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1 Einleitung

1.1 Emodepsid

Parasitare Erkrankungen stellen weltweit ein groRes Problem fir Mensch und Tier dar.
Aufgrund weit verbreiteter Resistenzen gegenlber vielen Antiparasitika ist es von grof3er
Wichtigkeit neue antiparasitare Wirkstoffe zu entwickeln.

Ein solch vergleichsweise neuer Wirkstoff ist Emodepsid (EMO), ein halbsynthetisches
Derivat des Metaboliten PF1022A aus dem Pilz Mycelia sterilia (Rosallina spp.) (Harder und von
Samson-Himmelstjerna, 2002; Harder et al., 2005). Es wird eingesetzt zur Therapie verschiedener
gastrointestinaler Nematoden inklusive einiger Larvenstadien (EMEA, 2005, 2008).

Da die Eigenschaften von EMO und seiner Ausgangssubstanz PF1022A einander
weitestgehend entsprechen, wird im Folgenden der Einfachheit halber immer der Begriff
EMO verwendet, obwohl in einigen zitierten Studien auch PF1022A eingesetzt oder diskutiert

wurde.

1.1.1 Chemie
Beim Wirkstoff EMO handelt es sich um ein zyklisches Oktadepsipeptid. Im Vergleich zur
Ausgangssubstanz PF1022A besitzt es zwei zusatzliche Morpholinringe, welche die

Loslichkeit und damit die orale Bioverfiigbarkeit erh6hen (Harder und von Samson-Himmelstjerna,

)ﬁ/ % Abb.1) Strukturformel von EMO

2002).
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Dennoch ist es eine sehr lipophile Substanz, die mit einem logP Wert! von 4,9 praktisch
unldslich in Wasser ist (< 0.00001 g/l) (Emodepsid Sicherheitsdatenblatt, 2010; Lange, 2011). Die
Reinsubstanz ist ein weil3 bis leicht gelbliches Pulver mit hygroskopischen Eigenschaften.
Seine Summenformel lautet CsoHooNeO14 und sein Molekulargewicht betragt 1119,42 g.

Es existieren 4 verschiedene kristalline Formen von EMO, die sich in ihrer Bioverfugbarkeit
leicht unterscheiden. Hauptsachlich liegt aber die Form | vor (>99%) (Lange, 2011). Form Il —
IV sind Hydrate, in denen unterschiedlich viele H,O Molekile in das Kristallgitter eingelagert
sind, Form | absorbiert nur wenig Wasser. Beim Erhitzen verdunsten die H.O Molekiile und
die Substanz verliert an Gewicht. Die kristalline Struktur veréndert sich durch den

Wasserverlust nicht (Baronsky et al., 2009).

1.1.2 Praparate

EMO ist in den Praparaten Profender® (in Kombination mit Praziquantel (PZQ)) und Procox®
(in Kombination mit Toltrazuril) enthalten und zugelassen. Es wird im Fall von Profender® bei
der Katze als Spot-On Préaparat in der Mindestdosierung 3 mg/kg und beim Hund peroral in
der Mindestdosierung 1 mg/kg eingesetzt.

Als Profender® fir die Katze ist es bereits seit 2005 als Spot-On Formulierung auf dem
Markt. Als Tabletten fir den Hund erfolgte die Markteinfiihrung 2008 zunachst fur kleine

(3 mg EMO + 15 mg PZQ) und 2009 auch fir mittlere (10 mg EMO + 50 mg PZQ) und groRRe
(30 mg EMO + 150 mg PZQ) Hunde. Das Praparat Procox® (0,9 mg/ml EMO + 18 mg/ml
Toltrazuril) ist seit 2011 kommerziell erhéltlich und dient der Therapie von Giardien und
Nematoden speziell bei Hundewelpen.

Die Profender® Tabletten kénnen jeweils geteilt werden, sodass die absolute Mindestdosis
bei der Anwendung 1,5 mg EMO (+ 7,5 mg PZQ) entspricht.

Die Tabletten sind so formuliert, dass der Wirkstoff Uber einen langeren Zeitraum
kontinuierlich freigesetzt wird (Retardformulierung). Da eine Aktivierung der Verdauung die
Freisetzung beschleunigt und durch den dadurch ebenfalls erhéhten Plasmaspiegel der

Wirkstoffe das Risiko unerwiinschter Arzneimittelwirkungen steigt, darf Profender® nur bei

! Der P-Wert ist ein anderer Begriff fur den Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten und beschreibt das
Konzentrationsverhéltnis einer Substanz in einem Zweiphasen-System. Dabei ist eine Phase lipophil (Oktanol)
und eine hydrophil (Wasser). Der P-Wert ist damit ein MaR fir die Hydrophilie bzw. Lipophilie einer Substanz.
Liegt er Uber 1, ist die Substanz besser fettldslich, liegt er unter 1, ist sie besser wasserléslich. Der logP-Wert ist

daher positiv flr lipophile Substanzen und negativ fur hydrophile Substanzen.
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nichternen Tieren angewendet werden. Der Zulassungsinhaber empfiehlt, den Hund uber
Nacht fasten zu lassen, die Behandlung am Morgen durchzufiihren und das Tier frihestens
4 Stunden im Anschluss wieder zu flttern. Da das Praparat Rindfleisch-Aroma erhalt, wird es

im Normalfall auch ohne zusétzliches Futter gut von den Tieren angenommen (EMEA, 2008).

1.1.3 Wirkmechanismus

Der Wirkmechanismus von EMO scheint &uf3erst komplex zu sein und konnte bisher nicht
vollstandig aufgeklart werden. Da die Substanz allerdings auch gegen multiresistente
Parasitenstamme sehr effektiv ist (Harder und von Samson-Himmelstjerna, 2002; Harder et al., 2005; von
Samson-Himmelstjerna et al., 2005), kann von einer vollig neuartigen Wirkung ausgegangen
werden. Entsprechende Informationen beziehen sich allerdings in aller Regel auf
Invertebraten, eine Ubertragung der Erkenntnis auf Saugetiere ist dabei nicht ohne weiteres
mdglich.

In den Parasiten fihrt EMO zur Paralyse des Pharynx und der Muskulatur, zum Sistieren der
Eiablage und zu verzégerter Entwicklung (Bull et al., 2007; Martin et al., 2011; Kriicken et al., 2012).
Dabei sind mehrere Rezeptoren beteiligt. Zum einen bindet EMO an den sogenannten
Latrotoxin-Rezeptor 1 (LAT-1) (Saeger et al., 2001), zum anderen an bestimmte Calcium-
abhangige Kalium Kanale, die sogenannten SLO-1-Kandle (Guest et al., 2007; Holden-Dye et al.,
2007). Auch der GABAa-Rezeptor stellt eine weitere Zielstruktur dar. Der Uber GABAa-
Rezeptoren vermittelte Effekt scheint klinische allerdings von untergeordneter Bedeutung zu
sein (Harder und von Samson-Himmelstjerna, 2002; Harder et al., 2005; Miltsch et al., 2012).

LAT-1 kommt im Invertebraten hauptséchlich in den Neuronen des Pharynx vor und
behindert bei Stimulation die Nahrungsaufnahme durch Hemmung der Pharynxpumpe.
Dabei kommt es zur Ausschittung inhibitorischer Neurotransmitter (willson et al., 2003, 2004;
Harder et al., 2005; Welz et al., 2005; Kriger et al., 2009). In Vertebraten werden homologe
Rezeptoren vor allem im Gehirn, aber in geringerem Umfang auch in nahezu allen anderen
Geweben exprimiert (Welz et al., 2005; Martinez et al., 2011) und binden das im Gift der Schwarzen
Witwe (Latrodectus spp.) enthaltene Latrotoxin, welches ebenfalls zur einer massiven
Ausschittung von Neurotransmittern flhrt (Harder et al., 2005; Guest et al., 2007; Kriiger et al., 2009).
Da LAT-1 Knockout (KO) Organismen weiterhin sensitiv auf die Wirkungen von EMO an der
somatischen Muskulatur sind, muss es jedoch noch mindestens einen weiteren Angriffspunkt
dieser Substanz geben (Holden-Dye et al., 2007; Guest et al., 2007). Es wird davon ausgegangen,
dass EMO zusatzlich an SLO-1-Kandle bindet. Dabei handelt es sich um weit verbreitete
Calcium-abhangige Kalium-Kanéale, welche unter anderem an der Muskelkontraktion und der
Regulation des Myotonus beteiligt sind. SLO-1-Kanale kénnen auBer durch Calcium (Ca?*)
auch durch Spannung aktiviert werden. Sie kommen sowohl pré- als auch postsynaptisch vor

und wirken in beiden Fallen durch negative Rickkopplung inhibitorisch auf die Freisetzung

-3-



Einleitung — Material & Methoden — Ergebnisse — Diskussion — Zusammenfassung - Literatur

von Acetylcholin (ACh). Da EMO keine Wirkung auf denervierte Muskeln hat, kann davon
ausgegangen werden, dass es auch hier hauptsachlich an prasynaptischen SLO-1-Kanélen
wirkt und primar die Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter vermindert. Fehlen diese
SLO-1-Kanale, sind Parasiten gegen alle Wirkungen von EMO (an Pharynx und Muskulatur)
resistent (Holden-Dye et al., 2007; Guest et al., 2007). Auch fir SLO-1-Kandle existiert ein Homolog
im Vertebraten: die so genannten BK-Kanéle (BK = Big K = viel Kalium). Auch diese greifen
prasynaptisch in die Neurotransmitterfreisetzung ein. Dabei wird die Freisetzung je nach
Synapse verstarkt oder vermindert (Guest et al., 2007; Holden-Dye et al., 2007). BK-Kanale der
Vertebraten sind um den Faktor 10 — 100 weniger sensitiv gegentber der Wirkung von EMO
als die SLO-1-Kanale der Parasiten (Crisford et al., 2011).

Die vermutete Uber LAT-1 vermittelte weiterfihrende Signalkaskade lauft Uber die
Phospholipase C (PLC), die aus Phosphatidylinositoldiphosphat (PIP;) die sekundaren
Botenstoffe Diacylglycerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IPs) bildet, welche zur Ca?'-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern und zur Exozytose fuhren. Das freigesetzte Ca?*
konnte wiederum die SLO-Kandle aktivieren, sodass beide Zielstrukturen in einigen
Geweben (Pharynx) interagieren (Holden-Dye et al., 2007; Guest et al., 2007).

Die verschiedenen Rezeptorsysteme sind also offenbar fur die Wirkung von EMO
unterschiedlich entscheidend, vermutlich in folgender Reihenfolge: SLO-1 > LAT-1 > GABAa

(Miltsch et al., 2012).

1.1.4 Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender®

Alle Angaben zum Wirkmechanismus von EMO beziehen sich nahezu ausschlief3lich auf
Invertebraten. Zu mdglichen (zusatzlichen) Wirkungen in den Zieltierarten ist bisher nichts
bekannt. In einer Studie wurde die Wirkung von EMO an isolierten Zellen und Geweben von
Saugern untersucht. Dabei konnte bereits in sehr geringen Dosen eine Porenbildung in den
Zellmembranen  nachgewiesen  werden, zu  Anderungen der intrazellularen
lonenkonzentration kam es allerdings erst in sehr hohen Dosierungen, welche keine
zytotoxischen Effekte hervorriefen. In diesen hohen Konzentrationen zeigte sich eine
verringerte Kontraktilitat des lleums (isoliert aus Meerschweinchen). In ebenfalls sehr hohen
Dosen fuhrte EMO zur Induktion der Apoptose und zu einer Blockade des Zellzyklus. Die
eingesetzten Dosen lagen dabei weit lber den antiparasitaren, eine kurze Exposition bei
niedriger Dosierung wie sie zur Therapie von Helmithosen verwendet wird, fihrte zu einer
Proliferation der Tumorzelllinie BK-3-1 (Dornetshuber et al., 2009).

Eine weitere Studie beschreibt die Selektivitstt von EMO fir die entsprechenden
Zielstrukturen in Invertebraten. Modelorganismen (C. elegans), die das humane Homolog der
SLO-1-Kandle exprimierten, zeigten eine 10- bis 100-fach geringere Sensitivitat fur EMO

(Crisford et al., 2011). Die Saugertoxizitat von EMO wird daher allgemein als gering eingestuft.
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Aus der tierarztlichen Praxis wurde in den letzten Jahren allerdings von
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender® beim Hund berichtet.
Dabei fiel auf, dass zum Uberwiegenden Anteil Hunde betroffen sind, die den so genannten
MDRZ1-Defekt (siehe 1.2.1) aufweisen, obwohl Profender® in praklinischen Studien auch an
solchen Tieren getestet und diese in die Zulassung mit eingeschlossen wurden.

1.2 Die Blut-Hirn-Schranke

Das Gehirn als wichtigstes Organ des Korpers wird durch eine Reihe struktureller und
funktioneller Besonderheiten geschiitzt, die als Blut-Hirn-Schranke (BHS) bezeichnet
werden. Den wichtigsten Anteil daran haben die Endothelzellen der Gehirnkapillaren, die
sich in mehreren Punkten von den Endothelzellen anderer Kapillaren im Koérper deutlich
unterscheiden. Zum einen sind diese besonders dicht und besonders eng miteinander
verbunden (= kontinuierliches Endothel mit tight junctions). Andererseits weisen sie weniger
Pinozytose-Vesikel aber mehr Mitochondrien sowie metabolisierende Enzyme auf, sodass
grundséatzlich weniger Substanzmenge aus dem Blut in die Zellen aufgenommen wird, die
Stoffe in der Zelle aber bereits metabolisiert werden konnen. Des Weiteren sind die
Endothelzellen der Gehirnkapillaren mit einer Reihe von Transportern und Rezeptoren
ausgestattet. Zur Entwicklung des Endothels sowie zur Aufrechterhaltung der
physiologischen Funktion sind au3erdem Astrozyten, Perizyten und Mikroglia am Aufbau der
BHS beteiligt. So kann einerseits der Ubertritt potenziell schadlicher Substanzen ins zentrale
Nervensystem (ZNS) verhindert, andererseits die Versorgung des Gehirns mit Nahrstoffen
gewahrleistet werden (Risau und Wolburg, 1990; Wolf et al., 1996; Rubin und Staddon, 1999; Ballabh et al.,
2004; Abbott et al., 2010).

Fur den Menschen ist fur einige neurologische Krankheitsprozesse eine gestorte Funktion
der BHS bekannt, beispielsweise bei Parkinson, Multipler Sklerose oder Alzheimer (Risau und
Wolburg, 1990; Rubin und Staddon, 1999; Ballabh et al., 2004; Abbott et al., 2010).

Auch sind einige Bereiche des Gehirns von diesem Schutz durch die BHS ausgenommen.
Diese Bereiche werden als Circumventrikuldare Organe (CVO) bezeichnet. In der Area
postrema beispielsweise gelangen Schadstoffe in die Struktur des Brechzentrums. Als
Reaktion darauf wird hier Erbrechen ausgeldst, um diese wieder aus dem Korper zu
eliminieren. Weiterhin werden in der Neurohypophyse Hormone produziert und ins Blut
abgegeben, was bei intakter BHS in dieser Region schwierig ware. Weitere Gehirnareale
ohne BHS sind die Epiphyse, die Eminentia mediana, das Organum vasculosum laminae

terminalis und das Organum subfornicale (Risau und Wolburg, 1990; Ballabh et al., 2004).
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1.2.1 MDRI1-Transporter und MDR1-Defekt

Ein wichtiger Bestandteil der BHS ist der so genannte MDR1-Transporter (multi-drug-
resistance Transporter 1, auch P-Glycoprotein bzw. PGP/P-gp genannt). Er gehort zur
Gruppe der ABC-Transporter (ATP-binding-cassette Transporter), ist also in seiner Funktion
auf ausreichend vorhandene Energie in Form von ATP angewiesen.

Seine wichtigste Aufgabe ist der Schutz des ZNS vor potenziell toxischen Stoffen, indem er
lipophile Substanzen aus dem Gehirn zurlick ins Blut transportiert. Zusatzlich wird MDR1 vor
allem im Darmepithel, der Leber und in den Nieren exprimiert und vermindert hier die
Absorption und fordert die Exkretion verschiedener sowohl endo- als auch exogener Stoffe.
Bisher sind mehr als 100 Arzneistoffe unterschiedlichster Arzneistoffgruppen bekannt,
welche von MDR1 transportiert werden (MDR1-Substrate) oder diesen Transporter
inhibieren (MDR1-Inhibitoren) (Fromm, 2000).

Beim sogenannten MDR1-Defekt (offizielle Bezeichnung: MDR1 nt230(del4) Mutation)
kommt es bei der Bildung des entsprechenden Proteins durch eine 4-Basenpaardeletion im
MDR1-Gen zu einer Verschiebung des Leserahmens, wodurch ein vorzeitiges Stopp-Codon
gebildet wird. Dies fuhrt zu einem vollstandigen Funktionsverlust des Transporters (Mealey et
al., 2001). Bei betroffenen Hunden kommt es dadurch zu einem (vermehrten) Ubertritt von
MDR1-Substraten ins Gehirn und — je nach Wirkstoff - zum vermehrten Auftreten teilweise
gravierender Arzneimittelunvertraglichkeiten. Besonders bekannt ist dies fur die
makrozyklischen Laktone (lvermectin, Moxidectin u.a.), eine weitere Gruppe von
Antiparasitika.
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Abb.2) Funktion des MDR1 Transporters in der BHS sowie Darstellung der Situation beim Hund mit
MDR1-Defekt. Kreise stellen MDR1-Substrate dar. Beim Vorhandensein von MDR1 in der BHS
werden MDR1-Substrate aus den Endothelzellen der Gehirnkapillaren unter Energieaufwand zurtick
ins Blutkompartiment gepumpt. Fehlt MDR1 in der BHS, knnen MDR1-Substrate diese ungehindert
passieren und reichern sich zum Teil sogar im ZNS an.
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Vom MDR1-Defekt betroffen sind nach aktuellem Stand 14 verschiedene Hiite- und
Windhund-Rassen (sowie deren Mischlinge). Dabei kann die MDR1 nt230(del4) Mutation auf
einem oder beiden Allelen vorliegen. Sind beide Allele betroffen, wird der entsprechende
Genotyp als MDR1" bezeichnet. Betrifft die Mutation lediglich ein Allel, ist der Defekt nur
heterozygot ausgepragt und der Genotyp wird mit MDR1*- angegeben. Nicht betroffene Tiere
werden als MDR1** beschrieben (Geyer et al., 2005a, 2005b; Mealey und Meurs, 2008; Gramer et al.,
2011).

Tab. 1) Vorkommen der MDR1 nt230(del4) Mutation bei verschiedenen Hunderassen weltweit
(nach Gramer et al., 2011).

Weltweite Rasseverteilung der Frequenz des MDR1 (-)
MDR1 nt230(del4) Mutation Allels in %
Kurzhaar-Collie 68
Langhaar-Collie 55 - 57
Longhaired Whippet 42 — 65
Miniatur Australian Shepherd 20-50
Shetland Sheepdog/Sheltie 7-35
Silken Windhound 18 -30
Australian Shepherd 17— 46
McNab 17-30
Waller 17-19
WeilRer Schaferhund 14
Altenglischer Schéaferhund/Bobtail 1-11
Englischer Schéaferhund 7-15
Deutscher Schéaferhund 6-10
Border Collie 1-2
Hutehund-Mischlinge 6-7
andere Mischlinge 2-7

Auch EMO ist ein Substrat des MDR1-Transporters. Dadurch ist die therapeutische Breite
bei MDR1-defekten Hunden reduziert. Wahrend normaler Weise erst bei bis zu 5-facher
Uberdosierung gelegentlich Arzneimittelunvertraglichkeiten auftreten, zeigten sich bei

MDR1” Hunden (Collies) bereits bei der doppelten empfohlenen Mindestdosierung leichte

klinische Symptome (EMEA, 2005).

1.3 Ubersicht Pharmakokinetik

Die Wirkung eines Arzneistoffes (AS) im Korper setzt sich zusammen aus Pharmakodynamik
(PD) und Pharmakokinetik (PK). Wéahrend unter PD alle Einflisse des AS auf den Korper
zusammengefasst werden, beschreibt die PK alle Einflisse des Korpers auf den AS. Konkret
versteht man unter PK die Freisetzung, die Absorption, die Verteilung, den Metabolismus

und die Exkretion eines AS. Diese Vorgange sind unter anderem abhangig von der GrélRe

-7-
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und Lipophilie/Hydrophilie des AS sowie von seiner Galenik und Applikationsart. So werden
lipophile Substanzen in der Regel leichter aus dem Darm resorbiert, aber auch schlechter
wieder ausgeschieden, sodass die Gefahr einer Akkumulation im Korper, vor allem im
Fettgewebe, besteht. Das Gehirn ist vor einer solchen Anreicherung durch die BHS,
insbesondere durch den MDR1-Transporter, geschutzt (Derendorf et al., 2011).

1.3.1 Interindividuelle Unterschiede

Die gleiche Dosis eines AS kann zu unterschiedlichen Effekten fuhren. Dafir kommen
verschiedene Ursachen in Frage.

Da abhéngig von der Korperkonstitution (GroRe, Gewicht) der relative Anteil an
Gesamtkorperwasser variiert, wirkt sich dies auf das Verteilungsvolumen eines AS aus.

Viele physiologische Prozesse im Kdrper sind zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht vollig
ausgereift und unterliegen im Alter zunehmender Degeneration. Beides hat ebenfalls
Einfluss auf die Verteilung, den Metabolismus und die Exkretion von AM (Modric und Martinez,
2010; Derendorf et al., 2011).

Krankheiten kénnen die Einflussgréf3en der PK (und PD) auf vielféltige Weise verandern. Am
wichtigsten dabei sind Erkrankungen der Leber und der Nieren, vor allem Leber- und/oder
Niereninsuffizienz (Sabnis 1999; Derendorf et al., 2011).

Einer der wichtigsten Grinde fir interindividuelle Unterschiede in der Wirkung von AS sind
aber Polymorphismen in Rezeptoren, Transportern (Bsp.: MDR1-Defekt) und

metabolisierenden Enzymen (Modric und Martinez, 2012; Derendorf et al., 2011).

1.3.2 Weitere Einflussgrofiien

Die Absorption eines AS wird auch beeinflusst durch die Futteraufnahme. Diese Effekte von
Futter sind vielseitig und daher oft schwer vorhersehbar.

Die Loslichkeit lipophiler AM wird beispielsweise durch fettreiches Futter erhéht.

Auch der individuelle Magen pH-Wert spielt eine Rolle fiir viele saure oder basische AS
(Sabnis, 1999; Sagawa et al., 2009; Bhattachar et al., 2011).

Die Zeit bis zur vollstandigen Magenentleerung sowie die Dauer der Magen-Darm-Passage
sind interindividuell sehr verschieden. Dadurch kann auch die Resorptionsgeschwindigkeit
eines AS variieren (Sabnis 1999; Sagawa et al., 2009).

