotherapieeffizienz und damit eine mal3gebliche Verschlechterung der Patientenprognose
zur Folge.

In niedriger Konzentration wird Methotrexat durch séttigbare und energieabhangige
Transportproteine in die Zelle aufgenommen bzw. ausgeschieden. Die MTX-Aufnahme wird
vornehmlich Uber den Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier (RFC/Rfc;
SLC19A1/SIc19al) vermittelt, welcher bei neutralem pH-Wert bis zu 90% natriumabhéngig
ist (DIXON et a. 1994, WILLIAMS et al. 1994, MOSCOW et a. 1995, HONSCHA et al.
2000, KNEUER et al. 2004). Das Transportprotein wird nahezu ubiquitar exprimiert und ist in
Geweben des Gastrointestinaltraktes sowie des Plexus choroideus apikal bzw. in Niere und
Leber basolateral lokalisiert (WANG et al. 2001, WHETSTINE et al. 2002a, HINKEN 2005).
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Der hepatozelluldre Rfcl der Ratte, ein 58 kDA grof3es Protein, weist auf Proteinebene zwei
maogliche Phosphorylierungsstellen und im Promotorbereich des Gens u.a en durch
Induktoren vom PB-Typ regulierbares Genelement auf, welches bisher insbesondere bel
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen der Cytochrom P450 Familie nachgewiesen werden
konnte (LIANG et al. 1995, HONSCHA et al. 2000).

Cytochrom P450 Enzyme sind im Rahmen der sog. ,,Phase I-Reaktion” im Zusammenspiel
mit Phase 11-Enzymen in den Metabolismus verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika
involviert und stehen im engen Zusammenhang mit membransténdigen Transportproteinen,
welche die Elimination der Metaboliten vermitteln. Deren koordinierte Regulation
gewadhrleistet die gerichtete Aufnahme in die Zelle, den Metabolismus und die nachfolgende
Exkretion der jeweiligen Substanz und stellt somit enen wichtigen zelluléren
Schutzmechanismus gegeniber  toxischen Nebenwirkungen von Fremdstoffen dar
(RUSHMORE u. KONG 2002).

Grundsétzlich wird die Pharmakokinetik verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika,
welche carrier-vermittelt in Zellen transportiert werden, Uber direkte Interaktionen am
Transportprotein oder durch die Regulation der Transporteraktivitét beeinflusst. Letztere kann
auf Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression oder durch
Phosphorylierung und/oder Internalisierung des Transportproteins im Rahmen einer
posttranslationalen Regulation erfolgen. Diese Regulationsmechanismen finden in
Abstimmung mit der Phase I- und IlI-Enzymregulation stait und konnen im Fale von
Arzneimittelwechselwirkungen wie bspw. zwischen Methotrexat und ,, Induktoren vom PB-
Typ* zu verminderten Arzneistoffwirkspiegeln fiihren und auf diese Weise die Effizienz einer
Pharmakotherapie erheblich mindern.

Anhand ener Relhe von Studien zur transkriptionellen  Regulation  von
Arzneistoffwechselwegen konnte in diesem Zusammenhang Ubereinstimmend gezeigt
werden, dass fremdstoffmetabolisierende Enzyme und ebenso Transportproteine durch
Kernrezeptoren wie dem ,, Constitutive Androstane Receptor (CAR)* reguliert werden (XU et
al. 2005). Der CAR-Rezeptor vermittelt die Phenobarbital-bedingte Regulation der
hepatozelluldren Cytochrom P450 2B-Genexpression beim Menschen, der Ratte und der
Maus durch die Bindung an das sog. ,, Phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM)*
innerhalb der distalen Promotorregion des Cytochrom P450 2B Gens (SUEYOSHI u.
NEGISHI 2001). Phenobarbital stellt hierbei den Prototyp einer grofRen Gruppe von
strukturell unterschiedlichen Substanzen wie dem Antiepileptikum Carbamazepin, dem
Antimykotikum Clotrimazol oder dem Zytostatikum Cyclophosphamid dar, welche die
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transkriptionelle Regulation der Genexpression von Phase | und IlI-Enzymen sowie
Transportproteinen bedingen (SUEYOSHI u. NEGISHI 2001, XU et a. 2005). So konnte
bspw. die Induktion der hepatozelluld&ren MRP2/Mrp2-Genexpression (cMOAT,
ABCC2/Abcc2) nach Vorbehandlung mit spezifischen CAR-Induktoren wie PB
nachgewiesen werden (KAST et a. 2002, STAUDINGER et a. 2003). Das in der
kanalikuléren Hepatozytenmembran lokalisierte Transportprotein vermittelt die Elimination
zahlreicher endogener und exogener organischer Anionen wie Methotrexat (BORST et al.
2000).

Neben der Regulation der Genexpression spielt im Rahmen des carrier-vermittelten
Arzneimitteltransports ebenso die schnelle und kurzfristige posttranslationale Regulation von
Transportproteinen eine wichtige Rolle, welche u.a. durch die Proteinkinase C (PKC) oder die
Proteinkinase A (PKA) vermittelt wird. Anhand zahlreicher in vivo- sowie in vitro-Studien
wurde bspw. die PKC- bzw. die PKA-vermittelte posttranslationale Regulation von
Transportproteinen wie z.B. von OAT1 (YOU et a. 2000, WOLFF et a. 2003) durch direkte
Phosphorylierung des Proteins (VAUGHAN et al. 1997, CONRADT u. STOFFEL 1997,
LEDERER et al. 2003) oder durch Verdnderung der Transportproteindichte in der
Plasmamembran (HIRSCH et al. 1996, RAMAMOORTHY et a. 1998, ROELOFSEN et al.
1998) nachgewiesen.

Aufgrund der hier diskutierten zunehmenden Bedeutung von Arzneimittelinteraktionen im
Rahmen ener MTX-Chemotherapie und der koordinierten Regulation von
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen und Transportproteinen durch Kernrezeptoren soll
innerhalb dieser Arbeit die Regulation des Transportproteins Rfcl durch Induktoren vom PB-
Typ und dem CAR-Agonisten 1,4-big2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP)
systematisch in einem der in vivo-Situation nahestehenden in vitro-Zellkulturmodell
(HALWACHS et a. 2005; s. 2.4 und Anhang) untersucht werden. Von besonderem Interesse
ist hierbel eine mogliche Beteiligung der postulierten Genregulationselemente bzw. des
Kernrezeptors CAR.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Methotrexat
2.1.1 Wirkungsweise und Einsatz in Human- und Veterindrmedizin

Das Chemotherapeutikum Methotrexat (MTX, Amethopterin, 2-[4-[(2,4-diaminopteridin-6-
yl)methyl-methyl-amino] benzoyl]aminopentandicarbonsdure, s. Abb. 1) gehtrt zur Gruppe
der sog. ,,Antimetabolite”. Der Wirkmechanismus des Folsdureantagonisten beruht aufgrund
der groRen strukturellen Ahnlichkeit zur Folsiure insbesondere auf der kompetitiven
Hemmung des Enzyms Dihydrofolatreduktase (DHFR). Nachfolgend wird die Bildung von 5-
Methyltetrahydrofolat und anderen reduzierten Folaten, die als Kofaktoren fir die Purin- und
Pyrimidinsynthese dienen, inhibiert (KAMEN 1997, JOSTING et al. 1998). Diese
Synthesechemmung von Nukleinsdure-Vorstufen zeichnet MTX as S-Phasen-spezifisches
Zytostatikum aus (STACHER u. LUTZ 1996). In Folge der Anreicherung von Dihydrofolat
und dem Mangel an 5-Methyltetrahydrofolat, dem Substrat der Thymidylatsynthetase, kommt
es weiterhin zu einer Hemmung der enzymvermittelten Thymidin-Synthese.

Abb. 1. Strukturformel der  2-[4-[(2,4-diaminopteridin-6-yl)methyl-methyl-amino]benzoyl]
aminopentandicarbonsdure (MTX).

In der Humanmedizin wurde MTX erstmalig 1949 eingefihrt. Der Folsdureantagonist wird
meist in Kombination mit anderen Zytostatika, im Rahmen einer mittelhoch dosierten MTX-
Therapie (100-1000 mg/n¥ i.v.) bei gastrointestinalen Tumoren, Non-Hodgkin-Lymphomen
(JOSTING et al. 1998) und akuten Leukdmien (KINOSHITA et a. 2003) bzw. im Rahmen
einer Hochdosis (HD)-MTX-Therapie (8-12 g/m?i.v.) bei osteogenen Sarkomen (JOSTING et
al. 1998, ZELCER et a. 2005) sowie Tumoren im Kopf- Nacken- und Brustbereich
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(BARNAJEE et al. 2002), eingesetzt. Weiterhin findet Methotrexat in niedriger Dosierung (5-
25 mg/Woche p.0.) in der Rheumatologie und Immunologie zur Behandlung der
rheumatoiden Arthritis, dem Reiter-Syndrom oder der Psoriasis vulgaris Anwendung
(JOSTING et a. 1998, GROMNICA-IHLE 2002, PRODANOWICH et a. 2005). Toxische
Nebenwirkungen des Chemotherapeutikums manifestieren sich aufgrund der hohen
Zéllproliferationsrate vor alem in Schleimhautepithelien und hématopoetischen Zellen des
Knochenmarks in Form einer Stomatitis sowie Ubelkeit und Diarrhoe bzw. einer
ausgepragten Myelosuppression. Ferner sind Leberschaden in Form von Hepatitiden und
Fibrosen, neurologische Stérungen und renale Dysfunktion beschrieben worden (JOSTING et
al. 1998).

Die Therapie neoplastischer Erkrankungen hat auch in der Veterinarmedizin in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Tumorerkrankungen stellen eine zentrale
Todesursache bei Hund und Katze dar (BRONSON 1982), wobei die Prévalenz kontinuierlich
ansteigt (DORN 1976). Die Grunde hierfir liegen u.a. in der gestiegenen Lebenserwartung
der Tiere (WITHROW 1996). Die wachsende Bedeutung von Haustieren in der Gesellschaft
und damit die finanzielle Bereitschaft und der Wunsch vieler Tierbesitzer zur Behandlung
neoplastischer Erkrankungen geht mit dieser Entwicklung einher (DARBES et al. 1999). Im
Gegensatz zur chirurgischen und radiotherapeutischen Behandlung von Tumoren werden
Zytostatika in der Veterindrmedizin nicht mit dem Ziel der Heilung des Patienten, sondern im
Rahmen der sog. ,palliativen Chemotherapie® zur Verbesserung der Lebensqualitét ohne
L ebensverlangerung, eingesetzt (KESSLER 1999). Methotrexat wird hierbei Uberwiegend in
Kombinationsprotokollen mit anderen Chemotherapeutika zur Behandlung von Lymphomen
und lymphatischen Leukamien (MACEWEN et al. 1981, BORTNOWSKI u. ROSENTHAL
1991, LINK u. HIRSCHBERGER 1999, TESKE 1999), dem Osteosarkom (COTTER wu.
PARKER 1978), myeloproliferativen Syndromen sowie dem Sertoli-Zelltumor (OGILVIE wu.
MOORE 1995) und dem Sticker-Sarkom (BROWN et al. 1980) angewendet. Bei Hunden und
Katzen sind als Nebenwirkungen schwere Myelosuppression, akute renale Tubulusnekrose,
Hepatotoxizitét, gastrointestinale Toxizitd in Form von Vomitus und Diarrhoe sowie
Haarausfall beschrieben worden (OGILVIE 1996, HIRSCHBERGER et a. 2000,
RUSLANDER 1999). Die gebrauchliche Dosierung ist aufgrund dieser Nebenwirkungen
niedriger as in der Humanmedizin und betragt 2,5 mg/n? p.o. tgl. bzw. 0,6-0,8 mg/n¥ i.v.
alle drei Wochen (RUSLANDER 1999).
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2.1.2 Pharmakokinetik

Im Rahmen der HD-MTX-Therapie beim Menschen (8-12 g/n? iber 6 h) liegen die
Serumspiegel 24 h nach Beginn der Therapie unter 3 uM, nach 48 h unter 0,3 uM und nach
72 h unter 0,1 pM, wobei die Elimination biphasisch erfolgt (HEINEMANN et a. 2001).

In niedriger Konzentration wird das zweifach negativ geladene Methotrexat durch séttigbare
und energieabhangige Transportproteine in die Zelle aufgenommen bzw. ausgeschieden
(JOSTING et a. 1998, s. Tab. 1). Die MTX-Aufnahme wird durch Vertreter der Organischen
Anionen Transportierenden Polypeptide (OATP, SLC21), der Organischen Anionen
Transporter (OAT, SLC22) und des Reduced Folate Carrier (RFC1, SLC19A1) vermittelt.
Die Elimination des Chemotherapeutikums erfolgt durch Vertreter der Multidrug Resistance-
Associated Proteine (MRP, ABCC) der ATP-binding cassette (Abc)-Superfamilie. Bel hohen
extrazelluldren Konzentrationen, wie sie im Rahmen einer HD-MTX-Therapie entstehen,
passiert der Folsdureantagonist zusédtzlich Uber passive Diffusionsmechanismen die
Zellmembran (HILL et al. 1979, BERGER et al. 1996).

Die Elimination von Methotrexat erfolgt bei Applikation konventioneller Dosen von 20-500
mg/m? bis zu 90% durch glomerul&re Filtration und tubul&re Sekretion tber die Niere, wobei
das Pharmakon grof¥enteils in unverdnderter Form im Urin vorliegt (KAMEN 1997,
JOSTING et al. 1998). Ferner unterliegt MTX zu ca. 10% der hepatobilidren Elimination. Der
Antell der nicht-renalen Ausscheidung nimmt mit steigender Plasmakonzentration zu und
erreicht im Rahmen einer HD-MTX-Therapie maximal 50% (LUI 1985, KAMEN 1997).
Insgesamt konnten drei MTX-Metabolite identifiziert werden. Uber die hepatozelluldre
Aldehydoxidase wird MTX zu dem vielfach schwécher wirksamen 7-Hydroxy-MTX
abgebaut, welches eine 6fach schlechtere Wasserloslichkeit als MTX aufweist. In der Folge
kommt es im Rahmen der Priméarharnbildung zur Prézipitation des Metaboliten. Bei Patienten
mit akuten Nierenversagen liegt 7-OH-MTX in den Nierentubuli bspw. bis zu 70% in
kristalliner Form vor und trégt somit entscheidend zur MTX-Nephrotoxizitdt bei (BERTINO
1981, JOSTING et a. 1998). Ferner wird das Zytostatikum intrazelluléar durch die
Folylpolyglutamatsynthetase (FPGS) zu dem aktiven Metaboliten MTX-Polyglutamat
metabolisiert. Der Metabolit weist ebenfalls eine hohe Affinitdt zur DHFR, aber eine
geringere Dissoziationskonstante als MTX auf. Dartiber hinaus erfolgt die intrazelluldre
Retention der MTX-Polyglutamate aufgrund deren hohen Molekulargewichts. Dies tragt
entscheidend zur Selektivitét der Antifolatwirkung bei (POSER et al. 1981, FABRE et al.
1984, CHABNER et a. 1985). Die Bildung des inaktiven Metaboliten 4-amino-4-deoxy-N10-
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methylpteroylsdure (DAMPA) durch Darmbakterien spielt dagegen quantitativ nur eine
untergeordnete Rolle (DONEHOWER et al. 1979).

2.1.3 Chemoresistenz gegenuber Methotrexat

Der limitierende Faktor jeder Chemotherapie neoplastischer Erkrankungen stellt die
Entstehung einer Resistenz der Tumorzelle gegeniiber dem Chemotherapeutikum dar. In der
Klinik wird grundsétzlich zwischen der intrinsischen und einer erwobenen Tumorzellresistenz
unterschieden. Die intrinsische Resistenz beschreibt eine immanente Eigenschaft der
Tumorzellen, welche nicht durch eine Zytostatika-Exposition bedingt ist. Dagegen entwickelt
sich die sog. ,erworbene Resistenz‘ erst nach Exposition der Tumorzellen mit dem
Chemotherapeutikum (BANERJEE et al. 2002). In den letzten Jahren konnte eine Reihe von
Resistenzmechanismen von Tumorzellen gegeniiber dem Antifolat MTX aufgedeckt werden,
welche die zelluldre MTX-Aufnahme, den Metabolismus sowie den Export des
Fol sdureantagonisten betreffen.

2.1.3.1 Transport-assoziierte Chemoresistenz

Der verminderte Transport des Chemotherapeutikums stellt im Rahmen der erworbenen
Chemoresistenz gegeniiber Methotrexat einen zentralen Resistenzmechanismus zahlreicher
Tumorzellen dar (BANERJEE et a. 2002).

In niedrigen Dosierungen erfolgt die MTX-Aufnahme in erster Linie RFC-/Rfc-vermittelt
durch einen aktiven Transportmechanismus (GOLDMAN u. MATHERLY 1986, s. 2.2.3.2).
Durch Studien an immortalen Zelllinien sowie Tumorzellen von ALL-Patienten oder
osteogenen Sarkomen konnte die Entstehung einer Resistenz nach Gabe von MTX aufgrund
einer verminderten RFC-vermittelten Transportaktivitét beobachtet werden (TRIPPETT et al.
1992, FLINTOFF et al. 2004). Weiterhin konnten GORLICK et a. (1997) sowie GUO et al.
(1999) zeigen, dass dieser Aktivitdtsverlust in Zusammenhang mit einer verminderten RFC-
Transkriptionsrate steht. Zudem fuhren Punktmutationen im Rfc-Gen zur Entstehung eines
inaktiven Proteins sowie einer verdnderten Proteinstabilitét, zelluldren Lokalisation und
Substratspezifitdt (ZHAO et al. 1998, 1999; SADLISH et a. 2000). ZHAO et a. (1998)
beschrieben bspw. das Auftreten einer Rfc-Genmutation, welche die Substitution der
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Aminosaure Serin durch Asparagin an Position 46 zur Folge hatte. Dies fuhrte, bedingt durch
eine veranderte Mobilitdt des Transportproteins, zu einem eingeschrankten Rfc-vermittelten
MTX-Transport in einer Rfc-transfizierten immortalen Zelllinie.

Neben einer verminderten Aufnahme ist eine verstrkte zelluldre Ausscheidung des
Chemotherapeutikums ein weiterer Mechanismus der Chemoresistenz  zahlreicher
Tumorzellen. Die Effluxcarrier MRP1-4/Mrpl-4 vermitteln die Elimination von organischen
Anionen wie z.B. MTX, wobei viele Tumorgewebe eine erhthte Expressionsrate dieser
Transportproteine aufweisen (CHEN et al. 2002, MATHERLY u. GOLDMAN 2003).
HOOIJBERG et a. (1999) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass MRP-transfizierte
Tumorzellen eine erhohte Resistenz gegeniber MTX aufwiesen. Ferner konnte mittels in
vitro-Studien die Beteiligung des Exportcarriers BCRP an der Ausbildung einer MTX-
Resistenz nachgewiesen werden (VOLK et al. 2002, KAGER et a. 2005).

2.1.3.2 Metabolische Chemoresistenz

Die Selektivitdt der Antifolatwirkung ist in hohem Mal3e abhéngig von der Bildung und
intrazelluldren Akkumulation von MTX-Polyglutamaten, die durch die Expression und die
Aktivitét der Enzyme FPGS (FABRE et al. 1984, KAMEN 1997; s. 2.1.2) und GGH, welche
fir den Abbau der MTX-Polyglutamate verantwortlich ist (GALIVAN et a. 1997), reguliert
wird. So konnte in einer Reihe von Studien an ALL-Tumorzellen gezeigt werden, dass diese
im Vergleich zu benignen Zellen signifikant weniger MTX-Polyglutamate anreichern (LIN et
a. 1991, GOKER et al. 1993, BARREDO €t a. 1994, SYNOLD et al. 1994, KAGER et a.
2005). Diese reduzierte Akkumulation ist entweder bedingt durch eine verminderte
Expression und Aktivitét der FPGS (LENZ et al. 1994) oder einer erhthten GGH-AKktivitét
(RHEE et a. 1993).

Weiterhin wurden eine verminderte Affinitdt von MTX fir das Enzym DHFR durch
Punktmutationen im DHFR-Gen sowie eine gesteigerte DHFR-Genexpression bzw.
Proteinmenge bei gleichzeitigem Anstieg der DHFR-AKktivitét als weitere Mechanismen einer
erworbenen MTX-Chemoresistenz beschrieben (GOKER et al. 1995, SPENCER et al. 1996,
BANERJEE et a. 2002).
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2.1.3.3 Arzneimittelinteraktionen

2.1.3.3.1 Uberblick

Im Rahmen der heute Ublichen polytherapeutischen Regime spielen Arzneimittelinteraktionen
in der Klinik eine immer grokere Rolle und stellen neben der Entstehung von
Tumorzellresistenzen den limitierenden Faktor einer erfolgreichen Chemotherapie dar
(VECHT et a. 2003a). Prinzipiell werden Arzneimittelinteraktionen in pharmakokinetische
und pharmakodynamische Wechselwirkungen unterteilt. Eine pharmakokinetische Interaktion
liegt vor, wenn ein Pharmakon Absorption, Verteilung, Metabolismus oder Elimination eines
zweiten Arzneimittels beeinflusst. Dies resultiert in einer veranderten Plasmakonzentration
und somit in ener verdnderten Wirksamkeit des zweiten Arzneimittels oder dessen
Metaboliten. Dagegen ist die pharmakodynamische Arzneimittelinteraktion durch den
dhnlichen oder entgegengesetzten pharmakologischen Mechanismus zweier Substanzen
gekennzeichnet. Diese Interaktion findet auf zellulérer Ebene statt und resultiert nicht in einer
Anderung der Arzneimittelplasmaspiegel (PATSALOS et al. 2002). Sowohl pharmako-
kinetische als auch pharmakodynamische Arzneimittelwechselwirkungen fiihren entweder zu
einer Steigerung der therapeutischen Wirkung oder verstérken umgekehrt unerwinschte
toxische Effekte des Pharmakons bzw. haben eine Reduktion der Therapieeffizienz zur Folge
(KAPETANOQOVIC et a. 1981, BINNIE et al. 1986, BAKER et a. 1992).

2.1.3.3.2 Cytochrom P450-1nduktoren und Methotrexat

In einer Reihe von klinischen Studien sind pharmakokinetische Arzneimittelinteraktionen
zwischen Cytochrom PA450-Induktoren und Methotrexat beschrieben worden (s.
Ubersichtsarbeit von VECHT et al. 2003a). Der Metabolismus der meisten Medikamente wird
durch ein oder mehrere Enzyme der Cytochrom P450 Familien 1, 2 und 3 vermittelt
(WRIGHTON u. STEVENS 1992, s. 2.3.1). Die Aktivitét dieser Isoenzyme kann durch
Xenobiotika entweder induziert oder gehemmt werden. Wie in 2.1.2 beschrieben kommt es
im Rahmen einer MTX-Hochdosistherapie zur intrazellularen Akkumulation von MTX-
Metaboliten. RELLING et a. (2000) und RIVA et a. (2000) konnten anhand klinischer
Studien eine verminderte intrazelluléare Anreicherung von Methotrexat nach Gabe der
Cytochrom P450-Induktoren Phenobarbital, Carbamazepin und Phenytoin nachweisen.
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Weiterhin lieferte eine in vitro-Studie den Hinweis auf eine Reduktion der RFC-vermittelten
MTX-Transportaktivitdt nach Vorbehandlung mit Carbamazepin, welche zu einer
verminderten Sensitivitdt der Tumorzellen gegeniiber dem Zytostatikum fihrte (TOFFOLI et
al. 2000). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnten HONSCHA et a. (2000)
mittels einer in vivo-Studie an Ratten zeigen, dass die Vorbehandlung der Tiere mit dem
Cytochrom P450-Induktor Phenobarbital eine signifikant reduzierte hepatozellulare MTX-
Akkumulation zur Folge hatte und vermuteten, dass diese durch eine verminderte Rfcl-
Aktivitét bedingt wére.

2.2 Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier (RFC/Rfc; SLC19A1/Slc19al)

2.2.1 Struktur und Homologie der RFC-/Rfc-Transporter bei verschiedenen Spezies und deren

Gewebeverteilung

Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier gehdrt gemd der vereinbarten
Nomenklatur fur Transportproteine (HEDIGER et a. 2004) zur Familie 19 der sog. “ Solute
Carrier* (SLC/SIc), Unterfamilie A und stellt das Mitglied 1 dar (GANAPATHY et a. 2004).
Die beiden weiteren Mitglieder 2 und 3 reprasentieren Transporter fir Thiamin. Die Vertreter
der SLC/SIc19-Familie weisen hinsichtlich ihrer Aminosaurestruktur eine Ubereinstimmung
von 55-70% auf (GANAPATHY et a. 2004). In den letzten Jahren konnte aus humanem
Tumormaterial sowie immortalen Zelllinien der RFC/Rfc des Menschen (MOSCOW et al.
1995, WONG et al. 1995, WILLIAMS u. FLINTOFF 1995), der Ratte (HONSCHA et al.
2000, KNEUER et a. 2004), der Maus (DIXON et a. 1994) und des Hamsters (WILLIAMS
et al. 1994) isoliert werden. In diesem Zusammenhang bezeichnen alle in GrofRbuchstaben
aufgefiihrten Symbole das humane RFC-Gen bzw. -Genprodukt, wéhrend diese von Nagern
gemald der vereinbarten Nomenklatur fir Transportproteine (HEDIGER et al. 2004) mit
Kleinbuchstaben gekennzeichnet werden. Zunachst wurde der Rfcl der Ratte aufgrund seiner
vom humanen RFC differierenden funktionellen Eigenschaften als MTX-1 bezeichnet
(HONSCHA et a. 2000). In der Zwischenzeit konnten jedoch KNEUER und HONSCHA
(2004) anhand vergleichender funktioneller Studien den Nachweis fir die Orthologie des
MTX-1 mit dem humanen RFC erbringen.

Die Lokalisation des SLC19A1-/SIc19al-Gens von Mensch, Ratte, Maus und Hamster wurde
jeweils auf Chromosom 21g22.2 (MOSCOW et a. 1995), 20p12 (Rat Genome Database
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[RGD] 3695), 10 (ROY et a. 1998) bzw. 1g2-3 (CHAN et a. 1995) nachgewiesen. Das
humane (WILLIAMS u. FLINTOFF 1998, ZHANG et a. 1998) und murine (TOLNER et al.
1997) sowie das SLC19A1-/SIc19al-Gen der Ratte (KNEUER et a. 2005a) und des Hamsters
(MURRAY et a. 1996) besitzt jeweils einen offenen Leserahmen mit 5 kodierenden und
einer unterschiedlichen Anzahl nicht kodierender Exons. Durch die Nutzung aternativer
Exons entstehen ferner, im Rahmen des sog. , aternativen Splicings*, im RFC/Rfc-Gen von
Mensch (WILLIAMS u. FLINTOFF 1998), Ratte (HONSCHA et al. 2000, KNEUER et al.
2005a), Maus (TOLNER et al. 1999) und Hamster (MURRAY et al. 1996) verschiedene
MRNA-Varianten.

Die vorhergesagte Proteinstruktur des RFC/Rfc besteht bei alen untersuchten Spezies
Ubereinstimmend aus 12 transmembrandren Domanen (TMD) mit einer grof3en intrazelluléren
Schlaufe zwischen TMD 6 und 7 sowie einem im Zytoplasma lokalisertem C- und N-
Terminus (FERGUSON u. FLINTOFF 1999, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER
u. HONSCHA 2004). SHARINA et al. (2002) und SADLISH et al. (2002) zeigten, dass der
C-Terminus insbesondere fir die Proteinstabilitét und die korrekte Membranlokalisation
verantwortlich ist. Weiterhin kommt der grof3en zytoplasmatischen Schlaufe eine wichtige
strukturelle Bedeutung zu (LIU et a. 2003). Die unglykosylierte Form des Rfcl der Ratte
besitzt ein vorhergesagtes Molekulargewicht von 58 kDA, bestehend aus 512 Aminosauren.
Ferner wurden auf Proteinebene zwel Phosphorylierungsstellen im Bereich des C-Terminus
und der intrazelluléren Schlaufe zwischen TMD 6 und 7 sowie eine Glykosylierungsstelle in
der ersten extrazelluldren Schlaufe zwischen TMD 1 und 2 vorhergesagt (HONSCHA et al.
2000; s. Abb. 2). Das SLC19A1-/Slc19al-Gen von Mensch, Maus und Hamster codiert
jeweils fur ein Protein mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 65 (MOSCOW et al.
1995), 58 (DIXON et a. 1994) bzw. 59 kDa (WILLIAMS et a. 1994). FERGUSON und
FLINTOFF (1999), KNEUER et al. (2004) sowie WONG et al. (1998) konnten dartiber
hinaus den Nachweis einer glykosylierten Form des humanen RFC sowie des Rfc von Ratte
und Hamster erbringen. Diese posttranslationalen Modifikationen scheinen jedoch keine
Auswirkungen auf die Funktion zu haben (MATHERLY u. GOLDMAN 2003).
Zusammenfassend konnten KNEUER und HONSCHA (2004) aufzeigen, dass die
Aminosaurestruktur des Rfc der Nager zu 66-67% mit der des humanen RFC Ubereinstimmt
bzw. dass die Ubereinstimmung innerhalb der Nagergruppe bei 80-90% liegt. Dies l&sst auf
eine engere phylogenetische Verwandtschaft der Rfc von Ratte, Maus und Hamster
untereinander im Vergleich zum humanen RFC schlief3en.
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extrazellul&r

intrazellular

Abb. 2: Modell der hepatozelluléren Rfcl Proteinstruktur der Ratte.
BM: Basalmembran

Der RFC/Rfc von Mensch, Maus und Ratte wird in benignem Geweben nahezu ubiquitér
exprimiert und konnte ebenso in einer Reithe von Tumorzellen nachgewiesen werden (WANG
et a. 2001, WHETSTINE et a. 2002a, HINKEN 2005). Gewebe mit absorptiver Funktion
wie Niere, Darm oder Plazenta weisen eine hohe Rfc-Expressionsrate auf, wahrend diese in
Skelett- und Herzmuskel gewebe sehr gering bzw. nicht nachweisbar ist (GANAPATHY et al.
2004, HINKEN 2005). Die subzelluldre RFC-/Rfc-Lokalisation ist je nach Gewebe und
dessen Funktion unterschiedlich. In Geweben des Gastrointestinaltraktes sowie des Plexus
choroideus ist der RFC/Rfc apikal und in Niere und Leber basolateral lokalisiert (WANG et
al. 2001, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER et a. 2004, 2005b).

2.2.2 Regulationselemente in der Promotorregion des hepatozelluldren RFC/Rfc

Die Promotorregion des RFC/Rfc bei Mensch, Ratte, Maus und Hamster weist im Gegensatz
zu den codierenden Gensequenzen ein geringes Mal an Ubereinstimmung auf (MATHERLY
u. GOLDMAN 2003). Der humane RFC besitzt 7 mogliche Promotorsequenzen, wobei
jedoch eine Promotoraktivitét bislang nur fir die 5-untrandatierte Region proximal von Exon
A, B und C nachgewiesen werden konnte (ZHANG et al. 1998, WHETSTINE u.
MATHERLY 2001, WHETSTINE et a. 2002a). WHETSTINE und MATHERLY (2001)
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass die Promotoren A und B des humanen RFC
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durch Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie und der bZip-Superfamilie reguliert werden,
wobel die Faktoren Spl und AP2 fir die Aktivierung des Promotors A (WHETSTINE et al.
2002b) bzw. Methylierungs- und Acetylierungsprozesse fur die Aktivierung des Promotors B
entscheidende Bedeutung haben (WORM et a. 2001). Zusammenfassend hoben
MATHERLY und GOLDMAN (2003) die wichtige Rolle der verschiedenen
Transkriptionsfaktoren in der gewebespezifischen RFC-/Rfc-Expression hervor.

Der hepatozellulér exprimierte Rfcl der Ratte weist im Promotorbereich Bindungsmotive fir
den AhR/ArNT-Rezeptorkomplex und eine sog. ,Barbie Box* (s. 2.3.1.1), ein durch
Induktoren vom Phenobarbital-Typ regulierbares Element, auf (HONSCHA et a. 2000).
Diese Genregulationselemente sind bislang insbesondere bei fremdstoffmetabolisierenden
Enzymen der Cytochrom P450 Familie bekannt (SWANSON u. BRADFIELD 1993, LIANG
et al. 1995). Weiterhin konnten HONSCHA et al. (2000) im Promotorbereich des Rfcl der
Ratte eine Konsensussequenz fir den hepatozytenspezifischen Transkriptionsfaktor HNFB3A
sowie ein entsprechendes Bindungsmotiv fir den Transkriptionsfaktor C/EBP, die sog.
»CAAT-Enhancer“-Gensequenz, nachweisen. Durch Abgleich der Gensequenz des humanen
und des murinen RFC/Rfc mit der Gensequenz fir Bindungsstellen mdglicher
Transkriptionsfaktoren, konnten durch den Autor fir diese ebenfalls entsprechende
Sequenzen fur den AhR/ArNT-Rezeptorkomplex sowie fur die Transkriptionsfaktoren C/EBP
und HNFB ermittelt werden. Die ,,Barbie Box"-Sequenz konnte dagegen bei diesen beiden
Spezies nicht nachgewiesen werden. Die Gensequenz des Rfc von Ratte und Maus sowie des
humanen RFC umfasste ferner eine Relhe von Bindungsstellen fur den GR, ER und
Transkriptionsfaktoren der Sp- und AP-Familie.

2.2.3 Charakterisierung der Transportaktivitét in Leber und Niere

2.2.3.1 Physiologische Funktion von RFC/Rfc

Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier stellt ein aktives Transportsystem fir
reduzierte Folate wie N°-Methyltetrahydrofolat und N°-Formyltetrahydrofolat dar, welches
sich durch eine hohe Substrataffinitét (Km ~ 1-10 uM) und eine geringe Transportkapazitét
auszeichnet. Die Affinitét des Transporters gegentiber Folat ist dagegen deutlich niedriger
(Km ~ 200-400 uM; GOLDMAN et al. 1968, SIROTNAK 1985, WESTERHOF et al. 1995,
ZHAO et al. 1998, SIERRA u. GOLDMAN 1999, HONSCHA u. PETZINGER 1999). So
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konnten ZHAO et al. (2001) zeigen, dass der Folat-Transport vornehmlich FOLR-vermittelt
erfolgt und der RFC/Rfc eine untergeordnete Rolle spielt. RFC/Rfc-Substrate liegen bei
physiologischem pH charakteristischerweise as Anionen vor (GANAPATHY et al. 2004).
Deren aktiver RFC/Rfc-vermittelte Transport ist nicht direkt an die Hydrolyse von ATP
gekoppelt, sondern an die Aufrechterhaltung eines transmembrandren pH-Gradienten
gebunden (HORNE 1990). In diesem Zusammenhang ist der Symport von Protonen in die
Zelle oder Antiport von OH" denkbar (BRZEZINSKA et a. 2000, GANAPATHY et al. 2004).
Ferner konnten YANG et al. (1984) zeigen, dass der RFC-vermittelte Transport beim
Menschen durch die Anwesenheit extrazelluldr lokalisierter Phosphate, Folate und Sulfate
gtimuliert wird. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen beschreibt ZHAO et al.
(2002) Thiaminphosphat, nicht jedoch Thiamin als ein Substrat des humanen RFC.
Zusammenfassend besitzt der Reduced Folate Carrier wichtige physiologische Bedeutung fir
die Biosynthese von Nukleotiden (Purin und Thymidin) sowie Aminosduren und auf diese
Weise fur Zellwachstum und Differenzierung (BRZEZINSKA et al. 2000). Reduzierte Folate
gewahrleisten bspw. die Bereitstellung von Methyl-Gruppen fur die Synthese von Methionin
aus Homocystein. Eine Homocysteinamie, moglicherweise bedingt durch eine herabgesetzte
RFC-/Rfc-Transportaktivitdt durch einen Polymorphismus im RFC-/Rfc-Gen, fihrt zu einer
erhohten Inzidenz fur kardiovaskuldre Erkrankungen und Schadigungen des Neuralrohres
wahrend der Embryogenese (De MARCO et a. 2003, GANAPATHY et a. 2004).

2.2.3.2 Transport von Methotrexat

Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier vermittelt den Transport des
Chemotherapeutikums Methotrexat (s. 2.1.2) in gesunde Zellen und zahlreiche Tumorzellen
unterschiedlicher Genese (GOLDMAN et al. 1968, SIROTNAK et a. 1968, FREISHEIM et
al. 1989, HONSCHA u. PETZINGER 1999). Das Transportprotein besitzt auf diese Weise,
neben der physiologischen Bedeutung im Rahmen des Folatmetabolismus, ebenfals eine
wichtige Rolle in der Therapie zahlreicher neoplastischer und nicht neoplastischer
Erkrankungen (s. 2.1.1 und 2.1.3). Der RFC/Rfc stellt ein energie- und temperaturabhéngiges
MTX-Transportsystem mit hoher Substrataffinitét (K, ~ 1-5 pM) und geringer Kapazitét
(Vmax ~ 2-40 pmol/min/mg Protein) dar (GOLDMAN et al. 1968, WESTERHOF et al. 1995,
SIERRA u. GOLDMAN 1999, HONSCHA u. PETZINGER 1999, WONG €t a. 1999, CAI u.
HORNE 2003, FLINTOFF et a. 2004). KNEUER et a. (2004) konnten dartber hinaus
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zeigen, dass die RFC-/Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme bei Mensch und Ratte pH-abhéangig
erfolgt, wobel die Aufnahme des Folatantagonisten bei pH 5,5 etwa dreimal hoher ist als bel
physiologischem pH. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit friheren Studien zur pH-
Abhangigkeit der funktionellen Aktivitat des humanen RFC (HORNE 1990, RAJGOPAL et
al. 2001, HORNE u. REED 2002) sowie des Rfcl im Dunndarm der Ratte (STRUM 1977,
NAGAKUBO et a. 2001). Wie anhand einer Reihe von Studien weiterhin gezeigt werden
konnte, war die RFC-/Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme bel physiologischem pH
natriumabhéngig und wies keine Hemmung durch Folat auf, wahrend diese bei pH 5,5
natriumunabhangig erfolgte und bei gleichzeitiger Gabe von Folat deutlich reduziert war
(HORNE et a. 1976, HONSCHA u. PETZINGER 1999, HONSCHA et al. 2000,
RAJGOPAL et a. 2001, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER et a. 2004).
HONSCHA und PETZINGER (1999) wiesen ferner die Hemmung der Rfcl-vermittelten
MTX-Aufnahme in primére Rattenhepatozyten durch reduzierte Folate, Taurocholat und
Cholat bei pH 7,4 nach.

