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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Epidemiologie der Volkskrankheit Migrane

Kopfschmerzen in ihren verschiedenen Varianten sind eine global vorkommende Be-
lastung im Alltag vieler Menschen. Sie kénnen entweder als Symptom einer anderen
Grunderkrankung oder alleine als primérer Kopfschmerz in Erscheinung treten. Die
globale Ein-Jahres-Pravalenz fiir primére Kopfschmerzen liegt bei 47%, weltweit sind
also ungefiahr 3,4 Milliarden Menschen von solchen Kopfschmerzen betroffen (Jensen
und Stovner 2008). Neben Spannungskopfschmerzen und chronischen Kopfschmerzen
gehort auch Migrane in die Kategorie der priméren Kopfschmerzen.

Migréne ist charakterisiert durch wiederholtes Auftreten von héufig einseitigen,
pulsierenden bis pochenden Schmerzen. Sie kann sich bei einigen Patienten durch eine
Prodromal- oder Migrédneauraphase ankiindigen. Ein Anfall dauert zwischen vier und
72 Stunden, die Migraneattacken werden dabei oft von einer starken Licht-, Larm-
und Geruchsempfindlichkeit sowie Ubelkeit und Erbrechen begleitet. Die Patienten
leiden unter Schmerzen von mittlerer bis starker Intensitét, unter Stress, und durch
korperliche Anstrengungen konnen diese weiter zunehmen. Die Lebenszeitpriavalenz
von Migrane liegt bei 14%, die globale Ein-Jahres-Préavalenz wird auf etwa 10% ge-
schétzt (Jensen und Stovner 2008). Frauen erkranken zwei- bis dreimal héufiger als
Ménner (Jensen und Stovner 2008). Die grofte Zahl an Migrianepatienten findet sich
in der Altersklasse von 40-50 Jahren, jedoch sind auch schon 3-8% aller Kinder im
Grundschulalter betroffen (Abu-Arefeh und Russell 1994, Sillanpaa 1976). In Afrika
und den ostlichen Mittelmeerstaaten ist die Priavalenz mit 4-7% etwas geringer als
in den westlichen Léndern und den asiatischen Staaten (Tabelle 1.1). Fiir die USA
wurde ein reziproker Zusammenhang zwischen dem Einkommen und der Prévalenz

der Migrane nachgewiesen. In der Einkommensgruppe <10.000 $ wurden 60% mehr
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Tabelle 1.1 — Mittlere Ein-Jahres-Pravalenz verschiedener Kopfschmerzen weltweit

Afrika Amerika  ostl. Mit- Europa Siid-Ost-  West-
telmeer Asien Pazifik
Alle Kopfschmerzarten 21,6 46,5 78,8 56,1 63,9 52,8
Migréane 4 10,6 6,8 14,9 10,9 10,4
Spannungskopfschmerz o0.A. 32,6 0.A. 80%* 34,8 19,7
Med.ind. Kopfschmerz  o.A. 0.A. 0.A. 1 1,2 0.A.

Mittlere Ein-Jahres-Prévalenz (in Prozent) verschiedener Kopfschmerzen bei Erwachse-
nen (18-65 Jahre), basierend auf Populationsstudien nach WHO-Regionen (WHO 2011)
0.A.: ohne Angabe, Med.ind.: Medikamenteninduzierter Kopfschmerz

*Die Diskrepanz zwischen 80% Spannungskopfschmerz und 56,1% fiir alle Kopfschmerz-
arten ist auf die Verwendung unterschiedlicher Studien fiir die Metanalyse der WHO
zuriickzufiihren.

Erkrankte gefunden als in héheren Einkommensklassen >30.000 $ (Stewart et al.
1992).

Von allen Kopfschmerzarten ist Migrédne der Hauptgrund fiir Betroffene in Eu-
ropa, sich in professionelle Behandlung zu begeben (Abbildung 1.1). Die WHO listet
Migréne unter den 20 haufigsten Krankheiten, die das Leben im Alltag behindern
(Years Lost due to Disability, YLD’s) und alleine in England summieren sich die
migrianebedingten Arbeitsausfille auf 25 Millionen Tage (Steiner et al. 2003, WHO
2001). In Deutschland werden die durch Migréine verursachten volkswirtschaftlichen
Gesamtkosten auf etwa 6,72 Mrd. Euro pro Jahr geschétzt (bei einer Préavalenz von
9,8%) (Goebel 2012). Damit liegt die gesellschaftliche Belastung durch Migréne etwa
auf einem #hnlichen Niveau wie die Belastung durch Diabetes Mellitus (Hu et al.
1999).

1.2 Die Pathophysiologie der Migrane

Migréne ist das Resultat von vaskulédren, neuronalen und biochemischen Verédnderun-
gen im zentralen Nerven- und kranialen Gefafisystem. Im Zentrum steht vermutlich
die Aktivierung des trigemino-vaskuldren Systems durch eine Vasodilatation krania-
ler Geféfte und direkter Veréinderungen an Neuronen. Der Nervus Trigeminus spielt
eine Schliisselrolle in diesem System. Er besitzt perivaskuldre Endungen an krania-
len Arterien und ist fiir die schmerzsensible Innervation der Meningen zustédndig.
Werden diese Endungen durch einen bisher unbekannten Mechanismus sensibilisiert,
schiitten sie Neurotransmitter wie Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP), Sub-

stanz P und Neurokinin A aus. Zusétzlich kommt es zu einer Freisetzung von NO aus
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Abbildung 1.1 — Anteil der verschiedenen Kopfschmerzarten an allen Arztbesuchen in
Europa infolge von Kopfschmerzen. Dargestellt sind die verschiedenen Arten von Kopf-
schmerzen, welche zu einem Arztbesuch in der Primérversorgung oder zur Vorstellung
bei einem Spezialisten fithren. Vor allem an Migréane erkrankte Patienten suchen héu-
figer einen Spezialisten auf - modifiziert nach (WHO 2011).

Endothelzellen, welches zusammen mit den freigesetzten Neurotransmittern (CGRP,
Substanz P, Neurokinin A) eine Vasodilatation der kranialen Geféfe induziert. Diese
Dilatation fiithrt zu einer mechanischen Reizung der Meningen und es kommt zu ei-
ner starken Aktivierung der bereits sensibilisierten afferenten Neuronen des Nervus
Trigeminus. Die freigesetzten Neurotransmitter konnen zudem eine Plasmaextravasa-
tion durch eine Permeabilitédtssteigerung der Gefafswiande bedingen. Die austretende
Fliissigkeit steht im Verdacht, eine neurogene aseptische Entziindung zu induzieren,
was zu einer weiteren Stimulierung der trigeminalen Nervenfasern fiithrt. Die Summe
dieser Reize projiziert iiber die trigeminalen Neurone hauptsachlich in den Nucleus
caudalis des Nucleus spinalis Nervi Trigemini. Dieser Hirnnervenkern verarbeitet die
protopathischen Reize des Nervus Trigeminus und ist die erste zentrale Station in
der Schmerzwahrnehmung bei Migraneattacken (Goadsby 2005, Goadsby et al. 2002,
Humphrey 2007).

Die pathophysiologischen Mechanismen der Migréne sind noch nicht abschlie-

Rend geklart und werden weiter erforscht. Der Vollstdndigkeit halber sei noch das
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Modell der cortical-spreading-depression als Erklarungsansatz fiir die Migraneaura
und anderer Symptome wie visuellen Beeintréchtigungen erwahnt (Silberstein 2004).
Die Wirkung der Triptane kann durch diese Modelle jedoch nicht vollstandig erklart

werden.

1.3 Historische Entwicklung der Migranetherapie

1.3.1 Ergotamin

Die erste spezifischere Behandlungsmoglichkeit, um die Beschwerden von Migréne-
patienten zu lindern, bot die Entdeckung von aus dem Mutterkornpilz gewonnenen
Alkaloiden durch den Arzt W.H. Thomson im Jahr 1884. Die Isolierung eines ein-
zelnen Alkaloids, des Ergotamins, gelang etwas spéter dem Chemiker Arthur Stoll
im Jahr 1918. Ab 1920 verkaufte die Firma Sandoz dann ein Priaparat auf Ergo-
taminbasis unter dem Namen ,Gynergen®“. Verordnet wurde es zunichst aufgrund
seiner tonussteigernden Wirkung auf die Uterusmuskulatur unter der Geburt, nach
einigen Jahren stellte man auch eine Linderung von Kopfschmerzen bei Migranepati-
enten fest (Tfelt-Hansen und Koehler 2008, Villalon und Centurion 2002). Ergotamin
ist preiswert, gut verfiighar und bis heute mit Ausnahme der Westpazifikregion und
Westeuropa ein weltweit sehr haufig eingesetztes Medikament gegen Migréane (Abbil-
dung 1.2).

Die unspezifischen Interaktionen von Ergotamin mit verschiedensten Transmit-
tersystemen des menschlichen Kérpers fiihren jedoch haufig zu starken Nebenwirkun-
gen (Silberstein 1997). Es sind Wechselwirkungen mit vielen Serotonin-, Adrenalin-
und Dopaminrezeptoren beschrieben (Dahléf und Maassen Van Den Brink 2012,
Tfelt-Hansen et al. 2000). Neben Ubelkeit und Erbrechen als hiufigste unerwiinsch-
te Wirkung kann insbesondere eine Uberdosierung oder dauerhafte Einnahme von
Ergotamin zu einer unkontrollierten Vasokonstriktion von Geféafsen iiberall im Kor-
per fiihren. Dies begiinstigt kardiale Ereignisse wie Myokardinfarkte, kann aber auch
zu Gangranen fiihren. Das Vollbild einer Vergiftung mit Mutternkornalkaloiden wird
unter dem Krankheitsbild des Ergotismus zusammengefasst (Meyler 1996, Roberto
et al. 2015). Die grofte Anzahl verschiedenster Nebenwirkungen liefs den Wunsch nach

besseren Alternativen aufkommen.
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Abbildung 1.2 — Ergotamin und Sumatriptan sind die bevorzugt eingesetzten spezifischen
Anti-Migrane Medikamente weltweit (AFR: Afrika, AMR: Amerika, EMR: &stlicher
Mittelmeerraum, EUR: Europa, SEAR: Siid-Ost-asiatischer Raum, WPR: West-Pazifik-
Region) modifiziert nach (WHO 2011).

1.3.2 Die Entdeckung des Sumatriptans und die Erforschung

der Serotoninrezeptoren

Bei der Erforschung der Migrdane stellte man frith eine Verbindung zwischen den
Schmerzen und einer Vasodilatation kranialer Geféafe her. Schon 1938 wurde ein Zu-
sammenhang zwischen Migrineattacken, Pulsationen in der Arteria temporalis super-
ficialis und der Gabe von Ergotamin zum Stoppen von Attacken publiziert (Graham
und Wolff 1938). Etwas spéater konnten Vasodilatatoren wie Alkohol als Ausloser fiir
Migréneattacken identifiziert werden (Blau 1971, Humphrey 2007). Auf Basis dieser
Beobachtungen entwickelte man in den 70er Jahren die Theorie, dass eine Vasodila-
tation kranialer Geféfse eine Attacke auslost und eine Vasokonstriktion selbiger diese
Attacken unterbrechen miisste (Humphrey 2007). In Versuchen testete man nun ver-
schiedene Substanzen auf ihre vasokonstriktorische Wirkung und die Fahigkeit, Mi-
graneattacken zu unterbrechen. Neben Ergotamin und Noradrenalin konnte auch fiir
Serotonin ein gefafiverengender Effekt nachgewiesen werden, und die Gabe von Sero-
tonin fiithrte zu einer deutlichen Verkiirzung von Migraneanfillen (Lance et al. 1967).
Zudem wurde beobachtet, dass es zu Beginn einer Migréneattacke zu einer iiber-
schieenden Freisetzung von Serotonin in den zerebralen Gefafsen kommt. Im Verlauf

eines Migraneanfalls kann dann eine Abnahme der Serotoninkonzentration im Blut
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registriert werden (Anthony et al. 1967, Curran et al. 1965). Eine Verbindung des Se-
rotonins zur Pathogenese der Migréne schien vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse
wahrscheinlich. Da Serotonin kaum die Blut-Hirn-Schranke passieren kann, machte
man vor allem seine vasokonstriktorischen Eigenschaften fiir die Wirksamkeit bei Mi-
graneattacken verantwortlich. Zentrale Effekte an Neuronen wurden ausgeschlossen
(Humphrey 2007, Kriegebaum et al. 2010). Allerdings werden Serotoninrezeptoren in
beinahe jedem Organsystem exprimiert, sodass Serotonin verschiedenste Reaktionen
im Korper beeinflusst (Hoyer et al. 1994). Um die grofe Zahl von unerwiinschten Wir-
kungen nach Gabe von Serotonin zu umgehen, suchte man ein Serotoninanalogon, das
nur die gewiinschte vasokonstriktorische Wirkung in kranialen Geféafsen entfaltet. Bis
zu diesem Zeitpunkt waren Serotoninrezeptoren weitgehend unerforscht. Man kon-
zentrierte sich daher zunéchst auf deren Klassifikation, um im Anschluss gezielt ein
Medikament entwickeln zu kénnen (Humphrey 2007).

Die Arbeitsgruppe um Patrick Humphrey entdeckte und unterschied zunéchst
drei 5 HT-Rezeptoren. Das Ziel war, ein Medikament zu entwickeln, welches selektiv
mit dem 5HT;-Rezeptor interagiert. Dieser Rezeptor schien ein geeignetes Ziel zu sein,
da man ihn nach Vorversuchen mit Methysergid, einem Partialagonisten an verschie-
denen Serotoninrezeptoren, mit einer Vasokonstriktion insbesondere in den zerebralen
Arterien in Verbindung bringen konnte (Saxena 1974). Daraufhin synthetisierte man
Sumatriptan. Es zeigte in Tierversuchen die gewiinschte selektive Wirkung auf 5HT-
Rezeptoren und hatte die erhofften vasokonstriktiven Effekte (Humphrey 2007). Auch
die im folgenden durchgefiihrten klinischen Studien verliefen zufriedenstellend und es
zeichnete sich ein deutlicher Fortschritt in der medikamentosen Therapie der Migréne
ab. Im Vergleich zu Ergotamin zeigte sich eine deutlich gesteigerte Wirksamkeit bei
giinstigerem Nebenwirkungsprofil (Glaxo, Group Research Ltd. 1991). Ab 1991 setzte
sich Sumatriptan als Referenzmedikament in der Behandlung von Migraneattacken
durch (Cady RK et al. 1991, Ensink 1991, Visser et al. 1992).

1.4 In der Migranetherapie relevante

Serotoninrezeptortypen

Insgesamt kennt man heute sieben verschiedene Serotoninrezeptoren, die sich weiter
in verschiedene Subtypen unterteilen lassen. Die fiir die Wirkung von Sumatriptan
interessante 5HT-Rezeptorgruppe setzt sich aus fiinf Subtypen (A, B, D, E und F)
zusammen und ist G-Protein gekoppelt (Hoyer et al. 1994). Werden diese Rezeptoren
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aktiviert, induzieren sie eine Inhibition der Adenylatcyclase und senken den Spiegel
von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) in Zellen (Hoyer et al. 1994).

5HTa-Rezeptoren findet man vor allem auf Neuronen, sie werden sowohl préa-
als auch postsynaptisch exprimiert. Sie sind mit Lernvorgédngen, der Regulierung
der Korpertemperatur und verschiedenen Signalweiterleitungen assoziiert. S5HT;p-
Rezeptoren sind mit den 5HTp-Rezeptoren phylogenetisch eng verwandt und bilden
zusammen mit den 5HTp-Rezeptoren die zentralen Angriffspunkte fiir die Migrane-
Therapie. Man findet beide an Basalganglien, trigeminalen Neuronen und im Ge-
fafsystem (Bonaventure et al. 1997, Hoyer et al. 1994). Der 5HTg-Rezeptor und
der 5HT p-Rezeptor werden im Hippocampus und entorhinalen Kortexarealen expri-
miert, {iber ihre Funktion ist nur wenig bekannt. Sumatriptan hat eine hohe Affinitat
zum bHT,p-Rezeptor, die Rolle dieses Rezeptors in der Migranepathophysiologie und
-therapie ist aber nicht abschliefsend gekldrt (Adham et al. 1993). Ein spezifischer
5HT p-Rezeptoragonist konnte in Versuchen Migrianeattacken unterbrechen (Gold-
stein et al. 2001). Bisher hat sich aus diesem Wissen jedoch noch kein therapeutischer
Nutzen ableiten lassen.

Fiir die Pathophysiologie der Migréne spielt die Gruppe der 5HT5-Rezeptoren
moglicherweise ebenfalls eine Rolle. Die Rezeptoren sind G4-Protein gekoppelt, die
Bindung eines Substrats fiihrt zu einer Steigerung des Ca?"-Levels in der Zelle und
aktiviert die Phospholipase C. Es werden drei Subtypen unterschieden: Wahrend der
5HTyc-Rezeptor bisher nur im ZNS nachgewiesen wurde, findet man die beiden an-
deren Rezeptoren (5HT54, op) auch in der Peripherie, beispielsweise im Geféfssystem,
im Gastrointestinaltrakt oder auf Thrombozyten (Hoyer et al. 1994).

Uber eine Aktivierung von 5HT;g-Rezeptoren und 5HT55-Rezeptoren wird die
glatte Muskulatur in Blutgefafien einiger Organsysteme zur Kontraktion gebracht
(Chester et al. 1990, Tanaka et al. 2008). Wéahrend diese Kontraktion in der Peri-
pherie eher durch 5HTss-Rezeptoren vermittelt wird, zeigen sich fiir den vasokon-
striktiven Effekt im kranialen Geféfssystem 5HT,g-Rezeptoren hauptverantwortlich
(Connor et al. 1989, Hargreaves und Shepheard 1999, Nilsson et al. 1999). Die 5HT4-
Rezeptoren scheinen im kranialen Gefafssystem hingegen durch eine Freisetzung von
NO eine Vasodilatation zu bewirken. Fiir 5HTg-Rezeptoren wurde ein dhnlicher Ef-
fekt nachgewiesen (Schmuck et al. 1996, Srikiatkhachorn et al. 2002). Die Verbindung
zwischen den einzelnen Rezeptoren, der Pathophysiologie der Migrdane und dem Ein-
fluss der Rezeptoren auf den Gefafidurchmesser ist nicht endgiiltig geklért. Nur die
Bedeutung der 5HTp, ip-Rezeptoren als Wirkort der Triptane in der Migréanethera-
pie gilt als gesichert.
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Die Serotoninrezeptoren der 5HT3 bis 5SHT;-Gruppe sind ebenfalls im zentralen
Nervensystem, aber auch peripher im Gastrointestinaltrakt, in Thrombozyten und
glatter Muskulatur zu finden. Mit ihnen werden verschiedenste Effekte wie zum Bei-
spiel eine Bronchokonstriktion, eine Thrombozytenaggregation, die Regulation des
Tag-Nacht-Rhythmus oder eine Beschleunigung der Herzfrequenz in Verbindung ge-
bracht (Barnes und Sharp 1999). Eine Verbindung zwischen diesen Rezeptoren mit

den Pathomechanismen der Migréne konnte bisher nicht hergestellt werden.

1.5 Behandlung von Migrane mit Sumatriptan

Sumatriptan ist ein spezifischer 5HT,5/5HTp/5HT p-Agonist, es kam 1993 unter
dem Handelsnamen ,Imigran®“ auf den deutschen Markt. Trotz des zunéchst ho-
hen Preises setzte es sich schnell wegen seiner auferordentlich guten Wirksamkeit im
Vergleich zu bis dato bekannten Migranetherapeutika durch (Spiegel 1993). Bis Suma-
triptan erhéltlich war, standen neben Ergotamin und Prophylaktika wie Methysergid
nur unspezifische Schmerzmitteln wie Aspirin, Naproxen und andere nicht-steroidale
Antirheumatika fiir die Therapie der Migrane zur Verfiigung. Diese Schmerzmittel
bilden nach wie vor eine wichtige Séule in der Migrdnetherapie, ihre Wirkung ist
aber nicht immer zufriedenstellend und die Gabe dieser Medikamente teilweise mit
unerwiinschten Nebenwirkungen behaftet (Damen et al. 2005, Lipton et al. 2004,
Tfelt-Hansen 2008). Triptane gewinnen daher in der medikamentosen Therapie der
Migrédne immer stirker an Bedeutung (Abbildung 1.3).

Sumatriptan basiert wie auch Serotonin auf einer Indolringstruktur (Abbildung
1.4). Die Rezeptorselektivitat des Sumatriptans fiir 56HT -, 5SHT p- und 5HT p—Re-
zeptoren wird vor allem auf den Rest an Position 5 des Indolrings zuriickgefiihrt
(Wang et al. 2013). Nach wie vor ist der exakte Wirkmechanismus von Sumatriptan
nicht bekannt. Zum einen kommt es zu einer durch den 5HTg-Rezeptor vermittelten
Vasokonstriktion an kranialen Blutgefafen (Hamel 1999). Die Vasokonstriktion redu-
ziert vermutlich den Reiz, der durch die Dilatation der kranialen Blutgefafse auf die
Meningen entsteht. Zum anderen wird wahrscheinlich die Freisetzung von vasoaktiven
Transmittern wie CGRP, Substanz P und Neurokinin A aus trigeminalen Neuronen
durch Interaktion von Sumatriptan mit dem 5HTp- und dem 5HT;p-Rezeptor redu-
ziert. (Cady und Schreiber 2006, Goldstein et al. 2001, Williamson und Hargreaves
2001). Insbesondere die Hemmung der Freisetzung von CGRP scheint ein wichtiger
Mechanismus fiir die Unterbrechung einer Migrianeattacke zu sein (Arulmani et al.
2004, Olesen et al. 2004).
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Abbildung 1.3 — Dargestellt ist die Gesamtverordnung von Migrénetherapeutika nach
definierten Tagesdosen in Mio. DDD (Defined Daily Doses). Wahrend seit 2004 zu-
nehmend mehr Triptane verschrieben werden, verlieren alternative Medikamente zur
Behandlung von Migrine an Bedeutung - modifiziert nach (Giinther 2014).