Eine Verbindung mit endogenen Stoffen wie Gallensduren oder Cyclodextrinen kann die
Ldslichkeit eines AS erhdhen oder vermindern.

Die Verteilung eines AS héangt weiterhin davon ab, ob es sich in bestimmten Kompartimenten
oder Organen besonders anreichert. Darunter versteht man sowohl eine hohe
Plasmaproteinbindung als auch die Ablagerung in bestimmten Koérpergeweben wie Fett oder

Knochen (Depot). An Plasmaproteine gebundene AS sind inaktiv, da sie weder an ihren
-8-
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Wirkort gelangen noch metabolisiert und ausgeschieden werden koénnen. Im Fett
gespeicherte AS werden langsam wieder frei gesetzt, sodass sich die Wirkdauer verlangern

kann (Modric und Martinez, 2010; Derendorf et al., 2011).

1.3.3 Pharmakokinetische Daten von Emodepsid

Im Fall von EMO wurde die PK an Ratten nach intravendser Applikation untersucht, wobei
gezeigt wurde, dass EMO in alle Organe verteilt wird mit der gréf3ten Menge im Fettgewebe.
Ausgeschieden wird EMO hauptsachlich unverandert Gber die Fazes; weitere
Ausscheidungsprodukte sind hydroxylierte Derivate. Die Hélfte der applizierten Dosis wurde
schnell ausgeschieden (innerhalb von 24 h), wéhrend der Rest sehr lange im Korper
verweilte und teilweise noch nach 168 h nachgewiesen werden konnte. Die errechnete
Halbwertszeit lag bei 39-51 h (EMEA, 2005).

Die Kombination aus EMO und PZQ wurde an Hunden nach peroraler Applikation getestet
und ergab eine rasche Absorption beider Substanzen. Die Halbwertszeit war mit 1,4 — 2,5 h
in dieser Studie deutlich kurzer als in dem oben erwahnten Versuch an Ratten (EMEA, 2005,
2008).

In einem weiteren Versuch wurden Beagle mit 1,9 mg/kg EMO (und 9,4 mg/kg PZQ)
behandelt. Dabei wurde zeitgleich (Gruppe 2) oder bereits 8 Tage vorher (Gruppe 1)
Imidacloprid (25 mg/kg) und Moxidectin (6,25 mg/kg) appliziert. Die maximale
Plasmakonzentration fur EMO konnte nach 1,5 h (Gruppe 1) bzw. 2,7 h (Gruppe 2)
gemessen werden. Die Plasmakonzentrationen lagen bei 64,5 (Gruppe 2) bzw. 140,3 ug/l
(Gruppe 1) (Kridewagen und Schimmel, 2011), was Wechselwirkungen mit Imidacloprid und
Moxidectin vermuten lasst.

Die Hauptresorptionsorte fiir EMO sind Duodenum und Jejunum. In den hinteren
Darmabschnitten findet kaum noch eine Resorption statt (Lange, 2011).

In der Retardformulierung Profender® - Tabletten fiir den Hund, wird die Freisetzung der
Wirkstoffe unter anderem beeinflusst durch den Ftterungszustand bzw. die Geschwindigkeit
der Magen-Darm-Passage sowie das Vorhandensein von Gallensduren (EMEA, 2005, 2008;

Lange, 2011).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

1.4.1 Auswertung der Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Anwendung von
Profender® beim Hund

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der

Justus-Liebig-Universitat GieRen gemeldeten Falle von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach

der Anwendung von Profender® beim Hund retrospektiv ausgewertet werden, um mogliche

Zusammenhéange zum MDR1-Genotyp sowie eventuell anderen Faktoren wie Rasse, Alter,

Gewicht, Geschlecht, Futterungszustand und Dosierung aufdecken zu kénnen.

1.4.2 Invitro Transportstudien von Emodepsid

Zum Nachweis, dass EMO tatsachlich mit dem MDR21-Transporter interagiert wurden
Transportstudien an einer Hunde-MDR1-Zelllinie durchgefiihrt. Vergleichend wurde mit
Verapamil (VER) ein weiteres bereits bekanntes und h&ufig in Transportstudien verwendetes
MDR1-Substrat gemessen.

1.4.3 Gewebeverteilung von Emodepsid

Um mogliche MDR1-Genotyp abhangige Unterschiede in der Resorption und
Organverteilung zu ermitteln, wurde EMO in der empfohlenen Mindestdosierung von 1 mg/kg
an MDR1-defekte und MDR1-intakte Mause appliziert und dessen Konzentration in den
wichtigsten Organen (Blut bzw. Plasma, Gehirn, Leber und Nieren) gemessen und

verglichen.

1.4.4 Neurotoxizitat von Emodepsid

Des Weiteren sollte unter standardisierten Bedingungen diejenige Dosierung bestimmt
werden, ab welcher erstmals klinische Symptome bei MDR1-defekten Tieren auftreten und
die Vergiftungssymptomatik beschrieben und quantifiziert werden. Auch fur diesen
Versuchsteil diente ein Mausmodel. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
Entwicklung von Stoérungen der Motorkoordination gelegt, die haufig nach Aufnahme
neurotoxischer Substanzen auftritt und die im Versuch gemessen und quantifiziert werden
kénnen. Auf diesem Wege konnte abgesehen von der MDR1-Genotyp abhéngigen
neurotoxischen Dosis auch die Dauer und der Schweregrad der Symptomatik ermittelt

werden.
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1.45 Gesamtziel

Insgesamt diente diese Arbeit der Aufdeckung moglicher spezifischer Risiken fur eine
bestimmte Gruppe von Hunden bei der Anwendung von EMO bzw. Profender®. Es wurde
davon ausgegangen, dass durch die gewonnenen Ergebnisse die Therapie solcher Hunde
mit EMO bzw. die allgemeine antiparasitare Therapie dieser Tiere sicherer gestaltet werden
kann.

In einem standardisierten Mausmodell sollten die in der tierarztlichen Praxis aufgetretenen
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Gabe von Profender® beim Hund nachgestellt
werden, um die Wirkung von EMO im Vertebraten besser verstehen zu kénnen. Des
Weiteren sollten Hinweise auf den entsprechenden Wirk- bzw. Toxizitdtsmechanismus
gewonnen werden. Dies konnte in Zukunft dabei helfen, eine bessere Therapie der

Symptome zu ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswertung der dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
gemeldeten Falle von Arzneimittel-unvertraglichkeiten nach der

Anwendung von Profender® beim Hund

In dieser Arbeit ausgewertet wurden dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
gemeldete Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Gabe von Profender® beim Hund im
Zeitraum Juni 2009 bis Mai 2013.

2.1.1 MDR1-Diagnostik

Das Institut fur Pharmakologie und Toxikologie betreibt seit 2004 (seit 2007 Projektbereich
Pharmakogenetische Diagnostik der TransMIT GmbH) eine eigene kommerzielle
MDR1-Diagnostik. Dort kdnnen Hunde aller Rassen auf das Vorliegen der MDR1 nt230(del4)
Mutation untersucht werden. Auf dem entsprechenden Antragsformular* wird unter anderem
nach bereits bekannten Arzneimittelunvertraglichkeiten gefragt. Auf diesem Wege wurden
dem Institut im oben genannten Zeitraum insgesamt 63 Falle von Arzneimittel-
unvertraglichkeiten im Zusammenhang mit Profender® bzw. EMO gemeldet.

Die Einsender wurden daraufhin kontaktiert, um die genauen Umstande der Arzneimittel-
unvertraglichkeiten zu erfassen. Gefragt wurde hierbei konkret nach Rasse, Gewicht,
Dosierung, Futterungszustand, Auspragung und Dauer der Symptome sowie Therapie-
versuchen. Allerdings war es dennoch in vielen Fallen nicht mdglich alle Parameter zu
erheben, da oft keine oder unvollstdandige Angaben gemacht wurden. So lagen bei der
Auswertung der Féalle leider in 24 Fallen keine Angaben zur Symptomatik vor. Da es sich in
diesem Fall nicht um unerwiinschte Arzneimittelwirkungen gemaf Definition handelt
(Mindestkriterien: Tier, Arzneimittel, Symptom(e), Einsender), wurden diese Falle von der
Auswertung ausgeschlossen. Fehlten andere Angaben, wie beispielsweise Dosierung und
Futterungszustand, wurden diese Falle in die verbliebende Gesamtzahl (n = 39) mit

eingerechnet.

* (http://lwww.transmit.de/mdr1-defekt)
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2.1.2 MDR1-Vigilanzsystem

Auf der Homepage des Instituts steht ein MDR1-bezogenes Vigilanzsystem zur Verfigung*,
uber welches ebenfalls Arzneimittelunvertraglichkeiten gemeldet werden konnen, bei denen
der Verdacht auf einen Zusammenhang zum MDR1-Genotyp bzw. MDR1-Defekt besteht.
Uber dieses Vigilanzsystem gingen weitere 14 Meldungen von Arzneimittelunver-
traglichkeiten in unserem Institut ein, davon 4 von Tierarzten und 10 von Tierbesitzern. Dabei
wurden in aller Regel bereits sehr genaue Angaben zum Verlauf inkl. Symptomatik der

Arzneimittelunvertréaglichkeiten gemacht.

* (http://www.vetmed.uni-giessen.de/pharmtox/mdrl_defekt/vigi_sys/vigi_dat_einsender.php)

2.1.3 Sonstige Falle und weiteres Vorgehen
Ebenfalls in die Auswertung eingeschlossen wurden zwei gut dokumentierte Falle, die direkt

per E-Mail durch Tierbesitzer an Mitarbeiter des Instituts gemeldet wurden.

Alle Einsender wurden darauf hingewiesen, dass alle Arzneimittelunvertraglichkeiten auch
der zustandigen Bundesbehdrde (Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittel-
sicherheit, BVL) zu melden sind.

2.2 Testsubstanz

Emodepsid (PF1022-221; Bay 44-4400) wurde von der Firma Bayer Animal Health GmbH
(Leverkusen) zur Verfiigung gestellt und lag als feste Reinsubstanz vor.

Die Lagerung erfolgte unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss bei Raumtemperatur.

2.3 Invitro Transport von Emodepsid

2.3.1 Zellkulturmodell

Zum Test verschiedener Substanzen auf eine Interaktion mit dem MDR1-Transporter des
Hundes, wurde eine stabile Zelllinie generiert. Dazu wurde MDR1 aus der Blutprobe eines
gesunden Hundes isoliert, kloniert und stabil in die kommerziell erhéltliche Zelllinie Flp-In T-

REx 293 (Invitrogen, Karlsruhe) transfiziert.
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Diese Zelllinie exprimiert den Tetrazyklin-Repressor TetO,, welcher verhindert, dass das
gewtunschte Gen (in diesem Fall das canine MDR1-Gen) abgelesen wird, wodurch der
MDRZ1-Transporter nicht exprimiert werden kann. Erst durch die Zugabe von Tetrazyklin
(Induktion) kommt es zu einer Konformationsanderung des TetO,, sodass das gewiinschte
Gen abgelesen und das entsprechende Protein gebildet werden kann.

Zellen der gleichen Linie ohne Zugabe von Tetrazyklin (Tet) kbnnen dabei als Kontrolle
verwendet werden, da in diesen Zellen weiterhin keine Expression des caninen MDR1
stattfindet.

Die entsprechenden Zelllinien standen zu Beginn dieser Arbeit bereits im Institut zur
Verfigung; Isolation, Klonierung und Transfektion wurden durchgefihrt von Jasmin Kranz
und Charlotte Straehle.

Die Zellen wurden mit Standardmedium unter folgenden Bedingungen Kkultiviert:

37 °C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit.

Bei konfluentem Wachstum wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin (0,025%) abgelost und
anschlieRend entweder zu Weiterkultivierung auf zwei neue Schalen aufgeteilt oder in
Vorbereitung der Transportmessungen in Polylysin-beschichtete 24 well Zellkulturplatten
ausgesat. Dazu wurden zwischen 110.000 und 180.000 Zellen (in Standardmedium) in jedes
well pipettiert und zur Induktion der MDR1-Expression 10 upl Tetrazyklin pro well dazu
gegeben (+Tet). Die Kontrollplatten blieben ohne Tetrazyklin (-Tet). Im Anschluss wurden die
Zellen zwischen 48 und 96 h in den 24 well Platten bis zum Erreichen einer 80%igen

Konfluenz weiter kultiviert.

Pro EMO Konzentration wurden pro Versuch 3 wells gemessen und der Versuch 5 Mal

wiederholt.

Tab.2) Beispiel fur die Belegung einer 24 well Platte wie im Versuch verwendet. Angegeben sind die
Konzentrationen von EMO in pM

1 2 3 4 5 6
A 0 0 0 0,5 0,5 0,5
B 1 1 1 2 2 2
C 4 4 4 6 6 6
D 8 8 8 10 10 10

2.3.2 Rhodamin123 Efflux Assay

Rhodamin123 (Rh123) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der passiv via Diffusion in die Zellen
aufgenommen und durch den MDR1-Transporter aktiv wieder heraus transportiert wird. Ist
kein MDR1 vorhanden (wie in den nicht Tetrazyklin-induzierten Kontrollzellen) oder ist der

Transporter durch ein Substrat oder einen Inhibitor gehemmt, akkumuliert Rh123 in den
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Zellen und die Fluoreszenz kann gemessen werden. Die Fluoreszenz wird also mit
steigenden Konzentrationen des zu testenden MDR1-Substrats/-Inhibitors immer grof3er. Der
MDR1 vermittelte Efflux entspricht dabei der Differenz zwischen den nicht-induzierten
Kontrollzellen (-Tet) und den MDR1 exprimierenden induzierten Zellen (+Tet) bei einer
bestimmten Konzentration des Substrats bzw. Inhibitors.

Zur Durchfihrung des Rh123 Efflux Assays wurde EMO in steigenden Konzentrationen in
Standardmedium mit 1% DMSO gelést (Hemmstoffpuffer) und in einen Teil dieser
Pufferlosungen Rh123 (1uM) dazu gegeben (Substratpuffer). Wéahrend des Rh123 Efflux
Assays muss darauf geachtet werden, dass alle Schritte nach Pipettieren des
Substratpuffers (SP) unter Lichtausschluss stattfinden, da Rh123 unter Lichteinfluss nicht
stabil ist. Des Weiteren sind samtliche Handlungen mit besonderer Sorgfalt durchzufiihren,
um die Zellen nicht vorzeitig vom Boden der Zellplatten abzul6sen. Dabei wurde nach einem

bereits im Institut von Charlotte Straehle etablierten Protokoll wie folgt verfahren:

- Medium absaugen

- Waschen der Zellen mit 0,5 -1 ml PBS

- 15 min bei Raumtemperatur (RT) auf Taumler

- PBS absaugen

- Vorinkubation mit 250 ul Hemmstoffpuffer (HP)
30 min bei RT auf Taumler
Die Vorinkubation dient dazu vor Zugabe des SP die gleiche Ausgangssituation in
allen Zellen zu schaffen. Dies ist besonders wichtig bei einer geringen Affinitat des
Hemmstoffes zum Transporter, um anschliel3end eine ungestorte Aufnahme des
Substrates zu gewahrleisten

- HP absaugen

- Inkubation mit 250 ul SP
1 % h bei RT auf Taumler unter Aluminiumfolie
Passive Aufnahme des Rh123 in die Zelle

- SP absaugen

- Waschen der Zellen mit PBS (4°C, 4x)

- eigentlicher Rh123 Efflux: Inkubation mit 250 ul HP;
1 h bei 37°C unter Aluminiumfolie
Bei einer Hemmung des Transporters durch den Hemmestoff kann kein Efflux
stattfinden und das Rh123 bleibt in den Zellen; findet keine Hemmung statt wird der
Farbstoff aktiv durch MDR1 aus der Zelle transportiert;

- HP absaugen

- Waschen der Zellen mit PBS (4°C, 4x) zur Beendigung des Transport
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- Zelllyse mit 500 pl NaOH/SDS
uber Nacht bei 37°C oder tibers Wochenende bei -20°C unter Aluminiumfolie

Der gleiche Assay wurde vergleichend mit Verapamil (VER) durchgefihrt

(4 Wiederholungen), einer weiteren haufig in Transportstudien verwendeten Substanz, die
mit MDR1 interagiert (Pauli-Magnus et al., 2000; Polli et al., 2001; Hsiao et al., 2006), um die Affinitat
von EMO zum MDR1-Transporter besser einordnen zu kénnen. VER findet auch klinische

Anwendung bei der Therapie der Hypertonie und bei tachycarden Herzrhythmusstérungen.

2.3.3 Messung von Fluoreszenz und Proteingehalt

Zur Bestimmung von Fluoreszenz und Proteingehalt wurde eine photometrische Messung im
Glomax-Multi+ (Promega) durchgefiihrt. Beide Werte wurden in einer 3-fach-Bestimmung in
96 well Platten durchgefuhrt und der jeweilige Mittelwert gebildet.

Als Null-Wert (Blank) diente der verwendete Lysepuffer (NaOH/SDS)

Messung der Fluoreszenz
Zur Messung der Fluoreszenz wurden 100 pul Zelllysat pro well des Zelllysats in schwarze 96

well Platten pipettiert und im Glomax bei folgenden Einstellungen gemessen:

- Anregung der Zellen bei einer Wellenlange von 490 nm
- Detektion der Fluoreszenz bei einer Wellenlange von 510-570 nm

Die im jeweiligen Versuch verwendeten Puffer wurden ebenfalls mit gemessen, um
eventuelle Pipettierfehler aufdecken und korrigieren zu kénnen.

Die Korrektur der Fluoreszenzwerte erfolgte dabei nach folgender Formel:

100
x= (Puffer (1 bis n): Mittelwert Puffer) = 100

Dabei entspricht x dem Faktor, mit dem der jeweilige Fluoreszenzwert multipliziert werden

muss, um Schwankungen der Fluoreszenz in den verwendeten Puffern auszugleichen.
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Messung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes dient der Relativierung der absoluten Fluoreszenz auf
die Fluoreszenz/ug Protein (relative Fluoreszenz). Da ein niedriger Proteingehalt mit einem
niedrigen Gehalt an MDRL1 korreliert, ist der Bezug der Fluoreszenz auf den Proteingehalt
der Zellen ein aussagekraftigerer Wert als die absolute Fluoreszenz. Wiirde bei einem
niedrigen Proteingehalt lediglich die absolute Fluoreszenz angegeben, kénnte man hinter
dem niedrigen Wert einen vermehrten Transport der Testsubstanz vermuten und so
falschlicher Weise von einer schwacheren Hemmung des MDR1-Transporters ausgehen.
Die relative Fluoreszenz stellt diese Hemmung unabhangig vom Proteingehalt der Zellen dar.
Im Glomax kann lediglich die Extinktion der Strahlung und nicht der Proteingehalt der Zellen
direkt gemessen werden. Aus diesem Grund ist es notwendig einen Proteinstandard mit
definiertem Proteingehalt mitzumessen, um aus den gemessenen Extinktionswerten der im
Versuch verwendeten Zellen auf den entsprechenden Proteingehalt schlie3en zu kdénnen.
Die Proteinkonzentrationen dieser aus bovinem Serumalbumin (BSA) hergestellten
Standardreihe betrugen: 0 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 200 pg/ml, 400
pg/ml, 600 pg/ml, 800 pg/ml.

Zur Messung des Proteingehalts (bzw. der Extinktion) wurde nach dem Protokoll von Lowry
(Lowry et al., 1951) verfahren. Dabei reagieren die vorhandenen Proteine zunachst mit Kupfer-
lonen (enthalten in Losung C). Im zweiten Schritt wird Folin dazu gegeben, was zu einer
Blauverfarbung der Proteine fiihrt, welche photometrisch gemessen werden kann. Eine
intensivere Farbreaktion korreliert dabei mit einem hohen Gehalt an Proteinen. Die

Durchfuhrung erfolgte wie folgt:

- 20ul Zelllysat/well

- Zugabe von 200 pl Lésung C
- Inkubation bei RT fur 15 min
- Zugabe von 40 pl Folin

- Inkubation bei RT fur 2 h

- Messung der Extinktion bei 750 nm
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2.3.4 Material

2.3.4.1 Chemikalien, Reagenzien, Arzneistoffe

Substanz

Hersteller/Bezug

BSA (Cohn Faktion V)

Bovines Serumalbumin
Lysepuffer

Sigma, Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Roth, Karlsruhe

Emodepsid (PF1022-221, Bay 44-4400)

Bayer, Leverkusen

Folin (pro well)

10 ul Folin-Ciocalteu-Reagenz
30 pl ddH20

Sigma, Taufkirchen

HEPES Puffer (1 L)

(pH 7,4 mit HCI/NaOH einstellen)

HEPES (18 mM; 4,77 g)
NaCl (120 nM; 7,07 g)
KCI (5 nM; 0,4 g)
KH2PO4 (0,4 nM; 0,06 g)
NazHPO4 x 7 H20

(0,3 nM; 0,08q)
Glucose (6 nM; 1 g)
Phenolrot (0,03 nM; 0,01 g)
EDTA (1 nM; 0,37 )

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Losung C (pro well)

200 pl Na2COs
8 ul CuSO4
8 ul K*-Na*-Tartrat

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Lysepuffer

NaOH (4%)
SDS (0,1%)

Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

10 x PBS (1 L)

pH 7,4 mit HCI einstellen
autoklavieren
als 1 x verwenden

NaCl (1380 nM; 80 g)
KCI (27 nM; 2 g)
NazHPO4 x 7 H20
(100 nM; 26,8 g)
KH2PO4 (18 nM; 2,4 g)

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Poly-L-Lysin (-Hydrobromid) (100mg/ml)

Sigma, Steinheim

Rhodamin123 (1uM)

PromoKine, Heidelberg

Standardmedium
(HEK293 Medium)

DMEM (high glucose) (43,5%)
F12 (Ham) (43,5%)
FKS (10%)

L-Glutamin (2%)
Penicillin-Streptomycin (1%)

Gibco (Life Technologies)
Paisley, GB

Gibco (Life Technologies)
Paisley, GB

Sigma, Steinheim

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach

Tetrazyklin(hydrochlorid) (10 pg/ml)

Sigma, Taufkirchen

Trypsinlésung

Trypsin (0,025%)
HEPES Puffer

PAA, Pasching, AT
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2.3.4.2 Gerate

Gerat

Hersteller/Bezug

Brutschrank

Heraeus, Hanau

CO2-Inkubator

New Brunswick Scientific, Edison, USA

CO2-Inkubator Nuaire US AutoFlow

Integra Biosciences, Ziters, CH

Divac 2.4L Vakuumpumpe

Leybold, K&In

Glomax Multi+

Promega, Madison, USA

Laminar Flow, Clean Air, Typ DLF-REL 6

Heraeus, Hanau

Laminar Flow, DanLAF VFR 1806

Claus Damm, Fredensborg DK

Laminar Flow, NU-437-500-E

Nuaire, Plymouth, MN, USA

Neubauer Zahlkammer

Roth, Karlsruhe

Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 p)

Gilson, Middleton, USA / Sartorius (Biohit), Rosbach

Pipettierhilfe Pipettboy Acu

Integra Biosciences, Ziters, CH

Taumler Heidolph Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

Tischzentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Vortex VF 2 Janke und Kunkel, Staufen
Warmeplatte Werkstatt MZI, Giel3en
Wasserbad Memmert, Schwalbach
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2.4 Invivo Versuche
Alle in vivo Versuche wurden vor Beginn der Studie beim Regierungsprasidium Giel3en nach
gultigem Recht (Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 21. Dezember

2006) beantragt und am 26.10.2011 genehmigt.