2.3 Regulation von Arzneistoffwechselwegen

2.3.1 Das Cytochrom P450 System

Die zellulare Aufnahme, Metabolisierung und Ausscheidung physiologischer Stoffe und
exogener Substanzen wird durch das Zusammenspiel intrazelluldr lokalisierter
fremdstoffmetabolisierender Enzyme im Rahmen der sog. ,Phase I/lI-Reaktion” und
membransténdiger Transportproteine, die den Import und Export vermitteln, erreicht
(MEYER 1996, XU et al. 2005). Die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme der Phase | stellen
vornehmlich Oxidoreduktasen der Cytochrom P450-Superfamilie dar. Diese werden in hohem
Mal3e in Leber, Gastrointestinaltrakt, Niere sowie Lunge exprimiert und umfassen insgesamt
36 Genfamilien. Die Einteilung der Enzyme in Familien und Unterfamilien erfolgt anhand
von Ubereingtimmungen in der Sekundarstruktur (RUSHMORE u. KONG 2002). Bei
Saugern konnten bisher 12 Cytochrom P450-Familien nachgewiesen werden, wobei den
Genfamilien 1, 2, 3, 4 und 7 besondere Bedeutung im Arzneimittelmetabolismus
zugesprochen wird (GONZALES u. NEBERT 1990, NEBERT et al. 1991, NELSON et al.
1996, SIMPSON 1997, WAXMAN 1999, LEWIS 2003, PASCUSS et a. 2003). Das humane
Cytochrom P450 3A4 besitzt hierbel eine Sonderstellung, da dieses aufgrund der geringen
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Substratspezifitét etwa 50% aller Arzneistoffe metabolisiert (BERTZ u. GRANNEMAN
1997).

Die vornehmlich in der Leber lokalisierten Cytochrom P450-Enzyme der Unterfamilie 2B
vermitteln die Metaboliserung verschiedener Arzneimittel wie Chemotherapeutika,
antiretroviraler Substanzen und Anésthetika sowie endogener Substanzen wie Testosteron
(ROY et al. 1999, ERICKSON et al. 1999, GERVOT et a. 1999, COURT et a. 2001, WANG
et al. 2003a). Die Gensequenz des humanen und murinen Cytochrom P450 2B6 bzw. 2b10
sowie des Cytochrom P450 2B1/2 der Ratte wurden bereits vor einigen Jahren identifiziert
und Kloniert (FUJII-KURIYAMA et a. 1982, RAMPERSAUD u. WALZ 1983, HOFFMAN
et a. 1995 HONKAKOSKI u. NEGISHI 1997). Vertreter der Cytochrom P450 2B-
Unterfamilie weisen insgesamt eine geringe und interindividuell stark variable hepatozellulére
Expression auf, welche charakteristischerweise in hohem Mal3e durch das Antiepileptikum
Phenobarbital stimuliert wird (HARDWICK et a. 1983, WAXMAN u. AZAROFF 1992,
CODE et a. 1997, CHANG et a. 1997, HONKAKOSKI u. NEGISHI 1997). In diesem
Zusammenhang fuhrten WANG et a. (2003a) sowie XIE und EVANS (2001) auf, dass
Cytochrom P450 2B6 bis zu 10% der hepatozelluléren Cytochrom P450-Enzyme stellt und
ferner am Metabolismus von bis zu 25% der handel siiblichen Arzneimittel beteiligt ist.

2.3.1.1 Transkriptionelle Regulation der Cytochrom P450-Enzyme durch
Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP

Die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme der Cytochrom P450-Superfamilie erfolgt
prinzipiell nach Exposition des Organismus gegentber endogenen oder exogenen Substanzen.
Die Regulation findet vornehmlich auf Ebene der Transkription statt und wird Uber
verschiedene Kernrezeptoren vermittelt (s. Abb. 3; OKEY 1990, DENISON u. WHITLOCK
1995, XU et al. 2005). Die Kernrezeptoren AhR sowie die Vertreter der sog. ,, Orphan nuclear
receptors PXR (NR1I2), CAR (NR1l13), PPAR (NRIC), LXR (NR1H2/3) und FXR
(NR1H4) stellen intrazellulér lokalisierte Transkriptionsfaktoren dar, die in Folge der
Exposition mit endogenen Substanzen bzw. Xenaobiotika aktiviert werden. Im Zellkern findet
nachfolgend die Bildung von Heterodimeren mit den Ko-Faktoren ARNT bzw. RXR (NR2B)
statt. Diese binden an die jeweilige Sequenz, das sog. ,, Response Element”, des Zielgens und
regulieren dessen Expression. Infolgedessen kommt es zu einem gesteigerten Metabolismus
und Elimination des Induktors, da dieser i.d.R. auch Substrat des induzierten Cytochrom P450



Literaturiibersicht

18

"S00T T8 32 NX ‘S00T T 32 TOAVS ‘S00T T8 12 LINIM ‘00T LLITS 0 NASSVV T ‘S00T T8 12 NV ‘S00T T8 32 ONHHD “T00T

DNOI T FYOWHSNY ‘TOOT ‘T8 3@ ONAL BTO0T ‘T8 12 OND ‘TO0T T8 1° A'TVIADZLIA ‘100 DNVIHO ‘T ONVHZ ‘100C IHSIOEN 0 [HSOAHNS
‘100T ‘Te 3 NOSNHAA ‘000T [VAZD ‘000T ‘T8 32 LALSOD ‘8661 ¢ 10 IHONIS H[QISIe US)aqly IopuaS[oj SUNpuomIop Iojun opinm 3unpliqqy
QI “IPWYDIZISA ey Jop udpnpoidusn ‘Mzq USUSH PUN USULINW ‘USUBWINY USYOSIMZ JUNISIZUSISMJI(] SUId Jne dpinm JYJISIdq() IOp USpUMID sny
‘uoissairdxauan) J19p swyeuqy/Suniasing =1/

"SNRJA] pun ajey ‘Yosudyp 19q uourajoiduiodsuel], pun uswAzug-]] aseyd uoa ‘dnueradng

-0Syd WOIYo01A)) Jop QWAZUF JOPUIAISI[OqE)aUI}JOISPWaL) uone[n3ay ud[euondunjsuel) UdJE)IUIdA-10)dozay Jop 3unj[aisie(] SYosnewayos :¢ ‘qqy

¥ 8004V '$O04V 1004V 1VIgV 10iduodsuel], \ Ee:.ﬁ/
[0S0147Z
.S

v VLAAD ‘19seud

4 dOIN
v d9S€ ‘TdIN ‘€d1dLVO :101dnodsuery,
A 98dAD ‘VLAAD ‘19seud

QA LIOP[OIISA[OYD)

4 TN ‘192d1LVO 9VIdLVO ‘1VIdLVO
¥ 1008V 1VOaV ‘tddIN -1oxduodsue],
4 LSD 'y 1ON 1 seyd
¥ VLAAD 'V¥dAD 19seud
4 SV1dLVO IV1dLYO
L-1d¥N ‘T8ZdLVO "9V1dLVO ‘tVIdLVO :1oiduodsuery,
ﬁ OSEPPOY-HAAVN *LSD “LON 11 aseud | ¢ S
HAW 'V9 'VE 'HT ‘0T *9C 'VTdAD :19seud _ QIXATAVD)

UI[OYSI0
‘UQINESUS[[BD)

<
=
[

<«——1— dHAJ ‘Sd BIqYoD

i - d090dDL /dAL
-gd WOA ualopnpuj

|

4 dOIN '182d1VO ‘TdIdLVO ‘SVIdLVO ‘IVIdLVO
YN TN “TIAN ‘191dLVO $V1dLVO :10xduodsue],
ﬁ LSO ‘1D :II 9seyd
VL 0T ‘4T ‘'VedAD 1 9seuyd

ur0)Audyd
€d ‘UOSeYIoWERXa(]

uoidweyry ‘NOd

|

42d1dLVO ‘IVIdLVO
L-S ‘€ ‘TMN ‘TIAN ‘1VEDLVO ‘197dLVO $VIdLVO 1oxduodsuer],
LSO 10N ‘11 9seyd
Ve ‘dl ‘VIdAD ‘19seud

uaikdozuog

‘AddL VH
JIN-¢ ‘Uxold M vVd

URIQUIDW[Z



Literaturtbersicht 19

Enzyms ist (GONZALES 1989, SWANSON u. BRADFIELD 1993, MOORE et a. 2000,
WANG u. LECLUY SE 2003). Die Kernrezeptoren LXR und FXR stellen Gegenspieler im
Rahmen der Cytochrom P450 7A-Regulation dar. LXR stimuliert die durch Cytochrom P450
7TA-vermittelte Biosynthese von Gallensduren (LEHMANN et a. 1997, WANG u.
LECLUYSE 2003). Der Kernrezeptor FXR dagegen ist, im Rahmen eines negativen
Feedbackmechanismus bei erhohter Gallensdurenkonzentration, fur die SHP-vermittelte
Hemmung von Cytochrom P450 7A verantwortlich (GOODWIN et al. 2000).

Das Antiepileptikum Phenobarbital stellt den Prototyp einer grof3en Gruppe von lipophilen,
strukturell unterschiedlichen Substanzen dar, welche die transkriptionelle Regulation der
Genexpression von Phase | und Il Enzymen sowie Transportproteinen vermitteln
(SUEYOSHI u. NEGISHI 2001, XU et a. 2005; s. Abb. 3). Zur Gruppe der Induktoren vom
PB-Typ gehdren bspw. Arzneimittel wie Carbamazepin, Chlorpromazin, Clotrimazol,
Phenytoin, Primidon oder das Chemotherapeutikum Cyclophosphamid. Ferner stellen
Pestizide wie Chlordan, Lésungsmittel wie Aceton oder pflanzliche Produkte wie Kampfer
und Dialylsulfid Vertreter dieser Gruppe dar (CZEKAJ 2000, SUEYOSHI u. NEGISHI
2001). Es handelt sich vornehmlich um einen hepatozellularen Regulationsmechanismus,
wobei dieser jedoch ebenfalls in Hirngewebe (ZELKO u. NEGISHI 2000) und Gliazellen
(GENG u. STROBEL 1998) der Ratte nachgewiesen werden konnte. Ferner wurden PB-
vermittelte pleiotrope Effekte an der Leber in Form einer Tumorpromotion bel Nagetieren,
Zunahme der Lebermasse und Proliferation des endoplasmatischen Retikulums beschrieben
(CONNEY 1967, SCHULTE-HERMANN 1974). Die durch PB-induzierte Stimulation der
Genexpression scheint ein im Verlauf der Evolution konservierter und in der Natur weit
verbreiteter Mechanismus zu sein. So konnte dieser bei Cytochrom P450 2A, 2B, 2C, 3A
bzw. 6A von Saugetieren (SUEY OSHI u. NEGISHI 2001), Cytochrom P450 2H vom Huhn
(MATTSCHOSS et a. 1986) und Cytochrom P450 2 von Amphibien und Reptilien (ERTL u.
WINSTON 1998) nachgewiesen werden. Neben der Regulation der Genexpression in
eukaryoten Zellen konnten HE und FULCO (1991) zudem den Nachweis der PB-vermittelten
Regulation von Cytochrom P450 Genen in Bakterien erbringen.

Die durch PB bedingte Regulation der hepatozelluléren Expression von Cytochrom P450 2B
Genen bei Mensch, Ratte und Maus wird durch den Kernrezeptor CAR vermittelt (s. Abb. 4).
In diesem Zusammenhang konnten bspw. WEI et al. (2000) zeigen, dass die Vorbehandlung
mit PB in Wildtypméausen, nicht jedoch in CAR (-/-) Mausen, zu einer Induktion der
Cytochrom P450 2b10-Genexpression fuhrte. Der Kernrezeptor CAR ist in Abwesenheit von
PB vornehmlich im Zytosol lokalisiert und weist eine hohe basale Genexpressionsrate auf
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(CHOI et a. 1997, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). Ferner bildet dieser in inaktiver Form
einen Komplex mit dem sog. ,,CAR cytoplasmatic retention protein® (CCRP) und dem
Hitzeschockprotein HSP90 (KOBAYASHI et a. 2003, YOSHINARI et al. 2003). Die CAR-
Aktivierung kann indirekt Gber die Induktoren vom PB-Typ oder Uber eine TCPOBOP-
vermittelte direkte Aktivierung erfolgen (HONKAKOSKI et al. 1998, MOORE et a. 2000,
TZAMELI et a. 2000), welche jedoch eine untergeordnete Rolle in der Cytochrom P450 2B-
Regulation zu spielen scheint (MOORE et al. 2000, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). In
Anwesenheit von PB kommt es zu einer durch die Protein Phosphatase 2A-vermittelten
Dephosphorylierung und Freisetzung von CAR aus dem zytoplasmatischen Proteinkomplex.
Anschlief3end erfolgt die Transokation des Rezeptors in den Zellkern (KAWAMOTO et al.
1999). In Ubereinstimmung mit diesen Befunden konnte anhand von in vivo- sowie in vitro-
Studien mittels primérer Ratten- und Maushepatozyten gezeigt werden, dass die PB-bedingte
CAR-Translokation und nachfolgende Induktion von Cytochrom P450 2B durch
Vorbehandlung mit dem relativ spezifischen Protein Phosphatase 1/2A-Inhibitor Okadaic-
Saure gehemmt wurde (COHEN et al. 1990, SIDHU u. OMIECINSKI 1997, HONKAKOSKI
u. NEGISHI 1998, KAWAMOTO et a. 1999, PUSTYLNYAK et a. 2005). Im Zellkern
erfolgt die vollstandige CAR-Aktivierung durch eine Ca'/calmodulin-abhangige Kinase-
vermittelte und gegenuber den spezifischen Kinase-Inhibitoren KN-62/KN-93-sensitive
Phosphorylierung des Kernrezeptors (NEGISHI 2000, MARC et a. 2000). Weiterhin konnte
mittels zahlreicher in vivo- sowie in vitro-Studien nachgewiesen werden, dass die
Steroidderivate Androstenol und Androstanol die Interaktion zwischen CAR und Ko-
Aktivatoren wie SRC-1 und Spl hemmen (FORMAN et a. 1998, GOODWIN et a. 2002,
FRASER et a. 2003, HONKAKOSKI et a. 2003, PASCUSSI et al. 2003). Ferner scheint der
Kernrezeptor SHP an der Regulation der CAR-Aktivierung und somit ebenfalls an der
Cytochrom P450 2B-Genexpression beteiligt zu sein (SEOL et a. 1996, BAE et a. 2004).
Nachfolgend bildet CAR mit dem Kernrezeptor RXR ein Heterodimer und bindet an ein 51
bp umfassendes Regulationselement das sog. ,, Phenobarbital responsive enhancer modul e
(PBREM) innerhalb der distalen Promotorregion der Cytochrom P450 2B Gene
(HONKAKOSKI et a. 1998, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). Dieses Gensegment wurde
bisher in murinem CYP2b10, humanem CYP2B6 und CYP2B1/2 der Ratte nachgewiesen,
wobel die DNA-Bindungsstelle bei Ratte und Maus identisch ist und eine Homologie von
95% zur Bindungsstelle des humanen CAR aufweist (HONKAKOSKI et a. 1998,
SUEYOSHI et a. 1999, JONES et a. 2000). Das Genregulationselement setzt sich aus zwel
Kernrezeptorbindungsstellen NR1 und NR2 sowie einer Bindungsstelle fur den Faktor NF1
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zusammen. Die Aktivierung des PBREM durch zahlreiche Induktoren vom PB-Typ wird
vornehmlich Uber den Rezeptor NR1 vermittelt. Der Faktor NF1 scheint dagegen eine
untergeordnete Rolle zu spielen (HONKAKOSKI et al. 1998, RAMDSEN et a. 1999
GANEM et al. 1999, SUEYOSHI et a. 1999, KIM et al. 2000). Dartber hinaus lieferten
WANG et al. (2003a) sowie XIE et a. (2000) Hinweise, dass der Kernrezeptor PXR ebenfalls
an NR1 und NR2 des humanen PBREM hindet und ferner ein sog. “Distal response element*
(XREM) in der Promotorregion des humanen CY P2B6 an der PB-vermittelten Genregulation
beteiligt ist.

Zellmembran
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Abb. 4. Hypothetischer Mechanismus der PB-vermittelten Regulation der hepatozelluldren Expression
von Cytochrom P450 2B Genen bei Mensch, Ratte und Maus.

AA: Androstanol; AE: Androstenol; APL: Aktivatorprotein 1; CAR: Constitutive androstane receptor;
C/EBP: CCAAT/enhancer binding protein; Co-reg: Ko-Regulatoren; CY P: Cytrochrom P450; GRE:
Glucocorticoid response element; KN-62/-93: Ca™/Calmodulin-abhangiger KinaseInhibitor-62/-93;
NF1: Kernfaktorl; NR: Kernrezeptor; OA: Okadaic-Saure; P: Phosphor; PB: Phenobarbital; PBREM:
Phenobarbital responsive enhancer module; PBRE-NR: Phenobarbital responsive enhancer-nuclear
receptor; PE: Positive element; SHP: Short heterodimer partner; Spl: Simian virus 40 Promoterfaktor
1; SRC-1: Steroid Ko-Aktivator-1
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TCPOBOP, ein Pestizidbestandteil, vermittelt die Cytochrom P450 2b10 Genregulation durch
direkte Bindung an den murinen CAR-Rezeptor (KENDE et al. 1985, TZAMELI et al. 2000,
MOORE et al. 2002). Dieser Mechanismus scheint speziesspezifisch zu sein, da die
TCPOBOP-vermittelte Induktion von Cytochrom P450 2B der Ratte deutlich geringer
ausgepragt ist bzw. diese fir das humane Cytochrom P450 2B6 nicht nachgewiesen werden
konnte (NIMS et al. 1993, MOORE et a. 2000). So zeigten MOORE et al. (2000) und
TZAMELI et a. (2000) anhand von in vitro-Bindungsstudien, dass TCPOBOP nicht an den
humanen CAR und PB weder an den CAR der Ratte noch an den humanen CAR bindet.
SUEYOSHI und NEGISHI (2001) folgerten, dass die durch TCPOBOP-vermittelte
Trandokation des murinen CAR speziesspezifisch ist und die CAR-Translokation bzw.
Aktivierung insgesamt entgegen dem Musterbeispiel des Steroidrezeptors Liganden-
unabhéngig Uber eine komplexe Signalkaskade erfolgt (s. Abb. 4).

Die PB-vermittelte Regulation der Genexpression von Cytochrom P450gu-; (CYP106) und
Cytochrom P450gm-3 (CYP102) in Bacillus megaterium wird durch die sog. ,Barbie Box"
vermittelt (FULCO 1991; s. Abb. 5). Die ,Barbie Box" stellt eine 17-bp grof3e
Nukleotidsequenz in der Promotorregion der Cytochrome dar, welche in Abwesenheit von PB
durch das Repressorprotein Bm3R1 inhibiert wird (s. Abb. 5 A). In Anwesenheit von PB
kommt es zu einer Aufhebung der Bm3R1-bedingten Blockade der Genexpression, wobel PB
direkt an die fir Bm3R1 kodierende Sequenz bindet oder sog. ,, Positive factors* wie Bm3P1
mit Bm3R1 um die Promotorbindungsstelle der Cytochrom P450-Enzyme konkurrieren
(SHAW u. FULCO 1992, SHAW u. FULCO 1993, KEMPER 1998; s. Abb. 5 B). Die ,Barbie
Box" konnte ebenso in der proximalen Promotorregion zahlreicher durch PB regulierbarer
eukaryoter Gene nachgewiesen werden (DENISON u. WHITLOCK 1995). Diese scheint
jedoch im Rahmen der PB-vermittelten Regulation der Genexpression keine bzw. hinsichtlich
der basalen Promotoraktivitét in Cytochrom P450 2B Genen eine untergeordnete Rolle zu
spielen (RAMSDEN et al. 1993, LIANG et al. 1995, PARK et al. 1996, STOLTZ et a. 1998).
Ein proximaler Sequenzbereich, welcher die ,Barbie Box* einschlief, wies jedoch nach
Vorbehandlung mit PB eine gesteigerte Promotor- und Proteinbindungsaktivitat auf. Dieses
Segment wird als sog. ,Positive Element “ (PE) bezeichnet (SHEPHARD et al. 1994,
PRABHU et al. 1995, MANI et al. 2000, SAMUDRE et a. 2002).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der PB-vermittelten transkriptionellen Regulation von Cytochrom
P450g\3(CY P102) in Bacillus megaterium.

Abb. 5 A: Bm3R1-bedingte Inhibition der CY P102-Genexpression in Abwesenheit von PB.

Abb. 5 B: Aufhebung der Bm3R1-vermittelten Blockade der CY P102-Genexpression in Anwesenheit
von PB. Die ,Barbie Box" ist als schwarzer Balken innerhalb der kodierenden Sequenz fir das
Repressorprotein BM3R1 dargestdllt.

2.3.2 Regulation von hepatozellul&ren Transportproteinen

2.3.2.1 Regulation Uber Kernrezeptoren am Beispiel von OATP und MRP

Anhand einer Reihe von Studien zur transkriptionellen Regulation von Transportproteinen
konnte Ubereinstimmend gezeigt werden, dass diese in Abstimmung mit Phase | und II
Enzymen durch Kernrezeptoren, insbesondere CAR und PXR, reguliert werden und somit
einen wichtigen Bestandteil des zelluld&ren Schutzmechanismus gegentiber endogenen
Substanzen und Xenobiotika darstellen (XU et al. 2005).

Die Vertreter der Superfamilie der Organischen Anionen Transportierenden Polypeptide
(OATP;, SLCO21) werden in vielen Geweben wie Niere, Gastrointestinaltrakt und Leber
exprimiert und vermitteln den natriumunabhéngigen Transport zahlreicher organischer
Anionen, sowohl endogenen als auch exogenen Ursprungs (MEIER u. STIEGER 2002,
TAMALI et a. 2000, HAGENBUCH u. MEIER 2004). Der humane OATP1B1 (SLCO1B1),
welcher vornehmlich in der basolateralen Membran von Hepatozyten lokalisiert ist, zeichnet
sich durch den Transport von Gallensduren sowie Arzneimitteln wie z.B. Rifampicin aus
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(HSIANG et al. 1999, ABE et al. 1999, KONIG et a. 2000, TAMAI et a. 2000). FRANK et
al. (2005) konnten mittels einer in vitro-Studie an HepG2-Zellen zeigen, dass die Induktion
der OATP1B1-Genexpression nach Vorbehandlung mit Rifampicin PXR-vermittelt erfolgt
und wiesen ergénzend Bindungsstellen fir das PXR-RXR Heterodimer in der Promotorregion
des OATP1B1-Gens nach. Weiterhin konnte die PXR- bzw. CAR-bedingte Regulation des
Transportproteins Oatplad (Slcolad) von Maus und Ratte belegt und wiederum PXR-
spezifische Bindungsstellen in der Promotorregion des Transporters nachgewiesen werden
(GUO et a. 20023, b; STAUDINGER et a. 2003). CHENG et a. (2005) zeigten ferner, dass
die Oatplad-Genexpression nach Vorbehandlung mit dem PXR-Induktor PCN stimuliert
wurde, wahrend eine deutliche Reduktion der Genexpression von Oatplal (Slcolal),
Oatplab (Slcolab) und Oatplb2 (Slcolb2) zu verzeichnen war. Weiterhin konnte der
Nachweis der CAR- bzw. AhR-vermittelten Reduktion der Oatplal-Genexpression erbracht
werden. Der humane OATP1B3 wird in der Leber und verschiedenen Tumorzelllinien
exprimiert und vermittelt den natriumunabhangigen Transport von Gallensauren und
Arzneimitteln wie Methotrexat (ABE et al. 2001, KONIG et a. 2000, HAGENBUCH u.
Meier 2004). Eine in vitro-Studie an HepG2-Zellen lieferte den Hinweis auf eine FXR-
bedingte  Induktion der OATP1B3-Genexpresson nach  Vorbehandlung  mit
Chendesoxycholsaure (JUNG et al. 2002).

Vertreter der sog. ,Multidrug Resistance-associated Protein (MRP)“-Transportproteine
gehdren zu der Superfamilie der ,ATP-binding cassette (Abc)”-Transporter, Unterfamilie C.
Bisher wurde die mRNA 9 humaner MRP-Proteine nachgewiesen, wobei MRP1-7 eine
bedeutende Rolle in der Elimination zahlreicher endogener und exogener organischer
Anionen spielen (BORST et a. 2000, XU et a. 2005). MRP2/Mrp2 (cMOAT,
ABCC2/Abcc2) wird vornehmlich in Leber, Niere und Gastrointestinaltrakt exprimiert und ist
in der kanaikuld&ren Membran lokalisiert. MRP3/Mrp3 (ABCC3/Abcc3) weist dagegen eine
subzellulére Lokalisation in der basolateralen Hepatozytenmembran auf (HIROHASHI et al.
1999, KONIG et al. 1999, CHAN et al. 2004). KAST et al. (2002) konnten zeigen, dass nach
Vorbehandlung von humanen sowie Rattenhepatozyten mit den spezifischen PXR-, FXR-
bzw. CAR-Induktoren PCN, Chenodeoxycholsdure bzw. PB eine deutliche Steigerung der
MRP2/Mrp2-Genexpression vorlag. Diese wurde durch ein Genregulationselement in der
MRP2/Mrp2-Promotorregion vermittelt, welches als Bindungsstelle fur die Kernrezeptor-
RXR-Heterodimere diente. Diese Beobachtungen konnten mittels in vivo-Studien an Ratten
sowie Mausen bestétigt werden (RUSHMORE u. KONG 2002, STAUDINGER et al. 2003).
Weiterhin wurde die CAR- bzw. PXR-vermittelte Regulation der MRP3/Mrp3-Genexpression
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in humanen Hepatomzelllinien sowie mittels einer in vivo-Studie an Mausen nachgewiesen
(TENG et a. 2003, STAUDINGER et a. 2003). MRP4/Mrp4 ist in der basolateralen
Hepatozytenmembran von Mensch und Nager lokalisiert und vermittelt bspw. die Elimination
von sulfatkonjugierten Gallensduren (RIUS et a. 2003). Anhand einer in vitro-Studie an
HepG2-Zellen bzw. humanen Hepatozyten sowie in vivo-Studien an Mausen konnten ASSEM
et al. (2004) zeigen, dass die Regulation der MRP4/Mrp4-Genexpression in Abstimmung mit
der Genexpression des Enzyms Sulfotransferase 2al CAR-vermittelt erfolgt.

2.3.2.2 Proteinkinase A und C-vermittelte posttranslationale Regulation

Die Proteinkinase C (PKC) und die Proteinkinase A (PKA) spielen eine wichtige Rolle in der
schnellen und kurzfristigen posttranslationalen Regulation von Proteinen, deren Aktivitét Uber
eine Phosphorylierung der Aminosaurereste Serin/Threonin bzw. Tyrosin beeinflusst wird.
Vertreter der Proteinkinase C-Familie stellen eine Gruppe von Serin/Threonin-Kinasen dar,
welche ubiquitér exprimiert und charakteristischerweise durch Kalzium und Lipide wie DAG
aktiviert werden (LIU u. HECKMAN 1998). Die Proteinkinase A stellt eine cAMP-abhéngige
Kinase dar, welche in verschiedenste physiologische Signal libertragungswege involviert ist
(KRAUSS 2003). Prinzipiell erfolgt die PKC- bzw. die PKA-vermittelte posttranslationale
Regulation von Transportproteinen durch direkte Phosphorylierung des Proteins (CONRADT
u. STOFFEL 1997, VAUGHAN et al. 1997, LEDERER et al. 2003) oder durch Veranderung
der Transportproteindichte in der Plasmamembran (BENEDETTI et a. 1994, BOYER u.
SOROKA 1995, HIRSCH et a. 1996, RAMAMOORTHY et a. 1998, ROELOFSEN et al.
1998, PAJOR u. SUN 1999).

Die Transportproteine Oatplal (Slcolal) und Oatplad4 (Slcolad) der Ratte sind
verantwortlich fur die natriumunabhangige hepatozellulare Aufnahme zahlreicher organischer
Anionen endogenen und exogenen Ursprungs und weisen eine basolaterale Lokalisation auf.
Diese Proteine besitzen eine Reihe moglicher PKA- bzw. PKC-Phosphorylierungsstellen
(JAQUEMIN et a. 1994, NOE et al. 1997, ABE et a. 1998, CATTORI et a. 2001). GUO
und KLAASSEN (2001) konnten zeigen, dass die Oatplal- bzw. Oatplad-vermittelte
Transportaktivitédt von Estrogen-3-sulfat bzw. Digoxin nach Vorbehandlung mit dem
spezifischen PKC-Induktor PMA, nicht aber mit dem PKA-Induktor cCAMP, zeit- sowie
konzentrationsabhangig reduziert war. Dieser Effekt konnte mit dem spezifischen PKC-
Inhibitor Bisindolylmaleimid (BIM) nahezu vollstandig aufgehoben werden.
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Der Organische Anionen Transporterl/Organische anionen transporterl (OAT1/Oatl,
SLC22A6/Slc22a6) von Mensch, Maus und Ratte wird vornehmlich in der Niere exprimiert
und ist in der basolateralen Membran der proximalen Tubuli lokalisiert. Der OAT1/Oatl
vermittelt den Transport vieler endogener und exogener Substanzen wie r -Aminohippurat
und Methotrexat und weist mehrere mogliche PKC-Phosphorylierungsstellen auf (LOPEZ-
NIETO et al. 1997, SEKINE et a. 1997, SWEET et al. 1997, HOSOYAMADA et a. 1999,
BAHN et a. 2000, MIYAZAKI et a. 2004). Anhand einer Reihe von in vitro-Studien konnte
eine Reduktion der OATL/Oatl-vermittelten Transportaktivitdt nach Vorbehandlung mit
PKC-Induktoren wie PMA nachgewiesen werden (UWAI et a. 1998, YOU et a. 2000,
WOLFF et al. 2003). Im Gegensatz dazu wiesen in vivo- und in vitro-Studien darauf hin, dass
die Transportaktivitdt von Mrp2 (Abcc2) der Ratte, Bsep (Abcbll) der Maus sowie P-
Glycoprotein (ABCB1), welche die hepatozelluldre Elimination von Steroidkonjugaten und
zahlreichen Arzneimitteln bedingen, durch eine PKC-vermittelte Regulation gesteigert wurde
(ENDICOTT u. LING 1989, ROELOFSEN et a. 1991, PIKULA et a. 1994, NOE et al.
2001).

Im Rahmen der PKA-vermittelten posttransationalen Regulation scheint vornehmlich eine
Veranderung der Transportproteindichte in der Plasmamembran zu erfolgen. So zeigten
ROELOFSEN et al. (1998), dass es nach Vorbehandlung mit dem spezifischen PKA-Induktor
CAMP zu enem gesteigerten Einbau von Mrp2 in die kanalikuld&re Membran von
Rattenhepatozyten und zu einem deutlichen Anstieg der Mrp2-Exportaktivitdt kam.
Ubereinstimmend fuhrte die Vorbehandlung von priméren Rattenhepatozyten mit CAMP zu
einer gesteigerten kanalikuléren Sekretion von Gallensduren im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (BOYER u. SOROKA 1995).

Zusammenfassend wird die Pharmakokinetik verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika,
welche carrier-vermittelt in Zellen transportiert werden, Uber direkte Interaktionen von
Fremdstoffen am Transportprotein oder durch Regulation der Transporteraktivitét beeinflusst.
Letztere kann auf Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression oder durch
Phosphorylierung  und Internaliserung des Transportproteins im Rahmen einer
posttranslationalen Regulation erfolgen (s. 2.3.2). Diese Regulationsmechanismen finden in
Abstimmung mit der Regulation von Phase | und Il Enzymen statt, wodurch die koordinierte
Aufnahme, der Metabolismus und die Elimination des jeweiligen Pharmakons gewahrleistet
wird (XU et al. 2005). Dies ermoglicht gleichzeitig die maximale Elimination des
Arzneimittels und stellt somit einen wichtigen zelluldren Schutzmechanismus gegentiber
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unerwunschten Nebenwirkungen von Xenobiotika dar. Diese koordinierte Regulation von
Arzneistoffwechselwegen kann jedoch in der Klinik ebenfalls eine verminderte
Therapieeffizienz zur Folge haben. Es kommt bspw. zu der Ausbildung einer Chemoresistenz
von Tumorzellen im Verlauf einer Tumortherapie durch eine verminderte Aufnahme und/oder
gesteigerte  Elimination des Pharmakons bei  gleichzeitiger  Induktion  des
Arzneistoffmetabolismus (s. 2.1.3). Nachfolgend kdme es zu einem Abfall der intrazelluléren
Wirkspiegel des Chemotherapeutikums und auf diese Weise zu einer Verschlechterung der
Therapieeffizienz und damit der Patientenprognose. Die Regulation von Transportproteinen
as Bestandteil der koordinierten Regulation der Pharmakokinetik verschiedenster
Arzneistoffe und Xenobiotika besitzt aufgrund der damit einhergehenden erwiinschten und
unerwinschten Effekten eine wichtige Kklinische Bedeutung im Rahmen jeder

Arzneimitteltherapie.

2.4 Das HPCT-1E3-Zellkulturmodell

Die Hybridzelllinie HPCT-1E3 wurde Anfang der 90er Jahre unter der Leitung von Prof.
Petzinger (Institut fir Pharmakol ogie und Toxikologie, Fachbereich Veterindrmedizin, Justus-
Liebig-Universitdt, Giefen, Deutschland) aus priméren Rattenhepatozyten und Fao Reuber
Hepatoma Zellen H35 gewonnen (FOLLMANN et al. 1989a, 1989b). HPCT-1E3-Zellen
weisen sowohl morphologische als auch funktionelle Eigenschaften differenzierter
Rattenhepatozyten auf. So zeigten PETZINGER et al. (1994), dass die Hepatocytoma-Zellen
in Kultur einen homogenen, einschichtigen Zellrasen bestehend aus polygonalen, polarisierten
und kontinuierlich wachsenden Zellen bilden, welcher morphologisch priméren
Rattenhepatozyten in Kultur gleicht. Ferner konnte weder eine in vivo- noch eine in vitro-
Malignitdt der Fusionzelllinie festgestellt werden. HPCT-1E3-Zellen besitzen hinsichtlich
ihrer Ultrastruktur einen dichten Mikrovillibesatz sowie eine enorme Dichte von Golgi-
Komplexen. Weiterhin konnte die Bildung sog. ,Pseudokanalikuli“ beobachtet werden,
welche phanotypisch Gallengangen von Hepatozytencouplets in Kultur gleichen (GAUTAM
et a. 1987, GRAF et a. 1984). Die funktionelle Aktivitét der ,Pseudokanalikuli* wurde
anhand der Sekretion eines fluoreszierenden Gallenséurederivats nachgewiesen (BLUMRICH
et al. 1994). Die Polaritét der HPCT-1E3-Zellen wurde ferner mittels spezifischer Antigene
sowie der Bestimmung der Enzymaktivitét der g-Glutamyltransferase in der kanalikuléren

Membran aufgezeigt. Ein weiterer Hinweis auf die hepatozytenspezifischen Eigenschaften der
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Hybridzelllinie ist die hormonsensitive Bildung, Metabolisierung und der Transport von
Gallensduren wie Cholat (BLUMRICH et al. 1994). UTESCH et al. (1992) konnten ferner
zeigen, dass die Hepatocytoma-Zellen eine mit primédren Rattenhepatozyten vergleichbare
Phase IlI- sowie eine schwach ausgepragte Cytochrom P450-Enzymaktivitét (s. 2.3.1)
besitzen. Dartber hinaus weisen die HPCT-1E3-Zellen enen hormonsensitiven
Kohlenhydratstoffwechsel sowie die insulinsensitive Bildung und Sekretion der
Plasmaproteine Albumin und Transferrin auf (KATZ et al. 1992, IMMENSCHUH et a.
1993). HONSCHA u. PETZINGER (1999) lieferten zudem Hinweise auf einen Transport von
organischen Anionen wie dem Zytostatikum Methotrexat (s. 2.1).