Sumatriptan kann zudem die Expression von c-fos, einem Immediate Early Gene,
welches nach einem Reiz des Nervus Trigeminus in Neuronen des Nucleus caudalis im
Nucleus spinalis Nervi Trigemini verstarkt exprimiert wird, wieder herunterregulieren
(Hoskin et al. 1996). Das Gen wird im Zusammenhang mit nozizeptiver Wahrneh-
mung gesehen und auch als neuronaler Marker fiir Schmerzempfinden genutzt (Harris
1998, Mitsikostas und Sanchez del Rio 2001).

Diskutiert wird auferdem eine direkte Inhibition oder zumindest Beeinflussung
von C- und Ad-meningealen Nozizeptoren des Nervus Trigeminus durch Sumatriptan
(Burstein et al. 2005). Ob Sumatriptan jedoch die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden
kann, um direkt inhibitorisch an entsprechenden neuronalen Rezeptoren zu wirken,
ist nicht abschlieffend geklart. In fritheren Versuchen konnte ein zentraler Effekt an
Neuronen nur nach Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke gezeigt werden, bei Migré-
neanfillen bleibt diese jedoch intakt (Kaube et al. 1993, Tfelt-Hansen 2010). Zwar
kénnen Sumatriptan und Triptane der 2. Generation wie Eletriptan oder Zolmitrip-
tan nach intravenoser Applikation ohne vorherige Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke
im zentralen Nervensystem von Ratten nachgewiesen werden, doch nur die Tripta-
ne der 2. Generation zeigen dort auch serotonerge Effekte (Johnson et al. 2001). Die
Autoren der Studie vermuten, dass Sumatriptan ebenfalls iiber die Blut-Hirn-Schran-

ke gelangt, jedoch aufgrund seiner im Vergleich zu anderen Triptanen schwicheren
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Affinitdt zu 5HT - und 5HTp-Rezeptoren keine in vitro messbaren serotonergen
Effekte zeigt. Bisher ist daher nur das hdufigere Auftreten von ZNS-Nebenwirkungen
nach Gabe von Sumatriptan im Vergleich zu Placebo-Préaparaten ein indirekter Be-
leg fiir zentrale Effekte von Sumatriptan in vivo (Ferrari et al. 2002). Letztendlich
scheint die Wirkung von Sumatriptan bei einer Migraneattacke auf eine Kombination

aus neuronalen und vaskularen Effekten zuriickzufiithren zu sein.

Abbildung 1.4 — Strukturformel von Sumatriptan (GlaxoSmithKline Inc. 2014b)

1.5.1 Pharmakokinetik, Nebenwirkungen und

Kontraindikationen von Sumatriptan

Wegen seiner schlechten oralen Bioverfiigbarkeit von weniger als 15% (Lacey et al.
1995) wurde Sumatriptan zunéchst nur als Medikament zur subkutanen Injektion ver-
ordnet. Mittlerweile ist es auch als Tablette und Nasenspray zugelassen, kostengiinstig
erhéltlich und das am héufigsten verschriebene Triptan in Deutschland (Abbildung
1.5).

Nach Applikation von Sumatriptan sind bis zu 70% der Patienten innerhalb von
2 Stunden schmerzfrei. Nach der oralen Einnahme von Sumatriptan werden 70%
der maximalen Plasmakonzentration innerhalb von 45 Minuten und die maximale
Plasmakonzentration nach 0,5-2 Stunden erreicht. Die Halbwertszeit liegt bei etwa
1,5-2 Stunden. Nach oraler Gabe von 100 mg Sumatriptan findet man im Korper
eine maximale Plasmakonzentration von 50-100 pg/l. Bis zu einer oralen Dosis von
400 mg nimmt die maximale Plasmakonzentration (Cp,.x) und die Area Under the
Curve (AUC) in Abhéngigkeit von der gegebenen Dosis linear zu. Zwischen 14% und
17% des Sumatriptans bindet im Gefafssystem an Plasmaproteine und das mittlere
Verteilungsvolumen liegt bei 170 Litern (Lacey et al. 1995, Rapoport und Tepper
2001). Sumatriptan wird durch die Monoaminooxidase-A zu seinem Indolessigséure-

Analogon metabolisiert (Dixon et al. 1994). Der Metabolit wird entweder als freie
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Abbildung 1.5 — Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Tagesdosis (daily drug dose,
DDD) der haufigsten im Jahr 2012 und 2013 verordneten Triptane an der Gesamtsumme
aller hier aufgefithrten Triptane in Deutschland - modifiziert nach (Giinther 2014)

Saure oder als Glukuronidkonjugat iiber den Urin und die Galle ausgeschieden. Die
Metabolite haben keine bekannte Aktivitdt an 5HT-Rezeptoren (Fowler et al. 1991).

Aufgrund der vasokonstriktiven Eigenschaften ist die Gabe von Sumatriptan
bei Patienten mit ischdmischen Herzerkrankungen sowie Schlaganfillen oder transi-
enten ischdmischen Attacken in der Anamnese kontraindiziert, des Weiteren sollte
Sumatriptan nicht zusammen mit Monoaminooxidasehemmern oder Ergotaminde-
rivaten eingenommen werden. Haufige beobachtete unerwiinschte Nebenwirkungen
sind Schwindel, Schléfrigkeit, Sensibilitdtsstorungen und ein der Angina pectoris &hn-
liches Engegefiihl in der Brust (GlaxoSmithKline Inc. 2014b). Fiir die Wirkung des
Sumatriptans und auch der anderen Triptane ist das schnelle Erreichen eines ho-
hen Plasmaspiegels wichtig. Gelingt das nicht, ist die Wirksamkeit von Triptanen
eingeschrinkt (Dodick 2005).

1.5.2 Metabolisierung und Transport von Sumatriptan

Die niedrige orale Bioverfiigbarkeit von Sumatriptan ist einer der Schwachpunkte
dieses Medikaments. Das Problem der geringen oralen Bioverfiigbarkeit ist aber nicht
oder nicht ausschlieflich in einer schlechten Resorption begriindet. Nach oraler Ga-

be findet man sehr hohe Konzentrationen des Indolessigsdure-Metaboliten in Plasma
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und Urin (Humphrey et al. 1991, Lacey et al. 1995) und nur 9% der verabreichten
Dosis werden unverdndert mit dem Stuhl ausgeschieden (Fowler et al. 1991). Das
ldasst darauf schliefsen, dass Sumatriptan einem starken First-Pass-Effekt durch Me-
tabolisierung in der Leber und dem Magen-Darm-Trakt unterliegt.

Sumatriptan ist eine schwache Base. Es existiert eine protonierte und eine un-
protonierte Form des Molekiils. Die unprotonierte Form kann begrenzt per Diffusion
die Membran von Zellen wie beispielsweise Hepatozyten durchdringen. Der pKS-Wert
von Sumatriptan wird auf tiber 8,9 geschitzt (8,9 ADMET-Predictor, 9,54 Marvin
view), damit liegt es bei physiologischem pH-Wert (7,4) zu 96,8% in seiner protonier-
ten Form vor (nach Henderson-Hasselbalch-Gleichung: pH 7,4; pKs 8,9). Zudem ist
Sumatriptan mit einem logD-Wert von -1,3 (Ferrari et al. 2002) (ADMET-Predictor:
-1,2 bei pKS-Wert 9,54) ein eher hydrophiles Molekiil. Um in gréferen Mengen in He-
patozyten zu gelangen, muss es einen Transportmechanismus in die Zelle geben. Gela-
dene hydrophile Molekiile kénnen Zellmembranen kaum durchdringen. Eine wichtige
bekannte Transportergruppe um Substrate mit diesen Figenschaften zu transportie-
ren ist die Familie der organischen Kationentransporter. Auf der sinusoidalen Seite
der Hepatozyten ist der organische Kationentransporter OCT1 der am starksten ex-
primierte Transporter dieser Familie. (Hilgendorf et al. 2007, Schaefer et al. 2012,
Tzvetkov et al. 2013).

1.6 Triptane der zweiten Generation

Im Laufe der Zeit wurden weitere Triptane mit verdnderten pharmakokinetischen
Eigenschaften auf den Markt gebracht. Heute sind in Deutschland neben Sumatrip-
tan die Triptane Almotriptan, Eletriptan, Frovatriptan, Naratriptan, Rizatriptan und
Zolmitriptan erhaltlich. Die Grundstruktur auf Basis des Indolrings ist allen Tripta-
nen gemein, die Unterschiede liegen in den Restgruppen an Position 3’ und 5’ des
Indolrings. Im Bezug auf die pharmakologische Wirkung verhalten sich alle Triptane
sehr dhnlich, die Unterschiede zwischen den einzelnen Vertretern dieser Gruppe sind
eher gering und bei weitem nicht so ausgepriagt wie in anderen Medikamentengrup-
pen.

Etwa sieben Jahre nach der Einfiihrung von Sumatriptan 1993 war Zolmitriptan
auf dem deutschen Markt erhéltlich (Abbildung 1.6). Die orale Bioverfiigharkeit liegt
bei 40% - 48% und ist somit gegeniiber der orale Bioverfiigharkeit von Sumatriptan
deutlich erhéht. Zolmitriptan ist lipophiler als Sumatriptan, das Ansprechverhalten
aber dhnlich. Auch bei Zolmitriptan sind 62% bis 67% der Patienten zwei Stunden
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nach der Einnahme schmerzfrei. Hervorzuheben ist das dauerhaft gute Ansprech-
verhalten bei Patienten, die mit Zolmitriptan {iber einen langen Zeitraum immer
wieder eine Verbesserung ihrer Kopfschmerzen erreichen konnten. Nach Gabe von
Zolmitriptan findet man drei verschiedene Metabolite im Plasma, von denen nur das
N-Desmethyl-Zolmitriptan Aktivitdt an Serotonin-Rezeptoren zeigt. Die Metaboli-
sierung wird von Cytochrom P-450 (CYP) Enzymen und der Monoaminooxidase-A
katalysiert. (Dixon und Warrander 1997, Rapoport und Tepper 2001).

Abbildung 1.6 — Strukturformel von Zolmitriptan (AstraZeneca Canada Inc. 2014)

Naratriptan kam zwei Monate nach Zolmitriptan auf den Markt (Abbildung 1.7).
Die Bioverfiigbarkeit liegt mit 74% bei Frauen um elf Prozentpunkte hoher als bei
Ménnern (63%). Naratriptan ist lipophiler als Sumatriptan und besitzt mit fiinf bis
sechs Stunden eine vergleichsweise lange Halbwertszeit. Von allen Triptanen hat es
die geringsten Nebenwirkungen, spricht aber auch am langsamsten an. Nach zwei
Stunden sind 48% der Patienten beschwerdefrei, erst nach vier Stunden sind bei 66%
der Patienten die Migridneattacken beendet. Bis zu 50% des Naratriptans wird un-
verandert tiber die Nieren ausgeschieden, etwa 30% werden zuvor durch verschiedene
CYP-Enzyme der Leber verstoffwechselt. Es kann im Gegensatz zu anderen Triptanen
wie Sumatriptan oder Zolmitriptan zusammen mit Monoaminooxidase-A Inhibitoren
gegeben werden (Christensen et al. 2001, Dulli 1999).

Abbildung 1.7 — Strukturformel von Naratriptan (GlaxoSmithKline Inc. 2014a)
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Ein Jahr spater (1998) war Rizatriptan erhéltlich (Abbildung 1.8). Die orale
Bioverfiigbarkeit ist mit 45% &hnlich wie bei Zolmitriptan. Nach zwei Stunden sind
zwischen 67% und 77% der Migrane-Patienten schmerzfrei. Die Wahrscheinlichkeit
nach Gabe eines Triptans auch iiber ein 2-Stunden-Intervall hinaus schmerzfrei zu
bleiben, ist bei Rizatriptan am grofiten. Von allen Triptanen hat es insgesamt das

schnellste Ansprechverhalten (Vyas et al. 2000).

Abbildung 1.8 — Strukturformel von Rizatriptan (Merck Canada Inc. 2013)

Almotriptan war ab dem Jahr 2001 verfiighar. Es hat mit 70% - 80% die hochs-
te orale Bioverfiigharkeit und mit 57% - 65% Schmerzfreiheit zwei Stunden nach
Einnahme ein dhnliches Ansprechverhalten wie Sumatriptan. Es wird sowohl iiber
die Nieren als auch die Leber ausgeschieden, in der es durch CYP-3A4 und die
Monoaminooxidase-A metabolisiert wird (McEnroe und Fleishaker 2005).

Als bisher letzte Triptane kamen Eletriptan und Frovatriptan auf den Markt.
Eletriptan hat eine Bioverfiigharkeit von 50% und eine Halbwertszeit von 3,6 — 5,5
Stunden (Abbildung 1.9). Es ist das lipophilste aller Triptane und wird vor allem
durch CYP-3A4 abgebaut. Frovatriptan hat mit 24% - 30% eine eher schlechte orale
Bioverfiigbarkeit und mit 26 Stunden eine sehr lange Halbwertszeit. In der Leber
wird es durch CYP-1A2 metabolisiert. Das Ansprechverhalten ist vergleichbar mit
dem von Naratriptan, auch bei Frovatriptan sind erst nach vier Stunden 60% der
Patienten schmerzfrei (Balbisi 2006, Milton et al. 2002, Rapoport und Tepper 2001).

CH
o, 0 [

Abbildung 1.9 — Strukturformel von Eletriptan (Pfizer Canada Inc. 2013)
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1.7 Der organische Kationentransporter OCT1

Der organische Kationentransporter 1 gehort zur Gruppe der polyspezifischen Solute
Carrier der Familie 22 (SLC22) und wird vor allem in der sinusoidalen Membran
humaner Hepatozyten exprimiert (Hilgendorf et al. 2007, Nies et al. 2009, Zhang
et al. 1997). OCT1 vermittelt den bidirektionalen Transport kleinerer hydrophiler
endogener und exogener Substanzen bis zu einem Volumen von 500 A3 (Hendrickx
et al. 2013). Die molekulare Grofe einer Substanz ist dabei ein entscheidender Faktor
fiir einen OCT1-vermittelten Transport.

Exprimiert wird der OCT1 im Menschen vor allem in der Leber (Nies et al.
2009, Zhang et al. 1997), dariiber hinaus wurden geringere Mengen OCT1-mRNA
in der Niere und im Intestinum nachgewiesen (Drozdzik et al. 2014, Tzvetkov et al.
2009). Wie alle Transporter aus der SLC22-Familie setzt sich auch der OCT1 aus
12 o-helikalen transmembrandren Doménen (TMD) zusammen (Abbildung 1.10).
Zwischen den ersten beiden TMDs existiert eine extrazellulare Schleife mit 3 N-Gly-
kosylierungsstellen. Zwischen der 6. und 7. TMD liegt eine grofse intrazellulare phos-
phorylierte Schleife. Sowohl das N- als auch das C-terminale Ende liegen intrazellular
(Gorboulev et al. 1997, Zhang et al. 1997). Die extrazelluldre Schleife beeinflusst die
Oligomerisierung und korrekte Lokalisation des OCT1 in der Zellmembran (Keller
et al. 2011).

Die treibende Kraft fiir organische Kationentransporter wie den OCT1 ist der
Konzentrationsgradient des Substrats und das Transmembranpotential iiber der Zel-
le. Aufgrund des negativen Zellpotentials werden Kationen bevorzugt in die Zelle
transportiert (Koepsell et al. 2007). Damit ist der OCT1 in erster Linie ein Auf-
nahmetransporter, grundséatzlich kann der OCT1 aber auch als Effluxtransporter
agieren. Natrium- und Chloridionen haben keinen Einfluss auf die Transportleistung
des OCT1, vermutlich spielt auch der Protonengradient keine Rolle. Eine spezifische
Substratbindestelle scheint es nicht zu geben, vielmehr sind unterschiedliche, aber
teilweise tiberlappende Substraterkennungsstellen fiir das Andocken von Substraten
vorhanden (Koepsell 2011). Nachgewiesen ist ein Transport durch den OCT1 fiir
die Toxine MPP" und TEA", Vitamin B1 und klinisch relevante Medikamente wie
Metformin, Aciclovir und Ganciclovir, Morphin, Ranitidin, Tiotropium, Tramadol,
Debrisoquin und Amisulprid (Koepsell et al. 2007, Takeda et al. 2002, Tzvetkov et al.
2013, 2011, Zhang et al. 1997).

Der Transport von Substraten des OCT1 kann gehemmt werden. Eine starke po-
sitive Ladung und lipophile Eigenschaften scheinen dabei die wichtigsten Merkmale
fiir eine inhibitorische Wirkung von Substanzen am OCT1 zu sein (Ahlin et al. 2008,
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Abbildung 1.10 — Sekundérstruktur des organischen Kationentransporters OCT1. Far-
big markiert sind die Lokalisationen von Aminosiureverinderungen, die zu Anderun-
gen in der Aktivitdt des OCT1 fiihren: Substratspezifischer Aktivitdtsverlust - orange,
teilweiser substratunabhingiger Aktivitatsverlust - rot, volliger substratunabhéngiger
Aktivitatsverlust - dunkelrot, Zunahme der Transportaktivitit - griin (Seitz et al. 2015).

Hendrickx et al. 2013). Ein hohes Dipolmoment und viele Wasserstoffbriickenbindun-
gen sind hingegen negativ mit der Wahrscheinlichkeit, den Transport von Substanzen
via OCT1 zu inhibieren, korreliert. Viele der inhibierenden Substanzen werden selbst
nur schlecht oder gar nicht transportiert. Beispielhaft konnen hier NMDA-Rezeptor
Antagonisten wie Ketamin und Memantin, der Ca?"-Kanalblocker Verapamil oder
auch antivirale Medikamente wie Aquinavir und Ritonavir genannt werden (Ahlin
et al. 2008, Koepsell et al. 2007).

Im Menschen liegt das fiir den OCT1 kodierende Gen (SLC22A1) auf Chromo-
som 6, es enthélt 11 Exons und 10 Introns. Im SLC22A1-Gen ist eine grofe Zahl
von Polymorphismen bekannt, von denen einige zu einer Aminosaurendeletion oder
dem Austausch einer Aminosaure fithren. Als Folge kann die Affinitdt des OCT1
zu Substraten beeinflusst werden, eine Verdnderung der Transportaktivitit ist eben-
falls moglich. Bei den Allelen OCT1*5, OCT1*6, OCT1*12, OCT1*14 und OCT1*15
wird der OCT1 zwar exprimiert, jedoch ist der intrazelluldare Transport des OCT1 ge-
stort und der Transporter ist nicht in der Zellmembran lokalisiert (Kerb et al. 2002,
Seitz et al. 2015). Die héaufigste weltweit verbreitete loss-of-function-Variante des
OCT1 ist OCT1*2, diese ist durch eine Met420-Deletion charakterisiert. Andere hiu-
fige Polymorphismen sind Aminosduresubstitutionen wie beispielsweise Arg61Cys,
Gly465Arg, Ser14Phe oder Gly401Ser (Tabelle 1.2). In der européischen Bevolkerung
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tragen etwa 53% zwei aktive OCT1-Allele. Weitere 38% sind heterozygote Trager
mit nur einem als funktionsfahig klassifiziertem Allel und 8% der Européer besitzen
kein aktives OCT1-Allel (Kerb et al. 2002, Seitz et al. 2015, Tzvetkov et al. 2012).
Ein Verlust der OCT1-Aktivitiat wird mit einer verminderten Aufnahme von Medika-
menten in die Leber und einer dadurch verdnderten Metabolisierung in Verbindung
gebracht (Shu et al. 2007, Tzvetkov et al. 2013, 2012, 2011).

Tabelle 1.2 — Ubersicht der Allele des organischen Kationentransporters OCT1

Ubersicht der bekannten Polymorphismen des organischen Kationentransporters OCT1.
Gezeigt sind 16 major- und 14 sub-Allele, sortiert nach ihrer weltweiten Haufigkeit.
Gelb gefiarbt sind Polymorphismen mit einem Einfluss auf die OCT1-Aktivitit, weifs
geférbt sind Polymorphismen ohne Einfluss auf die OCT1-Aktivitat (Seitz et al. 2015).

Fiir verschiedene klinisch relevante Medikamente wurden bereits die Effekte von
Varianten des OCT1 auf die pharmakologischen Parameter der Medikamente unter-
sucht. Fiir das Biguanid Metformin konnte ein Zusammenhang zwischen der OCT1-
Aktivitat und der Pharmakodynamik in vitro, im Mausmodell und in klinischen Stu-

dien an gesunden Probanden gezeigt werden (Shu et al. 2007, Wang et al. 2002).
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OCT1-iberexprimierenden Zelllininen akkumulieren gegeniiber Zellen ohne iiberex-
primiertem OCT1 deutlich mehr Metformin iiber einen bestimmten Inkubationszeit-
raum. Wahrend in Mausen mit zwei aktiven OCT1-Allelen die Plasmaglukoselevel
nach Metformingabe reduziert sind, bleiben die niichtern gemessenen Plasmagluko-
selevel in Mausen mit zwei defekten OCT1-Allelen auch nach Metformingabe unver-
andert (Shu et al. 2007). In gesunden Probanden mit defekten Varianten des OCT1
werden nach einem oralen Glukosetoleranztest und Metformingabe signifikant hohere
Plasmaglukoselevel gemessen als in einer Kontrollgruppe mit zwei als funktionsfahig
klassifizierten OCT1-Allelen. Der OCT1 spielt damit eine wichtige Rolle in der the-
rapeutischen Wirksamkeit von Metformin.

Auch die hepatozellulare Aufnahme von Morphin ist OCT1-abhéngig und bei
loss-of-function-Varianten des OCT1 vermindert (Fukuda et al. 2013, Tzvetkov et al.
2013). Damit ist die Metabolisierung von Morphin verlangsamt und die Clearance von
Morphin erniedrigt. Als Folge akkumuliert Morphin im Blut, und es kénnen erhohte

Morphinplasmaspiegel nachgewiesen werden.