Geschéftszeichen bei der Behorde: V 54-19 ¢ 20 (1) Gl 18/11 Nr. 53/2011

2.4.1 Versuchstiere

Tierart Maus

Stamm (1) Crl:CF1-Abcblamds (Kurzbezeichnung: PGP-Mutant/ PGP™.)
(2) Crl:CF1 (Kurzbezeichnung: PGP-Wildtyp/PGPWT)

Herkunft Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA)

Genetik Auszuchtstamm mit natirlicher Mutation im mdrla-Gen

2.4.1.1 Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden von der Firma Charles River bezogen und im Zentralen Tierlabor der
Justus-Liebig-Universitat weiter gezlchtet, solange dabei der Auszuchtcharakter des
Stammes beibehalten werden konnte.

Alle Tiere wurden in Gruppen in einzeln beliifteten Kafigen unter spezifiziert Pathogen-freien
(SPF) Bedingungen gehalten (Kontrolle des Hygienestatus vierteljahrlich). Die Fltterung
erfolgte ad libitum (Altromin Standard Haltungsdiat bzw. Altromin Standard Zuchtdiat). Das
Lichtregime bestand aus einem 12 h hell/dunkel Rhythmus.

Mit Beginn des Trainings auf dem Rotarod (siehe 4.2.3) wurden die Tiere in einen
Experimentalraum mit konventioneller Haltung verbracht; dort erfolgte keine weitere Kontrolle
des Hygienestatus. Der 12 h hell/dunkel Rhythmus wurde umgedreht (Dunkelphase von 8.00
Uhr bis 20.00 Uhr, Hellphase von 20.00. bis 8.00 Uhr), um das Training und die folgenden
Messungen in der Wachphase der Tiere vornehmen zu kénnen. Sowohl das Training als
auch die Versuche wurden bei Rotlicht-Beleuchtung durchgefiihrt, um den natirlichen
Rhythmus der Tiere nicht zu stdéren. Allen Tieren wurde unter diesen neuen

Haltungsbedingungen zunachst eine 2-wochige Gewthnungsphase gewahrt.

2.4.1.2 Genetik
Mause verfigen — im Gegensatz zum Hund — Uber zwei MDR1-Gene: mdrla und mdrlb.
Diese Gene sind verantwortlich fur die Expression des MDR1-Transporters in verschiedenen

Geweben. Mdrla ist vor allem im Darm und in der Lunge vorhanden, mdrlb besonders in
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endokrinen Organen, Uterus und Placenta. Fir die hier durchgefiihrten Versuche ist
allerdings die Tatsache am wichtigsten, dass im ZNS ausschlie3lich mdrla exprimiert wird
(Schinkel et al., 1995a).

Bei den PGP™!' Mausen handelt es sich um einen Auszuchtstamm mit nattrlicher Mutation
im mdrla-Gen. Durch Insertion eines murinen Leukdmie-Virus im mdrla-Gen kann kein
funktionsfahiger MDR1-Transporter in der Blut-Hirn-Schranke gebildet werden (Schinkel et al.,
1995b; Lankas et al., 1997; Pippert und Umbenhauer, 2001; Janko und Geyer, 2012). Obwohl das
verbleibende mdrlb-Gen weiterhin einen funktionsfahigen MDR1-Transporter in den
entsprechenden Geweben bildet, entspricht die Situation bei diesem Mausmodell dennoch
weitestgehend der beim Hund (fehlender MDR1-Transporter vor allem in der BHS von

Bedeutung).

Gewebe mdrla mdrlb

ZNS

+
1

Magen

Jejunum/lleum +

Colon +

+ |+ |+ |+

Leber

Nebenniere ++++

Ovar

Hoden

Nieren

Uterus

e o T o o R P S
+
+

tragender Uterus ++++

Placenta - +

Skelettmuskel +

Tab. 3) Gewebeverteilung der beiden
Herzmuskel +

Lunge T mdrl-lIsoformen der Maus; modifiziert

+|+ [+ |+ ]+

Milz n nach Schinkel et al., 1995a

Die Mutation wurde 1995 im Zusammenhang mit ungewodhnlichen Reaktionen auf bestimmte
Substanzen in den Laboren der Firma Merck (Westpoint, PA, USA) identifiziert und die
betroffenen Mause in Zusammenarbeit mit der Firma Charles River als eigener Stamm
weiter gezlchtet. Dieser Stamm ist heute etabliert in den Forschungsbereichen
Neurowissenschaften und Toxikologie.

Die PGP™! Mause sind unter normalen Haltungsbedingungen keinen Schmerzen, Leiden
oder Schaden ausgesetzt und unterscheiden sich nicht vom entsprechenden Wildtypstamm,

der als Kontrolle dient.

("Weitere Informationen unter: http://www.criver.com/files/pdfs/rms/pgp/rm_rm_d_pgp_mouse.aspx)

-21 -



Einleitung — Material & Methoden — Ergebnisse — Diskussion — Zusammenfassung - Literatur

2.4.2 Gewebeverteilung von Emodepsid

Ziel dieses Versuchsteils war die Ermittlung eines moéglichen MDR1-Genotyp-abhangigen
Unterschieds in der Gewebeverteilung von EMO. Aus praktischen Grunden und im Sinne
einer Reduzierung der Tierzahl, wurde die EMO Konzentration in den untersuchten
Geweben nur zu einem einzigen Zeitpunkt gemessen.

Da mannliche Mause generell schlechtere motorische Leistungen auf dem Rotarod zeigen
(McFadyen et al., 2003; Bothe et al., 2005) wurden flr diesen Versuchsteil (siehe 2.4.3) nur
weibliche Tiere eingesetzt. Um die Tierzahl aber mdglichst gering zu halten, wurden fir die
Organverteilung dann nur die entsprechenden ménnlichen Wurfgeschwister (Alter 25 - 27
Wochen) verwendet.

EMO wurde in einer Mischung aus 1,2 Propandiol (56%) und Glycerinformal (44%) gelost.
Dieses Losungsmittelgemisch zeigte in friheren Versuchen keinen Einfluss auf die Tiere
beider Genotypen (Janko und Geyer, 2012).

Allen Tieren wurde vor der Substanzgabe eine Stunde lang das Futter entzogen, um die
perorale Applikation mittels Schlundsonde zu erleichtern. Nach der Applikation wurde direkt
wieder Futter ad libitum angeboten. Wasser stand die ganze Zeit Gber zur freien Verfigung.
Nach Sicherstellung, dass die Applikation sachgemalR durchgefiihrt worden war, erfolgte
zwei Stunden lang keine weitere Manipulation, wobei 2 h dem Zeitpunkt der maximalen
Plasmakonzentration nach peroraler Applikation entsprechen (EMEA, 2005; Kriiddewagen und
Schimmel, 2011). Anschlie3end erfolgte die Narkose mittels 16 mg/kg Xylazin und 120 mg/kg
Ketamin (verdinnt mit physiologischer Kochsalzlésung). Nach Erreichen des
Toleranzstadiums wurden die Tiere durch Herzpunktion getdtet, um dabei ausreichend Blut
zur Gewinnung von Plasma fiur die Analytik gewinnen zu kdnnen. Anschlie3end wurde wie

folgt verfahren:

Uberfuiihrung des Blutes in ein Natrium-Citratréhrchen zur Verhinderung der
Blutgerinnung

- Desinfektion des Operationsbereichs mit 70%igem Ethanol

- Eréffnung der Bauchhohle und Entnahme von Leber und Nieren

- Erdffnung der Schadelhéhle und Entnahme des Gehirns

- Zentrifugation der Blutproben (10 min bei 2000 rpm/280 G) zur Gewinnung von
Blutplasma

- Einfrieren der Proben bei — 80°C

Alle Proben wurden bis zum Einfrieren auf Eis gelagert
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2.4.2.1 Analyse der Proben

Die Analyse der Proben erfolgte durch die Firma Bayer im Labor von Herrn Dr. Ralph
Krebber (Monheim) mittels Flissigkeitschromatografie-Tandemmassenspektrometrie
(LC-MS/MS). Bei der LC-MS/MS werden Substanzen bzw. Substanzgemische nach ihrer
Masse und Ladung aufgetrennt und sortiert, so dass einzelne Bestandteile bestimmt und ihre
Menge analysiert werden kdnnen.

Die Nachweisgrenze von EMO lag dabei im Gewebe bei 10 ng/g. Die Quantifizierungs- bzw.
Validierungsgrenze im Gewebe lag bei 50 ng/g. Werte im Bereich zwischen Nachweisgrenze
und Quantifizierungsgrenze wurden nach Ricksprache mit dem Labor in die Auswertung

eingeschlossen. Die Nachweis- und Quantifizierungsgrenze fur Plasma betrug 2 ng/mL.

2.4.3 Messung der Neurotoxizitat von Emodepsid

2.4.3.1 Rotarod Model

Das Rotarod (Werkstatt MZI, Giel3en) dient der Messung und Quantifizierung von Stérungen
der Motorkoordination, vor allem von Ataxie. Es handelt sich dabei um eine rotierende Walze
mit einem Durchmesser von 2,5 cm, welche rickwarts rotiert, sodass die Mause mit dem
Kopf zum Experimentator vorwarts laufen kénnen. Durch Trennwande ist die Walze in 4
Laufplatze unterteilt, sodass bis zu 4 Tiere gleichzeitig auf dem Rotarod platziert und
gemessen werden kénnen ohne einander abzulenken. Jeder Laufplatz ist mit einer Stoppuhr
kombiniert, die mit Beginn des Laufens eingeschaltet wird. Unter den Laufplatzen befinden
sich Metallschalen, in denen die Tiere aufgefangen werden, wenn sie vom Rotarod herunter
fallen. Der Abstand zwischen Walze und Schale ist dabei so gewéahlt, dass die Tiere sich
beim Fallen nicht verletzen, aber auch nicht willkirlich vom Rotarod herunter klettern
kénnen. Beim Fallen wird eine Lichtschranke durchbrochen, sodass die gelaufene Zeit
automatisch gestoppt wird. Die Drehgeschwindigkeit der Walze kann im Bereich 6 — 60
Umdrehungen pro Minute (= rounds per minute, rpm) reguliert werden. Wird eine Substanz
appliziert, die neurologische Symptome induziert, kann durch die verminderte Laufleistung
(siehe Bewertungsschema unter 2.4.3.2), die Dauer und der Grad der Ataxie dargestellt
werden. Dazu wurde die Laufleistung in verschiedenen Abstanden jeweils 3x gemessen und
aus den gewonnenen Werten eine Laufkurve erstellt. Zum Vergleich einzelner Tiere oder
zwischen verschiedenen Gruppen, kénnen die entsprechenden Flachen uber diesen

Laufkurven berechnet und einander gegeniber gestellt werden.

Das Rotarod wird bereits lange und haufig in den Forschungsbereichen Motorkoordination
und motorisches Lernen sowie zur allgemeinen Phénotypisierung eingesetzt (Carter et al., 2001;

Brooks und Dunnett, 2009).
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2.4.3.2 Rotarod Versuchsaufbau

Verwendet wurden weibliche PGP™!'und PGPYT Mause, die in einem Alter von mindestens 6
Wochen mit dem Rotarod Training begannen. Die eingestellte Geschwindigkeit betrug 16
rpm. Alle Tiere wurden solange trainiert bis sie mindestens 1 Wochen lang problemlos 2 min
durchlaufen konnten. Diese Einstellungen des Rotarod gehen auf Dawson zuriick (Dawson et
al., 2000). AnschlieBend wurde EMO in der Konzentration 1 mg/kg wie im Versuchsteil
~.Gewebeverteilung“ (2.4.2) beschrieben geldst und appliziert. Um die perorale Applikation
mittels Schlundsonde zu erleichtern wurde den Tieren auch in diesem Versuchsteil eine
Stunde lang das Futter entzogen. Nach der Applikation hatten alle Tiere wieder freien
Zugang zu Futter. Die Laufperformance auf dem Rotarod wurde im Anschluss alle 2 h an
Tag 1, alle 4 h an Tag 2 und alle 6 h an allen folgenden Tagen jeweils 3x gemessen, bis die
Tiere ihre Trainingsleistung wieder erreicht hatten. Gleichzeitig wurden beobachtete klinische
Symptome beschrieben und dokumentiert. In den Ruhephasen der Tiere fanden keine
Messungen statt. Die Bewertung der Laufleistung erfolgte nach folgendem von Christina
Janko am Institut etablierten Schema:

Tab.4 ) Bewertungsschema des verwendeten Rotarod-Setups

Zeit Punkte

> 2 min ohne Einschrénkungen 5

1 — 2 min ohne Einschréankungen

1 — 2 min mit Einschrankungen* (*2.B. an der Wand abstiitzen,

- schwankend, flach auf die Walze
30 sec — 1 min

1 sec — 30 sec gepresst, ausgleiten ohne zu Fallen)

O (INW|>

0 sec

Die Umrechnung der Laufdauer in Punkte ermdglicht die Unterscheidung der Laufleistung
mit oder ohne Einschrankungen und damit eine differenziertere Darstellung der Lauf-
performance. Dies kann vor allem bei geringgradigen Intoxikationen von Vorteil sein, da in
diesen Fallen oftmals das 2-miniitige Laufen auf dem Rotarod zwar moglich ist, allerdings mit
Unsicherheit einhergeht. Die alleinige Angabe der Laufzeiten ware in diesen Fallen zur

Darstellung der neurologischen Symptomatik weniger aussagekraftig.

Um allen Tieren die Mdglichkeit zu geben sich vollstandig und ungestort von der Applikation
zu erholen, wurden bis zur ersten Messung nach 2 h keinerlei Beobachtungen oder Handling
durchgefuhrt. Moglichweise bereits in dieser Zeit aufgetretene Symptome wurden daher nicht

dokumentiert.
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Abb.3) Beispiel fiir die Laufperformance einer Maus im Training, das heif3t ohne Applikation von
neurotoxischen Substanzen
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Abb.4) Beispiel fur die Laufperformance einer Maus nach Applikation einer neurotoxischen Substanz

2.4.4 Materialien

2.4.4.1 Chemikalien, Reagenzien, Arzneistoffe

Substanz Hersteller/Bezug

1,2 Propandiol Sigma, Steinheim
Emodepsid (Bay 44-4400) Bayer, Leverkusen
Glycerinformal Fluka, Seelze
Ketamin (10%) CP-Pharma, Burgdorf
NaCl B. Braun, Melsungen
Xylazin (2%) CEVA, Dusseldorf
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2.4.4.2 Gerate

Gerat Hersteller/Bezug
Operationshesteck diverse

Rotarod Werkstatt MZI, GieRen
Schlundsonde diverse

Tischzentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

2.5 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller/Bezug

12,5 cm? Kulturschalen

BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA

24 well Zellkulturplatten

Greiner Bio-One, Frickenhausen

25 cm? Kulturschalen

Sarstedt, Niumbrecht

75 cm? Kulturschalen

Sarstedt, NUmbrecht

96 well Mikrotiterplatten, schwarz

Greiner Bio-One, Frickenhausen

96 well Mikrotiterplatten, weil3

Sarstedt, Numbrecht

CryoPure GefalRe, 2 ml

Sarstedt, NUmbrecht

Einmalhandschuhe

Roth, Karlsruhe

Einmalspritzen

B. Braun, Melsungen

Einwegkanulen

Henke Sass Wolf, Tuttlingen

Natriumcitratrohrchen

Sarstedt, Niumbrecht

Nitrilhandschuhe

Roth, Karlsruhe

Pasteurpipetten, Glas

MAGV, Rabenau

Pasteurpipetten, Plastik

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen

Nerbe Plus, Winsen/Luhe

Reaktionsgefalle (1,5, 2, 15, 50 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Serologische Einmalpipetten (5, 10, 25 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Stickstoff, flussig

Messer, Griesheim

Trypanblau (4%)

Fluka, Seelze
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2.6 Auswertung

Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung. Da aufgrund der
geringen n-Zahl und der groRBen Schwankungen der Daten keine Normalverteilung
vorausgesetzt werden kann, erfolgte die Analyse der Daten sofern nicht anders angegeben

rein deskriptiv.

2.6.1 Graph Pad Prism

Programm zur graphischen und statistischen Auswertung von Daten, sowie zur Berechnung
und Darstellung von Kinetiken.

Version: Graph Pad Prism 4 (San Diego, CA, USA); www.graphpad.com/prism/pdemo.htm
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
gemeldeten Falle von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der

Anwendung von Profender® beim Hund

Die 55 hier beschriebenen Falle von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung
von EMO bzw. Profender® Tabletten fir den Hund wurden dem Institut fir Pharmakologie
und Toxikologie in einem Zeitraum von rund 4 Jahren gemeldet (Juni 2009 bis Mai 2013)

Es sei nochmals darauf hingewiesen, dass es nicht in allen Fallen gelungen ist, den

kompletten Verlauf dieser Arzneimittelunvertraglichkeiten vollstéandig zu rekonstruieren.

25+

= = )
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'] '] ']
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Abb.5) Dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
gemeldete Falle von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender® beim Hund
(Stand: Mai 2013).

3.1.1 Symptome

Die beschriebene Symptomatik war vielfaltig. Vor allem Ataxie, Salivation und Stérungen der
Muskelkoordination wurden sehr haufig beobachtet. Letztere wurden unterschiedlich
beschrieben, meist als Zittern oder Zuckungen, teilweise aber auch als Krampfe.

Auch vermehrtes Hecheln, Hyperthermie, Tachykardie, Nervositat und Unruhe bis zur
Schlaflosigkeit wurden haufig angegeben.

Andere Symptome traten ebenfalls auf, allerdings weniger oft oder nur vereinzelt und
beinhalteten unter anderem Lahmungserscheinungen, Depression/Apathie, gestdrten Visus

(u.a. Mydriasis und Nystagmus), Erbrechen, Durchfall und Orientierungslosigkeit. In aller
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Regel traten mehrere Symptome parallel auf oder folgten aufeinander. Beispielsweise
wurden die haufigsten Symptome — Ataxie, Salivation, Zittern/Zuckungen/Krampfe — sehr oft
gemeinsam beobachtet. Dabei wurde teilweise fir die gleichen Tiere eine gegenteilige
Symptomatik angegeben, z.B. Nervositat und Apathie?,

Tab. 5) Auflistung der am haufigsten genannten Symptome der Arzneimittelunvertraglichkeiten in
Zusammenhang mit der Anwendung von Profender® beim Hund; da fur nahezu alle Hunde mehrere
Symptome genannt wurden, Uberschreitet die Gesamtprozentzahl 100%.

Symptom Haufigkeit (%)
Zittern 70,9
Ataxie 61,8

Salivation 49,1

Hecheln 47,3
Krampfe 40
Nervositat 34,5
Zuckungen 25,5
Hyperthermie 25,5
Tachykardie 21,8
Apathie 18,2
Gestorter Visus 16,4

Beginn, Grad und Dauer der Vergiftungserscheinungen variierten stark. In manchen Fallen
zeigten sich erste Symptome direkt im Anschluss an die Tablettengabe. In anderen Fallen
begann die Symptomatik mit bis zu 6 h Zeitverzégerung.

2 Auflistung aller genannten Symptome der Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Anwendung von

Profender® beim Hund ohne jegliche Wertungen: Zittern, Salivation, Ataxie, Hecheln, Krampfe,

Nervositat/Unruhe/Aufregung/ Schlaflosigkeit, Zuckungen, Hyperthermie, Apathie/Lustlosigkeit/Somnolenz/
Depression/Tragheit, Mydriasis/gestérter Visus/Nystagmus/starre Pupillen/gestérte Wahrnehmung, Tachykardie,
Seitenlage/nicht stehfahig/Lahmungserscheinungen, gekriimmter Riicken/Ophistotonus/steife Gliedmalfien,
Erbrechen/Wirgen, Diarrhoe/Kotabsatz/Urinansatz, nicht ansprechbar, Hypoglycdmie, gerétete Schleimhaute,
Vokalisation, Hypertonie, Inappetenz, verhartetes Abdomen, erhdhte Kreatinkinase-Werte, Orientierungslosigkeit,
Hamaturie, blutige Diarrhoe, blasse Konjunktiven, verzoégerte kapillare Ruckfullzeit, telogenes Effluvium.
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Die Dauer der Symptome schwankte zwischen 2 h und mehreren Tagen, in den meisten
Fallen wurde eine Dauer von etwa 4 bis 12 h beschrieben. Der Grad der
Vergiftungssymptomatik wurde dabei teils als mild, teilweise aber auch als hochgradig

beschrieben.

3.1.2 Rasseverteilung

Die Rassen Collie (43,6%), Australien Shepherd (inkl. 1 Miniatur Australien Shepherd)
(25,5%) und Shetland Sheepdog/Sheltie (16,4%) bildeten in den hier ausgewerteten Fallen
den Grol3teil der betroffenen Rassen. Auch Mischlinge mit Beteiligung dieser Rassen waren
vertreten (3,6%). Andere Rassen traten nur vereinzelt in Erscheinung (insgesamt 10,9%).

Abb.6) Rasseverteilung der Hunde mit
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der
Anwendung von Profender® in Prozent;
CAS = Collie, Australian Shepherd,
Sheltie.

Falle (%)

3.1.3 MDR1-Genotypverteilung

Es fiel auf, dass vor allen Dingen MDR1” Hunde von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach
der Anwendung von Profender® betroffen waren (80%). Fur einige Tiere wurde allerdings
auch der Genotyp MDR1** nachgewiesen (5,5%), wahrend fiir manche Tiere der Genotyp

nicht bestimmt wurde und daher auch nicht bekannt war (14,5%).
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Falle (%)

Abb.7) MDR1-Genotypverteilung der
Hunde mit Arzneimittelunvertraglichkeiten
nach der Anwendung von Profender® beim
Hund in Prozent.