Um die Regulation des Rfcl-vermittelten Methotrexat-Transportes im HPCT-1ES3-
Zellkulturmodell untersuchen zu kdnnen, wurden die Hepatocytoma-Zellen im Rahmen von
Vorarbeiten eingehend hinsichtlich der endogenen Expression einiger wichtiger
Transportproteine flir organische Anionen untersucht. Die Genexpression der
Transportproteine Oat2, Oatplal, Oatpla3, Oatplad, Oatplb2, Rfcl und FOLR, welche die
Aufnahme organischer Anionen vermitteln, sowie der Effluxtransporter Mrpl, Mrp2, Mrp3,
Mrp4, Mrp5, Mrp6 und P-Glykoprotein wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. Das
Expressionsprofil ist mit dem der Rattenleber nahezu identisch bzw. weist deutliche
Unterschiede zum Expressionsprofil der Niere auf. So konnte bspw. der Oatl bzw. der
Oatpla3 nur in der Niere, nicht aber in Leber und HPCT-1E3-Zellen, nachgewiesen werden.
Ferner konnte sowohl in Leber als auch in Hepatocytoma-Zellen eine hepatozytenspezifisch
ausgeprégte Oat2- bzw. Mrp2-Genexpression ermittelt werden. Nachfolgend wurde die
funktionelle Aktivitét der Transportproteine Oat2, Oatplal, Oatplad, Oatplb2 und Rfcl
sowie Mrpl-6 und P-Glykoprotein bestimmt. Diese konnte unter Verwendung spezifischer
Substrate sowie Inhibitoren fir den jeweiligen Transporter bzw. die Transporterfamilie
bestétigt werden. Die funktionelle Aktivitét des Rfcl wurde mittels der intrazelluléren
Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat (FMTX) Uber 30 min bestimmt. Die
FMTX-Aufnahme war sittigbar und wies in Ubereinstimmung mit frilheren Studien einen
Km-Wert von 3,4 uM auf (WONG et al. 1995, RAJGOPAL et al. 1995). Ferner konnte die
Natriumabhangigkeit des Rfcl bei neutralem pH bestdtigt werden (HONSCHA wu.
PETZINGER 1999, KNEUER u. HONSCHA 2004). Zusammenfassend vereinigen HPCT-
1E3-Zellen wichtige phanotypische Eigenschaften differenzierter Rattenhepatozyten in Kultur
mit dem kontinuierlichen Wachstum immortaler Zelllinien und stellen somit ein geeignetes in
vitro-Modell fur das Studium komplexer Leberfunktionen wie der Regulation von
Transportproteinen dar (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien und Pufferlésungen

3.1.1 Chemikalien

Gebrauchliche Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Alle

verwendeten Chemikalien lagen in der hdchstmdglichen Reinheit, i.d.R. p.a. Qualitét, vor.

Ferner kamen folgende Chemikalien zur Anwendung:

Bisindolylmaleimid | (Calbiochem, San Diego, CA, USA)
Chlorpromazin (Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
Dibutyryl-cAMP (Roche, Mannheim, Deutschland)

H-89 Dihydrochlorid (Cabiochem, San Diego, CA, USA)
Okadainsdure (A.G. Scientific Inc., San Diego, CA, USA)
Phorbol-12-myristat- 13-acetat (Cabiochem, San Diego, CA, USA)
WST-1-Tetrazoliumsalz (Roche, Mannheim, Deutschland)

Von der Fa. Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) wurden bezogen:

Clotrimazol

Diazepam
4-Dimethylaminoantipyrin
DMSO

Haloperidol

H,0, 30%

Phenobarbital
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3.1.2 Pufferldsungen

Citrat-Phosphat-Puffer

Endkonz.
Losung 1: 14,2 g/l NaHPO, 80 mM
Losung 2: 10,5¢g/L  Citronensduremonohydrat 50 mM
Losung 1 vorlegen und mit Lésung 2 bis pH 5,0 titrieren.

Cholin-Tyrode-Puffer

L6sung A Endkonz. L6sung B

1 gL KCl 2,72 mM 57,16 g/L KH>PO,
1,07 g/L MgCl,x 6H,O 1,05 mM ad 1L Aqua bidest.
1,32 g/L CaClyx 2H,0 1,8 mM

ad 1L Aqua bidest.
40 ml Stammlésung A
0,2 ml Stammldsung B

02 g Glukose 5,55 mM
3,83 g Cholinchlorid 137 mM
0,496 ml Cholinbicarbonat 12 mM
ad 0,2 L Aqua bidest.

Endkonz.
0,42 mM

Die Stammlésungen wurden bei 4 °C aufbewahrt und der Cholin-Tyrode-Puffer vor jedem
Versuch neu hergestellt. Der pH des Cholin-Tyrode-Puffers wurde mit KOH auf 7,4
eingestellt und anschlief3end erfolgte die Inkubation des Puffers bei 37 °C im Wasserbad unter
Carbogen fur 30 min. Abschlief3end wurde der pH erneut mit KOH auf 7,4 eingestellt.

Kalium-Phosphat-Puffer

Endkonz.
Losung1: 13,6 g/L KH,PO, 01M
Lésung2: 22,8 ¢lL K,HPO4 0,1 M

Losung 2 vorlegen und mit Lésung 1 bis pH 7,4 titrieren.
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PBS

8,59 g/L.
02 gL
0,22 g/L
1,52 gL

NaCl

KCl
KH,PO,
NaHPO,4

ad 1L Aquabidest.
Der Puffer wurde anschlief3end autoklaviert.

Tyrode-Puffer

LGosung A

160 g/L NaCl

4,06 g/L KCl

4,26 g/L MgCl,x 6H,O
5,29 g/L CaClx 2H,0

ad 1L Aqua bidest.

12,5 ml Stammlésung A

0,25 ml Stammlésung B
0,259 Glukose

0,25g NaHCO;

ad 0,25 L Aqua bidest.
Die Stammldsungen wurden bel 4 °C aufbewahrt und der Tyrode-Puffer vor jedem Versuch
neu hergestellt. Der pH des Tyrode-Puffers wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt und
anschlief3end erfolgte die Inkubation des Puffers bei 37 °C im Wasserbad unter Carbogen fir
30 min. Abschlief3end wurde der pH erneut mit NaOH auf 7,4 eingestel|t.

Endkonz.
147 mM
2,7 mM
1,6 mM
8,6 mM

Endkonz.

L6sung B Endkonz.

137 mM
2,72 mM
1,05 mM
1,8 mM

55 mM
12 mM

3.2 Materialien und Reagenzien

Agarose

57,96 g/L NaH,PO, 0,42 mM
ad 1L Aqua bidest.

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Antiserum: Polyklonal Schwein-Anti-Kaninchen-1gG; HRP Konjugat
(Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland)

BCA Protein Assay

(Pierce, Rockford, IL, USA)
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DEPC

DNA-Standards:
HyperladderO |
100 bp Ladder

Erlenmeyerkolben 25 ml

FMTX

H]-MTX

Oligo dTs

Omniscri pto RT Kit
PCR-Master-Mix S
DNA Ladepuffer 6X
RNeasy® Mini Kit
Silikondl PN 200
Silikondl PK 20

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

(Bioline, Luckenwalde, Deutschland)
(GenSura Laboratories, San Diego, CA, USA)
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(Molecular Probes, Eugene, NL, USA)

(6,18 x 10® kBg/mmol; Moravek Biochemicals,
Brea, CA, USA)

(MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland)
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

(peglab, Erlangen, Deutschland)

(MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
(Qiagen, Hilden, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Szintillatorfllissigkeit: Rotiszi nt® eco plus

TMB
Trypsin/EDTA

Agar osegel

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
(PAA, Colbe, Deutschland)

Zur Herstellung eines 1% igen Agarosegels wurde 2 g Agarose mit 200 ml TBE Laufpuffer
0,5X vermischt und erhitzt. Das flissige Gel wurde nachfolgend auf ca. 50-60 °C abgekuhlt

und in eine horizontale Elektrophorese-Kammer Uberfihrt. Anschlielend erfolgte die

Abkuhlung des Agarosegels. Das Gel nahm durch die fortschreitende Polymerisation der

Agarose eine feste Konsistenz an.

DEPC-Wasser

Zur Herstellung von 500 ml DEPC-Wasser wurden 500 ml Aqua bidest 0,5 ml DEPC
hinzugefiigt. Die Losung wurde fur 12 h bei 37 °C inkubiert und anschlief3end autoklaviert.
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L owry-Protein-Assay

Lowry-LGsung A Endkonz. Lowry-L 6sung B Endkonz.
20 g Na&COs (H20 fre) 186,8 mM 49 CuSO4x 5H,0 1,6 mM
4 g NaOH 9 mM ad 0,1 L Aquabidest.

169 K-NaTartrat 561 mM

1 g Natriumdodecylsulfat (SDS) 4,95 mM

ad 1L Aquabidest.

Lowry-Losung C: 1 Teil Losung A + 0,01 Teil Losung B
Eichlosung: Kalium-Phosphat-Puffer 0,1 M pH 7,4 (s. 3.1.2)

PFA-Fixierlosung 4%

Zur Herstellung von PFA-Fixierldsung (4%) wurden 1,6 g PFA, 20 ml Aqua bidest sowie 4
Tropfen 1 N NaOH gut vermischt und die Lésung 10 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert.
Anschlief?end wurde die PFA-L6sung mit 20 ml 2X PBS aufgefillt und abschlief3end filtriert
(0,2 pm).

Stammlésung ][H]-M TX/MTX

Herstellung von 1 ml 3[H]-MTX/M TX-Stammlésung:

Endkonz.
9 ul 3[H]-Methotrexat (2,2 x 10° dpm bzw. 37 kBq) 2 x 10" dpm
500 pl 1 mM MTX in 150 mM HEPES/ImM MgCl, 500 UM

491 pl Tyrode- bzw. Cholintyrodepuffer (s. 3.1.2)

10X TBE Laufpuffer

Endkonz.
55 ¢ Borsaure 445 mM
96 g Na-EDTA 1,3mM
108 g Tris 10 mM

Herstellung von 0,5X TBE Laufpuffer: 25 ml 10X TBE Laufpuffer
0,25 ml 200 pg/ml Ethidiumbromid
ad 475 ml Aqua bidest. und mit NaOH auf pH 8,3
einstellen.
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TMB-Substratltsung

Zusammensetzung: 1ml 1mg/ml TMB in DMSO
9ml 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0
2yl Hx0;2 30%

3.3 Zdlkulturbedarf

3.3.1 Einmalartikel

Die verwendeten 400 pl Zentrifugenrohrchen sowie die Szintillationsgefalie Mini Vials B
wurden von der Fa. Roth (Karlsruhe, Deutschland), die 96-well-Zellkulturplatten von der Fa.
TPP (Trasadingen, Schweiz) und die rea time PCR-RoOhrchen von der Fa. TreffLab
(Degersheim, Schweiz) bezogen. Alle Ubrigen Einmalartikel stammen von der Fa. Greiner

(Frickenhausen, Deutschland).

3.3.2 Kulturmedien und Zusétze

DMEM (PAA, Cdolbe, Deutschland)
Dexamethason (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
FCS (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
Glutamin (PAA, Colbe, Deutschland)
Hypoxanthin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Insulin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Inosin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Thymidin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
3.4 Gerdte
CO,-Inkubator HERAcel° (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Elektrophorese-Kammer (horizontal) Modell Nr. EPS 600
(Pharmacia, Freiburg, Deutschland)

Fluoreszenspektrophotometer (Tecan, Crailsheim, Deutschland)
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FlUssigkeitsszintillationszdhler Modell Nr. LS 6500
(Beckman, Fullerton, CA, USA)

Lichtmikroskop Modell DMIL (Leica, Solms, Deutschland)

pH-Meter Modell Nr. CG 842 (Schott, Mainz, Deutschland)

Schittelwasserbad Modell Nr. GL S400 (Grant Instruments Ltd, Cambridge,
England)

Schwenktisch (Stovall, Greensboro, NC, USA)

Sicherheitswerkbank HERAsafe® HS (Heraeus, Hanau, Deutschland)
Spektrophotometer (Tecan, Crailsheim, Deutschland)
Software zur Auswertung der real time PCR: iCycler iQ Real Time Detection System
(Biorad, Minchen, Deutschland)
Software zu Erstellung der Rfc-spezifischen Primer und Proben: Primer Select
(DNASTAR Inc., Madison, WI, USA)
Thermocycler:
Gene AmpO PCR System 970 (Applied Biosystems, Darmstadit,
Deutschland)
DNA Engine Peltier Thermal Cycler Modell Nr. PTC-200
(MJ Research, Reno, NV, USA)

iCycler iQ Detector (Biorad, MUnchen, Deutschland)
UV-Transilluminator (Biometra, Gottingen, Deutschland)
Waage Modell Nr. BP 610 (Satorius, Gottingen, Deutschland)
Warmeschrank Modell Nr. 304 (Melag, Berlin, Deutschland)
Zentrifugen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge Modell Nr. 5415 C, Nr. 5415 D, Nr. 5417 C
Zentrifuge Modell Nr. 5403

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultur der HPCT-1E3-Zellen

Die aus priméren Rattenhepatozyten und Fao Reuber Hepatoma Zellen H35 gewonnene

Hybridzelllinie HPCT-1E3 wurde freundlicherweise von Prof. Petzinger (Institut fr
Pharmakologie und Toxikologie, Fachbereich Veterindrmedizin, Justus-Liebig-Universitét,
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Gief3en, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Zu Beginn der Zellkultur wurden die HPCT-
1E3-Zellen eine Woche in Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM), supplementiert mit
0,1 mM Hypoxanthin, 0,4 pM Aminopterin und 16 pM Thymidin, im Rahmen der sog.
»HAT-Selektion* kultiviert und somit mogliche Zellrevertanten eleminiert. Das Prinzip der
»HAT-Selektion* beruht auf dem Mangel der Fao Reuber Hepatoma Zellen an dem Enzym
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, so dass diese Zellrevertanten in ,,HAT-
Medium* aufgrund der Verarmung an Purinnucleotiden absterben. HPCT-1E3-Zellen
dagegen besitzen dieses Enzym und konnen daher ebenso in ,HAT-Medium* kultiviert
werden.

Die dauerhafte Kultur der Hepatocytoma-Zellen erfolgte in DMEM bei 37 °C unter Carbogen
(5%) in T75-Zdlkulturflaschen. Das Kulturmedium wurde mit 10% (v/v) fotalem
Kéberserum (FCS), 2 mM Glutamin, 10 pg/ml Insulin, 10 pg/ml Inosin und 1,5 pM
Dexamethason supplementiert. Die HPCT-1E3-Zellen waren nach 3-4 Tagen differenziert
und wiesen ein konfluentes Wachstum auf. Die Gewinnung der HPCT-1E3-Zellsuspension
erfolgte durch einen zweimaligen Waschschritt mit 10 ml PBS und nachfolgender Inkubation
mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C unter Carbogen (5%) fur 1 min. Anschlief3end wurden die
HPCT-1E3-Zéellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert, 1 ml dieser Zellsuspension mit 9 ml
Kulturmedium in einer T75-Zelkulturflasche vermischt und die Zellkultur fortgesetzt. Die
Hepatocytoma-Zellen wurden bis zu Passage 15 fir Versuche eingesetzt, um die
Einheitlichkeit der HPCT-1E3-Charakteristika zu gewahrleisten.

3.5.2 WST-1 Toxizitétsstudien an HPCT-1E3-Zdllen

Vor Beginn der Transport- bzw. Regulationsstudien wurde die Viabilitdt der HPCT-1E3-
Zellen nach Vorbehandlung mit verschiedenen Chemikalien unter Verwendung des WST-1-
Proliferationstests bestimmt, um die Zytotoxizitat der einzelnen Substanzen zu ermitteln. Das
Tetrazoliumsalz WST-1 wird durch intrazelluldr lokalisierte mitochondriale Dehydrogenasen
zu Formazan reduziert. Die spektrophotometrische Bestimmung (ODgsso) der Formazan-
Bildung erlaubt somit die indirekte Quantifizierung der metabolisch aktiven, viablen Zellen in
der Probe.

Im Rahmen des WST-1-Proliferationstests wurden die HPCT-1E3-Zelen auf 96-well-
ZeIkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm? ausgesét und nachfolgend tber 48 h
jeweils mit 10-3000 pg/ml PB (Stammldsung: max. 300 mg/ml in MeOH), 4,62-92,3 pg/ml
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CBZ (Stamml6sung: max. 92,3 mg/ml in MeOH), 0,035-35 pg/ml CPZ (Stammldsung: max.
35 mg/ml in 50% MeOH), 0,0001-20 pg/ml TCPOBOP (Stammlésung: max. 20 mg/ml in
DMSO0), 1,5150 pg/ml Diazepam (Stammlésung: max. 150 mg/ml in EtOH), 0,04-4 pg/mi
Haoperidol (Stammldsung: max. 4 mg/ml in DMSO) und 1,5-150 pg/ml Amphotericin B
(Stammldsung: max. 250 pug/ml in H,O deionisiert) in supplementiertemm DMEM inkubiert.
Die Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 0,068-34 pg/ml CTZ (Stammlésung: max. 34
mg/ml in DMF) erfolgte Uber 60 h. Ferner diente eine tber 48 h mit Triton (0,1% [v/Vv] in
PBS) vorbehandelte Probe als Positiv- sowie unbehandelte HPCT-1E3-Zellen as
Negativkontrolle. Die Ldsungsmittelkonzentration betrug mit Ausnahme des Amphotericins
B maxima 1%. Der Anteil an Losungsmittel ergab fur die Amphotericin B-Konzentration
von 15 pg/ml 6% und die Konzentration von 150 pg/ml 60%. Am Tag 3 wurden die Zellen
mit 200 ul PBS gewaschen, 200 ul WST-1-Reagenz (5% [v/v] in DMEM) zugesetzt und
anschlief3end die Absorption zum Zeitpunkt t = 0 min und t = 30 min gemessen. Die Viabilitét
der Hepatocytoma-Zellen wurde durch Berechnung der absoluten Zunahme der Absorption
ermittelt und in Relation zur unbehandelten Kontrolle in % dargestellt.

3.5.3 Regulationsstudien mit HPCT-1E3-Zellen
3.5.3.1 Inkubation der HPCT-1E3 mit Cytochrom P450-Induktoren und TCPOBOP

Zur Bestimmung der funktionellen Aktivitdt des Rfcl anhand der Aufnahme von
fluoreszenzmarkiertem Methotrexat wurden die HPCT-1E3-Zellen auf 96-well-
ZeIkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm? ausgesét. Im Rahmen der Messung
der Rfcl-vermittelten Aufnahme von *[H]-Methotrexat erfolgte die Kultur der Hepatocytoma-
Zellen auf Zellkulturschalen mit 94 mm Durchmesser in einer Aussaatdichte von 12.700
Zellen/cn?. Zunachst wurde die Hybridzelllinie mit PB (30 pg/ml) tiber 6 h, 12 h, 24 hund 48
h vorbehandelt, um die optimale Inkubationsdauer fir die Regulationsstudien mit den
gewdhlten Cytochrom P450-Induktoren zu ermitteln. Anschlief3end wurden die HPCT-1E3-
Zellen Uber 48 h jeweils mit PB (10 und 100 pg/ml), CBZ (3 und 9 pg/ml), CPZ (0,035 und
0,35ug/ml), TCPOBOP (0,0001 und 0,001 pg/ml), Diazepam (1,5 und 15 pg/ml), Haloperidol
(0,005 und 0,05 pg/ml) und Amphotericin B (1 und 10 pg/ml) in supplementiertem DMEM
inkubiert. Die Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit CTZ (0,034 pg/ml und 0,34ug/ml)
erfolgte Gber 60 h (FAUCETTE et al. 2004). Die L 6sungsmittelkonzentration betrug maximal
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0,1%. Die gewdhlte Konzentration der jeweiligen Induktoren sowie der Kontrollen entspricht
der des therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEYER 1994) bzw. dem
10fachen, im Falle von CBZ dem 3fachen, dieser Konzentration. Ferner wurde alle 24 h ein
Mediumwechsel durchgefihrt, um konstante Wirkspiegel der jeweiligen Testsubstanzen zu

gewdhrleisten.

3.5.3.2 Inkubation der HPCT-1E3 mit Modulatoren der Phosphorylierung

Um den Einfluss von Modulatoren der Phosphorylierung auf die Rfcl-vermittelte Aufnahme
von 3[H]-Methotrexat zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen auf Zellkulturschalen
mit 94 mm Durchmesser in einer Aussaatdichte von 12.700 Zellen/cn? iber einen Zeitraum
von drei Tagen kultiviert. Vor Beginn der Transportmessungen wurden die zun&chst nicht mit
PB-Induktoren vorbehandelten Hepatocytoma-Zellen mit den in Tab. 2 aufgefihrten
Substanzen 2 h inkubiert.

Tab. 2: Versuchsprotokoll zur Inkubation der HPCT-1E3-Zelen mit Modulatoren der
Phosphorylierung.

Modulations- Inkubations-
mechanismus | Substanz | Konz[pg/ml] | gayer [h]

Proteinkinase C-

Induktor PMA 0,62 2
Proteinkinase C-
Inhibitor BIM 0,021 2
Proteinkinase A- )
Induktor CAMP 51
Proteinkinase A- 2
Inhibitor H-89 0,052

Phosphatase 2A- | Okadain-
Inhibitor séure 0,08 2
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Diese wurden weiterhin wie folgt kombiniert:

PMA + Okadainsiure
PMA +BIM
cAMP =+ H-89

Danach erfolgte die Aufnahmemessung mit °[H]-Methotrexat wie unter 3.8.1.2 beschrieben.
Abschliefiend wurde die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfcl-
vermittelten Aufnahme von *[H]-Methotrexat durch Cytochrom P450-Induktoren untersucht.
Hierzu wurden die HPCT-1E3-Zellen mit den Cytochrom P450-Induktoren Uber 48 h (s.
3.5.3.1) und dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM (Stammlsung: 22,1 pg/ml in DM SO) Uber
2 h(s. Tab. 2) in der Kombination Phenobarbital £ BIM und dem CAR-Agonisten TCPOBOP
+ BIM vorbehandelt. Die L6sungsmittelkonzentration im Kulturmedium betrug maximal
0,2%. Nachfolgend wurde die [H]-MTX-Aufnahme (5 pM) tber 20 min gemessen (s.
3.8.1.2).

3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Bestimmung der Gesamtproteinmenge mittels BCA Protein-Assay

Der Proteinnachweis beruht auf der sog. ,Biuret Reaktion*, im Rahmen derer in einem
alkalischen Milieu Cu™ zu Cu’ reduziert wird. Cu" bildet ein Chelat mit 2 Molekiilen
Bicinchoninsdure in Form enes wasserlosichen violettfarbenen Komplexes. Die
Quantifizierung der Farbkomplexbildung und damit der Proteinkonzentration in der Probe
erfolgt spektrophotometrisch (ODsgy).

Das HPCT-1E3-Zelllysat wurde unter Verwendung von 100 pl 1% SDSin PBS hergestellt (s.
3.8.1.1 und 3.8.1.2) und nach Beendigung der jeweiligen Aufnahmeversuche 25 ul des Lysats
in eine 96-well-Zdllkulturplatte pipettiert, wobei im Fale der Rfcl-Aufnahmestudien mit
3[H]-Methotrexat das jeweilige Probenlysat 1:10 mit 1% SDS in PBS verdinnt wurde.
Anschliefiend wurde 200 ul BCA Protein-Assay-Reagenz (98% [v/v] Reagenz A und 2%
[v/v] Reagenz B) hinzugefugt und die Absorption zum Zeitpunkt t = O min und t = 30 min
gemessen. Die Bestimmung der Proben-Proteinkonzentration erfolgte durch Berechnung der
absoluten Zunahme der Absorption. Die Eichgerade wurde mittels der Verdinnungsreihe
eines Albumin-Standards (0-1,5 mg/ml BSA in 1% SDSin PBS) erstellt.
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3.6.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge nach der Methode von Lowry

Der Proteinnachweis nach LOWRY et al. (1951) beruht ebenfalls auf der sog. ,Biuret
Reaktion® (s.0.) sowie der sog. ,Folin-Ciocalteau-Reaktion”, welche auf der durch Cu-lonen
katalysierten Oxidation von aromatischen AS bei gleichzeitiger Reduktion der Folinreagenz
basiert, wodurch in alkalischem Milieu ein blauer Farbkomplex entsteht.

Das HPCT-1E3-Zelllysat (25 pl) wurde 1:10 mit 1% SDS in PBS verdinnt, 750 ul Lowry-
Losung C hinzugefugt, beides gut vermischt und die Probe 10 min bel RT inkubiert.
Anschlief3end wurde 37,5 ul Folin-Reagenz hinzugegeben, wiederum gut vermischt und die
Probe 40 min bel RT inkubiert. Die Absorption der Probe (ODggo) Wurden gegen einen
Nullwert (KPP) gemessen. Die Herstellung der Eichgerade erfolgte anhand der
Verdunnungsreihe eines Albumin-Standards (0-1 mg/ml BSA in KPP).

3.6.3 Quantifizierung des Rfcl Proteinsin HPCT-1E3-Zellen

Die quantitative Rfcl-Analyse (s. Abb. 6) erfolgte mittels immunzytochemischem Nachweis
des Rfcl-Proteins durch ein spezifisches Rfcl Antisserum (HINKEN 2005). Das primére
Antiserum ist gegen die C-terminale Region des Rfcl der Ratte gerichtet.

v Rfcl Protein in HPCT-1E3-Ze Imembran
A A A (Antigen)

L + Rfcl Antiserum (priméres Antiserum)
A A A
¢ + Polyklona Schwein-Anti-Kaninchen-1gG; HRP K onjugat
(sekundéres Antiserum)
JCJC X
A A A
¢ + TMB-Substratlésung
@eo® o
@ e
¢ + H,SO,-Stoppl dsung
© oo
© o Spektrophotometrische Farbdetektion (OD,5,)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Quantifizierung des Rfcl Proteinsin HPCT-1E3-Zéellen.
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Die HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten kultiviert und jeweils mit PB,
TCPOBOP und Diazepam tber 12, 24 und 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Am Tag 3 wurden
die Hepatocytoma-Zellen bei RT zweimal mit 200 pl PBS gewaschen, 10 min mit 200 pl PFA
(4%) fixiert, mit 200 pl 50 mM NH4CI fur 10 min bei RT abgeséttigt und anschlief3end bei
RT far 10 min mit 100 pl 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Die HPCT-1E3-Zellen wurden
nachfolgend Uber Nacht mit 200ul 3% BSA in PBS zur Unterdriickung unspezifischer
Proteinbindungen inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte nach drei Waschschritten mit 200 pl
PBS die Zugabe von 100 ul spezifischem Rfcl Antiserum in einer Verdiinnung von 1:500 in
3% BSA in PBSfur 1 h bei RT. Anschlief3end wurden die Zellen dreimal mit 200 ul PBS fir
10 min bei RT gewaschen und 100 pl des HRP-konjugierten sekundéren Antiserums in einer
Verdinnung von 1:2000 in 3% BSA in PBS fur 1 h bei RT hinzugefugt. Die Durchfihrung
der nachfolgenden Waschschritte mit PBS erfolgte wie oben beschrieben. Anschlief3end
wurden die Hepatocytoma-Zellen mit 100 pl TMB-Substratlésung 30 min bei RT und
Dunkelheit inkubiert, die Reaktion mit 100 pl 2 N H,SO, abgestoppt und abschlieffend die
Farbentwicklung der Proben spektrophotometrisch bestimmt (ODasg). Als Negativkontrollen
dienten sowohl unbehandelte Zellen a's auch Proben ohne Zusatz von primérem Antiserum
sowie Proben ohne Zusatz von primdrem und sekunddrem Antiserum. Der
Gesamtproteingehalt der Proben wurde unter VVerwendung des BCA Protein-Assay (s. 3.6.1)
bestimmt. Die Darstellung der relativen Rfcl-Proteinmenge erfolgte in % Extinktion pro mg
Gesamtprotein im Vergleich zur Rfcl-Proteinmenge unbehandelter HPCT-1E3-Zellen.

3.7 Molekularbiol ogische Methoden
3.7.1 RNA-Isolierung aus HPCT-1E3-Zellen

Die Isolierung der HPCT-1E3-RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasyO Mini Kit nach
Angaben des Herstellers. Das Prinzip der RNA-Isolierung beruht hierbei auf den selektiven
Bindungseigenschaften einer Saule mit einer Silikat-Gel-Membran einerseits und der
Durchfihrung aufeinanderfolgender Zentrifugationsschritte mit hoher Umdrehungszahl (>
14.000 x g) andererseits.

Im Rahmen der RNA-Isolierung aus HPCT-1E3-Zellen wurden diese kultiviert, ein
Zelvolumen von 5 x 10° Zellen gewonnen (s. 35.1) und die Hepatocytoma-Zellen

anschlieffend zweimal mit ca. 1.100 x g bei RT fur 5 min sedimentiert und einmal mit 5 ml
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PBS resuspendiert. Zunachst wurde das HPCT-1E3-Zellpellet mit 350 pl GITC- sowie bME-
haltigen Puffer lysiert und homogenisiert. GITC und b-Merkaptoethanol inaktivieren zudem
intrazelluldr lokalisierte RNasen und gewéhrleistet somit die Gewinnung von intakter RNA.
Nachfolgend wurde dem HPCT-1E3-Lysat 350 pl 70%iger EtOH hinzugefiigt, um en
adaguates Bindungsverhalten der RNA an die Silikat-Gel-Membran zu garantieren.
AnschlieRend erfolgte die Uberfihrung des Zelllysats in ein 2 ml Eppendorf-
Sammelrohrchen. Die darin platzierte Sdule wurde durch Zentrifugation bei 14.000 x g fur 15
S (RT) durch Absorption der RNA an die Silikat-Gel-Membran beladen. Weiterfuhrend wurde
der Durchfluss verworfen und die Sdule mit 700 pl Guanidin-haltigem Waschpuffer bei
14.000 x g fur 15 s (RT) gereinigt. Nachfolgend wurde das Eppendorfgefald mit dem
Durchfluss verworfen und die Séule in ein neues 2 ml Eppendorf-Sammelréhrchen Uberfihrt
und diese zweimal mit 500 pl EtOH-haltigem Waschpuffer bel 14.000 x g fur 15 s (RT)
gewaschen, wobei der Durchfluss nach jedem Waschschritt verworfen wurde. Anschlief3end
erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 x g fur 60 s (RT), um den noch verbliebenen
Puffer zu entfernen. Das 2 ml Sammelrohrchen wurde verworfen und die Sdulein ein 1,5 ml
Eppendorfgefad dberfihrt. Die Elution der RNA mit RNase-freiem Wasser (30 ul) erfolgte
durch Zentrifugation bei 14.000 x g fir 60 s (RT). Die Saule wurde daraufhin verworfen und
die RNA auf Eis gelagert. Der RNA-Gehalt und die Reinheit der Probe wurden
spektrophotometrisch durch Messung der OD2gp und ODogp bestimmt, wobei die Probe zuvor
mit DEPC-Wasser verdinnt (2% [v/v]) und davon 80 ul auf eine 340-well-Platte gebracht
wurde. Abschlief3end wurde die Konzentration der RNA-Probe mit DEPC-Wasser auf 1jug/ul
RNA eingestellt.

Die Darstellung der zytoplasmatischen RNA erfolgte mittels Agarosegel elektrophorese. Im
Rahmen der Gelelektrophorese wandern geladene Molekile in Abhéngigkeit von der
Molekuilgrofie in einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix, in diesem Fall Agarose. Die
Sichtbarmachung der RNA bzw. DNA erfolgt hier mittels Ethidiumbromid. Dieser Farbstoff
reichert sich prinzipiell durch Anlagerung an die RNA- bzw. DNA-Basenstruktur an und
fluoresziert im UV-Licht (366 nm) orange-rot.

Fur die Agarosegelelektrophorese wurde 1 pl Probe mit DEPC-Wasser verdiinnt (25% [v/v]),
anschlieffend mit 1 pl 6X DNA-Ladepuffer versetzt und im Agarosegel (1%) in TBE
Laufpuffer (0,5X) elektrophoretisch aufgetrennt. Als Standard diente der DNA-
HyperladderO | (5ul). Die Detektion des HPCT-1E3-RNA erfolgte unter UV-Licht.
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3.7.2 Quantifizierung der Rfcl mRNA durch real time RT-PCR
3.7.2.1 Durchfiihrung der cDNA Synthese

Die Umschreibung von mRNA-Molekilen erfolgt mittels des Enzyms Reverse Transkriptase,
einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase. Als Matrize fur die Synthese der komplementéren
Einzelstrang-DNA-Kopien der RNA dienen angelagerte Oligonucleotide.

Die Umschreibung von 1 ug RNA (s. 3.7.1) erfolgte mittels des Omniscricpto RT Kit nach
Angaben des Herstellers unter Verwendung von 4 U Reverser Transkriptase und 1 uM Oligo
dTi6-Primer. Die Anlagerung der Oligonucleotide sowie die Synthese der DNA-Kopie
erfolgten bei 37 °C fir 60 min. Die Reaktion wurde durch Erhitzung auf 93 °C fur 5 min
abgestoppt.

3.7.2.2 Nachweis der Spezifitét der Rfcl Primer und Proben

Die PCR ermdglicht die Amplifizierung einer spezifischen DNA-Sequenz durch einen
dreiteiligen Reaktionszyklus bestehend aus der Denaturierung des DNA-Doppelstranges,
Anlagerung von genspezifischen Oligonucleotidprimern an die komplementére DNA-
Sequenz und der Extension zu neuen DNA-Doppelstrangen durch eine thermophile DNA-
Polymerase, der Tag-Polymerase.

Zu Beginn der quantitativen Analyse der Rfcl mRNA wurden unter Verwendung des
Programms PrimerSelect und Genbankeintragen fr die betreffenden Gene spezifische Primer
zur Detektion von Rfcl sowie b-Actin ausgewéhlt (Tab. 3). Die Primer wurden in DEPC-
Wasser gel6st und die Konzentration der Stammldsung auf 10 pmol/ul eingestellt. Die PCR-
Amplifizierung von 1yl cDNA wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
Denaturierung des DNA-Doppelstranges (30 s, 94 °C), Anlagerung der Primer (0,4 pmol) und
Extension (45 s, 62 °C) mittels 1,25 U Tag-DNA-Polymerase, 0,25 mM dNTPs, 2 mM MgCl,
und 1X Reaktionspuffer. Das Volumen des Ansatzes betrug 25 ul. Nachfolgend wurde die
Reaktion tber 40 Zyklen durchgefiihrt.

Anschlief?end wurde 5 pl des PCR-Produktes mit 1 pl 6X Ladepuffer versetzt und im
Agarosegel (2%) in TBE Laufpuffer 0,5X elektrophoretisch aufgetrennt. Die Verifizierung
der PCR-Produktgrofie erfolgte durch Vergleich mit einem DNA-Standard (100 bp Ladder)
unter UV-Licht. Als Positivkontrolle diente Rfc1-Plasmid cDNA (1ng in DEPC-Wasser), als
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Negativkontrolle RNA in DEPC-Wasser (50 ng).

Tab. 3: Real time PCR Primer und Proben: Sequenzen und zu erwartende Produktgrofen.

PCR Produktgrofe

Primer (5°- 37) (bp) T, (°C) Konz [pmol/ul]
Rfe-1
Mix_1254 F CTGGTCATCGCGAGTGTCAT 146 62 10
Mtx_1399 R GCAATCTGAAAAGTGGCAATG
MtxProbe_1311 F FAM- ATCCCGGACATCTGGGTCTGCTA- BHQ-1
BActin
ratACTB_695 F AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 137 62 10
ratACTB_832 R CGATAGTGATGACCTGACCGT

ratACTBprobe_765 F  TexRed- CACTGCGCATCCTCTTCCTCCC- BHQ-2

3.7.2.3 Durchfiihrung der real time PCR

Die ABI TagMan Technologie ermdglicht die Quantifizierung eines PCR Produktes wihrend
der Amplifikation durch Einsatz von genspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen, den sog.
»TagMan-Proben®. Die TagMan-Probe weist eine Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff
am 57-Ende (Reporterfluoreszenz), hier in Form von FAM oder TexRed, sowie mit einem
Quencherfarbstoff (BHQ) am 3"-Ende auf und lagert sich im spezifischen Sequenzbereich
zwischen den Primerbindungsstellen an. Aufgrund der raumlichen Nihe unterdriickt der
Quencherfarbstoff die Reporterfarbstofffluoreszenz. Wihrend der PCR-Reaktion kommt es
durch die 5°-Exonuklease-Aktivitdt der Tag-DNA-Polymerase zur Hydrolyse der TagMan-
Probe (HOLLAND et al. 1991, LEE et al. 1993) und der Effekt des ,,Quenching* wird
aufgehoben. Die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs wird messbar und wird als Cr-Wert
(,,Treshold Cycle*) dargestellt, der die Zyklenzahl ausdriickt, bei welcher die
Reporterfluoreszenz iiber das konstante Level der Hintergrundfluoreszenz (mittlere
Standardabweichung x 10) hinaus ansteigt. Der Cp-Wert steigt in Abhéngigkeit der
Konzentration der eingesetzten cDNA an und dient somit als Ma8 fiir die Quantifizierung des

PCR-Produktes.
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Die HPCT-1E3-Zellen wurden mit 0,001 pg/ml TCPOBOP bzw. mit 100 pg/ml PB fur 12 h,
24 h bzw. 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Nach Synthese der HPCT-1E3-cDNA (s. 3.7.1 und
3.7.2.1) erfolgte die Quantifizierung des Rfcl-cDNA-Fragments unter Verwendung der in
3.7.2.2 aufgefuihrten genspezifischen Primer und Proben durch real time PCR. Diese wurde
unter Gebrauch des ,,iCycler iQ Detectors® von Biorad unter den in 3.7.2.2 beschriebenen
Bedingungen mittels PCR-Master-Mix S, unter Verwendung von 1,25 U Tag-DNA-
Polymerase, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 0,4 pmol Forward- bzw. Reverse-Primer und
0,2 pmol TagMan-Probe (Tab. 3), durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl.