1.8 Andere organische Kationentransporter in der

menschlichen Leber

Neben dem OCT1 finden sich in Hepatozyten noch zwei weitere genetisch eng ver-
wandte Kationentransporter: Die organischen Kationentransporter OCT2 und OCT3.
Mit 551 Aminosauren ist der OCT3 der kleinste der organischen Kationentranspor-
ter. Seine Aminoséuresequenz stimmt zu 48% mit der des OCT1 tiberein (Jonker und
Schinkel 2004). Wahrend OCT1 und OCT2 vor allem in exkretorischen Organen zu
finden sind, wird der OCT3 auch in anderen Organsystemem exprimiert. Er wurde
bisher beispielsweise im Gehirn, im Herz, in der Leber, auferdem in der Aorta, dem
Skelettmuskeln und auch der Lunge nachgewiesen. Im Vergleich zum OCT1 ist der
OCT3 in der Leber etwa zehnfach geringer exprimiert (Ahlin et al. 2008, Hilgendorf
et al. 2007, Tzvetkov et al. 2013). Der OCT2 wird nicht in der Leber exprimiert
(Tzvetkov et al. 2013).

In geringerem Mafse kénnen in Hepatozyten noch weitere organische Kationen-
transporter nachgewiesen werden. Zur selben Familie wie der OCT1 gehoren die or-
ganischen Kationen- und Carnitintransporter OCTN1 und OCTN2. Neben der Leber
werden diese Transporter in vielen weiteren Organsystemen exprimiert, beispielswei-
se in Nierengewebe oder Skelettmuskelzellen (Koepsell et al. 2007, Tzvetkov et al.
2013). Eine andere Familie (SLC47) wird von den Protonen-Kationen-Antiportern
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MATE1 und MATE2K gebildet. Diese Transporter sind jedoch auf der kanalikuléren
Seite der Hepatozyten lokalisiert und haben keinen Einfluss auf die Aufnahme von
Substanzen auf der sinusoidalen Seite der Hepatozyten (Otsuka et al. 2005, Tzvetkov
et al. 2013).

Die organischen Kationentransporter unterscheiden sich im Bezug auf ihre Affi-
nitit zu verschiedenen Substanzen. Einige wenige Substrate wie MPP' werden von
allen organischen Kationentransportern dhnlich gut transportiert, die Mehrheit der
Substrate bindet aber unterschiedlich stark an die verschiedenen Transporter. So
zeigt der OCT3 im Vergleich zum OCT1 beispielsweise eine hohere Affinitat zu Epi-
nephrin und Histamin (Amphoux et al. 2006). Andere Substanzen wie Serotonin
oder Dopamin werden hingegen durch den OCT1 besser transportiert (Busch et al.
1996, Koepsell et al. 2007, Wu et al. 1998). Unter Beriicksichtigung der verschiede-
ne Expressionsmuster, der maximalen Transportkapazitat und der Substrataffinitét
muss daher fiir jeden dieser Kationentransporter die Relevanz des Transporters fiir
den Transport von verschiedenen Substanzen in der Leber betrachtet und bewertet

werden.

1.9 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Sumatriptan einem Transport durch den organi-
schen Kationentransporter OCT1 unterliegt. Dafiir wurden in-vitro-Experimente mit
OCT1 iiberexprimierenden Zellen und priméren humanen Hepatozyten durchgefiihrt.
Es wurde die Zeit- und die Konzentrationsabhéngigkeit eines OCT1-vermittelten
Transports untersucht und mit dem Transport durch den ebenfalls in der Leber expri-
mierten organischen Kationentransporter OCT3 verglichen. Des Weiteren wurde die
Abhéngigkeit des OCT1-vermittelten Transports von verschiedenen Polymorphismen
des OCT1 und die Inhibition des Transports durch verschiedene Medikamente ermit-
telt. Der Transport von Sumatriptan und die Inhibition der zellularen Aufnahme von
MPP" durch Sumatriptan wurden jeweils mit dem Transport und der Inhibition der

zellularen Aufnahme von MPP™ mit einer Auswahl anderer Triptane verglichen.
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Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2.1 — Geréte

Geréate

Hersteller

API4000 Tandem Mass Spectrometer
arium® pro VF

Biofuge fresco

Biofuge pico

Centrifuge 5810 R

CO2-Inkubator BBD 6220

Feinwaage

Fresco 17

HPLC-Anlage

Liquid Scintillation Counter Beckman LS5000TD
Membran-Vakuumpumpe

Microskop Axiovert 40 CFL

MS2 Minishaker-Vortexer
Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager-Strecktisch OTS 40
Photometer Tecan Ultra Microplate Reader
Sterilbank Clean Air type DFL/REC4 KL2A
Wasserbad GFL 1083

20

Applied Biosystems, Darmstadt
Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Perkin Elmer, Waltham, MA, USS
Beckman Coulter, Krefeld
Vacuubrand, Wertheim

Zeiss, Jena

IKA, Staufen

Schiitt, Goéttingen

Medite, Burgdorf

TECAN, Crailsheim

Mahl, Trendelburg

Schiitt, Goéttingen
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Tabelle 2.2 — Reagenzien und Medien

Reagenzien und Medien

Lieferant /Hersteller

3H-markiertes Methylphenylpyridinium
Acetonitril

Ameisensidure 100%

Amitriptylin

Aquasafe 500+ liquid scintillator
Bichinolindicarbonséure (BCA)
Bisoprolol

Cryopreserved Hepatocyte Plating Medium (CHPM)
Cryopreserved Hepatocyte Recovery Medium (CHRM)

Desipramin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Domperidon

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Eletriptan

Fetal Calf Serum (FCS)

Flunarizin

Gabapentin

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Hydroxyethylpiperazinethansulfonsidure (HEPES)

Kupfersulfat

Methanol

Metoclopramid

Metoprolol

Naratriptan
Natriumdodecylsulfat (SDS)
PAMPA-Platten
Phosphate-buffered saline (PBS)
Penicillin /Streptomycin-Losung
Poly-D-Lysin Hydrobromid

Hartmann Analytic, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Zinsser Analytics, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstad
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DB Biosciences

AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Propranolol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rizatriptan Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sumatriptan Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau-Losung (0,4%) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypsin Life Technologies, Darmstadt
Zolmitripan Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tabelle 2.3 — Zelllinien
Zelllinie Bezug/Lieferant

HEK293 T-REx™ Zellen iiberexprimierend OCT1 *1 (Wild- (Saadatmand et al. 2012)

typ), *3, *4, *5, *6

HEK293 T-REx™ Zellen iiberexprimierend OCT1 *2, *7, *9,  (Seitz et al. 2015)

*10, *11, *12, *13, *14, *15

primére humane Hepatozyten (Lot# Hu 8117)

Life Technologies, Darmstadt
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Tabelle 2.4 — Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Lieferant /Hersteller

50-ml-Zentrifugenréhrchen
5-ml-Zentrifugenréhrchen

96-Well Costar® UV Platten

Glas Pasteur Pipetten 230 mm
Gewebekulturflaschen 75 ¢cm?

12-Well-Platten Nunc™ Zellkultur-Multischa-
len

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 1000 nl)
Reagiergeféafse 1,5 ml und 2 ml

Sterile Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Vorsdule Phenomenex SecurityGuard Standard
Vorséule (C18, ODS, 4x2 mm, KJO-4282)
Hauptsdule Brownlee SPP RP-Amide Saule
(4.6x100 mm, 2.7 nm Partikel-Grofe)

Beckman, Miinchen

Beckman, Miinchen

Corning, New York, USA

WU, Mainz

Sarstedt, Niimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Phenomenex, Aschaffenburg

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Tabelle 2.5 — Software

Software

Lieferant /Hersteller

ADMET Predictor Software 4.0

Analyst® Version 1.4.2

IBM SPSS Statistics Version 22

OpenOffice 3.5
SigmaPlot 12
XFlour4 Software

Simulations Plus, Lancaster, CA, USA
Applied Biosystems, Darmstadt

SPSS Inc., IBM, Chicago, IL, USA
Freeware/LGPL v3, Apache Lizenz Version 2.0

Systath, Erkrath
Tecan, Crailsheim

Tabelle 2.6 — Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer /Losung Bestandteile Konzentration/Verhéltnis
HBSS™ HBSS
HEPES (pH 7,4) 10 mM
Lysislosung Acetonitril 80%
H,O 20%
Sumatriptan-d6 10 ng/ml
RIPA-Puffer Tris-HCl 50 mM
NP-40 (Nonoxinol 40) 1%
Natrium-Desoxycholat 0,25%
Natrium-Chlorid 150 mM
EDTA 1 mM
Phosphate-buffered saline Natrium-Chlorid 8,0 g/1
Kalium-Chlorid 0,2 g/1
Dinatriumhydrogenphosphat 1,42 g/1
Kaliumdihydrogenphosphat 0,27 g/1

Verwendete Abkiirzungen: HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), HEPES (Hydroxyethylpipe-
razinethansulfonsiure), RIPA (Radioimmunoprecipitation assay), EDTA (Ethylendiamintetraessig-
séure), PBS (Phosphatgepufferte Salzlgsung)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung der Zellen

Fiir die Vorbereitung der Versuche wurden HEK293-Zellen in 75-cm?-Gewebekultur-
flaschen kultiviert. Als Medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
verwendet, welches mit 10% Fetal Calf Serum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin
versetzt war. Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 °C in einer Atmosphére
von 95% Umgebungsluft und 5% CO, bei einer Luftfeuchtigkeit von 95% im Inkubator
geziichtet. Zweimal pro Woche wurden die Zellen bei einer Konfluenz von etwa 80%
im Verhéltnis von 1:6 bis 1:2 gesplittet. Dazu wurden die Zellen nach Entfernung des
alten Mediums vom Gewebekulturflaschenboden mit 12 ml Medium abgewaschen.
Anschliefsend wurden je nach gewiinschtem Splitverhéltnis und geplantem Experi-
ment 2 bis 6 ml der Zellsuspension in neue und mit 15 ml frischem Medium befiillte
Zellkulturflaschen iiberfiihrt.

2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen in einer Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Z&hl-
kammer (0,0225 mm? Fliche, 0,1 mm Tiefe) unter einem Mikroskop ermittelt. Dazu
wurden 20 pl der in Medium gel6sten Zellen mit 20 pl Trypanblau gemischt und von
der Seite unter ein auf der Zéahlkammer liegendes Deckglas pipettiert. Gezahlt wurden

nur lebendige Zellen, also solche, die das Trypanblau nicht aufgenommen hatten:

lebende Zellen = Mittelwert lebendiger Zellen pro Quadrant x 10* x 2
10* = Umrechnungsfaktor Volumen einer Kammer/Quadrant

2 = Verdiinnungsfaktor der Zellen

2.2.1.3 Ausplattieren der Zellen

Um die Zellen fiir die Experimente vorzubereiten, wurden sie auf 12-Well-Platten
(12-Well Nunc™ Zellkultur-Multischalen) ausplattiert. Der Boden der Wells wurde
zundchst mit Poly-D-Lysine (1-4 kD) beschichtet, um eine optimale Anheftung der
Zellen wiahrend des Experiments zu gewéhrleisten. Dazu wurde jedes Well der 12-
Well-Platten mit 0,5 ml einer Poly-D-Lysin-Losung (200 mg Poly-D-Lysin Hydro-
bromid in 100 ml sterilem H5O) befiillt und fiir 15 Minuten bei 37 °C im Inkubator
gelagert. Um die Zellen vom Gewebekulturflaschenboden und dem Zellverbund zu

16sen, wurden die Zellen trypsiniert. Dazu wurde aus den Gewebekulturflaschen das
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Medium entfernt und durch 3,5 ml Trypsin ersetzt. Anschlieffend wurden die Zellen
mit der Trypsinlosung fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Trypsinreaktion wurde
durch Hinzufiigen von 10 ml Medium gestoppt und die 13,5 ml der so gewonnenen
Losung aus Zellen, Trypsin und Medium in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt.
Die Zellzahl dieser Losung wurde ermittelt und die gewiinschte Menge an Zellen in
ein weiteres 50-ml-Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt. Das Zentrifugenrohrchen wurde
dann bei 300 g fiir 3 min unter Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Die Zellen wurden mit 2 ml Medium pro 0,6 Millionen Zellen resuspendiert
und jeweils 2 ml dieser Zellsuspension wurden in jedes Well der 12-Well-Platte pi-
pettiert. Die Zellen wurden dann fiir 2 Tage bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von
95% und 5% COs inkubiert und am Folgetag sowie am Tag des Experiments unter
einem Mikroskop auf gleichméfiges, regelhaftes Wachstum hin kontrolliert. Bei einer
Konfluenz von 100% am 2. Tag nach dem Ausplattieren wurden die Zellen fiir die

Aufnahmeexperimente verwendet.

2.2.2 Bestimmung der zellularen Aufnahme von Triptanen

2.2.2.1 Transportexperimente mit OCT1-liberexprimierenden
HEK?293-Zellen

Fiir die Versuche zur Aufnahme von Sumatriptan in die verschiedenen Zelllinien und
die Inhibition der Sumatriptanaufnahme durch verschiedene Medikamente wurden
die Zellen in 12-Well-Platten kultiviert und je nach Versuch mit verschiedenen Lo-
sungen inkubiert. Fiir die Inkubation und zum Erstellen der Lésungen wurde mit
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure (HEPES) gepuffertes Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) verwendet (im Folgenden als HBSS™ bezeichnet). Alle Experimente
wurden bei einem pH-Wert von 7,4 durchgefiihrt.

Fiir die Versuche wurden die mit 0,6 Millionen Zellen pro Well ausplattierten
12-Well-Platten nach 2 Tagen Inkubationszeit auf einen 37 °C warmen Objekttrager-
Strecktisch gestellt. Im Anschluss wurde jedes Well nach Entfernen des Mediums mit
1 ml 37 °C warmem HBSS"' gewaschen. Das zum Waschen genutzte HBSS™ wurde
vor Beginn des Experiments wieder entfernt. Bei den Experimenten waren jeweils
zwei Wells (in der Regel das erste und das letzte Well) fiir die spétere Messung des
Proteinanteils der Zellen zur Normalisierung der Ergebnisse reserviert. Die Aufnah-
mereaktion in den restlichen Wells wurde durch Hinzufiigen von 400 pl einer 37 °C
warmen Losung aus HBSS™-Puffer und Sumatriptan oder einem anderen Triptan ge-

startet. Nach 2 Minuten Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von
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2 ml eiskaltem HBSS™ gestoppt und jedes Well zweimal mit 2 ml eiskaltem HBSS™
gewaschen. Im néchsten Schritt wurden die Zellen der Wells, die nicht zur Proteinmes-
sung benotigt wurden, mit Hilfe von 500 pl Lysislosung lysiert. Die Lysislosung diente
aufkerdem zur Denaturierung der Zellproteine. Die so erhaltenen Proben wurden dann
fiir die Bestimmung der Triptanmenge in den Zellen mit Hilfe des HPLC-MS/MS vor-
bereitet. Die Wells, die fiir spitere Proteinmessungen reserviert waren, wurden fiir
2 Minuten mit 400 pl 37 °C warmem HBSS™ ohne weitere Substanzen inkubiert und

insgesamt dreimal mit 2 ml eiskaltem HBSS™ gewaschen.

2.2.2.2 Transportexperiment mit primiaren humanen Hepatozyten

Fiir die Versuche zur Aufnahme von Sumatriptan in primére menschliche Hepatozy-
ten wurden die Zellen in mit Kollagen beschichteten 24-Well-Platten kultiviert und
mit steigenden Konzentrationen von Sumatriptan inkubiert.

Die tiefgefrorenen humanen Hepatozyten (Cryopreserved Human Hepatocytes)
wurden von der Firma Life Technologies bezogen und entsprechend den Anweisungen
des Lieferanten wie im folgenden beschrieben fiir das Transportexperiment vorberei-
tet. Die Hepatozyten lagerten bei -180 °C in fliissigem Stickstoff und wurden zunéchst
aufgetaut, um sie im Anschluss zéhlen und ausplattieren zu kénnen. Nachdem die
Hepatozyten aus dem fliissigen Stickstoff genommen wurden, wurden sie schnellst-
moglich in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Die Hepatozyten wurden in
47 ml CHRM (Cryopreserved Hepatocyte Recovery Medium) iiberfiihrt und fiir 10
Minuten bei 100 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
Zellen in 2 ml CHPM (Cryopreserved Hepatocyte Plating Medium) resuspendiert.
Um die Zahl der Hepatozyten in der Suspension zu bestimmen, wurden 20 pl der
Zellen mit 20 pl Trypanblau vermischt und in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
Die Zellsuspension wurde auf eine Konzentration von 0,2x10° Zellen pro ml Medi-
um (CHPM) verdiinnt und 0,5 ml der Suspension vorsichtig in jedes Well pipettiert.
Zur Entfernung von Ablagerungen und losen Zellen wurde die Platte nach 4 Stun-
den geschwenkt und das Medium gewechselt. Die ausplattierten Hepatozyten wurden
dann ohne weitere Inkubationszeit fiir das Transportexperiment verwendet. Auch
die Transportexperimente mit den Hepatozyten wurden bei einem pH-Wert von 7,4
durchgefiihrt. Die so vorbereiteten 24-Well-Platten wurden auf einen 37 °C warmen
Objekttrager-Strecktisch gestellt und das Medium (CHPM) entfernt. Dann wurden
die Zellen jedes Wells mit 1 ml 37 °C warmem HBSS™ gewaschen. Das zum Waschen
genutzte HBSS™ wurde vor Beginn der Inkubation wieder entfernt. Die Wells wurden

mit jeweils 200 pl einer 37 °C warmen Losung mit Sumatriptan oder MPP " inkubiert.
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Abbildung 2.1 — Abgebildet sind die ausplattierten priméren humanen Hepatozyten vor
Beginn des Experiments. Zellen, die nicht optimal anheften konnten, imponieren als
heller gefidrbte Objekte und erscheinen unscharf.

Die Reaktion wurde nach 2 Minuten durch Hinzufiigen von 2 ml eiskaltem HBSS™
gestoppt und jedes Well zweimal mit eiskaltem HBSS™ gewaschen. Die Konzentrati-
on des *H-MPP" in den Hepatozyten wurde wie unten beschrieben mit Hilfe eines
Liquid Scintillation Counter bestimmt. Aus dem Transportversuch der Hepatozyten
mit SH-MPP" wurden auch die Proben fiir die Proteinmessung der Hepatozyten der

Sumatriptan- Aufnahmeexperimente gewonnen.

2.2.2.3 Vorbereitung der Zelllysate fiir die Messung mittels
HPLC-MS/MS

Fir die Messungen mit Hilfe des HPLC-MS/MS wurden die Proben aus den Auf-
nahme-Experimenten weiter aufbereitet. Aus den Wells wurden 400 pl des Lysats in
1,5 ml Reagiergefife iiberfiihrt und abzentrifugiert (16,000 g, 10 min). Der so ge-
wonnene Uberstand wurde anschlieRend aufgeteilt. Wihrend 300 ul der Proben fiir
mogliche spitere Messungen in einem 1,5 ml Reagiergefafs bei -20 °C gelagert wur-
den, wurden 50 jl des Uberstandes in einem weiteren Reagiergefift im Verhéltnis von
1:10 mit 450 pl 0,1% Ameisensaure verdiinnt. Von der Losung wurden anschliefend
100 pl in die Probengléschen des HPLC-MS/MS Systems tiberfiihrt. Waren sehr ge-
ringe Konzentrationen von Sumatriptan oder den anderen Triptanen in den Zellen
zu erwarten, wurden die Proben verdampft und so aufkonzentriert. Insbesondere bei

den Inhibitionsexperimenten und den Transportexperimenten mit priméren humanen
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Hepatozyten war das erforderlich. Die Proben wurden dafiir in Reagenzgliser iiber-
fithrt und fiir mindestens 40 Minuten in einem Heizblock bei 35-40 °C mit Stickstoff
bedampft. Nach dem Bedampfen wurden die Ablagerungen aus jedem Reagenzglas
in 200 pl 0,1% Ameisensdaure gelost. Die daraus gewonnenen Losungen wurden in die
entsprechenden Messrohrchen fiir das HPLC-MS/MS-System tiberfithrt und anschlie-

Kend wie die anderen Proben gemessen.

2.2.3 Inhibition der OCT1-vermittelten Aufnahme von MPP*

Um die Inhibition der OCT1-vermittelten Aufnahme von 3H-markiertem 1-Methyl-
4-Phenylpyridinium (*H-MPP™) zu messen, wurden zunichst 12-Well-Platten wie
oben beschrieben (siehe Kapitel 2.2.1.3) fiir die Versuche vorbereitet. Fiir die Versu-
che wurden die vorbereiteten 12-Well-Platten auf einen 37 °C warmen Objekttriger-
Strecktisch gestellt. Die Zellen jedes Wells wurden nach Entfernen des Mediums mit
1 ml 37 °C warmem HBSS™ gewaschen. Das zum Waschen genutzte HBSS™ wurde vor
Beginn der Inkubation wieder entfernt. Die Experimente wurden bei einem pH-Wert
von 7,4 durchgefiihrt. Der Versuch wurde durch Hinzufiigen von 400 nl einer Losung
aus HBSS™, das 3H-MPP™ in einer Konzentration von 5 nM und jeweils eine der
zu untersuchenden Inhibitorsubstanzen in einer Konzentration zwischen 5 pM und
1000 pM enthielt, gestartet. Nach 2 Minuten wurde der Versuch durch Hinzufiigen
von 2 ml eiskaltem HBSS™ gestoppt und die Losung in den Wells wieder entfernt.
Danach wurde jedes Well zweimal mit eiskaltem HBSS™' gewaschen.

Die Zellen in den Wells wurden mit 500 pl einer 0,1 M NaOH-Lésung, welche mit
0,1% SDS versetzt war, lysiert. Es wurden 400 pl des Lysats in 9 ml Aquasafe 500+
Liquid Scintillator (Zinsser Analytics, Frankfurt am Main, Deutschland) gegeben
und die Menge des intrazellulir aufgenommenen 3H-MPP* mit Hilfe eines Liquid
Scintillation Counter quantifiziert. Dieses Ergebnis wurde mit der Proteinmenge in
den Wells normalisiert.