3.1.4 Futterungszustand und Dosierung

Bei den hier ausgewerteten Fallen konnte kein konkreter Zusammenhang zwischen dem
aktuellen Fitterungszustand der betroffenen Tiere und dem Auftreten von Arzneimittel-
unvertraglichkeiten festgestellt werden. Allerdings waren die Angaben zur Fitterung in vielen
Fallen unvollstdndig. Haufig wurden keine Angaben gemacht oder der genaue Zeitpunkt der
letzten Futteraufnahme war unbekannt bzw. konnte nicht exakt eingegrenzt werden.
Profender® Tabletten fir den Hund werden nach einer Dosierungstabelle entsprechend
bestimmter Gewichtsklassen dosiert. Die empfohlene Mindest-Dosis dabei ist 1 mg/kg EMO
(und 5 mg/kg PZQ). Je nach Gewicht des Tieres (oberer oder unterer Bereich eines
Gewichtsintervalls) schwanken die Dosierungen zwischen 1 — 1,9 mg/kg EMO (und 5 — 9,5
mg/kg PZQ). Soweit bekannt lag die Dosierung nur in 3 Fallen liber diesem Dosisbereich bei
2 bzw. 2,7 mg/kg EMO und 10 bzw. 13,5 mg/kg PZQ. Als gut vertraglich fir Collies mit
homozygotem MDR1-Defekt wurde in einer préklinischen Studie die Dosierung 1,6 mg/kg
EMO und 8 mg/kg PZQ bestimmt (EMEA, 2005).

Es konnte kein deutlicher Zusammenhang zwischen Dosierung und Schweregrad und/oder
Dauer der Symptome festgestellt werden. Es gab sowohl Tiere mit vergleichsweise niedriger
Dosierung und relativ schwerem Verlauf als auch Tiere mit vergleichsweise hoher Dosierung
und relativ mildem Verlauf.

Auch die Kombination aus zeitnaher Futterung und vergleichsweise hoher Dosierung

verschlimmerte den klinischen Verlauf nicht zwangslaufig.
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3.1.5 Geschlecht

Die Mehrzahl der betroffenen Hunde war méannlich (52,7% im Vergleich zu 38,2% weiblichen
Tieren). In 5 Fallen (9,1%) wurden keine Angaben zum Geschlecht gemacht. Bislang gibt es
keine Hinweise Uber einen Zusammenhang zwischen Geschlecht und dem Auftreten von
Arzneimittelunvertraglichkeiten mit neurologischen Symptomen nach der Anwendung von

EMO bzw. Profender® (EMEA, 2005).

3.2 In Vitro Transport von Emodepsid

Bereits vor Beginn dieser Studie war bekannt, dass es sich bei EMO um ein Substrat des
MDR1-Transporters handelt (EMEA, 2005; EMEA, 2008). Allerdings wurden hierzu keine
Primardaten publiziert. Daher sollte die Interaktion von EMO mit dem caninen MDR1

(cMDR1) in den hier beschriebenen Experimenten naher untersucht werden.

3.2.1 Funktionsfahigkeit des gewahlten Modells

Die Induktion der MDR1-Expression durch Tetrazyklin (Tet) im gewahlten Zellmodell
bewirkte eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz in den induzierten (+Tet) Zellen im
Vergleich zu den nicht-induzierten (-Tet) Kontrollzellen. Eine verminderte Fluoreszenz lasst
sich auf einen vermehrten Efflux von Rh123 aus den Zellen durch MDR1 zuriickfuhren. Der
cMDR1-Transporter wurde demnach ausreichend in den Zellen exprimiert und war auch
funktionsfahig. Die gemessenen Fluoreszenzwerte schwankten allerdings zwischen den
einzelnen Experimenten, sodass kein Referenzwert fir die Abnahme der Fluoreszenz durch
den Efflux von Rh123 durch MDR1 bestimmt werden konnte. Die Fluoreszenz in den +Tet
Zellen war dabei in etwa zwischen 2-fach und 5-fach niedriger und erreichte nicht immer

Signifikanzniveau.
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Abb.8) Vergleich der Fluoreszenz zwischen nicht-induzierten (-Tet) und induzierten (+Tet) Zellen in
zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils n = 3. Die Ausgangswerte schwanken zwischen den
einzelnen Experimenten. Die geringere Fluoreszenz in den +Tet Zellen ist auf den MDR1-vermittelten
Efflux von Rh123 aus den Zellen zuriick zu fuhren; * signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen; Student’s-t-test, p < 0,05.

3.2.2 Interaktion von Emodepsid mit dem caninen MDR1-Transporter

Eine Interaktion von EMO mit dem MDR1-Transporter des Hundes konnte in den hier
durchgefihrten in vitro Transportstudien nachgewiesen werden.

Diese zeigte sich in einer dosisabhangigen Hemmung des Rh123-Transports und damit in
einer Zunahme der Fluoreszenz in den +Tet Zellen. Die Fluoreszenzwerte stiegen bis auf
das Niveau der —Tet Kontrollzellen an. Die Fluoreszenz in den nicht-induzierten Kontroll-
zellen ohne Hemmstoff lag dabei in mehreren unabhangigen Experimenten zwischen der
durch 2 pM und der durch 4 pM EMO induzierten Hemmung des cMDR1-Transporters.
Allerdings stiegen die Fluoreszenzwerte auch in den nicht-induzierten Kontrollzellen
ebenfalls mit steigender EMO-Konzentration leicht an. Dennoch gleichen sich die
Fluoreszenzwerte zwischen —Tet und +Tet Zellen mit steigenden Konzentrationen EMO
einander an, was die Hemmung des Rh123-Effluxes aus den Zellen durch den

MDR1-Transporter belegt.
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Abb.9) Ein reprasentativer Rh123-Assay mit steigenden Konzentrationen EMO (n=3). Dargestellt ist
die Fluoreszenz/ug Protein vergleichend in MDR1-exprimierenden Zellen (+Tet) und Kontrollzellen
(-Tet). Sowohl die Induktion der MDR1-Expression durch Tet als auch die EMO Konzentration haben
einen signifikanten Einfluss auf das Fluoreszenzlevel. Die Auswertung wurde mittels zweifaktorieller
ANOVA mit Post-Test (multiple comparison adjustment, Signifikanzniveau: p = 0,05/15 = 0,003)
durchgefuhrt; * signifikanter Unterschied zwischen +Tet und —Tet bei der angegebenen EMO-
Konzentration und # signifikanter Unterschied zur Konzentration 0 uM in den +Tet Zellen

Der Verlauf des Fluoreszenzanstiegs in den + Tet Zellen bis auf das Niveau der
Kontrollzellen konnte dabei in allen unabhangigen Experimenten erfolgreich reproduziert
werden. Allerdings schwankten die gemessenen Fluoreszenzlevel zwischen den einzelnen
Versuchen, sodass in dieser Arbeit lediglich ein reprasentativer Rh123 Assay dargestellt ist

und auf eine Gesamtauswertung verzichtet wurde.

3.2.3 Vergleich mit Verapamil

Auch im Falle von VER konnte die bereits bekannte Interaktion der Substanz mit dem
MDR1-Transporter bestétigt werden. Eine vollstandige Hemmung des caninen MDRI1,
gleichbedeutend mit einem Angleichen des Fluoreszenzniveaus zwischen den —Tet und den
+Tet Zellen, wurde fur VER erst bei 15 pM erreicht. Im Falle von EMO konnte bereits bei 6
MM kein Unterschied mehr festgestellt werden, was auf eine potentere Hemmung von
cMDR1 durch EMO im Vergleich zu VER hindeutet.
Wie bereits fur EMO, zeigten die —Tet Kontrollzellen auch fir VER einen signifikanten

Anstieg der Fluoreszenz tiber den gesamten Konzentrationsbereich.
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Abb.10) Ein reprasentativer Rh123-Assay mit steigenden Konzentrationen VER (n=3). Dargestellt ist
die Fluoreszenz/ug Protein vergleichenden in MDR1-exprimierenden (+Tet) Zellen und Kontrollzellen
(-Tet). Sowohl die Induktion der MDR1-Expression durch Tet als auch die VER Konzentration haben
einen signifikanten Einfluss auf das Fluoreszenzlevel. Die Auswertung wurde mittels zweifaktorieller
ANOVA mit Post-Test (multiple comparision adjustment, Signifikanzniveau: p = 0,05/15 = 0,003)
durchgefihrt; * signifikanter Unterschied zwischen +Tet und —Tet bei der angegebenen VER-
Konzentration und # signifikanter Unterschied zur Konzentration 0 uM in den +Tet Zellen

3.3 Gewebeverteilung von Emodepsid

Nach oraler Applikation von 1 mg/kg EMO an PGP™! und PGPYT Mausen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in den Arzneistoffkonzentrationen in Plasma, Leber und Nieren.
Allerdings war ein sehr deutlicher Unterschied in der Gehirnkonzentration darstellbar.
Wahrend EMO im Gehirn der WT-Tiere nicht nachweisbar war, war die Konzentration in der
Gruppe der PGP™! Mause mit durchschnittlich 43,72 ng/g etwa doppelt so hoch wie die
Plasmakonzentration.

Es muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass die Quantifizierungsgrenze
(Validierungsgrenze) im Gewebe bei 50 ng/g lag und die meisten Werte der
Gehirnkonzentration auch bei den PGP™! Mausen im Bereich zwischen der Nachweis- und
der Quantifizierungsgrenze lagen. Werte in diesem Bereich beinhalten einen gewissen Grad
der Unsicherheit. Daher erfolgte fur die Gehirnkonzentrationen lediglich eine deskriptive

Darstellung. Da allerdings alle Werte der Gehirnkonzentration im Fall der PGPWT Tiere unter
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der Nachweisgrenze von 10 ng/g lagen, kann dennoch von einer bedeutenden Rolle von
MDR1 bei der Limitierung der Gehirnpenetration von EMO ausgegangen werden. Geht man
davon aus, dass die Werte der EMO Gehirnkonzentration in den PGPWT Tieren maximal 10
ng/g betragt und der durchschnittlich gemessene Wert in den PGP™! Mausen bei 43,72 ng/g
lag, kann eine mindestens 4-fach hohere Gehirnpenetration von EMO in MDR1-defekten
Mé&usen vermutet werden.
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Abb.11) EMO-Konzentrationen in Plasma, Gehirn, Leber und Nieren nach der peroralen Applikation
von 1 mg/kg vergleichend zwischen PGP™! (n=5) und PGPWT (n=6) Mausen. LOD = limit of detection;
LOQ = limit of quantification; n.n. = nicht nachweisbar.
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Abb.12) Genauere Darstellung der Gehirnkonzentrationen von EMO in 5 PGP™ (und 6 PGPWT)
Mausen nach der peroralen Applikation von 1 mg/kg. LOD = limit of detection; LOQ = limit of
quantification.
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Tab.6) Durchschnittliche EMO-Konzentrationen in Plasma, Gehirn, Leber und Nieren nach peroraler
Applikation von 1 mg/kg vergleichend zwischen PGP™! (n = 5) und PGPWT (n = 6) Mausen. Die Werte
sind angegeben als Mittelwert mit Standardabweichung. LODcewebe) = limit of detection = 10 ng/g;

LOQcewebe) = limit of quantification = 50 ng/g Gewebe. LOD/LOQplasma) = 2 ng/mL.

pPGpmut PGPWT Ratio mut/WT
Plasma 22,98 £ 6,78 23,72 £ 7,49 0,97
Gehirn 43,72 £ 8,41 <LOD -
Leber 248,2 £ 40,16 233,83+ 62,5 1,06
Nieren 204,8 £ 47,03 195,5 + 65,07 1,05
pPGpmut PGPWT
Gehirn 43,72 <LOD
£9.4 Tab. 7) Verhéaltnis der gemessenen
Plasma 22 98 23.72 EMO-Konzentration in Plasma und
+6.78 +821 Gehirn vergleichend in PGP™t (n=5)
Quotient 19 und PGPWT (n=6) Mausen.
(Gehirn/Plasma) '

In der Gruppe der PGP™! Mause zeigte sich bei einem Tier wahrend der Organentnahme
eine starke Obstipation des Darms, sodass dieses Tier aus der Auswertung ausgeschlossen
wurde. Die gemessenen EMO Konzentrationen in allen Geweben lagen in diesem Fall
deutlich unter denen der anderen Mause der Gruppe, was auf eine verminderte Absorption

schlieBen lasst. Entsprechend wurden nur 5 PGP™! und 6 PGPWT bewertet.

3.4 Neurotoxizitat von Emodepsid

Trotz starker Schwankungen beziglich der Dauer der Vergiftungserscheinungen innerhalb
der PGP™! Gruppe zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem MDR1-Status
der Tiere und dem Auftreten klinischer Symptome nach der peroralen Applikation von

1 mg/kg EMO.
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3.4.1 PGP™! Mause

Alle Tiere der Gruppe PGP™! wiesen nach der Applikation von EMO einen massiven
Einbruch in der Laufleistung auf dem Rotarod auf. Dabei unterschieden sich der
Schweregrad und vor allem die Dauer der Symptomatik deutlich zwischen den einzelnen
Tieren. Die Halfte der Tiere zeigte sich besonders empfindlich auf EMO mit einer
Vergiftungsdauer von bis zu 80 h. Die anderen Tiere erholten sich relativ schnell und waren

bereits nach etwa 24 h wieder vollstandig symptomfrei.

3.4.1.1 Beobachtete Symptome
Es wurden folgende Symptome nach der peroralen Applikation von 1 mg/kg EMO bei PGP™

Méausen beobachtet:

Ataxie
Hyperkinesie
- langsame Kopfbewegungen von links nach rechts mit schnellem Wechsel der Richtung,
teilweise mit Beteiligung des gesamten Vorderkdrpers; in einigen Féallen auch nickende
Kopfbewegungen, vor allem auf dem Rotarod
- vermehrtes Aufstellen auf die Hintergliedmalf3en
- vermehrtes Laufen im Kéfig, vor allem von Ecke zu Ecke, teilweise auch im Kreis
Verandertes Verhalten (im spateren Verlauf, langer anhaltend als die motorische
Symptomatik)
- Aufregung
- Schreckhaftigkeit/Angstlichkeit (vor allem bei Beriihrung, teilweise mit VVokalisation. Die
LautaulRerungen traten ohne Anzeichen von Schmerzen wie beispielsweise eingefallene

Augen oder eine unphysiologische Kdrperhaltung auf)

Viele der beobachteten Symptome (wie beispielsweise das Aufstellen auf die
Hintergliedmalen) stellen keine flr Mause untypische Verhaltensweise dar, die Frequenz
des jeweiligen Verhaltens war allerdings nach den subjektiven Einschatzungen des
Experimentators deutlich gesteigert. Da der Experimentator die Tiere auch vor und nach den

Versuchen taglich kontrollierte, fiel dieser Unterschied in der Versuchsphase deutlich auf.

Da diese spezifischen Verhaltensdnderungen wahrend der Planung dieser Arbeit nicht
vorhergesehen werden konnten, konnten diese bei der Durchfiihrung der Experimente auf
dem Rotarod auch nicht spezifisch bestimmt werden. Die Beschreibung ist daher rein

subjektiv.
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3.4.2 PGPY“T Mause

In der Gruppe der PGPWT Mause traten weder eine verminderte Laufleistung auf dem
Rotarod noch andere klinische Symptome oder Verhaltensanderungen auf. Eine
geringgradige Verschlechterung der Laufleistung von 5 auf 4 Punkte l&asst sich ohne das
zusatzliche Auftreten von Vergiftungserscheinungen wie beispielsweise Ataxie nicht auf die
applizierte Substanz zurtckfiihren. Ein solcher Abfall der Laufperformance tritt gelegentlich

auch im Training auf und kann daher vernachlassigt werden.

3.4.3 Vergleich beider Gruppen

Trotz starker Schwankungen in der Gruppe der PGP™' Mause war ein Klarer
Zusammenhang zwischen MDR1-Genotyp und dem Auftreten klinischer Symptome nach der
Applikation von EMO erkennbar. Dies zeigt sich vor allem beim Vergleich der Flache uber
der Kurve (= area over the curve, AOC). Diese lag im Fall der PGP™ Mause zwischen
12,4% und 70,9%, wohin gegen sie in der Kontrollgruppe maximal 1,8 % erreichte.
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Abb.13) Laufperformance auf dem Rotarod der 6 PGP™! Mause nach peroraler Applikation von 1
mg/kg EMO. Die Messung erfolgte alle 2 h an Tag 1, alle 4 h an Tag 2 und alle 6 h an allen folgenden
Tagen. Dargestellt ist die AOC in %. Die Werte entsprechen MW und SD von n=3 Messungen zu
jedem Zeitpunkt.
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Abb.14) Laufperformance auf dem Rotarod der 6 PGPWT Mause nach peroraler Applikation von 1
mg/kg EMO. Die Messungen erfolgten alle 2 h. Dargestellt ist die AOC in %. Die Werte entsprechen

MW und SD von n=3 Messungen zu jedem Zeitpunkt.

Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass nicht alle PGP™' Mause, trotz identischer

Dosierung, in gleichem Ausmafld mit einem Absinken der

Laufperformance auf die EMO-

Applikation reagiert haben. Vielmehr zeigten sich 3 PGP™! Mause hoch empfindlich auf
EMO mit AOC-Werten von 61,82%, 64,5% und 70,9%, wohingegen 3 weitere PGP™ Mause
deutlich unempfindlicher auf EMO reagiert haben mit AOC-Werten von 12,55%, 13,14% und

23,75% (siehe Abb. 15).
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4 Diskussion

4.1 Interaktion von Emodepsid mit dem caninen MDR1-Transporter

In der Scientific Discussion® der europaischen Arzneimittelagentur (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, EMEA; seit 2009 European Medicines Agency, EMA) zu
Profender® sowie in der Zusammenfassung der Produktcharakteristika des Praparates wird
darauf hingewiesen, dass es sich bei EMO um ein Substrat des MDR1-Transporters handelt
(EMEA, 2005, 2008).

Mit Hilfe des hier verwendeten Rh123 Transport Assays konnte eine Interaktion von EMO mit
dem MDR1-Transporter des Hundes bestatigt werden. Allerdings kann durch dieses Modell
nicht gezeigt werden, welcher Art diese Interaktion ist, da die Beeinflussung des
Transporters durch die Testsubstanz lediglich indirekt durch die ansteigende Fluoreszenz
gemessen wird. Dabei ist es unmoglich zu sagen, ob es sich um einen Inhibitor oder ein
Substrat des MDR1-Transporters handelt und an welcher Stelle des Proteins die Bindung
erfolgt.

Da EMO eine Plasmaproteinbindung von >99% aufweist (EMEA, 2011) und die
Transportmessungen in FKS-haltigem Medium durchgefihrt wurden, kann fir die
Interaktionsassays nur die Gesamtkonzentration (freies EMO plus proteingebundenes EMO)
berlcksichtigt werden. Dennoch liel3 sich eine klar erkennbare Konzentrationsabhéngigkeit
im gemessenen Effekt (Fluoreszenz) darstellen.

Die Affinitat von EMO zum MDRI1-Transporter des Hundes scheint dabei (im hier
verwendeten Model) etwas hdher zu sein als die von VER, da der gleiche Anstieg der
Fluoreszenz durch EMO in geringeren Konzentrationen hervorgerufen wird als durch VER
(ca. 2 uM EMO im Vergleich zu ca. 5 — 10 uM VER). Allerdings kénnen hierbei nur, wie oben
beschrieben, die Gesamtkonzentrationen miteinander verglichen werden.

Der in den Kontrollzellen (-Tet) ebenfalls beobachtete Anstieg der Fluoreszenz sowohl bei

EMO als auch bei VER konnte auf verschiedene Ursachen zuriick zu fihren sein.

3 In der Scientific Discussion werden alle Eigenschaften eines Arzneimittels dokumentiert. Sie gliedert
sich auf in eine Zusammenfassung des entsprechenden Studienantrags (summary oft the dossier),
Angaben zur Prifung von Qualitat (quality assessment), Sicherheit (safety assessment) und

Wirksamkeit (efficacy assessment) sowie einer Risiko-Nutzen-Abwégung (benefit risk assessment)
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Eine wahrscheinliche Erklarung ist die Tatsache, dass auch die Ausgangszelllinie ohne die
Transfektion mit cMDR1 eine gewisse Menge des endogenen MDR1-Transporters (human)
exprimiert, welcher dann unabhé&ngig von Tetrazyklin in allen Zellen vorhanden ist.

Diese geringen Mengen an endogenem MDR1 werden genauso wie das zusatzlich in die
Zelle eingebrachte cMDR1 durch EMO oder VER gehemmt. Fir diesen geringen Anteil an
endogenem MDRL1 reichen entsprechend niedrige Hemmstoff- Konzentrationen aus, um eine
vollstdndige Hemmung der Transporter zu erreichen. Dies wirde den geringen Anstieg der
gemessenen Fluoreszenz in den nicht-induzierten Kontrollzellen (-Tet) im niedrigen
Konzentrationsbereich der getesteten Substanzen (von 0 uM bis 1 uM) erklaren. Bei hoheren
Konzentrationen scheint der endogene MDR1-Transporter dann bereits vollstandig gehemmt
Zu sein, sodass es zu keinem weiteren Anstieg der Fluoreszenz kommt.

Die induzierten Zellen (+Tet) exprimieren grol3e Mengen des zusatzlich eingebrachten
cMDR1-Transporters. Aus diesem Grund sind bei diesen Zellen hdéhere Hemmstoff-
Konzentrationen fir eine vollstdndige Hemmung aller Transporter nétig, bis die gleiche
Fluoreszenz wie in den Kontrollzellen erreicht wird. Die gemessen Fluoreszenz in den +Tet
Zellen unterschied sich dabei ab einer Konzentration von 6 pM EMO nicht mehr signifikant
von den Kontrollzellen, stieg aber bis zur Konzentration 10 pM EMO weiter kontinuierlich bis
auf das gleiche Niveau der —Tet Zellen an. Im Fall von VER zeigten sich bei den
Konzentrationen 15 und 20 uM keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen —Tet und
+Tet Zellen.

Weiterhin besteht die Moglichkeit einer unspezifischen Stimulation der Rh123 Aufnahme in
die Zellen durch niedrige Konzentrationen der Hemmestoffe. Dafur gibt es sowohl fir EMO als
auch fir VER aber aktuell keine konkreten Hinweise.

Eine Hemmung anderer Efflux-Systeme im unteren Konzentrationsbereich, kénnte ebenfalls
eine Erklarung fir den beobachteten Anstieg der Fluoreszenz in induzierten und nicht-
induzierten Zellen sein. Auch dafir finden sich fir EMO keine Anhaltspunkte in der Literatur.
VER scheint ebenfalls keine weiteren bekannten Efflux-Systeme zu inhibieren (Laupeze et al.,
2001; Eisenblatter et al., 2003; Zhang et al., 2005).

Des Weiteren kommt eine Eigenfluoreszenz der Hemmestoffe als Ursache in Frage, die bei
niedrigen Konzentrationen eine Rolle spielen kdnnte. Dies konnte fir EMO in einem
Vorversuch ausgeschlossen werden und wurde auch fir VER im Rahmen einer anderen
Arbeit an unserem Institut widerlegt (Charlotte Straehle, personal communication).