3.7.2.4 Auswertung der real time PCR

Die rea time PCR wurde als relative Quantifizierung durchgefiihrt, d.h. die Normalisierung
der PCR erfolgte durch Messung der Rfcl-Genexpression in Relation zur Genexpression
eines Referenzgenes (b-Actin) als interner Standard. Schwankungen, unabhangig von der
Exonuklease-Aktivitét der Tag-DNA-Polymerase, wurden durch die Bestimmung des Cr-
Wertes ausgeglichen. Ferner wurden mogliche unspezifische Einflisse wie eine fehlerhafte
Quantifizierung durch Voluminaschwankungen (Pipettierfehler) durch Verwendung eines
PCR-Mix minimiert sowie durch die Berechnung sog. ,,dynamischer Faktoren® zu Beginn
jeder PCR-Reaktion berlicksichtigt. Die Berechnung der sog. ,,dynamischen Faktoren* erfolgt
automatisch durch Erfassung der Fluoreszenz jeder der zu analysierenden PCR-Proben vor
Ablauf der eigentlichen PCR-Reaktion, sobald die Arbeitstemperatur tUber 95 °C ansteigt. Zur
Bestimmung der Effizienz (E) der PCR-Reaktion wurde zusétzlich bel jeder PCR eine serielle
Verdunnung einer Referenz-cDNA (MTX-1-Plasmid DNA) as sog. externer Standard
mitgefthrt und daraus eine Eichgerade aus Cr-Wert gegen den dekadischen Logarithmus der
Verdunnung der eingesetzten Plasmid DNA erstellt. Die Berechnung der Rfcl-Genexpression
in Relation zur Expression des Referenzgenes b-Actin (R) erfolgte nach eitnem Modell zur
relativen Quantifizierung ohne PCR-Effizienz-Korrektur (LIVAK u. SCHMITTGEN 2001):

RzE_DDCT

E =1/LOG (y)

DCT =CT Rfcl- (MW CT bActin)

DD CT = DCT Kontrolle - (D CT + Induktor)
CT = Cr-Wert (Treshlod Cycle)



46 Material und Methoden

E = PCR-Effizienz

MW = Mittelwert

R = Relative Genexpression

y = Steigung der Eichgeraden (Cr-Wert gegen den dekadischen

Logarithmus der Verdiinnung des externen Standards)

3.8 Transportstudien
3.8.1 Bestimmung der funktionellen Aktivitét des Rfcl in HPCT-1E3-Zellen

3.8.1.1 Messung des intrazel luléren Gehalts an fluoreszenzmarkiertem Methotrexat

mittels Fluoreszenzspektrophotometrie

Die HPCT-1E3-Zellen wurden kultiviert und vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Am Tag 3 wurde die
Zellkultur zweimal mit 200 pl PBS gewaschen und 10 min bei 37 °C unter Carbogen (5%)
inkubiert. Anschliefend wurde der PBS Waschpuffer durch 100 pl 10 pM FMTX
(Stammlésung: 1 mM FMTX in 150 mM HEPES/1 mM MgCl, [pH 7,4]) in Tyrode- bzw.
Cholin-Tyrode-Puffer ersetzt und die Zellen bei 37 °C unter Carbogen (5%) 30 min inkubiert.
Nachfolgend wurden die Hepatocytoma-Zellen zweimal mit 200 pl PBS gewaschen und diese
abschliefiend mit 100 pl 1% SDS in PBS lysiert. Die Bestimmung der intrazelluléren
Akkumulation von FMTX dber 30 min efolgte anschlielend mittels
Fluoreszenzspektrophotometrie (485 nm/535 nm). Die Eichgerade wurde anhand einer
seriellen Verdinnungsreihe von 1 pM FMTX in 1% SDS in PBS erstellt. Die
Proteinbestimmung erfolgte unter Verwendung des BCA-Protein-Assays (s. 3.6.1) und die
Darstellung der FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen in pmol pro mg Protein tber 30

min.

3.8.1.2 Messung der Aufnahme von [H]-Methotrexat tiber 20 min

Die HPCT-1E3-Z€ellen wurden kultiviert und vorbehandelt (s. 3.5.3.1 und 3.5.3.2). Zwel
Stunden vor Beginn der Aufnahmemessung erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums. Die
Hepatocytoma-Zellen wurden zweima mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1 ml Trypsin/EDTA 1
min bel 37 °C unter Carbogen (5%) inkubiert und mit 2 ml Kulturmedium resuspendiert.
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Nachfolgend wurde die Zellsuspension von jeweils 6 Zellkulturschalen pro Probe in einem 25
ml Erlenmeyerkolben gesammelt und diese 20 min bei 37 °C unter Carbogen (5%) unter
Schwenken inkubiert. Anschlief3end wurden 4,5 ml HPCT-1E3-Zellsuspension pro Probe in 2
ml EppendorfgefalRe uberfiihrt, die Zellen bei 4200 x g fir 3 s sedimentiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet jeweils in 1 ml Tyrode- bzw. Cholin-Tyrode-Puffer (37 °C)
resuspendiert. Die Sedimentation und Resuspension der Zellen wurde zweimal wiederholt
und abschlieffend das Suspensionsvolumen auf jeweils 1,3 ml eingestellt. 1,2 ml der HPCT-
1E3-Zellsuspension wurde in auf 37 °C vorgewarmte 25 ml Erlenmeyerkolben tberfihrt und
die Suspension im Wasserbad 10 min unter Schwenken bei 37 °C unter Carbogen (5%)
inkubiert. Die verbleibenden 100 pl der Suspension wurden zur Proteinbestimmung
zuriickbehalten. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 12 pl eines Gemisches aus *[H]-MTX
und nicht markiertem MTX (Stammldsung: s. 3.2), welches jeweils in Tyrode- bzw. Cholin-
Tyrode-Puffer aufgenommen wurde. Im Rahmen der Aufnahmemessung wurde 2 x 10" dpm
3[H]-MTX in5pM MTX eingesetzt. Die Entnahme von 100 pl Aliquots erfolgte bei t = 0,25;
0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die Zellsuspension wurde in ein 400 pl Zentrifugenréhrchen
mit 50 pl 4 M KOH und 150 pl eines Silikondl 200:Silikondl 20-Gemisches (3:1) Uberfihrt,
wobei sich die KOH am Geféarboden befand und mit dem Silikonélgemisch berschichtet
war. Die Sedimentation der Hepatocytoma-Zellen erfolgte bei 10.600 x g fur 10 s. Das
Zellpellet wurde nachfolgend in der am Geféal3boden befindlichen Kalilauge Uber Nacht bei
RT inkubiert. Nach der Lyse des Zellpellets wurden die Zentrifugenréhrchen unter
Verwendung eines Schneidegerédtes in der Mitte durchtrennt und das Zelllysat sowie der
Uberstand der ersten drei Proben jeweils in 3 ml Szintillationsflussigkeit in
Szintillatorrohrchen aufgenommen, die Proben gut durchmischt und diese bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert. Abschlieffend wurden die Proben nochmals gut durchmischt und die
inkorporierte Radioaktivitét der jeweiligen Probe mittels Flissigkeitsszintillationszéhlung
Uber 4 min ermittelt.

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte bei Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit
Cytochrom P450-Induktoren anhand der Methode nach LOWRY et al. (1951; s. 3.6.2) und
bei Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit Modulatoren der Phosphorylierung unter
Verwendung des BCA-Protein-Assays (s. 3.6.1).

Die Berechnung der aufgenommenen Substratmenge in Mol/mg Protein erfol gte abschlief3end

anhand der Formd:
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Aufnahme in Mol/mg Protein = 2dpm +K x dpmpx 10
SAx222x10% 10* IdpmxP

¥ dpm = dpm Uberstand + dpm Pellet
SA = spezifische Aktivitit in Ci/Mol
K = Kaltsubstanz in Mol/L

dpmp = dpm Pellet

P = Proteingehalt in mg/ml

Weiterhin wurde im Falle der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme nach Vorbehandlung mit
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und/oder Modulatoren der Phosphorylierung (s.
4.6.2) die Aufnahmerate (Vi) von 3[H]-MTX in pmol pro mg Protein und min mittels

Regressionsanalyse anhand der nachfolgend aufgefiihrten Formel berechnet:

y=Yyo+a(l-e™)

y = Zell-assoziiertes MTX [pmol/mg Protein]

X = Zeit [min]

Yo = unspezifische Proteinbindung

b = Geschwindigkeitskonstante K, fiir den Efflux des intrazelluliren MTX zuriick

in das Medium in 1/min
ax b =die Geschwindigkeit des MTX-Influx (Vj,z.) in Anwesenheit der gewéhlten
Konzentration an MTX (5 uM) bzw. Na* (137 mM) in pmol/mg Protein/min

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse aller ermittelten Daten wurde unter Verwendung der Microsoft Excel
Software (Office 2000) durchgefiihrt. Die HPCT-1E3-Zellviabilitit sowie die Rfcl-
Aufnahmeaktivitit sind als Mittelwerte von mind. 4 Einzelmesswerten + Standardabweichung
(SD) dargestellt. Abweichend davon wurde im Falle der Rfcl-vermittelten FMTX-
Akkumulation die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) bestimmt. Die Berechnung
erfolgte anhand der Formel:

SD  (n = Anzahl der Replikate)

n
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Im Rahmen der Datenanalyse wurde zunéchst ein G-Test zur Ermittlung und Entfernung von
der Normalverteilung stark abweichender Werte durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte die
Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den jeweiligen Messreihen anhand des

Student’s t-Test, wobei eine statistische Signifikanz bei P £ 0,05 angenommen wurde.
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4 ERGEBNISSE

4.1 WST-1 Toxizitatsstudien an HPCT-1E3-Zédllen

Vor Beginn der Rfcl-Transport- bzw. Regulationsstudien wurde die Viabilitdt der HPCT-
1E3-Zellen nach Vorbehandlung mit verschiedenen Chemikalien unter Verwendung des
WST-1-Proliferationstests bestimmt (s. 3.5.2), um die Zytotoxizitét der einzelnen Substanzen
zu ermitteln. Die Viabilitdt der Hepatocytoma-Zellen wurde anhand des WST-1-Umsatzes
Uber 30 min durch Bestimmung der absoluten Zunahme der optischen Dichte bei 450 nm
ermittelt und in % der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Fir die Beurteilung der
Zytotoxitét der jeweiligen Substanz war insbesondere die Konzentration, welche der des
therapeutischen Plasmaspiegel in der Humanmedizin, bzw. dem 10fachen dieser

Konzentration entspricht, von Bedeutung.

4.1.1 Toxizitét von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam

Um den Einfluss von Phenobarbital (PB), Carbamazepin (CBZ) und Diazepam auf die
Viabilitét der HPCT-1E3-Zellen zu bestimmen, wurden diese jeweils mit 10-3000 pg/ml PB,
4,62-92,3 pg/ml CBZ und 1,5-150 pg/ml Diazepam tber 48 h inkubiert. Wie der Abb. 7 zu
entnehmen ist, kam es nach Vorbehandlung mit PB, CBZ und Diazepam zun&chst zu einem
initialen Anstieg und nachfolgend, mit zunehmender Konzentration der jeweiligen Substanz,
zur raschen Abnahme der HPCT-1E3-Zellviabilitdét im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Viabilitét der Hepatocytoma-Zellen betrug sowohl nach Vorbehandlung mit 10
und 100 pg/ml PB als auch nach Vorbehandlung mit 3 und 9 pg/ml CBZ sowie 1,5 pg/ml
Diazepam mindestens 95%. Nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 15 pg/ml Diazepam
lag diese bei ca. 60%. Dartber hinaus konnte nach Vorbehandlung mit 10 pg/ml PB, 4,62
pg/ml CBZ bzw. 1,5 pg/ml Diazepam ein leichter aber nicht signifikanter Anstieg der HPCT-
1E3-Z€llviabilitét beobachtet werden, welcher vermutlich auf einer regenerativen Hyperplasie
im Rahmen eines adaptiven, zelluldren Schutzmechanismus bei Inkubation mit gering
zytotoxischen Konzentrationen der jeweiligen Substanz beruht (GREGUS u. KLAASSEN
1996, CONOLLY u. LUTZ 2004).

Der 1Cs-Wert, welcher die Inhibitorkonzentration angibt, bei der die HPCT-1ES3-
Zellviabilitét auf die Halfte abgenommen hat, betrug fur PB ca. 900 pg/ml, fir CBZ ca. 90
pg/ml und fur Diazepam ca. 30 pg/ml.
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Abb. 7: Toxizité von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam in HPCT-1E3-Zellen.
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm? ausgesit und mit 10-
3000 pg/ml PB, 4,62-92,3 ug/ml CBZ und 1,5-150 pug/ml Diazepam Uber 48 h vorbehandelt. Die
Zytotoxizitdt der jeweiligen Substanz wurde unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests
bestimmt. Die Ermittlung der HPCT-1E3-Zellviabilitét erfolgte durch Bestimmung des WST-1-
Umsatzes Uber 30 min (s. 3.5.2). Die Darstellung der Zellviabilitét erfolgte in % der unbehandelten
Kontrolle (MW £ SD; n = 6).

4.1.2 Toxizitét von Chlorpromazin und Hal operidol

Um die Zytotoxozitdt von Chlorpromazin (CPZ) und Haloperidol zu ermitteln, wurden die
HPCT-1E3-Zdllen jeweils fur 48 h mit 0,035-35 pug/ml CPZ und 0,04-4 pg/ml Haloperidol
vorbehandelt. Die Viabilitét der Hepatocytoma-Zellen betrug nach Vorbehandlung mit 0,035
und 0,35pug/ml CPZ sowie mit 0,05 und 0,5 pg/ml Haloperidol mindestens 90% (s. Abb. 8).
Der 1Cs-Wert ergab fur CPZ ca. 3,5 pg/ml, wahrend dieser fir Haloperidol jenseits der
maximal eingesetzten Wirkstoffkonzentration lag.
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Abb. 8: Toxizitidt von Chlorpromazin und Haloperidol in HPCT-1E3-Zellen.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm® ausgesiit und mit 0,035-
35 ug/ml CPZ und 0,04-4 ug/ml Haloperidol iiber 48 h vorbehandelt. Die Zytotoxizitit der jeweiligen
Substanz wurde unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests bestimmt (s. Abb.7; MW £ SD; n =
6).

4.1.3 Toxizitat von Clotrimazol und Amphotericin B

Der Einfluss von Clotrimazol (CTZ) und Amphotericin B auf die HPCT-1E3-Zellviabilitit
wurde durch die Vorbehandlung der Zelllinie mit 0,068-34 ug/ml CTZ fiir 60 h und 1,5-150
ug/ml Amphotericin B fiir 48 h bestimmt. Wie der Abb. 9 zu entnehmen ist, fiihrte die
Inkubation mit 0,068 bzw. 0,68 ug/ml CTZ und 1,5 bzw. 15 ug/ml Amphotericin B gleichsam
wie die Vorbehandlung mit PB, CBZ bzw. Diazepam (s. Abb. 7) zu einem Anstieg der
HPCT-1E3-Zellviabilitdt, welcher vermutlich wiederum durch adaptive Zellmechanismen
bedingt ist (s. 4.1.1). Hohere Konzentrationen an CTZ hatten dagegen einen starken Abfall
der Zellviabilitit zur Folge.

Der ICso-Wert ergab fiir CTZ ca. 6 ug/ml. Dieser konnte fiir Amphotericin B in dem
gewdhlten Konzentrationsbereich von 1,5-150 pg/ml nicht ermittelt werden, da die Viabilitit
auch nach Vorbehandlung der Zellen mit 150 pg/ml Amphotericin B bei ca. 65 % lag.
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Abb. 9: Toxizitit von Clotrimazol und Amphotericin B in HPCT-1E3-Zellen.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm” ausgesit und mit 0,068-
34 ug/ml CTZ fiir 60 h und 1,5-150 pg/ml Amphotericin B fiir 48 h vorbehandelt. Die Zytotoxizitét
der jeweiligen Substanz wurde unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests bestimmt (s. Abb.7;
MW £ SD; n = 6).

4.1.4 Toxizitat von TCPOBOP

Abschlielend wurde die Zytotoxizitit des CAR-Agonisten TCPOBOP durch Vorbehandlung
der HPCT-1E3-Zellen mit 0,0001-20 pg/ml iiber 48 h bestimmt. Die Viabilitit der
Hepatocytoma-Zellen betrug nach Vorbehandlung mit 0,0001 und 0,001 pg/ml TCPOBOP ca.
85% bzw. 90% und wies keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle auf (s. Abb. 10). Der ICsp-Wert lag iiber der maximal eingesetzten

Wirkstoffkonzentration.
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Abb. 10: Toxizitdt von TCPOBOP in HPCT-1E3-Zéellen.
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm® ausgesédt und mit
0,0001-20 pg/ml TCPOBORP fir 48 h vorbehandelt. Die Zytotoxizitét von TCPOBOP wurde unter
Verwendung des WST-1-Proliferationstests bestimmt (s. Abb.7; MW £ SD; n = 6).

4.2 Beeinflussung der Rfcl-vermittelten Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat
in HPCT-1E3-Zellen durch Induktoren vom PB-Typ

Der Reduced Folate Transporterl (Rfcl) vermittelt die Aufnahme von reduzierten Folaten
und Antifolaten wie Methotrexat (HONSCHA et al. 2000; s. 2.2.3.2) und dem Methotrexat-
Derivat FMTX, welche charakteristischerweise bei pH 7,4 bis zu 90% natriumabhéngig ist
(KNEUER u. HONSCHA 2004). Fir die natriumunabhangige hepatozelluldre Aufnahme von
Methotrexat ist dagegen der Oat2 (Slc22a7) verantwortlich (SIMONSON et al. 1994,
SEKINE et al. 1998). Die bilidre Elimination des Folatantagonisten wird ferner durch die
Effluxtransporter Mrpl (Abccl), Mrp2 (Abcc2) und Mrp3 (Abcc3) vermittelt (s. 2.1.2 und
Tab. 1; KRUH u. BELINSKY 2003).

Die leberzelldhnliche Hybridzelllinie HPCT-1E3 weist die Expression eines funktionell
aktiven Rfcl auf und stellt somit ein der in vivo-Situation nahestehendes in vitro-Modell fir
Rfcl-Transport- und Regulationsstudien dar (HONSCHA et al. 2000, s. Anhang).

Um den Einfluss von Cytochrom P450-Induktoren auf die funktionelle Aktivitét des Rfcl zu
bestimmen, wurden die HPCT-1E3-Zellen mit den jeweiligen Substanzen vorbehandelt. Die
gewdahlte Konzentration der Induktoren und Kontrollen, d.h. Arzneimittel mit gleicher
Indikation, welche aber nicht mit Kernrezeptoren interagieren (s. 2.3.1.1), entspricht der des
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therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEY ER 1994) bzw. dem 10fachen,
im Falle von Carbamazepin dem 3fachen, dieser Konzentration (s. 3.5.3.1). Anschlief3end
wurde die Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat in An- oder Abwesenheit von
extrazelluldrem Natrium gemessen und die intrazelluldre Akkumulation von 10 pM FMTX
Uber 30 min mittels Fluoreszenzspektrophotometrie (485 nm/535 nm) ermittelt (s. 3.8.1.1).
Die Darstellung der FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen erfolgte in pmol pro mg
Protein Gber 30 min.

4.2.1 Phenobarbital in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer

Phenobarbital (PB) ist der Prototyp der sog. ,, Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ" (s.
2.3.1.1), welche charakteristischerweise fur die Uber den Kernrezeptor CAR-vermittelte
hepatozellul&re Induktion von CY P 2B verantwortlich sind (CZEKAJ 2000).

Um die optimale Inkubationsdauer fir die Regulationsstudien mit den jeweiligen Cytochrom
P450-Induktoren zu ermitteln, wurden die Hepatocytoma-Zellen mit PB (30 pug/ml) tber 6,
12, 24 und 48 h vorbehandelt und anschlief?end die Aufnahme von 10 uM FMTX Uber 30 min
in Anwesenheit von extrazelluldrem Natrium bestimmt. Nach Vorbehandlung der Zelllinie
mit PB fur 6, 12 und 24 h kam es zu einer leichten, wenn auch nicht signifikanten, Abnahme
der FMTX-Aufnahme um durchschnittlich 15% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (s.
Abb. 11). Wie der Abb. 11 ferner zu entnehmen ist, fuhrte die Inkubation mit 30 pg/ml PB
Uber 48 h zu ener signifikanten Reduktion der FMTX-Akkumulation in den HPCT-1E3-
Zellen um etwa ein Drittel im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Anhand der Ergebnisse
dieser FMTX-Transportstudie wurde fir die nachfolgenden Regulationsstudien, mit
Ausnahme der Vorbehandlung mit Clotrimazol, durchgdngig eine Inkubationsdauer von 48 h

gewahlt.
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Abb. 11: Einfluss von Phenobarbital auf die Rfcl-vermittelte FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen
in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm?
ausgesat und diese mit 30 pg/ml PB fur 6, 12, 24 und 48 h vorbehandelt. Die Rfcl-Aktivitdt wurde
anhand der intrazelluldren Akkumulation von 10 pM FMTX Uber 30 min in natriumhaltigem Tyrode-
Puffer bestimmt (MW = SEM; * P<0.05; n = 8).

4.2.2 Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam

Das Antiepileptikum Carbamazepin gehort ebenso wie Phenobarbital zur Gruppe der sog.
» Cytochrom P450-1nduktoren vom PB-Typ* (CZEKAJ 2000). Diazepam dagegen wird zwar
in der gleichen klinischen Indikation wie PB und CBZ eingesetzt, stellt jedoch in vitro keinen
CY P 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997).

Um den Einfluss von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam auf die Rfcl-vermittelte
Aufnahme von FMTX in HPCT-1E3-Zellen zu ermitteln, wurden diese, wie in 3.5.3.1
beschrieben, vorbehandelt und anschlief3end die intrazellulére FMTX-Akkumulation (10 pM)
in An- oder Abwesenheit von extrazellul&rem Natrium Uber 30 min bestimmt. Wie in der
Abb. 12 zu sehen ist, fuhrte die Inkubation mit PB und CBZ zu einer signifikanten Abnahme
der FMTX-Akkumulation in natriumhaltigem Tyrode-Puffer. Ferner wies die
Substrataufnahme nach Vorbehandlung mit Diazepam eine leichte, aber nicht signifikante,
Reduktion auf. Die Akkumulation in Abwesenheit von Natrium war dagegen, im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle, sowohl nach Vorbehandiung mit PB und CBZ als auch mit
Diazepam nicht signifikant verandert. Die natriumabhdngige Rfcl-vermittelte FMTX-
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Aufnahme, welche als Differenz der FMTX-Akkumulation in An- und Abwesenheit von
Natrium berechnet wird, war sowohl nach Vorbehandlung mit PB und CBZ, nicht aber
Diazepam, deutlich reduziert.

Die Ergebnisse dieser Transportstudie sprechen fur eine Regulation der Rfcl-Aktivitét, nicht
aber der des natriumunabhangigen Oat2, durch Induktoren vom PB-Typ. Im weiteren
Versuchsablauf wurde in nachfolgenden FMTX-Transportstudien die mdgliche Regulation
des Rfcl durch weitere PB-artige Induktoren wie Chlorpromazin (CPZ) und Clotrimazol
(CTZ) sowie dem direkten CAR-Agonisten TCPOBOP untersucht.
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Abb. 12: Einfluss von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam auf die Rfcl-vermittelte
Aufnahme von FMTX.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-ZelIkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm? ausgesét und diese fiir
48 h mit 10 und 100 pg/ml PB, 3 und 9 pg/ml CBZ und 1,5 und 15 pg/ml Diazepam vorbehandelt.
Dargestellt ist die Akkumulation von 10 pM FMTX dber 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer
bzw. in natriumdepletiertem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfcl-Aktivitdt wurde anhand der Differenz
der intrazelluldren Akkumulation von 10 uM FMTX dber 30 min in An- oder Abwesenheit von
extrazelluldrem Natrium bestimmt (MW = SEM; * P<0.05, *** P<0.001; n = 8).
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4.2.3 Chlorpromazin und Haloperidol

Das Neuroleptikum Chlorpromazin (CPZ), nicht aber Haloperidol (KUDO u. ISHIZAKI
1999), welches in gleicher klinischer Indikation wie CPZ eingesetzt wird, stellt einen weiteren
Vertreter der Gruppe der PB-artigen Induktoren dar (SUEY OSHI et al. 1999).

Die mogliche Regulation der Rfcl-Aufnahmeaktivitdt durch CPZ und Haloperidol wurde
mittels der Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen (s. 3.5.3.1) und anschlief3ender
Bestimmung der intrazellularen Akkumulation von 10 pM FMTX in An- oder Abwesenheit
von extrazelluldrem Natrium Uber 30 min untersucht. Die FMTX-Akkumulation in
natriumhaltigem Tyrode-Puffer wies nach Vorbehandlung mit 0,035 und 0,35 pug/ml CPZ eine
stark signifikante Reduktion auf (s. Abb. 13). Die Inkubation mit 0,005 pg/ml Haloperidol
fuhrte zu einem schwach signifikanten Anstieg der FMTX-Akkumulation in Anwesenheit von
extrazelluldrem Natrium, wéahrend die mit 0,05 pg/ml Haoperidol vorbehandelten
Hepatocytoma-Zellen keine signifikant unterschiedliche FMTX-Akkumulation im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle aufwiesen. Weiterhin konnte keine signifikante Veranderung der
Akkumulation des MTX-Analogons nach Vorbehandlung mit Chlorpromazin  bzw.
Haoperidol in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer ermittelt werden. Die Rfcl-vermittelte
FMTX-Aufnahme, welche as Differenz der intrazelluléren Akkumulation von FMTX in An-
oder Abwesenheit von extrazelluldrem Natrium berechnet wird, wies nach Vorbehandlung
mit CPZ eine stark signifikante Reduktion auf. Dagegen fihrte die Inkubation mit
Haloperidol nicht zu einer deutlich verénderten Rfcl-Aktivitét.
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Abb. 13: Einfluss von Chlorpromazin und Haloperidol auf die Rfcl-vermittelte Aufnahme von
FMTX.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm? ausgesit und diese fiir
48 h mit 0,035 und 0,35 pg/ml CPZ sowie 0,005 und 0,05 pg/ml Haloperidol vorbehandelt. Dargestel It
ist die Akkumulation von 10 pM FMTX Uber 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer bzw. in
natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfcl-Aktivitdt wurde mittels der intrazelluldren
Akkumulation von 10 uM FMTX dber 30 min in An- oder Abwesenheit von extrazellulérem Natrium
bestimmt (MW + SEM; * P<0.05, *** P<0.001; n = 8).

4.2.4 Clotrimazol und Amphotericin B

Das Antimykotikum Clotrimazol (CTZ) gehort ebenfalls in die Gruppe der ,Cytochrom
P450-1nduktoren vom PB-Typ* (CZEKAJ 2000). Amphotericin B wird in der gleichen
klinischen Indikation wie Clotrimazol eingesetzt, stellt jedoch keinen CYP 2B-Induktor dar
(BEKERSKY et al. 2002).

Im Rahmen der Rfcl-Regulationsstudie wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.1
beschrieben mit CTZ bzw. Amphotericin B vorbehandelt und anschlief3end die intrazelluldre
FMTX-Akkumulation (10 uM) wie oben dargestellt ermittelt. Wie der Abb. 14 zu entnehmen
ist, hatte die Vorbehandlung mit CTZ eine signifikante Abnahme der FMTX-Akkumulation in
Anwesenheit von Natrium zur Folge. Die Inkubation mit 1 und 10 pg/ml Amphotericin B
fuhrte dagegen, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, zu keiner abweichenden
intrazelluldren Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat. Ferner war die
natriumunabhangige FMTX-Akkumulation nach Vorbehandlung mit CTZ leicht, aber nicht
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signifikant, reduziert, wahrend diese nach Inkubation mit Amphotericin B, in Relation zur
Kontrolle, keine signifikante Veranderung aufwies. Weiterhin fuhrte die Vorbehandlung mit
CTZ nicht aber Amphotericin B zu einer signifikanten Reduktion der natriumabhangigen,
Rfcl-vermittelten Aufnahme von FMTX in HPCT-1E3-Z€llen.
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Abb. 14: Einfluss von Clotrimazol und Amphotericin B auf die Rfcl-vermittelte Aufnahme von
FMTX.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm?® ausgeséit und diese
jeweils fir 60 h mit 0,034 und 0,34 pg/ml CTZ bzw. fur 48 h mit 1 und 10 pg/ml Amphotericin B
vorbehandelt. Dargestellt ist die Akkumulation von 10 pM FMTX tber 30 min in natriumhaltigem
Tyrode-Puffer bzw. in natriumdepletiertem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfcl-Aktivité wurde anhand
der intrazelluldren Akkumulation von 10 uM FMTX Uber 30 min in An- oder Abwesenheit von
extrazellulédrem Natrium bestimmt (MW + SEM; *** P<0.001; n = 8).
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4.2.5 TCPOBOP

Die CYP 2B Induktion durch den CAR-Agonisten TCPOBOP erfolgt im Gegensatz zu den
genannten Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ, die eine indirekte CAR-Aktivierung
vermitteln, durch direkte Bindung des TCPOBOP an den CAR-Rezeptor (TZAMELI et al.
2000).

Um den Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBOP und somit der CAR-Signalkaskade
(s. 2.3.1.1) auf die Rfcl-vermittelte FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen zu ermitteln,
wurden diese, wie in 3.5.3.1 beschrieben, vorbehandelt und anschlief3end die intrazellulére
Akkumulation von 10 uM FMTX bestimmt. Die Vorbehandlung mit dem CAR-Agonisten
fuhrte zu einer stark signifikanten Abnahme der FMTX-Akkumulation in natriumhaltigem
Tyrode-Puffer (s. Abb. 15). Die intrazellulare Akkumulation in Abwesenheit von Natrium
wies dagegen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine signifikante Veranderung auf.
Wie in der Abb. 15 ferner zu erkennen ist, war die natriumabhangige, Rfcl-vermittelte
FMTX-Aufnahme nach Inkubation mit TCPOBOP signifikant reduziert.

Zusammenfassend konnte anhand dieser Studien gezeigt werden, dass die Rfcl-vermittelte
FMTX-Aufnahme Uber 30 min durch Induktoren vom PB-Typ, wahrscheinlich unter
Betelligung der CAR-Signalkaskade, reguliert wird. Es handelt sich weiterhin um einen Rfcl-
spezifischen Mechanismus, da die natriumunabhéngige FMTX-Aufnahme, welche in der
Leber durch den Oat2 vermittelt wird (s. 4.2), keine signifikante Verénderung aufwies. Im
Rahmen dieser Transportstudien wurde alerdings nur das intrazelluldare FMTX-
Transportgleichgewicht nach 30 min in An- bzw. Abwesenheit von extrazelluldrem Natrium
bestimmt. Der mogliche Einfluss der Mrp-vermittelten Elimination des Fluoreszenzanal ogons
auf das FMTX-Transportgleichgewicht blieb dagegen unberiicksichtigt. Im Anschluss an die
FMTX-Transportstudien wurde deshalb die zeitabhangige Aufnahme von [H]-Methotrexat in
HPCT-1E3-Zellen in An- bzw. Abwesenheit von extrazelluldren Natriumionen bel t = 0,25;
0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min gemessen (s. 3.8.1.2) und deren Beeinflussung durch
Induktoren vom PB-Typ bestimmt.
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Abb. 15: Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfcl-vermittelte FMTX-
Aufnahme.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm? ausgesit und diese fir
48 h mit 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP vorbehandelt. Dargestellt ist die Akkumulation von 10 puM
FMTX dber 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer bzw. in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer.
Die Rfcl-Aktivité wurde anhand der intrazellul&ren Akkumulation von 10 uM FMTX Uber 30 min in
An- oder Abwesenheit von extrazelluldrem Natrium bestimmt (MW £ SEM; ** P<0,01, *** P<0.001;
n=8).

4.3 Zeitabhangige Beeinflussung der Rfcl-vermittelten Aufnahme von *[H]-Methotrexat in
HPCT-1E3-Zellen durch Induktoren vom PB-Typ

Die Bestimmung der Rfcl-vermittelten Aufnahme von 3[H]-Methotrexat diente der
Abgrenzung einer mdglichen Mrp-vermittelten MTX-Exportaktivitét sowie der Aufklarung
einer moglichen Veranderung der Rfcl-bedingten MTX-Transportrate in HPCT-1E3-Zellen
nach Inkubation mit PB-artigen Induktoren. Hierzu erfolgte die Messung der Rfcl-
vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme (s. 3.8.1.2), wobei die aufgenommene Substratmenge in
pmol pro mg Protein dargestellt wurde.

Im Rahmen der Aufnahme von *[H]-MTX (5uM) (ber 20 min in unbehandelte HPCT-1E3-
Zellen kam es jeweils zur Einstellung eines intrazelluléaren Transportgleichgewichts des
Chemotherapeutikums (s. Abb. 16-20). Die MTX-Aufnahme bei t = 0,25 min diente al's sog.
»Nullpunkt® der Aufnahmekurve. Dieser lag jeweils bei ca. 15-25 pmol/mg Protein.
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Anschlief3end konnte Gber 3 min eine initiale Aufnahmephase von ca. 40 pmol MTX/mg
Protein verzeichnet werden. Der Beginn der Einstellung einer intrazelluléren Plateauphase der
MTX-Aufnahme trat nach einer Inkubationsdauer von 5 min auf. Die intrazellulare
Akkumulation von *[H]-MTX uber 20 min betrug in natriumhaltigem Tyrode-Puffer ca. 50-55
pmol/mg Protein und in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer im Mittel 30 pmol/mg Protein.
Hierbel entsprach die intrazellulare MTX-Konzentration nach 20 min in Anwesenheit
extrazelluldrer Natriumionen durchschnittlich dem 2,5fachen des MTX-Gehaltes zum
Zeitpunkt t = 0,25 min. Die natriumabhangige, Rfcl-vermittelte 3[H]-M TX-Aufnahme wurde
als Differenz zwischen der intrazellularen MTX-Akkumulation in An- und Abwesenheit von
extrazelluldrem Natrium berechnet. Als Beurteilungskriterium fir die Rfcl-Aktivitét diente
der Anteill der natriumabhangigen Akkumulation von Methotrexat nach Einstellung des
intrazelluldren Transportgleichgewichts sowie insbesondere die Aufnahmegeschwindigkeit
innerhalb der initialen Aufnahmephase, da das Transportgleichgewicht moglicherweise auch
durch andere Faktoren wie ener moglichen Mrp-Effluxaktivitaét beeinflusst wird.
Zusammenfassend wiesen die Aufnahmedaten darauf hin, dass 50-70% der °[H]-MTX-
Aufnahme in die HPCT-1E3-Zellen Rfcl-vermittelt erfolgt, wobei jedoch der Antell der
unspezifischen Membranbindung unberiicksichtigt blieb.

Um den Einfluss der Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ (s. 2.3.1.1) auf die
zeitabhangige Rfcl-vermittelte Aufnahme von *[H]-MTX zu bestimmen, wurden die HPCT-
1E3-Zellen kultiviert und mit der jeweiligen Substanz vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Eine
Vorbehandlung mit den jeweiligen Kontrollsubstanzen erfolgte im Rahmen der *[H]-MTX-
Aufnahmemessungen exemplarisch mit Diazepam. Ferner wurden zu alen Messzeitpunkten
signifikante bis sehr hoch signifikante Unterschiede der Rfcl-Aufnahmeaktivitdt in
vorbehandelten Hepatozytoma-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ermittelt (s.
Tab. 4).

4.3.1 Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam

Der Einfluss der Induktoren Phenobarbital (PB) und Carbamazepin (CBZ) sowie der
Kontrollsubstanz Diazepam auf die Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme wurde nach Inkubation
der Hepatocytoma-Zellen, wie in 3.5.3.1 aufgefihrt, ermittelt. Die Vorbehandlung mit PB und
CBZ flhrte zu einer signifikanten Reduktion der MTX-Akkumulation Uber 20 min in
natriumhaltigem Tyrode-Puffer (s. Abb. 16). In Abwesenheit von Natrium hingegen wies die
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initiale MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie der MTX-Gehalt nach Einstellung des
intrazelluldren Transportgleichgewichts sowohl nach Vorbehandlung mit PB als auch mit
CBZ keine signifikante Veranderung auf. Die Inkubation mit PB und CBZ fihrte im
Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen zu einer stark signifikanten Reduktion der
Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme (s. Tab. 4). Diese betrug innerhalb der initialen
Aufnahmephase nach Vorbehandlung mit PB ca. 80% bzw. nach Beginn der Einstellung des
intrazellul&ren MTX-Transportgleichgewichts ca. 75% und nach Vorbehandlung mit CBZ ca
80 bzw. 60%.

Im Gegensatz dazu wies die MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie die MTX-Akkumulation
Uber 20 min nach Vorbehandlung mit 1,5 und 15 pg/ml Diazepam fur 48 h sowohl in An- als
auch in Abwesenheit von extrazelluldren Natriumionen keine statistisch signifikante
Reduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf (s. Abb. 17).