Auf Grund des Verfahrens zur Lysierung der Zellen konnte die Losung der ly-

sierten Zellen jedes Wells auch direkt fiir die Proteinmessungen verwendet werden.

2.2.4 Proteinmessungen

Der Proteinanteil in den Zellen wurde mit Hilfe des Bicinchoninséure-Assays (BCA-
Assay) bestimmt (Smith et al. 1985). Bei dieser Methode reagieren zweiwertige Kupfe-

rionen mit den Proteinen der Zellen zu einwertigen Kupferionen. Dabei ist die Menge
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der so entstehenden einwertigen Kupferionen proportional zur absoluten Proteinmen-
ge in den Zellen. Durch Hinzugeben von Bicinchoninséure (BCA) bilden je zwei Mole-
kiile der Bicinchoninsédure einen Chelatkomplex mit je einem einwertigen Kupferion.
Die so gebildeten Chelatkomplexe fiihren zu einer violetten Féarbung der Losung. Die
Absorption des violetten Farbstoffes kann bei einer Wellenlénge von 562 nm mit Hilfe
eines Photometers bestimmt werden und ist direkt proportional zur Proteinmenge in
den Zellen.

Nach der Lyse der Zellen entweder durch RIPA-Puffer oder durch 0,1 M NaOH
mit 0,1% SDS wurden aus jedem Well, das zur Proteinmessung reserviert war, je-
weils dreimal 10 pl des Lysats auf eine 96-Well-Platte {iberfiihrt. Wenn ein Versuch
mit mehreren Zelllinien und 12-Well-Platten zur selben Zeit absolviert wurde, wurde
dieser Schritt fiir jede Platte durchgefiihrt, sodass auf der 96-Well-Platte die Prote-
inmenge fiir das gesamte Experiment gleichzeitig bestimmt werden konnte. Auf die
Platte wurden auflerdem zwei Verdiinnungsreihen mit Konzentrationen von jeweils
1 pl, 3 pl, 5 pul und 10 pl Bovine Serum Albumin (BSA, 1 mg/ml) pipettiert. Die be-
kannte Menge an Protein diente als externer Standard, um eine Kalibratorfunktion
zu bilden und die absolute Proteinmenge zu berechnen. In die nun mit 10 nl Lysat
gefiillten Wells der 96-Well-Platte und die Reihen mit BSA wurden je 200 pl (BCA +
Kupfersulfat, im Verhéltnis 50:1) pipettiert, um die BCA-Reaktion einzuleiten. Die
Platte wurde dann fiir 25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Messung der Absorpti-
on erfolgte mit Hilfe des Photometers TECAN Ultra Microplate Reader bei 570 nm
(562 nm wie in der Literatur angegeben waren mit dem Photometer auf Grund tech-
nischer Einschrankungen nicht moglich). Aus den drei Messwerten jeder Proteinprobe
wurde ein Mittelwert gebildet, die Ergebnisse der Messung des Photometers wurden
in Form einer Exceltabelle ausgegeben.

Die Auswertungen der Proteinmessungen erfolgten mit Hilfe von OpenOffice
Calc (Version 3.5). Zunéchst wurde die Absorption einer Reihe von leer gebliebe-
nen Wells der 96-Well-Platte gemittelt und von jedem Wert der zu messenden Wells
subtrahiert, um die Absorptionswerte bereinigt von der Absorption der Platte zu
erhalten. Aus den zwei Standardreihen wurde ebenfalls fiir jede Konzentration ein
Mittelwert gebildet und daraus eine lineare Kalibratorfunktion erstellt. Die Absorp-
tion bei 570 nm bildete dabei die Ordinate, auf der Abszisse wurde die Proteinmenge
in ng aufgetragen. Das Quadrat des Korrelationskoeffizienten r wurde berechnet und
das Bestimmtheitsmaf R? ausgegeben. Die Kalibratorfunktion musste ein Bestimmt-
heitsma®t R? von > 95% haben, um fiir die Auswertung verwendet zu werden. Der

Mittelwert aus den drei Absorptionsmessungen jeder Proteinprobe wurde durch das
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Produkt aus der Steigung der Graden und dem Volumen, welches zur Proteinmessung
verwendet wurde (10 ul), dividiert. Das Ergebnis dieser Rechnung war die Protein-
menge in pg pro ul Losung. Der Mittelwert der drei Ergebnisse pro Well wurde nun
mit 500 pl multipliziert, um die Menge an Protein in pg pro einem Well der 12-Well-
Platte zu berechnen. Die Ergebnisse wurden in mg umgerechnet, aus den zwei Wells
pro 12-Well-Platte ein Mittelwert gebildet und so eine durchschnittliche Proteinmen-
ge pro Well der Platte kalkuliert. Dieser wurde dann fiir die Berechnung der in die

Zellen aufgenommenen Triptan- oder MPP"-Menge verwendet.

2.2.5 Bestimmung der Triptankonzentration mittels
HPLC-MS/MS

Der Nachweis und die Quantifizierung von Substanzen mit Hilfe eines an eine HPLC-
Anlage (High-Performance Liquid Chromatography) gekoppelten Tandem-Massen-
spektrometers ist eine gut etablierte, sensitive und haufig angewandte Methode in
der Pharmakologie und Toxikologie. Die HPLC dient dabei zur chromatografischen
Auftrennung eines Probengemisches. Das nachgeschaltete Massenspektrometer de-

tektiert und quantifiziert anschliefend die Substanzen aus der Probe.

2.2.5.1 High-Performance Liquid Chromatography

Eine Chromatografie dient dazu, ein Stoffgemisch in seine Einzelbestandteile aufzu-
trennen. Das wird mit Hilfe einer mobilen Phase und einer stationéren Phase reali-
siert. Die Substanzen einer Probe befinden sich in der mobilen Phase, die dem Trans-
port der zu untersuchenden Substanzen iiber die stationdre Phase dient. Die mobile
Phase tritt dann mit der stationdren Phase in Wechselwirkungen und je nach Eigen-
schaften werden Substanzen in der mobilen Phase werden unterschiedlich stark von
der stationdren Phase zuriickgehalten. Je stirker die Wechselwirkungen einer Sub-
stanz mit der stationdren Phase sind, desto ldnger bendtigt sie fiir den Weg durch
die stationdre Phase. Enthélt eine Probe mehrere unterschiedliche Substanzen, tre-
ten diese Substanzen je nach Eigenschaften unterschiedlich stark mit der stationédren
Phase in Wechselwirkung. Mit Hilfe eines geeigneten Detektors kénnen die daraus
resultierenden Zeitunterschiede beim Passieren der Sédule zwischen den Substanzen
registriert werden.

Die Technik der High-Performance Liquid Chromatography ist ein chromatogra-
fisches Trennverfahren, das einen hohen Probendurchsatz bei gleichbleibender analy-

tischer Qualitat ermoglicht. Eine HPLC-Anlage lasst sich in verschiedene funktionelle
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Abschnitte unterteilen. Das Fliefsmittel der mobilen Phase (der Eluent) wird zunéchst
von Pumpen aus einem oder mehreren Eluentengeféfsen iiber einen Entgaser durch
eine Vorsidule geleitet. Fin Entgaser soll Luftblasen im System verhindern, um den
Druck und das transportierte Volumen im System moglichst konstant zu halten. Die
Zusammensetzung des Fliefsmittels kann wihrend einer Messung durch Variation des
Zustroms aus den einzelnen Eluentengeféfsen variiert werden. Die Vorsaule wird vor
die Hauptsaule geschaltet, um Verunreinigungen von der Hauptsdule fernzuhalten.
Die zu untersuchende Probe wird vor der Vorsdule automatisiert zur mobilen Phase
hinzugegeben. Es muss ein exakt definiertes Volumen ohne Unterbrechung des Elu-
entenstroms unter hohem Druck eingebracht werden, was in der Regel durch Mehr-
kammerventile realisiert wird. In der Hauptsiule findet die physikalisch-chemische
Trennung der zu untersuchenden Substanzen zwischen mobiler und stationérer Pha-
se statt. Die stationédre Phase hat bei HPLC-Anlagen héufig die Form eines Rohres
(die Séule), das mit einem speziellen Fiillmaterial gepackt ist. Je nachdem welche
Substanzen man untersuchen mdochte, kann das Fiillmaterial der Sdule variieren und
so der stationédren Phase unterschiedliche chemische Eigenschaften geben. Sdulen kon-
nen auferdem nach ihrem hauptséchlichen Trennmechanismus unterteilt werden. Die
gebrauchlichsten Phasen sind Normalphasen, Umkehrphasen und polare gebundene
Phasen. In Umkehrphasenséulen sind unpolare Seitenketten an ein Kieselgel oder
Polymer gebunden, was der stationdren Phase hydrophobe Eigenschaften verleiht.
Der Vorteil gegeniiber Normalphasenséulen liegt in der universellen Anwendbarkeit
fiir polare und unpolare Substanzen. Fiir die Auftrennung der Substanzen und die
Wechselwirkungen der Substanz in der Umkehrphasenséule sind vor allem Van-der-
Waals-Kréfte verantwortlich. Polare Stoffe treten mit einer Umkehrphase nur schwach
in Wechselwirkung und verbringen daher weniger Zeit in der stationidren Phase als
unpolare Substanzen. Durch Variation des organischen Anteils in der mobilen Phase
kann diese Zeit beeinflusst werden. Um bei jedem Durchgang vergleichbare Ergeb-
nisse zu erhalten, miissen die Bedingungen bei verschiedenen Durchlédufen moglichst
identisch sein. Daher sollte die Temperatur der Saule, die Zusammensetzung des
Fliefmittels und das von den Pumpen geférderte Volumen konstant gehalten werden
(Snyder et al. 2009).

2.2.5.2 Tandem-Massenspektrometrie

In einem Massenspektrometer wird eine Probe zunéchst ionisiert, dann anhand ihrer
Masse zu Ladungsverhéltnisse selektiert und am Ende von einem Detektor regis-

triert (Abbildung 2.2). Zunéchst muss die Probe iiber ein geeignetes Einlasssystem
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in das Massenspektrometer eingebracht und dort ionisiert werden. Dabei darf das
im Massenspektrometer herrschende Hochvakuum nicht beeintréchtigt werden. Das
Hochvakuum ist erforderlich, um Wechselwirkungen oder einer Beeinflussungen der
Flugbahn der Tonen durch Umgebungsluft vorzubeugen. Die Proben aus einer HPLC-
Anlage sind noch in ihrem Eluenten gelost, somit werden jedesmal grofse Volumina in
das System eingeleitet. Um die Proben verarbeiten zu konnen, muss daher der Eluent
entfernt werden, ohne die Probe selbst zu beschédigen oder chemisch zu verdandern.
Fiir die Messungen in dieser Arbeit wurde der Eluent mit Hilfe des Elektronenspray-

verfahrens verdampft und die Probe zeitgleich ionisiert.

Einlass-
system
“ | |
| |
1. Quadrupol . 2. Quadrupol
lonenquelle Kollisionskammer Detektor
Hochvakuum

Abbildung 2.2 — Schemazeichnung des Tandem-Massenspektrometers

Die von der Ionenquelle ionisierten Probenmolekiile werden anschliefend im
Massenanalysator nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhéltnis getrennt. Das verwendete
API4000 Massenspektrometer nutzt dazu zwei identische Massenfilterquadrupole, die
durch eine Kollisionskammer voneinander getrennt sind. Ein Quadrupol besteht aus
vier zylindrisch oder hyperbolisch geformten Stédben, die in den Ecken eines gedachten
Quadrates parallel zueinander verlaufen. Durch den zwischen den Stédben befindlichen
Raum werden die Ionen geleitet. Den jeweils diagonal gegeniiberliegenden Stidben liegt
eine Gleichspannung an, die von einer hochfrequenten Wechselspannung iiberlagert
wird. Durch Variation des elektrischen Feldes im Quadrupol erfolgt die Ablenkung
der Ionen auf stabile oder instabile Flugbahnen durch das Quadrupol. So kann das
Quadrupol nur von Ionen mit dem gewiinschten Masse-zu-Ladungsverhéltnis passiert
werden. Will man Ionen mit unterschiedlichem Masse/Ladungsverhaltnissen unter-
suchen, kénnen sie durch Variation der Gleich- und Wechselstrompotenziale nach-
einander auf stabile Flughahnen gebracht werden. Da so bestimmte Massen gefiltert
werden, spricht man in diesem Zusammenhang auch von einem Massenfilterquadru-

pol.
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Die Kollisionskammer wird in der Regel ebenfalls durch ein Quadrupol gebil-
det. Im Gegensatz zu dem davor und dahinter liegenden Quadrupol wird hier aber
die Gleichstromspannung in den gegeniiberliegenden Staben des Quadrupols auf Null
gesetzt (RF-Quadrupol). Dadurch passieren die Ionen die Kammer ohne in ihrer Flug-
bahn abgelenkt zu werden. In der Kollisionskammer trifft der vom ersten Massenfil-
terquadrupol kommende Ionenstrahl auf ein inertes Gas wie beispielsweise Stickstoff
und es kommt zu einer stofinduzierten Dissoziation collision-induced dissociation
(CID) der zu untersuchenden Molekiile. Eine in der Nahe befindliche Vakuumpumpe
saugt das Gas wieder ab, um weiterhin das Hochvakuum innerhalb des Systems zu
gewahrleisten. Die so fragmentierten Ionen verlassen die Kollisionskammer anschlie-
Kend durch eine Austrittsspalte und gelangen dann in das zweite Massenfilterqua-
drupol. Dort werden die Fragmente wieder nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis
aufgetrennt. Die zwei hintereinandergeschalteten Massenfilterquadrupole kénnen fiir
verschiedene Analysemethoden verwendet werden, je nach Fragestellung konnen das
Ausgangsmolekiil selbst oder auch die Fragmente untersucht werden.

Am Ende des Massenspektrometers werden die Ionen von einem Detektor regis-
triert. Im API4000 Massenspektrometer ist dieser Detektor ein Kanalelektronenver-
vielfacher (Channeltron). Das Prinzip dhnelt dabei dem eines Sekundérelektronen-
vervielfachers (SEV). Trifft ein energiereiches Partikel wie beispielsweise ein Ion auf
eine Metalloberfliche, kann es von dieser Oberfliche Sekundérelektronen losschla-
gen. Durch den speziellen Aufbau von SEV und Channeltrons treffen diese Sekun-
darelektronen wieder auf eine Metalloberfliche und kénnen dort weitere Elektronen
freisetzen. Es wird eine lawinenartige Reaktion ausgelost, die das Ausgangssignal
um ein Vielfaches verstirken kann. Die Vorteile eines Channeltrons gegeniiber einem
klassischen Sekundérelektronenvervielfacher liegen in der kompakteren Bauweise und
der preiswerteren Herstellung. Am Ende erhélt man ein messbares Potential, wel-
ches mit Hilfe einer Computersoftware ausgewertet werden kann (Abbildung 2.3).
Die Summe der registrierten Ionen, aufgetragen gegen die Zeit, bildet eine Kurve, de-
ren Integral die Gesamtmenge des Analyten in der untersuchten Probe repréasentiert.
Durch Vergleich mit Chromatogrammen einer bekannten Menge des Analyten kann

die Konzentration in der Probe berechnet werden (Gross 2013).

2.2.5.3 Durchfiihrung der Messungen und Auswertung der Ergebnisse

Fiir die Messungen der Proben mit Sumatriptan wurde eine wissrige Losung aus
0,1% Ameisensaure, 6,67% Acetonitril und 1,33% Methanol als Eluent verwendet.

Als interner Standard wurde sowohl fiir die Versuche mit Sumatriptan als auch
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Abbildung 2.3 — Dargestellt ist ein Chromatogramm der Analyse einer Kalibratorkon-
zentration (0,5 pM)
A) Parallel iibereinander dargestellt sind die Chromatogramme aller untersuchten
Masse-zu-Ladungsverhéltnisse von Sumatrian und Sumatriptan-d6 fiir eine Probe.
B) Dargestellt ist das Chromatogramm fiir Sumatriptan-d6 (10 ng/ml) bei m/z =
302,2>64,2
C) Dargestellt ist das Chromatogramm fiir Sumatriptan (0,5 pM) bei m/z = 296,2>58,2

fiir die anderen untersuchten Triptane 6-fach deuteriertes Sumatriptan (Sumatrip-
tan-d6) eingesetzt. Die Retentionszeit von Sumatriptan und Sumatriptan-d6 lag un-
ter diesen Bedingungen bei 6,3 Minuten. Sumatriptan wurde bei einem Masse-zu-
Ladungsverhéltnis (m/z) von 296,2>58,2 (DP von 50 V, CE von 30) untersucht, fiir
den internen Standard Sumatriptan-d6 lag das Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) bei
302,2>64,2 (DP von 70 V, CE von 30). Fiir die restlichen Triptane wurden folgen-
de Masse-zu-Ladungsverhéltnisse untersucht: Eletriptan (383,2>84,3), Naratriptan
(336>70), Rizatriptan (270>58), Zolmitriptan (288>58). Der organische Anteil in
der mobilen Phase fiir Eletriptan wurde auf 16,7% Acetonitril und 3,33% Methanol
erhoht, fiir die Triptane Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan wurde der organi-
sche Anteil der mobilen Phase auf 9,58% Acetonitril und 1,92% Methanol festgelegt.
Als Kalibrator (externer Standard) wurde eine in destilliertem Wasser geloste Ver-
diinnungsreihe Sumatriptan genutzt (0,01 pM, 0,02 M, 0,05 pM, 0,1 uM, 0,2 pM,
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0,5 pM, 1 pM, 2 pM, 5 pM). Wie auch in den Zelllysaten war hier der interne Stan-
dard in einer Konzentration von 10 ng/ml enthalten und die Lésungen wurden im
Verhaltnis von 1:10 mit 0,1% Ameisensdure verdiinnt.

Die Proben und die externen Standardlésungen wurden im Autosampler auf ei-
ne Temperatur von 10 °C heruntergekiihlt. Die Sdulen der HPLC-Anlage wurden auf
eine Temperatur von 40 °C erhitzt. Die mobile Phase wurde mit einem Fluss von
300 pl/min durch die Sdulen geleitet. Uber den Autosampler wurden jeweils 10 pl
der Proben in die Anlage injiziert. Die Steuerung der HPLC-Anlage und des Massen-
spektrometers sowie die Auswertung der Chromatogramme wurde mit Hilfe der Com-
putersoftware Analyst® (Version 1.4.2) durchgefiihrt. Vor jedem Probensatz wurde
eine Verdiinnungsreihe des untersuchten Triptans im HPLC-MS/MS gemessen. Aus
den Chromatogrammen dieser externen Standardlésungen wurde dann eine lineare
Kalibrierfunktion generiert, mit deren Hilfe die Konzentrationen des Triptans in den
Proben durch die Software errechnet wurde (Abbildung 2.4). Die Kalibratorfunkti-
on musste ein Bestimmtheitsma® R? von > 95% erreichen, um fiir die Auswertung
verwendet zu werden. Die Integrale der durch die Analyten erzeugten Chromatogram-
me wurden automatisiert berechnet. Diese Berechnungen wurden durch die Software
auch visualisiert ausgegeben und gegebenenfalls manuell korrigiert. Die Software nor-
mierte den Anteil der in jeder Probe gemessenen Analytenkonzentration mit Hilfe des
internen Standards und errechnete mit Hilfe des Kalibrators eine ,Calculated Con-
centration (nM), abhéngig von der Grofe des Integrals fiir jede Probe.

Die von der Software Analyst® errechnete Konzentration in den Proben wurde
anhand der Proteinmenge und Inkubationszeit nach folgender Formel in pmol/mg

Protein/min umgerechnet:

Calc.Conc. x Inject.Vol. x Well
Proteinmenge x Inkubationszeit

pmol/mg Protein/min =

Calc.Conc. ist die Konzentration in der Probe in pM

Inject.Vol. ist die in die HPLC-MS/MS-Anlage injizierten Menge der Probe
(10 pl)

Well ist die Hochrechnung der injizierte Menge auf das Volumen eines Wells
(insgesamt 500 pl, in der Formel Faktor 50)

Proteinmenge ist die gemittelte Proteinmenge pro Well in mg

Inkubationszeit ist die Inkubationszeit der Versuche (2 Minuten)
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Abbildung 2.4 - Dargestellt ist eine Kalibratorfunktion flir Sumatriptan mit
Sumatriptan-d6 als internem Standard
A) Ubersicht iiber die gemessenen Kalibratorkonzentrationen. Auf der Abszisse ist das
Verhiltnis des Analyten-Integrals zum Integral des internen Standards aufgetragen, auf
der Ordinate der Quotient aus der Konzentration des Analyten und der Konzentration
des internen Standards.
B) Dargestellt ist ein Integral fiir Sumatriptan (1 pM) bei m/z = 296,2>58,2
C) Dargestellt ist ein Integral fiir Sumatriptan-d6 (10 ng/ml) bei m/z = 302,2>64,2
des Kalibrators 1 pM Sumatriptan

2.2.6 Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

Das Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA) ist ein Modell, um
die passive Diffusion einer Substanz durch Zellmembranen abzuschétzen (Abbildung
2.5). Das Assay wurde mit 96-Well-Platten nach den Anweisungen des Herstellers
(DB Biosciences) durchgefiihrt. Dazu wurden je 300 ul phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS) mit einem pH-Wert von 7,4 und steigenden Konzentrationen der verschiedenen
Triptane in die Spender-Wells pipettiert. Die Empfanger-Wells wurden nur mit 200 pl
PBS befiillt. Die Empfangerplatte wurde auf die Spenderplatte gelegt und beide zu-
sammen fiir 300 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In jedem der Spender- und
Empfinger-Wells sowie in den Ausgangslosungen wurde anschliefsend die Konzentra-

tion der untersuchten Triptane mittels HPLC-MS/MS gemessen. Fiir jedes Triptan
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wurden drei Konzentrationen analysiert (125 nM, 250 pM, 500 pM) und die Mem-
branpermeabilitit P. aus den Mittelwerten aller gemessenen Konzentrationen mit

Hilfe folgender Formel berechnet:

—ln(l — CA/(l — (03 x Cp + 0.2 x OA)/O3 X Oo)
(Ax (1/Vp +1/V4) x t)

Pe =

Cy ist die Ausgangskonzentration des Spender-Wells

Cp und Cy sind die Endkonzentrationen im Spender- und Empféanger-Well

A ist die Fliche jedes Wells (0,3 cm?)