In unterschiedlichen Chargen der verwendeten Zelllinie kann das Expressionslevel des
MDR1-Transporters nach der Tet-Induktion leicht variieren. Die einzelnen Zellchargen
unterscheiden sich auch geringfiigig in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und damit auch in
ihrer Konfluenz bei Beginn der Messung. Sind die Zellen sehr dicht, konnte eine gewisse

Menge des Farbstoffes zwischen den Zellen haften bleiben, was die Fluoreszenz erhoht.
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Dies erklart moglicherweise auch die unterschiedlich hohen Fluoreszenzlevel zwischen den
einzelnen Experimenten bei gleichem Verlauf des Fluoreszenzanstiegs. Es besteht weiterhin
die Moglichkeit einer gewissen Restmenge Tetrazyklin in dem im Medium enthaltenen FKS,
welches auf eine mogliche antibiotische Behandlung der Spendertiere zuriickgefihrt werden
konnte (Mahlhardt, 2009). So ist ggf. auch in den Kontrollzellen eine geringe Menge an cMDR1
vorhanden, welche ebenfalls Rh123 aus den Zellen transportiert und in seiner Funktion
durch EMO gehemmt werden kann.

Im Fall von VER nahm die Fluoreszenz in den —Tet Zellen sogar mit steigenden
Konzentrationen leicht ab. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass VER in hdheren
Konzentrationen unter Umstanden nicht mehr vollstandig gel6st vorlag, obwohl im Substrat-
und Hemmstoffpuffer keine Hinweise darauf erkennbar waren. Alle im Versuch verwendeten
Ldsungen waren klar und ohne sichtbare feste Bestandteile. Eine geringere Ldslichkeit in
héheren Konzentrationen konnte allerdings eine Ursache fiir die leichte Abnahme der
Fluoreszenz in den Kontrollzellen sein.

Wie EMO ist auch VER ein Wirkstoff mit sehr hoher Plasmaproteinbindung (90%) (Forth et al,
2001). Aus diesem Grund kann auch fir VER immer nur von der Gesamtkonzentration
ausgegangen werden. Eine Unterscheidung in freies und proteingebundenes VER ist nicht
moglich.

Obwohl keine abschliel3ende Erklarung fur den Anstieg der Fluoreszenz in den Kontrollzellen
gegeben werden kann, kann dieser Effekt bei der Beantwortung der Fragestellung der
vorliegenden Arbeit vernachlassigt werden, da sowohl bei EMO als auch bei VER mit
steigenden Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen +Tet und —Tet
Zellen auftraten. Diese Annéherung der Fluoreszenzwerte zwischen MDR1-expremierenden
(+Tet) und Kontrollzellen (-Tet) belegt eine Hemmung des cMDR1-Transporters durch EMO

und VER unabhangig von allen anderen beobachteten Effekten.

4.2 Einflusse auf die Vertraglichkeit von Profender® Tabletten fur den
Hund

4.2.1 MDR1-Genotyp, Rasse, Dosierung, Futterungszustand, Geschlecht

Zwar lief3en sich die beim Hund beschriebenen Arzneimittelunvertraglichkeiten in der Regel
nicht zweifelsfrei auf die Profender® Anwendung zuriickfihren, aufgrund der zeitlichen
Ubereinstimmung und der Haufung gemeldeter Falle mit sehr dhnlichem Charakter wird im
Folgenden aber von einem Zusammenhang ausgegangen.

In einem Zeitraum von etwa 4 Jahren wurden unserem Institut knapp 80 Falle von

Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender® beim Hund gemeldet.
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Dies waren im genannten Zeitraum sogar mehr Falle als durch Makrozyklische Laktone
verursachte Intoxikationen bei MDR1 7~ Hunden.

Die Tatsache, dass nur 3 Rassen fast alle gemeldeten Falle (85,5%) ausmachen, korreliert
mit dem Umstand, dass in den Rassen Collie, Australian Shepherd und Sheltie zum einen
der MDR1-Defekt weit verbreitet ist und andererseits diese Rassen in Deutschland
vergleichsweise beliebt sind.

Diese Rassen sind in unserer MDR1-Diagnostik sehr viel haufiger vertreten als andere
Rassen. Im entsprechenden Auftragsformular wird auch gezielt nach bisher bereits
aufgetretenen  Arzneimittelunvertraglichkeiten  gefragt, sodass evtl. Falle von
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Profender® Anwendung bei anderen Rassen nicht in
gleichem Umfang an unser Institut gemeldet wurden. Daher kann eine gewisse
Uberreprasentation der drei genannten Rassen nicht ausgeschlossen werden. Allerdings
werden am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie auch Hunde vieler anderer Rassen
auf das Vorliegen der MDR1 nt230(del4) Mutation getestet. Diese waren aber in den
Meldungen zu Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender®
tatsachlich weniger vertreten. Eine vergleichbare Rasseverteilung zeigt sich auch bei der
verantwortlichen Bundesbehdrde (BVL).

Die Tatsache, dass ein GroRteil der betroffenen Hunde den Genotyp MDR1™ zeigt, weist auf
einen  Zusammenhang zwischen = MDR1-Genotyp und dem  Auftreten der
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Anwendung von Profender® hin.

Allerdings wiesen auch einige der betroffenen Tiere den MDR1-Genotyp MDR1** auf und
zeigten Uberwiegen die gleiche Symptomatik wie MDR1’ Hunde. Eine Uberdosierung
erfolgte dabei nicht, sodass die Griinde fur die sehr ahnlichen Arzneimittelunvertraglichkeiten
bei den MDR1-intakten Hunden unklar bleiben.

Grundsatzlich besteht dabei die Mdoglichkeit einer anderen Verdnderung im MDRL1-
Transporter, die bisher nicht bekannt ist. Die als MDR1-Defekt bekannte MDR1 nt230(del4)
Mutation beschreibt lediglich eine ganz bestimmte Verdnderung im entsprechenden Gen,
welche bisher als einzige diagnostisch nachgewiesen werden kann. Auch Begleit-
erkrankungen, die zu einer erhdéhten Durchlassigkeit der BHS (wie beispielsweise Meningitis)
fihren, sowie AS Wechselwirkungen mit anderen MDR1-Substraten kommen fir eine
entsprechende Symptomatik in Frage. Es kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass
die Arzneimittelunvertraglichkeiten auf komplett andere Ursachen zurtick zu fiihren sind.

Bei einem der MDR** Tiere (Dosierung unbekannt) trat z.B. blutiges Erbrechen und blutige
Diarrhoe auf, wobei Erbrechen laut Besitzerangaben bereits nach frilheren Profender®
Anwendungen beobachtet wurde. Die ansonsten typischen Symptome wie Zittern oder

Ataxie fehlten hingegen.
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Der Genotyp scheint daher trotz einiger gemeldeter Falle bei MDR1** Hunden als einziger
Parameter einen klaren Zusammenhang zum Auftreten von Arzneimittelunvertraglichkeiten
nach der Anwendung von EMO bzw. Profender® zu zeigen, obwohl EMO (in Kombination mit
PZQ) auch an MDR1" Collies bis zu einer Dosierung von 1,6 mg/kg EMO (und 8 mg/kg
PZQ) als sicher getestet wurde (EMEA, 2005, 2008). Die empfohlenen Dosierungen gehen bei
den auf dem Markt erhéltlichen Tablettengrdf3en allerdings bis zu einer Dosis von 1,9 mg/kg
EMO.

Da es sich bei dem Praparat Profender® - Tabletten fur den Hund um eine Retard-
formulierung handelt, empfiehlt der Zulassungsinhaber die Tablette niichtern zu geben, da
eine aktive Verdauung zur schnelleren Auflésung der Tablette und erhdhten Freisetzung der
Wirkstoffe fuhrt. Dadurch kdnnen Haufigkeit und Grad von Arzneimittelunvertraglichkeiten
erhoéht werden.

In den hier beschriebenen Fallen liel3 sich allerdings kein klarer Zusammenhang zwischen
dem aktuellen Fitterungszustand des betroffenen Hundes und der Dauer oder dem Grad der
beschriebenen Symptome feststellen.

Ein moglicher Grund dafir ist, dass grof3e interindividuelle Unterschied im pH Wert des
Magens und in der Geschwindigkeit der Magendarmpassage bestehen, sodass nach gleich
langer Fastenzeit bei verschiedenen Tieren unter Umstdnden ein unterschiedlicher
Fullungsgrad des Magen-Darm-Traktes besteht. Die Freisetzung der Wirkstoffe erfolgt also
vermutlich unterschiedlich schnell.

Auch die Art des Futters kann eine Rolle spielen, da sich das lipophile EMO in Gegenwart
von fettreichem Futter besser l6st. Auch die Komplexbildung mit Gallensauren erhoht die
Loslichkeit von EMO (Lange, 2011). Eine verbesserte Ldslichkeit spiegelt sich in einer
vermehrten Resorption und damit einem hdheren Plasmaspiegel wider.

Die Futteraufnahme von Tieren in der tierarztlichen Praxis kann in der Regel nicht so genau
kontrolliert werden wie unter Laborbedingungen.

Retard-AM werden formuliert um einerseits eine verlangerte Wirkdauer zu erzielen und
andererseits hohe Peakkonzentrationen zu vermeiden. Die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung ist dabei fast immer von der Anflutungsgeschwindigkeit abhangig und nicht von
der resorbierten Gesamtmenge, die sich durch die verzdgerte Freisetzung meistens nicht
andert. Im schlimmsten Fall wird der gesamte Wirkstoff auf einmal aus der

Retardformulierung frei gesetzt, was als Dose-Dumping bezeichnet wird (Derendorf et al., 2011).

In den hier ausgewerteten Fallen war die Mehrheit der Tiere mannlich. Da es im EMEA-
Report keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Geschlecht und dem Auftreten
akuter Arzneimittelunvertraglichkeiten gibt, handelt es sich dabei vermutlich um einen Zufall.

Lediglich bei wiederholter Anwendung tber einen langeren Zeitraum (taglich tber 4 Wochen)
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zeigten sich in klinischen Studien geringe Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen
Hunden. Bei hoher Dosierung (20 mg/kg) war die Futteraufnahme bei weiblichen Tieren
teilweise reduziert, was bei mannlichen Tieren nicht zu beobachten war. Auch die
Gewichtszunahme war bei Hindinnen bereits in niedrigerer Dosierung (210 mg/kg) als beim
Riden (20 mg/kg) leicht reduziert. In der folgenden Erholungsphase (,recovery period®)
waren allerdings keine Unterschiede in der Gewichtszunahme bei hoch dosierten Tieren
beider Geschlechter erkennbar.

Bei hohen Dosierungen traten in beiden Gruppen unerwiinschte Effekte auf. Bei mannlichen
Tieren wurde vermehrt Erbrechen sowie Tremor und Ataxie (=10 mg/kg) beobachtet; bei
Hindinnen (= 10 mg/kg) ebenfalls Tremor und Ataxie, aufderdem Inkoordination, Taumeln
und ein allgemein reduzierter Gesundheitsstatus (20 mg/kg).

Bei geringerer Dosierung (5 mg/kg) waren Tremor und Ataxie bei mannlichen Tieren nur

vereinzelt zu beobachten (EMEA, 2005).

4.2.2 Weitere Anmerkungen

Bei den fur diese Arbeit ausgewerteten Fallen von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der
Anwendung von Profender® beim Hund, war kein Zusammenhang zwischen dem Alter oder
Gewicht der Tiere und der Dauer oder dem Schweregrad der Symptome erkennbar.

Das Gewicht der Tiere Fallen lag (soweit bekannt und mit einigen Ausnahmen) im rasse-
typischen Rahmen. Das angegebene Alter betrug wenige Monate bis 16 Jahre.

In einigen der uns gemeldeten Falle wurde konkret von Begleiterkrankungen und/oder
Begleitmedikationen berichtet. Da es sich um eine retrospektive Studie handelt, bei der nicht
immer die kompletten Informationen in Erfahrung gebracht werden konnte, kénnen auch in
allen anderen hier dargelegten Fallen Erkrankungen oder die Anwendung weiterer AM nicht
zweifelsfrei ausgeschlossen werden. Im Folgenden soll auf die besonderen Falle
eingegangen werden, in den Begleiterkrankungen oder -medikationen bekannt waren.

Eins der Tiere (MDR1") litt bekanntlich unter Epilepsie, entwickelte aber nur selten Anfélle
(2-2 Mal pro Jahr) und die beschriebenen Arzneimittelunvertraglichkeiten zeigten den
gleichen Verlauf und Charakter wie bei anderen betroffenen Hunden.

Ein weiteres Tier (MDR17) erhielt zeitgleich mit der Profender® Gabe eine nicht naher
beschriebene Impfung. Die gemeldeten Symptome entsprachen allerdings denen anderer
Falle.

Ein anderer Hund (MDR17) hatte bereits vor der Profender® Anwendung Arzneimittelun-
vertraglichkeiten nach der Gabe von Dolpac® gezeigt. Dieses Praparat enthalt die Wirkstoffe
Oxantel, Pyrantel und PZQ. Letzteres ist auch in Profender® enthalten.

Es besteht in einem weiteren Fall (MDR1**) ebenfalls die Vermutung, die gemeldeten

Arzneimittelunvertréaglichkeiten kdénnten andere Ursachen haben. Es wurde von blutigem
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Erbrechen und blutiger Diarrhoe berichtet, wobei Erbrechen bereits nach friheren
Profender® Anwendungen aufgetreten sein soll. Weitere Symptome, wie das sonst sehr
typische Zittern oder eine Ataxie sowie Salivation, traten allerdings nicht auf.

Bei einem weiteren Tier (MDR1-Status unbekannt) wurde einen Tag nach Profender® auch
das Praparat Galastop® (Wirkstoff Cabergolin, ein Dopamin-Agonist) angewendet.
Symptome traten erst einen Tag spater auf und stimmten auch nur teilweise mit der
ansonsten bei Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Profender® Gabe berichteten
Symptomatik Uberein. Ein Rlckschluss auf eines der beiden Praparate ist also auch in
diesem Fall nicht mdglich.

SchlieBlich entwickelte eins der Tiere (MDR1-Status unbekannt) in zeitlichem
Zusammenhang zur Profender® Anwendung eine Milztorsion. Einige oder sogar alle der
genannten Symptome kénnten daher auf die starke Belastung durch die Torsion zurtick zu
fuhren sein.

Es muss also beachtet werden, dass in vielen Féllen ein Rickschluss auf die Anwendung
von Profender® als Ursache der Arzneimittelunvertraglichkeiten nicht zweifelsfrei moglich

war.

4.3 Symptomatik und mutmaflicher Toxizitdtsmechanismus

Die durch Profender® beim Hund hervorgerufenen Symptome lassen sich zwar nicht
zweifellos auf einen der beiden im Praparat enthaltenen Wirkstoffe zurtckfiihren, allerdings
hat das seit langer Zeit verwendete PZQ bekanntlich eine sehr hohe therapeutische Breite
(Frohberg und Schulze, 1981; EMEA 1996; Cioli und Pica-Mattoccia, 2003; Dayan, 2003). Auch ist bisher
keine erhdhte Empfindlichkeit bei MDR1-defekten Hunden gegeniiber PZQ bekannt. Des
Weiteren besteht bei PZQ eine Korrelation zwischen Arzneimittelunvertraglichkeiten und
Infektionsgrad (Cioli und Pica-Mattoccia, 2003). Je gréRer die Wurmbirde, desto heftiger die
Arzneimittelunvertraglichkeiten. Da PZQ sehr schnell und effektiv wirkt, sterben dabei
nahezu alle Parasiten zur gleichen Zeit ab und setzen Stoffwechselprodukte frei, die zu den
klinischen Symptomen beitragen bzw. diese hervorrufen kénnen (Poldermann et al., 1984). In
seltenen Fallen kann PZQ beim Hund zu Erbrechen, Durchfall und Anorexie filhren (perorale
Gabe, ab 50 mg/kg). Auch neurotoxische Symptome sind moglich, wenn PZQ parenteral
angewendet wird (Plumb, 2005). Die dafir erforderlichen Dosen kénnen allerdings aufgrund der
emetischen Wirkung oral nicht aufgenommen werden (Riviere und Papich, 2009). Im Experiment
zeigte sich eine verstarkte und verlangerte Symptomatik nach der gleichzeitigen Anwendung

beider Wirkstoffe im Vergleich zur Einzelapplikation. Die dabei ermittelten Dosen lagen
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jedoch weit Uber denen, in welchen Profender® in der Zieltierart angewendet wird (EMEA,
2005).

Allerdings gibt es auch fur PZQ Hinweise auf eine Interaktion mit MDR1-verwandten
Transportern. So exprimiert der Parasit Schistosoma mansonii hach Exposition mit PZQ
mehr MDR1 und die PZQ Empfindlichkeit nimmt ab (Messerli et al., 2009). Dies erklart
moglicherweise die in préklinischen Studien an Ratten beobachtete erhohte Toxizitat bei der
kombinierten Anwendung beider Substanzen. Die dabei verwendeten Dosen lagen allerdings
weit Uber der fir die Zieltierart empfohlene Dosierung (EMEA, 2005). Fehlt MDR1 komplett
(Genotyp MDR™) spielt dieser Umstand allerdings vermutlich keine Rolle. Ob ein Einfluss auf
die Wirkung bei heterozygot (MDR1*") oder gar nicht (MDR1**) betroffenen Tieren besteht,
kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. In anderen Studien an MDR1-Zelllinien
konnte keine PZQ induzierte Rh123 Akkumulation in den Zellen nachgewiesen werden. Die
Autoren weisen allerdings darauf hin, dass es fir beide Substanzen unterschiedliche
Bindungsstellen am MDR1-Transporter geben kdnnte (Dupuy et al., 2010). In einem an unserem
Institut durchgefiihrten Versuch mit der gleichen Zelllinie wie unter 2.3.1 beschrieben, konnte
fur PZQ jedoch eine deutliche Interaktion mit dem MDR1-Transporter nachgewiesen werden
(Charlotte Straehle, personal communication).

Obwohl auch PZQ unter bestimmten Bedingungen (parenteral angewendet, siehe oben)
neurologische Symptome wie Ataxie verursachen kann, kann dennoch davon ausgegangen
werden, dass die neurologischen Symptome hauptsachlich oder sogar ausschlieR3lich von
EMO hervorgerufen werden.

Weiterhin kann vermutet werden, dass die Symptomatik tatsachlich vor allem zentral
vermittelt wird. Da der Plasmaspiegel von EMO in den eigenen Untersuchungen bei MDR1-
intakten und MDR1-defekten Mausen nahezu gleich war, missten bei einer Beteiligung des
peripheren Nervensystems Hunde aller MDR1-Genotypen gleichermalRen betroffen sein,
ebenso vermutlich auch Katzen. Zu bedenken ist dabei allerdings die Tatsache, dass die
Plasmawerte nur zu einem Zeitpunkt gemessen wurden. Die maximale Plasmakonzentration
konnte zwischen PGP™! und PGPYT Mausen dennoch variieren und eine Rolle bei der
Toxizitat spielen. Das Fehlen von MDR1 in der BHS wird nach den hier durchgefiihrten
Studien aber dennoch fir den Hauptfaktor bei der Entstehung von
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Gabe von Profender® bei Hunden angesehen.

Die vielfaltige Symptomatik lasst einen komplexen Toxizitdtsmechanismus vermuten.
Hauptsachlich scheint das Nervensystem betroffen zu sein, wobei es vor allem Anzeichen fir
eine Ubererregung gab. Dafiir sprechen vor allem die sehr haufig beschriebenen Symptome
Zittern/Zuckungen/Krampfe, Ataxie, Nervositat (bis hin zu Schlaflosigkeit), Salivation,
Hecheln und Tachykardie. Andererseits traten, teilweise bei denselben Tieren, auch

Symptome auf, die auf eine zentrale Depression hinweisen (Apathie, Lahmungs-
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erscheinungen, u.a.). Moglicherweise ist dies auf eine Erschopfung der exzitatorischen
Systeme im Nervensystem zurtickzufihren.

Die Funktion des Nervensystems wird erfillt durch verschiedene Neurotransmitter, die Reize
von einer Nervenzelle auf die n&chste Ubertragen. Diese Neurotransmitter kdnnen
nachfolgende Nervenzellen entweder erregen (exzitatorische Neurotransmitter: Glutamat
(Glu), Aspartat, Acetylcholin (ACh), Noradrenalin (NA)) oder hemmen (inhibitorische
Neurotransmitter: y-Aminobuttersdure (GABA), Glycin, Serotonin (5-HT), Dopamin (D)). Das
Zusammenspiel dieser exzitatorischen und inhibitorischen Strukturen im zentralen
Nervenssystem ist auf3erst komplex. Verschiedene Neurone kénnen einander gegenseitig
beeinflussen, sodass der Nettoeffekt nicht immer klar einer von beiden Funktionen
zugeordnet werden kann (Neuromodulation). So fuhrt die Erregung eines inhibitorischen
Neurons beispielsweise zu einer Verminderung der gesamten Erregung. Auch verflgt ein
Neuron oft tber mehr als nur einen Neurotransmitter (Cotransmission).

Wichtig fur einen stérungsfreien Ablauf aller neuronalen Vorgange ist das Gleichgewicht
zwischen inhibitorischen und exzitatorischen Neurotransmittern (Forth et al., 2001; Burnstock,
2004; Trudeau und Gutierrez, 2007).

Da das Nervensystem Ubergeordnet alle Organsysteme steuert, kann es bei
Funktionsstérungen zu vielfaltigen Symptomen kommen. Rickschlisse auf die Beteiligung
eines bestimmten Neurotransmittersystems an der EMO-induzierten Symptomatik sind an
dieser Stelle allerdings noch nicht maoglich. Die beschriebenen Stdérungen der
Muskelkoordination deuten darauf hin, dass es sich nicht um eine klassische
Krampfsymptomatik handelt. Krampfe dieser Art kbnnen in der Regel mit GABAA Agonisten
(Benzodiazepinen, Barbituraten, Propofol u.a.) behandelt werden.

Diese AS verstarken den Einfluss des inhibitorischen Neurotransmitters GABA und
vermindern dadurch die krampfauslésende Ubererregung des ZNS.

In den in dieser Arbeit ausgewerteten Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung
von Profender® beim Hund wurde in einigen Fallen von Therapieversuchen mit Diazepam
(sowie vereinzelt Barbituraten und Propofol) berichtet. Dabei stellte sich keine oder lediglich
eine geringgradige Verbesserung der Symptomatik ein. Dies bestétigt die Vermutung eines
komplexeren Geschehens mit Beteiligung anderer bzw. zusatzlicher Neurotransmitter-
Systeme.