Die Ergebnisse dieser Transportstudie sprechen fir eine Regulation der Rfc1-Aktivitét durch
Induktoren vom PB-Typ. Im weiteren Versuchsablauf wurde in nachfolgenden 3[H]-MTX-
Transportstudien die mogliche Regulation des Rfcl durch weitere PB-artige Induktoren wie
Chlorpromazin (CPZ) und Clotrimazol (CTZ) sowie dem direkten CAR-Agonisten
TCPOBOP untersucht.

Tab. 4: Statistische Signifikanz der Beeinflussung der Rfcl-vermittelten 3[H]-Methotrexat-
Aufnahme durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ (MW, * = P<0,05%, ** =
P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 7).

Na-abh. |Na-unabh.
Aufnahme | Aufnahme
PB 10 pg/ml | *x* n.s.
PB 100 pg/ml  [*** n.s.
CBz 3 pg/ml | ** n.s.
CBz 9 pg/ml | ** n.s.
CpPz 0,035 pg/ml |** n.s.
CPz 0,35 pg/ml [*** n.s.
CTz 0,034 pg/ml |* n.s.
CTz 0,34 pg/ml |** n.s.
TCPOBOP 0,1 ng/ml| |** n.s.
TCPOBOP 1 ng/ml | ** n.s.
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Abb. 17: ¥[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach Vorbehandlung mit Diazepam.
HPCT-1E3-Zéellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm? kultiviert und fir 48 h mit 1,5
und 15 pg/ml Diazepam vorbehandelt. Anschlielend erfolgte die Messung der 3[H]-M TX-Aufnahme
(5 uM) in An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazelluldrem
Natrium bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivitét der jeweiligen
Proben wurde mittels FlUssigkeitsszintillationszéhlung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
HPCT-1E3-Zellen. (MW+ SD; n = 4).

4.3.2 Chlorpromazin

Um den Einfluss des P450-Induktors Chlorpromazin (CPZ; s. 2.3.1.1) auf die Rfcl-
vermittelte 3[H]- MTX-Aufnahme zu ermitteln, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.1
beschrieben vorbehandelt. Wie der Abb. 18 zu entnehmen ist, kam es nach Inkubation mit
CPZ zu einer signifikanten Abnahme der MTX-Akkumulation in natriumhaltigem Tyrode-
Puffer. Dagegen wies die initiale MTX-Aufnahmegeschwindigkeit und die Plateauphase der
MTX-Aufnahme in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer keine signifikante Veranderung auf.
Nach Vorbehandlung in beiden Konzentrationen lag ferner, im Vergleich zu unbehandelten
HPCT-1E3-Zellen, ene dSgnifikante  Reduktion der  Rfcl-bedingten MTX-
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase Gber 3 min um ca. 60 bzw.
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70% und eine Abnahme der natriumabhéngigen MTX-Akkumulation nach Einstellung des
Transportgleichgewichts um ca. 40 bzw. 75% vor (s. Tab. 4).
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Abb. 18: Beeinflussung der 3[H]-M TX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch Chlorpromazin.
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm? ausgesét und mit 0,035 und
0,35 pg/ml CPZ iiber 48 h vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der {H]-M TX-Aufnahme (5 pM)
in An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazellularem Natrium bel
t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivitét der jeweiligen Proben
wurde mittels Flissigkeitsszintillationszéhlung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT -
1E3-Zellen (MW= SD; * = P<0,05%, ** = P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 4).

4.3.3 Clotrimazol

Die HPCT-1E3-Z€ellen wurden mit Clotrimazol inkubiert (s. 3.5.3.1) und nachfolgend der
Einfluss des P450-Induktors (s. 2.3.1.1) auf die Rfcl-vermittelte *[H]-MTX-Aufnahme
untersucht. Die Vorbehandlung mit CTZ hatte eine stark signifikante Reduktion der MTX-
Akkumulation Uber 20 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer zur Folge (s. Abb. 19). In
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natriumfreiem  Cholin-Tyrode-Puffer dagegen wies die initialle MTX-Aufnahme-
geschwindigkeit sowie der MTX-Gehalt nach Einstellung des Transportgleichgewichts keine
signifikante Verdnderung auf. Die Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme tber 20 min war, ebenso
wie die initiale Aufnahmegeschwindigkeit, nach Vorbehandlung mit 0,034 und 0,34 pg/mi
CTZ signifikant reduziert (s. Tab. 4). Die Abnahme der Rfcl-Aktivitét betrug im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle innerhalb der initialen Aufnahmephase ca. 60 bzw. 80% und
nach Einstellung des Transportgleichgewichts ca. 60 bzw. 70%.
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Abb. 19: Beeinflussung der 3[H]-M TX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch Clotrimazol.
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm? ausgesét und fir 60 h mit 0,034
und 0,34 pg/ml CTZ vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme (5 pM) in
An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazelluldrem Natrium bei t =
0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivitét der jeweiligen Proben wurde
mittels FlUssigkeitsszintillationsz&hlung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT-1E3-
Zellen (MW+ SD; * = P<0,05%, ** = P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 4).
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4.3.4 TCPOBOP

Abschlief?end wurde der Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBORP (s. 2.3.1.1) auf die
Rfcl-vermittelte Aufnahme von °[H]-MTX bestimmt. Hierzu wurden die Hepatocytoma-
Zellen fur 48 h mit 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP inkubiert (s. 3.5.3.1). Die Vorbehandlung mit
dem direkten Agonisten fihrte zu einer signifikanten Abnahme der MTX-Akkumulation tber
20 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer (s. Abb. 20). In Abwesenheit von extrazelluléren
Natriumionen indessen war die initidle MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie der MTX-
Gehalt nach Einstellung des intrazelluléren Transportgleichgewichts nicht signifikant
veradndert. Weiterhin fuhrte die Inkubation in beiden Konzentrationen zu einer signifikanten
Reduktion der Rfcl-vermittelten Aufnahme des Folatantagonisten (s. Tab. 4). Die Reduktion
der MTX-Aufnahmegeschwindigkeit betrug im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-
Zéellen innerhalb der initialen Aufnahmephase ca. 85 bzw. > 90% und nach Einstellung des
intrazelluldren MTX-Transportgleichgewichts ca. 70 bzw. 80%.

Zusammenfassend konnte anhand der Transportstudien gezeigt werden, dass die Rfcl-
vermittelte  Aufnahme von 3[H]-Methotrexat durch Induktoren vom PB-Typ, unter
Beteiligung des Kernrezeptors CAR, reguliert wird. Eine Regulation des Oat2, welcher fur die
natriumunabhangige, hepatozelluldre Aufnahme von MTX verantwortlich ist, scheint
unwahrscheinlich, da diese im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht signifikant
veréndert war. Ferner spricht die in dieser Arbeit gewdhite Substrat- bzw.
Induktorkonzentration vermutlich gegen ene signifikante Beeinflussung der Rfcl-
vermittelten MTX-Aufnahme durch eine mdgliche Mrp-bedingte Elimination des
Zytostatikums, da die Mrp-Effluxtransporter prinzipiell eine geringe Substrataffinitét
gegenuber MTX und ein schwaches Induktionspotential durch PB-artige Induktoren
aufweisen (s. 5.1). Dartber hinaus konnte kein Abfall der natriumabhangigen MTX-
Aufnahmekurve nach Beendigung der initialen Aufnahmephase beobachtet werden.

Im weliteren Versuchsablauf wurde nachfolgend ermittelt, ob es sich bei der Abnahme der
Rfcl-Aktivitdt um ene transkriptionelle oder eine trandlationale Regulation des

Transportproteins handelt.
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Abb. 20: Beeinflussung der ][H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch den CAR-Agonisten
TCPOBOP.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm? ausgesét und fir 48 h mit 0,1
und 1 ng/ml TCPOBOP vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der °[H]-M TX-Aufnahme (5 uM) in
An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazelluléaren Natriumionen
bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivitét der jeweiligen Proben
wurde mittels Flissigkeitsszintillationszéhlung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT -
1E3-Zellen (MW= SD; * = P<0,05%, ** = P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 4).

4.4 Quantifizierung der Rfcl mRNA in HPCT-1E3-Zellen
4.4.1 Nachweis der Spezifitéat der Rfcl Primer und Proben

Die HPCT-1E3-RNA wurde isoliert (s. 3.7.1) und 1 pg RNA in cDNA umgeschrieben (s.
3.7.2.1). Zum Nachweis der Spezifitét der Rfc Primer Mtx_1254 F und Mtx_1399 R (s. Tab.
3) erfolgte die PCR-Amplifizierung von 1ul cDNA und die nachfolgende elektrophoretische
Auftrennung des PCR-Produktes (s. 3.7.2.2). Die Verifizierung der PCR-Produktgrofie
erfolgte durch Vergleich mit einem DNA-Standard (100 bp Ladder) unter UV-Licht. Als
Positivkontrolle diente Rfc1-Plasmid cDNA (1ng) und als Negativkontrolle RNA (50 ng).
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Die elektrophoretische Auftrennung des HPCT-1E3-PCR-Produktes ergab eine fir den Rfcl
spezifische Bande mit einer Produktgrofde von 146 bp (s. Abb. 21). Deren Identitdt wurde
durch die prominente Bande der Positivkontrolle auf gleicher Hohe bestétigt. Die Spezifitét
der Rfcl-Bande konnte durch das Fehlen weiterer Banden im HPCT-1E3-PCR-Produkt
nachgewiesen werden. Mogliche Kontaminationen der Primer oder Proben wurden durch die
RNA-Negativkontrolle ausgeschl ossen.

Eine entsprechende PCR mit den b-Actin-spezifischen Primern (s. Tab. 3) ergab nach
elektrophoretischer Auftrennung ein Produkt mit der zu erwartenden Grof3e von 137 bp (nicht
abgebildet). Dartber hinaus wurden keine Nebenprodukte der PCR verzeichnet. Die mégliche
Kontamination der Primer oder Proben konnte wiederum durch die RNA-Negativkontrolle
ausgeschlossen werden.

Bandengrofiie (bp)

300
200

100

1 2 3 4

Abb. 21: Nachweis der Spezifitdt der Rfcl Primer.

Die Spezifitét der Rfc Primer Mtx_1254 F und Mtx_1399 R wurde mittels PCR-Analyse in HPCT-
1E3-Z€llen [2] unter Verwendung von 1 pg Gesamt-RNA und 1,25 U Tag-DNA-Polymerase ermittelt
(s. 3.7.2.2). Als Positivkontrolle diente 1 ng Rfc-1-DNA-Plasmid [4] und as Negativkontrolle 50 ng
RNA [3]. Die Veifizierung der PCR-Produktgrof3e erfolgte durch einen DNA-Standard (100 bp
Ladder) [1].

4.4.2 Einfluss von Phenobarbital und TCPOBOP auf die Rfcl-Genexpression
in HPCT-1E3-Zellen

Um den Einfluss von PB und TCPOBOP auf die Rfcl-Genexpression zu ermitteln, wurden
die HPCT-1E3-Zellen vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Anschlieffend erfolgte die Synthese der
HPCT-1E3-cDNA (s. 3.7.1 und 3.7.2.1) sowie, unter Verwendung der in 3.7.2.2 aufgefihrten
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genspezifischen Primer und Proben, die Quantifizierung des Rfcl-cDNA- Fragments durch
real time PCR. Die PCR wurde mittels ,,iCycler iQ Detector” von Biorad unter den in 3.7.2.3
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Berechnung der Rfcl Genexpression in
Relation zur Expression des Referenzgenes b-Actin erfolgte nach einem Modell zur relativen
Quantifizierung ohne PCR-Effizienz-Korrektur (s. 3.7.2.4).

Die relative Rfcl-Genexpression war nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 100 pg/ml
PB bzw. 1 ng/ml TCPOBORP Uber 12, 24 und 48 h nicht signifikant verandert (s. Abb. 22). Die
Schwankung der Transkriptionsrate in Relation zur unbehandelten Kontrolle betrug ca. 15-
20%.

Die Ergebnisse der Rfcl-Genexpressionsstudie sprechen gegen eine transkriptionelle
Regulation des Transportproteins durch Induktoren vom PB-Typ.

120

100 +——— = ——— T —— —— — — i — —_—
80
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s+ 1ng/ml TCPOBOP
40
20
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Abb. 22: Einfluss von Phenobarbital und dem direkten CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfcl-
Genexpression in HPCT-1E3-Z€llen.

Die real-time PCR-Analyse der Rfcl-Genexpression (1ug/pl cDNA) erfolgte nach Vorbehandlung der
Hepatocytoma-Zellen mit 100 pg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP Uber 12, 24 und 48 h. Die HPCT-
1E3-RNA wurde isoliert (s. 3.7.1) und 1 pg RNA in cDNA umgeschrieben (s. 3.7.2.1). Anschlief3end
wurde die PCR-Reaktion mittels PCR-Master-Mix S mit 1,25 U Tag-DNA-Polymerase, den
genspezifischen Primern und TagMan-Proben (s. Tab. 3) unter Verwendung des ,iCycler iQ
Detectors® von Biorad durchgefuhrt (s. 3.7.2.3). Die Genexpression der unbehandelten Kontrolle
entspricht 100% (MW * SD; n = 8).
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4.5 Einfluss von Phenobarbital, TCPOBOP und Diazepam auf die Rfcl-Proteinmengein
HPCT-1E3-Zellen

Die semiquantitative Analyse des Rfcl-Proteins (s. Abb. 6) wurde mittels eines
immunzytochemischen Nachweisverfahrens durchgeftihrt (s. 3.6.3). Als Negativkontrollen
dienten unbehandelte Zellen, Proben ohne Zusatz von priméarem Antiserum sowie Proben
ohne Zusatz von primdrem und sekunddrem Antiserum. Der Gesamtproteingehalt diente als
interner Standard.

Wie Abb. 23 zu entnehmen ist, lag nach Vorbehandlung mit 10 und 100 pg/ml PB, 0,1 und 1
ng/ml TCPOBOP sowie 1,5 pg/ml Diazepam Uber 12, 24 und 48 h keine signifikante
Verénderung in der Rfcl-Proteinmenge vor. Die Varianz der Rfcl-Proteinmenge der
vorbehandelten Proben, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, betrug jeweils ca. 15-20%.
Abweichend davon war nach Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit 15 pg/ml Diazepam
fir 48 h eine Abnahme der Rfcl-Proteinmenge um ca. 25% zu verzeichnen, welche sich
jedoch nicht signifikant von der Rfcl-Proteinmenge unbehandelter Zellen unterschied.

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass es sich in Bezug auf die Reduktion der
Rfcl-Aktivitét durch Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP nicht um eine translationale
Regulation des Transportproteins handelt.
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Abb. 23: Einfluss von Phenobarbital, TCPOBOP und Diazepam auf die Rfc1-Proteinmenge in HPCT-
1E3-Zé€llen.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten kultiviert und mit 10 und 100 pg/ml PB, 0,1
und 1 ng/ml TCPOBOP sowie 1,5 und 15 pg/ml Diazepam tber 12, 24 und 48 h vorbehandelt. Die
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Bestimmung der Rfcl-Proteinmenge wurde mittels semiquantitativer Immunzytochemie unter
Verwendung eines spezifischen Rfcl-Antiserums durchgefuhrt. Die Darstellung der relativen Rfcl-
Proteinmenge erfolgte in % Extinktion pro mg Gesamtprotein der unbehandelten Kontrolle. (MW +
SD; n=6).

4.6 Regulation der funktionellen Aktivitét des Rfcl in HPCT-1E3-Zellen
4.6.1 Modulatoren der Phosphorylierung

Neben der Regulation der Genexpression (s. 2.3.2.1) stellt die schnelle und kurzfristige
posttranslationale Phosphorylierung von Transportproteinen einen weiteren wichtigen
Regulationsmechanismus dar (KRAUSS 2003; s. 2.3.2.2). Der Rfcl weist zwei mogliche
Phosphorylierungsstellen auf (HONSCHA et al. 2000). Daher kénnte die reduzierte Rfcl-
Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen nach Inkubation mit Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP,
in Verbindung mit den fehlenden Hinweisen auf eine transkriptionelle bzw. transationale
Regulation, durch einen veranderten Phosphorylierungsstatus des Transportproteins bedingt
sain.

Um den Einfluss von Modulatoren der Phosphorylierung auf die Rfcl-vermittelte Aufnahme
von °[H]-Methotrexat zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 35.3.2
beschrieben mit den in Tab. 2 aufgefuhrten Substanzen vorbehandelt. Die gewahlte
Konzentration der jeweiligen Modulatoren wurde der Literatur entnommen (CHIJIWA et al.
1990, MUKHOPADHYAY et a. 1998, YOU et al. 2000, GUO u. KLAASEN 2001).
AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der [H]-MTX-Aufnahme tber 20 min mittels
Flussigkeitsszintillationszdhlung (s. 3.8.1.2). Die natriumabhangige Rfcl-vermittelte
Aufnahme des Zytostatikums wurde als Differenz zwischen der intrazellularen MTX-
Akkumulation tber 20 min in An- und Abwesenheit von extrazelluldrem Natrium berechnet
und in pmol/mg Protein dargestellt (s. Abb. 24-26). Als Beurteilungskriterium fir die Rfcl-
Aktivitét diente der Anteil der natriumabhangigen Akkumulation von Methotrexat nach
Einstellung des intrazelluldren  Transportgleichgewichts sowie insbesondere die
Transportgeschwindigkeit wéahrend der initialen Aufnahmephase. Als Kontrolle wurden
erneut unbehandelte HPCT-1E3-Zellen verwendet.
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4.6.1.1 PMA und/oder Okadainsdure

PMA ist fir die konzentrations- und zeitabhdngige Induktion der Proteinkinase C
verantwortlich (NISHIZUKA 1992). Dagegen fuhrt Okadainsdure (OA) zu einer Inhibition
der Uber die Protein Phosphatase 1 und 2A-vermittelten Dephosphorylierung von Proteinen
(COHEN et al. 1990).

Um den Einfluss der Proteinkinase C sowie der Protein Phosphatase 2A auf die Rfcl-
vermittelte Aufnahme von 3[H]-MTX zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen, wie in
3.5.3.2 aufgefiihrt, vorbehandelt.

Die Inkubation der Hepatocytoma-Zellen mit PMA hatte die Reduktion der MTX-
Transportgeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase bzw. eine Abnahme der
Rfcl-bedingten Akkumulation des Folatantagonisten nach Einstellung des intrazelluléren
Transportgleichgewichts um durchschnittlich 75% zur Folge (s. Abb. 24). Nach
Vorbehandlung mit Okadainsaure war die Geschwindigkeit der Rfcl-vermittelten Aufnahme
sowie die Rfcl-bedingte MTX-Akkumulation um ca 65% reduziert. Weiterhin hatte die
Inkubation mit beiden Substanzen wie erwartet einen synergistischen Effekt auf die Rfc-
vermittelte MTX-Aufnahme. So lag nach synchroner PMA- und OA-Vorbehandlung eine
vollstandige Hemmung der Rfcl-Aktivitdt wahrend der initialen Aufnahmephase tber 3 min
bzw. eine Abnahme der Rfcl-vermittelten MTX-Akkumulation nach Einstellung des
intrazelluldren Transportgleichgewichts um > 95% vor (s. Abb. 24).

Die natriumunabhangige MTX-Aufnahme wies nach Inkubation mit PMA und/oder
Okadainsdure im Vergleich zu unbehandelten Zellen keine signifikanten Unterschiede auf
(nicht dargestellt).

Zusammenfassend fihrt die PKC-vermittelte Phosphorylierung des Carriers bzw. die
Hemmung der Proteindephosphorylierung durch Vorbehandlung mit dem PP 1/2A-Inhbitor
Okadainsdure zu einer verminderten Rfcl-Transportaktivitdt in HPCT-1E3-Zellen.
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4.6.1.2 PMA und BIM

Bisindolylmaleimid (BIM) stellt einen spezifischen Inhibitor der Proteinkinase C dar (DAVIS
et al. 1992).

Die HPCT-1E3-Zellen wurden wie in 3.5.3.2 beschrieben vorbehandelt, um die Beteiligung
der Proteinkinase C an der Reduktion der Rfcl-Aufnahmeaktivitdt eindeutig nachzuweisen.
Die Inkubation mit dem PKC-Induktor PMA fihrte wie in 4.6.1.1 beschrieben zu einer fast
vollstdndigen Hemmung der Rfcl-Aktivitdt (s. Abb. 24). Diese Inhibition war bei
gleichzeitiger Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM zu ca 50-70%
reversibel. Ohne Vorbehandlung mit PMA fihrte der Inhibitor BIM, in Relation zur
unbehandelten Kontrolle, zu keiner signifikant unterschiedlichen Rfcl-vermittelten MTX-
Aufnahme.

Die Vorbehandlung mit PMA und/oder BIM dagegen hatte im Vergleich zu unbehandelten
HPCT-1E3-Zellen keine signifikanten Unterschiede in der natriumunabhéngigen Aufnahme
des Folatantagonisten zur Folge (nicht dargestellt).

4.6.1.3 cAMP und H-89

Dibutyryl-cAMP, ein Derivat des zyklischen AMP, gelangt durch Diffusion in die Zelle, wo
der Butyrat-Rest durch intrazellulér lokalisierte Esterasen abgespalten wird. CAMP vermittelt
nachfolgend die Aktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (TAYLOR et a. 1990),
welche die kurzfristige posttrandationale Regulation von Transportproteinen bedingt
(GRUNE et al. 1993, MUKHOPADHYAY et a. 1998). Im Gegensatz dazu ist das
Sulfonamid-Derivat H-89 fur die spezifische Inhibition der cAMP-abhangigen PKA
verantwortlich (CHIJWA et a. 1990).

Um den Einfluss der Proteinkinase A auf die Rfcl-vermittelte Aufnahme von [H]-MTX zu
untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.2 aufgefuhrt vorbehandelt. Die
Hepatocytoma-Zellen wiesen in Relation zur unbehandelten Kontrolle nach Inkubation mit
CAMP und/oder dem Inhibitor H-89 keine signifikant verénderte Rfcl-Aktivitét auf (s. Abb.
25). Dies gilt ebenso fur die MTX-Akkumulation in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer
(nicht dargestellt).
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Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse fur eine Regulation der Rfcl-bedingten MTX-
Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch die Proteinkinase C, nicht aber durch die Proteinkinase
A. Waeiterhin ist eine PKC- bzw. PKA-bedingte posttranslationale Regulation des Oat2,
welcher die natriumunabhangige, hepatozelluldre Aufnahme von Methotrexat vermittelt, in
Hinblick auf die gewonnenen Daten unwahrscheinlich. Im weiteren Versuchsablauf soll
anhand nachfolgender Regulationsstudien geprift werden, ob die Proteinkinase C an der
Regulation der Rfcl-vermittelten Aufnahme von 3[H]-MTX durch Cytochrom P450-
Induktoren beteiligt ist.

15 A

=
o
L

[pmol/mg Protein]

Kontrolle

Na* -abh. ’[H]-MTX-Aufnahme

A +5,1pug/ml cAMP
®  +52ng/ml H-89

+ 5,1 pg/ml cAMP
+ 52 ng/ml H-89

0 5 10

15 20
Zeit [Min]

Abb. 25: Beeinflussung der Rfcl-vermittelten *[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch
PKA-Modulatoren.

HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm? ausgesit und fiir 2 h mit 5,1
ug/ml cAMP und/oder 52 ng/ml H-89 vorbehandelt. Die Messung der *[H]-MTX-Aufnahme (5 pM)
erfolgte in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulérem Natrium bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und
20 min. Die zellassoziierte Radioaktivitédt der jewelligen Proben wurde mittels
FlUssigkeitsszintillationszahlung bestimmt. Dargestellt ist die Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme,
welche als Differenz zwischen der intrazelluldren MTX-Akkumulation Uber 20 min in An- und
Abwesenheit von extrazelluléaren Natriumionen berechnet und in pmol/mg Protein dargestellt wurde.
Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT-1E3- Zellen (MW= SD; * = P<0,05%; n = 4).
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4.6.2 Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfcl-vermittelten Aufnahme von
3[H]-Methotrexat durch Cytochrom P450-Induktoren

4.6.2.1 Vorbehandlung mit Phenobarbital und BIM

Um die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfcl-vermittelten Aufnahme
von 3[H]-MTX (s. 3.8.1.2) durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ zu ermitteln,
wurden die HPCT-1E3-Zellen, wie in 3.5.3.2 beschrieben, vorbehandelt. Als Positivkontrolle
diente die Inkubation mit dem PKC-Induktor PMA und/oder dem PKC-Inhibitor BIM Uber 2
h (s. 4.6.1.2; nicht dargestellt). Die Vorbehandlung mit PB fihrte zu einer Reduktion der
Rfcl-vermittelten ¥[H]-MTX-Aufnahme wahrend der initialen Aufnahmephase um > 95%
bzw. nach Einstellung des intrazelluléaren MTX-Transportgleichgewichts um ca. 85% (s. Abb.
26). Diese Reduktion konnte bei gleichzeitiger Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-
Inhibitor BIM um durchschnittlich 70% aufgehoben werden. Ohne Vorbehandlung mit PB
fuhrte der Inhibitor, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, zu keiner signifikant
unterschiedlichen Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme. Die natriumunabhdngige Aufnahme
des Zytostatikums wies nach Vorbehandlung mit PB bzw. PMA und/oder BIM im Vergleich
zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen keine signifikanten Unterschiede auf (nicht dargestellt).

Weiterhin erfolgte die Bestimmung der MTX-Aufnahmerate (Vimux; S. 3.8.1.2), welche
prinzipiell, in Abhéngigkeit von der gewdhlten Substratkonzentration, eine direkte
Proportionalitét zur Anzahl der aktiven Transporter in der Plasmamembran aufweist. Die
natriumabhéangige, Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahmerate war, in Relation zur Kontrolle, nach
Inkubation mit PB bzw. PMA signifikant vermindert (s. Tab. 5). Diese Reduktion konnte
durch die gleichzeitige Vorbehandlung mit dem PKC-Inhibitor BIM vollstandig umgekehrt
werden. Die Geschwindigkeit der natriumunabhangigen MTX-Aufnahme wies nach
Inkubation mit PB und/oder den Modulatoren der Phosphorylierung keine signifikante

Veranderung auf.

4.6.2.2 Vorbehandlung mit TCPOBOP und BIM

Abschliefiend wurde die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfcl-

vermittelten 3[H]-M TX-Aufnahme durch den direkten CAR-Agonisten TCPOBOP untersucht
(s. 3.5.3.2 und 3.8.1.2). Als Positivkontrolle diente erneut die Inkubation mit dem PKC-
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Induktor PMA und/oder dem PKC-Inhibitor BIM (s. 4.6.1.2; nicht dargestellt). Wie Abb. 26
zu entnehmen ist, fuhrte die Vorbehandlung mit dem CAR-Agonisten zu einer Reduktion der
Rfcl-bedingten initialen Aufnahmegeschwindigkeit von Methotrexat um ca. 70%. Ferner
wies die Rfcl-vermittelte MTX-Akkumulation nach Einstellung des intrazelluldren
Transportgleichgewichts im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen eine Abnahme
umn ca. 60-70% auf. Die Reduktion der Rfcl-Aktivitdt konnte bel gleichzeitiger
Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM um > 90% aufgehoben werden.
Ohne Vorbehandlung mit TCPOBORP fuhrte der Inhibitor, im Vergleich zur Kontrolle, zu
keiner signifikanten Verdnderung der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme (s. Abb. 26). Die
natriumunabhdngige Aufnahme des Folatantagonisten wies sowohl nach Inkubation mit
TCPOBOP als auch mit PMA und/oder BIM, im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-
Zellen, keine signifikanten Unterschiede auf (nicht dargestellt).

Ubereinstimmend fiihrte die Vorbehandiung mit dem CAR-Agonisten bzw. mit PMA zu einer
signifikanten Reduktion der natriumabhangigen, Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahmerate
(Vimiux), Welche durch die gleichzeitige Inkubation mit dem PKC-Inhibitor BIM vollstandig
aufgehoben werden konnte (s. Tab. 5). Im Gegensaiz dazu hatte die Inkubation mit
TCPOBOP und/oder den Modulatoren der Phosphorylierung keine Anderung der
natriumunabh&ngigen M TX-Aufnahmegeschwindigkeit zur Folge.

Zusammenfassend weisen die Befunde der vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass die
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP unter Beteiligung der
Proteinkinase C zu ener Reduktion der Rfcl-vermittelten Aufnahme des
Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen fuhren. Die Bestimmung der MTX-
Aufnahmeraten (Vinnux) Nach Vorbehandlung mit PB bzw. TCPOBOP und/oder Modulatoren
der Phosphorylierung lassen weiterhin die Schlussfolgerung zu, dass diese Reduktion durch
eine Abnahme der Anzahl an funktionell aktiven Rfcl-Transportern bedingt ist. Zudem
deuten die Regulationsstudien mit dem CAR-Agonisten TCPOBOP auf eine Beteiligung der
CAR-Signakaskade an der Regulation der Rfc1-Aktivitét hin.
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Tab.

5:

Beeinflussung

der

natriumabhangigen,

Rfcl-vermittelten

bzw.

der

natriumunabhéngigen °[H]-Methotrexat-Aufnahmerate (Vini) durch Cytochrom P450-
Induktoren vom PB-Typ bzw. Modulatoren der Phosphorylierung.

9 = Die Darstellung der MTX-Aufnahmerate (Vimuw) in HPCT-1E3-Z€llen erfolgte in pmol/mg
Protein/min.

Nat+ -abh. Aufnahme

Na+ -unabh. Aufnahme

Kontrolle
+ 100 pg/ml PB

+ 100 pg/ml PB

+ 21 ng/ml BIM
+ 0,62 pg/ml PMA

+ 0,62 pg/ml PMA
+ 21 ng/ml BIM

Kontrolle

}

+ 1 ng/ml TCPOBOP

+ 1 ng/ml TCPOBOP

+ 21 ng/ml BIM

+ 0,62 pg/ml PMA

+ 0,62 pg/ml PMA
+ 21 ng/ml BIM

6,51 + 0,46
4,29 + 0,45 ***

6,42 + 1,58

3,32+ 0,42 ***

2,4+0,38
0,18 + 0,65 **

3,02+ 0,51

0+0,39***

1,69 + 0,38

4,24 + 0,77
4,07 + 0,58

3,93+0,61

5,1+0,46

6,44 + 0,58
6,75+ 1,06

6,43+ 0,79

7,57 £ 0,67

6,59 + 0,48

18

8§ = Dievorliegenden Daten stellen Mittelwerte aus mindestens drei Replikaten = SD dar.
** = P<0,01%
*** = P<0,001%
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation des hepatozelluldren Transportproteins Rfcl
der Ratte durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und dem CAR-Agonisten
TCPOBOP in dem in vitro-Zellkulturmodell HPCT-1E3 (s. 2.4) untersucht. Die Regulation
von Transportproteinen erfolgt nach bisherigem Erkenntnisstand vorwiegend entweder auf
der Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression (XU et al. 2005) oder durch
die schnelle und kurzfristige Phosphorylierung des jeweiligen Carrierproteins im Rahmen
einer posttranslationalen Regulation (ROELOFSEN et al. 1998, NOE et al. 2001, WOLFF et
al. 2003). Innerhalb dieser Arbeit wurde daher der Einfluss der PB-artigen Induktoren auf die
Rfcl-Genexpression mittels quantitativer real time PCR bzw. auf die Rfcl-Proteinmenge
mittels eines semiquantitativen immunzytochemischen Nachweisverfahrens bestimmt. Ferner
wurde die funktionelle Aktivitéat des Rfcl nach Inkubation mit den jeweiligen Induktoren vom
PB-Typ (s. 3.5.3.1) bzw. Modulatoren der Phosphorylierung (s. 3.5.3.2) als natriumabhangige
Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat (FMTX; s. 3.8.1.1) bzw. 3[H]-
Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen ermittelt (s. 3.8.1.2).

5.1 Transport von Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen

Die zelluldre Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von Arzneimitteln wie Methotrexat
wird im Organismus Uber verschiedene Import- bzw. Exportcarrier vermittelt. Hierbei wird
die aktuelle, intrazelluldre Arzneistoffkonzentration durch vielschichtige Prozesse bestimmt,
welche einer fein abgestuften Regulation unterliegen (XU et a. 2005). Die Aufklérung dieser
komplexen und zumeist koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen ist daher
prinzipiell nur in einem der in vivo-Situation nahestehenden in vitro-Zellkulturmodell
maoglich.

An dem hepatozelluldren MTX-Transport sind verschiedene, |ebertypische Transportproteine
wie die Importcarrier Rfcl und Oat2 sowie die Effluxtransporter Mrpl-4 beteiligt (s. Tab. 1).
Dieser Sachverhalt erschwert die selektive Bestimmung einer Rfcl-vermittelten MTX-
Aufnahme in isolierten Hepatozyten im Vergleich zu einer mit Rfcl-cDNA transfizierten
Zélllinie. Letztere eignen sich jedoch aufgrund der fehlenden transkriptionellen Regulation
und leberspezifischen Signalkaskaden grundséizlich nicht zum Studium komplexer
Leberfunktionen wie der Regulation von Transportproteinen. Zudem ist der Einsatz von
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priméren Hepatozyten limitiert, da diese in Kultur nicht proliferieren und innerhalb von 48 h
viele ihrer phanotypischen Eigenschaften verlieren (FOLLMANN et al. 1990, GUILLOUZO
et al. 1990).

HPCT-1E3-Hepatocytomazellen  vereinigen  wichtige phanotypische  Eigenschaften
differenzierter Rattenhepatozyten in Kultur wie die endogene Expression oben genannter
Import- bzw. Effluxtransporter fior MTX (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang) mit dem
kontinuierlichen Wachstum immortaler Zelllinien (s. 2.4). Die Hybridzelllinie stellt somit ein
geeignetesin vitro-Modell fur das Studium der hepatozellul&ren Rfcl-Regulation dar.

Anhand verschiedener Beurteilungskriterien ist es moglich, die Rfcl-Aktivitdt und deren
Regulation durch Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP in HPCT-1E3-Zellen selektiv zu
ermitteln. Die Bestimmung der natriumabhangigen MTX-/FMTX-Aufnahme dient der
Abgrenzung einer Rfcl-vermittelten von der natriumunabhdngigen, Oat2-vermittelten
Aufnahme des Chemotherapeutikums. Dagegen erfolgt die Messung des natrium- und
zeitabhangigen 3[H]-MTX-Transports (s. 3.8.1.2), im Rahmen derer insbesondere die
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initidlen Aufnahmephase mit dem Ziel beurteilt
wird, den Einfluss einer moglichen Mrp-bedingten MTX-Elimination von der Rfcl-
vermittelten Anreicherung des Zytostatikums abzugrenzen. Dartiber hinaus dient ebenso die
gewadhlte Substrat- bzw. Induktorkonzentration der selektiven Beurteilung der Rfcl-Aktivitét,
da der Rfcl im Vergleich zu den MRP-/Mrp-Effluxproteinen eine ca. 100-500fach hohere
Substrataffinitét fur Methotrexat besitzt und die Effluxtransporter zudem ein schwacheres
Induktionspotential nach V orbehandlung mit PB-artigen Induktoren aufweisen.

In niedriger Konzentration (30-50 mg/m? bzw. Serumspiegel < 20 uM; BERGER et a. 1996,
HEINEMANN et al. 2001) wird das zweifach negativ geladene Methotrexat (MTX) durch
verschiedene séttigbare und energieabhangige Transportproteine in die Zelle aufgenommen
bzw. ausgeschieden (s. Tab. 1). Anhand des HPCT-1E3-Zellkulturmodells ergeben sich daher
prinzipiell verschiedene Méglichkeiten der Regulation des zelluldren MTX-Gehaltes.

Fur die natriumunabhangige Aufnahme des Zytostatikums ist der in der basolateralen
Hepatozytenmembran lokalisierte Oat2 (Slc22a7) verantwortlich (SSIMONSON et al. 1994,
SEKINE et al. 1998, MIYAZAKI et al. 2004). MORITA et al. (2001) zeigten jedoch mittels
einer Inhibitionsstudie an Oat2-transfizierten Zellen auf, dass der Salicylat-Transport (5 uM)
nach Vorbehandlung mit einem 200fachen Uberschuss an MTX nur um ca. 35% inhibiert
wird. Diese Befunde deuten auf eine geringe MTX-Substrataffinitét des Importcarriers fir das
Zytostatikum hin. Weiterhin konnten SWEET et al. (2002) bzw. BREEN et al. (2004)
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nachweisen, dass Fluoreszein bzw. MTX, nicht aber FMTX, Substrate des murinen Oat3 bzw.
des Oat3 (Slc22a8) der Ratte darstellen. Hinsichtlich der FMTX-Substratspezifitét des Oat2
liegen in der Literatur bislang keine Daten vor. Es ist jedoch mdglich, dass FMTX im
Gegensatz zu MTX kein Substrat des Oat2 darstellt, da der hepatozellulére Oat3 der Ratte ein
mit dem Oat2 Uberlappendes Substratspektrum aufweist (MIYAZAKI et a. 2004, LEE u.
KIM 2004). Dariiber hinaus konnte nach Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit dem
CAR-Agonisten TCPOBOP sowie den gewahlten PB-artigen Induktoren und Kontrollen (s.
3.5.3.1) keine signifikante Verénderung der natriumunabhangigen FMTX-Akkumulation (s.
Abb. 12-15) bzw. der *[H]-MTX-Aufnahme (s. Abb. 16-20) beobachtet werden. Ferner liegen
in der Literatur bislang keine Daten zur Regulation der OAT-/Oat-Transportproteine durch
Induktoren vom PB-Typ vor. So konnte bisher einzig die PKC-vermittelte posttranslationale
Phosphorylierung des OAT1/Oatl bzw. Oat3 der Ratte, welche mit einer Reduktion der
Transporteraktivitdt einherging, nachgewiesen werden (MIYAZAKI et a. 2004, YOU 2004).
Insgesamt kann daher eine malgebliche Beeinflussung des MTX-Gehaltes in HPCT-1E3-
Zellen durch eine Oat2-vermittelte FMTX-/MTX-Anreicherung nach Inkubation mit PB-
artigen Induktoren bzw. TCPOBOP ausgeschl ossen werden.