Vp und Vy sind die Volumen in Spender- und Empfénger-Wells (Vp 0,3 ml, V4
0,2 ml)

t ist die Inkubationszeit in Sekunden (18 000 Sekunden = 5 Stunden)

Abbildung 2.5 — Schemazeichnung des Parallel Artificial Membrane Permeability Assay.
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2.2.7 Berechnung grundlegender Enzymkinetikparameter

Die Berechnung der Michaeliskonstante Ky zur Angabe der Substrataffinitit einer
Substanz zu einem Enzym oder einem Transporter und der maximalen Reaktions-
geschwindigkeit vy, erfolgten durch eine nicht-lineare Regression nach Michaelis-
Menten. Die Berechnungen wurden mit SigmaPlot™ (Version 12.0) und OpenOffice
(Version 3.5) durchgefiihrt.

Umaz X 5]

= Ky + [S]

® VU4 ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
e S ist die Substratkonzentration in mol/1
e K ist die Michaeliskonstante in mol/1

Die halbmaximalen Inhibitionskurven wurden mit Hilfe von SigmaPlot und der

folgenden Gleichung erstellt:

Ymax - Ymin
1 + (0/1050)_H

e Y (C) beschreibt die Aufnahme des Substrats (in diesem Fall MPP™) in die

Zellen abhéngig von der Konzentration C des Inhibitors

e Y, ., und Y, sind die minimale und maximale Substrat-Aufnahme in die
Zellen

e —H (hill slope) beschreibt die Steigung der Funktionskurve

Fiir die Berechnung der maximalen Plasmakonzentration des nicht an Proteine
gebundenen Anteils eines Medikaments wurde C,,,, mit der Menge der ungebundenen
Fraktion f, multipliziert. Zur Berechnung der maximalen ungebundenen Plasmakon-
zentration der Medikamente in der Pfortader der Leber (Cax port. unp.) wurde die

folgende Formel nach (Ahlin et al. 2011, Ito et al. 1998) verwendet:

ko X D x F,
o

e f, ist die Fraktion im Plasma, die nicht an Proteine gebunden ist

)

CmaxPort.Unb. - fu X (CMCLLB +

o (. ist die maximale Plasmakonzentration

e k, ist die Absorptionsrate (hier 0,1 min™)
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e D ist die Dosis in nmol

o F, ist der Anteil des Medikaments, welcher vom Magen-Darm-Trakt in die
Pfortader der Leber gelangt (hier 0,99)

e (), ist der Blutfluss durch die Leber (festgelegt auf 1610 ml/min)

2.2.8 EDV-gestiitzte Berechnungen
2.2.8.1 ADMET-Predictor™

ADMET ist die englische Abkiirzung fiir ,Absorption, Distribution, Metabolism, Eli-
mination and Toxicity”. ADMET Predictor™ ist eine Computersoftware, um Vorher-
sagen iliber die chemischen und pharmakologischen Eigenschaften einer Substanz im
Korper zu treffen. Die Software wurde dazu verwendet, um die logD74 und logP-

Werte fiir die Triptane abzuschétzen und pKs-Werte zu berechnen.

2.2.8.2 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics™
Version 22 durchgefiihrt. Bei einem Vergleich von zwei Mittelwerten wurde der Zwei-
stichproben-Test ,,Student’s t-test genutzt. Bei einem Vergleich von drei oder mehr
Messergebnissen (z.B. aus Versuchen mit OCT1-Allelen oder Triptan-Aufnahmeex-
perimenten) wurde eine Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) gekoppelt
mit einen Tukey’s Post-hoc-Test durchgefiihrt. Ab einem p-Wert p < 0,05 galten

Unterschiede zwischen den Messergebnissen als statistisch signifikant.
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Ergebnisse

3.1 Aufnahme von Sumatriptan in OCT1-

uberexprimierende Zellen

Zunéchst wurde untersucht, ob Sumatriptan ein Substrat des OCT1 ist, um anschlie-
fend den Transport von Sumatriptan durch den OCT1 zu charakterisieren. Dazu
wurde die Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit der Aufnahme von Sumatriptan in
OCT1-iberexprimierende HEK293-Zellen analysiert. Fiir die Untersuchung der Zeit-
abhéngigkeit des Transports wurden die Zellen mit einer konstanten Konzentration
(1 pM) tber einen Zeitraum von einer bis 20 Minuten inkubiert. Die Konzentrati-
onsabhangigkeit des Transports wurde untersucht, indem Zellen fiir 2 Minuten mit
steigenden Konzentrationen (0,5; 1; 5; 20; 40; 60; 80; 100; 200; 400 pM) von Sumatrip-
tan inkubiert wurden. Um die vom OCT1 unabhéngige Aufnahme von Sumatriptan
in Zellen zu messen, wurden HEK293-Kontrollzellen eingesetzt, die mit dem leeren
Vektor pcDNAS transfiziert waren. Es war eine starke Aufnahme von Sumatriptan
in die OCT1-tiberexprimierenden Zellen zu beobachten (Abbildung 3.1).

Bei der Betrachtung des Transports von Sumatriptan in die Zellen in Abhéngig-
keit von der Zeit konnte ein grofser Unterschied zwischen den beiden Zelllinien gezeigt
werden. Bereits nach fiinf Minuten war die Sumatriptankonzentration in den OCT1-
tiberexprimierenden Zellen um den Faktor 11,5 hoher als in den Kontrollzellen (2,8
+ 0,9 pmol/mg Protein in den Kontrollzellen gegeniiber 32,2 + 6,2 pmol/mg Protein
in den OCT1-iiberexprimierende Zellen). In den Kontrollzellen war nach 10 Minuten
keine weitere Aufnahme von Sumatriptan zu beobachten. In den OCT1-iiberexpri-
mierenden Zellen stieg die Konzentration hingegen bis 20 Minuten nach Start des

Experiments. Zu diesem Zeitpunkt wurde mit 110,1 £+ 12,6 pmol/mg Protein die

39
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Abbildung 3.1 — Charakterisierung der Aufnahme von Sumatriptan in OCT1-iiberexpri-
mierende HEK293-Zellen
A) Zeitabhéngigkeit der zelluldiren Aufnahme von Sumatriptan durch OCT1. OCT1-
iberexprimierende HEK293-Zellen (griin) wurden im Vergleich mit Kontrollzellen
(schwarz), welche mit dem leeren Vektor pcDNAS5 transfiziert sind, analysiert. Beide
Zelllinien wurden zwischen einer und 20 Minuten mit 1 pM Sumatriptan inkubiert.
B) Konzentrationsabhéngigkeit der zelluldren Aufnahme von Sumatriptan durch OCT1.
Die Zelllinien wurden fiir jeweils 2 Minuten mit steigenden Konzentrationen von Suma-
triptan inkubiert.
C) Konzentrationsabhéngigkeit des OCT1-vermittelten Anteils der zelluldren Aufnahme
von Sumatriptan. Der OCT1-vermittelte Anteil wurde durch Subtrahieren der Aufnah-
me von Sumatriptan in die Kontrollzellen (pcDNAS5) von der Aufnahme des Sumatrip-
tans in die OCT1-iiberexprimierenden Zellen ermittelt. Die maximale Transportrate
(Vmax) und die Michaelis-Menten-Konstante (Ky;) wurden berechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefithrten Experimenten.
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héchste Konzentration in den Zellen gemessen. Nach der Inkubation der OCT1-iiber-
exprimierenden Zellen und der Kontrollzellen mit steigenden Konzentrationen von
Sumatriptan konnte ebenfalls ein deutlicher Unterschied in der Aufnahme von Suma-
triptan zwischen den beiden Zelllinien nachgewiesen werden. In den Kontrollzellen
wurde ein linearer Anstieg des intrazelluldren Sumatriptans mit der typischen Cha-
rakteristik einer diffusionsvermittelten Aufnahme gemessen. Die Aufnahme von Su-
matriptan in die OCT1-liberexprimierenden Zellen zeigte hingegen den Verlauf eines
starken, sattigharen Transports.

Beide Versuche bestétigten die Annahme, dass Sumatriptan ein Substrat des
OCT1 ist. Um die Transportleistung des OCT1 im Bezug auf Sumatriptan zu er-
mitteln, wurde die konzentrationsabhéngige Aufnahme in die Kontrollzellen von der
konzentrationsabhédngigen Aufnahme in die OCT1-iiberexprimierende Zellen subtra-
hiert. Die durch den OCT1 vermittelte Aufnahme folgte mit einem Ky;-Wert von 55,4
+ 7,89 pM und einer maximalen Transportrate vy, von 977,7 + 131,6 pmol/mg Pro-
tein/min der typischen Michaelis-Menten-Kinetik.

3.2 Aufnahme von Sumatriptan in primare humane

Hepatozyten

Um die Bedeutung von organischen Kationentransportern bei der Aufnahme von
Sumatriptan in Hepatozyten zu untersuchen, wurden primére humane Hepatozyten
mit Sumatriptan inkubiert und untersucht, ob sich die Aufnahme von Sumatriptan
in die Zellen mit dem OCT1-Modellsubstrat und -inhibitor MPP " beeinflussen lsst.
Betrachtet wurden drei Konzentrationen von 0,1 pM, 1 pM, 9 uM Sumatriptan. Die
Experimente wurden mit und ohne 1 mM MPP" als Inhibitor durchgefiihrt. Bei
jeder der untersuchten Konzentrationen konnte eine Aufnahme von Sumatriptan in
die priméren humanen Hepatozyten beobachtet werden. Bei gleichzeitiger Inkubation
der Zellen mit Sumatriptan und MPP " als Inhibitor organischer Kationentransporter
war die gemessene Sumatriptankonzentration in den Hepatozyten um das 6,5- bis
11,9-Fache erniedrigt (Abbildung 3.2 A) (p < 0,01, Student’s t-test). Eine Séttigung
des Transports war bei den untersuchten Konzentrationen noch nicht zu beobachten.
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass organische Kationentransporter der wichtigste
Weg fiir Sumatriptan in Hepatozyten sind. Zudem ist die Stéarke der Inhibition der
Sumatriptanaufnahme durch MPP™ vergleichbar mit der Inhibition der Aufnahme
von 5 nM *H-markiertem MPP* durch 1 mM MPP" (Abbildung 3.2 B).
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Abbildung 3.2 — Charakterisierung der zelluldren Aufnahme von Sumatriptan in primére
humane Hepatozyten
A) Die priméren humanen Hepatozyten wurden fiir 2 Minuten mit drei verschiedenen
Konzentrationen (0,1 uM, 1 nM, 9 nM) Sumatriptan inkubiert (griin). Auferdem wurde
die Aufnahme von Sumatriptan bei gleichzeitiger Inhibition mit 1 mM MPP " betrachtet
(schwarz). Angegeben ist jeweils das Vielfache der Konzentrationen in den Zellen nach
Inhibition der Aufnahme von Sumatriptan durch MPP™.
B) Zum Vergleich wurde die Aufnahme von 5 nM 3H-markiertem MPP ™ in primére hu-
mane Hepatozyten und die Inhibition dieser Aufnahme mit nicht radioaktiv markiertem
1 mM MPP " gemessen.

3.3 Aufnahme von Sumatriptan in OCT3-

uberexprimierende Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Sumatriptan ein Substrat des organischen Ka-
tionentransporters OCT1 ist, wurde der Transport von Sumatriptan durch den or-
ganischen Kationentransporter OCT3 untersucht. Dieser Transporter ist nach dem
OCT1 der am zweitstéirksten exprimierte organische Kationentransporter in der si-
nusoidalen Zellmembran der Hepatozyten (Hilgendorf et al. 2007, Schaefer et al.
2012, Tzvetkov et al. 2013) und konnte ebenfalls zur Aufnahme von Sumatriptan in
Hepatozyten beitragen. Zum Vergleich der Transportleistung wurden OCT1*1- und
OCT3-iiberexprimierende Zellen sowie Kontrollzellen fiir 2 Minuten mit steigenden
Konzentrationen (0,5; 1; 5; 20; 40; 60; 80; 100; 200; 400 pM) Sumatriptan inkubiert.

In den Versuchen wurde eine deutlich geringere Transportaktivitit des OCT3
fiir Sumatriptan im Vergleich zum OCT1*1 nachgewiesen (Abbildung 3.3). Die aufge-
nommene Menge von Sumatriptan in den OCT3-iiberexprimierenden HEK293-Zellen
war je nach Inkubationskonzentration zwischen 33% und 65% hoher als die Aufnahme
von Sumatriptan in die Kontrollzellen, im Vergleich zu den OCT1*1-iiberexprimier-

ende Zellen war die Aufnahme von Sumatriptan jedoch deutlich niedriger. OCT1*1
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Abbildung 3.3 — Charakterisierung der Aufnahme von Sumatriptan in OCT3-{iberexpri-
mierende HEK293-Zellen
A) Vergleich der Konzentrationsabhiingigkeit der OCT1*1-vermittelten (griin) und
OCT3-vermittelten (pink) zelluliren Aufnahme von Sumatriptan zusammen mit Kon-
trollzellen (schwarz), welche mit dem leeren Vektor pcDNAS5 transfiziert sind. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.
B) Konzentrationsabhéngigkeit des OCT3-vermittelten Anteils der zelluldren Aufnahme
von Sumatriptan. Der OCT3-vermittelte Anteil wurde durch Subtrahieren der Aufnah-
me von Sumatriptan in die Kontrollzellen (pcDNAS5) von der Aufnahme des Sumatrip-
tans in die OCT3-iiberexprimierenden Zellen berechnet. Die maximale Transportrate
(Vimax) und die Michaelis-Menten-Konstante (Ky) wurden berechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefithrten Experimenten.



Kapitel 3 - Ergebnisse 44

hatte einen Ky-Wert von 55,4 + 7,89 uM, der OCT3 hatte einen Ky-Wert von 75,4
+ 6,15 pM. Die Kapazitiat des OCT3 war mit vy, = 90,2 £ 20,28 pmol/mg Protein /-
min deutlich geringer als die des OCT1*1 (viax 977,7 &+ 131,6 pmol /mg Protein/min)
(Tabelle 3.1). Da die Transportleistung des organischen Kationentransporters OCT3
fiir Sumatriptan deutlich niedriger war und die Expression des Transporters in den
sinusoidalen Membranen der Leber 10-fach geringer ausféllt (Hilgendorf et al. 2007,
Schaefer et al. 2012, Tzvetkov et al. 2013), ist davon auszugehen, dass der organische
Kationentransporter OCT3 fiir den Transport von Sumatriptan in der Leber keine
Rolle spielt.

Tabelle 3.1 — Vergleich der enzymkinetischen Parameter zwischen OCT1- und OCTS3-
iiberexprimierenden Zellen

OCT1*1 OCT3 p-Wert (Student’s t-test)
Ky [uM] 554+ 789 754+ 6,15 0,088
Vmax |[pmol/mg Protein/min] 977,7 £ 131,6 90,2 + 20,28 0,001
Clint [1l/mg Protein/min]| 18,6 + 2,25 1,17 + 0,18 0,001

3.4 Effekt der Allelvarianten des OCT1 auf die

zellulare Aufnahme von Sumatriptan

Das humane OCT1-Gen ist sehr polymorph. Ein Teil der Allelvarianten fithrt zu
Anderungen in der Aminosiuresequenz des Transporters und diese kénnen mogli-
cherweise auch die Transportkapazitit des OCT1 fiir Sumatriptan beeinflussen. In
Tabelle 1.2 sind die bekannten Varianten des OCT1 nach Allelfrequenz sortiert auf-
gelistet.

HEK293-Zellen, die jeweils eines der verschiedenen Allele des OCT1 tiberexpri-
mieren, wurden mit zwei verschiedenen Sumatriptankonzentrationen (0,1 pM (Ab-
bildung 3.4 A) und 9 pM Sumatriptan (Abbildung 3.4 B)) fiir 2 Minuten inkubiert
und die in die Zellen gelangte Menge Sumatriptan per HPLC-MS/MS bestimmt.
Wahrend 0,1 pM der maximalen Plasmakonzentration C., nach oraler Gabe von
100 mg Sumatriptan entspricht (Lacey et al. 1995), ist 9 uM gerundet die errechnete
maximale Konzentration von Sumatriptan in der Pfortader bei gleicher Dosis und
Applikationsform (Cpax port. unb.), (Tabelle 4.4), (Ahlin et al. 2011, Ito et al. 1998).

Die verschiedenen Allele unterschieden sich deutlich im Bezug auf die intrazellu-
lar gemessene Sumatriptankonzentration, die Transportleistung eines einzelnen Alle-

les fiir beide Inkubationskonzentrationen war jedoch vergleichbar. Die Allele OCT1*4,
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A) Zelluldire Aufnahme von 0,1 pM Sumatriptan in verschiedene Allele des
OCT1

B) Zellulire Aufnahme von 9 pM Sumatriptan in verschiedene Allele des
OCT1

Abbildung 3.4 — Effekt der loss of function Polymorphismen des organischen Kationen-
transporters OCT1 auf die in-vitro-Aufnahme von Sumatriptan. OCT1-Wildtyp-iiber-
exprimierende Zellen und Zelllinien mit verschiedenen Allelen des OCT1 wurden im
Vergleich mit Kontrollzellen, welche mit dem leeren Vektor pcDNAS transfiziert waren,
untersucht. Die Zellen wurden fiir 2 Minuten mit A) 0,1 pM oder B) 9 pM Sumatriptan
inkubiert.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiithrten Versuchen.
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OCT1*5, OCT1*6, OCT1*12, OCT1*14 und OCT1*15 wiesen sowohl nach Inku-
bation mit 0,1 pM als auch nach Inkubation mit 9 ptM Sumatriptan eine deutlich
verminderte Transportaktivitat im Vergleich zu den OCT1*1-Wildtypzellen auf (p <
0,001, ANOVA). Dariiber hinaus zeigten diese Allele keinen signifikanten Unterschied
zu den pcDNA5-Kontrollzellen (p > 0,05, ANOVA), sie waren daher funktionell in-
aktiv. Fiir die Allele OCT1*2, OCT1*7, OCT1*9, OCT1*10 und OCT1*11 wurden
hingegen dhnliche intrazelluldre Konzentrationen wie fiir die OCT1*1-Wildtypzellen
gemessen und es konnte kein signifikanter Unterschied zu den OCT1*1-Wildtypzellen
festgestellt werden (p > 0,05, ANOVA). Fiir das OCT1*3- und das OCT1*13-Allel
wurde fiir die 9 pM Inkubationskonzentration eine auf 53,9 4+ 8,97% bzw. 50,0 +
4,76% reduzierte Transportaktivitat beobachtet (p < 0,001, ANOVA), fiir die 0,1 pM
Inkubationskonzentration war der Unterschied zu den OCT1*1-Wildtypzellen jedoch
nicht signifikant (p > 0,05, ANOVA). Im Bezug auf die pcDNA5-Kontrollzellen war
fiir die 9 pM Inkubationskonzentration ebenfalls ein signifikanter Unterschied zu ver-
zeichnen (p < 0,001, ANOVA). Vermutlich waren diese beiden Allele in ihrer Trans-
portaktivitdt reduziert, aber nicht inaktiv. Der Unterschied zeigte sich jedoch erst
bei der hoheren der untersuchten Konzentrationen.

Die fiinf haufigsten Allelvarianten in Kaukasiern (OCT1*2 bis OCT1%*6) sind da-
mit sehr unterschiedlich im Hinblick auf ihre Transportaktivitdt zu bewerten. Wh-
rend das OCT1*2-Allel keine signifikante Einschrankung des Transports von Suma-
triptan zeigte, war fiir das OCT1*3-Allel eine reduzierte Transporteraktivitiat zu be-
obachten. Die Allele OCT1*4 bis OCT1*6 waren funktionell inaktiv. Diese in-vitro-
Experimente zeigen, dass die Aufnahme von Sumatriptan durch Polymorphismen des

organischen Kationentransporters OCT1 beeinflusst wurde.

3.5 Charakterisierung der Sumatriptanaufnahme

durch die Variante OCT1*2

Die in der kaukasischen Bevolkerung hiufigste Variante des OCT1, das Allel OCT1*2
wurde detaillierter untersucht. Fiir die Untersuchung der Zeitabhéngigkeit des Trans-
ports wurden die Zellen mit einer konstanten Konzentration (1 pM) iiber einen Zeit-
raum von einer bis 20 Minuten inkubiert. Die Konzentrationsabhéngigkeit des Trans-
ports wurde untersucht, indem die Zellen fiir 2 Minuten mit steigenden Konzentratio-
nen (0,5; 1; 5; 20; 40; 60; 80; 100; 200; 400 pM) von Sumatriptan inkubiert wurden.

Um die vom OCT1 unabhéngige Aufnahme von Sumatriptan in Zellen zu messen,
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wurden HEK293-Kontrollzellen eingesetzt, die mit dem leeren Vektor pcDNAD trans-
fiziert waren. Sowohl bei der konzentrationsabhingigen als auch bei der zeitabhén-
gigen Inkubation der OCT1*2-iiberexprimierenden Zellen mit Sumatriptan war ein
starker Transport durch die OCT1*2-Variante zu messen (Abbildung 3.5).