Die beschriebenen Symptome zeigten teilweise Ubereinstimmungen zu denen des so
genannten Serotonin-Syndroms (Verhaltensanderungen, Muskelzucken, Zittern,
Ruhelosigkeit, Schwitzen u.a.) des Menschen, welches durch eine zu hohe Konzentration an
Serotonin selbst oder Serotonin-Agonisten hervorgerufen wird. Serotonin (Serotonin = 5-
Hydroxytryptamin, 5-HT) ist von Bedeutung fir Schlaf, Aufmerksamkeit und Stimmungslage

(Mohammad-Zadeh et al., 2008). Wie beim Menschen ist die Hauptursache eines zu hohen 5-HT
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Werts bei Tieren meist iatrogen bedingt und auf die versehentliche oder zu hoch dosierte
Einnahme verschiedener den 5-HT Spiegel erhdhender AS zurickzufuhren (trizyklische
Antidepressiva, selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, Monoamoxidase-Hemmer).
Der Effekt eines zu hohen 5-HT Spiegels ist auch bei verschiedenen Tierarten inzwischen
gut beschrieben.

Beim Hund zeigt sich (je nach Wirkstoffklasse und Dosierung in unterschiedlicher
Auspragung und Haufigkeit) vor allem folgende Auspragung: Lethargie, Erbrechen,
Mydriasis, Agitation, Hyperaktivitat, Ataxie, Depression, Tachycardie, Tremor, Vokalisation,
Somnolenz, Hypersalivation, Anorexie, Hyperthermie, Tachypnoe, Unruhe/Aufregung,
Krampfe, Hyperasthesie, Orientierungslosigkeit, Depression, Hyperasthesie, Hinweise auf
Abdominalschmerz, Hypersalivation, Hyperthermie, voribergehende Blindheit, Tod (Gwaltney-
Brant et al., 2000; Mohammed-Zadeh et al., 2008; Thomas et al., 2012).

Dabei konnen viele der Symptome nicht ausschlieRlich durch einen Uberschuss an 5-HT
ausgeldst werden, sondern die beteiligten Systeme unterliegen ebenfalls einer Beeinflussung
durch weitere Neurotransmitter wie D, ACh und NA.

Auch das Serotoninsyndrom in Mausen zeigt Ubereinstimmungen zu den in den PGP™
beobachteten Symptomen nach der Applikation von EMO. Es auf3ert sich zum Beispiel durch
Kopfzucken, Veranderungen der Korpertemperaturen, Hyperaktivitat und Veranderungen der
Lokomotion, Salivation, verandertes Verhalten u.a. (Haberzettel et al., 2013) (Siehe auch 4.4).
Auch die Beteiligung anderer Neurotransmittersysteme, wie des D oder ACh Systems, kann
zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.

4.3.1.1 Mogliche Rezeptoren

In Invertebraten konnte gezeigt werden, dass EMO an den LAT-1 Rezeptor und
SLO-1-Kandle bindet und Uber diese Strukturen seine Hauptwirkung vermittelt. Fir beide
Strukturen gibt es Saugerhomologe.

Latrotoxinrezeptor

LAT-1 wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, in geringem Umfang ist LAT-1 aber nahezu
in allen Geweben nachweisbar (dort vermutlich in neuronalen und endokrinen Zellen)
(Matushita et al., 1999; Welz et al., 2005; Martinez et al., 2011; Silva und Ushkaryov, 2010; O’Sullivan et al.,
2012).

Die physiologische Funktion der Rezeptoren war sehr lange unbekannt. Erst in jungster Zeit
wurden endogene Liganden bzw. Bindungspartner gefunden (Silva et al., 2011; Boucard et al.,
2012; O'Sullivan et al., 2012).

Das prasynaptisch lokalisierte LAT-1 bildet mit postsynaptischen Bindungspartnern

Verbindungen tber den synaptischen Spalt aus. Gemeinsam sind sie an der Bildung und
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Entwicklung von Synapsen beteiligt und sind wichtig fur die Funktion neuronaler Kreislaufe
(Silva und Ushkaryov, 2010; Silva et al., 2011; Boucard et al., 2012; O’Sullivan et al., 2012).

Mutationen in LAT-1 (und/oder LAT-3) oder dessen Bindungspartnern sind assoziiert mit
Gehirnmissbildungen, ADHS, Schizophrenie, bipolaren Stérungen, Autismus, Angstlichkeit
und mentaler Retardierung (Martinez et al., 2011; Silva und Ushkaryov, 2010; Silva et al., 2011; Boucard et
al., 2012; O'Sullivan et al., 2012). Bei einer Therapie mit Antipsychotika (Risperidon: Antagonist
am D- und 5-HT-Rezeptor) wird LAT hochreguliert (Silva et al., 2011).

LAT-1 KO Mause zeigen ebenfalls einen schizoiden Phanotyp, welcher sich in fehlendem
Mutterverhalten (kein Nestbau, Vernachlassigung der Nachkommen) und zunehmender
Aggressivitat aufRert (Martinez et al., 2011; Silva und Ushkaryov, 2011). Die Hypothese, dass es durch
eine Stimulation von LAT-1 zu Verhaltensverdnderungen kommen koénnte wurde bereits
2011 von Silva et al. aufgestellt. In der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Messung der Neurotoxizitat von EMO zeigten die PGP™ Mause nach der Applikation von
EMO ebenfalls Verhaltensveranderungen, die langer anhielten als die motorischen
Symptome (Ataxie, Hyperkinesie). Die Tiere waren angstlich, schreckhaft (vor allem bei
Berlihrung, gelegentlich mit Aufschreien) und wirkten teilweise orientierungslos. Es kann
allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass dieses Verhalten teilweise trotz
vorheriger Gewohnung der Tiere an Personal und Gerate auch auf den allgemeinen durch
den Versuch verursachten Stress (vermehrtes Handling, Applikation der Testsubstanz)
zurickzufuihren sein kdnnte. Zumindest zeigte aber keines der Tiere vor oder nach dem
Versuch Verhaltensauffalligkeiten.

Der Name der Latrotoxin-Rezeptoren leitet sich vom im Gift der Schwarzen Witwe
(Latrodectus spp.) enthaltenen a-Latrotoxin (LTX) ab, welches von LAT-1 gebunden wird.
Die LTX Vergiftung &hnelt den durch EMO hervorgerufenen Symptomen in vielen Punkten.
Die Symptome entsprechen einander grofdtenteils, sind nur im Fall von EMO weniger heftig
ausgepragt. Hinzu kommt bei der LTX Vergiftung ein extremes, oft therapieresistentes
Schmerzempfinden (Jelinek, 1997; Peterson, 2006).

Die zahlreichen Arten der schwarzen Witwen sind fast weltweit verbreitet. In den ndrdlichen
Teilen Amerikas und Eurasiens, sowie in Mitteleuropa und Ostasien kommt sie nicht vor. Die
Spinnen sind schwarz und haben haufig rote Flecken auf dem Ricken sowie eine
charakteristische rote Zeichnung in Form einer Sanduhr auf der Unterseite (Mebs, 2010).

Das Toxin fuhrt zur massiven Ausschittung von ACh und NA bis zur Erschépfung des
kompletten Transmittervorrats. Auch andere Synapsen reagieren auf das Toxin (D, Glu,
Enkephaline) (Jelinek, 1997; Peterson, 2006). Besonders empfindlich reagieren Katzen, bei denen
die Vergiftung haufig einen letalen Verlauf nimmt. Hunde zeigen sich geringer empfindlich,
kénnen aber auch eine schwere Klinik entwickeln. Ein einzelner Biss kann zu einem letalen

Vergiftungsverlauf fihren (Twedt et al., 1999; Peterson, 2006). Viele Organsysteme sind betroffen.
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Es kommt zu heftigen Muskelkrampfen (teilweise Tetanus-&hnlich) mit sehr starken
Schmerzen, Schweilausbriichen, Ataxie, Zittern, Paralyse, Tachycardie, Hypertonie,
Erbrechen, Durchfall, Hypersalivation (teilweise auch Hyposalivation), Hyperpnoe, geroteten
Konjunktiven (teilweise Tranenfluss), verhartetes Abdomen mit Druckempfindlichkeit,
Vokalisation, Halluzinationen, Angst, Panik und Aufregung. Schlaflosigkeit, Lethargie,
Mudigkeit und Schwéache halten teilweise Wochen bis Monate lang an. Wie bei der EMO-
Vergiftung treten die Symptome sehr schnell etwa 10 min bis 2 Stunden nach der Exposition
auf und dauern in der Regel zwischen 12 und 72 Stunden an. Dabei lasst der Schmerz nur
langsam nach und es kommt nach einigen Tagen haufig zu Hautausschlag. Allerdings ist
auch ein asymptomatischer oder lokaler Vergiftungsverlauf moglich (Mebs, 2010, Jelinek, 1997;
Twedt et al., 1999; Peterson, 2006).

Es existiert ein Antiserum, die Erfahrungen damit sind unterschiedlich. Wéahrend das
Antiserum vor allem in Australien seit langem erfolgreich eingesetzt wird, ist es in den USA
auf Grund haufiger allergischer Reaktionen Risikopatienten und besonders schweren Fallen
vorbehalten. Diese unterschiedliche Handhabung lasst sich vermutlich auf die abweichende
Anwendung des Antiserums zurlckfuhren. Anders als in anderen Landern wird das
Antiserum in den USA in aller Regel intravends injiziert. Dennoch fihrt nur das Antiserum zu
einer schnellen und effektiven Verbesserung der Symptome, meist innerhalb von 30 min mit
einer kompletten Regeneration nach ca. 4-6 Stunden. Patienten, die nach 2 Stunden noch
keine Verbesserung zeigen, kénnen eine zweite Ampulle des Antiserums erhalten (Jelinek,
1997; Twedt et al., 1999; Peterson, 2006).

Ist kein Antiserum vorhanden, kann die LTX Vergiftung symptomatisch therapiert werden mit
Methocarbamol, Diazepam und Opioiden gegen die Schmerzen, die allerdings oft nicht
helfen. Unterstitzend wird die Anwendung von Calciumglukonat empfohlen, welches die
Schmerzen schnell aber nur voribergehend mindern kann (Jelinek, 1997; Twedt et al., 1999;

Peterson, 2006).

Ein potenzieller weiterer endogener Ligand des LAT-1 ist PF1, ein Vertreter einer
bestimmten Gruppe von Neuropeptiden (FMRFamide like neuropeptide = FLPs), welche in
Nematoden &ahnliche Effekte hervorrufen wie EMO (Hyperpolarisation, Paralyse) und ACh/
Levamisol* induzierte Kontraktionen antagonisiert. Die Wirkung scheint dabei von
Stickstoffmonooxid vermittelt zu werden. Es wird vermutet, dass EMO entweder die
Freisetzung von PF1 stimuliert oder die Wirkung des Neuropeptids imitiert (Mahifeld et al., 2009;
Verma et al., 2009). Eine direkte Freisetzung von PF1 durch EMO gilt inzwischen allerdings als
unwahrscheinlich (Martin et al., 2011). FLPs sind in verschiedenen Nematoden in die neuronale

und neuromuskulare Aktivitat sowie das Futterungsverhalten involviert (Miihifeld et al., 2009).

4 Levamisol: Agonist am nicotinergen ACh Rezeptor der Parasiten = imitiert hier die ACh Wirkung
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SLO-1-Kanéle

SLO-1-Kandle sind sowohl in Muskelzellen als auch in Neuronen (sowie Driisengewebe)
sehr weit verbreitet und erfillen dort eine Vielzahl physiologischer Aufgaben. Unter anderem
regulieren sie prasynaptisch die Freisetzung von Neurotransmittern und beeinflussen
postsynaptisch deren Wirkdauer. lhre Hauptfunktion erfiillen sie aber prasynaptisch in
Neuronen. Eine Aktivierung fuhrt zu einer verminderten Erregbarkeit der entsprechenden
Neurone.

Ihre genaue Funktion wird von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst. Beispielsweise
kommen sie sowohl auf exzitatorischen als auch auf inhibitorischen Neuronen vor und sind je
nach Zelltyp an unterschiedliche weitere Signalkaskaden innerhalb der Zellen gekoppelt.

Der durch SLO-1 vermittelte Effekt kann daher unterschiedlich sein. So fuhren sie durch
negative Ruckkopplung zu einer verminderten ACh Freisetzung und damit zu einer
Reduktion der Erregung. Bei Expression auf GABAergen Interneuronen fuhrt die verminderte
Neurotransmitterfreisetzung andererseits zu einer erhdhten Gesamterregung, da der
hemmende Einfluss von GABA entfallt (,Hemmung der Hemmung®).

In verschiedenen Studien &ufRerte sich eine Blockade der SLO-1-Kanale entweder in einer
vermehrten oder einer verminderten Neurotransmitterfreisetzung. Zum Teil war gar kein
Effekt zu beobachten. Evtl. erfullen die SLO-1-Kanéle eine duale Funktion, indem sie eine

geringe Neuronenaktivitt verstarken, aber eine hohe Neuronenaktivitat limitieren (Vergara et
al., 1998; Wang et al., 2001; Davies et al., 2003; Salkoff et al., 2006; Holden-Dye et al., 2007, 2012; Guest et al.,
2007; Crisford et al., 2011).

Bei Mutationen im SLO-1-Gen, die zu einem Funktionsverlust der Kanéle fiihren, zeigen
betroffenen Organismen (C. elegans) ebenfalls Koordinationsstérungen mit abgehakten
Bewegungen sowie plotzliche Stopps und nachfolgendem Richtungswechsel. Aul3erdem
kommt es zu einer vermehrten ACh Freisetzung und zu einer Resistenz gegeniiber EMO
und Ethanol (wang et al., 2001; Davies et al., 2003; Guest et al., 2007; Holden-Dye et al., 2007). Auch
SLO-1 KO Mause fallen unter anderem durch Bewegungsstérungen auf (Du et al., 2005; Salkoff
et al., 2006).

Bei einer Uberaktivitat der SLO-1-Kanéle zeigen sich Symptome wie nach einer Behandlung
mit EMO oder Ethanol sowie bei verminderter ACh-Freisetzung. Die Tiere zeigten
unphysiologische Bewegungen, die vermutlich auf ein Ungleichgewicht zwischen
exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern zurtickzufihren sind (Wang et al., 2001;
Davies et al., 2003; Guest et al., 2007; Holden-Dye et al., 2007).

Im Menschen wurde eine Korrelation zwischen einer Mutation im SLO-1-Gen und dem
Auftreten von Epilepsie und paroxysmalen Bewegungsstérungen nachgewiesen. Die
Mutation fuhrt zu einer erhohten Sensitivitat der Kanale auf Ca?' und damit zu einer

vermehrten Aktivitdt von SLO-1. Durch die dadurch bedingte schnellere Repolarisation der
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Nervenzellen sind diese auch friiher wieder erregbar und die Feuerfrequenz der Neuronen

steigt (Du et al., 2005).

Fazit zur moéglichen Rezeptorinteraktion von EMO

Die deutliche Ahnlichkeit der Arzneimittelunvertraglichkeit nach Gabe von Profender® mit der
LTX-Vergiftung weist darauf hin, dass auch im Sauger LAT-1 eine Zielstruktur von EMO sein
konnte.

Die SLO-1-Kanale kommen im Sauger ebenfalls als Rezeptor fir EMO in Frage. Dafir
sprechen unter anderem die teilweise Uberschneidung der Symptome mit der Ethanol-
Intoxikation sowie der Zusammenhang zwischen einer Uberaktivitat dieser Kanale und dem
Auftreten von Epilepsie und Bewegungsstorungen.

Beide Systeme sind schon in den niedriger entwickelten Modelorganismen auf3erordentlich
Komplex. Diese Komplexitat erklart evtl. die Vielfaltigkeit der Symptome, sowie die
Unterschiede in Auspragung und Dauer der Symptome nach EMO-Gabe.

Auch gibt es sowohl fir LAT-1 als auch fir SLO-1 jeweils verschiedene Varianten, die
moglicher Weise einen Einfluss auf die individuelle Reaktion auf EMO bei Mausen und
Hunden haben (Salkoff et al., 2006; Martinez et al., 2011; Silva und Ushkaryov, 2010; Crisford et al., 2011).
Zusatzlich kdonnten beide Zielstrukturen miteinander interagieren. Da eine Aktivierung von
LAT-1 zu einer Freisetzung von intrazellularem Ca?* fuhrt und SLO-1 wiederum von Ca?
aktiviert wird, werden zumindest in den Invertebraten in einigen Geweben (Pharynx) die
SLO-1-Kandle teilweise Uber LAT-1 gesteuert (Guest et al., 2007; Holden-Dye et al., 2007).
Zusammenfassend kann vermutet werden, dass EMO auch im Sauger die synaptische
Ubertragung beeinflusst und so die Balance zwischen inhibitorischen und exzitatorischen
Neurotransmittern stort, wobei der genaue Wirkmechanismus zum jetzigen Zeitpunkt noch

nicht endgiiltig aufgeklart ist.

4.3.1.2 Therapiemdglichkeiten

Da bisher die Zielstrukturen fir EMO im Vertebraten nicht genau bekannt sind, steht zum
aktuellen Zeitpunkt kein spezifisches Antidot zur Verfiigung. Die Therapie kann daher nur
symptomatisch erfolgen, wobei auch dabei grundsatzlich keine Therapieempfehlung
gegeben werden kann. Theoretisch stehen alle MalZnahmen zur Giftelimination (Erbrechen
auslosen, Infusion, Diurese, etc.) zur Verfugung. Ob diese auch im Fall der
Arzneimittelunvertraglichkeiten nach Anwendung von Profender® sinnvoll sind, kann nicht
abschlie3end gesagt werden, da entsprechende Erfahrungen fehlen und bisher in allen uns
bekannten Falle die Symptome auch ohne Behandlung nach unterschiedlicher Zeit von

alleine wieder abklangen. Da allerdings teilweise von einem hochgradigen Verlauf berichtet
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wurde, empfiehlt sich dennoch ein Therapieversuch, um das Leiden der Patienten méglichst
zu vermindern. Dabei richtet sich die Therapie nach der auftretenden Symptomatik.

Bei Krampfanfallen kdnnen diese mit Benzodiazepinen und wenn notwendig mit Barbituraten
oder Propofol therapiert werden. Im Fall von Profender® zeigten diese Medikamente in den
hier beschriebenen Féllen allerdings teilweise keine bzw. teilweise nur eine leichte
Verbesserung der Symptomatik.

Dennoch besteht auch in diesem Fall die Mdoglichkeit, dass eine generelle zentrale
Dampfung zumindest die zusatzliche Symptomatik verbessert. Vor allem die durch die
Benzodiazepine vermittelte Anxiolyse koénnte sich auf den Symptomkomplex
Aufregung/Nervositat/Schlaflosigkeit positiv auswirken.

Bei einem der hier ausgewerteten Falle zeigte angeblich der Einsatz von Physostigmin eine
positive Wirkung. Dies wurde bisher nicht wiederholt oder experimentell Gberprift. AuBerdem
weist Physostigmin eine sehr geringe therapeutische Breite auf. Als Carbamat hemmt
Physostigmin die ACh-Esterase und damit den Abbau von ACh. Eine Minderung der
Krampfe bzw. des Zitterns durch Physostigmin erscheint daher zunachst paradox, da es
selber dhnliche Symptome hervorruft. Da aber sowohl ein Uberschuss (simuliert z.B. durch
ACh Rezeptor Agonisten wie Nicotin oder ACh-Esterase-Hemmer wie Physostigmin) als
auch ein Mangel an ACh (simuliert durch ACh-Rezeptor Antagonisten wie z.B. Atropin)
teilweise zu ahnliche Symptome fihren, besteht die Moglichkeit, dass im spateren Verlauf
der Vergiftung nach einer moglichen Erschopfung des ACh Vorrats die Gabe von
Physostigmin tatsachlich zu einer Verbesserung beitragen kénnte. Viele der durch EMO
hervorgerufenen Symptome &hneln zu einem grof3en Teil der Atropin-Intoxikation (Mydriasis,
Tremor/Krampfe, Tachycardie, Hyperthermie, Unruhe, Ataxie - spater Lahmung, Hyperpnoe,
Verwirrung) gegen die Physostigmin als spezifisches Antidot eingesetzt wird. Der zugrunde
liegende Mechanismus muss allerdings nicht in beiden Fallen Gbereinstimmen. Daher kann
die Anwendung von Physostigmin zum jetzigen Zeitpunkt keinesfalls empfohlen werden.
Zum Einsatz anderer Muskelrelaxantien (als Benzodiazepinen) bestehen in diesem Fall
keine Erfahrungen. Da es sich aber sehr wahrscheinlich um eine zentral vermittelte
Symptomatik handelt, konnte auf ebenfalls zentral wirksame Muskelrelaxantien
zurlickgegriffen werden. Beispielsweise ist bekannt, dass bei einer anderen relativ haufigen
Vergiftung in der Kleintierpraxis — der Permethrin-Intoxikation der Katze — das zentrale
Muskelrelaxanz Methocarbamol einen positiven Effekt auf die Krampfsymptomatik hat (wedel
und Wilke, 2008; Osweiler et al., 2011). Es kann auch eingesetzt werden zur symptomatischen
Therapie der LTX Vergiftung (Jelinek, 1997; Twedt et al., 1999).

Zur Behandlung der LTX-Vergiftung wird teilweise auch Dantrolen eingesetzt (Osweiler et al.,

2011), welches als myotropes Spasmolytikum die Ca?" Freisetzung aus dem
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sakroplasmatischen Retikulum und dadurch Muskelkontraktionen unabhéangig von der durch
den ACh Rezeptor vermittelten Signalkaskade verhindert.

Der Einsatz von Neuroleptika zur Beruhigung der Patienten wird in diesem Fall als kritisch
gesehen, da diese den Muskeltonus erhéhen und die Krampfschwelle herabsetzen. Sollte
der genaue Wirkmechanismus von EMO tatsachlich zu einer eher parkinsonoiden
Symptomatik fuhren, konnten klassische Neuroleptika als D-Antagonisten diese
Symptomatik zusatzlich verstarken. Auch atypische Neuroleptika, deren Affinitat zum 5-HT-
Rezeptor hoher ist als die zum D-Rezeptor, wirken nicht antikonvulsiv, kénnten aber als
5-HT-Antagonisten evtl. andere Symptome mindern, die im Zusammenhang mit dem
Serotonin-Syndrom stehen. In der Humanmedizin wird das Serotonin-Syndrom mit dem
Antihistaminikum Cyproheptadin behandelt, welches neben dem Histamin-1 Rezeptor auch
antagonistisch an 5-HT- und (weniger) an ACh-Rezeptoren wirkt (Graudins et al., 1998). Auch
bei Tieren wurde es bereits eingesetzt (Osweiler et al., 2011). Solange der Wirkmechanismus
von EMO im Sauger allerdings nicht vollstandig aufgeklart ist, kann keine bestimmte
Therapie und keiner der genannten Wirkstoffe oder Wirkstoffgruppen — evtl. mit Ausnahme
der Benzodiazepine - empfohlen werden.