Der Reduced Folate Carrierl (Rfcl, Slcl9al) vermittelt die bei pH 7,4 Uberwiegend
natriumabhangige Aufnahme von Methotrexat wie auch des Methotrexat-Derivats FMTX
(HONSCHA et a. 2000, KNEUER u. HONSCHA 2004; s. 2.2.3.2). Diese wurde as
Differenz zwischen der intrazellul&ren MTX-/FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Z€llen in
An- bzw. Abwesenheit extrazellularer Natriumionen bestimmt (s. 3.8.1.1 und 3.8.1.2). In
Ubereinstimmung mit friiheren in vitro-Studien an HPCT-1E3-, MDCK- sowie Caco-2-Zéllen
war die Rfcl-vermittelte FMTX-Aufnahme bei neutralem pH natriumabhangig (KNEUER u.
HONSCHA 2004, KNEUER et al. 2005b, HALWACHS et a. 2005; s. Anhang) und betrug in
unbehandelten HPCT-1E3-Zellen ca. 20-40 pmol/mg Protein/30 min (s. Abb. 12-15).
Zusammenfassend wiesen die Aufnahmedaten darauf hin, dass bel neutradem pH, in
Ubereinstimmung mit den von KNEUER u. HONSCHA (2004) ermittelten Werten, 50-80%
der FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen Rfcl-vermittelt erfolgt.

Um die Rfcl-bedingte MTX-Transportrate in den Hepatocytoma-Zellen zu ermitteln, wurde
nachfolgend die natrium- und zeitabhangige *[H]-MTX-Aufnahme bestimmt (s. 3.8.1.2).
Ferner dienten diese Transportstudien der Abgrenzung einer moglichen Mrp-bedingten MTX-
Elimination (ZHAO u. GOLDMAN 2003) in HPCT-1E3-Zellen, welche im Rahmen der
FMTX-Transportstudien nicht eindeutig moglich war. Als Beurteilungskriterium fir die Rfcl-
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Aktivitét diente der Antell der natriumabhangigen Akkumulation von Methotrexat nach
Einstellung des intrazelluldren Transportgleichgewichts sowie insbesondere die
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initidlen Aufnahmephase, da das MTX-
Transportgleichgewicht moglicherweise durch Faktoren wie der oben genannten Mrp-
vermittelten MTX-Elimination beeinflusst wird.

Der Beginn der Einstellung eines intrazelluldren MTX-Transportgleichgewichts bzw. deren
Hohe in An- bzw. Abwesenheit von extrazelluldren Natriumionen (s. 4.3 und Abb. 16-20)
liegt im Bereich wie die von HONSCHA u. PETZINGER (1999) an priméren
Rattenhepatozyten bzw. HPCT-1E3-Zellen ermittelten Werte. Dies gilt ebenfalls fur die
intrazelluldre MTX-Akkumulationsrate in natriumhaltigem Tyrodepuffer sowie dem Anteil
der natriumabhangigen, Rfcl-bedingten MTX-Aufnahme. Weiterhin bestétigen die
Natriumabhangigkeit bei neutralem pH sowie die Einstellung eines intrazelluldren
Transportgleichgewichts Ergebnisse zum MTX-Transport in priméren Rattenhepatozyten
(HORNE €t a. 1976, GEWIRTZ et al. 1980, HORNE 1990).

Die hepatozelluléare Elimination von MTX (KRUH u. BELINSKY 2003) bzw. FMTX (LEE et
al. 2000, TERLOUW et a. 2003, LI et a. 2003, BREEN et al. 2004) wird durch die
Effluxtransporter Mrpl (Abccl), Mrp2 (Abcc2), Mrp3 (Abcc3) und Mrp4 (Abccd) vermittelt.
Im Rahmen von Vorarbeiten konnte die Beeinflussung der intrazelluldren Akkumulation des
Zytostatikums durch eine Mrp-bedingte MTX-Elimination nachgewiesen werden
(HALWACHS et d. 2005; s. Anhang). Hierzu wurde wie in 3.8.1.2 beschrieben die [H]-
MTX-Aufnahme (5 pM) in HPCT-1E3-Zellen Uber 30 min in Ab- bzw. Anwesenheit des
spezifischen Mrp-Inhibitors MK 571 (50 pM) bestimmt. Die Inkubation mit MK 571 hatte
erst zum Zeitpunkt t = 30 min, d.h. bel Einstellung des Transportgleichgewichts, nicht aber zu
einem friheren Messzeitpunkt, eine signifikante Zunahme (P<0,05) der intrazelluléren MTX-
Akkumulation zur Folge. Ein Mrp-vermittelter FMTX-Export kénnte daher die FMTX-
Akkumulationsrate Uber 30 min in HPCT-1E3-Zellen beeinflussen. Zur Abgrenzung dieser
maglichen Mrp-bedingten MTX-Elimination wurde die zeitabhangige Aufnahme von 3[H]-
Methotrexat (5 uM) und deren Beeinflussung durch Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP
bestimmt (s. 3.5.3.1 und 3.8.1.2). Hierbel diente insbesondere die Aufnahmegeschwindigkeit
innerhalb der initillen Aufnahmephase als selektives Beurtellungskriterium der Rfcl-
Aktivitét. Die Exportcarrier weisen allerdings nur eine geringe Affinitét gegentiber MTX auf
(Km =2,2mM fur MRP1, 0,3 mM fur Mrp2, 0,62 mM fir MRP3 bzw. 0,22 mM fur Mrp4;
MASUDA et al. 1997, KRUH u. BELINSKY 2003), welche ca. 100-500fach geringer als die
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des RFCL/Rfcl fur MTX/FMTX ist (Km ~ 1-5 uM; GOLDMAN et al. 1968, HONSCHA u.
PETZINGER 1999, WONG et a. 1999, RAJGOPAL et a. 2001, CAl u. HORNE 2003,
FLINTOFF et al. 2004, HALWACHS et al. 2005; s. Anhang). Diese Transportcharakteristika
liegen in Einklang mit der Mrp-bedingten MTX-Chemoresistenz, da die Effluxtransporter
lediglich in Anwesenheit hoher MTX-Konzentrationen potente MTX-Resistenzfaktoren
darstellen (HOOIJBERG et al. 1999, KOOL et a. 1999, LEE et a. 2000). In Abhangigkeit
von der Dauer der *[H]-MTX-Aufnahme bzw. der FMTX-Akkumulation kann es jedoch, wie
anhand der Mrp-Inhibitionsstudie mit MK 571 aufgezeigt wurde (s.0.), prinzipiell zur Bildung
ausreichend hoher intrazellulérer Substrat-Spiegel kommen. Aus diesem Grunde lasst sich
eine Beeinflussung der MTX-/FMTX-Anreicherung in HPCT-1E3-Zellen durch eine MRP-
vermittelte Elimination des Chemotherapeutikums nicht vollsténdig ausschlief3en.
Interessanterweise liegt die hier gewéhlte MTX-Arbeitskonzentration (s. 3.8.1.2) im Bereich
des Kn-Wertes (K ~ 40 uM) der Folylpolyglutamat-synthetase (FPGS; s. 2.1.2; SANGHANI
u. MORAN 2000). SANGHANI u. MORAN (2000) stellten die Hypothese auf, dass die
Vertreter der MRP-/Mrp-Familie mit der FPGS um die Bindung der intrazellul&r lokalisierten
MTX-Molekile konkurrieren und MTX in geringer Konzentration aufgrund deren hoherer
Substrataffinitét vornehmlich an die FPGS bindet. Ein entsprechender Mechanismus ist
aufgrund der dhnlichen phanotypischen Eigenschaften der Hybridzelllinie mit priméren
Rattenhepatozyten prinzipiell moglich, wobei aber bislang in der Literatur keine Hinweise auf
eine Expression der FPGS in HPCT-1E3-Z€llen vorliegen.

PB vermittelt nach bisherigen Erkenntnisstand die in vitro-Induktion der Mrpl-, Mrp2-,
Mrp3- und Mrp4-Genexpression (KIUCHI et a. 1998, SCHRENCK et a. 2001,
CHERRINGTON et al. 2002, KAST et a. 2002, STAUDINGER et al. 2003, MAHER et al.
2005), wobel in Rattenhepatozyten bislang einzig die Induktion der Mrp2- bzw. Mrp3-
Genexpression nachgewiesen wurde (OGAWA et a. 2000, KAST e a. 2002,
CHERRINGTON et al. 2002). Aus diesem Grunde ist prinzipiell zu erwarten, dass die
FMTX-/MTX-Akkumulation durch eine gesteigerte Mrp-vermittelte Eliminationsrate
verringert werden kann. Der in dieser Arbeit nach Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-
Induktoren beobachtete Kurvenverlauf der 3[H]-MTX-Aufnahme (s. Abb. 16-20) spricht
jedoch gegen eine signifikante Betelligung der MRP-/Mrp-Effluxtransporter an der
Regulation der MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen. Diese hétte, im Gegensatz zu der hier
beobachteten  signifikanten Abnahme der natriumabhédngigen, initiden MTX-
Aufnahmegeschwindigkeit und der natriumabhangigen MTX-Akkumulationsrate nach
Einstellung des intrazelluléren Transportgleichgewichts, eine Reduktion des MTX-Gehaltes
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nach Einstellung des intrazelluldren Transportgleichgewichts bei unveranderter initialer
MTX-Aufnahmegeschwindigkeit zur Folge. Darlber hinaus konnte die PB-vermittelte
Induktion der Mrp-Genexpression und damit der Mrp-Exportaktivitét bislang nur in
Anwesenheit hoher PB-Konzentrationen (200-700 pg/ml) nachgewiesen werden
(KAUFFMANN u. SCHRENCK 1998, KIUCHI et al. 1998, COURTOIS et a. 2002). Zudem
weist der unter physiologischen Bedingungen nur gering exprimierte hepatozellulére
MRP3/Mrp3 das stérkste Induktionspotential auf (KIUCHI et a. 1998, Xu et a. 2005).
Weiterhin beobachteten GIESSMANN et al. (2004) eine Steigerung der humanen, enteralen
MRP2-Genexpression sowie eine Zunahme an MDRI-mRNA nach chronischer
Carbamazepinapplikation. Die Induktion der Genexpression beider Carrier flhrte nach oraler,
nicht aber nach intraventser Gabe, zu einer herabgesetzten Bioverfligbarkeit des [3;-
Adrenozeptorblockers Taninolol, wahrend die Pharmakokinetik des Arzneimittels keine
signifikanten Veranderungen aufwies. Diese Ergebnisse sind jedoch durch die fehlende
Differenzierung der MRP2- bzw. MDR1-Aktivité sowie durch die mdgliche kompetitive
Hemmung des Pgp-bedingten Talinolol-Efflux durch das Antiepileptikum limitiert (WEISS et
al. 2003). Dartiber hinaus vermittelt Carbamazepin im Vergleich mit dem Prototyp der PXR-
Induktoren Rifampicin eine relativ schwache Induktion der MRP2-Genexpression (GEICK et
al. 2001, LUO et a. 2002).

Ferner kann eine Haloperidol-vermittelte Inhibtion der Mrp-bedingten FMTX-Elimination
nicht ausgeschlossen werden, da die FMTX-Akkumulation sowohl in An- as auch in
Abwesenheit extrazellularer Natriumionen eine moderaten, wenn auch vornehmlich nicht
signifikanten, Anstieg aufwies (s. Abb.13). ZHOU u. WU (2005) beschrieben die Reduktion
der MRP-Genexpression in einer Doxorubicin-resistenten Zelllinie nach Vorbehandlung mit
0,65 pg/ml Haloperidol tber 72 h. Diese Konzentration liegt allerdings 10 bzw. 100fach tber
der des therapeutischen Plasmaspiegels bzw. dem in dieser Arbeit gewahlten
Konzentrationsbereich. Dies konnte eine Ursache fir die fehlende statistische Signifikanz der
zu beobachtenden gesteigerten FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen nach Haloperidol-
Inkubation sein.

KLOKOUZAS et al. (2003) konnten zeigen, dass die Vorbehandlung mit Clotrimazol (CTZ)
eine verminderte, nach Meinung der Autoren, vornehmlich MRP4-vermittelte cGMP-
Aufnahme in Membranvesikel von humanen Erythrozyten zu Folge hatte. Der [Cso-Wert,
welcher die Konzentration angibt, bel der die Transporteraktivitdt um die Halfte abgenommen
hat, betrug jedoch ca 24 pM und liegt somit 10-100fach Uber dem therapeutischen
Plasmaspiegel fur CTZ. Eine PB-artige Regulation wurde bisher fir MRP1, MRP2/Mrp2,
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MRP3/Mrp3 sowie den humanen und murinen MRP4 beschrieben (KIUCHI et al. 1998,
SCHRENCK et a. 2001, CHERRINGTON et al. 2002, KAST et al. 2002, STAUDINGER et
al. 2003, ASSEM et a. 2004, MAHER et a. 2005). Dagegen wiesen CHEN u. KLAASSEN
(2004) nach, dass die Mrp4-Genexpression in Leber und Niere der Ratte nicht durch PB, den
Prototyp der PB-artigen Induktoren, reguliert wird. Studien zur funktionellen Aktivitét der
Mrp-Transportproteine in HPCT-1E3-Zellen wiesen zudem auf eine im Vergleich mit Mrp1-3
untergeordnete Rolle der Mrp4-Exportaktivitat hin (HALWACHS et a. 2005; s. Anhang).
Diese Beobachtungen bestétigen Ergebnisse einer in vitro-Studie zur MRP4-bedingten MTX-
Chemoresistenz (LEE et al. 2000). Die Autoren fihrten das in Relation zu Mrpl-3 schwache
Mrp4-Resistenzpotential auf Unterschiede in der Substratselektivitét in Verbindung mit der
von Mrpl-3 abweichenden AS-Struktur zuriick (LEE et al. 1998, BELINSKY u. KRUH
1999).

Anhand von in vivo- bzw. in vitro-Studien wurde die TCPOBOP-bedingte Regulation von
Transportproteinen wie der murinen Mrp2-7 nachgewiesen (STAUDINGER et al. 2003,
ASSEM et a. 2004, MAHER et a. 2005). Daten zur TCPOBOP-vermittelten Induktion der
Mrp-Effluxtransporter der Ratte liegen in der Literatur bislang nicht vor. Aufgrund der
homologen Struktur der CAR-Bindungsdomane von Maus und Ratte (JONES et al. 2000) ist
jedoch eine Beteilligung der Mrp-Transporter an der hier beobachteten TCPOBOP-
vermittelten Reduktion der MTX-/FMTX-Anreicherung maglich.

Zusammenfassend scheint eine Beeinflussung der MTX/FMTX-Akkumulation durch eine
gesteigerte Mrp-vermittelte MTX-Eliminationsrate nach Vorbehandlung mit den gewahlten
PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBORP prinzipiell moglich. Es ist jedoch in Hinblick auf die
in dieser Arbeit gewdahiten Versuchsbedingungen wenig wahrscheinlich, dass die Mrp-
Exportaktivitdt statistisch signifikante Verénderungen der intrazelluldren MTX/FMTX-
Anreicherung in HPCT-1E3-Zellen zur Folge hat.

Anhand einer Reihe von in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass FMTX/MTX neben
dem aktiven, sattigbaren Transportmechanismus ebenso mittels passiver Diffusion in die
Zellen aufgenommen wird (HENDERSON et al. 1980, ASSARAF u. SCHIMKE 1987,
NAGAKUBO et a. 2001, NOZAKI et al. 2004, BREEN et a. 2004). L etztere tragt bspw. mit
ca. 20% zur renden MTX-Aufnahme bel (NOZAKI et al. 2004) und nimmt mit steigender
Substratkonzentration (> 20 uM) zu (BERGER et al. 1996). Im Rahmen der hier gewahlten
Versuchsbedingungen (s. 3.8.1.2) spielt der Anteil der passiven, hepatozelluldren MTX-
Aufnahme hdchstwahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle.
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5.2 Beeinflussung der Rfcl-vermittelten FMTX- bzw. *[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-
Zellen durch Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde zunéachst der Einfluss von Phenobarbital auf den
FMTX-Gehalt in HPCT-1E3-Zellen nach 30 min in Abhangigkeit von der Dauer der
Vorbehandlung bestimmt, um den optimalen Inkubationszeitraum fir die Regulationsstudien
mit den jeweiligen Cytochrom P450-1nduktoren zu ermitteln. Die Vorbehandlung mit PB tber
6, 12 bzw. 24 h fihrte zu einer leichten, nach 48 h zu einer signifikanten Reduktion der
intrazelluldren FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 11). Anhand dieser
Ergebnisse wurde fur die nachfolgenden Regulationsstudien eine Inkubationsdauer von 48 h
gewdhlt. Die Vorbehandlung mit Clotrimazol Uber 60 h erfolgte gemald einer Studie von
FAUCETTE et a. (2004), im Rahmen derer eine CTZ-vermittelte Induktion der CY P2B6-
Genexpression bzw. -Aktivitdt in priméren humanen Hepatozyten nach 72 h beschrieben
wurde. Eine Erhdhung der Induktorkonzentration bei gleichzeitiger Reduzierung der
Inkubationsdauer auf 48 h war hinsichtlich der gewilnschten klinischen Relevanz der
vorliegenden Studien sowie aufgrund der relativ hohen Zytoxizitét von CTZ (s. 4.1.3 und
Abb. 9) nicht moglich.

Phenobarbital und Carbamazepin

HONSCHA et a. (2000) wiesen anhand einer in vivo-Studie nach, dass die Vorbehandlung
von Ratten mit 100 mg/kg PB Uber 36 h zu einer signifikanten Reduktion der MTX-
Akkumulation in priméren Hepatozyten fuhrt. Die Autoren gellten in diesem Zusammenhang
die Hypothese auf, dass diese Reduktion durch eine verminderte Rfcl-vermittelte Aufnahme
des Zytostatikums bedingt sein kénnte. Ubereinstimmend konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit dem Antiepileptikum bei
einer Dosis, welche dem therapeutischen Plasmaspiegel in der Humanmedizin bzw. dem
10fachen dieser Konzentration entspricht (s. 3.5.3.1), eine hoch signifikante Reduktion der
intrazellularen 3[H]-MTX-/FMTX-Anreicherung zur Folge hatte (s. Abb. 12 und Abb. 16).
Diese Reduktion war, nach dem Verlauf der 3[H]-MTX-Aufnahmekurve (s. Abb. 16) sowie
der FMTX-Akkumulation (s. Abb. 12) in An- oder Abwesenheit extrazellularer Natriumionen
zu folgern, durch eine verminderte Rfcl-vermittelte Aufnahme bedingt (s. 4.2.2, 4.3.1 und
Tab. 4). Hierbel ist die Reduktion der Rfcl-Aktivitét durch eine signifikante Abnahme der
natriumabhangigen  *[H]-MTX-Aufnahmerate nach Einstellung des intrazelluldren
Transportgleichgewichts und insbesondere einer verminderten natriumabhangigen, initialen



Diskussion 21

MTX-Aufnahmegeschwindigkeit gekennzeichnet (s. Abb. 16). Dies gilt ebenso fur die
Inkubation mit dem PB-artigen Induktor CBZ (s. Abb. 12 und 16; Tab. 4). Ahnliche Befunde
lieferten eine Reihe von in vivo- bzw. in vitro-Studien von RELLING et al. (2000), RIVA et
al. (2000) sowie TOFFOLI et al. (2000), im Rahmen derer eine signifikante Abnahme der
intrazelluldren MTX-Akkumulationsrate nach V orbehandlung mit den Antiepileptika PB bzw.
CBZ nachgewiesen wurde.

Die Reduktion der Rfcl-vermittelten FMTX-Aufnahme betrug nach PB-Vorbehandlung ca.
50-60% bzw. nach Vorbehandlung mit CBZ ca. 10-15%. Eine Ursache fir die moderate
Regulation der Rfcl-Aktivitat durch CBZ kénnte die gewahlte niedrige Arbeitskonzentration
darstellen (s. 3.5.3.1), welche durch die geringe therapeutische Breite des Antiepileptikums
bedingt ist (MEYER 1994). Ubereingtimmend konnte in dieser Arbeit mittels WST-1-
Toxizitétsstudien gezeigt werden, dass die HPCT-1E3-Zellviabilitét nach Vorbehandlung mit
20 pg/ml CBZ Uber 48 h bereits weniger as 80% betrug (s. Abb. 7). Weiterhin vermittelt
CBZ, neben CYP 2B, ebenso die Induktion einer Reihe anderer fremdstoffmetabolisierender
Enzyme wie bspw. CYP 3A4 oder CYP 2C6 (PANESAR et al. 1996, TATEISHI et al. 1999,
FAUCETTE et a. 2004). Dies konnte nach Vorbehandlung mit CBZ zu einer Kreuzreaktion
verschiedener Kernrezeptor-vermittelter Regul ationskaskaden fuhren und in Abhéngigkeit der
jeweiligen Kernrezeptorexpression und deren Affinitdt fir das sog. ,PBREM*, das in dieser
Arbeit beobachtete moderate ,PB-artige® Induktionspotential des Antiepiletikums
hervorrufen (TATEISHI et a. 1999, FAUCETTE et a. 2004). Dieses scheint weiterhin
insbesondere durch die Induktor-Konzentration bedingt zu sein (KOCAREK et al. 1990). In
Abhéangigkeit der hier gewdhlten CBZ-Konzentration kann daher eine Beteiligung
verschiedener, konkurrierender Regulationsmechanismen an der Regulation der Rfcl-
Aktivitét nicht ausgeschlossen werden.

ZHAO et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass es sich bei dem Importcarrier Rfcl um
einen sog. ,Anionenaustauscher® handelt, welcher den bidirektionalen Transport von
organischen Anionen wie MTX vermittelt. Das in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene
PB-bedingte Regulationsmuster der Rfcl-Aktivitét steht jedoch nicht im Einklang mit dieser
Hypothese. Wie anhand der Abb. 16-20 zu erkennen ist, hat die Vorbehandlung mit
Induktoren vom PB-Typ durchgehend eine signifikante Abnahme der natriumabhéangigen,
initialen  MTX-Aufnahmegeschwindigkeit und  der  natriumabhdngigen MTX-
Akkumulationsrate nach Einstellung des intrazelluldren Transportgleichgewichts zur Folge.
Die PB-bedingte Abnahme der Rfcl-Aktivitaét bel vorhandenem bidirektionalen MTX-
Transport hétte zwar ebenso die Reduktion der initialen MTX-Aufnahmegeschwindigkeit,
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nicht aber des intrazellularen MTX-Transportgleichgewichts als Konsequenz. Letzteres wirde

sich im Vergleich zu unbehandelten Zellen verzogert, aber in gleicher Hohe einstellen.

Diazepam

Um die Spezifitdt der PB-artigen Rfcl-Regulation in HPCT-1E3-Zellen zu Uberprifen,
erfolgte im Anschluss die Vorbehandlung mit Diazepam (s. 3.5.3.1). Das Antiepileptikum
wird in der gleichen klinischen Indikation wie PB und CBZ eingesetzt, stellt jedoch in vitro
keinen CY P 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997). Dementsprechend fuhrte die Inkubation mit
Diazepam zu keiner signifikanten Verénderung der natriumabhéangigen, Rfcl-vermittelten
3H]-MTX-/[FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 12 und 17). Nach
Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit 15 pg/ml Diazepam konnte jedoch nach
Einstellung des intrazelluldren MTX-Transportgleichgewichts sowohl in An- as auch in
Abwesenheit extrazellularer Natriumionen eine teilweise signifikante Abnahme des *[H]-
MTX-Gehaltes verzeichnet werden. Diese Ergebnisse sind sehr wahrscheinlich auf eine
Diazepam-bedingte Zytotoxizitdt zurtickzufihren. Diese Hypothese wird anhand des hier fur
Diazepam ermittelten 1Cso-Wertes (s. 4.1.1) von 30 pg/ml bekréftigt (s. Abb. 7).
Ubereinstimmend wurde bei Mensch und Ratte eine Hepatotoxizitdt nach chronischer
Diazepam-Applikation bereits bei Serumkonzentrationen von > 3 pg/ml beobachtet (SELIM
u. KAPLOWITZ 1999, SECKIN et al. 2003, MEYER 1994). Zudem fuhrt die Diazepam-
bedingte Zytotoxozitét moglicherweise zu einer Schadigung der HPCT-1E3-Zellmembran,
welche mit einer Stérung der carrier-vermittelten MTX-Aufnahme einhergehen wirde.
Diazepam wird vornehmlich durch Cytochrom P450 3A und in nur geringerem Umfang
ebenfalls durch Cytochrom P450 2D, 2C und 2B metabolisiert (CARLILE et a. 1997,
REILLY et al. 1990, NEVILLE et al. 1993), stellt jedoch wie bereits erwahnt in vitro keinen
CYP 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997). Insgesamt scheint daher eine Reduktion der MTX-
Aufnahme durch eine Diazepam-vermittelte Regulation der Rfc1-Aktivitét unwahrscheinlich.

Andere Induktoren vom PB-Typ und Kontrollen

In den vorliegenden Untersuchungen wurde dartiber hinaus der Frage nachgegangen, welche

Auswirkungen andere Induktoren vom PB-Typ auf die funktionelle Aktivitdt des
hepatozelluldren Rfcl haben. Hierzu wurden die Hepatocytoma-Zellen mit dem



Diskussion 93

Neuroleptikum Chlorpromazin (CPZ) sowie dem Antimykotikum Clotrimazol (CTZ)
vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Die Inkubation mit beiden PB-artigen Induktoren (s. 2.3.1.1) fuhrte
wie die Vorbehandlung mit dem Prototyp PB zu ener signifikanten bis sehr stark
signifikanten Reduktion der Rfcl-vermittelten 3[H]-MTX-/FMTX-Anreicherung in HPCT-
1E3-Zellen (s. Abb. 13 und 14 bzw. Abb. 18 und 19; Tab. 4). Der einheitliche Verlauf der
MTX-Aufnahmekurve nach Vorbehandlung mit den jeweiligen Induktoren spricht fir einen
gleichartigen Mechanismus der Rfcl-Regulation nach PB-, CPZ- bzw. CTZ-Inkubation in
HPCT-1E3-Zédllen.

Interessanterweise weist die durch Clotrimazol-vermittelte Induktion des Kernrezeptors CAR
speziesspezifische Unterschiede auf. SUEYOSHI u. NEGISHI (2001) wiesen nach, dass
Clotrimazol bel Nagern zur Gruppe der Induktoren vom PB-Typ gehort, welche fur die
indirekte Aktivierung von CAR bzw. des sog. ,PBREM* verantwortlich sind. Dagegen
konnten MOORE et al. (2002) zeigen, dass das Antimykotikum im Falle des humanen CAR1
alsinverser Agonist fungiert, welcher eine moderate Inhibition der CAR-Induktion vermittelt.
Der humane CAR3, welcher eine anndhernd hohe Genexpressionsrate wie die des CAR1
aufweist und dessen Ligandenbindungsdomane mit der des CAR1 identisch ist (AUERBACH
et al. 2003, JINNO et a. 2004), wird jedoch durch Clotrimazol direkt aktiviert (AUERBACH
et a. 2005). In der Folge kommt es in Anaogie zur CARI1-Aktivierung zur
Heterodimerbildung mit dem RXR-Rezeptor, der Bindung an das sog. ,DR-4-Motif*
innerhalb der ,PBREM* und der nachfolgenden Induktion der CYP2B6-Genexpression.
Weiterhin aktiviert das Antimykotikum neben dem CAR-Rezeptor ebenso den Kernrezeptor
PXR (WANG et a. 2003b), welcher die CYP 3A-Induktion vermittelt (XU et a. 2005). Der
PXR-Rezeptor weist allerdings im Vergleich mit CAR eine ca. 100fach geringere Affinitéat
gegeniiber CTZ auf (WANG et a. 2003b, FAUCETTE et a. 2004, AUERBACH et a. 2005).
So liegt die von WANG et al. (2003b) gewahlte CTZ-Konzentration (3,4 ug/ml) gemald der
hier durchgefihrten WST1-Toxizidsstudie (s. 4.1.3 und Abb. 9) bereits im stark
zytotoxischen Bereich sowie 10 bzw. 100fach Gber dem therapeutischen Plasmaspiegel in der
Humanmedizin bzw. der hier gewdhlten Induktorkonzentration (s. 3.5.3.1). Diese
Beobachtungen sprechen insgesamt fur eine PB-artige Regulation des Rfcl nach CTZ-
Vorbehandlung in HPCT-1E3-Zellen. Eine Kreuzreaktion der verschiedenen Kernrezeptor-
vermittelten Regulationskaskaden kann dennoch, in Abhéngigkeit der CAR- bzw. PXR-
Expression und deren Affinitét fir das sog. ,, PBREM*, nicht ausgeschl ossen werden.

Als Negativkontrolle diente nachfolgend die Inkubation mit Haloperidol bzw. Amphotericin
B, welche in der gleichen klinischen Indikation wie Chlorpromazin bzw. Clotrimazol
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eingesetzt werden. Beide Substanzen stellen jedoch keinen PB-artigen Induktoren dar (KUDO
u. ISHIZAKI 1999, BEKERSKY et a. 2002). Die Inkubation mit 0,005 pg/ml Haloperidol
fihrte zu enem sgignifikanten Anstieg der intrazellularen FMTX-Anreicherung in
natriumhaltigen Tyrodepuffer (s. Abb. 13). BASTA-KAIM et a. (2002) sowie DWIVEDI u.
PANDEY (1999) wiesen die Haloperidol-vermittelte Hemmung der PKCa-Genexpression
und -Aktivitat mittels einer in vitro-Studie bzw. in verschiedenen Hirnarealen der Ratte nach.
Daim Verlauf dieser Arbeit die Beteiligung der PKC an der Reduktion der Rfcl-vermittelten
MTX-Aufnahme nachgewiesen werden konnte (s. 4.6.1.2 und Abb. 24), kann eine Zunahme
der Rfcl-Aktivitat durch eine Haloperidol-bedingte PKC-Inhibition nicht ausgeschlossen
werden. Aufgrund der hier gewahlten 10-100fach niedrigeren Arzneistoffkonzentration sowie
in Abhangigkeit der PKCa-Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen, scheint dieser Haloperidol-
bedingte Effekt auf die FMTX-Anreicherung alerdings von untergeordneter Bedeutung zu
sein, zuma nach Vorbehandlung mit 0,05 pug/ml Haloperidol keine signifikant erhthte
FMTX-Akkumulation beobachtet wurde (s. Abb. 13).

Die Inkubation mit Amphotericin B fuhrte wie erwartet zu keiner signifikanten Reduktion der
Rfcl-Aktivitét in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 14). Ubereinstimmend konnte bislang ebenso
wenig die Amphotericin B-vermittelte Regulation anderer Transportproteine wie bspw. der
Multidrug Resistance Proteine der ATP-binding cassette (Abc)-Superfamilie nachgewiesen
werden (HERNAEZ et a. 1998, GRAY et a. 2003).

TCPOBOP

Die Induktion der Cytochrom P450 Genexpression durch TCPOBORP erfolgt im Gegensatz zu
den PB-artigen Induktoren, welche eine indirekte CAR-Aktivierung vermitteln, durch direkte
Bindung des Herbizidbestandteils an den Kernrezeptor CAR (KENDE et al. 1985, TZAMELI
et a. 2000, MOORE et a. 2002). Durch Vorbehandlung mit TCPOBORP ist es daher moglich,
die Beteiligung der CAR-Signalkaskade an der Regulation der Rfcl-vermittelten 3[H]-MTX-
Aufnahme bzw. FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen zu untersuchen (s. 3.5.3.1,
3.8.1.1und 3.8.1.2).

Die Inkubation mit dem direkten CAR-Agonisten fiihrte in Ubereinstimmung mit der Rfcl-
Regulation durch Induktoren vom PB-Typ zur einer signifikanten Reduktion der Rfcl-
vermittelten MTX-/FMTX-Anreicherung (s. Abb. 15 und 20; Tab. 4). Dartber hinaus konnte
ebenfalls der fiir die PB-artige Regulation der Rfc1-Aktivitét typische Verlauf der °[H]-MTX-
Aufnahmekurve beobachtet werden (s. 4.3.4 und Abb. 20).

Der von TZAMELI et a. (2000) fur die Aktivierung des murinen CAR-Rezeptors ermittelte
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EDso-Wert, der die Induktor-Konzentration angibt, welche die halbmaximale Induktion des
jeweiligen regulierten Gens vermittelt, betrug ca. 8 ng/ml und liegt damit im Bereich der in
der vorliegenden Arbeit gewahlten TCPOBOP-Konzentration (s. 3.5.3.1).

TCPOBOP wurde in bisherigen Publikationen a's ein spezifischer Agonist des murinen, nicht
aber des humanen CAR beschrieben (MOORE et a. 2000, TZAMELI et a. 2000).
Ubereingtimmend konnte anhand von in vivo- bzw. in vitro-Studien bislang nur die
TCPOBOP-vermittelte Regulation von murinen Transportproteinen wie des Oatplal,
Oatplad, Oatp2bl, Mrp2, Mrp3, Mrp4, Mrp5, Mrp6 und Mrp7 (STAUDINGER et al. 2003,
ASSEM et al. 2004, CHENG et al. 2005, MAHER et a. 2005) nachgewiesen werden.
SUEYOSHI et a. (1999) stellten die Hypothese auf, dass die Aktivierung des murinen CAR
durch Bindung und gleichzeitige Verdrangung von Steroidderivaten, welche an den
Kernrezeptor binden und diesen inhibieren (FORMAN et a. 1998), erfolgt. Eine detaillierte
Charakterisierung hinsichtlich des Bindungsvermégens von TCPOBOP an den CAR-Rezeptor
der Ratte liegt in der Literatur bisher nicht vor. Anhand der Befunde dieser und einer
Regulationsstudie von NIMS et al. (1993) zur TCPOBOP-vermittelten Induktion der CY P2B
Genexpression in Rattenhepatozyten sowie aufgrund der homologen Struktur der CAR-
Bindungsdomane von Maus und Ratte ist jedoch eine ligandenabhangige, TCPOBOP-
vermittelte Regulation von CY P 2B bzw. des Rfcl in HPCT-1E3-Zellen sehr wahrscheinlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Rfcl-vermittelte
Aufnahme von *[H]-Methotrexat durch Induktoren vom PB-Typ, wahrscheinlich unter
Beteiligung des Kernrezeptors CAR, reguliert wird. Hierbel hatte die jeweils hohere
Induktorkonzentration nur teilweise eine signifikant stérkere Reduktion der Rfcl-vermittelten
MTX-Aufnahme zur Folge (s. Abb. 16-20). Diese Befunde kdnnten durch die, im Vergleich
mit einer Reihe anderer Studien zur Regulation von Transportproteinen sowie
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen (SUEYOSHI et al. 1999, TOFFOLI et a. 2000,
COURTOIS et al. 2002, KAST et a. 2002, WANG et a. 2003b), relativ geringen
Induktorkonzentrationen bedingt sein. Da die Rfcl-Regulation in HPCT-1E3-Zellen ein
Modell darstellen soll, welches den in vivo-Verhdtnissen nahe steht, wurden in dieser Arbeit
Konzentrationen der jeweiligen Induktoren bzw. Kontrollen gewéhlt, welche denen des
therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEY ER 1994) bzw. dem 10fachen,
im Falle von CBZ dem 3fachen dieser Konzentrationen entsprechen (s. 3.5.3.1).

Weiterhin  konnten geringe CAR-Genexpressionslevel in HPCT-1E3-Zellen das
Regulationspotential der PB-artigen Induktoren limitieren. So wiesen eine Reihe von
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Arbeitsgruppen nach, dass méannliche Ratten hohe, weibliche Tiere dagegen nur eine sehr
geringe CAR-Expressionrate ausweisen (YOSHINARI et a. 2001, XIONG et al. 2002,
CHERRINGTON et a. 2003). Letztere ging mit einer deutlichen Verschlechterung der PB-
bedingten Induktion von CYP 2B einher. Die priméaren Rattenhepatozyten, welche fur die
Generierung der HPCT-1E3-Zellen verwendet wurden, stammen zwar von mannlichen Wistar
Kyoto Ratten (FOLLMANN et al. 1989a, 1989b), die HPCT-1E3-Zdllkultur erfolgte jedoch
ohne Erganzung von mannlichen Sexualhormonen (s. 3.5.1). Esist daher wahrscheinlich, dass
HPCT-1E3-Zéellen in Kultur eine relativ geringe CAR-Expressionrate aufweisen bzw. diese
durch Zusatz von Testosteron stimuliert werden konnte. Diese Hypothese steht im Einklang
mit der im Rahmen von Vorarbeiten beobachteten geringen Expression des Transportproteins
Oat3 in HPCT-1E3-Zellen (HALWACHS et a. 2005; s. Anhang) sowie in isolierten
Hepatozyten weiblicher Ratten (KOBAY ASHI et al. 2002).