Die OCT1*2-liberexprimierenden Zellen zeigten in den Versuchen eine nahezu
identische Aufnahme von Sumatriptan wie die OCT1*1-Wildtypzellen. Wahrend der
Inkubation der Zelllinien mit 1 pM Sumatriptan iiber einen zunehmenden Zeitraum
kumulierte Sumatriptan in beiden Zelllinien fast identisch. Erst nach 15 Minuten war
die Konzentration in den OCT1*2-iiberexprimierenden Zellen signifikant niedriger
als in den OCT1*1-Wildtypzellen (p < 0,05, Student’s t-test). Die Endkonzentration
nach 20 Minuten Inkubationszeit in den OCT1*2-iiberexprimierenden Zellen betrug
67,1% der OCT1*1-Wildtyp Konzentration von Sumatriptan, der Unterschied war je-
doch nicht signifikant (p > 0,05, Student’s t-test). Die Inkubation der Zelllinien mit
steigenden Konzentrationen von Sumatriptan zeigte, dass OCT1*2-Zellen Sumatrip-
tan bei fast allen Konzentrationen dhnlich gut wie die OCT1*1-Wildtypzellen auf-
nahmen. Nur nach Inkubation der Zellen mit 200 pM Sumatriptan war zwischen den
beiden Zelllinien ein signifikanter Unterschied messbar (p < 0,05, Student’s t-test).
Die Ky-Werte der OCT1*1-Wildtypzellen und der OCT1*2-iiberexprimierenden Zel-
len wiesen einen geringen, aber nicht signifikanten Unterschied auf (55,4 + 7,89 nM
fir OCT1*1 gegeniiber 27,9 £ 8,21 puM fiir OCT1*2) (Tabelle 3.2). Die maximale
Transportrate vya, von 649,0 + 43,5 pmol/mg Protein/min fiir die OCT1*2-Variante
war um 66,4% niedriger als die Transportrate vy, des OCT1*1-Wildtyps (977,7 +
131,6 pmol/mg Protein/min), der Unterschied war jedoch ebenfalls nicht signifikant.
Fiir den OCT1*1 ergab sich aus den Daten eine intrinsische Clearance (Cl,) von
0,0186 ml/mg Protein/min, fiir die OCT1*2-Variante errechnete sich eine intrinsische
Clearance von 0,0264 ml/mg Protein/min. In den Experimenten konnten zwischen
den beiden Zelllinien keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden, sodass
die OCT1*2-Variante des OCT1 im Hinblick auf den Transport von Sumatriptan als
vollig aktives Allel des OCT1 zu betrachten ist.

Tabelle 3.2 — Vergleich der enzymkinetischen Parameter zwischen OCT1*1-Wildtypzellen
und der OCT1*2-Variante (Met420del)

OCT1*1 OCT1*2 p-Wert (Student’s t-test)
Ky [1M] 554+ 789 279 + 821 0,055
Vmax [pmol/mg Protein/min| 977,7 £ 131,6 649,0 &+ 43,5 0,056

Clint [nl/mg Protein/min)] 18,6 + 2,25 26,4 + 5,26 0,274
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Abbildung 3.5 — Vergleichende Charakterisierung der Aufnahme von Sumatriptan in
OCT1*1-iiberexprimierende HEK293-Zellen und OCT1*2-iiberexprimierende HEK293-
Zellen
A) Zeitabhéngigkeit der zelluliren Aufnahme von Sumatriptan durch OCT1*2.
OCT1*2-iiberexprimierende HEK293-Zellen (rot) wurden im Vergleich mit OCT1*1-
iiberexprimierende HEK293-Zellen (griin) und Kontrollzellen (schwarz), welche mit dem
leeren Vektor pcDNAS transfiziert sind, analysiert. Beide Zelllinien wurden zwischen
einer und 20 Minuten mit 1 pM Sumatriptan inkubiert.

B) Konzentrationsabhingigkeit der zelluliren Aufnahme von Sumatriptan durch
OCT1*2. Die Zelllinien wurden fiir jeweils 2 Minuten mit steigenden Konzentrationen
von Sumatriptan inkubiert.

C) Konzentrationsabhéngigkeit des OCT1*2-vermittelten Anteils der zelluldren Auf-
nahme von Sumatriptan. Der OCT1*2-vermittelte Anteil wurde durch Subtrahieren
der Aufnahme von Sumatriptan in die Kontrollzellen (pcDNA5) von der Aufnahme
des Sumatriptans in die OCT1*2-liberexprimierenden Zellen ermittelt. Die maximale
Transportrate (vpax) und die Michaelis-Menten-Konstante (Ky;) wurden berechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefithrten Experimenten.
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3.6 Inhibition der zellularen Sumatriptanaufnahme

durch andere Medikamente

Nach der Identifikation von Sumatriptan als Substrat des OCT1 stellte sich die Frage,
ob die durch den organischen Kationentransporter OCT1 vermittelte Aufnahme von
Sumatriptan durch andere Medikamente beeinflussbar ist. Es wurde eine Auswahl
von Medikamenten, die zur Prophylaxe und Behandlung vor oder wiahrend einer Mi-
graneattacke gegeben werden, auf ihr Potential die OCT1-vermittelte Aufnahme von
Sumatriptan zu inhibieren, untersucht (Abbildung 3.6). Basierend auf den aktuellen
Leitlinien zur Prophylaxe und Behandlung von Migrine der Deutschen Gesellschaft
fiir Neurologie wurden folgende Medikamente zur weiteren Analyse ausgewahlt: Ami-
triptylin, Bisoprolol, Domperidon, Flunarizin, Gabapentin, Metoclopramid, Meto-
prolol und Propranolol (DGN-Leitlinie 2012). Durch die Analyse bekannter Substrate
und Inhibitoren des OCT1 (Ahlin et al. 2008, Koepsell et al. 2007) konnen bestimmte
Gruppen von Molekiilen wie beispielsweise Substanzen mit sauren Eigenschaften als
Substrate und Inhibitoren des OCT1 ausgeschlossen werden. Daher wurden einige
weitere Migrdaneprophylaktika wie Topiramat oder Valproinsdure nicht beriicksich-
tigt. Um einen Vergleich zu einem bekannten Inhibitor des OCT1 zu erhalten, wurde

zusitzlich MPP™ in den Versuch aufgenommen.

Abbildung 3.6 — Inhibition der OCT1-vermittelten Aufnahme von Sumatriptan durch
eine Auswahl klinisch relevanter Medikamente. Die OCT1-iiberexprimierenden Zellen
wurden fiir 2 Minuten mit 1 pM Sumatriptan und jeweils 3 verschiedenen Konzentra-
tionen einer Auswahl von Medikamenten inkubiert. Die gepunktete Linie zeigt die in
die Kontrollzellen (pcDNAS5) aufgenommene Menge Sumatriptan.

Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.
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Die untersuchten Medikamente verhielten sich im Hinblick auf ihr inhibitori-
sches Potential sehr heterogen. Bei Flunarizin, Bisoprolol und Metoprolol war eine
Inhibition des OCT1-vermittelten Transports von Sumatriptan nur bei der héchsten
betrachteten Konzentration (500 pM) zu erkennen, die Aufnahme von Sumatriptan
war auf 58% bis 76% reduziert. Gabapentin hat die Aufnahme von Sumatriptan in die
OCT1-iberexprimierenden Zellen nicht beeinflusst. Amitriptylin, Propranolol, Meto-
prolol und Domperidon zeigten eine typische konzentrationsabhéngige Inhibition der
Aufnahme von Sumatriptan und wurden daher detaillierter untersucht (Abbildung
3.7). Die Starke der Inhibition des Sumatriptantransports dieser vier Medikamente

war vergleichbar zu der des Modellsubstrats MPP ™.

Abbildung 3.7 — Detaillierte Charakterisierung der Inhibition der OCT1-vermittelten
zelluldren Aufnahme von Sumatriptan durch Amitriptylin, Domperidon, Metoclopra-
mid und Propranolol. Die OCT1-iiberexprimierenden Zellen wurden fiir 2 Minuten mit
1 pM Sumatriptan und steigenden Konzentrationen des Medikaments inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefithrten Experimenten.

Amitriptylin und Propranolol waren mit einer mittleren inhibitorischen Kon-
zentration 1Csy von 3,47 + 0,08 ptM bzw. ICs von 6,20 £+ 0,06 pM die starksten
Inhibitoren des Transports von Sumatriptan in die OCT1-iiberexprimierenden Zel-
len. Fiir Metoclopramid (IC5y = 15,9 + 8,93 pM) und Domperidon (IC5y = 32,8

+ 7,44 pM) wurde erst bei hoheren Konzentrationen eine halbmaximale Inhibition
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der Sumatriptanaufnahme in die OCT1-iiberexprimierenden Zellen beobachtet. Die
Versuche zeigten, dass der Transport von Sumatriptan durch den OCT1 mit den vier

untersuchten Medikamenten gehemmt werden kann.

3.7 Interaktion anderer Triptane mit dem OCT1

Neben Sumatriptan wurden im Laufe der Zeit weitere Triptane mit &hnlicher Grund-
struktur entwickelt. In den Versuchen wurden die Triptane Eletriptan, Naratriptan,
Rizatriptan und Zolmitriptan im Bezug auf ihre Interaktion am OCT1 im Vergleich
zu Sumatriptan untersucht. Ermittelt wurde die Inhibition der zellularen Aufnahme
von MPP" durch andere Triptane, die transporterunabhangige Membranpermeabili-
tat und der Transport der Triptane durch den OCT1 selbst.

3.7.1 Inhibition des OCT1-vermittelten Transports von
MPP" durch Triptane

Um die Inhibition des OCT1-vermittelten Transports von MPP* durch Triptane zu
bestimmen, wurden OCT1-iiberexprimierende Zellen mit 5 nM *H-MPP* und Suma-

triptan oder einem anderen Triptan inkubiert. Anschliefend wurde die intrazelluldre
Konzentration von 3H-MPP™ bestimmt (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8 — Triptane als Inhibitoren des OCT1-vermittelten Transports von MPP™.
Die Inhibition der OCT1 vermittelten Aufnahme von MPP™ wurde durch 2-miniitige
Inkubation von OCT1-iiberexprimierenden HEK293-Zellen mit 5 nM 3H-markiertem
1-Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP™) bei steigender Konzentrationen der Triptane ge-
messen.

Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.
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Wiéhrend Sumatriptan (IC5y = 46,45 + 3,21 pM) und Rizatriptan (IC50 = 41,0
+ 7,2 uM) die Aufnahme von *H-MPP™" via OCT1 in die Zellen beinahe gleich stark
inhibierten, zeigten Eletriptan (IC5y = 6,81 & 0,61 pM) und Naratriptan (IC5y = 25,3
+ 6,29 uM) eine stérkere Inhibition als Sumatriptan und Rizatriptan. Mit einem
[C50-Wert von >1000 pM war fiir Zolmitriptan nur eine sehr begrenzte Inhibition
nachweisbar. Daher kann konkludiert werden, dass die untersuchten Triptane mit
Ausnahme von Zolmitriptan potente Inhibitoren des OCT1-vermittelten Transports
des Modellsubstrats SH-MPP* in vitro waren.

3.7.2 Bestimmung der transporterunabhangigen
Membranpermeabilitiat der Triptane
Die transporterunabhéngige Membranpermeabilitit der Triptane wurde mit einem

Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA) untersucht. Fiir jedes
Triptan wurden drei Konzentrationen (125; 250; 500 nM) betrachtet (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 — Vergleich des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten logD,x7,4 mit dem
Permeabilitatskoeffizienten P, der Triptane

Triptan logDpu7,4 P [10°¢ cm/s|
Eletriptan 0,5 4,20 £ 0,47
Naratriptan -0,2 0,05 + 0,04
Rizatriptan -0,7 0,87 + 0,35
Sumatriptan -1,5 0,005 + 0,001
Zolmitriptan -1 0,18 4+ 0,03

logD,u 7,4 aus (Pascual und Munoz 2005)

Eletriptan wurde mit einem Permeabilitatskoeffizienten von P, = 4,20 + 0,47
x 10% em/s die hochste Membranpermeabilitit gemessen. Sumatriptan wies mit ei-
nem Permeabilititskoeffizienten von P, = 0,005 4+ 0,001 x 10 cm/s die geringste

Membranpermeabilitat auf.

3.7.3 Triptane als Substrate des OCT1

Nachdem gezeigt wurde, dass Triptane Inhibitoren des OCT1 sind, wurde untersucht,
ob diese Triptane auch einem Transport durch dem OCT1 unterliegen. Betrachtet
wurde die Aufnahme der Triptane in OCT1-iiberexprimierende Zellen und Kontroll-
zellen (pcDNAS) bei einer Konzentration von 1 pM (Abbildung 3.9).

Jedes der untersuchten Triptane wurde in die OCT1-iiberexprimierenden Zel-

len aufgenommen. Die hochste intrazellulare Konzentration wurde fiir Eletriptan
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Abbildung 3.9 — Triptane als Substrate des OCT1-vermittelten Transports. Die Zelllini-
en wurden fiir jeweils 2 Minuten einer Konzentration von 1 pM des jeweiligen Triptans
inkubiert. OCT1-iiberexprimierende HEK293-Zellen (griin) werden im Vergleich mit
Kontrollzellen (schwarz), welche mit dem leeren Vektor pcDNAS5 transfiziert sind, ana-
lysiert.

Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler von mindestens drei unabhéngig
voneinander durchgefithrten Experimenten.

gemessen (45,9 + 2,20 pmol/mg Protein/min), die niedrigste Konzentration wur-
de nach Inkubation der OCT1-iiberexprimierenden Zellen mit Rizatriptan (10,7 £
0,11 pmol/mg Protein/min) beobachtet. Eletriptan erreichte auch in den Kontroll-
zellen eine sehr hohe Konzentration. Wahrend die anderen Triptane Konzentrationen
zwischen 0,65 £+ 0,09 pmol/mg Protein/min (Naratriptan) bis 1,77 £+ 0,08 pmol/mg
Protein/min (Rizatriptan) erreichten (im Mittel 1,11 pmol/mg Protein/min), wur-
de fiir Eletriptan mit 36,9 + 2,03 pmol/mg Protein/min eine im Vergleich zu den
anderen Triptanen 33,7-fach hohere Konzentration in den Kontrollzellen gemessen.
Um den OCT1-vermittelten Anteil an der Aufnahme der Triptane in die OCT1-
iiberexprimierenden Zellen abschétzen zu konnen, wurde der Quotient aus den Kon-
zentrationen in den Kontrollzellen und den OCT1-iiberexprimierenden Zellen gebil-
det (Abbildung 3.10 A)). Naratriptan schien von den betrachteten Triptanen dem
starksten Transport zu unterliegen. In den OCT1-iiberexprimierenden Zellen wur-

de das 54,4-Fache der Konzentration in den Kontrollzellen erreicht. Damit wurde
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es auch deutlich besser als Sumatriptan transportiert, fiir das in den OCT1-iiber-
exprimierenden Zellen eine 29,6-fach hohere Konzentration als in den Kontrollzellen
gemessen wurde. Eletriptan erreichte hingegen in beiden Zelllinien hohe Konzentra-
tionen, dementsprechend war die in den OCT1-iiberexprimierenden Zellen gemessene
Konzentration nur um Faktor 1,24 hoher als in den Kontrollzellen. Fiir alle Triptane
war der Unterschied zwischen den beiden Zelllinien signifikant (p < 0,05, ANOVA).

Setzt man den OCT1-vermittelten Anteil der zelluldren Aufnahme der Triptane
mit der Transporter-unabhéngigen Membranpermeabilitat der Triptane ins Verhélt-
nis, scheint die Transportrate eines Triptans tendenziell negativ mit der Membran-

permeabilitdt zu korrelieren (Abbildung 3.10 B)).

Abbildung 3.10 — OCT1-abhéngige Transportrate verschiedener Triptane
A) Die Zelllinien wurden fiir jeweils 2 Minuten mit 1 pM des jeweiligen Triptans inku-
biert. Dargestellt ist das Vielfache der in den pcDNA5-Zellen gemessenen Konzentra-
tionen fiir jedes Triptan.
B) Verhéltnis der OCT1-vermittelten Transportrate zur Transporter-unabhéngigen Dif-
fusion der Triptane (Tabelle 3.3). Es zeichnet sich ein reziproker Zusammenhang zwi-
schen der Membranpermeabilitdt und der OCT1-Transportrate ab.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Sumatriptan ein Substrat des organischen Katio-
nentransporters OCT1 ist. Der OCT1-vermittelte Transport von Sumatriptan kann
durch Polymorphismen des OCT1 beeinflusst werden und ldsst sich durch Medika-
mente und Substrate des OCT1 inhibieren. Der OCT1 kann neben Sumatriptan auch

andere Triptane transportieren.

4.1 Bedeutung des OCT1 fiir den zellularen

Transport von Sumatriptan

Es konnte gezeigt werden, dass Sumatriptan auf einen aktiven Transport angewie-
sen ist, um intrazelluldr zu akkumulieren. Wahrend lipophile, unpolare Substanzen in
grofter Menge per Diffusion in Zellen gelangen konnen, ist dieser Weg fiir Sumatriptan
kaum relevant. Sumatriptan ist ein polares und mit einem logD,u7,4 Wert von -1,5
(Pascual und Munioz 2005) hydrophiles Molekiil, eine Diffusion {iber Zellmembranen
ist nur in geringem Mafe zu erwarten. Es liegt zudem bei physiologischem pH-Wert
zu mehr als 95% in seiner protonierten Form vor. Dementsprechend wurde fiir Su-
matriptan im PAMPA ein geringer Permeabilitéitskoeffizient P, = 0,005 £+ 0,001 x
10 cm/s gemessen (Tabelle 3.3). Dieser niedrige Permeabilitiitskoeffizient weist auf
eine schlechte Zellmembrangéngigkeit von Sumatriptan hin. Der Vergleich der Su-
matriptanaufnahme zwischen OCT1-iiberexprimierenden Zellen und Kontrollzellen
zeigte die geringe Diffusionsrate von Sumatriptan sehr deutlich (Abbildung 3.1).
Fir die Aufnahme von Sumatriptan in primére humane Hepatozyten ist der
OCT1 der wichtigste Transporter. Die durchgefiihrten Versuche zeigten eine starke,
zum Modellsubstrat MPP™ vergleichbare Aufnahme von Sumatriptan in primére hu-

mane Hepatozyten. Dabei konnte die Aufnahme von Sumatriptan durch MPP* als

%)
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bekanntem Inhibitor des OCT1 um das 6,5- bis 11,9-Fache gehemmt werden (Abbil-
dung 3.2). Als zweithdufigster organischer Kationentransporter auf der sinusoidalen
Membran von Hepatozyten wird der OCT3 exprimiert (Nies et al. 2009, Tzvetkov
et al. 2013). Die in den OCT3-iiberexprimierenden Zellen gemessenen Konzentratio-
nen waren um den Faktor 4,9 bis 13,8 niedriger als in den OCT1-{iberexprimierenden
Zellen (Abbildung 3.3), die intrinsische Clearance um den Faktor 15,9 geringer (Ta-~
belle 3.1). Dariiber hinaus ist der OCT3 in Hepatozyten mehr als 12-fach schwécher
exprimiert als der OCT1 (Hilgendorf et al. 2007, Schaefer et al. 2012, Tzvetkov et al.
2013). Damit ist der OCT3 fiir den Transport von Sumatriptan im Vergleich zum
OCT1 vernachléssigbar. In der Leber werden noch einige weitere potentielle Suma-
triptantransporter exprimiert. Fiir den Organo-Anion-Transporter (OATP1A2) wur-
de ein Transport von Sumatriptan nachgewiesen (Cheng et al. 2012), der OATP1A2
ist jedoch nur in Cholangiozyten der Leber nachweisbar und nicht in den sinusoidalen
Membranen von Hepatozyten (Lee et al. 2005). Damit ist der OATP1A2 fiir die Auf-
nahme von Substanzen aus dem Blut in die Leber nicht relevant. Gleiches gilt fiir den
nur in der apikalen Membran der Hepatozyten nachweisbaren Kationentransporter
MATE (Tzvetkov et al. 2013). Andere mdégliche Transporter wie der Serotonintrans-
porter (SERT), der Norepinephrintransporter (NET), der PMAT oder der OCTN2
sind entweder nur in sehr geringen Mengen oder iiberhaupt nicht in den sinusoidalen
Membranen von Hepatozyten exprimiert (Otsuka et al. 2005, Ramamoorthy et al.
1993, Tzvetkov et al. 2013). Diese Transporter spielen daher fiir die hepatozellulare
Aufnahme von Sumatriptan ebenfalls keine Rolle und wurden nicht untersucht.

In den OCT1-iiberexprimierenden Zellen wurde eine starke Aufnahme von Suma-
triptan gemessen (Abbildung 3.1). Sumatriptan hat mit einem Ky-Wert von 55,4 +
7,89 pM eine relativ hohe Affinitat zum OCT1. Auffillig ist eine gleichzeitig hohe ma-
ximale Transportrate vy., (Tabelle 4.1). Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung
kann die Transportkinetik einer Substanz abgeschétzt und eingeordnet werden (Ka-
pitel 2.2.7). Die Umsatzgeschwindigkeit (v) eines Transporters oder Enzyms ist dabei
abhéngig von v.., Ky und der Substratkonzentration. Wenn die maximal erreichte
Konzentration einer Substanz im Plasma C,,,x dabei einen deutlich kleineren Wert als
Ky einnimmt, kann die Transportleistung fiir eine Substanz ndherungsweise nur mit
dem Quotient aus vy,.x und Ky (Cliy ) beschrieben werden. Die intrinsische Clearance
von Sumatriptan ist mit 18,6 nl/mg Protein/min vergleichbar mit der intrinsischen
Clearance des Modellsubstrates MPP ™, 6,9-fach hoher als die intrinsische Clearan-
ce von Metformin (2,69 pl/mg Protein/min) und 2,2-fach hoher als die intrinsische
Clearance von Morphin (Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1 — Vergleich der Transportkinetik verschiedener Substrate des OCT1

Substrat Kar Vimax Clint Referenz
[1M] [pmol/mg Protein,/min] [l/mg Protein/min]|

Morphin 3,4+ 0,3 29,0 + 2,8 8,53 (Tzvetkov et al. 2013)

Debrisoquin =~ 5,9 + 1,5 41,9 + 4,5 7,10 (Saadatmand et al. 2012)

Sumatriptan 55,4 + 7,89 977,7 + 131,6 18,6 + 2,25 diese Arbeit

MPP 78,8 + 17,0 1870 + 233 23,7 (Koepsell et al. 2007),
(Matthaei et al. 2016)

Sulpirid 259,7 + 5,4 1081,4 + 188 4,16 (Pereira et al. 2014)

Metformin 1470 + 190 3960 £ 400 2,69 (Kimura et al. 2005)

TEA™ 1750 + 70 8610 £ 700 (10 min) 4,92 (10 min) (Yasujima et al. 2011)

Damit ist Sumatriptan ein high-capacity-Substrat des OCT1 und unterliegt ei-
nem starken Transport durch den OCT1. Da die mRNA-Expression des OCT1 in den
OCT1-iberexprimierenden HEK293-Zellen mit der Expression in priméren humanen
Hepatozyten vergleichbar ist (Tzvetkov et al. 2013), konnen die in-vitro-Daten eine
Schétzung fiir die Kinetik der Sumatriptanaufnahme in der Leber bieten.