Ansatzpunkte fur mogliche spezifische Therapeutika konnten auch bereits durchgefiihrte
Studien zur Wirkungshemmung von EMO in vitro oder an Invertebraten liefern. Dabei ist
allerdings zu beachten, dass viele der dort verwendeten Substanzen aufgrund ihrer hohen
Toxizitat fur den klinischen Einsatz nicht in Frage kommen und daher nur von
wissenschaftlichem Interesse sind. Auch kann nicht davon ausgegangen werden, dass in
Experimenten an Zellkulturen und Invertebraten vielversprechende Substanzen die gleiche
Wirkung in hoheren Organismen mit komplexeren Korperfunktionen haben. Es besteht aber
dennoch die Mdoglichkeit, mit Hilfe der so gewonnen Informationen weniger toxische

Substanzen mit gleichen Zielstrukturen zu finden.

Das durch EMO hervorgerufene Zittern bzw. die Krampfe/Zuckungen beeintrachtigen —
zumindest bei starker Auspragung — eventuell den Muskelstoffwechsel. Durch die erhohte
Muskelbeanspruchung steigt der Sauerstoffverbrauch stark an und es kommt vermehrt zur
anaeroben Glykolyse, wodurch in erhéhtem Mal3e Lactat anféllt. Gegebenenfalls ist daher
der Blut-pH-Wert zu kontrollieren und mit entsprechenden Infusionslésungen
(Natriumbikarbonat) zu regulieren.

Durch Muskelsch&den kann es zum Austritt von Kreatinkinase und K* ins Blutplasma
kommen. Beide Werte kdnnen ebenfalls im Blut gemessen und kontrolliert werden.

Auch Myoglobin kann aus dem geschadigten Muskel austreten und sich bei hohen

Konzentrationen in den Nierentubuli ablagern und die Funktion der Nieren beeintrachtigen.
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Die durch das Zittern oder Krampfen hervorgerufenen Kontraktionen der Muskulatur kénnen
bei starker Auspragung zu Warmeentwicklung fiihren. Die Korpertemperatur sollte daher
tberwacht und der Patient wenn notig gekuhlt werden.

4.3.1.3 Anwendung von Profender® Tabletten in der tierarztlichen Praxis

Obwonhl die sichere Anwendung von Profender® Tabletten auch bei MDR1” Hunden bestatigt
wurde, empfiehlt sich vor der Anwendung ein Test auf das Vorliegen der MDR1 nt230(del4)
Mutation, da in den hier ausgewerteten Féllen und in der Studie an PGP™" M&usen lediglich
der MDR1-Genotyp einen Zusammenhang zum Auftreten von Arzneimittelunvertraglichkeiten
nach der Anwendung von Profender® bzw. EMO erkennen lieRR.

Aus diesem Grund sollte die Anwendung des Praparates bei diesen Tieren mit besonderer
Sorgfalt erfolgen.

Die empfohlene Mindest-Dosis von 1 mg/kg EMO sollte dabei so genau wie mdéglich
eingehalten werden. Da die Dosierung mit den vorhandenen TablettengréRen nur
stufenweise erfolgen kann, kénnte im Zweifelsfall das Gewicht des Tieres eher nach unten
anstatt (wie sonst Ublich) nach oben gerundet werden. Profender® darf nicht angewendet
werden bei Tieren die leichter als 1 kg sind. Darauf wird auch durch den Zulassungsinhaber
hingewiesen. Es sei an dieser Stelle erwéhnt, dass die geringste mogliche Dosierung (%2
Tablette Profender® fur kleine Hunde) umgerechnet immer noch einer Dosis von 1,5 mg
entspricht. Dosierungen bis 1,6 mg/kg EMO (und 8 mg/kg PZQ) wurden in einer
praklinischen Studie an MDR1”- Collies gut toleriert. Ab 2 mg/kg EMO (und 10 mg/kg PZQ)
traten allerdings teilweise bereits Arzneimittelunvertraglichkeiten auf. Uber den Bereich
zwischen 1,6 und 2 mg/kg EMO liegen entsprechend keine Informationen vor (EMEA, 2005).
Die Ubliche Praxis, AM mit dem Futter einzugeben, sollte im Fall von Profender® auf jeden
Fall vermieden werden! Fir die sichere Anwendung muss die Applikation auf nichternen
Magen erfolgen. Das schliel3t auch kleine Futtermengen in Form von Belohnungen,
Kaustangen oder Ahnlichem mit ein. Der Zulassungsinhaber empfiehlt, die Hunde Uber
Nacht fasten zu lassen und auch erst 4 Stunden nach der Tablettengabe wieder zu fittern.
Dies gilt fir Hunde aller 3 MDR1-Genotypen. Bestehen Zweifel an der korrekten Umsetzung
durch den Besitzer, sollte gegebenenfalls ein anderes Praparat abgegeben werden.

Nach der Tablettengabe ist es von Vorteil, MDR1” Hunde zu Uberwachen bzw. in den
folgenden 8 Stunden nicht alleine zu lassen. Treten in dieser Zeit keine
Arzneimittelunvertraglichkeiten auf, kann nach der Auswertung der hier beschriebenen Félle

davon ausgegangen werden, dass sich auch im Anschluss keine Symptome mehr entwickelt.
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4.4 Wirkung von Emodepsid in MDR1-defekten Mausen

Die in der vorliegenden Arbeit anhand der cMDR1-HEK293 Zellen gewonnenen in vitro
Daten lassen bereits einen vermehrten Ubertritt von EMO ins ZNS MDR1-defekter Tiere
vermuten, welche sich im Versuchsteil ,Gewebeverteilung von Emodepsid“ bestatigte. Da die
alleinige Anwesenheit einer Substanz im ZNS keine Ruckschlusse auf eine neurologische
bzw. neurotoxische Wirkung zulasst, konnte nur die durchgefiihrte Rotarod-Studie
Aufschluss Uber diese Fragestellung geben. Zwar zeigten die bei der Gewebeverteilung
verwendeten mannlichen Mause ebenfalls 2 Stunden nach der EMO-Applikation Symptome,
die allerdings lediglich subjektiv beurteilt und nicht objektiv gemessen wurden. Die Klinik war
dabei tendenziell etwas weniger deutlich ausgepragt als in den fir die Rotarod-Studie
verwendeten weiblichen Tieren. Sollte dies tatsachlich der Fall sein, konnten mehrere
Ursachen dafir in Frage kommen. Zum einen kénnten mannliche PGP™! Mause tatsachlich
weniger empfindlich auf EMO reagieren als weibliche PGP™!' Mause. Dies kdnnte an
geschlechtsspezifischen Unterschieden liegen oder an der bei weiblichen Mausen
unterschiedlichen Korperkonstitution (Gewicht, Kdorperfettanteil). Geschlechtsunterschiede
wurden in préklinischen Studien in M&usen und Ratten allerdings nur nach wiederholter
Anwendung (17 Wochen) beschrieben, auf Unterschiede zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren nach einmaliger Anwendung gibt es bisher keine Hinweise (EMEA, 2005).
Andererseits kdonnte die Symptomatik auch nur weniger deutlich in Erscheinung getreten
sein, da die in der Studie zu Gewebeverteilung von EMO verwendeten méannlichen Tiere
nach der Applikation in ihren gewohnten Gruppen zusammen blieben. In diesem Teil der
Studie wurde ein mdgliches Auftreten von Arzneimittelunvertraglichkeiten nicht berticksichtigt
und die Tiere deswegen lediglich zur Applikation separiert und anschlieRend bis zum Ende
der Inkubationszeit in ihren gewohnten Kéfig zuriickgesetzt. Dadurch besteht die Mdglichkeit,
dass einerseits eine Hyperkinesie und Ataxie aufgrund des geringeren Platzangebots pro
Tier weniger auffiel und andererseits moégliche Symptome auch nicht durch Einzelhaltung
bedingten zusétzlichen Stress potenziert wurden.

Das im Versuchsteil Rotarod in den weiblichen PGP™! Mausen beobachtete Symptombild
nach der p.o. Applikation von 1 mg/kg EMO zeigte in vielen Punkten Ubereinstimmungen zu
den Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender® beim Hund.

Auch bei den Mausen stellte sich eher eine Ubererregung mit komplexer Symptomatik dar.
Teilweise zeigte sich allerdings — wie auch bei den Hunden — zusatzlich eine Depression mit
Bewegungsunlust und verminderter Kérperspannung.

Eine Ataxie war auch bei den Mausen das deutlichste erkennbare Symptom, welches auf
dem Rotarod gemessen und quantifiziert werden konnte. Zittern oder Zuckungen traten bei

den Mausen nicht auf. Evtl. wurden diese allerdings auch libersehen, da aufgrund der sehr
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hohen Atem- und Herzfrequenz von Mausen (bis zu 220/min respektive 840/min) (Bogdanske
et al, 2011) generell h&ufig der Eindruck eines leichten Zitterns des Korpers entsteht.
Tachypnoe oder Tachykardie konnte daher, sollten sie vorhanden gewesen sein, nicht
explizit festgestellt werden.

Weiterhin auffallig waren zusétzliche motorische Symptome, die sich als eine Art
Hyperkinesie darstellten (siehe 3.4.1.1). Das Bewegen des Kopfes und Vorderkdrpers von
rechts nach links war dabei typisch und trat sehr haufig auf. Solche Bewegungsablaufe
zeigen sich bei den Tieren unter normalen Bedingungen nicht. Bei den weiterhin
beobachteten Auspragungen der Hyperkinesie (Aufstellen auf die Hintergliedmalien,
vermehrtes Laufen) handelt es sich zwar nicht um fir Mause voéllig untypische
Verhaltensweisen, die Frequenz des jeweiligen Verhaltens war allerdings deutlich gesteigert.
So sind Mause des verwendeten Stammes nach eigener Erfahrung gewdhnlich sehr
zutraulich, ruhig und weniger bewegungsfreudig.

Zuséatzlich zeigten sich Anderungen des Verhaltens in Form von Aufregung und
Schreckhaftigkeit, teilweise besonders bei Beriihrung. Einzelne Tiere wirkten auf3erdem
verwirrt, als waren sie einer vollig neuen Umgebung ausgesetzt und kdnnten sich darin nicht
orientieren. Es ist nicht auszuschliel3en, dass vor allem zum Ende des Versuchs nach
wiederholten Messungen sowie durch die wahrend des Versuchs praktizierte Einzelhaltung
ein gewisser Stressfaktor das Verhalten zusatzlich beeinflusst hat. Allerdings waren alle
Tiere an beteiligte Personen und Apparaturen gewohnt und deshalb durch Handling und
Durchfiihrung der im Versuch angewendeten Techniken im Training nicht aufgeregt. Vor und

nach dem Versuch zeigte sich keines der Tiere verhaltensauffallig.

Bei der beobachteten Symptomatik fielen, &hnlich wie bei der berichteten Klinik beim Hund,
Ubereinstimmungen zum Serotonin-Syndrom bei der Maus auf.

Bei Nagern werden dabei von verschiedenen Autoren (mit unterschiedlicher Haufigkeit)
hauptsachlich folgende Symptome genannt: Kopfzucken, Abspreizen der Hintergliedmalien,
Straub-Phanomen (S-formig Uber den Rlcken gebogener, steifer Schwanz), Kopfschitteln,
Kopfpendeln, flat body posture (flache Koperhaltung/reduzierte Kaorperspannung),
Ruckwartslaufen, Veranderungen der Korpertemperatur (nach oben oder nach unten),
Hyperaktivitdt, Hyperreaktivitdt, Hinweise auf Angst, Piloerektion, Defékation, Salivation,
Schwitzen, Veradnderungen der Lokomotion (erh6hte oder erniedrigte Aktivitat), Aufrichten
oder vermindertes Aufrichteverhalten, Treten auf den Vordergliedmal3en, Mydriasis, Verlust
des Plantarreflexes (Haberzettel et al., 2013).

Der Verlauf der Intoxikation (Dauer, Schweregrad) war auch bei den Mausen sehr
verschieden. Einige Tiere brauchten sehr lange um sich von den Symptomen zu erholen und

ihren Trainingsstand wieder zu erreichen, andere waren bereits nach 24 Stunden wieder
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vollstdndig genesen. Grundsatzlich hielten die Verhaltensanderungen langer an als die
Storungen der Muskelkoordination. Auch die Ausprégung war unterschiedlich stark. So
waren die Symptome teilweise sehr deutlich erkennbar, teilweise traten sie nur geringgradig
auf. Dabei konnte kein Zusammenhang zu Parametern wie Alter oder Gewicht der Tiere
festgestellt werden. Auch zeigten Wurfgeschwister nicht grundsatzlich ein &hnlicheres
Geschehen als nicht verwandte Tiere. Dies ist insofern nicht verwunderlich als dass CF1-

Méause Auszuchttiere sind und sich deren Genetik daher von Tier zu Tier unterscheidet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die durch EMO hervorgerufenen Symptome in
PGP™! Mausen mit den Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung von Profender®
in MDR1” Hunden vergleichbar sind, auch wenn sie einander nicht komplett entsprechen. In
beiden Fallen sind sowohl die Motorik als auch das Verhalten betroffen. Es scheint sich
dabei Uberwiegen um eine Exzitation zu handeln, auch wenn teilweise zuséatzlich Anzeichen
einer Inhibition auftreten. In beiden Tierarten klingen alle Symptome ohne Therapie wieder
ab, wenn auch nach sehr unterschiedlicher Zeitdauer. Sowohl Mause als auch Hunde zeigen
sich offensichtlich unterschiedlich empfindlich auf die gleiche Konzentration derselben
Substanz. Dies legt die Vermutung nahe, dass das Fehlen von MDR1 in der BHS im Fall von
EMO zwar der wichtigste Faktor bei der Entwicklung von Arzneimittelunvertraglichkeiten ist,
es aber zusiétzliche Faktoren geben muss, die fur die individuelle Auspréagung dieser
Wirkungen eine Rolle spielen. In Frage kommen dabei Dbeispielsweise genetische
Variationen in Transportern, Rezeptoren und metabolisierenden Enzymen sowie

Unterschiede in der Magen-Darm-Passage und anderen Verdauungsparametern.

4.4.1 Ruckblickende Beurteilung des gewahlten Models
Der fur den Versuchsteil ,Neurotoxizitdt von Emodepsid“ gewahlte Versuchsaufbau war zu
Beginn der hier durchgefiihrten Studien bereits am Institut etabliert und ist erfolgreich in

friheren Versuchen eingesetzt worden (Janko und Geyer, 2012).

Tiermodell

Die verwendeten PGP™" Mause stellen insofern ein gutes Modell fir die Zieltierart Hund dar,
als dass es bei diesem Stamm ebenfalls durch eine natirliche Mutation im mdrla Gen zum
volligen Fehlen des MDR1-Transporters in der BHS kommt. Im Gegensatz zum Hund bildet
das verbleibende mdrlb Gen der M&ause allerdings den Transporter weiterhin in den
entsprechenden Geweben (siehe 2.4.1.2). Obwohl dadurch keine 100%ig vergleichbare
Situation entsteht, stimmt der wichtigste Faktor (kein MDR1-Transporter in der BHS) in

beiden Spezies Uberein.
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Auch die breite genetische Vielfalt der Hundepopulation wird durch einen Auszuchtstamm
wie PGP™! (und den korrespondierenden PGPWT Stamm) gut reprasentiert. Diese Tatsache
stellt allerdings auch einen Nachteil dar. Da sich die Tiere deswegen stark voneinander
unterscheiden, reagieren sie unter Umstanden auf Grund ihrer unterschiedlichen Genetik
verschieden auf Testsubstanzen und Umweltbedingungen. Da dadurch die Streuung im
Experiment ansteigt, erhoht sich im Allgemeinen auch die bendétigte Tierzahl bzw. kann mit
der gewahlten GruppengrélRe evtl. kein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden. Bei einer
Substanz wie EMO, welche offenbar tber einen sehr komplexen Wirkmechanismus verflgt,
der nach wie vor nur unzureichend aufgeklart ist, konnte dieser Umstand eine noch gréf3ere
Rolle spielen. Um grundlegende Mechanismen besser zu verstehen, kénnte daher ein
anderer Mausstamm gegebenenfalls eine Alternative darstellen, auch wenn dieser die
Situation im Hund weniger reprasentativ abbildet. Es existieren weitere gentechnisch
hergestellte mdrl-defekte Mauslinien, welche auf Inzuchtstdmmen basieren. Zum einen sind
dies die mdrla-KO* Mause (kein MDR1-Transporter in der BHS und allen anderen
entsprechenden Geweben — siehe 2.4.1.2), zum anderen die mdrlab-KO** Mause
(Uberhaupt kein MDR1-Transporter). Beide sind riickgekreuzt auf den Inzuchtstamm FVB,
welcher allerdings in einigen Studien bei motorischen Aufgaben vergleichsweise schlecht
abschneidet (voikar et al., 2001; McFadyen et al., 2003; Bothe et al., 2004, 2005) und zu spontaner
Hyperaktivitdt neigt bzw. eine sehr hohe Grundaktivitat aufweist (Voikar et al., 2001; Bothe et al.,
2004, 2005). Diese Umstéande wiederum koénnten sich bei Neurotoxizitatstest mit dem Rotarod
als Nachteile herausstellen.

Es besteht auch ein Zusammenhang zwischen Geschlecht und Laufleistung auf dem
Rotarod (McFadyen et al., 2003; Bothe et al., 2005), daher sollten entweder nur Tiere eines
Geschlechts verwendet werden oder getrennte Gruppen beider Geschlechter. Die
Geschlechtsabhangigkeit konnte auch auf einen mdglichen Zusammenhang zur KérpergroRe
und Gewicht zurtickzufiihren sein. Je gréRer und schwerer ein Mausstamm desto schlechter
ist tendenziell seine Leistung auf dem Rotarod. Da aufRerdem auch das Gewicht einen
Einfluss auf die Laufleistung hat (Brooks und Dunnett, 2009; Pallier et al., 2009) und méannliche Tiere
eines Stammes in der Regel groRer und schwerer sind als die Weibchen, kénnte dies eine
Ursache fiir die geringere Leistung von Bocken bei dieser Methode sein. Auch die in dieser
Studie verwendeten CF1-Mause sind vergleichsweise grol3. Das Gewicht der Tiere
schwankte stark. Die weiblichen PGP™! Mause waren mit durchschnittlich 44,43 g deutlich
schwerer als die Durchschnittsmaus (weiblich = 18 — 35 g, ménnlich = 20 — 40 g) (Bogdanske
et al, 2011). Die Tiere der PGPWT Gruppe lagen mit einem durchschnittlichen Gewicht von

28,65 g in der Mitte des angegebenen Bereichs.
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Eine mogliche Erklarung fiur diesen Unterschied ist, dass MDR1 auch eine Rolle im
Fettstoffwechsel zukommt, wodurch es beim Fehlen des Transporters zu einer starkeren

Gewichtszunahme kommen kénnte (Foucaud-Vignault et al., 2011).

* (offizielle Bezeichnung: FVB.129P2-Abchla™®> N7;

weitere Informationen unter: http://www.taconic.com/MDR1A)

** (offizielle Bezeichnung: FVB.129P2-Abcblam:erAbchlbmer N12;

weitere Informationen unter: http://www.taconic.com/1487)

Rotarod Modell

Die verwendeten Rotarod Einstellungen (16 rpm, 2 min) sind einer Studie von Dawson et al.,
(2000) entnommen, in welcher antikonvulsive sowie unerwiinschte Effekte unterschiedlicher
Avermectin-Analoga getestet wurden. Da in unserem Institut in friheren Experimenten
ebenfalls verschiedene Makrozyklische Laktone geprft wurden, ist dieser Versuchsaufbau
fur diese Studien Ubernommen worden (Janko und Geyer, 2012). Die dabei aufgetretenen
Symptome (vornehmlich Ataxie, des Weiteren Anzeichen von Inhibition wie Stupor) konnten
mit dieser Methode zuverlassig gemessen und quantifiziert werden. Die durch EMO hervor
gerufene Intoxikation stellte sich vornehmlich als Exzitation dar, welche sich nicht nur in
Ataxie sondern vor allem durch einen gesteigerten Bewegungsdrang mit ungewdhnlichen
Bewegungsablaufen zeigte. War die Ataxie deutlich ausgeprégt, konnte sie ebenfalls auf
dem Rotarod gemessen werden. Die zusatzlichen Symptome, wie das haufige Aufstellen auf
die Hintergliedmaf3en, das Wippen des Kopfes und Vorderkdrpers oder das viele hin- und
herlaufen im Kafig, fuhrten allerdings nur bedingt zu einer Einschrankung des
Laufvermdgens auf dem Rotarod. Zwar sank die Laufleistung dennoch in allen Fallen ab,
allerdings nicht bei allen Tieren auf null. Einige der Tiere konnten sich relativ lange auf dem
Rotarod halten und zeigten dabei die gleichen Symptome wie im Kafig, was aber nicht immer
zum Herunterfallen im vorgegebenen Zeitfenster (2 min) fuhrte. Die Umrechnung der
Laufzeit in Punkte ermdglicht zwar eine Unterteilung der Laufperformance in ,mit und ohne
Beeintrachtigung®, dennoch stellte sich die Bewertung mit diesem Schema (siehe 2.4.3.2) in
einigen Fallen als schwierig dar.

Gerade die Umrechnung der Laufzeiten in Punkte beinhaltet eine gewisse Subjektivitat, vor
allem in den Bereichen, in denen Beeintrachtigungen der Laufperformance nicht
grundsatzlich zu Punktabzug fuhren, wie im Zeitintervall 1 — 2 min. Im Bereich bis 1 min ist
beispielsweise die Vergleichbarkeit zwischen Tieren schwierig, die zwar im gleichen
Zeitrahmen liegen aber unterschiedlich sicher auf dem Rotarod laufen. Laufen z.B. zwei

Tiere zwischen 30 und 60 s, das eine aber schwankend und das andere nicht, miissten nach
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dem hier verwendeten Bewertungsschema dennoch beide Tiere die gleiche Punktzahl
erhalten (2 Punkte). Eine Abstufung zwischen diesen beiden Tieren vorzunehmen ist
schwierig und fihrt gegebenenfalls zu einer personlichen Auslegung des
Bewertungsschemas z.B. durch die Vergabe von halben Punkten. Zwar wurden alle Tiere
sowohl im Training als auch im Versuch nur von einer einzigen Person bewertet, eine
Beurteilung der Laufzeit allein wiirde einer verbleibenden Subjektivitat allerdings vorbeugen.