5.3 Mechanismus der Regulation der Rfcl-Aktivitét in HPCT-1E3-Zellen durch Cytochrom
P450-1nduktoren vom PB-Typ und TCPOBOP

5.3.1 Regulation der Rfc1-Genexpression

Anhand ener Relhe von Studien zur transkriptionellen  Regulation  von
Arzneistoffwechselwegen konnte Ubereinstimmend gezeigt werden, dass Transportproteine
wie bspw. MRP2/Mrp2 in Abstimmung mit fremdstoffmetabolisierenden Enzymen durch
Kernrezeptoren wie dem ,, Constitutive Androstane Receptor (CAR)* reguliert werden (XU et
al. 2005, s. auch 2.3.2.1). In diesem Zusammenhang konnten ASSEM et al. (2004) anhand
einer in vitro-Studie an HepG2-Zellen bzw. humanen Hepatozyten sowie durch in vivo-
Studien an Méausen zeigen, dass die Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-Induktoren
Phenobarbital und TCPOBOP (s. 2.3.1.1) zu einer koordinierten CAR-vermittelten
Regulation der Cyp2bl0-, Sult2al- sowie der Mrp4-Genexpression fuhrte. In der Literatur
gibt es jedoch bislang keine Hinweise auf eine Kernrezeptor-vermittelte Regulation des Rfcl.

Um den Einfluss von PB und dem CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfcl-Genexpression
zu ermitteln, wurden die HPCT-1E3-Zellen mit 100 pg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP tber
12, 24 und 48 h vorbehandelt und die Menge an Rfcl-mRNA mittels quantitativer RT-PCR
bestimmt (s. 3.7.2.3). Anschlieffend wurde die Rfcl-Genexpression in Relation zur

Expression des Referenzgenes b-Actin berechnet (s. 3.7.2.4). Die Expression des rfcl-Gens
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wies im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen sowohl nach Vorbehandlung mit PB
als auch mit TCPOBOP uber die verschiedenen Zeitraume keine signifikante Veranderung
auf (s. Abb. 22).

Diese Befunde stehen in Einklang mit Ergebnissen einer Reportergenexpressionsstudie an
MDCK-, HPCT-1E3- sowie an COS-Zellen, welche mit dem Plasmid pPMTX-SEAP
transfiziert wurden (personliche Mitteilung, Dr. Carsten Kneuer, Leipzig, 6. September 2005).
Das Plasmid umfasst den Rfcl-Promotorbereich mit Exon 1a, Intron la sowie Exon 1b,
welcher u.a. das durch PB regulierbare Genelement ,Barbie Box* (s. 2.3.1.1) des
hepatozelluldren Rfcl umfasst. Die Promotoraktivités wurde als die Aktivitdt der
sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) im Uberstand bestimmt. Die Vorbehandlung
der jeweiligen Zelllinie fir 6 h mit dem Prototyp der PB-artigen Induktoren Phenobarbital (30
und 100 pg/ml) bzw. der Negativkontrolle Diazepam (15 pg/ml) fihrte, in Relation zur
Kontrolle, zu keiner signifikant verdnderten Rfcl-Promotoraktivitét. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stimmen ferner mit einer in vitro-Studie von TOFFOLI et al. (2000)
Uberein. Die Autoren konnten zeigen, dass es nach chronischer Carbamazepinapplikation (50
bzw. 100 pg/ml Uber 2 Monate) zu einer Reduktion der Rfc-vermittelten MTX-Aufnahme (1
MM) in ,Human ovarian carcinoma cells (SKOV-3)“ kam, welche jedoch nicht mit einer
verminderten Rfc-Genexpression einherging.

Darliber hinaus wiesen PINKUS et al. (1993) die Phosphorylierung und die nachfolgend
erhdohte DNA-Bindungsaktivitdt des Transkriptionsfaktors AP1 in der GSTa-Promotorregion
nach PB-Inkubation nach. AP1-Bindungsstellen wurden zwar sowohl in der Promotorregion
der CYP 2B-Gene als auch der Gensequenz des RFC1-/Rfcl ermittelt (SUEYOSHI wu.
NEGISHI 2001; s. 2.2.2), eine APl-vermittelte Induktion der Rfcl-Genexpression ist
alerdings aufgrund der nicht signifikant verdnderten mRNA-Menge nach PB- bzw.
TCPOBOP-Inkubation unwahrscheinlich (s. Abb. 22).

Der Cytochrom P450-1nduktor PB ist ebenfalls fur die Phosphorylierung und Aktivierung des
Transkriptionsfaktor NF-?B verantwortlich (MEJDOUBI et a. 1999). Dieser bindet
nachfolgend an die ,Barbie Box“ und vermittelt die PB-bedingte Induktion der a-1-
Glykoprotein-Genexpression in Rattenhepatozyten. Die ,Barbie Box* wurde in der
Promotorregion des Rfcl der Ratte (HONSCHA et al. 2000), nicht aber in der Gensequenz
des humanen bzw. murinen RFC1/Rfcl nachgewiesen (s. 2.2.2).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass
die Reduktion der Rfcl-bedingten MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach
Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBOP nicht durch eine verminderte
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Rfcl-Genexpression bedingt ist, zumal das Genregulationselement ,PBREM* (s. 2.3.1.1)
bisher nicht in der RFC1-/Rfcl-Promotorregion der Ratte nachgewiesen werden konnte
(HONSCHA et al. 2000, MATHERLY u. GOLDMAN 2003). Daher sollte im Rahmen der
nachfolgenden Untersuchungen geklart werden, ob die reduzierte Rfcl-Aktivitét auf einer
Regulation der Rfcl-Proteinmenge beruht.

5.3.2 Regulation der Rfc1-Proteinmenge

Die Proteinbiosynthese wird nicht nur auf Ebene der Transkription, sondern ebenfalls im
Rahmen der Trangdlation reguliert. Letztere kann sowohl durch chemische als auch durch
nutritive Stimuli  aktiviert bzw. inhibiert werden, welche die Induktion spezifischer
Trandlationsfaktoren zur Folge haben (DEVER 2002). In diesem Zusammenhang konnten
bspw. JOHNSON et al. (2002) mittels einer in vivo-Studie an Ratten zeigen, dass die
Vorbehandlung mit PB zu einer signifikanten Steigerung der Mrp2-Proteinmenge und damit
der Mrp2-Exportaktivitét, nicht aber zu einer gesteigerten Mrp2-Genexpression fuhrte. Diese
Beobachtungen stehen in Einklang mit Daten einer Reihe anderer Untersuchungen zur
posttranskriptionellen Regulation von Mrp2 in vivo (TRAUNER et a. 1997, GOTOH et al.
2000, PAULUSMA et al. 2000).

Darlber hinaus ist eine Regulation der Rfcl-Proteinmenge im Rahmen der sog.
,Ubiquitinylierung“ mdglich. Das Protein Ubiquitin vermittelt durch Bindung an das
jeweilige Substratmolekil dessen Abbau in Proteasomen oder die Modulation dessen
subzellulérer Verteilung bzw. funktioneller Eigenschaften (BIEL et a. 2004). Eine derartige
posttranslationale Modifikation des Rfcl-Transportproteins wurde jedoch in der Literatur
bislang nicht beschrieben.

Um den Einfluss der Induktoren vom PB-Typ auf die Rfcl-Proteinmenge zu untersuchen,
wurden die HPCT-1E3-Zellen mit PB bzw. dem direkten CAR-Agonisten TCPOBORP Uber
12, 24 und 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Als Negativkontrolle diente wiederum die
Inkubation mit dem Antiepileptikum Diazepam (NIMS et a. 1997). Anschlief3end erfolgte die
Bestimmung der Rfcl-Proteinmenge mittels eines semiquantitativen immunzytochemischen
Nachweisverfahrens (s. 3.6.3). Die Vorbehandlung mit PB, TCPOBOP sowie 1,5 pg/ml
Diazepam Uber die verschiedenen Zeitraume fihrte zu keiner signifikanten Veranderung der
Rfcl-Proteinmenge (s. Abb. 23). Dagegen war nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 15
pg/ml Diazepam Uber 48 h, nicht aber nach 12 bzw. 24 h, eine Abnahme dieser um ca. 25%
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zu verzeichnen, welche jedoch im Vergleich mit unbehandelten HPCT-1E3-Zellen keine
statistische Signifikanz erreichte. Diese Reduktion der Rfcl-Proteinmenge ist sehr
wahrscheinlich auf die bereits in 5.2 diskutierte Diazepam-bedingte Zytotoxizitéat
zurickzufihren und beruht nicht auf einer Diazepam-vermittelten Regulation der Rfcl-
Proteinbiosynthese.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Rfcl-vermittelten
MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach Inkubation mit Induktoren vom PB-Typ bzw.
TCPOBOP nicht durch eine transkriptionelle Regulation des Transportproteins oder durch
eine Abnahme der Rfcl-Proteéinmenge bedingt ist. Ahnliche Beobachtungen wurden im
Rahmen einer Studie zur Regulation der Glukoneogenese in Rattenhepatozyten beschrieben
(CHAUVIN et al. 1996). Die Autoren wiesen nach, dass die Vorbehandlung mit PB zu einer
signifikanten Reduktion der Phosphoenol pyruvatkinase-Aktivitét fihrte, welche jedoch nicht
mit einer reduzierten MRNA- bzw. Proteinmenge des Enzyms einherging. Nachfolgende
Untersuchungen wiesen auf eine Verdnderung der Proteinstruktur und damit einer
herabgesetzten Substrataffinitét der Pyruvatkinase nach PB-V orbehandlung hin.
Moglicherweise  handelt es sich  um  enen  indirekten  posttranslationalen
Regulationsmechanimus des Rfcl-Transportproteins durch Anderung des intrazelluldren
Phosphorylierungsstatus nach Aktivierung der CAR-Signalkaskade (SUEY OSHI u. NEGISHI
2001). Ziel der nachfolgenden Studien war es daher, die mdgliche Regulation der Rfcl-
Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen durch Modulatoren der Phosphorylierung zu untersuchen.

5.3.3 Regulation der Rfcl-Aktivitds in HPCT-1E3-Zellen durch Modulatoren der
Phosphorylierung

Neben der Regulation der Genexpression (s. 2.3.2.1) stellt die schnelle und kurzfristige
posttranslationale Phosphorylierung einen weiteren wichtigen Regulationsmechanismus von
Transportproteinen dar (KRAUSS 2003; s. 2.3.2.2). Hierbei spielen bspw. die Proteinkinase C
(PKC) sowie die Proteinkinase A (PKA) eine wichtige Rolle, welche die funktionelle
Aktivitét zahlreicher Proteine durch ene Phosphorylierung der Aminosdurereste
Serin/Threonin bzw. Tyrosin regulieren (L1IU u. HECKMAN 1998, KRAUSS 2003).

Als Beurteilungskriterium fir die Rfcl-Aktivitét, welche wie in 4.3 beschrieben berechnet
wurde, diente wiederum der Anteil der natriumabhangigen Akkumulation von Methotrexat
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nach Einstellung des intrazelluldren Transportgleichgewichts sowie insbesondere die
Transportgeschwindigkeit wahrend der initialen Aufnahmephase (s. 4.3 und 5.1). Weiterhin
wurde im Falle der in 4.6.2 aufgefihrten Untersuchungen die Rfcl-vermittelte MTX-
Aufnahmerate (Vinuw) in HPCT-1E3-Zéellen bestimmt (s. 3.8.1.2), welche sich i.d.R. direkt
proportional zur Anzahl funktionell aktiver Rfcl-Transporter verhdlt.

Zunéchst wurde der Einfluss des PKC-Induktors PMA (NISHIZUKA 1992) bzw. des Protein
Phosphatase 1/2A-Inhibitors Okadainsdure (OA; COHEN et a. 1990) auf die Rfcl-
vermittelte MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen untersucht (s. 3.8.1.2). Die Vorbehandlung
der Hepatocytoma-Zellen mit PMA bzw. OA (s. 3.5.3.2 und Tab. 2) fihrte im Vergleich mit
einer unbehandelten Kontrolle zur Reduktion der Rfcl-Aktivitdt um 75 bzw. 65% (s. Abb.
24). Die OA-vermittelte Abnahme der Rfcl-Aktivitét liegt hierbei im gleichen Bereich wie
die von MUKHOPADHYAY et a. (1998) im Rahmen einer Ntcp-Regulationsstudie an
Rattenhepatozyten ermittelten Werte. Weiterhin hatten beide Substanzen wie erwartet einen
synergistischen Effekt auf die Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme (s. Abb. 24). Ferner stimmte
der Verlauf der MTX-Aufnahmekurve in natriumhaltigen Tyrodepuffer nach PMA- bzw. OA-
Inkubation mit dem nach Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBOP
charakteristischen Kurvenverlauf Uberein. Dagegen wies die natriumunabhangige, Oat2-
bedingte MTX-Aufnahme, nach Vorbehandlung mit den jeweiligen Modulatoren, keine
signifikanten Veranderungen auf. Ubereinstimmend wurde in der Literatur bislang einzig die
PKC-vermittelte Regulation von OAT1/Oatl sowie von Oat3 der Ratte bzw. die OA-
vermittelte Regulation des murinen Oatl beschrieben (UWAI et a. 1998, TAKEDA et al.
2000, YOU et al. 2000).

Um die Beteiligung der Proteinkinase C an der Reduktion der Rfcl-Aufnahmeaktivitat
eindeutig nachzuweisen, wurden die HPCT-1E3-Zellen nachfolgend mit dem PKC-Induktor
PMA und/oder dem spezifischen PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid (BIM; DAVIS et al.
1992) vorbehandelt (s. 3.5.3.2 und Tab. 2) und anschlief3end die MTX-Aufnahme in An- bzw.
Abwesenheit von extrazelluldren Natriumionen bestimmt (s. 3.8.1.2). Die Vorbehandlung mit
PMA hatte wiederum die fast vollstandige Reduktion der natriumabhangigen, Rfcl-
vermittelten (s. Abb. 24), nicht aber der natriumunabhéngigen, MTX-Aufnahme zur Folge.
Die zeitgleiche Inkubation mit BIM fihrte zu einer Aufhebung der PMA-vermittelten
Abnahme der Rfcl-Aktivitét zu ca. 50-70%, wahrend die alleinige Vorbehandlung mit dem
spezifischen Inhibitor keinen Einfluss auf die Rfcl-bedingte Aufnahme des Fol atantagonisten
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hatte. Der fehlende regulatorische Effekt bei alleiniger Inkubation mit dem PKC-Inhibitor
bestétigt Befunde von SAID et al. (1997). Die Autoren zeigten auf, dass der durch DIDS
hemmbare Anteil der Rfc-bedingten Folataufnahme (9,2 nM) in IEC-6-Zellen bei pH 5,5 nach
Vorbehandlung mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin (0,1-100 pM) bzw. dem PKA-Inhibitor
H-89 (100 uM) nicht beeinflusst wurde. DIDS vermittelt die relativ unspezifische Inhibition
des Transportes von Anionen (SAITO et al. 1996).

Insgesamt sprechen die vorliegenden Ergebnisse fur eine PKC- bzw. PPA 1/2A-vermittelte
posttranslationale Regulation der Rfcl-Aktivitét, nicht aber fir eine Veranderung der Mrp-
sowie Oat2-bedingten MTX-Transportrate in HPCT-1E3-Z€llen (s. 4.6.1.2). ROELOFSEN et
al. (1991) zeigten auf, dass die Vorbehandlung von Rattenhepatozyten mit 1ug/ml PMA zu
einer Steigerung der Mrp2-Exportaktivitét um ca. 50% fuhrte, welche durch den PK-Inhibitor
Staurosporin gehemmt wurde. Die Aussagekraft dieser Regulationsstudie ist allerdings auf
Grund der relativ hohen Inhibitorkonzentration (10 puM) limitiert (VEGESNA et al. 1988,
DEWALD et al. 1989), da Staurosporin konzentrationsabhangig neben der PKC ebenfalls
eine Reihe anderer Serin-/Threonin-Kinasen inhibiert (GORDGE u. RYVES 1994, OMURA
et a. 1995, LITTLEPAGE et a. 2002).

Im Gegensatz zu der Vorbehandlung mit PMA bzw. OA hatte die nachfolgende Inkubation
der HPCT-1E3-Zéellen mit dem PKA-Induktor cAMP (TAYLOR et a. 1990) in An- oder
Abwesenheit des spezifischen PKA-Inhibitors H-89 (CHIJWA et al. 1990; s. 3.5.3.2 und
Tab. 2) keine signifikante Veranderung der natriumabhéngigen, Rfcl-vermittelten sowie der
natriumunabhéngigen, Oat2-bedingten *[H]-MTX-Aufnahme zur Folge (s. 3.8.1.2 und Abb.
25). Ubereinstimmend zeigten HALPIN u. RENFRO (1996), TAKANO et al. (1996) bzw.
LU et a. (1999) auf, dass die Vorbehandlung mit PKA-Induktoren bzw. -Inhibitoren keine
Verénderung der Aufnahme organischer Anionen wie bspw. den Transport von PAH in
Nierenepithelzellen zur Folge hatte.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fiir eine PKC- nicht aber
eine PKA-vermittelte Regulation der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-
Zellen.
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5.3.4 Beteiligung der PKC an der Regulation der Rfcl-Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen durch
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP

Der einheitliche Verlauf der MTX-Aufnahmekurve nach Vorbehandlung mit den jeweiligen
PB-artigen  Induktoren, TCPOBOP bzw. PMA spricht fir enen analogen
Regulationsmechanismus der Rfcl-Aktivitdt nach Inkubation mit Cytochrom P450-
Induktoren bzw. mit PKC-Induktoren in HPCT-1E3-Z€llen.

Aus diesem Grunde wurde im Rahmen nachfolgender Studien untersucht, ob die PKC an der
Regulation der Rfcl-vermittelten °[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP beteiligt ist. Hierzu wurden die
Hepatocytoma-Zellen mit PB bzw. TCPOBORP Uber 48 h und dem spezifischen PKC-Inhibitor
BIM Uber 2 h in der Kombination Phenobarbital bzw. TCPOBOP + BIM vorbehandelt (s.
3.5.3.2 und Tab. 2) und nachfolgend die Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme bestimmt (s.
3.8.1.2 und 4.3). In Ubereinstimmung mit in dieser Arbeit vorangegangenen Untersuchungen
(s. Abb. 16 und 20) fuhrte die Inkubation mit PB bzw. TCPOBOP zu einer stark signifikanten
Abnahme der Rfcl-Aufnahmeaktivitét (s. Abb. 26), welche durch den spezifischen PKC-
Inhibitor BIM zu 70 bzw. 90% aufgehoben wurde. Dagegen hatte die alleinige
Vorbehandlung mit BIM, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, keine signifikant
unterschiedliche Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme zur Folge. Ubereinstimmende Befunde
wurden ebenso fur die natriumabhéngige, Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahmerate (Viniux)
gewonnen (s. Tab. 5), welche sich in der gewahlten Substratkonzentration i.d.R. proportional
zur Anzahl der funktionell aktiven Rfcl-Transporter in der HPCT-1E3-Zellmembran verhdlt.

Anhand der Ergebnisse dieser Studien lasst sich daher insgesamt schlussfolgern, dass die
Rfcl-Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ unter
Beteiligung der PKC reguliert wird. Dieser Regulationsmechanismus beruht wahrscheinlich
auf einer variierenden Anzahl funktionell aktiver Rfcl-Transporter in der HPCT-1E3-
Zellmembran. So konnte eine Anderung des Rfcl-Phosphorylierungsstatus nach PB-
Vorbehandlung zu der hier beobachteten Reduktion der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme in
HPCT-1E3-Zellen fuhren, zumal der Rfcl auf Proteinebene zwei mogliche
Phosphorylierungsstellen aufweist (HONSCHA et al. 2000; s. Abb. 2).

Die PB-bedingte Aktivierung der CAR-Signalkaskade geht mit einer Reihe von
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsschritten einher (SUEYOSHI u. NEGISHI
2001), welche eine Verschiebung des intrazelluldren Kinase-/Phosphatase-Gleichgewichts
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und auf diese Weise eine gesteigerte PKC-vermittelte Phosphorylierung und Deaktivierung
des Rfcl-Transportproteins zur Folge haben konnte. Diese Hypothese wird durch die hier
beobachtete Abnahme der Rfcl-Aktivitét nach Inkubation mit dem spezifischen Protein
Phosphatase 1/2A-Inhibitor Okadainsdure bestétigt, da die Hemmung der PPA 1/2A indirekt
ebenso zu einer vermehrten Phosphorylierung und Deaktivierung des Rfcl-Transportproteins
fuhren wirde (s. Abb. 24). Zudem lieferte eine Studie von CHAUVIN et al. (1996) zur PB-
bedingten Regulation der Phosphoenol pyruvatkinase-Aktivitéat ahnliche Befunde (s. 5.3.2).

Im Gegensatz zu den Induktoren vom PB-Typ fihrte die PMA-vermittelte PKC-Induktion
bereits nach einer Vorbehandlung tber 2 h zu einer signifikanten Reduktion der Rfcl-
Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen. Es handelt sich hierbei um einen direkten posttranslationalen
Regulationsmechanismus, wahrend nach PB-Vorbehandlung hdchstwahrscheinlich eine
indirekte, mehrere Schritte umfassende, posttranglationale Rfcl-Regulation vorliegt. Dies ist
moglicherweise eine Begrindung fur die im Vergleich zur PMA-Vorbehandlung lange
Inkubationsdauer (s. 3.5.3.2), welche zu der beobachtenden PK C-vermittelten Regulation der
Rfcl-Aktivitdt nach PB-Inkubation fhrte.

5.4 Ausblick

Die PKC stellt eine Familie von Isoenzymen dar, welche nahezu ubiquitér exprimiert und
durch verschiedenste endogene und exogene Faktoren reguliert wird (LIU u. HECKMAN
1998), wobei jedoch einzig fur PKC a, PKC R3I1 sowie PKC e eine PMA-vermittelte Induktion
der Enzymaktivitét in Rattenhepatozyten nachgewiesen wurde (CROQUET et a. 1996).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien sprechen insgesamt fur eine niedrige PKC- bzw.
eine hohe basale PPA 1-/2A-Aktivitét in HPCT-1E3-Zellen, da die aleinige Vorbehandlung
mit dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM im Gegensatz zur Inkubation mit dem PPA 1/2A-
Inhibitor OA zu keiner Verdnderung der Rfcl-Aktivitét fuhrte. In nachfolgenden Studien
sollte der basale Phosphorylierungsstatus des Rfcl gepriift und zudem untersucht werden, ob
das Transportprotein nach Vorbehandlung mit PKC- sowie PB-artigen Induktoren vermehrt
phosphoryliert vorliegt.

In Ubereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit korreliert die Ausbildung des sog.
»MDR-Phanotyps‘ in zahlreichen Tumorzelllinien direkt mit der PK C-Expressionsrate bzw.
der PKC-Aktivitdét (AHMAD u. GLAZER 1993, BECK et a. 1996, GILL et a. 2001,
GANESHAGURU et a. 2002). BECK et al. (1996) wiesen bspw. nach, dassin AML-Zellen
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die Menge an PKC-mRNA direkt mit einer gesteigerten MDR1- und MRP-Expressionsrate
einherging. Ferner wurde ebenso die direkte PKC-vermittelte Phosphorylierung und
nachfolgende Induktion des Effluxtransporters P-gp in CLL-Zellen beschrieben
(GANESHAGURU et a. 2002). In klinischen Studien werden daher seit einigen Jahren
selektive PKC-Inhibitoren wie bspw. Midostaurin (PKC412) in Kombination mit Zytostatika
zur Behandlung neoplastischer Erkrankungen wie lymphatischer Leukd&mien und Nor-
Hodgkin-Lymphomen getestet (PROPPER et a. 2001, VIRCHIS et a. 2002, HEIDEL et al.
2005). Im Rahmen nachfolgender Regulationsstudien sollte deshalb untersucht werden, ob die
hier beobachtete PB-bedingte und PKC-vermittelte MTX-Resistenz durch Reduktion der
Rfcl-Aufnahmesktivitét, neben dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM, ebenfalls durch
Midostaurin umkehrbar ist.

Zahlreiche in vitro- bzw. in vivo-Studien haben ferner belegt, dass die PKC die schnelle und
kurzfristige posttrandationale Regulation von Transportprozessen durch verschiedene
Mechanismen vermittelt (TERLOUW et al. 2003). Da der Rfcl zwel mdgliche PK-
Bindungsstellen aufweist (s. Abb. 2), ist die posttranslationale Regulation durch eine direkte
PKC-vermittelte Phosphorylierung des Proteins denkbar. Diese phosphorylierungsbedingte
Anderung der Rfcl-Proteinstruktur konnte zu einer herabgesetzten Substrataffinitdt ohne
verénderte subzelluldre Lokalisation (CONRADT u. STOFFEL 1997) oder einer
Internalisierung und nachfolgender Reduktion der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme durch
eine verminderte Transportproteindichte in der HPCT-1E3-Zellmembran fihren (VAUGHAN
et a. 1997).

WOLFF et a. (2003) konnten zeigen, dass die PKC-bedingte Reduktion der OATI1-
vermittelten PAH-Aufnahme von einer Internalisierung des Transportproteins ohne direkte
Carrier-Phosphorylierung herriihrte. Dies gilt ebenso fur die posttranslationale Regulation
anderer Transportproteine wie GAT1, NADC-1 oder NaPi-I1 (COREY et a. 1994, HAYES et
al. 1995, PAJOR et al. 1999). Die Reduktion der Rfcl-Aktivitét konnte daher zusétzlich auf
einer PKC-vermittelten Carrier-Internalisierung beruhen, da im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen nach  Vorbehandlung mit PB bzw. TCPOBOP die Rfcl-
Gesamtproteinmenge, nicht aber die Transportproteindichte in der HPCT-1E3-Zellmembran,
bestimmt wurde (s. 3.6.3). MARCHANT et al. (2002) wiesen nach, dass der humane RFC1
Mikrotubuli-abhéngig in der Zelle transportiert wird und innerhalb von 48 h nach
Transfektion nahezu vollstdndig in die Plasmamembran eingebaut wird. Hinsichtlich der
Regulation der subzelluldren RFC1-Lokalisation liegen bislang jedoch keine Daten vor.
Weiterhin konnte ebenso der Phosphorylierungsstatus von sog. “Ankerproteinen”, welche fur
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die korrekte Membranlokalisation von Transportproteinen wie bspw. dem Na'/H'-
Austauscher NHE1 verantwortlich sind (DENKER et al. 2000), eine wichtige Rolle spielen.
Die PKC vermittelt die direkte Phosphorylierung und Aktivierung der ERM-
Ankerproteinfamilie, welche NHEL durch Interaktion mit dem Zytoskel ettbestandteil F-Aktin
in der Plasmamembran stabilisiert (JENSEN u. LARSSON 2004, BAUMGARTNER et al.
2004). Ubereingtimmend fiihrt die Vorbehandlung mit dem PKC-Induktor PMA ebenfalls zu
einer direkten Induktion der NHE1-Aktivitdét (MOOLENAAR et a. 1984). Im Hinblick auf
die in dieser Arbeit nachgewiesene PKC-vermittelte Reduktion der Rfcl-Aktivitét ware ein
entgegengesetzter Regulationsmechanismus denkbar. Dementsprechende Hinweise liegen in
der Literatur jedoch bislang nicht vor.

Im Rahmen nachfolgender Untersuchungen ist daher zu kléren, ob die in dieser Arbeit
beobachtete verminderte Rfcl-vermittelte MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach
Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren mit einer verstérkten PKC-vermittelte

Phosphorylierung und/oder Internalisierung des Rfcl-Transportproteins korreliert.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig, dass Cytochrom P450-Induktoren vom
PB-Typ unter Beteiligung der Proteinkinase C zu einer Reduktion der Rfcl-vermittelten
Aufnahme des Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen fuhren. Klinische
Studien in der Humanmedizin (RELLING et a. 2000, RIVA et a. 2000) liefern dartiber
hinaus Hinweise, dass die in dem Zelkulturmodell HPCT-1E3 beobachtete indirekte
posttranslationale Regulation des Rfcl entsprechende Regulationsmechanismen in humanen
Geweben wie der Leber als auch verschiedenen Tumoren reflektiert. In diesem
Zusammenhang ist denkbar, dass eine Arzneimittelinteraktion vom PB-Typ mdglicherweise
aufgrund der nahezu ubiquitéren Expression des Rfcl eine Veranderung der gesamten MTX-
Pharmakokinetik im Organismus zur Folge hat. Ferner bestétigen die Ergebnisse dieser Arbeit
die wichtige Bedeutung von Arzneimittelinteraktionen fir die hepatobilidre Disposition und
Toxizitdt von Arzneistoffen (XU et al. 2005).

Die Interaktion des Folatantagonisten mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog.
» Cytochrom P450-1nduktoren vom PB-Typ" gehtren (VECHT et al. 2003a), besitzt wichtige
klinische Bedeutung, da die Ko-Therapie von Zytostatika wie MTX und Antiepileptika
aufgrund des haufigen Auftretens von Krampfanféllen bel Krebspatienten vielfach indiziert ist
(VECHT et a. 2003b). Dartiber hinaus stellt das Zytostatikum Cyclophosphamid, welches in
Kombination mit MTX eingesetzt wird (TESKE 2000, DUDEL et al. 2004), ebenfalls einen
Induktor vom PB-Typ dar (CZEKAJ 2000). Arzneimittelinteraktionen, welche im Verlauf
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eines entsprechenden polytherapeutischen Regimes auftreten, konnten daher zu der in der
Klinik beobachteten verminderten Effizienz einer MTX-Chemotherapie beitragen und hétten
eine mal3gebliche Verschlechterung der Patientenprognose zur Folge.

Zusammenfassend konnte anhand der Ergebnisse der vorliegenden Rfcl-Regulationsstudien
ein Beitrag zur Aufklérung der koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen bzw.
der Aufklarung von Arzneimittelinteraktionen im Rahmen einer Pharmakotherapie geleistet
werden. Die gewonnenen Erkenntnisse konnten nicht nur der Optimierung einer MTX-
Chemotherapie bspw. durch den Einsatz von sog. ,, Antiepileptika der zweiten Generation*
(VECHT et al. 2003b), welche keine Cytochrom P450-1nduktoren darstellen, sondern ebenso

der Entwicklung neuer Arzneistoffe dienen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG
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Arzneimittelinteraktionen gewinnen im Rahmen der heute in der Klinik Gblichen polytherapeutischen
Regime zunehmend an Bedeutung. So fuhrt bspw. die Interaktion des Chemotherapeutikums
Methotrexat (MTX, Amethopterin) mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog. ,, Cytochrom P450-
Induktoren vom Phenobarbital (PB)-Typ" gehéren, zu einer Reduktion der Chemotherapieeffizienz
und damit zur einer maf3geblichen Verschlechterung der Patientenprognose. Das Zytostatikum wird
seit vielen Jahren in der Human- sowie in der Veterindrmedizin zur Behandlung neoplastischer und
nicht neoplastischer Erkrankungen wie dem malignen Lymphom bzw. der rheumatoiden Arthritis
eingesetzt. Im Rahmen einer Hochdosis-MTX-Therapie ist die Ko-Medikation mit Antiepileptika
vielfach indiziert, da Krampfanfélle eine haufige Komplikation bei Krebspatienten darstellen.

In niedriger Konzentration wird Methotrexat vornehmlich tber den natriumabhéngigen Reduced
Folate Carrier (Rfcl; Sic19al) in Leber, Niere und andere Gewebe aufgenommen. Die natriumunab-
héngige, hepatozellulére Aufnahme des Zytostatikums wird durch den in der basolateralen Hepato-
zytenmembran lokalisierten Organischen anionen transporter2 (Oat2, Slc22a8) vermittelt. Die hepato-
bilidre MTX-Elimination erfolgt durch Vertreter der Multidrug Resistance-Associated Proteine (MRP,
ABCC). Anhand der unter Berlicksichtigung der spezifischen Rfcl-Charakteristika gewdahiten
Versuchsbedingungen war es in den vorliegenden Studien jedoch moglich, die Rfcl-Aktivitét in
HPCT-1E3-Zellen selektiv zu ermitteln. Der hepatozelluldr exprimierte Rfcl der Ratte weist im
Promotorbereich Bindungsstellen u.a. fur ein durch Induktoren vom PB-Typ regulierbares Element
auf. Diese Regulationsdlemente sind bislang nur bei fremdstoffmetabolisierenden Enzymen,
insbesondere der Cytochrom-P450-Familie, bekannt. Klinische sowie in vitro-Studien lieferten Hin-
weise auf eine mogliche Reduktion der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme bzw. intrazelluléren MTX-
Akkumulation nach Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-Induktoren Phenobarbital (PB) und
Carbamazepin (CBZ). Veranderungen in der Pharmakokinetik von Xenobiotika, welche carrier-
vermittelt in Zellen transportiert werden, beruhen neben einer direkten Interaktion am Transport-
protein vorwiegend auf der Regulation des Carriers auf Ebene der Transkription durch Regulation der
Genexpression bspw. tber den Kernrezeptor ,, Constitutive Androstane Receptor (CAR)* oder auf der
schnellen  und kurzfristigen Phosphorylierung des Transportproteins im Rahmen einer
posttrand ationalen Regulation.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation des Transportproteins Rfcl durch Induktoren vom PB-Typ
und den CAR-Agonisten 1,4-big[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP) systematisch in dem
in vitro-Zellkulturmodell HPCT-1E3 auf funktionaler, transkriptioneller und trandationaler Ebene zu
untersuchen und eine mogliche Beteiligung der postulierten Genregulationselemente bzw. des Kern-
rezeptors CAR experimentell zu Uberprifen. HPCT-1E3-Zellen stellen eine Hybridzelllinie der Ratte
dar, welche lebertypische Import- bzw. Effluxtransporter fir MTX, einschliefllich des Rfcl,
exprimiert.

HPCT-1E3-Zellen wurden Uber 48 bzw. 60 h mit dem CAR-Agonisten TCPOBOP, mit den PB-
artigen Induktoren PB, CBZ, Chlorpromazin (CPZ) und Clotrimazol (CTZ) bzw. den jeweiligen
Kontrollsubstanzen Diazepam, Haloperidol und Amphotericin B sowie fur 2 h mit Modulatoren der
Phosphorylierung vorbehandelt. Die gewéhlte Konzentration der Cytochrom P450-1nduktoren und
Kontrollen entsprach der des therapeutischen Plasmaspiegels bzw. dem 10fachen, im Falle von CBZ
dem 3fachen, dieser Konzentration. Vor Beginn der Transportstudien wurden zytotoxische Effekte
der gewahlten Substanzen unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests ausgeschl ossen. Die funk-
tionelle Rfcl-Aktivitét wurde als natriumabhangige Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Metho-
trexat (FMTX) {iber 30 min und als natrium- und zeitabhangige Aufnahme von {H]-MTX (iber 20 min
ermittelt. Die Bestimmung der relativen Rfcl-Genexpression sowie der Rfcl-Proteinmenge erfolgte
mittels quantitativer PCR bzw. eines semiquantitativen immunzytochemischen Nachweis-verfahrens.
Die Befunde der Transportstudien wiesen zusammenfassend darauf hin, dass 50-70% der [H]-MTX-
Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen Rfcl-vermittelt erfolgt. Die Vorbehandlung mit den jeweiligen PB-
artigen Induktoren bzw. 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP fihrte im Vergleich zu unbehandelten Hepato-
cytoma-Zellen zu einer stark signifikanten Reduktion der Rfcl-vermittelten, nicht aber der natrium-
unabhdngigen, Aufnahme des Zytostatikums. Dagegen hatte die Inkubation mit den jeweiligen
Kontrollsubstanzen Diazepam, Haloperidol und Amphotericin B weder eine verminderte Rfcl-
Aktivitdt noch eine Reduktion der natriumunabhéngigen MTX-Aufnahme zur Folge. Nachfolgende
mechanistische Untersuchungen ergaben, dass die relative Rfcl-Genexpression nach Vorbehandlung
der HPCT-1E3-Zellen mit 100 pg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBORP Uber 12, 24 und 48 h keine signifi-
kante Verénderung aufwies. Weiterhin lag nach Inkubation mit 10 und 100 pg/ml PB, 0,1 und 1 ng/ml
TCPOBOP sowie 1,5 und 15 pg/ml Diazepam fur 12, 24 und 48 h ebenfalls keine signifikante Abwei-
chung in der Rfcl-Proteinmenge vor. Eine zweistiindige Vorbehandlung mit dem Phosphatase 1/2A-
Inhibitor Okadainséure (80,5 ng/ml) und dem Proteinkinase C (PKC)-Induktor PMA (0,62 pg/ml),
nicht aber mit dem Proteinkinase A-Induktor cAMP (5,1 ug/ml), fihrte zu einer signifikanten Ab-
nahme der Rfcl-Aktivitdt in HPCT-1E3-Zellen. Dagegen wies die natriumunabhéngige Aufnahme des
Chemotherapeutikums im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine signifikanten Verénderungen
auf. Die durch PB, TCPOBOP und PMA bedingte Reduktion der Rfcl-vermittelten MTX-Aufnahme
wurde durch nachfolgende Inkubation der Hepatocytoma-Zellen mit dem spezifischen PKC-Inhibitor
Bisindolylmaleimid (BIM; 21 ng/ml) nahezu vollstdndig aufgehoben.