Die Ergebnisse stehen mit Messungen von Hendrickx et al. im Einklang. Nach
Inkubation von OCT1-iiberexprimierenden HEK293-Zellen mit 2,5 pM Sumatriptan
fiir 4 Minuten mafs die Arbeitsgruppe eine um 41,3-fach erhéhte Konzentration von
Sumatriptan in OCT1-liberexprimierenden Zellen gegeniiber Kontrollzellen und zeig-
te somit einen Transport von Sumatriptan durch den OCT1 (Hendrickx et al. 2013).
In dieser Arbeit wurde nach Inkubation von OCT1-iiberexprimierenden Zellen mit
1 pM Sumatriptan fiir 2 Minuten eine 29,6-fach erh6hte Konzentration in den OCT1-
tiberexprimierenden Zellen gemessen (Abbildung 3.10). Sumatriptan wurde als Sero-
toninanalogon entwickelt, dementsprechend dhneln sich Sumatriptan und Serotonin
in Struktur, chemischen Eigenschaften und Molekiilgrofe sehr. Daher kann fiir bei-
de Substanzen eine vergleichbare Kinetik am OCT1 erwartet werden. Serotonin ist
ebenfalls ein Substrat des OCT1, nach Inkubation von hOCT1-{iberexprimierenden
HEK293-Zellen mit Serotonin wurde ein Ky-Wert von 197 pM und eine maximale
Transportrate viya, von 561 pmol/mg Protein/min gemessen (Boxberger et al. 2014)
(zum Vergleich rOCT1: Ky = 37,6 pM (Busch et al. 1996)). Die Affinitét von Se-
rotonin zum OCTS3 ist wie auch die Affinitdt von Sumatriptan zum OCT3 hingegen
eher gering (Ky = 988 pM (Duan und Wang 2010)).
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4.2 Einfluss von Polymorphismen des OCT1 auf die

zellulare Aufnahme von Sumatriptan

Polymorphismen des organischen Kationentransporters OCT1 beeinflussen den Trans-
port von Sumatriptan. Fiir diese Arbeit wurden die Effekte von 15 verschiedenen
Polymorphismen, kombiniert in 14 Allelen des OCT1, auf den Transport von Suma-
triptan untersucht. Fiir zwei der untersuchten Allele (OCT1*3 und OCT1*13) wurde
eine Verringerung der Transportleistung beobachtet, sechs weitere Allele (OCT1%*4,
OCT1*5, OCT1*6, OCT1*12, OCT1*14 und OCT1*15) zeigten keine statistisch si-
gnifikante Transportaktivitidt (Abbildung 3.4). Damit verhélt sich Sumatriptan dhn-
lich wie andere Substrate des OCT1. Sowohl fiir Modellsubstrate wie MPP* und
TEA™ (Kerb et al. 2002), als auch fiir klinisch relevante Medikamente wie beispiels-
weise Metformin (Shu et al. 2007), Morphin (Tzvetkov et al. 2013), Tropisetron (Tz-
vetkov et al. 2012) sowie O-Desmethyltramadol (Tzvetkov et al. 2011) ist ein Einfluss
der OCT1-Allele auf die Affinitdt und Transportfidhigkeit beschrieben.

Die Ursache fiir die fehlende Transportaktivitét von fiinf der sechs loss-of-function
OCT1-Allele (OCT1*5, OCT1*6, OCT1*12, OCT1*14, OCT1*15) liegt in der zel-
luldren Lokalisation des OCT1 begriindet. Zellen mit diesen OCT1-Allelen besitzen
keine nennenswerte Menge des OCT1 in der Zellmembran, der OCT1 kann in diesen
Zellen hauptséchlich im endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden (Seitz
et al. 2015). Das OCT1*4-Allel ist hingegen in der Zellmembran lokalisiert, zeigt
jedoch keine oder nur eine geringe Transportaktivitdt fiir Sumatriptan und ande-
re Substanzen wie MPP™, Tropisetron oder Morphin (Kerb et al. 2002, Seitz et al.
2015). Hier kann ein genereller Defekt der Proteinstruktur des OCT1*4 vermutet
werden. Bei den restlichen, funktionsfdhigen oder substratabhéngig inaktiven OCT1-
Allelen wird eine vollstandige Expression des OCT1 in der Zellmembran beschrieben
(Seitz et al. 2015). Hier sind vermutlich verdnderte Substratbindungsstellen und eine
verdnderte Proteinstruktur fiir die variable Transportaktivitat verantwortlich.

Die héufigste Variante des OCT1 in der europaischen Bevolkerung ist das Al-
lel OCT1*2, definiert durch einen Met420del-Polymorphismus mit einer Allelfrequenz
von 14,1% (Seitz et al. 2015). Das OCT1*2-Allel zeigt keine signifikante Beeinflussung
des Transports von Sumatriptan und ist damit als voll aktives Allel zu betrachten.
In dieser Arbeit wurde fiir das OCT1*2-Allel eine tendenziell niedrigere maxima-
le Transportrate vy, und ein niedrigerer Ky-Wert fiir Sumatriptan gemessen, die
Unterschiede zum OCT1*1-Allel waren jedoch nicht statistisch signifikant (Abbil-

dung 3.5). Entsprechend war bei einem Vergleich der intrinsischen Clearance kein
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signifikanter Unterschied zwischen den OCT1*1-iiberexprimierenden Zellen und den
OCT1*2-iiberexprimierenden Zellen zu erkennen (Tabelle 3.2).

Die Transportleistung des OCT1*2-Allels zeigt in in-vitro-Versuchen substrat-
spezifische Effekte. Fiir das Modellsubstrat MPP " als Substrat des OCT1*2 wird ein
vollsténdig aktiver Transport beschrieben (Shu et al. 2003). Bei klinisch relevanten
Substraten des OCT1 wie beispielsweise Tropisetron, Metformin oder Morphin wird
hingegen entweder ein volliger Verlust oder eine stark reduzierte Transportleistung
beobachtet (Ahlin et al. 2011, Seitz et al. 2015, Shu et al. 2007, Tzvetkov et al. 2013,
2012). Bisher wurde der OCT1*2-Genotyp daher im Bezug auf klinisch relevante
Substanzen als inaktiv bzw. defekt klassifiziert und Patienten mit diesem Genotyp
zur Gruppe der poor-transporters” gerechnet. Mit der Beobachtung, dass der Trans-
port von Sumatriptan durch die OCT1*2-Variante in vitro jedoch keine relevante

Einschrankung erfahrt, sollte diese Klassifikation zum Teil revidiert werden.

4.3 Effekt von OCT1-Polymorphismen auf die

Pharmakokinetik von Sumatriptan

Im Rahmen einer im Anschluss zu dieser Arbeit durchgefiihrten klinischen Studie
konnten grofe Unterschiede in der Sumatriptanplasmakonzentration in Abhéngig-
keit vom OCT1-Genotyp beobachtet werden (Matthaei et al. 2016). Fiir die Studie
wurden freiwillige Probanden genotypisiert und bekamen 50 mg Sumatriptan per os
verabreicht. Im Anschluss wurde die Plasmakonzentration von Sumatriptan zu ver-
schiedenen Zeitpunkten bestimmt. Es wurden 21 Trager mit zwei aktiven Allelen, 16
Trager mit einem aktiven Allel und 7 Tréger mit keinem aktiven Allel in die Studie
eingeschlossen. Die Einordnung der Varianten des OCT1 in aktive und inaktive Allele
beruhte auf den Ergebnissen dieser Arbeit.

Die Allele OCT1*1 und OCT1*2 waren analog zu den in dieser Arbeit gemes-
senen in-vitro-Daten voll funktionsfahig, es wurden keine erhéhten Plasmakonzen-
trationen C,,x von Sumatriptan beobachtet. Auch bei Probanden, die nur ein als
inaktiv klassifiziertes Allel trugen, wurden keine erhohten Plasmakonzentration von
Sumatriptan gemessen. Bei Probanden mit zwei inaktiven Allelen (OCT1*3, OCT1*4,
OCT1*5 oder OCT1%6) konnten hingegen durchschnittlich um 176% erhéhte maxi-
male Plasmakonzentrationen und um 215% erhohte AUCs nachgewiesen werden. Die
gemessenen Differenzen sind vergleichbar zu den bei schwer leberinsuffizienten Pati-
enten beobachteten Anderungen der Pharmakokinetik von Sumatriptan (Tabelle 4.2).
Auffillig ist, dass bereits die fir das OCT1*3 Allel in vitro beobachtete Reduktion
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der Transportleistung ausreicht, um zu erhéhten Sumatriptanplasmakonzentrationen
zu fiithren.

Die Leber ist das wichtigste Organ fiir die Metabolisierung von Sumatriptan. Su-
matriptan gelangt als aktive Substanz in das Blut und wird hauptséchlich durch das
Enzym Monoaminooxidase A (MAO-A) in seinen inaktiven Metaboliten tiberfiihrt.
Alle Organsysteme mit MAO-A-Expression sind daher grundsétzlich in der Lage,
Sumatriptan zu metabolisieren (Dixon et al. 1994, Fowler et al. 1991). Vergleicht
man die mRNA-Menge der MAO-A in verschiedenen Organsystemen, findet man die
grokte Menge im Magen-Darm-Trakt gefolgt von Plazenta, Lunge und Muskel. In
der Leber ist hingegen eher wenig mRNA der MAO-A nachweisbar (Grimsby et al.
1990). Die quantitative Bestimmung der MAO-A-mRNA lésst daher nicht sicher den
Schluss zu, dass die Leber der wichtigste Ort der Metabolisierung von Sumatriptan
ist. Betrachtet man zusétzlich die tatsédchliche Proteinmenge des Enzyms, ist eine
hauptséchlich hepatische Metabolisierung aber wahrscheinlich. In der Leber wurden
mit etwa 5 pmol/mg Protein die groften Mengen an MAO-A-Protein nachgewie-
sen, die Konzentration in den restlichen Organen (z.B. 0,5-2,5 pmol/mg Protein im
Duodenum, 2 pmol/mg Protein in der Milz) ist deutlich geringer (Saura et al. 1996).

Der Leber kommt eine zentrale Rolle in der Metabolisierung von Sumatriptan zu.
Es ist jedoch nicht sicher, was letztendlich zu der deutlich veranderten Pharmakokine-
tik von Sumatriptan in Probanden mit zwei inaktiven OCT1-Allelen fiihrt. Urséchlich
kénnte ein verminderter hepatischer First-Pass-Effekt, ein verdndertes Verteilungs-
volumen oder eine verénderte systemische Elimination von Sumatriptan sein. Nach

oraler Gabe von Sumatriptan konnen innerhalb von 24 Stunden ausgehend von der

Tabelle 4.2 — Auswirkungen einer Leberinsuffizienz auf die Pharmakokinetik von Tripta-

nen

in-vitro-Daten Leberinsuff. Pat.
Triptan (x-fach pcDNA5)  (AUC)  (Cpax) Referenz
Eletriptan 1,24 £+ 0,09 +34%  + 18%  (Pfizer Canada Inc. 2013)
Naratriptan 54,4 + 6,33 + 40% 0.A. (GlaxoSmithKline Inc. 2014a)
Rizatriptan 6,09 + 0,31 0.A. +30%  (Merck Canada Inc. 2013)
Sumatriptan 29,6 + 2,07 + 181% + 176% (GlaxoSmithKline Inc. 2014b)
Zolmitriptan 10,4 £+ 0,41 +226% + 47%  (AstraZeneca Canada Inc. 2014)

x-fach pcDNAS5, Vielfaches der Triptanaufnahme in den OCT1-iiberexprimierenden Zel-
len im Vergleich zu den pcDNA5-Kontrollzellen; AUC, Zunahme der Area Under Curve
der Triptane bei Patienten mit schwerer Leberinsuffizienz im Vergleich zu lebergesun-
den Patienten; Cp.x, Zunahme der maximalen Plasmakonzentration der Triptane bei
Patienten mit schwerer Leberinsuffizienz im Vergleich zu lebergesunden Patienten; 0.A.,
ohne Angabe
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gegebenen Dosis im Urin 2% unverdndertes Sumatriptan und 35% des Metaboliten
nachgewiesen werden. Demgegeniiber wurden nach subkutaner Applikation von Su-
matriptan 22% der Ausgangsdosis Sumatriptan und 41,2% des Metaboliten im Urin
gefunden (Lacey et al. 1995). Nach 96 Stunden sind im Urin 57,2% der verabreichten
Dosis nachweisbar (Sumatriptan und Metabolit) (Dixon et al. 1994). Diese Daten
weisen auf eine hohe First-Pass-Metabolisierungsrate nach oraler Gabe von Suma-
triptan hin. Dafiir spricht auch der hohere Anteil unveréinderten Sumatriptans in den
Ausscheidungen nach intravendser Applikation im Vergleich zu oraler Applikation
von Sumatriptan (Dixon et al. 1994). Gleichzeitig kénnen im Tiermodell nach in-
travenoser Gabe von radioaktiv markiertem Sumatriptan sehr hohe Konzentrationen
dieses Sumatriptans in der Leber beobachtet werden (Dixon et al. 1993). Dadurch
hétte ein verminderter Transport von Sumatriptan in die Leber auch ein verminder-
tes Verteilungsvolumen zur Folge. Die renale Elimination von nicht metabolisiertem
Sumatriptan macht maximal 20% der gesamten Elimination von Sumatriptan aus
(Lacey et al. 1995). Damit spielt auch fiir die Elimination von Sumatriptan die Leber
sicherlich eine grofe Rolle.

Bei Patienten mit Leberfunktionsstérungen kénnen Unterschiede in den Plas-
maspiegeln nach subkutaner und oraler Gabe von dquivalenten Dosen Sumatriptan
nachgewiesen werden (GlaxoSmithKline Inc. 2014b). Wihrend nach subkutaner Ga-
be die Plasmakonzentration zwischen leberinsuffizienten und lebergesunden Patienten
vergleichbar war, wurde nach oraler Gabe eine erhchte Plasmakonzentration in der
Patientengruppe mit Leberfunktionsstérungen gemessen. Bei diesen Patienten war
zudem die AUC nach oraler Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht (Tabelle
4.2). Fiir Patienten mit beeintrichtigter Leberfunktion ist die orale Gabe von Su-
matriptan daher kontraindiziert, diese wiirde zu deutlich erh6hten maximalen Plas-
maspiegeln fiihren (GlaxoSmithKline Inc. 2014b). Die Beeintréchtigung der Meta-
bolisierung bzw. die Zunahme der Plasmakonzentration ist dabei vergleichbar mit
den Verdnderungen in der Sumatriptankinetik bei den gesunden Probanden mit zwei
inaktiven OCT1-Allelen aus der Studie (Tabelle 4.2).

Fiir die Therapie von Migrénepatienten lassen sich aus diesen Ergebnissen zwei
Uberlegungen ableiten. Zum einen sollten Triger von zwei inaktiven Allelen mog-
licherweise auf die orale Einnahme von Sumatriptan verzichten oder entsprechend
den Anweisungen des Herstellers fiir Patienten mit Leberschédden die orale Thera-
pie mit verringerten Dosen beginnen (GlaxoSmithKline Inc. 2014b). Alternativ ist
wie auch bei Patienten mit Leberschiden die subkutane Applikation von Sumatrip-

tan zu empfehlen (GlaxoSmithKline Inc. 2014b). Zum anderen kénnten sich positive
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Effekte fiir die Therapie ergeben. Wenn Sumatriptan langsamer metabolisiert wird,
werden schneller ausreichend hohe Plasmaspiegel erreicht. Das wird als ein wichtiges
Kriterium fiir eine gelungene Therapie mit Triptanen angesehen (Dodick 2005).
Diese Uberlegungen auf Basis der in vitro und in vivo gewonnenen Daten sind
jedoch spekulativ und sollten in weiteren klinisch-randomisierten Studien iiberpriift

werden.

4.4 Migraneprophylaktika beeinflussen die zellulare
Aufnahme von Sumatriptan durch den OCT1

Der Transport von Sumatriptan durch den OCT1 kann durch andere Medikamente
inhibiert werden. Lésst sich in vitro eine Inhibition des Transports von Sumatriptan
zeigen, findet eine solche Interaktion moglicherweise auch in vivo statt. Werden zwei
oder mehr parallel verabreichte Substanzen iiber den gleichen Transporter in He-
patozyten aufgenommen, kann der Transport jeder dieser Substanzen beeintrichtigt
werden. Wird dadurch die Aktivierung oder Inaktivierung einer Substanz verlang-
samt oder beschleunigt, kann das zu unerwiinschten Arzneimittelwirkungen fiihren.
Diese Wechselwirkungen sind fiir den organischen Kationentransporter OCT1 schon
fiir einige Medikamente gezeigt worden. So kommt es bei gleichzeitiger Inkubati-
on von OCT1-{iberexprimierenden Zellen mit Morphin und Irinotecan, Ondansetron
oder Verapamil zu einer Inhibition der OCT1-vermittelten Aufnahme von Morphin
(Tzvetkov et al. 2013). Die Aufnahme von Metformin in OCT1-iiberexprimierende
Zellen kann durch Repaglinid inhibiert werden (Bachmakov et al. 2008).

Die untersuchten Medikamente zur Prophylaxe bei Migréne oder gegen Ubel-
keit wahrend einer Migréneattacke unterschieden sich stark in ihrem Einfluss auf die
Aufnahme von Sumatriptan iiber den OCT1. Wahrend fiir Flunarizin, Bisoprolol,
Metoprolol und Gabapentin kein inhibitorischer Effekt auf die OCT1-vermittelte Auf-
nahme von Sumatriptan gemessen werden konnte, zeigten Amitriptylin, Propranolol,
Domperidon und Metoclopramid eine vergleichbare oder sogar stéarkere Inhibition
des Sumatriptantransports als die Modellsubstanz MPP* (Abbildung 3.6). Die Plas-
makonzentrationen der vier Medikamente sind bei normaler Dosierung allerdings zu
niedrig, um auch in vivo Wechselwirkungen am OCT1 mit Sumatriptan hervorrufen
zu konnen (Tabelle 4.3). Nach oraler Gabe erreichen Medikamente in der Pfortader
haufig jedoch deutlich hohere Konzentrationen. Relevante Interaktionen in der Leber
von parallel applizierten Medikamenten konnen ab einer maximalen Pfortaderkon-

zentration (Chax port. unb.) von 10% der mittleren inhibitorischen Konzentration 1Cjs,
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nicht mehr ausgeschlossen werden (Ciax port. unb./ICs50 > 0,1) (Tweedie et al. 2013).
Die Versuche legen eine nach dieser Definition mdgliche Interaktion am OCT1 fiir
Amitriptylin, Propranolol und Metoclopramid nahe. Fiir Domperidon sind auch dann

keine Wechselwirkungen zu erwarten (Cpax port. unb./ICs0 < 0,1).

Tabelle 4.3 — Vergleich der Inhibitionspotentiale (ICs5g) einer Auswahl von Migranepro-

phylaktika
Amitriptylin = Propranolol Metoclopramid Domperidon

IC50 [nM] 3,47 6,20 15,9 32,8
orale Dosis [mg] 100 80 20 10
Cmax unb. [llM] 0,012 0,022 0,160 0,004
Chax unb./ICs0 0,0039 0,0036 0,0084 0,0001
Cax port. unb. [1M] 1,19 1,99 2,62 0,12
Crnax port. unb./ICs0 0,34 0,32 0,16 0,004

Cumax unb., maximale Plasmakonzentration des frei im Plasma vorliegenden Medikaments;
Crax port. unb., maximale Plasmakonzentration des frei im Plasma vorliegenden Medikaments
in der Vena Portae Hepatis.

Die maximalen Plasmakonzentrationen und die Proteinbindungsraten der Medikamente wurden
aus ,Goodman and Gilman’s - The Pharmacological Basis of Therapeutics"(Brunton et al.
2005) entnommen. Die Werte fiir Domperidon sind dem Paper ,Pharmacokinetics and dose
proportionality of domperidone in healthy volunteers* (Huang et al. 1986) entnommen.

Auch wenn in vitro eine deutliche Inhibition des Transports von Sumatriptan
gezeigt werden konnte, sind die Folgen fiir Patienten in vivo nicht sicher abzuschét-
zen. Zu erwarten ware eine hohere maximale Plasmakonzentration und eine grofere
AUC auf Grund der langsameren Aufnahme von Sumatriptan in die Hepatozyten.
Fiir Sumatriptan und Propranolol konnten allerdings in einer Patientenstudie keine
Arzneimittel-Wechselwirkungen nachgewiesen werden (Scott et al. 1991). In dieser
Studie wurde jedoch nur eine geringe Dosis Propranolol (80 mg) bei einer gleichzeitig
sehr hohen Sumatriptandosis (300 mg) verabreicht. Andere Studien konnten in vivo
sowohl fiir Rizatriptan als auch fiir Zolmitriptan eine Verdnderung der Pharmakoki-
netik nach gleichzeitiger Gabe von hoheren Dosen Propranolol (120 - 160 mg) zeigen
(Goldberg et al. 2001, Peck et al. 1997). Die Autoren dieser Studien machen vor
allem die Inhibitionswirkung von Propranolol an verschiedenen CYP-Enzymen und
der Monoaminooxidase-A fiir die vergroferte AUC und die héheren maximalen Plas-
makonzentrationen C,,,, verantwortlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen einen
weiteren Erklarungsansatz liefern. Es konnte fiir alle Triptane ein Transport durch
den OCT1 gezeigt werden. Propranolol kann den Transport von Sumatriptan durch

den OCT1 inhibieren und es ist moglich, dass Propranolol auch den Transport von
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anderen Triptanen am OCT1 inhibieren kann. Moglicherweise fiihrt also eine Kombi-
nation aus Transport- und Enzymhemmung durch Propranolol zu einer verdanderten
Pharmakokinetik der Triptane.