Je nach Fragestellungen (Phanotypisierung, AM Tests, neurologische Erkrankungen,
Gehirnlasionen u.a.) wird das Rotarod mit sehr unterschiedlichen Einstellungen verwendet.
In aller Regel wird dabei aber ausschlieBlich die Zeit bis zum Herunterfallen der Tiere
gemessen. Dabei steht das Rotarod entweder auf einer konstanten Geschwindigkeit wie im
hier beschriebenen Versuch oder steigert seine Geschwindigkeit kontinuierlich. Eine
kontinuierliche Steigerung der Geschwindigkeit hat sich dabei fiir einige Fragestellungen als
sensitiver erwiesen, da eine standige Anpassung an neue Gegebenheiten eine gréflere
Schwierigkeit der Koordination darstellt als das schnellere Laufen auf einer hoheren
Geschwindigkeit an sich (Pallier et al., 2009). Da dabei die Korrelationen mit dem Gewicht
allerdings héher zu sein scheinen, kbnnen auch mehrere konstante Geschwindigkeiten unter
Umstanden bessere Ergebnisse liefern (Brooks und Dunnett, 2009). In mindestens einer anderen
Studie zeigte sich allerdings auch eine gegenteilige Gewichtskorrelation (Pallier et al., 2009).
Eine Entscheidung fir eine der beiden Versionen (oder eine Kombination aus beiden) muss
daher vermutlich fir jede Fragestellung sorgsam abgewogen werden.

Im Rotarod Standard Operating Procedure (SOP) von EMPRESS (European Mouse
Phenotyping Resource of Standardised Screens) wird beispielsweise eine Steigerung von 4
auf 40 rpm innerhalb von 5 min beschrieben, welche auch vielféaltig Anwendung findet
(Crawley und Paylor, 1997; Crawley, 1999; Brooks und Dunnet, 2009). Eine ausgiebige Trainingsphase
wie im hier durchgeflihrten Versuch gibt es dabei nicht; die Tiere werden lediglich vor dem
Versuch an die Apparatur und den Ablauf gewdhnt.

Der Vorteil dabei ist, dass die individuelle Laufleistung jedes einzelnen Tieres unabhangig
von einer bestimmten zu erbringenden Leistung (hier: 2 min bei 16 rpm) bestimmt und mit
dem Ausgangswert verglichen werden kann. So ist die Durchfihrung des Versuchs nicht
davon abhangig, dass eine ausreichend groRe Anzahl Tiere die vorgeschriebene Leistung
Uberhaupt erbringen kann und zwar zum gleichen Zeitpunkt. Die festgelegte Gruppengrol3e
an Tieren mit zuverlassiger Performance zu erreichen, stellte sich im hier beschriebenen
Versuch als schwierig dar. Vor allem in der Gruppe der PGPYT Tiere fielen tber die Halfte
der Tiere (62,1%) der Tiere bereits vor dem eigentliche Versuch aus, da sie es nicht
schafften die veranschlagte Zeit (2 min) bei der entsprechenden Drehgeschwindigkeit des
Rotarods (16 rpm) zu laufen. Auch in der Gruppe der PGP™! Mause erreichten viele Tiere

(52,6%) nicht die vorgegebene Leistung. Ein Schema ohne festgelegte Zielparameter kdnnte
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daher die Tierzahl ggf. reduzieren, da die meisten Tiere durchaus in der Lage waren
zumindest eine gewisse Zeit lang bis zu einer bestimmten Geschwindigkeit auf dem Rotarod
zu laufen. Die kontinuierliche Steigerung der Geschwindigkeit oder mehrere einzelne
steigende Geschwindigkeiten koénnten dabei den Faktor ,Beeintrachtigung ja oder nein®
kompensieren, da Tiere mit noch vorhandener aber reduzierter Laufperformance aller
Wahrscheinlichkeit nach nur geringere Geschwindigkeiten meistern konnen als
unbeeintrachtigte Tiere und somit friher vom Rotarod herunter fallen. Eine sehr variable
Dauer der Symptomatik wie im Fall von EMO koénnte allerdings durch eine hdhere
individuelle Streuung evtl. dazu fuhren, dass auch bei einem anderen Rotarod Setup gréRere
Gruppen und damit mehr Tiere nétig sind, um aussagekréftige Ergebnisse zu erzielen.

In der vorliegenden Arbeit sollte auRerdem insbesondere untersucht werden, ob die durch
EMO hervorgerufenen Symptome vollstdndig reversible sind, was einen langeren
Messzeitraum notig macht. Um einen Beeinflussung der Laufperformance durch Lerneffekt
wahrend des Versuchszeitraums ausschlieen zu koénnen, ist zur Beantwortung dieser
Fragestellung eine vorherige langere Trainingsphase notwendig. Nur so kann die

vollstdndige Genesung ohne Einfluss von Lerneffekten quantifiziert und beurteilt werden.

Versuchsaufbau

Im hier gewdhlten Versuchsaufbau wurden die Tiere so jung wie moglich in den
Experimentalraum verbracht um sich dort 2 Wochen zu akklimatisieren. AnschlieRend wurde
mit dem Rotarod Training begonnen. Das Training fand dabei in aller Regel einmal am Tag
statt, kurz vor Versuch maximal 3 Mal taglich. Alle Tiere wurden erst im Versuch eingesetzt,
wenn sie in der Lage waren kontinuierlich (mindestens 1 Woche) 2 min bei 16 rpm auf dem
Rotarod durchzulaufen. Da diese Leistung nach sehr verschiedenen Zeitrdumen erreicht
wurde, ergaben sich zu Versuchsbeginn Gruppen aus Tieren unterschiedlichen Alters.
AulRerdem gaben einige der Mause das Laufen auf dem Rotarod nach einiger Zeit aus
unbekannten Grinden wieder auf, sodass es schwierig war, Uberhaupt eine ausreichend
grolRe Gruppe zusammen zu stellen. So ergab sich, vor allem in der Gruppe der WT Mause,
insgesamt eine groRe Anzahl Tiere, die diese Leistung niemals erreichten oder nicht lange
genug beibehalten konnten. So fielen mehr als 50% der Tiere bereits vor dem eigentlichen
Versuch aus. Wie bereits diskutiert wurde, kdnnte die Anzahl bendétigter Tiere ohne eine
solche Trainingsphase und/oder durch ein anderes Rotarod Modell ggf. deutlich reduziert
werden.

Zwar wurden alle Tiere wahrend der Trainingsphase an Personen und Apparaturen gewohnt,
sodass wahrend des Versuchs keine Beeintrachtigung durch unbekannte Bedingungen zu
befirchten war, die Gegebenheiten im Versuch unterschieden sich aber dennoch vom

Trainingsablauf. Die kurzen Messabstéande von 2 Stunden mit bis zu 6 Messungen am Tag
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erforderten natirlich das mehrfache Hantieren mit den Mausen. Da die Wirkung von EMO
sehr schnell eintrat und zum Teil nur wenige Stunden anhielt, waren diese Messabstéande
und haufigen Wiederholungen in diesem Fall aber notwendig, um dennoch Laufkurven
erstellen zu kdnnen. Dabei konnte bei den letzten Messungen teilweise beobachtet werden,
dass die Tiere aus Unwillen nicht mehr auf dem Rotarod laufen wollten. Eine Unterscheidung
zu einer durch die Substanz ausgeloste Beeinflussung der Laufperformance war dabei
allerdings in aller Regel dennoch mdglich. Zuklnftig kénnten - vor allem in Kombination mit
anderen Tests (siehe 4.4.1.4) — weniger Messungen stattfinden und die Laufleistung nicht als

Kurve sondern als Einzelwerte z.B. in Balkendiagrammen ausgewertet werden.

Mogliche weitere Tests

Neurotoxische Substanzen kdnnen zu sehr komplexen Symptomatiken fiihren, welche nicht
nur die Motorik sondern auch die Sensorik und das Verhalten beeinflussen kénnen. Da das
Nervensystem aul3erdem alle anderen Organsysteme steuert, kann die entsprechende Klinik
oft nur schwer vorher gesagt werden, vor allem wenn Rezeptor und Wirkmechanismus der
Testsubstanz nur unzureichend bekannt sind. Das Rotarod eignet sich dafur nicht als
alleiniges Testsystem, um alle maoglichen Auspragungen neurologisch wirksamer
Substanzen sicher festzustellen und zu quantifizieren. Eine Kombination aus mehreren Tests
mit unterschiedlichen Schwerpunkten kénnte daher aussagekraftigere Ergebnisse liefern
(Crawley und Paylor, 1997; Crawley, 1999; Brooks und Dunnett, 2009; Wahisten, 2011). Auch
stammspezifische Starken oder Schwéchen bei einer bestimmten Aufgabe, kdnnten durch
die Verwendung weiterer Tests kompensiert werden. Gleiches gilt auch fir Unterschiede
zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren.

Die Motorik bzw. Motorkoordination ist ein sehr komplexes Verhalten, welches eine
funktionierende Sensorik, eine intakte Muskelfunktion, Lern- und Erinnerungsvermaogen,
Aufmerksamkeit und Motivation voraussetzt (Pallier et al., 2009).

Die Grundvoraussetzungen kdnnen daher vor den eigentlichen Experimenten durch
allgemeine neurologische Tests geprift werden. Dabei werden auch der allgemeine
Gesundheitszustand und das normale Verhalten im Kéafig ermittelt. (Crawley und Paylor, 1997;
Crawley 1999; Brooks und Dunnett, 2009).

Das modified SHIRPA Verfahren (SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal

London Hospital, phenotype assessment) ist eine Moglichkeit einen guten allgemeinen
Uberblick zu erhalten. Dabei werden verschieden Verhaltensweisen in einem Becherglas
und einer speziellen Beobachtungsarena in einer bestimmten Reihenfolge und mit einem
festgelegten Bewertungsschema beurteilt (Brooks und Dunnett, 2009; EMPRESS SOP modified

SHIRPA).
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AnschlieRend stehen verschiedene spezifische Untersuchungen zur motorischen Aktivitat
und zur Motorkoordination zur Verfugung. Da diese sehr vielseitig sind, soll im Folgenden
nur auf einige Beispiele naher eingegangen werden, um einen Uberblick zu gewahrleisten.
Die Grundaktivitat, das Erkundungsverhalten sowie eine mdgliche Beeinflussung dieser
Verhaltenseigenschaften durch Angst, konnen beispielsweise im Open Field untersucht
werden. Die Maus wird dabei in die Mitte einer definierten Flache gesetzt und darf sich eine
bestimmte Zeit frei auf dieser Flache bewegen. Dabei werden die zuriickgelegte Strecke, die
Anzahl an Uberquerungen bestimmter Einteilungslinien und die Zeit in der Mitte bzw. am
Rand ausgewertet und einander gegenlbergestellt (wahisten, 2011; Crawley und Paylor, 1997,
Crawley 1999; Brooks und Dunnett, 2009).

Beim Balance Beam laufen die Mause von einer Startplattform aus Uber verschieden dicke

Stabe unter Lichteinstrahlung in eine dunkle Zielbox. Verschiedene Modifikationen wie z.B.
ein schrager Stab (Mause laufen tendenziell gerne nach oben) sind mdglich. Dokumentiert
und ausgewertet werden die Zeit beim Uberqueren der Stabe und das Ausrutschen der
Hinterpfoten (Carter et al., 2001; Brooks und Dunnett, 2009; Wahlsten, 2011). Teilweise hat sich diese
Methode als dem Rotarod Uberlegen heraus gestellt, da sie manche Beeintrachtigungen
(Bsp.: Koordinationsstérungen durch Benzodiazepine) friher erfasst (Stanley et al., 2005).

Die Foot Print Analysis wertet den Gang anhand von Pfotenabdriicken auf Papier aus. Dabei

werden u.a. Schrittlange, Uberlappungen der Vorder- und Hintergliedmafe und die Abstande
der Hinterpfoten zueinander analysiert. Die Pfoten der Tiere werden dazu vorher mit
verschiedenen Farben fir Vorder- und Hinterpfoten versehen. Diese Methode stellt sehr
einfach und effektiv Beeintrachtigungen des Ganges und damit der Motorkoordination dar
(Crawley und Paylor, 1997; Carter et al., 2001; Brooks und Dunnet, 2009).

Zur Uberprufung der Sensorik, Muskelfunktion und Balance gibt es verschiedene Tests auf
Gittern, die gerade oder schrag stehen und gedreht werden oder nicht. Dabei kann gepruft
werden, ob das Tier klettert, ob es dabei mit den Pfoten zwischen die Gitterstabe rutscht und
ob und wie lange es sich am Gitter festhalten kann, wenn dieses gedreht wird (Brooks und
Dunnett, 2009; Wahlsten, 2011).

Ein spezifischer Test der Muskelfunktion ist der Grip Strength Test. Dabei halt sich das Tier

mit den Vorderpfoten an einem Gitter fest. AnschlieBend wird vorsichtig an der
Schwanzwurzel gezogen, wobei die Muskelstarke gemessen wird. Die maximale
Muskelstarke ist erreicht, wenn die Maus los lasst (Brooks und Dunnett, 2009; Wahlsten, 2011).
Auch Varianten zur Messung sowohl der Vorder- als auch der HintergliedmalRen sind

maglich (EMPRESS SOP Grip Strength Test).
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Bei der Verwendung mehrerer Tests in einem Versuch ist zu beachten, dass diese sich zwar
erganzen aber auch gegenseitig beeinflussen kénnen. Die Reihenfolge der Tests sowie die
Abstande zwischen den einzelnen Experimenten sollte daher sorgfaltig je nach genauer
Fragestellung abgewogen werden. Um einen gegenseitige Beeinflussung der Versuche
moglichst gering zu halten, ist es von Vorteil mit dem am wenigsten belastenden Test zu
beginnen. Sollten sich einige Tests als nicht kompatibel miteinander erweisen, kdnnen
mehrere Tiergruppen eingesetzt werden, die dann jeweils nicht alle Tests durchlaufen. Bei
langer andauernden Tests sind unter Umstanden auch Lerneffekte und eine Korrelation zum

Alter sowie zu einer Zunahme des Gewichts fir einige Tests zu beachten (wahlsten, 2011).

AbschlieRende Beurteilung zur Erfassung der Symptomatik bei EMO Intoxikation
Durch die hier durchgefiihrten in vivo Versuche konnte der vermutete Zusammenhang
zwischen dem Fehlen des MDR1-Transporters in der BHS und der vermehrten Penetration
von EMO ins ZNS nachgewiesen werden. Auch die dadurch begriindete Neurotoxizitat der
Substanz lief3 sich so nachweisen. Da im Versuch nur EMO und nicht die Retardformulierung
Profender® mit EMO und PZQ verwendet wurde, kdnnen die aufgetretenen Symptome in
diesem Fall auch klar auf eine Substanz zurtickgefiihrt werden. Mdgliche weitere Symptome
oder eine Verschlimmerung der klinischen Auspragung durch die gleichzeitige Applikation
von PZQ wurden allerdings nicht getestet und konnen daher nicht ausgeschlossen werden.
Unerwartet war der deutliche Effekt von EMO in der empfohlenen Mindest-Dosis. Die
urspriinglich geplante Dosis-Steigerung von 1 mg/kg bis zum Einsetzen der neurotoxischen
Wirkung erubrigte sich daher. Ein mdglicher Grund dafur ist, dass die Mause vor der
Applikation der Testsubstanz lediglich eine Stunde lang keinen Zugang zu Futter hatten, also
nicht nuchtern waren. Nach der Applikation stand wahrend des kompletten Versuches Futter
ad libitum zur Verfigung und die Futteraufnahme wurde nicht kontrolliert. Zwar lag EMO als
Reinsubstanz und nicht als Retardformulierung vor, dessen Loéslichkeit kénnte aber dennoch
von Verdauungsparametern abhangig sein. Die Anwesenheit der an der Verdauung
beteiligten Gallensauren erhht beispielsweise die Loslichkeit von EMO (Lange, 2011).

Neue Erkenntnisse in Bezug auf den Wirkmechanismus oder daran beteiligte
Neurotransmittersysteme konnten auch im in vivo Saugermodell nicht gewonnen werden.
Dies ware evtl. denkbar durch einen Therapieversuch. Dabei wirden nach der Applikation
von EMO in Frage kommende Therapeutika injiziert und eine mégliche Verbesserung der
Symptomatik in diesem und/oder einem erweiterten Versuchsaufbau gemessen. Wiirde bei
diesem Ansatz eine Substanz mit bekanntem Wirkmechanismus die durch EMO hervor
gerufene Symptomatik verbessern, konnte dies einen Hinweis auf beteiligte Rezeptoren,

Transmittersysteme und/oder Signalwege geben.
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Dabei ist zu beachten, dass auch die Therapeutika selber einen Einfluss auf die
entsprechenden Tests haben konnen. So vermindern beispielsweise Benzodiazepine
dosisabhéngig die Laufleistung auf dem Rotarod (Stanley et al., 2005).

Grundsatzlich eignet sich der gewahlte Mausstamm als Modell fir die Zieltierart Hund.
Allerdings ist die Symptomatik in beiden Spezies unterschiedlich ausgepragt und nur einige
der Symptome entsprechen einander (z.B. die Ataxie). Ideal ware die Symptomatik direkt in
der Zieltierart zu beobachten. Auch ein Therapieversuch kdnnte theoretisch direkt am Hund
durchgefuhrt werden. Allerdings mussten fur diese Fragestellung zunachst entsprechende
Testverfahren fur den Hund etabliert werden.

Weitere Mausstamme, die sich auf Grund ihres Inzuchtcharakters untereinander nur minimal
unterscheiden, kdnnten eine Alternative darstellen, um die durch die individuelle Reaktion
auf die Substanz verursachte Streuung zu reduzieren.

Weiterhin ware ein Versuchsaufbau aus einer Kombination mehrerer Test mit
unterschiedlichen Schwerpunkten (Motorik, Sensorik, Verhalten) vermutlich sinnvoller, um
am Ende aussagekréftigere Ergebnisse zu erhalten. Durch die Verwendung mehrerer Tests
kénnten Schwachpunkte bei einem der Tests selber oder bei der Leistung des eingesetzten
Mausstammes in einem der Tests ausgeglichen werden.

Um die unter Umstanden sehr vielfaltige klinische Symptomatik durch neurotoxische
Substanzen besser messen zu kdnnen, empfiehlt sich zukinftig eine Kombination mehrerer
Tests mit unterschiedlichen Schwerpunkten. Diese sollten Motorik, Sensorik und Verhalten
abdecken und objektiv quantifizieren kénnen.

Grundsatzlich sollte dabei fir jeden Test der Basiswert (normales Verhalten) ermittelt werden
und der Beobachtungszeitraum genau definiert werden (z.B. Anzahl Aufrichten pro Minute).
Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit konnte durch den gewéhlten Versuchsaufbau
beantwortet werden, allerdings sollte bei zukiinftigen Versuchen abgewogen werden, welche
der oben erwahnte Aspekte dazu beitragen kénnten, den Versuchsablauf zu verbessern, die

Tierzahl zu reduzieren und aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Aufdeckung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen dem
MDR1-Genotyp und dem Auftreten von Arzneimittelunvertraglichkeiten nach der Anwendung
von Profender® beim Hund. Solche Arzneimittelunvertraglichkeiten wurden unserem Institut
in den letzten Jahren im Rahmen der MDR1-Diagnostik haufig gemeldet.

Durch eine retrospektive Auswertung dieser gesammelten Falle ist es gelungen den
vermuteten Zusammenhang zum MDR1-Genotyp der betroffenen Tiere aufzudecken und
durch weitere in vitro und in vivo Versuche zu bestatigen.

Durch Transportversuche an spezifischen Zelllinien konnte eine Interaktion von dem in
Profender® enthaltenen Emodepsid mit dem MDR1-Transporter des Hundes belegt werden.
AnschlieBende Versuche an MDR1-defekten M&usen zeigten deutlich eine vermehrte
Gehirnpenetration von Emodepsid beim Fehlen von MDR1 in der Blut-Hirn-Schranke und
eine damit verbundene Neurotoxizitat in vivo.

Besonders aufféllig waren in diesem Zusammenhang Stérungen der Muskelkoordination,
welche sich beim Hund hauptséachlich als Zittern auf3erten. Auch Ataxie trat haufig auf.
Koordinationsstorungen konnten auch bei der Maus beobachtet und mit Hilfe des gewéhlten
Models (Rotarod) zuverlassig quantifiziert werden. Der direkte Vergleich mit den MDR1-
intakten Wildtyp-Tieren, in denen keinerlei Symptome auftraten, belegte einen
Zusammenhang zwischen Emodepsid-induzierter Neurotoxizitdt und dem Fehlen von MDR1
in der Blut-Hirn-Schranke.

Die beobachteten Symptome weisen dabei sowohl bei Hunden als auch bei Mausen auf eine
Ubererregung des zentralen Nervensystems bzw. eine gestorte Balance zwischen
erregenden und hemmenden Strukturen hin, wobei der Toxizitdtsmechanismus zum jetzigen
Zeitpunkt nicht genau bekannt ist. Wahrscheinlich ist ein komplexes Vergiftungsgeschehen
mit Beteiligung mehrerer Neurotransmittersysteme.

Obwohl bisher keiner der uns bekannten Falle letal verlief und alle Symptome auch ohne
Behandlung vollstandig wieder abklangen, wurde dennoch oft von einem lang andauernden
und/oder schwerwiegenden Verlauf berichtet. In der tierarztlichen Praxis empfiehlt sich daher
vor der Anwendung von Profender® beim Hund ein Test auf das Vorliegen des MDR1-
Defekts, um die Applikation bei MDR1-defekten Hunden mit besonderer Sorgfalt
durchzufiihren. Bestehen dabei Zweifel an der korrekten Umsetzung durch den Besitzer,

sollte ggf. auf ein anderes Praparat zurtickgegriffen werden.
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5 _Summary

The aim of the present study was to find a possible relationship between the MDR1-genotype
and drug intolerances after the administration of Profender® in dogs. Drug intolerances after
administration of Profender® in dogs were reported to our institute pretty often in the last few
years in the context of MDR1-genotyping.

In a retrospective evaluation of those cases we were able to detect the supposed relationship
between the MDR1-genotype of the affected dogs, which was confirmed in further in vitro
and in vivo experiments.

Transport studies in MDR1-expressing cell lines proved an interaction of emodepside
(contained in Profender®) and the canine MDR1-transporter. Subsequent studies in MDR1-
deficient mice showed a clear increase of emodepside brain penetration and correlated
neurotoxicity in the absence of MDRL1 in the blood-brain barrier in vivo.

This neurotoxicity mainly led to tremor and ataxia in affected dogs. Also the mice showed
ataxia, which was reliably quantified with the model used in the present study (rotarod setup).
As no symptoms were observed in the corresponding MDR1-intact wildtype mouse strain, an
association between the absence of MDR1 in the blood-brain barrier and Emodepside-
induced neurotoxicity can be drawn.

The observed symptoms in dogs and mice suggest an over-excitation of the central nervous
system respectively an imbalance of excitation and inhibition. However the mechanism of
toxicity remains unclear. Most likely this mechanism is very complex and involves different
neurotransmitter systems.

Although none of the drug intolerances reported to our institute was lethal and all symptoms
resolved completely without treatment, many cases showed a long lasting and/or severe
course.

Therefore, MDR1-genotyping is recommended before the use of Profender® in the veterinary
practice to perform drug administration with particular care in MDR1-deficient (MDR1") dogs.
If a correct drug administration cannot be guaranteed by the owner another type of

formulation might be a better choice.
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