Zusammenfassend konnte anhand der vorliegenden Arbeit erstmalig nachgewiesen werden, dass
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ unter Beteiligung der PKC auf posttranskriptionellem Weg
zu einer Reduktion der Rfcl-vermittelten Aufnahme des Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT -
1E3-Z€ellen fuhren. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern einen Beitrag zum Verstéandnis der
koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen bzw. zur Aufkldrung von Arzneimittelinter-
aktionen im Rahmen einer Pharmakotherapie. Dies kdnnte sowohl der Optimierung einer Ko-Therapie
mit Zytostatika wie MTX und PB-artigen Induktoren im Rahmen einer MTX-Chemotherapie als auch
der Entwicklung neuer Arzneistoffe dienen.
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With an increasing percentage of polytherapeutic clinical regimes, drug-drug interactions are gaining
significance. The interaction between the chemotherapeutic drug methotrexate (MTX, Amethopterin)
and phenobarbital-type cytochrome P450 inducing antiepileptic drugs has been shown to reduce the
efficacy of cancer chemotherapy and, accordingly, cause a significantly aggravated prognosis. In
human and veterinary medicine the antifolate MTX is widely used for the treatment of malignancies,
e.g. ALL or lymphomas, and rheumatoid arthritis. Seizures are a common complication in cancer
patients that require ongoing treatment with antiepileptic drugs.

The sodium dependent reduced folate carrier (Rfcl; Slc19al) provides the major route for cellular
uptake of MTX into liver, kidneys, and other tissues. In rat hepatocytes the 5° untranslated region of
this carrier exhibits, amongst other regulatory elements, a barbiturate recognition box. Until now,
these regulatory elements have only been found in the promotor region of xenabiotic metabolizing
enzymes, particularly those of the CYP450 enzyme family. In this context it is interesting that
treatment with the phenobarbital-type cytochrome P450 inducers phenobarbital (PB) and
carbamazepine (CBZ) may cause a significant reduction in Rfcl mediated uptake and intracellular
accumulation of MTX, respectively. In addition to direct competition, alterations in the
pharmacokinetic properties of xenobiotics whose cellular transport is mediated by membrane proteins
can be due to regulatory mechanisms on the level of gene expression, e.g. via the nuclear receptor
“Constitutive  Androstane Receptor (CAR)“, or through a quick and short posttrandational
phosphorylation of the carrier protein.

Therefore, the aim of this study was to systematically examine the regulation of Rfcl by
phenobarbital-type cytochrome P450 inducers and the CAR agonist ligand 1,4-big[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) on the functional, transcriptional, and trandational level in
the rat hepatocytoma fusion cell line HPCT-1E3. Furthermore, the involvement of the postulated
regulatory elements and the nuclear receptor CAR should be elucidated. The HPCT-1E3 hybrid cell
line provides a suitable model for these studies as it shows the endogenous expression of liver-specific
carrier proteins for organic anions, including the Rfcl.
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HPCT-1E3 cells were incubated with the CAR agonist ligand TCPOBOP, the phenobarbital-type
cytochrome P450 inducers PB, CBZ, chlorpromazine (CPZ) or clotrimazole (CTZ) and the respective
control substances diazepam, haloperidol as well as amphotericin B over 48 and 60 h, respectively. All
modulaters of phosphorylation were added to the culture medium for only 2 h. Selected concentrations
of the respective PB-type CYP450 inducers and control substances comply with the therapeutic
plasmalevel in humans and the decuple, in case of CBZ the triple, of this concentration. Cytotoxicity
was tested using the WST-1 proliferation test before initiation of the transport studies. Rfcl activity in
HPCT-1E3 cells was measured as the sodium-dependent accumulation of fluoresceinated methotrexate
(FMTX) over 30 min and the sodium- and time-dependent uptake of H]-MTX over 20 min. Relative
Rfcl gene expression as well as the Rfcl protein level was investigated by quantitative PCR and
semiquantitative immunocytochemistry, respectively.

In HPCT-1E3 hepatocytoma cells, approximately 50-70% of the 3[H]-MTX uptake was mediated by
Rfcl. Treatment of the cultures with the respective phenobarbital-type cytochrome P450 inducers or
0.1 and 1 ng/ml TCPOBOP was related to a significant reduction of the Rfcl mediated MTX uptake,
wheresas the sodium-independent accumulation of the drug was not influenced. Incubation of HPCT-
1E3 cells with the respective control substances diazepam, haloperidol and amphotericin B did not
result in changes in Rfcl mediated and sodium-independent MTX accumul ation.

Studies on the regulatory mechanism revealed that relative Rfcl gene expression was not significantly
reduced after treatment of cells with 100 pg/ml PB and 1 ng/ml TCPOBOP over 12, 24 and 48 h. In
addition, there was no significant alteration in the Rfcl protein amount after incubation of HPCT-1E3
cellswith 10 and 100 pg/ml PB, 0.1 and 1 ng/ml TCPOBOP as well as 1.5 pg/ml diazepam for 12, 24
and 48 h.

However, short-term (2 h) treatment of hepatocytoma cells with the phosphatase 1/2A inhibitor
okadaic acid (80.5 ng/ml) as well as the proteinkinase C (PKC) inductor PMA (0.62 pug/ml) caused a
significant reduction of the Rfcl mediated MTX uptake. As for PB-type CYP450 inducers, this
trestment did not lead to a significant ateration in the sodium-independent MTX accumulation.
Incubation of cells with the proteinkinase A inducer CAMP (5.1 pg/ml) was not related to a decrease
in Rfcl mediated and sodium-independent MTX uptake in HPCT-1E3 cells. Finally, the reduction in
Rfcl uptake activity caused by PB, TCPOBOP or PMA was amost completely reversed by
simultaneous treatment of cells (2 h) with the specific PKC inhibitor bisindolylmaleimide (BIM; 21

ng/ml).

This study documented for the first time, that phenobarbital-type cytochrome P450 inducers cause a
significant PKC-dependent reduction in the Rfcl mediated uptake of the chemotherapeutic drug
methotrexate in HPCT-1E3 hepatocytoma cells.

The results obtained can contribute to the understanding of the coordinated regulation of drug
metabolism and transport pathways and the clarification of drug interactions within a
pharmacotherapy. Careful consideration of these findings may help to improve the combined therapy
of cancer patients with MTX and PB-type CY P450 inducers and in the development of new drugs.
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Abstract

HPCT-1E3 cells, a fusion cell line between primary rat hepatocytes and Fao Reuber hepatoma cells H35, are
immortalized hybrid cells with many phenotypic properties of liver parenchyma including phase I and II metabolism
and bile acid secretion. Selective elimination of endogenous compounds and drugs by the liver involves transport
proteins that complementarily mediate uptake and efflux in co-operation with metabolism, but the study of this
function is limited by the unavailability of an integrated in vitro model. Therefore, we investigated the expression of
some important liver-specific import and export carrier proteins for organic anions in this cell line. RT-PCR analysis
indicated gene expression of Oat2, Oatplal, Oatpla4, Oatplb2, Rfc-1/MTX-1, FOLR, Mrpl-6, mdrl, and Lrp.
Uptake and efflux as well as inhibition studies confirmed the functional activity of Oat, Oatp, Rfc-1, Mrp, and Mdr
carriers. In conclusion, the hepatocyte-like HPCT-1E3 cell line shows endogenous expression of all liver-specific carrier
proteins for organic anions and may hence represent a valuable in vitro model for the study of transport phenomena
and their regulation in hepatocytes.
© 2005 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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substrate spectrum have been identified that mediate this
import and export.
Uptake of organic anions at the basolateral mem-

Introduction

Elimination of many physiological substances and

drugs from the body is achieved by the concerted action
of transport proteins at the basolateral membrane,
intracellular phase I and phase II metabolism and
secretion either into the blood at the basolateral, or the
bile at the canalicular membrane of hepatocytes. In the
last years, a number of carrier proteins with broad
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brane of rat hepatocytes is achieved by members of the
organic anion transporter (Oat) family, organic anion
transporting polypeptides (Oatp) and others, including
the reduced folate carrier (Rfc-1). Oat2 (Slc22a7) and
Oat3 (Slc22a8) are expressed in the liver, where Oat2 is
responsible for the uptake of para-aminohippurate
(PAH), salicylate and methotrexate (Mtx), while PAH,
oestrone sulphate and cimetidine are typical substrates
for Oat3 (Kusuhara ct al., 1999; Sckine et al., 1998;
Simonson et al., 1994). Oat3 expression in rat liver is
probably gender specific (Buist et al., 2002; Kobayashi
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et al., 2002) while Oatl (Slc22a6) was found in the
kidneys (Sekine et al., 1997). Oatps are responsible for
the sodium-independent uptake of a large variety of
other organic anions including steroids, thyroid hor-
mones and numerous drugs (Cattori et al., 2001;
Hagenbuch and Meier, 2004). Rat Oatplal (Slcolal),
Oatpla4 (Slcolad4) and Oatplb2 (Slcolb2; LST-1) are
predominantly expressed in rat liver (Eckhardt et al.,
1999; Cattori et al., 2001; Reichel et al., 1999). In
contrast, Oatpla3 (Slcola3, OAT-K) is localized in
renal proximal tubules (Hagenbuch and Meier, 2004;
Saito et al., 1996) and Oatpla5 (Slcola5, Oatp3) is
found in kidney, small intestine, retina, and brain (Abe
ct al., 1998; Cattori ct al., 2001; Hagenbuch and Meier,
2004). The reduced folate carrier (Slc19al; Rfc-1),
previously also called methotrexate carrier-1 (MTX-1),
is responsible for the exchange of reduced folates,
antifolates and, with lower affinity, folates (Honscha et
al.. 2000; Wong ct al., 1995). It is expressed at least in
liver, kidney and intestine, where it may co-operate with
the folate receptor (FOLR; Sierra and Goldman, 1999).

Excretion of conjugated organic anion drugs and
lipophilic unconjugated xenobiotics is mediated by
members of the multidrug resistance-associated protein
family (Mrp) and P-glycoprotein (P-gp) (Litman et al.,
2001). The conjugate export pumps rat Mrpl (Abccl),
Mrp2 (Abcc2) and Mrp3 (Abcce3) belong to the ATP-
binding cassette (ABC) transporter superfamily, sub-
family C. Rat Mrpl and Mrp3 are located at the
basolateral membrane while Mrp2 is found on the
canalicular membrane of hepatocytes, but all extrude
similar bulky organic anions of endogenous and
exogenous origin (Borst et al., 2000). The canalicular
efflux transporter P-gp is encoded by the mdr gene
family, which consists of two members in humans
(MDR1 [ABCBI] and MDR3 [ABCB4]) and three
members in rodents (Mdrla [Abcbla], Mdrlb [Abcb1b]
and Mdr2 [Abcb4]; Roninson, 1992), but only Mdrl
confers the MDR phenotype (Devault and Gros, 1990;
Roninson, 1992). It is expressed in several tissues
including kidney and liver (Brady et al., 2002; Silverman
and Schrenk, 1997) and contributes to the broad
chemoresistance of hepatocytes known as intrinsic
multidrug resistance (MDR; Devault and Gros, 1990;
Roninson, 1992). Finally, the intracellular lung resis-
tance protein (Lrp) is involved in removal of organic
anions from the cytoplasm of hepatocytes into intracel-
lular vaults, but its level of expression is known to vary
interindividually and under pathological conditions
(Izquierdo et al., 1996; Raidl et al., 2002).

The investigation of transport phenomena involving
the above mentioned hepatic carrier proteins currently
rely either on (i) whole animal and isolated tissue models
or (ii) transiently and stably transfected cell clones.
However, Cui et al. (2001) and others have highlighted,
that a tissue-like expression of import as well as export

carriers, possibly in conjunction with adequate meta-
bolic capacity, is required to fully reflect the in vivo
situation in an in vitro environment. Unfortunately,
such an in vitro model does currently not exist. HepG2
hepatoma cells, although secreting bile-like fluids and
expressing high levels of MRP and MDR family
members including at least ABCC1, 2, 3, 6, and ABCBI,
do not possess the corresponding import carriers like
OATs and OATPs (Cui et al., 2003). Some years ago,
Petzinger et al. (1994) obtained a hepatocytoma cell line
(HPCT-1E3) by fusion of primary rat hepatocytes and
Fao Reuber hepatoma H35 cells that exhibits many
functional characteristics of differentiated rat hepato-
cytes, e.g. synthesis, uptake and secretion of bile acids
(Blumrich et al., 1994; Utesch et al., 1992), phase I and
phase II metabolism (Utesch et al., 1992) and carbohy-
drate metabolism (Katz et al., 1992) — but information
on organic anion transport was not available.

This hybrid cell line might provide a permanent cell
culture model for the study of certain liver parenchyma
properties in vitro. Therefore, the main objective of this
study was to obtain information regarding endogenous
expression of rat Oat2, Oat3, Oatplal, Oatplad,
Oatplb2, Rfc-1, FOLR, Mdrl, Mrpl-3, and Lrp and
the functional activity of selected transporters.

Materials and methods

All chemicals including media and supplements were
obtained from Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany)
unless stated otherwise.

Cell culture

The rat hepatocytoma cell line HPCT-1E3 was
donated by E. Petzinger (Justus-Liebig-University,
Giessen, Germany) and maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) containing 10%
(v/v) serum (Gibco, Karlsruhe, Germany), 2mM
glutamine, 10pg/ml insulin, 10pg/ml inosine and
1.5uM dexamethasone. Cells were sub-cultured using
trypsin/EDTA every 3-4 days.

RT-PCR

Liver and kidney tissues were obtained from male
Sprague-Dawley (SD) rats of approximately 200g
weight. Total RNA was prepared from liver, kidney
and 5 x 10° HPCT-1E3 cells grown to confluence using
the RNeasy Mini system (Qiagen, Hilden, Germany).
Reverse transcription into cDNA using 1 pug total RNA
was performed under standard conditions and PCR
amplification was carried out over 40 cycles using 1/20
of the cDNA. Specific primers for Oatplb2, FOLR,
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Table 1. Primers pairs for RT-PCR analysis and size of the expected PCR products

Carrier Primer pairs (5-3') Size (bp) T (°C) Reference

rOatl ACAAGCAAGGACAACCCGAA 479 58 Kudo et al. (2002)
AGACATAGCCAATCAAGGTGCC

rOat2 GCAGCCTCCATCAACTACATCA 626 58 Kudo et al. (2002)
GCGCACAAGGAAGTAGACCATA

rOat3 TGGAGGACCTGTGATTGGAGAA 391 58 Kudo et al. (2002)
ATAGAACCAGCCAGCGTATGGA

rOatplal CATGAGTGTACTTCTCTCTTGG 531 58 Kudo et al. (2002)
ATTCTGCTGGGTCTTGCGTTGG

rOatpla4 GCCTAAGTATCTGGAACAGCAA 540 58 Kudo ct al. (2002)
CAGCGAGTATATGAAACAGCCA

rOatp1b2 GCCCAACCTTCACGATCAAA 624 58

(rLST 1) GCCAAGGATTGGTCCAATCAT

rOatpla3 TCGCATTCTGCCTATCCTTGTC 319 58 Kudo et al. (2002)
GCCTTTATTACACAGCCCCAGG

rMrpl CTTGCCTGACAAGCTGAACCAT 735 58 Serrano et al. (2003)
AGGCTCTGGCTTGGCTCTATAAA

rMrp2 AAGCGCGAGGAGAGCATTAT 1226 56 Serrano et al. (2003)
ACGCACATTCCCAACACAAA

rMrp3 CAGCGACAACGGGTGAGTTT 404 58 Serrano et al. (2003)
TCGGTGTCTGTCAGGTCTGTGT

rMrp4 GGACACTGAACTAGCAG 229 50 Hirrlinger et al. (2002)
GTCGCTGTCAATGATGG

rMrp5 GGAACGGCAGTTGTTAT 310 50 Hirrlinger et al. (2002)
CTTGACAGCCACCTTG

rMrp6 ACCAGTGATGACCTTGGAGG 664 60 Hirrlinger et al. (2002)
CCACAATAGCCAGTGGTGTG

rmdrl TCCTGATGGAGTTTGAAGAGG 266 58
TCGGTCAGAATGCGGGTCT

rLRP TATGTGCCATCTGCCAAAGTGGAG 234 58
TGTGTCCTTCTCACCCCGTC

Rfc-1 GGCAATGGGCACAAGGAACT 476 54 Honscha ct al. (2000)
GGAGCCTTGCCCTGTGAG

rFOLR GGCCAGGACCGAACTTCTCAA 418 58
ATTATGCCCCGAGGTCCAGTTC

G3PDH ACCACAGTCCATGCCATCAC 441 58

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

mdrl, LRP, and glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (G3PDH) were designed using PrimerSelect
(DNAStar Inc., Madison, WI). All gene-specific primer
pairs and annealing temperatures are listed in Table 1.
The PCR products were analysed by agarose gel
electrophoresis with regard to size and presence of the
expected fragment. G3PDH was used as positive control
and amplification of genomic DNA was excluded by
omitting reverse transcriptase.

Transport assays

After 3 days in culture, cells displayed a differentiated
phenotype and all transport activities were measured at
this point of time. With exception of Oat, 24- or 96-well
plates were used to investigate the transport protein
activity in Tyrode salt solution (137mM NaCl, 3mM

KCl, ImM MgCl,, 2mM CaCl,, 5.5mM glucose)
buffered with 10mM Hepes to pH 7.4. Suitable marker
substrates and inhibitors of the carrier under investiga-
tion were added and the intracellular content was
determined 30 min later after two washing steps using
ice-cold incubation buffer and cell lysis with 1% SDS.
Protein was measured using the bicinchoninic acid
(BCA) protein assay (Pierce, Rockford, IL) and uptake
was expressed as pmol per well or per mg protein.

The Oatp substrate dehydroepiandrosterone sulfate
(DHEA-S) was added at concentrations of 10-300 uM
for 30min. Intracellular DHEA-S content was deter-
mined by ELISA (IBL, Hamburg, Germany). Triio-
dothyronine (T3, 10puM) was added for inhibition
studies.

Fluoresceinated methotrexate (FMTX, Molecular
Probes, Eugene, NL) was used as substrate for Rfc-1
at a concentration of up to 10puM, and intracellular
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content was assayed in a fluorescence microplate reader
(485/535 nm). Sodium-free Choline-Tyrode salt solution
(137mM choline chloride, 3mM KCl, |mM MgCl,,
2mM CacCl,, 5.5mM glucose) was used to study the
effect of sodium depletion.

Mrp activity was investigated using the Calcein AM
(CaAM) assay which measures a reduction in cellular
accumulation of fluorescent calcein as the result of Mrp
export. CaAM (Calbiochem, Bad-Soden, Germany) was
added at a concentration of 3 uM in absence or presence
of (3-(3-(2-(7-chloro-2-quinidinyl)ethenyl-phenyl)((3-di-
methyl amino-3oxo propyl)thio)methyl)thio)propanoic
acid (MKS571, 50 uM, Alexis, Griinberg, Germany) and
Cyclosporin A (CsA, 10uM, Calbiochem, Bad-Soden,
Germany) as Mrp inhibitors. Calcein accumulation was
followed spectrophotometrically (488/535nm) in 15 min
intervals over 60min and was quantified as relative
fluorescence units (RFU) per well. Mrp-mediated efflux
of fluoresceinated methotrexate (10 uM) and [*H]meth-
otrexate (5uM, 3333 dpm/nmol) was measured indi-
rectly as accumulation in absence or presence of 50 uM
MK571 over 30 min.

For measurement of Mdrl activity, HPCT-1E3 cells
were loaded with 50uM rhodamine 123 (Rh123,
Molecular Probes, Eugene, NL) over 30 min. This was
followed by an efflux phase for 60 min in absence or
presence of 10 and 50pM of the specific inhibitor
verapamil (Fluka, Taufkirchen, Germany). Intracellular
content was measured via fluorescence spectrophotome-
try (488/535nm).

For determination of Oat2 activity, differentiated
HPCT-1E3 cells were harvested, washed and allowed to
recover in fresh culture medium. Cell viability was
>95% by trypan blue exclusion. Medium was replaced
by Tyrode buffer, and salicylate stock solution contain-
ing 2x10°dpm of [“*Clsalicylate (55.5mCi/mmol,
PerkinElmer, Boston, MA) was added to yield final
concentrations ranging from 5 to 100uM. After
incubation with ['*Clsalicylate for 2min, the assay was
stopped by centrifugation of 100 ul aliquots through a
silicon oil cushion. The pelleted cells were dissolved in
4M KOH overnight and the incorporated radioactivity
was measured by liquid scintillation counting. For
inhibition studies, ] mM probenecid and 1 mM tauro-
cholate were added 5min prior to the incubation with
50 uM [“*CJsalicylate.

All transport activities are given as mean+SD of at
least duplicate measurements or as mean+SEM of six
replicates as indicated.

Kinetic and statistical analyses
K., and V. values were obtained by fitting to the

Michaelis-Menten equation using the least square
method and confirmed by Lineweaver-Burk plot.

Preliminary experiments were performed to ensure that
K, and V),.x determinations were performed within the
linear range (uptake vs. time). Student’s 7-test was used
to evaluate the significance of differences between
respective measurements. Statistical significance was
assumed at P values of <0.05. Prior to data analysis,
a G-test was applied to eliminate outliers.

Results
Transporter gene expression

To obtain an overview about the endogenous expres-
sion of organic anion transporter genes in the HPCT-
1E3 cell line, we performed an RT-PCR analysis and
compared the expression profile to that of rat liver and
kidney. As illustrated in Fig. 1, transcripts for Oat2,
Oatplal, Oatplad, Oatplb2, Rfc-1, FOLR, Lrp, Mrpl,
Mrp2, Mrp3, and mdrl were detected in the hepatocy-
toma fusion cell line. This expression profile was almost
identical to that found for rat liver, with the exception of
Oat3. RNA of the latter was at the limit of detection in
hepatic tissue but undetectable in HPCT-1E3 cells.
From rat kidney RNA, we additionally obtained cDNA
fragments of the expected size for Oatl and Oat3.
Expression of Mrp family members 4, 5 and 6 was
detected in all three sources, albeit at low to very low
(Mrp6) levels (not shown).

When comparing the apparent level of gene expres-
sion for the individual carriers between the RNA
sources, FOLR expression can be ranked higher in rat
kidney than in HPCT-1E3 cells and rat liver. Con-
versely, a stronger signal was obtained for Oatpla4 and

HPCT

KIDNEY LIVER

Fig. 1. Expression of transporters for organic anions in
HPCT-1E3 cells, rat liver and kidney as assessed by RT-
PCR analysis. Total RNA was isolated and used for RT-PCR
analysis as described in the Materials and methods section.
Sizes of expected PCR products and the specific primers that
were used are listed in Table 1. An arrowhead indicates the
weak band obtained for Oat3 in liver tissue. RT-PCR of
G3PDH was carried out as a positive control.
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Mrp2 in rat liver and HPCT-1E3 cells than in rat
kidney. Differences in the apparent gene expression
levels between HPCT-1E3 cells and rat liver were less
pronounced and observed only for Oatplal (lower in
HPCT-1E3) and Rfcl (higher in HPCT-1E3).

Transporter activity — uptake

Salicylic acid is a substrate of all currently known Oat
family members. As shown in Fig. 2A, ["*CJsalicylate
uptake by HPCT-1E3 cells over 2min was saturable
with a K,;, of 43.8+15.1 uM and a V., of 621.94100.2
pmol/mg protein. Presence of 1 mM probenecid and
taurocholate inhibited uptake significantly in compar-
ison to control cells treated with S0 uM salicylate by
25% and 34%, respectively (Fig. 2B).

To confirm the functional Oatp activity in HPCT-1E3
cells, the transport of DHEA-S, a known substrate of
many Oatps including those detected by RT-PCR
(Oatplal, Oatpla4, Oatplb2) (Sckine ct al., 1997),
was investigated. DHEA-S uptake was concentration
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Fig. 2. Oat2 activity in HPCT-1E3 cells measured as
[*Clsalicylate uptake. For uptake measurements, HPCT-1E3
cells were cultured and harvested as described. (A) Concentra-
tion-dependent uptake of ['*CJsalicylate within 2min. (B)
Inhibition of the uptake (50 uM ["*CJsalicylate) over 2 min in
absence (control) or presence of probenecid (1 mM) and
taurocholate (1 mM), respectively (mean+SEM, *P<0.05;
**P<0.001; n=06).

dependent and biphasic (Fig. 3A). High-affinity uptake
(K = 17.8+17.9 uM, Vinax = 243.6 +89.3 pmol/mg)
dominated at concentrations below 50 uM DHEA-S,
whereas a K, value between 50 and 300uM was
estimated for the low-affinity fraction. Furthermore,
addition of 10puM of the competitive inhibitor triio-
dothyronine (Cattori et al., 2001) resulted in a sig-
nificant decrease of DHEA-S uptake (200uM) by
approximately 250 pmol/mg protein (Fig. 3B). This
amounts to 25% of the total DHEA-S uptake and
may correspond to the high-affinity fraction at this
concentration.

Rfc-1 represents one major pathway for the uptake of
reduced folates as well as many hydrophilic antifolates
including Mtx and its fluoresceinated derivative FMTX.
FMTX uptake was saturable with a K,,, of 3.4+0.9 uM
and a Vx of 22.2+2.4 pmol/mg protein, indicating the
presence of a high-affinity, but low-capacity transport
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Fig. 3. Oatp activity in HPCT-1E3 cells measured as DHEA-S
uptake. HPCT-1E3 were seeded onto 24-well plates at a
density of 60,000 per well and grown until they displayed a
differentiated phenotype. Cells were exposed to various
concentrations of DHEA-S (A; n = 2) or to 200pM DHEA-
S in absence or presence of the Oatp inhibitor T3 (B; n = 3) for
30 min.The Oatp-mediated DHEA-S uptake was determined
using a DHEA-S ELISA (*P<0.05).
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system in HPCT-1E3 cells (Fig. 4A. B). A distinct
property of rat liver Rfc-1 is its requirement for
extracellular sodium at neutral pH (Kneuer and
Honscha, 2004). As shown in Fig. 4C, FMTX uptake
was sodium-dependent to 90% at pH 7.4.
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Efflux transporter activity

CaAM and the fluorescent hydrolysis product calcein
are extruded by various members of the ABC transpor-
ter superfamily, including Mrpl, Mrp2 and Mrp3. Mrp
activity can be inhibited by the leukotriene LTD4
receptor antagonist MK 571 or CsA. As shown in FFig.
5, addition of either S0uM MKS571 or 10uM CsA
significantly enhanced calcein accumulation in HPCT-
1E3 cells. In contrast, substrate efflux was not inhibited
by addition of the Mdr-specific inhibitor verapamil.

Furthermore, Mrp activity contributed to the efflux of
FMTX and [PHIMTX. Inhibition of Mrp by 50uM
MKS571 resulted in a 3-fold increased intracellular
accumulation of FMTX. Although the effect on the
accumulation of PHJMTX was not as pronounced, it
was still highly significant (Fig. 6). Analysis of the time
course further revealed that the initial influx was not
affected (not shown).

Rat Mdrl activity in HPCT-1E3 cells was studied
using 50 uM Rh123 as a specific substrate of Mdrl-
mediated efflux. Addition of verapamil, a specific Mdr
inhibitor, resulted in a concentration-dependent and
highly significant reduction of Rh123 efflux from
Rh123-loaded HPCT-1E3 cells. In comparison to the
untreated control, intracellular Rh123 content after a
60-min efflux period was increased approximately 6-fold
in the presence 50 uM verapamil (Fig. 7).

Discussion

Usually, dedifferentiated cell lines are transfected with
the respective cDNA in order to study drug transport by
specific carrier proteins. This strategy avoids the
presence of interfering transporters with overlapping
substrate specificities that hamper an isolated character-
ization of this carrier protein. However, an in vitro
model that reflects the in vivo system more closely would
be desirable for other investigations such as drug-drug
interactions, regulation of carrier expression, or import-
metabolism-export coupling. Unfortunately, primary
hepatocytes are limited in this context, as they do not

4

Fig. 4. Rfc-1 activity in HPCT-1E3 cells measured as sodium-
dependent uptake of fluoresceinated methotrexate. HPCT cells
were grown in 96-well plates until reaching a differentiated
phenotype. Medium was replaced by Tyrode salt solution
(A—C) or sodium-free Choline-Tyrode salt solution (C).
Intracellular FMTX content was measured spectrofluometri-
cally after incubation with various concentrations of FMTX
up to 10pM for 30min (A; n=28). (B) Corresponding
Lineweaver-Burk plot. (C) Sodium-dependency of FMTX
uptake (10 pM) was tested by replacement of sodium with
choline (*P<0.001; n = 8).
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Fig. 5. Mrpl-3 activity in HPCT-1E3 cells measured as calcein
efflux inhibition. Cells were seeded at a density of 10,000 per
well, grown until they displayed a differentiated phenotype and
loaded with 3 uM CaAM over 60 min in absence or presence of
50pM MKS571 and 10 uM CsA as specific Mrp inhibitors. Mrp
efflux activity was detected as inhibitor-sensitive reduction of
the intracellular accumulation of the fluorescent hydrolysis
product calcein over time (***P<0.001; n = 8).
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Fig. 6. Increased accumulation of FMTX and [PHMTX by
inhibition of Mrpl-3-mediated export with MK571. Differ-
entiated HPCT-1E3 cells were incubated with 10uM FMTX
or 5uM [PH]JMTX in absence or presence of 50 uM MK 571 for
30min and the intracellular content was measured spectro-
fluorometrically or by liquid scintillation counting, respectively
(*P<0.05, *P<0.01; FMTX: n = 6, PHIMTX: n = 5).

proliferate in culture and rapidly lose many phenotypic
properties during the first 48 h (Follmann et al., 1990;
Guillouzo et al., 1990). Continuously growing rat and
human hepatoma cells like Fao Reuber hepatoma cells,
HepG2 and HuH7 show only a restricted endogenous
expression of transport proteins while such information
about the less established H7721, PLC/PRF/5 and
Chang liver cells is limited. For example, MDRI,
MRPI1-3 and MRP6 export activity was present and

01 0 50

[uM] verapamil

Fig. 7. Mdrl activity in HPCT-1E3 cells measured as
rhodamine 123 efflux inhibition. Mdr1-mediated efflux activity
was studied using 50 uM Rh123 as a specific substrate and 10
and 50 pM verapamil as specific inhibitor. HPCT-1E3 cells
were loaded with 50 uM Rh123 for 30 min. After 2 washing
steps with Tyrode solution, Mdr1-mediated efflux was allowed
in presence or absence of the inhibitor. Finally, the intracel-
lular Rh123 retention was measured (***P<0.001; n = 8).

inducible in the human hepatoma cell lines HuH7 and
HepG2 (Lee and Piquette-Miller, 2003) but import
carriers of the OAT and OATP families were missing
(Cui et al., 2003). In contrast to hepatocytes, Fao
Reuber and human HepG2 exhibited only a weak or
undetectable transport of methotrexate (Honscha and
Petzinger, 1999). Human hepatocellular carcinoma cells
expressed the sodium-dependent bile acid transporter
NTCP, but other transport activities were missing
(Kullak-Ublick et al., 1997). Finally, WIF-B cells, a
clone obtained by fusion of rat Fao hepatoma cells and
primary human fibroblasts, is forming bile canaliculi-
like vesicles into which fluorescein-diacetate is secreted
after intracellular hydrolysis (Ihrke ct al., 1993). These
cells have been successfully used to study the process of
polarisation, but little is known about the expression of
metabolic enzymes and drug carriers apart from the
documented presence of Mrp2 (Nies et al., 1998). This
situation prompted us to investigate the expression and
activity of import as well as export carriers for organic
anions in the hepatocytoma fusion cell line HPCT-1E3
which was already known to share a number of tissue-
specific activities with normal liver cells.

RT-PCR analysis revealed, that the expression profile
of organic anion carriers in HPCT-1E3 cell cultures was
almost identical to that of rat liver and clearly distinct
from that of kidney. More importantly, the functional
activity of the import carriers Oat2, Oatplal, Oatpla4,
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Oatp1b2, Rfc-1, and the export carriers Mrp and Mdrl
could be confirmed experimentally.

In accordance with earlier results (Buist et al., 2002),
Oatl was detected neither in HPCT-1E3 cells nor in
liver, but in kidney. The level of Oat2 expression in liver
(Sekine et al., 1998; Kobayashi et al., 2002) and kidneys
of adult male SD rats (Buist et al., 2002) is consistent
with previous findings. More importantly, HPCT-1E3
cells also showed a strong Oat2 expression. The K,
value of 44 uM for [*CJsalicylate was in the same range
(81+£19puM) as determined by Morita et al. (2001).
Furthermore, this uptake was also sensitive to probene-
cid and taurocholate. These substances were previously
identified as strong Oat2 inhibitors (Morita ¢t al., 2001).
Hepatic Oat3 expression must be discussed in the
context of gender and hormone dependency as it was
observed in male or testosterone-treated castrated
Wistar rats, but not in females and castrated males
(Kobayashi et al., 2002). Similar observations were
made in SD rats, although hepatic expression levels were
generally only moderate but high in kidney (Buist et al.,
2003). While the hepatocytes used for generation of the
HPCT-1E3 cell line were obtained from adult male
Wistar rats, its culture is carried out without supple-
mentation of male sex hormones. Hence, it is not
surprising that no Oat3 expression was detected in
HPCT-1E3 cells and it may be speculated that such Oat3
expression could be sex hormone inducible.

Oatp expression in HPCT-1E3 cells also correlated
well with that of rat liver tissue. Oatpla3 mRNA was
found at high levels in kidney but not in HPCT or liver,
while Oatplal, Oatplad and Oatplb2 mRNA was
detected in all sources, in line with previous reports
(Hagenbuch and Meier, 2004). DHEA-S is a common
substrate of Oatplal, Oatpla4 and Oatplb2 with K,
values of 5, 17 and 5pM, respectively (Cattori et al.,
2001). For the uptake of DHEA-S into HPCT-1E3 cells,
we observed a high-affinity uptake with a Kj;, of 18 uM.
The low-affinity DHEA-S uptake into HPCT cells
(estimated K., 50-300 pM) might be due to Oatpla$5,
for which a K, of 162 uM was reported (Cattori et al.,
2001). Although there are reports about low to moderate
levels in the liver, Oatpla5 expression was not investigated
here as this carrier is mainly located in the intestinal tract.
Finally, addition of 10 uM triiodothyronin (T3), inhibited
DHEA-S uptake by 25% at a substrate concentration of
200 uM. T3 binds to Oatplad with a K;,, of 5.9 uM, while
its affinity for Oatplal and Oatplb2 is lower although
absolute numbers were not reported (Cattori et al., 2001).
According to Michaelis-Menten kinetics, the inhibition of
Oatplad-mediated DHEA-S uptake by 10 uM T3 should
amount to 20% at a substrate concentration of 200 uM as
used here. In combination with the data from the RT-
PCR analysis, where Oatpla4 produced the strongest
signal, this may suggest that DHEA-S uptake in HPCT-
1E3 cells is dominated by Oatplad4, while a minor

contribution of other family members is likely. Full
elucidation of this issue would require evaluation of a
palette of subtype-specific substrates such as digoxin (Noe
et al., 1997) and others.

The third type of import carrier that we evaluated on
the functional level was the reduced folate carrier.
Again, a saturable uptake of FMTX was observed and
the K, value of 3.4 uM was in the range that can be
expected from the literature (Wong et al., 1995;
Rajgopal et al., 2001). Sodium-dependency at neutral
pH confirmed the contribution of this transporter to
FMTX uptake (Kneuer and Honscha, 2004; Honscha
and Petzinger, 1999).

Finally, mRNA expression and functional activity of
the efflux transporter families Mrp and Mdr could be
unequivocally demonstrated in HPCT-1E3 cultures. RT-
PCR analysis showed that the relative expression of
Mrpl, 2 and 3 followed the same profile as in normal rat
liver tissue with Mrp2, also known as the canalicular
multi-specific organic anion transporter (cMOAT),
being present at the highest levels (Cherrington et al.,
2002). This was confirmed by a pronounced increase in
calcein accumulation after treatment with MK 571, an
established substrate and inhibitor of rat Mrp2 (Cui et
al., 2001). Very likely, Mrp2 is also the prevailing family
member in HPCT-1E3 cells. A major contribution of
family members 4-6 to the MK 571-sensitive calcein
export observed here is unlikely. The human homo-
logues of Mrp 4 and 5 do not reduce cellular fluorescence
after treatment with calcein AM (Maserecuw ct al., 2003;
McAleer et al., 1999), and the concentration of Mrp6
RNA was at the level of detection. Moreover, calcein
efflux by Mrp6 was reported to be verapamil sensitive
(Boraldi et al.,, 2003), but an increase in cellular
fluorescence of HPCT-1E3 cells treated with 50 uM
verapamil could not be detected (not shown). This is in
agreement with a comparison of Mrp2 and Mrp6 by
Madon et al. (2000), who came to the conclusion that
Mrp6 does not play a major role in organic anion
excretion by normal rat liver.

Regarding mdrl, a basal mRNA expression and
protein activity is well known from liver, but also from
kidney (Silverman and Schrenk, 1997; Brady et al.,
2002). Although, the RT-PCR signal obtained from
HPCT-1E3 RNA was slightly stronger than that for
liver tissue, this difference alone would not justify a
classification as over-expression. Instead, it may reflect
an up-regulation in response to culture conditions as
Akazawa et al. (2002) previously reported a reduction in
Rh123 accumulation in primary hepatocytes after 3 days
of culture to approximately 500 pmol/mg protein — the
same level as observed here.

In conclusion, HPCT-1E3 cells possess, in addition to
the previously reported phenotypic and functional
properties of liver parenchyma, all liver-specific organic
anion transport systems that were investigated. This
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immortalized hepatocyte-like hybrid cell line may hence
represent a suitable in vitro model for the study of more
complex liver functions and fill the gap between
transfected tumour cells and isolated tissue. Obviously,
one could not study all known hepatic carriers, but we
aimed to include a set of import and export proteins
with broad substrate spectrum that are relevant to drug
deposition. Currently, we are successfully employing
this model to investigate the regulation of hepatic drug
transporters in vitro.
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