In dieser Arbeit wurden nur typischerweise mit Sumatriptan verabreichte Medi-
kamente auf Interaktionen am OCT1 untersucht. Grundséatzlich kénnten jedoch auch
beliebige andere Substanzen zusammen mit Sumatriptan verabreicht werden und den
OCT1-vermittelten Transport von Sumatriptan inhibieren. Es ist eine Vielzahl wei-
terer klinischer Medikamente beschrieben, die den Transport von Modellsubstanzen
wie MPP" und ASP™ oder klinisch relevanter Medikamente wie Morphin beeinflus-
sen konnen. Darunter fallen verschiedenste Substanzen wie Tropisetron, Irinotecan
oder Fluoxetin (Tzvetkov et al. 2013). Diese Medikamente sind somit auch potenti-
elle Inhibitoren des OCT1-vermittelten Sumatriptantransports und sollten daher auf
ihr Interaktionspotential untersucht werden.

Sumatriptan hat eine hohe Affinitdt zum OCT1. Wenn die Aufnahme von Su-
matriptan durch OCT1-vermittelten Transport von den vier oben genannten Me-
dikamenten gehemmt werden kann, ist auch fiir andere Substrate des OCT1 eine
Inhibition durch diese Medikamente denkbar. Fiir Amitriptylin, Metoclopramid und
Propranolol wurde eine Inhibition der Aufnahme des Modellsubstrats ASP* gezeigt
(Ahlin et al. 2008). Auch die Stérke der Inhibition verhélt sich dhnlich wie fiir Suma-
triptan: Wahrend Amitriptylin in der Untersuchung das stérkste Potential zur Inhi-
bition zeigt, sind Metoclopramid und Propranolol schwéchere Inhibitoren. Fiir Dom-
peridon ist eine Inhibition der organischen Kationentransporter OCT2, MATE1 und
MATE2K beschrieben, bisher wurde aber keine direkte Arzneimittel-Wechselwirkung
am OCT1 gezeigt (Wittwer et al. 2013). Es ist daher iiberlegenswert, die Inhibitoren
der OCT1-vermittelten Sumatriptanaufnahme auch auf Interaktionen mit anderen

bekannten Substraten des OCT1 zu priifen.

4.5 Bedeutung des OCT1 fiir den Transport anderer
Triptane

Neben Sumatriptan sind auch Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan Substrate
des OCT1. Fiir Sumatriptan, Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan konnte ei-
ne 6- bis b4-fach erhohte intrazellulare Konzentration in OCT1-liberexprimierenden
HEK293-Zellen gegeniiber pcDNA5-Kontrollzellen gemessen werden (Abbildung 3.9).
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Damit unterliegen diese Triptane einem Transport durch den OCT1. Eletriptan er-
reichte in beiden Zelllinien dhnliche Konzentrationen, damit findet vermutlich kein
oder nur ein sehr geringer Transport statt (Abbildung 3.10).

Die Medikamentengruppe der Triptane ist durch eine hohe Ahnlichkeit zwischen
den einzelnen Vertretern gekennzeichnet. Die Basis bildet ein Indolring, die chemi-
schen Eigenschaften der Restgruppen an Position 3’ und 5" unterscheiden sich nicht
wesentlich. Im Zentrum der Restgruppe an Position 3’ steht eine Aminogruppe, die
Restgruppe an Position 5’ ist tendenziell hydrophil. Diese Eigenschaften werden mit
einer hohen Affinitét zum OCT1 in Verbindung gebracht (Jonker und Schinkel 2004).

Eletriptan weicht von diesem Schema ab. Es ist wesentlich lipophiler als die
anderen Triptane (Tabelle 3.3) und kann alleine durch Diffusion sehr hohe Kon-
zentrationen in Zellen erreichen. Die in den Kontrollzellen gemessene Konzentration
iiberstieg die von Sumatriptan oder den anderen Triptanen in den OCT1-iiberexpri-
mierenden Zellen um das 1,1- bis 3,5-Fache. Damit ist der OCT1 fiir den Transport
von Eletriptan in Hepatozyten irrelevant. Ein gegensétzliches Bild zeigte sich fiir die
anderen Triptane, insbesondere Naratriptan unterlag einem starken Transport durch
OCT1 (Abbildung 3.10).

Da Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan einem Transport durch den OCT1
unterliegen, kann davon ausgegangen werden, dass fiir diese Triptane der Transport
bei inaktiven Allelen des OCT1 in dhnlicher Weise eingeschrankt ist wie fiir Suma-
triptan. Wie auch nach oraler Gabe von Sumatriptan erreichen diese Triptane bei
Patienten mit Leberinsuffizienz hohere Plasmaspiegel als bei Lebergesunden (Tabel-
le 4.2). Die untersuchten Triptane werden entweder durch die Monoaminooxidase A
metabolisiert oder im Fall von Eletriptan und Naratriptan durch Cytochrom-P450
Enzyme. Diese Enzyme sind vor allem in der Leber exprimiert, somit ist die Leber
vermutlich auch das zentrale Organ zur Metabolisierung dieser Triptane (Nishimu-
ra et al. 2003, Saura et al. 1996). Der grokte Effekt bei Patienten mit inaktiven
OCT1-Allelen wére wegen der im Vergleich zu den anderen Triptanen extrem hohen
Transportrate fiir Naratriptan zu erwarten. Da Naratriptan nur zu etwa 30% in der
Leber metabolisiert und zu 50% unverdndert renal ausgeschieden wird, beobachtet
man bei leberinsuffizienten Patienten jedoch nur eine um 40% hohere AUC (Dulli
1999, GlaxoSmithKline Inc. 2014a). Inaktive OCT1-Allele haben daher vermutlich
einen geringeren Einfluss auf die Pharmakokinetik als es bei Sumatriptan der Fall
ist. Rizatriptan und Zolmitriptan unterlagen einem Transport durch den OCT1, die
Transportrate war mit dem 6,1- bzw. 10,4-Fachen geringer als die von Sumatriptan

(Tabelle 4.2). Leberinsuffiziente Patienten hatten nach Gabe von Rizatriptan eine um
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30% erhohte maximale Plasmakonzentration. Fiir Zolmitriptan wurde bei leberinsuf-
fizienten Patienten eine um 226% vergroferte AUC gemessen. Wenn der OCT1 in
Hepatozyten der wichtigste Transporter fiir Rizatriptan und Zolmitriptan ist, wére
eine Verinderung der Pharmakokinetik im Sinne von erhchten Plasmakonzentratio-

nen zu erwarten.

4.6 Triptane als Inhibitoren des OCT1

In dieser Arbeit wurde die Inhibition der Aufnahme des Modellsubstrats MPP* in
OCT1-iberexprimierende Zellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Triptane
mit Ausnahme von Zolmitriptan potente Inhibitoren des OCT1 sind (Abbildung 3.8).

Damit Triptane n vivo eine Inhibition des OCT1-vermittelten Transports eines
Medikamentes herbeifiihren kénnen, miissen ausreichend hohe Konzentrationen des
Triptans an den Hepatozyten erreicht werden. Hierfiir wurde die maximale Pfortader-
konzentration betrachtet und mit der mittleren inhibitorischen Konzentration vergli-
chen (Tabelle 4.4). Fiir Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan liegt der Quotient
aus Cpax port. unb. Und IC50 deutlich unter der geltenden Schwelle (Ciax port. unb./ICs0
> 0,1 (Tweedie et al. 2013)). Fiir diese Triptane ist eine Arzneimittel-Wechselwirkung
in vivo sehr unwahrscheinlich. Jedoch liegt der fiir Sumatriptan und Eletriptan errech-
nete Cpax port. unb./IC50-Quotient iiber diesem Grenzwert, damit ist eine Interaktion
dieser Triptane mit anderen Medikamenten denkbar. Da hier nur die Inhibition der
Aufnahme von MPP™" untersucht wurde, lisst sich lediglich eine Tendenz ableiten.
Ein fragliches Medikament miisste in gesonderten Experimenten auf eine Inhibition

des Transports durch Triptane untersucht werden.

Tabelle 4.4 — Inhibitorisches Potential von Triptanen am OCT1

Eletriptan Naratriptan Rizatriptan Sumatriptan Zolmitriptan

IC50 [1M] 6,81 25,3 41,0 46,5 > 1000
Dosis [mg] 80 2,5 10 100 5
Conax unb, [1M] 0,061 0,015 0,044 0,157 0,017
Cimax unb./ICs0 0,0089 0,0006 0,0011 0,0034 < 0,0001
Crax port. unb. [1M] 1,65 0,31 1,39 9,11 0,82
Crmax port. unb./ICs0 0,24 0,01 0,03 0,20 < 0,01

Cmax unb., maximale Plasmakonzentration des frei im Plasma vorliegenden Medikaments;
Crax port. unb., maximale Plasmakonzentration des frei im Plasma vorliegenden Medikaments
in der Vena Portae Hepatis.

Die maximalen Plasmakonzentrationen und die Proteinbindungsraten der Triptane stammen
aus: (Dixon und Warrander 1997, GlaxoSmithKline Inc. 2014a,b, Merck Canada Inc. 2013,
Pfizer Canada Inc. 2013)
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MPP™ besitzt eine hohe Affinitdt zum OCT1. Eine Interaktion der Triptane mit
anderen Medikamenten mit vergleichbarer oder schlechterer Affinitiat als MPP" zum
OCT1 ist deswegen denkbar. Bekannte Substrate des OCT1, fiir die ein Transport
durch OCT1 direkt gezeigt wurde, sind beispielsweise Morphin, Metformin oder Ami-
sulprid. Wéhrend Morphin mit einem Ky-Wert von 3,4 uM (Tzvetkov et al. 2013)
eine hohere Affinitdt zum OCT1 als MPP " aufweist, hat Amisulprid eine vergleich-
bare (Kyi: 31,3 pM (Pereira et al. 2014)) und Metformin eine viel geringere Affinitét
zum OCT1 (Ky: 1470 pM (Shu et al. 2007)). Wenn die Inhibition des Transports
wesentlich von der Affinitdt des Substrats zum Transporter abhéngig ist, ware fiir
Morphin nur eine geringe und fiir Metformin eine stérkere Inhibition durch Triptane
zu erwarten. Die Aufnahme von Amisulprid wiirde sich durch Sumatriptan dhnlich
wie die Aufnahme von MPP™" inhibieren lassen.

Diese Art der Vorhersage ist jedoch nur bedingt richtig, eine vergleichbare Affini-
tat zum OCT1 muss aufgrund der verschiedenen Substratbindungsstellen am OCT1
nicht zwingend auch zu einer vergleichbaren Inhibition durch die Triptane fithren (Ko-
epsell 2011). Beispielhaft konnen hier Zolmitriptan und Eletriptan angefiihrt werden.
Zolmitriptan zeigte im Inhibitionsexperiment mit MPP" praktisch keine Inhibition,
es ist jedoch ein Substrat des OCT1. Es bindet mdglicherweise an anderer Stelle des
OCT1 als MPP" und kann so zwar transportiert werden, die Aufnahme von MPP*
in Zellen aber nicht beeinflussen.

Umgekehrt fallt das hohe inhibitorische Potential von Eletriptan bei einer gleich-
zeitig nur sehr geringen Transportrate auf (Abbildung 3.8, Abbildung 3.10). Eletrip-
tan konnte den Transport von MPP™ im Sinne einer allosterischen Inhibition be-
einflussen, ohne selbst Substrat des OCT1 zu sein. Die alleinige Betrachtung der
Transportrate ldsst diesen Schluss aber nicht sicher zu. Eletriptan konnte trotz des
lipophilen Charakters einem Transport unterliegen, da sich die Transportrate nur
aus dem Quotienten der intrazelluldren Konzentrationen zwischen den beiden Zell-
linien (OCT1-iiberexprimierende Zellen und pcDNAS5-Kontrollzellen) errechnet. Ein
Transport und somit auch eine hohe Affinitét zum OCT1 wiirde durch die gute Mem-
brangéngigkeit von Eletriptan in einem solchen Versuchsaufbau maskiert werden. Um
diese Frage zu kldaren, miisste man eine genaue Untersuchung der Substratbindungs-
stelle von Eletriptan am OCT1 durchfiihren.
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4.7 Sumatriptan und die Blut-Hirn-Schranke

Fiir Sumatriptan werden auch zentrale Wirkungen postuliert (Kaube et al. 1993).
Um diese entfalten zu kénnen, muss es iiber die Blut-Hirn-Schranke gelangen. Su-
matriptan ist jedoch kaum membrangéingig und in fritheren Versuchen konnte ein
zentraler Effekt nur nach Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen werden
(Kaube et al. 1993). Die Auswertung der klinischen Erfahrungen haben jedoch ge-
zeigt, dass es unter Sumatriptan haufiger zu zentralen Nebenwirkungen wie Ver-
wirrtheit, Schwindel oder lebhaften Traumen kam als unter Placeboeinsatz (Ferrari
et al. 2002). Das kann als Beleg fiir zentrale Effekte gesehen werden und ist somit
ein Hinweis fiir eine Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke durch Sumatriptan. Man
geht jedoch nicht davon aus, dass die Blut-Hirn-Schranke, wie frither vermutet, wah-
rend einer Migriane-Attacke geschidigt wird (Edvinsson und Tfelt-Hansen 2008). Fiir
einige Triptane konnte bereits nachgewiesen werden, dass sie in den durch die Blut-
Hirn-Schranke geschiitzten Bereich des Gehirn gelangen kénnen, um eine Wirkung an
Serotoninrezeptoren zu entfalten (Tfelt-Hansen 2010). Eletriptan, Zolmitriptan und
Sumatriptan wurden nach intraventser Gabe im Kortex von Ratten nachgewiesen
(Johnson et al. 2001). Fiir lipophile Molekiile wie Eletriptan ist Diffusion ein Weg,
um iiber die Blut-Hirn-Schranke zu gelangen. Sumatriptan kann jedoch als hydrophi-
les Molekiil die Membran der Endothelzellen kaum per Diffusion iiberwinden, daher
kann ein Transport vermutet werden. Fiir Sumatriptan wurde bereits ein Transport
durch den in den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke exprimierten organischen
Anionentransporter OATP1A2 gezeigt (Cheng et al. 2012). Es gibt Hinweise, dass
der OCT1 ebenfalls in der Membran der Endothelzellen exprimiert ist (Dickens et al.
2012, Lin et al. 2010). Sumatriptan kann also moglicherweise mit Hilfe dieser bei-
den Transporter iiber die Blut-Hirn-Schranke gelangen und zentrale Effekte direkt

an Neuronen auslosen.

4.8 Limitierungen und Ausblick

In-vitro-Studien kénnen nur einen Teil der Vorgénge in Organismen abbilden und sind
daher nur beschrinkt auf Menschen iibertragbar. In vivo kann es Einfliisse geben, die
in in-vitro-Studien nicht berticksichtigt werden konnen oder sollen.

In den Versuchen konnte ein Transport von Sumatriptan durch OCT1 gemessen
werden, der Leitsubstanz aus der Medikamentengruppe der Triptane. Die fiir diese
Arbeit durchgefiihrten Experimente haben aber grofe Unterschiede im Bezug auf die

Transportkinetik der Triptane am OCT1 gezeigt. Eine mogliche Weiterfithrung der
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Forschung wéren daher Transportexperimente mit den Triptanen der 2. Generati-
on an Hepatozyten und die Bestimmung der Transportkinetik dieser Triptane am
OCT1. Dariiber hinaus sollten auch die verschiedenen Allelvarianten des OCT1 auf
die Transportleistung fiir diese Triptane untersucht werden.

Die in dieser Arbeit beobachteten Interaktionen zwischen Migrédneprophylakti-
ka und Sumatriptan sind ein starker Hinweis auf mogliche Interaktionen in wvivo.
Ob tatsédchlich relevante Interaktionen auftreten, miisste durch entsprechende Inhi-
bitionsexperimente im Tiermodell und klinischen Studien untersucht werden. Des
Weiteren ware auch die Identifikation weiterer Inhibitoren des OCT1-vermittelten
Triptantransports ein sinnvoller Ankniipfungspunkt, um Aussagen iiber Interaktio-
nen der Triptane am OCT1 mit weiteren Medikamenten treffen zu kénnen. Domperi-
don konnte als Inhibitor des OCT1 identifiziert werden, auch fiir dieses Medikament
wire eine genauere Klassifizierung der Enzymkinetik am OCT1 interessant.

Mit Blick auf die Ergebnisse dieser Arbeit und denen der durchgefiihrten kli-
nischen Studie wére eine weitere klinische Studie wiinschenswert, in der die Phar-
makokinetik von Sumatriptan genauer betrachtet wird. So kénnte die Aufnahme,
Metabolisierung und Elimination von Sumatriptan in Probanden mit zwei inaktiven
Allelen durch Analyse der Ausscheidungen und Plasmakonzentrationen vergleichend
nach oraler und intravenoser Gabe von Sumatriptan untersucht werden. Perspekti-
visch kénnte zudem untersucht werden, ob Migrdnepatienten, die unter starken Ne-
benwirkungen einer Triptantherapie leiden, einen auffalligen OCT1-Status aufweisen.
Ein besonderes Augenmerk sollte dann auf die alternativ verabreichten Medikamente
oder Triptane gelegt werden. Dadurch konnten moglicherweise Riickschliisse auf den
Zusammenhang zwischen dem Erfolg einer triptanbasierten Migranetherapie und der

OCT1-Transportaktivitiat gezogen werden.



Kapitel 5
Zusammenfassung

Migréne ist mit einer weltweiten Préavalenz von 10% eine haufige Erkrankung und
fithrt alleine in Deutschland zu volkswirtschaftlichen Gesamtkosten von geschétzt
6,72 Mrd. Euro pro Jahr. Fiir die Behandlung der Migréane spielen Triptane eine
entscheidende Rolle. Am haufigsten wird in Deutschland das dlteste Triptan Suma-
triptan verschrieben. Sumatriptan unterliegt einem hohen First-Pass-Effekt, der auf
einen ausgepragten Lebermetabolismus zuriickzufiihren ist. Sumatriptan ist ein hy-
drophiles Molekiil, das nur begrenzt durch zellulire Membranen diffundieren kann
und auf einen aktiven Transport angewiesen ist. Es liegt bei physiologischem pH-
Wert zu mehr als 95% in seiner protonierten Form als Kation vor. Der in der Leber
am stirksten exprimierte organische Kationentransporter ist der OCT'1. Dieser ist ge-
netisch sehr polymorph und Varianten des OCT1 beeinflussen die Pharmakokinetik
und Wirkung von verschiedenen Medikamenten wie Metformin, Morphin, Tramadol
und Tropisetron.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Sumatriptan einem hepatischen Transport
durch den humanen organischen Kationentransporter OCT1 unterliegt und ob Po-
lymorphismen des OCT1 einen Einfluss auf die Transportaktivitdt von Sumatriptan
haben. Dariiber hinaus wurden Arzneimittel-Wechselwirkungen von typischen Ko-
medikamenten und Sumatriptan am OCT1 untersucht und der Transport anderer
Triptane durch den OCT1 betrachtet.

Fiir die Experimente wurden primére humane Hepatozyten und HEK293-Zellen,
die den Wildtyp und Allelvarianten des OCT1 iiberexprimierten, verwendet. Es wur-
den 14 verschiedene Allelvarianten des OCT1 untersucht: OCT1-Allel *1 bis *7 und
*9 bis *15. Die Zellen wurden mit Sumatriptan inkubiert und die zellulare Aufnahme

von Sumatriptan mittels HPLC-MS/MS quantifiziert.

70
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Die Aufnahme von Sumatriptan in primére humane Hepatozyten léasst sich durch
das OCT1-Modellsubstrat MPP" inhibieren. In hOCT1-iiberexprimierenden Zellen
ist die Aufnahme von Sumatriptan zeit- und konzentrationsabhingig und folgt ei-
ner typischen Michaelis-Menten-Kinetik (Ky = 55,4 + 7,89 uM, vy = 977,7 £
131,6 pmol/mg Protein/min). Sumatriptan unterliegt einem Transport durch den
hepatischen organischen Kationentransporter OCT3. Die Transportleistung ist im
Vergleich zum OCT1 jedoch deutlich geringer (Ky = 75,4 + 6,15 uM, vyax = 90,2
+ 20,28 pmol/mg Protein/min). Die OCT1-vermittelte Aufnahme von Sumatriptan
ist fir die Allele OCT1*3 und OCT1*13 vermindert und fiir die Allele OCT1*4,
OCT1*5, OCT1*6, OCT1*12, OCT1*14 und OCT1*15 vollstandig aufgehoben. Die
restlichen untersuchten Allele zeigen eine gegeniiber dem OCT1*1-Wildtypallel nicht
verdnderte Aufnahme von Sumatriptan. Der Sumatriptantransport durch OCT1 kann
durch die Migraneprophylaktika Amitriptylin (IC5y = 3,47 £ 0,08 uM) und Propra-
nolol (IC50 = 6,20 £ 0,06 pM) und die Antiemetika Domperidon (ICs5q = 32,8 +
7,44 nM) und Metoclopramid (IC5y = 15,9 + 8,93 pM) inhibiert werden. Die Zweit-
generationstriptane Naratriptan, Rizatriptan und Zolmitriptan unterliegen ebenfalls
einem Transport durch den OCT1. Dabei beobachtet man fiir Naratriptan die hochste
Transportrate. Es erreicht eine um Faktor 54,4-fach hohere Konzentration in OCT1-
iiberexprimierenden Zellen gegeniiber Kontrollzellen.

Der organische Kationentransporter OCT1 ist ein high-capacity-Transporter von
Sumatriptan und fir die Aufnahme von Sumatriptan in die Leber entscheidend. Po-
lymorphismen des OCT1 kénnen diese Aufnahme stark beeinflussen, ebenso typische
Komedikationen in der Migranetherapie. Auch Zweitgenerationstriptane unterliegen

einem Transport durch den OCT1.
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